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Kaytiotarkoitus

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on in vitro -diagnostinen testi eksonin
19 deleetioiden sekd eksonin 20 ja 21 substituutioiden (T790M ja L858R) havaitsemiseen
epidermiksen kasvutekijareseptorigeenissa (Epidermal Growth Factor Receptor, EFGR). Testi
antaa kvalitatiivisen arvion mutaation filasta. Tulosten on tarkoitus auttaa tunnistamaan
potilaat, joilla on ei-pienisoluinen keuhkosydpa (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) ja jotka
voivat hydtyd IRESSA®-hoidosta (gefitinibi), kun kudosnaytettd ei voida arvioida.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu koulutetun henkil3stén
kaytettévaksi ammattimaisessa laboratorioympadristdssé DNA-nGytteisiin, jotka on eristetty

ei-pienisoluista keuhkosy®pad sairastavan potilaan veren plasmasta.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kéyttédn.
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Yhteenveto ja selitykset

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on kayttdvalmis sarja sydpaan liittyvan
EGFR-geenin mutaation tunnistamiseen polymeraasiketjureaktiomenetelmén  (polymerase
chain reaction, PCR) avulla Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta kayttamalla.

Scorpions® ja ARMS-ekniikoiden avulla therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja
mahdollistaa seuraavien EFGR-geenin mutaatioiden tunnistamisen villityypin genomisesta
DNA:sta.

e Deleetiot eksonissa 19
e T/90M
e [858R

Kaytetyt menetelmat ovat erittdin selektfiivisié ja — DNA:n  kokonaismdérén mukaan -
mahdollistavat pienen mutaatioprosentin havaitsemisen villityypin genomisessa DNA:ssa.
Annetut selektiivisyys- ja havaitsemisrajat ovat tehokkaampia kuin vériaineeseen perustuva

sekvensointi.
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Menetelman toimintaperiaate

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja tunnistaa mutaatioita kahden tekniikan -
ARMS ja Scorpions — avulla realtime PCR:lla (Polymerase Chain Reaction, PCR).

ARMS

Alleeli- tai mutaatiokohtainen monistus saadaan aikaan ARMS-ekniikan (amplifikaation
refraktaarinen mutaatiojdrijestelmd) avulla. Tag DNA -polymeraasi (Tag) erottaa tehokkaasti
vastaavuudet ja poikkeamat PCR-alukkeen 3'-p&dssd. Spesifiset mutaation lapikdyneet
sekvenssit monistuvat tasaisesti ndytteissd, joissa suurimmassa osassa sekvenssejd mutaatiota
ei ole. Kun alukkeen vastaavuus on tdydellinen, monistus jatkuu téydellé teholla. Kun 3'-p&dn

emds ei ole vastaava, tapahtuu vain matalan tason taustan monistusta.

Scorpions

Monistuksen tunnistamisessa kdytetaéan Scorpions-tekniikkaa. Scorpionit ovat bifunktionaalisia
molekyyleja, jotka siséltavat PCR-aluketta, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt koettimeen.
Koettimen fluorofori liittyy koettimessa olevaan sammuttajaan, joka védhentad fluoresenssia.
Kun koetin PCR:n aikana sitoutuu amplikoniin, fluorofori ja sammuttaja irfoavat toisistaan.

Tamé johtaa fluoresenssin lisdéntymiseen reaktioputkesta.
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Sarjan rakenne
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjaan siséltyy nelja maaritysta:

o yksi kontrollimdaritys (Ctrl)

® kolme mutaatiomddritystd.

Kaikki reaktioseokset sisaltavat reagensseja, jotka tunnistavat FAM™-kohteen ja sisdisen
HEX™-kontrollin. Sisa@inen kontrollimadritys voi tunnistaa inhibiittoreita, mika voi johtaa vadriin
negatiivisiin tuloksiin. FAM-monistus voi ylikilpailla kontrollimonistuksen kanssa ja sisdisen
kontrollin tarkoitus on vain osoittaa, ettd jos FAM-monistusta ei ole, tulos on todellinen

negatiivinen tulos eikd syynd ole epdonnistunut PCR-reaktio.
Méaritykset

Kontrollimaaritys

Kontrollimaaritykselld, joka on leimattu FAM:lla, arvioidaan ndytteen DNA-kokonaismaara.
Kontrollim&dritys monistaa EGFR-geenin eksonin 2 alueen. Aluke ja koetin on suunniteltu

véltdmadn tunnettuja EGFR-polymorfismeja.

Mutaatiomddritykset

Jokaisessa mutaatiomddrityksessé on FAM-merkitty Scorpionkoetin ja ARMS-aluke, joilla

erotetaan villityypin DNA ja erityinen DNA:n mutaatio.
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Kontrollit

Kaikissa festierissé on oltava mukana seuraavat kontrollit:

Positiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssd on oltava mukana positiivinen kontrolli putkissa 1-4. therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit -sarja sisaltdd EGFR-positiivisen kontrollin (Positive Control, PC), jota
kaytetdan mallina positiivisessa kontrollireaktiossa. Positiiviset kontrollitulokset arvioidaan,
jotta voidaan varmistaa, ettd sarja toimii mainittujen hyvaksyntdkriteerien vaatimusten

mukaisesti.

Negatiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssa on oltava mukana negatiivinen kontrolli (malliton kontrolli, NTC) putkissa
9-12. NTC sisaltad nukleaasitonta vetta (H20) kaytettavaksi “mallina” mallittomassa
kontrollissa. Mallitonta kontrollia kéytetdén arvioimaan mahdollinen kontaminaatio erén

valmistelun aikana ja arvioimaan sisdisen kontrollin reaktfion toimintaa.

Sisdisen kontrollireaktion arviointi

Jokainen reaktioseos sisaltaé kohdereaktion lisgksi sisgisen kontrollin. Epd&onnistuminen
osoittaa, ettd 1dsnd saattaa olla inhibiittoreita, jotka voivat johtaa virheelliseen positiiviseen
tulokseen. Kyseessd voi my6s olla testin suorittajan virheellinen putken kasittely erén

valmistelun aikana.

Jos sisdisen kontrollin virhe johtuu PCR-inhibitiosta, néytteen laimentaminen saattaa véhent&d
inhibiittorien vaikutusta. Tassd tapauksessa on kuitenkin huomattava, ettd talldin myds kohde-
DNA laimenee. FAM-monistus voi ylikilpailla sisdisen kontrollin monistuksen kanssa niin, etta
saatu IC Cr (HEX) -arvo voi olla madritetyn vaihteluvélin ulkopuolella. Ndiden néytteiden FAM-

tulokset ovat silti hyvaksyttavia.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

(Nukleaasiton vesi laimennukseen)

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kayttdohije (késikirja)

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)
Tuotenumero 870311
Reaktioiden mééird 24
Punainen Control Reaction Mix (Kontrollireaktioseos) Cirl 2 x 600 pl
Violetti T790M Reaction Mix (T790M-reaktioseos) T790M 600 pl
Oranssi Deletions Reaction Mix (Deleetioiden reaktioseos) Del 600 pl
Vaaleanpunainen  L858R Reaction Mix (L858R-reaktioseos) L858R 600 pl
Beige EGFR Positive Control (EGFR-positiivinen kontrolli) PC 300 pl
Mintunvihred Taq DNA Polymerase (Taqg DNA-polymeraasi) Tagq 2 x 80 pl
Valkoinen Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Nukleaasiton vesi mallittomaan kontrolliin)
Valkoinen Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakéyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisatietoja on tuotekohtaisissa kayttdturvallisuustiedotteissa
(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

DNA:n eristamissarja (katso Menetelmd, sivu 16)

tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saddettdvia) néytteen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saddettavia) PCR-paaseoksen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saddettavia) malli-DNA:n annosteluun

DNaasittomia, RNaasittomia ja DNA:ttomia, suodattimellisia pipetin karkié (ristikontaminaation
véltamiseksi suosittelemme kayttamadn pipetin karkid, joissa on aerosoliesteet)

vesihaude tai samantapainen laite, johon mahtuu 50 ml:n sentrifugiputkia lampétilassa 60 °C.
|Gmmitin tai samantapainen laite, joka voi inkuboida lampétilassa 56 °Ct

j@émurskaa

rooftorillinen p&ytamallinen sentrifugi* 2 ml:n reakfioputkille

vortex-sekoittaja

Rotor-Gene Q@ MDx 5plex HRM daite*t, , jossa on Cycling Green- ja Cycling Yellow -
fluoresenssikanava (FAM:n ja HEX:n tunnistamiseen)

Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3.5 tai uudempi

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, kaytettavaksi tuotteen 72-well rotor kanssa (tuotenro 981103 tai

981106)

® DNaasittomat, RNaasitomat ja DNA:ttomat mikrosentrifugiputket padseosten valmistusta
varten

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, alumiinilohko manuaaliseen reaktion valmisteluun, sis.

yksikanavainen pipetti (QIAGEN, tuotenro 2018901).

