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Numatytoji paskirtis

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ — tai tikralaikis kokybinis PGR testas, skirtas aptikti
11 mutacijy fosfatidilinozitolio 3-kinazés katalitinio subvieneto alfa (PIK3CA) gene
(7 egzonas: C420R; 9 egzonas: E542K, E545A, E545D [1635G>T only], E545G, E545K,
Q546E, Q546R; ir 20 egzonas: H1047L, H1047R, H1047Y) naudojant genominge DNR
(gDNA), iSskirta i$ formalinu fiksuoto, parafine esanciy (Formalin-Fixed Paraffin Embedded,
FFPE) kraties auglio audiniy arba cirkuliuojancios auglio DNR (circulating tumor DNA,
ctDNA), gautos i§ plazmos, iSskirtos i§ krities véziu serganciy pacienty K2EDTA
antikoaguliuoto periferinio viso kraujo.

stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ skirtas naudoti kaip atrankinis diagnostinis testas,
siekiant padéti gydytojams nustatyti kraties véZiu sergancius pacientus, kuriems gali bati
taikomas gydymas PIQRAY® (alpelisibu), remiantis PIK3CA mutacijos aptiktu rezultatu.
Pacientai, kuriy FFPE audinio ar plazmos méginiui gaunamas teigiamas ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* testo rezultatas dél vienos ar daugiau PIK3CA mutacijy, gali bati
gydomi vaistu PIQRAY (alpelisibu). Pacientai, kuriy plazmos méginio rezultatas, atlikus §j
testg yra neigiamas, turéty bati nukreipiami tirti FFPE auglio audinio méginj dél PIK3CA
mutacijy.

FFPE auglio méginiai apdorojami naudojant ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinj,
skirtg rankiniam méginiy paruoSimui. K2EDTA antikoaguliuoto viso periferinio veninio kraujo
plazmos méginiai apdorojami naudojant ,QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinj,
skirtg rankiniam méginiy paruoSimui. Abiejy tipy méginiams automatizuotai amplifikuoti ir
aptikti naudojamas ,Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex HRM* prietaisas.

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys — tai ,in vitro® diagnostinis medicininis
prietaisas.

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj turi naudoti iSmokytas personalas specialioje
laboratorinéje aplinkoje.
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ProcedUros apribojimai

® PrieS naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj batina iSsamiai perskaityti
§j naudojimo instrukcijy dokumentg ir suprasti jo turinj.

® Produkto rezultatai turi bati vertinami susijusiy klinikiniy ir laboratoriniy duomeny
kontekste, o nustatant diagnoze negali bati naudojami be konteksto.

® Meéginiuose, kuriy pateiktas rezultatas buvo ,No Mutation Detected” (mutacijy
neaptikta), gali bati PIK3CA mutaciju, kuriy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*
neaptinka.

® Analitinio ir klinikinio efektyvumo duomenys, susije su Siy PIK3CA mutacijy aptikimu:
E545A, E545D, Q546E, Q546R ir H1047Y buvo nustatyti naudojant tik dirbtinius
plazmos méginius (j plazmag jmaisytos Igsteliy linijos DNR), nenaudojant klinikiniy
méginiy i§ naudojimo paskirties populiacijos.

® Mutacijy aptikimas priklauso nuo méginio vientisumo ir esancio amplifikuotinos DNR
kiekio. Jei atlikus méginyje esanc¢ios DNR analize paaiskéja, kad jos kiekis ir (arba)
kokybé yra nepakankami arba jos koncentracija yra per didelé mutacijos analizei atlikti,
tyrimo proceddrg reikia pakartoti.

o Atliekant PGR procedirg naudojamas ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys.
Kaip ir atliekant visas PGR procediras, méginiai gali bati uztersti iSoriniais DNR
Saltiniais tyrimo aplinkoje ir teigiamos kontrolinés medziagos DNR. Bikite atsargas,
kad neuzterStuméte méginiy ir rinkinio reagenty.

® Jei méginyje yra maziau mutantiniy aleliy, nei galima aptikti naudojant ,therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit® rinkinj, bus gautas rezultatas ,No Mutation Detected*
(Mutacija neaptikta).

® Neéra zinoma, ar ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit® rinkinys pasizymi kryZzminiu
reaktyvumu (dél kurio gaunamas rezultatas ,Mutation Detected” (Mutacija aptikta))
j kitas PIK3CA mutacijas, iSskyrus tas, kurios iSvardytos kaip rinkinio aptinkami
bioZzymenys.
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stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinys — tai kokybinis tyrimas. Tyrimas neleidzia
kiekybiSkai jvertinti méginyje esanciy mutantiniy aleliy daznumo (Mutant Allele

Frequency, MAF).

Jei atliekant tyrimo proceddras atsiranda mikrobinis uzter§Simas, poveikis ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio efektyvumui nezinomas: operatoriai turi bati atsargas,
kad atliekant tyrimo procedaras nejvykty mikrobinis uzterSimas, ir nenaudoti rinkinio
komponenty, jei pastebimi mikroby augimo pozymiai.

stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinys yra skirtas naudoti tik su DNR, paimta i$
FFPE kraties vézio audiniy arba plazmos méginiy, kurie yra paruosti i$ krities véziu
serganciy pacienty paimto KzEDTA antikoaguliuoto viso periferinio veninio kraujo.
.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys yra skirtas naudoti tik su ,QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit“ rinkiniu (skirtu audiniy méginiams) arba su ,QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit“ rinkiniu (skirtu plazmos méginiams).

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys yra skirtas naudoti, kai naudojami visi
reakcijos miSiniai.

Produkta turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro* diagnostines
proceddras ir dirbti su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisais.

Produkta numatyta naudoti tik su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* real-time PCR cikly
valdikliu. Su Siuo produktu negalima naudoti jokio kito Siluminio cikly valdiklio su
tikralaikiu optiniu aptikimu.

Siekiant uztikrinti optimalius rezultatus, reikia grieztai laikytis ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit“ rinkinio Naudojimo instrukcijos (vadovo) nurodymy. Nerekomenduojama

skiesti reagenty, nes gali sumazéti jy veiksmingumas.

Sis vadovas skirtas naudoti su programinés jrangos ,Rotor-Gene AssayManager*

2.1 versija su automatiniu mutacijos blsenos nustatymu.

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iSspausdintas ant déZutés ir visy
komponenty etikeciy. Pasibaigus galiojimo laikui, komponenty naudoti negalima.
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Testo santrauka ir paaiskinimas

Fosfatidilinozitol-3-kinazés (PI3K) signalo perdavimo kelias reguliuoja jvairias lgsteliy
funkcijas, jskaitant Igsteliy proliferacijg, iSlikima, baltymy sintezés pergjimo reguliavima,
gliukozés apykaitg, Igsteliy migracija ir angiogeneze (1). Auglio audiniuose buvo nustatytos
PIK3CA (fosfatidilinozitolio 3-kinazés katalitinio subvieneto alfa) geno aktyvuojancios
somatinés klaidingos prasmés mutacijos, didinanc€ios PI3Ka baltymo kinazés aktyvuma,
kurios buvo siejamos su daugelio skirtingy Zzmogaus vézio rasiy (2), jskaitant teigiamy
hormony receptoriy (HR+) kraties vézZj (3), Iasteliy transformacija.

Kraties vézys yra dazniausiai moterims diagnozuojama vézio rasis ir antra pagrindiné mirties
nuo vezio priezastis (4). 2018 m. nustatyta, kad krities vézys bus diagnozuotas JAV 266 120
motery (ir tai sudarys mazdaug 30 proc. visy véziu serganciy motery ) ir bus uzregistruota
40 920 mirciy (5). Europoje buvo prognozuojama, kad 2018 m. nuo krities vézio mirs 92
700 motery (6). Krities véZys vyrams diagnozuojamas retai, jis sudaro < 1 proc. krities

vézio atvejy (4), taciau gydymo rekomendacijos abiem lytims yra vienodos.

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys — tai ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaise
atliekamas tikralaikis kokybinis PGR ,in vitro“ diagnostinis testas. Jam naudojama aleliy
refrakciné mutacijy sistema (ARMS), hidrolizés zondai ir PGR sukabinimo technologijos, kad
bidty galima aptikti 11 mutacijy (1 lentelé) PIK3CA onkogeno 7, 9 ir 20 egzonuose laukinio
tipo (WT) DNR fone.
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1 Lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio tyrimo taikiniai

Egzonas Mutacija CcosMmic* ID Bazinis pokytis
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy véZio mutacijy katalogas):
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Proceduros principas

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj sudaro Sesi atskiri PGR amplifikacijos reakcijos

misiniai:

® Penkios mutacijai badingos reakcijos PIK3CA geno 7, 9 ir 20 egzonuose.
® Viena kontroliné reakcija 15 egzone.

Pagrindiniai rinkinio komponentai yra paaiskinti toliau.
Mutacijy reakcijy miSiniai

Mutavusi DNR yra selektyviai amplifikuojama ir aptinkama mutacijai badingais reakcijy
misiniais, naudojant mutacijai badingus ARMS pradmenis, zondus (hidrolizés zondus ir
trumpus labai specifinius zondus) ir PGR sukibtuvus. Mutacijy reakcijos aptinkamos
,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® prietaiso ,Green® (zaliame), ,Yellow“ (geltoname) ir
,Crimson“ , (purpuriniame) kanaluose.

ARMS

Aleliams budingg amplifikacijg uztikrina ARMS (amplifikacijos refrakciné mutacijy sistema),
kurioje panaudojama Tag DNR polimerazés galimybé atskirti sutampancig ir nesutampancia
baze PGR pradmens 3' gale. Kai pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vyksta visu greiciu.
Kai 3' bazé nesutampa, amplifikacija gali vykti tik fone nedideliu grei¢iu. Todél mutavusi seka
yra selektyviai amplifikuota net ir tuose méginiuose, kuriuose DNR didzioji dalis yra
nemutavusi (1 pav.).
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WT 0 — Silpna amplifikacija arba
Q=——F +— ji nevyksta

Mutantiné = — Amplifikacija
Q—————F —

Mutantiné 1 O — Silpna amplifikacija arba
Q———"F ji nevyksta
OWT seka ¢ Tiksliné mutantiné seka O Kita mutantiné seka

1 pav. Konkreéios mutacijos nustatymas naudojant ARMS PGR. WT: Laukinio tipo. Q—F: Dviguby dazy zondas.
5: Tiesioginiai arba atvirkstiniai pradmenys.

Hidrolizés zondai

Hidrolizés zondy prisijungimas DNR regione, amplifikuotame konkreciu pradmeny rinkiniu.
Taq polimerazei iSpleciant pradmenis ir sintetinant pradine grandine, Taq polimerazés 5'-3'

egzonukleazés aktyvumas ardo zondg, todél iSsiskiria fluoroforas ir vyksta fluorescencija.

Fluorescencijos signalo padidéjimas aptinkamas tik tuo atveju, kai tiksliné seka yra
komplementiné pradmenims ir zondui, todél PGR metu amplifikuojama (2 pav.).
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2 pav. Reakcijos principas su hidrolizés zondais.

PGR sukabintuvas

PGR sukabintuvai leidzia vykdyti mutantinio alelio selektyving amplifikacijg. PGR
sukabintuvai, kurie idealiai atitinka laukinio tipo seka, jungiasi prie laukinio tipo matricos ir
neleidzia amplifikuotis, nes trukdo pradmeny ilgéjimui. PGR sukabintuvo 3' galas
uzblokuojamas pridedant fosfatine grupe, kad baty iSvengta laukinio tipo sekos pailgéjimo
(3 pav.).
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_/

WT O —> Silpna amplifikacija arba ji
Q F — nevyksta

. _—
Mutantine <= — Amplifikacija

Q F t—

0 WT seka ¢ Tiksliné mutantiné seka
3'-fosfato oligonukleotidas (CLAMP)

3 pav. PGR sukabinimo technologija. WT: Laukinio tipo. Q—F: Dviguby dazy zondas. 5: Tiesioginiai arba
atvirkstiniai pradmenys.

Kontroliné reakcija

Kontrolinés reakcijos miSinyje (1 mégintuvélis) yra tiesioginis ir atvirkstinis pradmuo ir
pazymétas zondas (aptinkamas kanale ,Green® (Zalias)), skirtas PIK3CA geno 15 egzono
trumpai sekai amplifikuoti. Kontroliné reakcija naudojama, norint nustatyti, ar méginyje yra
atitinkamas amplifikuotinos DNR lygis. Ji veikia kaip faktorius analitiniuose skai€iavimuose,
kad baty galima nustatyti mutacijos busena.

Vidiné kontroliné medziaga

Kiekviename iS reakcijy miSiniy yra vidiné kontroliné medZiaga, skirta reakcijos klaidai aptikti
(pvz., dél esamy inhibitoriy). Vidinei kontrolinei medziagai naudojama su PIK3CA nesusijusi
tiksliné oligonukleotidy seka, neZenklinti tiesioginiai ir atvirkstiniai pradmenys ir hidrolizés

zondas, pazymétas oranziniu fluoroforu.

Teigiama kontroliné medziaga

Teigiama kontroline medziaga (mégintuvélis PC) sudaro penkios plazmidés, atspindingios
kiekvieng i§ 11 mutacijy, ir kontrolinés medziagos misinys. Mutacijy aptikimas leistiname
intervale patvirtina, kad kiekvienas rinkinio reakcijy misinys veikia tinkamai.
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Neigiama kontroliné medziaga

,No Template Control“ (mégintuvélis NTC) yra vandens be nukleazés, kuris naudojamas ,No
Template Control” (kontroliné medziaga be matricos, NTC) reakcijai. NTC naudojama kaip
neigiama kontroliné medziaga ir padeda nustatyti galimg uzter§img nustatant tyrima.
Méginio skiediklis

Méginio skiediklyje (mégintuvélis Dil.) yra vanduo be nukleazés.
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Platforma ir programiné jranga

stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinys yra specialiai skirtas naudoti su ,Rotor-Gene Q

MDx" prietaisu, veikian€iu kartu su asmeniniu kompiuteriu, kuriame jdiegta:

e ,Rotor-Gene AssayManager® 2.1 versija
® ,Gamma Plug-in“ 1.0.0 versija

e therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile® 1.0.1 versija, skirta audinio méginiy
analizei

e therascreen PIK3CA_Plasma Assay Profile* 1.0.1 versija, skirta plazmos méginiy

analizei

Informacija, susijusig su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* priemone, Zr. ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM* naudotojo vadove. ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* priemone reikia prizidréti
pagal jos naudotojo vadove pateiktus reikalavimus.

Daugiau informacijos apie programine jranga zr. ,Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application® naudotojo vadove ir ,Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in*
naudotojo vadove.

Procediros parametrai

,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® priemoné suprogramuota pagal jvairiy cikly parametrus
(arba ,procediras®) naudojant ,therascreen PIK3CA Assay Profiles“. Tyrimo profiliuose yra
PGR procediros parametrai ir apskaiciuojami rezultatai. Tyrimo PGR Siluminio ciklo

parametrai yra tokie:

® Norédami suaktyvinti Taq DNR polimeraze, laikykite 95 °C temperattroje 15 minuciu.

® PGR - 45 ciklai 95 °C temperatiroje 30 sekundziy, norint denatdruoti, ir 60 °C
temperatdroje 1 minute, norint prijungti ir pailginti.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Katalogo nr. 873111
Reakcijy skaicius 24
Turinys Dangtelio spalva Taris
,PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA reakcijos misinys 1) Raudonas 750 pl
,PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA reakcijos misinys 2) Violetinis 750 pl
,PIK3CA Reaction Mix 3" (PIK3CA reakcijos misinys 3) Oranzinis 750 pl
,PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA reakcijos misinys 4) Geltonas 750 pl
,PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA reakcijos misinys 5) Zalias 750 pl
,PIK3CA Reaction Mix 6“ (PIK3CA reakcijos miSinys 6) Mélynas 750 pl
»Taq DNA Polymerase” (Tag DNR polimeraze) (Taq) Zalsva 85 pl
,PIK3CA Positive Control (PC)* Rusvai gelsva 250 pl

(PIK3CA teigiama kontroliné medziaga)

,Water for No Template Control (NTC)* Balta 1,9 ml
(Kontrolinei medziagai be matricos skirtas vanduo)

Nuclease-free water for Dilution Balta 1,9 ml
(Dil.) (Vanduo be nukleazés skiedimui)

stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" naudojimo instrukcijos (vadovas) 1
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Batinos, bet nepateikiamos priemonés

PrieS naudodami jsitikinkite, kad visi instrumentai yra patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo

rekomendacijas.

Reagentai

e ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* (QIAGEN, kat. Nr. 60404, Zr. ,DNR iSskyrimas i$
FFPE méginiy®, 28 psl.) arba ,,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit“ (QIAGEN,
kat. Nr. 61504, zr. ,DNR iSskyrimas i§ plazmos meginiy“, 29 psl.)

e ,DNAZap™*“ PGR degradavimo tirpalai

e  Distel* auksto lygio laboratoriné dezinfekavimo priemoné ir izopropilo alkoholio (IPA)

ploviklis

Eksploataciniai reikmenys

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps* mégintuvéliy ir dangteliy juostelés, skirtos naudoti su
72 Sulinéliy rotoriumi (QIAGEN, kat. Nr. 981103 arba kat. Nr. 981106)

® Be nukleazés, silpnai DNR jungiantys mikrocentrifuginiai mégintuvéliai, skirti
pagrindiniams miSiniams ruosti

® Be nukleazés pipeciy antgaliai, su aerozoliniais barjerais

Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019 17



Jranga

e |lgalaikis Zymiklis

e Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform® (kat. Nr. 9002032) arba ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System*“ (kat. Nr. 9002033)**

e  Rotor-Gene AssayManager” v2.1, ,Gamma Plug-in“ ir ,therascreen_PIK3CA_FFPE*ir

(arba) ,therascreen_PIK3CA_Plasma*“ tyrimo profilis
® Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos méginiams paruosti
® Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams miSiniams paruosti
® Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti
e Staliné centrifuga® su rotoriumi 1,5 ml mégintuvéliams

® Termostatinis maiSytuvas*, Sildomas zZiedinis maiSymo inkubatorius*, kaitinimo blokas*
arba vandens vonelé*, kurioje galima inkubuoti, esant 56 °C, 70 °C ir 90 °C

temperatdrai
e QlAvac 24 Plus* vakuumo kolektorius (kat. nr. 19413)
e ,QlAvac” prijungimo sistema (kat. Nr. 19419)

e Vacuum Pump*“ vakuuminis siurblys (kat. Nr. 84010) arba lygiavertis siurblys, galintis
sudaryti nuo —800 mbar iki =900 mbar vakuumag

e Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes*, aliuminio blokas, skirtas rankiniam reakcijos
nustatymui (QIAGEN, kat. Nr. 9018901)

® |.Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes*, aliuminio blokas, skirtas rankiniam reakcijos
nustatymui su vieno kanalo pipete 96 x 0,2 ml PGR mégintuvéliuose (QIAGEN,
kat. Nr. 9018905)

* |sitikinkite, kad visi prietaisai ir jranga yra patikrint ir kalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

1 Kai kuriose Salyse, jei taikoma, galima naudoti 2011 m. geguzés mén. arba véliau pagamintg ,Rotor-Gene Q 5plex
HRM?* prietaisg. Gamybos datg galima suzinoti i$ ant prietaiso galinés dalies esancio serijos numerio. Serijos
numerio formatas yra ,mmMMnnn*, kur ,mm* nurodo gamybos ménesj skaitmenimis, ,MM* — paskutinius du
gamybos mety skaitmenis, o ,nnn“ — unikaly prietaiso identifikatoriy.
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e 72 Sulinéliy rotorius ,,72-Well Rotor*, skirtas laikyti ,Strip Tubes and Caps, 0.1 ml“, kuriy
reakcijos taris 10-50 pl; reikalingas ,Locking Ring 72-Well Rotor* (QIAGEN, kat.
Nr. 9018903)

e ,locking Ring 72-Well Rotor®, skirtas uzfiksuoti ,Strip Tubes and Caps* 72 Sulinéliy
rotoriuje ,,72-Well Rotor" (QIAGEN, kat. Nr. 9018904)
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Jspéjimai ir atsargumo priemones

Skirta in vitro diagnostikai.

