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Przeznaczenie

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit to diagnostyczny test in vitro przeznaczony
do wykrywania delecji w eksonie 19 oraz substytucji w eksonie 20 i 21 (odpowiednio T790M
i L858R) genu receptora naskérkowego czynnika wzrostu (Epidermal Growth Factor
Receptor, EGFR), ktéry umozliwia jakoSciowg ocene statusu mutacji. Wyniki uzyskane za
pomocg tego testu sg przeznaczone do wspomagania lekarzy podczas identyfikacji
pacjentow z NDRP, ktorzy mogg odnies¢ korzysci z leczenia preparatem IRESSA®
(gefitynib), w sytuacji gdy nie mozna dokona¢ oceny probki tkankowe;.

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania przez
przeszkolony personel w warunkach laboratoryjnych z prébkami DNA wyizolowanego z

osocza uzyskanego z krwi pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca (NDRP).

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
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Podsumowanie i objasnienie

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jest gotowym do uzycia zestawem
przeznaczonym do wykrywania mutacji w genie EGFR powigzanym z rakiem za pomoca
reakgji tancuchowej polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR) w aparatach Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit umozliwia wykrywanie okreslonych
ponizej mutacji genu EGFR wobec tta genomowego DNA typu dzikiego w oparciu o
technologie Scorpions® i ARMS.

e Delecje w eksonie 19
e T790M
e L858R

Stosowane metody sg wysoce selektywne i, zaleznie od catkowitej ilosci obecnego DNA,
umozliwiajg wykrycie niewielkiego odsetka mutacji wobec tta genomowego DNA typu
dzikiego. Granice selektywnosci i wykrywalnos$ci sg lepsze niz w przypadku technologii
takich jak sekwencjonowanie metodg ,dye-terminator sequencing”.
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Zasada procedury

W zestawie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit do wykrywania mutacji podczas testu

real-time PCR wykorzystywane sg dwie technologie — ARMS i Scorpions.

ARMS

Amplifikacja swoista wzgledem allelu lub mutacji jest przeprowadzana z wykorzystaniem
systemu do detekcji mutacji opartego o opornosé na amplifikacje (ARMS, Amplification
Refractory Mutation System). Polimeraza DNA Taq (Taq) jest skuteczna w rozréznianiu
dopasowania i niedopasowania nukleotydéw przy koncu 3' startera PCR. Okreslone
zmutowane sekwencje moga by¢ selektywnie amplifikowane, nawet w prébkach, w ktérych
wigkszos$¢ sekwencji nie zawiera mutacji. Kiedy starter jest w petni dopasowany, amplifikacja
zachodzi z petng wydajnoscig. Kiedy zasada przy koncu 3’ nie jest dopasowana, zachodzi
jedynie staba amplifikacja tta.

Scorpions

Amplifikacja jest wykrywana z wykorzystaniem technologii Scorpions. Scorpions to
dwufunkcyjne czasteczki zawierajgce starter PCR kowalencyjnie zwigzany z sonda.
Fluorofor w takiej sondzie oddziatuje z wykorzystywanym w niej wygaszaczem, co zmniejsza
fluorescencje. Podczas reakcji PCR, kiedy sonda wigze sie z amplikonem, fluorofor i
wygaszacz zostajg rozdzielone. Prowadzi to do wzrostu poziomu fluorescencji w probdwce

reakcyjne;.
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Uktad zestawu

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit zawiera cztery oznaczenia:

® jedno oznaczenie kontrolne (Ctrl);
® trzy oznaczenia mutagji.

Wszystkie mieszaniny reakcyjne zawierajg odczynniki wyznakowane barwnikiem FAM™
umozliwiajgce wykrycie mutacji docelowych oraz odczynniki wyznakowane barwnikiem
HEX™ do oznaczenia kontroli wewnetrznej. Oznaczenie kontroli wewnetrznej umozliwia
wykrycie obecnosci inhibitorow, ktére mogg spowodowaé¢ otrzymanie fatszywie
negatywnych wynikéw. Amplifikacja wykrywana w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM
moze zachodzi¢ silniej niz amplifikacja kontroli wewnetrznej i spowodowac¢ zagtuszenie
sygnatu otrzymywanego dla kontroli wewnetrznej. Kontrola wewnetrzna stuzy do wykazania,
ze, w przypadku braku amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM, uzyskany
wynik jest prawdziwie negatywny, a nie wynika z nieudanej reakcji PCR.

Oznaczenia

Oznaczenie kontrolne

Oznaczenie kontrolne, wyznakowane barwnikiem FAM, stuzy do oszacowania catkowitej
ilosci DNA w probce. Podczas oznaczenia zachodzi amplifikacja regionu eksonu 2 genu
EGFR. Starter oraz sonda zostaty zaprojektowane tak, aby poming¢ wszystkie znane
polimorfizmy genu EGFR.

Oznaczenia mutacji

Kazde oznaczenie mutacji zawiera sonde Scorpion wyznakowang barwnikiem FAM i starter
ARMS do odréznienia DNA typu dzikiego od okreslonego zmutowanego DNA.
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Kontrole

Wszystkie reakcje eksperymentalne muszg zawieraé nastepujgce kontrole:

Kontrola pozytywna

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole pozytywng w probéwkach 1-4. Zestaw therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit zawiera kontrole pozytywng (Positive Control, PC) wzgledem genu
EGFR, ktéra petni role matrycy w reakcji kontroli pozytywnej. Wyniki kontroli pozytywnej
podlegajg ocenie w celu upewnienia sig, ze zestaw spetnia okreslone kryteria akceptacii.

Kontrola negatywna

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole negatywng (kontrola bez matrycy —
No Template Control, NTC) w probéwkach 9-12. Kontrola NTC to woda wolna od nukleaz
(H20), ktéra petni role ,matrycy” w reakgji kontroli bez matrycy. Kontrola bez matrycy stuzy
do oceny reakgcji pod katem obecnosci zanieczyszczen, ktére mogty zosta¢ wprowadzone

podczas przygotowywania reakgcji, oraz do oceny wydajnosci reakcji kontroli wewnetrzne;.

Ocena reakc;ji kontroli wewnetrznej

Kazda mieszanina reakcyjna oprdcz odczynnikdw przeznaczonych do reakcji wykrywajgcg
sekwencjg docelowg zawiera rowniez kontrole wewnetrzng. Niepowodzenie tej reakcji wskazuje,
ze mogg by¢ obecne inhibitory, ktére mogg prowadzi¢ do otrzymania falszywie negatywnych
wynikéw, lub Zze operator popetnit btgd podczas przygotowywania reakgji dla tej probowki.

Jesli niepowodzenie reakcji kontroli wewnetrznej jest spowodowane inhibicjg reakcji PCR,
wptyw inhibitoréw mozna zmniejszyé, rozciericzajgc probke. Nalezy jednak pamietaé o tym,
ze docelowa sekwencja DNA réwniez zostanie rozcienczona. Amplifikacja w kanale
przeznaczonym dla barwnika FAM moze zachodzi¢ silniej niz amplifikacja kontroli
wewnetrznej i spowodowaé zagtuszenie sygnatu otrzymywanego dla kontroli wewnetrznej,
co moze doprowadzi¢ do sytuacji, w ktérej wartos¢ Cr wygenerowana dla IC (HEX) bedzie
poza okreslonym zakresem. Wyniki otrzymane w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM

zachowujg waznos¢ dla takich prébek.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)

Nr katalogowy 870311

Liczba reakc;ji 24

Czerwony Control Reaction Mix Ctrl 2 x 600 pl
(Mieszanina reakc;ji kontrolne)

Fioletowy T790M Reaction Mix T790M 600 pl
(Mieszanina reakcyjna do wykrywania mutacji T790M)

Pomaranczowy Deletions Reaction Mix Del 600 pl
(Mieszanina reakcyjna do wykrywania delecji)

Roézowy L858R Reaction Mix L858R 600 pl
(Mieszanina reakcyjna do wykrywania mutacji L858R)

Bezowy EGFR Positive Control PC 300 pl
(Kontrola pozytywna EGFR)

Mietowy Taq DNA Polymerase Taq 2 x 80 pl
(Polimeraza DNA Taq)

Biaty Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Woda wolna od nukleaz do kontroli bez matrycy)

Biaty Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml
(Woda wolna od nukleaz do rozcienczen)

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja 1

obstugi)
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS)
uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktow.

® Zestaw do izolacji DNA (patrz czes¢ ,Procedura”, strona 17)

e Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania prébek

e Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania mieszaniny Master Mix do reakcji
PCR

® Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do dozowania matrycy DNA

e Koncowki do pipet z filtrami, wolne od DNaz, RNaz i DNA (zalecamy stosowanie
koncowek do pipet z barierami aerozolowymi, aby uniknaé zanieczyszczenia
krzyzowego)

® taZnia wodna lub podobne urzgdzenie, do ktérego mozna wtozy¢ probdwki wiréwkowe
o pojemnosci 50 ml i ogrzewac je w temperaturze 60°C.

e Blok grzewczy lub podobne urzadzenie, w ktérym mozna prowadzi¢ inkubacje w

temperaturze 56°Ct

Kruszony léd

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci 2 ml

Wytrzgsarka

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*t z kanatami fluorescencyjnymi dla Cycling
Green i Cycling Yellow (wykrywanie odpowiednio barwnika FAM i barwnika HEX)

* Upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

1 Jeslima to zastosowanie, w niektorych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany
w maju 2011 roku lub pdzniej. Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego, ktéry znajduje sie na tylnej czesci
aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkcji (cyfry), ,rr” oznacza dwie
ostatnie cyfry roku produkgcji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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e Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wers;ji 2.3.5 lub wyzszej

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do stosowania w rotorze 72-Well Rotor (nr kat. 981103 lub
981106)

® Probdwki mikrowirowkowe wolne od DNaz, RNaz i DNA, do przygotowywania mieszanin
Master Mix

® |oading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania reakcji
za pomocg pipety jednokanalowej (QIAGEN, nr kat. 9018901)
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Do uzytku profesjonalnego

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch

laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych

informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,

SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem

www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac i drukowa¢ karty

charakterystyki dla wszystkich zestawéw i skladnikéw zestawow firmy QIAGEN.