* Varmista, ettd vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
t Joissakin maissa voidaan tilanteen mukaan kéyttdd Rotor-Gene Q 5Splex HRM Haitetta, jonka valmistuspdiva on
toukokuussa 2011 tai mydhemmin. Valmistuspdivémaara kdy ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta.

Sarjanumero on muodossa “kkvwnnn”, jossa “kk” on valmistuskuukausi, “w" on valmistusvuoden kaksi viimeistd
numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan
Ammattilaiskéyttddn

Turvallisuustiedot

Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakéyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéytéturvallisuustiedotteista
(Safety Data  Sheets, SDS). Ne ovat saatavana PDF-iedostoina  osoitteessa
www.giagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjojen ja niiden

osien kayttoturvallisuustiedotteet.

Yleiset varotoimet
Kayttdjan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet:

o Kaytd suodattimellisiac DNaasittomia, RNaasittomia ja DNA:ttomia pipetinkdarkié ja varmista,
eftd pipetit on kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaisesti.

e Sailyta ja eristd positiiviset materiaalit (naytteet ja positiiviset kontrollit) erikseen kaikista muista
reagensseistq, ja lisad ne reaktioseokseen erillisessa tilassa.

e Sulata kaikki osat huolellisesti huoneenlampétilassa (15-25 °C) ennen madrityksen aloittamista.

e Kun ne ovat sulaneet, sekoita osat kaantdmalla kukin putki ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoi

ne lyhyesti.
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Huomautus: Varmista huolellisesti, efteivét PCR:t pddse kontaminoitumaan synteettisestd
kontrollimateriaalista. Suosittelemme kéyttdmadn reaktioseosten valmistuksessa ja DNA-mallin
liséamisessd tarkoitukseen sopivia, erillisia pipettejd. Reaktioseosten valmistaminen ja
annostelu on suoritettava eri paikassa kuin mallin liséd@minen. Rotor-Gene Q -putkia ei saa
avata PCR-ajon on pdadattymisen jdlkeen. Syynd on laboratoriokontaminoitumisen estdminen

PCR-ajon jdlkeen.

Huomautus: Reagenssit on hyvaksytty kaytettavaksi manuaalisessa valmistelussa. Jos kaytetadn
automaattista menetelmdd, se voi vdhentdd mahdollisten reaktioiden madrad, koska

reagenssien on faytettdva naiden laitteiden “kuolleet tilat".

Huomautus: Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on suunniteltu
erityisesti kaytettavaksi mainittujen testien yhteydessa. Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu kéytettGvaksi ainoastaan muiden

samaan therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjaan siséltyvien reagenssien kanssa.

Pakkauksen reagensseja ei saa korvata muilla reagensseilla, jos halutaan sdilyttaa

pakkauksen optimaalinen suorituskyky.

Huomautus: Kaytd ainoastaan sarjan mukana toimitettua Tag DNA -polymeraasia (Tag). Ald
korvaa Tag DNA -polymeraasia muiden saman- tai toisentyyppisten sarjojen polymeraaseilla

tai muiden toimittajien Tag DNA -polymeraaseilla.

Huomautus: therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu
optimaaliseen vahvuuteen. Emme suosittele laimentamaan reagensseja enempdd, koska
seurauksena saattaa olla suorituskyvyn heikkeneminen. Suosittelemme yhdellad kertaa
kaytettévan reagenssin vahimmaismdaardksi 25 pl, koska muutoin vadrien positiivisten tulosten

riski kasvaa.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja toimitetaan hiilihappojadhdn pakattuna. Jos
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja ei ole vastaanottohetkelld jadssa tai jos
ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana tai jos toimituspakkaus ei sisclla lahetysluetteloa,
kayttoohjetta tai reagensseja, ota yhteyttd QIAGENin tekniseen palveluun tai paikalliseen

jalleenmyyjaan (katso lisatietoja osoitteesta www.qiagen.com).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on varastoitava valittdmdsti vastaanoton jalkeen
tasaisessa —30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna. Kyseisissd
olosuhteissa sailytetty therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on stabiili mainittuun

viimeiseen kaytopaivamadradn asti.

Avatut reagenssit voidaan sdilyttada alkuperaispakkauksissaan —30...-15 °C:n lampétilassa
12 kuukautta tai  pakkauksessa olevaan viimeiseen kayttopdivadan asti (ndistd  ensin
umpeutuvaan). Sarjan foistuvaa sulattamista ja pakastamista on valtettava. Pakastamis- ja

sulattamisjaksoja saa olla enintdan kahdeksan.

Reagensseja on sulatettava huoneenldmmdssa vahintaan 1 tunti ja enintaén 4,5 tuntia. Kun
reagenssit ovat valmiita kéytettdvaksi, PCR-reaktiot voidaan valmistella ja padseokset sisaltavét
Rotor-Gene Q -putket jo DNA-ndyte on lisgttava Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -aitteeseen

valitdmasti. Kokonaisaika PCR:n valmistelun aloittamisesta ajon alkuun ei saa olla yli:

e 6 tuntia, jos putkia sdilytetddn huoneenldmméssd
Huomautus: tGmé aika sisciltéd seké PCR:n valmistelun eftd sdilytyksen.
® 18 tuntia, jos putkia sdilytetdén jGékaapissa (2-8 °C:ssa)

Huomautus: tGmé aika sisciltéd seké PCR:n valmistelun eftd sdilytyksen.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria  10/2019 13


https://www.qiagen.com/

Huomautus: Reaktioseosten reagenssien Scorpionit (kuten kaikki fluoresoivalla aineella merkityt
molekyylit) ovat valoherkkia. Valta valon aiheuttama valkaisu suojaamalla kontrolli- ja

reaktioseosten reagenssit valolta.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti eikd
lisépuhdistusta  tai  -késittelyd  tarvila  ennen  niiden  kayttdd  analyysissa
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kdyttéohjeiden (kdsikirjan) mukaisesti.

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista kayttdpaivad ja sailytysta
koskevat ohjeet on huomioitava. Alé kdytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
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Naytteiden sdilytys ja kasittely
Huomautus: Kaikkia néytteita on kasiteltava tartuntavaarallisena materiaalina.
Néytteen materiaalin taytyy olla ihmisen genomista DNA:ta, joka on eristetty plasmasta.

Ndaytteet on kuljetettava  tavanomaisia patologian  kaytdntéjé  noudattaen néytteen

hyvaksytdvan laadun varmistamiseksi.
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Menetelma

DNA:n eristaminen

Taman sarjan suorituskykyominaisuudet on saatu kéyttamalla QlAamp® Circulating Nucleic
Acid Kit -sarjalla (tuotenro 55114) eristettyc DNA:ta. Jos kaytdssa on QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit -sarja, suorita DNA:n eristdminen késikirjan ohjeiden mukaisesti huomioiden

my®&s alla esitetyt ohjeet.

e Plasman alkum&ard on 2 ml.

® Ennen DNA:n eristémistd 2 ml plasmaa on sentrifugoitava nopeudella 3 000 r/min kahden
minuutin ajan ja supernatantti siirrettévé puhtaaseen putkeen.

e Proteinaasi K:n maardn on oltava 250 pl.

e Profeinaasi K:ta on hajotettava 1 tunnin ajan 60 °C:ssa.

e Puhdistettu genominen DNA on eluoitava 55 pl:aan Buffer AVE -puskuria (sisdltyy
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit sarjaan).

e Sdilyta puhdistettu genominen DNA =30...-15 °C:n lampétilassa.

Huomautus: Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan mé&dritykset tuottavat lyhyité
PCR-tuotteita. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja ei kuitenkaan toimi voimakkaasti

fragmentoituneen DNA:n kanssa.
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Protokolla: EGFR-mutaatioiden havaitseminen

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Jotta saadut tulokset olisivat tarkkoja, tarkista, ettd madrityksen valmisteluvaiheen jokainen
sekoitusvaihe suoritetaan annettujen ohjeiden mukaan.

Jokaisessa ajossa voidaan késitelld enintdén 16 ndytettd.

Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta Yleiset varotoimet sivulia 11.

Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -laitteen kéyttoén ennen protokollan
suoriftamista. Tutustu laitteen kayttdoppaaseen.

Al sekoita Tag DNA -polymeraasia (Tag) tai mitéén Tag DNA -polymeraasia siséltévéd seosta
vortex-laitteessa, silla sekoittaminen saattaa inaktivoida entsyymin.

Pipetoi Taq asettamalla pipefin karki aivan nestepinnan alapuolelle, jotta kérkeen ei padse
likaa entsyymid.

Kustakin DNA-ndytteestd on analysoitava kontrolli ja mutaatio samalla PCR-ajolla, jotta ajojen
valinen vaihtelu valtetaan.

