2020. gada junijs

therascreen® EGFR RGQ PCR
Kit rokasgramata

N2

2. versija

IVD

LietoSanai in vitro diagnostika

lzmanto$anai ar Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM instrumentiem

C€

874111

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, VACIJA

R7 1121935LV

_ 00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Saturs

Paredz&tais lITOJUMS .......oiiiiii e 5
Kopsavilkums un SKaidrojUMS .........coiiiiiiiiiieeii e 6
Procedlras pPrinCiPS......cci i e 9
NodroSinatie Materiali............cooeiiiiii i 13
KOMPIEKEA SATUIS ... e 13
NepiecieSamie materiali, kas netiek NOdroSinati.........c.cccoooiiiiiiiiiiiiiiie e 14
Bridinajumi un piesardzibas Pasakumi............coouiuiiiiiioiiiiiii e 16
Visparéjie piesardzibas pasakumi............ueiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
Reagentu glabasana un [etoSana ..........ccccueeoiiiiiiicii e 18
TransportéSanas apstak|i...........cccocoeoiiiiiiiii 18
Uzglabasanas apstakli ............cccooiiiiiiiiiiiii e 18
Paraugu apstrade un uzglab@8ana..............ooiiiiiiiiiiiii e 20
L (eTet=To [U] = PRSP RR P PUPR 21
DNS ekstrah&Sana un sagatavoSana...........cccccovieiiiiiiic i 21
Protokols: Paraugu izVEMESANE ..........coouiiiiiiiiiiiiiie et 22
Protokols: EGFR mutacijas noteikSana............ccoocveviiiiiiiiiiiic e 35
Rezultatu interpretacija (QUtOmMAtiZEa) ........ueeviiiiiii i 48
Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package karodzini...............ccccoccooeeenee. 50
Noradijumi par probl@mMU NOVEISANU ...........oiiiiiiiiiiiiiii et a e 54
KValItAtes KONTIOIE ..o 55
[T 0] o= 74o] 1] o o F PRSPPI 55
VeiKISPEJas raKSIUMOJUMIS ........eiiiiiiiiiiiii e 57

2 therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata 06/2020



ANalTtiska VeIKESPE]a......cccee e 57

TuksSo paraugu robezvértiba (limit of blank, LOB), darbibas diapazons,

robezveértibas un ACt robezvertibu diapazoni..........cccccveveirieeiiiieeeiiiee e 57
DNS ievades ietekme uz ACT VEMTDAM .......ocuiiiiiiiiiiii e 58
KrUSEENISKA FEAKCIA .....vvvveiieieiiiiiiiiiieieieietete ettt eeeeeeeeaeeeseseeeaeseeesesesesesnennne 59
Pareiziba: salidzindjums ar analitiskas references metodi..........ccccocvveriininnnnenn. 59
Kvalitativas noteik8anas robezas (LOD) VEIIDAS...........coevvieeeiiiieeiiiiee e 60
INEEITEIENCE ... e 62
ReProdUCEIaMIDA.........ceiiiiiiiiiiiie e 63
KITNISKA VEIKESPEJA ...ttt e e e e 67
Kltnisko rezultatu dati: GIOTRIF®..........ccoiiiiieiieeeeeee e 67
Klinisko rezultatu dati: IRESSA® .........cccociiiiiieiieieeeeeee e 69
AALSBUCES ...ttt bttt s 71
ST 0] T OO PPPPRRP 73
A pielikums: therascreen EGFR RGQ PCR Kit manualais protokols............cccccceeeeveiinnenn. 74
ViSPArTga iNfOMMACHA. ... .eeeeieeee e et e et e e et e e e s e e e anaeeeenns 74
Protokols: temperatiras profila izveide ... 74
Procedlira (MaNUETT) .........ouiiieiiieiie et 86
Protokols: paraugu izvértéSana (Manuali).............cccccveeiieeieiiiiiiiiee e 86
Protokols: EGFR mutacijas noteikS§ana (manuali)..........ccccccceeeviieneniee e 86
Protokols: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q iestatiSana................. 87
Rezultatu interpretacija (ManUaIi) ... 92
Programmatiras analizes iestatliumi...........ccceiiiiiiiiiiii e 92
Parauga izvértéSanas datu analize ............ccceeveeeiiiiiiiiiie e 94

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata  06/2020 3



EGFR mutacijas noteik§anas datu analize .............cccooeiiiieiiiiee e 95

B pielikums: therascreen EGFR CE Assay Package instaléSana.................cccoccveeeeennnnn. 104
[T = T o] g =T - RSSO 108
Informacija par PASTITSANU .......ooiiiiiiiiiii e e e e e e e e 109
Dokumenta parskatiSanas VESIUIE ...........cooiuiiiiiiiiiiii e 111

4 therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata 06/2020



Paredzétais lietojums

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir in vitro diagnostikas tests 29 somatisko mutaciju
noteikSanai EGFR géna. Tas nodrosina kvalitativu mutacijas statusa izvértéSanu audzéja
paraugos, kas iegiti no pacientiem ar nesiksinu plausu vézi (NSSPV).

Rezultati ir paredzéti, lai kiinicistam palidzétu identificét pacientus ar NSSPV, kuriem varétu

palidzét arstéSana ar EGFR tirozinkinazes inhibitoriem.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit testeés DNS paraugus, kas ekstrahéti no formalina
fiksétiem un parafina iegremdétiem (formalin-fixed, paraffin embedded, FFPE) audzé&ja
audiem, kas iegati no NSSPV pacientiem, un veiks izpildi Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

instrumenta. To drikst izmantot apmacits personals profesionala laboratorijas vidé.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika.
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Kopsavilkums un skaidrojums

Cilveka véZos ir atrodamas mutacijas EGFR onkogéna (1, 2). So mutaciju esamiba ir
savstarpéji saistita ar atbildes reakciju uz arstéSanu ar zindmiem tirozinkinazes inhibitoriem
(TKI) pacientiem ar NSSPV (3-8). Sadas mutacijas EGFR onkog&na ir visparéja pacientu
populacija, kuriem ir NSSPV, ar biezumu aptuveni 10% pacientu no ASV, Eiropas vai
Australijas un I1dz 30% pacientu no Japanas un Taivanas (1, 2, 9).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir lietoSanai sagatavots komplekts 29 mutaciju noteikSanai
EGFR ar vézi saistitd géna, izmantojot polimerazes kédes reakciju (polymerase chain
reaction, PCR) Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.

Izmantojot Scorpions® (10) un ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (11)
tehnologijas, ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit var noteikt 29 mutacijas EGFR onkogéna
18., 19., 20. un 21. eksona ar savvalas tipa genoma DNS fonu (1. tabula). Talak sniegts

kopsavilkums:

e 19 delécijas 19. eksona (nosaka jebkuras no 19 delécijam klatbdtni, bet tas neatskir)

Tris insercijas 20. eksona (nosaka jebkuras no trim insercijam klatbatni, bet tas
neatskir)

G719X (nosaka G719S, G719A vai G719C klatbatni, bet tas neatskir)

S768I

T790M

L858R

L861Q

Izmantotas metodes ir loti selektivas un atkartba no pieejama kopéja DNS daudzuma
nodroSina mutantas DNS nelielas procentualas dalas noteikSanu savvalas tipa genoma DNS
fona. Sis selektivitates un noteik8anas robezas ir parakas par tadam tehnologijam ka
krasvielas terminatora sekvencé3ana.
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1. tabula. Mutaciju un COSMIC identifikatoru saraksts

Eksons Mutacija COSMIC* ID Bazes izmainas
18 G719A 6239 2156G>C
G719 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Delécijas 12384 2237_2255>T
12387 2239 _2258>CA
12419 2238_2252>GCA
12422 2238_2248>GC
13551 2235_2252>AAT
12678 2237_2251del15
6218 2239_2247del9
12728 2236_2253del18
12367 2237_2254del18
6210 2240_2251del12
6220 2238_2255del18
6223 2235_2249del15
6225 2236_2250del15
6254** 2239_2253del15
6255 2239_2256del18
12369** 2240_2254del15
12370 2240_2257del18
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C
12383 2239_2251>C

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: http://cancer.sanger.ac.uk/.
Tabulas turpindjums nakamaja lappusé
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Tabulas turpinajums no iepriekdéjas lappuses
1. tabula. Mutaciju un COSMIC identifikatoru saraksts

Eksons Mutacija COSMIC* ID Bazes izmainas
20 S768| 6241 2303G>T
Insercijas 12376 2307_2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
L861Q 6213 2582T>A

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: http://cancer.sanger.ac.uk/.

** COSM6254 (2239_2253del15) un COSM12369(2240_2254del15) mutacijas izraisa 15 bazes paru delécijas no
EGFR sekvences. Tadu pasu galigo sekvenci rada abas mutacijas, un $Is mutacijas nav atSkiramas viena no
otras. Tapéc mutacija COSM6254 (2239_2253del15) ir nonemta no visjaundkas COSMIC (v83) versijas, un abas
mutacijas tagad apzimé ar COSM12369 (2240_2254del15). Tas atbilst HGVS vadIinijam, lai attélotu visvairak
3" deléciju. therascreen EGFR tests neatSkir nevienu no 19 deléciju mutacijam, un jebkuru pozitivu deléciju sauc
$adi: “Deletions” (Delécijas). STs izmainas ietekmé tikai dokumentaciju un neietekmé komplektu vai ta spgju noteikt
jebkuru atsevisku mutaciju.
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Proceddras princips

therascreen EGFR RGQ PCR Kit satur astonus atseviSkus PCR amplifikacijas reakciju
maisTjumus: septinas mutacijam specifiskas reakcijas EGFR onkogéna 18., 19., 20. un 21. eksona
un savvalas tipa kontroli 2. eksona. Komplekta galvenie komponenti ir izskaidroti talak.

ARMS

Alélei vai mutacijai specifiska amplifikacija tiek sasniegta, izmantojot ARMS. Taq DNA polimeraze
(Taq) ir efektiva, lai atSkirtu atbilstibu un neatbilstibu PCR praimera 3' gala. Specifiskas mutétas
sekvences tiek selektivi amplificétas pat tajos paraugos, kur vairakums sekvencu nesatur
mutaciju. Kad praimerim tiek noteikta pilna atbilstiba, amplificéSana turpinas ar pilnu efektivitati.
Kad 3’ bazei nav atbilstibas, var veikt tikai zema Iimena amplificeéSanu fona.

Scorpions

Amplifikacijas noteikSana tiek izpildita, izmantojot Scorpions. Scorpions ir bifunkcionalas
molekulas, kas satur kovalenti ar zondi saistitu PCR praimeri. Fluorofors $aja zondé ir saistits ar
dzéséju, kas art ir ietverts zondé un samazina fluorescenci. PCR laika, kad zonde saistas ar
amplikonu, fluorofors un dzéséjs atdalas, radot nosakamu fluorescences pieaugumu.

Komplekta formats

Komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir ieklauti astoni testi:

® Viens kontroles tests (CTRL)
e Septini mutaciju testi

Visi reakciju maisijumi satur reagentus mérku noteikSanai, kas markéti ar
karboksifluoresceinu  (FAM™), un iek3&jas kontroles testu, kas markéts ar

heksahlorfluoresceinu (HEX™). Iek§&jas kontroles tests var noteikt inhibitoru klatbatni, kas
var izraistt kladaini negativus rezultatus. FAM amplifikacija var izkonkurét iek$&jas kontroles
amplifikaciju, un iekS$&jas kontroles mérkis ir vienkarsi paradit, kur nav FAM amplifikacijas,

Sis ir pareizi negativs rezultats, nevis neizdevusies PCR reakcija.
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Testi

Komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit tiek izmantota divu darbibu procedira. Pirmaja
darbiba tiek izpildits kontroles tests, lai izvértétu kopé&jo amplificjamas EGFR DNS
daudzumu parauga. Otraja darbiba tiek izpilditi mutacijas un kontroles testi, lai noteiktu

mutantas DNS klatbdtni vai neesamibu.

Kontroles tests

Kontroles tests, kas markéts ar FAM, tiek izmantots, lai izvértétu kopé&jo amplificéjamas
EGFR DNS daudzumu parauga. Kontroles tests amplificé EGFR géna 2. eksona regionu.
Praimeri un Scorpion zonde ir paredzéta, lai izvairitos no visiem zinamajiem EGFR

polimorfismiem.

Mutaciju testi

Katrs mutaciju tests satur ar FAM markétu Scorpion zondi un ARMS praimeri, lai atSkirtu
savvalas tipa DNS un specifisku mutantu DNS.
Kontroles

Piezime: Visas eksperimentalajas izpildés jabit ietvertam pozitivajam un negativajam kontrolém.

Pozitiva kontrole

Katrai izpildei jaietver pozitiva kontrole 1.-8. stobrina. therascreen EGFR RGQ PCR Kit ietver
EGFR pozitivo kontroli (Positive Control, PC), kas jaizmanto k& matrica pozitivas kontroles
reakcija. Pozitivas kontroles rezultati tiks izvertéti, lai parliecinatos, ka komplekts darbojas

noradito pienems$anas kritériju ietvaros.
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Negativa kontrole

Katrai izpildei jaietver negativa kontrole (‘kontrole bez matricas”: NTC) 9.-16. stobrina.
therascreen EGFR RGQ PCR Kit ietver Gdeni kontrolei bez matricas NTC, kas jaizmanto ka
“matrica” kontrolei bez matricas. Kontroli bez matricas izmanto, lai izvértétu potencialu

kontaminaciju izpildes iestatiSanas laika un iek3&jas kontroles reakcijas veiktspéju.

lekSejas kontroles reakcijas izverteSana

Katrs reakcijas maisijums papildus mérka reakcijai satur iekS8&jo kontroli (Internal
Control, IC). Klume nozimé, ka, iesp&jams, bija klatesoSi inhibitori, kas vargja izraisit
neprecizu rezultatu, vai 8im stobrinam radas operatora iestatiS8anas klida. IC izmanto ar
EGFR nesaistitu oligonukleotida mérka sekvenci, nemarkétu praimeri un Scorpions
praimeri, kas markéts ar HEX, lai to atSkirtu no Scorpions, kas markéts ar FAM, kontroles
un mutaciju reakciju maisijumos. FAM amplifikacija var izkonkurét IC amplifikaciju, lai
generéta IC Cr (HEX) vértiba bitu arpus noradita diapazona. So paraugu FAM rezultati

aizvien ir derigi.

Paraugu izvértéSana

Stingri iesakam izmantot kontroles reakcijas maisijumu (stobrin§ Control Reaction Mix,
CTRL), kas ieklauts komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit, lai izvértétu kopéjo
parauga eso$o amplificéjamo EGFR DNS. Kontroles tests amplificé EGFR géna 2. eksona
regionu. Paraugus ieteicams iestatit tikai ar kontroles testu, izmantojot EGFR PC ka pozitivo
kontroli un Gdeni “matricai” ka kontroli bez matricas.

Piezime: DNS izvértéSanai jabdt balstitai uz PCR proceddru, un ta var atSkirties no
kvantitativas noteikSanas, pamatojoties uz absorbcijas raditajiem. Papildu kontroles
reakcijas maistjums (stobrin§ CTRL) ir ieklauts komplekta, lai batu iespéjama DNS kvalitates
un daudzuma izvértéSana paraugos pirms analizéSanas ar therascreen EGFR RGQ PCR
Kit.
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Platforma un programmatdra

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir Tpasi izstradats izmantoSanai ar Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM instrumentiem. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu dazadu ciklu

parametriem jeb “izpildém” programmé ar therascreen EGFR CE Assay Package.

therascreen EGFR CE Assay Package sastav no divam matricam: “therascreen EGFR CE
Control Run Locked Template” (paraugu izvértéSanai) un “therascreen EGFR CE Locked
Template” (EGFR mutaciju noteik$anai). Sts matricas satur PCR izpildes parametrus un

aprékina rezultatus.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit var arl izmantot ar Rotor-Gene Q programmatiras
versiju 2.3 atvértaja rezima (t.i., neizmantojot Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay
Package). Plasaku informaciju skatiet Seit: A pielikums: therascreen EGFR RGQ PCR Kit

manualais protokols.
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Nodrosinatie materiali

Komplekta saturs

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)

Kataloga Nr. 874111

Reakciju skaits 24

Krasa Nosaukums Stobrina ID Tilpums

Sarkana krasa Control Reaction Mix 1 CTRL 2 x 600 pl
(Kontroles reakcijas maisijums)

Violeta krasa T790M Reaction Mix 2 T790M 600 pl
(T790M reakcijas maisijums)

Oranza krasa Deletions Reaction Mix 3 Del 600 pl
(Deléciju reakcijas maistjums)

Sarta krasa L858R Reaction Mix 4 L858R 600 pl
(L858R reakcijas maistjums)

Zala krasa L861Q Reaction Mix 5 L861Q 600 pl
(L861Q reakcijas maisijums)

Dzeltena krasa G719X Reaction Mix 6 G719X 600 pl
(G719X reakcijas maisijums)

Peléka krasa S768I Reaction Mix (S768I reakcijas maistjums) 7 S768I 600 pl

Zila krasa Insertions Reaction Mix 8 Ins 600 pl
(Inserciju reakcijas maisijums)

Bésa krasa EGFR Positive Control (EGFR pozitiva kontrole) 9 PC 300 pl

Piparmétru krasa  Taq DNA Polymerase (Taq DNS polimeraze) Taq 2 x 80 pl 2 x 80 pl

Balta krasa Nuclease-free water for No Template Control NTC 1,9 ml 1,9 ml
(Udens, kas nesatur nukleazi, kontrolei bez
matricas)

Balta krasa Nuclease-free water for Dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml

(Udens, kas nesatur nukleazi, atskaidisanai)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata
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Nepieciesamie materiali, kas netiek nodrosinati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (DDL), kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.
Reagenti

® DNS ekstrahéSanas komplekts (skatiet Seit: DNS ekstrahéSana un sagatavosana)

Paligmateriali un visparigs laboratorijas aprikojums

Ipasas pipetes* (pielagojamas) paraugu sagatavo$anai
TIpasas pipetes* (pielagojamas) PCR Master maisijuma sagatavo$anai

Ipasas pipetes* (pielagojamas) matricas DNS dozé$anai

DNazi, RNazi un DNS nesaturo$i pipeSu uzgali ar filtriem (lai izvairitos no krusteniskas

kontaminacijas, ieteicams izmantot pipeSu uzgalus ar aerosola barjeram)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml izmanto3anai ar 72-Well Rotor (kat. Nr. 981103 vai
981106)

® DNazi, RNazi un DNS nesaturo8i mikrocentrifugéSanas stobrini Master maisijumu
sagatavosanai

® Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminija bloks manualai reakcijas iestatiSanai ar
viena kanala pipeti (kat. Nr. 9018901)

e lerice Thermomixer*, orbitals inkubators*, sildiSanas bloks* vai Gdens vanna*, kura var
inkubét 90 °C temperatlra

e Galda centrifuga* ar rotoru 2 ml reakcijas stobrinu ievietoSanai

® Maisitajs*

* Parliecinieties, vai instrumenti un aprikojums ir parbauditi un kalibréti saskana ar raZotaja ieteikumiem.
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Aprikojums PCR izpildei

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instruments ar fluorescences kanaliem Cycling Green

*

un Cycling Yellow (attiecigi FAM un HEX noteikSana)*t

Rotor-Gene Q programmatiras versija 2.3.5 vai jaunaka

Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package, versija 3.0.6 (pieejama
lejupieladésanai no therascreen EGFR RGQ PCR Kit 2. versijas produkta vietnes
www.giagen.com; lai lejupieladétu testu pakotni, parejiet uz Product Resources

(Produktu resursi) > Supplementary Protocols (Papildu protokoli))

Piezime: Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package programmatarai

nepiecieSama Rotor-Gene Q programmatiras versija 2.3.5 vai jaunaka.