Ogolne $rodki ostroznosci

Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na nastepujgce kwestie:

Uzywac koncowek do pipet z filtrami, wolnych od DNaz, RNaz i DNA; pipety kalibrowa¢
zgodnie z instrukcjami producenta.

Materialy pozytywne (probki materialéw i kontrole pozytywne) przechowywaé i
przeprowadzaé ich izolacje oddzielnie od innych odczynnikéw, a takze dodawac¢ je do
mieszaniny reakcyjnej w osobnym miejscu.

Przed rozpoczeciem oznaczenia catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki w
temperaturze pokojowej (15-25°C).

Po rozmrozeniu wymiesza¢ sktadniki, odwracajac kazda probowke 10 razy i krétko

odwirowag.
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Uwaga: Nalezy zachowac¢ szczegdlng ostrozno$c¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu reakcji
PCR syntetycznym materiatem kontrolnym. Zalecane jest uzywanie osobnych pipet do
przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matrycy DNA. Przygotowywanie i
rozdzielanie mieszanin reakcyjnych nalezy wykonywa¢ w obszarze oddzielonym od
obszaru, w ktérym dodawana jest matryca. Nie otwiera¢ probéwek aparatu Rotor-Gene Q
po zakonczeniu reakcji PCR. Nalezy przestrzega¢ tego zalecenia, aby zapobiec
zanieczyszczeniu laboratorium produktami powstatymi w wyniku reakcji PCR.

Uwaga: Odczynniki zostaty zwalidowane do recznego przygotowywania reakcji. Stosowanie
metody zautomatyzowanej moze doprowadzi¢ do zmniejszenia liczby mozliwych do
wykonania reakcji, poniewaz do wypetnienia ,objeto$ci martwych” w tych aparatach
wymagana jest dodatkowa ilo$¢ odczynnikéw.

Uwaga: Wszystkie odczynniki zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit zostaly
opracowane specjalnie do uzycia z okreslonymi testami. Wszystkie odczynniki dostarczone w
zestawie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sg przeznaczone wylgcznie do stosowania
z odczynnikami z tego samego zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Aby utrzymac optymalng skutecznos$¢ zestawu, nie nalezy zamienia¢ odczynnikéw.

Uwaga: Nalezy uzywac wytgcznie polimerazy DNA Taq (Taq) dostarczonej w zestawie. Nie
nalezy zastepowac jej polimerazg DNA Taqg z innych zestawdw lub polimerazg DNA Taq
innego producenta.

Uwaga: Odczynniki przeznaczone do stosowania z zestawem therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit zostaty optymalnie rozcienczone. Dalsze rozcienczanie odczynnikdw nie jest
zalecane, gdyz moze doprowadzi¢ do utraty skutecznosci. Stosowanie objetosci
reakcyjnych mniejszych niz 25 pl nie jest zalecane, poniewaz zwigksza to ryzyko otrzymania
wynikow fatszywie negatywnych.
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Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami

Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jest transportowany na suchym lodzie.
Jesli ktorykolwiek sktadnik zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit nie jest
zamrozony w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu
lub przesytka nie zawiera listy zawartosci opakowania, instrukcji uzycia lub odczynnikow,
nalezy skontaktowa¢ sie z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem (informacje znajduja sie pod adresem www.giagen.com).

Niezwlocznie po otrzymaniu zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit nalezy go
umiesci¢ w temperaturze od —30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed
Swiattem. Zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit zachowuje stabilno$¢ do podanej
daty waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach przechowywania.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywa¢ w ich oryginalnych opakowaniach w
temperaturze od -30 do —15°C przez 12 miesiecy lub do podanej daty waznosci, w
zaleznosci od tego, co nastgpi wczesniej. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i
zamrazania. Nie przekracza¢ maksymalnej liczby o$miu cykli zamrazania i rozmrazania.

Przed uzyciem odczynnikdw nalezy je rozmraza¢ w temperaturze otoczenia przez co
najmniej 1 godzine, ale nie dtuzej niz przez 4,5 godziny. Gdy odczynniki bedg gotowe do
uzycia, mozna rozpoczgé¢ przygotowywanie reakcji PCR. Probowki Rotor-Gene Q,
zawierajgce mieszaniny Master Mix i probki DNA, nalezy bezzwiocznie zatadowac do
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. taczny czas od rozpoczecia przygotowywania
reakcji PCR do rozpoczecia reakgji nie powinien przekroczy¢:
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® 6 godzin, jesli czynnosci te wykonywane sg w temperaturze otoczenia
Uwaga: Czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR i przechowywanie probek.
e 18 godzin, jesli czynnosci te wykonywane sg w obnizonej temperaturze (2—8°C)
Uwaga: Czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR i przechowywanie probek.
Uwaga: Sondy Scorpions (jak wszystkie czgsteczki wyznakowane fluorescencyjnie) zawarte
w odczynnikach wchodzgcych w skiad mieszaniny reakcyjnej sg wrazliwe na Swiatto.
Chroni¢ mieszaniny reakcyjne i kontrole przed sSwiattem, aby unikngé fotowybielenia
czasteczek.

Odczynniki zawarte w zestawie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sg optymalnie
rozcienczone. Nie jest wymagane ich dalsze oczyszczanie ani obrobka tych odczynnikéw
przed ich uzyciem do analizy zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi).

Nalezy zwréci¢é uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywac
sktadnikéw z przekroczong datg wazno$ci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Przechowywanie i sposob postepowania z
probkami

Uwaga: Wszystkie prébki nalezy traktowac jak materiat potencjalnie zakazny.
Materiatem probki musi by¢ ludzkie genomowe DNA wyizolowane z osocza. W celu

zapewnienia odpowiedniej jakosci probek nalezy je transportowaC¢ zgodnie ze

standardowymi metodami stosowanymi w patologii.
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Procedura

Izolacja DNA

Parametry skutecznosci tego zestawu wyznaczono przy uzyciu DNA wyizolowanego za
pomocy zestawu QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (nr kat. 55114). W przypadku
korzystania z zestawu QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit izolacje DNA nalezy wykonywac
zgodnie z instrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu, uwzgledniajgc
nastepujgce kwestie:

e Wyjsciowa objetos¢ osocza jest réwna 2 ml.

® Przed izolacjg DNA nalezy wirowa¢ 2 ml osocza przy 3000 obr./min przez 2 minuty, a
nastepnie przenie$¢ supernatant do czystej probdweki.

® Objetos¢ proteinazy K powinna by¢ rowna 250 pl.

e Trawienie proteinaza K nalezy wykonywa¢ w temperaturze 60°C przez 1 godzine.

® Oczyszczone genomowe DNA nalezy eluowa¢ w 55pul buforu Buffer AVE
(dostarczonego w zestawie QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit).

® Oczyszczone genomowe DNA przechowywa¢ w temperaturze od —30 do —15°C.

Uwaga: Wszystkie oznaczenia zawarte w zestawie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit generuja krétkie produkty PCR. Jednakze zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit nie zadziata, jesli DNA prébek bedzie wysoce pofragmentowane.
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Protokdét: Wykrywanie mutacji genu EGFR

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Aby uzyskac¢ prawidtowe wyniki, nalezy wykonywac przedstawiong procedure mieszania
na kazdym etapie mieszania podczas przygotowywania oznaczenia.

W ramach jednej analizy mozna przeprowadzi¢ oceng maksymalnie 16 prébek.

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczyta¢ czgs¢ ,0gdine srodki ostroznosci”,
strona 12.

Przed rozpoczeciem protokotu zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Patrz instrukcja obstugi aparatu.

Nie wytrzgsaé polimerazy DNA Taq (Tag) ani zadnej mieszaniny zawierajgcej
polimeraze DNA Taq, gdyz moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.

Odmierzy¢ polimeraze DNA Tag za pomocg pipety, ostroznie umieszczajac koncowke
pipety tuz pod powierzchnig cieczy, aby unikngé pokrycia zewnetrznej powierzchni
koncowki nadmiarem enzymu.

Aby unikngé odchylen zwigzanych z réznicami miedzy reakcjami, dla kazdej probki DNA
w tej samej reakcji PCR nalezy analizowa¢ oznaczenie kontrolne i oznaczenia mutacji.
W celu optymalnego wykorzystania odczynnikow zestawu therascreen EGFR RGQ PCR
Kit probki DNA nalezy testowac w partiach zawierajgcych maksymalng liczbe probek,
ktére mozna zbada¢ w ramach jednej analizy. Testowanie pojedynczych préobek lub
mniejszej liczby probek powoduje zuzycie wigkszej ilosci odczynnikéw i zmniejszenie
tacznej liczby prébek, ktéore mogg zosta¢ zbadane za pomocg jednego zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki nalezy catkowicie rozmrozi¢, pozostawiajac
je w temperaturze pokojowej (15-25°C) na co najmniej 1 godzing (nie dtuzej niz na 4,5
godziny), wymiesza¢, odwracajac kazda probéwke 10 razy, a nastepnie krotko
odwirowac, aby zebra¢ zawartos¢ probowki na dnie.