Kayta therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit mahdollisimman tehokkaasti
luomalla taysia ajoja tekemallad DNA-ngytteistd mahdollisimman suuria erid. Néaytteiden
testaaminen erikseen fai pienind erind kuluttaa enemman reagensseja ja vahentad

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjalla testattavien naytteiden kokonaismadréd.

Ennen kuin dloitat

Ennen jokaista reagenssien kayttokertaa kaikkia reagensseja on sulatettava huoneenldmmassa
(15-25 °C) vdhintdén yhden tunnin ja enintdén 4,5 tunnin ajan, kéénneltéva 10 kertaa ja
kéiytettéivéi sentrifugissa hetken aikaa, jotta putken pohjalla oleva sisdlts sekoittuu.

Varmista ennen jokaista kayttokertaa, ettd Taqg on huoneenlampéista (15-25 °C). Kayta putkea
hetki sentrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisdlts sekoittuu.

Sekoita kaikkia néytteitd kéicntamélld ne ylésalaisin 10 kertaa ja kéyttamalld niitd sentrifugissa

hetken aikaa, jotta putken pohjalla oleva siséltd sekoittuu.
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Menetelma

1.

Sulata reaktioseoksia, mallintonta kontrollia varten tarkoitettua nukleaasitonta vetta (No
Template Control, NTC) ja EGFR-positiivista kontrollia  (Positive  Control, PC)
huoneenlamméssa (15-25 °C) vahintaan yhden tunnin ajan (Taulukko 1). Kun reagenssit
ovat sulaneet, sekoita ne ké&dntelemdlls jokaista putkea 10 kertaa, jotta paikallisia
suolakertymid ei padse muodostumaan, ja sentrifugoi sen jdlkeen hetken aikaq, jotta

putken pohijalla oleva materiaali sekoittuu.

Taulukko 1. Sulatusajat, PCR:n valmisteluajat ja séilytyslampdtilat

Sdilytyslampétila PCR:n PCR:n valmistelun ja
Vahimmaissulatusaika Enimmdiissulatusail valmistelun jélkeen sdilytyksen enimmaéisaika
1 tunti 4,5 tuntia Huoneenlampétila 6 tuntia

(15-25 °C)
1 tunti 4,5 tuntia 2-8 °C 18 tuntia

2.

Huomautus: PCR:n valmistelu on tehtdva huoneenldmméssa. Sailytyksella tarkoitetaan aikaa

PCR:n valmistelun ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteella aloitettavan PCR-ajon vélillg.

Huomautus: Tuo Tag DNA -polymeraasi (putki Tag) huoneenlémpddn (15-25 °C) samaan
aikaan kuin muut reagenssit (katso “Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 13). Kaytd

putkea hetki senfrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisaltd sekoittuu.
Tee seuraavat toimet:

2a. Merkitse nelja mikrosentrifugiputkea (ei sisélly sarjaan) kunkin taulukossa 2 mainitun
reaktioseoksen mukaan.

2b. Valmista riittavasti padseoksia (kontrolli- tai mutaatioreaktioseosta [putki CTRL,
T790M, deleetiot, L858R] plus Tag DNA -polymeraasia [Taq]) DNA-naytteitd varten,
yksi  EGFR-positiivinen kontrollireaktio (putki PC) ja yksi nukleaasiton vesi

mallitomaan kontrollireaktioon (putki NTC) taulukossa 2 ilmoitettu maara.

Huomautus: Siséllytd mukaan reagensseja yhtd ylimaardista ndytettd varten, jotta
mahdollistat riittévén kattavuuden PCR-médritystd varten.

Paaseokset sisaltavat kaikki PCR:a8 varten tarvittavat komponentit néytettd lukuun ottamatta.
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Taulukko 2. P&é

+ Imictal,

VC

Mééritys Reakfioseosputki Reaktioseoksen mdérd Taq DNA -polymeraasin (putki Taq) madrd
Kontrolli CTRL 19,50 pl x (n + 1) 0,50 plx (n+ 1)
T790M T790M 19,50 pl x [n + 1) 0,50 pl x [n + 1)
Deleetiot Del 19,50 pl x (n + 1) 0,50 plx (n+ 1)
L858R L858R 19,50 pl x [n + 1) 0,50 pl x [n + 1)

* Valmista padseosta valmistaessasi riittéivé méard seosta yhtd ylimadrdistd ndytettd varten, jotta mahdollistat riittévéan

kattavuuden PCR-madritystd varten.

Huomautus: valmistettaessa pddseosta kontrolli- tai mutaatioreaktioseokseen tarvittava
madrd lisataan asianomaiseen putkeen ensin ja Tag DNA -polymeraasi lisGtéén
viimeiseksi.

. Aseta  sopiva madrad PCR:n  4iuskaputkia (kussakin liuskassa on nelia putkea)

latauslohkoon taulukossa 3 esitetylld tavalla. Alé pane putkiin korkkeja.
Huomautus: |at6 korkit muovisailiédn mydhempad kaytda varten.
. Pane padseoksen putkeen korkki ja kaanna putkea 10 kertaa yldsalaisin, jotta seos

sekoittuu. Kaytd putkea sen jalkeen hetki sentrifugissa, jotta seos siirtyy putken pohjalle.

Lisad valittomasti 20 pl padseosta jokaiseen PCR-liuskaputkeen.

. Lisaa valitdémasti 5 pl nukleaasitonta vettd (H20) mallitoman kontrollin PCR-liuskaputkiin
(PCR-putket numero 9-12) ja aseta putkien korkit paikoilleen.

. Lisad 5 pl néytettd jokaiseen nayteputkeen (PCR-putkiin numero 5-8, 13-16 ja 17-72) ja
aseta putkien korkit paikoilleen.

. Liséa 5 pl EGFR-positiivista kontrollia (Positive Control, PC) positiivisiin kontrolliputkiin
(PCR-putket numero 1-4). Kaikki DNA-naytteet on testattava seka kontrollilla ettd kaikilla

mutaatiomddrityksilla. Tyénkulku nékyy taulukossa 3.
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Taulukko 3. Kontrolli- ja mutaatiomédritysten asettelu

Kontrollit Néytteen numero
Mdadritys 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
Deleetiot 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Ndytteen numero
Mdadritys 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
Deleetiot 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

. Merkitse tussilla alin numerokohta kunkin PCR:n 4-liuskaputken ensimmdisten putkien
kansiin (esim. kohdat 1, 5, 9 jne.), jotta ndet putkien lataussuunnan Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM -laitteen 72-kuoppaiseen roottoriin.

9. Kadntele kaikkia suljettuja putkia 4 kertaa, jotta ndyte ja reaktioseos sekoittuvat.

. Aseta kaikki PCR:n 4-liuskaputket asianomaisiin kohtiin 72-kuoppaiseen roottoriin ja

tarkista silmémadrdisesti, ettd kaikissa putkissa on sama maara.
Huomautus: varmista, etta putkiliuskat eivat kaanny ympéri, kun siirrat ne roottoriin.
. Jos roottori ei ole taynnd, tayta jaljella olevat kohdat korkillisilla tyhjilla putkilla.

. Aseta roottori valittdmasti Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -aitteeseen. Varmista, efta
lukkorengas (Rotor-Gene Q MDx -laitteen varuste) on asetettu roottorin padlle, jotta putket

pysyvat paikoillaan ajon aikana.

. Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen valmisteluohijeista (katso Protokolla: Rotor-

Gene Q EGFR:n valmisteleminen, sivu 21), miten luot lampétilaprofiilin ja kdynnistat ajon.

20
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Protokolla: Rotor-Gene Q EGFR:n valmisteleminen

Jakson parametrit on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Jakson parametrit

Jaksot Lémpétila Aika Tiedonkeruu
1 95 °C 15 minuuttia Ei mitGan
40 95 °C 30 sekuntia Ei mitadn
60 °C 60 sekuntia Green and Yellow

1. Kaksoisnapsauta Rotor-Gene Q Series Software 2.3 -ohjelmistokuvaketta Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM Haitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen tydpdydalla. Valitse nékyviin
tulevasta New Run (Uusi ajo) -valintaikkunasta Advanced (LisGasetukset) -valilehti.

2. Luo uusi malli valitsemalla Empty Run (Tyhja ajo) ja sitten New (Uusi).

New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkuna avautuu.

3. Vadlitse roottorityypiksi 72-Well Rotor (72-kuoppainen roottori). Varmista, ettd lukkorengas

on paikallaan ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutuun.

Valitse Next (Seuraava) (kuva 1).

New Run Wizard @

Welcome to the Advanced Run Wizard!

¥ Locking Ring Attached

sko v |

Kuva 1. New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaruutu.
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4. Anna testaajan nimi Operator (Kéytt&jd) -kenttdén. Kirjaa mahdolliset huomautukset ja
mddritd Reaction Volume (Reaktion médrd) kentdn arvoksi 25. Varmista, ettd Sample
Layout (Nayteasettelu) -kentan arvot ovat 1, 2, 3.... Valitse Next (Seuraava) (kuva 2).

