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Przeznaczenie

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit to test real-time PCR z odwrotng transkrypcjg
przeznaczony do jakosciowego wykrywania dwoch mutacji punktowych w eksonie 7
[p.R248C (c.742C>T) i p.S249C (c.746C>G)], dwdéch mutacji punktowych w eksonie 10
[p.G370C (c.1108G>T) i p.Y373C (c.1118A>G)] i dwoch gendw fuzyjnych [FGFR3-
TACC3v1 i FGFR3-TACC3v3] w genie kodujgcym receptor 3 czynnika wzrostu
fibroblastow (Fibroblast Growth Factor Receptor 3, FGFR3) w probkach RNA
wyizolowanego z tkanek raka urotelialnego utrwalonych w formalinie i zatopionych w
parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE). Test ten jest przeznaczony do
wspomagania identyfikacji pacjentéw, u ktérych rozpoznano raka urotelialnego
(Urothelial Cancer, UC) z okreslonymi powyzej zmianami genowymi i ktérzy w zwigzku z
tym kwalifikujg sie do leczenia z wykorzystaniem leku BALVERSA™ (erdafitinib).

Prébki sg poddawane obrébce za pomocg zestawu RNeasy DSP FFPE Kit
przeznaczonego do recznego przygotowania prébek, po czym wykonywana jest odwrotna
transkrypcja, a nastepnie automatycznie przeprowadzana jest amplifikacja i wykrywanie

sekwencji docelowej w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Podsumowanie i objasnienie testu

Receptory czynnika wzrostu fibroblastow (Fibroblast Growth Factor Receptor, FGFR) to
kinazy tyrozynowe (receptory transmembranowe) obecne na powierzchni ludzkich komérek
réznego typu. Aktywowane receptory FGFR majg ufosforylowane swoiste reszty tyrozynowe,
ktére posredniczg w interakcji z cytozolowymi biatkami adaptorowymi oraz biorg udziat w
wewnagtrzkomorkowych Sciezkach sygnatowych RAS-MAPK, PI3K-AKT, PLCy i STAT.
Sciezki sygnatowe odgrywajg wazng role w kontroli wzrostu, przezywalnosci i migracji
komorek (1) i z tego wzgledu sg atrakcyjnym celem terapii przeciwnowotworowych.

W podgrupie pacjentow z UC stwierdzono obecnos$¢ zmian w genach kodujgcych receptory
FGFR, ktére to zmiany wplywajg na aktywacje tych receptoréw (2, 3), co wskazuje, ze ten typ
defektu genetycznego jest istotnym czynnikiem rozwoju i progresji nowotworu.

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit to test real-time PCR z odwrotng transkrypcja
przeznaczony do jakosciowego wykrywania dwoéch mutacji punktowych w eksonie 7
[p.R248C (c.742C>T) i p.S249C (c.746C>G)], dwoéch mutacji punktowych w eksonie 10
[p.G370C (c.1108G>T) i p.Y373C (c.1118A>G)] i dwoch gendw fuzyjnych [FGFR3-TACC3v1
i FGFR3-TACC3v3] w genie kodujgcym receptor 3 czynnika wzrostu fibroblastow (Fibroblast
Growth Factor Receptor 3, FGFR3) w probkach RNA wyizolowanego z tkanek raka
urotelialnego utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded, FFPE). Test ten jest przeznaczony do wspomagania identyfikacji pacjentéw, u
ktérych rozpoznano UC z okreslonymi powyzej zmianami genowymi i ktorzy w zwigzku z tym

kwalifikujg sie do leczenia z wykorzystaniem leku BALVERSA (erdafitinib).

Prébki sg poddawane obrébce za pomocg zestawu RNeasy DSP FFPE Kit
przeznaczonego do recznego przygotowania prébek, po czym wykonywana jest odwrotna
transkrypcja, a nastepnie automatycznie przeprowadzana jest amplifikacja i wykrywanie

sekwencji docelowej w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest rowniez przeznaczony do identyfikaciji
genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujgcego gen kodujacy receptor FGFR3 oraz
genow fuzyjnych FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujgcych gen kodujgcy receptor
FGFR2, poniewaz pacjenci, u ktérych wystepowaty te geny fuzyjne FGFR, byli
kwalifikowani do badania klinicznego 42756493-BLC2001 leku BALVERSA (erdafitinib).
Test ten nie zostat jednak zwalidowany w warunkach klinicznych do wykrywania tych
trzech genoéw fuzyjnych. Nie okreslono bezpieczenstwa i skutecznosci stosowania leku w
przypadku oséb z UC, u ktérych wystepowaly te geny fuzyjne, i nie stwierdzono
zasadnos$ci stosowania zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit w celu ufatwienia

wyboru takich pacjentéw do leczenia przy uzyciu leku BALVERSA (erdafitinib).

Tabela 1 i Tabela 2 przedstawiajg zmiany w sekwencji genéw kodujgcych receptory FGFR

wykrywane przez oznaczenia zawarte w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

Tabela 1. Zmiany wykrywane przez oznaczenie zawarte w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit:
Mutacje punktowe

Gen Wariant aminokwasowy Mutacja w regionie Nr identyfikacyjny =~ Eksony
cDs COsMIC

FGFR3 p.R248C c.742C>T COSM714 7

FGFR3 p.S249C c.746C>G COSM715 7

FGFR3 p.G370C c.1108G>T COSM716 10

FGFR3 p.Y373C c.1118A>G COSM718 10
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Tabela 2. Zmiany wykrywane przez oznaczenie zawarte w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit:
Geny fuzyjne

Identyfikator genu Geny ulegajace fuzji Genomowe miejsca Eksony
fuzyjnego pekniecia
FGFR3-TACC3v1 FGFR3 chr4:1808661 C 17
TACC3 G chr4:1741428 11
FGFR3-TACC3v3 FGFR3 chr4:1808661 C 17
TACC3 G chr4:1739324 10
FGFR3-BAIAP2L1* FGFR3 chr4:1808661 C 17
BAIAP2L1 A chr7:97991744 2
FGFR2-BICC1* FGFR2 chr10:123243211 G 17
BICC1 A chr10:60461834 3
FGFR2-CASP7* FGFR2 chr10:123243211 G 17
CASP7 A chr10:115457252 2

*

Test ten jest przeznaczony do identyfikacji genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujgcego gen kodujacy
receptor FGFR3 oraz genéw fuzyjnych FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujgcych gen kodujgcy receptor
FGFR2, poniewaz pacjenci, u ktérych wystepowaty te geny fuzyjne FGFR, byli kwalifikowani do badania
klinicznego 42756493-BLC2001 leku BALVERSA (erdafitinib). Ten test firmy QIAGEN nie zostat jednak
zwalidowany w warunkach klinicznych do wykrywania tych trzech genéw fuzyjnych.

Zasada procedury

Dziatanie zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit opiera sie na wykrywaniu szesciu
zmian w genie FGFR3 w RNA wyizolowanym z probek FFPE raka UC poprzez selektywng
amplifikacje, przy uzyciu systemu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System. Allelospecyficzna
technologia umozliwia dokfadne i wysoce odtwarzalne wykrywanie zmian w genach FGFR
poprzez zastosowanie zestawow swoistych starteréw ,forward” i ,reverse” i sond; etapy
wydluzania i amplifikacji w reakcji PCR moga zajs¢ tylko w przypadku idealnego
dopasowania starteréw i sond do docelowego cDNA. Raportowanie wynikow przebiega we w
petni zautomatyzowany sposob. Jesli zarowno wyniki kontroli reakcji, jak i probek sg wazne,
a sekwencja, w ktorej obecna jest zmiana, ulegta amplifikacji w wystarczajgcym stopniu
przed osiggnieciem wstepnie skonfigurowanej wartosci progowej liczby cykli, na raporcie
beda wyswietlane zmiany wykryte w genach FGFR w kazdej probce.
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Oczyszczanie RNA

Materiat litego guza jest najczesciej dostepny w formie prébek utrwalonych w formalinie,
zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE). Prébki te sg stabilne,
a sposéb ich transportu i przechowywania nie jest skomplikowany, ale proces utrwalania i
zatapiania uszkadza kwasy nukleinowe i miesza je z woskowymi weglowodorami. Z tego
wzgledu w celu uzyskania probek odpowiednich do analizy diagnostycznej w warunkach in
vitro konieczne jest wdrozenie specjalistycznych technik oczyszczania. W celu sprostania
trudnosciom stwarzanym przez proces oczyszczania RNA z materiatu FFPE opracowano
zestaw RNeasy DSP FFPE Kit. Zestawu tego nalezy uzywac do przygotowania RNA, ktory
bedzie testowany za pomoca niniejszego zestawu.

Odwrotna transkrypcja

W celu wykonania procedury testowej nalezy najpierw przeprowadzi¢ synteze
komplementarnego DNA (Complementary DNA, cDNA) z RNA prébki przy uzyciu
odwrotnej transkryptazy. Otrzymany cDNA petni potem funkcje wyjSciowej matrycy w
analitycznej reakcji PCR.

Odwrotna transkrypcja (Reverse Transcription, RT) jest przeprowadzana za pomocg
mieszaniny Master Mix przygotowanej przy uzyciu enzymu (odwrotnej transkryptazy),
buforéw do reakcji RT i mieszaniny starteréw do reakcji RT. Wszystkie te skiadniki sg
dostarczane z zestawem therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Reakcja RT przebiega w

temperaturze 42°C, a nastepnie jest zatrzymywana przez inkubacje w temperaturze 95°C.

Odwrotna transkryptaza to wielofunkcyjny enzym, ktéry wykazuje trzy odrebne aktywnosci
enzymatyczne: polimerazy DNA zaleznej od RNA, egzorybonukleazy zaleznej od hybryd
(RNaza H) i polimerazy DNA zaleznej od DNA. Podczas reakcji odwrotnej transkrypcji w
warunkach in vitro w celu utworzenia jednoniciowego cDNA wykorzystywane sg pierwsze dwie
aktywnos$ci enzymatyczne. Najpierw enzym korzysta z aktywnosci polimerazy DNA zaleznej od
RNA (odwrotna transkrypcja) do przepisania matrycy RNA na cDNA, w wyniku czego powstaje
hybryda DNA:RNA.
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Nastepnie enzym korzysta z aktywnosci egzonukleazy — RNazy H — w celu swoistego
rozktadu obejmujacego wytacznie ni¢ RNA w tych hybrydach (Ryc. 1). Aktywno$¢ ta wptywa
wytgcznie na RNA tworzacy hybryde z cDNA, nie ma jednak wptywu na czysty RNA. Przed
wykonaniem reakgcji real-time PCR nie jest wymagane przeprowadzenie odrebnego etapu
rozktadu RNA za pomocg enzymu — RNazy H.

mRNA AAAAAA
l Hybrydyzacja startera
mRNA AAAAAA
Odwrotna transkrypcla
(polimeraza DNA zalezna
od RNA)
mRNA AAAAAA
cDNA
Rozktad RNA
(RNaza H)
cDNA .

|

Jakos$ciowa reakcja real-time PCR

Ryc. 1. Synteza cDNA. Odwrotna transkrypcja i synteza jednoniciowego cDNA.

Real-time PCR

Wykonanie reakcji real-time PCR umozliwia wykrycie produktéw reakcji podczas fazy
wyktadniczej procesu amplifikacji PCR, a nie dopiero pod koniec tego procesu, jak to ma
miejsce w przypadku konwencjonalnej reakcji PCR, podczas ktérej podawana jest
wytgcznie fluorescencja w punkcie koricowym (endpoint PCR). Zwigksza to swoistos$¢ testu

i skraca czas wymagany do przeprowadzenia procesu testowego.

9 therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 08/2019



W oznaczeniu wykorzystywana jest technologia reakcji real-time PCR oparta na hydrolizie
oligonukleotydow i wykorzystaniu sond TagMan® (4). W celu wykrycia kazdej docelowej
sekwencji zasad wykorzystywane sg trzy typy oligonukleotydéw: para konwencjonalnych
starterow PCR, ktére sg komplementarne do sekwencji w gore i w dét docelowej sekwenc;ji
i tworzg amplikon PCR, oraz czgsteczka sondy, ktéra jest komplementarna do $cisle
okreslonej sekwencji docelowej i zawiera zaréwno fluorescencyjny barwnik reporterowy,
jak i fluorescencyjny barwnik wygaszajgcy poftozone w bliskiej odlegtosci od siebie. Koniec
3’ sondy to zasada, ktéra jest dideoksynukleotydem, co zapobiega jej wydtuzaniu,
sprawiajgc, ze nie moze ona wystepowac w roli kolejnego startera PCR w reakcji.

Jesli dana docelowa sekwencja jest obecna podczas reakcji PCR, sonda
oligonukleotydowa zhybrydyzuje do niej, a startery PCR zhybrydyzujg do sekwencji
komplementarnych w gére i w dot regionu, do ktdrego przytgczyta sie sonda. W fazie
wydtuzania starterow podczas reakcji polimeraza DNA wyizolowana z bakterii Thermus
aquaticus (Taq) posiadajgca aktywno$¢ egzonukleazy 5-3' rozcina sonde
oligonukleotydowa, uwalniajgc czasteczki fluorescencyjnego barwnika reporterowego i
barwnika wygaszajgcego. W wyniku dyfuzji w roztworze barwniki te oddalaja sie od siebie,
a wplyw barwnika wygaszajgcego na barwnik reporterowy zmniejsza sie, prowadzgc do
zwiekszenia wykrywanego sygnatu fluorescencyjnego. Ten proces zachodzi podczas
kazdego cyklu PCR i nie zaktéca gromadzenia produktu w sposdb wyktadniczy (Ryc. 2).
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-):g ‘ } Hybrydyzacja
—

I Hybrydyzacja starteréw i sondy

Przemieszczenie nici
polimeryzacji

Rozcinanie

Prowadzi do uwolnienia barwnika wygaszajacego
i emisji sygnatu fluorescencyjnego barwnika
reporterowego

I Zakonczenie polimeryzacji

W kazdym cyklu utworzono produkt PCR
i nagromadzono sygnat fluorescencyjny

&} Barwnik e J2 Swoista sonda == Startery ,[forward” i ,reverse”
’ reporterowy
& Barwnik ---% Produkt PCR @ Polimeraza Taq

wygaszajgcy
Ryc. 2. Zasada reakcji real-time z wykorzystaniem sond TaqgMan.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wylgcznie wtedy, gdy sekwencja
docelowa, ktoéra jest komplementarna zaréwno w stosunku do starteréw, jak i do sond, jest
obecna w reakcji. W przypadku braku sekwencji docelowej sonda nie zostanie rozcieta, nie
dojdzie do odtaczenia fluorescencyjnego barwnika reporterowego od barwnika
wygaszajgcego, a zatem nie bedzie obserwowany wzrost fluorescenciji. Liczba cykli PCR
wymaganych do wykrycia sygnatu fluorescencyjnego powyzej wstepnie okreslonej wartosci
progowej jest nazywana cyklem progowym (Cycle Threshold, Cr) i jest wprost
proporcjonalna do ilosci sekwencji docelowej obecnej na poczgtku reakcji. Na jej
podstawie mozna ustawi¢ granice czutosci testu.
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Mieszaniny do reakcji PCR zawarte w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
zawierajg polimeraze HotStarTag® DNA Polymerase, zmodyfikowang forme polimerazy
Tag DNA Polymerase firmy QIAGEN. Jest ona dostarczana w postaci nieaktywnej i nie
posiada aktywnosci enzymatycznej w temperaturze otoczenia. Zapobiega to tworzeniu
produktéw w wyniku nieswoistej hybrydyzacji starteréw oraz dimeréw starteréw podczas
przygotowywania reakcji i pierwszego etapu denaturacji. Dzieki temu eliminowana jest
rywalizacja artefaktow reakcji PCR o substraty reakcji, co zapewnia wysokg swoistosé
reakcji PCR. Enzym jest aktywowany na poczatku reakcji na etapie 15-minutowej inkubacji
w temperaturze 95°C. Aktywacja enzymu typu hot-start umozliwia szybkie i wygodne

przygotowanie reakcji w temperaturze pokojowej.