18
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® Przed kazdym uzyciem polimerazy DNA Taq nalezy upewnic sie, ze ma ona temperature
pokojowa (15-25°C). Krotko odwirowac probéwke, aby zebra¢ enzym na dnie probowki.
e WymieszaC probki, odwracajac kazda probowke 10 razy, a nastgpnie krétko

odwirowac, aby zebra¢ zawartos¢ probowki na dnie.

Procedura

1. Pozostawi¢ wszystkie mieszaniny reakcyjne, wode do stosowania jako kontrola bez
matrycy (No Template Control, NTC) i kontrole pozytywng EGFR (Positive Control, PC)
w temperaturze pokojowej (15—25°C) na co najmniej 1 godzine w celu catkowitego
rozmrozenia (Tabela 1). Po rozmrozeniu odczynnikéw wymieszac je, odwracajac kazda
probowke 10 razy, aby unikngé lokalnego gromadzenia sie soli, a nastepnie krotko
odwirowac, aby zebra¢ zawartos¢ probowek na dnie.

Tabela 1. Okresy rozmrazania, przygotowywania reakcji PCR i temperatury przechowywania

Temperatura Maksymalny okres
Minimalny okres Maksymalny okres przechowywania po przygotowywania reakcji
rozmrazania rozmrazania przygotowaniu reakcji PCR PCR i przechowywania
1 godz. 4,5 godz. Temperatura otoczenia 6 godz.

(15-25°C)
1 godz. 4,5 godz. 2-8°C 18 godz.

Uwaga: Reakcje PCR nalezy przygotowywaé w temperaturze otoczenia.
Przechowywanie odnosi sie do okresu od ukonczenia przygotowywania reakcji PCR do
rozpoczecia reakcji PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Uwaga: Polimeraze DNA Taq (probowka Taq) nalezy doprowadzi¢ do temperatury
otoczenia (15-25°C) w tym samym czasie, co pozostate odczynniki (patrz czesé
~Przechowywanie i sposob postepowania z odczynnikami”, strona 14). Krétko odwirowaé
probéwke, aby zebraé enzym na dnie probdéwki.

2. Wykona¢ nastepujgce kroki:
2a. Oznaczy¢ probéwki mikrowiréwkowe (niedostarczone) nazwami odpowiednich

mieszanin reakcyjnych wymienionych w Tabeli 2.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 19



2b. Przygotowaé wystarczajgcg objetos¢ mieszanin Master Mix (mieszanina reakgcji
kontrolnej lub reakgji swoistej wzgledem mutacji [probéwka CTRL, T790M, delecje,
L858R] i polimeraza DNA Taq [Taq]) dla probek DNA, jedng reakcje kontroli
pozytywnej EGFR (probowka PC) i jedng reakcje wody wolnej od nukleaz do
kontroli bez matrycy (probéwka NTC) zgodnie z objetosciami podanymi w Tabeli 2.

Uwaga: Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci do przygotowania reakgji

PCR, nalezy doda¢ ilos¢ odczynnikéw odpowiadajacg jednej dodatkowej probce.
Mieszaniny Master Mix zawierajg wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR oprocz

prébki.
Tabela 2. Przygotowanie mieszaniny Master Mix*
Oznaczenie Probéwka z Objetos¢ mieszaniny  Objetos¢ polimerazy DNA Taq
mieszaning reakcyjng reakcyjnej (probéwka Tagq)
Kontrola CTRL 19,50 pl x (n+1) 0,50 pl x (n+1)
T790M T790M 19,50 pl x (n+1) 0,50 pl x (n+1)
Delecje Del 19,50 pl x (n+1) 0,50 pl x (n+1)
L858R L858R 19,50 pl x (n+1) 0,50 pl x (n+1)

* Aby zapewni¢ wystarczajgca nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR, podczas przygotowywania
mieszaniny Master Mix nalezy doda¢ ilo$¢ odczynnikéw odpowiadajgca jednej dodatkowej prébce.

Uwaga: Podczas przygotowywania mieszaniny Master Mix do odpowiedniej probdwki
nalezy najpierw doda¢ odpowiednig objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej dla kontroli lub

mutacji, a dopiero potem polimeraze DNA Taq.

. Umiesci¢ odpowiednig liczbe probéwek w paskach zawierajgcych po 4 probéwki PCR

(kazdy pasek zawiera 4 probowki) w bloku tadowania zgodnie ze uktadem, ktéry
przedstawia Tabela 3. Nie zamyka¢ probowek.

Uwaga: Zatyczki nalezy przechowywac¢ w plastikowym pojemniku do momentu, gdy
bedg potrzebne.

. Zamknag¢ probowke zawierajacg mieszanine Master Mix i odwrdci¢ jg 10 razy, aby

dokfadnie wymiesza¢ mieszaninge. Nastepnie krotko odwirowaé probowke w celu
zgromadzenia catej objetosci mieszaniny na dnie probowki. Niezwtocznie dodac po 20 pl
mieszaniny Master Mix do kazdej probéwki PCR w pasku.

20
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5. Niezwtocznie dodac¢ po 5 pyl wody wolnej od nukleaz (H-O) do probéwek PCR w paskach
zawierajgcych kontrole bez matrycy (probéwki PCR o numerach 9-12), a nastepnie
zamkng¢ probdwki.

6. Dodac po 5 pl prébki do probéwek na probki (probéwki PCR o numerach 5-8, 13-16 i
17-72), a nastepnie zamkngc¢ probdowki.

7. Dodac po 5 yl kontroli pozytywnej EGFR (Positive Control, PC) do probéwek na kontrole
pozytywna (probowki PCR o numerach 1-4). Kazda prébka DNA musi by¢ testowana
zarbwno z Kkontrolg, jak i wszystkimi oznaczeniami mutacji. Uktad oznaczen
przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Uktad oznaczen kontrolnych i mutacji

Kontrole Numer probki

Oznaczenie PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

Ctrl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delecje 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68

Numer probki

Oznaczenie 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ctrl 5 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Delecje 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

8. Oznaczy¢ wieczka pierwszych probowek na pozycjach o najnizszych numerach dla
kazdego z paskéw zawierajgcych po 4 probowki PCR (tj. pozycje 1, 5, 9 itd.), aby okresli¢
orientacje, w ktorej probéwki bedg tadowane do rotora 72-dotkowego aparatu Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

9. Odwréci¢ zamkniete probowki 4 razy, aby wymiesza¢ probki z mieszaninami
reakcyjnymi.
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10.

11.

12.

13.

Umiesci¢ wszystkie probowki w paskach zawierajgcych po 4 probéwki PCR na
odpowiednich pozycjach rotora 72-dotkowego i wzrokowo sprawdzi¢, czy we wszystkich
probéwkach znajdujg sie jednakowe objetosci cieczy.

Uwaga: Podczas przenoszenia probéwek w paskach nalezy uwazac¢, aby ich nie
odwrdcic.

Jesli rotor nie jest catkowicie zapetniony, nalezy wtozy¢ w wolne miejsca zamkniete,
puste probowki.

Niezwtocznie umiescic¢ rotor w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Upewnic¢ sig, ze
pierscien blokujgcy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q MDx) jest umieszczony na gérze
rotora, aby zabezpieczaé probéwki podczas reakcji.

W celu utworzenia profilu temperaturowego i rozpoczecia reakcji nalezy zapoznacé sig z
konfiguracjg aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (patrz czgs¢ ,Protokét: Konfiguracja
oznaczenia genu EGFR w aparacie Rotor-Gene Q”, strona 23).

22
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Protokot: Konfiguracja oznaczenia genu EGFR

w

aparacie Rotor-Gene Q

Parametry wykonywania cykli przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Parametry wykonywania cykli

Cykle Temperatura Czas Akwizycja danych
1 95°C 15 minut Brak
40 95°C 30 sekund Brak
60°C 60 sekund Kanat Green i Yellow

1.

Klikng¢ dwukrotnie ikong oprogramowania Rotor-Gene Q Series w wersji 2.3 na
pulpicie komputera podigczonego do Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Wybrac¢ karte
»2Advanced” (Zaawansowane) w wyswietlonym oknie dialogowym ,New Run” (Nowa
reakcja).

. Aby utworzy¢ nowy szablon, wybra¢ opcje Empty Run (Pusta reakcja), a nastepnie

klikng¢ opcje New (Nowa).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe ,New Run Wizard” (Kreator nowej reakcji).

. Wybra¢ opcje 72-Well Rotor (Rotor 72-dotkowy) jako typ rotora. Upewni¢ sig, ze

pierscien blokujacy jest zamocowany i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring Attached
(Pierscien blokujgcy zamocowany). Kliknaé przycisk Next (Dalej) (Ryc. 1).
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New Run Wizard

3
‘Welcome to the Advanced Run Wizard!

| ¥ Locking Ring Attached

SkipWizard |

Ryc. 1. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowej reakcji).