New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;:'I'; ::’;‘tﬂ:‘{: -
clicking Next when you are ready to move to the next page. the wizard. For help
. on an item, hover
1 —tgpziator, . INAME I Ivour mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Notes :

5 iz, P

Sample Layout : I1,2,3 LII

Skip Wizard << Back Next >> 5

Kuva 2. Testaajan nimen ja reaktiomédrén antaminen.

5. Napsauta New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkunassa Edit Profile (Muokkaa

profiilia) -painiketta (kuva 3) ja aseta ajon parametrit seuraavien vaiheiden mukaisesti.

New Run Wizard @

Click this button to
edit the profile

Temperature Profile

shown in the box
above.

1 Edit Profle |

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain Create New...
Green  470nm  510nm 5 Edk
Yellow  530nm  555nm 5 -
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain...
Red 625nm  BEOnm 5 4
Cimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7

Reset Defauits
Gain Optimisation..
Skpwzad | ccBack | New» |

Kuva 3. Profiilin muokkaus.
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6. Napsauta Insert after (Sydtd seuraavan jdlkeen) -painiketta ja valitse kohta New Hold at

Temperature (Uusi pito lampatilassa) (kuva 4).

M Edit Profile
.8 W w
Horwe Open SaveAs  Hep
The run vl take 0 omplete. The graph besow regresents the run 1o be perdormed

x)

Chck on & cyche below to modly

New HRM Step
Copy of Currert Step

Kuva 4. Alun inkubointivaiheen madrittéminen.

7. Aseta Hold Temperature (Pitoldmpétila) kentdn arvoksi 95°C ja Hold Time (Pitoaika) -

arvoksi 15 mins O secs (15 minuuttia O sekuntia). Napsauta Insert After (Sydta seuraavan

iélkeen) -painiketta ja valitse kohta New Cycling (Uusi jakso) (kuva 5).

1 Edit Profile 3

@ . ¥ WH| e

New Open Saveds | Help
The run will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold T New Cycing

New Me
New Hold at Temperature
Remove | pew HRM Step

Insert before...

[Hold Temperatwe : o5 |op Copy of Current Step

1 " |Hold Time : ﬂ m'nsi‘ o

Kuva 5. Alkuinkubaatio 95 °C:ssa.
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8. Vaihda jakson toistojen madrdksi 40. Valitse ensimmdinen vaihe ja asetukseksi 95 °C

30 sekunnin ajan (kuva 6).

M £dit Profile X
@ . 8 d @

New Open SaveAs  Hep
The run will Lake apprciamately 33 minute(s) to complete. The graph below represents the run 1o be pedomed :

MR

Click on & cycle below to modiy #

Timed Step =l
wC I S5C for 30 secs :

B[ &l 2
——
—
3_ 30 seconds /
Not Acqunng 72C foe 20 secs
1 ||F waroe B0 for 20 secs
I~ Touchdown —_—
x|

Kuva 6. Kdésittelyjakso 95 °C:ssa.
9. Korosta toinen vaihe ja asetukseksi 60 °C 60 sekunnin ajan. Ota tiedonkeruu kéyttddn

tdman vaiheen aikana valitsemalla Not Acquiring (Ei kerad). (Kuva 7.)

S, 8 oW w

Hew " Cpen Sweks | Meb

The nn vl ke reteli] o compiete

Cick o & cycle bekow 1o modéy

Hokd et aiter
Irien bedore:
Remove

Cick enormof - ou press + ot i cycke

Kuva 7. Késittelyjokso 60°C:ssa.
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10. Valitse Available Channels (Kaytettdvissé olevat kanavat) -luettelosta Green ja Yellow ja
siirré ne sitten Acquiring Channels (Hankintakanavat) -uetteloon valitsemalla >. Valitse OK

(kuva 8).

Same as Previous : IleAanshml ﬂ
Avaiable Channels : Acquiing Channels
Name [ > |1 Name
Crimson _] reen 1
HRM L] Yelow |
O
ek <«

To acquire from a channel, select & from the kst in the left and click >. To stop acquiring from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, chek <<.

Dye Chatt>> Don't Acquie Heo |

FAM ", SYBR Green 1%, Fluorescen, EvaGreen ', Alexa Fluor 488"
5550m  |JOE, VICY, HEX. TET™, CAL Fluos Gold 540, Yakima Yelow
610nm | ROX", CAL Fluor Red 610+, Cy3 5, Texas Red ", Alexa Fluor 568+
660nm | Cy5", Quasar 670, Alexa Fluor 633

710hp | Quasar705 ", Alexa Fluor 680

510nm | SYTO 9%, EvaGreen

Kuva 8. Kerdysjakso 60 °C:ssa.
11. Korosta kolmas vaihe ja poista napsauttamalla painiketta -. Valitse OK (kuva 9).

f O W '3
Mo Open Seveds e

| A

(Cick on & cycle below o modiy

Hold Insest aher
Ingert betcre.
_Paon |
This cycle iepaats 40 | enals)
Click on ane of the steps below fo modfy . o press + cr - to s and remove steps for s cycle. 2
A - -
R = -
e | —— I
20 saconds I/ /
T ]
on Green d
I Long Range S e 90 o 1
I~ Touchdown

Kuva 9. Laajennusvaiheen poistaminen.
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12. Napsauta seuraavassa valintaikkunassa Gain Optimisation (Vahvistuksen optimointi) -
painiketta (kuva 10).

New Run Wizard E‘
Temperature Profile : This box displays

R
HiH
pseil

Edk Profle .. walablo soting

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gan | Create New.. |

Green  470nm  510nm 5

Yelow 530nm 550m 5 B |

Orange 585am 610nm 5 Edit Gain...

Red 625w 680nm 5 _Eaga. |

Camson  €80nm  710hp 7 Remove

HRM  460nm  S510nm 7 ——
1—-| Gmom.,l

SkpwWiad | «<Back | New» |

Kuva 10. Gain optimization (Vahvistuksen optimointi).

13. Vdlitse Optimise Acquiring (Optimoi kerdys). Kanavan asetukset ndkyvét kustakin

kanavasta. Hyvdksy ndmé oletusarvot molemmille kanaville valitsemalla OK. (Kuva 11.)

Auto-Gain Optimisation Setup

Optrnisation

AutoGan O o 1ead th =

X

d sempls at
- ifferent gain levels until # finds one at which the flucrescence levels are

chemstiy you are perfoming
Suwmwf_-jdwm
Optimise Al Optimise 1
I~ Pedoq
[P Auto Gain Optimisation Channel Settings X
Channel Settng:
Channel
]| Chomet: Gren TubePoston: [1 = o
[liame | "ot Samole Range: F awefit =n o
Acceptable GanRange: [10 =] w0 [10 = emove
prove Al
2 : 0K I Cancel Help. _]

| Mausl. | oo | Hew |

Kuva 11. Green-kanavan autx ttisen vahvistuksen optimointi
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14. Valitse Perform Optimisation before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen 1. keruuta) -

valintaruutu ja palaa ohjattuun toimintoon napsauttamalla Close (Sulje) -painiketta

(kuva 12).

Auto-Gain Optimisation Setup
Opbmesabon

=

Auto-Gan

chemsstiy pou are pertorming.
Settemperatuaeto [ —] degreas
Optimise Al | Optimise Acquing
= Peoim Osiemisfion Beicie 13t Acqisbion
™ Pestorm Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run
Channel Settings

: wseded sample ot
&\ diferent gan leveis unii & finds one af which the fluorescence levels are
acceptable. The range of florescence you are kooking for depends on the

[

I

Name | Tube Postion | Min Readng | Max Readng | Min Gain |

Max Gain Eo. |
10

Green 1 10F1 10

5F1
Yelow 1 SF1 10F1 10

0

Kuva 12. Green- ja Yellow-kanavan valinta.

15. Napsauta Next (Seuraava) -painiketta ja tallenna malli haluamaasi sijaintiin valitsemalla

Save Template (Tallenna malli).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan késikirja  10/2019

27



Mutaation arviointitietojen analyysi

Ajon valmistumisen jalkeen tiedot on analysoitava seuraavasti.

Ohijelmiston analyysin m&arittdminen

1.

Avaa tarvittava tiedosto Rotor-Gene Q Series Software 2.3.5 -ohjelmistolla tai t&td

vudemmalla ohjelmistoversiolla.

. Jos naytteitd ei ole nimetty ennen ajon suorittamista, valitse Edit Samples (Muokkaa

ndytteitd).

. Anna naytteille nimet Name (Nimi) -sarakkeessa.

Huomautus: |atd tyhjien kuoppien nimet tyhjiksi.

