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Avsedd anvandning

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r et in vitro-diagnostiskt real-time PCR-test for kvalitativ
detektion och identifiering av mutationer i exon 18, 19, 20 och 21 i genen fér epidermal
tillvéixtfaktorreceptor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) (1) i DNA hérledda fran
formalinfixerad paraffininbéddad (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) tumérvévnad och

plasma frén patienter med icke-smécellig lungcancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r vidare indikerat fér semikvantitativ méting av
mutationer i exon 18, 20 och 21 i genen fér epidermal tillvéxtfaktorreceptor (Epidermal
Growth Factor Receptor, EGFR) i human plasma som eft hjdlpmedel i hanteringen av
cancerpatienter med icke-smécellig lungcancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).

Testet ska anvéndas av utbildad personal i en professionell laboratoriemilj.

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r avsett for in vitro-diagnostisk anvéndning.

Meddelande om indikation fér anvéndning

Testet dr avsett att anvéndas som ett hjclpmedel for att valja ut patienter med icke-smécellig
lungcancer  (non-small cell lung cancer, NSCLC) fér behandling med en
EGFR4yrosinkinashammare (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI).
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Beskrivning och princip
Sammantfattning och férklaring

Mutationer i EGFR-onkogenen férekommer i cancerformer hos ménniskor (1, 2). Férekomsten
av de har mutationerna korrelerar med respons p& behandling med vissa tyrosinkinashémmare
(tyrosine kinase inhibitor, TKI) hos patienter med icke-smacellig lungcancer (Non-Small Cell
Lung Cancer, NSCLC) (3-8). S&dana mutationer i EGFR-onkogenen férekommer hos den
allménna populationen av patienter med NSCLC, med en frekvens p& ca 10 % hos patienter
fran USA, Europa eller Australien och upp till 30 % hos patienter frén Japan och
Taiwan (1, 2, 9).

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r ett realtime PCR4est (polymeraskedjereaktion) for
detektion av 42 mutationer i den cancerrelaterade EGFRgenen med teknikerna ARMS
(Amplification Refractory Mutation System) (10, 11) och PCRklamp fér den kvalitativa
detektionen och identifieringen av mutationer i EGFR-genen; exon 18, 19, 20 och 21 (Tabell
1). Satsen mojliggér semikvantifiering av G719X (X = A, S eller C; exon 18), T/90M (exon
20), C797Sa och C797Sb (exon 20), S768I (exon 20), L858R (exon 21) och L861Q (exon

21) i DNA-prov som extraherats fran human plasma. Sammanfattningsvis:

e G719X i exon 18 (detekterar och semikvantifierar G719S, G719A eller G719C men

sarskiljer dem inte)

® 28 borftagningar iexon 19 (detekterar narvaron av vilken som helst av de
28 borttagningarna men sarskiljer dem inte)

e S768l, T790M, C797Sa och C797Sb i exon 20 (detekterar och semikvantifierar alla fyra
mutationer men sarskiljer inte C797Sa och C797Sb)

e Fem tilldgg i exon 20 (detekterar nérvaron av vilket som helst av de fem tilliggen men

sarskiljer dem inte)
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De metoder som anvands ar mycket selektiva, och beroende p& den totala méngden

narvarande DNA kan en ldg procentandel mutant-DNA detekteras i en bakgrund av genomiskt

vildtyps-DNA. Denna selektivitet och detektionsgréns &r overldgsen annan  teknik,

t.ex. fargterminatorsekvensering.

Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-identiteter

Exon Mutation COSMIC-ID* Basskifte
18 G719A 6239 c.2156G>C
G719S 6252 c.2155G>A
G719C 6253 c.2155G>T

19 Borttagningar 26038 €.2233_2247del15
13550 c.2235_2248>AATIC
6223 €.2235_2249del15
6225 €.2236_2250del15
18427 €.2237_2257>TCT
6220 €.2238_2255del18
12367 €.2237_2254del18
12384 €.2237_2255>T
12678 c.2237_2251del15
13551 c.2235_2252>AAT
13552 €.2235_2251>AATIC
12386 €.2237_2252>T
12416 €.2237_2253>TTGCT
12728 €.2236_2253del18
12422 c.2238_2248>GC
12382 c.2239_2248TTAAGAGAAG>C

Tabellen fortsatter p& nésta sida

8 Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022




Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-identiteter (forts.)

Exon Mutation COSMIC-ID* Basskifte
19 Borttagningar 6218 €.2239_2247delTTAAGAGAA
12387 c.2239_2258>CA
12370 c.2240_2257del18
12403 c.2239_2256>CAA
6255 €.2239 2256del18
12383 c.2239_2251>C
12419 c.2238_2252>GCA
6210 c.2240 2251del12
23571 c.2238_2252del15
123691 c.2240_2254del15
13556 c.2253_2276del24
12385 €.2235_2255>AAT
20 S768I 6241 c.2303G>T
Tillagg 12376 ¢.2307_2308insGCCAGCGTG
12378 c.2310_2311insGGT
12377 c.2319_2320insCAC
13428 ¢.2311_2312insGCGTGGACA
13558 ¢.2309_2310AC>CCAGCGTGGAT
T790M 6240 c.2369C>T
C797Sa 6493937 c.2389T>A
C7975b 5945664 €.2390G>C

Tabellen fortsatter p& nésta sida
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Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-identiteter (forts.)

Exon Mutation COSMIC-ID* Basskifte
21 L858R 6224 c.2573T>G
L861Q 6213 c.2582T>A

* COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer [Katalog &ver somatiska cancermutationer]:
http:/ /cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

t Enligt den nya COSMIC-databasen kombineras borttagning 6254 med borttagning 12369 pé grund av likheterna i
sekvensen efter det att borttagningen har skett.

Testprincipen

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit anvénder realtime PCR fér detektion av 42 mutationer i
EGFR-genen (exon 18, 19, 20 och 21) och semikvantifiering av G719X (med X = A, S eller
C; exon 18], T790M (exon 20), C797Sa och C797Sb (exon 20), S768I (exon 20), L858R
(exon 21) och L861Q (exon 21) i DNA-prov som extraherats fr&n human plasma. therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit testar genomiskt DNA (gDNA) som extraherats frén FFPE-tumérvévnad
och cirkulerande cellfritt DNA (ccfDNA) som extraherats frén plasmaprover frén patienter med
icke-smécellig lungcancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC). EGFR-mutationsstatus och
semikvantifiering (om tillampligt) av renat ccfDNA bestéms med therascreen EGFR RGQ PCR
Kit p& instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM med Rotor-Gene AssayManager (RGAM)
programversion 2.1 (eller senare) kombinerat med Gamma Plug-in version 1.0.0 (eller senare)
associerad med den dedikerade analysprofilen fér plasma. Dataanalys och resultattolkning &r

helt automatiserade och hanteras av RGAM (Figur 1).
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Figur 1. Arbetsflode for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit.

* Rotor-Gene Q MDx
5plex
HRM-instrument och
Rotor-Gene
AssayManager,
Gamma Plug-in
med dedikerade
analysprofiler
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Teknik

Anvdndning av gPCR tillater exakt identifiering av PCR-produkter vid den exponentiella fasen
av amplifieringsprocessen. qPCR-data kan snabbt erhéllas utan post-PCR-bearbetning, genom

identifiering i realtid av fluorescerande signaler vid PCR-cykling.

therascreen ~ EGFR ~ Plus RGQ  PCR-analyserna  utnyftjar  principen  om
gPCR-oligonukleotidhydrolys. Under PCR hybridiseras framétriktade och bakétriktade primrar
fill en specifik sekvens. En annan fargbunden oligonukleotid ingar i samma mix. Detta
sokfragment, som bestdr av en oligonukleotid mérkt med en 5'-reporterfirg och en nedstroms
3'-quencher utan farg, hybridiserar till en mélsekvens inom PCR-produkten. qPCR-analysen
med hydrolyssdkfragment utnyttjar 5'-3"-exonukleas-aktiviteten i Thermus aquaticus (Taq)
DNA-polymeraset. Nar sokfragmentet @r intakt fluorescerar inte reporterfargen sa lange
reportern och quenchern &r i ndrheten av varandra, vilket frémst uppnés genom

energidverforing av Forster-typ.

Om mélobjektet ér narvarande under PCR binder b&de framétriktade och bakétriktade primrar
specifikt till sékfragmentet och flankerar det. 5'—3"-exonukleas-aktiviteten i DNA-polymeraset
klyver bara sdkfragmentet mellan reportern och quenchern om de 3 oligonukleotiderna
hybridiserar till méalet. Sékfragmenten férskjuts frén malet och polymeriseringen av stréingen
fortsatter. Sokfragmentets 3'-Gnde ar blockerad fér att férhindra att sékfragmentet forlangs
under PCR (Figur 2). Den hdr processen uppstér i varje cykel och interfererar inte med den

exponentiella ackumuleringen av produkten.

Okningen av fluorescenssignalen detekteras bara om mélsekvensen ar komplementar fill

primrarna och sékfragmentet och dérfér amplifieras under PCR.
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Figur 2. Reaktionsprincip.

| therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit anvdnds mutationsspecifika reaktioner, ARMS
(Amplification-Refractory Mutation System) och klamputformningar fér att detektera, identifiera

och semikvantifiera (om tillémpligt) mutationer i DNA som extraherats frén plasma.
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ARMS

Amplification-refractory mutation system (ARMS) utnyttjar férmégan hos Tag DNA-polymeras
att sarskilja en matchad och en felmatchad bas vid 3'-dnden av en PCR-primer. Nér primern
ar helt matchad fortsatter amplifieringen med full effekt. Nar 3'-basen inte matchar sker
eventuellt endast bakgrundsamplifiering pé l&g niv&. Darfér amplifieras en muterad sekvens

selektivt Gven i prover dar majoriteten av DNA:t inte bér pd mutationen (Figur 3).

WT O — L&g eller ingen amplifiering
Q= —

Mutant e —» Amplifiering
Qe————F ——

Mutant 1 O — Lag eller ingen amplifiering
Q=———f ¢——

@ Vildtypssekvens ¥ Mdlmutantsekvens © Annan mutantsekvens

Figur 3. Identifiering av specifik mutation av ARMS PCR. WT: Vildtyp. Q—F: Dubbel

infargningssdkfragment. D: Framétriktade och bakétriktade primrar.
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PCR-klamp

Den hér metoden anvénds for att detektera flera varianter som &r lokaliserade i samma hotspot
(t.ex. EGFRborttagningar i exon 19). Klampanalysen kombinerar standardprimrar och
sokfragment med en extra oligonukleotid som é&r 3'-blockerad med tillsats av en fosfatgrupp
for att  férhindra  PCR-elongering.  Klampoligonukleotiden, liksom  primrarna  och
sokfragmenten, &r specifika for vildtypssekvensen (PCR-klampning). N&r PCR-mallen innehéller
vildtypssekvensen hybridiseras klampen fére primern p& grund av ett hgre T, vilket leder fill
ingen eller lag amplifiering. Nér det déremot finns en muterad sekvens kan klampen inte

binda, vilket méjliggér hybridisering och amplifiering av primer (Figur 4).

_/

WT 0 —» l&g eller ingen amplifiering
Q F —

Mutant ke —  Amplifiering
Q F—

Mutant 1 —> Lag eller ingen amplifiering
Q Ft—

Mutant 2 < — Lag eller ingen amplifiering

Q=——F 4—

O Vildtypssekvens ¥ Malmutantsekvens
¥¢ Annan mutantsekvens

3'fosfat-oligonukleotid (PCRklamp)

Figur 4. Mutationsdetektion med klampteknik. WT: Vildtyp. Q—F: Dubbel infargningssékfragment.
D: Framétriktade och bakétriktade primrar.
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Material

Satsinnehdll

som medfdljer

(vatten fér spadning av prov)

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (24)
Katalognr 874611
Antal reaktioner 24
Farg Identitet Ror-ID Volym
Grén T790M & L861Q Mix EGFRT790M & L861Q Mix 280 pl
(T790M- och L861Q-blandning) (EGFR T790M- och
L861Q-blandning)
Gul Insertions & G7 19X Mix EGFR Insertions & G7 19X 280 !
(Tillaggs- och G719X- Mix (EGEFR tillaggs- och
blandning) G719X-blandning)
Lila L858R & C797S Mix EGFR L858R & C797S Mix 280 pl
(L858R- och C797S-blandning)  (EGFR L858R- och
C797S-blandning)
Orange Deletions & S768| Mix EGFR Deletions & S768| 280 pl
(Borttagnings- och S768I- Mix (EGFR borttagnings-
blandning) och S768l-blandning)
Réd EGFR Positive Control EGFR Positive Control 190 pl
(EGFR-positiv kontroll) (EGFR-positiv kontroll)
Bl& PCR Master Mix EGFR PCR Master Mix 2 x 940 pl
(PCR-masterblandning) (EGFR
PCR-masterblandning)
Farglos Water for NTC (vatten for NTC)  NTC 1,9 ml
Farglos Water for sample dilution Dil. 1,9 ml

OBS! Innehallet i therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit réicker till 24 prover (satsen innehaller

tillréckligt med reagens for upp till fyra gPCR-karningar med sex prover per kérning, inklusive

kérningskontroll

er).
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Satsens format och analyser

Mutationsanalys

Fyra primer- och sékfragmentblandningar ingér i therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit:

e T790M och L861Q

o Tillagg (exon 20) och G719X

® 1858R och C797S

e Borttagningar (exon 19) och S768l

Alla primer- och sdkfragmentblandningar, nér de kombineras med PCR-masterblandningen,
gor det mojligt att detektera mal som &r mérkta med karboxyfluorescein (FAM™), CAL Fluor®

Red 610 och en intern kontroll som &r markt med hexaklorfluorescein (HEX™).

Intern kontrollanalys

Den interna amplifieringskontrollreaktionen, markt med HEX, anvénds for att bedéma den
totala amplifierbara EGFR-DNA-mallen i ett muterat och ett icke-muterat (vildtyp) prov (Figur 5)
och fér att identifiera reaktionsfel p& grund av mindre optimal DNA-input eller férekomst av
hédmmande substanser i provmatrisen. Denna interna amplifieringsreaktion amplifierar ett
omrade av exon 2 i EGFR-genen. Primrarna och sékfragment har utformats sé att de undviker

kédnda EGFR-polymorfismer.
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Figur 5. Detektion av EGFR-exon 2 for intern kontroll (IC). WT: Vildtyp. Q—F: Dubbel
inférgningssdkfragment. D Framétriktade och bakétriktade primrar.

Vatten fér spadning av prov (Dil.)

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit innehdller nukleasfritt vatten som ska anvéndas for

spadning av gDNA-prov.

Kontroller

Varje PCR-kdrning méste innehdlla en positiv kontroll (PC) och en negativ kontroll (NTC) fér

var och en av de fyra analyserna.
Positiv kontroll (Positive Control, PC)

Varje kérning méste innehdlla en positiv kontroll i rér 1-4. therascreen EGFR Plus RGQ PCR
Kit innehdller en EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) som ska anvandas som mall i den
positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten bedéms automatiskt av Rotor-Gene
AssayManager® fér aft garantera aft satsen fungerar inom de fdrdefinierade

acceptanskriterierna.
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Kontroll utan mall (No Template Control, NTC)

Varje kérning méste innehélla en negativ kontroll (kontroll utan mall; No Template Control,
NTC) i ror 5-8. therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit innehéller vatten for NTC som ska
anvéndas som “mall” i kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall anvénds fér att bedéma

eventuell kontamination av reagens och miljé.

Plattform och programvara

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r sarskilt utformat fér att anvéndas med instrumenten
Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM* med fluorescenskanaler for cyklande grén, gul och réd med
den centrala programvaran Rotor-Gene AssayManager v2.1.X (X=0), Gamma Plug-in v1.0.X

(X=0) och analysprofilerna therascreen EGFR Plus.

Tva therascreen EGFR-analysprofiler finns fillgéngliga: therascreen EGFR Plus FFPE (for
beddmning av FFPE-prov) och therascreen EGFR Plus Plasma (fér beddmning av plasmaprov).
Analysprofilerna innehdller PCR-kdrningsparametrar och analysparametrar som majliggér en

automatiserad resultattolkning.

* Kontrollera att instrumenten och utrustningen har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.
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Material som behdvs men inte medféljer
Ytterligare reagenser for provberedning

e Deparaffinization Solution (kat.nr 19093 eller 939018) fér manuell och automatiserad
gDNA-beredning fran FFPE-prover

e QlAsymphony® DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) fér automatiserad gDNA-beredning
frén FFPE-prover

e QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit (kat.nr 937556) f5r automatiserad
ccfDNA-beredning frén plasmaprover

e QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404) fér manuell gDNA-beredning frén
FFPE-prover

e QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat.nr 61504) fér manuell ccfDNA-beredning

frén plasmaprover

OBS! Material som behdvs men inte medfélier fér ovanstdende DNA-extraktionssatser

beskrivs i respektive handbok fér satsen.

® RNase A (kat.nr 19101) fér manuell eller automatiserad gDNA-provberedning frén
FFPE-prover

e Buffer ATL (kat.nr 939016) fér deparaffiniseringsprotokollet som anvénds med
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) eller QIAsymphony DNA Mini Kit
(kat.nr 931234)

Forbrukningsartiklar och allman laboratorieutrustning

® Pipetter avsedda* (justerbara) fér provberedning
e Sarskilda pipetter* (justerbara) fér beredning av PCR-reaktionsblandning

e Sarskilda pipetter* (justerbara) for dosering av mall-DNA

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt fillverkarens rekommendationer.
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Nukleasfria, aerosoltaliga, sterila PCR-pipettspetsar med hydrofobiska filter (pipettspetsar

med aerosolbarridrer rekommenderas fér att férebygga korskontaminering)
Vortexblandare*

Bénkcentrifug med rotor fér 0,5 ml, 1,5 ml och 2,0 ml reaktionsrér (med kapacitet fr
13 000-14 000 rpm)

DNase-, RNase-, DNAria, sterila 1,5 eller 2,0 ml mikrocentrifugror for beredning av
DNA- och PCR-reaktionsblandningar

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml for instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
(kat.nr 981103 eller 981106)

Instrument for DNAkvantifiering

Provror (t.ex. 2 ml Sarstedt-rér [kat.nr 72.693]) fér automatiserad gDNA-beredning (frén

FFPE-block). Kompatibla priméra och sekundéra format fér rér finns  pa
www.giagen.com/goto/dspdnakits.

Steril skalpell fér engé&ngsbruk fér manuell och automatiserad gDNA-beredning
(frén FFPE-snitt p& objektglasprov)

Steril fosfatbuffrad saltldsning fér IVD-anvéndning (Phosphate-Buffered Saline, PBS, kan

kravas for att fylla p& plasmaprovernas volym).

Utrustning

Utrustning fér automatiserad provberedning

Instrumentet QIAsymphony SP* (kat.nr 9001297) och medféljande tillbehsr

OBS! Nadvandiga tillbehdr beskrivs i handbdckerna f6r respektive extraktionssats och i

Anvéndarhandbok fill QIAsymphony SP/AS Allmén beskrivning.