Mieszaniny do reakcji PCR dostarczone w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
zawierajg rowniez bufor PCR Buffer o sktadzie opracowanym specjalnie dla multipleksowej
reakcji real-time PCR wykonywanej przy uzyciu sond swoistych wzgledem sekwenciji.
Bufor ten zawiera specjalnie zoptymalizowane potgczenie KCI i (NH4)2SO4, ktére umozliwia
uzyskanie wysokiego stosunku swoiScie przytgczonych starterbw do nieswoiscie
przytaczonych starterow podczas etapu hybrydyzacji w kazdym cyklu PCR. Stwarza to
surowe warunki hybrydyzacyjne dla starterow, co zwieksza swoistos¢ reakcji PCR.
Podczas uzywania tego buforu stezenie MgCl. tylko w niewielkim stopniu wplywa na
hybrydyzacje starteréw, nie jest wiec wymagane optymalizowanie stezenia tej substancji
poprzez miareczkowanie jonow Mg?*. Bufor zawiera réwniez syntetyczny czynnik Factor
MP, ktéry utatwia zachodzenie multipleksowej reakcji PCR. Czynnik Factor MP zwieksza
miejscowe stezenie staterdw i sond przy matrycy cDNA i stabilizuje swoiscie przytaczone
startery i sondy, umozliwiajac wydajng hybrydyzacje i wydtuzanie. Potgczenie tych réznych
sktadnikow w buforze PCR Buffer zapobiega zachodzeniu zaktécen miedzy wieloma

reakcjami amplifikacji.
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Platforma i oprogramowanie

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku z
aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, na ktérym zainstalowane sa:

e oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager® w wersji 2.1;
® narzedzie Gamma Plug-in w wersji 1.0.0;

e profil oznaczenia therascreen FGFR FFPE w wersji 1.0.1.

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

Zawartos¢ zestawu

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (24)
Nr katalogowy 874711
Liczba reakciji 24
Zawartos¢ Kolor zatyczki Objetosé
RT Buffer 1 (Bufor do reakcji RT 1)* Biaty 200 pl
RT Buffer 2 (Bufor do reakcji RT 2)t Brazowy 100 pl
RT Primer Mix (Mieszanina starteréw do reakcji RT) Fioletowy 50 pl
Reverse Transcriptase (Odwrotna transkryptaza) Niebieski 50 pl
Positive Control (Kontrola pozytywna) Czerwony 100 pl
PC Diluent (Rozcienczalnik do kontroli pozytywnej) Czerwony 200 pl
Mutations-1 Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna dla mutacji-1)* Pomaranczowy 720 pl
Mutations-2 Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna dla mutacji-2)* Fioletowy 720 pl
Fusions-1 Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna Zotty 720 pl
dla genéw fuzyjnych-1)*

Fusions-2 Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna Zielony 720 pl
dla genéw fuzyjnych-2)*

Woda do rozcienczania prébek Przezroczysty 1,9 mi
Woda do stosowania jako NTC Przezroczysty 1,9 ml

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja uzycia
(Instrukcja obstugi)

1

*

o+

Zawiera poli(tlenek etylenu). Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie 19.
Zawiera deoksyrybonukleaze. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie 19.

Mieszanina do reakcji PCR zawiera wszystkie wymagane sktadniki z wyjatkiem analizowanej probki.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 08/2019
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Sprzet, materiaty eksploatacyjne i odczynniki do oczyszczania RNA

Zestaw RNeasy DSP FFPE Kit (nr kat. 73604)

Skalibrowane pipety* (z regulacjg) przeznaczone specjalnie do obrébki prébek (20 pl,
200 pli1 ml)

Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od RNaz i nukleaz,
odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probdwek o pojemnosci 2 ml
Wytrzgsarka*®

100-procentowy etanol o klasie czystosci do biologii molekularnejt
Jednorazowe skalpele

Skalibrowany blok grzewczy umozliwiajgcy prowadzenie inkubacji w temperaturach od
56°C do 80°C i wytrzasanie przy 1100 rpm

Sprzet i materiaty eksploatacyjne do reakcji odwrotnej transkrypcji i
reakcji real-time PCR

Skalibrowane pipety* (z regulacja) przeznaczone specjalnie do przygotowania probek,
przygotowania mieszaniny Master Mix i dozowania RNA i cDNA (20 pl, 200 pli 1 ml)

Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od RNaz i nukleaz,
odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

Probowki PCR typu Low-bind o pojemnosci 1,5 ml lub 2,0 ml, wolne od nukleaz

0.2 ml PCR Tubes (nr kat. 981005)

* Upewnic sie, ze aparaty i sprzet zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

T Nie uzywac alkoholu denaturowanego, ktory zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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0.1 ml Strip Tubes and Caps (nr kat. 981103 lub 981106)

Blok grzewczy*, faznia wodna* lub termocykler* umozliwiajgcy prowadzenie inkubaciji
probowek PCR o pojemnosci 0,2 ml w temperaturze 42-95°C

System chtodzenia* umozliwiajgcy chtodzenie probéwek o pojemnosci 1,5 mli 2,0 ml w
temperaturze 0-8°C

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek o pojemnosci 0,2 ml, 1,5 mli 2,0 ml
Wytrzgsarka

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania
reakcji (nr kat. 9018905)

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

72-Well Rotor (nr kat. 9018903)

Locking Ring 72-Well Rotor (nr kat. 9018904)
Rotor-Disc® 72 (nr kat. 9018899)

Rotor-Disc 72 Locking Ring (nr kat. 9018900)
Rotor Holder (nr kat. 9018908)

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

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1
Narzedzie Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in w wersji 1.0.0

Profil oznaczenia therascreen FGFR FFPE Assay Profile w wersiji 1.0.1

Upewni€ sig, ze aparaty i sprzet zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

Jesli ma to zastosowanie, w niektérych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM

wyprodukowany w maju 2011 roku lub pdézniej. Data produkcji jest zawarta w numerze seryjnym znajdujgcym sie
z tylu aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkgji (cyfry), ,rr" oznacza

dwie ostatnie cyfry roku produkgji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ sig¢ z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac i drukowac karty

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

W celu uzyskania informacji dotyczgcych bezpieczenstwa obstugi aparatu Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM nalezy zapoznac sie z podrecznikiem uzytkownika dostarczonym z aparatem.

W celu uzyskania informacji dotyczgcych bezpieczenstwa stosowania zestawu RNeasy DSP
FFPE Kit (nr kat. 73604) nalezy zapozna¢ sie z dokumentem RNeasy DSP FFPE Kit —

Instrukcja obstugi.

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony do uzycia przez

wykwalifikowany, przeszkolony personel laboratorium.
Do uzytku z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Do uzytku z zestawem RNeasy DSP FFPE Kit.
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Podczas uzytkowania zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit sporadycznie
obserwowano wzrost czesto$ci niewaznych reakcji kontroli NTC do okoto 10%. W
przypadku uzyskania niewaznego wyniku reakcji nalezy powtérzy¢ badanie prébek w
sposOb opisany w czesci Rozwigzywanie problemoéw, korzystajac z dostepnego RNA
probki. Jesli dostepna ilos¢ RNA wyizolowanego poczgtkowo z materialu FFPE nie

wystarczy do powtdrzenia testu, konieczne jest powtdrzenie izolacji z materiatu FFPE.

PRZESTROGA i . . ] . .
NIE dolewaé wybielacza ani roztworéw kwasowych bezposrednio do

A odpaddéw powstatych po przygotowaniu probek.

Do skfadnikow zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit majg zastosowanie

nastepujgce zwroty wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce srodki ostroznosci.

Bufor do reakcji RT 1

Zawiera: poli(tlenek etylenu). Ostrzezenie! Moze powodowac¢ podraznienie drég
oddechowych. Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Bufor do reakcji RT 2

Zawiera: deoksyrybonukleaze. Niebezpieczenstwo! Moze powodowac reakcje alergiczng
skory. Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie
wdychania. Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgietki/par/rozpylonej cieczy. Stosowac
rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowaé indywidualne
$rodki ochrony drég oddechowych. W przypadku narazenia lub probleméw: Skontaktowac
sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. Wyprowadzi¢ lub wynie$¢ poszkodowanego na
Swieze powietrze i zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania.
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Ogodlne srodki ostroznosci
Zawsze nalezy mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia.

Skutecznos$¢ testow RT-PCR jest uzalezniona od tego, czy przestrzegane sg dobre
praktyki laboratoryjne, w tym dotyczace przeprowadzania konserwacji sprzetu, wtasciwe

dla biologii molekularnej i zgodne z obowigzujgcymi przepisami i wtasciwymi normami.

® Ten test jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z klinicznymi probkami FFPE raka UC.

® Wszystkie sSrodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne i
nalezy z nimi postepowac¢ w odpowiedni sposob. Istnieje mate prawdopodobienstwo,
ze materiat probki FFPE i przygotowane z tego materiatu kwasy nukleinowe stwarzajg
ryzyko zakazenia. Nalezy jednak zawsze przestrzega¢ obowigzujacych placéowke
lokalnych procedur w zakresie zdrowia i bezpieczenstwa.

® Pozostatosci prébek i odczynnikéw nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi procedurami
dotyczgcymi bezpieczenstwa.

® Odczynniki dostarczone w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit sg
optymalnie rozcienczone. Nie nalezy dalej rozciencza¢ odczynnikéw, gdyz moze to
doprowadzi¢ do utraty skuteczno$ci.

® Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i prébka) mniejszych niz
25 pl.

® Odczynniki dostarczone w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit sg
przeznaczone do stosowania wytgcznie z odczynnikami z tej samej serii zestawu.
Nie nalezy zastepowaé¢ zadnego dostarczonego odczynnika tym samym odczynnikiem
z innej serii produkcyjnej zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, gdyz moze to
wptyna¢ na skutecznos¢ testu.

® Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznoéci i procedury mozna znalez¢
w podrecznikach uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Zmiana okresow i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych.

Nie nalezy uzywac¢ sktadnikdw z przekroczong datg waznos$ci ani niewtasciwie
przechowywanych.

Mieszaniny reakcyjne mogg ulec rozktadowi pod wptywem Swiatta.

Zachowac szczegdlng ostroznosé, aby zapobiec zanieczyszczeniu spowodowanemu
przeniesieniem RNA, cDNA lub produktéw PCR, ktére moze doprowadzi¢ do

otrzymania fatszywie pozytywnego sygnatu.

Zachowac szczegolng ostroznosé, aby zapobiec przenoszeniu zanieczyszczenia

w postaci RNaz, ktére mogg spowodowac rozktad matrycy RNA i niepowodzenie testu.
Do przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matryc nalezy uzywaé osobnych
pipet przeznaczonych wytgcznie do tych czynnosci.

Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przed zakonczeniem reakgiji.

Nie otwiera¢ probéwek Rotor-Gene Q po zakonczeniu reakcji real-time PCR.
Zachowac ostroznos¢, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie probek, zwracajgc
szczegolng uwage na to, by unikngé nieprawidtowego umieszczenia probek, btedow
podczas fadowania i bledéw pipetowania.

Upewnic sie, ze prébki sg przetwarzane w systematyczny sposoéb i sg wyraznie
oznaczone, aby zapewni¢ prawidtowg identyfikacje probek w kazdym momencie,

zachowujac identyfikowalnosé.
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Zalecamy wdrozenie nastepujacych $srodkéw ostroznosci:

® Podczas wykonywania oznaczenia uzywac¢ sprzetu laboratoryjnego (np. pipet,
koncéwek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz i nosic¢ rekawiczki.

® Aby unikngé¢ zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw, w kazdym etapie
pipetowania uzywac swiezych, odpornych na aerozole koncéwek do pipet.

® Dozowac¢ odczynniki do reakcji RT i reakcji PCR, uzywajgc przeznaczonego do tego
celu sprzetu laboratoryjnego (pipet, koncéwek itp.) w odrebnym obszarze, do ktérego
nie sg wprowadzane zadne matryce RNA lub DNA (RNA, DNA, cDNA, plazmid lub
produkty reakcji PCR). Przeznaczone do analizy prébki nalezy dodawaé w odrebnym
obszarze (najlepiej w osobnym pokoju lub w komorze do przygotowywania probek do

reakcji PCR), uzywajgc przeznaczonego do tego celu sprzetu (pipet, koncéwek itp.).
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Przechowywanie odczynnikow i Sposob
postepowania

Warunki transportu

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest dostarczany na suchym lodzie i musi by¢
zamrozony w momencie odbioru przesyiki. Jesli ktérykolwiek sktadnik zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit nie jest zamrozony w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne
zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie zawiera listy zawartosci opakowania,
instrukcji obstugi lub odczynnikéw, nalezy skontaktowa¢ sie z jednym z dziatéw serwisu
technicznego firmy QIAGEN Ilub lokalnym dystrybutorem (informacje znajdujg sie na tylnej
stronie oktadki lub pod adresem www.giagen.com).