. Valitse Analysis (Analyysi). Valitse analyysisivulla Cycling A Yellow, jos haluat tarkastella

HEX-kanavaa.

. Tarkista, ettd Dynamic Tube (Dynaaminen putki) on korostettu. Valitse Slope Correct

(Kulmakertoimen korjaus) ja Linear scale (Lineaarinen asteikko).

. Valitse Take Off Adj (Poista viereinen) ja liséd 15.01 ja 20.01 kuten kuvassa 13.

3

1 2
] ]
I'_é Dynamic Tub’l'_f;. Slope Corre(tl “4 Ignore First

Take Off Point Adjustment (==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated  [15.m1

before cycle

Then use the following cycle as (20,01

take off point

1] I DoﬂolAd|ust| Cancel |

Kuva 13. EGFR-analyysin normalisointiasetukset. 1 = Dynamic Tube (Dynaaminen putki), 2 = Slope Correct (Kulmakertoimen
korjaus), 3 = Take Off Adj (Poista viereinen), 4 = Take Off Point Adjustment (Poistopisteen s&itd) -valintaikkuna ja
parametrien arvot.
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. Aseta kynnysarvoksi 0.02 ja tarkista HEX Cr-arvot.

8. Valitse analyysisivulla Cycling A, Green, jos haluat tarkastella FAMkanavaa. Médrité

parametrit kuvan 13 mukaisesti.

Dynaamisen putken pitéisi olla korostettu.

9. Vadlitse Slope Correct (Kulmakertoimen korjaus) ja Linear scale (Lineaarinen asteikko).

10.

Aseta kynnysarvoksi 0.075 ja tarkista FAM Cr -arvot.

Ajon kontrollin analyysi

Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot seuraavasti.

Negatiivinen kontrolli: Mallin kontaminoitumisen estdmiseksi NTC ei saa tuottaa alle 40:n Cr-
arvoa vihredssd (FAM) kanavassa. Jotta voisit varmistaa, ettd ajo on madritetty oikein, NTC:ssa
taytyy ndkya monistusta alueella 29,85-35,84 keltaisessa (HEX) kanavassa (sisdinen kontrolli).
Jos vihredssa kanavassa on positiivista monistusta ja/tai monistus on alueen 29,85-35,84
ulkopuolella keltaisessa kanavassa, ajo on epdkelpo.

Positiivinen kontrolli: EGFR:n positiivisen kontrollin (Positive Control, PC) on annettava Crarvo
jokaisesta reakfioseoksesta sekd raja-arvoista, jotka on annettu taulukossa 5. Ajo, jossa on
positiivinen kontrolliarvo t&mén alueen ulkopuolella, on merkki mddrityksen valmistelun
ongelmasta, ja ajo on madritettava epakelvoksi. Jos positiivinen kontrolli antaa Cr-arvon alueen
sisalld (FAM), mutta sisdisen kontrollin Cr (HEX) on alueen 29,85-35,84 ulkopuolella, jatka
analyysid.

Huomautus: ndytteen tietoja ei saa kayttad, jos jompikumpi ndista kontrolleista on

epdonnistunut.
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Taulukko 5. Ajon kontrollien hyvéksyttévd Cr-alue.

Malliton kontrolli Kaikki neljé reaktioseosta

Kaikki neljé reaktioseosta

Reaktion kontrolli Mégéritys Kanava Cr-alue

Positiivinen kontrolli Kontrolli Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Deleetiot Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81

Green (FAM) > 40,00

Yellow (HEX) 29,85-35,84

Negatiivisen
kontrollin
FAM C; -arvo

Onko
FAM Cr < 40?

Kylla

Onko HEX Cr Negatiivinen
Ei alueella 29,85— Kylld—» kontrolli
35,84? hyvéksytty

Ao i
EPAONNISTUI

Onko FAM Cy -
putki alueella
28,13-34,59?

Positiivisen
kontrollin
FAM C; -arvo

Ei

AJO EPAONNISTUI

(Jatka suorittamalla néytteen analysointi.><7

Kuva 14. Ajon kontrollin andlyysin tyévaiheet.

Onko
T790M:n FAM C; -
putki alueella
0,22-34,982

deleetioiden
FAM Cr -putki
alueella 28,90
34,90?

Ei Ei

AJO EPAONNISTUI

AJO EPAONNISTUI

Ei

— Onko
POSI[I'Vlm?n L858R:n FAM C; -
kOTUOUl [€—Kylla putki alueella
hyvaksytty 29,97-34,812

Kylla
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Kun molemmat kontrollit ovat hyvaksyttavia, jokaisen néytteen Cr-arvon on oltava vihredssa

(FAM Taulukko 6) kanavassa alueella 23,70-31,10.

Taulukko 6. Néytteen kontrollireaktion hyvéksyttivé FAM Cr -alue

Reaktioseos Kanava Hyvéksyttavéd Cr-alue

Kontrolli Green (FAM) 23,70-31,10

Jos néyte on tamdn alueen ulkopuolella, toimi jdliempdnd esitettyjen ohjeiden mukaan.

e Naytteen kontrolliméaritys Cr<23,70: Néytteet, joiden kontrollin Crarvo on <23,70,
ylikuormittavat mutaatiomddrityksid, ja ne on laimennettava. Jotta véhdinen mutaatio voidaan
havaita, liian konsentroituja néytteitd on laimennettava siten, ettd niiden pitoisuus on sallitun
alueen rajojen sisapuolella, jolloin laimennus puolella nostaa Crarvoa yhdellé numerolla.

o Naytteen kontrollimédritys Cr>31,10: Nayte ei sisdlld riitiivad DNA-m&érdd analyysid varten.

Kun molemmat ajon kontrollit ovat hyvaksyttavia ja kontrollimaéritys on taulukossa é mainitulla
alueella, jokaisen naytteen mutaation Cr-arvon on oltava taulukossa 7 madritetylla alueella
vihredssé (FAM) kanavassa. Jos ndyte on tdmén alueen ulkopuolella, toimi jaliempand

esitettyjen ohjeiden mukaan.

Taulukko 7. Hyvéksyttévét néytteen mutaation reaktioarvot

Reaktio Reaktioseos Kanava Cr-alue

Mutaatioreaktio T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Deleetiot Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Kaikki kolme mutaatiota Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Huomautus: jos ndyte ei tuota Cr-arvoa (ts. Cr > 40), se voi johtua inhibiittorin l&sndolosta,

madrityksen valmistelun virheestd fai siitd, eftei monistettavaa EGFR DNA:ta ole.

e Sisdisen kontrollin CT-arvo on vidlilla 29,85-35,84: Monistettavaa EGFR DNA:ta ei ole.
e Sisdisen kontrollin CT-arvo ei ole vililld 29,85-35,84: Téma voi olla merkki mddrityksen
valmistelun virheesta tai inhibiittorin lasncolosta. On mahdollista véhentad  inhibiittorin

vaikutusta laimentamalla naytettd, vaikka se laimentaakin myds DNA:n.
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Nayte edellyttaa
L i T w
aimenna nayte laimennusta KYLLA

Onko
kontrollimairityksen
FAM Cr alueella
3,70-31,102

Naytteen
kontrollin FAM C; -
arvo

Onko FAM C; < 23,707

KYLLA

Naytteen Ovatko jotkin
I N Onko FAM C; > 31,102

Nayte virheellinen

HEX Cr -arvot.

KYLLA

Onko kunkin
mutaation FAM Cr
alueella 00,00~
40,007

Naytteen
mutaation
FAM C; - zarvot

Néyte ei ehka sisalla
monistettavaa
DNA:ta tai voi

sisdltad inhibiittoria

KYLLA

Putki on FAM-

monistuksen suhteen
positiivinen.

Laske kunkin mutaation ACr-arvot.
AC; = mutaation Cr — kontrollin Cr

Naytteen
mutaatiomadritysten
HEX Cr -arvot.

Vertaa ACr-arvoa madritykselle
madritettyyn ACr-alueeseen

Onko mutaation
siséisen kontrollin
HEX Cr alueella
29,85-35,84?

marityksessd
madritetyn
ACr-alueen

sisapuolella?

Testi virheellinen

KYLLA KYLLA

Mutaatiotestissd havaittu q M o
e Mutaatiota ei havaittu

Kuva 15. Mutaation analyysin vaihekaavio.
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Naytteen mutaatiomddritysten FAM Cr -arvot.

FAM-arvot kaikille kolmelle mutaatioreaktioseokselle on tarkistettava taulukossa 8 esitettyjen

arvojen avulla.

Laske ACrrajo-arvo  kaikille  monistuspositiivisille  mutaatioputkille alla esitetylld  tavalla

varmistaen, ettd mutaation ja kontrollin Cr-arvot ovat perdisin samasta ndytteesta.
ACt = mutaation Cr - kontrollin Cr

Vertaa ndyteen ACrarvoa kyseisen mddrityksen ACrraja-arvoalueeseen (taulukossa 8)

varmistaen, ettd kuhunkin madritykseen kdytetddn oikeaa raja-arvoa.