4. Wprowadzi¢ nazwisko operatora w polu Operator. Doda¢ wszelkie uwagi i ustawic¢
warto$¢ w polu Reaction Volume (Objeto$¢ reakcyjna) na 25. Upewni€ sie, ze wartosci

w polu Sample Layout (Uktad prébek) to 1, 2, 3.... Klikna¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 2)

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, :-:Ii; t:"g‘ﬂ:’:{: -
clicking Next when you are ready to move to the next page. the wizard. For help
5 on an item, hover
1 el NAME I |your mouse over the
| itern for help. You
Notes :

can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.
2T

Lo, P

Sample Layout : |1, 2.3

2w

=l

Skip Wizard

<< Back Mext >>

Ryc. 2. Wprowadzanie nazwiska operatora i objetosci reakcyjnych.
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5. Klikng¢ przycisk Edit Profile (Edytuj profil) w oknie dialogowym ,New Run Wizard”
(Kreator nowej reakcji) (Ryc. 3) i ustawi¢ parametry reakcji zgodnie z informacjami
podanymi w ponizszych krokach.

New Run Wizard @
Temperatue Profle Click this button to
edit the profile
shown in the box
above.
1 Edi Profie ... |
Channel Setup :
Name | Souce | Detectar | Gain Create New..
Gieen  470nm  5100m 5
Yellow  530nm  555nm S L‘
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain...
Red 625nm  BEOnm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7
Reset Defaults
Gain Optimisation...
SkipWizard | << Back Net> |

Ryc. 3. Edycja profilu.
6. Klikng¢ przycisk Insert after (Wstaw po) i wybra¢ opcje New Hold at Temperature

(Nowy etap wstrzymania przy temperaturze) (Ryc. 4).
M Edit Profile X
@ . © W @
New COpen Saveds  Hep
The run wall take appecsmately 0 second(s) 1o complete. The graph below regresents the run 1o be pedomed

Cick on & cycle below o modiy

Copy of Current Step

Ryc. 4. Wstawianie etapu wstepnej inkubacji.
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7. Ustawi¢ wartos¢ w polu Hold Temperature (Temperatura wstrzymania) na 95°C, a
wartos¢ w polu Hold Time (Czas wstrzymania) na 15 mins 0 secs (15 min 0 s). Klikngé
przycisk Insert After (Wstaw po) i wybra¢ opcje New Cycling (Nowy cykl) (Ryc. 5).

18 Edit Profile X

@ . &8 | @

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

Cliok on a cycle below to modily it
Hold " New Cycing
—
INew Hold at Temperature
Remove | ey HRM Step

Copy of Current Step

Insert before...

Hold Temperatuie 8% @
1 " Hold Time : i‘ MSL‘ 608

Ryc. 5. Poczatkowy etap inkubacji przy 95°C.

8. Ustawi¢ liczbe powtdrzen cykli na 40. Wybra¢ pierwszy etap i ustawi¢ opcje 95°C przez
30 sekund (Ryc. 6).
X

M Edit Profile X
@ .0 W @
New Open Saveds e

The run will take appecoamately 38 minute(s) to complete. The graph below represents the run 1o be pedomed

I

Click on & cycle below to modiy #

o)
Clck on one of the steps Delow lo moddy &, or press + o - 1o add and remove steps for thes cycle

Timed Step - 1]
s I S5C for 30 secs : : ——2
3_ 30 seconds /
Not Acquiing 729 foe 20 secs
1 ™ Long Range 0C e 0secs  /
I~ Touchdown s

Ryc. 6. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 95°C.
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9. Wybra¢ drugi etap i ustawi¢ opcje 60°C przez 60 sekund. Klikng¢ przycisk Not
Acquiring (Brak akwizycji), aby wigczy¢ akwizycje danych podczas tego etapu.

(Ryc. 7).

S, 8 oW w

MNew Open Saveds  Heb

The nn vl ke restels] 1o compiete.

Cick o & cycle bekors 1o modiy

Hokd et after
Irien bedore:
Remove

Cick enormof - ou press + ot s cycle

Ryc. 7. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 60°C.

10. Na liscie Available Channels (Dostepne kanaty) wybra¢ kanaty Green i Yellow,

a nastepnie klikngé symbol >, aby przenies¢ je na liste Acquiring Channels
(Kanaty do akwizycji danych). Klikng¢ przycisk OK (Ryc. 8).

Acquisition

channel, select it in the right-hand kst and click <. To remove al

To acquire from & channel, select it from the list in the left and click > Tosloom-mhune
acquisitions, chick

Same as Previous : | (New Acquisition) >
Avaiable Channels Acqueing Channels :
Name | LI Name |
Crimson ieen
HAM _<J Yellow 1
0
Red =

2
Dye Chart >> I-Im Don'tﬂmo| Help |

FAM ¥, SYBR Green 1%, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 488

555nm  [JOE, VICY, HEX. TETY), CAL Fluos Gold 5407, Yakima Yetow” ||

610nm | ROX", CAL Fhuor Red 610, Cy3 57, Texas Red . Alexa Fluor 568" ||

B60nm | Cy5 Y, Quasa 670, Alexa Fluor 633

710hp | Quasar705 ", Alexa Fluor 630

S510nm _ |SYTO 9, EvaGireen

Ryc. 8. Akwizycja danych na etapie cyklu wykonywanego w temperaturze 60°C.
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11. Wybrac trzeci etap i klikng¢ przycisk -, aby usung¢ ten etap. Klikng¢ przycisk OK (Ryc. 9).
& [dit Profile X
- W

© v
Hew Open Saveds  Hep
1.

| A A A

(Clch 0 & Cycle beow 10 mocdly §
Hatd Irzeet aher
I
L=t
This cycle repeats 40 | emes).
Ok by . o4 poest » 01 -0 steps fox thes cycle. 2
T - z
= N -
bco | —— [
20 seconds I
Acqueng lo Cyckng @ 72 b 20 vecs |
on Green
I Longh GORC or 60 1 1
I~ Touxhdomn

——

Ryc. 9. Usunigcie etapu wydtuzania.

12. W kolejnym oknie dialogowym klikng¢ opcje Gain Optimisation (Optymalizacja
wzmocnienia) (Ryc. 10).

New Run Wizard

Temperature Profle :

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gan | Create New... |
Green  470nm  510nm 5 E

Edit Gain...
Remove
Reset Defaults

s

== Gain Optimisation... 1

SkipWiad | << Back | Net>> |

Ryc. 10. Optymalizacja wzmochnienia.
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13. Klikng¢ opcje Optimise Acquiring (Optymalizuj akwizycjg). Zostang wysSwietlone
ustawienia dla kazdego kanatu. Klikngé przycisk OK, aby zaakceptowaé te wartosci
domysine dla obu kanatéw. (Ryc. 11).

Auto-Gain Optimisation Setup x
Optimisation

Auto Gain O A --.ws-uu
% diferent gan levels untl # finds 0ne ot which the fucrescence lkevels
acceptable lhlmdlmuymu-hdmhmd!mh

chemetry you are perfomng
Settemperahaeto [ —] degpees
Dptimise A1 phmese. 1
B Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings
Charnel : G TubePostion:  [1 =]
- e 3 hot._|
T T Sonwie Range P Hrwwfn <n ks
Acceptable GanRange: [10 =] 1o [10 j ernove
frove AN
2 o ] coe Heb

| _Mad | Cow | Hew |

Ryc. 11. Optymalizacja automatycznego wzmocnienia dla kanatu Green.

14. Zaznaczy¢ pole Perform Optimisation before 1st Acquisition (Wykonaj optymalizacje

przed pierwszg akwizycjg), a nastepnie klikng¢ przycisk Close (Zamknij), aby powrdci¢
do ekranu kreatora (Ryc. 12).

Opurmﬁon
g d the fi on the inserted sample at
=8 Mmmuunmﬂ.munnmm
acceplable The range of fucrescence you are kooking for depends on the
chemistry you are performng.

Settempeatuse to [ —| degrees

Optimise Al Optrmise Acqung
4 =P estorm Ol ion Befcrs 15 Acauaiion
™ Pesform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settngs
[ =l
Name | Tube Postion | Min Reading | Max Readng | Min Gain | Max Gan Ede
G 1 Edl 1R 0 10
\'r..lv: 1 A 10F1 10 10 ﬂ—l
Remove Al
2
< l >

Ryc. 12. Wybér kanatu Green i Yellow.

15. Klikng¢ przycisk Next (Dalej), aby zapisa¢ szablon w odpowiedniej lokalizacji, wybierajac
opcje ,Save Template” (Zapisz szablon).
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Analiza danych uzyskanych w wyniku oceny mutaciji

Po ukonczeniu reakcji nalezy przeanalizowa¢ dane, korzystajgc z ponizszej procedury.

Konfigurowanie analizy w oprogramowaniu
1. Otworzy¢ odpowiedni plik za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q Series w
wersji 2.3.5 lub wyzsze;j.

2. Jesli prébki nie zostaty nazwane przed wykonaniem reakgji, klikngé opcje Edit
Samples (Edytuj probki).

3. Wprowadzi¢ nazwy prébek do kolumny Name (Nazwa).
Uwaga: Nie nalezy nadawac¢ nazw pustym dotkom.

4. Klikng¢ opcje Analysis (Analiza). Na stronie analizy klikng¢ opcje Cycling A Yellow,
aby wybraé kanat HEX.

5. Upewni¢ sie, ze zaznaczona jest opcja Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna).
Klikng¢ pozycje Slope Correct (Korekcja nachylenia) i Linear scale (Skala liniowa).

6. Klikng¢ opcje Take Off Adj (Regulacja cyklu progowego) i wprowadzi¢ wartosci 15.01 i
20.01, co przedstawiono na Ryc. 13.