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinj turi naudoti iSmokytas personalas specialioje

laboratorinéje aplinkoje.

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
muvékite vienkartines pirstines ir bikite uzsidéje apsauginius akinius. Daugiau informacijos
rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku
PDF formatu internete www.giagen.com/safety — Cia galite rasti, perzidréti ir atspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDL.

Skirtas naudoti tik su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisu.

Norédami gauti saugos informacijos apie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisg, zr. su
juo tiekiama naudotojo vadova.

Tik audiniy méginiams: naudoti tik su ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkiniu.

,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinio (kat. Nr. 60404) saugos informacijg Zzr.
»,QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinio vadove.

Tik plazmos méginiams: naudoti tik su ,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkiniu.

»,QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinio (kat. Nr. 61504) saugos informacijg zr.
,QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinio vadove.
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Bendrosios atsargumo priemonés

® Testas skirtas naudoti su krities véziu serganciy pacienty FFPE audiniy méginiais arba
K2EDTA plazmos méginiais.

® \Visos cheminés ir biologinés medziagos yra potencialiai pavojingos. Mazai tikétina, kad
FFPE méginiy medziaga ir i$ jos paruostos nukleino ragstys gali kelti infekcijos pavojy,
taciau visi plazmos meéginiai turi bati laikomi potencialiai pavojingais. Batina visada
laikytis vietos jstaigos sveikatos ir saugos procedary.

® Meéginj ir tyrimo atliekas iSmeskite laikydamiesi vietos saugos proceddry.

e  therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* tyrimo reagentai yra optimaliai atskiesti. Daugiau
reagenty neskieskite, nes gali sumazéti jy veiksmingumas. Nenaudokite mazesnio kaip
25 pl reakcijos kiekio (reakcijos miSinys su méginiu).

e Visi ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio sudétyje esantys reagentai numatyti
naudoti tik su kitais tame paciame ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinyje
esanciais reagentais. Nesukeiskite ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinyje arba
kituose ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniuose esanciy reagenty, nes tai gali
turéti jtakos veiksmingumui.

o Naudokite tik Tag DNR polimeraze (mégintuvélis Taq), tiekiamg ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit" rinkinyje. Nepakeiskite jos kita Tag DNR polimeraze i$ kity QIAGEN
rinkiniy, taip pat nekeiskite jos kito tiekéjo tiekiama Tag DNR polimeraze.

® Papildomi jspéjimai, atsargumo priemonés ir procediros pateiktos ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM* prietaiso naudotojo vadove.

® Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.

e Bukite ypa€ atsargus, kad neuzterStuméte kontroliniy ir reakcijy miSiniy reagenty
sintetinémis medziagomis, kuriy yra teigiamos kontrolinés medziagos reagente.

e Bukite ypa€ atsargus, kad iSvengtuméte kryZminio meéginiy uzter§imo. |pyle kiekvieng

méginj, mégintuvélius tuoj pat uzdarykite.
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Prie$ naudodami jkélimo blokg tyrimo pagrindiniy misiniy paruo$imui, gerai
dezinfekuokite jj. Rekomenduojama naudoti DNAZap PGR skaidymo tirpalus, paskui
naudoti ,Distel“ auksto lygio laboratorine dezinfekavimo priemone ir plauti IPA. Prie$
naudojant jkélimo bloka, jis turi bdti sausas.

Ruosdami reakcijy miSinius ir jpildami teigiamos kontrolinés medziagos reagenty,
naudokite atskiras specialias pipetes.

Reakcijy misinius ruoskite ir lasinkite kitoje vietoje, atskirtoje nuo tos vietos, kurioje
jpilama teigiamos kontrolinés medziagos.

Fluorescenciskai pazymétos molekulés, esancios reakcijos misiniy reagentuose, yra
jautrios Sviesai. Apsaugokite kontrolinius ir reakcijy misiniy reagentus nuo Sviesos, kad
neisblukty.

Neatidarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaiso, kol nebaigsite tyrimo serijos.
UZbaige tyrimy serijg, neatidarykite ,Rotor-Gene Q" mégintuvéliy.

Norint uztikrinti tinkamg méginiy tyrima, reikia bati atidiems ir ypac atkreipti démes;j

netinkamag méginio jvedima, jkélimo klaidas ir Iasinimo pipete klaidas.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Gabenimo salygos

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys turi blti gabenamas sausame lede ir pristatymo
metu turi bati uzSaldytas. Jei pristacius ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit® rinkinj kuris nors
jo komponentas néra uzSaldytas, pervezant buvo atidaryta iSoriné pakuoté, néra pakuotés
lapo, naudojimo instrukcijy arba reagenty, susisiekite su QIAGEN techninés priezidros
pagalbos tarnyba arba vietos platintojais (apsilankykite www.giagen.com).

Laikymo sglygos

Gavus ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj, jj i$ karto reikia jdéti | pastovig
temperatiirg palaikantj ir apsaugotg nuo Sviesos Saldiklj ir laikyti nuo —-30 iki —15 °C

temperatdroje.

Laikant nurodytomis laikymo sglygomis, ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinys iSlieka

stabilus iki nurodytos tinkamumo datos.
Stabilumas

Atidarytus reagentus galima laikyti jy originalioje pakuotéje nuo —30 iki —15 °C temperataroje
12 ménesiy arba iki ant pakuotés nurodytos datos. Venkite pakartotinai atSildyti ir uzsaldyti.
Atlikite ne daugiau kaip penkis atSildymo ir uz§aldymo ciklus.

Prie$ naudojant reagentus reikia atSildyti kambario temperatiroje maziausiai 1 valandg ir
ilgiausiai 4,5 valandos. Kai reagentai bus paruosti naudoti, bus galima nustatyti PGR
reakcijas. ,Rotor-Gene Q“ mégintuvélius, kuriuose yra pagrindiniai miSiniai ir méginiy DNR,
reikia nedelsiant jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx". Laikas nuo PGR nustatymo pradzios iki
proceduros pradzios negali bati ilgesnis kaip 7,5 valandos, tai atliekant aplinkos
temperatdroje.
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Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatymg ir laikyma.

Pastaba. Fluorescenciskai pazymétos molekulés, esancios reakcijos miSiniy reagentuose,
yra jautrios Sviesai. Apsaugokite kontrolinius ir reakcijy misiniy reagentus nuo Sviesos, kad
neisblukty.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio reagentai yra optimaliai atskiesti, todél pries

naudojant jy nereikia daugiau gryninti ar apdoroti.

Reikia atkreipti démes;j j tinkamumo datas ir laikymo salygas, iSspausdintas ant dézutés ir
visy komponenty etikeCiy. Pasibaigus galiojimo laikui, komponenty naudoti negalima.

24 Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019



Méginiy laikymas ir naudojimas

Méginiy naudojimas: Audiniai

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys yra skirtas naudoti su gDNA, i§skirtos i$ kraties
véziu serganciy pacienty FFPE auglio audiniy rezekuoty méginiy ir biopsijos Serdine adata
(Core Needle Biopsy, CNB) gauty meéginiy. Augliai yra homogeniski tiek genotipo, tiek
fenotipo atzvilgiu. Mutacijy turin€iuose augliuose gali bati laukinio tipo DNR, o histologinis

tyrimas gali rodyti ne auglio audiniy regionus.
Toliau aprasyta, kaip paruosti audiniy méginius DNR iSskyrimui:

e Naudodami jprastas medziagas ir metodus, uzfiksuokite audiniy meéginj 10 % neutraliu
buferiniu skysciu atskiestame formaline (,Neutral Buffered Formalin®, NBF), tada
audinio méginj jdékite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite 5 um sekos
atpjovas ir uzdékite ant objektiniy stikleliy.

e Pasitelkite patyrusj asmenj (pvz., patologa), kad jis jvertinty hematoksilinu ir eozinu
(H&E) nudazytg auglio turinio atpjova ir efektyvujj auglio plotg (,effective tumor area®,
ETA). Pazymékite nudazytg objektinj stiklelj, kad nustatytuméte dominandig sritj
(,region of interest®, ROI). DNR i$skirti naudokite sekos atpjovas.

Pastaba. DNR iSskyrimui negalima naudoti dazyty atpjovy.

e Parafino pertekliy nugrandykite nuo audinio, naudodami naujg sterily skalpelj, ir
iSmeskite.

DEMESIO | Naudokite sausus skalpelius. Neatlikite $io veiksmo laminarinio

é srauto arba traukos spintoje.
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e Nugrandykite auglio audinj nuo objektiniy stikleliy j pazymétus mikrocentrifugos
mégintuvélius, kiekvienam méginiui naudodami naujg skalpel;.

Auglio méginius, blokus, objektinius stiklelius, méginius ir mikrocentrifugos mégintuvélius

zymékite, naudokite ir laikykite paruoStus iSskyrimui kontroliuojamu bddu, laikydamiesi

vietos procediry.

Naudojant FFPE auglio audinio rezekuotus méginius ir FFPE CNB méginius yra dvi atskiros

darbo eigos (4 pav.).

A
CNB
Papildomos atpjovos, kad bty
> 20 mm? veiksmingos auglio galima gauti 2 20 mm? ETA
srities (ETA) Ne > (dauglaizlkalefii:it)nektln|a|
\
Taip
1 atpjova
‘ Taip
l "
CNB DNR ekstrakcija +— 6 atpjovos
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Rezekcijos
= 10 % ROI auglio turinio Ne ——» Makrodisekcija
I
Taip
v
2 atpjovos < Taip

l

DNR ekstrakcija

4 pav. Klinikiniy méginiy gryninimo darbo eiga, skirta naudoti su ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“
rinkiniu. A: FFPE CNB. B: FFPE auglio audinio rezekuoti méginiai.

Méginiy naudojimas: Plazma

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinys yra skirtas naudoti su DNR, i$skirta i$ kraties
véziu serganCiy pacienty K2EDTA antikoaguliuotos plazmos meéginiy. Visus plazmos
méginius reikia laikyti potencialiai pavojingais.

Visas periferinis veninis kraujas, surinktas j K2EDTA kraujo émimo mégintuvélius, turi bati
apdorotas plazmai gauti per keturias valandas nuo kraujo paémimo. Kitaip méginys gali bati
uzterStas genomine DNR. Daugiau informacijos apie plazmos atskyrimg nuo viso kraujo Zr.
»,QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit“ rinkinio vadovo A priede.

Plazmos meéginiai turi bati laikomi —80 °C temperatdroje. Prie$ naudojant visi uzSaldyti

plazmos méginiai turi bati atSildomi iki kambario temperataros.

Méginius ir mikrocentrifugos mégintuvélius Zymékite, naudokite ir laikykite paruoStus
iSskyrimui kontroliuojamu budu, vadovaudamiesi vietos procediromis.
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Méginiy laikymas

PrieS DNR iSskyrimg FFPE blokus ir objektinius stiklelius reikia laikyti kambario
temperatdroje (15-25 °C), o plazma —-80 °C temperatiroje. Po iSskyrimo DNR galima laikyti
iki tyrimo. 2 ir 3 lentelése pateikiamos rekomendacijos dél ilgiausio rekomenduojamo
méginiy ir DNR laikymo laiko ir sglygy po i§skyrimo.

2 lentelé. Rekomenduojamas gDNA, iSskirto i§ FFPE audiniy, laikymo laikas

Laikymas Maksimalus rekomenduojamas laikymo laikas
Saldiklis (nuo —30 iki =15 °C) 5 savaités

Saldytuvas (2-8 °C) 1 savaité

Saldiklis (80 °C) 33 ménesiai

3 lentelé. Rekomenduojamos plazmos ir i$ plazmos iSskirtos ctDNA laikymo salygos ir laikas

Méginys Laikymas Maksimalus rekomenduojamas
laikymo laikas

Plazma Saldiklis (=80 °C) 11 ménesiy

ISskirta ctDNA Saldiklis (nuo —30 iki =15 °C) 4 savaités

DNR iSskyrimas i5 FFPE méginiy

DNR turi biti ekstrahuota naudojant ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinj
(kat. nr. 60404).

Pastaba. ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinys buvo sukurtas naudojant DNR, kuri
buvo i$skirta pasitelkus ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinj. Nenaudokite kity DNR
iSskyrimo produkty.
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Atlikite DNR ekstrahavima pagal ,DSP DNA FFPE Tissue Kit* vadove pateiktus nurodymus,
atsizvelgdami j Siuos veiksnius:

naudokite toliau pateiktuose skyriuose (,FFPE audiniy rezekcijos (RES) méginiai“ ir

.FFPE CNB méginiai“, Sio vadovo 30 puslapis) rekomenduojamg stikleliy skaiciy ir

eliuavimo tar;j.

® Jei po pirmojo centrifugavimo nesusidaro audiniy nuosédy, atlikite papildomg
centrifugavima.

e Kur reikia, naudokite molekulinés biologijos klasés etanolj*.

e Pasalinus etanol;j, atvirg mégintuvélj palaikykite 10 minuciy 15—-40 °C temperatiroje,
kad iSgaruoty etanolio likuiai.

FFPE audiniy rezekcijos (RES) méginiai

e Jei RES méginiuose yra = 10 % auglio Igsteliy dominancioje srityje (,region of interest*,
ROI), visg audinio srit] i8 dviejy atpjovy (4-5 pm) nugrandykite j pazenklintus
mikrocentrifuginius mégintuveélius, kiekvienam méginiui naudodami naujg skalpelj. Jei
méginiy ROI yra < 10 % auglio Igsteliy, atlikite makrodisekcijg ir, kiekvienam méginiui
naudodami naujg skalpelj, j pazenklintus mikrocentrifuginius mégintuvélius
nugrandykite tik auglio ROI i$ dviejy atpjovy.

® Rezekuotiems audiniy méginiams proteinazés K skaidymas turi bati atlieckamas
1 valanda.

® RES méginiy atveju iSgryninta gDNR po 10 minuciy inkubacijos kolonéléje turi bati
iSplaunama 120 pl ,Buffer ATE" (tiekiamas ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit*
rinkinyje).

* Nenaudokite denatiruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.
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FFPE CNB méginiai

CNB meéginiams naudokite pakankamg skaiciy 4—-5 um atpjovy, kad i$§ daugiausia SeSiy
atpjovy gautuméte maziausig reikalaujamg 20 mm? efektyvyjj auglio plotg (,effective
tumor area“, ETA). Kad gautuméte 20 mm? ETA, naudokite maziausig galimg atpjovy
skaiciy (1-6).

Méginiy, kuriy 20 mm? ETA negalima gauti naudojant daugiausia $esias atpjovas,

atveju tyrimai atliekami naudojant SeSias atpjovas.
CNB meéginiams proteinazés K skaidymas turi bati atliekamas 1 valanda.

CNB méginiy atveju iSgryninta genominé DNR po 10 minuc€iy inkubacijos kolonéléje turi
bati iSplaunama 70 pl ,,Buffer ATE® (tiekiamas ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit*
rinkinyje).
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DNR iSskyrimas iS plazmos méginiy

DNR turi bati iSskiriama naudojant ,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit“ rinkinj

(kat. Nr. 61504), laikantis toliau aprasyty ctDNA gryninimo i$ plazmos méginiy salygy.

Pastaba. ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys buvo sukurtas naudojant ,QlAamp
DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkiniu i8skirtg DNR. Nenaudokite kity DNR iSskyrimo
produkty.

Atlikite DNR iSskyrima pagal ,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit‘ vadove pateiktus

+Klasikinio protokolo“ nurodymus, atkreipdami démes;j j Siuos veiksnius:

Pradinis plazmos tdris — 2 ml.
Kai neturima 2 ml, padidinkite tdrj iki 2 ml, jpildami fosfatinio buferinio tirpalo (PBS).
Visi centrifugavimo veiksmai atliekami kambario temperatiroje (15-25 °C).

ISjunkite vakuumg tarp veiksmy, kad protokolo veiksmy mety baty taikomas pastovus

vienodas vakuumas.

Proteinazés K taris turi bati 250 pl.

ISgryninta ctDNA turi bati iSplauta 70 ul AVE buferio (pateikiamo ,QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit" rinkinyje).

,QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinj galima naudoti tik rankiniu badu.
Kur reikia, naudokite molekulinés biologijos klasés etanolj*

ISgrynintg ctDNA laikykite temperatdroje nuo —30 iki —15 °C.

Pastaba. Visy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinyje esanciy tyrimy metu
sugeneruojami trumpi PGR produktai. Vis délto ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*
rinkinys neveiks stipriai fragmentuotos DNR. Kad méginys bty tinkamas, iSskirta DNR
turi bati darbinio kontrolinés medziagos Cr intervale (= 24,68 ir < 31,68).

* Nenaudokite denatdruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.
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PIK3CA mutacijy aptikimas

Sis protokolas skirtas PIK3CA mutacijoms aptikti.

Svarbi informacija prie$ pradedant tyrimg

Naudojant kiekviename rinkinyje esantj PIK3CA reakcijos miSinj, per keturias tyrimo
serijas galima jvertinti iki 24 méginiy. Optimalu naudoti keturias tyrimo serijas, kai
kiekvienoje tyrimo serijoje yra ne daugiau kaip SeSi méginiai. Naudodami mazesnes
méginiy partijas, kiekvienu ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit® rinkiniu iStirsite maziau
méginiy.

Méginj reikia iStirti naudojant visus ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinyje
pateiktus reakcijos misinius.

Atliekant tg pacig PGR tyrimo serijg, negalima analizuoti mi8riy partijy, sudaryty i$
méginiy, gauty ir i$ audiniy, ir i$ plazmos méginiy. PGR partijas turi sudaryti tik i$
audiniy gauti méginiai arba tik i$ plazmos gauti méginiai.