Taulukko 8. Mutaatiomédrityksen ACr-raja-arvoalue

Mutaatioméadritys ACr-raja-arvoalue

T790M -10,00 > ... 7,40
Deleetiot -10,00 > ... < 8,00
L858R -10,00 > ... < 8,90

ACrraja-arvoalueen yléraja on arvo, jonka ylittdva positiivinen signaali voi johtua villityypin
DNA:n ARMS-alukkeen taustasignaalista. Jos ndytteen ACr-arvo on korkeampi kuin ACr-rajo-
arvoalue, sen luokitukseksi madritetd@n Mutation not detected (Mutaatiota ei havaittu) tai se
merkitadan sarjan havaitsemisrajojen ulkopuolella olevaksi. Jos naytteen arvo on ACrrajo-
arvojen sisalld, madritys tunnistaa ndytteen sisdltavdn mutaation. Jos ndytteen arvo on

matalampi kuin ACr-raja-arvoalueen alaraja, syyné voivat olla fluoresenssiartefaktit.

Huomautus: Jos ndytteessd ei ilmene FAM-mutaation Cr-arvoa, sisdisen kontrollin (HEX) Cr-arvo
on arvioitava, jotta voidaan madrittad, onko mutaatio jGanyt havaitsematta vai onko maaritys
virheellinen. Jos HEX Cr -arvo on valilla 29,85-35,84, mutaatiota ei ole tunnistettu. Jos HEX

ACr raja-arvo on tamdn alueen ulkopuolella, néyte on epdkelpo.
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Jokaisen naytteen kohdalla jokaiselle mutaatioreaktiolle annetaan status havaitun mutaation

perusteella: mutaatio havaittu, mutaatiota ei havaittu tai virheellinen alla esitettyjen kriteerien

mukaisesti.

® Mutaatio havaitu: FAM-monistus on positiivinen ja ACr on ACrraja-arvoalueella. Jos médritys
havaitsee useita mutaatioita, kaikki voidaan raportoida.
® Mutaatiota ei havaittu:
O FAM-monistus on positiivinen ja ACrraja-arvo on ACrraja-alueen ylapuolella ja HEX
(sisdinen kontrolli) on alueella 29,85-35,84.
O FAM-monistus on negatiivinen ja HEX (sisdinen kontrolli) on alueella 29,85-35,84.
e Virheellinen: FAM-monistus on negatiivinen ja HEX-monistus m&dritysten ulkopuolella.
O Llaskettu ACr on matalampi kuin ACr-raja-arvoalueen alaraja ja HEX (sisdinen
kontrolli) on odotetulla alueella. ACr-arvo, joka on matalampi kuin =10,00, on

merkki siitd, ettd fluoresenssiartefakti on voinut vaikuttaa tulokseen.
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Vianmadaritys

Tama vianmadritysohje voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Katso myds usein
kysyttyja  kysymyksic  (Frequently ~Asked Questions, FAQ) teknisen tuen sivulta:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat
aina mielelladn kysymyksiisi koskivatpa ne sitten tamén késikirjan tietoja tai tassé kasikirjassa
esiteltyja protokollia tai néytteisiin ja madrityksiin liittyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot taman

kasikirjan takakannesta tai osoitteesta www.qiagen.com.)

He |iniqL|L|;n

EGFR-positiivisen kontrollin (Positive Control, PC) signaalittomuus vihredssé fluoresenssikanavassa

a) PCRietojen analysointia varten Tietojen analysoimisessa pitad valita Cycling Green -
valittu fluoresenssikanava ei ole fluoresenssikanava analyyttisté EGFR:n PCR:&d varten ja Cycling
protokollan mukainen. Yellow fluoresenssikanava sisgisen kontrollin PCR:&4 varten.

b) Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM - Vertaa lampétilaprofiilia protokollaan ja jos se on vaard, toista ajo.
laitteen l&dmpétilaprofiilin virheellinen
ohjelmointi

c) PCR on md&dritetty vadrin Tarkista, noudattavatko tydskentelyvaiheesi pipetointitapaa ja toista

PCR tarvittaessa.

d) Yhden tai useamman sarjan osan Tarkista sdilytysolosuhteet ja viimeinen kéyttdpaivamadard (katso
sdilytysolosuhteet eivét vastanneet sarjan etiketti). Kaytd tarvittaessa uutta sarjaa.
kohdassa Reagenssien sdilytys ja
kasittely (sivu 13) annettuja ohjeita

e) therascreen EGFR Plasma RGQ PCR  Tarkista séilytysolosuhteet ja viimeinen kayttdpdivamadra (katso
Kit -sarja on vanhentunut. sarjan etiketti). Kéytd tarvittaessa uutta sarjaa.
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hAdatsl

H ksia iq ia

Negatiivisten kontrollien signaaleja analyyttisen PCR:n Cycling Green -fluoresenssikanavassa

PCR:n valmistelun aikana tapahtui Toista PCR uusilla reagensseilla replikaateissa.

kontaminaatio Jos mahdollista, sulje PCR-putket heti testattavan néytteen lisdamisen

jalkeen.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saanndllisesti.

Useiden rajojen ylittéminen tai ACr-arvo raja-arvoalueen alapuolella

Virheellinen sekoitus méadrityksen Toista PCR, jos kontrolli tai uusintatestaus hylkéé néytteen tamén
valmistelun aikana virheen takia.

Noudata kéyttcohjeita, noudata sekoituksen vaiheita erityisen
tarkasti.
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Laadunvalvonta

QIAGENin  ISO-sertifioidun  laadunvarmistusjdriestelmdn  mukaisesti  jokainen
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan erd festataan mddrattyjen vaatimusten

mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Rajoitukset

Tuotteella saatujen tulosten tulkinnassa on otettava huomioon kaikki asianmukaiset kliiniset

|6yddkset ja laboratorioldyddkset, eika diagnoosia saa tehda yksin testitulosten pohjalta.

Tatd tuotetta saavat kayttdd ainoastaan henkildt, jotka ovat saaneet erityisopastuksen
ja -koulutuksen in vitro -diagnostisiin toimenpiteisiin ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteen

kaytasn.
Analyyttisissa hyvaksyntatutkimuksissa kdytettiin plasmandytteistd eristettyd ihmisen DNA:ta.

Tuote on farkoitettu kaytettGvaksi vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteen realtime
PCRJaitteessa.

Optimaalisten tulosten saavuttaminen edellyttdd kaikkien therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit
-sarjan kdsikirjassa annettujen ohjeiden huolellista noudattamista. Reagenssien muu kuin téssd
kasikirjassa madritetty laimentaminen ei ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn

heikkenemiseen.

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista kayttdpaivad ja sailytysta
koskevat ohjeet on huomioitava. Alé kdytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
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EGFR-deleetioreaktioseoksen alukkeet on suunniteltu  kohdistumaan useisiin  eksonin
19 deleetioihin, jotka kattavat nukleotidit 55174772-55174795 (GRCh38 chr7), 23

emdsparin alve.

Kun eksonin 19 deleetiomddritys on analyyttisesti validoitu ja sen on osoitettu tunnistavan
madritetyt deleetiot eksonissa 19 (katso taulukko 13 tdssa kasikirjassa), on kuitenkin
mahdollista, eftd deleetioreaktioseos monistaa lisamutaatioita  (mukaan lukien  mm.

ylimaardisia eksonin 19 deleetioita, eksonin 19 insertioita ja L747P-mutaation).

Mikéli naita lisamutaatioita ilmenee, ne aiheuttavat Deletions Detected (Deleetioita tunnistettu)

tuloksen tietysta potilasndytteestd.

Lisaksi on mahdollista, ettd LB58R Reaction Mix -reaktioseos tunnistaa L858Q-mutaation. Jos
L858Q-mutaatiota esiintyy potilasnaytteessd, tuloksena voi siis olla LB58R Mutation Detected
(LB58R-mutaatio tunnistettu).
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Suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen herkkyys — LOB-raja

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan suorituskyvyn arvioimiseksi mallin puuttuessa
sekd sen varmistamiseksi, ettd tyhjé nayte tai villityypin DNA:ta sisdltéva néyte ei tuota pienen
pitoisuuden mutaatiota ilmaisevaa analyyttistd signaalia, NSCLC-potilaan plasmandytteen
villityypin EGFR DNA arvioitiin 59 néytteestd. Tutkimuksen hyvaksyntakriteerit (vahintaan
95 %:ssa villityypin naytteistd ACrraja-arvon taytyy olla asianomaisen rajan ylapuolella)

t&ytyivat.
Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD)

LOD on véhimmdisprosentti mutatoitunutta DNA:ta, joka voidaan havaita villityypin tausta-
DNA:sta, kun kaikki monistettava DNA (systtoalueella) tuotti oikeat mutaatiotulokset 95 %:ssa
kustakin mutaation sisaltavastd naytteesta (CP5). Madrityksen |&ht6-DNA-tydskentelyalueen

maarittad kontrollin Cr-arvo esimadritetylla alueella 23,70-31,10.