Programmet QlAsymphony version 4.0 eller senare

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt fillverkarens rekommendationer.
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Protokollet QlAsymphony Tissue LC_200_DSP fér automatiserad gDNA-beredning frén
FFPE-prover (se www.giagen.com/shop/sample-technologies/dna/genomic-
dna/qiasymphony-dsp-dna-kits-row/#resources)

Protokollet QlAsymphony circDNA_2000_DSP fér automatiserad ccfDNA-beredning
frén plasmaprover (se www.qgiagen.com/shop/sample-technologies/dna/genomic-

dna/qiasymphony-dsp-circulating-dna-kit/#resources)

Utrustning och material fér gPCR

® Instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* med fluorescenskanaler fér Cycling Green,
Cycling Red och Cycling Yellow (detektion av FAM, CAL Fluor Red 610 respektive HEX)

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiumblock fér manuellt iordningstdllande av
reaktioner med en enkanals-pipett (kat.nr 9018901)

e 72-Well Rotor (kat.nr 9018903), Locking Ring 72-Well Rotor (kat.nr 9018904) och Rotor
Holder (kat.nr 9018908

® Programmet Rotor-Gene AssayManager version 2.1.x (dar x = 1 eller senare)

® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in version 1.0.x (dar x = O eller senare)

e EGFR RGQ PCR Assay Profile version 1.0.x (dér x = O eller senare)

O therascreen_EGFR_Plus_FFPE for FFPE-prover
O therascreen_EGFR_Plus_Plasma f&r plasmaprover

* | vissa lander kan instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med fillverkningsdatum maj 2011 eller senare anvandas.
Tillverkningsdatumet kan utlésas frén serienumret p& baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”
dar “mm” anger ménaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvé sista siffrorna i tillverkningséret och
“nnn” &r en unik identifieringskod f&r instrumentet.
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Varningar och forsiktighetsatgarder

Kunder i EU bér vara medvetna om att allvarliga incidenter som har intréffat i samband med
enheten mdste rapporteras till tillverkaren och den behériga myndigheten i den medlemsstat

dér anvandaren och/eller patienten befinner sig.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga sdkerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS). De
ar tillgéngliga p& webben i behdndigt PDF-format pé adressen www.qiagen.com/safety, dér

du kan hitta, visa och skriva ut sdkerhetsdatablad fér varje QIAGEN-sats och satskomponent.

Sékerhetsinformation om instrumentet QlAsymphony SP och instrumentet Rotor-Gene Q finns i

anvandarhandboken som medféljer instrumentet.

e Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt

smittsamma och méste hanteras som smittfarligt material.

e Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsprocedurer.
Forsiktighetsatgarder

Anvéandning av therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit kraver god laboratoriesed, inklusive
spérning av prover och underhéll av utrustning som &r speciellt anpassad till molekylarbiologi

och som uppfyller tillampliga regler och relevanta standarder.

Den hér satsen dr avsedd fér in vitro-diagnostisk anvéndning. Reagenserna och instruktionerna

som medféljer denna sats har testats fér optimal prestanda.
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Anvandaren ska alltid vara uppmarksam pé féljande:

Testet ar avsett fér anvéndning med FFPE- och plasma-NSCLC-prover.

Var mycket forsiktig for att férhindra kontamination av prover och reagenser med
EGFR-positivt material (dvs. positiv kontroll) eller potentiellt EGFR-positivi material

(dvs. prover som ska testas).

O Byt skalpell mellan proverna nar du skrapar vavnaden.

O Anvand separata, sdrskilda pipetter fér DNA-extraktion/beredning, vid férberedelse
av PCR-reaktionsblandningar (beredning av férblandningar fér PCR-reaktion) och fér
att tillsétta DNA-mall i PCR-rér.

O Anvénd nya aerosolresistanta pipettspetsar fér alla pipetteringssteg fér att undvika
korskontaminering av prover och reagenser. laktta stérsta forsiktighet for att undvika
kontaminering via &verféring (carryover) av DNA- eller PCR-produkter, vilket kan
orsaka en falskt positiv signal.

O Beredning och férdelning av reaktionsblandningar ska utféras i et sarskilt omrade
avskiljt frén omrédet for DNA-beredning dér inga DNA-matriser (DNA, plasmider eller
PCR-produkter) férs in. | samma utrymme fillsétter du vatten i NTC-rér och stéinger dem.

O Tillsatt DNA-mall i ett separat utrymme, helst i ett annat rum, med speciell utrustning
(pipetter, spetsar osv.).

O Rotor-Gene Q-rér fér inte dppnas efter att PCRkarningen har avslutats. Detta for att
férhindra laboratoriekontaminering frén produkter efter PCR-kérningen.

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitreagenser ska skyddas fran ljus, temperaturer utanfér

till&tet intervall samt upprepad tining och frysning, annars kan satsens prestanda

férandras.
Frysta komponenter tinas upp helt i rumstemperatur (15-25 °C) (eller i kylsk&p (2-8 °C))

skyddade fran ljus. Kontrollera regelbundet om materialet redan har tinats upp.

Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt

smittsamma och maste hanteras som smittfarligt material.

Reagenser till therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit har spétts ut optimalt. Spad infe ut

reagenserna ytterligare dé& det kan resultera i férlorad prestanda.
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® Anvéand inte reaktionsvolymer (reaktionsblandning plus prov) pé mindre an 25 pl dé& det

dkar risken for ett falskt negativt resultat.

e Alla reagenser som medfélier therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r avsedda att

anvéndas enbart tillsammans med 6vriga reagenser som ingér i samma therascreen EGFR

Plus RGQ PCR Kit.
® Byt inte ut reagenserna i therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit eller mellan olika loter av
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit eftersom prestandan dé kan péverkas.
® Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.
® Forsiktighet maste iakttas for att sikerstélla korrekt provtagning och analys med betoning

pé eliminering av felaktig provinmatning, laddningsfel och pipetteringsfel samt placering

av PCR-réren pé& remsa i ratt position i rotorn med 72 brunnar.

o Se fill aft proverna hanteras pd ett systematiskt st for att sdkerstélla korrekt identifiering
och spdrbarhet.

o laktta stdrsta forsiktighet fr aft férhindra kontaminering av DNase, vilket kan orsaka
forsamring av  mallDNA.  Anvénd  nukleasfritt  laboratoriematerial ~ (t.ex. pipetter,
pipettspetsar, reaktionsflaskor) och bar handskar nér du utfér analysen.

e OBS! Produkten ar avsedd att anvandas endast av erfaren laboratoriepersonal som &r val

fortrogen med laboratorieprocedurer och instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Forvaring och hantering av reagenser

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

eller som har férvarats felaktigt.
Leveransvillkor

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit levereras pd torris och méste vara fruset vid ankomst. Om
négon komponent i therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit inte r fryst vid ankomst, om den yttre
férpackningen har dppnats under transporten eller om det saknas en bruksanvisning eller
reagenser i leveransen ska du kontakta en avdelning fér QIAGEN teknisk service eller lokala

distributérer (se www.qiagen.com).

Leveransvillkoren fér DNA-extraktionssatserna och de tillhérande reagenser som ska anvéndas

finns i handbéckerna for respektive sats.
Forvaringsforhallanden

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

i en frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus.

OBS! Alla fluorescensmarkta sdkfragment i reaktionsblandningsreagenserna é&r ljuskansliga.

Skydda reaktionsblandningsreagenserna mot ljus fér att undvika fotoblekning.

Undvik aft tina och frysa upprepade génger. Reagenserna ska helst inte utsattas for mer @n

fyra frysnings-/upptiningscykler.

Lagrings- och hanteringsinformation fér DNA-extraktionssatserna och de tillhérande reagenser

som ska anvdndas finns i handbdckerna fér respektive sats.
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Stabilitet

Vid férvaring under de angivna férvaringsvillkoren &r therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
hallbart fram till det utgdngsdatum som anges pa etiketten. Undvik att frysa/tina upp innehéllet

i satsen i onddan.

Nar reagenser har dppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 till =15 °C fram
till angivet utgéngsdatum. Den totala tiden innan kérning efter det att PCR-reaktionerna har
iordningstallts ska inte &verskrida 24 timmar vid férvaring i kylskép (2-8 °C; den har tiden

inkluderar b&de PCR-konfiguration och férvaring).

Information om stabilitet fér DNA-extraktionssatserna och de tillhérande reagenser som ska

anvandas finns i handbdckerna for respektive sats.

Var uppmérksam pé de utgangsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pd etiketterna till alla komponenter. Anvand inte komponenter vars utgangsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
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Férvaring och hantering av prover

Provmaterialet &r humant genomiskt DNA som extraherats fran FFPE-tumérvavnad eller
cirkulerande cellfritt DNA (ccfDNA) som extraherats fran 2K-EDTA-plasma.

Proverna maste transporteras enligt standardmdassig patologisk metod fér att garantera provets

kvalitet.
OBS! Alla prover méste behandlas som potentiellt smittbdrande material.

OBS! For att uppné optimal anvéndning av reagenser i therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
mé&ste proverna indelas i batchar. Om prover testas individuellt krdvs mer reagenser, vilket

leder till att farre prover kan festas med satsen.
FFPE-prover

Tumérprover &r infe homogena och data frén ett tumérprov kanske inte stdmmer &verens med
andra sektioner frén samma tumér. Tumérprover kan Gven innehélla tumérfri vévnad. DNA

fran tumorfri vavnad férvéntas inte innehalla mutationer som detekteras av therascreen EGFR

Plus RGQ PCR Kit.
Sa har forbereder du vévnadsprover fér gDNA-extraktion:

e Standardprocedurer fér formalinfixering och paraffininbédddning ska anvéndas. Se
handboken fér relevant extraktionssats fér mer information.

® Skdr med hjglp av mikrotom ut 5 pm tjocka seriesnitt frén paraffinblocket och placera dem
pd objekiglas. L&t en utbildad person (t.ex. en patolog) beddéma ett H&Efargat
(Hematoxylin och eosin) snitt for aft bekréfta férekomst av tumér. De férgade snitten fér

inte anvdndas fér DNA-extraktion.

e Startmaterialet fér gDNA-rening dr sektioner med FFPE-vévnad (helst nyskurna).
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e Foérvara alla FFPE-block och objekiglas i rumstemperatur (15-25 °C). FFPE-sektioner
monterade pé& objekiglas kan férvaras i rumstemperatur i upp fill 1 ménad innan
DNA-extraktion.

Plasmaprover

Anvand  standardprocedurer  fér laboratorier  fér att  férbereda  plasma  fran

2K-EDTA-helblodsprover. Se handboken fér relevant extraktionssats fér mer information.

Om férsk plasma anvands fér utvinning av nukleinsyror samma dag ska den férvaras vid 2-8 °C
tills dess att den ska bearbetas. Fér mer langvarig férvaring ska du férvara plasma fryst vid -30 fill
-15 °C eller =90 ill =65 °C. Det rekommenderas att anvéinda alikvoter fér att undvika att frysa/tina
upp plasmaproverna. Upprepad frysning och tining leder fill denaturering och precipitat av

proteiner, vilket kan resultera i minskat utbyte av cirkulerande cellfria nukleinsyror.
Genomiskt DNA och cirkulerande cellfria DNA-prover

Genomiskt DNA som extraherats fran FFPEtumérvdvnad och cirkulerande cellfritt DNA som
extraherats fran plasma maste férvaras vid 2-8 °C for korttidsférvaring (upp till 24 timmar)
och =30 till =15 °C (eller =90 till =65 °C) om langtidsférvaring krévs. Undvik att frysa/tina
upp det extraherade gDNA och ccfDNA i onddan. Fryst eluat far inte tinas upp mer &n tre

gdnger.
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Procedur

Protokoll: Extraktion och beredning av DNA

Saker som maste goras fore start

Se till aft operatéren &r utbildad i aft anvénda de instrument och extraktionssatser som
behdvs for DNA-extraktion och provberedning. Vid behov kan utbildning om instrumentet
tillhandahéllas vid installationen (se “Bestallningsinformation”, sida 110).

Las avsnittet “Material som behdvs men inte medfélier” i handboken fér varje
extraktionssats fér att se vilka tillbehdr som krévs for varje procedur:

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) fér automatiserad gDNA-beredning
(frén FFPE-prover)

QIAsymphony DSP  Circulating DNA  Kit  (kat.nr 937556) fér automatiserad
ccfDNA-beredning (frén plasmaprover)

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404) fér manuell gDNA-beredning (frén
FFPE-prover)

QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat.nr 61504) fér manuell ccfDNA-beredning

(frén plasmaprover)

Protokoll: gDNA-extraktion fran FFPE-prover

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r endast testat i kombination med QIAGEN
Deparaffinization  Solution  (kat.nr 19093 eller 939018) fér deparaffinisering av
FFPE-sektioner med féljande DNA-extraktionssatser:

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) fér automatiserad extraktion
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404) fér manuell extraktion
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Viktigt att ténka pé fére start

Tilldmpas fér protokoll fér automatiserad och manuell extraktion:

e Kontrollera att reagenserna for DNA-extraktion inte har passerat utgéngsdatum och att de

har transporterats och férvarats under rétt forhéllanden.
® Anvand inte komponenter vars utg&ngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.

® Mellan en och fyra FFPE-vévnadssektioner, vardera med en tjocklek p& 10 pm, eller mellan

tv& och &tta sektioner med en tjocklek p& upp till 5 pm, kan kombineras i ett preparat.

® Anvand endast Deparaffinization Solution fér deparaffinisering av FFPE enligt proceduren
"Férbehandlingsprotokoll fér anvéindning med QlAsymphony DSP DNA Mini Kit” pé& sida
33 eller "Protokoll: Férbehandlingsprotokoll f6r anvandning med QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit” pd sida 36.

OBS! Deparaffinization Solution medféljer inte extraktionssatserna och méste bestdllas
separat (se "Bestallningsinformation”, sida 110).

e Anvand RNase A for att minimera RNA-innehéllet (inkluderat i proceduren “Protokoll:
Deparaffinisering av FFPE-sektion med QIAGEN Deparaffinization Solution” pé sida 33).
OBS! RNase A medfdlier inte exiraktionssatserna och méste bestdllas separat (se
"Bestdllningsinformation”, sida 110).

e Spadning av  prover kan  vara  nédvandig innan  qPCR-estning
(se “Protokoll: gDNA-kvantifiering och normalisering”, sida 41) eller fér férvaring.

® DNA som isolerats frén FFPE-prover har vanligtvis lagre molekylvikt an DNA fran férska
eller frysta prover. Graden av fragmentering beror p& provets typ och alder och de
forhallanden som anvdnts for fixering.

® For forvaring av DNA efter extraktion, se “Genomiskt DNA och cirkulerande cellfria

DNA-prover”, sida 29.
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Protokoll: Automatiserad gDNA-extraktion frén FFPE-prover med
anvéndning av QlAsymphony SP

Om du anvdnder QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) fér automatiserad

extraktion utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och observerar

fsljande:

Anvénd endast Deparaffinization Solution fér deparaffinisering av FFPE enligt proceduren
"Férbehandlingsprotokoll fér anvéndning med QIAsymphony DSP DNA Mini Kit”,
sida 33.

OBS! Deparaffinization Solution medfélier inte extraktionssatserna och méste bestdllas
separat (se "Bestdllningsinformation”, sida 110).

Vélj protokollet Tissue_LC_200_V7_DSP pd instrumentet QIAsymphony SP (mer
information finns i protokollet QIAsymphony SP-protokollblad Tissue_LC_200_V7_DSP)
Anvéand 50 pl elueringsvolym.

Ytterligare information om instrumentet QlAsymphony SP finns i anvéndarhandboken som

medfdljer instrumentet.

Protokoll: Manuell gDNA-extraktion frén FFPE-prover

Om du anvénder QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404) fér manuell extraktion

utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och observerar féljande:

Anvénd endast Deparaffinization Solution fér deparaffinisering av FFPE enligt proceduren
"Protokoll: Férbehandlingsprotokoll fér anvéndning med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit”, sida 36.

OBS! Deparaffinization Solution medféljer inte extraktionssatserna och méste bestdllas

separat (se "Bestdllningsinformation”, sida 110).

Anvéand 50 pl elueringsvolym.
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Protokoll: Deparaffinisering av FFPE-sektion med QIAGEN
Deparaffinization Solution

Férbehandlingsprotokoll for anvandning med QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

Detta férbehandlingsprotokoll &r avsett for anvandning med QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

(for automatiserad extraktion) och ar baserat p& protokollet QIAsymphony SP-protokollblad
Tissue_LC_200_V7_DSP (Metod 1: deparaffinisering med Deparaffinization Solution).

Viktigt att ténka pé fére start

Ekvilibrera alla buffrar till rumstemperatur (15-25 °C) och ekvilibrera Deparaffinization
Solution till 20-25 °C.

QlAsymphony-magnetpartiklar renar bade RNA och DNA samtidigt om bada finns i
provet. For att minimera RNA-innehéllet i provet tillsétter du RNase A till provet vid det steg
som anges i férbehandlingsprotokollet nedan.

Deparaffinization Solution, RNase A och Buffer ATL medféljer inte QlAsymphony DSP DNA

Mini Kit och mdste bestdllas separat (se “Bestdliningsinformation”, sida 110).

Saker som maste géras fore start

Forvarm en termomixer eller skakinkubator till 56 °C fér anvéndning i steg 7.

Kontrollera ATLbuffert avseende vitt precipitat. L3s vid behov upp precipitat enligt
protokollet  som  beskrivs i  protokollet  QIAsymphony  SP-protokollblad
Tissue_LC_200_V7_DSP.

Procedur

Starta endast med FFPE-block

1. Trimma bort dverflédigt paraffin fran provblocket med en skalpell. Skér ut mellan en och

fyra sektioner med en tjocklek p& 10 pm eller mellan tv& och &tta sektioner med en tjocklek
pé& 5 pm.
OBS! Om provytan har exponerats fér luft ska de férsta 2-3 snitten kasseras.
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2. Placera omedelbart sektionen/sektionerna i ett 2 ml provrér som ar kompatibelt med

provrérshdllaren for QlAsymphony SP (medfélier inte; t.ex. Sarstedt, kat.nr 72.693).

3. Fortsatt med steg 4 nedan (for alla prover).

Starta endast med FFPE-sektioner pa objektglas
1. Lagg 1 droppe Deparaffinization Solution pé& varje objektglas med séarskilda pipetter fér
provberedning.

2. Skrapa av provmaterialet med en steril skalpell fér engdngsbruk fér aft samla in hela
vavnaden. Placera det insamlade materialet i ett 2 ml provrdr som ar kompatibelt med

provrérshdllaren for QlAsymphony SP (medfélier inte; t.ex. Sarstedt, kat.nr 72.693).