3

L I
I'.fp Dynamic Tub’l‘-;;, Slope Correctl “& Ignare First

Take Off Point Adjustment ==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated  [15.m

before cycle

Then use the following cycle as 200

take off paint

0K | DoNotadust|  Cancel |

Ryc. 13. Ustawienia normalizacji analizy genu EGFR. 1 = ,Dynamic Tube” (Probéwka dynamiczna), 2 = ,Slope
Correct” (Korekcja nachylenia), 3 = ,Take Off Adj” (Regulacja cyklu progowego), 4 = okno dialogowe ,Take Off
Point Adjustment” (Regulacja cyklu progowego) z warto$ciami parametréw.
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. Ustawi¢ wartos¢ progowg na 0.02 i sprawdzi¢ wartosci Ct kanatu przeznaczonego dla

barwnika HEX.

. Na stronie analizy klikng¢ opcje Cycling A, Green, aby wyswietli¢ kanat przeznaczony

dla barwnika FAM. Ustawi¢ parametry, tak jak na Ryc. 13 powyze;.

Powinna by¢ wyrézniona probowka dynamiczna.

. Klikng¢ pozycje Slope Correct (Korekcja nachylenia) i Linear scale (Skala liniowa).

. Ustawi¢ warto$¢ progowg na 0.075 i sprawdzi¢ wartosci Ct kanatu przeznaczonego dla

barwnika FAM.

Analiza kontroli reakcji

Po zakonczeniu reakgji nalezy przeanalizowa¢ dane w nastepujgcy sposob.

Kontrola negatywna: Aby mozna bylo stwierdzi¢ brak zanieczyszczeh w postaci
matrycy, warto$¢ Cr wygenerowana przez kontrole NTC w kanale zielonym (FAM) nie
moze przekroczy¢ wartosci 40. Aby mozna bylo stwierdzi¢ prawidtowe przygotowanie
reakcji, kontrola NTC musi wykazywa¢ amplifikacje w kanale zottym (HEX) (kontrola
wewnetrzna) na poziomie od 29,85 do 35,84.

Reakcja jest niewazna, jesli w kanale zielonym wykryto amplifikacje¢ pozytywna i/lub
amplifikacja w kanale z6ttym nie miesci sie w zakresie od 29,85 do 35,84.

Kontrola pozytywna: Kontrola pozytywna EGFR (Positive Control, PC) musi da¢
warto$¢ Cr dla kazdej mieszaniny reakcyjnej, mieszczaca sie w zakresie okreslonym w
Tabeli 5. Warto$¢ otrzymana dla kontroli pozytywnej, ktéra nie miesci sie w okreslonym
zakresie, wskazuje problem przy przygotowaniu oznaczenia. Reakcje takg nalezy uznaé
za niewazng. Jesli kontrola pozytywna daje warto$¢ Cr w zakresie (FAM), ale wartos$¢
Cr kontroli wewnetrznej (HEX) jest poza zakresem od 29,85 do 35,84, nalezy
kontynuowac analize.

Uwaga: Danych uzyskanych dla prébki nie nalezy bra¢ pod uwage, jesli wyniki kontroli
negatywnej lub kontroli pozytywnej sg nieprawidtowe.
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Tabela 5. Akceptowalny zakres wartosci Cr dla kontroli reakcji

Kontrola reakcji Oznaczenie Kanat Zakres wartosci Cr
Kontrola pozytywna Kontrola Green (FAM) 28,13-34,59

T790M Green (FAM) 30,22-34,98

Delecje Green (FAM) 28,90-34,90

L858R Green (FAM) 29,97-34,81
Kontrola bez matrycy Wszystkie cztery mieszaniny Green (FAM) 240,00

reakcyjne

Wszystkie cztery mieszaniny Yellow (HEX) 29,85-35,84

reakcyjne
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Wartos¢ Cr
w kanale barwnika
HEX w zakresie od
29,85 do 35,84?

Wartos¢ CT
kontroli
negatywnej w
kanale barwnika
FAM

Warto$¢ CT w kanale
barwnika FAM <40?

Powodzenie

kontroli negatywnej

Wartos¢ Cr

Wartos¢ Cr
mutacji T790M w
kanale barwnika
FAM w zakresie od
30,22 do 34,982

Wartoé¢ Cr
kontroli w kanale
barwnika FAM w
zakresie od 28,13
do 34,59?

Wartos¢ CT

kontroli
pozytywnej w
kanale barwnika
FAM

Nie

NIEPOWODZENIE
REAKCII

Nie

NIEPOWODZENIE
REAKCJI

Powodzenie Tak

kontroli pozytywnej

e

Przej$¢ do analizy probki

C

Ryc. 14. Przebieg analizy kontroli reakcji.

delecji w kanale
barwnika FAM w
zakresie od 28,90
do 34,907

Nie

NIEPOWODZENIE
REAKCI

Nie

Wartos¢ Cr
mutacji L858R w
kanale barwnika
FAM w zakresie od
29,97 do 34,812

Przyjmujac, ze obie kontrole reakcji sg wazne, wartos¢ Cr kazdej probki musi miesci¢ sie w

zakresie od 23,70 do 31,10 w kanale zielonym (FAM) (Tabela 6).

Tabela 6. Akceptowalny zakres wartosci Ct w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM dla reakcji kontrolnej

Akceptowalny zakres wartosci Cr

probki

Kanat

Mieszanina reakcyjna
Green (FAM)

23,70-31,10

Kontrola

Jesli warto$¢ otrzymana dla préobki jest poza tym zakresem, nalezy oprze¢ sie na

przedstawionych ponizej wytycznych.
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Wartos¢ Cr oznaczenia kontroli prébki <23,70: prébki, dla ktorych wartosé Cr kontroli
jest <23,70, spowodujg przetadowanie oznaczeh mutacji; nalezy je rozciehczyé. Aby
wykry¢ kazdg mutacje przy niskim poziomie, nadmiernie stezone probki nalezy
rozcienczy¢ tak, aby otrzymywana dla nich wartos¢ miescita sie w okreslonym powyzej
zakresie, przyjmujgc, ze rozcienczenie o polowe zwieksza wartos¢ Cr o 1.

Wartos¢ Cr oznaczenia kontroli probki >31,10: probka nie zawiera wystarczajgcej

ilosci DNA do przeprowadzenia analizy.

Przyjmujac, Zze obie kontrole reakcji sg wazne, a wynik oznaczenia kontroli miesci sie w

zakresie podanym w Tabeli 6, wartos¢ Ct oznaczenia kazdej mutacji w prébce musi miesci¢

sie w zakresie wyszczegolnionym w Tabeli 7 dla kanatu zielonego (FAM). Jesli wartos¢

otrzymana dla prébki jest poza tym zakresem, nalezy oprze¢ sig na przedstawionych ponizej

wytycznych.

Tabela 7. Akceptowalne wartosci dla oznaczen mutacji w prébkach

Reakcja Mieszanina reakcyjna Kanat Zakres wartosci Cr
Reakcja swoista T790M Green (FAM) 0,00-40,00
wzgledem mutacji .

Delecje Green (FAM) 0,00-40,00

L858R Green (FAM) 0,00-40,00

Wszystkie trzy mutacje Yellow (HEX) 29,85-35,84

Uwaga: Brak wartosci Cr dla prébki (tj. wartos¢ Cr >40), moze wynika¢ z obecnosci

inhibitora, btedu podczas przygotowania testu lub braku amplifikowalnego DNA genu EGFR.

Wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej miesci sie¢ w zakresie 29,85-35,84: brak
amplifikowalnego DNA genu EGFR.

Wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej nie miesci sie¢ w zakresie 29,85-35,84: moze to
wskazywaé na btgd podczas przygotowania testu lub obecno$¢ inhibitora. Wptyw
inhibitorw mozna zmniejszyé, rozcienczajgc prébke, ale spowoduje to takze
rozcienczenie DNA.
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‘Wymagane

prébke

probki

Wartos¢ Cr
ontroli oznaczenia

Wartos¢ Cr kontroli

Wartos¢ Cr
w kanale barwnika

w kanale barwnika FAM

prébki w kanale
barwnika FAM

TAK

Wartosci C; oznaczen
mutacji obecnych w
prébee w kanale
przeznaczonym dia
barwnika HEX

Wartos¢ Cr
ktérejkolwiek mutacji
w kanale barwnika
HEX <29,85?

NIE

Wartosc Cr
kazde] mutacji w
kanale barwnika FAM
w zakresie od 00,00,
do 40,007

Wartosci Cr mutacji
obecnej w prébce w
kanale barwnika FAM

TAK

Probowka jest
pozytywna wzgledem
amplifikacji w kanale

barwnika FAM

l

Obliczy¢ wartosci AC;
dla kazdej mutacji.
ACr = C; mutagji — Cr kontroli

Prébka niewazna

FAM <23,70?

NIE

Wartos¢ Cr
w kanale barwnika
FAM >31,10?

Brak
amplifikowalnego
DNA lub obecnosé
inhibitora w prébce

Poréwnaé wartos¢ ACr wzgledem
zakresu wartosci AC; okreslonego dla
oznaczenia

Wartosci Cr
oznaczen mutacji
obecnych w probce
w kanale
przeznaczonym dla
barwnika HEX

Ktérakolwiek
wartosé ACr w
zakresie wartosci ACr
okreglonym dla
oznaczenial

NIE—

TAK

Wykryto mutacje genu EGFR
W oznaczeniu mutacji

Ryc. 15. Schemat analizy mutacji.