Warunki przechowywania

Wszystkie sktadniki zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit nalezy natychmiast po
otrzymaniu umiesci¢ w zamrazarce o statej temperaturze od —30°C do —15°C bez dostepu
Swiatta, z wyjatkiem rozcienczalnika do kontroli pozytywnej, ktéry nalezy wyja¢ z
opakowania zestawu i natychmiast przenies¢ do temperatury od —90 do —65°C, w ktdrej

mozna go przechowywac¢ do podanej daty waznosci.

W celu uzyskania informacji dotyczgcych przechowywania zestawu RNeasy DSP FFPE Kit
(nr kat. 73604) nalezy zapoznac¢ sie z dokumentem RNeasy DSP FFPE Kit — Instrukcja
obstugi.
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Stabilnosé

Odczynniki mozna przechowywaé w ich oryginalnych opakowaniach w temperaturze od —
30°C do —15°C (z wyjatkiem rozcienczalnika do kontroli pozytywnej, ktéry zawsze powinien
by¢ przechowywany w temperaturze od —90 do —65°C) do podanej daty waznosci. Nie

przekracza¢ maksymalnej liczby pieciu cykli zamrazania-rozmrazania.

Odczynniki zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit nalezy rozmraza¢ przez co
najmniej 30 minut i przez maksymalnie 3 godziny. Gdy odczynniki bedg gotowe do uzycia,
mozna rozpoczaé przygotowywanie reakcji RT lub reakcji PCR. Czas przygotowywania

reakcji RT lub PCR przed jej przeprowadzeniem nie powinien przekroczy¢ 4 godzin.

Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Probki FFPE

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony do uzytku z probkami RNA
wyizolowanymi z prébek FFPE raka UC za pomoca zestawu RNeasy DSP FFPE Kit.

Probki RNA

Po izolacji prébki RNA nalezy bezzwtocznie przetestowac za pomoca zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit lub przechowywa¢ w temperaturze od -90 do —-65°C. Nie

przekracza¢ maksymalnej liczby pieciu cykli zamrazania-rozmrazania.
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W celu przygotowania probek tkankowych do izolacji RNA:

o Uzywajgc mikrotomu, wycig¢ z bloku prébki FFPE seryjne skrawki o grubosci 4-5 um i
przenies¢ je na szklane szkietka.

® Przeszkolona osoba (np. patolog) musi przeprowadzi¢ ocene skrawka wybarwionego
hematoksyling i eozyng (H&E), aby potwierdzi¢ obecnos¢ tkanki rakowej i zaznaczyé
jej obrys. W celu zidentyfikowania powierzchni tkanki rakowej i w razie potrzeby
przeprowadzenia makrodysekcji wymagane jest szkietko sasiadujgce ze skrawkami,

z ktérych ma zosta¢ wyizolowany materiat.

® Do izolacji RNA nie nalezy uzywaé¢ skrawkéw wybarwionych metodg H&E.

® Wszystkie bloczki FFPE i szkietka nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C).

o Wymagana wyjsciowa ilos¢ probki FFPE odpowiada skrawkowi o grubosci 4-5 pm,
na ktorym tgczna powierzchnia tkanki rakowej zajmuje od 100 mm?2 do 500 mm?
(wtgcznie). Probke takg mozna uzyskac, tgczac materiat z wielu szkietek (Ryc. 3).
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Powierzchnia tkanki rakowe;j ; > Wykonaj makrodysekcje powierzchni
> 80% powierzchni catkowitej Nie tkanki rakowej (100%)

Tak
|

v

Skrawek o grubosci 4-5 ym przy . g?udbaov;?i 2’!&“ Sr%agg rsﬂlgﬁqv;ﬁits
POW'e"ZCthL' tki“k' rakovgej ——— Nie » osiagnigcia powierzchni tkanki
100 mm?® < x < 500 mm rakowej 100 mm?2< x < 500 mm?
Tak

v

Izolacja za pomoca zestawu
RNeasy DSP FFPE Kit

|

Objetos¢ eluciji: 30 pl

Ryec. 3. Procedura oczyszczania klinicznej probki FFPE raka UC do uzytku z systemem therascreen FGFR
RGQ RT-PCR System.

e Nalezy wykona¢ makrodysekcje, aby powierzchnia tkanki rakowej stanowita co
najmniej 80% powierzchni catkowitej. Jesli powierzchnia tkanki rakowej jest mniejsza
niz 100 mm? i/lub powierzchnia tkanki rakowej nie przekracza 80% powierzchni
catkowitej, nalezy uzy¢ dodatkowych skrawkow, aby spetnié minimalne wymogi
dotyczgce prébki.

Uwaga: Podczas wykonywania czynnosci przy uzyciu skalpela nalezy zachowaé¢ nalezytg

ostroznos¢. Nigdy nie nalezy kierowaé ostrza skalpela w strone ciata.
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Procedura

Izolacja i przygotowanie RNA

RNA nalezy oczysci¢ za pomocg zestawu RNeasy DSP FFPE Kit (nr kat. 73604).

Upewni¢ sie, ze odczynniki, ktére majg by¢ uzywane, nie sg przeterminowane oraz ze bylty

transportowane i przechowywane w odpowiednich warunkach.

Uwaga: Skuteczno$¢ zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit zwalidowano

wytgcznie w potgczeniu z zestawem RNeasy DSP FFPE Kit (nr kat. 73604). Nie nalezy

uzywacé innego produktu do oczyszczania RNA.

Wazne czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

W przypadku uzywania zestawu RNeasy DSP FFPE Kit po raz pierwszy nalezy
przeczytaé czes¢ ,Wazne informacje” w dokumencie RNeasy DSP FFPE Kit —

Instrukcja obstugi.

W przypadku postepowania z RNA po raz pierwszy nalezy przeczytaé czesé
LZatacznik: Ogodlne uwagi dotyczace postepowania z RNA” w dokumencie RNeasy
DSP FFPE Kit — Instrukcja obstugi.

Bufor Buffer RBC zawiera sol guanidyny i z tego wzgledu nie jest zgodny z
odczynnikami dezynfekujgcymi, kitére zawierajg wybielacz. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa zawiera dokument RNeasy DSP FFPE Kit — Instrukcja obstugi.

Wszystkie etapy procedury nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C), o ile nie wskazano inaczej. Podczas wykonywania procedury nalezy

pracowac szybko; nie nalezy przerywac pracy migdzy etapami.
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o Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadza¢ w wiréwce nastawionej na
temperature 15-25°C. W przypadku korzystania z chtodzonej mikrowiréwki nalezy
nastawic¢ jg na temperature pokojowg. W przeciwnym razie mozne ona sie schtodzi¢ do
temperatury ponizej 15°C.

® W przypadku uzywania buforu Buffer RPE i DNazy | wolnej od RNaz po raz pierwszy,
nalezy zrekonstytuowa¢ je zgodnie z opisem podanym w dokumencie RNeasy DSP
FFPE Kit — Instrukcja obstugi.

e Doprowadzi¢ wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C). Wymieszac
zrekonstytuowany bufor Buffer RPE przez wstrzasanie.

e Ustawi¢ blok grzewczy z funkcjg wytrzgsania na temperature 56°C do uzycia w
etapach 5 i 9. Aby skréci¢ czas oczekiwania, ustawi¢ drugi blok grzewczy z funkcjg
wytrzagsania na temperature 80°C do uzycia w etapie 9.

Uwaga: Procedury oczyszczania nie nalezy przerywaé miedzy etapami inkubacji, gdyz

zbyt dtuga inkubacja moze doprowadzi¢ do utraty lub rozktadu RNA.

Procedura

® Wykonac procedure oczyszczania RNA zgodnie z opisem w dokumencie RNeasy DSP
FFPE Kit — Instrukcja obstugi. Upewni¢ sie, ze przestrzegane sg objetosci okreslone
dla >3-4 skrawkdéw (oznaczone symbolem @) wyszczegdlnione w protokole
,0czyszczanie catkowitego RNA ze skrawkow tkanki FFPE”.

® Przeprowadzi¢ elucje RNA w 30 pyl wody wolnej od RNaz dostarczonej z zestawem
RNeasy DSP FFPE Kit.

® Podzieli¢ eluowane RNA na porcje o objetosci 3 ul do oznaczenia ilosciowego.

® Eluaty RNA przechowywaé w temperaturze od —90 do —65°C.
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Oznaczenie ilosciowe i normalizacja RNA

Procedura

® Skalibrowa¢ spektrofotometr, korzystajgc z wody wolnej od RNaz dostarczonej z
zestawem RNeasy DSP FFPE Kit, uzywanej do elucji RNA.

® llos¢ RNA jest okreslana poprzez pomiar gestosci optycznej przy dtugosci fali 260 nm.
o Catkowita ilos¢ oczyszczonego RNA = stezenie x objetos¢ probki w pl.

o Jesli stezenie RNA jest nizsze niz 16,67 ng/pul, nie nalezy poddawacé prébki dalszej obrébce.

Do dalszej analizy nalezy uzy¢ $wiezo wyizolowanego RNA z nowej prébki FFPE.

® RNA nalezy rozcienczy¢ do stezenia 16,67 ng/ul, uzywajac wody do rozciehczania
probek dostarczonej w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

® Reakcja odwrotnej transkrypcji jest zoptymalizowana dla 250 ng oczyszczonego RNA
rozcienczonego w koncowej objetosci 15 pl (15 pl x 16,67 ng/ul = 250 ng wyjsciowego
RNA).

Odwrotna transkrypcja

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit umozliwia otrzymanie duzych uzyskow
cDNA, pozwalajac na czute wykrywanie wszystkich docelowych transkryptéw, nawet tych,
ktore sg obecne w matej ilosci. Podczas reakcji odwrotnej transkrypcji do utworzenia cDNA
wykorzystywana jest matryca RNA i kombinacja starteréw komplementarnych do koncéw
3 i 5 RNA. Enzym odwrotna transkryptaza (Reverse Transcriptase, RT) syntezuje
jednoniciowe cDNA, ktére jest nastepnie uzywane jako materiat wyj$ciowy do reakcji PCR
wykonywanej za pomocg zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

Wazne czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przygotowa¢ wszystkie reakcje w temperaturze 0-8°C, aby zminimalizowaé ryzyko
rozktadu RNA.
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Sktadniki zestawu zawierajg inhibitor RNaz i dezoksyrybonukleotydy dNTP. Nie nalezy
dodawac¢ dodatkowych inhibitorow RNaz i dezoksyrybonukleotydéw dNTP.

Nalezy uzywaé mieszaniny starterow do reakcji RT (dostarczona). Mieszanina
starteréw do reakcji RT zostata zoptymalizowana w taki sposdb, aby umozliwiata
uzyskanie duzych uzyskéw cDNA dla wszystkich regiondw transkryptow RNA.

Przed rozpoczeciem reakcji odwrotnej transkrypcji nie jest konieczne wykonywanie
odrebnych etapéw denaturaciji i hybrydyzaciji.

Po ukonczeniu odwrotnej transkrypcji nalezy zatrzymacé reakcje, inkubujac prébki w
temperaturze 95°C przez 3 minuty, aby zdezaktywowac¢ odwrotng transkryptaze.

Procedura

1.

Przed przygotowaniem reakcji nalezy umiesci¢ blok tadowania, do ktérego mozna
zatadowaé 96 probowek PCR o pojemnosci 0,2 ml, oraz blok chtodzgcy, do ktérego
mozna zatadowac¢ co najmniej 12 probéwek o pojemnosci 2 ml, w temperaturze 0-8°C

na co najmniej 60 minut.

Przed rozpoczeciem przygotowywania reakcji RT nalezy rozmrazac bufor do reakcji RT
1, bufor do reakcji RT 2, odwrotng transkryptaze, mieszanine starteréw do reakcji RT i
wode do stosowania jako NTC, ktére dostarczono z zestawem therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit, w temperaturze pokojowej przez czas od 30 minut do 3 godzin.

Przed rozpoczeciem przygotowywania reakcji RT rozmrazaé prébki badane, kontrole
pozytywng i rozciehczalnik do kontroli pozytywnej w temperaturze 0-8°C przez czas od
30 minut do 3 godzin.

Doktadnie obejrzeé¢ wszystkie odczynniki do reakcji RT, aby upewni¢ sie, Ze sg one w
petni rozmrozone i rozpuszczone w roztworze. Ewentualny osad powstaty w buforze do
reakcji RT 2 nalezy rozpusci¢ poprzez wytrzgsanie. W razie potrzeby inkubowa¢ bufor

w temperaturze 37°C przez krotki czas do momentu rozpuszczenia osadu.

Aby zagwarantowac¢ doktadne wymieszanie odczynnikdw, nalezy wytrzasaé pulsacyjnie
wszystkie odczynniki do reakcji RT 3 razy po 3 sekundy.
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6. Kroétko odwirowa¢ wszystkie odczynniki do reakcji RT, aby zebraé¢ pozostatosci ptynéw

z wieczek i Scianek probéwek.

7. Przygotowa¢ objetos¢ mieszaniny Master Mix do reakcji odwrotnej transkrypciji
odpowiednig do liczby badanych prébek oraz dwdéch kontroli reakcji — kontroli
pozytywnej (Positive Control, PC) i kontroli bez matrycy (No Template Control, NTC).
Mieszaning Master Mix do reakcji odwrotnej transkrypcji nalezy przygotowywaé w
temperaturze 0-8°C zgodnie z informacjami, ktére przedstawia Tabela 3.

Uwaga: Aby zapewni¢ wystarczajgcg dodatkowg objeto$¢ do przygotowania reakc;ji
RT, podczas przygotowywania mieszaniny Master Mix dla <16 prébek nalezy
uwzgledni¢ objetos¢ dla 2 dodatkowych reakcji (n + 2), a w przypadku >16 probek
nalezy uwzgledni¢ objetos¢ dla czterech dodatkowych reakcji (n + 4).

Uwaga: Bufor do reakcji RT 1 i odwrotna transkryptaza to odczynniki o duzej lepkosci.

Z tego wzgledu zalecane jest powolne pipetowanie tych odczynnikow.

Tabela 3. Mieszanina do reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Objetos¢ na reakcje RT
Bufor do reakcji RT 1* 5l

Bufor do reakcji RT 2 2,5l
Mieszanina starteréw do reakcji RT 1,25 pl
Odwrotna transkryptazat 1,25 pl
Catkowita objetos¢ mieszaniny Master Mix 10 pl

Zawiera jony Mg?* i dezoksyrybonukleotydy dNTP.
T Zawiera réwniez inhibitor RNaz.

8. Aby zagwarantowa¢ doktadne wymieszanie kazdego odczynnika, nalezy wytrzgsaé
pulsacyjnie mieszanine do reakcji RT 3 razy po 3 sekundy.

