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Avsedd anvandning

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r ett kvalitativi PCR-test i realtid for detektion av 11 mutationer
i genen fosfatidylinositol 3-kinas katalytisk underenhet alfa (PIK3CA) (Exon 7: C420R; Exon
9: E542K, E545A, E545D [endast 1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R; och Exon
20: H10471, H1047R, H1047Y) med hjélp av genomiskt DNA (gDNA) som exiraherats fran
formalinfixerad, paraffininbéddad (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE)
brésttumérsvévnad eller cirkulerande tumdr-DNA (ctDNA) fréin plasma som utvunnits frén K2EDTA

antikoagulerat perifert helblod taget fran patienter med bréstcancer.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r avsett fér anvdndning som et tillhérande diagnostiskt
test for att hjglpa vardgivare identifiera bréstcancerpatienter som kan lémpa sig for
behandling med PIQRAY® (alpelisib) baserat pa en PIK3CA-mutation. Patienter vars FFPE-
vavnads- eller plasmaprov ger ett positivt therascreen PIK3CA RGQ PCR Kittestresultat for
narvaro av en eller flera PIK3CA-mutationer &r lémpliga fér behandling med PIQRAY
(alpelisib). Patienter vars plasmaprov ger ett negativt resultat med det har testet ska reflexas

till testning av ett FFPE-tumdrvavnadsprov fér férekomst av PIK3CA-mutationer.

FFPE-tumérprover bearbetas med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit fér manuell
provberedning. Prover med K2EDTA antikoagulerat helt perifert venblodsplasma bearbetas
med QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit fér manuell provberedning. For bagge
provtyperna anvénds instrumentet Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5Splex HRM fér automatiserad

amplifiering och detektion.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r en in vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska anvéndas av utbildad personal i en professionell
labbmiljé.
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Procedurens begrénsningar

® Det har bruksanvisningsdokumentet méste lasas fullstandigt och férstas innan therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit anvénds.

® Enbart resultaten fr&n produkten ska inte ligga till grund fér diagnos, utan de méste

tolkas med hdansyn fill resultat frén alla relevanta kliniska studier eller laboratoriestudier.

® Prover med resultat som rapporteras som “No Mutation Detected” (Ingen mutation
detekterad) kan innehdlla PIK3CA-mutationer som inte detekteras av therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.

® Analytiska och kliniska prestandadata relaterade till detektion av féljande PIK3CA-
mutationer: E545A, E545D, Q546E, Q546R och H1047Y etablerades enbart med
konstruerade plasmaprover (cellinje-DNA spikat i plasma), inte med kliniska prover frén

den avsedda anvéndningspopulationen.

e Detektion av mutationer beror pd provets integritet och pd mangden amplifierbart
DNA som finns. Testproceduren ska upprepas om analys av DNA i provet indikerar aft
kvantitet och/eller kvalitet antingen inte &r tillracklig eller aft koncentrationen &r fér hog

fér mutationsanalys.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anvands i en PCR-procedur. Precis som vid alla
PCR-procedurer kan proverna bli kontaminerade av externa DNAkéllor i testmiljén och
av DNA i den positiva kontrollen. lakita forsiktighet for att férhindra att prover och
kitreagenser kontamineras.

® Om provet innehdller mindre an den procentsats muterade alleler som kan detekteras av
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit s& kommer det aft ge resultatet “No Mutation

Detected” (Ingen mutation detekterad).

® Det dr inte kéint om therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit uppvisar korsreaktivitet (som leder
till resultatet “Mutation Detected” [Mutation detekterad]) med andra PIK3CA-mutationer

utdver de som listas som biomarkorer som detekteras av kitet.
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit dr ett kvalitativt test. Testet ger inte kvantitativa

métningar av frekvens mutantalleler (Mutant Allele Frequency, MAF) i ett prov.

Prestandapaverkan pé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r okénd om mikrobiell
kontaminering introduceras under analysprocedurerna. Operatérer maste vidta
forsiktighetsatgarder for att undvika mikrobiell kontaminering under testprocedurerna
och bér inte anvanda kitkomponenter om tecken p& mikrobiell kontaminering

uppmdrksammas.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska enbart anvdndas med DNA som extraherats frén
FFPE-bréstcancervavnad eller plasmaprover som férberetts fran K2EDTA antikoagulerat

helt perifert vendst blod som tagits fran bréstcancerpatienter.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska enbart anvdndas med QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (for vévnadsprover) eller QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

(for plasmaprover).

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska enbart anvdndas nar alla reaktionsblandningar

anvands.

Produkten &r avsedd aft anvéindas endast av personal som fatt sarskild utbildning i in

vitro-diagnostiska procedurer och Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument.

Produkten &r endast avsedd fér anvéndning pé en Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM real-
time PCR-cykler. Ingen annan termal cykler med optisk detektering i realtid kan anvandas

med den har produkten.
Strikt efterlevnad med bruksanvisningen (handboken) fér therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit kravs for att erhélla optimala resultat. Utspddning av reagenser rekommenderas inte

och leder till en samre prestanda.

Den har handboken &r avsedd att anvéndas med Rotor-Gene AssayManager
programversion 2.1 med automatiserad mutationsstatusanrop.

Var uppmérksam pd de utgangsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen
och pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgdngsdatum

har passerat eller som har férvarats felaktigt.
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Sammanfatining och férklaring av testet

Signalvégen fosfatidylinositol 3-kinas (Phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) reglerar olika
cellulara funktioner, inklusive celltillvéxt, &verlevnad, translatorisk reglering av proteinsyntes,
glukosmetabolism,  cellmigrering och  angiogenes (1).  Aktiverande  somatiska
missensmutationer i genen PIK3CA (fosfatidylinositol 3-kinas katalytisk subenhet alfa) som dkar
kinasaktiviteten fér proteinet PI3Ka har identifierats i tumérvavnader och har lénkats il
cellulara omvandlingar i flera ménskliga cancerformer (2), inklusive hormonreceptorpositiv

(HR+) brostcancer (3).

Bréstcancer &r den vanligaste diagnostiserade cancerformen fér kvinnor och den nést stérsta
orsaken till cancerrelaterade dédsfall (4). Ar 2018 estimerades det att 266 120 kvinnor skulle
diagnosticeras med brostcancer i USA (vilket motsvarar ungefdr 30 % av alla cancerfall for
kvinnor) och att 40 920 dédsfall skulle intréffa (5). | Europa estimerades det att 92 700
kvinnor skulle d& av bréstcancer ar 2018 (6). Bréstcancer hos mén ar ovanligt < 1 % av
bréstcancerdiagnoser &r fér manliga patienter (4); behandlingsrekommendationerna ér dock

samma fér bagge kénen.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r ett kvalitativt in vitro-diagnostiskt PCR4est i realtid som
utférs p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Det anvénder sig av ARMS-primrar
(Allele Refractory Mutation System, ARMS), hydrolysprober och PCR clamp-tekniker fér aft
detektera 11 mutationer (Tabell 1) i exon 7, 9 och 20 av PIK3CA-onkogenen mot en bakgrund
av vildtyp-DNA (Wilde-Type, WT).
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Tabell 1. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-analysmél

Exon Mutation COSMIC* ID Basskifte

7 C420R 757 1258 T>C

9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G

20 H1047L 776 3140 AST
H1047R 775 3140 ASG
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: htips://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Testprincipen
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestdr av sex separata PCR-amplifieringsreakfionsblandningar:

e Fem mutationsspecifika reaktioner som riktar in sig pd exon 7, 9 och 20 i PIK3CA-genen
® En kontrollreaktion som riktar in sig p& exon 15

De viktigaste komponenterna i kitet frklaras nedan.
Mutationsreaktionsblandningar

Muterat DNA amplifieras selektivt och detekteras av mutationsspecifika reaktionsblandningar
med mutationsspecifika ARMS-primrar, prober (hydrolysprober och korta héggradigt specifika
prober), och PCR-clamper. Mutationsreaktioner detekteras i kanalerna Green, Yellow och

Crimson pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

ARMS

Allelspecifik amplifiering erhdlls genom ARMS som utnyttjar férmégan hos Tag DNA-polymeras
att skilja mellan en matchad och felmatchad bas vid 3“Gnden av en PCR-primer. Nér primern &r
helt matchad fortsatter amplifieringen med full effekt. Nér 3“basen inte matchar sker eventuellt
endast bakgrundsamplifiering pé& lég niva. Dérfér amplifieras en muterad sekvens selektivt Gven

for prover dar majoriteten av DNA inte bér pd mutationen (Figur 1).
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VT 0 —>» L&g eller ingen

Q P amplifiering

Mutant e — Amplifiering
Q——F ——

Mutant 1 O —> L&g eller ingen
2 F =4 amplifiering

[ VT-sekvens ¥ Mutantsekvensmdl O Annan mutantsekvens

Figur 1. Identifiering av specifik mutation av ARMS PCR. VT: Vildtyp. Q-F: Dubbel férgningsprob. 5: Framétriktade och
bakatriktade primrar.

Hydrolysprober

Hydrolysprober féster inom en DNA-region som amplifierats av en specifik uppsdttning
primrar. Nér Tag-polymeraset férlénger primern och syntetiserar dotterstréngen, degraderar
5" till 3" exonukleasaktiviteten for Tag-polymeraset proben, vilket leder till frigérande av

fluoroforen och utséndrande av fluorescens.

Okningen av fluorescenssignalen defekteras bara om malsekvensen ar komplementdr till

primrarna och proben och dérfér amplifieras under PCR (Figur 2).
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Figur 2. Reaktionsprincip med hydrolysprober.

PCR-clamp

PCR-clamper fillater selektiv amplifiering av mutantallelen. PCR-clamper som &r perfekt
matchade fill vildtypsekvensbindningen till vildtypmallen och férhindrar amplifiering genom
interferens med primerférlangning. 3-dnden av PCR-clampen &r blockerad med tillsats av en

fosfatgrupp fér att férhindra férléngning av vildtypsekvensen (Figur 3).
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3'fostat-oligonukleotid (CLAMP)

Figur 3. PCR-clampteknik. VT: Vildtyp. Q-F: Dubbel fargningsprob. S: Framéiriktiade och bakétriktade primrar.

Kontrollreaktion

Kontrollreaktionsblandningen (rér 1) innehdller en framétriktad och en bakétrikiad primer och
mérkt prob (detekteras i kanalen Green) for att amplifiera en kort sekvens av exon 15 i
PIK3CA-genen. Kontrollreaktionen anvdnds for att bestdmma om en lamplig nivé amplifierbart
DNA finns i provet och &r en faktor vid analytiska berdkningar fér att bestdmma

mutationsstatus.

Internkontroll

Var och en av reaktionsblandningarna innehdller en internkontroll som &r utformad fér aft
detektera en misslyckad reaktion (t.ex. p& grund av férekomst av hémmare). Internkontrollen
anvander sig av en icke-PIK3CA-relaterad oligonukleotidmalsekvens, omérkta framétriktade

och bakatriktade primrar och en hydrolysprob mérkt med en orange fluorofor.
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Positiv kontroll

Den positiva kontrollen (rér Positiv kontroll, PC) best&r av en blandning av fem
plasmider som motsvarar var och en av de 11 mutationerna och kontrollen.
Detektion av mutationerna inom acceptabla intervall bekréaftar att samtliga
reaktionsblandningar i kitet fungerar korrekt.

Negativ kontroll

Kontroll utan mall (Rér NTC) innehéller nukleasfritt vatten som ska anvéndas fér reaktionen
med kontroll utan mall (No Template Control, NTC). NTC fungerar som en negativ kontroll

och identifierar potentiell kontaminering under analyskonfigurationen.

Provspadning

Provspadningen (Ror Dil.) innehdller nukleasfritt vatten.

14 Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019



Plattform och programvara

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r specifikt avsett fér anvéndning med Rotor-Gene Q

MDx-instrumentet tillsammans med en persondator med:

® Rotor-Gene AssayManager® version 2.1
e Gamma Plug-in version 1.0.0
o therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile version 1.0.1 fér analys av vévnadsprover

® therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile version 1.0.1 fér analys av plasmaprover

Se anvéndarhandboken fér Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM fér information om Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM-instrumentet. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet maste underhdllas

enligt instruktionerna i anvéndarhandboken.

Se anvéndarhandboken foér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application och
anvéndarhandboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in for ytterligare

information om programvaran.

Kérningsparametrar

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet &r programmerat for olika cykelparametrar
(eller “runs” [kérningar]) med therascreen PIK3CA Assay Profile. Analysprofilerna innehéller
PCR-kérningsparametrarna och berdknar resultaten. PCR+ermalcyklingsparametrarna fér

analysen &r som féljer:

e Forvara vid 95 °C i 15 minuter for att aktivera Tag DNA-polymeraset.
® PCR med 45 cykler i 95 °C i 30 sekunder fér att denaturera och i 60 °C i 1 minut fér aft

fasta och férlanga.
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Material som medféljer

Kitinnehall

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Katalognr. 873111
Antal reakfioner 24
Innehall Lockets féirg Volym
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA-reaktionsblandning 1) R&d 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA-reaktionsblandning 2) Lila 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA-reaktionsblandning 3) Orange 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA-reaktionsblandning 4) Gul 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA-reaktionsblandning 5) Grén 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 6 (PIK3CA-reaktionsblandning 6) Bl& 750 pl
Tag DNA Polymerase (Taq) [Tag DNA-polymeras (Tag)] Mint 85yl
PIK3CA Positive Control (Positive control, PC) [PIK3CA positiv Beige 250 pl

kontroll (Positive control, PC)]

Water for no template control (NTC) [vatten fér kontroll utan Vit 1,9 ml
mall (No Template Control, NTC)]

Nuclease-free water for Dilution (Dil.) [Nukleasfritt vatten for Vit 1,9 ml
spddning (Dil.)]

Bruksanvisning (handbok) fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 1

16 Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019



Material som behdvs men inte medféljer

Se till att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer

fére anvéndning.

Reagenser

e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, katnr. 60404, se "DNA-extrahering fran
FFPE-prover”, sida 27) eller QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN,
katnr. 61504, se “DNA-extrahering fran plasmaprover”, sida 27)

® DNAZap™ PCR-nedbrytningsldsningar
e Distel High Level Laboratory Disinfectant och IPA-tvétt (isopropylalkohol, IPA)

Forbrukningsartiklar

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps fér anvéndning med en rotor med 72 brunnar
(QIAGEN, kat.nr 981103 eller kat.nr 981106)

e Nukleasfria, mikrocentrifugrér med l&ég DNA-bindning fér beredning av

masterblandningar

e Nukleasfria pipettspetsar med aerosolbarrigrer

Utrustning

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

* Kontrollera att instrumenten och utrustningen har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

t I vissa lander kan instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med fillverkningsdatum maj 2011 eller senare anvandas.
Produktionsdatumet anges i serienumret pd baksidan av instrumentet. Serienumret &r i formatet “mméénnn” dér
“mm" anger fillverkningsmdnad i siffror, “&&” anger de sista tvd siffrorna i tillverkningséret, och “nnn” anger den
unika instrumentidentifieraren.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in och “therascreen_PIK3CA_FFPE”
och/eller “therascreen_PIK3CA_Plasma” Assay Profile

Sarskilda pipetter* (justerbara) fér provberedning

Sarskilda pipetter* (justerbara) fér beredning av PCR-huvudblandning
Sarskilda pipetter* (justerbara) for dosering av DNA-mall
Bankcentrifug* med rotor fér 1,5 ml rér

Termomixer*, uppvarmd skakinkubator*, varmeblock* eller vattenbad* som klarar

inkubering vid 56 °C, 70 °C och 90 °C
QlAvac 24 Plus vacuum manifold (katalognr 19413)
QlAvac Connecting System (katalognr. 19419)

Vacuum Pump (katalognr. 84010) eller motsvarande pump som kan skapa eft vakuum
pé& -800 till 200 mbar

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiumblock fér manuell reaktionsinstéllning
(QIAGEN, katnr. 9018901)

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, aluminiumblock fér manuellt iordningstéllande av
reaktioner med en enkanals-pipett i 96 x 0,2 ml PCR-rér (QIAGEN, katnr. 9018905)

72-Well Rotor, for att hélla Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, med reaktionsvolymer pé
10-50 pl; kraver en Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, katnr. 9018903)

Locking Ring 72-Well Rotor, fér att fésta Strip Tubes and Caps, 0.1 ml i 72-Well Rotor
(QIAGEN, katnr. 9018904)
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Varningar och férsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvéndning.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska anvéndas av utbildad personal i en professionell
labbmiljé.