Parliecinieties, vai instrumenti un aprikojums ir parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.

1 Ja piemérojams, dazas valstis var izmantot Rotor-Gene Q 5plex HRM instrumentu, kas izgatavots 2011. gada

maija vai vélak. lzgatavo$anas datumu var uzzinat no sérijas numura instrumenta aizmuguré. Sérijas numura
formats ir “mmyynnn” (mmggnnn), kur “mm” norada izgatavo$anas ménesi ar ciparu, “yy” (gg) norada
izgatavoSanas gadu ar diviem cipariem, bet “nnn” ir unikalais instrumenta identifikators.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata  06/2020
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegitu papildinformaciju, skatiet attiecigas droSibas
datu lapas (DDL). Tas érta un kompakta PDF formata ir pieejamas vietné
www.qgiagen.com/safety, kur DDL skatiSanai un izdrukasanai ir pieejamas katram QIAGEN
komplektam un ta komponentiem.

DroS$ibas informaciju par Rotor-Gene Q instrumentu skatiet ar instrumentu piegadataja

lietotaja rokasgramata.

Izmetiet paraugu un testu atkritumus atbilstosi vietéjiem droSibas noteikumiem.
Visparejie piesardzibas pasakumi

Vienmer pievérsiet uzmanibu talak noradttajiem nosacijumiem.

e Tests paredzéts izmantoSanai ar FFPE NSSPV audu paraugiem.

® Uzglabajiet un izdaliet pozitivus materialus (paraugus un pozitivas kontroles) atseviski
no visiem citiem reagentiem un pievienojiet tos reakcijas maistjumam telpiski atdalita
vieta.

® leveérojiet TpaSu piesardzibu, lai novérstu PCR kontaminaciju ar sintétisku kontroles
materialu. leteicams izmantot atseviSkas, 1paSas pipetes, lai sajauktu reakcijas
maisTjumus un pievienotu DNS matricu. Reakcijas maisijumu sagatavoSana un
dozéSana javeic atseviSka vieta, kur netiek pievienota matrica. Rotor-Gene Q stobrinus
nedrikst atvért péc PCR izpildes beigam. Tas nepiecieSams, lai novérstu laboratorijas
kontaminaciju ar PCR procesa raditajiem produktiem.
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e Visas kimiskas vielas un biologiskie materiali ir potenciali bistami. Paraugi ir potenciali
infekciozi un jaapstrada ka biologiski bistami materiali.

® therascreen EGFR RGQ PCR Kit reagenti ir optimali at§kaidti. NeatSkaidiet reagentus
vairak, jo tas var izraistt veiktspéjas zudumu. Neizmantojiet reakciju tilpumus (reakcijas
maistjums plus paraugs), kas ir mazaki par 25 pl, pretéja gadijuma pieaug kladaini
negativa rezultata risks.

e Visus komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit ieklautos reagentus ir paredzéts
lietot tikai ar paréjiem taja pasa komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit
ieklautajiem reagentiem. Neaizstajiet reagentus komplekta therascreen EGFR RGQ
PCR Kit vai starp komplektiem therascreen EGFR RGQ PCR Kit, jo tas var ietekmét
veiktspéju.

® |zmantojiet tikai Taqg DNS polimerazi (stobrin$ Tag), kas piegadata komplekta
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Neaizstajiet ar Taqg DNS polimerazi no citiem ta pasa
vai jebkura cita tipa komplektiem vai ar Tag DNS polimerazi no cita piegadataja.

® Neizmantojiet nederigus vai nepareizi uzglabatus komponentus.

Piezime: Jaievéro piesardziba, lai nodroSinatu pareizu paraugu testéSanu, Tpasu uzmanibu
pievérSot tam, lai izvairitos no nepareizas paraugu ievadiSanas, ielades kladam un
pipetéSanas kltddam.

Piezime: Readenti ir apstiprinati manualai iestati$anai. Ja izmanto automatizétu metodi, var
samazinaties iespéjamo reakciju skaits, jo $ajos instrumentos ar reagentu ir jaaizpilda
“neizmantojamie tilpumi”.
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Reagentu glabasana un lietoSana

TransportéSanas apstakli

therascreen EGFR RGQ PCR Kit tiek piegadats uz sausa ledus, un piegades bridi tam jabat
sasaluSam. Ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit piegades bridi nav sasalis, ja aré€jais
iepakojums ir ticis atvérts transportéSanas laika vai sdtijuma nav ietverta piezime par
iepakoSanu, rokasgramata vai reagenti, lidzu, sazinieties ar QIAGEN tehniska atbalsta
dienestu vai vietgjiem izplatitdjiem (skatiet aizmuguréjo vaku vai apmeklgjiet vietni

www.giagen.com).
UzglabasSanas apstakli

therascreen EGFR RGQ PCR Kit tdlit péc sanem$anas jauzglaba no -30 [ldz -15 °C
temperatira saldétava, kas uztur nemainigu temperatdru, un jasarga no gaismas. Scorpions
(tapat ka visas fluorescenti markétas molekulas) ir jasarga no gaismas iedarbibas, lai
novérstu izbaléSanu un veiktspéjas zudumu. Uzglabajot ieteicamajos glabasanas apstaklos

originalaja iepakojuma, komplekts ir stabils I1dz etiketé noraditajam deriguma terminam.

Péc atvérSanas reagentus var uzglabat to sakotnéja iepakojuma no -30 Iidz —-15°C
temperattra 12 ménesus vai Iidz noraditajam deriguma terminam — atkariba no ta, kas
iestdjas atrak. Jaizvairas no atkartotas sasaldéSanas un atkauséSanas. leteicamais

maksimalais sasaldéSanas-atkauséSanas ciklu daudzums ir astoni.

Reagenti jaatkausé apkartéjas vides temperatiira (15-25 °C) vismaz 1 stundu un maksimali
4,5 stundas. Kad reagenti ir gatavi lieto$anai, var iestatit PCR reakcijas, un Rotor-Gene Q
stobrini, kuros ir Master maisijumi un DNS paraugs, tilit jaievieto Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta. Kopéjais laiks no PCR iestatiSanas sakuma dz izpildes sakumam
nedrikst parsniegt:
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® 6 stundas, glab3jot apkartéjas vides temperatira

Piezime: Sis laiks ietver PCR iestati$anu un uzglabasanu.

® 18 stundas, glabajot ledusskapt (2—8 °C)

Piezime: Sis laiks ietver PCR iestati$anu un uzglabasanu.

Piezime: Lai nodroSindtu optimalu darbibu un veikisp&ju, Scorpions (tapat ka visas
fluorescenti markétas molekulas) ir jasarga no gaismas, lai novérstu izbaléSanu.

Piezime: Lai panaktu therascreen EGFR RGQ PCR Kit reagentu optimalu lietoSanu, paraugi
jaizmanto kopa. Ja paraugus testés atseviski, tiks izmantots vairak reagentu, un paraugu,
ko var testét ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit, skaits bls mazaks.
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Paraugu apstrade un uzglabasana

Piezime: Visi paraugi ir jauzskata par potenciali infekcioziem materialiem.

Parauga materialam jabut cilveka genoma DNS, kas ekstrahéts no FFPE audiem. Paraugi
ir jatransporté saskana ar standarta patologijas metodologiju, lai nodro$inatu paraugu
kvalitati.

Audzéja paraugi ir nehomogéni, un dati no audzéja parauga, iespé&jams, nebis atbilstosi
citam ta pasa audzéja sekcijam. Audzéja paraugi var saturét arT cita veida audus. DNS no
cita veida audiem, kas nav audzé&ja audi, visdrizak, nesaturés mutacijas, ko var noteikt ar
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Lai sagatavotu audu paraugus DNS ekstrahésanai, izpildiet talak noraditas darbibas:

® |zmantojot standarta materialus un metodes, fiks€jiet audu paraugu 10% neitrala
formalina buferSkiduma (neutral buffered formalin, NBF) un iegremdéjiet audu paraugu
parafina. Izmantojot mikrotomu, izgrieziet 5 ym serialas sekcijas no parafina bloka un
uzlieciet uz stikla priekSmetstikliniem.

® Piesaistiet apmacitu specialistu (pieméram, patologu), lai izvértétu ar hematoksilinu un
eozinu (H&E) iekrasoto sekciju, lai parliecinatos, vai taja ir audzé&ja audi.

® |ekrasotas sekcijas nedrikst izmantot DNS ekstrahésanai.

® Uzglabajiet visus FFPE blokus un priekSmetstiklinus istabas temperatara (15-25 °C).
PriekSmetstiklinus var uzglabat apkartéjas vides temperatdra lidz 1 ménesim pirms

DNS ekstrahésSanas.
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Procedura

DNS ekstrahéSana un sagatavoSana

81 komplekta veiktspéjas raksturojums ir generéts, izmantojot DNS, kas ekstrahéta,
izmantojot QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. Nr. 60404). Sis komplekts jaizmanto
DNS sagatavo$anai, ja tas ir pieejams konkrétaja valsti. Ja izmantojat funkcionali lldzvértigo
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat. Nr. 56404), DNS ekstrahéjiet saskana ar rokasgramata

sniegtajam instrukcijam, ievérojot talak pieejamos noradijumus:

® Neizmantojiet QIAGEN Deparaffinization Solution. Deparafinizacijai izmantojiet tikai
ksilola/etanola metodi, kas aprakstita Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata.

e \isas nepiecieSamajas darbibas noteikti izmantojiet molekularas biologijas lietojumam
paredzétu etanolu*.

e Nokasiet visu audu apgabalu no divam sekcijam markéta mikrocentrifigas stobring,
katram paraugam izmantojot tiru skalpeli.

® Proteinazes K noardianai (11. darbiba Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata)
janotiek 1 stundu £ 5 mindtes 56 °C + 3 °C temperatara.

® Proteinazes K noardiSanai (12. darbiba Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata)
janotiek 1 stundu £ 5 mindtes 90 °C + 3 °C temperatara.

® Neizpildiet RNazes darbibu, kas aprakstita QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
rokasgramata.

® Paraugi jaelué ar 120 pl eluéSanas bufera (ATE) no QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(20. darbiba QIAamp DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata).

® Pirms lietoSanas genoma DNS var uzglabat 2—8 °C temperatira 1 nedélu péc

ekstrahésanas vai no —30 [1dz —15 °C temperatdra I1dz 8 nedélam.

Piezime: Visi testi komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit generé Tsus PCR
produktus. Tacu therascreen EGFR RGQ PCR Kit nedarbojas ar batiski fragmentétu DNS.

* Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, piemé&ram, metanolu vai metiletilketonu.
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Protokols: Paraugu izvertéSana

So protokolu izmanto, lai izvértétu kop&jo amplificejamas DNS daudzumu paraugos,

izmantojot Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package “therascreen EGFR CE

Control Run Locked Template”, lai automatizéti izvértétu paraugus.

Piezime: Informaciju par manualu DNS paraugu izvértéSanu skatiet Seit: A pielikums:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit manualais protokols.

Svariga informacija pirms darba sak3anas

Lai iegatu pareizus rezultatus, testa iestatiSanas procesa katras samaisiSanas
darbibas laika noteikti jaizpilda aprakstitd samaisiS8anas procediira.

Izmantojot pieejamo kontroles reakcijas maisijumu, var izvértét ne vairak ka

24 paraugus.

Pirms procediras sakSanas izlasiet sadalu Vispargjie piesardzibas pasakumi.

Pirms protokola izpildes sak$anas rlpigi iepazistieties ar Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumentu. Skatiet instrumenta lietotaja rokasgramatu.

Nemaisiet Taq DNS polimerazi (stobrin$ Taq) vai citu maisijumu, kas satur Taq DNS
polimerazi, jo tas var inaktivét enzimu.

Pipetéjiet Taqg, novietojot pipetes galu tieSi zem Skidras virsmas, lai gals neparklatos ar
lieku enzimu.

Izmantojiet kontroles reakcijas maistjumu (stobrind CTRL), lai pirms testéSanas
izvértétu DNS.

Piezime: Sai izvérté$anai kontroles reakcijas maistjumu ir svarigi izmantot, ka
aprakstits talak, nevis izmantot spektrofotometriju vai citas alternativas metodes.
Bdtiski noardijusies DNS var neamplificéties, lai gan praimeri generé 1sus DNS
fragmentus.
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e Lai efektivi izmantotu reagentus no komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit, DNS
paraugus, cik vien iespéjams, apstradajiet kopa, izveidojot pilnas izpildes. Ja paraugus
testé atseviski vai mazaka daudzuma, tiek izmantots vairak reagentu, un paraugu, ko

var testét ar vienu therascreen EGFR RGQ PCR Kit, kopé€jais skaits ir mazaks.

Pirms darba sakS§anas veicamas darbibas

® Pirms sakat lietot Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu, parliecinieties, vai ir
instaléta therascreen EGFR CE Assay Package programmatira (skatiet Seit:
B pielikums: therascreen EGFR CE Assay Package instaléSana).

® Pirms katras lietoSanas reizes visi reagenti ir pilniba jaatkausé vismaz 1 stundu un
maksimali 4,5 stundas istabas temperatira (15-25 °C), jasajauc, apvérsot stobrinus
10 reizes, un Tslaicigi jacentrifugé, lai saturs sakratos stobrina apak3a.

® Pirms katras lietoSanas reizes parliecinieties, vai Taq ir istabas temperatira (15—
25 °C). Islaicigi centrifugéjiet stobrinu, lai enzims sakratos stobrina apaksa.

® Sajauciet visus paraugus, apvérsot stobrinus 10 reizes, un Tslaicigi centrifugéjiet, lai

saturs sakratos stobrina apaksa.

Proceddra

1. Atkauséjiet kontroles reakcijas maistjumu (CTRL), Gdeni, kas nesatur nukleazi,
kontrolei bez matricas (NTC) un EGFR pozitivo kontroli (PC) apkartéjas vides
temperatira (15-25 °C) vismaz 1 stundu un maksimali 4,5 stundas.

Reagentu atkausésanas, PCR iestati§anas un uzglabasanas ilgums pirms izpildes

sak$anas ir noradits 2. tabula.

2. tabula. Atkausésanas ilgums, PCR iestatiSanas ilgums un uzglabasanas temperatiira

Minimalais Maksimalais Uzglabasanas temperatira péc Maksimalais PCR
atkausésSanas atkausésanas PCR iestatiSanas iestatiSanas un
ilgums ilgums uzglabasanas ilgums
1h 4,5h Apkartéjas vides temperatdra (15—~ 6 h

25 °C)
1h 4,5h 2-8°C 18 h
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Piezime: PCR iestata apkartéjas vides temperatdra (15-25 °C). Termins “uzglabasana”
attiecas uz laiku no PCR iestatiSanas pabeigSanas lidz PCR izpildes sakumam Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.

Piezime: Noturiet Taq apkartéjas vides temperatlra (1525 °C) vienlaikus ar paré&jiem
reagentiem (skatiet 3eit: Reagentu glabasana un lietogana). Islaicigi centrifugéjiet
stobrinu, lai enzims sakratos stobrina apaksa.

2. Kad reagenti ir atkususi, sajauciet tos, apgriezot katru stobrinu 10 reizes, lai novérstu
lokalas salu koncentracijas, péc tam Tslaicigi centrifugégjiet, lai saturs sakratos stobrina
apaksa.

3. Sagatavojiet pietieckamu daudzumu kontroles Master maisijuma (kontroles reakcijas
maistjums [CTRL] plus Taq) DNS paraugiem, EGFR PC reakciju un NTC reakciju
atbilstosi tilpumiem, kas noradtti 3. tabula. letveriet reagentus vienam papildu
paraugam, lai nodrosinatu pietiekamu papildu daudzumu PCR iestatiSanai.

Piezime: Master maisijums satur visus PCR analizei nepiecieSamos komponentus,
iznemot paraugu.

. tabula. Kontroles testa Master maisijuma sagatavosana
Komponents Tilpums
Control Reaction Mix (Kontroles reakcijas maistjums) 19,5 pl x (n + 1)*
(CTRL)

Taq DNS polimeraze (Taq) 0,5pulx(n+1)
Kopéjais tilpums 20 pl/reakcija

n = reakciju skaits (paraugi plus kontroles). Sagatavojiet pietiekamu daudzumu Master maisijuma vienam papildu
paraugam (n + 1), lai nodroSinatu pietiekamu papildu daudzumu PCR iestatiSanai. Vértiba n nedrikst parsniegt 26
(24 paraugi plus 2 kontroles).

Piezime: Sagatavojot Master maisijumu, vispirms attiecigaja stobrina pievieno
nepiecieSamo kontroles reakcijas maisijuma tilpumu, beigas pievieno Taq.

4. Ripigi sajauciet Master maisijumu, 10 reizes saudzigi pipetéjot uz augsu un uz leju.
levietojiet atbilstoSu teststrémelu stobrinu skaitu ielades bloka atbilstosi izkartojumam,

kas noradits 4. tabula. Nekavéjoties pievienojiet 20 ul Master maisijuma katra PCR
teststrémelu stobrina.
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Neiznemiet vacinus no plastmasas iepakojuma, kameér tie nav nepiecieSami. Lai
izvértétu DNS paraugus, kontroles testa Master maisijums japievieno viena PC
stobrina, viena NTC stobrina un viena stobrina katram paraugam.

4. tabula. DNS paraugu izvértéSanas testu izkartojums ielades bloka. Cipari norada pozicijas ielades bloka
un rotora beigu poziciju.

Tests Pozicija

Kontrole 1[PC] 9 17 25 - - - - -
Kontrole 2[NTC] 10 18 26 - - - - -
Kontrole 3 11 19 - - - - - —
Kontrole 4 12 20 - - = - — —
Kontrole 5 13 21 - - - - - —
Kontrole 6 14 22 - - - - - -
Kontrole 7 15 23 - - - - _ —
Kontrole 8 16 24 - - - = — —

5. Nekaveéjoties pievienojiet 5 ul ddens kontrolei NTC stobrina 2. pozicija un aizkorkéjiet
stobrinu.

6. Paraugu stobrinos pievienojiet 5 pl katra parauga (stobrinu pozicijas 3.-26.) un
aizkorkegjiet stobrinus.

7. Pievienojiet 5 uyl EGFR PC stobrina 1. pozicija un aizkorkéjiet stobrinu.
Piezime: Uzmanieties, lai nepielautu ielades vai pipetéSanas kltdu un nodroSinatu pareizu
NTC, paraugu un PC pievienoSanu atbilstoSajos stobrinos. Markéjiet stobrinu vacinus, lai
noradttu stobrinu ievietoSanas virzienu Rotor Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.

8. Kad visi PCR stobrini ir aizkorkeéti, vizuali parbaudiet paraugu stobrinu uzpildes limeni,
lai nodroSinatu, ka paraugs ir pievienots visiem stobriniem.

9. Apgrieziet visus PCR stobrinus 4 reizes, lai sajauktu paraugus un reakciju
maisijumus.

10. levietojiet PCR teststrémelu stobrinus attiecigajas pozicijas 72-Well Rotor iericé

atbilstoSi izkartojumam, kas noradits 4. tabula.
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Ja rotors nav pilniba aizpildits, visas tuk3as rotora pozicijas aizpildiet ar aizkorkétiem,
tukSiem stobriniem.

11. 72-Well Rotor nekavéjoties ievietojiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.
Parbaudiet, vai rotora augSpusé ir novietots slédzéjgredzens (Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta piederums), lai fiksétu stobrinus izpildes laika.