9. Krétko odwirowaé mieszanine do reakcji RT, aby zebra¢ pozostatosci ptynu z wieczka i
$cianek probdwki.

10. Trzyma¢ mieszanine do reakcji RT na bloku chtodzgcym.

11. Napetnic¢ blok fadowania wymagana liczbg probéwek PCR o pojemnosci 0,2 ml.

12. Przenies$¢ po 10 uyl mieszaniny do reakcji RT do kazdej probdwki o pojemnosci 0,2 ml.
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13. Wytrzgsa¢ pulsacyjnie wode do stosowania jako NTC, rozcienczalnik do kontroli
pozytywnej i kontrole pozytywng dostarczong z zestawem therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit i znormalizowane probki RNA 3 razy po 3 sekundy, aby zagwarantowa¢ ich
dokfadne wymieszanie.

14. Krotko odwirowa¢ wode do stosowania jako NTC, rozcienczalnik do kontroli
pozytywnej, kontrole pozytywng i znormalizowane probki RNA, aby zebra¢ pozostatosci
ptynéw z wieczek i Scianek probowek.

15. Doda¢ probki do kazdej probowki zawierajgcej mieszaning Master Mix do reakcji
odwrotnej transkrypcji zgodnie z informacjami, kidre przedstawia Tabela 4. Za pomocag
pipety przenies¢ kazdg prébke bezposrednio do mieszaniny do reakcji RT znajdujgcej sie
w probowce; w przypadku kontroli pozytywnej nalezy najpierw przenies¢ kontrole
pozytywng za pomocg pipety, a nastepnie doda¢ rozciehczalnik do kontroli pozytywne;.
Po dodaniu kazdej probki nastawi¢ pipete na 15 ul, wymiesza¢ mieszanine, pipetujac jg w
gore i w dot 5-10 razy, a nastepnie niezwtocznie zamkng¢ probdéwki, uzywajgc zatyczek.
Uwaga: Aby zapewnic skuteczny przebieg reakcji RT, nalezy dokfadnie wymieszac
mieszanine do reakcji RT oraz prébki (kontrola pozytywna, kontrola bez matrycy lub
badana probka).

Tabela 4. Probka dodawana do mieszaniny do reakcji odwrotnej transkrypcji

Nazwa proébki Typ probki Objetosc

Kontrola bez matrycy Woda do stosowania jako NTC 15 pl
(No Template Control, NTC)

Badana probka Probka 15 pl

Kontrola pozytywna (Positive Control, PC) 5ul

Kontrola pozytywna - . ) .
Rozcienczalnik do kontroli pozytywnej 10 pl

16. Wytrzgsa¢ pulsacyjnie wszystkie probéwki przez 3 sekundy, aby zapewnic
wymieszanie odczynnikéw i matrycy do reakcji RT.

17. Upewnic¢ sig, ze usunieto wszystkie pecherzyki powietrza, a odczynniki i matryca do
reakcji RT sg na dnie probowek.
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18. Pozostawi¢ probowki na 15 minut w bloku fadowania w temperaturze pokojowe;.

19. Inkubowac prébki w bloku grzewczym, fazni wodnej lub termocyklerze przez 30 minut
w temperaturze 42°C, aby przeprowadzi¢ odwrotng transkrypcje RNA.

20. Inkubowac prébki w bloku grzewczym, tazni wodnej lub termocyklerze przez 3 minuty w
temperaturze 95°C, aby inaktywowac enzym odwrotna transkryptaza.

21. Przechowywa¢ prébki cDNA do momentu wykorzystania ich jako materiatu
wyjsciowego do etapu reakcji PCR. W celu krétkoterminowego przechowywania prébki
mozna przechowywaé w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 5 dni lub w
temperaturze od —30 do —15°C przez maksymalnie 30 dni.

Reakcja real-time PCR wykonywana w aparacie Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit umozliwia doktadne wykrywanie okreslonych
zmian w genach FGFR poprzez reakcje real-time PCR wykonywang w multipleksowym
uktadzie. Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit zawiera cztery mieszaniny do reakc;ji

PCR gotowe do uzycia, w tym polimeraze HotStarTaq DNA Polymerase i bufor PCR Buffer.

Wazna informacja przed rozpoczeciem

® Reakcje PCR nalezy rozpoczgé od trwajgcego 15 minut etapu wstepnej inkubacji w
temperaturze 95°C w celu aktywacji polimerazy HotStarTaq DNA Polymerase.

Procedura

1. Przed przygotowaniem reakcji nalezy umiesci¢ blok tadowania, do ktérego mozna
zatadowaé 72 probéwki PCR o pojemnosci 0,1 ml w temperaturze 0-8°C na co
najmniej 60 minut.

2. Przed rozpoczeciem przygotowywania reakcji PCR rozmrazaé mieszaniny do reakcji
PCR dostarczone w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit przez czas od
30 minut do 3 godzin.
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Aby zagwarantowa¢ dokfadne wymieszanie kazdej mieszaniny do reakcji PCR, nalezy
wytrzgsac je pulsacyjnie 3 razy po 3 sekundy.

4. Krotko odwirowac¢ wszystkie mieszaniny do reakcji PCR, aby zebra¢ pozostatosci
ptyndw z wieczek i Scianek probowek.
5. Napehi¢ blok tadowania wymagang liczbg probéwek PCR o pojemnosci 0,1 ml w
paskach.
6. Dodac¢ po 20 pl mieszaniny do reakcji PCR do probowek PCR o pojemnosci 0,1 ml w
paskach zgodnie ze schematem pipetowania, ktory przedstawia Ryc. 4.
Plytka 72-dotkowa
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Probowka 1 Probowka 9 Probowka 17 Probéwka 25 Probéwka 33 Probowka 41 Probowka 49 Probowka 57 Probowka 65
A Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1
Probowka 2 Probéwka 10 Probowka 18 Probéwka 26 Probowka 34 Probowka 42 Probéwka 50 Probowka 58 Probowka 66
B Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2
Probowka 11 Probowka 19 Probowka 27 Probowka 35 Probowka 43 Probowka 51 Probowka 59 Probowka 67
c Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1
Probowka 4 Probowka 12 Probowka 20 Probowka 28 Probowka 36 Probowka 44 Probowka 52 Probowka 60 Probowka 68
D Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2
Probowka 5 Probowka 13 Probowka 21 Probowka 29 Probowka 37 Probowka 45 Probowka 53 Probowka 61 Probowka 69
E Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1 Mut-1
Probéwka 6 Probowka 14 Probéwka 22 Probéwka 30 Probéwka 38 Probéwka 46 Probéwka 54 Probéwka 62 Probéwka 70
F Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2 Mut-2
Pr a 15 Probéwka 23 Probowka 31 Probowka 39 Probéwka 47 Probowka 55 Probowka 63 Probéwka 71
G Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1 Fus-1
Probéwka 8 Probéwka 16 Probéwka 24 Probéwka 32 Probéwka 40 Probéwka 48 Probéwka 56 Probéwka 64 Probéwka 72
H Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2 Fus-2

Ryc. 4. Schemat pipetowania mieszaniny do reakcji PCR. Rzedy A i E (kolor pomaranczowy): Mieszanina
reakcyjna dla mutacji-1. Rzedy B i F (kolor fioletowy): Mieszanina reakcyjna dla mutacji-2 Rzedy C i G (kolor z6tty):
Mieszanina reakcyjna dla genéw fuzyjnych-1. Rzedy D i H (kolor zielony): Mieszanina reakcyjna dla genéw
fuzyjnych-2. Kolory odpowiadajg kolorom zatyczek probéwek PCR dostarczonych w zestawie.

7.

Wytrzgsac probki cDNA przez 3 sekundy, a nastepnie krotko je odwirowaé, aby zebraé
pozostatosci ptynéw z wieczek i scianek probowek.

Dodac¢ po 5 pl kontroli NTC, badanej prébki lub kontroli pozytywnej po reakcji odwrotnej
transkrypcji do probéwek PCR o pojemnoséci 0,1 ml w paskach zgodnie ze schematem
pipetowania, ktéry przedstawia Ryc. 5. Nastawi¢ pipete na 5 pl i wymiesza¢ kazda
probke, pipetujac ja w gére i w dét 5-10 razy; niezwilocznie zamkngé probowki,
uzywajac zatyczek.
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Uwaga: Jedli jest to mozliwe, matryce cDNA kontroli pozytywnej nalezy dodawac¢ do
probowek w odrebnym obszarze lub w innym laboratorium, z dala od obszaru lub
laboratorium, w ktérym dodawana jest kontrola NTC i cDNA prébek. Ma to na celu
zminimalizowanie ryzyka zanieczyszczenia probeki.

Plytka 72-dotkowa
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Probéwka 1 Probéwka 9 ‘ Probéwka 17 Probowka 25 Probéwka 33 Probéwka 41 Probéwka 49 Probéwka 57 Probéwka 65

Probka 1 | Probka3 Prébkab Probka7 | Probka 9 Probka 11 | Probka 13 Prébka 15

Probéwka 2 Probéwka 10 Probéwka 18 Probéwka 26 Probéwka 34 ‘ Probéwka 42 Probéwka 50 Probéwka 58 Probéwka 66

Probka 1 | Probka3 Prébkab Probka7 | Probka 9 Probka 11 | Probka 13 Prébka 15

Probéwka 3 Probéwka 11 Probéwka 19 Probéwka 27 Probéwka 35 Probéwka 43 Probéwka 51 Probéwka 59 Probéwka 67
PC Prébka 1 | Prébka 3 | Probka 5 | Probka 7 | Probka 9 | Prébka 11 | Probka 13 | Probka 15

Probéwka 4 Probéwka 12 Probéwka 20 Probowka 28 Probéwka 36 Probowka 44 Probéwka 52 Probéwka 60 Probéwka 68

Probka 1 | Probka3 Probka5 Prébka7 | Probka9 Prébka 11 | Prébka 13 Prébka 15

Probéwka 5 Pro’bf)wka 13 ProE)OWka 21 Pro’bf)wka 29 ProPéwka 37 PrE)bOWka 45 Pn')béwka 53 Prgbéwka 61 Pn’)béwka 69
Probka 2 | Prébka4 Probka 6 Prébka 8 | Probka 10 Prébka 12 | Prébka 14 Prébka 16

Probéwka 6 Probéwka 14 Probéwka 22 Probéwka 30 Probéwka 38 Probéwka 46 Probéwka 54 Probowka 62 Probéwka 70

Probka 2 | Probka4 Probka6 Probka 8 | Prébka 10 Probka 12 | Probka 14 Prébka 16

Probowka 15 Probowka 23 Probowka 31 Probowka 39 Probowka 47 Probowka 55 bowka 63 Probowka 71
Prébka 2 | Probka 4 | Probka 6 | Probka 8 | Probka 10 | Prébka 12 | Probka 14 | Probka 16

Probéwka 8 Probowka 16 Probéwka 24 Probowka 32 Probéwka 40 Probéwka 48 Probéwka 56 Probowka 64 Probéwka 72

NTC Prébka 2 | Prébka4 Probka 6 Probka 8 | Probka 10 Prébka 12| Probka 14 Probka 16

I @& m m O O W >»

Ryc. 5. Schemat pipetowania prébek badanych za pomoca zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.
Kolory odpowiadajg kolorom zatyczek probéwek PCR dostarczonych w zestawie.

9. Upewni¢ sie, ze mieszanina do reakcji PCR znajduje sie na dnie probéwek PCR o
pojemnosci 0,1 ml w paskach.

10. Otworzy¢ profil oznaczenia therascreen FGFR FFPE w wersji 1.0.1 w oprogramowaniu

Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1. Warunki wykonywania cykli zawiera Tabela 5.

11. Umiesci¢ wszystkie cztery paski probowek PCR w rotorze 72-dotkowym. Doktadnie
upewni¢ sie, ze probowki umieszczono w prawidlowych pozycjach w rotorze
72-dotkowym (pozycja probowki w rotorze 72-dotkowym powinna by¢ taka sama jak
pozycja probowki w bloku tadowania).

Uwaga: We wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umiesci¢ puste,
zamknigte probowki. Gwarantuje to zachowanie wtasciwych parametréw termicznych
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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12. Umiesci¢ rotor 72-dotkowy w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Upewnic sie, ze
pierScien blokujgcy (dostarczony z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) jest
umieszczony na goérze rotora, aby zabezpiecza¢ probéwki podczas wirowania.

13. Aby rozpoczg¢ reakcje real-time PCR, nalezy postepowa¢ zgodnie z instrukcjami
podanymi w czesci ,Korzystanie z oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
w wersji 2.1”, strona 35.

Uwaga: Warunki wykonywania cykli w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przy
uzyciu zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Warunki wykonywania cykli

Etap Czas Temperatura Dodatkowe uwagi
Etap poczatkowej aktywacji 15 min 95°C Polimeraza HotStarTag DNA Polymerase jest
reakcji PCR aktywowana na tym etapie podgrzewania.

Cykl 2-etapowy™:

Denaturacja 60s 94°C Etap hybrydyzacji/wydtuzania potgczony
Hybrydyzacja/wydiuzanie  90's 60°C z gromadzeniem danych fluorescencyjnych.
Liczba cykli 45

* Tylko takie warunki wykonywania cykli gwarantujg optymalne dziatanie testu.

Korzystanie z oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
w wersji 2.1

Procedura

1. Klikngé dwukrotnie ikone oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w

4

wersji 2.1 na pulpicie komputera podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q | &
MDx 5plex HRM.

2. Domyslnie wyswietlane jest srodowisko ,Setup” (Ustawienia). Klikngé opcje ,New
manual work list” (Nowa reczna lista robocza), aby utworzy¢ nowg liste roboczg (Ryc. 6,
na kolejnej stronie).
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Ryc. 6. Konfigurowanie nowej recznej listy roboczej. 1 = Wybierz srodowisko ,Setup” (Ustawienia),
2 = ,New manual work list” (Nowa reczna lista robocza).

3. Wybra¢ karte ,Assays” (Oznaczenia) po lewej stronie okna gtéwnego. Wybra¢ profil
oznaczenia ,therascreen FGFR FFPE Assay Profile” z listy dostepnych profili
oznaczen, a nastepnie klikngé niebieskg strzatke, aby wybra¢ profil oznaczenia. Jesli

nazwa profilu oznaczenia jest przycieta, nalezy przesung¢ kursor myszy na profil

oznaczenia, aby wyswietli¢ jego petng nazwe (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Konfigurowanie nowej recznej listy roboczej; wybér nazwy profilu oznaczenia. 1 = Karta ,Assays”
(Oznaczenia), 2 = Wybierz profil ,therascreen_FGFR_FFPE” z listy dostepnych profili oznaczen, 3 = Kliknij strzatke.