Wartosé Cr
kontroli wewnetrznej
mutaci w kanale
barwnika HEX
w zakresie
9,85-35,847

Oznaczenie niewazne

Nie wykryto mutacji
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Wartos¢ Cr w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM dla oznaczen mutacji w
prébkach

Wartosci barwnika FAM otrzymane dla wszystkich trzech mieszanin reakcyjnych swoistych
wzgledem mutacji nalezy sprawdzi¢ wzgledem wartosci wymienionych w Tabeli 8.

Obliczy¢ punkt odciecia ACt dla kazdej probki zawierajacej mutacje, w kidrej wykazano
amplifikacje, z ponizszego wzoru, upewniajgc sie, ze podstawiono wartosci Cr z oznaczenia
mutacji i z oznaczenia kontroli otrzymane dla tej samej probki.

ACt = wartos¢ Cr z oznaczenia mutacji — warto$¢ Cr z oznaczenia kontroli

Poréwnaé wartos¢ ACt dla probki z zakresem okreslajgcym punkty odciecia wartosci ACt
dla danego oznaczenia (Tabela 8), upewniajgc sie, ze zastosowano wtasciwy punkt odcigcia
dla kazdego oznaczenia.

Tabela 8. Zakres okreslajacy punkty odciecia wartosci ACt dla oznaczen mutacji

Oznaczenie mutacji Zakres okreslajgcy punkty odciecia wartosci ACt
T790M od -10,00 do 7,40 (wigcznie)
Delecje od -10,00 do 8,00 (wigcznie)
L858R od -10,00 do 8,90 (wigcznie)

Gorna granica zakresu okreslajgcego punkty odcigcia wartosci ACt to punkt, powyzej
ktorego sygnat pozytywny moze wynika¢ z sygnatu tta generowanego przez starter ARMS
przytgczony do DNA typu dzikiego. Jesli wartos¢ ACt prébki przekracza gérny punkt zakresu
okreslajgcego punkty odcigcia wartosci ACrt, probka jest klasyfikowana jako ,Mutation not
detected” (Nie wykryto mutacji) lub poza granicami wykrywalnosci zestawu. Jesli wartos¢
probki miesci sie w zakresie okreslajgcym punkty odcigcia wartosci ACr, prébka jest
klasyfikowana jako pozytywna pod wzgledem wykrycia mutacji przez oznaczenie. Jesli
wartos¢ probki jest nizsza niz dolna granica zakresu okreslajgcego punkty odciecia warto$ci
Cr, prawdopodobnie wystapit artefakt sygnatu fluorescencyjnego.
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Uwaga: W przypadku probek bez wartosci Ct w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM,
ktora wskazywataby na obecnos¢ mutacji, konieczne jest dokonanie oceny wartosci Cr
kontroli wewnetrznej (HEX) w celu okreslenia, czy mutacja nie zostata wykryta lub czy
oznaczenie zakonczyto si¢ niepowodzeniem. Jesli wartos¢ Cr w kanale przeznaczonym dla
barwnika HEX mies$ci sie w zakresie od 29,85 do 35,84, nie wykryto mutacji. Jesli punkt
odciecia wartosci Ct w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX nie miesci sie w tym

zakresie, prébka jest niewazna.

Podsumowujac, dla kazdej prébki, kazdej reakcji wykrywajgcej mutacje zostanie nadany
odpowiedni status: ,wykryto mutacje” , ,nie wykryto mutacji” lub ,wynik niewazny”, przy
zastosowaniu nastepujgcych kryteriow.

e Wykryto mutacje: Pozytywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika
FAM; warto$¢ ACt miesci sie w zakresie punktu odcigcia ACr. Jesli zostanie wykryta
wiecej niz jedna mutacja, mozna zgtosi¢ wszystkie mutacje.

e Nie wykryto mutaciji:

O Pozytywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; punkt
odciecia wartosci ACt powyzej zakresu okreslajgcego punkty odcigcia wartosci ACr,
a wartos¢ w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX (kontrola wewnetrzna) w
zakresie 29,85-35,84.

O Negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; warto$¢
w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX (kontrola wewnetrzna) w zakresie
29,85-35,84.

e Wynik niewazny: Negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika
FAM; amplifikacja w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX poza okreslonym
zakresem.

O Obliczona wartos¢ ACt ponizej zakresu okreslajgcego punkty odcigcia wartosci
ACr; amplifikacja w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX (kontrola
wewnetrzna) w zakresie wartosci oczekiwanych. Warto$¢ ACt mniejsza niz —10,00

moze swiadczy¢ o wystapieniu artefaktu sygnatu fluorescencyjnego.
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Rozwigzywanie problemdw

Ta czes$c¢ instrukcji moze przydaé sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyskac¢ wiecej informacji, nalezy takze zapozna¢ sig ze strong czesto zadawanych
pytan (Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego Centrum pomocy technicznej
pod adresem: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dzialu serwisu
technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedza na wszelkie pytania dotyczgce informadiji i
protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii prébek i oznaczen
stronie okfadki

(informacje kontaktowe znajduja sie na tylnej lub pod adresem

www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu kontroli pozytywnej EGFR (Positive Control, PC) w kanale fluorescencyjnym Cycling
Green

a)

Wybrany do analizy danych
PCR kanat fluorescencyjny nie
spetnia wymagan protokotu.

Do analizy danych wybra¢ kanat fluorescencyjny Cycling Green dla
analitycznej reakcji PCR pod katem EGFR oraz kanat fluorescencyjny
Cycling Yellow dla kontroli wewnetrznej PCR.

b) Nieprawidiowe Poréwna¢ profil temperaturowy z protokotem i, jesli jest nieprawidtowy,
zaprogramowanie profilu powtdrzy¢ reakcje.
temperaturowego w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

c) Nieprawidiowa konfiguracja Sprawdzi¢ etapy procedury wedtug schematu pipetowania i w razie
reakcji PCR potrzeby powtérzy¢ reakcje PCR.

d) Warunki przechowywania co Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta
najmniej jednego z zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
odczynnikéw wchodzgcych w
skfad zestawu nie byty zgodne
z zaleceniami zawartymi w
czesci ,Przechowywanie i
sposéb postepowania z
odczynnikami” (strona 14)

e) Minat termin waznos$ci zestawu  Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta
therascreen EGFR Plasma zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
RGQ PCR Kit
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Komentarze i wskazowki

Sygnaly dla kontroli negatywnych w kanale fluorescencyjnym Cycling Green analitycznej reakcji PCR

Podczas przygotowywania Powtorzy¢ reakcje PCR z nowymi odczynnikami w powtérzeniach.

real_(cji PCR dos-zlo d,o . Jesli to mozliwe, zamkng¢ probéwki PCR niezwtocznie po dodaniu
zanieczyszczenia probki probki badanej.

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

Wiele punktéw przeciecia okreslajgcych cykl progowy lub warto$é ACt ponizej zakresu okreslajacego punkty
odciecia

Nieprawidiowe wymieszanie Powtorzy¢ reakcje PCR, jesli problem dotyczy kontroli, lub ponownie
podczas przygotowywania przetestowac probke, dla ktérej otrzymano niewazny wynik.
oznaczenia Postepowaé zgodnie z instrukcjg uzycia, przykladajac szczegding uwage

do etapéw mieszania.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jest testowana pod katem
wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Wyniki uzyskane za pomocg tego produktu nalezy interpretowa¢ w kontekscie wszystkich
odpowiednich obserwaciji klinicznych i laboratoryjnych; nie mogg one stuzy¢ jako jedyna
podstawa diagnozy.

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

Do badan walidacji analitycznej uzyto ludzkiego DNA wyizolowanego z probek osocza.

Produkt jest przeznaczony do stosowania wylgcznie z cyklerem Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM do reakgji real-time PCR.

W celu uzyskania optymalnych wynikéw nalezy $cisle przestrzega¢ wytycznych zawartych
w dokumencie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja obsfugi.
Rozcienczanie odczynnikdw w sposéb inny niz opisany w niniejszej instrukcji obstugi nie jest
zalecane i skutkuje utratg skutecznosci.

Nalezy zwréci¢é uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywac
sktadnikéw z przekroczong datg wazno$ci ani niewlasciwie przechowywanych.
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Startery w mieszaninie reakcyjnej EGFR zaprojektowano w celu wykrywania wielu delecji w
obrebie eksonu 19, obejmujgcych nukleotydy od 55174772 do 55174795 (GRCh38 chr7),
zakres 23 par zasad (bp).

Oznaczenie delecji w eksonie 19 zostato zwalidowano analitycznie i wykazano, ze umozliwia
ono wykrycie swoistych delecji w obrebie eksonu 19 (patrz Tabela 13 niniejszej instrukgji
obstugi). Mieszanina reakcyjna przeznaczona do wykrywania delecji moze jednak
powodowac¢ amplifikacje sekwencji zawierajgcych inne mutacje (migdzy innymi inne delecje
w obrebie eksonu 19, insercje w obrebie eksonu 19 oraz mutacjg L747P).

Jesli takie mutacje bedg obecne w prébce pacjenta, spowodujg wygenerowanie wyniku
,Deletions Detected” (Wykryto delecje).