Piezime: Ja paraugus izvértéjat manuali, informaciju par to skatiet Seit: A pielikums:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit manualais protokols.

12. Divreiz noklikSkiniet uz therascreen EGFR CE Control Run Locked Template ikonas
ar Rotor-Gene Q MDx instrumentu savienota datora darbvirsm3, lai startétu Rotor-
Gene Q programmatdru (1. attéls).

299

F }

therascrean EGFR CE
Contral Run Locked
Template

1. attéls. EGFR CE Locked Template ikona kontroles izpildei (paraugu izvértéSana).

13. P&c noklus&juma tiek atvérta cilne “Setup” (lestatiana) (2. attéls). Parliecinieties, vai
sledzejgredzens ir pareizi piestiprinats, un péc tam atziméjiet izvéles ratinu Locking
Ring Attached (Slédzé&jgredzens piestiprinats). Aizveriet Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta vaku.
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2. attéls. Cilne “Setup” (lestatiSana) (1) un izvéles ritina “Locking Ring Attached” (Slédzéjgredzens

piestiprinats) (2).

14. Atbilstosi vietéjai nosaukumdoSanas metodei lauka Run ID (Izpildes ID) ievadiet izpildes ID.
Atbilstosi vietéjai nosaukumdosanas metodei lauka Sample Name (Parauga nosaukums)
ievadiet parauga nosaukumu un nospiediet taustinu Return (Atgriezties).

Tadeéjadi parauga nosaukums tiek pievienots paraugu sarakstam un paraugam tiek
pieskirts “Sample ID” (Parauga ID) (1, 2, 3 utt.). Turklat tiek atjauninats panelis “Layout
of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums) labaja pusé, ietverot
parauga nosaukumu (3. attéls).

Piezime: Paraugu nosaukumus, kas saglabati *.smp (Rotor-Gene Q parauga fails) vai *.csv
(komatatdalitas vértibas) formata, arm var importét, izmantojot funkciju Import Samples
(Importét paraugus). Izmantojot So metodi, paraugu nosaukumi tiek aizpildtti automatiski.
Piezime: Panell “Layout of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums)

parbaudiet, vai parauga nosaukuma pievieno8ana ir izcelta ar krasas mainu un vai
parauga nosaukums ir parauga pozicija (3. attéls).
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Piezime: Paraugu nosaukumi ar vairak neka 8 rakstzimém, iesp&jams, netiks pilntba

attéloti panell “Layout of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums).

Software VIRTUAL MODE - therascresn EGER Control Run Locked Template 2714-10-13 1 - [EGFR Analysi] e
s
Setup I P 1
— o an e
Hotws
Kit Name: theiascieen EGFR CE Rator:
RGO PCR kit
Template Version: 304
| kel
Proicn
e
Corked
4 -
i
Whenlhe unings havs e e, chok Stat fun o begnhenn [ Statn_| . . ' :
[ I s i izl i | ]

3. attéls. “Run ID” (Izpildes ID) un “Sample Name” (Parauga nosaukums) ievadi$ana. 1 = dialoga lauks “Run
ID” (Izpildes ID), 2 = panelis “Sample Import” (Paraugu importé$ana), 3 = dialoga lauks “Sample Name” (Parauga
nosaukums), 4 = “Paraugu saraksts”, 5 = panelis “Layout of the pipetting adapter” (Pipeté$anas adaptera
izkartojums).
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15. Atkartojiet 14. darbibu, lai ievaditu visu papildu paraugu nosaukumus (4. attéls).

Piezime: Lai redigétu parauga nosaukumu, paraugu saraksta noklikSkiniet uz Sample
Name (Parauga nosaukums), un atlasitais paraugs tiks paradits augsa lauka Sample
Name (Parauga nosaukums). Redigéjiet parauga nosaukumu atbilstosi vietéjai

nosaukumdo$anas metodei un nospiediet taustinu Return (Atgriezties), lai atjauninatu
nosaukumu.

Mooe
e e

o I

Kit Name: theascieenEGFRCE  Rolor (5 Lo
RGO PCAKE .

Template Version: 304

Fum D, [EerwatFin Lot o e ppsting st

Wt g e b o, ik S bbb, [ _ St |

[ T [ = Jus o) () | Lo i

4. attéls. Papildu paraugu nosaukumu ievadiSana lauka “Sample Name” (Parauga nosaukums). 1 = dialoga
lauks “Sample Name” (Parauga nosaukums), 2 = “Paraugu saraksts”, 3 = panelis “Layout of the pipetting adapter”
(Pipetésanas adaptera izkartojums).
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16. Kad visu paraugu nosaukumi ir ievadtti, parbaudiet, vai tie ir pareizi. Ja nepiecieS8ams,
lauka Notes (Piezimes) pievienojiet papildinformaciju un péc tam noklikskiniet uz Start
Run (Sakt izpildi) (5. attéls).

Piezime: Ja kada rotora pozicija nav izmantota, tiek paradits pazinojums “Warning”
(Bridinajums) (5. attéls), lai lietotdjam atgadinatu, ka visas neizmantotas rotora
pozicijas ir jaaizpilda ar aizkorkétiem, tukSiem stobriniem. Parbaudiet, vai visas
neizmantotas rotora pozicijas ir aizpilditas ar aizkorkétiem, tukSiem stobriniem, un
noklikSkiniet uz OK (Labi), lai turpinatu. Tiek atvérts logs "Save As” (Saglabat ka).

o )

Kit Name: therascresn E6FR
RGO FCR K

Template Version: 304

|Gt U 5L b, s e, =5 O |

5. attéls. Lauks “Notes” (Piezimes) (1), poga “Start Run” (Sakt izpildi) (2) un “Warning” (Bridinajums) par
neizmantotam rotora pozicijam (3).
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17. Atlasiet atbilstoSu faila nosaukumu un saglabajiet PCR izpildi ka *.rex izpildes failu

atlasttaja atraSanas vieta. NoklikSkiniet uz Save (Saglabat) (6. attéls).

1 Save As =32
@()'L’“ Vv Computer » ~ [ %2 | [ Search Computer o]
Organize + B= ~ (7]

T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)

Windows7 (C:)

4l Libraries >
145 GB free of 232 GB
8 Computer > Devices with Removable Storage (8) .l

N > Network Location (11)
€ Network

——————————————
[ZIY.EL Sl therascreen EGFR CE - 2

Save 25 type: [Run File (".rex)

3 — I | —

6. attéls. Logs “Save As” (Saglabat ka) (1). 2 = Lauki “File Name” (Faila nosaukums) un “Save as type” (Saglabat

ka tipu); 3 = “Save” (Saglabat).
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Sakas PCR izpilde.

Piezime: Kad sakas izpilde, tiek atvérta cilne “Run Progress” (Izpildes norise), radot
temperatdras pierakstu un atlikuSo izpildes laiku (7. attéls).

1

Aralyi-Only Ftor-Geo  Seis Softmare VIRTUAL MODE - DHE13¢ VERID2 498 005 BO0 134U/GL1 073 128 - EGHR Analyi]
Ele e

fe @ e

Son | | flun Progress | | [

Trerun hos completed

Temperature Trace - Temp () vs Time (min)

o

s G S Suws 231

. attéls. Cilne “Run Progress” (Izpildes norise) (1).

erscrvn PR Nkl [VIRTUSA, MODE | Coaverd User: GLOBAL v [ rahocs, 9 A, I g

Piezime: Péc izpildes pabeigSanas tiek atvérta cilne “Analysis” (Analize). Ja cilne
Analysis (Analize) netiek atvérta, noklikSkiniet uz cilnes Analysis (Analize) (8. attéls).

Piezime: AprékinaSanas metodes izskaidrojums ir sniegts sadala “Rezultatu
interpretacija (automatizéta)”.
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8. attéls. Cilne “Analysis” (Analize) (1) un rezultatu uzradisana (2 = “Sample QC Result Table” (Paraugu

kvalitates kontroles rezultatu tabula)).

Kontroles rezultati tabula “Sample QC Result Table” (Paraugu kvalitates kontroles

rezultatu tabula) tiek uzradrti, ka aprakstits talak (8. attéls).

Izpilzu kontroles (PC un NTC, attiecigi 1. un 2. stobrina pozicija). Ja rezultati ir
pienemamaja diapazona, katrs tiek paradits ka “Valid” (Derigs). Pretéja gadijuma
rezultats ir “Invalid” (Nederigs).

Paraugu kontroles reakcija Crt > 31,10, tiek paradits ka “Invalid” (Nederigs). DNS
daudzums nav pietiekams mutacijas analizei. Testéjiet paraugu atkartoti. Ja DNS
daudzums joprojam nav pietickams, ekstrahéjiet vairak audzéja audu, ja iesp&jams.
Paraugu kontroles reakcija Ct < 23,70, tiek paradits ka “Invalid” (Nederigs). DNS
koncentracija ir parak augsta mutacijas analizei. AtSkaidiet ar tdeni bez nukleazes
atSkaidiSanai (Dil.) un testéjiet atkartoti. AtSkaidiet Itdz Cr vértibai 23,70-31,10.
AtSkaidijums attieciba 1:1 palielina Cr vértibu par aptuveni 1,0.
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Paraugu kontroles reakcija Ct ir 23,70-31,10 (23,70 < kontroles Cr < 31,10), tiek

paradits ka “Valid” (Derigs). DNS koncentracija ir piemérota mutacijas analizei.

Piezime: Ja nepiecieSama atkartota ekstrahéSana vai atSkaidiSana, atkartojiet
kontroles reakciju, lai apstiprinatu, ka DNS koncentracija ir piemérota lietoSanai.

18. NoklikSkiniet uz Report (Parskats), lai izveidotu parskata failu. Tiek atvérts logs “Report
Browser” (Parskatu parltiks). Sadala “Templates” (Veidnes) atlasiet EGFR CE
Analysis Report (BRAF CE analizes parskats) un péc tam noklikskiniet uz Show
(Radtt) (9. attels).

Piezime: Lai parskatus saglabatu cita atraSanas vieta timekla arhivu formata,
noklikSkiniet uz Save As (Saglabat ka) katra parskata aug$eja kreisaja start.

% Analysis-Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DHFI34_VEPO12_A03.004_R00_0BAG12.083_EPD - [EGFR Analysis] ==
% File Help

o

Analysis

Eoay ]
S

N

Rotorens 0 S Sowar 231 VRTUALMODE | G Arast, G Opa) P

9. attéls. “EGFR CE Analysis Report” (EGFR CE analizes parskats) atlasiS8ana. 1 = “Report” (Parskats), 2 = logs
“Report Browser” (Parskatu parluks), 3 = “EGFR Analysis Report” (EGFR analizes parskats) atlasiSana; 4 = “Show”
(Radtt).
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Protokols: EGFR mutacijas noteik8ana

Sis protokols ir paredzéts EGFR mutaciju noteik$anai. Kad paraugam ir veikta parauga DNS

izvértéSana, to var testét, izmantojot EGFR mutacijas testus, kas izmanto automatizétu

programmataru.

Piezime: Informaciju par manualu mutacijas noteikS8anu skatiet Seit: A pielikums:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit manualais protokols.

Svariga informacija pirms darba sak3anas

Lai iegatu pareizus rezultatus, testa iestatiSanas procesa katras samaisiSanas
darbibas laika noteikti jaizpilda aprakstitd samaisiS8anas procediira.

Pirms procediras sakSanas izlasiet sadalu Vispargjie piesardzibas pasakumi.

Pirms protokola izpildes sak$anas rlpigi iepazistieties ar Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumentu. Skatiet instrumenta lietotaja rokasgramatu.

Paraugu var testét, izmantojot EGFR mutacijas testus, kad tam ir veikta parauga DNS
izvértéSana.

Lai optimali izmantotu therascreen EGFR RGQ PCR Kit, paraugi ir jagrupé partijas pa
septiniem. Mazaki partiju lielumi nozimé, ka ar komplektu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit var testét mazaku paraugu skaitu.

Paraugs jatesté, izmantojot visus reakciju maisijumus, kas pieejami komplekta
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Nemaisiet Taq vai citu maisijumu, kas satur Tagq, jo tas var inaktivét enzimu.
Pipetéjiet Taq, uzmanigi novietojot pipetes galu tieSi zem Skidras virsmas, lai gals

neparklatos ar lieku enzimu.

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

Pirms sakat lietot Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu, parliecinieties, vai ir
instaléta therascreen EGFR CE Assay Package programmatira (skatiet Seit:
B pielikums: therascreen EGFR CE Assay Package instaléSana).
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e Pirms katras lietoSanas reizes visi reagenti ir pilniba jaatkausé vismaz 1 stundu un
maksimali 4,5 stundas apkartéjas vides temperatira (15-25 °C), jasajauc, apvérsot
stobrinus 10 reizes, un Tslaicigi jacentrifugé, lai saturs sakratos stobrina apaksa.

e Sajauciet visus paraugus, apvérsot stobrinus 10 reizes, un Tslaicigi centrifuggjiet,
lai saturs sakratos stobrina apaksa.

® Pirms katras lietoSanas reizes parliecinieties, vai Taq ir apkartéjas vides temperatira
(15-25 °C). Tslaicigi centrifugéjiet stobrinu, lai enzims sakratos stobrina apaksa.

Proceddra

1. Atkausgjiet visus reakcijas maistjuma stobrinus, tdeni kontrolei NTC un EGFR PC
apkartéjas vides temperattra (1525 °C) vismaz 1 stundu un maksimali 4,5 stundas.
Reagentu atkausésanas, PCR iestati$anas un uzglabasanas ilgums pirms izpildes

sakSanas ir noradits 5. tabula.

5. tabula. AtkauséSanas ilgums, PCR iestatiSanas ilgums un uzglabasanas temperatiira

Minimalais Maksimalais Uzglabasanas temperatira péc Maksimalais PCR
atkausésanas atkausésanas PCR iestatiSanas iestatiSanas un
ilgums ilgums uzglabasanas ilgums
1h 4,5h Apkartéjas vides temperatdra 6h

(15-25 °C)
1h 4,5h 2-8°C 18h

Piezime: PCR iestata apkartéjas vides temperatara (15-25 °C). Uzglabasana attiecas
uz laiku no PCR iestatiSanas pabeigSanas lidz PCR izpildes sakumam Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM instrumenta.
Piezime: Noturiet Taq (stobrin$ Taq) apkartéjas vides temperatira (15-25 °C)
vienlaikus ar paréjiem reagentiem (skatiet Seit: Reagentu glabasana un lietoSana).
Tslaicigi centrifugéjiet stobrinu, lai enzims sakratos stobrina apaksa.

2. Kad reagenti ir atkususi, sajauciet tos, apgriezot katru stobrinu 10 reizes, lai novérstu
lokalas salu koncentracijas, péc tam Tslaicigi centrifugéjiet, lai saturs sakratos stobrina

apaksa.
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3. Sagatavojiet pietiekamu daudzumu testa Master maistjumu (testa reakcijas maisijums
plus Taq) DNS paraugiem, EGFR PC un NTC reakciju atbilstosi tilpumiem, kas noradrti
6. tabula. letveriet reagentus vienam papildu paraugam, lai nodro$inatu pietiekamu
papildu daudzumu PCR iestati$anai.

Master maistjumi satur visus PCR analizei nepiecieSamos komponentus, iznemot
paraugu.

6. tabula. Testa Master maisijumu sagatavos$ana

Taq DNS polimerazes (stobrins

Tests Reakcijas maisijuma Reakcijas maisijuma Taq) tilpums
stobrins tilpums
Kontrole CTRL 19,5 plx (n+1)* 0,5plx(n+1)*
T790M T790M 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
Delécijas Del 19,5 ulx (n+1) 0,5 pl x (n+1)
L858R L858R 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
L861Q L861Q 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
G719X G719X 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
S768I S768I 19,5 pl x (n+1) 0,5 ul x (n+1)
Insercijas Ins 19,5l x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

n = reakciju skaits (paraugi plus kontroles). Sagatavojiet pietieckamu daudzumu Master maisijuma vienam papildu
paraugam (n + 1), lai nodroSinatu pietiekamu papildu daudzumu PCR iestatiSanai. Vértiba n nedrikst parsniegt
“septini” (plus kontroles), jo tas ir maksimalais paraugu skaits, ko var apstradat viena izpildes reizeé.

4. Ripigi sajauciet testa Master maisijumus, 10 reizes saudzigi pipetéjot uz augsu un uz
leju. levietojiet atbilstoSu teststréemelu stobrinu skaitu ielades bloka atbilstosi
izkartojumam, kas noradits Seit: Tabula 7. Nekavéjoties pievienojiet 20 ul atbilstoSa
testa Master maisijuma katré PCR teststremelu stobrina.

Neiznemiet vacinus no plastmasas iepakojuma, kamér tie nav nepiecieSami.
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7. tabula. Kontrolu un mutacijas testu izkartojums ielades bloka. Cipari norada pozicijas ielades bloka un

rotora beigu poziciju.

Kontroles Parauga numurs

Tests PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

Kontrole 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delécijas 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
L861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
G719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70
S768I 7 15 23 31 39 47 55 63 71
Insercijas 8 16 24 32 40 48 56 64 72

5. Nekavéjoties pievienojiet 5 pl Gdens kontrolei NTC stobrinos 9.—16. pozicija un

aizkorkeéjiet stobrinus.

6. Paraugu stobrinos pievienojiet 5 pl katra parauga (stobrinu pozicijas 17.-24., 25.-32.,

33.-40., 41.-48., 49.-56., 57.—64. un 65.—72.) un aizkorkgjiet stobrinus.

7. Pievienojiet 5 uyl EGFR PC stobrinos 1.—8. pozicija un aizkorkgjiet stobrinus.

Uzmanieties, lai nepielautu ielades vai pipetéSanas kltdu un nodroSinatu pareizu NTC,

paraugu un EGFR PC pievieno$anu atbilstoSajos stobrinos.

Katram stobrinam jasatur kopéjais reakcijas tilpums 25 pl (20 pl testa Master

maisijums, kas sagatavots 3. darbiba (6. tabula), plus 5 yl NTC/parauga/PC). Cipari

norada pozicijas ielades bloka un rotora beigu poziciju.

Markéjiet stobrinu vacinus, lai noraditu stobrinu ievietoSanas virzienu Rotor-Gene Q

MDx 5plex HRM instrumenta.

8. Kad visi PCR stobrini ir aizkorkéti, vizuali parbaudiet paraugu stobrinu uzpildes [Tmeni,

lai nodro$inatu, ka paraugs ir pievienots visiem stobriniem.

9. Apgrieziet visus PCR stobrinus 4 reizes, lai sajauktu paraugus un reakciju maisijumus.
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10. levietojiet PCR teststréemelu stobrinus attiecigajas pozicijas 72-Well Rotor iericé

atbilstoSi izkartojumam, kas noradits Seit: Tabula 7.

Katra PCR izpildé var ieklaut maksimali 7 paraugus. Ja rotors nav pilniba aizpildits,

visas tuk3as rotora pozicijas aizpildiet ar aizkorkétiem, tukSiem stobriniem.

11. 72-Well Rotor nekavéjoties ievietojiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta.
Parbaudiet, vai rotora augSpusé ir novietots slédzéjgredzens (Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta piederums), lai fiksétu stobrinus izpildes laika.

Piezime: Ja EGFR mutaciju nosakat manuali, informaciju par to skatiet Seit:
A pielikums: therascreen EGFR RGQ PCR Kit manualais protokols.