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Mer information finns i tillédmpliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS).
De finns tillgéingliga pa webben i behéndigt PDF-format p& adressen www.giagen.com/safety,
dar du kan hitta, visa och skriva ut sakerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Fér anvandning med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Sékerhetsinformation om Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet finns i anvéndarmanualen

som medfoljer instrumentet.
Enbart véivnadsprover: Enbart fér anvéndning med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

For sckerhetsinformation om QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katnr 60404) se handboken
for QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Enbart plasmaprover: Enbart fér anvéindning med QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

For sakerhetsinformation om QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (katnr 61504) se
handboken fér QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.
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Allmanna forsiktighetsatgarder

Testet ar avsett fér anvaéndning med FFPE-bréstcancervévnadsprover eller K2EDTA-

plasmaprover fran bréstcancerpatienter.

Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. FFPE-provmaterial och
nukleinsyror som férberetts fréin det utgér inte en sannolik infektionsrisk, men alla
plasmaprover ska behandlas som potentiellt smittfarliga. Hélso- och

sdkerhetsprocedurerna fér din lokala institution méste alltid féljas.
Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med dina lokala sakerhetsprocedurer.

Reagenser till therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ér optimalt utspddda. Spad inte ut
reagenserna ytterligare da det kan resultera i forlorad prestanda. Anvénd inte

reaktionsvolymer (reaktionsblandning plus prov) p& mindre an 25 pl.

Alla reagenser som medféljer therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r enbart avsedda att
anvandas tillsammans med Svriga reagenser som ingdr i samma therascreen PIK3CA

RGQ PCR Kit. Byt inte ut reagenserna i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit eller mellan

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit eftersom det kan péverka prestandan.

Anvénd endast det Tag DNA-polymeras (Rér Tag) som medféljer i therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. Byt inte ut det mot Tag DNA-polymeras frén andra QIAGEN-kit och byt

inte heller ut det mot Taq DNA-polymeras frén en annan leverantor.

Ytterligare instruktioner om varningar och sakerhetsatgéarder samt fler
procedurbeskrivningar finns i anvéndarhandboken fill instrumentet Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM.
Anvénd inte komponenter vars utg&ngsdatum har passerat eller som har férvarats
felaktigt.

laktta storsta forsiktighet for att férhindra kontaminering av kontroll- och
reaktionsblandningsreagenserna med syntetiskt kontrollmaterial som finns i positiv

kontroll-reagenset.

laktta stdrsta forsiktighet for att undvika korskontaminering mellan prover. Forslut

omedelbart réren efter att varje prov tillsatts.
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e Dekontaminera laddningsblocket noggrant innan du anvénder det fér beredning av
huvudblandningar fér analys. Anvéndning av DNAZap PCR-nedbrytande 18sningar féljt
av Distel High Level Laboratory Disinfectant och IPAtvétt rekommenderas.
Laddningsblocket méste vara torrt innan anvandning.

® Anvand separata pipetter avsedda fér andamalet fér beredning av reaktionsblandningar

och tillsats av positiv kontroll-reagenser.

e Utfér beredning och férdelning av reaktionsblandningar i ett omréde avskilt frén omradet

dar den positiva kontrollen tillsatts.

® Fluorescent markerade molekyler som ingér i reaktionsblandningsreagenser ar
ljuskansliga. Skydda kontroll- och reaktionsblandningsreagenserna mot ljus for att

undvika fotoblekning.
e Oppna infe Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet fére kérningen har avslutats.
e Oppna infe Rotor-Gene Q-réren efter att kdrningen har avslutats.

o lakitag storsta forsiktighet for att tillse korrekt provtestning och undvika fel provinmatning,

laddnings och pipettering.
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Férvaring och hantering av reagenser

Leveransvillkor

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit levereras p& torris och méste frysas vid ankomst. Om nagon
komponent av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit inte @r fryst vid ankomst, om den yttre
forpackningen har &ppnats under transporten eller om det saknas en bipacksedel,
bruksanvisning eller reagenser i leveransen ska du kontakta QIAGENS teknisk support eller

lokala distributérer (se www.qgiagen.com).
Forvaring

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i =30 till =15 °C

i en frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus.

Vid férvaring under de angivna férvaringsvillkoren &r therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

hallbart fram till det utgéingsdatum som anges pa etiketten.
Stabilitet

Nar reagenser har dppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 fill =15 °C
i 12 manader fram tills det utgadngsdatum som star pé férpackningen. Undvik att tina och frysa

upprepade génger. Overskrid inte maximalt fem frys-/upptiningscykler.

Reagenserna mdste tinas i rumstemperatur i minst 1 timme (och max 4,5 timmar) innan
anvandning. Nér reagenserna &r klara fér anvandning kan PCR-reaktionerna géras i ordning.
Rotor-Gene Q-réren  som innehdller huvudblandningarna och  prov-DNA  kan laddas
omgédende pd& Rotor-Gene Q MDx-instrumentet. Den totala tiden fr&n start av PCR-
konfigurationen till start av kérningen ska inte &verskrida 7,5 timmar om den utfors

i rumstemperatur.
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Obs! Den hér tiden inkluderar b&de PCR-konfiguration och férvaring.

Obs! Fluorescent markerade molekyler som ingér i reaktionsblandningsreagenser &r
liuskénsliga. Skydda kontroll- och reaktionsblandningsreagenserna mot ljus fér att undvika

fotoblekning.

Reagenserna i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r optimalt utspadda och de behéver inte

renas eller behandlas ytterligare innan de anvands.

Var uppmérksam pé de utgadngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
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Férvaring och hantering av prover

Provhantering: Véavnad

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r avsett fér anvandning med gDNA extraherat frén
resekerade prover av FFPE-tumdrvavnad och karnnélsbiopsiprover (Core Needle Biopsy, CNB)
som samlats in fr&n bréstcancerpatienter. Tumérerna &r heterogena béde vad galler genotyp

och fenotyp. Mutationspositiva tumérer kan innehélla vildtyp-DNA, och pé& samma satt kan

histologin uppvisa omréden med tumérfri vévnad.

S& har forbereder du vavnadsprover for DNA-extraktion:

® Anvéand standardmaterial och -metoder for att fixera vévnadsprovet i 10 % neutralbuffrat
formalin (Neutral Buffered Formalin, NBF) och badda in vavnadsprovet i paraffin. Skar
med hjélp av mikrotom ut 5 pm tjocka seriesnitt frén paraffinblocket och placera dem pé&

objekiglas.
® L&t en utbildad person (t.ex. en patolog) bedéma effektivt tuméromréde (Effective Tumor
Area, ETA) och utbredning pd ett snitt fargat med hematoxilyn och eosin (H&E). Markera

det fargade objektglaset fér aft bestimma regionen av intresse (Region Of Interest, ROI).

Anvdnd seriesnitt for DNA-extraktion.

Obs! De férgade snitten f&r inte anvéndas fér DNA-extraktion.

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

FORSIKTIGHET

A\

Anvéand torra skalpeller. Utfér inte det har steget i en huv for

laminart fléde eller i eft dragskap.

e Skrapa tumérvavnaden fran objekiglas i markta mikrocentrifugrdr med hijélp av en ny

skalpell for varje prov.
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Maérk, hantera och férvara tumérprover, block, objekiglas, prover och mikrocentrifugrér som

ar redo for extraktion p& eft kontrollerat sétt enligt lokala procedurer.

Det finns tvé separata arbetsfldden nér du anvénder resekerade prover med FFPE-tumérvévnad
och FFPE CNB-prover (Figur 4).

A
CNB
> 20 mm? effektivt tumdromréde Nei VYtterligare snitt for att uppnd effektivt
(Effective Tumor Area, ETA) ' > 20 mm? ETA (max. 6 objektglas)
\
Ja
v
1 snitt
| Ja
J Nej
CNB DNA-extraktion +*Q——— 6 snitt

Resektioner

> 10 % tumdrinnehall i ROI Nej ——» Makrodissektion

I
Ja

v

2 snitt < Ja

l

DNA-extraktion

Figur 4. Arbetsfléde for rening av kliniskt prov for anvéndning med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. A: FFPE CNB.
B: FFPE-tumérvévnad resekerade prover.
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Provhantering: Plasma

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r avsett fér anvéndning med DNA isolerat frén K2EDTA
antikoagulerade plasmaprover frén bréstcancerpatienter. Alla plasmaprover ska behandlas

som potentiellt smittfarliga.

Helt perifert vendst blod som samlats in i K2EDTA-blodprovtagningsrér méste bearbetas fér att
erhdlla plasma inom fyra timmar fr&n blodprovtagning. Om sé& inte gérs kan det féreligga risk
fér genomisk DNA-kontaminering av provet. Yiterligare information om att isolera plasma frén
helblod finns i Bilaga A i handboken fér QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

Plasmaprover ska férvaras vid -80 °C. Alla frusna plasmaprover méste ekvilibreras il

rumstemperatur innan anvéndning.

Mark, hantera och férvara prover och mikrocentrifugrér som &r redo fér extraktion p& eft

kontrollerat satt, enligt lokala procedurer.
Forvaring av prover

Innan DNA-extrahering ska FFPE-block och objektglas férvaras i rumstemperatur (15-25 °C)
och plasma ska férvaras vid —-80 °C. DNA kan férvaras efter extrahering, innan testing.
Tabell 2 och Tabell 3 ger végledning om léngsta rekommenderade férvaringstider och

forhallanden f3r prover och DNA efter extrahering.
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Tabell 2. Rekommenderade forvaringstider for gDNA extraherat fran FFPE-vévnad

Férvaring Lingsta rekommenderade forvaringstid
Frys (=30 till =15 °C) 5 veckor

Kyl (2-8 °C) 1 vecka

Frys (~80 °C) 33 ménader

Tabell 3. Rekommenderade férvaringsforhéllanden och tider for plasma och ctDNA som extraherats frén plasma

Prov Forvaring Léingsta rekommenderade forvaringstid
Plasma Frys (-80 °C) 11 ménader
Extraherat ctDNA Frys (=30 till =15 °C) 4 veckor

Procedur

DNA-extrahering fran FFPE-prover
DNA ska extraheras med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katnr. 60404).

Obs! therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit har tagits fram med DNA som extraherats med
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Anvand inte ndgon annan produkt fér DNA-extraktion.

Utfsr DNA-extraheringen enligt anvisningarna i handboken fér QlAamp DSP DNA FFPE Tissue

Kit och notera féljande:

® Anvand det antal objektglas och elueringsvolymer som rekommenderas i avsnitten nedan
("FFPE-vavnadsresektionsprover (RES)” och “FFPE CNB-prover” pa sida 28 i den har
handboken).

e Utfér en ytterligare centrifugering om vdvnaden inte &r centrifugerad efter den férsta.

Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit  09/2019 27



Anvénd etanol som &r avsedd for molekylarbiologibruk * for alla steg.

Efter etanolborttagningen inkuberar du det dppna réret i 15-40 °C i 10 minuter fér att

|&ta kvarvarande etanol dunsta.

FFPE-vévnadsresektionsprover (RES)

Om RES-proverna har > 10 % tumérinnehdll i regionen av intresse (Region Of Interest,
ROI), skrapar du hela vévnadsomrédet frén tvé sektioner (4-5 pm) i markta
mikrocentrifugrér med en férsk skalpell fér varje prov. Om-proverna har < 10 %
tumérinnehéll i ROl utfér du en makrodissektion och skrapar bara tumérROIl:n frén tvé

sektioner i mdrkta mikrocentrifugrér med en férsk skalpell fér varje prov.
Nedbrytning av proteinas K mdste utféras i 1 timme for resekerade vavnadsprover.

For RES-prover méste renat gDNA elueras i 120 pl Buffer ATE (medféljer QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit) efter 10 minuters inkubering p& kolumnen.

FFPE CNB-prover

Fér CNB-prover, anvand ett Iampligt antal 4-5 pm snitt for att erhdlla minsta nédvéndiga
effektiva tumsromréde (Effective Tumor Area, ETA) p& 20 mm? frén max sex snitt.
Anvénd det minsta méjliga antalet snitt (1-6) for att uppn& 20 mm? ETA.

For prover dér 20 mm? ETA inte kan erhdllas med max sex snitt, fortsctter du med
testning med sex snitt.

Nedbrytning av proteinas K mdste utféras i 1 timme fér CNB-prover.

Fér CNB-prover maste renat genomiskt DNA elueras i 70 pl Buffer ATE (medféljer
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) efter 10 minuters inkubering pé& kolumnen.

* Anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser, sdésom metanol eller metyletylketon.
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DNA-extrahering fran plasmaprover

DNA ska extraheras med QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat.nr. 61504) med de
foreskrifter som beskrivs nedan fér att rena ctDNA frén plasmaprover.

Obs! therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit har tagits fram med DNA som extraherats med
QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit. Anvénd inte n&gon annan produkt fér
DNA-extraktion.

Utfsr DNA-extraheringen enligt anvisningarna for det “Klassiska protokollet” i Handboken fér
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit och notera fsljande:

e Startvolymen for plasma &r 2 ml.

e Ddar 2 mlinte ar tillgangligt, justerar du volymen till 2 ml med fosfatbuffrad saltlésning
(Phosphate Buffered Saline, PBS).

o Alla centrifugeringssteg utférs i rumstemperatur (15-25 °C).

e Stang av vakuumet mellan stegen fér att sakerstalla att en j@mn och konsekvent

vakuumnivé anvénds under protokollstegen.
e Volymen proteinas K ska vara 250 pl.

® Renat ctDNA méste elueras i 70 pl Buffer AVE (medfélier i QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit).

e QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit fér bara anvéndas manuellt.
® Anvéand etanol som &r avsedd fér molekylarbiologibruk * for alla steg
® Forvara renat ctDNA vid =30 till =15 °C.

Obs! Alla analyser i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit genererar korta PCR-produkter.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fungerar dock inte p& héggradigt fragmenterat DNA.
Det extraherade DNA:t ska vara inom fungerande kontroll-Cr-intervall (> 24,68 och

< 31,68) for att provet ska vara giltigt.

* Anvénd inte denaturerad alkohol som innehdller andra substanser, sésom metanol eller metyletylketon.
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Detektion av PIK3CA-mutationer

Detta protokoll &ér avsett for detektion av PIK3CA-mutationer.