4. W oknie ,Selected assay profiles” (Wybrane profile oznaczen) wpisa¢ liczbe badanych

—— |t - ﬁ

Ryc. 8. Gléwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Dodaj liczbe prébek w obszarze ,Assay profile name” (Nazwa
profilu oznaczenia).
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5. Klikng¢ karte ,Kit information” (Informacje o zestawie). Wybra¢ opcje ,Enter kit
information manually” (Recznie wprowadz informacje o zestawie), a nastepnie

wprowadzi¢ informacje o zestawie (Ryc. 9).
- L e = I == =7
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Ryc. 9. Gléwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Karta ,Kit information” (Informacje o zestawie), 2 = Wprowadz
informacje o zestawie.

6. Klikng¢ karte ,Samples” (Probki), aby wprowadzi¢ informacje o probkach. Recznie
wprowadzi¢ nazwy probek (Ryc. 10).
Wazne: W przypadku korzystania z listy roboczej wygenerowanej dla poprzedniej
reakcji przeprowadzanej przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
nalezy upewnic sie, ze wprowadzone sg prawidtowe nazwy probek.
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Ryc. 10. Glowne okno tworzenia listy roboczej. 1 =- Karta ,Samples” (Prébki), 2 = Wprowadz nazwy prébek.

7.

Klikng¢ karte ,Properties” (Wtasciwosci), a nastepnie wprowadzi¢ nazwe listy robocze;.
Po wprowadzeniu nazwy listy roboczej nalezy upewni¢ sig, ze pola wyboru ,is editable”
(mozliwos¢ edyciji) i ,work list is complete” (ukofczono tworzenie listy roboczej) sg
zaznaczone. Nastepnie klikng¢ opcje ,Apply” (Zastosuj) w prawym dolnym rogu, aby
zastosowac liste roboczg (Ryc. 11).

Wprowadzi¢ nazwe eksperymentu w polu tekstowym ,Experiment name” (Nazwa
eksperymentu). Wybra¢ cykler z listy dostepnych cykleréw i upewni¢ sie, ze
zaznaczono pole wyboru ,Ring attached” (Pierscien zamocowany). Po wykonaniu
wszystkich etapow klikng¢ przycisk ,Start Run” (Rozpocznij reakcje). Pod ikong Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM w gdérnej czesci ekranu po prawej stronie pojawi sie wskaznik
postepu, wskazujgc, ze rozpoczeto reakcje (Ryc. 12).

Uwaga: Wyglad ikony ,Cycler” (Cykler) zmienia sie w zaleznosci od postepu i rezultatu
reakcji (Ryc. 13). Petny opis tych ikon cyklera mozna znalez¢ w dokumencie
Podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene Core Application AssayManager
va.1.
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Ryc. 11. Gtéwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Karta ,Properties” (Wtasciwosci), 2 = Wprowadz nazwe listy
roboczej, 3 = Zaznacz pola ,is editable” (mozliwo$¢ edycji) i ,work list is complete” (ukoriczono tworzenie listy
roboczej), 4 = ,Apply” (Zastosuj).
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Ryc. 12. Zastosowanie listy roboczej i rozpoczynanie reakcji. 1 = Wprowadz nazwe eksperymentu, 2 = Biezacy
stan dokumentu 3 = Wybierz aparat, 4 = Rozpocznij reakcje.
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Cyolor 1

Wskaznik postepu

Cykler Cykler pracuje Program Program zatrzymany
bezczynny  Wskaznik postepu wskazuje ukonczony (kliknieto opcje ,Stop
postep reakcji. pomysinie Process” (Zatrzymaj

proces) lub wystapit btad).

EE]
Cyoler 1
Cykler offline Cykler wiaczony Nieprawidiowa Program zatrzymany,
weryfikacja cykler offline.

Ryc. 13. Ikony cyklera Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, ktore moga by¢ wyswietlane.

9. Po ukonczeniu programu klikng¢ przycisk ,Finish run” (Zakoncz reakcje), a zostanie
wys$wietlone okno dialogowe ,Finish run” (Zakoncz reakcje) (Ryc. 14).
Uwaga: W trakcie reakcji krzywe amplifikacji bedg wyswietlane i aktualizowane w
czasie rzeczywistym. Wskaznik postepu w lewej dolnej czesci ekranu bedzie
wskazywat pozostaty czas.

Wazne: Nie nalezy zamykac tego okna w trakcie reakcji, gdyz moze dojs$¢ do utraty

danych!
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Cykler Program uruchomiony Program ukonczony
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Ryc. 14. Konczenie reakcji. 1 = Kliknij przycisk ,Finish run” (Zakoncz reakcje).

10. Klikngé opcje ,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania), aby
przejs¢ do srodowiska ,Approval’ (Zatwierdzanie) i udostepni¢ wyniki uzyskane w
aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Kolor ikony RGQ w prawym gérnym rogu
ekranu zmieni sie z zielonego na niebieski, wskazujgc gotowos¢ aparatu RGQ do
wykonania kolejnej reakcji. Bez wzgledu na to, czy reakcja zakonczyla sie
powodzeniem, czy nie, nalezy udostepni¢ wyniki uzyskane w aparacie RGQ (Ryc. 15).

Poaition Mars Fouems kit
[ ] REo043 R Sud sl

Exprrmment nas

Trasning Run

Erroen dhuring rus

Comment

1

[

Ryc. 15. Wyskakujace okno ,,Finish run” (Zakoncz reakcje). 1 = ,Release and go to approval” (Udostepnij i
przejdz do zatwierdzania).
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11. Informacje dotyczace opcji ,Raw data” (Dane surowe), ,Processed data”

(Przetworzone dane), ,Experiment” (Eksperyment), ,Assay” (Oznaczenie) i ,Audit trail”’
(Sciezka audytu) mozna znalezé w czesci ,Plots and Information” (Wykresy i
informacje). Wyniki oznaczenia mozna znalez¢ w czesci ,Results” (Wyniki) (Ryc. 16).

Uwaga: Plik profilu oznaczenia ,therascreen FGFR FFPE” powigzany z zestawem
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit zawiera wszystkie instrukcje wymagane do
automatycznej analizy probek i interpretacji wynikdw przez oprogramowanie. Po
wykonaniu cykli reakcji PCR oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
automatycznie ocenia waznos¢ reakcji kontroli i probek. Jesli dane uzyskane dla
kontroli pozytywnej i kontroli bez matrycy mieszczg sie w akceptowalnym zakresie
wstepnie skonfigurowanym dla testu, kontrole reakcji bedg zgtaszane jako ,Valid”
(Wynik wazny). Jesli obie kontrole sg wazne, probki zostang przeanalizowane
indywidualnie; jesli dane uzyskane dla kontroli wewnetrznej mieszczg sie w
akceptowalnym zakresie wstepnie skonfigurowanym dla testu, probka zostanie
zgtoszona jako ,Valid” (Wynik wazny); jesli sg poza akceptowalnym zakresem wstepnie
skonfigurowanym dla testu, probka zostanie zgtoszona jako ,Invalid” (Wynik niewazny).
Jesli wyniki uzyskane dla kontroli zewnetrznych sg poza akceptowalnym zakresem
wstepnie skonfigurowanym dla testu, dla wszystkich prébek zostanie zgtoszony ogélny
wynik ,Invalid” (Wynik niewazny). Jesli podczas analizy ktérejkolwiek z kontroli reakcji
wystgpi btad, cata reakcja zostanie uznana za niewazng. Wszystkie probki zostang
oznaczone flagg ,ASSAY_INVALID”. Instrukcje dotyczace postepowania w takiej
sytuacji zawiera czes¢ ,Analiza” na stronie 47.
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Ryc. 16. Przyktad gtéwnych okien wynikow oznaczenia. 1 = Karta ,Experiment” (Eksperyment). 2 = Obszar ,Plots
and information” (Wykresy i informacje). 3 = Obszar ,Results” (Wyniki). 4 = Przyciski akceptacji lub odrzucenia.
5 = Przyciski akceptacji lub odrzucenia. 6 = Udostepnij/raportuj dane.
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12.

13.

14.

15.

Wyniki wszystkich probek badanych muszag zosta¢ zatwierdzone (zaakceptowane lub
odrzucone) w obszarze ,Results” (Wyniki) srodowiska ,Approval’ (Zatwierdzanie), a

nastepnie udostepnione.

Klikng¢ opcje ,Release/Report data” (Udostepnij/raportuj dane). Zostanie wyswietlone
okno dialogowe ,Release/Report data” (Udostepnij/raportuj dane), takie jak
przedstawione na Ryc. 17.

Klikng¢ przycisk ,OK”, aby zapisa¢ eksperyment w archiwum i utworzy¢ plik wyjsciowy
LIMS i raport z reakcji. Raporty z reakc;ji i wyeksportowane pliki LIMS zostang zapisane
w domys$inym katalogu raportow. Domysiny katalog mozna znalezé w obszarze
,Default data export directories” (Domysine katalogi wyeksportowanych danych) w
czesci ,Configuration” (Konfiguracja) srodowiska oprogramowania.

@ Release / report data

Messages

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

(o

Ryc. 17. Okno dialogowe ,Release/Report data” (Udostepnij/raportuj dane).

Aby przejrze¢ dane eksperymentu przechowywanego w archiwum eksperymentéw,
nalezy klikng¢ $rodowisko ,Archive” (Archiwizacja) oprogramowania, a nastepnie
wyszukaé eksperyment, korzystajgc z kryteriow wyszukiwania w czesci ,Filter Options”
(Opcje filtrowania). Klikng¢ przycisk ,Apply filter” (Zastosuj filtr), aby rozpoczgc
wyszukiwanie. Wybra¢ eksperyment, zaznaczajac pole wyboru obok zadanego

eksperymentu, a nastepnie klikng¢ opcje ,Show assays” (Pokaz oznaczenia) (Ryc. 18).
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16. Jesli eksperyment zostat zakonczony niepowodzeniem i wyswietlany jest kod bfedu,
liste kodow potencjalnych awarii i btedéw, ktére mogg by¢ wyswietlane przez
oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager, mozna znalez¢ w dokumencie
Podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 i/lub w
dokumencie Podrecznik uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma Plug-in.

1
3
2
- i 4

Ryc. 18. Okno gtéwne ,,Experiment Archive” (Archiwum eksperymentéw). 1 = Wybor srodowiska ,Archive”
(Archiwizacja), 2 = Opcje wyszukiwania, 3 = Wybdr nazwy eksperymentu, 4 = Przycisk ,Show assays” (Pokaz
oznaczenia).
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Analiza

Wszystkie etapy analizy danych sg wykonywane automatycznie, nie jest wymagana reczna
interpretacja danych. Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager automatycznie
sprawdza, czy zostaly spetnione kryteria waznosci reakcji i kryteria waznosci probki. W
przypadku stwierdzenia niewaznosci reakcji lub probki oprogramowanie nie zgtosi wynikow
statusu mutacji. Wynik analityczny jest okreslany poprzez potaczenie wszystkich istotnych
danych z reakcji PCR zgodnie z algorytmami podstawowej analizy zdefiniowanego w
profilu oznaczenia therascreen FGFR FFPE.

Najpierw wykonywane sg analizy kontroli reakc;ji:

® Reakcja kontroli PC jest sprawdzana pod kgtem tego, czy w oznaczeniach kontroli
pozytywnej i oznaczeniach kontroli wewnetrznej (Internal Control, IC) zaszia
amplifikacja. Ta kontrola reakgciji jest wazna, jesli wartos¢ Cr kazdej kontroli PC miesci
sie w okreslonych wymogach dotyczacych kontroli PC.

® Reakcja kontroli NTC jest sprawdzana pod kagtem tego, czy w oznaczeniach kontroli
bez matrycy j i oznaczeniach kontroli IC nie zaszta amplifikacja. Ta kontrola reakcji jest
wazna, jesli nie jest obserwowana wartos¢ Cr lub wartos¢ Cr przekracza wymaog
dotyczacy kontroli NTC.

Jesdli ktorakolwiek z kontroli reakcji nie spetnia wymogow, reakcja zostanie uznana za

niewazng i wymagane bedzie powtdrzenie analizy od etapu odwrotnej transkrypciji.

Jesli wszystkie kontrole reakcji spetniajg wymogi, wykonywana jest analiza reakcji prébek.
Status zmian w genach FGFR jest jakoSciowo oznaczany i raportowany dla kazdej prébki
cDNA na podstawie wstepnie okreslonych wartosci Cr.
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Do poszczegdlnych prébek moga zostaé przypisane nastepujgce wyniki:

® FGFR Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR) (,Valid” (Wynik wazny))
® No Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany) (,Valid” (Wynik wazny))

o INVALID (Wynik niewazny): Jesli podczas analizy wykonywanej przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 do probki zostanie przypisana co najmniej
jedna flaga, ktdra jest zdefiniowana jako flaga powodujgca ustawienie wyniku
obecnosci zmian w genach na ,INVALID” (Wynik niewazny)

Uwaga: W materiale genetycznym tkanki rakowej moze byé obecna wiecej niz jedna
zmiana w genach kodujacych receptory FGFR. W takim przypadku zostanie zgtoszona
wigcej niz jedna zmiana w genach FGFR.

Uwaga: Raport generowany pod koniec reakcji przedstawia wyniki uzyskane dla probek
badanych i kontroli reakcji wraz z flagami uniewazniajagcymi umieszczonymi przed
niewaznymi wynikami. Jesli podczas reakcji wykonywanej w aparacie Rotor-Gene Q
wystgpi btad, nalezy zutylizowaé probki znajdujgce sie w aparacie i powtérzy¢é badanie,

uzywajgc wyizolowanej probki RNA.

Wszystkie flagi, ktére mogg zostaé przypisane do wynikdw przez narzedzie Rotor-Gene
AssayManager Gamma Plug-in w wersji 2.1, sg wymienione w dokumencie Podrecznik
uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in. Dodatkowe flagi,

ktore sg specyficzne dla profilu oznaczenia ,therascreen_FGFR_FFPE”, zawiera Tabela 6.
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Tabela 6. Przyktadowe flagi oprogramowania, ktére moga by¢ wyswietlane

Flagi oprogramowania

Sytuacja, w ktorej wyswietlana
jest flaga

Czynnosé¢, ktora nalezy wykonaé

PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

PC_NO_CT_VALUE

NTC_UNEXPECTED_CT_VALUE

(Zmiana)
IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(Zmiana)
IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

(Zmiana)
IC_NO_CT_VALUE

Kontrola PC powyzej
okreslonego zakresu

Kontrola PC ponizej okreslonego
zakresu

Brak wartosci Cr dla kontroli PC
w probéwkach z kontrolg PC

W kontroli NTC wykryto
warto$¢ Cr

Prébka powyzej okreslonego
zakresu

Prébka ponizej okreslonego
zakresu

Brak wartosci Cr dla prébki

Niewazna reakcja. Nalezy powtorzy¢
test, uzywajgc wyizolowanego RNA,
jesli jest dostepny lub, jesli nie jest
dostepny, przeprowadzi¢ ponowng
izolacje RNA.