LOD maadritettiin matalilla 1&ht6-DNA:n  (kontrollin Cr noin 30,10) tasoilla kayttamalla
FFPE-kudoksesta saatua DNA:ta ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjaa. LOD madritettiin
kayttamalla seka kliinisia FFPE-naytteitd ettc FFPE-solulinjoja ndiden EGFR-mutaatioiden

matalilla [Ght6-DNA:n tasoilla.

FFPE-kudoksen avulla médritetyt LOD-arvot therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjalle

tarkistettiin DNA:lla, joka oli saatu keinotekoisista mutaation sisaltavista plasmandytteista.

Taulukossa 9 seuraavalla sivulla luetellut lopulliset LOD-véitteet osoittavat mutaatioprosentin,

joka tuotti ennustetun oikeiden tulosten todenndkaisyyden, 95 % kullekin mutaatiolle.

40 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria  10/2019



Taulukko 9. Kunkin EGFR-mutadtiotestin LOD-arvot

Eksoni Mutaatio COSMIC-tunniste* % LOD -véite
20 T790M 6240 17,5*
6223 6,4%
13551 4,24*
12728 2,431
12419 16,871
12422 3,24t
6218 9,831
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Deleetiot 12678 10,401
12367 4,391
12384 7,541
6225 6,5*
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45*
12383 4,58*
12387 4911
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

*

T N&ita mutaatioita ei vahvistettu plasmasta.

LOD-vditteet on vahvistettu plasmalla osana therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan
vahvistustutkimusta.

LOD-arvon
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Analyyttinen herkkyys — ACrrajat ja ACr-rajo-arvoalueet

Virheellisten positiivisten tulosten asteissa kaytettiin riskiin perustuvaa |ahestymistapaa
madrityksen raja-arvojen madrittdmiseen, ja arvioituja LOB-arvoja kaytettiin yhtend rajo-

arvojen kehittdmisen osatekijana.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kunkin mutaatiomadrityksen médritetyt ACr-

raja-arvoalueet on esitetty taulukossa taulukko 10.

Taulukko 10. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan ACr-raja-arvoalueet

Mutaatioméaritys ACrraja-arvoalue

T790M -10,00 > ... £ 7,40
Deleetio -10,00 > ... < 8,00
L858R -10,00 > ... £ 8,90

Toisteftavuus ja vusittavuus

Toistettavuus ja uusittavuus arvioitiin testaamalla mutaatiotaso 3xLOD-arvolla taustan  villityypin
genomisesta DNA:sta kolmella tutkimuspaikalla kéyttamalla useita sarjan erid, kaytdjia ja ajoja
eri pdivind sekd kahta replikaattia kustakin néytteestd. Kaikista kolmesta mutaatiotestista 100 %
mutaation  siscltGvista DNA-nGytteistd tunnistettiin - mutaatiopositiivisiksi. Villityypin ndytteiden

testitulokset olivat mutaationegatiivisia kaikissa maarityksissa kaikissa tutkimuspaikoissa.
Laht6-DNA:n vaikutus Cr-arvoihin

DNA-ghtdtaso on monistettavan EGFR DNA:n kokonaismadrda ndytteessa kontrollireaktion
Cr-arvoilla maaritettynd. Jotta voitiin osoittaa, ettd therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjan suorituskyky on yhdenmukainen koko kontrollireaktion Cr-alueella (23,70-31,10),
kaikki kolme EGFR-mutaatiotestic testattiin kuusipisteiselld 1-in-3-laimennussarjalla (DNA

eristetty FFPE-solulinjoista). Kunkin mutaation ensimmdisen laimennuksen Crtavoitearvo oli

42 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria  10/2019



noin 24,70. Lopullinen laimennus, joka antoi Crarvoksi noin 32-33, oli kontrollireaktion
Cralueen ulkopuolella.  Eri  DNA-kokonaislghtdtasoilla mitatut  ACrraja-arvot  olivat

yhdenmukaisia therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan tydskentelyalueella.
Hairitsevat aineet

Endogeeniset hairitsevat aineet

Mahdollisesti  hairitsevat  aineet  liscttiin -~ keinotekoisesti  3xLOD-mutaatiopositiivisiin
plasmandytteisiin. Néytteet testattiin sen jélkeen therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjalla. Naytteitd, joissa oli mahdollisesti hdiritsevia aineita, verrattiin keinotekoisiin
3xLOD-mutaatiopositiivisiin plasmandytteisiin, joihin ei ollut lisatty hdiritsevaa ainetta. Kukin

hairitseva aine testattiin neljana replikaattina.

Testin ja kontrollin ACr-arvojen [ts. ei hairitsevad ainetta) valilla olevan > 2 keskihajonnan
(Standard Deviation, SD) (edellisesta tutkimuksesta) suuruisen eron katsottiin ilmaisevan

mahdollista hairidtd. Naissé tapauksissa on annettu havaittu ACr-arvojen ero.

Taulukossa 11 annetut festipitoisuudet valittiin CLSl-ohjeen EPO7-A2 perusteella, ja ne

edustavat kliinisessd ndytteessd odotettavissa olevia enimmdispitoisuuksia.

Huomautus: N&md endogeeniset yhdisteet lisattiin ~ keinotekoisiin - mutaatiopositiivisiin
plasmanéytteisiin, jotka koostuivat terveiden luovuttajien plasmasta. Tamén vuoksi ndma
endogeeniset yhdisteet olisivat olleet luontaisesti Idsn& néytteissé tuntemattomina pitoisuuksina
ennen lisdystd. Kunkin mahdollisen endogeenisen hairitsevén aineen tfestattu lopullinen

pitoisuus olisi todenndkdisesti suurempi kuin testipitoisuus.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria  10/2019 43



Taulukko 11. Mahdolliset héiritsevét endogeeniset aineet

Mahdollinen héiritsevé aine (Interfering Substance, 1S) Testipitoisuus
Konjugoitumaton bilirubiini 150 mg/dl
Hemoglobiini (ihmisen) 0,2 g/dl
Triglyseridit 3g/dl

T790M-médritys

Seuraavilla endogeenisilla yhdisteilld taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin
olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,40 ACr) T790M-mddrityksen suorituskykyyn:

o Triglyseridit, ero 1,37 ACr
Deleetiomddritys

Seuraavilla endogeenisilla yhdisteilld taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,71 ACr) deleetiomddrityksen suorituskykyyn:
e Hemoglobiini, ero 0,80 ACr
L858R-madritys

Seuraavilla endogeenisilla yhdisteilla taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin
olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,56 ACr) L858R-madrityksen suorituskykyyn:

e Bilirubiini, ero 1,13 AGr
e Triglyseridit, ero 1,53 ACr
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Eksogeeniset hairitsevat aineet

Mahdollisesti  hairitsevat  aineet  liscttiin -~ keinotekoisesti  3xLOD-mutaatiopositiivisiin
plasmandytteisiin. Néytteet testattiin sen jélkeen therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjalla. Naytteitd, joissa oli mahdollisesti hdiritsevia aineita, verrattiin keinotekoisiin
3xLOD-mutaatiopositiivisiin plasmandytteisiin, joihin ei ollut lisatty hdiritsevaa ainetta. Kukin

hairitseva aine festattiin neljana replikaattina.

Testin ja kontrollin ACr-arvojen valilla (ts. ei hairitsevad ainetta) olevanA > 2 keskihajonnan
(edellisesta tutkimuksesta) suuruisen eron katsottiin ilmaisevan mahdollista hairiota. Naissa

tapauksissa on annettu havaittu ACr-arvojen ero.

Taulukossa 12 annetut testipitoisuudet valittiin CLSl-ohjeen EPO7-A2 perusteella ja ne edustavat

kaikissa tapauksissa terapeuttisen pitoisuuden ylimaarad.