Viktigt atft tanka pé fére start

e Upp till 24 prover kan bedémas &ver fyra kérningar med den tillgéngliga PIK3CA-
reaktionsblandningen som finns i varje kit. Optimal anvéndning &r fyra kérningar dér
varije kérning innehéller max sex prover. Mindre batchstorlekar innebér att férre prover
kan testas med varje therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

® Provet maste testas med alla reaktionsblandningar som medféljer therascreen PIK3CA

RGQ PCR Kit.

® Det gér inte att analysera blandade batcher med prover som kommer frén bade
vavnads- och plasmaprover i samma PCRk&rning; PCR-batcher maste bestd av enbart

vavnadsderiverade prover eller enbart plasmaderiverade prover.

e Vortexblanda inte Tag DNA-polymeras (Rér Tag) eller nédgon blandning som innehaller

Tag DNA-polymeras, eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

e Pipettera Tag DNA-polymeras genom att férsiktigt placera pipettspetsen precis under

ytan fér aft undvika att utsidan pé spetsen técks med dverflodigt enzym.

Saker som méste goras fére start

e Se till aft kérningarna utférs med Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in och
antingen "therascreen_PIK3CA_FFPE" Assay Profile (vévnadsprover) eller
"therascreen_PIK3CA_Plasma" analysprofil (plasmaprover). Se till att relevant
programvara installeras innan férsta anvandning av Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM:-instrumentet och félj Iampliga instruktioner fér start av kérningen och dataanalys

("Utféra en PIK3CA-mutationsanalyskdrning” pé sida 36).
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e Fére varje anvéndning maste alla reagenser, inklusive Tag DNA-polymeras (Rér Tag) och
DNA-proverna tinas fullstandigt i 1 timme (och upp till max 4,5 timmar) i rumstemperatur
(15-25 °C), blandas genom invertering 10 génger och centrifugeras kort fér att samla

innehdllet i botten av réret.

® Se till aft PCR-laddningsblocket ar dekontaminerat pé korrekt satt (se “Allménna

forsiktighetsatgdrder”, sida 20) och torrt.

Procedur

1. Tina alla reaktionsblandningar, vatten fér kontroll utan mall, Tag DNA-polymeras,
PIK3CA positiv kontroll och DNA-prover i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 1 timme

och max 4,5 timmar.

2. Efter 1 timme blandar du alla reagenser grundligt genom att invertera varje rér
10 génger for att undvika lokaliserade saltkoncentrationer. Centrifugera alla reagenser

en kort stund for att samla upp innehdllet i botten av réret.

Obs! Vortexblanda inte Tag DNA-polymeras (Rér Tag) eller négon blandning som

innehéller Tag DNA-polymeras, eftersom det kan leda fill att enzymet inaktiveras.

3. Mark sex mikrocentrifugrér (medfélier inte) enligt Tabell 4. Bered fillréckligt med
blandningar (kontroll- och mutationsreaktionsblandningar) plus Tag DNA-polymeras for
DNA-proverna, en PIK3CA positiv kontrollreaktion och en kontroll utan mall-reaktion

enligt volymerna i Tabell 4.
Huvudblandningarna innehéller alla komponenter som krévs fér PCR férutom provet.

Obs! Vid beredning av huvudblandningen ldggs den volym kontroll- eller
mutationsreaktionsblandning som krévs till i det aktuella réret frst och Tag DNA-

polymeras laggs till sist.
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Tabell 4. Beredning av huvudblandningar for analys

Reaktionsblandningsrér ~ Volym av reaktionsblandning (n* + 3) Volym av Taq DNA-polymeras (n* + 3)
RS RM 1 19,83 pl x [n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
R&ér RM 2 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rér RM 3 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
RSr RM 4 19,83 pl x (0 + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rér RM 5 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rér RM 6 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

*

n = antal DNA-prover. Vérdet n ska inte dverstiga sex eftersom det &r det maximala antalet prover som fér plats i en
kérning. Tre exira reaktioner ingdr for att ha fillréckligt Sverskott for PCR-konfigurationen och kontroller.

4. Farslut huvudblandningen och invertera 10 ganger fér att noggrant blanda den.

Centrifugera en kort stund fér att se till att blandningen finns i botten av réret.

5. Omedelbart efter att huvudblandningarna &r redo, placerar du lémpligt antal PCR 4-rér

pd remsa (varje remsa har fyra rér; PCR 4 rér pd remsa medfoljer inte) i
laddningsblocket enligt layouten i Tabell 4. Férslut inte réren pé remsa. Tillsétt

omedelbart 20 pl av rétt huvudblandning for i varje PCR-rér pé remsa.
Obs! L&t locken ligga kvar i plastbehallaren tills de behdvs.

Obs! Se Tabell 4 fér rérlayouten medan du bereder reaktionsblandningarna.
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Tabell 5. Kérningslayout i laddningsblocket for detektion av PIK3CA-mutationer

Kontroller Provnummer
Analys

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

Obs! Varje ror ska innehélla en total reaktionsvolym p& 25 pl (20 pl huvudblandning beredd enligt Tabell 4, plus 5 pl
NTC/prov/PC). Siffrorna markerar positioner i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition. E: Tom.

6.

Tillsétt omedelbart 5 pl vatten for kontroll utan mall till NTC-réren (rérpositioner 9—14)

och forslut réren.

. Tillsatt 5 pl av varje DNA-prov till provréren och férslut réren omedelbart efter att du

tillsatt varje prov fér att undvika korskontaminering fré&n prov till prov.

. Tillsétt 5 pl PIK3CA positiv kontroll till PC-réren (rérpositioner 1-6) och férslut réren.

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

positionen i varje PCR 4-rér (t.ex. positioner 1, 5 och 9 osv.) for att visa i vilken rikining
réren ska laddas i rotorn med 72 brunnar p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-

instrumentet.

. Placera alla PCR 4-rér p& ladmpliga positioner i rotorn med 72 brunnar enligt

kérningslayouten (Tabell 5 och Figur 5). Var extra noga sé att réren éverférs till
korrekta positioner i rotorn med 72 brunnar (rérposition i rotorn med 72 brunnar ska

vara samma som rorpositionen i laddningsblocket).
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Obs! Alla oanvédnda positioner péd rotorn maste fyllas med férslutna, tomma rér. Detta
gor att den termiska effektiviteten p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet

sakerstalls.
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Figur 5. Platt- och rotorkonfiguration fér en analys med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. PC: Positiv kontroll. S: DNA-
prov. NTC: Kontroll utan mall (vatten).
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FORSIKTIGHET

Réren méste sttas in i rotorerna som det visas i Figur 5 effersom
den automatiska analysen som anges i analysprofilen &r baserad
pd& denna organisation. Om du anvénder en annan layout blir

resultaten avvikande.

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

HRM-instrumentet. Se till att |&sringen (medféljer Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM-instrumentet) placeras ovanpd rotorn fér att sékra réren under kérningen och

instrumentlocket &r stangt.

12. Starta kérningen genom att félja instruktionerna i “Utféra en

PIK3CA-mutationsanalyskérning”, ndsta avsnitt.
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Utfora en PIK3CA-mutationsanalyskdrning

v

13. Dubbelklicka pé& ikonen fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 pé& skrivbordet pé "W—
den barbara dator som @r ansluten till Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

14. Milién "Setup” (Instdliningar) visas som standard. Klicka p& New manual worklist

(Ny manuell arbetslista) for att skapa en ny arbetslista (Figur 6).

>

Awallable wock it | Manage of apply work lists

e

Famean

| e s :  —

8 Closed Mose

Figur 6. Konfigurera en ny manuell arbetslista. 1 = Fliken “Setup” (Instéllningar), 2 = “New manual worklist”
(Ny manuell arbetslista).
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15. Vélj fliken "Assays” (Analyser) pé vénster sida om huvudfonstret. Beroende pé proviyp
klickar du pé therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile for vivnadsprover eller
therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile for plasmaprover frén listan &ver tillgéingliga
analysprofiler och klicka p& den bl& pilen fér att vélja analysprofil. Om analysprofilens

namn &r trunkerat, pekar du p& analysprofilen for att f& det fullsténdiga namnet (Figur 7).

FORSIKTIGHET | Kontrollera att analysprofilen for provtypen har markerats.

& = &

Figur 7. Konfigurera en ny manuell arbetslista: Vélja analysprofilnamn. 1 = Fliken “Assays” (Analyser),
2 = Tillgéngliga analysprofiler med “therascreen_PIK3CA_FFPE” eller “therascreen_PIK3CA_Plasma” markerade,
3 = Valj analysprofil.

Lo b —
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16. | fonstret “Selected assay profiles” (Markerade analysprofiler) anger du antalet

analysprov som ska analyseras, exklusive antalet kdrningskontroller (Figur 8).

J— e | =

. s ___________________________________________________________. - -]

Figur 8. Skapa arbetslistans huvudfénster. 1 = Lagg fill antalet prover.
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17. Klicka pé fliken “Kit information” (Kitinformation). Vélj Enter kit information manually
(Ange kitinformation manuellf) och ange féljande kitinformation (Figur 9):
® Kit bar code (Kitets streckkod)
® Material number (Materialnummer)

® |ot number (Lotnummer)

® Kit expiry date (Kitets utgéngsdatum)

Creato work list Edit Kitinformation

- [— 2
= e awle ] |
o
Figur 9. Skapa arbetslistans huvudfénster. 1 = Fliken “Kit information” (Kitinformation), 2 = Ange kitinformationen.
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18. Klicka pé fliken “Samples” (Prover) fér att ange provinformation. Ange provnamnen

manuellt (Figur 10).

Obs! Kontrollera att korrekt provnamn har angetts innan du starfar Rotor-Gene

AssayManager-kérningen.

Create work ist | Exit samples

et et Expt Soeadcose | Mesel - ——
@ Cloned bose

Figur 10. Skapa arbetslistans huvudfénster. 1= Fliken “Samples” (Prover), 2 = Ange provnamn.
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19. Klicka pé fliken “Properties” (Egenskaper) och ange namnet pé& arbetslistan.
Efter att arbetslistans namn har angetts, kontrollera att kryssrutorna is editable
(ér redigeringsbar) och work list is complete (arbetslistan dr komplett) &r markerade.

Klicka p& Apply (Tillimpa) i det nedre hégra hérnet for att tillampa arbetslistan. Ett nytt
fonster visas (Figur 11).

& & &

prem———

e — 2
— 1
B— 3
T Emm | =14

Figur 11. Skapa arbetslistans huvudfénster. 1 = Fliken “Properties” (Egenskaper), 2 = Ange arbetslistans namn,

3 = Markera “is editable” (ér redigeringsbar) och “work list is complete” (arbetslistan &r komplett), 4 = “Apply”
(Tillampa).
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20. Ange namnet p& experimentet i faltet Experiment name (Experimentnamn). Valj en
cykler frén listan med tillgéngliga cykler och kontrollera att kryssrutan Ring attached
(Ring bifogad) ar markerad (Figur 12).

Nar alla steg har utférts, klickar du pé Start run (Starta kérning). RGQ-ikonen Sverst till

vanster pé& skarmen blir grén for aft indikera att kérningen har startat.

Aoply work st "WORKLIST_A 030113
po— p—
— = — [ 1
r— ret— o [e ] e }—3
i -1 Cycter detad
T
[ —————
T — Tn i e
e .
==
() ™ vsmconon e o o i 63 . 500N
o e s I
i E=e—1

|~~~

Figur 12. Tillampa arbetslistor och kérningsstart. 1 = Ange experimentets namn, 2 = Val av instrument, 3 = Se till att
"Ring attached” (Ring bifogad) &r markerat, 4 = Starta kérningen.
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Obs! Ikonen "Cycler” (Cykler) éndrar utseende beroende pé& kérningens férlopp och

resultat. Du hittar en fullsténdig beskrivning av dessa cyklerikoner i anvéndarhandboken
fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Du kan se exempel p& cyklerikoner i Figur 13.

Forloppsindikator Kornlngen har
o ) stoppats
Cykler i Cykler i drift Kérningen har (antingen genom att du
vilolage Férloppsindikatorn visar slutforts har klickat p& ”Stop

kérningens férlopp Process” (Stoppa process)
eller p& grund av ett fel)

(=)
Cycler 1 Cycler 1
Cykler e Cykler aktiverad Ogiltig Kérningen stoppades
ansluten verifiering och cyklern &r offline

Figur 13. Cyklerikoner som kan visas.
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21. Nar kérningen ér klar klickar du pd Finish run (Avsluta kérning). Dialogfénstret "Release
and go to approval" (Frigér och gé till godkénnande) 8ppnas (Figur 14).
Obs! Férstarkningsgrafen visas och uppdateras i realtid under kdrningsprocessen. En

férloppsindikator léngst ned till vénster visar kvarvarande tid.

Viktigt: Sténg inte fénstret nér kdrningen pagér.

K&rning startad Kérning avslutad

=
Cycler 1

Cykler i vilolige

(=)

Cyklerikon Cycler 1
Férloppsindikator

Forloppsindikator Remaining time Ready

— e

Figur 14. Avsluta en kérning. 1 - "Finish run" (Avsluta kérning).
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22. Klicka p& Release and go to approval (Frigér och gé till godkannande) fér att gé till
fliken “Approval” (Godkénnande) och frigéra Rotor-Gene Q-instrumentet (Figur 15).
RGQ-ikonen &verst till héger p& skarmen andras fran grén till blé vilket indikerar aft
instrumentet @r redo att utféra en till kérning. Oavsett om kdrningen lyckas eller inte
méste kdrningen frigéras och godkéannas. En lista ver potentiella fel och felkoder som
visas i Rotor-Gene AssayManager finns i anvéndarhandboken for Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application och Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma

Position Name Run status
[ | Chicago Run Successful

Plug-in.

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Figur 15. Popup-fonstret “Finish run” (Avsluta kdrning). 1= "Release and go to approval” (Frigér och gé till

godkénnande).
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23. Valj experimentet under “Assay Selection” [Analysval) i miljgn Approval

(Godkéannande) och klicka p& Start approval (Starta godkénnande) (Figur 16).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples |Operator Run date Status

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

i —2

Figur 16. Starta frigorelseprocessen i miljon “Approval” (Godkdnnande). 1 = Analysen som valts fér godkénnande,
2 = "Start approval” (Starta godkénnande).

Information om “Raw data” (R&data), “Processed data” (Bearbetade data),
"Experiment”, "Assay” (Analys) och “Audit Trail” (Granskningsspar) finns i avsnittet
"Plots and information” (Kurvor och information) (1). Du hittar analysresultaten i avsnittet
"Results” (Resultat) (2).

Om Positiv kontroll och Kontroll utan mall ér inom etft acceptabelt intervall, rapporterar
kolumnen “Sample Status” (Provstatus) Valid (Giltigt). | annat fall rapporteras provstatus
Invalid (Ogiltigt).

Om négon av kérningskontrollerna misslyckas blir kérningen ogiltigférklarad.

Alla prover flaggas som ASSAY_INVALID.

Se “therascreen PIK3CA Assay Profile-flaggor i Rotor-Gene AssayManager v2.1"

(sida 52) for instruktioner om hur du fortsétter.
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Obs! Analysprofilen innehéller alla reglerna fér automatisk analys och provanalys och
resultattolkning. Programvaran utvérderar dédrmed giltigheten eller ogiltigheten fér

prover och kontroller automatiskt.