Nevartykite Taqg DNR polimerazés (mégintuvélis Taq) arba bet kokio misinio, kurio
sudétyje yra Taq DNR polimerazés, nes tai gali iSaktyvinti fermenta.

Pipete jlasSinkite Taq DNR polimerazés: pipetés antgalj atsargiai panardinkite po

skyscio pavirSiumi, kad antgalis nepasidengty fermenty pertekliumi.

K3 reikia atlikti prie$ pradedant

|sitikinkite, kad tyrimo serijos atliekamos naudojant ,Rotor-Gene AssayManager* v2.1,
»-Gamma Plug-in“ ir arba ,therascreen_PIK3CA_FFPE" tyrimo profilj (audiniy méginiai),
arba ,therascreen_PIK3CA_Plasma” tyrimo profilj (plazmos méginiai). |sitikinkite, kad
prie$ pirma ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaiso naudojimg yra jdiegta susijusi
programiné jranga, ir laikykités atitinkamy nurodymy dél tyrimo serijos paleidimo ir

duomeny analizes (zr. ,PIK3CA mutacijos analizés tyrimo serijos atlikimas*, 36 psl.).
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® Pries kiekvieng naudojimg visus reagentus, jskaitant Taq DNR polimeraze
(mégintuvélis Taq), ir DNR méginius reikia visiSkai atSildyti kambario temperataroje
(1525 °C) bent 1 valanda, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandos, sumaisyti (vartant 10 karty)
ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.

e |sitikinkite, kad PGR jkélimo blokas yra tinkamai dezinfekuotas (zr. ,Bendrosios

atsargumo priemonés®, 21 psl.) ir sausas.

Procedira

1. AtSildykite kambario temperataroje (15-25 °C) visus reakcijy miSinius, vandenj
kontrolinei medziagai be matricos, Tag DNR polimeraze, PIK3CA teigiamg kontroling
medziagg ir DNR méginius bent 1 val., bet ne ilgiau kaip 4,5 valandos.

2. Po 1 val. gerai sumaisykite visus reagentus, kiekvieng meégintuvélj apversdami
10 karty, kad nesusidaryty drusky sankaupy. Trumpai centrifuguokite visus reagentus,
kad baty surinktas turinys nuo meégintuvélio dugno.

Pastaba. Nevartykite Tag DNR polimerazés (mégintuvélis Taq) arba bet kokio misinio,

kurio sudétyje yra Taq DNR polimerazeés, nes tai gali iSaktyvinti fermenta.

3. Pagal 4 lenteléje pateiktus nurodymus pazymekite SeSis mikrocentrifugos
mégintuvélius (netiekiama). Paruo$kite pakankama kiekj pagrindiniy misiniy
(kontroliniy ir mutacijos reakcijy misiniy) ir Tag DNR polimeraze¢ DNR méginiams,
vieng PIK3CA teigiamos kontrolinés medziagos reakcijg ir vieng kontrolinés

medziagos be matricos reakcijg pagal 4 lenteléje nurodytus tdrius.
Pagrindiniuose miSiniuose yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus méginj.
Pastaba. Ruosiant pagrindinj miSinj, pirmiausia j atitinkamg meégintuvélj jpilama
reikiamo tdrio kontrolinés medziagos arba mutacijy reakcijos misinio, o Tag DNR

polimerazé jpilama paskutiné.
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4 lentelé. Tyrimo pagrindiniy misiniy ruosimas

Reakcijos misinio
mégintuvélis

Reakcijos misinio tiiris (n* + 3)

Taqg DNR polimerazés tiris (n* + 3)

RM 1 mégintuvélis
RM 2 mégintuvélis
RM 3 mégintuvélis
RM 4 mégintuvélis
RM 5 mégintuvélis

RM 6 mégintuvélis

19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 l x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 l x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)

0,17 pl x (n +3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n +3)
0,17 l x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)

n = DNR méginiy kiekis. n reikSmé neturi virSyti $esiy, nes vienu metu tirti galima daugiausia Sesis méginius. |
rinkinj jtrauktos trys papildomos reakcijos, kad jy tikrai pakakty PGR nustatyti ir kontrolinéms medziagoms.

4. UzZkimSkite mégintuvélj su pagrindiniu miSiniu ir 10 karty apverskite, kad pagrindinis

misinys gerai susimaiSyty. Trumpai centrifuguokite mégintuvélj, kad misinys nusésty

mégintuveélio dugne.

5. IS karto po to, kai paruoSiami pagrindiniai miSiniai, j jkélimo blokg jdékite reikiamg

skai€iy PGR 4-mégintuvéliy juosteliy (kiekvienoje juosteléje yra keturi mégintuvéliai;

PGR 4 meégintuvéliy juostelés netiekiamos) pagal 4 lenteléje pateiktg iSdéstyma.

Mégintuvéliy juosteliy neuzdarykite. Nedelsdami jpilkite 20 pl atitinkamo pagrindinio

misinio j kiekvieng PGR mégintuvéliy juostele.

Pastaba. Laikykite dangtelius plastikiniame indelyje, kol jy prireiks.

Pastaba. Reakcijy miSiniy nustatymui Zr. 4 lentele, kurioje pateiktas mégintuvéliy

iSdéstymas.
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5 lentelé. Tyrimo serijos iSdéstymas jkélimo bloke, siekiant atlikti P/K3CA mutacijy aptikima

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

Pastaba. Kiekviename mégintuvélyje i$ viso turi bati 25 pl reakcijos tdrio (20 pl pagrindinio misinio, paruo$to pagal
4 lentele, ir 5 ul NTC / méginio / PC). Skaiciai reiSkia vietas jkélimo bloke ir nurodo galutine rotoriaus padétj. E: tuscia
(Empty).

6.

10.

] NTC mégintuvélius (9—-14 mégintuvéliy vietos) nedelsdami jpilkite 5 pl vandens,
skirto kontrolinei medziagai be matricos, ir mégintuvélius uzdarykite.

. ] méginiy mégintuvélius jpilkite po 5 ul kiekvieno DNR méginio ir, kad iSvengtuméte

kryZminio uzter§imo tarp meginiy, i$ karto po kiekvieno meginio jpylimo mégintuvélius
uzdarykite.

. Ipilkite j PC mégintuvélius (1-6 mégintuvéliy vietos) 5 pyl PIK3CA teigiamos kontrolinés

medziagos ir mégintuveélius uzdarykite.

. llgalaikiu zymekliu pazymékite PGR 4 mégintuvéliy juosteliy pirmy mégintuvéliy,

esanciy maziausiy skaiciy vietose, dangtelius (pvz., esanéiy 1, 5, 9 vietose ir t. t.), kad
nurodytumeéte kryptj, kaip jdéti mégintuvélius j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
prietaiso 72 Sulinéliy rotoriy.

Jdékite visas PGR 4 mégintuvéliy juosteles j atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas
pagal tyrimo serijos iSdéstymg (5 lentele ir 5 pav.). Ypac atidziai stebékite, kad
mégintuvéliai 72 Sulinéliy rotoriuje baty perkelti j tinkamas padétis (mégintuvéliy
padétis 72 Sulinéliy rotoriuje turi sutapti su mégintuvéliy padétimi jkélimo bloke).
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Pastaba. Visas nenaudojamas rotoriaus vietas reikia uzpildyti uzdarytais tusciais
mégintuvéliais. Taip uZtikrinsite, kad baty iSlaikytas ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
prietaiso Siluminis efektyvumas.

PIK3CA reakcijos misinys

PIK3CA reakcijos miinys 2

PIK3CA reakcijos misinys 3

PIK3CA reakcijos misinys 4
PIK3CA reakcijos miSinys 5 =—#
PIK3CA reakcijos midinys 6 —*
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Tuscia r —»
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5 pav. Plokstés ir rotoriaus nustatymas eksperimentui su ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*“ rinkiniu atlikti.
PC: Positive Control (teigiama kontroliné medziaga) S: DNR méginys NTC: No - Template Control (kontroliné
medziaga be matricos), vanduo
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DEMESIO

A

Mégintuvéliai turi bati jdedami j rotoriy, kaip parodyta 5 paveiksle,
nes tyrimo profilyje esantis automatinés analizés rinkinys yra
pagrijstas tokiu iSdéstymu. Naudojant kitokj iSdéstymg, bus gauti

iSkreipti rezultatai.

11. Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisg.

|sitikinkite, kad ant rotoriaus yra uzdétas fiksuojamasis Ziedas (tiekiamas su

»,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisu), jtvirtinantis mégintuvélius tyrimo serijos

metu, o prietaiso dangtis yra uzdarytas.

12. Norédami pradéti tyrimo serijg, laikykités kitame skyriuje ,PIK3CA mutacijos analizés

tyrimo serijos atlikimas® pateikty nurodymuy.
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PIK3CA mutacijos analizés tyrimo serijos atlikimas

13. NeSiojamojo kompiuterio, prijungto prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaiso,
darbalaukyje dukart spustelékite ,Rotor-Gene AssayManager” v2.1 piktograma.

14. Pagal numatyma pasirodo aplinka ,Setup® (nustatymas). Norédami sukurti naujg
darby sgrasa, spustelékite ,New manual worklist* (naujas rankinis darby sgrasas)

(6 paveikslas).

Awailabe wock lits | Manage o apply woek lists

e

et | s . —a— 2

6 pav. Naujos rankinés darbo uzduoties nustatymas. 1 = skirtukas ,Setup” (saranka), 2 = ,New manual work list*
(nauja rankiné darbo uzduotis).
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15. Pagrindinio lango kairéje puséje pasirinkite skirtuka ,Assays” (tyrimai). AtsiZzvelgiant |
méginio tipg, galimy tyrimy profiliy sgrase spustelékite ,therascreen_PIK3CA_FFPE
Assay Profile“ audiniy méginiy atveju arba ,therascreen_PIK3CA_Plasma Assay
Profile“ plazmos méginiy atveju ir spustelékite mélyna rodykle, kad pasirinktuméte
tyrimo profilj. Jei tyrimo profilio pavadinimas yra sutrumpintas, bakstelékite j tyrimo

profilj, kad pamatytuméte visg pavadinimg (7 paveikslas).

DEMESIO | Patikrinkite, ar méginio tipui pasirinktas tinkamas tyrimo profilis.

dal = A =

Lo b —

7 pav. Naujos rankinés darbo uzduoties nustatymas: tyrimo profilio pavadinimo pasirinkimas. 1 = skirtukas
LJAssays"” (tyrimai), 2 = galimi tyrimo profiliai naudojant pasirinktg méginj ,therascreen_PIK3CA_FFPE" arba
Jtherascreen_PIK3CA_Plasma“, 3 = pasirinkite tyrimo profil;.
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16. Lange ,Selected assay profiles” (pasirinkti tyrimo profiliai) jveskite reikiamy istirti

méginiy skaiciy, neskaitant tyrimo kontrolinés medziagos (8 paveikslas).

[ | e e T ] B

8 pav. Pagrindinis langas ,,Create work list“ (sukurti darby sarasa). 1 = pridéti méginiy skaiciy.
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17. Spustelékite skirtukg ,Kit information (rinkinio informacija). Rankiniu bddu pasirinkite

.Enter kit information” (jvesti rinkinio informacijg) ir jveskite $ig rinkinio informacijg (9

paveikslas):

,Kit bar code” (rinkinio briiksninis kodas);
,Material number” (medziagos numeris);
,Lot number® (partijos numeris);

,Kit expiry date” (rinkinio tinkamumo laikas).

Create work list | Edit Kit information

ot wank b

e el o | ]

9 pav. Pagrindinis langas ,,Create work list“ (sukurti darby sarasa). 1 = skirtukas ,Kit information” (rinkinio
informacija), 2 = ,Enter the kit information” (jvesti rinkinio informacijg).
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18. Kad jvestuméte méginio informacijg, spustelékite skirtukg ,Samples” (méginiai).
Rankiniu badu jveskite méginio pavadinimus (10 paveikslas).

Pastaba. Prie$ paleisdami ,Rotor-Gene AssayManager” tyrimo serijg jsitikinkite, kad

jvesti teisingi meéginiy pavadinimai.

Create work ist | Exit samples

Pes | [ [t o s St s

Foet et Expert Soeadcose | Mesel - ——
@ Cloned oo

10 pav. Pagrindinis langas ,,Create work list“ (sukurti darby sarasa). 1= skirtukas ,Samples* (méginiai), 2 =

méginiy pavadinimy jvedimas.
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19. Spustelékite skirtukg ,Properties” (savybés) ir jveskite darbo uZzduoties pavadinima.
Jvede darby sgraso pavadinima, jsitikinkite, kad yra pazyméti Zymimieji langeliai ,is
editable“ (redaguotinas) ir ,work list is complete“ (darby sagrasas baigtas). Kad
pritaikytuméte darby sarasg, apatiniame deSiniajame kampe spustelékite ,,Apply*

(taikyti). Pasirodys naujas langas (11 paveikslas).

& &

Creats work list | Edit proparties.

=

11 pav. Pagrindinis langas ,,Create work list“ (sukurti darby sarasa). 1 = skirtukas ,Properties” (savybés), 2 =
darby saraso pavadinimo jvedimas, 3 = pasirinkite ,is editable” (redaguotinas) ir ,work list is complete” (darby
sgrasas baigtas), 4 = ,Apply” (taikyti).
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20. Lauke ,,Experiment name“ (eksperimento pavadinimas) jveskite eksperimento
pavadinimg. Galimy cikly valdikliy sgrase pasirinkite cikly valdiklj ir jsitikinkite, kad
pazymétas zymimasis langelis ,Ring attached“ (ziedas uzdétas) (12 paveikslas).
Atlike visus veiksmus, spustelékite ,Start run (pradéti tyrimo serijg). Ekrano

virSutiniame kairiajame kampe esanti RGQ piktograma pasidarys Zalia ir tai reikS, kad

tyrimo serija yra pradéta.

2
et won A e
e

e e
1
o [ele}—3

A
—

— E— 4

12 pav. Darby saraso taikymas ir tyrimo serijos paleidimas. 1 = jveskite eksperimento pavadinimag, 2 = prietaiso
pasirinkimas, 3 = jsitikinkite, ar pasirinkta parinktis ,Ring attached®, 4 = pradékite tyrimo serijg.
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Pastaba. AtsiZzvelgiant j tyrimo serijos pazanga ir rezultatg, keiciasi piktogramos
,Cycler” (cikly valdiklis) busena. Visa Siy cikly valdiklio piktogramy apibddinima galima
rasti ,Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application” v2.1 programinés jrangos

»Core Application“ naudotojo vadove

Cikly valdiklio piktogramos pavyzdziai parodyti 13 paveiksle.

v
Pazangos
indikatorius Tvri
i iKlis veiki . - L . " rimo
C'k't‘t;g';’j':':;’:'k'a Cikly valdiklis veikia Tyrimo serija (spusteléjuys Stop Process"
Pazangos indikatorius sekmingai baigta (sustabdyt'i‘ procesg) ar
vizualizuoja tyrimo serijos jvykus klaidai)
pazangag
=\
=]
Cycler 1 Cycler 1
) - ; i Negaliojantis Tyrimo serija sustabdyta
Cikly valdiklis Clk!ﬁgatl:'skhs pat%irtinjimas arba neprijungtas cikly
neprijungtas Jung verimcation valdiklis

13 pav. Rodomos cikly valdiklio piktogramos.
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21. Pasibaigus tyrimo serijai, spustelékite mygtuka ,Finish run® (baigti tyrimo serija).
Atsidarys dialogo langas ,Release and go to approval“ (atjungti ir pereiti prie
patvirtinimo) (14 paveikslas).

Pastaba. Atliekant tyrimo serijg amplifikacijos kreivés bus rodomos ir atnaujinamos

realiuoju laiku. Apatiniame kairiajame kampe esantis pazangos indikatorius rodys likusj

laika.
Svarbu. Vykstant tyrimo serijai, neuzdarykite lango.
Cikly valdiklis veikia Tyrimo serija Tyrimo serija |
tusciaja eiga pradéta baigta
= =)
Cikly Cycler 1 Cycler 1
valdiklio
piktograma Pazangos
indikatorius
Pazangos P — Ready
indikatorius .
Mygtuko

P - Sto 0CEsSs 1

14 pav. Tyrimo serijos uzbaigimas. 1 - ,Finish run“ (baigti tyrimo serijg).
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22. Spustelékite ,Release” (atjungti) ir pereikite prie patvirtinimo, kad patektuméte |
skirtukg ,Approval” (patvirtinimas) ir atjungtumeéte ,Rotor-Gene Q" prietaisg (15
paveikslas). Ekrano virSutiniame deSiniajame kampe esanti RGQ piktograma pasikeis
i$ zalios | mélyng ir tai reik$, kad prietaisas pasiruoSes atlikti kitg tyrimo serija.
Neatsizvelgiant j tai, ar tyrimo serija buvo sékminga, ar ne, ji turi bati atjungta ir
patvirtinta. ,Rotor-Gene AssayManager” prietaise pateikiamy galimy gedimy ir klaidy
kody sarasa zr. ,Rotor-Gene AssayManager“v2.1 Core Application“ naudotojo
vadove ir ,Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in“ naudotojo vadove.

Position Name Run status
[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

15 pav. ISkylantysis langas ,,Finish Run“ (baigti tyrimo serija). 1 = ,Release and go to approval“ (atjungti ir

pereiti prie patvirtinimo).

Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019 47



23. Aplinkos ,Approval® (patvirtinimas) dalyje ,Assay selection“ (tyrimo pasirinkimas)

pasirinkite eksperimentg ir spustelékite ,,Start approval“ (pradéti patvirtinimg) (16
paveikslas).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples  Operator Run date Status

Experniment_1_030118 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

-

16 pav. Atjungimo proceso pradzia aplinkoje ,,Approval“ (patvirtinimas). 1 = pasirinktas patvirtinti tyrimas, 2 =
,Start approval” (pradéti patvirtinimg).

Skiltyje ,Plots and information“ (duomenys ir informacija) (1) galima rasti informacija
,Raw data“ (neapdoroti duomenys), ,Processed data“ (apdoroti duomenys),
~Experiment’ (eksperimentas), ,Assay” (tyrimas) ir ,Audit trail“ (audito seka). Tyrimo
rezultatus galima rasti skiltyje ,Results” (rezultatai) (2).

Jei ,Positive Control“ (teigiama kontroliné medziaga) ir ,No Template Control*
(kontroliné medziaga be matricos) yra priimtiname diapazone, skiltyje ,Sample Status*
(méginio bisena) bus pateiktas pranesimas ,,Valid*“ (galioja). PrieSingu atveju bus
pateiktas pranesimas ,Invalid“ (negalioja).

Jei kuri nors i$ tyrimo serijos kontroliniy medziagy nepavyksta, tyrimo serija bus
laikoma negaliojancia. Visi méginiai bus pazyméti kaip ASSAY_INVALID.
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24

Duomeny ir informacijos sritis

Rezultaty sritis

Nurodymus apie tolesnius veiksmus Zr. skyriuje ,,,Rotor-Gene AssayManager* v2.1
programinés jrangos ,therascreen PIK3CA Assay Profile* Zzymés* (54 puslapis).
Pastaba. Tyrimo profilyje yra integruotos visos automatinio tyrimo ir méginio analizés
bei rezultaty interpretavimo taisyklés. Todél programiné jranga automatiskai jvertina
méginiy ir kontroliniy medziagy tinkamumag arba netinkamuma.