12. Divreiz noklik8kiniet uz therascreen EGFR CE Locked Template ikonas ar Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM instrumentu savienota klépjdatora darbvirsma, lai startétu Rotor-
Gene Q programmataru (10. attéls).

therascreen EGFR CE
Locked Template

10. attéls. EGFR CE Locked Template ikona (EGFR mutacijas noteik$ana).
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13. P&c noklus&juma tiek atvérta cilne “Setup” (lestatiSana) (11. attéls). Parliecinieties, vai
sledzejgredzens ir pareizi piestiprinats, un péc tam atziméjiet izvéles ratinu Locking

Ring Attached (Slédzé&jgredzens piestiprinats). Aizveriet Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM instrumenta vaku.

Anayss Gy ==x{r=n =]
Gle by B

'|—

Kit Name:

) [l posion 1
J |8 ML
S T 1ron

I _smhe |

RctoGare O Sere: Schnws 211

hecascisr E5T Hkdn | VINTUAL W25 |Carert Uce: GLOBAL Aoy, ki o, N1 A NG Opra]

11. attéls. Cilne “Setup” (lestatiSana) (1) un izvéles ritina “Locking Ring Attached” (Slédzéjgredzens
piestiprinats) (2).

14. AtbilstoSi vietéjai nosaukumdo$anas metodei lauka Run ID (Izpildes ID) ievadiet

izpildes ID. AtbilstoSi vietéjai nosaukumdosanas metodei laukd Sample Name
(Parauga nosaukums) ievadiet parauga nosaukumu un nospiediet taustinu Return
(Atgriezties).

Tadéjadi parauga nosaukums tiek pievienots paraugu sarakstam un paraugam tiek
pieskirts “Sample ID” (Parauga ID) (1, 2, 3 utt.). Turklat tiek atjauninats panelis “Layout

of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums) labaja pusé, ietverot
parauga nosaukumu (12. attéls).

Piezime: Paraugu nosaukumus, kas saglabati *.smp (Rotor-Gene Q parauga fails) vai *.csv
(komatatdalitas vértibas) formata, art var importét, izmantojot pogu Import Samples
(Importét paraugus). Izmantojot So metodi, paraugu nosaukumi tiek aizpilditi automatiski.
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Piezime: Panell “Layout of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums)
parbaudiet, vai parauga nosaukuma pievienoSana ir izcelta ar krasas mainu un vai
parauga nosaukums ir parauga pozicija (12. attéls).

Piezime: Var pievienot maksimali 7 paraugus. Paraugu identifikatori (paraugu aplos)
automatiski tiek pieskirti no 1 I1dz 7.
Piezime. Paraugu nosaukumi ar vairak neka 8 rakstzimém, iespéjams, netiks pilniba

attéloti panell “Layout of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums).

MoDE vl E=mEen |

p—
/o0 O e Ppetng s0aper

KitName: thersscreen EGFR CE Rotar

Template Version: 304

3 CICICICISIS >

=Mu\ahm/&ni‘wn

Sanpes

A O wN-—

15 swh |

RotorGene 0 Seres Software 231 VIRTUAL MODE RG Ansiyet, A Dperto]

12. attéls. “Run ID” (Izpildes ID) un “Sample Name” (Parauga nosaukums) ievadi$ana. 1 = lauks “Run ID”
(Izpildes ID), 2 = poga “Import Samples” (Importét paraugus), 3 = lauks “Sample Name” (Parauga nosaukums), 4 =
“Paraugu saraksts”, 5 = panelis “Layout of the pipetting adapter” (PipetéSanas adaptera izkartojums), 6 = izcelts
parauga aplis un kolonna ar 8 testiem zem ta.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata  06/2020 41



15. Atkartojiet 14. darbibu, lai ievaditu visu papildu paraugu nosaukumus (13. attéls).
Piezime: Lai redigétu parauga nosaukumu, paraugu saraksta noklikSkiniet uz Sample
Name (Parauga nosaukums), un atlasitais paraugs tiek paradits augsa lauka Sample
Name (Parauga nosaukums). Redigéjiet parauga nosaukumu atbilstosi vietéjai
nosaukumdo$anas metodei un nospiediet taustinu Return (Atgriezties), lai atjauninatu

nosaukumu.
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13. attéls. Papildu paraugu nosaukumu ievadiSana lauka “Sample Name” (Parauga nosaukums). 1 = lauks
“Sample Name” (Parauga nosaukums), 2 = “Paraugu saraksts”, 3 = panelis “Layout of the pipetting adapter”
(PipetéSanas adaptera izkartojums).
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16. Kad visu paraugu nosaukumi ir ievadtti, parbaudiet, vai tie ir pareizi. Ja nepiecieSams,
lauka Notes (Piezimes) pievienojiet papildinformaciju un péc tam noklikskiniet uz Start
Run (Sakt izpildi) (14. attéls).

Piezime: Ja kada rotora pozicija nav izmantota, tiek paradits pazinojums “Warning”
(Bridinajums) (14. attéls), lai lietotdjam atgadinatu, ka visas neizmantotas rotora
pozicijas ir jaaizpilda ar aizkorkétiem, tukSiem stobriniem. Parbaudiet, vai visas
neizmantotas rotora pozicijas ir aizpilditas ar aizkorkétiem, tukSiem stobriniem, un

noklikSkiniet uz OK (Labi), lai turpinatu.
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14. attéls. Lauks “Notes” (Piezimes) (1), poga “Start Run” (Sakt izpildi) (2) un “Warning” (Bridindjums) par
neizmantotam rotora pozicijam (3).
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17. Tiek atverts logs “Save As” (Saglabat ka). levadiet atbilstoSu faila nosaukumu un

saglabajiet PCR izpildi ka *.rex izpildes failu atlasitaja atrasSanas vieta. NoklikSkiniet uz

Save (Saglabat) (15. attéls).
3. Save As @
@\:}":‘i » Computer » - | &,| Search Computer =
Organize « B ~ (7]
¢ Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries ~ o - -
145 GB free of 232 GB
1% Computer Devices with Removable Storage (8) 1
fr—
N > Network Location (11)
&I.d Metwork
e —————————————
File name: - 2
Save as type: [Run File {*.rex) -
: Save I [ Cancel ]

GEEEEES

ka tipu); 3 = “Save” (Saglabat).

3
15. attéls. Logs “Save As” (Saglabat ka) (1). 2 = Lauki “File Name” (Faila nosaukums) un “Save as type” (Saglabat
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Sakas PCR izpilde.

Piezime: Kad sakas izpilde, tiek atvérta cilne “Run Progress” (Izpildes norise), radot

temperatiras pierakstu un atlikuSo izpildes laiku (16. attéls).

1
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16. attéls. Cilne “Run Progress” (Izpildes norise).

Péc izpildes pabeigSanas tiek atvérta cilne “Analysis” (Analize).

Piezime: Ja cilne “Analysis” (Analize) netiek atverta, noklikSkiniet uz cilnes “Analysis’
(Analize) (17. attéls).
Piezime: AprékinaSanas metodes izskaidrojums ir sniegts sadala “Rezultatu

interpretacija (automatizéta)”.
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4 -

Analysiz-Only Rotor Gene Q SeiesScftware VIRTUAL MODE - DHFL34_VEPO11_A03,001_R00 140CTL2,079_MZ - [EGFR Anaysic] =ll@)[=
File  Help

Run Controls, Posiive Control:

[EGFR Stalus [Contiol 0 [Deta 0t | Flags/Wamings
4

d SAMPLE 1 Mutaton Detected EE

SANPLE 2 Mutaton Detected 20

SANPLE 3 Mutation Detected an
SAMPLE & Mutaton Detected am %
SAMPLE S Mutaton Detected ETI

SAMPLE & Mutation Detected sz 58

SAMPLE 7 Detectad =2

RotorGiere O Seres Sftware 231 terascieen EGFR odule [VIRTUAL MODE | Curent User GLOBAL fovek (Adniistatr, AG Ansbs, G Operator)

17. attéls. Cilne “Analysis” (Analize) (1) un rezultatu uzradiSana. 2 = panelis “Run Controls, Positive Control”
(Izpildes kontroles, pozitiva kontrole), 3 = panelis “Run Controls, Negative Control” (Izpildes kontroles, negativa
kontrole), 4 = “Sample Result Table” (Paraugu rezultatu tabula), 5 = panelis “Mutation Status” (Mutacijas statuss).

Testu rezultati tiek uzradtti, ka aprakstits talak (18. attéls).

Run Controls, Positive Control (Izpildes kontroles, pozitiva kontrole): Ja rezultati ir
pienemamaja diapazona, “Positive Control Status” (Pozitivas kontroles statuss) tiek
paradits ka “Valid” (Derigs), pretéja gadijuma rezultats ir “Invalid” (Nederigs).

Run Controls, Negative Control (Izpildes kontroles, negativa kontrole): Ja “NTC”
un “Internal Control” (lek8éja kontrole) rezultati ir pienemama diapazona, “Negative
Control Status” (Negativas kontroles statuss) tiek paradrits ka “Valid” (Derigs), pretéja
gadijuma rezultats ir “Invalid” (Nederigs).

Sample Result Table (Paraugu rezultatu tabula): Mutacijas pozitiviem paraugiem
kolonna “EGFR Mutation Status” (EGFR mutacijas statuss) tiek uzraditas konkrétas

mutacijas.
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18. Noklikskiniet uz Report (Parskats), lai izveidotu parskata failu. Tiek atverts logs “Report
Browser” (Parskatu parltiks). Sadala Templates (Veidnes) atlasiet EGFR CE Analysis
Report (BRAF CE analizes parskats) un péc tam noklikSkiniet uz Show (Radit)

(18. attéls).

Piezime: Lai parskatu saglabatu cita atraSanas vieta timekla arhivu formata,

noklikSkiniet uz Save As (Saglabat ka) katra parskata aug$éja kreisaja starT.

 Analysis- Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DHF134_VEPO11_A03_001_R00_140CT12_079_MZ - [EGFR Analysis] = [@]=]
i File Help
View pit
s
Setup T E_E T Analysis .l

Run Controls. Positive Contro:

Foto Postion_[Assey Fags/Waings Posiive CortolStaus
7 Tl Vaid
2 T790M Valid
3 Deletions Valid
4 LeseR Vaid
5 Lesta Vaid
] GT19% Valid
7 s760l Vaid
8 nsetions Vi

Run Controls. Negative Control

Foto Postion_[Assay e [intemal Conol_|Fisgs/warings 3
5 Tl Vaid Vaid
10 T750M Valid Valid
n Deletions Valid Valid
12 L e 2
i) Lesta Vaid Vaid
14 G719X Valid Valid
15 s760l Vaid Vaid 4
1 nsetions Vaid Vaid

Sample Result Table:

Sample ID | Sample Name [EGFR Status [ Control Ct_[DetaCt__|Flags o EGFR
57 T790M Detected
556 cletions Detecle
623 LS8R Detected

1 SAMPLE 1 Mutation Detected 2% 2% LE610 Detected
1m0 G719 Detected
5% 5766 Detested
327 Insetons Delected
23 T790M Detected

2 SAMPLE 2 Mutain Detected ET I LM Deected
541 T790M Detected

3 SAMPLE 3 Mutaion Detected 271 o [ Fo Detected
s T790M Detected

4 SAMPLE 4 Mutaion Detected 275 1% Lo D
688 T790M Detected

5 SAMPLE 5 Mutaion Detected %41 o 7o Detected
682 T790M Detected

6 SAMPLE 6 Mutain Detected x2S TE Detect:

7 SAMPLE 7 Mutaion Detected sz [ |70 Detected
543

Fotor Gene O Series Software 23.1 therascreen EGFR Module |VIRTUAL MODE | Curent User: GLOBAL/ovek (dmiistators, G Anslyst, G Operator)

18. attéels. “EGFR CE Analysis Report” (EGFR CE analizes parskats) atlasi$ana. 1 = “Report” (Parskats), 2 =
panelis “Report Browser” (Parskatu parltks), 3 = “EGFR CE Analysis Report” (EGFR CE analizes parskats); 4 =
“Show” (Radtt).
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Rezultatu interpretacija (automatizéta)

Analizes un mutacijas nosauk$anu therascreen EGFR Assay Package veic automatiski, kad
izpilde ir pabeigta. Talak sniegtaja informacija izskaidrots, ka therascreen EGFR Assay
Package veic analizes un mutacijas nosauk$anu.

Piezime: Informaciju par rezultatu manualu analizi skatiet sadala Rezultatu interpretacija
(manuali).

PCR cikls, kura fluorescence no konkrétas reakcijas parsniedz robezvértibu, ir definéta ka
Cr veértiba. Cr vértibas norada specifiska ievades DNS daudzumu. Zemas Ct vértibas
norada augstakus ievades DNS limenus, un augstas Cr vértibas norada zemakus ievades
DNS Iimenus. Reakcijas ar Cr vértibu tiek klasificétas ka pozitivas amplifikacijas.

Rotor-Gene Q programmatira interpolé fluorescences signalus starp jebkuram divam
registrétajam vértibam. Cr vértibas var bat jebkads Tsts skaitlis (neaprobezojoties ar
veseliem skaitliem) diapazona no 0 l1dz 40. Komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit
robezvertiba ir iestatita ka 0,075 relativas fluorescences vienibas zalajam (FAM) kanalam
un 0,02 — dzeltenajam (HEX) kanalam. Sis vértibas tiek automatiski konfigurétas pakotné
therascreen EGFR Assay Package. Izpildes kontroles (PC, NTC un IC) tiek izvértétas, lai
nodrosinatu, ka tiek sasniegtas pienemamas Cr vértibas un reakcijas tiek pareizi izpilditas.

Paraugu ACr vertibas aprékina katram mutacijas testam izmantojot vienadojumu:
ACt = [mutacijas testa Cr vértiba] — [kontroles testa Cr vértibal

Paraugi tiek klasificéti ka pozitivas mutacijas paraugi, ja to ACt vértiba atbilst konkréta testa
ACrt robezveértibu diapazonam. Ja ACr vértiba ir virs robezvértibu diapazona, paraugs var
saturét vai nu mazaku mutacijas procentualo daudzumu, ko spé&j noteikt therascreen EGFR
RGQ PCR Kit (arpus testu robezam), vai arT paraugs ir mutacijas negativs, un tam tiek
uzradits rezultats “No Mutation Detected” (Mutacija nav noteikta). Ja ACt vértiba ir zem
robezvértibu diapazona, paraugam tiek uzradits rezultats “Invalid” (Nederigs).

48 therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata 06/2020



Ja mutacijas reakcijas nav amplifikacijas, iegutais rezultats ir “No Mutation Detected”
(Mutacija nav noteikta). Paredzams, ka ACr vértibas, kas aprékinatas no fona amplifikacijas,
bus lielakas par ACt robezvértibu diapazona aug$éjo robezu, un paraugs tiek klasificéts ka
“No Mutation Detected” (Mutacija nav noteikta).

Testu rezultati tiek uzraditi k3 “Mutation Detected” (Mutacija noteikta), “No Mutation
Detected” (Mutacija nav noteikta), “Invalid” (Nederigs) vai, ja izpildes kontrole neizdodas,
“Run Control Failed” (Izpildes kontrole neizdevas). Pozitivas mutacijas paraugiem tiks
uzraditas konkrétas mutacijas. Audzéjs var saturét vairakas mutacijas. Sados gadijumos tiek
uzraditas vairakas mutacijas.
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Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package karodzini

8. tabula (nakamaja lappusé) noraditi iesp&jamie karodzini, ko var generét Rotor-Gene Q

therascreen EGFR Assay Package, to nozime un veicamas darbibas.

Karodzinu nosaukumi ir izveidoti ta, lai sniegtu informaciju par komplekta skarto

komponentu, skarto paraugu vai kontroli un klimes rezimu.
Pieméri:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL = pozitiva kontrole (PC), kontroles tests (CTRL_ASSAY)
neizdevas (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = kontrole bez matricas (NTC), iek&ja kontrole (INT_CTRL)
neizdevas (FAIL)

® SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = paraugs (SAMPLE), kontroles testa (CTRL) ir augsta
koncentracija (HIGH_CONC)
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8. tabula. Karodzini, to nozime un veicamas darbibas

Karodzin$

Nozime

Darbiba

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION
ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALID_
DATA

PC_MUTATION_
INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL_
EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

PCR izpilde nederiga — FAM
Cr veértiba pozitivajai kontrolei
arpus diapazona kontroles
reakcija.

PCR izpilde nederiga — FAM
Cr vértiba arpus diapazona
viena vai vairakas mutacijas
kontroles reakcijas.

PCR izpilde nederiga —
fluorescences datus pozitivaja
kontrolé (kontroles reakcijas
maisTjums) nevar interpretét.

PCR izpilde nederiga —
fluorescences datus pozitivaja
kontrolé (mutacijas reakcijas
maisTjums) nevar interpretét.

PCR izpilde nederiga —
negativaja kontrolé iek$éjas
kontroles vértiba virs

diapazona.

PCR izpilde nederiga —
negativaja kontrolé iek$éjas
kontroles vértiba zem
diapazona.

PCR izpilde nederiga —
negativaja kontrolé FAM
vértiba nederiga (mazaka par
ierobezojumu).

PCR izpilde nederiga —
fluorescences datus
negativaja kontrolé nevar
interpretét.

Paraugs nederigs —
fluorescences datus parauga
kontrolé nevar interpretét.

Paraugs nederigs — FAM Cr
vértiba parak zema parauga
kontrolé.

Atkartojiet visu PCR izpildi.

Atkartojiet visu PCR izpildi.

Atkartojiet visu PCR izpildi, pasu uzmanibu
pievérSot samaisiSanas darbibam.

Atkartojiet visu PCR izpildi, Tpasu uzmanibu
pievérSot samaisiSsanas darbibam.

Atkartojiet visu PCR izpildi.

Atkartojiet visu PCR izpildi.

Atkartojiet visu PCR izpildi, Tpasu uzmanibu
pievérSot samaisiSanas darbibam.

Atkartojiet visu PCR izpildi, Tpasu uzmanibu
pievérSot samaisiSanas darbibam.

lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu attiecigo
paraugu apstradi, paSu uzmanibu pievérsot
samaisi$anas darbibam.

Atskaidiet paraugu, lai palielinatu kontroles Ct vértibu.
Sis atskaidfjums ir jaaprékina ar pienémumu, ka,
atSkaidot attieciba 1:1 ar komplekta ieklauto Gdeni, Ct
veértiba pieaugs par 1,0; kad paraugs ir atSkaidits,
iestatiet jaunu mutacijas izveérteéSanas izpildi, lai
atkartotu parauga apstradi. Vai ari, ja paraugs
atSkaidits péc DNS parauga izvértéSanas izpildes,
parejiet tiesi pie EGFR mutacijas noteik$anas izpildes
ar atSkaidtto paraugu.

Tabulas turpinajums nakamaja lappusé
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Tabulas turpinajums no iepriekdéjas lappuses

Karodzins Nozime Darbiba

SAMPLE_CTRL_FAIL Paraugs nederigs — FAM Cr lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu parauga
vértiba parak augsta parauga apstradi. Ja atkartota PCR izpildé paraugs ir nederigs
kontroles reakcija. un DNS daudzums joprojam nav pietiekams,

ekstrahéjiet vél 2 FFPE audu sekcijas, ja iesp&jams.
lestatiet jaunu PCR izpildi, lai testétu $o ekstrahéto
paraugu. Ja paraugs ir nederigs, atkartojiet PCR
izpildi ar otro ekstrahéto paraugu. Ja péc §Ts izpildes
paraugs neuzrada derigu rezultatu, paraugam tiek
pieskirts nenosakamas mutacijas statuss, un talaka
testéSana nav javeic.