"

24. Klicka pé& Release/report data (Frigér/rapportera data). Foénstret “Release/report data

(Frigér/rapportera data) dppnas (Figur 17).
e

$

k]

E

£

£ 1
-=

3

g

2

&

° 2
k] o Pt e =

K ; ‘A‘ TS 4 135 HIOHTR Mtaton Detecied

é

i i | e e _——3
- — —

Figur 17. Exempel pa huvudfénstren for analysresultat. 1 = Fliken “Experiment” i omradet “Plots and information”
(Kurvor och information). 2 = Resultatomrédet, 3 = “Release/report data” (Frigér/rapportera data).
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25. Klicka OK fér att spara experimentet till arkivet och skapa LIMS-utdata och en
kérningsrapport (Figur 18). Kérningsrapporter och LIMS-exporter sparas i standard
rapportkatalogen. Du kan hitta standardkatalogen under “Default data export

directories” (Standard dataexportkataloger) pé fliken “Configuration” (Konfiguration).

@ Release [ report data

Messages

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

—
=S 3

Figur 18. Exempel pa fonstret “Release/report data” (Frigér/rapportera data).

48 Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit  09/2019



26. For att visa ett experiment som &r lagrat i experimentarkivet, klicka p& Archive (Arkiv)
och sok efter experimentet med sckkriteriet i avsnittet “Filter Options” (Filteralternativ).

Klicka p& Apply filter (Tilldmpa filter) fér att soka. Valj ett experiment genom att markera

kryssrutan bredvid experimentet du vill visa och klicka p& Show assays (Visa analyser)
(Figur 19).

T | e | )
e —

Figur 19. Exempel pa huvudfénsiret “Experiment Archive” (Experimentarkiv). 1 = Fliken “Archive” (Arkiv),
2 = Sékalternativ, 3 = Vélja experimentnamn, 4 = Fliken “Show assays” (Visa analyser).
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Resultat

Analys och mutationsbestédmningar utférs automatiskt av therascreen PIK3CA Assay Profile nér
en kérning slutférs. Féljande information férklarar hur therascreen PIK3CA Assay Profile gor

analysen och mutationsbestdmningarna.
Analys

PCR-cykeln vid vilken fluorescensen frén en viss reaktion gér 6éver det férinstéllda tréskelvarde
som anges av therascreen PIK3CA Assay Profile definieras som Crvardet. Cr-vérden indikerar
mangden av ett specifikt inputDNA. Ladga Cr-varden indikerar hdgre nivaer av input-DNA och
héga Crvarden indikerar légre nivéer av input-DNA. Reaktioner dar fluorescensen korsar

troskelvardet pa eller efter detta Crvarde klassas som positiva.

Genom att anvanda kontrollreaktionen fér att bedéma DNA-provet ar det méjligt att baserat
pd de erhdllna Crvérdena besttmma om proverna innehéller DNA-niv&er som ér lampliga

fér analys, och vilka prover som behéver spadas ut innan analys.

Bedémning av prover med hijdlp av de olika mutationsreaktionsblandningarna fér att
bestémma deras respektive Cr-vérden gor att therascreen PIK3CA Assay Profile kan utféra en

berdkning fér att bestémma ACr-vardet for provet med hjdlp av ekvationen:

ACr = [mutationsanalysens Crvarde] — [kontrollanalysens Crvarde]
Baserat pé faststdllda analytiska Cr- och ACtvérdenrvéarden gér therascreen PIK3CA Assay
Profile en kvalitativ bestdmning av mutationsstatus p& DNA-proverna och rapporterar om ett

prov innehéller en mutation.

Karningskontrollerna (PC, NTC och IC) bedéms fér att sdkerstélla att acceptabla Cr-vérden
uppfylls och att reaktionerna har lyckats.
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Om Crkontrollprovet ér under acceptabelt intervall innebar det att DNA-indata &r fér hégt och
att provet méste spédas som det beskrivs i “therascreen PIK3CA Assay Profileflaggor

i Rotor-Gene AssayManager v2.1", sida 52.

Alla dessa bestamningar utférs automatiskt och kréver ingen manuell tolkning. Systemen
kontrollerar automatiskt kriterier fér kdrningsvaliditet och provvaliditet och rapporterar inte

mutationsstatus vid ett ogiltigt prov eller en ogiltig kérning.

Programvaran Rotor-Gene AssayManager v2.1 faststéller resultatet for varje biomarkdrmal
genom att kombinera alla relevanta analysresultat i enlighet med karnanalysalgoritmer som

normaliserings-, prov- och analysregler som definierats i den motsvarande analysprofilen.
Foljande resultat kan tilldelas ett enskilt prov:

e PIK3CA Mutation Detected (PIK3CA-mutation detekterad)
e No Mutation Detected (Ingen mutation detekterad)
e INVALID (OGILTIGT): Om en eller flera provflaggor tilldelas till provet under analys av

Rotor-Gene AssayManager v2.1 som &r definierade aft faststélla mélresultatet som

"INVALID” (OGILTIGT).

Obs! Om ett fel har uppstétt under kérningen méste proverna i Rotor-Gene Q MDx Splex HRM

kasseras och ska inte omtestas.
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therascreen PIK3CA Assay Profile-flaggor i Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Alla méjliga flaggor som motsvarar Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in listas

i Anvéndarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Tabell 6 listar de majliga flaggor som kan genereras av therascreen PIK3CA Assay Profile,

deras betydelse och vilka atgarder som ska vidtas.

Flaggnamnen utformas fér aft ge information om den komponent i kitet, det prov eller den

kontroll som berérs, samt om felstatusen.
Till exempel:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = kontrollanalysen (CTRL_ASSAY) fér den positiva kontrollen (PC)
har misslyckats (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = internkontrollen (INT_CTRL) fér kontrollen utan mall (NTC) har
misslyckats (FAIL)

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = kontrollanalysen (CTRL) fér provet (SAMPLE) har en hég
koncentration (HIGH_CONC])
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Tabell 6. Programflaggor som anvéinds av PIK3CA Assay Profiles

Flagga Betydelse Atgérd

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Ogiltig kérning. Upprepa kdrningen.

IC-vardet dver
specifikationsintervallet

i PC- eller NTC-ror.

Ogiltigt prov. Testa om provet en gang, om provets IC Cr
fortfarande &r ovanfér det acceptabla
intervallet, extrahera om provet. Om provets
IC fortfarande &r ovanfér det acceptabla
intervallet efter omextraktion och tvé& rundor
med fester s& ska provet rapporteras som

IC i provet ver
specifikationsintervall.

obestamt.

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE  Ogiltig kérning. Upprepa kérningen.

PC Sver

specifikationsintervallet.
(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE  Qgiltig kérning. Upprepa kérningen.

PC under

specifikationsintervallet.
IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE Ogiltig kdrning. Upprepa kérningen.

IC under

specifikationsintervallet

i PC- eller NTC-rér.

Ogiltigt prov. Testa om provet en gang, om provets IC Cr

fortfarande &r under det acceptabla intervallet,
extrahera om provet. Om provets IC
fortfarande &r under det acceptabla intervallet
efter omextraktion och tvé& rundor med tester sé
ska provet rapporteras som obestdmt.

IC i provet under
specifikationsintervall

UNEXPECTED_CT_VALUE Ogiltig kérning. Upprepa kérningen.
Crvardet har detekterats i
NTC.

NO_CT_VALUE Ogiltig PC eller IC. Upprepa karningen.

Inget Cr-vérde fér PC
i PC-ror eller for IC
i PC- och NTC-rér.

Ogiltigt prov. Testa om provet en géng, om det fortfarande
inte finns négot prov-IC Cr, extrahera om
provet. Om det fortfarande inte finns nagot
prov-IC efter omextrahering och tv& rundor med
tester s& ska provet rapporteras som obestdmt.

Inget Crvarde i provet.

Tabellen fortsétter pd nésta sida
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Tabell 6. Programflaggor som anvéinds av PIK3CA Assay Profiles fortsatt

Flagga Betydelse Atgérd
DNA_INPUT_TOO_HIGH Qgiltigt prov. Provet ér for koncentrerat och méste spddas.
giifigt p! P
Provets Crkontrollvérde Félj instruktionerna i “Crkontrollvérde”,
under kontrollens sida 54.
arbetsintervall.
ABOVE_ACCEPTED_RANGE Ogiltigt prov. Testa om provet en géng, om Crkontrollvérdet

fortfarande &r ovanfsr kontrollens
arbetsintervall efter omtestning, extrahera om
provet. Om Crkontrollvérdet fortfarande &r
ovanfdr det acceptabla intervallet efter
omextraktion och tvé& rundor med tester sé ska
provet rapporteras som obestdmt.

Provets Cr-kontrollvarde
Sver kontrollens
arbetsintervall.

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE Ogiltigt prov. Testa om provet en gang, om det fortfarande
inte har nagot Cr, extrahera om provet. Om
provet fortfarande inte har ndgon Crefter
omextrahering och tva rundor testning sé ska
provet rapporteras som obestdmt.

Inget Crvérde for provet i
provkontrollréret.

Obs! Om ett omtestat prov ér ogiltigt av en annan orsak vid upprepning sé klassas det hér

fortfarande som en andra upprepning och en omextrahering av provet ska utféras.

Cr-kontrollvarde

Det finns tvé& méjliga flaggor for ogiltigt prov pé grund av Crkontrollvérde:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Provet &r fér koncentrerat och kommer att 8verbelasta
mutationsanalyserna. Provet maste spadas for att erhdlla ett giltigt provresultat. Proverna
ska spddas p& den bas att spadning med hélften 6kar Cr med 1. Prover ska spadas med

det vatten som medféljer kitet (vatten fér spadning [Dil.]).
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Berdkna nédvandigt kontroll-Cr genom att skifta (Xk) och uppskatta den spadningsfaktor
som krévs (Tabell 7):

Xg = 25 - X (FFPE-prover)
Xz = 27 - X (plasmaprover)

dar 25 (for FFPE-prover) eller 27 (for plasmaprover) ges mélvardet fér kontroll-Cr fér det

spadda provet och X ér ett faktiskt kontroll-Crav provet som ska spadas.

Om X inte ar ett heltal, runda upp till nasta heltal, t.ex. rundas 2,1 upp till 3,0. Det har

vérdet ar Xr. Erhéll den spadningsfaktor som krévs frén Tabell 7.

Tabell 7. Berékning av spadningsfaktor

Xr Spédningsfaktor Provkvot Spédningskvot
1 2falt 1 1

2 4falt 1 3

3 8-falt 1 7

4 16-falt 1 15

5 32alt 1 31

[¢) 64-falt 1 63

7* 128falt 1 127

8* 256-falt 1 255

*

Enbart fér plasma.

ABOVE_ACCEPTED_RANGE och T1_CONTROL NO_CT_VALUE: Mangden DNA &r
ofillrécklig fér mutationsanalys. Testa om provet dér tillréickligt DNA-eluat finns
tillgéngligt (>30 pl). Om méngden DNA fortfarande ér ofillrécklig vid omtestning,
extrahera om med farska FFPE-snitt eller ett farskt plasmaprov. Om det inte gér ska

provet rapporteras som obestdmt.
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Prestandaegenskaper: Vavnadsprover

Analytisk prestanda: Vavnadsprover

De specifika prestandaegenskaperna fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestdmdes
i studier med FFPE-vavnadsprover som samlats in frén bréstcancerpatienter och 12 FFPE
humana cellinjeprover (FFPE-cellinjeprover) som bar p& kanda PIK3CA-mutationer som
detekteras av analysen, plus ett PIK3CA-vildtypprover (dvs. inga mutationer som therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit havdar kunna detektera i exon 7, 9 och 20).

Blankgrans (Limit of Blank, LoB): Vavnadsprover

LoB definieras i CLSI rikilinje EP17-A2 som "det hégsta mdtresultatet som &r sannolikt att
observeras (med en angiven sannolikhet) med ett blankprov”. Fér therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit ar det har den datapunkt som motsvarar den évre 95:e percentilen i mutationsnegativa
prover. LoB bestdmdes genom analys av 56 individuella kliniska FFPE-vildtypprover
(30 RES-prover och 26 CNB-prover) testade i duplikat per prov fér var och en av tre
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit loter vilket genererar totalt 336 datapunkter. LoB-vardena
for var och en av mutationsanalyserna (i termer av ACr) som detekterades av therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit verifierades att vara ovanfér de ACr-cutoffvérden som faststallts for var
och en av analyserna och sammanstdlls nedan tillsammans med de falska positiva

bestédmningar som erhéllits.
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Tabell 8. Sammanfatining av LoB-resultat

Exon Mutation Basskifte LoB (ACr varde) Falska positiva
bestamningar (%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
ES45A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Detektionsgrans (Limit of detection, LoD): Vavnadsprover

En studie utférdes for att faststdlla LoD (Limit of detection) fér var och en av de
11 PIK3CA-mutationerna. LoD definierades som den légsta mdngden mutantDNA i en
bakgrund med vildtyps-DNA dé& eft mutantprov ger mutationspositiva resultat fér 95 % av
testresultaten (Cos). LoD fér de 11 PIK3CA-mutationsanalyserna av therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit rapporteras som MAF. Fér att bestamma LoD fér varje mutation, bereddes kliniska
FFPE-bréstcancerprover eller FFPE-cellinje-DNA med olika procentandelar mutation vid lag
DNA-input genom seriell spadning i en FFPE klinisk vildtypbakgrund. Fér varje
PIK3CA-mutation, bestémdes procentandelen korrekta bestdmningar fér olika spadningsnivéer
med tre olika therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitloter med 24 testade replikat per kit lot per
fem till sex MAF-niv&er. LoD fér varje analys berdknades med en probit-metod (Tabell 9). Det
slutgiltiga LoD-vérdet fér varje mutation bestdmdes som det hdgsta vardet (vad det géller MAF)
for alla therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitloter. Fér att verifiera LoD festades mutationsprover
vid faststalld LoD och den positiva testandelen verifierades studien av repeterbarhet och

reproducerbarhet.
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Tabell 9. LoD for vévnadsprover bestimdes med lag DNA-inputprover fran kliniska FFPE-prover och FFPE-cellinjeprover

Exon Mutation COSMIC* ID Basskifte LoD (% MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,411
9 E542K 760 1624G>A 5,474
E545A 12458 1634A>C 3,541
E545D 765 1635G>T 2,69+
E545G 764 1634A>G 4,984
E545K 763 1633G>A 4,134
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08*
20 H1047L 776 3140A>T 2,56%
H1047R 775 3140A>G 3,13%
H1047Y 774 3139C>T 14,041

MAF: Mutantallelfrekvens.
* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD-vérden bestémdes med DNA frén cellinjeprover.

* LoD-vérden bestémdes med DNA frén kliniska prover.