. Spustelékite ,Release/report data“ (atjungti / pranesti duomenis). Atsidarys langas

.Release/report data“ (17 paveikslas).
e S

17 pav. Tyrimo rezultaty pagrindiniy langy pavyzdys. 1 = skirtukas ,Experiment” (eksperimentas) srityje ,Plots
and information” (duomenys ir informacija). 2 = ,Results” (rezultatai) sritis, 3 = ,Release/report data“

(atj

ungti / pranesti duomenis).
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25. Jei norite iSsaugoti eksperimentg archyve ir sukurti LIMS iSvestj bei tyrimo serijos

ataskaitg, spustelékite OK (18 paveikslas). Tyrimo serijos ataskaitos ir LIMS
eksportavimas bus iSsaugoti numatytajame ataskaity kataloge. Numatytajj katalogg
galima rasti skirtuke ,,Configuration” (konfigdracija), ,Default data export directories”
(numatytieji duomeny eksportavimo katalogai).

@ Release [ report data

Messages

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

—

18 pav. ,,Release/report data“ (atjungti / pranesti duomenis) lango pavyzdys.
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26. Norédami perZiaréti eksperimenty archyve saugoma eksperimenta, spustelékite
»Archive® (archyvas) ir ieSkokite eksperimento, naudodami skiltyje ,Filter Options*
(filtravimo parinktys) pateiktus paieSkos kriterijus. Norédami nar8yti, spustelékite
LApply filter” (taikyti filtrg). Pasirinkite eksperimenta, pazymédami Zymimajj langel;
Salia norimo perzidréti eksperimento, ir spustelékite ,,.Show assays* (rodyti tyrimus)

(19 paveikslas).

19 pav. ,,Experiment Archive* (eksperimenty archyvas) pagrindinio lango pavyzdys. 1 = Skirtukas ,Archive”
(archyvas), 2 = paieskos parinktys, 3 = eksperimento pavadinimo pasirinkimas, 4 = Skirtukas ,Show assays"
(rodyti tyrimus).
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Rezultatai

Uzbaigus tyrimo serija, ,therascreen PIK3CA Assay Profile“ automatiSkai atlieka analize ir
pateikia informacijg apie aptiktas mutacijas. Toliau pateiktas paaiSkinimas, kaip ,therascreen
PIK3CA Assay Profile“ analizuoja ir pateikia informacijg apie aptiktas mutacijas.

Analizé

PGR ciklas, kurio metu konkrecios reakcijos fluorescencija virSija i§ anksto nustatytg
slenkscio reikSme, uzduotg ,therascreen PIK3CA Assay Profile”, apibréziamas kaip Cr
reikSmé. Cr reikSmé rodo konkrelios jvesties DNR kiekj. Mazos Cr reikSmés rodo
aukstesnius jvesties DNR lygius, o didelés Cr reikSmés — mazesnius jvesties DNR lygius.
Reakcijos, kuriy fluorescencija virsija slenkstine verte, esant Siai Ct reikSmei arba iki jos,

laikomos teigiamomis.

Naudojant kontroling reakcijg DNR meéginiui jvertinti ir remiantis gautomis Cr reikSmémis,
galima nustatyti, ar méginyje yra analizei tinkamas DNR lygis ir kuriuos méginius prie$

analizuojant reikia atskiesti.

Kai norint nustatyti atitinkamas Cr reikSmes, meéginys vertinamas naudojant skirtingus
mutacijy reakcijy misinius, ,therascreen PIK3CA Assay Profile” programiné jranga leidzia

apskaiciuoti méginio ACr reikSme naudojant Sig lygtj:
ACrt = [mutacijos tyrimo Cr reikS8mé] — [kontrolinio tyrimo Cr reikSmé]
Remiantis i$ anksto nustatytomis analitinémis Ct ir ACt reikSmémis, ,therascreen PIK3CA

Assay Profile“ programiné jranga kokybiSkai nustato DNR méginiy mutacijos biseng ir

pranesa, ar méginyje yra mutacija (-0s).A
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Tyrimo serijos kontrolinés medziagos (PC, NTC ir IC) vertinamos norint uztikrinti, kad Cr

reikSmés yra priimtinos ir reakcijos atliekamos sékmingai.

Jei méginio kontrolinés medziagos Ct yra mazesnis uz priimting intervalg, tai reiSkia, kad
DNR kiekis yra per didelis ir méginj reikia praskiesti, kaip aprasyta 52 puslapyje esaniame
skyriuje ,,Rotor-Gene AssayManager‘ v2.1 programinés jrangos ,therascreen PIK3CA
Assay Profile* Zzymés"®.

Visi Sie vertinimai atliekami automatiSkai ir jiems nereikia rankinio interpretavimo. Sistema
automatiskai patikrina tyrimo serijos galiojimo ir méginio galiojimo kriterijus ir nepranesa apie
mutacijos blseng, jei méginys arba tyrimo serija negalioja.

,Rotor-Gene AssayManager® v2.1 programiné jranga nustato kiekvieno tikslinio biologinio
zymeklio rezultatg, sujungdama visus atitinkamus analizés rezultatus pagal pagrindinius
analizés algoritmus, pavyzdziui, normalizavimg, méginio ir analizés taisykles, apibréztas
atitinkamame analizés profilyje.

Atskiram méginiui gali bati priskirti tokie rezultatai:

e PIK3CA Mutation Detected” (PIK3CA mutacija aptikta)
e ,No Mutation Detected” (Mutacija neaptikta)

o INVALID" (NEGALIOJA): jei analizés metu ,Rotor-Gene AssayManager” v2.1
programiné jranga meéginiui priskiria vieng ar daugiau zymiy, pagal kurias tikslinis
rezultatas nustatomas kaip INVALID (negalioja).

Pastaba. Jei atliekant tyrimo serijg jvyksta klaida, ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* tiriami
méginiai turi bati sunaikinti ir pakartotinai nebetiriami.
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,Rotor-Gene AssayManager” v2.1 programinés jrangos
.<therascreen PIK3CA Assay Profile“ zymeés

Visos galimos Zzymés, atitinkancios ,Rotor-Gene AssayManager” v2.1 ,Gamma Plug-in®, yra
iSvardytos ,,Rotfor-Gene AssayManager” v2.1 ,Gamma Plug-in“ naudotojo vadove.

6 lenteléje iSvardytos galimos Zymés, kurias gali sugeneruoti ,therascreen PIK3CA Assay

Profiles®, jy reikSmés ir atliktini veiksmai.

Zymiy pavadinimai sudaryti taip, kad pateikty informacijg apie paveiktg rinkinio komponenta,
paveikta méginj arba kontrole ir nepavykusios reakcijos rezima.

Pavyzdziui:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = teigiamos kontrolés (Positive Control, PC) kontrolinis
tyrimas (CTRL_ASSAY) nepavyko (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = kontrolinés medziagos be matricos (No Template Control,
NTC) vidiné kontrolé (INT_CTRL) nepavyko (FAIL)

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = méginio (SAMPLE) kontrolinio tyrimo (CTRL) didelé
koncentracija (HIGH_CONC)
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6 lentelé. ,,PIK3CA Assay Profiles“ naudojamos programinés jrangos Zymés

Zymeé

Reiksmé

Veiksmas

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

UNEXPECTED_CT_VALUE

NO_CT_VALUE

Negaliojanti tyrimo serija.
IC verté virsija
specifikacijos diapazonag
PC arba NTC
mégintuvéliuose.
Negaliojantis tyrimas.

IC méginyje virsija
specifikacijos diapazona.

Negaliojanti tyrimo serija.
PC virsija specifikacijos
diapazong.

Negaliojanti tyrimo serija.
PC nesiekia
specifikacijos diapazono.
Negaliojanti tyrimo serija.
IC nesiekia specifikacijos
diapazono PC ir NTC
mégintuvéliuose.
Negaliojantis tyrimas.

IC méginyje nesiekia
specifikacijos diapazono

Negaliojanti tyrimo serija.
Cr verté aptikta NTC.

Negaliojanti PC arba IC.

PC PC mégintuvéliuose
arba IC PC
meégintuvéliuose ir NTC
mégintuvéliuose néra Cr
vertés.

Negaliojantis tyrimas.
Méginyje néra Cr vertés.

Pakartoti tyrimo serija.

Pakartotinai dar kartg istirkite megin;. Jei
pakartotinai atlikus tyrimg, méginio IC Cr vis
dar virSija leisting diapazona, pakartotinai
iSskirkite méginj. Jei po pakartotinio
iSskyrimo ir dviejy tyrimo cikly méginio IC vis
dar virSija leisting diapazong, apie méginj
reikia pranesti kaip apie neapibrézta.

Pakartoti tyrimo serijg.

Pakartoti tyrimo serija.

Pakartoti tyrimo serija.

Pakartotinai dar kartg iStirkite mégin;. Jei
pakartotinai atlikus tyrimg, meéginio IC Cr vis
dar nesiekia leistino diapazono, pakartotinai
iSskirkite méginj. Jei po pakartotinio
iSskyrimo ir dviejy tyrimo cikly méginio IC vis
dar nesiekia leistino diapazono, apie méginj
reikia pranesti kaip apie neapibrézta.

Pakartoti tyrimo serijg.

Pakartoti tyrimo serija.

Pakartotinai dar kartg iStirkite mégin;. Jei
pakartotinai atlikus tyrimag, meéginio IC Cr vis
dar néra, pakartotinai iSskirkite méginj. Jei po
pakartotinio iSskyrimo ir dviejy tyrimo cikly
méginio IC vis dar néra, apie méginj reikia
pranesti kaip apie neapibrézta.

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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6 lentelé. ,,PIK3CA Assay Profiles“ naudojamos programinés jrangos Zymés, tesinys

Zymeé

Reik§mé

Veiksmas

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE

Negaliojantis tyrimas.

Méginio kontrolinés
medziagos Cr verté
nesiekia kontrolinés
medziagos darbinio
diapazono.

Negaliojantis tyrimas.

Méginio kontrolinés
medziagos Cr verté
virsija kontrolinés
medziagos darbinj
diapazona.

Negaliojantis tyrimas.

Méginio kontrolinés
medziagos

mégintuvéliuose méginio

Cr vertés néra.

Méginys per daug koncentruotas, jj reikia
atskiesti. Laikykités skyriuje ,Kontrolinés
medziagos CT reikSmé*, 56 puslapyje,
pateikty nurodymuy.

Pakartotinai dar kartg itirkite méginj. Jei
pakartotinai atlikus tyrima, kontrolinés
medziagos Cr vis dar virSija kontrolinés
medziagos darbinj diapazong, pakartotinai
iSskirkite méginj. Jei po pakartotinio
iSskyrimo ir dviejy tyrimo cikly kontrolinés
medziagos Cr vis dar virSija kontrolinés
medziagos darbinj diapazona, apie méginj
reikia pranesti kaip apie neapibrézta.

Pakartotinai dar karta itirkite méginj. Jei
pakartotinai atlikus tyrima, méginyje vis dar
néra Cr, pakartotinai iSskirkite méginj. Jei po
pakartotinio iSskyrimo ir dviejy tyrimo cikly
meéginyje vis dar néra Cr, apie méginj reikia
pranesti kaip apie neapibrézta.

Pastaba. Jei pakartotinai iStirtas méginys negalioja dél kitos priezasties, tai vis tiek laikoma

antruoju pakartotiniu tyrimu ir méginys turi bati iSskiriamas i$ naujo.

Kontrolinés medziagos Cr reikSmé

Yra dvi galimos negaliojancio méginio dél kontrolinés medziagos Ct reikSmés Zymos:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Méginys yra per daug koncentruotas ir perkraus mutacijy

tyrimus. Norint gauti galiojantj méginio rezultatg, méginys turi bati praskiestas. Méginiai

turi bati skiedziami remiantis tuo, kad, praskiedus juos per puse, Ct padidés 1.

Méginius reikia skiesti naudojant rinkinyje pateiktg vandenj (vandenj skiedimui [Dil.]).
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Norint apskaiciuoti reikiamg kontrolinés medziagos Cr poslinkj (XRr) ir jvertinti reikiamag
skiedimo koeficientg (7 lentelé):

Xr = 25 — X (FFPE méginiams)

Xr = 27 — X (plazmos méginiams),

kur 25 (FFPE méginiams) arba 27 (plazmos méginiams) yra tikslinis praskiesto meéginio

kontrolinés medziagos Cr, o X — faktinis skiedZiamo méginio kontrolinés medziagos Cr.

Jei X néra sveikasis skaicius, apvalinama iki artimiausio sveikojo skai€iaus, pvz.,

2,1 apvalinama iki 3,0. Si verté yra Xr. Reikiama skiedimo koeficientg Zr. 7 lentelgje.

7 lentelé. Skiedimo koeficiento apskaiciavimas

Xr Skiedimo koeficientas Méginio santykis Skiedimo santykis
1 Du kartus 1 1
2 Keturis kartus 1 3
3 Astuonis kartus 1 7
4 16 karty 1 15
5 32 kartus 1 31
6 64 kartus 1 63
7* 128 kartus 1 127
8 256 kartus 1 255
* Tik plazmai.

e ABOVE_ACCEPTED_RANGE ir T1I_CONTROL_NO_CT_VALUE: DNR kiekis yra
eliuato (>30 pl). Jei atlikus pakartotinj tyrima, DNR kiekis yra vis dar nepakankamas,
pakartotinai iSskirkite jj i$ Svieziy FFPE atpjovy arba SvieZio plazmos méginio. Jei to
atlikti negalima, apie méginj reikia pranesti kaip apie neapibrézta.
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Efektyvumo charakteristikos: audiniy méginiai

Analitinis efektyvumas: audiniy méginiai

Specifinés ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio efektyvumo charakteristikos buvo
nustatytos tyrimuose naudojant FFPE audiniy méginius, paimtus i$ kraties véziu serganciy
pacienty, ir 12 FFPE Zmogaus Igsteliy linijy méginiy (FFPE lasteliy linijy méginiai), kuriuose
yra tyrimu aptikty zinomy P/IK3CA mutacijy, taip pat vieng PIK3CA laukinio tipo meéginj
(t. y. ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys neaptiko mutacijy 7, 9 ir 20 egzonuose).

TusStumos riba (,Limit of Blank®, LoB): audiniy méginiai

LoB apibréziama CLSI rekomendacijose EP17-A2 kaip ,didZiausias matavimo rezultatas,
kuris tikétina bus stebimas (su nurodyta tikimybe) tiriant tus¢ig méginj“. ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit* rinkinio atveju tai yra duomeny taskas, atitinkantis virSutinj 95 % procentilj
mutacijy neturiniuose meéginiuose. LoB buvo nustatyta iSanalizavus 56 atskirus klinikinius
laukinio tipo FFPE meéginius (30 RES meéginiy ir 26 CNB méginius), kuriy kiekvienas buvo
tiriamas po du kartus pagal kiekvieng i$ trijy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio
partiju, i$ viso gaunant 336 duomeny taskus. Patikrinta, ar kiekvieno mutacijos tyrimo LoB
vertés (pagal ACr), aptiktos naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinj, virsija
kiekvienam tyrimui nustatytas ACr ribines vertes ir yra apibendrintos toliau kartu su gautais

klaidingai teigiamais aptikimais.

58 Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019



8 lentelé. LoB rezultaty santrauka

Egzonas Mutacija Bazinis pokytis LoB (ACt verté) Klaidingai
teigiamy
aptikimy
koeficientas (%)

7 C420R 1258T>C 7,57 0,94

9 E542K 1624G>A 5,09 1,88

E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Aptikimo riba (,Limit of Detection®, LoD): audiniy méginiai

Tyrimas atliktas, siekiant nustatyti kiekvienos i§ 11 PIK3CA mutacijy LoD. LoD buvo
apibrézta kaip maziausias mutantinés DNR kiekis laukinio tipo DNR fone, kuriam esant
mutantiniame méginyje teigiami mutacijos rezultatai sudarys 95 % testo rezultaty (Cos).
w<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio 11 PIK3CA mutacijy tyrimy LoD nurodomi kaip
arba FFPE lgsteliy linijy DNR su skirtingais mutacijos procentiniais dydzZiais buvo paruosti
esant mazam DNR kiekiui, serijiniu bidu skiedziant FFPE klinikiniame laukinio tipo fone.
Kiekvienos PIK3CA mutacijos teisingy aptikimy procentinis dydis buvo jvertintas skirtingais
praskiedimo lygiais, naudojant tris skirtingas ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio
partijas su 24 pakartojimais, iSbandytais kiekvienoje rinkinio partijoje penkiems-SeSiems
MAF lygiams. Kiekvieno tyrimo LoD buvo apskaiCiuotas naudojant ,probit* metodg (9
lentelé). Galutiné kiekvienos mutacijos LoD verté buvo nustatyta kaip didziausia verté (pagal
MAF) visose ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio partijose. Siekiant patikrinti LoD,
remiantis nustatyta LoD buvo istirti mutacijos méginiai ir patikrintas teigiamas tyrimo rodiklis
pakartojamumo ir atkuriamumo tyrime.
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9 lentelé. Audiniy méginiy LoD, nustatyta naudojant mazai DNR turin€ius méginius, gautus i$§ FFPE klinikiniy
méginiy ir FFPE lasteliy linijy meéginiy

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis LoD (% MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,411
9 E542K 760 1624G>A 5,47+
E545A 12458 1634A>C 3,541
E545D 765 1635G>T 2,69*
E545G 764 1634A>G 4,98+
E545K 763 1633G>A 4,13%
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08%
20 H1047L 776 3140A>T 2,56+
H1047R 775 3140A>G 3,13%
H1047Y 774 3139C>T 14,041

MAF: Mutantiniy aleliy daznumas.

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy katalogas):
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

T LoD vertés buvo nustatytos naudojant DNR i3 Igsteliy linijy meéginiy.
* LoD reikSmés nustatytos naudojant DNR i$ klinikiniy méginiy.