Niewazna reakcja. Nalezy powtoérzy¢
test, uzywajgc wyizolowanego RNA.

Niewazna reakcja. Nalezy powtorzy¢
test, uzywajgc wyizolowanego RNA.

Niewazna reakcja. Nalezy powtérzy¢
test, uzywajgc wyizolowanego RNA.

Niewazna prébka. Konieczna
ponowna izolacja prébeki.

Niewazna probka. Konieczna
ponowna izolacja prébeki.

Niewazna probka. Test mozna
powtdrzy¢, uzywajgc wyizolowanego
RNA, lub mozna ponownie
przeprowadzic¢ izolacje prébki.

Uwaga: W przypadku powtarzajgcych sie niewaznych reakcji nalezy skontaktowaé sie

z dziatem serwisu technicznego firmy QIAGEN.

Ograniczenia procedury

Wyniki uzyskane za pomocg tego produktu nalezy interpretowa¢ w kontekscie wszystkich

odpowiednich obserwaciji klinicznych i laboratoryjnych; nie mogg one stuzy¢ jako jedyna

podstawa diagnozy.

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony wytacznie do badania
RNA otrzymanego z probek FFPE raka UC.
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Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony wytacznie do badania
RNA przygotowanego za pomocg zestawu RNeasy DSP FFPE Kit (nr kat. 73604).

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest rowniez przeznaczony do identyfikaciji
genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujgcego gen kodujacy receptor FGFR3 oraz
genow fuzyjnych FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujacych gen kodujgcy receptor
FGFR2, poniewaz pacjenci, u ktérych wystepowaly te geny fuzyjne FGFR, byl
kwalifikowani do badania klinicznego 42756493-BLC2001 leku BALVERSA (erdafitinib).
Test ten nie zostat jednak zwalidowany w warunkach klinicznych do wykrywania tych
trzech gendéw fuzyjnych, ze wzgledu na brak wymaganych prébek klinicznych. Nie
okreslono bezpieczenstwa i skutecznosci stosowania leku w przypadku oséb z UC, u
ktérych wystepowaty te geny fuzyjne, i nie stwierdzono zasadnos$ci stosowania zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit w celu utatwienia wyboru takich pacjentéw do
leczenia przy uzyciu leku BALVERSA (erdafitinib).

W prébkach, dla ktorych zgtoszono wynik ,No Alteration Detected” (Nie wykryto zadnej
zmiany), mogg wystepowa¢ zmiany w genach FGFR, ktore nie sg wykrywane przez
zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

Wykrycie zmian w genach FGFR jest uzaleznione od stopnia integralnosci probki i ilosci
mozliwego do amplifikacji cDNA, ktéry mozna uzyskac¢ z probki.

Jesli kontrola wewnetrzna (Internal Control, IC) oznaczenia dla okreslonej prébki nie ma
wartosci Ct lub wykracza poza okreslony zakres, nalezy powtérzy¢ procedure testowg dla
tej probki.

Produkt moze by¢ obstugiwany wylgcznie przez personel przeszkolony w dziedzinie
procedur diagnostyki in vitro oraz obstugi aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Produkt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie z cyklerem Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM do reakcji real-time PCR.
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W celu uzyskania optymalnych wynikéw nalezy $cisle przestrzega¢ wytycznych zawartych
w dokumencie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi. Rozcienczanie
odczynnikdow w sposob inny niz opisany w niniejszej instrukcji obstugi nie jest zalecane i
skutkuje utratg skutecznosci.

Z instrukcji zawartych w tej instrukcji obstugi nalezy korzysta¢ wraz z oprogramowaniem
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 wyposazonym w opcje automatycznego
wywotywania statusu zmian w genach FGFR i z narzedziem Gamma Plug-in w wersji 1.0.0

oraz profilem oznaczenia therascreen FGFR FFPE w wersji 1.0.1.

W zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit nie stwierdzono wykrywalnej
reaktywnosci krzyzowej (prowadzgcej do zgtoszenia wyniku ,Alteration Detected” (Nie

wykryto zadnej zmiany)) miedzy zawartymi w nim oznaczeniami zmian w genach FGFR.

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit udostepnia jakosciowy wynik testu,
wywotujgc pozytywny lub negatywny wynik dla kazdej zmiany w genach FGFR.

W ramach zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit wykonywana jest dwuetapowa
procedura RT-PCR. Tak jak w przypadku wszystkich podobnych procedur, prébki mogg
zosta¢ zanieczyszczone przez zewnetrzne czynniki obecne w Srodowisku, w ktorym
wykonywany jest test, lub potencjalnie przez kontrole pozytywng. Operatorzy wykonujacy test
muszg zachowac ostroznos¢, aby unikngé zanieczyszczenia prébek i odczynnikdw zestawu.

Nie jest znany wptyw zanieczyszczenia mikrobiologicznego na skutecznos¢ zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit; operatorzy muszg zachowaé ostroznos¢ podczas
procedur testowych, aby unikngé wprowadzenia zanieczyszczen mikrobiologicznych do
sktadnikow zestawu i nie powinni uzywa¢ sktadnikow zestawu w przypadku

zaobserwowania w nich wzrostu mikroorganizméw.
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Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania

wydrukowane na pudetkach i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywaé

sktadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.

Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji dotyczaca rozwigzywania probleméw moze przydaé sie w przypadku

wystagpienia ewentualnych probleméw. Aby uzyskaé wiecej informacji, nalezy takze

zapoznac¢ sie ze strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego Centrum pomocy

technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu

serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace

informac;ji i protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek

i oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem

www.giagen.com).

Komentarze i wskazéwki

Otrzymano niewazny wynik dla prébki NTC

Wykryto oznaczang sekwencje
docelowg przy braku materiatu
matrycy

Jesli RNA probki jest dostepny, powtdrzyé test od etapu RT. Jesli

RNA probki nie jest dostepny, powtdrzyé test od etapu izolacji RNA.

Jesli to mozliwe, zamkng¢ probéwki PCR niezwtocznie po dodaniu
probki badanej.

Upewni¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie
odkazane.

Otrzymano niewazny wynik dla prébki PC

a)

b)

c)

Nieprawidtowa konfiguracja reakcji
RT lub PCR

Warunki przechowywania co
najmniej jednego z odczynnikéw
wchodzacych w sktad zestawu nie
spetnity zalecen zawartych w czesci
4Przechowywanie odczynnikéw i
sposéb postepowania” (strona 22)

Minat termin waznosci zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR
Kit

Sprawdzi¢ etapy pracy wedtug schematu pipetowania i w razie
potrzeby powtérzy¢ procedure od etapu RT.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznos$ci (patrz etykieta
zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznos$ci (patrz etykieta
zestawu) odczynnikdéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
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Komentarze i wskazowki

Otrzymano niewazny wynik dla
kontroli IC

Wynik dla IC wykracza poza Powtdrzy¢ izolacje RNA, jesli dostepna jest wystarczajaca ilos¢
wstepnie ustawiony akceptowalny tkanki FFPE.

zakres; jakos¢ probki RNA

uniemozliwia wykonanie testéw

prébki za pomocg zestawu

therascreen FGFR RGQ RT-PCR

Kit

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem I1SO systemem zarzgdzania jakoscig firmy
QIAGEN (ISO 13485) kazda seria zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest
testowana pod katem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej

jakosci produktu.
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Parametry skutecznosci

Granica proby Slepej (LoB)

Granica proby Slepej (Limit of Blank, LoB) jest zdefiniowana w wytycznej EP17-A2 instytutu
CLSI jak ,najwyzszy wynik, ktérego mozna oczekiwaé dla proby slepej (tj. dla prébki o
stezeniu rownym zeru lub bliskim zera) dla danego prawdopodobienstwa btedu o”. W
przypadku zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest to punkt danych, ktéry
odpowiada gdérnemu 95. percentylowi w probkach negatywnych wzgledem zmian w
genach FGFR. Granice LoB wyznaczono poprzez pomiar pozioméw przetomowych dla
kazdego z dziewieciu oznaczen zmian w genach FGFR zawartych w zestawie therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit, przy czym ,poziom przetomowy” jest zdefiniowany jako
nieswoista amplifikacja na niskim poziomie zachodzgca w prébce RNA negatywnej pod
wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR. Granice LoB wyznaczono, analizujgc 60
klinicznych probek typu dzikiego, stosujgc 180 punktéw danych na oznaczenie, za pomocag
trzech réznych serii zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i trzech réznych
aparatow. Wartosci granic LoB wyznaczonych dla kazdego oznaczenia zawartego w
zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit zawiera Tabela 7.

Tabela 7. Podsumowanie wynikéw LoB

Oznaczenie zmian w genach FGFR LoB (Wartos¢ Cr)
p.R248C (c.742C>T) 39,64

p.S249C (c.746C>G) Brak amplifikacji
p.G370C (c.1108G>T) Brak amplifikacji
p.Y373C (c.1118A>G) Brak amplifikacji
FGFR3-TACC3v1 Brak amplifikacji
FGFR3-TACC3v3 Brak amplifikacji
FGFR3-BAIAP2L1* Brak amplifikacji
FGFR2-BICC1* Brak amplifikacji
FGFR2-CASP7* Brak amplifikacji

* Wykrywanie genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujacego gen kodujacy receptor FGFR3 oraz genéw
fuzyjnych FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujgcych gen kodujacy receptor FGFR2 nie zostato zwalidowane
klinicznie za pomoca zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i prébek klinicznych.
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Punkt odciecia oznaczenia i reaktywnos¢ krzyzowa

Punkt odciecia oznaczenia

Punkt odciecia oznaczenia to swoista warto$¢ Cr, ktéra stuzy do ustalenia, czy probka
zostanie sklasyfikowana jako pozytywna czy negatywna pod wzgledem zmian w genach
FGFR. Probki, dla ktérych otrzymane wartosci Ct sg réwne lub nizsze od punktu odciecia,
sg klasyfikowane jako pozytywne pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR (ij.
FGFR Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR)), a probki, dla ktérych
otrzymane wartosci Ct przekraczajg punkt odciecia sg klasyfikowane jako negatywne pod
wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR (. No Alteration Detected (Nie wykryto
zadnej zmiany)). Do wyznaczenia punktu odcigcia dla kazdego oznaczenia swoistego
wzgledem okreslonej zmiany w genach FGFR wykorzystano czestotliwo$¢ generowania
falszywie pozytywnych i fatszywie negatywnych wynikéw. Wynik rowny punktowi odcigcia
lub nizszy od niego spowoduje sklasyfikowanie prébki jako FGFR Alteration Detected
(Wykryto zmiane w genach FGFR). Punkty odciecia wyznaczone dla kazdego oznaczenia
zawartego w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit zawiera Tabela 8.

Tabela 8. Podsumowanie wynikéw badania punktow odcigcia oznaczenia

Oznaczenie zmian w genach Punkt odcigcia oznaczenia
FGFR (wartos¢ Cr)
p.R248C (c.742C>T) 36,00
p.S249C (c.746C>G) 39,09
p.G370C (c.1108G>T) 41,00
p.Y373C (c.1118A>G) 43,00
FGFR3-TACC3v1 43,00
FGFR3-TACC3v3 43,00
FGFR3-BAIAP2L1* 43,00
FGFR2-BICC1* 43,00
FGFR2-CASP7* 42,00

* Wykrywanie genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujgcego gen kodujgcy receptor FGFR3 oraz genéw
fuzyjnych FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujacych gen kodujacy receptor FGFR2 nie zostato zwalidowane
klinicznie za pomocg zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i probek klinicznych.
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Reaktywnosc¢ krzyzowa i swoistos¢ analityczna oznaczenia

Reaktywnos¢ krzyzowa oznaczenia

Reaktywnos¢é krzyzowa oznaczenia jest definiowana jako nieswoista amplifikacja
zmodyfikowanej sekwencji genu FGFR przez odczynniki therascreen FGFR RGQ RT-PCR
Kit, innej niz docelowa sekwencja oznaczenia, ktéra powoduje otrzymanie wartosci Ct
ponizej wybranego punktu odciecia dla tego oznaczenia. Probki, w ktorych byt obecny
wysoki poziom zmian w genach FGFR, przetestowano za pomocg zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit. W zadnym z oznaczen nie zaobserwowano amplifikacji ponize;j
punktu odciecia sekwencji innych niz sekwencja oznaczanej zmiany. Z tego wzgledu nie
wykryto reaktywnosci krzyzowej migdzy oznaczeniami wykrywajgcymi zmiany w genach
FGFR, ktére wchodzg w skiad zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

Swoistos¢ analityczna

Zbadano poziom potencjalnej reaktywnosci krzyzowej miedzy starterami, sondami i
blokerami uzywanymi w zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit a sekwencjami
innymi niz docelowe sekwencje genéw FGFR w genomach ludzkich i innych niz ludzkie, a
takze stopien tworzenia potencjalnych heterodimeréw. Przeprowadzono analize in silico w
celu ustalenia, czy startery, sondy i blokery uzywane w oznaczeniach zawartych w
zestawie therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit wigzg sie nieswoiscie w obrebie dowolnego
genomu, w tym w obrebie ludzkiego genomu. Przeprowadzono dodatkowg analizeg in silico
w celu okreslenia, czy oligonukleotydy uzywane w kazdym multipleksowym oznaczeniu

wigzg sie nieswoiscie ze soba.

Wyniki analizy heterodimeréw oligonukleotyddéw in silico wskazujg, ze heterodimery sag
tworzone w matym stopniu. Startery i sondy nie reagujg krzyzowo z allelami genéw FGFR
typu dzikiego ani z Zadnymi zmienionymi sekwencjami genéw FGFR niewykrywanymi
przez zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i z tego wzgledu nie bedg generowac
fatszywego sygnatu.
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Granica wykrywalnosci (LoD)

Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD) jest definiowana jako najmniejsza liczba
kopii RNA zmodyfikowanego genu FGFR/ul dla kazdej sekwencji docelowej, ktérg mozna
wykryé w 95% przypadkéw. Dla oznaczen zawartych w zestawie therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit swoistych wzgledem zmian w genach FGFR granica LoD jest zgtaszana jako
liczba kopii RNA zmienionej sekwencji genu FGFR/ul. Poszczegdlne transkrypty in vitro
zmienionych sekwencji genéw FGFR, po jednym dla kazdej zmiany, dodano do puli
znormalizowanego RNA wyizolowanego z prébek klinicznych typu dzikiego i wykonano
seryjne rozcienczenia, otrzymujgc poziomy wyzsze, rowne i nizsze od szacowanej granicy

LoD dla kazdego oznaczenia.