3. Fortsatt med steg 4 nedan (fér alla prover).

For alla prover
4. Tillsatt 200 pl Buffer ATL till snitten.
5. Tillsatt 20 pl proteinas K.
OBS! Anvand proteinas K fran enzymstdllet i QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.
6. Tillsatt 160 pl eller 320 pl Deparaffinization Solution (se Tabell 2) och vortexblanda.

Tabell 2. Erforderlig volym Deparaffinization Solution

Sektionstjocklek Antal snitt Volym Deparaffinization
Solution
5 pm 1-4 160 pl
5-8 320 pl
10 pm 1-2 160 I
3-4 320 pl
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7. Placera provréret i en ThermoMixer eller skakinkubator och inkubera vid 56 °Ci 1 timme

med skakning vid 1 000 rpm tills vavnaden &r helt lyserad.

OBS! Lyseringstiden varierar beroende p& vavnaden som bearbetas. For de flesta
vavnader é&r lyseringen klar inom 1 timme. Om lysering &r ofullstandig efter 1 timmar,
vilket indikeras genom férekomsten av olésligt material, kan lyseringstiden férléngas eller
oldsligt material kan pelleteras med centrifugering. Lysering dver natten ar méjlig och
péverkar inte preparatet.
8. Inkubera vid 90 °C i 1 timme.

OBS! Inkuberingen vid 90 °C i Buffer ATL haver delvis formaldehydmodifieringen av
nukleinsyror. Langre inkuberingstider eller hdgre inkuberingstemperaturer kan leda ill ett
mer fragmenterat DNA. Om endast eft varmeblock anvinds ska provet sta i

rumstemperatur efter inkuberingen vid 56 °C tills vérmeblocket nér 90 °C.

9. For att minimera RNA-innehdllet i provet tillsatter du 2 pl RNase A (100 mg/ml) till den
undre fasen och inkuberar i 2 minuter vid rumstemperatur innan du fortsétter med steg
10. Lat provet svalna till rumstemperatur innan RNase A tillsatts.
10. Centrifugera vid full hastighet i 1 minut vid rumstemperatur.
11. Overfér forsiktigt  provrér  (innehéllande  béda  faserna) till  provbéraren  for

QIAsymphony SP.

12. Fortsatt till extraktionen enligt anvisningarna i handboken fér QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit (anvand 50 pl elueringsvolym.).
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Protokoll: Férbehandlingsprotokoll fér anvandning med QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit

Detta férbehandlingsprotokoll ér avsett fér anvéndning med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue

Kit (for manuell extraktion) och &r baserat p& “QIAGEN tillaggsprotokoll: Rening av genomiskt
DNA frén FFPE-vévnad med QlAamp DNA FFPE Tissue Kit och Deparaffinization Solution”.

Viktigt att ténka pé fére start

Utfr alla centrifugeringsstegen i rumstemperatur (15-25 °C).
Ekvilibrera alla buffrar fill rumstemperatur. Ekvilibrera Deparaffinization Solution fill 20-25 °C.
Deparaffinization Solution, RNase A och Buffer ATL medféljer inte QIAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit och méste bestdllas separat (se “Bestdllningsinformation”, sida 110).

Saker som maste géras fore start

® Forvarm en termomixer eller uppvarmd skakinkubator till 56 °C fér anvéndning i
steg 6 och 10. Om det inte finns n&gon termomixer eller uppvarmd skakinkubator
tillganglig, gér det att anvénda ett varmeblock eller vattenbad istéllet.

e Om Buffer AL eller Buffer ATL innehdller precipitat ska du 16sa upp precipitatet enligt
protokollet som beskrivs i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

e Kontrollera att Buffer AW1 och Buffer AW2 har férberetts i enlighet med instruktionerna i
handboken fér QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Procedur

Starta endast med FFPE-block

1.

Trimma bort 6verflddigt paraffin frén provblocket med en skalpell. Skér i 5-10 pm tjocka

sektioner.

OBS! Om provytan har exponerats for luft ska de férsta 2-3 snitten kasseras.

. Placera omedelbart sektionerna i ett mikrocentrifugrér pa 1,5 ml eller 2 ml (medféljer inte).

. Fortsatt med steg 4 nedan (fér alla prover).
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Starta endast med FFPE-sektioner pa objektglas

1.

Ldgg 1 droppe Deparaffinization Solution pé varje objektglas med sérskilda pipetter fér

provberedning.

. Skrapa av provmaterialet med en skalpell for att samla in hela vévnaden. Placera det

insamlade materialet i ett mikrocentrifugrér pé& 1,5 ml eller 2 ml (medféljer inte).

. Fortsatt med steg 4 nedan (fér alla prover).

Fér alla prover

4.

Tillsatt 160 pl eller 320 pl Deparaffinization Solution (Tabell 3) och vortexblanda
ordentligt i 10 sekunder.

Tabell 3. Erforderlig volym Deparaffinization Solution

Sektionstjocklek Antal snitt Volym Deparaffinization
Solution

5 pm 14 160 yl

5.8 320 pl
10 pm s 160 pl

3.4 320yl
5. Centrifugera en kort stund fér aft samla upp provet i botten av réret.
6. Inkubera i 56 °C i 3 minuter och l&t det kylas ner i rumstemperatur (15-25 °C).
7. Tillsatt 180 pl Buffer ATL, och vortexblanda.
8. Centrifugera i 1 minuter vid 11 000 x g (10 000 varv/min). Tvd faser visas (bl& och

10.
11.

farglos).

. Tillsatt 20 pl proteinas K till den lagre, fargldsa fasen. Blanda férsiktigt genom att

pipettera upp och ned.
Inkubera vid 56 °C i 1 timme (eller fills provet ar fullstandigt lyserat).
Inkubera vid 90 °C i 1 timme.
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12.
13.
14.
15.

Inkuberingen vid 90 °C i Buffer ATL haver delvis formaldehydmodifieringen av
nukleinsyror. Langre inkuberingstider eller hogre inkuberingstemperaturer kan leda till ett

mer fragmenterat DNA.

OBS! Om du bara anvander eft varmeblock, lémnar du provet i rumstemperatur (15-25 °C)

efter inkuberingen i 56 °C i steg 10, tills dess att vérmeblocket har uppnétt 90 °C fér steg 11.
Centrifugera 1,5 ml-réret som hastigast fér att avlégsna droppar frén lockets insida.
Overfor den lagre, farglésa fasen il ett nytt 2 ml mikrocentrifugrér.

Tillsatt 2 pl RNase A (100 mg/ml) och inkubera i 2 minuter i rumstemperatur.

Fortsatt med steg 12 (tillsatining av Buffer AL) i handboken fér QIAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit (anvand 50 pl elueringsvolym).
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Protokoll: ccfDNA-extraktion fran plasmaprover

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r testat i kombination med féljande

DNA-extraktionssatser:

e QIAsymphony DSP Circulating DNA  Kit (kat.nr 937556) f5r automatiserad

ccfDNA-extraktion (frén plasmaprover)
e QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat.nr 61504) fér manuell ccfDNA-extraktion
(frén plasmaprover)

Viktigt att téinka pé fore start

Tillédmpas fér protokoll fér automatiserad och manuell extraktion:

e Kontrollera att reagenserna fér DNA-extraktion inte har passerat utgéngsdatum och att de

har transporterats och férvarats under rétt férhallanden.
® Anvand inte komponenter vars utg&ngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.

e Startmaterial f&r ccfDNA-rening ska vara plasma férberedd fréin 2K-EDTA-helblodsprover.
Proverna kan vara farska eller frysta (forutsatt att de inte har frysts ned och tinats upp mer
an en gang).

e Koncentrationen av cirkulerande cellfria nukleinsyror i biologiska vétskor s&som plasma é&r
vanligtvis 1&g och varierar avsevért mellan individer. Dérfér kommer ccfDNA som
extraheras fran plasmaprover inte aft kvantifieras eller normaliseras (ingen spddning) och

anvénds direkt i gPCR-reaktionen.

e For fdrvaring av DNA efter extraktion, se avsnitt “Genomiskt DNA och cirkulerande cellfria

DNA-prover”, sida 29.
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Protokoll: Automatiserad ccfDNA-extraktion frén plasmaprover med
anvéndning av QlAsymphony SP

Om du anvdnder QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit (kat.nr 937556) fér automatiserad
extraktion utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och observerar

fsljande:

e Valj protokollet  circDNA_2000_DSP_V1 pd& instrumentet ~QlAsymphony  SP
(protokolldetaljer finns i QIAsymphony SP-protokollblad circDNA_2000_DSP_V'1)

° A Rekommenderad provvolym fér circDNA_2000_DSP &r 2 ml. Vi rekommenderar dock
att du bérjar med 2,4 ml for att forhindra atft extraktionen misslyckas under den initiala
pipetteringen, enligt vad som anges i “Felsékningsguiden” i handboken fér QlAsymphony
DSP Circulating DNA Kit. Om det inte finns tillréckligt med prov fillsatter du steril PBS

(medfsljer inte) till provet upp till den erforderliga provvolymen innan du laddar provet.
e Anvéand 60 pl elueringsvolym.

® Yterligare information om instrumentet QlAsymphony SP finns i anvéndarhandboken som

medfdljer instrumentet.
Protokoll: Manuell ccfDNA-extraktion frén plasmaprover

Om du anvdnder QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat.nr 61504) fér manuell rening

utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och observerar féljande:

® Rening av cirkulerande nukleinsyror utférs frén 2 ml plasma.

e FEit vakuumgrenrér (t.ex. QlAvac 24 Plus med QlAvac Connecting System) och en
vakuumpump som kan skapa ett vakuum pé -900 till =800 mbar (t.ex. QIAGEN Vacuum

Pump) kravs for protokollet.

e Anvéand 60 pl elueringsvolym.
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Protokoll: gDNA-kvantifiering och normalisering

Saker som maste goras fore start

Om du anvander automatiserade extraktionsprocedurer ska du kontrollera kolumnen “Validity
of result” (Giltighet for resultat) for varje prov i QlAsymphony SP-resultatfilen nér kérningen &r

avslutad:

o Giltig status: Fortsatt till gDNAkvantifiering.

e Oklar status: Kan bearbetas beroende pé varifran flaggan kommer (mer information om
méjliga orsaker till “unclear” (oklar) flaggning finns i “Anvéndarhandbok till QIAsymphony
SP/AS").

e Qgiltig status: Provet avvisas. Upprepa extraktionssteget.
Procedur

gDNA som extraherats frén FFPE-prover ska kvantifieras.

Om den uppmétta koncentrationen &r mindre &n 4 ng/pl méste provet omextraheras med fler

sektioner (hégst dtta sektioner pd 5 pm eller fyra sektioner p& 10 pm).

Om den uppmatta koncentrationen ar dver 6 ng/pl maste provet spadas till 5 ng/pl med

vattnet fér spédning av prov som medfélijer therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit enligt formeln:
CixVi=Cf xVf

Dar
Ci: Initial koncentration av det extraherade gDNA
Cf: Slutlig mélkoncentration = 5 ng/pl

VE: Slutlig volym som krévs for att utféra en kérning med therascreen EGFR Plus RGQ PCR
(dvs. 20 pl + extra volym fér pipetteringsfel)
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Vi: Initial volym fér det extraherade gDNA som ska pipetteras och spddas med vattnet for
sp&dning av prov som medféljer therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (Vattenvolym som
ska tillsattas = VI - Vi)

Varje PCR-reaktion &r optimerad fér 25 ng gDNA spatt till en slutlig provvolym p& 5 pl.
Eftersom varje prov testas med de fyra EGFR-reaktionsblandningarna behévs totalt 100 ng per

testat prov.
OBS! Se till att rétt elueringsbuffert anvands for att kalibrera instrumentet f5r kvantifiering.
ccfDNA som extraherats frén plasmaprover ska inte kvantifieras. Varje PCR-reaktion &r

optimerad fér 5 pl renat extraherat ccfDNA. Eftersom varje prov testas med de fyra

EGFR-reaktionsblandningarna behdvs totalt 20 pl per testat prov.
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Protokoll: EGFR-mutationsbedémning med gqPCR p& Rotor-Gene Q
MDx 5Plex HRM-instrumentet

Viktigt att ténka pé fére start

Se till att operatéren &r utbildad i att anvénda instrumenten fér gPCR. Vid behov kan
utbildning om instrumentet tillhandahéllas vid installationen (se “Bestallningsinformation”,
sida 110).

Las “Forsiktighetsatgarder”, sida 23 och bekanta dig med alla komponenter i satsen innan

du anvdnder den.

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit maste kdras pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex
HRM* med Rotor-Gene AssayManager version 2.1 (eller senare) kombinerat med Gamma
Plug-in version 1.0.0 (eller senare) associerad med den dedikerade analysprofilen fér FFPE

eller plasma.

Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM, med
programmet Rotor-Gene AssayManager och med Gamma Plug-in innan du startar
protokollet. Se anvéndarhandbdckerna fér instrumentet, Rotor-Gene AssayManager och

Gamma Plug-in fér information.

Rotor-Gene AssayManager version 2.1 méijliggér automatisk tolkning av PCR-resultaten.

Cykelparametrarna é&r lasta for kdrningen.

Om du anvénder programmet Rotor-Gene AssayManager version 2.1, Gamma Plug-in och
analysprofilen fér férsta géngen, referera till avsnittet “Bilaga A: Installera Rotor-Gene
AssayManager v2.1-programmet, Gamma Plug-in och importera analysprofilen” pé& sida
103 fér installationsanvisningar. Om programmet Rotor-Gene AssayManager v2.1,
Gamma Plug-in och analysprofilen redan é&r installerade och importerade i din dator,

fortsatter du med instruktionerna nedan.

* Kontrollera att instrumenten och utrustningen har kontrollerats och kalibrerats enligt illverkarens rekommendationer.
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® Om du anvdnder automatiserade exiraktionsprocedurer ska du kontrollera kolumnen
"Validity of result” (Giltighet fér resultat) for varje prov i QlAsymphony SP-resultatfilen nar

kérningen @r avslutad. Se “Protokoll: gDNA-kvantifiering och normalisering”, sida 41.

e Om du anvinder gDNA som extraherats fran FFPE ska provet kvantifieras och spédas il

5 ng/pl. Se "Protokoll: gDNA-kvantifiering och normalisering”, sida 41.

® Om du anvénder ccfDNA som exiraherats fr&n plasma ska proven anvéndas ospédda.
Konfigurera qPCR

Med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit rekommenderas det att testa sex DNA-prover i
samma  experiment fér att  optimera  anvindningen av  kontrollerna  och

reaktionsblandningarna. Det ér dock majligt att testa upp till 16 prover i samma experiment.

Saker som maste géras fore start

e Kyl ned ditt Loading Block (72 x 0.1ml tubes) i eft kylskap (2-8 °C).

e Tina alla komponenter som behévs fére varje anvéndning.
OBS! Lat inte upptiningstiden &verstiga 1 timme i rumstemperatur eftersom materialet d&
kan férsamras. Om det behovs léngre tid kan du férvara komponenterna vid 2-8 °C i upp
till 8 timmar.

® Rengdr bénkytan som ska anvéndas fér beredning av PCR-blandningen fér att minska
risken fér mall- eller nukleaskontaminering.

e Vortexblanda provréren som innehdller kontroller, primer- och sékfragmentblandningar

samt PCR-masterblandning (3-5 sekunder) och centrifugera sedan kort fére anvéndning.
Procedur

1. Forbered de fyra PCR-reaktionsblandningarna i 1,5 ml eller 2 ml provrér (medféljer inte),
dvs. blanda varje primer- och sékfragmentblandning (T790M- och L861Q-blandning,
tillaggs- och G719X-blandning, L858R- och C797S-blandning eller borttagnings- och
S768l-blandning) med PCR-masterblandning beroende pd& antfalet prover som ska

bearbetas.
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Den volym som kravs av varje satskomponent fér att géra reaktionsblandningarna visas i
Tabell 4. Den slutliga PCR-reaktionsvolymen &r 25 pl efter tillsats av 5 pl DNA-prov eller
mall f6r kérningskontroll. Extra volym ingér for att kompensera for pipetteringsvariationer
och fér aft till&ta beredning av tillréicklig méngd reaktionsblandning fér det planerade

antalet testprover och kontroller, t.ex. sex prover plus tva kontroller.

Tabell 4. Beredning av reaktionsblandningar

Komponent 1 reaktion (pl) 8 + 1 reaktioner (pl)*

EGFR-primer- och 7,5 67,5
sokfragmentblandning

PCR-masterblandning 12,5 112,5

Total volym av 20 180
reaktionsblandning

Distribution av 20 pl per rér
reaktionsblandning

Distribution av testprov 5 pl per ror

Total volym per reaktion 25 pl

* En extra reaktionsvolym inkluderas fér att kompensera fér pipetteringsfel: en extra brunn f5r upp till 10
brunnar och tvé extra brunnar for upp fill 20 brunnar.

2. Sétt tillbaka alla therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit-komponenter i frysen fér att undvika

att materialet forsémras.
3. Vortexblanda reaktionsblandningarna i 3-5 sekunder och centrifugera en kort stund.

4. Placera PCR-réren pd remsa pd ett kylt Loading Block (72 x 0.1 ml tubes) och dispensera
20 pl  EGFRreaktionsblandning per rér pé& remsa i enlighet med den

laddningsblockskonfiguration som visas i Figur 6.

OBS! Det rekommenderas att du doserar 20 pl av reaktionsblandningen genom omvand

pipettering.
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Figur 6. Laddningsblockskonfiguration fér ett experiment med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit for
testning av sex prover. Positionerna 1-32 ér enligt féljande. PC: EGFRpositiv kontroll; NTC: Kontroll utan
mall (vatten); Prov 1 (S1) till Prov 6 (S6): DNA-prover. Reaktionsblandningar: EGFR T790M- och
L861Q-blandning, EGFR fillaggs- och G719Xblandning, EGFR L858R- och C797S-blandning, EGFR
borttagnings- och S768l-blandning. Alla terstdende positioner © &r tomma brunnar.

OBS! Bade FFPE- och plasma-DNA-prover kan kéras i samma experiment. Detta kréver
att man kér analysprofilerna fér béde FFPE och plasma i samma experiment och en
specifik plattlayout. Se “Bilaga B: Kéra analysprofilerna fér FFPE och plasma i samma

experiment” (sida 107) fér mer information.

5. Tillsatt 5 pl vatten for NTC i de avsedda NTC-réren (Figur 6) s& att den totala volymen blir
25 pl. Blanda férsiktigt genom att pipettera upp och ned. Sténg alla rér som innehéller NTC.

6. Vortexblanda och centrifugera en kort stund DNA-prover och EGFR-positiva kontroller
(Positive Control, PC). Tillsétt sedan 5 pl prov eller PC-mall i motsvarande rér (Figur 6) s&
att den totala volymen blir 25 pl. Blanda férsiktigt genom att pipettera upp och ned.

7. Sténg alla rér och kontrollera att det inte finns nagra luftbubblor i botten pé& réren.
OBS! Byt spets mellan varie tillséttning av mall fér att undvika kontaminering.
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Protokoll: Férbered instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

8.
9.