Genominés DNR jvesties diapazonas: audiniy meéginiai

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinyje nenaudojama specifiné DNR koncentracija,
nustatoma spektrofotometrijos metodu. DNR jvestis yra grindziama kontrolinés reakcijos Ct
rezultatu, kuris parodo, kad méginyje yra pakankamai amplifikuojamos DNR. Kontrolinés
reakcijos Ct darbinis diapazonas buvo nustatytas, naudojant i$ viso 20 laukinio tipo FFPE
klinikiniy méginiy, i$ kuriy buvo gauti 107 duomeny taskai. Kontrolinés reakcijos Ct darbinis
diapazonas buvo nustatytas, naudojant apskaiciuotus leistinus nuokrypius. Nustatytas

kontrolinés reakcijos Ct diapazonas nuo 23,23 iki 33,38 Cr.
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ACr ribinés vertés: audiniy méginiai

Tyrimo ribiné verté — tai konkreti ACt verté, pagal kurig nustatoma, ar méginys yra teigiamas,
ar neigiamas dél PIK3CA mutacijos. Méginiai, kuriy ACr vertés yra lygios ribinei vertei arba
mazesnés uz ja, klasifikuojami kaip teigiami dél PIK3CA mutacijos (t. y. PIK3CA mutacija
aptikta), o ACrt vertés, didesnés uz ribine verte, klasifikuojamos kaip neigiamos dél PIK3CA
mutacijos (t. y. mutacija neaptikta). Nustatant kiekvienos mutacijos ribines vertes buvo
naudojamas lgsteliy linijos, klinikiniy meéginiy ir i§ anksto iSskirtos Igsteliy linijos DNR
misinys. Ribinés vertés buvo pasirinktos atsizvelgiant j Siuos parametrus: klaidingai teigiamy
rezultaty dalj, klaidingai neigiamy rezultaty dalj ir tyrimo jautruma.

Kiekvieno ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniu atliekamo tyrimo ribiné verte
nurodyta 10 lenteléje.

10 lentelé. Kiekvieno mutacijos tyrimo ribinés vertés, tiriant DNR i$ audiniy méginiy

Tyrimas Ribiné verté (ACr)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <75
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <7,0
H1047Y <6,2
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DNR jvesties poveikis ACt vertéms (tiesinis): audiniy méginiai

DNR |jvesties lygis apibréziamas kaip bendras amplifikuojamos DNR kiekis méginyje,
nustatytasPIK3CA pagal kontrolinés reakcijos Ct reikSmes. Kad baty galima jrodyti, jog
.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio veikimas yra nuoseklus visame kontrolinés
reakcijos Cr diapazone (nuo 23,23 iki 33,38), mutacijoms teigiamiems méginiams buvo
jvertintas 9 lygiy serijinis skiedimas su skirtingais DNR jvesties lygiais, kuriy virSutinis ir
apatinis lygiai buvo uz kontrolinés reakcijos Ct darbinio diapazono riby (23,23-33,38 CT).
Igsteliy linijos FFPE méginiai ir gDNA, i$§ anksto iSskirta i$ Igsteliy linijy. MAF buvo iSlaikyti
pastovis, o DNR jvestis buvo keiiama. Kiekvienai mutacijai tikslinés Cr vertés praskiedimo
lygiams 1 ir 9 buvo atitinkamai apytiksliai 23,00 ir 33,50. Abi vertés turéjo bati uz kontrolinés

reakcijos Ct diapazono riby.

Vertinimas buvo atliktas naudojant vieng ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* partijg su trim
kartotiniais meéginiais, istirtais vienam DNR lygiui. Kad baty galima nustatyti linijinj
diapazong, duomenys buvo iSanalizuoti naudojant regresine analize. Kad tyrimas bty
laikomas tiesiniu visame DNR jvesties diapazone, ACt neturéty kisti visame diapazone, t. y.
neturéty bati statistiSkai reikSmingo tiesinio, kvadratinio ar kubinio poveikio. Bendrai Cr
vertés, iSmatuotos esant skirtingiems bendriems DNR jvesties lygiams, buvo nuoseklios
visame ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio darbiniame diapazone E542K, E545D,
E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R ir H1047R mutacijoms, t. y. Sie tyrimai neparodé
statistiSkai reikSmingos p vertés (p>0,05) tiesiniam, kvadratiniam ir kubiniam poveikiui,
taikytam visiems tirtiems modeliams. IStitame DNR jvesties diapazone E545K, Q546R ir
H1047L tyrimai néra linijiniai kontrolinei reakcijai ACt. E545K tyrimo linijinis diapazonas buvo
nustatytas nuo Ct 24,08 iki 31,02. Q546R tyrimo linijinis diapazonas buvo nustatytas nuo Crt
24,28 iki 32,69. H1047L tyrimo linijinis diapazonas buvo nustatytas nuo Cr 25,74 iki 31,61.
Tyrimu nustatyta, kad nelinijinis poveikis neturéjo poveikio E545K ir H1047L tyrimy veikimui.
klaidingai neigiamais, kai DNR jvestis yra didelé (mazdaug kai kontrolinis Ct yra 23). Taciau
tikimybé, kad taip nutiks, yra labai maza, mazdaug 0,0052 %.
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Tyrimo specifiSkumas (kryZzminis reaktyvumas / specifiSkumas):
audiniy meginiai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj sudaro SeSi atskiri reakcijos miSiniai: viena
kontroliné reakcija, kuri aptinka PIK3CA geno 15 egzone regiong, ir 11 mutacijy tyrimy, kurie
aptinka PIK3CA mutacijas. Néra reakcijos, kuri konkreciai iSmatuoty laukinio tipo PIK3CA
sekg 7, 9 arba 20 egzonuose. ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio rezultatas ,No
Mutation Detected“ (Mutacija neaptikta) gaunamas nesant teigiamy mutacijy rezultaty.

Siekiant jvertinti, ar nustatant analitines ribines vertes teisingai atsizvelgta | kryzminj
linijy méginiai buvo tiriami dukart, naudojant tris ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio
partijas, esant mazai DNR jves€iai ir mazam MAF % bei didelei DNR jvesgiai ir dideliam
MAF % (i$ viso gauta 240 duomeny tasky). Siame tyrime nustatytas vienas kryZminio
reaktyvumo atvejis tarp E545D ir H1047R ir vienas atvejis tarp C420R ir H1047R. Taip pat
buvo keturi mutantinés nespecifinés amplifikacijos atvejai tarp didelio MAF méginiy E545A
ir H1047L. Apskritai 6/240 duomeny taskai parodé mutanting nespecifine amplifikacijg. Sesi
duomeny tasSkai, rodantys mutantine nespecifine amplifikacija, buvo epizodiniai ir
nenuosekliai pasireiSkiantys to paties méginio kartotiniuose méginiuose. Todél Sie rezultatai
nebuvo laikomi kryZminio reaktyvumo rezultatu. Taciau PGR kryZminis reaktyvumas buvo
nustatytas tarp H1047L ir H1047R. Sis kryZzminis reaktyvumas yra vienkryptis, t.y. jei
matomas dvigubas H1047R ir H1047L méginys, bus pranesta tik ,H1047R mutacija aptikta“.
Si taisyklé jdiegta j automatizuotg ,therascreen_PIK3CA_FFPE* tyrimo profilio algoritma.
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Trukdanti medziaga: audiniy meginiai

Nekrotiniy audiniy poveikis

Siekiant jvertinti potencialias trukdancias medziagas nekrotiniy audiniy krities vézio FFPE
méginiuose ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio veikimui, buvo analizuojami FFPE
klinikiniai méginiai i§ SOLAR-1 su gautais ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio ir
naujos kartos sekoskaitos (NGS) rezultatais. IS viso buvo jvertinta 180 méginiy be PIK3CA
mutacijy pagal NGS ir 199 méginiai su PIK3CA mutacijomis pagal NGS, jskaitant CNB ir
RES méginius. Patologo nustatytas nekrozés procentinis dydis svyravo nuo 0 iki 10 %

meéginiams be mutacijy ir nuo 0 iki 20 % méginiams su mutacijomis.

Tiek teigiamy, tiek neigiamy mutacijy FFPE méginiy atveju ,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit* rinkinio rezultatai 20 méginiy nesutapo su tikétinais NGS rezultatais. Sie rezultatai buvo
gauti i$ 17 neigiamy mutacijy ir i$ 2 teigiamy mutacijy méginiy, kuriuose nekrotinio audinio
yra maziau kaip 5 %, ir i§ vieno neigiamy mutacijy méginio, kuriuose nekrotinio audinio yra
maziau kaip 10 %. Taigi, nepanasu, kad prieStaringus rezultatus Iémé nekrozé. Rezultatai
patvirtina, kad ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj galima naudoti krities véZio FFPE

meéginiams, kuriuose nekrotinio audinio kiekis yra ne didesnis kaip 20 %.

Hemoglobino ir egzogeniniy medziagy poveikis

I$ FFPE iSskyrimo rinkinio (egzogeniné medziaga) arba i$ paties méginio (hemoglobinas)
patekusiy galimai trukdanciy medziagy poveikis tyrimo efektyvumui buvo matuojamas
lyginant kiekvieno mutantinio méginio, j kurj jmaiSyta trukdancios medziagos ir kontroliniy
ekstrakty, ACr ir lyginant laukinio tipo DNR méginiy teisingus rezultatus.

IStirtos Sios DNR iSskyrimo procese esancios egzogeninés medziagos:

e Parafinas

e Ksilenas

Etanolis
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e Buffer ATL"
® Proteinazé K
e  Buffer AL"

e  Buffer AW1“
e  Buffer AW2“

Méginiai, | kuriuos turéjo bati jmaiSyta egzogeniniy trukdanciy medziagy, pirmiausia buvo
normalizuoti iki Ct 30,00, o tada praskiesti laukinio tipo méginiais (taip pat normalizuotais iki
C130,00), kad baty gautas tiketinas Cr, kai MAF atitinka 3x LoD. Méginiai, j kuriuos jmaiSytas
hemoglobinas (endogeniné trukdancioji medziaga) iSskyrimo proceso metu, nebuvo
normalizuoti iki Ct 30,00 arba praskiesti iki 3x LoD prie§ vertinant mutacija, bet buvo
naudojami i$ karto po iSskyrimo. Taip buvo daroma, siekiant iSvengti kintamumo, kuris galéjo
atsirasti dél trukdanciosios medziagos.

Atliekant tyrimg reikéjo paruosti tiriamyjy méginiy rinkinj ir tus€iajj méginiy rinkinj (,Buffer
ATE" vietoj egzogeniniy medziagy ir vanduo vietoj hemoglobino). | tiriamyjy méginiy rinkinj
buvo jtraukti visi mutantiniai ir laukinio tipo méginiai su jmaiSyta trukdancigja medziaga.
] tuS€iyjy méginiy rinkinj buvo jtraukti mutantiniai ir laukinio tipo méginiai su jmaiSyta
atitinkama kontroline medzZiaga. Tiriant méginius, iSskyrimo proceso metu buvo jmaiSyta
hemoglobino, kad buty atspindéta tai, kas baty pateke per FFPE méginj. Tiriamoji
hemoglobino koncentracija ir apskai€iuotas iSskyrimo procese naudotas audiniy kiekis buvo
nustatyti remiantis CLSI gairémis (CLSI EP7-A2, D priedas, 2005 m., , Trukdanciy medziagy
tyrimai klinikinéje chemijoje“, patvirtintos gairés). 2005 m. EPO7-A D priede nurodyta
rekomenduojama tiriamoji hemoglobino koncentracija yra 2 mg/ml. Méginiai, tirti su
galimomis egzogeninémis trukdan€iomis medziagomis, buvo jmaiSyti, jas normalizavus iki
C1 30,00 ir praskiedus iki 3x LoD koncentracijos, atitinkancios didziausig (blogiausiu atveju)
galima trukdanciosios medziagos patekimo | méginj lygj (10x koncentracija). IS viso,
naudojant vieng ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio partijg, buvo istirti SeSi
kiekvieno meéginio ir trukdanciosios medziagos derinio kartotiniai méginiai. Visi mutacijy
rezultatai tiek mutantiniuose, tiek laukinio tipo méginiuose buvo tokie, kokiy tikétasi. Tais
atvejais, kai buvo pastebétas reikSmingas skirtumas tarp méginiy su jmaiSytomis
medziagomis ir kontroliniy méginiy, jie atitiko priimting tarpinj tyrimo tiksluma, todél jis atitiko
tyrimui bddingg kintamuma. Rezultatai parodé, kad Sios medziagos netrukdé ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio aptikimo rezultatams.
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Partijy pakeiCiamumas: audiniy méginiai

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* tyrimo sistemoje naudojamas ,QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit" rinkinys, skirtas DNR iS§skyrimui, ir ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit"
rinkinys, skirtas DNR amplifikacijai ir PIK3CA mutacijos baklei aptikti. Partijy atkuriamumas
buvo jrodytas naudojant tris partijas i$ ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinio ir tris
partijas i$ ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio. Bendras teisingo aptikimo atvejy

procentas visy teigiamy mutacijy ir laukinio tipo méginiy partijose buvo 96,8 % (363/375).
Meginiy naudojimas: audiniy méginiai

»,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* rinkinio atkuriamumas buvo tiriamas naudojant
atpjovas, paimtas i8 11 FFPE méginiy bloky: keturiy PIK3CA mutantiniy klinikiniy kraties
vézio meginiy, Sesiy PIK3CA mutantiniy Igsteliy linijy méginiy ir vieno laukinio tipo klinikinio
kraties véZio méginio. Kiekvieno méginio iSskyrimg po tris kartus atliko du operatoriai trijose
vietose: kiekvienam meéginiui i$ viso buvo gauta 18 duomeny tasky. Kiekvienoje vietoje
tyrimai buvo atliekami naudojant vieng ,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit" rinkinio partija
ir vieng ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio reagenty partijg. Visy galiojanciy
mutantiniy ir laukinio tipo méginiy rezultatai davé laukiamg bendrg mutacijos buklés rezultatg
(tinkamas aptikimas = 100 %, kiekvienam meéginiui 18/18). Nustatant konkrecCias PIK3CA
mutacijas, tinkamy aptikimy dalis buvo 97,92 % ir tai patvirtina ,therascreen PIK3CA RGQ

PCR Kit* rinkinio atkuriamuma ir pakartojamuma prieSanalitiniame DNR i§skyrimo etape.

Pakartojamumas ir atkuriamumas: audiniy méginiai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio tikslumas ir atkuriamumas buvo tiriamas tiriant
DNR, paimtg i§ FFPE klinikiniy kraties véZio méginiy dél PIK3CA mutacijy E542K, E545G,
E545K, H1047L, H1047R ir Q546R ir i$ Igsteliy linijy FFPE méginiy dél PIK3CA mutacijy
C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E ir Q546R. Laukinio tipo FFPE klinikiniai kraties

méginiai taip pat buvo jtraukti j tyrimg (11 lentelé).
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Kad baty galima jrodyti pakartojamuma, dviejy mutacijos lygiy (LoD ir 3x LoD) méginiai buvo
tiiami du kartus po dvi tyrimo serijas per dieng, trims operatoriams atliekant tyrimus 20 ne
iS eilés einancCiy dieny: vienoje vietoje (Jungtinéje Karalystéje) buvo gauta 120 duomeny
tasky, iSskyrus LoD meéginius su E545A ir Q546R PIK3CA mutacijomis. Siekiant jrodyti
pakartojamumg, méginius su E545A ir Q546R mutacijomis ties LoD vertino trys operatoriai
SeSias dienas vienoje vietoje, atlikdami dvi tyrimo serijas ir keturis pakartojimus (i§ viso
144 matavimus). Siekiant jrodyti atkuriamuma, operatorius atliko dvi tyrimo serijas per dieng
10 dieny dviejose papildomose vietose (abi — JAV, trys operatoriai vienoje vietoje), kad bty
papildomai gauta 60 duomeny tasky kiekvienoje papildomoje tyrimo vietoje, iSskyrus LoD
meéginius su E545A ir Q546R PIK3CA mutacijomis. LoD méginiai su E545A ir Q546R
PIK3CA mutacijomis buvo vertinami SeSias dienas dar dviejose vietose, trims operatoriams
atliekant dvi tyrimo serijas ir keturis pakartojimus, i$ viso 144 matavimai kiekvienoje vietoje
(432 matavimai trijose vietose). Kiekvienoje vietoje méginiai buvo tiriami naudojant
L<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio partijas (trys partijos trijose vietose). Siekiant
iSskirti DNR i8§ FFPE méginiy, buvo naudojama nuo vieno iki dviejy ,QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit“ rinkinio partijy. Méginiai buvo ruodiami esant Zemam DNR jvesties lygiui,
kai kontroliné Cr verté buvo lygi mazdaug 30.

Teigiamos mutacijos méginiai buvo tiriami tik su kontroliniu reakcijy misiniu ir atitinkamu
dominancios mutacijos reakcijy misiniu. Laukinio tipo méginiai buvo tiriami su visais reakcijy
misiniais.

Kiekvieno méginio tinkamy aptikimy santykis pateiktas 11 lenteléje, siekiant nustatyti

pakartojamuma.
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11 lentelé. Tyrimo pakartojamumas — DNR méginiuose, gautuose i§ FFPE audiniy méginiy, istirty PIK3CA
mutacijy tinkamy aptikimy proporcija

Galiojanéiy
rezultaty Tinkamas
proporciné aptikimy Apatinis dvipusio
Egzonas Mutacija Mutacijos lygis dalis rezultatas, % 95 % CI
Néra Laukinis tipas  Néra 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97

Néra: Netaikoma.

* LoD méginius su E545A ir Q546R PIK3CA mutacijomis vertino SeSias dienas vienoje vietoje trys operatoriai, kurie
atliko dvi tyrimo serijas ir keturis pakartojimus, i$ viso 144 matavimus.
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12 lentelé. Tyrimo atkuriamumas — DNR méginiuose, gautuose i$ FFPE audiniy méginiu, istirty P/IK3CA

mutacijy tinkamy aptikimy proporcija

Galiojanéiy
rezultaty Tinkamas
Mutacijos proporciné aptikimy Apatinis dvipusio
Egzonas Mutacija lygis dalis rezultatas, % 95 % CI
Néra Laukinis tipas  Néra 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
! C420R 3x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3x LoD 240/240 100,00 98,47

Néra: Netaikoma.

* LoD méginius su E545A ir Q546R PIK3CA mutacijomis vertino SeSias dienas trijose vietose trys operatoriai, kurie
atliko dvi tyrimo serijas ir keturis pakartojimus, i$ viso 144 matavimus kiekvienoje vietoje (i§ viso 432).

Pakartojamumo ir atkuriamumo standartiniam nuokrypiui tarp rinkiniy, serijy, operatoriy,
prietaisy, dieny ir tyrimo serijy jvertinti buvo naudojama variacijos komponenty analizé.
Visuose variacijos komponentuose bendras standartinis nuokrypis (,standard deviation®,
SD) buvo < 1,32 ACt — LoD ir £0,63 ACt — 3x LoD visoms atkuriamumo tyrime tiriamoms
PIK3CA mutacijoms. Visuose mutantiniuose skydelio elementuose SD buvo < 0,17 ACt LoD

atveju ir 0,16 ACt 3x LoD atveju (partijos pakeiCiamumas). Tyrimo kintamumo

(pakartojamumo) SD buvo < 1,24 ACt LoD atveju ir £ 0,53 ACt 3x LoD atveju.
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Kryzminis uzterSimas / analitinis perneSimas: audiniy méginiai

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj, kai greta PIK3CA
mutacijy turinéiy méginiy buvo tiriami PIK3CA mutacijy neturintys méginiai. Siame tyrime
buvo tiriama kryZminio uzter§imo tikimybé per visg tyrimo procedidrg (DNR iSskyrimas ir
vélesnis tyrimas naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj).