Indataintervall fér genomiskt DNA: Vavnadsprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anvénder inte ndgon specifik koncentration av DNA som
det faststéllts av spekirofotometri. DNA-indata baseras pé kontrollreaktion Cr-resultatet som
anvands for att indikera aft det finns fillrdckligt med amplifierbart DNA i provet.
Arbetsintervallet f6r kontroll-Cr bestémdes med totalt 20 kliniska FFPE-prover av vildtyp som
genererade 107 datapunkter. Arbetsintervallet fér kontrol-Cr angavs med berdknade

toleransintervall. Kontrollreaktionens Crintervall faststélldes fran 23,23 till 33,38 Cr.
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ACrcutoffvarden: Vavnadsprover

Analysens cutoffvarde ar ett specifikt ACr-vérde som anvands for att bestémma om ett prov ska
klassas som positivt eller negativt fér en PIK3CA-mutation. Prover som genererar ACr-vérden
vid eller under cutoffvardet klassificeras som PIK3CA-mutationspositiva (dvs., PIK3CA Mutation
Detected [PIK3CA-mutation detekterad]) och ACr-vérden ovanfér cutoffvérdet klassificeras som
PIK3CA-mutationsnegativa (dvs., No Mutation Detected [Ingen mutation detekterad]). En
blandning av cellinje, kliniska prover och férextraherat cellinje-DNA anvéndes for aft
bestdmma cutoffvérdena for varje mutation. Cutoffvérdena valdes med avseende pa féljande

parametrar: falsk positiv fraktion, falsk negativ fraktion och analyskénslighet.

Cutoffvérdena fér varje analys inom therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit visas i Tabell 10.

Tabell 10. Cutoffvirden for varje mutationsanalys vid testning av DNA fran vévnadsprover

Analys Cutoffvéirde (AGY)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <100
E545D <75
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H10471 <10,0
H1047R <70
H1047Y <6,2
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Effekt av DNA-input p& ACr-varden (linjaritet): Vavnadsprover

DNA-inputnivén definieras som den totala méngden amplifierbart DNA i et prov som det
bestdmts av Crvdrden frén PIK3CAkontrollreaktionen. Fér att demonstrera att prestandan fér
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ar konsekvent for kontrollreaktionens Cr-intervall (23,23 Hill
33,38), en 9-nivas seriell spadning med varierande DNA-inputnivder med Svre och nedre
nivéer utanfor kontrollreaktionens Cr arbetsintervall (23,23-33,38 Ci), utvarderades mot
mutationspositiva prover. Tre olika provtyper anvéndes i den har studien: kliniska FFPE-
resektionsprover och gDNA férextraherat frén cellinjer. MAF:arna hélls konstanta medan
DNA-indata varierades. Mdl Crvérden for spadningsnivéer 1 och 9 f5r varje mutation var
ungefar 23,00 respektive 33,50. Bagge vdrdena var inriktade aft vara utanfor

kontrollreaktionens Cr-intervall.

Utvérderingen utférdes med en therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitlot med tre testade replikat
per DNA-ivd. Data analyserades med regressionsanalys fér aft bestdmma det linjgra
intervallet. For aft analysen ska anses vara linjar éver DNA-indataintervallet ska det inte vara
ndgon andring over intervallet i ACr, dvs. ingen statistiskt signifikant linjar, kvadratisk eller
kubisk effekt. Overlag var de ACrvérden som mattes vid olika total DNA-inputnivéer
konsekventa &ver arbetsintervallet for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fér mutationerna
E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R och H1047R, dvs. analyserna
uppvisade inget statistiskt signifikant p-varde (p>0.05) for de anpassade linjdra, kvadratiska
och kubiska effekterna fér alla testade modeller. Analyserna E545K, Q546R och H1047L &r
inte linjcra fér ACt for det testade DNA-indataintervallet. Ett linjart intervall for E545K-analysen
observerades mellan Cr 24,08 och 31,02. Ett linjgrt infervall for Q546R-analysen
observerades mellan Cr 24,28 och 32,69. Ett linjart intervall for H1047L-analysen
observerades mellan Cr 25,74 och 31,61. En undersdkning faststéllda att de icke-linjéra
effekterna inte péverkade prestandan fér analyserna E545K och H1047L. En effekt p&
Q546R-analysens prestanda faststdlldes dock. Prover vid LoD kan bestémmas som falska
negativa nér DNA-indata &r hégt (ungefar kontroll-Cr 23). Sannolikheten fér att det har
intraffar &r dock extremt l&g, ungefdr 0,0052 %.
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Analysspecificitet (korsreaktivitet/specificitet): Vavnadsprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestar av sex separata reaktionsblandningar: en enda
kontrollreaktion som defekterar en region i exon 15 av PIK3CAgenen och
11 mutationsanalyser som detekterar PIK3CA-mutationer. Det finns ingen reaktion som
specifikt mater PIK3CA-sekvensen av vildtyp vid exon 7, 9 eller 20. Om therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit ger resultatet “No Mutation Detected” (Ingen mutation detekterad), antyder det

frénvaro av positiva mutationsresultat.

For att utvardera om korsreaktivitet mellan mutationer som detekterats av analysen har tagits
med i konfigurationen av de analytiska cutoffvardena, testades mutantpositiva kliniska prover
och cellinjeprover och testades i duplikat med tre loter av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
vid 1dg DNA-input och lag MAF% och hég DNA-input och hég MAF% (vilket totalt genererade
240 datapunkter). Inom den hér studien fanns det en instans av korsreaktivitet mellan E545D
och H1047R, och en instans mellan C420R och H1047R. Det fanns &ven fyra instanser av
mutant icke-specifik amplifiering mellan hégt MAF-prov E545A och H1047L. Totalt uppvisade
6/240 datapunkter mutant icke-specifik amplifiering. De sex datapunkterna som uppvisade
mutant icke-specifik amplifiering var sporadiska och inkonsekventa med andra replikat frén
samma prov. Resultaten ansdgs ddarmed inte vara eft resultat av korsreaktivitet.
PCR-korsreaktivitet observerades dock mellan H1047L och H1047R. Den har korsreaktiviteten
ar enkelriktad dvs. om ett dubbelt H1047R- och H1047L-prov observeras, kommer det bara
att rapporteras som “H1047R Mutation Detected” (H1047R-mutation detekterad). Den har
regeln &r inkorporerad i den automatiska “therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile”-

algoritmen.
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Interferens: Vavnadsprover

Effekter av nekrotisk vévnad

For att utvardera den potentiella interferensen av nekrotiskt vévnadsinnehall i bréstcancer FFPE-
prover i prestandan fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, FFPE kliniska prover fran SOLAR-1
med b&de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit och nésta generations sekvensering (NGS)
resultat analyserades. Totalt 180 PIK3CA mutantnegativa prover enligt NGS och 199 PIK3CA
mutantpositiva enlight NGS utvarderades, vilket inkluderade CNB- och RES-prover. Procent
nekros som det identifierats av en patolog, varierade fran O till 10 % fér mutantnegativa och

0 till 20 % for mutantpositiva prover.

Fér b&de mutantpositiva och mutantnegativa FFPE-prover, hade 20 prover therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kitresultat som var icke &verensstimmande med férvdntade NGS-resultat. Dessa
resultat var frdn 17 mutantnegativa och tvé mutantpositiva prover med mindre én 5 %
nekrotiskt innehdll och ett mutantnegativt prov med mindre an 10 % nekrotiskt innehall,
dérmed &r det osannolikt att nekros orsakade de icke éverensstdmmande resultaten. Resultaten
stéder anvandning av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med bréstcancer FFPE-prover med
nekrotiskt vévnadsinnehall upp till 20 %.

Effekten av hemoglobin och exogena émnen

Effekten av potentiellt interfererande &mnen som introducerats av FFPE extraktionskitet
(eft exogent @mne) eller fran sjdlva provet (hemoglobin) p& analysprestanda méttes med
jamforelse av ACt mellan inferferentspetsade och kontrollspetsade extrakt av varje mutant och

jamférelse av de korrekta bestémningarna fér DNA-prover av vildtyp.
De exogena dmnena i DNA-extraktionsprocessen som testades fér var:

e Paraffinvax
e Xylen

e FEtanol
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e Buffer ATL
® Proteinas K
o Buffer AL

e Buffer AW1
o Buffer AW2

Prover som skulle spetsas med exogena interferenter normaliserades forst fill Cr 30,00 och
spaddes darefter med vildtyp (Gven det normaliserat till Cr 30,00) fér att ge férvéntat ACt vid
en MAF som representerar 3x LoD. Prover spetsade med hemoglobin (endogen interferent)
under extraktionsprocessen normaliserades infe till Cr 30,00 eller spaddes fill 3x LoD innan
mutationsutvérdering, utan anvéndes direkt efter extraktion. Det var fér aft undvika att férlora

eventuell variabilitet som kunde ha introducerats av interferenten.

Studien krévde beredning av en testprovsuppsdttning och en blankprovsuppséttning (Buffer
ATE fér exogena dmnen och vatten fér hemoglobin). Testprovet inkluderade alla mutant- och
vildtyp-prover som spetsats med en interferent. Blankprovsuppséttningen inkluderade mutant-
och vildtyp-prover som spetsats med en lamplig kontrollsubstans. Prover testade med
hemoglobin spetsades under extraktionsprocessen for att spegla det som skulle introduceras
via FFPE-provet. Testkoncentrationen fér hemoglobin och berdknad anvénd vévnadsvolym
i extraktionsprocessen baserades p& CLSI rikilinjer (CLSI EP7-A2, Appendix D, 2005,
Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline). Den rekommenderade
testkoncentrationen fér hemoglobin som ges i EPO7-A, Appendix D, 2005 &r 2 mg/ml. Prover
som testades med potentiellt exogena interferenter spikades efter normalisering till Cr 30,00
och spadning till 3x LoD vid en koncentration som representerade den hégsta (varsta fall)
genomférbara nivén pé carryover av interfererande substans till eft prov (10x koncentration).
Totalt sex replikat av varje prov/interferentkombination testades med en therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kitlot. Alla mutationsbestadmmelser i bade mutant- och vildtypprover var som
forvéntade. | fall dar en signifikant skillnad observerades mellan spetsade prover och

kontrollprover, var detta inom acceptabla variationer inom laboratoriet fér analysen och var
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darfor inom den normala variationen fér analysen. Resultaten demonstrerade att de har

dmnena inte interfererade med bestémningsresultaten fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
Utbytbarhet mellan loter: Vavnadsprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR-systemet anvénder sig av QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit,
for isolering av DNA och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fér amplifiering av DNA och
detektion av PIK3CA-mutationsstatus. Reproducerbarhet mellan loter pévisades med hjalp av
tre loter av QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit och tre loter av therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit. Den totala procentandelen korrekta bestémningar mellan loter fr alla mutationspositiva
och vildtypprover var 96,8 % (363/375).

Provhantering: Vavnadsprover

Reproducerbarheten for QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit utvarderades med snitt tagna frén
11 FFPE provblock; fyra PIK3CA mutant kliniska bréstcancerprover, sex PIK3CA mutant
cellinjeprover och ett kliniskt bréstcancerprov av vildtyp. Fér varje prov utférdes extraktionerna
tre génger av tvé operatdrer, pé tre platser vilket gav totalt 18 datapunkter per prov. Vid varje
plats utférdes testningen med en lot QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit och en lot therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitreagenser. Alla giltiga mutant- och vildtypprovresultat gav férvéntade
totala mutationsstatusresultat (korrekt bestémning = 100 %, 18/18 fér varje prov). Over
specifika PIK3CA-mutationsbestdmningar var andelen korrekta bestdmningar 97,92 % vilket
stoder reproducerbarhet och repeterbarhet for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit for det
féranalytiska steget DNAvisolering.
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Repeterbarhet och reproducerbarhet: Vavnadsprover

Precision och reproducerbarhet for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit utvdrderades genom
testning av DNA extraherat frén FFPE kliniska bréstcancerprover for PIK3CA-mutationerna
E542K, E545G, E545K, H1047L, H1047R och Q546R och cellinje FFPE prover for
PIK3CA-mutationerna C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E och Q546R. Kliniska FFPE-
bréstprover av vildtyp ingick ocksé& i studien (Tabell 11).

For att demonstrera repeterbarhet, testades prover vid tvé mutationsnivéer (LoD och 3x LoD)
i duplikat med tvé kérningar per dag, av tre operatérer dver 20 icke-sammanhangande dagar,
vilket gav 120 datapunkter p& en plats (i Storbritannien) férutom fér prover vid LoD med
E545A och Q546R PIK3CA-mutationer. Prover med mutationerna E545A och Q546R vid LoD
utvérderades under sex dagar vid en plats av tre operatérer, med tva kdérningar och fyra
replikat for totalt 144 matningar fér att demonstrera repeterbarhet. For reproducerbarhet
utférdes tva kérningar per dag per operatdr (tre operatérer per plats) av v ytterligare platser
(b&da i USA) under 10 dagar fér att ge ytterligare 60 datapunkter fér varje ytterligare plats,
férutom for prover vid LoD med E545A och Q546R PIK3CA-mutationer. Prover vid LoD med
E545A och Q546R PIK3CA-mutationer utvarderades under sex dagar vid tvé till platser av tre
operatdrer, med tva kérningar och fyra replikat fér totalt 144 métingar per plats, totalt 432
pd tre platser. Vid varje plats testades proverna med tvé therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kitloter (tre loter for tre platser). En till tv& loter av QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit anvdndes
fr att extrahera DNA frén FFPE-prover. Proverna bereddes vid léga DNA-indatanivéer dar ett

Crkontrollvarde p& ungefar 30 var mélet.
Mutationspositiva prover kdrdes bara med kontrollreaktionsblandningen och  relevant
reaktionsblandning av  mutationen av intresse.  Vildtypprover kdrdes med alla

reaktionsblandningar.

For varje prov, visas andelen korrekta bestémningar i Tabell 11 f&r repeterbarhet.
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Tabell 11. Analysens repeterbarhet — andel korrekta bestamningar for PIK3CA-mutationer testade i DNA-prover
erhdllna frén FFPE-vévnadsprover

Fraktionell Korrekta
andel giltiga bestéimningar,  Nedre tvasidigt
Exon Mutation Mutationsniva resultat % 95% Kl
NA Vildtyp NA 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
NA: Ej tillampligt.

* Prover vid LoD med E545A och Q546R PIK3CA-mutationer utvérderades under sex dagar vid en plats av tre
operatdrer, med tv& kérningar och fyra replikat fér totalt 144 métningar.
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Tabell 12. Analysens reproducerbarhet — andel korrekta bestamningar for PIK3CA-mutationer testade i DNA-prover
erhdllna frén FFPE-vévnadsprover

Fraktionell Korrekta
andel giltiga bestimningar,  Nedre tvasidigt
Exon Mutation Mutationsniva resultat % 95% Kl
NA Vildtyp NA 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3x LoD 240/240 100,00 98,47
NA: Ej tillampligt.

* Prover vid LoD med E545A och Q546R PIK3CA-mutationer utvérderades under sex dagar vid tre platser av tre
operatdrer, med tv& kérningar och fyra replikat fér totalt 144 métningar per plats, totalt 432.

En varianskomponentanalys anvéndes fér att uppskatta standardavvikelsen fér variabilitet
mellan kit, mellan kérning, mellan operatér, mellan instrument, mellan dag och inom kérningar

for repeterbarhet och reproducerbarhet. Fér alla varianskomponenter var den totala
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standardavvikelsen (Standard Deviation, SD) <1,32 ACr fér LoD och <0,63 ACr fér 3x LoD
for  alla  PIK3CA-mutationer testade i  reproducerbarhetstestningen.  Fér  alla
mutantpanelmedlemmar var SD <0,17 ACr f6r LoD och 0,16 ACr f6r 3x LoD fér mellan loter

(utbytbarhet mellan loter). SD fér variabilitet inom kérning (repeterbarhet) var <1,24 ACr fér
LoD och <0,53 ACr fér 3x LoD.