SAMPLE_INT_CTRL_ Cr vértiba parak augsta Paraugiem, kam generéts
FAIL (vai nav Cr) iek$&ja kontrolé SAMPLE_POSITIVE_AND_
(HEX), FAM kanals mutacijas INVALID karodzin$ un kliniski nozimiga mutacijas
negativs. reakcijas maistjuma ir noteikta (vai nav noteikta)
mutacija, uzradiet rezultatus, papildu testéSana nav
vajadziga.

AtsSkaidiet paraugu ar komplekta ieklauto Gdeni ar
pienémumu, ka, atSkaidot attieciba 1:1, kontroles
reakcijas Cr vértiba pieaugs par 1,0, nodroSinot
galigo tilpumu > 40 pl (pieméram, 40 pl DNS un 40 pl
adens no stobrina ar mark&umu “DIL”).

lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu parauga apstradi.
Ja tas ir nederigs atkartota PCR izpildé, ekstrahgjiet
paraugu no vél divam FFPE sekcijam. lestatiet jaunu
PCR izpildi, lai testétu So ekstrahéto paraugu.

Ja otrais ekstrahétais paraugs ir nederigs, atSkaidiet,
ka aprakstits ieprieks.

Ja péc $Ts izpildes paraugs neuzrada derigu
rezultatu, paraugam tiek pieskirts nenosakamas
mutacijas statuss, un talaka testé$ana nav javeic.

SAMPLE_INT_CTRL_ Mutacijas stobrin$ nederigs —  Paraugiem, kam generéts SAMPLE_POSITIVE_AND_

EARLY_CT Cr HEX vértiba parauga parak  INVALID karodzin$ un klTniski nozimiga mutacijas
zema (iek$€ja kontrole). reakcijas maistjuma ir noteikta (vai nav noteikta)
mutacija, uzradiet rezultatus, papildu testéSana nav
vajadziga.

lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu parauga apstradi.
Ja tas ir nederigs atkartota PCR izpildé, ekstrahéjiet vel
2 FFPE audu sekcijas, ja iesp&jams. lestatiet jaunu PCR
izpildi, lai testétu o ekstrahéto paraugu. Ja tas ir
nederigs, atkartojiet PCR izpildi ar otro ekstrahéto
paraugu. Ja péc Sis izpildes paraugs neuzrada derigu
rezultatu, paraugam tiek pieskirts nenosakamas
mutacijas statuss, un talaka testéSana nav javeic.

Tabulas turpinajums nakamaja lappusé
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Tabulas turpinajums no iepriekdéjas lappuses

Karodzins Nozime

Darbiba

SAMPLE_INVALID_
DATA

Mutacijas stobrins nederigs —
fluorescences datus iekséja
kontrolé nevar interpretét.

Paraugiem, kam generéts
SAMPLE_POSITIVE_AND_

INVALID karodzin$ un kltniski nozimiga mutacijas
reakcijas maisijuma ir noteikta (vai nav noteikta)
mutacija, uzradiet rezultatus, papildu testéSana nav
vajadziga.

lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu parauga
apstradi. Ja tas ir nederigs atkartota PCR izpildé,
ekstrahgjiet vél 2 FFPE audu sekcijas, ja iesp&jams.
lestatiet jaunu PCR izpildi, lai testétu So ekstrahéto
paraugu. Ja tas ir nederigs, atkartojiet PCR izpildi ar
otro ekstrah&to paraugu. Ja péc $is izpildes paraugs
neuzrada derigu rezultatu, paraugam tiek pieskirts
nenosakamas mutacijas statuss, un talaka testéSana
nav javeic.

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALID

Viena vai vairakas mutacijas
parauga ir pozitivas, vienlaikus
viena vai vairakas mutacijas
tam pasam paraugam ir
nederigas.

Paraugiem, kam generéts SAMPLE_POSITIVE_AND
INVALID karodzin$ un kliniski nozimiga mutacijas
reakcijas maistjuma ir noteikta (vai nav noteikta) mutacija,
uzradiet rezultatus, papildu testéSana nav vajadziga.

Ja paraugam generéts SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID karodzin$ ar rezultatu INVALID (Nederigs), kas
iegats kiiniski nozimiga mutacijas reakcijas maisijuma,
paraugu Vvélreiz testéjiet ar visiem reakciju maistjumiem,
izpildot konkréta nederiga karodzina darbibu.

Ja ietekmétajam paraugam SAMPLE_INT_CTRL_FAIL
karodzin$ generéts kopa ar citu karodzinu, tad jaizpilda
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL karodzina parauga
atSkaidiSanas darbiba. lestatiet jaunu PCR izpildi un
vélreiz testéjiet paraugu.

Ja paraugam generéts SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID karodzin$ ar rezultatu INVALID (Nederigs), kas
iegats kiiniski nozimiga mutacijas reakcijas maisijuma
atkartotaja PCR izpildé, ekstrahgjiet paraugu no vél

2 FFPE sekcijam. lestatiet jaunu PCR izpildi ar visiem
reakciju maistjumiem, lai testétu So ekstrahéto paraugu.

Ja 8im paraugam kliniski nozimiga mutacijas reakcijas
maisijuma vélreiz iegust nederigu rezultatu, paraugu
vélreiz apstradajiet ar visiem reakciju maistjumiem,
izpildot konkréta nederiga karodzina darbibu. Ja
ietekmétajam paraugam SAMPLE_INT_CTRL_FAIL
generéts kopa ar citu karodzinu, tad jaizpilda
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL karodzina parauga
atSkaidiSanas darbiba. lestatiet jaunu PCR izpildi un
veélreiz testéjiet So paraugu.

Ja $aja atkartotaja testéSana novéro
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID karodzinu,
paraugam tiek pieskirts nenosakamas mutacijas
statuss.

Tabulas turpindjums ndkamaja lappusé

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata

06/2020

53



Tabulas turpindjums no iepriek$éjas lappuses

Karodzins Nozime Darbiba

MUTATION_EARLY_CT Paraugs nederigs — ACt lestatiet jaunu PCR izpildi, lai atkartotu parauga
vértiba parak zema vai Cr apstradi, Tpasu uzmanibu pievérSot samaisiSanas
vertiba ir zem robezveértibu darbibam.
diapazona.

Noradijumi par problému novérsanu

Sie noradijumi par problému novér$anu var palidzét atrisinat radusas problémas. Vairak
informacijas skatiet ari lapa “Biezak uzdotie jautdjumi” (Frequently Asked Questions, FAQ),
kas pieejama masu tehniska atbalsta centra vietné: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki vienmér labprat atbildés uz visiem jisu jautdjumiem
par Saja rokasgramatad sniegto informaciju un protokoliem vai par paraugu un testu

tehnologijam (kontaktinformaciju skatit uz aizmuguréja vaka vai vietné www.qgiagen.com).

Komentari un ieteikumi

NTC paraugi uzrada pozitivu rezultatu Green FAM kanala

PCR sagatavo$anas laika ir  Atkartojiet PCR, atkartojumos izmantojot jaunus reagentus.
radusies kontaminacija

Ja iespéjams, noslédziet PCR stobrinus uzreiz péc testéjama parauga
pievienoSanas.

NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba vietas un instrumentus
dekontaminésana.

Nav signala, izmantojot EGFR pozitivo kontroli

a) PCR datu analizei atlasitais Datu analizei atlasiet fluorescences kanalu Cycling Green attieciba uz

fluorescences kanals analitisko EGFR PCR un fluorescences kanalu Cycling Yellow attieciba uz
neatbilst protokolam iek$éjas kontroles PCR.
b) Nepareizi programméts Salidziniet temperatdras profilu ar protokolu. Ja tas ir nepareizs, atkartojiet

Rotor Gene Q MDx 5plex izpildi
HRM instrumenta
temperataras profils

c) Nepareiza PCR Parbaudiet veiktas darbibas, izmantojot pipetéSanas shému, un, ja
konfiguracija nepiecie$ams, atkartojiet PCR.
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Komentari un ieteikumi

d) Viena vai vairaku Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu (skatit
komplekta komponentu komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu komplektu.
uzglabasanas apstakli
neatbilda noradijumiem,
kas sniegti Seit: “Reagentu
glabasana un lietoSana”

(18. Ipp.)
e) Beidzies therascreen Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu (skatit
EGFR RGQ PCR Kit komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu komplektu.

deriguma termins

Kvalitates kontrole

Atbilstosi ISO prasibam sertificétajai QIAGEN kvalitates vadibas sistémai katra therascreen
EGFR RGQ PCR Kit partija ir testéta, salidzinot ar iepriek§ noteiktam specifikacijam, lai

nodroSinatu pastavigu produkta kvalitati.

lerobezojumi

Ar produktu iegutie rezultati ir jainterprete kopa ar visiem saistitajiem kiiniskajiem un

laboratoriskiem konstat&jumiem, un tos nevar izmantot savrupi diagnozes noteikSanai.

Produktu drikst izmantot tikai personals, kas speciali instruéts un apmacits in vitro

diagnostikas procediram un Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu izmantoSanai.

Produkts ir paredzéts izmantoSanai tikai Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM real-time PCR
amplifikatora.

Lai iegltu optimalus rezultatus, stingri jaievéro therascreen EGFR RGQ PCR Kit
rokasgramata sniegtie noradijumi. Readentu atSkaidi$ana, iznemot tos gadijumus, kas
aprakstiti Saja rokasgramata, nav ieteicama, un ta samazinas komplekta veiktspéju.
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Svarigi, lai parauga eso8as DNS daudzums un kvalitate tiktu izvértéta pirms parauga
analizes, izmantojot therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Komplekta ieklauts papildu kontroles
reakcijas maistjums, lai noteiktu, vai Cr vértiba ir pienemama testam. Absorbcijas raditajus

nedrikst izmantot, jo tiem nav korelacijas ar Ct vértibam fragmentétajos DNS paraugos.

Praimeri EGFR Deletions Reaction maisijuma ir paredzéti, lai noteiktu vairakas 19. eksona
delécijas, aptverot nukleotidus no 55174772 Iidz 55174795 (GRCh38 chr7) 23 bp
diapazona.

Lai gan 19. eksona deléciju tests ir analitiski apstiprinats un ir pieradits, ka tas nosaka
14 noraditas delécijas 19. eksona (skatiet sarakstu Sis rokasgramatas 1. tabuld), tomér
deléciju praimeru komplekts var amplificét papildu mutacijas (tostarp, bet ne tikai papildu
19. eksona delécijas, 19. eksona insercijas un L747P mutaciju).

Ja 8adas papildu mutacijas ir, konkréta pacienta parauga rezultats bas “Deletions Detected”
(Delécijas noteiktas).

Ar L858R testu var noteikt arT L858Q mutaciju. Tapéc, ja pacienta parauga ir L858Q
mutacija, rezultats var bat “L858R Detected” (L858R noteikta).

Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem un uzglaba$anas nosacijumiem, kas noradtti uz
kastites un visu komponentu etiketém. Neizmantojiet nederigus vai nepareizi uzglabatus
komponentus.
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Veiktspéjas raksturojums
Analitiska veiktspéja

therascreen EGFR RGQ PCR Kit 1paSo veiktsp&jas raksturojumu noteica pétijumos,
izmantojot FFPE audu paraugus, kas panemti no NSSPV pacientiem, un FFPE cilvéka $anu
ITnijas (FFPE $0nu Inijas). FFPE $0nu Inijas generégja, izmantojot plausu karcinomas $nu
Iiju (A549), lai iegdtu Sdnu lnijas ar vélamajam konkrétajam EGFR mutacijam. Ja audu
paraugs vai $0nu ITnijas nebija pieejamas, izmantoja plazmidas DNS.

TukSo paraugu robezveértiba (Limit of Blank, LOB), darbibas
diapazons, robezvértibas un ACt robezveértibu diapazoni

Kopa 417 FFPE paraugus testéja pétijuma, ievérojot NCCLS EP17-A (2004) (12) vadlinijas,
lai noteiktu katra mutacijas testa LOB un ACt robezvértibas. Noteica art darbibas diapazonu.
ACrt robezvertibu diapazoni ir attéloti 9. tabula.

9. tabula. Katra mutacijas testa iegutie ACt robezveértibu diapazoni

Tests Cr diapazons ACrt robezvértibu diapazons
(ACr)
T790M No 0,00 lidz 40,00 No 10,00 2 lidz £ 7,40
Delscijas No 0,00 fidz 40,00 No ~10,00 2 fidz < 8,00
L858R No 0,00 ldz 40,00 No 10,00 = lidz < 8,90
L861Q No 0,00 lidz 40,00 No 10,00 = lidz < 8,90
G719X No 0,00 ldz 40,00 No 10,00 = lidz < 8,90
768l No 0,00 ldz 40,00 No 10,00 = lidz < 8,90
Insercijas No 0,00 lidz 40,00 No 10,00 = lidz < 8,00
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Kontroles reakcijas Ct diapazonu noteica ka no 23,70 Iidz 31,10 Cr.

Testa robezveértibas as un darbibas diapazonus verificgja, izmantojot standartus un papildu
FFPE paraugus. STs verificé8anas laika robeZveértibas tika izvértatas, lai parbauditu iespéju
noteikt pareizu mutaciju savvalas tipa DNS fona, izvértejot katru testu ar lielu genoma DNS
ievadi un lielu mutacijas DNS ievadi (skatiet Seit: Krusteniska reakcija). Tika izvértéts ari
DNS ievades efekts uz mutacijas nosaukSanu (skatiet Seit: DNS ievades ietekme uz ACT

vértibam). Ir noteikta diapazona apak$éja robeza, lai izslégtu PCR fluorescences artefaktu.

Lai izvértetu therascreen EGFR RGQ PCR Kit veiktspéju, neizmantojot matrici, un
nodro$inatu, ka tuk$ais paraugs vai paraugs ar savvalas tipa DNS negeneré analitisku
signalu, kas var noradit uz zemu mutacijas koncentraciju, novértéja paraugus bez matrices
un NSSPV EGFR savvalas tipa DNS. Rezultati neuzradija pozitivas mutacijas nosauk$anu
NTC paraugiem un FFPE savvalas tipa paraugiem.

DNS ievades ietekme uz ACt vértibam

DNS ievades limenis ir definéts ka amplificéjamas EGFR DNS kopéjais daudzums paraug3,
ko nosaka péc Cr vértibam no kontroles reakcijas. Lai pieraditu, ka therascreen EGFR RGQ
PCR Kit veiktspgja ir konsekventa visa kontroles reakcijas Ct diapazona (23,70-31,10),
visus 7 EGFR mutaciju testus testéja, salidzinot ar 6 punktu 1 no 3 atSkaidijumu sérijam
(DNS ekstrahéta no FFPE Sdnu inijam). Mérka Cr katras mutacijas 1. atSkaidijumam bija
aptuveni 24,70. Galigais atSkaidijums, kam iegata Cr vértiba bija aptuveni 32—-33, bija arpus
kontroles reakcijas Ct diapazona. Kopuma ACr vértibas, ko noteica dazados kopéjas DNS
ievades lTmenos, bija konsekventas visa therascreen EGFR RGQ PCR Kit darba diapazona.
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Krusteniska reakcija

Savvalas tipa EGFR DNS ar augstu DNS ievadi testéja, lai izveértétu nespecifisku
amplifikaciju. Rezultati uzradija, ka zemakas ACr vértibas parsniedza iegltas robezveértibas,
un tas liecina, ka nav nespecifiskas amplifikacijas.

FFPE Sdnu Inijas ar augstu DNS ievadi testéja, salidzinot ar visiem reakciju maisijumiem,
lai izvertétu iespéjamo krustenisko reakciju. Rezultati neuzradija ietekmi, jo starp mutantam
reakcijam bija krusteniskas reakcijas. Visas minimalas ACr vértibas bija augstakas par visu

neatbilsto$o reakciju maistjumu un DNS paraugu attiecigo testu robezvértibam.

Pareiziba: salidzinajums ar analitiskas references metodi

Pétijuma tika pieradita atbilstiba starp mutaciju noteik§anu ar therascreen EGFR RGQ PCR
Kit un divvirzienu Sanger sekvencé$anu. Saja pétijuma testéja 360 FFPE paraugus.

Paraugi ar derigiem Sanger un therascreen EGFR RGQ PCR Kit rezultatiem tika analizéti,
lai izvértétu pozitivo procentualo sakrittbu (PPA), negativo procentualo sakritibu (NPA) un
kop&jo procentualo sakritibu (OPA). Sis procentudlds vértibas kopa ar atbilsto$ajiem

divpusgjiem 95% ticamibas intervaliem (TI) ir apkopotas 10. tabula.

10. tabula. Sakritibas analize

Mérijums Procentualais saskanojums (N) 95% Tl

Pozitiva procentuala sakritiba 99,4% (157/158) 96,5%-100,0%
Negativa procentuala sakritiba 86,6% (175/202) 81,2%-91,0%
Kopéja procentuala sakritiba 92,2% (332/360) 89,0%-94,8%

28 pretrunigie kopéjas procentualas sakritibas rezultati
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® 1 (3,6%) paraugam, analiz&jot ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit, bija savvalas tipa
rezultats (respektivi, No Mutation Detected (Mutacija nav noteikta)), tacu Sanger
sekvencéSana uzradija rezultatu ar noteiktu mutaciju.

® 27 (96,4%) paraugiem, analiz&jot ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit, noteica

mutaciju, tau Sanger sekvencésana uzradija rezultatus ar savvalas tipa mutaciju.

Kvalitativas noteikSanas robezas (LOD) vértibas

Tika veikts pétijums, lai noteiktu LOD katrai no 29 EGFR mutacijam. LOD defingja ka
mazako mutantas DNS daudzumu savvalas tipa DNS fona, kuru sasniedzot, mutanta

paraugs uzradis mutacijas pozitivus rezultatus 95% testa rezultatu (Cos).

Lai noteiktu katras mutacijas LOD, paraugus ar atSkirigu mutacijas procentudlo vértibu
sagatavoja ar zemu un augstu DNS ievades koncentraciju un testéja ar therascreen EGFR
RGQ PCR Kit (11. tabula). LOD katram testam aprékinaja, izmantojot logistiskas regresijas
metodi. Lai apstiprinatu LOD vértibu, testéja mutacijas paraugus ar noteikto LOD vértibu, un

apstiprinaja pozitivo testu raditajus.
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11. tabula. Noteikta LOD, izmantojot zemas un augstas DNS ievades FFPE kliniskos paraugus, FFPE Sanu
Inijas vai plazmidas

LOD (% mutanta)

Eksons Mutacija CcosmMmic* ID Bazes izmainas Zema Augsta
18 G719A 6239 2156G>C 7,41% 1,57t
G719S 6252 2155G>A 5,08* 7,758
G719C 6253 2155G>T 10,30* =
19 Delécijas 12384 2237_2255>T 1,588 0,498
12387 2239_2258>CA 4,911 1,48t
12419 2238_2252>GCA 16,871 12,471
12422 2238_2248>GC 3,241 1,65"
13551 2235_2252>AAT 4,24t 1,411
12678 2237_2251del15 0,558 0,248
6218 2239_2247del9 8,47t =
12728 2236_2253del18 2,43t =1
12367 2237_2254del18 2,72t =1
6210 2240_2251del12 4,091 =
6220 2238_2255del18 2,70t 0,821
6223 2235_2249del15 6,401 1,63"
6225 2236_2250del15 2,801 1,42t
6254 2239_2253del15 0,86% 0,478
6255 2239_2256del18 0,148 0,058
12369 2240_2254del15 4,948 1,568
12370 2240_2257del18 8,108 2,088
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C 0,258 0,108
12383 2239_2251>C 4,588 1,748

Tabulas turpindjums nakamaja lappusé
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Tabulas turpinajums no iepriekdéjas lappuses

LOD (% mutanta)
Eksons Mutacija COosMiICc* ID Bazes izmainas Zema Augsta

20 S768l 6241 2303G>T 7,667 2,18t
Insercijas 12376 (23307_2308insGCCAGCGT 11,611 -7

12378 2310_2311insGGT 4,911 1,311

12377 2319_2320insCAC 2,401 0,65"

T790M 6240 2369C>T 9,72t 5,001

21 L858R 6224 2573T>G 5,041 1,13f

L861Q 6213 2582T>A 2,221 0,667

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: http://cancer.sanger.ac.uk/.
T LOD vértibas noteica, izmantojot $tnu ITnijas.