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

Fyll rotorn med rér pa remsa enligt deras tilldelade positioner, med bérjan pd position 1
enligt Figur 7.

OBS! Se till att det férsta réret sétts in pd position 1 och att réren pé remsa placeras i rétt

rikining och pé ratt positioner enligt bilden.

. Alla oanvédnda positioner maste fyllas med tomma férslutna rér pé remsa.

OBS! Vi rekommenderar att du behdller de fyra positiva kontrollerna i positionerna 1-4
och de fyra kontrollerna utan mall i positionerna 5-8 eftersom instéliningen f&r automatisk
analys i analysprofilerna baseras p& denna placering. Om du anvénder en annan layout
blir resultaten avvikande eller ogiltiga.
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o
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o
% (@) o® C
o, R
v O 000 Ooo AN
s Prov 2 pro '
Position 1 —

Figur 7. Rotorkonfiguration fér ett experiment med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit. Fran
position 1 PC: EGFR-positiv kontroll; NTC: Kontroll utan mall (vatten); PPM 1: EGFR T790M- och
L861Q-blandning; PPM 2: EGFR fillaggs- och G719X-blandning; PPM 3: EGFR L858R- och
C797S-blandning; PPM 4: EGFR borttagnings- och S768l-blandning; Prov 1 ill Prov 6: DNA-prover.
OBS! Alla kvarvarande positioner © ska fyllas med tomma rér.
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11. Satt dit l&sringen.

12. ladda instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM med rotorn och l&sringen. Stang

instrumentluckan.

Skapa en arbetslista och starta gPCRkdrningen

OBS! Arbetslistan kan skapas och sparas innan proverna férbereds eller nér experimentet ér

konfigurerat pd instrumentet, som det beskrivs i den har handboken.

13. Sl& pd instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM.
14. Oppna programvaran Rotor-Gene AssayManager v2.1.

15. Llogga in som en anvéndare med behérigheten Operator (Operatdr) i sténgt lége. Klicka

pd OK. Féljande fénster visas.
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Figur 8. Rotor-Gene AssayManager v2.1. 1 = Fliken “Setup” (Installation). Den har fliken tillater
hantering eller tillampning av arbetslistor 2 = Fliken “Approval” (Godkénnande). Den hér fliken l&ter
dig hitta tidigare experiment. 3= Fliken "Archive” (Arkiv). Den har fliken later dig hitta tidigare
godkdnda experiment. 4 = Fliken Service. P& den har fliken rapporteras eft granskningsspér fér varje
fil som skapats av programvaran. 5 = Fliken “Configuration” (Konfiguration). Den hér fliken later dig
konfigurera alla programparametrar. 6 = instrumentikon fér Rotor-Gene Q (RGQ); informerar
anvdndaren om huruvida en given cykler ér ansluten. Upp till fyra RGQ-instrument kan anslutas till
samma dator. 7 = "New manual work list” (Ny manuell arbetslista).

16. Kontrollera att RGQ identifieras korrekt av programvaran innan du startar kérningen. Mer

information finns i “Cycler Environment” (Cyklermiljé) i Anvéndarhandbok till Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application.

17. Klicka p& New manual work list (Ny manuell arbetslista) i arbetslistehanteraren (miljén
"Setup” (Installation)) (Figur 8).

18. Markera relevant EGFR-analysprofil i listan ver tillgéngliga analysprofiler:

O For testning av gDNA-prover fran FFPE: therascreen_EGFR_Plus_FFPE

O Far testning av ccfDNA-prover frén plasma: therascreen_EGFR_Plus_Plasma
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Create work list | Select assay profiles and define assay details
ay eonien | seeca
[ Assoy protie mome [ Vees. Rea . Avsoy protie mame Shortname Version Rea, Pos. S ampies [ Hew s e
Wit information [therasawen_rGr Phas rree 100 8 | .
t 8 2
samples . |
| Properties
Messages
Free posibons The cusrent work i does nck conisin an ssey profle. Add an ssaey profie, (4T0014)
: @
Priot work b, Export Sove and close Resel Sove (]
@ Closed Mode soet [

Figur 9. Vélja en analysprofil. 1 = Tillgangliga analysprofiler; 2 = Overféring av analysprofil fill
arbetslista

OBS! Det ar majligt att kdra analysprofiler for béde FFPE och plasma i samma experiment.
Se "Bilaga B: Kéra analysprofilerna fér FFPE och plasma i samma experiment”, sida 107,

for mer information.

19. Klicka pa Move (Flytta) for att dverféra den valda analysprofilen till listan med Selected
assay profiles (Valda analysprofiler).

20. Ange antalet prover i det motsvarande féltet.

Selected assay profiles

Assay profile name. Short name Version Req. Pos. #samples  New strip tube

1

Figur 10. Skapa arbetslistan: definition av analysinformation. 3 = antal prover

therascreen EGFR Plus FFPE FFPE 1.00 8

OBS! Antalet prover motsvarar inte antalet rér och inkluderar inte kontroller.
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21. Valjfliken “Kit Information” (Satsinformation). Ange féljande information om EGFR-satsen,
som finns tryckt p& etiketten p& férpackningen till therascreen EGFR Plus RGQ PCR kit:
O Materialnummer: 1114551
O Giltigt utgadngsdatum
O Lotnummer

Create work list | Edit Kit information

|
l Assays Kit information Messages

therascreen_EGFR Plus FFPE Enter 8 kit lot number in the work list
ekther by scanning the kit barcode or
by manual input. (470035)

© Use kit bar code

There is no valid kit expiration date

Ssmples @ Enter kit information manuaily | provided in the work list. (470034)
Kit inf t There is no material number

Properties oo provided in the work s, (470043)

Kit bar code

— 4
Material number Kit expiry date ‘\
5 —_— ol e - 6

Lot number

Figur 11. Skapa arbetslistan: Redigera satsinformationen. 4 = Kit bar code (Satsens streckkod). P& den
har fliken anges satsens streckkod (om streckkoden anges fylls de andra félten i automatiskt).
5 = Material number (Materialnummer). é = Kit expiry date (Satsens utgangsdatum). 7 = Lot number
(Lotnummer). Denna information finns p& satsens férpackning.

OBS! Alla falt méste fyllas i och blir bla nér giltig information har angetts.

22. Val fliken “Samples” (Prover). En lista med provinformation visas. Denna lista

representerar den forvéintade layouten for rotorn.

23. Ange providentifikationen i listan samt eventuell valfri provinformation som en kommentar

for varje prov.
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Figur 12. Ange provinformation. 8 = Sample ID (Prov-D). 9 = Sample comments (Provkommentar) (valfrit).

24. Valj Properties (Egenskaper) och ange ett namn pé arbetslistan (anvéndaren kan ange

ett valfritt giltigt namn pd& arbetslistan).

[ T+— | 10

Work list
iseditable [ work list is complete (can be applied)

I

12 11

Figur 13. Properties (Egenskaper). 10 = Work list name (Arbetslistans namn). 11 = Markera
alternativet "“work list is complete” (arbetslistan &r klar). 12 = Avmarkera “is editable” (&r redigerbar)
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25.

26.

27.

28.
29.

30.

31.

OBS! Kryssrutan “is editable” (¢r redigerbar) (Figur 13) anger om arbetslistan fortfarande
ar redigerbar eller inte. Om arbetslistan kan appliceras och inte ska @ndras i efterhand

ska denna kryssruta avmarkeras.
OBS! Arbetslistan kan appliceras direkt eller sparas och kdras senare.

Markera kryssrutan worklist is complete (can be applied) (arbetslistan @r klar (kan

appliceras)).
Spara arbetslistan.

Valfritt: Arbetslistan kan skrivas ut, vilket kan vara till hjglp vid férberedelse och
konfiguration av gPCR. Om du vill skriva ut arbetslistan klickar du p& Print work list (Skriv

ut arbetslista). Provinformationen inkluderas som en del av denna arbetslista.

Vélj motsvarande arbetslista frén arbetslistehanteraren och klicka p& Apply (Tillampa).

Om arbetslistan fortfarande &r dppen kan du ocksd klicka pé& Apply (Tillampa).
Ange experimentnamnet i faltet Experiment name (Experimentnamn).

I listan Cycler selection (Cyklerval) véljer du den cykler som ska anvéndas.
OBS! Du maste anvénda ett Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument*.

Kontrollera att |&sringen &r korrekt fastsatt och markera kryssrutan Ring Attached (Ring

fastsatt).

Klicka pa Start run (Starta kérning). gPCRkarningen startar (Figur 14).

* | vissa lander kan instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med fillverkningsdatum maj 2011 eller senare anvandas.
Tillverkningsdatumet kan utlésas frén serienumret p& baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”
dar “mm” anger ménaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvé sista siffrorna i tillverkningséret och
“nnn” &r en unik identifieringskod f&r instrumentet.
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Apply work list “20180830_RunName1™

@ Closed Moge

Summary Cycler selection
e —— o Posibon Hame Hext verificabon Cycler status  Select  Ring att
20180830_Runbiame1 20180830_Runhiame WEss RD1303 - Loaded ®
T Defaull name | Crested .
301082018 16:15 - rotorgene =
13 Lot mosnes =
30/0822018 16.15 - roforgene
Rotor type Apphed Cycler details I T
72-Well Rolor L
Secisl number  Optical configuraion  Cyelee type
0113345 Splex HAM RGO MDx | 14 15
52 2 - |
Assays
Name Samples Kt
FFPE 1 [@
View sample detads. . |
== SO —

d!)

Figur 14. Start av kérning. 13 = Ange “Experiment name” (Experimentnamn); 14 = “Cycler
selection” (Cyklerval); 15 = Bekréfta att l&sringen &r fastsatt; 16 = Klicka p& “Start run” (Starta
kérning) for att starta kérningen.

Visa och rapportera qPCR-resultat

De allménna funktionerna i godkdnnandemiljén beskrivs i Anvédndarmanualen fér Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Nar en kérning har slutféris och cyklern har lasts upp sparas experimentet i den interna
databasen. Analysen av insamlade data utférs automatiskt beroende pé det plugin-program

som motsvarar analysprofilen och de regler och parametervérden som definieras av
analysprofilen.

32. Nar kérningen é&r avslutat klickar du pé& Finish run (Avsluta kérning) (Figur 15).
OBS! Innan det har steget har slutférts sparas inte experimentet i den interna databasen.

33. Visa/l&sa upp och godkann kérningen.
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O Anvandare som &r inloggade med behdrigheten “Approver” (Godkénnare) ska klicka
pé Release and go to approval (Visa/lés upp och fortsatt fill godkénnal).
O Anvéandare som é&r inloggade med behérigheten “Operator” (Operatér) ska klicka pa

Release (Visa/l&s upp).

2+ Rotor-Gere AssayManeger L )

Finish run

S stamon

Foumen Mame.
[} RO124035 Run Successtul

Expmrment name
180014_JAFFA_Demo_Rundit

Errers g ran.

Comment

Figur 15. Slutforande av kérningen. “Finish run” (Avsluta k&rning) (1) och “Release” (Visa/las upp)
kérning (2)

34. Visa/l&s upp resultaten.

O Om du klickade pé Release and go to approval (Visa/I&s upp och fortsdtt till godkénnal)
visas resultaten for experimentet i milién “Approval” (Godkannande).

O Om du klickade pé Release (Visa/l&s upp) med behérighet som anvdndare mdste
ndgon med behdrigheten “Approver” (Godkénnare) logga in och vélja miljén
"Approval” (Godkénnande).

35. Filtrera fram analysen som ska godkdnnas genom att vélja filteralternativ och klicka pé

Apply (Tilldmpa). Vélj énskad analys i listan &éver filtrerade analyser med hjélp av

kryssrutan och klicka p& Start Approval (Borja godkdnnande).

36. Anvénd alternativknapparna fér att (Figur 16) godkanna eller avvisa prover.
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OBS! Proverna kan avvisas om operatéren gér fel i hanteringen eller om det férekommer

ovanliga kurvor (artefakt).

37. Granska resultaten och klicka pé& Release/Report data (Visa/|&s upp/rapportera data).

2 RotorGane AssayManager =@

RS

0010_incen_pomo.... |
oo EGHR A FFYE

&) rotisssmns \

Test o Mutaton et
i
s
i
17| @ W— s et e Mtsion Detectza | Deesons_AcE 9 53 Cetesons Mutaton Dusaces oo
] @

Mo
Al artan ot [yre——

Figur 16. Granska och visa/lasa upp data. Granska och godkénn (i) eller avvisa (0) resultaten fér
varje prov: rutans farg éndras fran gul till t.ex. grén om dessa data &r godkénda (3, 4). Klicka
sedan p& “Release / report data” (Visa/l&s upp/rapportera data) (5).

38. Ange lésenordet om det behdvs och klicka p& OK. Rapporten genereras i .pdf-format
(Adobe Portable Document Format) och sparas automatiskt i den férdefinierade
mappen. Som  standard  &r  sdkvégen il mappen  C:\Documents and
settings \Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene AssayManager\Export\Reports.

OBS! Du kan dndra sékvagen och mappen i milién “Configuration” (Konfiguration).

OBS! Samtidigt skapas en LIMSil automatiskt och sparas i den férdefinierade mappen.
Som  standard & sokvagen il mappen  C:\Documents  and
settings \Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene AssayManager\Export\LIMS

39. Staing pdffilen och gé tillbaka till Rotor-Gene AssayManager. Klicka p& OK vid varje

fraga.
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@ L —
Release / report data

[ oot e The release was performed successfully. & The assay has been fully released. The tab
(2270169) will be closed. The assay can now be
The LIMS output was saved. (2270171) accessed in the Archive environment.
The report (230014)
“180914_JAFFA_Demo_Run01_therascreen
_EGFR_FFPE.pAr was stored in the folder

‘C:\Users\Public\Documents\QIAGEN'Rotor

Gene AssayManager\ExportiReports’.
P TN v

ol the approval stale of data
cannct be changed. (2270158)

s=cm | 8 | K (o =

L | b,

7

Figur 17. Release/Report data (Visa/lés upp/rapportera data). Ange “password” (I&senord) (6) och
klicka sedan p& OK (7). En PDF-rapport genereras och &ppnas. Sténg PDF-rapporten. En LIMSil
genereras automatiskt och ett meddelande om visning/upplésning visas. Klicka p& OK (8).
Analysen &r nu helt frigjord. Klicka p& OK fér att gé& fill milidn “Archive” (Arkiv) (9).

40. G4 till fliken "Archive” (Arkiv) for att exportera .rexfilen som motsvarar dessa rédata.

Leta upp ditt experiment med hjélp av filteralternativen och klicka pé& ”Show assays” (Visa
analyser) (Figur 18)

5 Rotor.Gene AssayManager . | @
File  Hep

Filter options. Assay selection

r—— =
Start date: End date. Bl Eper
10 | —>[usson @ [wson @ (|| [@]weesmersomo g

] se advanced fter options T

1

@ sampies Opecator

n EGFR Plus FIPE 4 rotorgene totorgens.

) .
e
6 ciosco wosc

Figur 18. Valja ditt experiment i miljon “Archive” (Arkiv). Du kan till exempel filtrera efter datum

(10) och tillampa filtret (11). Valj experimentet (12) och klicka p& “Show assays” (Visa analyser)
(13).

41. Klicka p& Export .rex file (Exportera .rexfil) och klicka p& OK fér att spara.
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OBS! Du kan vélja en plats fér att spara .rexfilen (standardsskvégen ér C:\Documents and
seftings \Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Export\ExperimentsforClosedMode). Du kan ocks& éndra den hér sckvégen

och mappen pé fliken ”Specify the .rex file export destination” (Ange exportplats for .rexfilen).

sl@] =

2 Rotor-Gene AssayManager
Fle Help

180914_JAFFA_Demo_.
thermsercen FGHR Plus FHE

¥ Plots and information
Processeacus | Eenment | wommt | sssay | swstem

Experiment name Reaction volume Rotor type. Run comment Messages
180914_JAFFA_Demo_Rund! ET] 72.el Rotor

Run start End ot run Run on SW version  Cycler serial o
14002018 1052 14082018 1249 2107 0312186

Run operator Run released by

| ®) Resuis

Results - test sampies 0

B e T T RE e i g s -
s Em

— vt Tost EGFR Mutnion Defected | LBSER_ACt - - 131 LaSBR Mutation Detecied - i
]

R =
Show

Figur 19. Exportera .rex-filen genom att klicka pa knappen “Export” (Exportera) (14).

OBS! Ett supportpaket frén kérningen kravs for felsdkningshjdlp fran QIAGEN:s tekniska
support. Supportpaket kan skapas fré&n miljserna “Approval” (Godkénnande) eller
"Archive” (Arkiv). Mer information finns i “Skapa ett supportpaket” i Anvandarhandbok
till Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Utdver supportpaketet kan granskningsspéret frén tiden for incidenten + 1 dag vara till
god hjalp. Granskningsspéret finns i milign “Service”. Mer information finns i

Anvéndarhandbok till Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

42. Ta ut materialet frén Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM:-instrumentet och kassera réren pé

remsa i enlighet med lokala sékerhetsregler.

58 Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022



Tolkning av resultat (om ftillampligt)

Analys av therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitresultat fér varje kontroll och prov utférs
automatiskt av Rotor-Gene AssayManager v2.1 associerad med Gamma Plug-in v1.0 och

EGFR-analysprofilerna.

EGFR-analysprofilerna analyserar férstarkningsgrafer och kan invalidera avvikande kurvor
beroende p& deras form och brusamplitud. Om s& &r fallet associeras en flagga med den

ogiltigférklarade kurvan (se Tabell 6, sida 63).
Kontroller

Rotor-Gene AssayManager v2.1 analyserar kérningskontrollerna:

e NTC kontrolleras avseende frénvaro av specifik amplifiering.

e Giltigheten fér den positiva kontrollen baseras p& huruvida CT-vérden uppfyller

fordefinierade specifikationer.

e Om né&gon av de har kérningskontrollerna inte Sverensstimmer kommer flaggan
"ASSAY_INVALID" att utldsas. Om denna flagga utléses anses kérningen vara ogiltig och

experimentet mé&ste utféras pd nytt (beslutsfléde fér omtestningar visas i Figur 20).

e OBS! Rapporten som genereras i slutet av kdrningen visar resultaten som erhéllits med
kérningskontroller, med ogiltigférklarande flaggor (se Tabell 6, sida 63) framfér ogiltiga
data.

Om alla kontrollerna i kérningen verensstdmmer analyserar Rotor-Gene AssayManager v2. 1
testproverna. DNA-prover frén bade FFPE och plasma analyseras enligt samma process men

med specifika kriterier som registreras i respektive analysprofil.
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Prover

Exon 2 for intern kontroll

Giltigheten for exon 2 fér intern kontroll baseras pé& huruvida Ctvarden uppfyller
fordefinierade specifikationer. Den interna kontrollen méste vara giltig fér att provresultaten
ska kunna tolkas. En giltig intern kontroll visar att DNA-input och kvaliteten é&r tillréicklig och
att det inte finns né&gra interfererande dmnen. Vid ogiltighet hénvisas till det beslutsfléde som

visas i Figur 20.