Korskontaminering/analytisk carryover: Vavnadsprover

Den hdr studiens syfte var att utvardera therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nér hdga
PIK3CA-mutationspositiva prover testades bredvid PIK3CA-mutationsnegativa prover. Den har

studien utvérderade sannolikheten for korskontaminering under hela testningsproceduren
(DNA-extrahering och efterfljande testning med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit).

Den hér studien utfsrdes med H1047R (mutationen med hogst férekomst) och FFPE-
cellinjeprover av vildtyp. Tvé oberoende uppsattningar prover kallade “Set A” (Uppséttning
A) och "Set B” (Uppsattning B) extraherades efter en férdefinierad extraheringsmatris utformad
for aft introducera risk fér korskontaminering mellan prover. Tvé operatérer utforde
extraheringarna. Totalt 18 extraktioner (nio per uppsdtining) utférdes for mutationspositiva
(H1047R) prover. Totalt 42 extraktioner (21 per uppsétning) utférdes for vildtypprover.
Extrakten utvarderades fér mutation &ver tio PCRkérningar, fem per provuppsétining
konfigurerades samtidigt av samma operatdr med samma utrustning och Rotor-Gene
Qinstrument dar inga andra kérningar konfigurerades pé instrumentet mellan kérningarna.
Extrakt testades med kontrollanalysens reaktionsblandning (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
Tube 1) och mutationen av intresse (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Tube 6).

Den observerade procentsatsen av korrekta mutationsbestdmningar fér giltiga vildtypprover
var 100 % utan att uppvisa korskontaminering av vildtypproverna genom prover som delar

samma DNA-extraherings- och konfigurationsprocedurer.
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Noggrannhet: Jamférelse med analytisk referensmetod
(vévnadsprover)

For att demonstrera exaktheten fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit relativt en validerad
NGS-analys, genomférdes en exakthetsstudie med  FFPE-kliniska prover fran
bréstcancerpatienter randomiserade i SOLAR-1 studien och for vilken det fanns tillréckliga
mangder tillgéngliga prover fér att testa med NGS-jamférelseanalysen. Av dessa 453 kliniska
prover, uppfyllde 385 NGS-jamférelseprovskraven fér vévnadsvolym och tumérinnehdll och
379 gav ett giltigt resultat f5r NGS.

Prover med giltiga resultat f6r bade NGS och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit analyserades
med NGS som referens fér att utvérdera positiv Sverensstdmmelse i procent (Positive Percent
Agreement, PPA), negativ verensstdmmelse i procent (Negative Percent Agreement, NPA)
och total Sverensstammelse i procent (Overall Percent Agreement, OPA). De har
procentvérdena, ftillsammans med de motsvarande  tvésidiga  95-procentiga

konfidensintervallen (KI) som beréknades med Clopper-Pearson Exact-metoden, sammanfattas
i Tabell 13.

Tabell 13. Analys av dverensstimmelse for FFPE-vivnadsprover

Méitning Overensstammelse i procent (N) Tvasidigt 95 % K
Positiv Sverensstémmelse i procent 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
Negativ verensstémmelse i procent 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
Total éverensstdmmelse i procent 94,7 (359/379) 92,0, 96,7

For de totalt 20 icke &verensstdmmande mutationsstatusresultaten, hade tvé& prover med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negativa resultat NGS-positiva resultat, medan 18 prover
med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit positiva resultat hade NGS-negativa resultat. Av de
tv& proverna med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-negativa resultat som hade NGS-positiva
resultat, detekterades béda av NGS vid MAF-niv&er under LoD fér therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit. Av de 18 prover som faststdlldes som positiva av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
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och negativa av NGS, var 11 l&g positiva (inom en ACr av cutoff med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit och var darfér lag positiva prover). Ett fall detekterades som H1047L (3140A>T)
av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit men detekterades som H10471 (3139_3140CA>AT) av
NGS-analysen. Den underliggande orsaken for de sex dterst&ende icke dverensstdmmande

resultaten identifierades inte.

Tabell 14 visar PPA for mélet med NGS som den ortogonala metoden.

Tabell 14. Analys av dverensstammelse for FFPE-vivnadsprover efter specifik mutation

Mutation* Positiv verensstimmelse i procent (N) Tvasidigt 95 % Kl
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2, 100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7,100,0
ES545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0
Q546R 50,0 (1/2) 1,3,98,7
H1047L 100,0 (12/12) 73,5, 100,0
H1047R 98,1 (101/103) 93,2, 99,8

* Alla 11 PIK3CA-mutationer detekterades i véivnadsprover i SOLAR-1-studien (Tabell 15).

70 Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019



Klinisk prestanda: Vavnadsprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r avsett att anvandas som ett tillhdrande diagnostiskt test
for att hjglpa vardgivare identifiera bréstcancerpatienter som kan lémpa sig fér behandling
med PIQRAY (alpelisib) baserat pé& forekomsten av en eller flera detekterade

PIK3CA-mutationer i kliniska FFPE-brésttumarvavnadsprover.

Kliniska resultatdata

SOLAR-1 studien, CBYL719C2301, var en randomiserad dubbelblind, placebokontrollerad,
internationell, multicenter fas Il klinisk studie for att faststélla effektiviteten och sckerheten for
behandling med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant kontra placebo plus fulvestrant i mén och
postmenopausala kvinnor med HR+, HER2-negativ avancerad bréstcancer som dkade under
eller efter behandling med aromatashémmare. Totalt 572 bréstcancerpatienter rekryterades
i tvé grupper med eller utan en PIK3CA-mutation. Patienterna randomiserades att ta emot
antingen PIQRAY (alpelisib) 300 mg plus fulvestrant eller placebo plus fulvestrantien 1:1 kvot.
Randomiseringen stratifierades efter férekomst av lung- och/eller levermetastaser och tidigare
behandling med CDK4/6-hdmmare.

Studiens priméra slutpunkt var progressionsfri verlevnad (Progression Free Survival, PFS)
enligt RECIST v1.1 (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), baserat p& utvérdering hos
avancerade brdstcancerpatienter registrerade med en PIK3CA-mutation. Andra sekundéra
slutpunkter inkluderade PFS fér patienter utan PIK3CA-mutation, samt 8vergripande dverlevnad
(Overall Survival, OS), 6vergripande respons (Overall Response Rate, ORR) och klinisk nytta
(Clinical Benefit Rate, CBR) efter PIK3CA-grupp (dvs., med eller utan PIK3CA-mutation).

PIK3CA-mutationsstatus fér screening och registrering av patienter bestdmdes centralt av en
klinisk undersdkningsanalys (Clinical Trial Assay, CTA) eller QIAGEN therascreen PIK3CA RGQ

PCR Kit, som testar FFPE bréstcancertumérprover.
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Av de 572 randomiserade patienterna i SOLAR-1, randomiserades 177 patienter (30,9 % av
studiepopulationen, inklusive 172 PIK3CA-mutationspositiva och fem PIK3CA-mutationsnegativa
patienter) med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Alla andra patienter (395) randomiserades
med CTA (69,1 % av studiepopulationen, inklusive 169 PIK3CA-mutationspositiva och 226
PIK3CA-mutationsnegativa patienter).

PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant visade sig overlagsen jamfért med enbart
fulvestrant fér den primdra slutpunkten PFS per utvdrdering med RECIST 1.1 i
PIK3CA-mutantgruppen. En uppskattad 35 % riskreduktion i sjukdomsférlopp eller dédsfall
observerades for PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant armen, relativt placebo plus fulvestrant armen
(Riskkvot [HR] = 0,65; 95 % KI: 0,50, 0,85; p = 0,0013, baserat pa eft tvasidig stratifierat
loggranktest). Median PFS férléngdes med kliniskt signifikanta 5,3 mé&nader, frén 5,7 méanader
i placebo plus fulvestrant armen till 11,0 ménader i PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant armen
(Figur 20).

100 4

a Censureringstider
Alpelisib 300mg qd + Fulv(n/N = 103 / 169)
4+~ Placebo qd + Fulv (n/N =129/ 172)

Riskkvot = 0,65
95 % KI[0,50;0,85]
Kaplan-Meier-medianer (Manader)

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

60
oy
Logrank p-varde 2-sidigt = 0,0013

40 4 B
Aty

Progressionsfri dverlevnad sannolikhet (%)

L— L— T T L— L— T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Tid (manader)
Antal individer fortfarande i risk

Tid(manader) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Alpelisib 300mg qd + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0
Placebo qd + Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 0
- Stratified Logrank test and stratified Cox model using strata define by (i) prior CDK 4/6 inhibitor use. (ii) presence of liver and/or lung metastases.
Stratifierat loaranktest och stratifierad Cox-modell med strata definierat av (i) tidiaare anvandning av CDK 4/6-hammare. (ii) forekomst av lever-

Figur 20. Kaplan-Meier diagram av PFS efter behandling hos PIK3CA-mutantpatienter randomiserade i SOLAR-1.
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Prover fran de 395 patienter som randomiserades med CTA testades om retrospektivt av
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit och gav 389 prover utvarderingsbara av therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit (98,5 %) med sex patientprover icke utvarderingsbara av therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabell 16).

Tabell 15. Férekomst av PIK3CA-mutationer detekterade av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i vévnadsprover i SOLAR-
1 kliniska studien

Frekvens i
FFPE-vévnadsprover
Exon Mutation* COSMIC ID? Basskifte N =374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6 (1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
ES545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6(1,6)
E545G 764 1634 A>G 9 (2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2 (0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* En PIK3CA-mutationspositiv patient kan ha mer én en mutation.
t COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = antal PIK3CA-mutationspositiva patienter identifierade efter FFPE-vévnadsprover i SOLAR-1.

Tabell 16. Disposition av retrospektivt omtestade (CTA-registrerade) patienter (fullstandig analysuppsétining,
CTA-registrerade)

therascreen PIK3CA RGQ PCR CTA-positiva (N = 169) CTA-negativa (N = 226)  Totalt (N = 395)
Kit-resultat

Valid (Giltigt 169 (100,0 %) 220 (97,3 %) 389 (98,5 %)
Positive (Posifivi) 164 (97,0 %) 11 (4,9 %) 175 (44,3 %)
Negative (Negativi 5(3,0%) 209 (92,5 %) 214 (54,2 %)
Invalid (Ogiltigt} 0 (0 %) 6 (2.7 %) 6(1,5%)
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For aft utvardera overensstimmelse mellan CTA och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,
berdknades &verensstdmmelseindexen PPA, NPA och OPA, tillsammans med respektive
tvésidig Clopper-Pearson Exact 95 % konfidensintervall.

Tabell 17 visar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit utvarderingsbar delméngd med CTA som
referens och indikerar en hdg Sverensstémmelse mellan CTA och therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-resultat.

Tabell 18 anvénder therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som referens och indikerar en hég
Sverensstdmmelse mellan CTA och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultat.

Tabell 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kontra CTA (med CTA som referens)

Métt pa dverensstammelse Procentuell Tvasidigt 95 % K
overensstammelse, %

Positiv dverensstémmelse i procent 97,0 93,2, 99,0
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negativ verensstémmelse i procent 95,0 91,2,97,5
(Negative Percent Agreement, NPA)

Total dverensstdmmelse i procent 95,9 93,4, 97,6
(Overall Percent Agreement, OPA)

Tabell 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kontra CTA (med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som referens)

Matt pa dverensstimmelse Procentuell Tvasidigt 95 % KI
Sverensstimmelse, %

Positiv dverensstdmmelse i procent 93,7 89,0, 96,8
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negativ verensstémmelse i procent 97,7 94,6, 99,2
(Negative Percent Agreement, NPA)

Total éverensstammelse i procent 95,9 93,4, 97,6
(Overall Percent Agreement, OPA)

Tabell 19 visar uppskattningar fér PPA, NPA och OPA omberdknade for att justera for
berikning p& grund av de sex saknade therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-resultaten i CTA-

mutationsnegativa patienter.
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Tabell 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kontra CTA (med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som referens)

Matt pa dverensstimmelse Procentuell Tvasidigt 95 % KI
Sverensstdimmelse, %

Positiv dverensstémmelse i procent 93,6 90,1, 97,0
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negativ verensstémmelse i procent 97,7 95,6, 99,5
(Negative Percent Agreement, NPA)

Total éverensstdmmelse i procent 95,9 93,8, 97,8
(Overall Percent Agreement, OPA)

Den primdra PFS-analysen fér klinisk nytta av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit uppvisade
liknande klinisk effektivitet som den som faststllts i SOLAR-1 studien. Analys av den
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.-mutantpositiva patientdelméngden (347 patienter)
demonstrerade att patienter som randomiserats till PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant armen
hade en uppskattat 36 % lagre risk for sjukdomsprogression eller dédsfall (HR = 0,64; 95 %

Kl: 0,48, 0,85) &n patienter som randomiserats ill placebo plus fulvestrant armen.

Sensitivitetsanalyser utvarderade effekten av saknade therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-data
p& PFS och demonstrerade att resultaten var robusta fér saknade data. Vid antagande att de
sex saknade therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultaten var icke dverensstammande med
CTA-resultaten, hade de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-mutationspositiva patienter som
randomiserats till PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant armen en uppskattat 37 % lagre risk for
sjukdomsprogression eller dédsfall (HR = 0,63; 95 % Kl [0,47, 0,84]) jamfért med patienter

som randomiserats till placebo plus fulvestrant armen.

Alla CTA-registrerade mutationspositiva patienter var therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-
utvérderingsbara och bara sex CTA-registrerade mutationsnegativa patienter var inte
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitutvérderingsbara. Féljaktligen férelég ingen bias i resultaten

genom studieprovutvarderingsbarhet.

PFS bergknades ocksé fér den therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-negativa populationen och
ingen PFSf5rdel observerades i de patienterna (HR = 0,85; 95 % Kl: 0,58, 1,25).
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Prestandaegenskaper: Plasmaprover

Analytisk prestanda: Plasmaprover

De specifika prestandaegenskaperna fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestdmdes
i studier med kliniska plasmaprover som samlats in frén bréstcancerpatienter, sammanstéllda
plasmaprover fran friska donatorer (HD) plasma spetsat med fragmenterat cellinje-DNA frén
11 humana cellinjeprover som bér pa kédnda PIK3CA-mutationer som detekteras av analysen,
plus ett PIK3CA-ildtypprov (dvs. inga mutationer som therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

hévdar kunna detektera i exon 7, 9 och 20).
Blankgrans (Limit of Blank, LoB): Plasmaprover

Blankgréns (Limit of blank, LoB) definieras i CLSI rikilinje EP17-A2 som "det hdgsta
mdtresultatet som &r sannolikt att observeras (med en angiven sannolikhet) for ett blankprov”.
For therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r det hér den datapunkt som motsvarar den évre 95:¢
percentilen i blanka prover. Fér att utvérdera prestanda fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
i frénvaro av mall och fér att tillse att ett prov med vildtyp-DNA inte skapar en analytisk signal
som kan indikera en l&g koncentration av mutation, testades totalt 60 unika HD-prover
spetsade med seriellt spédd, fragmenterad vildtyp PIK3CA DNA vid sex inmatningsnivder tre
génger i en studie enligt viigledning frén CLSI riktlinje EP17-A2 fér att bestémma LoB fér varje
mutationsanalys. Alla mutationsanalyser gav LoB-vérden &ver cutoff for sina respektive
mutationer. LoB fér PIK3CA-mutanterna detekterade av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit frén

plasmaprover visas nedan (Tabell 20).
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Tabell 20. Sammanfattning av LoB-resultat

Exon Mutation Basskifte LoB (ACr-véirde) Falska positiva
bestamningar (%)
7 C420R 1258T>C 11,15 0%
9 E542K 1624G>A 8,32 0%
ES45A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A>G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56 %
H1047L 3140A>T 15,55 0,56 %
20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Detektionsgrans (Limit of detection, LoD): Plasmaprover

En studie utfsrdes for att faststalla LoD (Limit of Detection) for var och en av de

11 PIK3CA-mutationerna med sammanstéllda plasmaprover. LoD definierades som den ldgsta

méngden mutantDNA i en bakgrund med vildtlypsDNA dé& et mutantprov ger

mutationspositiva resultat fér 95 % av testresultaten (Cos).