#LOD vertibas noteica, izmantojot plazmidas.

§ LOD vertibas noteica, izmantojot kliniskos paraugus.

T Nav izvértéts.

Interference

Atmirusu audu ietekme

NSSPV FFPE Kiiniskie paraugi ar atmiruiem audiem I[dz 50% — gan EGFR mutanti, gan

savvalas tipa paraugi — netraucéja therascreen EGFR RGQ PCR Kit rezultatu nosaukSanai.
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Eksogénas vielas

Potencialas interferéjosas vielas, kas ir klatesoSas DNS ekstrahéSanas proces3, testéja
mutantu un savvalas tipa paraugos 10 x lielakd koncentracija: parafina vasku, ksilolu,
etanolu un proteinazi K. Rezultati uzradija, ka $Ts vielas netraucé therascreen EGFR RGQ

PCR Kit rezultatu nosauksSanai.
Reproducéjamiba

Partiju savstarpéja reproducéjamiba

therascreen EGFR RGQ PCR Kit testu sistema izmanto divus atseviSkus komplektus:
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit vai QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, lai izolétu DNS, un
therascreen EGFR RGQ PCR Kit, lai amplificétu DNS un noteiktu EGFR mutacijas statusu.
Partiju savstarpéjo reproducéjamibu un aizstajamibu pieradija, izmantojot 3 QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit partijas un 3 therascreen EGFR RGQ PCR Kit partijas. Kopé&jais
pareizu nosauk$anu procentualais daudzums visam partijam EGFR mutacijas testam bija
97,8% (317/324) un savvalas tipa paraugiem bija 100% (379/379).

Paraugu lietoSana

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit reproducéjamibu parbaudija, izmantojot sekcijas no trim
FFPE paraugu blokiem, Tpa8i 19. eksona delécijas mutaciju (2235-2249 del15), 21. eksona
L858R mutaciju un vienu savvalas tipu. Katru paraugu ekstrahé&ja divas reizes 3 pétijumu
vietas un testéja 3 nesecigas dienas 6 dienu perioda, katram paraugam iegistot pavisam
18 datu punktus. Katrd pétijumu vieta 2 operatori veica testé$anu, izmantojot 1 partiju
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (1 partija katra vieta, pavisam 3 partijas) kopa ar vienu
un to pasu partiju therascreen EGFR RGQ PCR Kit reagentu visas pétijumu vietas. Visi
mutanto un savvalas tipa paraugu rezultati bija derigi, un ieguva paredzéto rezultatu
nosauksanu (pareiza nosaukSana = 100%, 18/18 katram paraugam), atbalstot therascreen
EGFR RGQ PCR Kit reproducéjamibu un atkartojamibu DNS izoléSanas pirmsanalitiskaja
darbiba.
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Precizitate un reproducéjamiba

therascreen EGFR RGQ PCR Kit precizitati un reproducéjamibu pétija, testéjot DNS, kas
ekstrahéta no NSSPV FFPE kliniskajiem paraugiem vai FFPE $nu [inijam, aptverot visus
septinus mutaciju testus no komplekta therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Pétijuma ieklava
ari NSSPV savvalas tipa FFPE kliniskos paraugus (12. tabula).

Matricas pétijuma modelis tika ieviests, lai izvértétu testa reproduc&jamibu, testéjot
paraugus 3 laboratorijas (pétijumu vietas) ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit 3 partijam
(3 partijas 3 pétijumu vietas), stradajot 2 operatoriem katra pétijumu vieta, 2 instrumentos
katra pétijumu vieta, katru paraugu (kas sagatavoti LOD tuva koncentracija) testéjot divas
reizes kopuma 16 dienu laika. Katras atseviSkas mutéacijas reproducéjamibu pétija
nesecigas dienas katra pétijumu centra. Pareizo nosauk$anu proporcija ir attélota 12. tabula
nakamaja lappuseé.
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12. tabula. Testa reproducéjamiba — testéto EGFR mutaciju pareizo nosauk$anu proporcija

Nosauks$ana Pareiza, %
Vienpuséja 95% TI
Eksons Mutacija COSMIC* ID Pareiza/kopa Pareiza, % apakséja vertiba
18 G719A 6239 77/78 98,72 94,06
19 Delécijas 12384 92/92 100 96,80
12387 95/95 100 96,90
12419 83/83 100 96,46
12422 94/94 100 96,86
13551 95/95 100 96,90
6220 96/96 100 96,93
6223 95/95 100 96,90
6225 91/95 95,79 90,62
6254 92/92 100 96,80
6255 94/96 97,92 93,59
12369 95/95 100 96,90
12370 62/63 98,41 92,69
12382 92/95 96,84 92,04
12383 93/93 100 96,83
20 S768lI 6241 82/82 100 96,41
Insercijas 12376 92/92 100 96,80
12378 93/93 100 96,83
12377 94/94 100 96,86
T790M 6240 92/92 100 96,80
21 L858R 6224 83/84 98,81 94,48
L861Q 6213 84/84 100 96,50
Savvalas — - 77/78 98,72 94,06
tips

* COSMIC: Veza somatisko mutaciju katalogs: http://cancer.sanger.ac.uk/.
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Dispersijas komponentu analizi izmantoja, lai aprékinatu mainiguma standarta novirzi un
95% ticamibas intervalus izpildé, starp izpildém, starp dienam, starp partijam un starp
pétfjumu centriem. Visu dispersijas komponentu kopéjais variacijas koeficients (VK) visam
testétajam EGFR mutacijam bija < 14,11%. Visiem mutantu panela elementiem VK procents
starp partijam, starp dienam un starp izpildem bija <8,33%. Izpildes mainiguma
(atkartojamibas/precizitates) VK procents bija diapazona no 5,99% dz 13,49%.
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Kliniska veiktspéja
Kltnisko rezultatu dati: GIOTRIF®

Klmiskais pétijums LUX-Lung 3 bija starptautisks, daudzcentru, atklats, randomizéts
3. fazes pétijums par afatiniba salidzinajuma ar Kimijterapiju ka pirmas izvéles terapiju
pacientiem ar IIIB vai IV stadijas plauSu adenokarcinomu ar EGFR aktivizéjoSu mutaciju
(ClinicalTrials.gov Nr. NCT00949650). Pacienta atbilstibu ieklauSanai pétijuma noteica,
pacientam testéjot EGFR mutacijas statusu atbilstosi kliniska izméginajuma testam (Clinical
Trial Assay, CTA). Audu paraugus retrospektivi testéja, izmantojot therascreen EGFR RGQ
PCR Kit. Saistitu pétijumu veica, lai izvértétu atbilstibu starp therascreen EGFR RGQ PCR
Kit un CTA.

Pamatojoties uz CTA testu rezultatiem, 345 pacienti bija randomizétaja kopa (afatinibs:
230 pacienti; kimijterapija: 115 pacienti). Primarais efektivitates rezultats bija dzivildze bez
slimibas progreséSanas (Progression-Free Survival, PFS), ko vértéja neatkariga vértéSanas
komiteja (Independent Review Committee, IRC). No 345 randomizétajiem pacientiem
retrospektivi testéja 264 pacientu (afatinibs: 178 pacienti; kimijterapija: 86 pacienti) audzé&ja
paraugus, izmantojot therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Statistiski nozimigu PFS
uzlabojumu, ko noteica IRC, novéroja pacientiem, kurus randomizéja afatiniba grup3,
saltdzinot ar pacientiem, kurus randomizé&ja Kimijterapijas grupa, visparéja CTA+ populacija
un therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ populacija. Kopéjo efektivitates rezultatu
kopsavilkums sniegts 13. tabula un 19. attéla.
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13. tabula. Ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit testéto pacientu kliniskie ieguvumi kliniska pétijjuma LUX-
Lung 3 populacija

therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/ CTA+ populacija, n = 345
CTA+ populacija n = 264

Kimijterapija Afatinibs Kimijterapija Afatinibs
Parametrs n =86 n=178 n=115 n =230
Dzivildze bez slimibas
progresé$anas (PFS)
Naves gadijumu vai
progresésanas skaits, N (%) 53 (61,6%) 120 (67,4%) 69 (60,0%) 152 (66,1%)
PFS mediana (ménesi) 6,9 11,2 6,9 11,1
PFS mediana 95% TI 5,3; 8,2 9,7;13,7 54,82 9,6; 13,6
Riska koeficients 0,49 0,58
Riska attieciba 95% 0,35; 0,69 0,43; 0,78
P vertiba (stratificétais log-rank < 0,0001 < 0,001
tests)*

* Stratificets péc EGFR mutacijas statusa un rases.

1,0 25. mediana 75.
77777 Afatinibs 40 5,36 11,20 19,12
L Pe500+Cis75 2,76 6,87 9,92
L Riska attieciba (95% TI): 0,49 (0,35; 0,69)
kY Log-rank testa P vértiba: <0,0001
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Dzivildzes bez progresésanas laiks [ménesi]
Pacientu, kam iespéjams risks, skaits
Afatinibs 40 178 144 120 94 62 36 23 7
Pe500+Cis75 86 52 28 15 6 3 1

on
oo

19. attéls. Dzivildzes bez slimibas progreséSanas (PFS) Kaplana-Meijera Itkne, kas noveértéta neatkarigaja
vértésana, pa arstéSanas grupam (therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ populacija).
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therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ apak3sgrupas (n = 264) analizé atklajas, ka pacientiem,
ko arstéja ar afatinibu, nozZimigi pieauga PFS laiks (PFS mediana 11,2, salidzinot ar
6,9 ménesiem) un ka viniem ir mazaka slimibas progreséSanas vai naves iespé&jamiba (RK =
0,49, 95% TI [0,35; 0,69], p <0,0001) neka ar Kimijterapiju arstétajiem pacientiem. Pacientu
apaksgrupai, ko testéja ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit, konstatétais kiiniskais ieguvums

bija salidzinams ar pilna pétijuma populacijai (n = 345) novéroto ieguvumu.
Klnisko rezultatu dati: IRESSA®

Pétijums IRESSA Follow-up Measure (IFUM) bija atklats, vienas grupas 4.fazes pétijums
(NCT01203917), kura raksturoja pirmas izvéles gefitiniba efektivitati un droSumu/panesibu baltas
rases pacientiem ar IIIA/B/IV stadijas EGFR mutacijas pozitivu lokali progreséjosSu vai
metastatisku NSSPV. Pétfjuma IFUM bija paredzéts novértét objektivo atbildes reakcijas raditaju
atbilstoi RECIST kritériiem prospektivi izvélétiem EGFR mutanta NSSPV baltas rases

pacientiem.

Dalbas kritérijiem atbilstoSiem pacientiem bija jabat delécijai EGFR 19. eksona, L858R, L861Q
vai G719X punktveida mutacija un nevienai T790M vai S768| mutacijai vai 20. eksona insercijam
audzgja paraugos, ko prospektivi noteica CTA. Retrospekiiva paraugu testéSana no pacientiem,
kuriem tika veikts skrinings kliniskajam pétijumam IFUM, tika izpildita ar papildu diagnostikas
komplektu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Tika veikts saistits kiiniskais péttjums, lai izvértétu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit atbilstibu CTA, ko izmantoja pacientu atlasiSanai kliniskajam
pétijumam IFUM. Abu testu visparéja atbilstiba EGFR 19. eksona deléciju un L858R mutacijas
noteikSanai bija 98,2% (n =700/713; 95% TI: 96,9%; 99,0%), PPA bija 88,2% (n=90/102;
95% TI: 80,4%; 93,8%) un NPA bija 99,8% (n = 610/611; 95% TI: 99,1%; 100,0%).

CTA testa rezultatus ieguva par 859 atlasttajiem pacientiem, no tiem 106 pacientiem bija
piemérota arstéSana ar gefitinibu. No 859 paraugiem ar CTA rezultdtu 765 paraugi bija
pieejami retrospektivai testéSanai ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit, tostarp 87 paraugi,
kas bija EGFR mutacijas pozitivi, gan ar CTA, gan therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Nozimigakais efektivitates rezultats bija objektivais atbildes reakcijas raditajs (objective
response rate, ORR), ko izvértéja maskéta neatkariga centrdla vértéSana (Blinded
Independent Central Review, BICR) un pétnieki. Pacientu apakSgrupai, ko testéja ar
therascreen EGFR RGQ PCR Kit, konstatétais kliniskais ieguvums bija salidzinams ar pilna

pétljuma populacijai novéroto ieguvumu.

Kopéjo efektivitates rezultatu kopsavilkums sniegts 14. tabula.

14. tabula. Ar therascreen EGFR RGQ PCR Kit testéto pacientu kliniskie ieguvumi kliniska pétijjuma IFUM
populacija

therascreen EGFR RGQ PCR CTA+ populacija,
Parametrs Kit+ populacija, n = 87 n =106
Objektivie atbildes raditaji (ORR), ko sniedza
BIRC 42 53
Atbilzu skaits (N)
ORR, % (95% TI) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,6-59,4)
Atbildes reakcijas ilguma mediana (ménesi) 6,9 (5,6-11,4) 6,0 (5,6-11,1)
Objektivie atbildes raditaji (ORR), ko sniedza
pétnieki 62 74
Atbilzu skaits (N)
ORR, % (95% TI) 71,3 (61,0-79,7) 69,8 (60,5-77,7)
Atbildes reakcijas ilguma mediana (ménesi) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: maskéta neatkariga centrala vérté$ana; Tl: ticamibas intervals; CTA: kliniska izméginajuma tests.
Piezime: Kit+ ir pozitivi 19. eksona deléciju/L8585R/L861Q/G719X rezultati.

Nemot véra to, ka therascreen EGFR RGQ PCR Kit neizmantoja, atlasot pacientus
kiTniskajam pétijumam IFUM, veica papildu efektivitates analizes, lai apsvértu pacientus, kas
netika ieklauti pétijuma, jo viniem ar CTA veiktais tests bija negativs, tacu, testu veicot ar
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (t.i.,, therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA-), testa
rezultats varétu bat pozitivs, ka arT pacientus, kurus ieklava pétljuma, bet kuriem nebija
derigi atkartotas testéSanas rezultati no therascreen EGFR RGQ PCR Kit (t.i., therascreen
EGFR RGQ PCR Kit nezinams/CTA+). Rezultati no visam hipotétiskajam analizém pamata

bija I"dzigi primaraja efektivitates analizé iegitajiem rezultatiem.
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat $adi simboli:

Simbola definicija

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N> reakcijam

\%

Izlietot ldz

In vitro diagnostikas medicinas ierice
Kataloga numurs

L Partijas numurs

IX]@%’"
é »n

Materiala numurs

/[
o
\

\
N
Z

Sargat no gaismas iedarbibas

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)

R attiecas uz lietoSanas instrukciju (rokasgramatas) versiju, n norada
versijas numuru

Temperatdras ierobeZojums

Razotajs

Skatit lietoSanas noradijumus

Uzmanibu!

> =R
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A pielikums: therascreen EGFR RGQ PCR Kit
manualais protokols

Saja sadala ir noradijumi therascreen EGFR RGQ PCR Kit izmanto$anai ar Rotor-Gene Q
progrmmatdras versiju 2.3.5 vai jaunaku atvértaja rezima (t.i., neizmantojot Rotor-Gene Q
therascreen EGFR CE Assay Package).

Vispariga informacija

® NepiecieSamo materialu sarakstu skatiet Seit: NepiecieSamie materiali, kas netiek
nodroSinati.

® Pilnigus noradijumus par paraugu sagatavo$anu un paraugu izkartojumu skatiet Seit:
Protokols: Paraugu izvértéSana un Protokols: EGFR mutacijas noteik$ana.

® Pirms katras izpildes sakSanas parliecinieties, ka cikla parametri ir pareizi.

Protokols: temperatiras profila izveide

Pirms darba sak$anas izveidojiet therascreen EGFR RGQ PCR Kit analizes temperatiras
profilu. Cikla parametri ir identiski DNS paraugu izvértéSanai un EGFR mutacijas
noteikSanai.

Procedira

Cikla parametru kopsavilkums redzams 15. tabula.

15. tabula. Temperatiiras profils

Cikli Temperatira Laiks Datu iegasana
1 95°C 15 mindtes Nav
40 95°C 30 sekundes Nav

60°C 60 sekundes Green un Yellow
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1. Divreiz noklikSkiniet uz Rotor-Gene Q Series Software 2.3 ikonas ar Rotor-Gene Q

MDx 5plex HRM instrumentu savienota datora darbvirsma.

2. Lai izveidotu jaunu matrici, atlasiet Empty Run (Tuk3a izpilde), péc tam noklikSkiniet uz

New (Jauns), lai ievadttu “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis).

3. Atlasiet 72-Well Rotor ka rotora tipu. Parliecinieties, ka slédzéjgredzens ir piestiprinats,
un atziméjiet ratinu Locking Ring Attached (Slédzéjgredzens piestiprinats).
Noklikkiniet uz Next (Talak) (20. attels).

New Run Wizard E|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fotor Type

Skip Wizard | Mest>>  [f 3

20. attéls. Dialoglodzin$ “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis.). 1 = “Rotor type” (Rotora tips), 2 = ritina
“Locking Ring Attached” (SIédzéjgredzens piestiprinats), 3 = “Next” (Talak).
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4. levadiet operatora vardu. levadiet piezimes, ja tadas ir, un reakcijas tilpumu ka 25.
Parliecinieties, ka laukd Sample Layout (Paraugu izkartojums) ir noradrts 1, 2, 3....
Noklikkiniet uz Next (Talak) (21. attéls).

New Run Wizard [‘S__<|
Thiz screen displays miscelanenus optiong for the run, Complete the fields, ;hlis bow ‘l:IiSDla-"'S )
clicking Mext when you are ready to move to the nest page. Elp on elements in
the W|;ard. Far help 1
el NAME your mouse over the
M . item for help. You
i=sh can also click on a
cormbo box to dizplay
help about its
available settings.
Reaction o5 =
Wolume [pL): =]
Sample Lapout : |1, 2.3 ﬂ 2
SkipWizand | << Back I et >> I 3
_—

21. attéls. Operatora varda un reakciju tilpumu ievadiSana. 1 = Dialoga lauks “Operator” (Operators) un dialoga
lauks “Notes” (Piezimes), 2 = lauks “Reaction Volume” (Reakcijas tilpums) un lauks “Sample Layout” (Paraugu
izkartojums), 3 = poga “Next” (Talak).
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5. Dialoglodzina “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis) noklikskiniet uz Edit Profile
(Redigét profilu) (22. attéls) un parbaudiet izpildes parametrus atbilstosi talak
noraditajam darbibam.

New Run Wizard

Temperature Profile : Click thiz button to
edit the profile
shown in the box
above.

Edit Prafile ...

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellw  530mm  555nm 5
Orange  585mm  610nm 5 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 5
Crimzon  680nm 7¥10hp 7 Remove
HR M 460nm  510nm 7 Reset Defauls
Gain Optimization...