EGFR-mutationsdetektion

Forekomst eller frénvaron av EGFR-mutationer i varje testprov bedéms baserat pé delta Ct
mellan mutantamplifieringen och internkontrollamplifieringen (m&l T790M_ACt, L861Q_ACt

osv.) fér FFPE-prover och baserat p& mutantamplifieringen fér plasmaprover (CT).

Semikvantifiering av EGFR-mutation

En semikvantitativ uppskattning av mutationskoncentrationen i ccfDNA fran plasma ges fér de
berérda mélen (listade i Sammanfattning och férklaring) i form av eft intervall med nedre och
Svre granser. Antalet mutantkopior per milliliter plasma uppskattas, dvs. intervallets nedre och
Svre granser ges av malen T790M_CN_LL, L861Q_CN_LL osv.

Resultaten f&r varje mdl visas i kolumnen Result (Resultat) i rapporten.

Slutsatsen fér analysen fér varje prov visas ikolumnen Overall Sample Result (Totalt

provresultat) i rapporten (Tabell 5).
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Tabell 5. Totalt provresultat och atgérder

Invalid (Ogiltigt) *

EGFR Mutation Detected
(EGFR-mutationsdetektion) * *

No Mutation Detected

(Ingen mutation detekterad)**

Invalid (Ogiltigt)

(associerat med flaggan
ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTED_
RANGE)*

Invalid (Ogiltigt)

(associerat med flaggan
ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTED_
RANGE)®

kontroll, NTC)

Kontroll (Positiv
kontroll, NTC)

Testprov

Testprov

Testprov

Testprov

Kontrollen ér ogiltig
(CT-vérde utanfsr
det férdefinierade
acceptabla
intervallet)

Minst en
EGFR-mutation
detekteradest

Ingen EGFR-mutation
detekterades

Det detekterade
CT-vérdet ligger
under det
acceptabla
intervallet for den
interna kontrollen.
DNA-input kan vara
for hég.

Det detekterade
CT-vardet ligger
Sver det acceptabla
intervallet for den
interna kontrollen.
Provet kanske infe
innehaller fillrackligt
med amplifierbart
DNA eller kan
innehélla en
hédmmare.

Totalt provresultat Provtyp Beskrivning Atgéird
Valid (Giltigt) Kontroll (Positiv Kontrollen &r giltig Ej relevant

Upprepa hela kérningen (dvs. alla
fyra EGFR-reaktionsblandningar,
alla prover)

Ej relevant

Ej relevant

Spdd provet innan omfestning.

Testa de berérda proverna pé& nytt
med alla fyra EGFR-
reaktionsblandningar i en ny
qPCR-kérning.

Testa de berérda proverna pé nytt
med alla fyra EGFR-
reaktionsblandningar i en ny

qPCR-kérning.

Om provet redan har testats pé
nytt en géng tidigare ska du
upprepa exiraktionssteget och
testa det p& nytt i en ny qPCR-
kérning.

Om du misstcinker forekomst av
hédmmare kan du férscka med att
spada provet innan omtestning
(endast f5r plasmai).

Ytterligare information finns i

Tabell 6 pé sida 63.

Tabellen fortsatter pa nasta sida
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Tabellen fortsétter fran féreg&ende sida
Tabell 5. Totalt provresultat och atgarder (forts.)

Totalt provresultat Provtyp

Beskrivning

Atgéird

Invalid (Ogiltigt)

Testprov

(associerat med flaggan
ASSAY_IC_NO_CT_VALUE)*
Invalid (Ogiltigt)

Testprov

(annat)

Ingen signal
upptécktes fér den
interna kontrollen.

Ogiltighet pé grund
av kurvavvikelser
eller annan orsak (se

Tabell 6, sida 63)

Testa de berérda proverna pé nytt
med alla fyra EGFR-
reaktionsblandningar i en ny
qPCRk&rning.

Om provet redan har festats pé&
nytt en géng tidigare ska du
upprepa exiraktionssteget och
testa det p& nytt i en ny qPCR-
kérning.

Om du misstéinker forekomst av
hédmmare kan du férscka med att
spada provet innan omtestning
(endast fér plasma).

Ytterligare information finns i
Tabell 6 pé sida 63

*

Nar kontrollerna ér ogiltiga visas de ogiltiga CT-vérdena mellan hakparanteser fér information.

** E&r mutationer som omfattas av therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (listas i Tabell 1)

t For identifiering av detekterade EGFR-mutationer, se ACt-mal (t.ex. T790M_ACt), kolumnen med
mdlresultat (t.ex. T79OM detekterat). Fér semikvantifieringsresultat (antal kopior per milliliter plasma
for ccfDNA), se mal X_CN_LL och X_CN_UL (dér X = mutationsnamn), kolumnvérde, fér att fG fram
den nedre och évre grdnsen fér semikvantifieringsintervallet.

OBS! & ASSAY stér fér T790M_L861Q/INSERTIONS_G719X/L858R_C797S/DELETIONS_S768I

Flaggor

Ogiltiga resultat &r associerade med flaggor som visas i kolumnen Flag (Flagga) i Rotor-Gene

AssayManager-rapporten.

Ogiltigférklarande provflaggor som kan tilldelas ett prov eller m&l under analysen med Rotor-

Gene AssayManager v2.1 definieras i Tabell 6. Information om universella flaggor som

inkluderas i Gamma Plug-in finns i Anvéndarhandbok till Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma Plug-in.
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Tabell 6. Definition av flaggor

Flagga

Beskrivning

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID

CONSECUTIVE_FAULT

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

TARGET_NTC_UNEXPECTED_CT_VALUE*

OTHER_TARGET_INVALID

ASSAY_IC_PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE*
ASSAY_IC_PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE?

ASSAY_IC_PC_NO_CT_VALUE®

TARGET_PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE* *
TARGET_PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE* *

Analysen ar ogiltig effersom den misslyckades.
Kontakta QIAGEN teknisk service

Provet &r ogiltigt eftersom minst en extern kontroll &r
ogiltig.

Ett m&l som anvéndes vid berékningen av det héar
mdlet &r ogiltigt.

Forstarkningsgrafen med rédata visar en form som
avviker frén det etablerade beteendet fr den har
analysen. Det finns en hég sannolikhet fér felaktiga
eller feltolkade resultat.

Forstarkningsgrafen visar en form som liknar en
vdgbula med svag upphdjning som avviker frén det
etablerade beteendet fér den hér analysen. Det
finns en hég sannolikhet for felaktiga eller feltolkade
resultat (t.ex. felbestémning av Cr-vérde).

Andringen av procentandel fluorescens fér det har
provet i férhéllande till det provrér med stérst
fluorescensandring ér légre én en definierad grdns.

Forstarkningsgrafen korsar troskelvardet mer én en
géng. Ett entydigt Cr-varde kan inte bestdmmas.

En ogiltig signal har detekterats i kontrollen utan
mall.

Ett annat mé&l fér samma prov ér ogiltigt.

Det detekterade Crvdrdet ligger utanfor det
acceptabla infervallet fér den interna kontrollen i
réret med positiv kontroll.

Ingen signal detekterades fér den interna kontrollen
i réret med positiv kontroll.

Det detekterade Crvdrdet ligger utanfor det
acceptabla intervallet for en mutationsanalys i réret
med positiv kontroll.

Tabellen fortsatter pa nasta sida
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Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 6. Definition av flaggor (forts.)

Flagga

Beskrivning

TARGET_PC_NO_CT_VALUE**

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE*

ASSAY_IC_NO_CT_VALUE*

ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

NO_BASELINE

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

Ingen signal detekterades fér mélkanalen i roret
med positiv kontroll.

Den ogiltiga analysen &r ogiltig eftersom eft
problem uppstatt med cyklern eller
cykleranslutningen.

Den ogiltiga analysen é&r ogiltig eftersom kdrningen
har stoppats manuellt.

Det detekterade Cr-vérdet ligger under det
acceptabla intervallet f5r den interna kontrollen i ett
testprov. DNA-input kan vara fér hég. Spéd provet
innan omtestning.

Ingen signal detekterades fér den interna kontrollen
i ett testprov.

Det detekterade Cr-vardet ligger dver det
acceptabla intervallet for den interna kontrollen i ett
testprov. Provet kanske inte innehéller fillrackligt
med amplifierbart DNA eller kan innehélla en
hdmmare.

Rédata for fluorescensen méttas kraftigt innan
brytpunkten pd frstarkningsgrafen.

En topp i rédatafluorescensen har detekterats i
frstarkningsgrafen, men utanfér det omrade dér CT
bestams.

En topp har detekterats i férstarkningsgrafen néra
Cr.

Ingen initial baslinje har hittats. Den efterfsljande
analysen kan inte utféras.

En brant stigande baslinje for rédata fér
fluorescensen har detekterats i forstérkningsgrafen.

Ett kraftigt fall i baslinjen for radata for
fluorescensen har detekterats i forstarkningsgrafen.

Tabellen fortsatter p& nésta sida
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Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 6. Definition av flaggor (forts.)

Flagga

STRONG_NOISE
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE
TARGET_ACT_UNEXPECTED_EARLY_CT**
TARGET_CT_UNEXPECTED_EARLY_CT**

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Beskrivning

Hagt brus utanfér tillvaxifasen i forstarkningsgrafen
har detekterats.

Hagt brus har detekterats i fillvéxtfasen
(exponentiella fasen) i férstarkningsgrafen.

Det detekterade ACr ér lagre @n férvantat for en
reaktionsblandning av testprov och mélmutant

Det detekterade Cr ér lagre dn forvantat for en
reaktionsblandning av testprov och mélmutant

En vagliknande baslinje for radata for fluorescensen
har detekterats i forstéarkningsgrafen.

* TARGET  star  fér  T790M, 1861Q,
C7978, L858R_C797S_IC, DELETIONS, S768l,

INSERTIONS_G719X_IC, L858R,
DELETIONS_S768I_IC

T790M_L861Q_IC,  INSERTIONS,  G719X,

** TARGET star for T790M, L861Q, INSERTIONS, G7 19X, L858R, C797S, DELETIONS, 57681 & ASSAY
stér fér T790M_L861Q/INSERTIONS_G719X/L858R_C7975/DELETIONS_S768I

Omtestning

For ogiltiga resultat finns information i Felsdkningsguide, sida 95, om hur du underscker

orsaken till problemet och om mé&jligt identifierar eventuella fel som behéver korrigeras.

Proceduren fér omtestning sammanfattas i Figur 20.
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therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit

qPCR-kérning

Analysprofil for Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Gamma Plug-in

Ar kbrningen

‘ Testa pa nytt med de fyra }

)

giltig? s ‘ EGFR-reakti ingarna

JA
Ar provet giltigt? NEJ Kontrollera koncentrationen
for FFPE
Totalt provresultat Totalt provresultat Totalt provresultat
Mutation detekterad Ingen mutation detekterad Ogiltigt
Mutationsldentlflenng
f':‘a ’ Har provet
o i omtestats en gang NEJ
7 tidigare?
Semikvantifiering av mutation
(for tillampliga mal): A
Antal kopior (ccfDNA fran plasma) v v v
Intervallets nedre och dvre gréinser
ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Annat
DNA-input kan vara for hog: Provet kanske inte innehaller tillrackligt med Se Tabell 6 (Definition av flaggor) och
1) spéd provet innan omtestning ‘amplifierbart DNA eller kan innehslla en hammare: Felsokningsguiden
1) testa med hogre koncentration !
tex T Q IC BELOW. A 2) spid provet innan omtesting Om orsakentill provets ogittighet inte hittas
- extraherar du provet pa nytt och testar igen
ABOVE_ACC

Figur 20. Beslutsflode for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit.

Om en eller flera korkontroller &r ogiltiga ska kérningen upprepas med de
4 EGFR-reaktionsblandningarna. Om till exempel den positiva kontrollen inte uppfyller
validitetskriterierna fér T790M- och L861Q-blandningen, men é&r giltig fér alla andra

EGFR-reaktionsblandningar, ska de fyra blandningarna testas pd nytt med alla prover.
Om ett eller flera prover &r ogiltiga ska de berérda proverna testas pd nytt med de
4 EGFR-reaktionsblandningarna. Beroende pé flaggan om RGAM visar ska du spdda provet

innan du gor ett nytt test eller gra ett nytt test med hégre koncentration.

Om orsaken till provets ogiltighet inte hittas:
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e Kontrollera att proverna har hanterats och férvarats enligt beskrivningen i avsnitt

“Férvaring och hantering av prover”.
e Extrahera ditt FFPE-prov p& nytt med fler sektioner innan omtestning.
e Extrahera ditt FFPE-prov p& nytt genom att vélja ett stérre tumdromrade innan omtestning.

e Observera aft alla prestanda har faststéllts med hjélp av DNA som extraherats frén FFPE

vid 5 ng/pl och/eller 5 pl renat ccfDNA som extraherats frén plasma.

Andra férklaringar om provets ogiltighet finns i “Felsckningsguide”, sida 95.
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Begrdnsningar

Enbart resultaten fr&n produkten ska inte ligga till grund fér diagnos, utan de maste tolkas med

hansyn till resultat fran alla relevanta kliniska studier eller laboratoriestudier.

Produkten ska anvéndas av laboratoriepersonal som har utbildats i molekylarbiologiska
procedurer, i in vitro-diagnostiska procedurer och i anvandning av QlAsymphony SP-systemet,

Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM-instrumentet, Rotor-Gene AssayManager och Gamma Plug-in.

Produkten &r endast avsedd fér anvandning pa Rotor-Gene Q MDx realtime PCR-cykler, 5plex
HRM-serien, kombinerad med Rotor-Gene AssayManager-programmet och Gamma Plug-in vid

anvéndning av de dedikerade analysprofilerna therascreen EGFR Plus.

Vi rekommenderar anvéndning av Deparaffinization Solution (inklusive RNase A-behandling),
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit, QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit och QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit.

For optimalt resultat krévs att anvisningarna i Bruksanvisning fér therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit f8ljs strikt. Spddning av reagenser p& annat sétt én vad som anges i den hdr
handboken rekommenderas inte, d& det kan resultera i férséimrad prestanda. Alla reagenser
som medfdlier therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r avsedda aft anvéndas enbart
tillsammans med Svriga reagenser som ingdr i samma sats. Anvéndning av reagenser frén

olika satsloter i samma kdrning kan péverka prestandan.

Det &r viktigt att mangden gDNA fran FFPE-provet utvérderas korrekt innan provanalys utfors
med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit. Extraktionsproceduren ska upprepas om méngden
gDNA inte &r tillrécklig for mutationsanalys. gDNA ska spadas ut om koncentrationen ar for

hég for mutationsanalys.
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Var uppmérksam pé de utgangsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pa etiketterna till alla komponenter. Anvand inte komponenter vars utgadngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &ér endast validerat fér plasma som samlats in i 2K EDTA
och FFPE fran patienter med NSCLC.

All anvandning av produkten tillsammans med andra marken och/eller &ndring av

komponenterna gér att QIAGEN:s garanti upphér att galla.
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Prestandaegenskaper

Blankgrans (Limit of Blank, LOB)

Blankgrénsen (Limit of Blank, LOB) bestémdes med 77 NSCLC EGFR-vildtyps-FFPE-prover och
75 plasmaprover frén friska donatorer (minst 60 métningar per reagenslot, 3 therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kitloter anvéindes). LOB bestémdes fér varje angiven analys, som det

lagsta erhdllna LOB-vérdet. LOB-resultaten sammanfattas i Tabell 7.

Tabell 7. Sammanfattning av blankgrénsen for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

EGFR-mal FFPE LoB (ACH) Plasma LoB (ACH)
T790M 11,49 40,23
L861Q 15,31 35,54
Tillagg 11,32 38,42
G719X 14,47 45,00
L858R 10,52 37,54
C797S 15,06 45,00
Borttagningar 14,15 45,00
S768| 14,64 45,00

Falskt positiva svar &r under 1 % fér alla EGFR-mal férutom fér L858R i FFPE (1,2 %) och for
tillagg i plasmaprover (1,08 %)
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Detektionsgrans

Detektionsgrénsen (Limit of Detection, LOD) fér var och en av de 42 EGFR-mutationerna
bestamdes p& lagt EGFR-positiva FFPE- och plasmaprover (3 therascreen EGFR Plus RGQ PCR

Kitloter anvandes). LOD-resultaten sammanfattas i Tabell 8.

Tabell 8. Sammanfattning av detektionsgrénsen for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

Exon Mutation COSMIC-ID  Basskifte FFPE Plasma
Mutantprocent Kopia per
ml
18 G719A 6239 c.2156G>C 5,09 % 794
G719S 6252 c.2155G>A 35,00 % 149
G719C 6253 c.2155G>T 1,10 % 161
19 Borftagningar 26038 €.2233_2247del15 2,02 % 100
13550 c.2235_2248>AATTC 0,61 % 75
6223 €.2235_2249del15 0,54 % 75
6225 €.2236_2250del15 0,74 % 75
18427 €.2237_2257>TCT 1,00 % 75
6220 €.2238_2255del18 0,22 % 75
12367 €.2237_2254del18 0,80 % 75
12384 €.2237_2255>T 0,36 % 75
12678 €.2237_2251del15 0,25 % 75
13551 €.2235_2252>AAT 0,65 % 75
13552 c.2235_2251>AATTIC 1,00 % 75
12386 €.2237_2252>T 0,78 % 75

Tabellen fortsatter pa nasta sida
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Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 8. Sammanfattning av detektionsgrénsen for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (forts.)

Exon Mutation COSMIC-ID  Basskifte FFPE Plasma
Mutantprocent  Kopia
per ml
19 Borttagningar 12416 €.2237_2253>TTGCT 0,60 % 75
12728 c.2236_2253del18 0,79 % 75
12422 €.2238_2248>GC 0,79 % 100
12382 c.2239_2248TTAAGAGAAG>C 2,99 % 589
6218 €.2239_2247delTTAAGAGAA 35,00 % 1100
12387 c.2239_2258>CA 0,93 % 75
12370 €.2240_2257del18 0,77 % 75
12403 c.2239_2256>CAA 0,92 % 75
6255 €.2239_2256del18 0,16 % 75
12383 €.2239_2251>C 0,72 % 75
12419 €.2238_2252>GCA 0,40 % 75
6210 c.2240_2251del12 0,92 % 75
23571 €.2238_2252del15 1,10 % 75
12369 €.2240_2254del15 0,78 % 75
13556 €.2253_2276del24 0,89 % 75
12385 €.2235_2255>AAT 0,71 % 75

Tabellen fortsatter p& néasta sida
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Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida
Tabell 8. Sammanfattning av detektionsgrénsen for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (forts.)