Dodatkowo mozliwe jest wykrycie mutacji L858Q przez mieszanine reakcyjng L858R. Z tego
wzgledu, jesli w probce pacjenta bedzie obecna mutacja L858Q, moze zostac
wygenerowany wynik ,L858R Mutation Detected” (Wykryto mutacje L858R).
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Parametry skutecznosci
Czutos¢ analityczna — granica proby $lepej (Limit of Blank, LOB)

W celu oceny dziatania zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit w przypadku
braku matrycy oraz w celu zapewnienia, ze proba $lepa lub probka zawierajgca DNA typu
dzikiego nie generuje sygnatu analitycznego, ktory moze wskazywaé na niskie stezenie
mutacji, oceniono DNA genu EGFR typu dzikiego wyizolowanego z 59 réznych prébek
osocza pacjentéw z rakiem NDRP. Kryteria akceptacji badania (co najmniej 95% probek
typu dzikiego musi dawac¢ wartosci ACt powyzej odpowiedniego punktu odcigcia) zostaty
spetnione.

Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD)

Granica LOD to minimalny odsetek zmutowanego DNA wykrywalnego w tle DNA typu
dzikiego, gdy catkowita ilos¢ amplifikowalnego DNA (w zakresie wejsciowej ilosci), generuje
prawidiowe wywotania mutacji z prawdopodobienstwem 95% dla kazdej probki pozytywnej
wzgledem mutacji (C95). Zakres roboczy wejsciowej ilosci DNA dla oznaczenia jest
definiowany przez warto$é Cr kontroli przy wstepnie okreslonym zakresie od 23,70 do 31,10.

Granice LOD wyznaczono przy niskiej wejsciowej ilosci DNA (wartosé Ct kontroli okoto
30,10) przy uzyciu DNA pochodzgcego z tkanki FFPE dla zestawu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit. Granice LOD wyznaczono przy uzyciu klinicznych prébek FFPE i prébek FFPE z
linii komoérkowej przy niskiej wejsciowej ilosci DNA dla mutacji genu EGFR.

Wartosci granic LOD wyznaczonych przy uzyciu tkanki FFPE zweryfikowano dla zestawu
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit przy uzyciu DNA wyizolowanego z wytworzonych
sztucznie probek osocza pozytywnych wzgledem mutaciji.

42 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019



Ostateczne wyznaczone wartosci granic LOD wymienione w Tabeli 9 na nastepnej stronie
wskazujg odsetek mutaciji, dla ktérego przewidywane prawdopodobiernstwo wygenerowania
poprawnego wywotania plasuje sie na poziomie 95% dla kazdej z mutacji.

Tabela 9. Granice LOD dla kazdego z oznaczen mutacji genu EGFR

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Wyznaczona granica LOD (%)
COSsMIC*

20 T790M 6240 17,5%
6223 6,4*
13551 4,24
12728 2,43t
12419 16,871
12422 3,24t
6218 9,83t
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*

19 Delecje 12678 10,401
12367 4,397
12384 7,54t
6225 6,5%
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45%
12383 4,58*
12387 4,91t
12369 4,94*

21 L858R 6224 5,94*

* Wyznaczone granice LOD zweryfikowano w osoczu w ramach badania potwierdzajgcego granice LOD zestawu
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

T Tych mutacji nie potwierdzono w osoczu.
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Czutos¢ analityczna -— punkty odciecia wartosci ACt oraz zakres
okreslajgcy punkty odciecia wartosci ACt

Przy ustalaniu punktéw odciecia oznaczen w odniesieniu do czestosci generowania wynikow
fatszywie dodatnich przyjeto podejscie oparte na ryzyku, a przy opracowywaniu punktow
odciecia jako jeden ze sktadnikéw wykorzystano szacunkowe wartosci granic LOB.

Zakresy okreslajgce punkty odciecia wartosci ACt wyznaczone dla kazdego oznaczenia
mutacji zawartego w zestawie therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit podano w
Tabela 10.

Tabela 10. Zakresy okreslajace punkty odcigcia wartosci ACt dla zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit

Oznaczenie mutacji Zakres okreslajacy punkty odcigcia wartosci ACr
T790M od -10,00 do 7,40 (wigcznie)
Delecja od -10,00 do 8,00 (wigcznie)
L858R od -10,00 do 8,90 (wigcznie)

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé

Powtarzalnosc¢ i odtwarzalno$¢ oceniono w badaniu poziomu mutacji przy stezeniu 3x LOD
w tle genomowego DNA typu dzikiego w 3 o$rodkach, uzywajgc wielu partii zestawu,
wykonujgc wiele reakgji w réznych dniach, przez wielu operatorow, badajac kazdg probke
w 2 powtdrzeniach. W przypadku wszystkich 3 oznaczen mutacji dla 100% prébek ze
zmutowanym DNA uzyskano wynik pozytywny wzgledem mutacji. Probki typu dzikiego daty
wynik negatywny wzgledem mutacji we wszystkich oznaczeniach wykonywanych we
wszystkich osrodkach.
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Wplyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci Cr

Wejsciowy poziom DNA jest definiowany jako catkowita ilos¢ obecnego w probce EGFR
DNA, ktory moze ulec amplifikacji, okreslona na podstawie wartosci Cr otrzymanych dla
reakcji kontrolnej. W celu wykazania statej skutecznosci zestawu therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit w calym zakresie wartosci Cr dla reakcji kontrolnej (23,70-31,10)
przygotowano szesciopunktowe seryjne rozcienczenia w stosunku 1 do 3 dla kazdego z 3
oznaczen mutacji genu EGFR (DNA wyizolowane z probek FFPE z linii komérkowych).
Docelowa wartos¢ Cr dla pierwszego rozcienczenia, dla kazdej mutacji, wynosita okoto
24,70. Koncowe rozcienczenie, ktére dawato wartos¢ Ct na poziomie okoto 32-33, bylo
poza zakresem wartosci Ct dla reakgcji kontrolnej. Ogdlnie rzecz biorgc, punkty odcigcia
warto$ci ACt zmierzone na réznych poziomach wejsciowych DNA byly spdjne w catym
zakresie roboczym zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Substancje zaktocajgce

Endogenne substancje zakiécajgce

Substancje potencjalnie zakitdcajgce dodano do wytworzonych sztucznie prébek osocza
pozytywnych wzgledem mutacji o stezeniu 3x LOD. Prébki przetestowano nastepnie za
pomoca zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Probki zawierajgce substancje
potencjalnie zakidcajgce porédwnano do wytworzonych sztucznie probek osocza
pozytywnych wzgledem mutacji o stezeniu 3x LOD, do ktérych nie dodano substanc;ji
zakiocajgcej. Kazdg substancje zakitdcajgcg testowano w 4 powtérzeniach.

Uznano, ze réznica >2x wartosci odchylen standardowych (Standard Deviation, SD) (z
badania precyzji) miedzy wartoscig ACr ,testu” a wartoscig ,kontroli” (fj. brak substanc;ji
zakiocajgcej) wskazuje obecnos¢ potencjalnego zakiocenia. W takich przypadkach podano

zaobserwowang roznice wartosci ACr.
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Badane stezenia podane w Tabeli 11 wybrano w oparciu o wskazoéwki zawarte w wytycznej
EPO07-A2 instytutu CLSI i sg one reprezentatywne dla maksymalnych stezen oczekiwanych
w probce kliniczne;j.

Uwaga: Te endogenne zwigzki dodano do wytworzonych sztucznie prébek osocza
pozytywnych wzgledem mutacji, w ktorych sktad wchodzito osocze pobrane od zdrowych
dawcow. Z tego wzgledu przed dodaniem tych endogennych zwigzkéw mogty by¢ one
naturalnie obecne w probkach w nieznanych stezeniach. Koncowe stezenie kazdej badanej
endogennej substancji potencjalnie zakitécajgcej sg prawdopodobnie wieksze niz stezenie
badane.

Tabela 11. Endogenne substancje potencjalnie zaklocajace

Substancja potencjalnie zaklocajaca Badane stezenie
(Interfering Substance, IS)

Bilirubina niezwigzana 150 mg/dl

Hemoglobina (ludzka) 0,2 g/dl

Trojglicerydy 3 g/dl
Oznaczenie T790M

Nastepujgce zwigzki endogenne w stezeniach podanych w Tabeli 11 majg wptyw >2x SD

(ACt 0,40) na skutecznos¢ oznaczenia T790M:

e Trojglicerydy, réznica wartosci ACr 1,37

Oznaczenie delecji

Nastepujgce zwigzki endogenne w stezeniach podanych w Tabeli 11 majg wptyw >2x SD

(ACt 0,71) na skutecznos$¢ oznaczenia delegji:

e Hemoglobina, réznica wartosci ACr 0,80
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Oznaczenie L858R

Nastepujgce zwigzki endogenne w stezeniach podanych w Tabeli 11 majg wptyw >2x SD

(ACt 0,56) na skutecznos¢ oznaczenia L858R:

e Bilirubina, réznica wartosci ACt 1,13

e Trojglicerydy, réznica wartosci ACt 1,53

Egzogenne substancje zaktécajgce

Substancje potencjalnie zakiécajgce dodano do wytworzonych sztucznie prébek osocza
pozytywnych wzgledem mutacji o stezeniu 3x LOD. Prébki przetestowano nastepnie za
pomoca zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Probki zawierajgce substancje
potencjalnie zakidcajgce poréwnano do wytworzonych sztucznie probek osocza
pozytywnych wzgledem mutacji o stezeniu 3x LOD, do ktérych nie dodano substanc;ji
zakiocajgcej. Kazdg substancje zakitécajgca testowano w 4 powtdrzeniach.