Skipwizard | <<Back | Mest>» |

22. attéls. “Edit Profile” (Redigét profilu) dialoglodzina “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis).
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6. Noklik3kiniet uz Insert after (levietot p&c) un atlasiet New Hold at Temperature (Jauna
uzglabasSana temperattra) (23. attéls).
M Edit Profile X

@# . € H @
New Open SaveAs  Help

The run wall Lake sppeoamately 0 second(s) to complete. The graph below regresents the run to be pedomed

Chck on a cycle below to modiy &

== 1
Cyding

Copy of Current Step

23. attels. Sakotnéjas inkubacijas darbibas ievietoSana. 1 = “Insert after” (levietot péc), 2 = “New Hold at
Temperature” (Jauna uzglabasana temperatara).

7. Lauka Hold Temperature (Uzglabasanas temperatira) ievadiet vértibu 95°C, un lauka
Hold Time (UzglabaSanas laiks) ievadiet vértibu 15 mins 0 secs (15 min. 0 sek.).

NoklikSkiniet uz Insert After (levietot péc), péc tam atlasiet New Cycling (Jauns cikls)
(24. attéls).

1 Edit Profile X
@ . € | @
Mew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below ta modify it

Insert before,

Mew Hold at Temperature

Remove Tew HRM Step

Hold Temperature: 95 |or Copy of Current Step

Hold Time : B ||mits[ ® ||z — 1

24. attels. Sakotnéjas inkubacijas darbiba 95 °C temperatiara. 1 = “Hold Temperature and Hold Time”
(Uzglabasanas temperatdra un Uzglabasanas laiks), 2 = “Insert after” (levietot péc), 3 = “New Cycling” (Jauns cikls).
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8. lestatiet ciklu atkartojumu skaita vértibu 40. Atlasiet pirmo darbibu un iestatiet vértibu
95°C uz laika periodu 30 seconds (30 sekundes) (25. attéls).

M Edit Profile
@ . € 4 @
e Open  Savefc | Help
The pun vl take approcamatedy 98 minute(s] bo complete. The graph below represents: the nn lo be performed :

A A

Cick on & cycle below to modily # -

|CEZ] Irset alter.
Ingeel betore...
Remove
This cycle repoats m ]
Cick on ore of the IEPT teiow (o modily & o1 press + o0 - bo add and remave sleps for this cycle.

e =1 2
/ Illl, l)' /

' 1
/ | TACfo Waees [

\ BORC for 20 secs y

[13

25, attéls. Cikla darbiba 95 "C temperatiira. 1 = Ritina “Cycle repeats” (Ciklu atkartojumi), 2 = Pirma darbiba:
temperatdras iestatijums, 3 = Pirma darbiba: laika iestatljums.

9. leziméjiet otro darbibu un iestatiet vértibu 60°C uz laika periodu 60 seconds
(60 sekundes). Noklikskiniet uz Not Acquiring (Nenotiek iegiSana), lai iesp&jotu datu

ieguSanu 8is darbibas laika. (26. attéls.)
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M Edit Profile

@, & H L
Piewe Open SaveAs | Help

The run vall take apprcoamateds 125 mirate(z] to complete, The geaph balow tepeesents the sun 1o be perfomed :

AR

Chek on a cycle bedowr bo modiy i :

Hokd Inzert slter
Insest before.
Remove

This cycle 1epasts 40 | timefs]
Chick: on onee of the steps below bo modify 1, or press + of - 1o add and remove sheps for thie cycle.

X

'l'lnodSIepm =l P EE
B0 seconds [ ]
el I ?‘E'Cfamm_/
I~ [Long Range
I_T""“ I BOPC for 60 pecs I
2

__= I
26. attels. Cikla darbiba 60 °C temperatira. 1 = Otra darbiba: temperatdras un laika iestatijums; 2 = “Not
Acquiring” (Nenotiek iegdsana).
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10. Atlasiet Green un Yellow ka iegt8anas kanalus. NoklikSkiniet uz >, lai Sos kanalus
parnestu no saraksta Available Channels (Pieejamie kanali) uz sadalu Acquiring
Channels (Notiek kanalu iegisana). NoklikSkiniet uz OK (Labi) (27. attéls).

Same as Previous : |(Mew Acauisition) |

Acquisition Configuration :

Available Channels : Acquiing Channels :
Name | > |famal
Crimsan Green 1
HRM < vetow
Orange
Red 15|

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

Dye Chart > |

Dye Channel Selection Chart

FAM*, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ", Alexa Fluor 488+
555nm JOE, VIC, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540, ' akima ‘ellow
610nm  [ROX", CAL Fluor Red 6104, Cy3.5%, Texas Red ", Alexa Fluor 568
B60nm | Cy5", Quasar 670, Alexa Fluor £330

710hp | Quasar705*, Alexa Fluor 680

510nm  [SYTO 9%, EvaGireen'’

27. attéls. legtsana cikla darbiba 60 "C temperatiira. 1 = Atlasttie kanali, 2 = “OK”(Labi).
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11. leziméjiet treSo darbibu un noklikskiniet uz -, lai dzéstu. NoklikSkiniet uz OK (Labi)
(28. attéls).

8 Edit Profile

®

New  Open Saveds  Heb

Click o & cyecde biskow bo modlly -

Hokd Iritest e
Inect before. ..
Fiemove

This cycle inpaals: i‘ (2]

Click on one of the steps , o o - b add steps for this cycle.

Tened Step =l j —_— 2
8¢ S dow 30 1803 I_H

vt / ‘\\ 1

T~ LongRangs B0 Joe 60 et
I Touchdown

[ = K- 3

28. attéls. Pagarinasanas darbibas nonemsana. 1 = Tre$a darbiba, 2 = Delete (Dzést), 3 = “OK” (Labi).

12. Nakamaja dialoglodzina noklikSkiniet uz Gain Optimisation (Pastiprindjuma
optimizéSana) (29. attéls).

New Run Wizard 3]

Temperature Profike : This box displays
help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. *You
can also click on a
combo box to display
help about it

bl selt

Edit Profile ... i s

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New.. |

Green  470rm  510nm 5

Yellow — 530nm  555nm 5 L

Orange 585w  Bl0nn 5 Edit Gam...

Red E25nm  BEDne 5 _eml

Crimeon  B80nm  710hp 7 Remove

HRM 480nm  510nen 7 Flesele‘m|

Gein Dpimisation.. | | 1

Skipwizad | <cBack | New>> |

29, attéls. Gain Optimisation (Pastiprinajuma optimizésana) (1).
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13. NoklikSkiniet uz Optimise Acquiring (Optimizét iegiSanu). Kanala iestatijumi tiek
attéloti katram kanalam. NoklikSkiniet uz OK (Labi), lai pienemtu 8Ts noklus&juma
vértibas abiem kanaliem. (30. attéls).

Auto-Gain Optimisation Setup (x|

Optimisation :
Auto-Gan Optimisation will read the flucresence on the inserted sample at
L different gain levels urtil it finds one at which the fluorescence levels are
. plable. The range of flue you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

5$WM|OI' jd&q‘ees.
Opiiise Al || Optimise Acqunng [} 1
I Perfod Auto-Gain Optimisation Channel Settings ]
: Channel Settings :
Channel
- TubePoston:  [1 =]
Taiget Sample Range: B T Flupto [100 —HFL

Acceplable GainRange: [10 = 1[I0 =

i

|  Manwal. |  Cose | Hep |

30. attels. Automatiska pastiprinajuma optimizéSana Green kanalam. 1 = “Optimise Acquiring” (Optimizét
iegl$anu), 2 = “OK” (Labi).
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14. Atzimeéjiet ratinu Perform Optimisation before 1st Acquisition (Veikt optimizéSanu

pirms 1. ieguSanas), péc tam noklikSkiniet uz Close (Aizvért), lai atgrieztos vednt

Auto-Gain Optimisation Setup @
Oplimisation :

G Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the nseited sample at

o8 different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty you ate perfoiming.

Set temperature to j degress,
Optimise Al | Oplimise Acquiing |

[™ Pedform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run 1

Channel Settings

| o] Ak |
Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |
Green 1 5F1 10FI a0 10

Yelow 1 51 10F] 10 10 _ Bemove |

Femove A |

£

e e (o J—m—t— 2

31. attéls. Green un Yellow kanalu atlasiSana. 1 = Izvéles ritina "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”

(Veikt optimizé$anu pirms 1. iegi$anas), 2 = "Close” (Aizvért).
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15. NoklikSkiniet uz Next (Talak) (32. attéls). NoklikSkiniet uz Save Template (Saglabat
matricu), lai therascreen EGFR RGQ PCR Kit matricu (*.ret file) saglabatu atbilstosa
atraSanas vieta.

New Run Wizard x]
Temperature Profie - [This bow dicplaps
help on elements in
the wazard. For help
on an item, hover
wour mouse over the
item for help, *You
can also chck on a
combo box to display
help about its
; i
Edit Poile .. I
Channel Setup :
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green  470nm  510nm 5
‘ellow 530nm  555nm 5 L
Orange 585w  Bl0nm 5 Edit Gamn...
Red B25nm  BEDnm 5 —aml
Cimson  E80nm  710hp 7 Remave
HRM 460nm  510nm 7 Resdde|
| Gain Odrmsehunl
SkpWiad | ccBack [ Newrs = 1

32, attéls. “Next” (Talak) (1).
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Procedura (manuali)

Protokols: paraugu izvértéSana (manuali)

So protokolu izmanto, lai izvertgtu kopéjo amplificéjamas DNS daudzumu paraugos, un tas

jaizpilda pirms EGFR mutacijas analizes.

® Sagatavojiet paraugus, ka aprakstits sadala Protokols: Paraugu izvértéSana lidz
11. darbibai.

® |estatiet PCR izpildi Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta, ka aprakstits sadala
Protokols: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q iestatiSana.

® Péc izpildes analizgjiet datus atbilstoSi instrukcijam sadala Parauga izvértéSanas datu
analize.

Protokols: EGFR mutacijas noteikSana (manuali)

e Kad paraugam ir veikta parauga izvértéSana, to var testét, lai noteikiu EGFR mutacijas.

® Sagatavojiet paraugus, ka aprakstits sadala Protokols: EGFR mutacijas noteik8ana ITdz
11. darbibai.

® |estatiet PCR izpildi Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta, ka aprakstits sadala
Protokols: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q iestatiSana.

® Péc izpildes analizgjiet datus atbilstosi instrukcijam sadala EGFR mutacijas
noteikSanas datu analize.
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Protokols: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q
iestatiSana

Procedira
1. Atveriet Rotor-Gene Q sérijas programmatdras versiju 2.3.5 vai jaunaku un péc tam
atveriet atbilstoSo therascreen EGFR RGQ PCR Kit temperataras profilu (.ret fails).

Instrukcijas par temperatiras profila izveidi un izpildes parametru parbaudi skatiet Seit:
Protokols: temperatiras profila izveide.

2. Parliecinieties, ka atlasits pareizais rotors, un atziméjiet ratinu Locking Ring Attached
(Slédzéjgredzens piestiprinats). NoklikSkiniet uz Next (Talak) (33. attéls).

New Run Wizard b__(

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fotor Type

Rotar-Disc 100

2

I|7 Locking Ring Attached I

3
Skip Wizard || et > |

| —
33. attéls. Dialoglodzins “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis) un sveiciena ekrans. 1 = “Rotor type”
(Rotora tips), 2 = ritina “Locking Ring Attached” (Slédzéjgredzens piestiprinats), 3 = “Next” (Talak).
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3. levadiet operatora vardu. Pievienojiet nepiecieSamas piezimes, parliecinieties, ka
reakcijas tilpums ir iestatits ka 25 un lauka Sample Layout (Paraugu izkartojums) ir
vertiba 1, 2, 3.... NoklikSkiniet uz Next (Talak) (34. attéls).

New Run Wizard F§|

Thiz box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

. on an item, hover
Operater: I|NAME I_ 1 _}tlour meEST o\\;er the
item for help. Yiou
can also click on a
combo box bo display
help about itz
available settings.

This zcreen displays mizcellaneous options For the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Motes :

Reaction x| = 3

“Wolurme [pL]:

Sample Layout : ||1 2.3 Ll_ 4

5
Skip'wizard | << Back I Mest »> |

34. attels. “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis) opciju ekrans. 1 = “Operator” (Operators), 2 = lauks
“Notes” (Piezimes), 3 = Reaction Volume (Reakcijas tilpums), 4 = lauks “Sample Layout” (Paraugu izkartojums),
5 = “Next” (Talak).

Piezime: Nakamaja loga iespéjams redigét temperatdras profilu. (RedigéSana nav
nepiecieSama, jo temperatiras profils jau ir izveidots atbilstosi instrukcijam Seit:

Protokols: temperatiras profila izveide.)
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4. Noklikskiniet uz Next (T4lak) (35. attéls).

New Run Wizarnd r$__<|

Temperature Profile : This bew displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hover
your mouse aver the
itemn far help. You
cah alzo click on a
conbo box ta display

help about itz
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Marne | Source | Detector | Gait | Create Mew. . |

Green 470nm  510nm Edit

“ellow 530nm  555nm

Orange  5885hm  B10nm Edit Gain...

Red E28nm  BEOnm

Crimson  E80nm  710hp Remove

HRM 480nm  510nm Feset Defaults

:
Skip'wizard | << Back || DNewt > > |

35. attéls. Dialoglodzin$ “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis) un temperatiiras redigéSanas ekrans
(1 = “Next” (Talak)).

=~ N
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5. Parbaudiet kopsavilkumu un noklik8kiniet uz Start Run (Sakt izpildi), lai saglabatu

izpildes failu un saktu izpildi (36. attéls).

New Run Wizand FZ|

Summary :

S etting | Yalue

Green Gain &

‘ellow Gain 5

Auto-Gain Optimization Before First Acquisition

Fatar 724/ el Rator

Sample Lapout 1,23,

Reaction Yolume [in microliters] 25 '|

| Start Run |
Once you've confirmed that your n settings are conect, click Stark Run to Save Template
begin the mn. Click Save Template to save settings for future runs.
Skipwizad | << Back |

e ——
36. attéls. Dialoglodzin$ “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis) un kopsavilkuma ekrans (1 = “Start
Run” (Sakt izpildi)).

6. Jaunaja loga, kas atveras, kad sakas izpilde, veiciet kddu no talak noraditajam

darbtbam:

® |evadiet paraugu nosaukumus.
® NoklikSkiniet uz Finish (Beigt) un vélak ievadiet paraugu nosaukumus. Lai to
izdaritu, izpildes laika vai péc izpildes pabeigSanas atlasiet Sample (Paraugs).
Svarigi! Ja noklikskinasiet uz Finish and Lock Samples (Pabeigt un blokét paraugus),
js vairs nevarésiet redigét Sos paraugu nosaukumu redigésanu. Jabdt |oti uzmanigam,

ievadot paraugu nosaukumus, lai nodroSinatu pareizu paraugu testéSanu un analizi.
Piezime: Pieskirot paraugiem nosaukumus, tukSo stobrinu lauki kolonna “Name”
(Nosaukums) jaatstaj tuksi.

7. Péc izpildes pabeigSanas analiz&jiet datus atbilstoSi sadalai Parauga izvértéSanas datu

analize vai EGFR mutacijas noteikSanas datu analize, ka nepiecieSams.
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8. Ja nepiecieSamas daudzuma atskaites, Rotor-Gene Q izpildes faila rikjosla

noklikskiniet uz ikonas Reports (Atskaites).

9. AtskaiSu parldka noklikSkiniet uz Cycling A Green (page 1) (Cycling A Green (1. lapa))
sadala “Report Categories” (AtskaiSu kategorijas) (37. attéls).

- Report Categories

~ Templates

- Claatitation
- Cycling A Green [Fage 1

- Cycling & ellow [Page 1]

-s
*S OTV Report

37. attéls. Report browser (Atskai$u parliks) (1

10. Atlasiet Quantitation (Full Report) (Daudzums (pilna atskaite)) sadala “Templates”

(Matricas) (38. attéls).

\E2| Report Browser

“Cycling A. Green [Page 1]” (Cycling A Green (1. lapa))).

I ~
—Repart Categories :

- Templates

+ [General)

&- Quantitalion
Cycling & Green [Page 1)
- Cycling & Vellow [Page 1]

Quantitation (Concise)

Quantitation (Full Report)

"% Quantitation (Standard Report)

Corer_|

38. attéls. Quantitation report (Full Report) (Daudzuma atskaite (pilna atskaite)) (1).

11. Lai generétu atskaiti, noklikskiniet uz Show (Radit).

12. NoklikSkiniet uz Save As (Saglabat ka), lai saglabatu elektronisku versiju.

13. Atkartojiet opcijai Cycling A Yellow (Page 1) (Cycling A Yellow (1. lapa)).
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Rezultatu interpretacija (manuali)

Kad therascreen EGFR RGQ PCR Kit izpilde (DNS paraugu izvértéSanai vai EGFR mutaciju

analizé$anai) ir pabeigta, analiz€jiet datus atbilstosi talak aprakstitajam procediram:

Programmatdras iestatijumi analizei

DNS paraugu izvérté$anas analize (manuali)

Piezime: Stobrinu izkartojumu skatiet 4. tabula.

EGFR mutacijas noteik§anas analize (manuali)

Piezime: Stobrinu izkartojumu skatiet 7. tabula.

Programmatdras analizes iestatijumi

programmataras versiju 2.3.5 vai jaunaku.

. Atveriet atbilstoSas izpildes failu (*.rex), izmantojot Rotor-Gene Q sérijas

2. Ja pirms izpildes paraugiem nav pieskirti nosaukumi, noklik3kiniet uz Edit Samples
(Redigét paraugus).

3. levietojiet paraugu nosaukumus kolonnd Name (Nosaukums).
Piezime: Atstajiet tukSos stobrinus bez nosaukuma.

4. Noklikskiniet uz Analysis (Analize). Analizes lapa noklikSkiniet uz Cycling A Yellow, lai
parbaudrtu Yellow (HEX) kanalu.

5. Noklik8kiniet uz Named On (Nosauktie).
Piezime: Tas nodrosina, ka tukSie stobrini netiek ieklauti analize.

6. Atlasiet Dynamic tube (Dinamiskais stobrins).

7. Atlasiet Slope correct (Slipums pareizs).

8. Atlasiet Linear scale (Lineara skala).
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10.

11

12.
13.
14,
15.
16.

17

. Atlasiet Take Off Adj (Atnemt Adj) un ievadiet vertibu 15.01 aug$éja lodzina (“If take

off point was calculated before cycle” (Ja atnemSanas punkts tika aprékinats pirms

cikla)) un 20.01 apakseja lodzina (“then use the following cycle and take off point” (Péc

tam izmantot talak minéto ciklu un atnemsanas punktu)).

lestatiet robezvértibu 0.02 un parbaudiet Yellow (HEX) kanala Cr vértibas.

. Analizes lapa noklikSkiniet uz Cycling A Green, lai skatitu Green (FAM) kanalu.
Atlasiet Named On (Nosauktie).

Atlasiet Dynamic tube (Dinamiskais stobrins).

Atlasiet Slope correct (Slipums pareizs).

Atlasiet Linear scale (Lineara skala).

Atlasiet Take Off Adj (Atnemt Adj) un ievadiet 15.01 augs$éja lodzina (“If take off point
was calculated before cycle” (Ja athemS8anas punkts tika aprékinats pirms cikla)) un

20.01 apakseja lodzina (“then use the following cycle and take off point” (Péc tam

izmantot talak minéto ciklu un atnemSanas punktu)).