Exon Mutation ~ COSMIC-ID  Basskifte FFPE Plasma
Mutantpro  Kopia
cent per ml
20 S768l 6241 c.2303G>T 0,69 % 167
Tillagg 12376 ¢.2307_2308insGCCAGCGTG 0,76 % 150
12378 €.2310_2311insGGT 3,04 % 131
12377 ¢.2319_2320insCAC 0,64 % 51
13428 c.2311_2312insGCGTGGACA 0,76 % 100
13558 c.2309_2310AC>CCAGCGTGGAT 0,89 % 100
T790M 6240 €.2369C>T 1,80 % 174
C797Sa 6493937  c.2389T>A 1,11 % 126
C797Sb 5945664  c.2390G>C 0,62 % 125
21 L858R 6224 c.2573T>G 0,75 % 150
L861Q 6213 c.2582T>A 0,65 % 43
DNA-input

Den optimerade gDNA-input som ska anvandas i kombination med therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit utvarderades p& EGFR-positiva FFPE-prover fér 9 EGFR-mal (T790M, L861Q,
G719A, G719C, G719S, L858R, C797Sa, C797Sb, och S768l) (3 olika gDNA-input,
10 métningar per prov med input och 1 therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitlot anvéandes).

Resultatet visade att den optimerade input som ska anvandas ar 25 ng (5 ng/pl).

Den optimerade ccfDNA-input som ska anvéndas i kombination med therascreen EGFR Plus

RGQ PCR Kit utvarderades inte p& plasmaprover.
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Repeterbarhet

Repeterbarheten bestdmdes for ett EGFR-positivt och ett negativt FFPE- och plasmaprov. For
varje EGFR-analys bedémdes repeterbarheten fér en viss EGFR-mutation, som testades pd
2 mutationsnivéer (medelhdg och lég). Varje nivé testades i tvd exemplar vid minst
43 kérningar under 20 dagar, med minst 78 matningar per mutationsnivé och per analys
(3 Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument, 3 operatdrer och 3 therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kitloter anvéndes). Den kvantitativa analysen av resultaten fér repeterbarhet

sammanfattas i Tabell 9 fér FFPE-prover och i Tabell 10 fér plasmaprover.
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Tabell 9. Sammanfatining av resultaten for repeterbarhet for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit pé
FFPE-prover

Mellan Mellan Mellan

EGFR Plus-blandning | EGFR Plus-mal | restod operatorer instrument Mellon sisloter (- Mellan dagar kérningar Inom kérming Totalt
SO [ v | b | %oV | sb | %V | b [ %V | b | %oV | sb [ %V | b [ %y
lag 004 [051 o1 [131 o000 |000 |o000 |000 [034 |413 017 |208 |04 | 484
1790M
medelhdg | 005 | 103 | 014 [ 263 |o000 |0 000 | 000 |034 |641 |018 | 343 |04 |78
1790M 1861Q lag 000 [000 |036 |814 |000 |000 [000 |0 034 | 763 |026 |59 |o056 | 1262
1861Q
medelhsg | 000 | 000 |023 [ 1127|003 | 127 |000 |0 035 | 1692 | 021 | 1002 | 047 | 227
Vildtyp Eirelevant | 000 | 000 [000 [000 |o020 [o081 |o000 |0 04 | 159 o1 |o4s | o046 | 1,84
lag 015 [ 310 | 023 |455 |o030 |600 [000 [0 064 | 1293 | 035 | 697 | o083 | 1679
medelhg | 0,00 | 000 [ 023 | 11,95 | 021 | 1079|029 | 15290 | 049 | 2523|017 |85 |o067 | 3469
Ins_G719X lag 000 000 |052 |914 |o048 |849 |055 |97 |o78 1378|027 |474 [121 | 215
6719x
medelhsg | 000 | 000 | 049 [ 1333 | 048 | 1282 | 052 | 1406 | 063 [ 1702|033 | 884 | 112 | 3013
Vildtyp Eirelevant | 000 | 000 [027 [ 105 |o028 [112 |021 |08 |o072 |28 |o018 |28 |o086 | 339
lag 000 | 000 | 041 |576 |021 | 293 |o043 602 |023 |325 |o041 |574 079 | 11,03
L858R
medelhég | 016 | 340 | 038 [ 828 | 000 |000 |045 [972 |o024 [532 |o038 [820 |o076 | 1648
L858R C7975 lag 000 [000 |052 |913 |o024 | 419 [o000 |0 022 |38 |03 [535 |06 |12
7975
medelhdg | 000 | 000 | 035 [ 11,31 020 [ 923 o026 [85 |o036 [ 1172|021 |69 |o067 | 2162
Vildtyp Eirelevant | 020 [ 079 [029 [ 1,11 | o015 [05 |o044 [172 |04 [158 |021 [o083 |o074 | 292
lag 017 [ 310 | o016 | 285 |o000 |000 [000 [0 039 | 695 | 024 441 |05 | 925
medelhsg | 020 | 591 [ 024 [ 714 | o000 [o000 |o000 |0 042 | 1264 | 015 [ 453 | o054 | 1631
Del_57681 lag 006 | 074 | 035 | 443 | 035 | 443 [o018 232 |o042 [536 |025 |32 [o72 | 918
57681
medelhsg | 015 | 258 | 027 [ 464 |034 |58 |o032 |53 |03 [525 |024 | 417 |o068 | 11,66
Vildtyp Ejrelevant | 000 [ 000 | 014 [056 |o028 [ 112 |026 [102 |032 [126 |015 061 |054 | 213

* SD: Standardavvikelse

** %CV: Variationskoefficient
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Tabell 10. Sammanfatining av resultaten for repeterbarhet for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit pa
plasmaprover

Mellan Mellan Mellan .
EGFR Plus-blandning | EGFR Plus-mal | Testod operatorer instrument sp | Mellan satsloter | Mellan dagar Kérningar Inom kérning Totalt
SD* [ %V | _SD | %V | D | %V | S | %V | b | %V | b | %V | b | %V
lg 01 |o28 |o 0 016 | 046 |0 0 029 |08 |o04a5 [127 |057 |16
790M
medelhsg 016 | 049 |0 0 012 036 |0 0 026 |079 | 024 073 |04 | 123
T790M_1861Q lag 024 | 076 |03 |09 |02 |06 |o038 |1,23 |03 [106 |020 [094 |072 | 233
1861Q
medelhdg 014 | 049 | 027 |09 |o018 |063 |018 |063 |034 118 |018 [o063 |055 | 193
Vildiyp Eirelvant [ 022 | 084 | 011 |041 [032 | 122 |o 0 042 | 1,63 | 015 057 |06 |23
lag 015 | 048 | 008 |026 |014 |046 |005 015 |01 [o032 |03 [099 |04 |127
Tilkigg
medelhdg 013 | 043 |o 0 006 | 022 |01 |o035 [0 o 016 | 055 | o024 |08
Ins_G719X lag 053 | 184 |02 |o71 014 |047 |052 |18 |o068 [235 |o15 o5 | 105 |362
G719%
medelhdg 013 | 047 | 021 |076 |039 | 142 |0 0 057 | 205 | 013 [o047 |075 | 269
Vildiyp Ejrelvant [ 033 | 124 |01 |04 [o025 |097 |o 0 043 | 1,63 | 016 [06 |03 |231
lag 019 | o056 |o 0 01 |03 |o28 |08 [o033 |1 03 |o8 |o0s57 |17
1858R
medelhdg 017 | o055 |o 0 009 |03 |o022 |o71 [03 |09 |o018 |05 |o045 | 147
1858R_C7975 lag 012 | 039 | 032 | 101 |02 |08 |o014 |046 |01 [036 |028 |o089 |054 | 172
7975
medelhsg 009 |03 |o028 |09 |02 |07 |o 0 024 | 083 012 [o041 |045 | 155
Vildiyp Ejrelovant | O 031 [106 |03t [108 |o008 [o028 |028 |097 023 |08 |[o057 |19
lag 066 | 199 |o 0 0 o 018 | o054 |o084 |252 |028 [o08a | 102 | 336
medelhdg 046 |15 |o 0 0 o 0 0 066 |216 |028 [09 |o085 |278
Del_S7681 lag 053 | 166 | 016 | 049 |033 | 1,04 |034 | 1,06 |066 [207 |014 [o04a |09 |3m
57681
medelhdg 014 | 045 | 024 | 078 |025 |08 |024 |077 |035 [113 |012 039 |05 | 187
Vildiyp Eirelvant [ 047 |18 |02 |o078 [o026 | 108 |0 0 045 171 | 014 [o52 |o074 | 283

* SD: Standardavvikelse

** %CV: Variationskoefficient

En kvalitativ analys som utférdes pé& resultaten fér repeterbarhet fér FFPE och plasma visade
att tréffgraden for detektion av EGFR-mutationer &r oberoende av analyssatsens batch,

Rotor-Gene Q-instrumentet och operatoren.
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Reproducerbarhet

Reproducerbarheten bestdmdes pa ett EGFR-positivt och ett negativt FFPE- och plasmaprov.
For varje EGFR-analys bedémdes repeterbarheten fér en viss EGFR-mutation, som testades p&
2 mutationsnivéer (medelhdg och lag). Varje nivé testades i 5 replikat vid minst 75 kérningar
(25 kdrningar per plats) under minst 5 dagar, med minst 70 matningar per mutationsnivé och
per analys (3 platser, eft Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument per plats, en operatdr per
plats och en therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitlot anvéndes). Den kvantitativa analysen av
resultaten fér reproducerbarhet sammanfattas i Tabell 11 f6r FFPE-prover och i Tabell 12 fér

plasmaprover.
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Tabell 11. Sammanfatining av resultaten fér reproducerbarhet for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit pé

FFPE-prover

Inom

Mellan

P Mellan dagar Totalt
EGFR Plus-blandning | EGFR Plus-mal rj:zgonsniv& kérnin platser
SD* |CV** [SD |%CV |SD |%CV [SD | %CV
lag 0,23 12,7 0,48 |548 |0,12|1,38 0,54 | 6,26
T790M
medelhég 0,19 | 3,42 0,44 |7,95 |0,13|2,29 (0,5 |8,95
T790M_1861Q lag 0,22 (4,85 0,7 |1548|0,316,81 0,79 17,59
1861Q
medelhég 0,21 18,7 [066 (27,6 |0 0 0,69 |28,93
Vildtyp Ej relevant 0,14 |1 0,55 [ 0,62 | 2,46 |0,38|1,53 (0,74 |2,95
lag 0,28 | 5,29 [ 0,21 | 4,02 |0 0 0,35 | 6,64
Tillagg
medelhdg 0,15 |7,11 [0,15 | 6,87 |0,09|3,99 (0,23 | 10,66
Ins_G719X lag 0,25 | 4 0,2 |3,14 (0,29 |4,56|0,43 | 6,83
G719X
medelhég 0,18 | 4,18 0,22 | 5,11 |0,26|6,01 [0,39 | 8,92
Vildtyp Ej relevant 0,14 [ 0,54 | 0,14 | 0,54 |0,15|0,61 (0,25 | 0,97
lag 0,27 134 [0,15 (192 |0,33|4,11|0,45 | 5,67
L858R
medelhég 0,22 | 4,23 {0,15(2,92 |0,31|596(0,42 |7,87
L858R_C797S lag 0,3 |4,97 (0,12 (2,07 |0,12|1,93|0,35 |5,72
C797S
medelhég 0,19 | 5,23 [0,16 | 4,52 |0,2 |5,59(0,32 | 8,89
Vildtyp Ej relevant 0,12 | 0,46 {0,21 | 0,82 |0,05|0,18 [0,24 | 0,96
lag 0,24 | 4,16 [ 0,24 | 4,16 |0,19|3,33 (0,37 | 6,53
Borttagningar
medelhdg 0,15 | 4,43 [0,11 |3,12 |0,16|4,65[0,25 |7,14
Del_S768I lag 0,26 13,29 (02 |254 |0,14]|1,85[0,35 | 4,55
S768l
medelhdg 0,21 | 3,66 [ 0,28 | 4,76 |0,13|2,25|0,37 | 6,41
Vildtyp Ej relevant 0,12 (0,49 (0,11 | 0,45 |0,26|1,02|0,31 | 1,22

* SD: Standardavvikelse

** %CV: Variationskoefficient
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Tabell 12. Sammanfatining av resultaten fér reproducerbarhet for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit pé
plasmaprover

- Mellan Mellan
) | Testad Inom kérning dagar latser Totalt
EGFR Plus-blandning | EGFR Plus-mal mutationsnivé g P
v Va1 sD* | %Cv* |SD | %CV |SD | %CV |SD | %CV
lég 0,34 0,93 [0,26(0,73(0,14 [0,4 0,45 | 1,25
T790M
medelhdg 0,2 0,58 |0,22|0,66|0,24 0,73 |0,38 1,14
T790M_L861Q l&g 0,35 | 1,11 0,1910,6 |0,17 |0,55 (0,43 | 1,37
1861Q
medelhdg 0,19 [ 0,65 |0,16|0,56|0,23 |0,81 (0,34 [ 1,18
Vildtyp Ej relevant 0,18 [ 0,67 |0,86|3,28|0,47 |1,8 1 3,8
lég 0,29 0,93 |0 0 0 0 0,3 0,94
Tillagg
medelhdg 0,19 [ 0,65 |0 0 0 0 0,2 0,67
Ins_G719X l&g 0,39 1,3 0,6412,15|0,85 (2,86 | 1,13 | 3,81
G719X
medelhdg 0,24 (0,87 |033|1,19|0,25 0,9 |0,48 1,72
Vildtyp Ej relevant 0,19 (0,72 |0,21(0,82 (0,16 [0,63 [0,33 | 1,26
lag 0,37 | 1,1 0,35|1,0410,47 | 1,38 [ 0,69 |2,05
L858R
medelhdg 0,17 {0,55 |0,35|1,12|0,48 | 1,54 (0,62 | 1,98
L858R_C797S lég 0,29 (0,94 [0,23(0,74{0,31 [0,98 [0,48 | 1,54
C797S
medelhdg 0,2 0,68 |0,18|0,63|0,35|1,22 (0,44 |1,53
Vildtyp Ej relevant 0,3 1,04 |0,38|1,3110,34 |1,18 [ 0,59 |2,05
l&g 0,3 0,91 0,38 (1,16 0,54 | 1,62 |0,73 | 2,19
Borttagningar
medelhdg 0,21 [0,69 |0,32|1,04|0,52 (1,7 [0,65 |2,11
Del_S768lI l&g 0,17 [ 0,53 |0,27|0,84|0,32 [ 1,21 [0,5 1,57
S768l
medelhdg 0,2 0,66 |0,17|0,56|0,28 |0,92 (0,39 | 1,26
Vildtyp Ej relevant 0,17 | 0,65 |0,19|0,71]0,3 1,13 [ 0,39 | 1,49

* SD: Standardavvikelse

** %CV: Variationskoefficient

En kvalitativ analys som utférdes pé resultaten for reproducerbarhet fér FFPE och plasma

visade att tréffgraden fér detektion av EGFR-mutationer ér oberoende av platsen.
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Interfererande dmnen

Totalt 36 potentiellt interfererande dmnen har testats p& 2 EGFR-positiva och ett EGFR-negativt
FFPE- och plasmaprov (Tabell 13). De endogena potentiellt interfererande @mnena och
exogena dmnen som kan finnas i provet fsre DNA-beredningen blandades med proverna pé
en kliniskt relevant maximal nivé. De exogena potentiellt interfererande &mnena frén
arbetsflddena fér DNA-beredningen blandades med DNA som extraherats pé& en berdknad
varsta tankbara nivé. Varje prov (kontroll och blandat med potentiellt interfererande &@mnen)
testades i 6 replikat, vilket resulterade i totalt 51 kérningar (1 therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kitlot anvandes). Den kvantitativa analysen har inte visat att de testade Gmnena har

négon interfererande inverkan.
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Tabell 13. Potentiellt interfererande Gmnen testade pa FFPE-prover

Testad substans Testkoncentration
Formalin 4-10 % 4,10E-05 %
Paraffinvax 4,10E-05 %
Deparaffinization Solution 4,10E-05 %
ATL (QlAamp FFPE Lysis Buffer) 1,30E-05 %
Proteinas K 4,00E-05 %
RNAse A 1,99E-07 %
ALbuffert (QlAamp FFPE Lysis Buffer) 1,99E-03 %
Etanol 96-100 % 1,99E-03 %
AW1 (QlAamp FFPE Wash Buffer) 1,00E-01 %
AW?2 (QIAamp FFPE Wash Buffer) 1,00E+00 %
QSB1 (QlAsymphony FFPE Buffer) 4,19E-07 %
MBS (QIAsymphony FFPE Magnetic Beads Solution) 6,15E-09 %
QSW1 (QlAsymphony FFPE Wash Buffer) 8,80E-04 %
QSW2 (QIAsymphony FFPE Wash Buffer) 8,80E-02 %
AVE (QlAsymphony FFPE Elution Buffer) 5,00E+00 %
ATE (QlAamp FFPE Tissue Elution Buffer) 5,00E+00 %
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Tabell 14. Potentiellt interfererande Gmnen testade pé plasmaprover

Testad substans Testkoncentration
Buffer ACL (QlAamp Plasma Lysis Buffer) 5,77E-05 %
Buffer ACB (QIAMP Plasma Buffer) 2,92E-04 %
Buffer ACW1 (QlAamp Plasma Wash Buffer) 1,00E-03 %
Buffer ACW2 (QlAamp Plasma Wash Buffer) 1,25E-02 %
Etanol 96-100 % 1,25E-01 %
Buffer AVE (QlAamp Plasma Elution Buffer) 5,00E+00 %
C/l\Jll.’aoSr? (QlAsymphony plasmalésning med magnetiska 3,48E-05 %
Proteinas K 7,49E-05 %
QSB4 (QlAsymphony Plasma Buffer) 5,57E-04 %
QSWS8 (QIAsymphony Plasma Wash Buffer) 1,11E-01 %
QSW?9 (QIAsymphony Plasma Wash Buffer) 4,62E-01 %
QSW10 (QlAsymphony Plasma Wash Buffer) 5,00E+00 %
QSE1/QSE2 (QlAsymphony Plasma Elufion Buffer)  5,00E+00 %
Etylendiamintetragttiksyra (EDTA) 3,39E+00 pmol/L
Okonjugerat bilirubin 684 pmol/L
Konjugerat bilirubin 475 pmol/L
Hemoglobin 10g/L
Triglycerider 16,94 mmol/L
Xylen 684 pmol/L
Kloroform 5,00E+00 %
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Specificitet och korsreaktivitet

Specificiteten och korsreaktiviteten for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit utvarderades
genom att testa férmé&gan hos therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit att detektera och korrekt
identifiera (om ftillampligt) EGFR-mutationen som visas i Tabell 1. Fér FFPE-proverna
genomfdrdes studien pé alla EGFR-mé&Imutationer. Specificiteten fér plasmaprover bedémdes
p& C797Sa- och C797Sb-méalmutationer. Alla prover testades i ett exemplar per therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kitlot. 3 therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitloter anvéndes. Studien
visade att alla mélmutationer detekterades av den férvéntade EGFR-analysen och att ingen

signal observerades med andra analyser.