For att faststélla LoD fér varje mutation, bereddes prover med olika procentsatser mutation vid
l&gt DNA-indata och testades med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabell 21). LoD fér varje

analys beréknades med en probit-metod. LoD fér 11 sammanstéllda mutantprover bestdmdes

med tre olika therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitloter med 24 replikat testade per kit lot per

niv&. En delméngd av mutationerna verifierades med kliniska plasmaprover vid bestdmd LoD.
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Tabell 21. LoD fér plasmaprover bestimdes med lég DNA-indata kliniska och sammanstéllda plasmaprover

Exon Mutation COSMIC* ID Basskifte LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,46
9 E542K 760 1624G>A 5,061
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,941
E545K 763 1633G>A 2,421
Q546E 6147 1636C>G 5311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,071

MAF: Mutantallelfrekvens.
* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD-vérden bestémdes med cellinjeprover.

¥ LoD-vérden verifierades med kliniska plasmaprover.
Indataintervall fér genomiskt DNA: Plasmaprover

Arbetsintervallet fér kontroll-Cr angavs med berdknade toleransintervall och LoB-vérden.
Cr arbetsintervallet fér kontrollanalysen bestémdes med totalt 30 individuella 10 ml
vildtypprover med olika DNA-koncentrationer av vildtyp (120 observationer). Det slutliga
Cr arbetsintervallet fér kontrollanalysen angavs som ett Cr-viirde pé& 24,69 till 31,68 vilket ger

eft konfidensintervall pa 98 % fér 95 % av populationen fér avsedd anvéndning.
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ACrcutoffvarden: Plasmaprover

Sammanstdllda plasmaprover anvéndes for att bestémma cutoffvérdena fér varje mutation.
Utéver statistisk analys av ACr-vérden, anvéndes LoB-varden och designkrav fér falska positiva

och falska negativa frekvenser for att definiera godtagbara cutoffvarden.

Faststallda cutoffvérden presenteras i Tabell 22.

Tabell 22. Faststillda cutoffviirden for varje mutationsanalys vid testning av DNA fran plasmaprover

Andlys Cutoffvirde (ACr)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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Effekt av DNA-input p& ACr-varden (linjaritet): Plasmaprover

DNA-inputnivan definieras som den totala mangden amplifierbart DNA i ett prov som det bestamts
av Crvdrden frén PIK3CAkontrollreaktionen. Fér att demonstrera att prestandan fér therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit &r konsekvent éver kontrollreaktionens Crintervall (24,69 till 31,68),
bereddes en 8-nivas seriell spadning for var och en av de 11 PIK3CA-mutationsanalyserna
(fragmenterad DNA extraherad frén cellinjeprover). Cr-mélvardena fér spadningsnivéerna 1 och
8 for varje mutation var inriktade att vara éver och under kontrollreaktionens Crintervall. Generellt
seft var ACrvérdena vid olika totala DNA-inputnivaer konsekventa éver hela arbetsintervallet for
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit for mutationer.

Analysspecificitet (korsreaktivitet/specificitet): Plasmaprover

For att utvérdera om korsreaktivitet mellan mutationer detekterade av analysen har tagits med
i berdgkningen korrekt vid berdkning av analytiska cutoffvérden, spdddes mutantpositiva
sammanstallda plasmaprover med hdg och lag DNA-indata fill héga och lag MAF-mal och
testades i duplikat med tre loter av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Korsreaktivitet
observerades mellan analyserna H1047L och H1047R. Den hér korsreaktiviteten faststdlldes
dock vara enkelriktad (dvs. om ett dubbelt H1047R- och H1047L-prov observeras, kommer
det bara att rapporteras som “H1047R Mutation Detected” [H1047R-mutation detekterad)]).
Den har regeln &r inkorporerad i den automatiska “therascreen_PIK3CA_Plasma Assay

Profile”-algoritmen.
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Interferens: Plasmaprover

Endogena substanser

Potentiellt endogena interfererande @mnen som kan vara nérvarande i plasmaproverna

testades i sammanstdllda mutant- och vildtypprover vid koncentrationer baserade p& CLSI

rikilinjen EP7-A2:

e Hemoglobin (2 g/I)

e Triglycerider (37 mmol/l)

e EDTA (3,4 pmol/l)

e Koffein (308 pmol/I)

e Albumin (30 mg/ml)

e Konjugerat bilirubin (342 pmol/I)
e Okonjugerat bilirubin (342 pmol/|)

Resultaten demonstrerade att de hdr dmnena inte interfererade med resultaten fér therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.

Exogena dmnen

Potentiella exogena interfererande dmnen som férekommer i DNA-extraktionsprocessen
testades i mutant- och vildtypprover vid koncentrationer som férutsétter 10 % carryover frén

extraktionsprocessen:

Etanol

e Proteinas K
e Buffer ACL
e Buffer ACB
o Buffer ACWI
e Buffer ACW2

Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit  09/2019 81



Resultaten demonstrerade att de hdr dmnena inte interfererade med resultaten fér therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.

Utbytbarhet mellan loter: Plasmaprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR-systemet anvdnder sig av QlAamp DSP Circulating Nucleic
Acid Kit for extraktion av DNA och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit for amplifiering av DNA
och detektion av PIK3CA-mutationsstatus. Reproducerbarhet och utbytbarhet mellan loter
pévisades med hjdlp av tre loter av QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit och en lot av
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Den totala procentandelen korrekta bestamningar mellan

loter for alla mutationspositiva och vildtypprover var 100 %.
Provhantering: Plasmaprover

For att demonstrera att olika laboratorier kommer att producera godkénda resultat nér de
startar frén samma plasmaprov s& utférdes extraheringar fér tre olika platser. Sammanstdllda
prover anvandes for alla 11 mutationer samt eft PIK3CA kliniskt plasmaprov av vildtyp.
18 x 2 ml alikvoter fér varje prov bereddes. Alikvoterna randomiserades och delades upp
i 18 extraktionsuppsattningar. Extraktionsuppséttningarna distribuerades darefter mellan de
tre testplatserna (en intern QIAGEN-plats) i Storbritannien och tvé ytterligare externa platser
i USA), sex extraktioner per studieplats. Testning av DNA extraherat frén provalikvoterna med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit utférdes p& den interna QIAGEN-platsen. Vid jamférelse
av resultat fr&n varje prov oSver alla tre platser, var procentsatsen korrekia

mutationsbestdmningar fér PIK3CA-mutationspositiva och vildtypprover 100 %.
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Repeterbarhet och reproducerbarhet: Plasmaprover

Sekretessinstallningar for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit utvarderades genom att testa DNA
extraherat frén cellinjeprover som representerade alla 11 mutationer som detekteras av
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit vid 1x LoD och 3x LoD.

Sekretessinstdllningar utvarderades genom att testa dessa prover vid en plats Sver 20 ej
sammanhdngande dagar med tre Rotor-Gene Q-instrument och av tre operatérer for att

generera totalt 120 replikat per prov (Tabell 23).
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Tabell 23. Analysens repeterbarhet — andel korrekta bestamningar for PIK3CA-mutationer testade i DNA-prover
erhdllna frén plasmaprover

Fraktionell andel Korrekta Nedre tvasidigt

Exon Mutation Mutationsniva giltiga resultat bestémningar, % 95 % Kl
NA Vildtyp C30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3x LOD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3x LOD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3x LOD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3x LOD 120/120 100,00 96,97

* Fér E545K och H1047R var anvénda LoD 1,99 respektive 1,44. LoD omjusterades och bekréftades i en
efterféljande studie. Det omjusterade LoD anvéindes i den efterféljande studien (Tabell 24).
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Reproducerbarheten méttes genom att testa sammanstallda prover vid 1x LoD och 3x LoD 8ver
tre olika platser (en intern QIAGEN-plats i Storbritannien och tv& ytterligare externa platser i
USA). Alla dessa prover testades vid varije plats éver 10 ej sammanhdngande dagar med tre

Rotor-Gene Q-instrument och av tre operatérer for att generera totalt 60 replikat per prov
(Tabell 24).

Bruksanvisning (handbok) for therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit  09/2019 85



Tabell 24. Analysens reproducerbarhet — andel korrekta bestamningar for PIK3CA-mutationer testade i DNA-prover
erhdllna frén plasmaprover for alla testplatser

Fraktionell andel ~ Korrekia Nedre tvasidigt

Exon Mutation Mutationsniva giltiga resultat bestémningar, % 95 % Kl
NA VT C30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
e 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3x LOD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3x LOD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3x LOD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3x LOD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3x LOD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3x LOD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3x LOD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3x LOD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3x LOD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3x LOD 240/240 100,00 98,47

* Prover vid reviderad LoD med E545K och H1047R (enligt Tabell 21) utvérderades i sex dagar pé tre platser av tre
operatdrer, med tv& kérningar och fyra replikat fér totalt 144 métingar per plats, totalt 432 fér alla tre platser.
Tabell 25 visar positiv verensstémmelse i procent (Positive Percentage Agreement, PPA) fér mélet med NGS som
den ortogonala metoden.
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En varianskomponentanalys anvéndes fér aft uppskatta standardavvikelsen fér variabilitet
mellan kit, mellan kérning, mellan operatér, mellan instrument, mellan dag och inom kérningar
for repeterbarhet och reproducerbarhet. Fér alla varianskomponenter var den totala
standardavvikelsen (Standard deviation, SD) <1,34 ACr fér LoD och <0,73 ACr fér 3x LoD
for  alla  PIK3CA-mutationer testade i  reproducerbarhetstestningen.  Fér  alla
mutantpanelmedlemmar var SD <0,20 ACr fér LoD och <0,10 ACr fér 3x LoD fér mellan loter
(utbytbarhet mellan loter). SD fér variabilitet inom kérning (repeterbarhet/precision) var fran
0,415 ACrill 1,407 ACr fér LoD och 0,206 ACr till 0,583 ACr fér 3x LoD.

Validering av blodprovtagningsror

Inverkan av blod fill sekrefessinstdllningar pé& kvalitetsméssigt och efterfélijande resultat
faststalldes med sammanstéllda blodprover for H1047R (den vanligaste mutationen) och
helblodprover frén héalsosamma frivilliga anvéndes som vildtypprover. Blodprover samlades
in i 10 ml KoEDTA-r6r fran fyra donatorer (&tta rér per donator). Sammanstallda blodprover
genererades genom aft spetsa PIK3CA H1047R-mutant fragmenterat cellinje-DNA
i blodprovtagningsrér fran tvé& donatorer efter provtagning. Blodprover separerades i plasma
vid ungefdr 1-, 2-, 3- och 44immars intervallen. DNA extraherades frén plasmaproverna med
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit och varje mél testades med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit i 16 replikat.

Alla testade prover bestémdes korrekt vid var och en av tidpunkterna. Dessutom fanns det

ingen statistiskt signifikant férskjutning i ACr observerat fér PIK3CA H1047R-mutant provet.

Studien demonstrerade att det inte finns négon effekt av sekretessinstallningar fér blod fill
plasma om det bearbetas inom fyra timmar pé& therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
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Noggrannhet: Jamférelse med analytisk referensmetod
(plasmaprover)

For att demonstrera exaktheten hos therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, genomférdes en studie
med prover frén SOLAR-1 kliniska studien relativt en validerad NGS-analys. therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit- och NGS-estning for PIK3CA-Gndringar utférdes med DNA frén
552 kliniska plasmaprover frén den kliniska studien SOLAR-1.

DNA-prover med giltiga resultat for bade NGS- och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
(542/552 prover) analyserades for att bedéma den positiva Sverensstdmmelsen
i procent (Positive ~ Percent ~ Agreement, PPA), den negativa dverensstdmmelsen
i procent (Negative Percent Agreement, NPA) och den totala &verensstdmmelsen
i procent (Overall Percent Agreement, OPA). De har procentvérdena, tillsammans med de

motsvarande tvésidiga 95-procentiga konfidensintervallen (Kl), sammanfattas i Tabell 25.

Tabell 25. Analys av 6verensstimmelse for DNA-prover erhéllna frén plasmaprover

Matning Overensstammelse i procent (N) Lagre 95 % Kl
Positiv dverensstémmelse i procent 97,39 (149/153) 93,44
Negativ éverensstammelse i procent 91,26 (355/389) 88,00
Total 6verensstammelse i procent 92,99 (504/542) 90,50

Fér de 38 avvikande resultaten fér total Sverensstammelse i procent:

® Fyra prover (0,7 %) var Wild-Type (Vildtyp) (dvs. No Mutation Detected [Ingen mutation
detekterad]) med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit men Mutation Detected (Mutation
detekterad) med NGS.

® 34 prover (6,3 %) var Mutation Detected (Mutation detekterad) med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit men Wild-Type (Vildtyp) med NGS.

e Tabell 26 visar PPA for malet med NGS som den ortogonala metoden.
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Tabell 26. Analys av 6verensstammelse for DNA-prover erhélina fran plasmaprover genom mutation

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

*

6/11 PIK3CA-mutationer detekterades ur plasmaprov i SOLAR-1-studien (Tabell 31).

Klinisk prestanda: Plasmaprover

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit &r avsett att anvéindas som ett tillhérande diagnostiskt test fér
att hjélpa vérdgivare identifiera bréstcancerpatienter som kan lémpa sig fér behandling med
PIQRAY (alpelisib) baserat pd férekomsten av en eller flera detekterade PIK3CA-mutationer

i kliniska plasmaprover med K2EDTA antikoagulerat perifert vendst helblod.

Kliniska plasmaprover med K2:EDTA antikoagulerat perifert vendst helblod insamlat frén
bréstcancerpatienter randomiserade i SOLAR-1 innan start av studiebehandling (baslinje)
testades retrospektivt med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit for att utvardera klinisk nytta av
den hdr provtypen fér bestdmning av PIK3CA-mutationsstatus och fér att utvdrdera

Sverensstammelse mellan vévnads- och plasma resultat.

Resultat frén dverensstammelseanalys

Overensstammelse for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med plasma resultat till therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit med vévnadsresultat visas i Tabell 27. Av de 328 therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kitvavnadspositiva patienterna var 179 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitplasmapositiva.
Av de 215 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvévnadsnegativa patienterna var 209 therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitplasmanegativa. Det férekom inga ogiltiga plasma resultat.
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Tabell 27. Motsvarandetabell mellan therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vavnadsresultat och therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-plasma resultat

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vévnad
therascreen PIK3CA Positivt Negativt Ogiltigt Totalt
RGQ PCR Kit-plasma
Positivt 179 [¢) 1 186
Negativt 149 209 5 363
Ogiltigt 0 0 0 0
Totalt 328 215 6 549

Overensstammelse (PPA, NPA och OPA) mellan therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasma
resultat och therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvavnadsresultat berdknades med therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitvévnadsresultaten som referens (Tabell 28). Punktuppskattningarna fér
PPA, NPA och OPA var 55 %, 97 % respektive 72 %.