Taulukko 12. Mahdolliset héiritsevét endogeeniset aineet

Mahdollinen hairitsevd aine (Interfering Substance, IS)  Testipitoisuus (pg/ml)
Sitalopraamihydrobromidi 0,75
Paroksetiinihydrokloridihemihydraatti 1,14
Sertraliinihydrokloridi 0,67
Fluoksetiinihydrokloridi 3,87

Asetaminofeeni 200,7

K2 EDTA 3600

T790M-médritys

Seuraavilla eksogeenisilla yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin
olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,40 ACr) T790M-mddrityksen suorituskykyyn:

o Sitalopraamihydrobromidi, ero 0,52 AC
e Sertraliinihydrokloridi, ero 0,47 AC:
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® Fluoksetiinihydrokloridi, ero 0,48 ACr
Deleetiomddritys

Seuraavilla eksogeenisilla yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,71 ACr) deleetiomddrityksen suorituskykyyn:
e Fluoksetiini, ero 0,73 ACr
L858R-madritys

Seuraavilla eksogeenisilla yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin
olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,56 ACr) L858R-madrityksen suorituskykyyn:

Sitalopraamihydrobromidi, ero 0,72 ACr
Paroksetiinihydrokloridihemihydraatti, ero 0,92 ACr
Sertraliinihydrokloridi, ero 0,82 ACr
Fluoksetiinihydrokloridi, ero 0,98 ACr
Asetaminofeeni, ero 0,81 ACr

Kz EDTA, ero 0,57 ACy
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Kliininen suorituskyky

Kliininen tutkimus NCT01203917 oli faasin IV avoin yhden tutkimusryhmén tutkimus, jolla
arvioitiin ensilinjan geftinibihoidon tehokkuutta ja turvallisuutta/siedettévyytta valkoihoisilla

potilailla, joilla oli vaiheen llA/B/IV, EGFR-mutaatiopositiivinen ei-pienisoluinen keuhkosyopd

(NSCLC).

Potilaiden kelpoisuus kliiniseen NCTO1203917-utkimukseen madritettiin EGFR-herkistévien
mutaatioiden esiintymisen perusteella. NSCLC-potilaiden EGFR-mutaatiotila  arvioitiin
kayttamalla kliinista tutkimustestia (Clinical Trial Assay, CTA) ja DNA:ta vastaavista kudos- ja
plasmanaytteista. Tutkimus koostui ennalta suunnitellusta biomarkkerin tutkimustavoitteesta,
jolla  md&adritettiin, voitaisiinko plasmanéytteitd harkita mutaatioanalyysia varten, jos
kudosnaytteitd ei ollut saatavilla. Tulokset osoittivat korkeaa 94,3 %:n yhdenmukaisuusastetta
vastaavien kudos- ja plasmandytteiden valilla testin  spesifisyyden ollessa 99,8 % ja
herkkyyden ollessa 65,7 %.

NCT01203917-tutkimukseen ofettujen potilaiden plasmanéytteiden mydhempi testaus tehtiin
kayttamalla therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjoa. Yhdistavélla tutkimuksella
arvioitiin therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan yhdenmukaisuutta sen CTA:n kanssa,
jolla potilaat valikoitiin kliinissen NCT01203917-tutkimukseen. CTA:n ja therascreen EGFR

Plasma RGQ PCR Kit -sarjan vélinen vastaavuus osoitettiin.
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.qiagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ofa yhteyttd
johonkin  QIAGENin teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai  kdy osoitteessa

www.giagen.com).
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissd saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Symboli

Selitys

N>

" &

IVD

LOT

>ERTEEEERE

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat
<N> reaktioon

Viimeinen kéyttdpaivémaard
Diagnostinen in vitro -laakintalaite
Tuotenumero

Erdnumero

Materiaalinumero

Komponentit

Sisalto

Numero

GTIN-numero
Lampétilarajoitus
Valmistaja

Katso kayttdohjeet

Huomio
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Liite A: Mutaatiotiedot

Taulukossa 13 on osoitettu Catalogue of Somatic Mutations in Cancer -luettelosta

(www.sanger.ac.uk/genefics/CGP/cosmic) otetut COSMIC-tunnisteet.

Taulukko 13. Mutaatioluettelo ja COSMIC-tunnisteet

Mutaatio Eksoni Emdsjdrjestyksen muutos COSMIC-tunniste
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (kompleksi) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (kompleksi) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (kompleksi) 12422
Deleetiot 19 2238_2252>GCA (kompleksi) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239_2248TTAAGAGAAG>C (kompleksi) 12382
2239_2258>CA (kompleksi) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (kompleksi) 12383
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlto Tuotenro
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja - EGFR-geenin mutaatioiden
havaitsemiseen
therascreen EGFR 24 reaktioon: 1 kontrollimadritys, 870311
Plasma RGQ PCRKit 3 mutaatiomddritystd, positiivinen kontrolli, Tag
(24) DNA -polymeraasi
Rotor-Gene Q MDx ja lisévarusteet
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR-jakso jo HRM-analysaattori, jossa 9002033
5plex HRM System on 5 kanavaa (vihred, keltainen,
oranssi, punainen ja viininpunainen) sekd HRM-
kanava, kannettava tietokone, ohjelmisto ja
varusteet: sisdltdd 1 vuoden takuun osien
rikkoutumisen ja valmistusvirheiden varalta, ei sis.
asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR Haite ja HRM-analysaattori, jossa 9002032
5plex HRM Platform on 5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen ja viininpunainen) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja varusteet:
sisaltad 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja
koulutuksen
Loading Block 72 x Alumiininen levy manuaaliseen reaktion 9018901
0.1 ml Tubes valmisteluun yksikanavaisella pipetilld 72 kpl:ssa
0,1 ml:n putkia
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Tuote Sisdlto Tuotenro

Strip Tubes and Caps, 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 1 000 981103
0.1 ml (250) reaktioon

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 10 000 981106
0.1 ml (2500) reaktioon

Liittyvdt tuotteet
QlAamp Circulating 50 preparaatiota varten: QlAamp Mini - 55114
Nucleic Acid Kit kolonneja, putkien jatkeita (20 ml), QIAGEN

Proteinase K, Carrier RNA, Buffers,
VacConnectors ja Collection Tubes
(1,5 ml ja 2 ml)

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kaytdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
ja kayhdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.giagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN!in teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Asiakirja

Muutokset

R3, tammikuu 2019

R4, lokakuu 2019

R5, heindkuu 2020

Valtuutetun edustajan liséys (etukanteen). Symbolit-osan pdivitys.

Lainmukainen valmistaja vaihdettu (kansilehti)

Laitteen nimi vaihdettu laitteesta Rotor-Gene Q MDx laitteeksi Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM tuote-etiketin mukaisesti

Korjattu reagenssien sdilytysohjeet 90 pdivésta 12 kuukauteen tai viimeiseen
kayttépaivaan asti

Pdivitetty Rajoitukset-osaan tiedot eksonin 19 deleetiomadrityksestd ja LB58R-
mddrityksestd

Muutettu taulukko 9 korvaamaan kaksinkertaistuneen eksonin 21 L858R:n eksonin 19
deleetioilla

Poistettu EC + REP -symboli kansilehdeltd ja Symbolitosasta

Pdivitetty viittaus RGQ-ohjelmistoversiosta 2.3 versioon 2.3.5 tai uudempaan.

Paivitetty taulukot 8 ja 10 wudella ACrraja-arvoalueella ja muokattu kaikkia asiaan
liittyvié kuvauksia koko késikirjassa.

Paivitetty kaikkiin protokollalukuihin tietoja oikean sekoituksen tarkeydestd lisaamélla
tieto Tarkeitd huomioita ennen aloittamista -kohtiin, korostettu kaikki sekoituksen
yksityiskohdat kaikissa sekoitusvaiheissa.

Lisatty sekoitusvaihe kohtaan Protokolla: EGFR-mutaatioiden havaitseminen.

Pdivitetty Vianmé&aéritys-kohtaan ratkaisu useiden rajojen ylittamiselle.
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Tama sivu on jdtetty tarkoituksella tyhjdksi.
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therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus

1.

Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytajan suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

Tuotetta saa kéyttad ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja témén kdyttéoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéyttdé vain sarjan
siséltémia komponentteja. QIAGEN ei my&nné lisenssié mihink&én aineettomaan omaisuuteensa, eiké témén sarjan oheisia komponentteja saa kéyttdé tai liittéé
muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly téhén sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, téssé kéyttdoppaassa ja lisamateriaalissa mainitaan.
Ne ovat saatavilla osoitteesta www.giagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-ké&yttdijien toisille QIAGEN-kéyttdjille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai
tarkistanut kyseistd materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

ilmoitettujen kdyttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, eftd témé sarja ja/tai sen kéyttd eivét loukkaa kolmansien osapuolten

Muutoin kuin nimer
oikeuksia.

T&md sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakéyttdn, eiké niitd saa kéyttdé vudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpdin.
QIAGEN kiistéé nimenomaisesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole téssé nimenomaisesti ilmoitettu.

Sarjan ostaja ja kdytdja suostuvat siihen, etfté he eivét ryhdy tai anna kenellekadn toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistdé mitéan
yll& kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kédntyd minkd tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen téyténtéén témén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada
hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen
komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téyténtéénpano.

Katso paivitetyt kéyttéoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample o Insight®, QlAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); IRESSA®
(AstraZeneca Group). Tassd asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkejé jne. on pidettévd lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

1121934 06-2020 HB-1898-006 © 2020 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatet&an.
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