Szescdziesigt powtdrzen kazdego punktu rozcienczenia w serii przetestowano za pomocg
trzech serii zestawow therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Granice LoD kazdego
oznaczenia wyznaczono za pomocg modelu probitowego i zgtoszono jako najwyzszg
liczbe kopii RNA/ul (. w najgorszym przypadku), granice LoD, wykrytg w trzech
testowanych seriach zestawow therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (Tabela 9).

Tabela 9. Podsumowanie wynikéw granicy LoD

Oznaczenie zmian w genach FGFR LoD (kopie/ul)
p.R248C (c.742C>T) 75,80
p.S249C (c.746C>G) 289,82
p.G370C (c.1108G>T) 141,57
p.Y373C (c.1118A>G) 274,71
FGFR3-TACC3v1 25,26
FGFR3-TACC3v3 45,75
FGFR3-BAIAP2L1* 9,07
FGFR2-BICC1* 14,34
FGFR2-CASP7* 27,18

* Wykrywanie genu fuzyjnego FGFR3-BAIAP2L1 obejmujgcego gen kodujacy receptor FGFR3 oraz genéw fuzyjnych
FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 obejmujacych gen kodujacy receptor FGFR2 nie zostato zwalidowane klinicznie
za pomocg zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i prébek klinicznych.
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Granice LoD oznaczen p.R248C (c.742C>T), p.S249C (c.746C>G), p.G370C
(c.1108G>T), p.Y373C (c.1118A>G), FGFR3-TACC3v1 i FGFR3-TACC3v3 zweryfikowano
przy uzyciu klinicznych prébek raka UC pozytywnych pod wzgledem obecnosci zmian w
genach FGFR.

Powtarzalnos$¢ i odtwarzalnosé

Powtarzalno$¢ (wewnatrzlaboratoryjng) zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
oceniono poprzez wykonanie testéw na wytworzonych sztucznie prébkach o stezeniu 3x
LoD, odzwierciedlajgcych dziewigé zmian wykrywanych przez zestaw therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit oraz prébke negatywna pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR.

Powtarzalno$¢ oceniono, testujgc te prébki w jednym osrodku w réznych dniach, na
réznych aparatach Rotor-Gene Q przez réznych operatoréw, dzieki czemu uzyskano
60 powtorzen kazdej probki (Tabela 10).
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Tabela 10. Powtarzalno$¢ oznaczenia: Liczba poprawnych wywotan i dwustronne granice 95-procentowych
przedziatéw ufnosci dla kazdej zmiany w genach FGFR przy stezeniu 3x LoD oraz dla probek typu dzikiego
badanych w jednym osrodku

Odsetek Dolna dwustronna Gorna dwustronna
poprawnych granica 95- granica 95-
L. poprawnych wywotan procentowego procentowego
Matryca wywotlan przedziatu ufnosci przedziatu ufnosci
p.R248C (c.742C>T) 60/60 100% 94,04% 100,00%
p.S249C (c.746C>G) 60/60 100% 94,04% 100,00%
p.G370C (c.1108G>T) 60/60 100% 94,04% 100,00%
p.Y373C (c.1118A>G) 60/60 100% 94,04% 100,00%
FGFR3-TACC3v1* 59/60 98,3% 91,06% 99,96%
FGFR3-TACC3v3 59/60 98,3% 91,06% 99,96%
FGFR3-BAIAP2L1 60/60 100% 94,04% 100,00%
FGFR2-BICC1 60/60 100% 94,04% 100,00%
FGFR2-CASP7 60/60 100% 94,04% 100,00%
WT (Mieszanina 60/60 100% 94,04% 100,00%
reakcyjna Mut-1) °
WT (Mieszanina 60/60 100% 94,04% 100,00%
reakcyjna Mut-2) °
WT (Mieszanina 60/60 100% 94,04% 100,00%
reakcyjna Fus-1)
WT (Mieszanina 59/60 98,3% 91,06% 99,96%
reakcyjna Fus-2)

* Z prébek o stezeniu 1x LoD.
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Odtwarzalno$¢ zmierzono poprzez wykonanie testow na wytworzonych sztucznie prébkach
o stezeniu 3x LoD, klinicznych probkach o stezeniu bliskim LoD oraz prébkach typu
dzikiego w trzech réznych osrodkach (jeden osrodek wewnetrzny firmy QIAGEN w Wielkiej
Brytanii i dwa dodatkowe o$rodki zewnetrzne w USA). Probki wytworzone sztucznie dla
wszystkich zmian w genach FGFR o stezeniu 3x LoD oraz prébki typu dzikiego byty
testowane przez trzech operatorow (w kazdym osrodku) przez pie¢ dni przy uzyciu trzech
aparatow Rotor-Gene Q MDx w kazdym osrodku zewnetrznym. Ponadto do badania
odtwarzalnosci wyrobu wykorzystywano RNA wyizolowane z klinicznych probek tkanek
raka UC utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded, FFPE). Testy wykonywano przy stezeniu LoD dla kazdej sekwencji docelowej
[p.R248C (c.742C>T), p.S249C (c.746C>G), p.G370C (c.1108G>T), p.Y373C
(c.1118A>G), FGFR3-TACC3v1 i FGFR3-TACC3v3], wykorzystujgc probki kliniczne. Nie
uzyskano probek klinicznych dla gendéw fuzyjnych FGFR3-BAIAP2L1, FGFR2-BICC1 i
FGFR2-CASP7. Analiza obejmowata réwniez zmienno$¢ obserwowang w projekcie
badania miedzy seriami zestawu. Wszystkie probki kliniczne o stezeniu 1x LoD byly
testowane w kazdym z trzech os$rodkdw przy uzyciu zestawu therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit (dwa powtdrzenia probek biologicznych x dwie serie zestawow therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit x dwoch operatoréw x trzy dni = 24 powtdérzenia w kazdym osrodku). Te
taczng liczbe powtdrzen przetestowano przy uzyciu trzech aparatéw Rotor-Gene Q MDx w
kazdym osrodku, a dwie z trzech serii zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit byty

uzywane zamiennie w kazdym osrodku (Tabela 11).
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Tabela 11. Odtwarzalno$¢ oznaczenia: Liczba poprawnych wywotan i dwustronne granice 95-procentowych
przedziatéw ufnosci dla kazdej zmiany w genach FGFR przy stezeniu 3x LoD oraz dla prébek typu dzikiego
badanych we wszystkich osrodkach

Dolna Gorna
dwustronna dwustronna
granica 95- granica 95-
Poziom Wynik 1. Odsetek procentowego procentowego
sekwencji poprawnych poprawnych przedziatu przedziatu
Mutacja docelowej Typ probki wywotan wywotan ufnosci ufnosci
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
p.R248C sztucznie
(c.742C>T)
1x LoD Kliniczna 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
p.S249C sztucznie
(c.746C>G)
1x LoD Kliniczna 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
p.G370C sztucznie
(c.1108G>T)
1x LoD Kliniczna 71/72 98,61% 92,50% 99,96%
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
p.Y373C sztucznie
(c.1118A>G)
1x LoD Kliniczna 71/72 98,61% 92,50% 99,96%
1x LoD Wytworzona 119/120 99,17% 95,44% 99,98%
FGFR3- sztucznie
TACC3v1
Yax LoD Kliniczna 63/72 87,50% 77,59% 94,12%
3x LoD Wytworzona 119/120 99,17% 95,44% 99,98%
FGFR3- sztucznie
TACC3v3
1x LoD Kliniczna 71172 98,61% 92,50% 99,96%
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
FGFR3- sztucznie
BAIAP2L1*
1x LoD Kliniczna N/O N/O N/O N/O
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
FGFR2- sztucznie
BICC1*
1x LoD Kliniczna N/O N/O N/O N/O
3x LoD Wytworzona 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
FGFR2- sztucznie
CASPT*
1x LoD Kliniczna N/O N/O N/O N/O
WT (Mut-1) N/O Kliniczna 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
WT (Mut-2) N/O Kliniczna 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
WT (Fus-1) N/O Kliniczna 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
WT (Fus-2) N/O Kliniczna 116/120 96,67% 91,69% 99,08%

*Nie uzyskano klinicznych prébek FFPE raka UC dla tych zmian genéw. N/O: Nie oceniono.

61 therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 08/2019



Postepowanie z probkami

Podczas tego badania oceniano zmienno$¢ wynikajacg ze sposobu postepowania z
probkami, zwtaszcza na etapie izolacji RNA. Kliniczne probki FFPE raka UC rozdzielono
na trzy niezalezne zestawy przeznaczone do izolacji przy uzyciu zestawu RNeasy DSP
FFPE Kit w trzech niezaleznych laboratoriach. Kazdy zestaw zawierat wstepnie ustalong
liczbe prébek typu dzikiego pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR oraz
pozytywnych pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR (ij. probek z wynikiem
FGFR Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR)). Przed izolacjg utajniono
wyniki oczekiwane dla wszystkich probek. Kazdy zestaw byt poddawany izolacji trzy razy
przez dwoch operatoréw w trzech osrodkach. Wszystkie probki RNA byty nastepnie
testowane za pomoca zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit w jednym osrodku.

Odsetek prawidtowych wywotan dla wszystkich zmian w genach FGFR wynosit 96,22%, co
potwierdza odtwarzalno$¢ i powtarzalno$¢ systemu therascreen FGFR RGQ RT-PCR
System na etapie przedanalitycznej izolacji RNA.

Mozliwos¢ wymiennego stosowania serii

To badanie bylo przeprowadzone w celu okreslenia, czy potencjalna zmienno$¢ miedzy
seriami moze wptyngé na wykrywanie zmian w genach FGFR przez zestaw therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit. W systemie FGFR wykorzystywane sg dwa odrebne zestawy:
zestaw RNeasy DSP FFPE Kit do izolacji RNA z klinicznych probek FFPE raka UC oraz
zestaw therascreen FGFR RGQ-RT-PCR Kit do amplifikacji i wykrywania zmian w genach
FGFR.

Mozliwo$s¢ wymiennego stosowania serii udowodniono przy uzyciu trzech serii zestawu
RNeasy DSP FFPE Kit i trzech serii zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Do tego
badania uzywano prébek klinicznych oraz prébek wytworzonych sztucznie. Przeprowadzono
izolacje materiatu z czterech klinicznych probek FFPE, w ktérych wystepowaty zmiany
p-R248C (c.742C>T), p.S249C (c.746C>G), FGFR3-TACC3v1 oraz z klinicznej probki FFPE
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typu dzikiego w dwoch powtérzeniach, uzywajgc trzech serii zestawéw RNeasy DSP FFPE
Kit, a nastepnie przetestowano otrzymany materiat przy uzyciu trzech réznych serii zestawow
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Ponadto wytworzono sztuczne probki dla zmian
p.G370C (c.1108G>T), p.Y373C (c.1118A>G), FGFR3-TACC3v3, FGFR3-BAIA2PL1,
FGFR2-BICC1 i FGFR2-CASP7 w stezeniu 3x LoD i przetestowano je za pomocg trzech
serii zestawow therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Wszystkie probki znormalizowano i
rozcienczono do stezenia 3x LoD dla kazdego oznaczenia. Otrzymano 36 powtérzen dla
kazdej prébki. Ogdéiny odsetek poprawnych wywotan dla wszystkich prébek testowanych za
pomocg wszystkich serii zestawdéw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i RNeasy DSP
FFPE Kit wynosit 99,65% (286/287 probek).

Zanieczyszczenie krzyzowe/analityczne zanieczyszczenie
spowodowane przeniesieniem

Celem tego badania byta ocena zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit pod kgtem
zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem podczas testowania prébek wysoce
pozytywnych pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR réwnolegle z probkami
negatywnymi pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR. Badanie obejmowato caty
system FGFR od etapu izolacji do etapu amplifikacji podczas reakcji PCR i miato na celu
okreslenie, czy miedzy probkami, izolacjami oraz w obrebie reakcji lub migdzy reakcjami

wystgpito zanieczyszczenie spowodowane przeniesieniem.

Kliniczne prébki FFPE raka UC podzielono na dwa odrebne zestawy. Oba zestawy
zawieraty po 18 probek typu dzikiego i 12 probek pozytywnych pod wzgledem obecnosci
zmian w genach FGFR. Izolacje RNA oraz reakcje RT i PCR przygotowano zgodnie z
matrycg zaprojektowang w taki sposob, aby stworzy¢ ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego
probki. Kazdy zestaw testowat inny operator, uzywajgc tej samej serii zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit. Lgcznie przetestowano 128 powtdrzen prdobek typu dzikiego, a
odsetek wywotan fatszywie pozytywnych wynikéw dla prébek typu dzikiego wynosit 3,13%
(4/128 probek).
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Substancje zakt6cajgce

W typ badaniu oceniano wptyw endogennych i egzogennych substancji, ktére potencjalnie
mogg zaktéca¢ wykrywanie statusu zmian w genach FGFR przy uzyciu zestawow RNeasy
DSP FFPE Kit i therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit. Do kazdej probki dodano jedng z
czterech substancji zakitécajgcych (hemoglobina, bufor Buffer RPE, roztwér do
odparafinowania lub wosk parafinowy) na etapie izolacji lub normalizacji prébki RNA.
tacznie przetestowano 60 powtdrzen na substancje interferujgcg dodang do kazdej z
dziewieciu probek pozytywnych pod wzgledem obecnosci zmian w genach FGFR i probek
typu dzikiego. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic migdzy wynikami uzyskanymi
dla probek kontrolnych a probkami badanymi, do ktérych dodawano okreslone powyzej
cztery substancje zaktécajgce. Wynika z tego, ze obecnos¢ substancji zakiécajgcych nie
wplywa na dziatanie oznaczenia lub wywofanie wyniku dla oznaczanej zmienionej
sekwencji.

Skutecznosé kliniczna

Niezalezna komisja nieznajgca statusu genowego pacjentow (Blinded Independent Review
Committee, BIRC) ocenita catkowity odsetek odpowiedzi na leczenie lekiem pan-FGFR TKI
BALVERSA (erdafitinib) i okreslit, ze wsrdod przypadkow raka UC, w ktérych wystepowaty
zmiany w genach FGFR, wyniést on 34,3% (5).

Zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony do stosowania jako
towarzyszacy test diagnostyczny wspomagajacy identyfikacje pacjentéw, u ktérych
rozpoznano raka urotelialnego (Urothelial Cancer, UC) z okreslonymi zmianami w genach
FGFR i ktérzy w zwigzku z tym kwalifikujg sie do leczenia z wykorzystaniem leku
BALVERSA (erdafitinib).
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Korelacja z metoda referencyjng

W celu wykazania dokfadnos$ci zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (wzgledem
techniki RT droplet digital PCR (RT-ddPCR)) przeprowadzono badanie doktadnosci przy
uzyciu prébek z badania klinicznego 42756493-BLC2001 oraz prébek pobranych od osoéb
z tej samej populaciji, ktéra brata udziat w badaniu (od os6b oczekujacych na postawienie
rozpoznania). Te same probki RNA wyizolowanego z 307 probek (271 prébek z badania
klinicznego i 36 pobranych probek) przetestowano za pomocg zestawu therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit oraz technikg ddPCR.

Probki, dla ktérych uzyskano wazne wyniki zaréwno za pomocg zestawu therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit, jak i przy uzyciu techniki ddPCR (n = 306), poddano analizie, aby oceni¢
zgodnos$¢ procentowg wynikow dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA), zgodnos¢
procentowg wynikéw ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA) i procentowg zgodnos¢
ogdétem (Overall Percent Agreement, OPA), na podstawie zgodnosci miedzy dwoma
metodami pod kgtem ogdlnego statusu zmian w genach FGFR (FGFR Alteration Detected
(Wykryto zmiane w genach FGFR) lub No Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany)).
Te wartoSci procentowe, wraz z odpowiadajgcymi im dwustronnymi granicami

95-procentowych przedziatow ufnosci (Confidence Interval, Cl), zawiera Tabela 12.
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Tabela 12. Poréwnanie zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit z technika ddPCR (technika ddPCR jako

metoda niezalezna statystycznie)

Miara zgodnosci

Procent zgodnosci % (N) Dwustronna granica
95-procentowego Cl

Zgodnos¢ procentowa wynikow
dodatnich (Positive Percent
Agreement, PPA)

Zgodnos$¢ procentowa wynikow
ujemnych (Negative Percent
Agreement, NPA)

Procentowa zgodno$¢ ogétem
(Overall Percent Agreement, OPA)

99,04% (103/104)

97,52% (197/202)

98,04% (300/306)

94,76, 99,98

94,32, 99,19

95,78, 99,28

Sposrod szesciu niezgodnych wynikow statusu zmian w genie FGFR dla jednej probki

uzyskano wynik No Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany) przy uzyciu zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit i wynik FGFR Alteration Detected (Wykryto zmiane w
genach FGFR) technikg ddPCR, podczas gdy dla pieciu probek uzyskano wynik FGFR

Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR) przy uzyciu zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit i wynik No Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany)
technikag ddPCR. Tabela 13 przedstawia wartosci PPA zmiany docelowej z technikg

ddPCR jako metodg referencyjng.

Tabela 13. Wartosci PPA z technika ddPCR jako niezalezng metodg statystyczng wraz z dwustronnymi
granicami 95-procentowych przedziatéow ufnosci, podzielone wedtug zmian

Zmiana

Procent zgodnosci %
(N prawidtowych/N ogétem)

Dwustronna granica
95-procentowego CI

p.R248C (c.742C>T)
p.S249C (c.746C>G)
p.G370C (c.1108G>T)
p.Y373C (c.1118A>G)
FGFR3-TACC3v1
FGFR3-TACC3v3
FGFR3-BAIAP2L1

93,33% (14/15)
100,00% (56/56)
100,00% (2/2)
100,00% (18/18)
100,00% (16/16)
100,00% (5/5)
100,00% (1/1)

68,05, 99,83
93,62, 100,00
15,81, 100,00
81,47, 100,00
79,41, 100,00
47,82, 100,00
2,50, 100,00
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Dane dotyczgce wynikow badan klinicznych

3 schemat dawkowania stosowany w badaniu klinicznym 42756493-BLC2001 byt
badaniem fazy 2, majgcym na celu okreslenie skuteczno$ci i bezpieczeristwa wybrane;j
dawki (8 mg raz dziennie) leku BALVERSA (erdafitinib) u oséb z przerzutowym lub
niekwalifikujgcym sie do resekcji chirurgicznej rakiem UC ze zmianami genomowymi w
genach FGFR. Do badania byli kwalifikowani pacjenci z okreslonymi zmianami w genie
FGFR2 Ilub FGFR3 wykrytymi wczedniej za pomocg oznaczenia przeznaczonego
wylgcznie na uzytek danego badania klinicznego (Clinical Trial Assay, CTA). Prébki
pobrane od pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym w ramach badania klinicznego
42756493-BLC2001 przetestowano retrospektywnie przy uzyciu towarzyszgcego zestawu
diagnostycznego therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit.

Przeprowadzono badanie pomostowe w celu oceny zgodno$ci zestawu therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit z testem CTA uzywanym do wyboru pacjentéw do badania klinicznego
42756493-BLC2001. Badanie pomostowe obejmowato 300 probek pacjentéw.

Prébki, dla ktérych otrzymano wazne wyniki zaréwno za pomocg zestawu therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit, jak i przy uzyciu testu CTA (n = 292), poddano analizie w celu
oceny wartosci PPA, NPA i OPA na podstawie zgodnosci miedzy dwoma metodami pod
katem ogodlnego statusu zmian w genach FGFR (FGFR Alteration Detected (Wykryto
zmiane w genach FGFR) lub No Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany)). Te
wartoéci procentowe, wraz z odpowiadajgcymi im  dwustronnymi  granicami

95-procentowych Cl, zawiera Tabela 14.

67 therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 08/2019



Tabela 14. Poréwnanie zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit z testem CTA (test CTA jako metoda
referencyjna)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci % (N) Dwustronna granica
95-procentowego Cl

Zgodnos¢ procentowa wynikéw 87,2% (82/94) 79,0,92,5
dodatnich (Positive Percent
Agreement, PPA)

Zgodnos¢ procentowa wynikow 97,0% (192/198) 93,5, 98,6
ujemnych (Negative Percent
Agreement, NPA)

Procentowa zgodno$é ogétem 93,8% (274/292) 90,5, 96,1
(Overall Percent Agreement, OPA)

Sposrdéd 18 niezgodnych wynikéw statusu zmian w genach FGFR dla 12 prébek uzyskano
wynik ,No Alteration Detected” (Nie wykryto Zzadnej zmiany) przy uzyciu zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, ale uzyskano wynik ,FGFR Alteration Detected”
(Wykryto zmiane w genach FGFR) przy uzyciu testu CTA, natomiast dla szesciu probek
uzyskano wynik ,FGFR Alteration Detected” (Wykryto zmiane w genach FGFR) przy
uzyciu zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, ale uzyskano wynik ,No Alteration
Detected” (Nie wykryto zadnej zmiany) przy uzyciu testu CTA. Nalezy zauwazy¢, ze 81
sposrod 94 prébek, dla ktérych uzyskano wynik pozytywny za pomocg testu CTA, to probki
pobrane od pacjentéw z nawrotem po chemioterapii/rakiem opornym na leczenie. Wartosci
zgodnosci wynikow pozytywnych dla tej grupy zawiera Tabela 15.

Tabela 15. Zgodnos¢ wynikéw pozytywnych uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit z wynikami uzyskanymi przy uzyciu testu CTA (test CTA jako metoda referencyjna);

osoby z nawrotem po chemioterapii/rakiem opornym na leczenie

FGFR+ w tescie CTA
o FGFR + 69
= z
© > FGFR — 12
g8EQ .
g <35 tacznie 81
PPA (95-procentowy Cl) 85,2% (75,9-91,3%)
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Pierwszorzedowym celem badania 42756493-BLC2001 byla ocena odsetka obiektywnych
odpowiedzi (odsetek obiektywnych odpowiedzi [Objective Response Rate, ORR] = catkowita
odpowiedz [Complete Response, CR] + czesciowa odpowiedz [Partial Response, PR]) wg
kryteriow RECIST zgodnie z oceng badacza. Odsetek ORR byt rowniez okreslany przez
komisje BIRC. Obserwowane korzysci kliniczne w podgrupie pacjentéw z wynikiem FGFR
Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR) uzyskanym za pomocg zestawu
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (n = 81) byly poréwnywalne z korzysciami
obserwowanymi w catej badanej populacji (n = 99). Ze wzgledu na to, ze dane dotyczace
odsetka ORR nie sg dostepne dla gendéw fuzyjnych FGFR3-BAIAP2L1, FGFR2-BICC1 i
FGFR2-CASP7, nie mozna stwierdzi¢, ze wykazano waznos$¢ kliniczng dla tych zmian.

Wyniki dotyczgce ogdlnej skuteczno$ci przedstawia Tabela 16.

Tabela 16. Korzysci kliniczne pacjentéw badanych za pomoca zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
w populacji badania klinicznego 42756493-BLC2001, dla ktérej stosowany byt 3. schemat dawkowania

Populacja therascreen FGFR
Parametr RGQ RT-PCR Kit+, n = 81 Populacja CTA+, n =99

Odsetek obiektywnych odpowiedzi (ORR) wg BIRC

Liczba odpowiedzi (N) 29 34

ORR, % (95-procentowy Cl) 35,8% (26,2-46,7%) 34,3% (25,0-43,7%)
Odsetek obiektywnych odpowiedzi (ORR) wg badaczy

Liczba odpowiedzi (N) 37 40

ORR, % (95-procentowy Cl) 45,7% (35,3-56,5%) 40,4% (30,7-50,1%)

BIRC: niezalezny komitet nieznajacy statusu genowego pacjentéw; Cl: przedziat ufnosci; CTA: oznaczenie
przeznaczone wytgcznie na uzytek danego badania klinicznego.

Kit+: wykryto zmiange w genach FGFR za pomoca zestawu CDx; CTA+: wykryto zmiang w genach FGFR za pomocg
testu CTA.
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Z uwagi na fakt, ze zestaw therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit nie byt uzywany do
wyboru pacjentéow do badania klinicznego 42756493-BLC2001, przeprowadzono
dodatkowe analizy skutecznosci w celu uwzglednienia pacjentéw, ktérzy nie zostali
wigczeni do badania, poniewaz przy uzyciu testu CTA ich probkom przypisano wynik No
Alteration Detected (Nie wykryto zadnej zmiany), ale gdyby prébki te byly badane za
pomocg zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit przypisano by do nich wynik FGFR
Alteration Detected (Wykryto zmiane w genach FGFR) (ij. therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit+/CTA-). Pacjentow, ktorzy zostali wigczeni do badania, ale dla ktérych nie
uzyskano waznych wynikéw za pomoca zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit,
rowniez uwzgledniono w analizie (ij. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit — status
nieznany/CTA+). Wyniki wszystkich analiz hipotetycznych byly na ogét zblizone do tych,
ktére uzyskano w pierwotnej analizie skutecznosci.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:
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Definicja symbolu

<

z
v

- dm

IVD

LOT

5

0
o)
2
=

0
@H

<

-

<
<

DNV
ok

E7 2
Z

Znak informujacy o tym, Zze wyréb spetnia wymogi dyrektywy Unii Europejskiej

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakgc;ji

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Sktadniki

Zawiera

Liczba

Chronic¢ przed $wiattem

Globalny numer jednostki handlowej

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

Ograniczenie temperatury

Producent
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Symbol Definicja symbolu

Uﬂ Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Przestroga
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Informacje kontaktowe

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

www.giagen.com).
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt

Zawartosé

Nr kat.

therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit (24)

RNeasy DSP FFPE Tissue
Kit

RNeasy DSP FFPE Kit

Na 24 reakcje: bufor do reakcji RT 1,
bufor do reakcji RT 2, mieszanina
starterow do reakcji RT, odwrotna
transkryptaza, kontrola pozytywna,
rozcienczalnik do kontroli pozytywne;j,
mieszanina reakcyjna dla mutacji-1,
mieszanina reakcyjna dla mutac;ji-2,
mieszanina reakcyjna dla genow
fuzyjnych-1, mieszanina reakcyjna dla
genow fuzyjnych-2, woda do
rozcienczania probek, woda do
stosowania jako NTC

Na 50 przygotowan RNA: kolumny
wirowkowe RNeasy MinElute® Spin
Columns, probéwki do pobierania
prébek, probowki do elucji, roztwér do
odparafinowania, proteinaza K, DNaza |
wolna od RNaz, bufor DNase Booster
Buffer, bufory wolne od RNaz i woda
wolna od RNaz.

874711

73604
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Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

PCR Tubes, 0,2 ml (1000)

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml
(2500)

Loading Block 72 x 0,1 ml
Tubes

Loading Block 96 x 0,2 ml
PCR Tubes

Cykler do reakgciji real-time PCRi
analizator High Resolution Melt z

5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne,
nie obejmuje instalacji i przeszkolenia

Cykler do reakgc;ji real-time PCR

i analizator High Resolution Melt z

5 kanatami (zielony, zo6tty,
pomaranczowy, Czerwony, purpurowy) i
kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne,
instalacje i przeszkolenie

1 000 cienkosciennych probéwek na
1 000 reakcji o objetosci 20-50 pl

10 x 250 paskéw po 4 probowki
z zatyczkami na 10 000 reakcji

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji w probéwkach
w uktadzie 72 x 0,1 ml za pomoca
pipety jednokanatowej

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji w probéwkach
PCR w uktadzie 96 x 0,2 ml za pomoca
pipety jednokanatowej

9002032

9002033

981005

981106

9018901

9018905
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72-Well Rotor Do przytrzymywania probéwek Strip 9018903
Tubes and Caps, 0.1 ml, o objetosciach
reakcji 10-50 pl; wymagany pierscien
blokujgcy Locking Ring 72-Well Rotor

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

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu
QIAGEN s3 dostepne w witrynie www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w dziale
serwisu technicznego lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian w instrukcji

Dokument Zmiany Data

HB-2612-001 Pierwsze wydanie Sierpien 2019 r.

Umowa ograniczone;j licencji dla zestawu therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujgce warunki:

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

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

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

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

5. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzujg sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢

do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu i ma prawo zazadaé zwrotu kosztow wszelkich postepowan i kosztéw sadowych,
w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowie Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej

w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikow.

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

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq®, MinElute®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, RNeasy®, therascreen® (QIAGEN
Group); Balversa™ (Janssen Research & Development, LLC); TagMan® (Roche Group). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych
w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

1115527 08-19 HB-2612-001 © 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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