Detektionen med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit av den ickeriktade sallsynta
L858Q-mutationen bedémdes ocks& genom att testa FFPE- och plasmaprover. Denna studie
visade att L858Q-mutationen inte detekteras av C797S-analysen och att den kan detekteras

av L858R-analysen vid hég mutationsprocent (FFPE) och hégt antal kopior (plasmal).
Korskontaminering och éverféring

Korskontamineringen fér de 4 arbetsflddena for EGFR Plus, dvs. med anvdndning av de
4 metoderna fér DNA-beredning, utvirderades vid olika férhéllanden med alternerande
EGFR-positiva och negativa prover. Minst 3 kdrningar av varje arbetsfldde for EGFR Plus
utférdes (1 therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kitlot anvéindes per arbetsfléde) och inget av de

4 arbetsflédena uppvisade korskontaminering.

Under beddmningen av korskontaminering utvarderades overféringen av de fyra

arbetsflédena fér EGFR Plus och ingen 6verféring mellan olika kérningar kunde konstateras.
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Tidsram i anvéndning

Den maximala tidsramen mellan gPCR-plattberedningen och starten av gqPCRk&rningen
bestémdes for varje EGFR-analys fér en viss EGFR-mutation, testad pd 1 ldg mutationsnivé
(eft Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument, 1 operatér, 1 therascreen EGFR Plus RGQ PCR
Kitlot anvéndes). De 8 olika FFPE-positiva proverna har testats omedelbart efter
gPCR-plattberedning och efter 3 timmar, 6 timmar och 24 timmars férvaring vid +2 °C/+8 °C.
Den maximala acceptabla tidsramen &r 24 timmar, men det rekommenderas att starta
gPCRkdrningen med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit s& snart som mdjligt efter

forberedelse av plattan (dvs. efter att alla prover som ska testas har laddats).
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Klinisk prestanda

Noggrannhet: Jamfdrelse med analytisk referensmetod

Studien visade hog 6Sverensstémmelse mellan therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit och
metoderna fér analytisk noggrannhet. Anvanda referensmetoder och metoder fér hantering av
avvikelser: PNA gPCR - i Karachaliou et al., 2015 och Mayo-de-las-Casas et al., 2017;
bidirektionell Sanger-sekvensering; Next-generation sequencing, therascreen EGFR RGQ PCR
Kit V2, CE (kat.nr 874111) och therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit, CE (kat.nr 870311).

Resultaten analyserades for att bedéma positiv dverensstdmmelse i procent (Positive Percent
Agreement, PPA), negativ verensstdmmelse i procent (Negative Percent Agreement, NPA)
och total dverensstdmmelse i procent (Overall Percent Agreement, OPA) med avseende pé&
EGFR-mutationsstatus (MT eller WT) och EGFR-mé&l (mutationsidentifiering) fér FFPE- och
plasmaprover mellan therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit och respektive referensmetod och

fsliande metod fér hantering av avvikelser.

| studien testades 170 FFPE-prover och 148 gav giltiga tolkningsbara resultat (148 provstatus

och 155 malstatus).

Nar resultaten for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit j@mférdes med resultaten fér respektive
referensmetod visade 4 EGFR-provstatus (MT eller WT) avvikelse. Efter analys med metod for
hantering av avvikelser minskade antalet avvikande provstatus (MT eller WT) till en enda
avvikande, falskt negativ provstatus. PPA, NPA och OPA med motsvarande tvasidiga 95 %

konfidensintervall (Confidence Intervals, Cl) sammanfattas i Tabell 15 och Tabell 16.
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Tabell 15. Analys av éverensstimmelse for total mutationsstatus per prov - jamforelse mellan
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit och referensmetod fér FFPE-prover

Nedre gréns for Ovre gréns for
konfidensintervall konfidensintervall 95 %
95 %

Total 6verensstammelse i 97,30 % 93,22 % 99,26 %

procent

Positiv overensstdmmelsei 93,65 % 84,53 % 98,24 %

procent (kénslighet)

Negativ dverensstdmmelse 100,00 % 95,75 % 100,00 %

i procent (specificitet)

Tabell 16. Analys av dverensstimmelse for total mutationsstatus per prov efter undersokning av
avvikelser for FFPE-prover

Nedre grdns for Ovre griins for
konfidensintervall 95 %  konfidensintervall 95 %

Total 6verensstammelsei 99,32 % 96,29 % 99,98 %
procent
Positiv overensstimmelse i 98,33 % 91,06 % 99,96 %

procent (kénslighet)

Negativ dverensstdmmelse 100,00 % 95,89 % 100,00 %
i procent (specificitef)

Nar resultaten for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jamférdes med resultaten for respektive
referensmetod visade 9 EGFR-mdlstatus avvikelse (Tabell 17). Efter analys med metod for
hantering av avvikelser minskade antalet avvikande madlstatus till 3 avvikande, 2 falskt
negativa och 1 falskt positiv mdlstatus (Tabell 18). PPA, NPA och OPA med motsvarande
tvésidiga 95 % konfidensintervall (Confidence Intervals, Cl) sammanfattas i Tabell 19 och
Tabell 20.

86 Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022



Tabell 17. Detaljerad FFPE-mutationsstatus per mél - jamférelse mellan therascreen EGFR Plus RGQ PCR

Kit och referensmetod

Referensmetod z o 3 X % 4 ,g’ s 5

=1R|g|g|58|8|2|5 %
3 of
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

W1 85 1 - 2 1 91
790M 2 | 2 A N
1861Q A T R I
Tillégg 1 - 1 - ) ) 2
G719X . : 1 : : 1

L858R - - - 19 R R 19
C797s - - - 1 - - 1

Borttagningar - - - 36 - 36
Ex21 MT - - - R - R

Totalt 88 3 1 1 3 19 1 38 1 155
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Tabell 18. Detaljerad FFPE-mutationsstatus per mél efter undersokning av avvikelser

Referensmetod .
och metod for > -
hantering av 5 z c § ?_0<~ % g s f 5
avvikelser E § = 5 g 5 é’ E k]
2
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
W1 89 2 91
T790M 4 4
L861Q 1 1
Tilligg 1 1 2
G719X 1 1
L858R 19 19
C797s 1 1
Borttagningar 36 36
Ex21 MT
Totalt 90 4 1 1 3 19 1 36 155

Tabell 19. Andlys av Gverensstimmelse for total mutationsstatus per mél - jamforelse mellan therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit och referensmetod for FFPE-prover

Nedre gréns for
konfidensintervall 95 %

Ovre gréns for

konfidensintervall 95 %

Total 6verensstammelse i
procent

Positiv 6verensstammelse i
procent (kénslighet)

Negativ 6verensstimmelse i
procent (specificitet)

94,19 %

91,04 %

96,59 %

89,26 %

81,52 %

90,36 %

97,31 %

96,64 %

99,29 %

88
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Tabell 20. Analys av Gverensstimmelse for total mutationsstatus per mél efter undersokning av
avvikelser for FFPE-prover

Nedre gréns for Ovre grins for
konfidensintervall konfidensintervall
95 % 95 %

Total 6verensstammelse i 98,06 % 94,44 % 99,60 %

procent

Positiv overensstammelse i 96,92 % 89,32 % 99,62 %

procent (kénslighet)

Negativ dverensstimmelse i 98,89 % 93,96 % 99,97 %

procent (specificitet)

| studien testades 106 plasmaprover och 106 gav giltiga tolkningsbara resultat (106

provstatus och 121 malstatus).

Nar resultaten for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit j@mférdes med resultaten fér respektive
referensmetod visade 9 EGFR-provstatus (MT eller WT) avvikelse. Efter analys med metod fér
hantering av avvikelser minskade antalet avvikande provstatus (MT eller WT) till 3 avvikande,
1 falskt negativ och 2 falskt positiv provstatus. PPA, NPA och OPA med motsvarande tvésidiga
95 % konfidensintervall (Confidence Intervals, Cl) sammanfattas i Tabell 21 och Tabell 22.
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Tabell 21. Andlys av Gverensstimmelse for total mutationsstatus per prov - jamforelse mellan
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit och referensmetod for plasmaprover

Nedre gréns for Ovre gréns for
konfidensintervall 95 % konfidensintervall 95 %

Total verensstdmmelse i 91,51 % 84,49 % 96,04 %
procent
Positiv overensstimmelse i 87,27 % 75,52 % 94,73 %

procent (kénslighet)

Negativ dverensstimmelse i 96,08 % 86,54 % 99,52 %
procent (specificitet)

Tabell 22. Analys av dverensstdmmelse for total mutationsstatus per prov efter undersokning av
avvikelser for plasmaprover

Nedre grdns for Ovre griins for
konfidensintervall 95 %  konfidensintervall 95 %

Total verensstammelse i 97,17 % 91,95 % 99,41 %
procent

Positiv overensstimmelse i 97,96 % 89,15 % 99,95 %
procent (kanslighet)

Negativ 6verensstimmelse i 96,49 % 89,89 % 99,57 %

procent (specificitef)

Nar resultaten for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit j@mférdes med resultaten fér respektive
referensmetod visade 18 EGFR-mdlstatus avvikelse (Tabell 23). Efter analys med metod fér
hantering av avvikelser minskade antalet avvikande mélstatus till 5 avvikande, 3 falskt positiva
och 2 falskt negativa mélstatus (Tabell 24). PPA, NPA och OPA med motsvarande tvasidiga
95 % konfidensintervall (Confidence Intervals, Cl) sammanfattas i Tabell 25 och Tabell 26.
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Tabell 23. Detaljerad mutationsstatus for plasma per mal - jémférelse mellan therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit och referensmetod

5
Referensmetod E § g =§ gg’ § g _:!;
N ] S =} o £ =
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit 2
W1 49 6 [¢) 1 62
T790M 8 8
L861Q 2 2
Tilligg 1 1
L858R 13 13
C797s 0
Borttagningar 4 1 30 35
Totalt 53 14 2 1 19 1 31 121

Tabell 24. Detaljerad mutationsstatus for plasma per mal efter undersékning av avvikelser

Referensmetod
och metod for N
hantering av = S
ikel g | g| x| | £ | =
avvikelser § 3 2 £ 3 E £ 5
N ] = ] (3] £ =
a
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
WT 60 1 1 62
T790M 8 8
L861Q 2 2
Tilligg 1 1
L858R 13 13
C797S 0
Borttagningar 3 32 | 35
Totalt 63 9 2 1 14 0 32 121

Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022 91



Tabell 25. Andlys av Gverensstimmelse for total mutationsstatus per mél - jamforelse mellan therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit och referensmetod for plasmaprover

Nedre gréns for Ovre gréns for
konfidensintervall 95 %  konfidensintervall 95 %

Total dverensstdimmelse i 85,12 % 77,51 % 90,94 %
procent
Positiv 6verensstammelse i 80,60 % 69,11 % 89,24 %

procent (kénslighet)

Negativ dverensstdmmelse i 90,74 % 79,70 % 96,92 %
procent (specificitet)

Tabell 26. Analys av dverensstammelse for total mutationsstatus per mél efter undersokning av
avvikelser for plasmaprover

Nedre grans for Ovre gréins for
konfidensintervall 95 % konfidensintervall 95 %

Total verensstimmelse i 95,87 % 90,62 % 98,64 %
procent

Positiv 6verensstammelse i 96,55 % 88,09 % 99,58 %
procent (kénslighef)

Negativ dverensstdmmelse i 95,24 % 86,71 % 99,01 %

procent (specificitet)
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Felsékningsguide

Den hér felsdkningsguiden kan vara till hjglp fér att 16sa eventuella problem som uppstar. Mer

information finns pé sidan vanliga fragor (Frequently Asked Questions, FAQs) pé vért tekniska

supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar QIAGEN teknisk

service gdrna p& frdgor om informationen och/eller protokollen i denna handbok eller

prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, besék www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag

Kérningen dr ogiltig pé grund av ogiltig positiv kontroll

a)

b)

En komponent av
reaktionsblandningen har
inte tillsats

Reaktionsblandningen har
forsamrats

For liten volym pipetterad:
Pipetteringsvolymen kan
vara felaktig

Fel med instrumentet Rotor-
Gene Q MDx

Fel pé tillbehdr till Rotor-
Gene Q MDx-instrumentet

Kontrollera att reaktionsblandningen har férberetts korrekt.

Kontrollera att alla komponenter
gPCR-reaktionsblandningen har fillsatts.

for

Upprepa gPCR-kSrningen.

Satsen har frysts ned och tinats upp fér manga génger,
satsens innehdll har inte férvarats i ~30 °Cill =15 °C, eller
s& har inte primer- och sdkfragmentblandningarna
skyddats fréan ljus.

Kontrollera  forvaringsvillkkoren  och  utgdngsdatum
(se etiketten) for reagenserna och anvédnd en ny sats.

Upprepa gPCR-k&rningen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av

reaktionen. Kontrollera att 5 pl kontroll fillsatts.
Kontrollera och  kalibrera innan

gPCR-kdrningen upprepoas.

om pipetterna

Kontrollera underhéllsloggarna fér instrumentet.

Upprepa gPCR-kdrningen.

72-Well Rotor kan vara felaktigt l&st.
Upprepa gPCR-kdrningen.
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Kommentarer och férslag

f) Inversion av rér p& remsa  Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av
och/eller prov-ID reaktionen.

Upprepa gPCR-kérningen.

g) Kontroller saknas eller har  Kontrollera att ratt kontroll har laddats i ratt position.
laddats i en felaktig Upprepa qPCRkaringen.
position

h) Otillracklig blandning av  Tiningen av kontrollerna slutférdes inte innan de laddades
kontrollprover eller s& blandades inte kontrollerna korrekt med

reaktionsblandningen (pipettering upp och ner).
Upprepa gPCRk3rningen.
i) Ineffektiv rorstéingning Roret stangdes inte effektivt, vilket ledde fill dunstning vid
gPCR-k&rningen.
Upprepa gPCR-kSrningen.

i) Forvaringsvillkoren for en  Kontrollera  férvaringsvillkoren  och  utgdngsdatumet
eller flera satskomponenter  (se etiketten pd satsen) for reagenserna och anvénd en ny
Sverensstamde inte med sats vid behov.
de instruktioner som gavs i
"Férvaringsférhallanden”

(sida 26)

k) Utgangsdatum for Kontrollera  férvaringsvillkoren och  utgéngsdatumet
therascreen EGFR Plus (se etiketten p& satsen) fér reagenserna och anvénd en ny
RGQ PCR Kit har sats vid behov.
passerats

) Felaktig férstarkningsgraf  Kontrollera motsvarande kurva fér ovanliga  kurvor
(artefaki) (dvs. En rak linje).

Upprepa gPCR-k&rningen.
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Kommentarer och férslag

Kérningen dr ogiltig pa grund av amplifiering i kontroll utan mall

a) Korskontaminering eller
kontamination av
reagenserna

b) Felaktig férstarkningsgraf
(artefaki)

c) Inversion av rér pd remsa
och/eller prov-ID

d) Fel med instrumentet Rotor-

Gene Q MDx

Hantera  alltid  prover,  satskomponenter  och
forbrukningsartiklar i enlighet med god laboratoriesed fér
att undvika kontaminering via dverféring (carryover).

Var noga med att byta spetsar mellan pipettering av olika
reagenser eller vid laddning av olika rér. Férbered
gPCR-reaktionsblandningen med dartill avsedda tillbehdr
(pipetter, spetsar osv.).

Forbered qPCR-reaktionsblandningen och NTC-reaktionen
i eft anpassat utrymme dar inget DNA-material (DNA,
plasmid eller PCR-produkter) férs in.

Om korskontaminering har identifierats ska du byta ut alla
reagenser.

Upprepa gPCR-kSrningen.

Kontrollera motsvarande kurva fér ovanliga kurvor (dvs. en
rak linje).

Upprepa gPCR-kérningen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av
reaktionen.

Upprepa gPCR-k&rningen.

Kontrollera underhéllsloggarna fér instrumentet.

En felinriktad lins kan t.ex. orsaka hégre bakgrund eller
artefakt. Om linsjustering inte ingér i din underhdllsplan
kontaktar du QIAGEN teknisk service fér mer information
och eventuell étgard.

Provet &r ogiltigt pa grund av ingen eller lag amplifiering i den interna kontrollen
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Kommentarer och férslag

a) For lag DNAkoncentration
i provet

b) Dalig DNA-provkvalitet

c) Forekomst av hammare i
provet

d) For liten volym pipetterad:
Pipetteringsvolymen kan
vara felaktig

e) Ineffektiv rérstangning

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r optimerat fér en
koncentration p& 5 ng/pl (DNA fran FFPE) och 5 pl renat
extraherat ccfDNA frén plasmaprover.

Kontrollera koncentrationen (fér FFPE).

Upprepa qPCR-steget fr provet.

Kontrollera koncentrationen (fér FFPE).

Upprepa qPCR-steget med ett alternativt prov (helst
nyskuret).

Upprepa kérningen med en hdgre provkoncentration.
OBS! Testning av en hdgre gDNA-koncentration kan
generera ett tidigare varde p& exon 2 Cr, men &kar risken
for hémning. Dérfér kan vardet p& exon 2 Cr bli senare
an med en lagre koncentration.

Spad provet och upprepa kdrningen med lagre
provkoncentration.

OBS! Testning av en lagre koncentration kan ge en tidigare
exon 2-signal om det fanns hdmmare i provet vid 5 ng/pl.
Extrahera provet (FFPE) p& nytt mer fler sektioner och
upprepa kdrningen.

OBS! Genom eluering av fler sektioner i samma volym kan
koncentrationen  fér hémmaren 6kas ndr  provet
normaliseras till 5 ng/pl.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av
reaktionen. Kontrollera att 5 pl prov tillsatts.

Kontrollera och  kalibrera  om  pipetterna  innan
gPCR-kdrningen upprepoas.

Roret stdngdes inte effektivt, vilket ledde till dunstning vid
gPCRkdrningen.

Upprepa gPCR-steget fér provet.
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Kommentarer och férslag

f)  Forvaringsvillkoren for en
eller flera satskomponenter
Sverensstamde inte med
de instruktioner som gavs i
"Férvaringsforhallanden”

(sida 26)

g) Utgéngsdatum for
therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit har

passerats

h) Onormal fluorescens

Kontrollera  forvaringsvillkoren och  utgadngsdatumet
(se efiketten p& satsen) fér reagenserna och anvénd en ny
sats vid behov.

Kontrollera  forvaringsvillkoren och  utgadngsdatumet
(se efiketten p& satsen) fér reagenserna och anvénd en ny
sats vid behov.

Skriv inte p& réren. Hantera réren férsiktigt. Bar handskar.

Kontrollera visuellt om PCR-reaktionsréret innehéller svarta
magnetiska  partiklar  (frén  den  automatiserade
QIAsymphony-extraktionen). Partiklar kan avldgsnas enligt
beskrivningen i handbdckerna  fér  respektive
extraktionssats.