Tabell 28. Gverensstimmelse mellan therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmaresultat och therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-vévnadsresultat med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vévnadsresultaten som referens

Matt pa Sverensstdmmelse Overensstémmelse i procent (N) 95 % KI*

Positiv dverensstémmelse i procent 55 % (179/328) (49,0, 60,1)
Negativ verensstémmelse i procent 97 % (209/215) (94,0, 99,0)
Total 6verensstammelse i procent 72 % (388/543) (67,5,75,2)

* 95 % Kl berdknat med Clopper-Pearson Exact-metoden.

Bekraftande testning av plasmaprover med validerad NGS-referenstestmetod bekréftade 91 %
av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitplasmaresultaten. Av de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-
vavnadspositiva patienter som var therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmanegativa,
bekraftade NGS de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmanegativa resultaten i 80 % av
fallen. Av de sex avvikande therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositiva, therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitvévnadsnegativa patienterna var fem bekraftat plasmapositiva med NGS.
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Progressionsfri 6verlevnad (Progression Free Survival, PFS) analys

PFS for PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant fér den therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-plasmapositiva populationen (N = 185) observerades till férdel fér PIQRAY (alpelisib)
plus fulvestrantarmen j@mfért med placebo plus fulvestrantarmen med en berdknad 46 %
riskreduktion fér sjukdomsprogression eller dédsfall (HR = 0,54, 95 % KI: 0,33, 0,88) (Tabell
29). Som jamférelse var PFS HR i den therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vavnadspositiva
populationen 0,64 (95 % KI: 0,48, 0,85) och 0,65 (95 % Kl: 0,50, 0,85) i SOLAR-1

PIK3CA-mutantgrupperna som det bestdmts av vavnadsanalysen vid registrering.

Tabell 29. PFS-analys fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositiva patienter

HR (95 %K)
PFS (N
N PIQRAY 300 mg qd + fulv/placebo qd + fulv*
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositiva (185) 0,54 (0,33; 0,88)

* HR och 95 % Kl beréknat med berikningsjustering.

PFS HR for de 179 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvévnadspositiva therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit-plasmapositiva patienterna var 0,53 (95 % KI: 0,33, 0,84). Median PFS var
10,9 ménader f6r PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant-armen kontra 3,6 manader fér placebo
plus fulvestrant-armen (Tabell 30, Figur 21).

Tabell 30. Progressionsfri 6verlevnad (méanader) for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vévnadspositiva, therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositiva patienter

HR (95 % KI)

Progressionsfri verlevnad  PIQRAY 300 mg qd + fulv Placebo qd + fulv PIQRAY 300 mg qd +

N=90 N=89 fulv/placebo qd + fulv
Antal héndelser (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33; 0,84)
PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -
Dsdsfall (%) 2(2,2) 5(5,6) -
Antal censurerade (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -
Median (95 % Ki) 10,9 (7,0; 16,2) 3,6 (2,0; 5,8) -
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- Stratifierat logranktest och stratifierad Cox-modell med strata definierat av (i) tidigare anvandning av CDK 4/6-hammare. (ii) forekomst av lever-
och/eller lungmetastaser

Figur 21. Kaplan-Meier-diagram av PFS efter behandling for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vévnadspositiva
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositiva patienter.
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Tabell 31. Férekomst av PIK3CA-mutationer detekterade av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i plasmaprover i den
kliniska studien SOLAR-1

Frekvens i plasmaprover

Exon Mutation*® COSMIC IDt Basskifte N =186 (%)

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

9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0(0,0)
E545D 765 1635 G>T 0(0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,6)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 ASG 0(0,0)

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

* En PIK3CA-mutationspositiv patient kan ha mer én en mutation.
t COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
N = antal PIK3CA-mutationspositiva patienter identifierade efter plasmaprov i SOLAR-1.
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Slutsatser om sdkerhet och effektivitet

Den kliniska exakthetsstudien uppfyllde acceptanskriterierna fér PPA fér mutationspositiva
prover och NPA fér mutationsnegativa prover, vilket ddrmed bekréftar att plasma therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit genererade korrekta resultat b&de fér biomarkérpositiva och -negativa

avsedd anvandning-prover.

Overensstammelse for plasma therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit- resultatmed vévnads
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultat for NPA var 97 % och uppvisade en lag risk for
falska positiva. Ett falskt negativt resultat kan férhindra en patient frén att fé& tillgéng fill
potentiellt Iampliga lakemedel. Det fanns 55 % PPA fér plasma/vévnad som indikerar att
plasmanegativa patienter kan vara PIK3CA-mutationspositiva efter vévnad. Nér patienters
plasma uppvisar PIK3CA-mutationsnegativa resultat med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,

bér dérmed ett vévnadsprov testas for att bekréfta PIK3CA-mutationsstatus.

Den kliniska effektiviteten av PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant fér den
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitplasma PIK3CA-mutationspositiva populationen som
identifierad av therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, demonstrerades med en berdknad 46 %
riskreduktion i sjukdomsférlopp eller dédsfall j@mfért med placebo plus fulvestrant (HR = 0,54,
95 % Kl: 0,33, 0,88).
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Felsékningsguide

Den hér felsskningsguiden kan vara till hjglp fér att 16sa eventuella problem som uppstdr.
Ytterligare information finns p& sidan “Frequently Asked Questions” (Vanliga frégor) pé& vért
tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet for
QIAGEN:S teknisk support gérna pé frégor om informationen och protokollen i denna handbok
eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, se sista sidan eller besck

www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgérd

Flaggan "No C: value” (Inget Cr-vérde) i positiv kontroll (Positive control, PC)

a) Felaktig konfiguration av PCR  Kontrollera ditt pipetteringsschema och upprepa PCR.

b)  Férvaringsvillkoren fér en Kontrollera férvaringsvillkoren och utg&ngsdatum (se kitetiketten) for
eller flera kitkomponenter reagenserna och anvénd ett nytt kit om det behdvs.
Sverensstémde inte med de
instruktioner som gavs i
"Férvaring och hantering av
reagenser” sida 22

Flaggan "Unexpected C: value” (Ovéntat Cr-viirde) i NTC
Kontaminering har uppstatt Se till att omrédet har dekontaminerats. Upprepa PCR med nya reagenser.
vid beredning av PCR Om det &r majligt, forslut PCR-réren direkt efter att det prov som ska testas

har tillsatts. Férsakra dig om att arbetsplatser och apparater dekontamineras
regelbundet.

Flaggan “Above acceptable range” (Gver godtagbart intervall) eller “Below acceptable range” (Under godtagbart
intervall) i PC

Fel vid beredning av PCR Upprepa PCR och fillse korrekt pipettering.
Flaggan “DNA input too high” (DNA-indata fér hagt) i provroret

Provet &r for koncentrerat Spad provet fér att 8ka-Crvérdet. Prover ska spédas med det vatten som
medfsljer kitet (vatten fér spédning [Dil.]).
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Kommentarer och férslag pa étgérd

Flaggan “Above acceptable range” (Gver godtagbart intervall) i provréret

Citillracklig inledande
DNA-mall i provet

Véivnquprover: Testa om en géng till. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA:t med tv& objekiglas frén samma prov med
resekterad vévnad och ett lampligt antal objektglas fr att CNB:er ska kunna
erhélla 20 mm? och upprepa PCR. Om systemet visar samma flagga for
provet efter omextrahering, testa om provet en andra géng. Om flaggan
visas igen ldmpar sig provet inte fér anvéndning. Det ska féras in som
"indeterminate” (obestdmt) och inte testas vidare.

P|osmc1prover: Testa om en géng till. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA med 2 ml patientplasma. Om systemet efter
omextraktionen visar samma flagga fér provet, lémpar sig provet inte fr
anvéndning. Det ska féras in som “indeterminate” (obestémt) och inte testas
vidare. Overvég att upprepa testning med ett farskt prov blodplasma.

Flaggan “IC above acceptable range” (IC 6ver godtagbart intervall) i provroret

Fel vid beredning av PCR
eller férekomst av hdmmare
i reaktionen

Vévnadsprover: Testa om en gang till. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA med tvé objekiglas frén samma prov med
resekerad vavnad eller lampligt antal objektglas fr att CNB:erna ska kunna
erhélla 20 mm? och upprepa PCR. Om systemet visar samma flagga fér
provet efter omextrahering, testa om provet en andra géng. Om flaggan
visas igen l&mpar sig provet inte fér anvéndning. Det ska rapporteras som
"indeterminate” (obestdmt) och inte festas vidare.

Plasmaprover: Testa om en géng fill. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA med 2 ml patientplasma. Om systemet visar
samma flagga efter omextraktion s& lémpar sig inte provet f8r anvéndning,
det maste fdras in som obestdmt och ingen ytterligare testning kan utféras.
Overvag att upprepa testning med ett farskt prov blodplasma.

Flaggan "No C; value” (Inget Cr-vérde) i T1-kontroll (prov)

Ingen amplifierbar DNA-mall
i provet

Vévnadsprover: Testa om en géng till. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA med tvé objektglas frén samma prov med
resekerad vavnad eller lampligt antal objektglas fér att CNB:erna ska kunna
erhélla 20 mm? och upprepa PCR. Om systemet visar samma flagga fér
provet efter omextrahering, testa om provet en andra géng. Om flaggan
visas igen ldmpar sig provet inte fér anvéndning. Det ska féras in som
"indeterminate” (obestémt) och inte testas vidare.

Plasmaprover: Testa om en géng fill. Om systemet visar samma flagga en
andra géng, extrahera om DNA med 2 ml patientplasma. Om systemet visar
samma flagga efter omextraktion s& lémpar sig inte provet fér anvéndning,
det méste féras in som obestdmt och ingen ytterligare testning kan utféras.
Overvag att upprepa testning med ett frskt prov blodplasma.
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information @r du valkommen att beséka vart tekniska
supportcenter pd www.giagen.com/Support, ringa oss pd 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGEN:s tekniska supportavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

besok www.qgiagen.com).
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Symboler

Féljande symboler kan finnas pé& férpackning och etiketter:

Symbol Symbolférklaring

Markning fér europeiskt godkdnnande

Innehéller tillrackligt med reagenser fér <N> reaktioner

<

<N>

Anvand senast

in vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

e

Katalognummer

LOT Lothummer

Materialnummer

0

Komponenter
CONT Innehaller

z
~

Skyddas mot ljus

NY
K

GS-artikelnummer

g

R betyder revidering av bruksanvisningen (handboken) och n ar
revisionsnumret

Temperaturbegransning

o 7

O
o
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Symbol Symbolférklaring

u Tillverkare
[:[ﬂ Las bruksanvisningen innan anvéndning

A Forsiktighet
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Bestallningsinformation

Produkt

Innehadll Kat.nr.

therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit (24)

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (50)

For 24 reaktioner: 6 reaktionsblandningar, 873111
positiv kontroll, Tag DNA-polymeras, vatten
for NTC och vatten fér spadning av prov

For 50 DNA-preparat: QlAamp MinElute®- 60404
kolumner, proteinas K, buffertar och
Collection Tubes (2 ml)

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit (50)

Fér 50 DNA-preparat: QlAamp MinElute- 61504
kolumner, proteinas K, buffertar och
Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM och tillbehsr

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Realtime PCR-cykler och analysator med 9002032
héguppldsningssmaltning och 5 kanaler

(gron, gul, orange, réd och karmosinréd)

plus HRM-kanal, bérbar dator, program,

tillbehar: inkluderar 1 &rs garanti pé

reservdelar och arbete, installation och

utbildning ingér inte

Realtime PCR-cykler och HRM- 9002033
analysinstrument (High Resolution Melt) med

5 kanaler (grén, gul, orange, réd, blodrad)

plus HRM-kanal, bérbar dator,

programvara, tillbehér, 1 &rs garanti pa

delar och arbete, installation och

utbildning ingér
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PCR Tubes, 0.2 ml {1000}

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Loading Block 96 x 0.2 ml
PCR Tubes

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor

QlAvac 24 Plus vacuum

manifold
QlAvac Connecting System

Vacuum Pump

1 000 tunnvéggiga ror for
1 000 reaktioner 20-50 pl

10 x 250 remsor med 4 rér och lock for
10 000 reaktioner

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

Aluminiumblock fér manuell
reaktionsinstdlining med en enkanalspipett i
96 x 0,2 ml PCR-rér

For att hélla Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
med reaktionsvolymer p& 10-50 pl; Kréver
en Locking Ring 72-Well Rotor

For lasning av Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
i 72-Well Rotor

For ctDNA-rening

For ctDNA-rening

For ctDNA-rening; eller motsvarande pump
kapabel att skapa ett vakuum p& -800 Hill
-900 mbar

981005

981106

9018901

9018905

9018903

9018904

19413

19419
84010

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i handboken

eller bruksanvisningen for respektive QIAGEN-«kit. Handbdcker och bruksanvisningar fér

QIAGENkit finns p& www.qiagen.com eller kan bestdllas frén QIAGENSs teknisk support eller

din lokala éterférsdljare.
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Dokumentrevisioner

Datum Andringar

R1, juni 2019 Ursprunglig utgéva

R2, september 2019 Korrigering i frekvenskolumnen i Tabell 15; typografiska fel &tgérdade;

uppdateringar av layout
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Sidan har avsikiligt lamnats tom
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Avtal om begrénsad licens fér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Anvéndning av den hér produkten innebér att képare eller anvéndare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medfljer produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér nagon av sina immateriella tillgangar for att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med
komponenter som inte ingar i denna panel fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som
finns p& www.qgiagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har fillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen
har inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte kréinker tredje parts réttigheter.
Panelen och dess komponenter dr licensierade fér engéngsbruk och fér inte éteranvéindas, férbéttras eller séljas vidare.

QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfdrstédda, férutom de uttryckligen angivna.

o kW

K&paren och anvéndaren av panelen godkénner att inte filldta ndgon annan att utféra nédgot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséttas for alla underséknings- och réttegangskostnader, inklusive
advokatkostnader, vid eventuell atgérd for att upprétthalla detta begrénsade licensavtal eller négon av féretagets immateriella réttigheter avseende kitet
och/eller négon av dess komponenter.

Notis till képaren: Kép av den hér produkten ger kdparen en begrénsad, ej éverférbar réitt att anviinda enbart den hér delen av produkten fér att utféra den
patenterade peptid-nukleinsyraprocessen (Peptide nucleic acid, PNA) enbart fér de képta aktiviteterna som det stér angivet i den medféljande QIAGEN handboken
eller bipacksedeln inom human diagnostik. Genom att kdpa den har produkten godkénner kdparen att denne inte ska: (1) sélja vidare produkten i négon form; (2)
anvéinda produkten inom forensiska applikationer, eller (3) anvéinda produkten fér andra syften @n vad som anges i det hér avtalet om begrénsad licens. Ytterligare
information om réttigheter under patent som &gs av Applied Biosystems LLC kan erhéllas genom att kontakta Licensing Department, Thermo Fisher Scientific,

5791 Van Allen Way, Carlsbad CA 92008: telefon (760) 603-7200: e-post outlicensing@lifetech.com.

Uppdaterade licensvillkor och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns pa www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™ (Thermo
Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i det hir dokumentet ska inte anses som oskyddade enligt lag,
&ven om de inte uttryckligen anges som skyddade.

1116336 Sep-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, med ensamrét.
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