Sis tyrimas buvo atliekamas su H1047R (daZniausia mutacija) ir laukinio tipo FFPE lasteliy
linijy méginiais. Du nepriklausomi méginiy rinkiniai (,A rinkinys“ ir ,B rinkinys*) buvo iSskiriami
pagal i$ anksto nustatytg iSskyrimo matricg, kuri buvo sukurta taip, kad baty iSvengta
méginiy kryzminio uzterSimo rizikos. 18skyrimg atliko du operatoriai. 1S viso buvo atlikta
18 iSskyrimy (po devynis kiekviename rinkinyje) i§ mutacijy turin€iy (H1047R) méginiy. 13
viso buvo atlikti 42 laukinio tipo méginiy iSskyrimai (21 i$ kiekvieno rinkinio). Ekstraktai buvo
vertinami dél mutacijy deSimtyje PGR tyrimo serijy; penkis i$ kiekvieno méginiy rinkinio i$
eilés atliko tas pats operatorius, naudodamas tg pacig jrangg ir ,Rotor-Gene Q" prietaisg, o
tarp Siy tyrimo serijy jokios kitos tyrimo serijos Siuo prietaisu nebuvo atliekamos. Ekstraktai
buvo tiriami su kontroliniu tyrimo reakcijos misiniu (,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit"
rinkinio 1 mégintuvélis) ir dominancia mutacija (,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio
6 mégintuvélis).

Nustatytas tinkamo mutacijy aptikimo procentas tarp galiojanciy laukinio tipo méginiy buvo
100 % ir tai rodo, kad laukinio tipo méginiai nebuvo kryzmiskai uztersti mutacijy turinCiais
méginiais, kuriems buvo taikyta ta pati DNR i§skyrimo ir tyrimo paruo$imo procedira.
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Tikslumas: palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu (audiniy
meginiai)

Siekiant jrodyti ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio tikslumag, palyginti su patvirtintu
NGS tyrimu, buvo atliktas tikslumo tyrimas naudojant krities véziu serganciy pacienty,
atsitiktinés atrankos bidu atrinkty j SOLAR-1 tyrima, FFPE klinikinius méginius, kuriy kiekis
buvo pakankamas, kad juos bdty galima istirti lyginamuoju NGS tyrimu. IS Siy 453 klinikiniy
méginiy 385 méginiai atitko NGS lyginamyjy meéginiy reikalavimus dél audiniy kiekio ir
auglio turinio, 0 379 méginiams buvo gautas galiojantis NGS rezultatas.

Siekiant jvertinti teigiamy rezultaty procentine atitiktj (,Positive Percent Agreement®, PPA),
neigiamy rezultaty procentine atitiktj (,Negative Percent Agreement‘, NPA) ir bendrg
procentine atitiktj (,Overall Percent Agreement®, OPA), buvo analizuojami méginiai ir su
NGS, ir su ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio tinkamais rezultatais. Sie
procentiniai  dydziai kartu su  atitinkamais  dvipusiais 95 %  patikimumo
intervalais (,Confidence Intervals®, CI), kurie buvo apskaiCiuoti naudojant Clopperio-
Pearsono tikslaus patikimumo metoda, yra apibendrinti 13 lenteléje.

13 lentelé. FFPE audiniy méginiy atitikties analizé

Matas Procentiné atitiktis (N) Dvipusé 95 % CI
Teigiamy rezultaty procentiné 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
atitiktis

Neigiamy rezultaty procentiné 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
atitiktis

Bendra procentiné atitiktis 94,7 (359/379) 92,0, 96,7
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IS 20 mutacijos buklés nesutapimy atvejy buvo du méginiai, kuriy ,therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit* rinkinio rezultatai buvo neigiami, o NGS rezultatai buvo teigiami, ir 18 méginiy,
kuriy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio rezultatai buvo teigiami, o NGS rezultatai
buvo neigiami. Dviem meginiams, kuriy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio
rezultatai buvo neigiami ir kuriy NGS rezultatai buvo teigiami, NGS nustaté MAF lygius,
mazesnius uz ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio LoD. IS 18 méginiy, kuriy
s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio rezultatai buvo teigiami ir NGS rezultatai buvo
neigiami, 11 buvo mazai teigiami (vienoje ribinéje reikSméje ACt naudojant ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinj, todél silpnai teigiami méginiai). ,therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit* rinkinys vieng atvejj aptiko kaip H1047L (3140A>T), taciau NGS tyrimas aptiko kaip
H10471 (3139_3140CA>AT). Likusiy $eSiy nesutampanciy rezultaty pagrindiné priezastis
nenustatyta.

14 lenteléje pateikiamas taikinio PPA su NGS kaip ortogonaliuoju metodu.

14 lentelé. FFPE audiniy méginiy atitikties analizé pagal konkreciag mutacija

Mutacija* '(I'ﬁ)igiamq rezultaty atitiktis procentais Dvipusé 95 % ClI
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2, 100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7, 100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0
Q546R 50,0 (1/2) 1,3,98,7
H1047L 100,0 (12/12) 73,5, 100,0
H1047R 98,1 (101/103) 93,2, 99,8

* SOLAR-1 tyrimu audiniy méginyje buvo nustatytos visos 11 PIK3CA mutacijy (15 lentelé).
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Klinikinis efektyvumas: audiniy méginiai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys yra skirtas naudoti kaip papildomas
diagnostinis testas, padedantis gydytojams nustatyti krities véziu sergancius pacientus,
kuriems gali bati taikomas gydymas PIQRAY (alpelisibu), atsizvelgiant j klinikiniuose FFPE

kraties auglio audiniy méginiuose aptiktg vieng ar daugiau PIK3CA mutacijy.

Klinikiniy rezultaty duomenys

CBYL719C2301 tyrimas (SOLAR-1) — tai atsitiktiniy imciy, dvigubai koduotas, placebu
kontroliuojamas tarptautinis daugiacentris Il fazés klinikinis tyrimas, kurio metu buvo
nustatomas gydymo PIQRAY (alpelisibu) ir fulvestrantu, palyginti su placebu ir fulvestrantu,
veiksmingumas ir saugumas vyrams ir moterims po menopauzés, sergantiems HR+,
HER2-neigiamu iSplitusiu kraties véziu, kuris progresavo gydant aromatazés inhibitoriumi
arba po tokio gydymo. Visi 572 krities véziu sergantys pacientai buvo suskirstyti j dvi grupes:
su PIK3CA mutacija arba be jos. Atsitiktinés atrankos badu atrinktiems pacientams buvo
skiriamas PIQRAY (alpelisibas) 300 mg su fulvestrantu arba placebas su fulvestrantu
santykiu 1:1. Atsitiktiné atranka buvo atlikta pagal esancias metastazes plauciuose ir (arba)

kepenyse ir ankstesnio gydymo CDK4/6 inhibitoriy (-ius).

Pirminé tyrimo vertinamoji baigtis — j tyrimg jtraukty pazengusio krities vézio pacienty su
nustatyta PIK3CA mutacija iSgyvenamumas be ligos progresavimo (,Progression-Free
Survival“, PFS) pagal RECIST v1.1 (angl. ,Response Evaluation Criteria in Solid Tumors*)
atsako vertinimo kriterijus, remiantis tyréjo vertinimu. Kitos, antrinés vertinamosios baigtys —
PIK3CA mutacijos neturinCiy pacienty iSgyvenamumas be ligos progresavimo
(,Progression-Free Survival®, PFS), taip pat bendras iSgyvenamumas (,Overall Survival®,
0S), bendras atsako daznis (,Overall Response Rate“, ORR) ir klinikinés naudos daznis
(,Clinical Benefit Rate“, CBR) pagal PIK3CA kohortg (t. y. su PIK3CA mutacija ar be jos).
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PIK3CA mutacijos blsena, atliekant pacienty atrankg ir jtraukima j tyrimg, buvo nustatoma
centralizuotai, naudojant klinikinio tyrimo testg (,Clinical Trial Assay®, CTA) arba QIAGEN
stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj, kuriais buvo tiriami FFPE krities vézio méginiai.
I$ 572 pacienty, atrinkty atsitiktinés atrankos bldu pagal SOLAR-1 programg, 177 pacientai
(30,9 % tiriamosios populiacijos, jskaitant 172 pacientus su PIK3CA mutacija ir penkis
pacientus be PIK3CA mutacijos) buvo atrinkti naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit* rinkinj. Visi kiti pacientai (395) buvo atrinkti atsitiktiniu bddu, naudojant CTA (69,1 %
tiriamosios populiacijos, jskaitant 169 pacientus su PIK3CA mutacija ir 226 pacientai be
PIK3CA mutacijos).

Pagal tyréjo atliktg PFS (iSgyvenamumo be ligos progresavimo) pirminés vertinamosios
baigties vertinimg, taikant RECIST 1.1, PIK3CA mutantinéje pacienty grupéje gydymas
PIQRAY (alpelisibu) kartu su fulvestrantu pasirodé pranasSesnis, palyginti su vien tik
fulvestrantu. Apskai€iuota, kad PIQRAY (alpelisibo) ir fulvestranto grupéje ligos
progresavimo ar mirties rizika sumazéjo 35 %, palyginti su placebo ir fulvestranto grupe
(rizikos santykis [HR] = 0,65; 95 % CI: 0,50, 0,85; p = 0,0013, remiantis dvipusiu stratifikuotu
,log rank® testu). Vidutinis PFS pailgéjo kliniSkai reikSmingu 5,3 ménesio dydziu — nuo 5,7
meénesio placebo ir fulvestranto grupéje iki 11,0 ménesio PIQRAY (alpelisibo) ir fulvestranto
grupéje (20 pav.).
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Laikas (ménesiais)
Asmeny, vis dar patirianciy rizika, skaicius
Laikas (ménesiais) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Alpelisibas 300mg qd + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0
Placebas qd + Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 290 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 0

- Stratifikuotas ,log rank" testas ir stratifikuotas ,Cox“ modelis, naudojant sluoksnius, apibréztus pagal (i) ankstesnj CDK 4/6 inhibitoriaus vartojima. (i)
metastazes kepenyse ir (arba) plauciuose

20pav. PFS (iSgyvenamumo be ligos progresavimo) Kaplan-Meier kreivés atsizvelgiant j P/IK3CA mutacija
turin€iy pacienty, atsitiktinés atrankos biidu atrinkty j SOLAR-1 programa, gydyma

395 pacienty, atsitiktinés atrankos bidu atrinkty naudojant CTA, méginiai buvo pakartotinai
retrospektyviai istirti naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PGR* rinkinj ir gauti 389 méginiai,
kuriuos galima jvertinti naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PGR Kit* rinkinj (98,5 %), o
SeSiy pacienty méginiai nebuvo jvertinti naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PGR Kit"

rinkinj.(16 lentele).
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15 lentelé. PIK3CA mutacijy, nustatyty naudojant ,,therascreen PIK3CA RGQ PGR Kit“ rinkinj, paplitimas
SOLAR-1 klinikinio tyrimo audiniy méginiuose

FFPE audiniy
meéginiy daznis
Egzonas Mutacija* COsMIC IDt Bazinis pokytis N =374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6 (1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
E545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6 (1,6)
E545G 764 1634 A>G 9(2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2(0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* PIK3CA mutacijg turintis pacientas gali turéti daugiau nei vieng mutacija.

T COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy katalogas):
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = PIK3CA mutacija, kuri nustatyta pagal FFPE audiniy méginj, turin€iy pacienty skaicius SOLAR-1 tyrime.

16 lentelé. Retrospektyviai pakartotinai tirty (jtraukty j CTA) tiriamyjy iSsidéstymas (visa analizés aibe,
jtraukti j CTA)

»therascreen PIK3CA RGQ CTA teigiamas CTA neigiamas IS viso
PCR Kit“ rinkinio rezultatai (N =169) (N =226) (N = 395)
Galioja 169 (100,0%) 220 (97,3 %) 389 (98,5%)
Teigiamas 164 (97,0%) 11 (4,9%) 175 (44,3%)
Neigiamas 5 (3,0%) 209 (92,5%) 214 (54,2%)
Negalioja 0 (0%) 6 (2,7%) 6 (1,5%)
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https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Siekiant jvertinti CTA ir ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio suderinamuma, buvo
apskaiciuoti suderinamumo indeksai PPA, NPA ir OPA bei atitinkami dvipusiai Clopper-
Pearson (tikslieji) 95 % pasikliautinieji intervalai.

17 lenteléje pateikiamas ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio vertintinas pogrupis,
naudojant CTA kaip etalong, ir nurodoma, kad CTA ir ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*
rinkinio rezultatai labai sutampa.

18 lenteléje ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys naudojamas kaip etalonas ir
nurodoma, kad CTA ir ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio rezultatai labai sutampa.

17 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinys palyginti su CTA (CTA kaip etalonas)

Atitikties matas Procentiné atitiktis, % Dvipusé 95 % CI

Teigiamy rezultaty procentiné atitiktis 97,0 93,2, 99,0
(,Positive Percent Agreement®, PPA)

Neigiamy rezultaty procentiné atitiktis 95,0 91,2, 97,5
(,Negative Percent Agreement”, NPA)

Bendra procentiné atitiktis 95,9 93,4, 97,6
(,Overall percent agreement®, OPA)

18 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ palyginti su CTA (,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ kaip
etalonas)

Atitikties matas Procentiné atitiktis, % Dvipusé 95 % CI

Teigiamy rezultaty procentiné atitiktis 93,7 89,0, 96,8
(,Positive Percent Agreement®, PPA)

Neigiamy rezultaty procentiné atitiktis 97,7 94,6, 99,2
(,Negative Percent Agreement”, NPA)

Bendra procentiné atitiktis 95,9 93,4, 97,6
(,Overall percent agreement”, OPA)

19 lenteléje pateikiami PPA, NPA ir OPA jverciai, perskaiCiuoti atsizvelgiant j praturtinimg
dél Sesiy trokstamy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio rezultaty, gauty i CTA
mutacijy neturin€iy pacienty.
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19 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ palyginti su CTA (,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* kaip
etalonas)

Atitikties matas Procentiné atitiktis, % Dvipusé 95 % CI

Teigiamy rezultaty procentiné atitiktis 93,6 90,1, 97,0
(,Positive Percent Agreement®, PPA)

Neigiamy rezultaty procentiné atitiktis 97,7 95,6, 99,5
(,Negative Percent Agreement”, NPA)

Bendra procentiné atitiktis 95,9 93,8, 97,8
(,Overall percent agreement”, OPA)

Pirminé PFS analizé, skirta ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio klinikiniam
naudingumui nustatyti, parodé, kad klinikinis veiksmingumas yra pana8us | nustatytgjj
SOLAR-1 tyrime. ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio pacienty, turiniy mutacija,
pogrupyje (347 pacientai) analizé parodé, kad pacientams, atsitiktinés atrankos badu
atrinktiems j PIQRAY (alpelisibo) ir fulvestranto tiriamajg grupe, ligos progresavimo ar mirties
rizika buvo 36 % mazesné (HR = 0,64; 95 % CI: 0,48, 0,85) nei pacientams, atsitiktinés
atrankos bidu atrinktiems j placebo ir fulvestranto tiriamajg grupe.

Atlikus jautrumo analize buvo jvertintas trikstamy ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit"
rinkinio duomeny poveikis PFS ir jrodyta, kad, nepaisant trikstamy duomeny, rezultatai buvo
patikimi. Pavyzdziui, darant prielaidg, kad $esi trokstami ,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit“ rinkinio rezultatai nesutapo su CTA rezultatais, ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*
rinkinio mutacijy turin€iy pacienty, atsitiktinés atrankos badu priskirty PIQRAY (alpelisibo) ir
fulvestranto grupei, ligos progresavimo ar mirties rizika buvo 37 % mazesné (HR = 0,63;
95 % CI [0,47, 0,84]) nei pacienty, atsitiktinés atrankos bidu priskirty placebo ir fulvestranto
grupei.

Visi j CTA jtraukti mutacijy turintys pacientai buvo jvertintini ,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit“ rinkiniu ir tik Sesi j CTA jtraukti mutacijy neturintys pacientai nebuvo jvertinti ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniu. Vadinasi, rezultatai nebuvo iSkreipti dél tyrimo méginiy
jvertinamumo.

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio mutacijy neturinciy pacienty populiacijoje taip
pat buvo jvertintas PFS ir Siems pacientams nepastebéta jokios PFS naudos (HR = 0,85;
95 % CI: 0,58, 1,25).
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Efektyvumo charakteristikos: Plazmos méginiai

Analitinis efektyvumas: plazmos meéginiai

Specifinés ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio veikimo charakteristikos buvo
nustatytos atliekant tyrimus, kuriuose buvo naudojami klinikinés plazmos méginiai, paimti i$
kraties véziu serganciy pacienty, dirbtiniai plazmos meginiai, sudaryti i sveiko donoro
(,healthy donor, HD) plazmos, j kurig buvo jmaiSyta fragmentuota Igsteliy linijos DNR i$
11 Zmogaus Igsteliy linijos méginiy, kuriuose yra Zzinomy PIK3CA mutacijy, aptikty atliekant
tyrima, ir vienas PIK3CA laukinio tipo Igsteliy linijos méginys (pvz., be mutacijy, kurias, kaip
tvirtinama, galima aptikti naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj 7, 9 ir

20 egzonuose).

Tustumos riba (,Limit of Blank®, LoB): plazmos méginiai

TuStumos riba (,Limit of blank®, LoB) CLSI rekomendacijoje EP17-A2 apibréziama kaip
,<didZiausias matavimo rezultatas, galimas (su nurodyta tikimybe) tiriant tu§¢ig méginj"“.
Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rinkinio atveju, tai yra duomeny taskas, atitinkantis
virSuting 95 % procentile tuS¢iuose méginiuose. Norint jvertinti ,therascreen PIK3CA RCQ
PCR Kit“ rinkinio efektyvumo charakteristikas, kai néra matricos, ir uztikrinti, kad méginys su
laukinio tipo DNR nesukurty analitinio signalo, galin¢io rodyti mazg mutacijos koncentracija,
i$ viso 60 unikaliy HD meéginiy su serijiniu blddu praskiesta fragmentuota laukinio tipo
PIK3CA DNR, esant SeSiems jvesties lygiams, buvo istirti tris kartus atliekant tyrimg pagal
CLSI rekomendacijoje EP17-A2 pateiktus nurodymus, kad bty galima nustatyti kiekvieno
mutacijos tyrimo LoB. Visy mutacijy tyrimy LoB vertés buvo didesnés uz atitinkamy mutacijy
ribine verte. Toliau pateikiama PIK3CA mutanty, aptikty naudojant ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit* rinkinj, i8 plazmos méginiy, LoB (20 lentelé).
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20 lentelé. LoB rezultaty santrauka

Egzonas Mutacija Bazinis pokytis LoB (ACtverté) Klaidingai teigiamy
aptikimy
koeficientas (%)

7 C420R 1258T>C 11,15 0%

9 E542K 1624G>A 8,32 0%

E545A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A>G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56%
H1047L 3140A>T 15,55 0,56%
20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Aptikimo riba (,Limit of Detection®, LoD): plazmos méginiai

Tyrimas buvo atliktas, siekiant nustatyti kiekvienos i§ 11 PIK3CA mutacijy LoD, naudojant
dirbtinius plazmos méginius. LoD buvo apibrézta kaip maziausias mutantinés DNR kiekis
laukinio tipo DNR fone, kuriam esant mutantiniame méginyje teigiami mutacijos rezultatai
sudarys 95 % testo rezultaty (Cos).