Provet &r ogiltigt pa grund av tidig amplifiering av den interna kontrollen i proverna

a) Fér hog DNA-

koncentration i provet

b) For stor volym pipetterad:
Pipetteringsvolymen kan
vara felaktig

c) Forstarkningsgrafen kan
vara felaktig

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit &r optimerat for en
koncentration p& 5 ng/pl (FFPE).

For gDNA frén FFPE: Kontrollera DNA-koncentrationen.
Om DNAkoncentrationen inte ligger p& denna nivén,
spad DNA.

For ccfDNA frén plasma: Spad provet.
Upprepa gPCR-steget fér provet.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av
reaktionen. Kontrollera att 5 pl prov tillsatts.

Kontrollera och kalibrera om pipetterna innan gPCR-
kérningen upprepas fér provet.

Kontrollera motsvarande kurva fér falskt positiva (dvs. en
rak kurva i stéllet fér exponentiell amplifiering).

Upprepa gPCR-steget fér provet.
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Kommentarer och férslag

d) Onormal fluorescens Skriv inte p& réren. Hantera réren férsiktigt. Bar handskar.
Kontrollera visuellt om PCR-reaktionsroret innehéller svarta
magnetiska  partiklar ~ (frdn  den  automatiserade
QlAsymphony-extraktionen). Partiklar kan avlagsnas enligt
beskrivningen i handbéckerna  fér  respektive
extraktionssats.

e) Fel med instrumentet Rotor-  Kontrollera underhéllsloggarna fér instrumentet.
Gene Q MDx En felinriktad lins kan t.ex. orsaka hégre bakgrund. Om
linsjustering inte ingér i din underhdllsplan kontaktar du
QIAGEN teknisk service for mer information och eventuell
atgard.

Provet &r ogiltigt pd grund av ovéntat tidigt ACT eller CT

a) Provet &r ogiltigt — Konfigurera en ny PCRkdrning och upprepa provet och var
CT for lagt eller uppmérksam pé& blandningsstegen.
under cutoff-
intervallet

Kvalitetskontroll

For att sdkerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit med faststallda specifikationer enligt QIAGEN:s [ISO-certifierade

kvalitetshanteringssystem.

Kvalitetskontroll av hela satsen har utférts pd ett Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument.
Den hér satsen ar tillverkad enligt standarden 1SO 13485. Analyscertifikat finns tillgangliga

p& begdran p4 www.qiagen.com/support.
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Symboler

Féljande symboler kan finnas i bruksanvisningen eller pa férpackningar och etiketter:

Symbol

Symbolférklaring

"

EE
o

LOT

GTIN

*? al [0

Innehaller reagens som réacker till <N> reaktioner

Utgéngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer

Lotnummer

Materialnummer (dvs. komponentetikett)
Komponenter

Innehaller

Antal

GSl-artikelnummer

R betyder revidering av bruksanvisningen och n &r

revisionsnumret

Temperaturbegrdnsning

Tillverkare
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Symbol Symbolférklaring

[:II] Las bruksanvisningen

& e .
//lt Utsatt inte for direkt solljus
[ ]

Rx ONLY Endast for receptbelagd anvéndning

i:i Varning/férsiktighet

Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information @r du valkommen att besdka vart tekniska
supportcenter p& www.qiagen.com/Support, ringa oss p&d 00800-22-44-6000 eller kontakta
en avdelning for QIAGEN teknisk service eller lokala distributérer (se baksidan eller besdk

www.qiagen.com).
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Bilaga A: Installera Rotor-Gene AssayManager
v2.1-programmet, Gamma Plug-in och importera
analysprofilen

Viktigt att tanka pé fére start

® Programmet Rotor-Gene AssayManager v2.1 méste installeras pd datorn som ar ansluten
till Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM-instrumentet. Du kan hdmta programvaran frén
produktsidan fr Rotor-Gene AssayManager v2.1 pd www.giagen.com/9025620 >
Resources > Operating Software (> Resurser > Programvara). Detaljerad information om
installation av  Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application finns i

Anvéndarhandboken till Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.
e Det kréavs ett specifikt plugin-program fér therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit: Gamma

Plug-in. Fér att hdmta den senaste versionen av plugin-programmet gér du till produktsidan
for Rotor-Gene AssayManager v2.1 p& www.giagen.com/9025620 > Resources >
Operating Software (> Resurser > Programvara). Detta plugin-program méste installeras

pd en dator som redan har Rotor-Gene AssayManager version 2.1 eller senare installerat.

® therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit krdver Gven en analysprofil. Den har analysprofilen
innehdller alla parametrar som behdvs fér PCR-cykling och automatiserad dataanalys. Tvé

analysprofiler finns tillgangliga fér anvéndning med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit:

O En dedikerad fér testning av gDNA-prover fr&n FFPE: therascreen_EGFR_Plus_FFPE
O En dedikerad for testning av ccfDNA-prover frén plasma:
therascreen_EGFR_Plus_Plasma
® Analysprofilerna  motsvarar .iapfiler som kan hémtas frédn produkisidan  fér
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit p& www.qiagen.com. Analysprofilerna mdste

importeras till Rotor-Gene AssayManager v2.1-programmet.
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Procedur

Information om installationen av Gamma Plug-in och import av analysprofilerna till Rotor-Gene

AssayManager v2.1-programmet finns nedan.

Installation och import av Gamma Plug-in och analysprofilen beskrivs i Anvédndarhandbok till

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application och i Anvéndarhandbok till Gamma Plug-in.

1. Hémta Gamma Plug-in frén QIAGEN:s webbplats.
2. Dubbelklicka pé filen RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x.msi (x>0) for att

installera den och f8lj installationsanvisningarna. En detaljerad beskrivning av den har
processen finns i avsnittet om installation av plugin-program i Anvédndarhandbok till

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

3. Nar plugin-programmet har installerats méste en person med administratérsrattigheter for
programmet Rotor-Gene AssayManager v2.1 importera den senaste versionen av
analysprofilen pé féljande satt:

3a. Ga till Windows Explorer och spara AP:n i denna mapp: “
C:\Documents and settings\Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Import\AssayProfiles.

v/
3b. Klicka p& Rotor-Gene Assay Manager v2.1-ikonen. #

Inloggningsfénstret visas.

Rotor-Gene AssayManager
LI Llld
QIAGEN N

User ID

Password

Mode
Closed v|

(=

Figur 21. Rotor-Gene AssayManager v2.1.
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3c. Ange ditt anvéndarID och l&senord. Lémna alternativet Mode (Léige) som Closed
(Stangt). Klicka p& OK.

Arbetsytan i Rotor-Gene AssayManager visas.

& Rotor-Gen ArsayManager
Fie hoe

. — S— - e o ChHINCE

Available work lsts | Mansge or apply work lists

T T s Cresmon o e ooy

- Mot connected Connected

Figur 22. Rotor-Gene AssayManager v2.1. 1 = Fliken “Setup” (Installation). Den hér fliken fillater

hantering eller fillampning av arbetslistor 2 = Fliken “Approval” (Godkannande). Den har fliken l&ter

dig hitta tidigare experiment. 3= Fliken “Archive” (Arkiv). Den har fliken later dig hitta tidigare
godkanda experiment. 4 = Fliken Service. P& den hér fliken rapporteras eft granskningsspér for
varie fil som skapats av programvaran. 5 = Fliken “Configuration” (Konfiguration). Den har fliken
l&ter dig konfigurera alla programparametrar. 6 = instrumentikon fér Rotor-Gene Q (RGQ);
informerar anvéndaren om huruvida en given cykler &r ansluten. Upp fill fyra RGQuinstrument kan
anslutas till samma dator.

3d. Far en systemomfattande processckerhet ska du utféra dessa obligatoriska
konfigurationsinstdllningar fér det stéingda laget:
® Vdlj fliken “Settings” (Installningar) i milign “Configuration” (Konfiguration).
® Markera kryssrutorna fér Material number required (Materialnummer krévs), Valid
expiry date (Giltigt utg&ingsdatum) och Lot number required (Lotnummer krévs) pé
panelen “Work list” (Arbetslista) under “Closed mode” (Sténgt lage).
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3e.

OBS! Dessa konfigurationsinstdliningar kan endast utféras av  nédgon med
administratorsrattigheter.
| milidn “Configuration” (Konfiguration) véljer du fliken ”“Assay Profiles”

(Analysprofiler).

3f.  Klicka pé& Import (Importera).

3g. | dialogrutan "Open file” (Oppna fil) véljer du
therascreen_EGFR_Plus_FFPE_V1_0_0.iap som den férsta EGFR-analysprofilen.

3h. Klicka p& "Open” (Oppnal).
Analysprofilen laddas och laggs fill i listan &ver tillgangliga analysprofiler som kan
anvandas i milién “Setup” (Installation).

3i.  Upprepa steg 3e-3h for att ladda och lagga till
therascreen_EGFR_Plus_Plasma_V1_0_0.iap som den andra analysprofilen.
OBS! Samma version av en analysprofil kan inte importeras tvé génger.
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Bilaga B: Kéra analysprofilerna fér FFPE och
plasma i samma experiment

Tvé& analysprofiler finns tillgangliga fér anvéndning med therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit:

® For testning av gDNA-prover fran FFPE: therascreen_EGFR_Plus_FFPE

® For testning av ccfDNA-prover fr&n plasma: therascreen_EGFR_Plus_Plasma.

S& har kér du analysprofilerna fér béde FFPE och plasma i samma experiment:

1. Konfigurera qPCR-experimentet enligt anvisningarna i “Konfigurera gPCR” och "Protokoll:
Forbered instrumentet RotorGene Q MDx  5plex HRM” i “Protokoll:
EGFR-mutationsbedémning med qPCR pd& Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM-instrumentet”
(med start p& sida 43).

o} & En specifik plattlayout (Figur 23) krévs nar du kér de tvé& analysprofilerna i samma
experiment:

O Kontroller (positiv kontroll, NTC) maste tillsattas tv& génger och placeras i brunnarna
som féregdr proverna fér varje provtyp (FFPE och plasmal), enligt Figur 23.

O Alla prover med samma provtyp (FFPE eller plasma) mdste testas i efterfoljande
brunnar. Ordningen i vilken de tv& provtyperna testas (dvs. FFPE eller plasma forst)
spelar ingen roll.

O Det fér infe finnas nagra tomma brunnar mellan den sista brunnen som innehéller eft
prov frén den férsta provtypen (t.ex. brunn 32 med S6 FFPE i Figur 23) och den férsta
brunnen som innehéller den positiva kontrollen associerad med testningen av den
andra provtypen (t.ex. den positiva kontrollen i brunn 33 associerad med

analysprofilen fér plasma i Figur 23).
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2.

3.

T790M & L861Q Mix
14 22 30 |38 46 54 62 E 70 O
150 23 31055390 47O sso 63 OinO

Q 15@ 24O azQ:.mO 480 550 saO:nO

I

AP: therascreen_EGFR_FFPE AP : therascreen_EGFR_Plasma

Ins & G719X Mix

{ .
O 13 O 21 O 29 O 537 O 45 O 53 O 61 O E 69 O
@)

P e
I PC s1 s3 Ssii pC s1 s3 S5 |
D' . o |
T790M & L861Q Mix > i ® -0 0O = Oi% @ +0O QO v0OsO
Ins & G719X Mix |2 10 18 2 ()il a2 50 e () 1es ()
wssracrorsmx =15 @ a0 (O (O » Oias QO 0O =Q = O @)
petgszesivx > is @ 2 () 20 2 Olx@ w () 2() w© OleO
NG S22 s4 sel NTC s2 s4 s
e 5 |
1

=
L8SER & C7975 Mix
=

Del & $768I Mix

Figur 23. Plattlayout for att testa FFPE- och plasmaprover i samma qPCR-experiment. PC: EGFRv3
positiv kontroll; NTC: kontroll utan mall (vatten); AP: analysprofil; reaktionsblandningar: EGFRv3
T790M- och L861Q-blandning, EGFRv3 tillaggs- och G719X-blandning, EGFRv3 L858R- och
C797S-blandning, EGFRv3 borttagnings- och S768l-blandning. Prov 1 (S1) till Prov é (S6):
DNA-prover. ') = fomma brunnar.

Fortsatt till steg 13-17 i proceduren “Skapa en arbetslista och starta gPCR-kdrningen”
(med start p& sida 48).

Importera de tv& analysprofilerna efter varandra enligt anvisningarna i steg 18 och 19 i
"Skapa en arbetslista och starta qPCRk&rningen” (sida 48). Se till att analysprofilerna
importeras i rétt ordning enligt plattlayouten. Om du till exempel anvénder layouten fran

Figur 23 importerar du férst analysprofilen fér FFPE och sedan fér plasma.

OBS! Analysprofilens position kan @ndras vid behov fér att sdkerstélla att analysprofilerna

|&ses i ratt ordning (Figur 24).

. Markera kryssrutan New strip tube (Nytt stripror) for att ange att motsvarande analys

barjar med ett nytt striprdr (Figur 24).
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Create work list | Select assay profiles and define assay details.
m pr— P—
Auuop prett name Al e s et ame St me Varnon e Pon s o s
| R information | \ EGFR_FFPE FERE 0ot ) & (24Pos)
[ Eraum o 8 (4poa) (=]
Sompios
I | t
Properties.
l | 3
Ny postion [ A][¥]
wesuages
rewpesmns (D) ew sp i check b checked means a coresponang assy sats we 8 e St Tube (ory 4 e han | compateie sssay
5 ‘selected scove) (S00049)
|
) Show oy compatv Assey Promies
et = somuatius | [ mau -

I & ciosdmode

Figur 24. Analysposition. 1 = valj och éverfér de tvé analysprofilerna till arbetslistan.
2 = Analyspositionen kan é@ndras. Flytta analysprofilen uppét eller nedét med hjélp av pilarna.
3 = Markera kryssrutan “New strip tube” (Nytt stripror).

5. Fortsatt proceduren frén steg 20, sida 48.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehadll Kat.nr
therascreen EGFR Plus RGQ For 24 reaktioner: T790M- och L861Q- 874611
PCR Kit (24) blandning, tillaggs- och G719X-

blandning, L858R- och C797S-
blandning, borttagnings- och S768I-
blandning, PCR-masterblandning, EGFR-
positiv kontroll, RNase/DNase-fritt vatten

Rotor-Gene Q och tillbehsr

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cykler och HRM- 9002033
System analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (Green, Yellow, Orange,

Red, Crimson) plus HRM-kanal, barbar

dator, programvara, tillbehér, 1 &rs

garanti p& delar och arbete, installation

och utbildning ingér

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cykler och HRM- 9002032
Platform analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (Green, Yellow, Orange,

Red, Crimson) plus HRM-kanal, bérbar

dator, programvara, tillbehér, 1 &rs

garanti p& delar och arbete, installation

och utbildning ingar ej

Loading Block 72 x 0,1 ml Aluminiumblock fér manuell 9018901
Tubes reaktionsinstdlining med en enkanals-
pipetti 72 x 0,1 ml rér

72-Well Rotor For placering av Strip Tubes and Caps, 9018903
0.1 ml; kréver Locking Ring 72-Well
Rotor
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Produkt Innehall Kat.nr

Locking Ring 72-Well Rotor For l&sning av Strip Tubes and Caps, 9018904
0.1 ml i 72-Well Rotor

Rotor Holder Metallfri héllare for placering av rér och 9018908
Rotor-Discs® i rotorer

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

0,1 ml (250) 1 000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor med 4 rér och lock fér 981106

0,1 ml (2500) 10 000 reaktioner

Rotor-Gene Programvara fér rutintestning i

AssayManager v2.1 kombination med instrumenten Rotor- 9024203
Gene Q och Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene AssayManager Separat licens fr installation av Rotor-

v2.1 License (1) Gene AssayManager v2.1-programmet 9025620
pé 1 dator

QlAsymphony SP*

QIAsymphony SP System QIAsymphony provberedningsmodul: 9001751
inkluderar installation och utbildning,
1 &rs garanti pa delar och arbete

QIAsymphony SP QIAsymphony provberedningsmodul: 9001297
inkluderar 1 &rs garanti pd reservdelar
och arbete

Relaterade produkter

Deparaffinization Solution 2 x 8 ml Deparaffinization Solution 19093

(16 ml)

* Fér QlAsymphony SP-illbehér, se relevanta handbécker.
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Produkt Innehadll Kat.nr

Deparaffinization Solution 1 x 50 ml Deparaffinization Solution 939018
(50 ml)
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue  For 50 DNA-beredningar: 50 QlAamp 60404
Kit (50) MinElute®kolonner, proteinas K,

buffertar och Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DSP Circulating NA Fér 50 beredningar: QlAamp Mini- 61504
Kit (50) kolonner, buffertar, béarar-DNA,

QIAGEN Proteinase K och rér
QIAsymphony DSP DNA Mini  Fér 192 beredningar pd& vardera 200 pl: 937236
Kit (192) Inkluderar 2 reagenskassetter och

enzymstall plus tillbehor

QIAsymphony DSP Circulating ~ Reagenskassetter, tillbehdr och flaskor 937556
DNA Kit (192) med proteinas K for 192 beredningar pé
vardera 2 000 pl eller 4 000 pl
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 enheter/ml, 19101
|&sning)
Buffer ATL (4 x 50ml) 4 x 50 ml lyseringsbuffert 939016

Uppdaterad licensinformation och produkispecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
handbok eller anvandarmanual fér QIAGEN-satsen. Handbécker och anvéndarmanualer il
QIAGEN-satsen finns ftillgéngliga p& www.giagen.com eller kan bestéllas frén QIAGEN

teknisk service eller din lokala &terférsdljare.

112 Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022


http://www.qiagen.com/

Dokumentrevisioner

Revision Beskrivning

RT mars 2022 Startversion

Bruksanvisning for therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit  03/2022

113
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Avtal om begrénsad licens fér therascreen® EGFR Plus RGQ PCR Kit
Anvéndning av denna produkt innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten far endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den har handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens fr ndgon av sina immateriella tillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inte ingér i denna panel férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den har handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.giagen.com. Vissa av de hdr ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. Dessa protokoll har inte testats
noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

2. Farutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

3. Panelen och dess komponenter ér licensierade fér engangsbruk och fér inte ateranvéindas, férbéttras eller sdljas vidare.

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

5. Képaren och anvéndaren av panelen godkénner att inte tilldta négon annan att utféra ndgot som kan leda till eller orsaka ofillatna situationer beskrivna ovan.

QIAGEN kan kréva att detta avial om begrénsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas fér alla undersdknings- och réttegdngskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstér vid férsék att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller nagon av
dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

K&pet av den har produkten ger anvéndaren rétt att utféra diagnostiska analyser fdr human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller licens av nagot slag férutom
den har specifika réttigheten ingér i kopet.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, therascreen®, QlAamp®, QlAsymphony®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Rotor-Disc® (QIAGEN
Group); CAL Fluor® (Biosearch Technologies, Inc.); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc).
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