Uznano, ze roznica >2x wartosci odchyleh standardowych (z badania precyzji) migedzy
wartoscig ACr ,testu” a wartoscig ACr,kontroli” (tj. brak substancji zaktdcajacej) wskazuje na
obecnos¢ potencjalnego zaktdcenia. W takich przypadkach podano zaobserwowana réznice

wartosci ACr.

Badane stezenia podane w Tabeli 12 wybrano w oparciu o wskazowki zawarte w wytycznej
EP07-A2 instytutu CLSI i we wszystkich przypadkach przekraczajg one stezenia
terapeutyczne.
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Tabela 12. Endogenne substancje potencjalnie zaklocajace

Substancja potencjalnie zaklocajaca Badane stezenie (ug/ml)
(Interfering Substance, IS)
Bromowodorek cytalopramu 0,75
Paroksetyna chlorowodorku pétwodnego 1,14
Chlorowodorek sertraliny 0,67
Chlorowodorek fluoksetyny 3,87
Acetaminofen 200,7
K2 EDTA 3600
Oznaczenie T790M

Nastepujgce zwigzki egzogenne w stezeniach podanych w Tabeli 12 majg wptyw >2x SD
(ACt 0,40) na skutecznos¢ oznaczenia T790M:

e Bromowodorek cytalopramu, réznica wartosci ACy 0,52
e Chlorowodorek sertraliny, réznica wartosci ACy 0,47

e Chlorowodorek fluoksetyny, réznica wartosci ACt 0,48

Oznaczenie delecji

Nastepujgce zwigzki egzogenne w stezeniach podanych w Tabeli 12 majg wptyw >2x SD
(ACt 0,71) na skutecznos$¢ oznaczenia deleg;ji:

® Fluoksetyna, roznica wartosci ACr 0,73
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Oznaczenie L858R

Nastepujgce zwigzki egzogenne w stezeniach podanych w Tabeli 12 majg wptyw >2x SD
(ACt 0,56) na skutecznos¢ oznaczenia L858R:

Bromowodorek cytalopramu, réznica wartosci ACy 0,72
Paroksetyna chlorowodorku pétwodnego, réznica wartosci ACt 0,92
Chlorowodorek sertraliny, réznica wartosci ACy 0,82
Chlorowodorek fluoksetyny, réznica wartosci ACt 0,98
Acetaminofen, réznica wartosci ACt 0,81

K2 EDTA, réznica wartosci ACt 0,57
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Skutecznos¢ kliniczna

Badanie kliniczne NCT01203917 byto otwartym badaniem klinicznym fazy IV bez grupy
kontrolnej, ktérego celem byta ocena skutecznosci i bezpieczenstwaltolerancji gefitynibu
stosowanego w pierwszej linii leczenia u pacjentow rasy kaukaskiej z rakiem NDRP w
stadium HIA/B/IV, pozytywnym wzgledem mutacji genu EGFR.

Kwalifikowalnos$¢ pacjentow do badania klinicznego NCT01203917 oceniona na podstawie
obecnosci mutacji genu EGFR warunkujgcych wrazliwos¢ na lek. Status mutacji genu EGFR
u pacjentéw z rakiem NDRP oceniano przy uzyciu oznaczenia przeznaczonego wylgcznie
na uzytek danego badania klinicznego (Clinical Trial Assay, CTA) i DNA wyizolowanego ze
skojarzonych prébek tkankowych i probek osocza. Badanie obejmowato wstepnie
zaplanowane badanie pod kgtem biomarkera w celu ustalenia, czy prébki osocza mogg by¢
brane pod uwage do analizy mutacji, jesli nie mozna pozyskac probek tkankowych. Na
podstawie wynikow stwierdzono wysokie wskazniki zgodno$ci pomiedzy skojarzonymi
prébkami tkankowymi i probkami osocza na poziomie 94,3%, przy swoistosci i czutosci
oznaczenia na poziomach odpowiednio 99,8% i 65,7%.

Prébki osocza pobrane od pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym w ramach
badania klinicznego NCT01203917 przetestowano retrospektywnie przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Przeprowadzono badanie pomostowe w celu
oceny zgodnosci zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit z oznaczeniem CTA
uzywanym do wyboru pacjentéw do badania klinicznego NCT01203917. Wykazano
réwnowaznos$¢ oznaczenia CTA i zestawu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
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Informacje kontaktowe

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

www.giagen.com).
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do
N> wykonania <N> reakg;ji

"4

Termin waznosci

VD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy
LO Numer serii

Numer materiatu
Sktadniki
Zawiera

Liczba

GTIN Globalny numer jednostki handlowe;

Zakres temperatury
Producent
Zapozna¢ sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

>ER T EEE R

a
N

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019



Zatgcznik A: Szczegotowe informacje dotyczgce

mutacji

Tabela 13 przedstawia numery identyfikacyjne COSMIC pochodzgce z Katalogu mutaciji

somatycznych w nowotworach (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer,

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tabela 13. Lista mutacji i numerow identyfikacyjnych COSMIC

Mutacja Ekson Zmiana zasady Nr identyfikacyjny
COSMIC
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (kompleks) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (kompleks) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (kompleks) 12422
Delecje 19 2238_2252>GCA (kompleks) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239 _2248TTAAGAGAAG>C (kompleks) 12382
2239_2258>CA (kompleks) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (kompleks) 12383
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Dane do zamowien

Produkt Zawartosé Nr kat.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — do wykrywania mutacji
genu EGFR

therascreen EGFR Plasma Na 24 reakcje: 1 oznaczenie 870311
RGQ PCR Kit (24) kontrolne, 3 oznaczeh mutacji,

kontrola pozytywna, polimeraza DNA

Taq

Aparat Rotor-Gene Q MDx i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cykler real-time PCR i analizator High 9002033
System Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z6ity, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na czesci

i robocizne; nie obejmuje instalacji i

przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cykler real-time PCR i analizator High 9002032
Platform Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z6ity, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na czesci

i robocizne; obejmuije instalacje i

przeszkolenie
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Loading Block 72 x 0.1 ml Aluminiowy blok do recznego 9018901
Tubes przygotowywania reakcji w

probéwkach w uktadzie 72 x 0,1 ml za

pomocy pipety jednokanatowe;j
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 paskow po 4 probowki i zatyczki 981103
(250) na 1000 reakcji
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 paskéw po 4 probdwki i 981106
(2500) zatyczki na 10 000 reakcji

Produkty pokrewne
QlAamp Circulating Nucleic Na 50 przygotowan: kolumny QlAamp 55114

Acid Kit

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylaczenia odpowiedzialnosci

Mini, przediuzacze probdéwek (20 ml),
produkt QIAGEN Proteinase K, nosnik
Carrier RNA, bufory, zlgcza
VacConnectors i probowki Collection
Tubes (1.5 mli 2 ml)

dla

poszczegdinych produkiéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu

QIAGEN sg dostepne w witrynie www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub
u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Dokument

Zmiany

R3, styczen 2019r.

R4, pazdziernik 2019 r.

R5, czerwiec 2020 r.

Dodano dane upowaznionego przedstawiciela (na pierwszej stronie okfadki).
Zaktualizowano czes$¢ ,Symbole”.

Zmieniono dane oficjalnego producenta (na stronie tytutowej).

Zmieniono nazwe aparatu Rotor-Gene Q MDx na Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
aby odpowiadata ona nazwie znajdujgcej sie na etykiecie aparatu

Poprawiono instrukcje dotyczace przechowywania odczynnika z 90 dni na 12
miesigcy lub do daty waznosci

Zaktualizowano cze$¢ ,Ograniczenia”, uzupetniajgc jg o informacje dotyczace
oznaczenia delecji w eksonie 19 i oznaczenia L858R

Skorygowano Tabelg 9, zastepujgc dwukrotnie wymieniong mutacje L858R w
eksonie 21 delecjg w eksonie 19

Usunigto symbol EC + REP ze strony tytutowej i czgs$ci ,Symbole”

Zaktualizowano odniesienia do wersji oprogramowania RGQ z wersji 2.3 do
wersji 2.3.5 lub nowszej

Zaktualizowano Tabele 8 i 10 w celu uwzglednienia nowego zakresu okreslajgcego
punkty odcigcia warto$ci ACt oraz skorygowano wszystkie opisy odnoszace sie do
tego zakresu w catej instrukcji obstugi

Zaktualizowano wszystkie rozdziaty dotyczace protokotéw w celu uwzglednienia
informacji o znaczeniu mieszania w czesciach ,Wazne informacje przed
rozpoczeciem”; podkreslono szczegdly dotyczace mieszania na wszystkich etapach
mieszania

Dodano etap mieszania w czesci ,Protokot: Wykrywanie mutaciji genu EGFR”

Zaktualizowano cze$¢ ,Rozwigzywanie problemoéw” w celu dodania rozwigzania
problemu zwigzanego z wieloma punktami przecigcia okreslajgcymi cykl progowy
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa ograni j licencji dla EGFR Plasma RGQ PCR Kit

1.

2.

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotami dotaczonymi do produktu oraz niniejsza instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nier Z ni do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukciji oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.qiagen.com. Niektore dodatkowe protokoly zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg
o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licenciji, firna QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron trzecich.

Zestaw oraz jego skfadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac ani
sprzedawac.

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

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje 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 zakazoéw
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowieri Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci
intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sa na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.);
IRESSA® (AstraZeneca Group). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako
zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

1121934 06-2020 HB-1898-006 © 2020 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone
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