Siekiant nustatyti kiekvienos mutacijos LoD, buvo paruosti mazos DNR jvesties méginiai su
skirtingos mutacijos procentiniais dydziais ir istirti, naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit* rinkinj (21 lentelé). Kiekvieno tyrimo LoD buvo apskaiciuota naudojant ,probit*
metodg. 11 dirbtiniy mutantiniy méginiy LoD buvo nustatytos naudojant tris skirtingas
s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio partijas, kiekvienai rinkinio partijai atlikus
24 tyrimo pakartojimus kiekvienam lygiui. Mutacijy poaibis buvo patikrintas naudojant
klinikinius plazmos méginius pagal nustatytg LoD.
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21 lentelé. Plazmos méginiy LoD, nustatyta naudojant mazos DNR jvesties klinikinius ir dirbtinius plazmos
méginius

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,461
9 E542K 760 1624G>A 5,06™
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,941
E545K 763 1633G>A 2,42t
Q546E 6147 1636C>G 5,311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,07t

MAF: Mutantiniy aleliy daznumas.

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy katalogas):
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

T LoD vertés buvo nustatytos naudojant Igsteliy linijy méginius.
* LoD vertés buvo patikrintos naudojant klinikinius plazmos méginius.

Genominés DNR jvesties diapazonas: plazmos méginiai

Kontrolinio tyrimo Cr darbinis diapazonas buvo nustatytas naudojant apskaiCiuotus
tolerancijos intervalus ir LoB vertes. Kontrolinio tyrimo Cr darbinis diapazonas buvo
nustatytas naudojant i$ viso 30 atskiry 10 ml laukinio tipo méginiy su skirtingomis laukinio
tipo DNR koncentracijomis (120 stebéjimy). Galutinis kontrolinio tyrimo Ct darbinis intervalas
buvo nustatytas kaip Ct verté nuo 24,69 iki 31,68, uztikrinanti 98 % patikimumo lygj 95 %

numatomos naudoti populiacijos.
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ACr ribinés vertés: plazmos méginiai

Kiekvienos mutacijos ribinéms reikSméms nustatyti buvo naudojami dirbtiniai plazmos
méginiai. Be statistinés ACt verCiy analizés, priimtinoms ribinéms vertéems nustatyti
naudotasi LoB vertémis ir klaidingai teigiamy bei klaidingai neigiamy rodikliy projektavimo
reikalavimais.

Nustatytos ribinés reikSmés parodytos 22 lenteléje.

22 lentelé. Kiekvienam mutacijy tyrimui nustatytos ribinés vertés, tiriant DNR i$ plazmos méginiy

Tyrimas Ribiné verté (ACr)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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DNR jvesties poveikis ACt vertéms (tiesinis): plazmos méginiai

DNR jvesties lygis apibréziamas kaip bendras amplifikuojamos DNR kiekis méginyje,
nustatytasPIK3CA pagal kontrolinés reakcijos Cr reikSmes. Siekiant jrodyti, kad
w<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio efektyvumas yra pastovus visame kontrolinés
reakcijos Cr diapazone (nuo 24,69 iki 31,68), kiekvienam i§ 11 PIK3CA mutacijos tyrimy
buvo paruostas 8 lygiy serijinis praskiedimas (fragmentuota DNR, i8skirta i$ Igsteliy linijy
méginiy). Kiekvienos mutacijos 1 ir 8 praskiedimo lygiy tikslinés Cr vertés turéjo bdti
didesnés ir mazesnés uz kontrolinés reakcijos Cr diapazong. Apskritai ACt vertés,
iSmatuotos esant skirtingiems visos DNR jvesties lygiams, darbiniame ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit* rinkinio diapazone buvo nuoseklios mutacijoms.

Tyrimo specifiSkumas (kryZzminis reaktyvumas / specifiSkumas):
plazmos méginiai

Norint jvertinti, ar nustatant analitines ribines vertes teisingai atsizvelgta j kryZzminj
reaktyvumg tarp mutacijy, mutacijy turintys dirbtiniai plazmos méginiai su didele ir maza
DNR jvestimi buvo atskiedziami iki didelio ir mazo MAF taikiniy ir tiriami po du kartus
naudojant tris ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio partijas. Kryzminis reaktyvumas
buvo stebimas tarp H1047L ir H1047R tyrimy. Taciau buvo nustatyta, kad Sis kryZminis
reaktyvumas yra vienkryptis (t. y. jei matomas dvigubas H1047R ir H1047L méginys, bus
pranesta tik kaip ,aptikta H1047R mutacija“). Si taisyklé yra integruota | automatizuotg
.therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile* algoritma.
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Trukdanti medziaga: plazmos méginiai

Endogeninés medziagos

Galimos endogeninés trukdancios medziagos, galimai esancios plazmos méginiuose, buvo

tiiamos mutantiniuose ir laukinio tipo dirbtiniuose méginiuose, kuriy koncentracija buvo

pagrjsta CLSI rekomendacija EP7-A2:

Hemoglobinas (2 g/l)

Trigliceridai (37 mmol/l)

EDTA (3,4 ymol/l)

Kofeinas (308 pymol/l)

Albuminas (30 mg/ml)

Konjuguotas bilirubinas (342 umol/l)
Nekonjuguotas bilirubinas (342 pmol/l)

Rezultatai parodé, kad Sios medziagos netrukdé ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit"
rinkinio rezultatams.

Egzogeninés medZiagos

Galimos egzogeninés trukdancios medziagos, esancios DNR iSskyrimo procese, buvo

tiriamos mutantiniuose ir laukinio tipo méginiuose, esant 10 % koncentracijai, kurios, kaip

daroma prielaida, patenka i iSskyrimo proceso:

Etanolis
Proteinazé K
Buffer ACL
Buffer ACB
Buffer ACW1
Buffer ACW2
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Rezultatai parodé, kad Sios medziagos netrukdé ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit"
rinkinio rezultatams.

Partijy pakeiCiamumas: plazmos meéginiai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR* sistemoje ,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit*
rinkinys naudojamas DNR i8skyrimui, o ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys — DNR
amplifikavimui ir PIK3CA mutacijos blsenos nustatymui. Partijy atkuriamumas ir
pakei€iamumas buvo jrodytas naudojant 3 partijas i$ ,QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid
Kit* rinkinio ir 1 partijg i$ ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio. Bendras teisingo
aptikimo atvejy procentas visy teigiamy mutacijy ir laukinio tipo méginiy partijose buvo
100 %.

Meginiy naudojimas: plazmos méginiai

Siekiant parodyti, kad skirtingose laboratorijose i§ to paties plazmos meginio gaunami
priimtini rezultatai, i8skyrimas buvo atliekamas trijose skirtingose vietose. Visoms
11 mutacijy, taip pat PIK3CA laukinio tipo klinikiniam plazmos méginiui buvo naudojami
dirbtiniai méginiai. Kiekvienam méginiui buvo paruostos 18 x 2 ml alikvotinés dalys, jos buvo
atsitiktinai atrinktos ir padalintos j 18 ekstrakto rinkiniy. Sie ekstrakto rinkiniai buvo tolygiai
paskirstyti trijose tyrimo vietose (viena vidiné QIAGEN vieta Jungtinéje Karalystéje ir
2 papildomos iSorinés vietos JAV): SeSi ekstraktai vienai tyrimo vietai. DNR, i$skirtos i$
méginio alikvotiniy daliy naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj, tyrimas buvo
atliekamas vidinéje QIAGEN vietoje. Lyginant kiekvieno méginio rezultatus visose trijose
vietose, PIK3CA turin€iy mutacijy ir laukinio tipo méginiy tinkamo mutacijos aptikimo
procentinis dydis buvo 100 %.

Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019 85



Pakartojamumas ir atkuriamumas: plazmos meéginiai

.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio pakartojamumas buvo nustatomas tiriant i$
Iasteliy linijy meéginiy, atstovaujanciy visas ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniu
aptikty 11 mutacijy, esant 1x LoD ir 3x LoD, iSskirtg DNR.

Pakartojamumas buvo jvertintas, tiriant Siuos méginius viename centre 20 ne i$ eilés
einanciy dieny trims operatoriams, naudojant tris ,Rotor-Gene Q prietaisus, kad bity gauta
iS viso 120 kiekvieno méginio kartotiniy méginiy (23 lentelé).
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23 lentelé. Tyrimo pakartojamumas - tai tinkamy P/K3CA mutacijy, iStirty DNR méginiuose, gautuose i$
plazmos méginiy, aptikimo atvejy dalis

Egzonas Mutacija

Mutacijos lygis

Galiojanéiy
rezultaty
proporciné dalis

Tinkamas
aptikimy
rezultatas, %

Apatinis dvipusio
95 % CI

Néra Laukinis
tipas

7 C420R

9 E542K

E542A

E545D

E545G

E545K

Q546E

Q546R

20 H1047L

H1047R

H1047Y

Cr30

LoD
3x LoD
LoD
3x LoD
LoD
3x LoD
LoD
3x LoD
LoD
3x LoD
LoD*
3x LoD*
LoD
3x LoD
LoD*
3x LoD*
LoD
3x LoD
LoD
3x LoD
LoD
3x LoD

114/120

120/120
120/120
120/120
120/120
119/120
120/120
120/120
120/120
119/120
120/120
111/120
120/120
120/120
120/120
115/120
120/120
120/120
120/120
110/120
120/120
120/120
120/120

95,00

100,00
100,00
100,00
100,00
99,17

100,00
100,00
100,00
99,17

100,00
92,50

100,00
100,00
100,00
95,83

100,00
100,00
100,00
91,67

100,00
100,00
100,00

89,43

96,97
96,97
96,97
96,97
95,44
96,97
96,97
96,97
95,44
96,97
86,24
96,97
96,97
96,97
90,54
96,97
96,97
96,97
85,21
96,97
96,97
96,97

* E545K ir H1047R LoD buvo atitinkamai 1,99 ir 1,44. LoD buvo pakoreguotas ir patvirtintas per kitg tyrima.
Pakoreguotas LoD buvo naudojamas kitame tyrime (24 lentelé).
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Atkuriamumas buvo matuojamas tiriant dirbtinius méginius, esant 1x LoD ir 3x LoD lygio
meéginiams trijose skirtingose vietose (viena vidiné QIAGEN vieta Jungtingje Karalystéje ir
dvi papildomos iSorinés vietos JAV). Visus Siuos méginius tyré trys operatoriai kiekvienoje
vietoje 10 dieny ne i$ eilés, naudodami ,Rotor-Gene Q“, kad gauty i$ viso 60 kiekvieno
méginio kartotiniy méginiy (24 lentelé).
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24 lentelé. Tyrimo atkuriamumas - tai tinkamy P/K3CA mutacijy, iStirty DNR méginiuose, gautuose i$
plazmos méginiy visuose centruose, aptikimo atvejy dalis

Galiojanéio Tinkamas
rezultato aptikimy Apatinis
Egzonas Mutacija Mutacijos lygis proporciné dalis rezultatas, % dvipusio 95 % CI
Néra WT C30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
Sx LoD 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47

* Esant patikslintam LoD méginiui su E545K ir H1047R (kaip nurodyta 21 lenteléje) buvo vertinami Sesias dienas
trijose vietose, trims operatoriams atliekant du bandymus ir keturis pakartojimus, i$ viso 144 matavimus
kiekvienoje vietoje, i$ viso 432 matavimus visose trijose vietose. 25 lenteléje pateikiama taikinio teigiama
procentiné atitiktis (,positive percentage agreement®, PPA) su NGS kaip ortogonaliuoju metodu.
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Pakartojamumo ir atkuriamumo standartiniam nuokrypiui tarp rinkiniy, serijy, operatoriy,
prietaisy, dieny ir tyrimo serijy jvertinti buvo naudojama variacijos komponenty analizé.
Visuose variacijos komponentuose bendras standartinis nuokrypis (,standard deviation®,
SD) buvo < 1,34 ACt — LoD ir 0,73 ACt — 3x LoD visoms atkuriamumo tyrime tiriamoms
PIK3CA mutacijoms. Visuose mutantiniuose skydelio elementuose SD buvo < 0,20 ACt LoD
atveju ir £ 0,10 ACt 3x LoD atveju (partijos pakei¢iamumas). Kintamumo (pakartojamumo /
tikslumo) SD svyravo nuo 0,415 ACr iki 1,407 ACt LoD atveju ir nuo 0,206 ACr iki 0,583 ACt

3x LoD atveju.
Kraujo émimo mégintuvelio patvirtinimas

Kraujo ir plazmos atskyrimo laiko jtaka plazmos méginiy kokybei ir vélesniems rezultatams
buvo nustatyta naudojant dirbtinius H1047R (labiausiai paplitusi mutacija) kraujo méginius,
o sveiky savanoriy viso kraujo méginiai buvo naudojami kaip laukinio tipo méginiai. Kraujo
méginiai i keturiy donory buvo paimti | 10 ml K:EDTA mégintuvélius (po aStuonis
mégintuvélius vienam donorui). Dirbtiniai kraujo méginiai buvo gauti j dviejy donory kraujo
mégintuvélius jSvirkStus po kraujo paémimo PIK3CA H1047R mutacijy turinCios
fragmentuotos Igsteliy linijos DNR. Kraujo méginiai buvo atskirti j plazmg mazdaug po 1, 2,
3 ir 4 valandy. DNR buvo iSskirta i plazmos méginiy naudojant ,QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit* rinkinj, o kiekvienas taikinys buvo iStirtas per 16 kartotiniy méginiy
naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj.

Visiems tiriamiems méginiams kiekvienu laiko momentu buvo tinkamai nustatyti rezultatai.
Be to, PIK3CA H1047R mutantiniame meéginyje statistiSkai reikSmingo ACt nuokrypio
nepastebéta.

Sis tyrimas parodé, kad kraujo ir plazmos atskyrimo laikas, jei tai atliekama per keturias
valandas, neturi jtakos ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniui.
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Tikslumas: palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu (plazmos
meginiai)

Siekiant jrodyti ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" rinkinio tikslumg, buvo atliktas tyrimas
su méginiais i§ SOLAR-1 klinikinio tyrimo, palyginti su patvirtintu NGS tyrimu. ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio ir NGS tyrimai dél PIK3CA pakitimy buvo atlikti naudojant
DNR i$ 552 klinikiniy plazmos méginiy, gauty iS SOLAR-1 klinikinio tyrimo.

Siekiant jvertinti teigiamy rezultaty procentine atitiktj (,Positive Percent Agreement®, PPA),
neigiamy rezultaty procentine atitiktj (,Negative Percent Agreement‘, NPA) ir bendrg
procentine atitiktj (,Overall Percent Agreement®, OPA), buvo analizuojami DNR méginiai ir
su NGS, ir su ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* (542/552 méginiai) rinkinio tinkamais
rezultatais. Sie procentai kartu su atitinkamais dvipusiais 95 % patikimumo

intervalais (,Confidence Intervals®, Cl) apibendrinti 25 lenteléje.

25 lentelé. DNR méginiy, gauty i$ plazmos méginiy, atitikties analizé

Matas Procentiné atitiktis (N) Apatinis 95 % CI
Teigiamy rezultaty procentiné 97,39 (149/153) 93,44

atitiktis

Neigiamy rezultaty procentiné 91,26 (355/389) 88,00

atitiktis

Bendra procentiné atitiktis 92,99 (504/542) 90,50

38 nesutampandiy bendry procentiniy atitikCiy rezultatai:

e Keturi méginiai (0,7 %) buvo laukinio tipo, t. y. mutacija neaptikta naudojant
.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*, taciau mutacija buvo aptikta naudojant NGS.

® 34 méginiuose (6,3 %) mutacija aptikta naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,
taciau jie buvo nustatyti kaip laukinio tipo naudojant NGS.

® 26 lenteléje pateikiamas taikinio PPA su NGS kaip ortogonaliuoju metodu.
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26 lentelé. DNR méginiy, gauty i$ plazmos méginiu, atitikties analizé pagal mutacija

Mutacija* (Tﬁ)igiamq rezultaty atitiktis procentais Dvipusé 95 % ClI
C420R 100,0% (2/2) 15,8, 100,0
E542K 90,9% (20/22) 70,8, 98,9
E545G 100,0% (2/2) 15,8, 100,0
E545K 100,0% (38/38) 90,7, 100,0
H1047L 100,0% (5/5) 47,8, 100,0
H1047R 97,6% (83/85) 91,8, 99,7

*

6/11 PIK3CA mutacijy buvo nustatyta naudojant plazmos méginj SOLAR-1 tyrime (31 lentelé).

Klinikinis efektyvumas: plazmos meginiai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinys skirtas naudoti kaip papildomas diagnostinis
testas, padedantis gydytojams nustatyti krities véziu sergancius pacientus, kuriems gali bati
taikomas gydymas PIQRAY (alpelisibu), atsizvelgiant j tai, kad K2EDTA antikoaguliuotame
periferinés venos klinikinés plazmos méginyje nustatyta viena ar daugiau PIK3CA mutacijy.

K2EDTA antikoaguliuoto periferinio veninio viso kraujo klinikinés plazmos méginiai, paimti i$
krities véziu serganciy pacienty, atsitiktinés atrankos bidu dalyvavusiy SOLAR-1 tyrime,
prie§ pradedant gydyma (pradiniai duomenys), buvo retrospektyviai istirti naudojant
stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinj, kad baty galima jvertinti Sio tipo méginiy klinikinj
naudingumg PIK3CA mutacijos buklei nustatyti ir jvertinti audiniy ir plazmos rezultaty
suderinamuma.

Atitikties analizés rezultatai

s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio, naudojancio plazma, ir ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit* rinkinio, naudojancio audinius, rezultaty atitiktis pateikiama 27 lenteléje. 1S
328 ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* pacienty, kuriy audiniuose buvo mutacijy, 179 buvo
s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* pacientai, kuriy plazmoje buvo mutacijy. 18 215
.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* pacienty, kuriy audiniuose nebuvo mutacijy, 209 buvo
.therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* pacientai, kuriy plazmoje nebuvo mutacijy.
Negaliojanc€iy plazmos rezultaty nebuvo.
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27 lentelé. Atitikties tarp ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ audiniy rezultaty ir ,,therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit“ plazmos rezultaty lentelé

»therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ audiniai
wtherascreen Teigiamas Neigiamas Negalioja IS viso
PIK3CA RGQ PCR
Kit“ plazma
Teigiamas 179 6 1 186
Neigiamas 149 209 5 363
Negalioja 0 0 0 0
IS viso 328 215 6 549

Atitiktis (PPA, NPA ir OPA) tarp ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio plazmos ir
s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio audiniy rezultaty buvo apskaiciuota naudojant
stherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio audiniy rezultatus kaip atskaitos taska
(28 lentelé). PPA, NPA ir OPA taskiniai jverciai atitinkamai buvo 55 %, 97 % ir 72 %.

28 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio plazmos rezultaty ir ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit“ rinkinio audiniy rezultaty, naudojant ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio audiniy rezultatus kaip
etalona, atitiktis

Atitikties matas Procentiné atitiktis (N) 95 % CI*
Teigiamy rezultaty procentiné 55% (179/328) (49,0, 60,1)
atitiktis

Neigiamy rezultaty procentiné 97% (209/215) (94,0, 99,0)
atitiktis

Bendra procentiné atitiktis 72 % (388/543) (67,5, 75,2)

* 95 % CI apskaiciuotas naudojant Clopperio-Pearsono metoda.

Atlikus patvirtinamajj plazmos méginiy tyrimg patvirtintu etaloniniu NGS tyrimo metodu, buvo
patvirtinta 91 % ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio plazmos méginiy rezultaty. 18
s<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio teigiamy audiniy pacienty, kuriy ,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio plazmos tyrimo rezultatai buvo neigiami, NGS patvirtino
neigiamus ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio plazmos tyrimo rezultatus 80 %
atvejy. 1S SeSiy nesuderinty ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit” rinkinio plazmos teigiamy
ir ,;therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio audiniy neigiamy pacienty, penkiems NGS
patvirtino plazmos teigiama rezultatg.

Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019 93



ISgyvenamumo ligai neprogresuojant (,Progression-Free Survival®, PFS) analizé

PIQRAY (alpelisibo) derinio su fulvestrantu ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio
teigiamos plazmos populiacijoje (N = 185) PFS buvo palankesnis PIQRAY (alpelisibo) ir
fulvestranto grupéje, palyginti su placebo ir fulvestranto grupe, o ligos progresavimo ar
mirties rizika sumazéjo 46 % (HR = 0,54, 95 % CI: 0,33, 0,88) (29 lentelé). Palyginimui, PFS
HR ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ audiniy su mutacijomis populiacijoje buvo 0,64
(95 % CI: 0,48, 0,85) ir 0,65 (95 % CI: 0,50, 0,85) SOLAR-1 PIK3CA mutantinéje grupéje,
kaip nustatyta atlikus audiniy tyrima.

29 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio plazmoje turin¢iy mutacijy pacienty PFS analizé

HR (95 % CI)
PFS (N) PIQRAY 300 mg qd + fulv/placebo qd +
fulv*

L<therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit" plazma su mutacijomis 0,54 (0,33, 0,88)
(185)

*HR ir 95 % CI apskaiciuoti naudojant pagausinimo reguliavima.

179 ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio teigiamy audiniy ir ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit" rinkinio teigiamos plazmos pacienty PFS HR buvo 0,53 (95 % CI:
0,33, 0,84). PIQRAY (alpelisibo) ir fulvestranto PFS mediana buvo 10,9 ménesio, palyginti

su 3,6 ménesio mediana placebo ir fulvestranto grupéje (30 lentelé, 21 pav.).

30 lentelé. ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ audiniuose turin¢iy mutaciju, ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit“ plazmoje turin€iy mutacijy pacienty iSgyvenamumas ligai neprogresuojant (ménesiais)

HR (95 % CI)

ISgyvenamumas ligai PIQRAY 300 mg qd + fulv Placebas qd + fulv  PIQRAY 300 mg qd +
neprogresuojant N =90 N =289 fulv/placebo qd + fulv
|vykiy skaicius (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33, 0,84)

PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -

Mirtys (%) 2(2,2) 5(5,6) -

Cenzdruota (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -

Mediana (95 % CI) 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0,5,8) -
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. a Atrankos laikas
Alpelisibas 300 mg qd + Fulv(n/N = 57 / 90)
2 Placebo qd + Fulv (n/N =72/ 89)

Pavojingumo koeficientas = 0,53
95 % CI[0,33; 0,84]

Kaplan ir Meier medianos (ménesiais)
Alpelisibas 300 mg qd + Fulv: 10,9
Placebas qd + Fulv: 3,6

Logrank testo P verté, dvipusé = 0,001

T T T
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Laikas (ménesiais)

Asmeny, vis dar patirianciy rizika, skaicius
Laikas (ménesiais) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Alpelisibas 300mg qd + Fulv - 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34 31 29

Placebas qd+ Fulv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20 19 18

14

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
24

23 19 18 16 9 8 6 2 2 1 1 1
14 11 10 9 6 6 5 2 2 1 1 1

- Stratifikuotas ,log rank” testas ir stratifikuotas ,Cox" modelis, naudojant sluoksnius, apibréztus pagal (i) ankstesnj CDK 4/6 inhibitoriaus

vartojima. (i) metastazes kepenyse ir (arba) plauciuose

21 pav. Kaplano-Mejerio PFS (iSgyvenamumo be ligos progresavimo) kreivé pagal gydyma ,,therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio teigiamy audiniy ir ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ rinkinio teigiamy

plazmos pacienty atveju.
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31 lentelé. PIK3CA mutacijy, nustatyty naudojant ,,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*“ rinkinj, paplitimas

plazmos méginiuose SOLAR-1 klinikinio tyrimo metu

Plazmos méginiy
daznis
Egzonas  Mutacija* coswmic IDt Bazinis pokytis N =186 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 2(1,1)
9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0(0,0)
E545D 765 1635 G>T 0(0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,6)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0(0,0)
20 H1047L 776 3140 A>T 10 (5,4)
H1047R 775 3140 A>G 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0(0,0)

* PIK3CA mutacija turintis pacientas gali turéti daugiau nei vieng mutacija.
T COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (Somatiniy véZzio mutacijy katalogas):

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = pacienty, turin¢iy PIK3CA mutacijg, nustatytg pagal SOLAR-1 plazmos méginj, skaicius.
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Saugos ir veiksmingumo iSvados

Klinikinio tikslumo tyrimas atitiko mutacijy turin€iy meéginiy PPA ir mutacijy neturin€iy méginiy
NPA priimtinumo kriterijus, todél patvirtinta, kad plazmos ,therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit* rinkinys davé tikslius rezultatus tiek teigiamiems, tiek neigiamiems biozymekliams
skirtiems méginiams.

Plazmos ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkinio ir audiniy ,therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit* rinkinio rezultaty suderinamumas dél NPA buvo lygus 97 % ir parodé mazg
klaidingai teigiamy rezultaty rizikg. Klaidingai neigiamas rezultatas gali uZkirsti kelig
pacientui gauti potencialiai naudingg vaistg. Plazmos ir audiniy PPA buvo lygus 55 %. Tai
rodo, kad pacientams, kuriy plazmoje néra mutacijy, audiniuose gali bati PIK3CA mutacijy.
Todél tais atvejais, kai pacienty plazmoje, naudojant ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit*
rinkinj, nustatyti neigiami PIK3CA mutacijos rezultatai, PIK3CA mutacijos biklei patvirtinti

reikia istirti audiniy méginj.

PIQRAY (alpelisibo) kartu su fulvestrantu klinikinis veiksmingumas ,therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit* rinkinio plazmos populiacijoje, kurioje nustatyta teigiama PIK3CA mutacija,
klinikinis veiksmingumas nustatytas ,therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* rinkiniu,
apskaiciavus ligos progresavimo ar mirties rizika sumazéjimag, palyginti su placebu ir
fulvestrantu, 46 % (HR = 0,54, 95 % CI: 0,33, 0,88).
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TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trik&iy Salinimo vadovas gali bati naudingas sprendziant iskilusias problemas. Daugiau
informacijos rasite misy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,Dazniausiai
uzduodami klausimai“ (Frequently Asked Questions, FAQ) adresu
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techninés priezilros skyriuose dirbantys
mokslininkai visada mielai atsakys j visus jums kilusius klausimus, susijusius su Siame
vadove ir protokoluose pateikta informacija, méginiais ir tyrimy technologijomis (kontakting

informacijg zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite www.giagen.com).

Pastabos ir pasialymai

Zymé ,,Cr vertés néra“ teigiamoje kontrolinéje medziagoje (Positive Control, PC)

a) Neteisinga PGR Patikrinkite pipetavimo schemg ir pakartokite PGR.
konfigdracija

b) Vieno ar keliy rinkinio Patikrinkite reagenty laikymo salygas (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,
komponenty laikymo naudokite naujg rinkinj.

salygos neatitiko
nurodymuy, pateikty skyriuje
,Reagenty laikymas ir
naudojimas®, 23 psl.

NTC pateikiama zymé ,,Nenumatyta Cr verté“
PGR ruosimo metu atsirado  UZtikrinkite, kad zona baty dezinfekuota. Pakartokite PGR naudodami
tarSa naujus reagentus. Jei galima, jdéje reikiama tirti méginj, i$ karto uzdarykite
PGR mégintuveélius. Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty
reguliariai dezinfekuojami.

PC pateikiama zymé ,,VirSijamas priimtinumo diapazonas* arba ,,Nesiekiamas priimtinumo diapazonas*

PGR ruo$imo metu jvyko Pakartokite PGR uztikrindami tiksly pipetavima.
klaida

Méginio mégintuvélyje zymeé ,,Per didelé DNR jvestis“

Méginys per daug Atskieskite méginj, kad padidintuméte Cr vertg. Méginius reikia skiesti
koncentruotas naudojant rinkinyje pateiktg vandenj (vandenj skiedimui [Dil.]).
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Pastabos ir pasialymai

Méginio mégintuvélyje Zzymeé ,,VirSytas priimtinumo diapazonas“

Méginyje nepakankama Audiniy méginiai: istirkite dar kartg. Jei sistema antrg kartg rodo tg pacig

pradiné DNR matrica zyme, pakartotinai iSskirkite DNR, naudodami du stiklelius i$ to paties
rezekuoto audinio méginio ir pakankama skai¢iy CNB skirty stikleliy, kad
gautuméte 20 mm?, ir pakartokite PGR. Jei po pakartotinio i§skyrimo
sistema rodo tg pacig méginio Zyme, tyrimg pakartokite antrg kartg. Jei vél
atsiranda zymé, méginys yra netinkamas naudoti. Jis turéty bati
uzregistruotas kaip ,neapibréztas” ir jam negalima atlikti jokiy papildomy
tyrimy.
Plazmos méginiai: istirkite dar kartg. Jei sistema antrg kartg rodo tg pacig
zyme, pakartotinai iskirkite DNR, naudodami 2 ml paciento plazmos. Jei po
pakartotinio iSskyrimo sistema rodo tg pacig méginio zyme, méginys yra
netinkamas naudoti: jis turi bati uzregistruotas kaip ,neapibréztas” ir tolesniy
tyrimy jam atlikti negalima. Apsvarstykite galimybe pakartoti tyrimg su
SvieZiu kraujo plazmos méginiu.

Méginio mégintuveélyje zymé ,,IC virs priimtino diapazono“

Klaida ruoSiant PGR arba Audiniy méginiai: iStirkite dar karta. Jei sistema antra karta rodo tg pacig

reakcijoje yra inhibitorius zyme, pakartotinai iSskirkite DNR naudodami du stiklelius i$ to paties
rezekuoto audinio méginio arba pakankama skaic¢iy CNB skirty stikleliy, kad
gautuméte 20 mm?, ir pakartokite PGR. Jei po pakartotinio i§skyrimo
sistema rodo tg pacig méginio Zyme, tyrimg pakartokite antrg kartg. Jei vél
atsiranda Zymé, meéginys yra netinkamas naudoti. Apie jj turéty bati
pranesta kaip apie ,neapibréztg” ir jokie papildomi tyrimai jam neturéty bdati
atliekami.
Plazmos méginiai: iStirkite dar kartg. Jei sistema antrg kartg rodo tg pacig
Zyme, pakartotinai iSskirkite DNR, naudodami 2 ml paciento plazmos. Jei po
pakartotinio iSskyrimo sistema rodo tg pacig méginio Zyme, méginys yra
netinkamas naudoti: jis turi bati uzregistruotas kaip ,neapibréztas"” ir tolesniy
tyrimy jam atlikti negalima. Apsvarstykite galimybe pakartoti tyrimg su
Svieziu kraujo plazmos méginiu.

Zymé ,,Crvertés néra” T1 kontroliniame méginyje

Méginyje néra Audiniy méginiai: iStirkite dar karta. Jei sistema rodo tg pacig Zyme antrg
amplifikuotinos DNR karta, pakartotinai iSskirkite DNR, naudodami du stiklelius i$ to paties
matricos rezekuoto audinio méginio arba pakankamag kiek; stikleliy, kad CNB baty

20 mm?, ir pakartokite PGR. Jei po pakartotinio i§skyrimo sistema rodo tg
pacig meéginio Zyme, tyrimg pakartokite antrg karta. Jei vél atsiranda Zyme,
méginys yra netinkamas naudoti. Jis turéty bati uzregistruotas kaip
,neapibréztas” ir jam negalima atlikti jokiy papildomy tyrimy.

Plazmos méginiai: istirkite dar kartg. Jei sistema antrg kartg rodo tg pacig
zyme, pakartotinai iskirkite DNR, naudodami 2 ml paciento plazmos. Jei po
pakartotinio i§skyrimo sistema rodo tg pacig méginio zyme, méginys yra
netinkamas naudoti: jis turi bati uZregistruotas kaip ,neapibréztas” ir tolesniy
tyrimy jam atlikti negalima. Apsvarstykite galimybe pakartoti tyrimg su
SvieZiu kraujo plazmos méginiu.
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Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite misy techninés
pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite tel. 00800-22-44-6000
arba kreipkités j vieng i§ masy QIAGEN techninés priezitros skyriy ar vietiniy pardavéjy

(Zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).

100 Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit* naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019


https://www.nationalbreastcancer.org/breast-cancer-facts
https://www.qiagen.com/ph/support/
https://www.qiagen.com/

Simboliai

Ant pakuotés ir etike€iy gali bati pateikti Sie simboliai:

Simbolis Simbolio apibrézimas

c € Europos atitikties Zenklinimas

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms atlikti

9

>
Tinka naudoti iki
»In vitro* diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

LOT Partijos numeris

B

Medziagos numeris

COMP Komponentai

CONT Sudétyje yra
@l Numeris

4=

’/,.4.\ Saugokite nuo Sviesos

Visuotinis prekés numeris

g

,R" reiSkia naudojimo instrukcijy (vadovo) perzidra, o ,n“ reiskia
perzitros numerj

X

n

Temperatdros apribojimai

o—
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Simbolis

Simbolio apibrézimas

> =) I

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Démesio
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UZsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
therascreen PIK3CA RGQ 24 reakcijoms: 6 reakcijos miSiniai, 873111
PCR Kit (24) teigiama kontrolé, Taq DNR polimerazé,

NTC skirtas vanduo ir vanduo
meginiams skiesti.

»QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit“

QIAamp DSP DNA FFPE Skirta 50 DNR preparaty: ,QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute® cilindry, proteinazé K,

buferiniai tirpalai ir ,Collection Tubes

(2 ml)*

»QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit"

QlAamp DSP Circulating Skirta 50 DNR preparaty: ,QlAamp 61504
Nucleic Acid Kit (50) MinElute” cilindry, proteinazé K,

buferiniai tirpalai ir ,Collection Tubes

(2 mi)*

»Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* ir priedai
Rotor-Gene Q MDx 5plex Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés 9002032
HRM Platform skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai: apima 1 mety garantijg

dalims ir darbui, montavimas ir mokymai

nejtraukti
Rotor-Gene Q MDx 5plex Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés 9002033
HRM System skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,
geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai
raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai: apima 1 mety garantija,
taikomg dalims ir darbui, montavimui ir
mokymams
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PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

1 000 plonasieniy mégintuveéliy, skirty
1 000 reakcijy, 20-50 pl

981005

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981106
(2500) dangteliai 10 000 reakcijy
Loading Block 72 x 0.1 ml Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901
Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete
72 x 0,1 ml mégintuvéliuose
Loading Block 96 x 0.2 ml Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018905
PCR Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete
96 x 0,2 ml PGR mégintuvéliuose
72-Well Rotor »otrip Tubes and Caps, 0.1 ml* laikyti, 9018903
reakcijos taris 10-50 pl; batina naudoti
sLocking Ring 72-Well Rotor*
Locking Ring 72-Well Rotor »otrip Tubes and Caps 0.1 ml* uzfiksuoti 9018904
»72-Well Rotor* viduje
QlAvac 24 Plus vacuum Skirta ctDNA gryninimui 19413
manifold
QlAvac Connecting System Skirta ctDNA gryninimui 19419
Vacuum Pump Skirta ctDNA gryninimui; arba lygiaverté 84010

pompa, galinti sudaryti nuo —800 iki —
900 mbar vakuumag

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy
ribojimg pateikta atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove. QIAGEN
rinkiniy vadovai ir naudotojo vadovai pateikiami svetainéje www.qiagen.com arba galite jy

paprasyti QIAGEN techninés priezidros skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzidry istorija

Data Keitimai

R1, 2019 m. birzelio mén. Pradinis leidimas

atnaujintas maketavimas

R2, 2019 m. rugséjo mén. 15 lentelés daznio stulpelio koregavimas; istaisytos spausdinimo klaidos;
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Puslapis specialiai paliktas tusc€ias
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Puslapis specialiai paliktas tusc€ias

Jtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ naudojimo instrukcijos (vadovas) 09/2019 107



wtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit“ ribotosios licencijos sutartis

Naudodamas §j gaminj pirkéjas arba naudotojas sutinka su toliau iSvardytomis salygomis.

1.

o rwN

Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, $iuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais. QIAGEN
nesuteikia jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j §j rinkinj nejeinan¢iais komponentais, i§skyrus
apraSytus protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com. QIAGEN naudotojams
pateikiami keli papildomi protokolai. Siy protokoly QIAGEN kruop3giai nepatikrino ir neoptimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepazeidzia
treciyjy Saliy teisiy.

Jei aiSkiai nenurodyta licencijose, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy 3aliy teisiy.

Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreiksty ar numanomy licencijy, i$skyrus aiskiai nurodytas licencijas.

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmu, kurie galéty paskatinti arba palengvinti anks¢iau nurodytus draudziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti $ios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo islaidas, jskaitant
islaidas advokatams, pateikusi ieskinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo komplektu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Pranesimas pirkéjui. Jsigijus §j gaminj, pirkéjui suteikiama ribota, neperleidziama teisé naudoti tik §j gaminio kiekj patentuotam peptidinés nukleino ragsties (PNR)
procesui praktikuoti tik pirkimo veiklai, kaip nurodyta pridedamame QIAGEN instrukcijy vadove arba pakuotés lapelyje, Zmoniy diagnostikos srityje. |sigydamas §j
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