. lestatiet robezvértibu 0.075 un parbaudiet Green (FAM) kanala Cr vértibas.
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Parauga izvértéSanas datu analize

Kad DNS paraugu izvertéSanas izpilde beigusies, skatiet sadalu Programmataras analizes

iestatijumi un analiz&jiet datus, ka aprakstits talak. (Stobrinu izkartojumu skatiet 4. tabula
25. Ipp.)

Izpildes kontroles analize
Negativa kontrole

Lai nodro$inatu, ka nav matricas kontaminacijas, NTC nedrikst generét Ct vértibu zem 40
Green (FAM) kanala.

Lai nodroSinatu, ka izpilde bija iestatita pareizi, NTC jauzrada amplifikacija diapazona
no 29,85 Iidz 35,84 Yellow (HEX) kanala. Noraditas vértibas ietilpst diapazona un ietver s
vértibas.

Pozitiva kontrole

EGFR PC jauzrada Cr vértiba Green (FAM) kanala diapazona no 28,13 Iidz 34,59. Vértiba

arpus 8T diapazona uzrada testa iestatiSanas problému. Izpilde nav izdevusies.
Piezime: Parauga datus nedrikst izmantot, ja negativa vai pozitiva kontrole neizdevas.

Paraugu analize

Ja DNS paraugu izvértéSanas izpildes kontroles ir derigas, var veikt analizi. Parauga
kontroles Cr vértibai jaatbilst diapazonam no 23,70 Iidz 31,10 Green (FAM) kanala. Ja

parauga Cr ir arpus ST diapazona, tiek sniegti talak minétie noradijumi.

94 therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata 06/2020



® Paraugu kontroles tests Ct < 23,70

Paraugi ar kontroles Ct < 23,70 (augsta DNS koncentracija) parslogos mutacijas
testus, tapéc tie jaatSkaida. Lai noteiktu katru mutaciju zema [Tment, parak
koncentrétus paraugus atSkaida, lai tie atbilstu Ct diapazonam no 23,70 [idz 31,10. Ja
atSkaida parauga DNS, palielinas Cr vértiba (atSkaidijums attieciba 1:1 Cr vértibu
palielina par aptuveni 1,0). AtSkaidiet paraugus, izmantojot komplekta ieklauto Gdeni
(0dens atSkaidi$anai [Dil.]).

® Paraugu kontroles tests Ct > 31,10

Paraugus ar kontroles Ct > 31,10 ieteicams atkartoti ekstrahét Green (FAM) kanala.
Sakuma DNS matricas daudzums nav pietiekams, lai noteiktu visas EGFR mutacijas ar

noraditajam testa robezvértibam.

EGFR mutacijas noteikSanas datu analize

Paraugam javeic DNS parauga izvértéSana, lai to varétu testét un noteikt EGFR mutacijas

(skatiet Seit: Parauga izvértéSanas datu analize).

Kad EGFR mutacijas noteikSanas izpilde beigusies, skatiet Seit: Programmatiras analizes
iestatfjumi un analizé&jiet datus, ka aprakstits talak. (Stobrinu izkartojumu skatiet 7. tabula.)

Izpildes kontroles analize

Skatiet izpildes kontroles analizes blokshému 39. attéla.
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Negativas
kontroles
FAM C; vértiba

Negativa
kontrole  <€—A

nokartota

Pozitivas
kontroles
FAM C; vértiba

Vai
L858R FAM
Cr stobrin3 atbilst
diapazonam no 29,9

b3

Vai FAM C; < 40?

diapazonam no 29,85

diapazonam no 28,1

diapazonam no 28,49

NO

Vai
HEX C; atbilst

idz 35,842

kontroles FAM
Cy stobrin3 atbilst

Vai
L861Q FAM
Cr stobrin3 atbilst

NE
RUN FAIL 1A
_ Vai
NE inserciju Pozitiva
FAM C; stobrins atbilst JA—> kontrole
iapazonam no 27,9. —
@ nokartota

\ 4

= ’ 1ZPILDE
NE NEIZDEVAS

Vai
T790M FAM
Cr stobrins atbilst

Vai
deléciju FAM
C; stobrins atbilst

diapazonam no 28,90
Iidz 34,90?

=

Vai
57681 FAM
Cr stobrins atbilst
diapazonam no 28,98

Vai
G719X FAM
Cr stobrins atbilst

)

b=

lidz 34,092

; Kerieties pie paraugu anaﬁzes)

39. attéls. Izpildes kontroles analizes blokshéma EGFR mutacijas noteikSanai.

Negativa kontrole

Lai nodroSinatu, ka nav matricas kontaminacijas, NTC katram EGFR mutacijas testam

nedrikst generét Ct vértibu zem 40 Green (FAM) kanala.

Lai nodroSinatu, ka izpilde bija iestatita pareizi, NTC jauzrada amplifikacija diapazona
no 29,85 Iidz 35,84 Yellow (HEX) kanala. Noraditas vértibas ietilpst diapazona un ietver Sis

vértibas.
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Pozitiva kontrole

Katram EGFR mutacijas testam EGFR PC jauzrada Cr vértiba Green (FAM) kanala

diapazona, kas noradits 16. tabula. Vertiba arpus 81 diapazona uzrada testa iestatiSanas

problému. Izpilde nav izdevusies.

Piezime: Parauga datus nedrikst izmantot, ja negativa vai pozitiva izpildes kontrole

neizdevas.

16. tabula. Pienemami Cr diapazoni reakcijas pozitivam kontroléem (EGFR mutaciju noteikSanas tests)

Ree_akfijas Paraugs Kanals ACrt robezvértibu diapazons
maisijums

Kontrole PC Zala krasa No 28,13 Ilidz 34,59
T790M PC Zala krasa No 30,22 I1dz 34,98
Delécijas PC Zala krasa No 28,90 Iidz 34,90
L858R PC Zala krasa No 29,97 Iidz 34,81
L861Q PC Zala krasa No 28,49 Iidz 34,02
G719X PC Zala krasa No 29,42 [idz 34,19
S768l PC Zala krasa No 28,98 Iidz 35,19
Insercijas PC Zala krasa No 27,92 Iidz 34,09
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Parauga analize — paraugu kontroles Green (FAM) kanala Cr vértiba

Ja pozitivas un negativas kontroles EGFR mutacijas noteikSanas izpildei ir derigas, var

turpinat EGFR mutacijas noteikSanu.

Kontroles Cr vértibai paraugam Green (FAM) kanala jabat diapazona no 23,70 idz 31,10.
(Stobrinu izkartojumu skatiet 7. tabula.)

Ja parauga kontroles Crt ir arpus ST diapazona, tiek sniegti talak minétie noradijumi.

® Paraugu kontroles tests Ct < 23,70

Paraugi ar kontroles Cr < 23,70 (augsta DNS koncentracija) parslogos mutacijas
testus, tapéc tie jaatSkaida. Lai noteiktu katru mutaciju zema ltment, parak
koncentrétus paraugus atSkaida, lai tie atbilstu Ct diapazonam no 23,70 [idz 31,10. Ja
atSkaida parauga DNS, palielinas Cr vértiba (atSkaidijums attieciba 1:1 Cr vértibu
palielina par aptuveni 1,0). AtSkaidiet paraugus, izmantojot komplekta ieklauto Gdeni
(0dens atSkaidi$anai [Dil.]).

® Paraugu kontroles tests Ct > 31,10

Paraugus ar kontroles Ct > 31,10 ieteicams atkartoti ekstrahét zalaja (FAM) kanala.
Sakuma DNS matricas daudzums nav pietiekams, lai noteiktu visas EGFR mutacijas ar

noraditajam testa robezvértibam.

Paraugu analizes blokshému EGFR mutacijas noteikSanai skatiet 40. attéla.
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noteik$anu

Vai kontroles testa

Atskaidiet paraugu €—— Paraugs jaatskaida

FAM C; atbilst
1o 23,70 lidz 31,102

kontroles FAM Cr
vértiba

Vai FAM C; < 23,70

Y

Paraugu Vai kada
mutaciju testu mutacijas HEX C; vértiba
HEX C; vértibas

Vai visi
utacijas FAM Cy atbilst
diapazonam 00,00~
40,007

Paraugu
mutaciju testu
FAM C; vértibas

Stobriné ir FAM amplifikacijas
pozitivs

7 ,

Aprékinat ACy vér
mutacijai
ACr = mutacijas Cr - kontroles Cr

v

as katrai

Katrai mutacijai salidzinat AC; vértibas
ar robevértibam.
Skatit 17. tabulu rokasgramata

Vai kada no ACr vértibam
atbilst testa noraditajam AC; diapazonam

EGFR mutacija noteikta
mutacijas testam

Vai FAM C; > 31,10

inhibitoru.

Paraugu ieksgjo
kontroju
mutacijas testu
HEX C; vértibas

Vai mutacijas iekséjas
kontroles HEX C; atilst diapazonam

Stobrin3 nederigs
29,85-35,84

_ Paraugs pozitivs un

Vai ir noteikta kada EGFR mutacija? _
nederigs

Mutacija nav noteikta Paraugs nederigs

40. attéls. Paraugu analizes blokshéma EGFR mutacijas noteikSanai.
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Parauga analize — paraugu iek$éjas kontroles Yellow (FAM) kanala Cr vértiba

Piezime: Paraugu analizes blokshému EGFR mutacijas noteik§anai skatiet 40. attéla.

Jaanalizé visi katra parauga stobrini. Parbaudiet, vai katrs stobrin§ generé HEX signalu

diapazona no 29,85 Iidz 35,84 no iek8€jas kontroles Yellow (HEX) kanala. lespéjami

3 galarezultati.

® Jaiek$gjas kontroles Ct jebkuram mutacijas testam ir zem noradita diapazona
(< 29,85), tad rezultats ir nederigs Yellow (HEX) kanala amplifikacijai. Sim stobrinam
Yellow (HEX) kanala amplifikacija ir nederiga.

® Ja iek$gjas kontroles Cr atbilst noraditajam diapazonam (no 29,85 Iidz 35,84), rezultats
ir pozitivs Yellow (HEX) kanala amplifikacijai

e Sim stobrinam Yellow (HEX) kanala amplifikacija ir deriga.

® Jaiek$gjas kontroles Cr ir virs noradita diapazona (> 35,84), rezultats ir negativs
Yellow (HEX) kanala amplifikacijai.

Ja Green (FAM) kanala ir amplifikacija un ACt 3ai reakcijai ir zemaka par stobrina testa
robezveértibu vai vienada ar to, Yellow (HEX) kanala amplifikacija ir deriga. Ja Green (FAM)
kanala stobrinam nav amplifikacijas vai ACt vertiba ir augstaka par testa robezvertibu,

Yellow (HEX) kanala amplifikacija ir nederiga.

lekSéjas kontroles amplifikacija Yellow (HEX) kanala var neizdoties PCR inhibicijas dél.
Parauga atSkaidiSana var samazinat inhibitoru ietekmi. Janem véra, ka tadejadi ar tiek
atSkaidita mérka DNS parauga. AtSkaidiet paraugus, izmantojot komplekta ieklauto Gdeni

(tdens atskaidisanai [Dil.]).

Parauga analize — paraugu mutaciju testu Green (FAM) kanala Cr vértiba

Japarbauda Green (FAM) kanala vértibas visiem septiniem EGFR mutaciju reakcijas
maisTjumiem salidzinajuma ar vértibam, kas noradrttas 17. tabula. Noraditas vértibas ietilpst

diapazona un ietver redzamas vértibas. (Stobrinu izkartojumu skatiet 7. tabula.)
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17. tabula. Pienemamas vértibas paraugu EGFR mutéaciju reakcijam Green (FAM) kanala (EGFR mutaciju
noteikSanas tests)

Tests Cr diapazons ACT robezvertibu diapazons
T790M No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 2 Iidz < 7,40
Delécijas No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 2 Iidz < 8,00
L858R No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 = Iidz < 8,90
L861Q No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 = Iidz < 8,90
G719X No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 2 Iidz < 8,90
S768lI No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 2 Iidz < 8,90
Insercijas No 0,00 Iidz 40,00 No -10,00 = Iidz < 8,00

® Ja paraugam Green (FAM) kanala Cr vértiba ieklaujas noraditaja diapazona, ta FAM
amplifikacija ir pozitiva.
® Ja paraugam Green (FAM) kanala Cr vértiba ir virs noradita diapazona vai

amplifikacijas nav, ta FAM amplifikacija ir negativa.

Aprékiniet ACr vertibu katram EGFR mutacijas noteikS8anas stobrinam ar pozitivu FAM
amplifikaciju, ka noradrts talak, nodrosinot, ka mutacijas un kontroles Cr vértibas ir no viena
un ta pasa parauga. (Stobrinu izkartojumu skatiet 7. tabula.)

ACt = [mutacijas testa Cr vértiba] — [kontroles testa Ct vértiba]

Parauga ACr+ vértibu salidziniet ar konkréta testa ACt robezveértibu diapazonu (17. tabula).
Noteikti izmantojiet pareizo ACt robezvértibu diapazonu.

ACt robezvértibu diapazona aug$éjais punkts ir punkts, virs kura pozitivu testa signalu
potenciali var izraisit ARMS praimera fona signals savvalas tipa DNS parauga. Ja parauga
ACrt vértiba ir augstaka par testa ACt robezvértibu diapazonu, paraugs tiek klasificéts ka
negativs vai arpus testa komplekta noteik§anas robezam. Ja parauga vértiba ir zem ACt
robezvértibu diapazona apak$éjas robezas, to potenciali varétu bt izraistjusi fluorescences
artefakti.
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Katras mutacijas reakcijas statuss katram paraugam var bt viens no talak noraditajiem.

e Mutation detected (Mutacija noteikta)
e Mutation not detected (Mutacija nav noteikta)

® |Invalid (Nederigs)
Mutacija noteikta

Green (FAM) kanala amplifikacija ir pozitiva, un ACt veértiba atbilst ACt robezvértibu

diapazonam. Ja paraugam noteiktas vairakas mutacijas, tas visas var uzradrt.

Mutacija nav noteikta

Green (FAM) kanala amplifikacija ir pozitiva, un ACt vértiba ir virs ACt robezvértibu
diapazona.

Green (FAM) kanala amplifikacija ir negativa, un Yellow (HEX) kanala amplifikacija (iekS€&ja

kontrole) ir pozitiva.

Nederigs

Yellow (HEX) kanala amplifikacija (iek$€ja kontrole) ir nederiga.

Green (FAM) kanala amplifikacija ir negativa, un Yellow (HEX) kanala amplifikacija (iek$&ja

kontrole) ir negativa.

Piezime: Paraugam viena stobrina var bat negativa Yellow (HEX) kanala amplifikacija, bet
otra stobrina var bit pozitiva Green (FAM) kanala amplifikicija. $ada gadijuma rezultatu
“mutacija noteikta” otraja stobrina var uzskatit par derigu, tau konkréta noteikta mutacija

var nebut vieniga iesp&jama mutacija $aja parauga.
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Aprékinata ACr ir zem ACr robezvértibu diapazona, un Yellow (HEX) kanala amplifikacija

(iek$é&ja kontrole) ir paredzamaja diapazona.
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B pielikums: therascreen EGFR CE Assay
Package instalésana

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir Tpasi izstradats izmanto$anai ar Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM instrumentu un 72-Well Rotor. therascreen EGFR CE Assay Package ir pieejama
lejupieladéSanai no therascreen EGFR RGQ PCR Kit versijas produktu timekla lapas vietné
www.qgiagen.com. Lai lejupieladétu testa pakotni, dodieties uz Product Resources
(Produktu resursi) > Supplementary Protocols (Papildu protokoli). Testa pakotne ietver
“therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” un “therascreen EGFR CE Locked
Template”.

Piezime: therascreen EGFR CE Assay Package ir saderiga tikai ar Rotor-Gene Q
programmatiras versiju 2.3.5 vai jaunaku. Parliecinieties, ka ir instaléta pareizad Rotor Gene
Q programmatdras versija, pirms turpinat ar therascreen EGFR CE Assay Package
instaléSanu. Ja jasu Rotor-Gene Q MDx instrumentu piegadaja ar jaunaku programmatdras
versiju, jauniniet to, no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM produktu lapas (sadala “Product
Resources” (Produktu resursi), “Operating Software” (Sistémprogrammatara) lejupieladégjot
Rotor Gene Q programmatiras versiju2.3.5 vai jaunaku); skatiet S3eit:
www.giagen.com/shop/automated-solutions/pcr-instruments/rotor-gene-q-

mdx/#resources.

Procedira

1. Lejupieladéjiet therascreen EGFR CE Assay Package no vietnes www.qiagen.com un
parnesiet to USB atminas iericé, kura nav virusu.
Piezime: Testa pakotne ir pieejama therascreen EGFR RGQ PCR Kit 2. versijas
produktu timekla lapa. Lai lejupieladétu testa pakotni, parejiet uz Product Resources
(Produktu resursi) > Supplementary Protocols (Papildu protokoli).

2. Ar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu savienota datora ievietojiet USB

atminas ierici.
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3. Atrodiet therascreen EGFR CE Assay Package failu.

4. Ar peles labo pogu noklikSkiniet uz therascreen EGFR CE Assay Package, péc tam
atlasiet Extract all (Izvilkt visu), lai failu izgitu no ZIP arhiva.

5. Divreiz noklik$kiniet uz therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.6.exe, lai saktu
instalésanu.

Vai arT atrodiet un palaidiet $o izpildamo failu, izmantojot pievienota datora failu
parldku.
Atveras therascreen EGFR CE Assay Package iestatiSanas vednis.

6. NoklikSkiniet uz Next (Talak), lai turpinatu (41. attéls).

155 Setup - Rotor-Gene () therascreen EGFR CE Assay Package = X

Welcome to the Rotor-Gene Q
therascreen EGFR CE Assay
Package Setup Wizard

This will install Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay
Package 3.0.5 on your computer.

It iz recommended that you closs all other applications befare
continuing

Click Mest to continue, or Cancelto exit Setup.

e

41. attéls. Dialogladziné “Setup Wizard” (lestatiSanas vednis) (1 = “Next” (Talak)).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit rokasgramata  06/2020 105



7. Dialoglodzina izlasiet License Agreement (Licences ligums) un atlasiet | accept the

agreement (Es piekritu llgumam). NoklikSkiniet uz Next (Talak), lai turpinatu (42. attéls).

lestatiSana sakas automatiski.

ﬁ Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package & L=

License Agreement
Please read the following important information before continuing.

Please read the following License Agreement. You must accept the terms of this
or 1t before c ing with the install

Licence Agreement -

1. In the following "Qiagen™ refers to Qiagen GmbH and its affiliated companies and —
“Software means the programs and data supplied on this physical medium (eg. CD-
ROM) or over the Intemet with these condtions. (If you are unsure of any aspect of
this agreement or have any questions they should be emailed to

support @giagen.com.) The Software and any accompanying documentation have
Ibeen developed entirely at private expense. They are delivered and licensed as
“commercial computer software”.

2. Licence

[ <gaok [ tea> ][ conce ]

N =

42, attéls. Dialoglodzins “License Agreement” (Licences ligums). 1 = “| accept the agreement” (Es piekritu

ligumam), 2 = “Next” (Talak).
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8. Kad instaléSana beigusies, pedg&ja dialoglodzina Setup Wizard (lestatiSanas vednis)
noklikSkiniet uz Finish (Pabeigt) (43. attéls).

P ~
j5) Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package l_l_l_,'[c‘ L=

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen EGFR Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene Q therascreen EGFR
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons

Click Finish to exit Setup

43. attéls. lestatiSanas vedna pabeigSana (1 = “Finish” (Pabeigt)).

9. Restartégjiet datoru.

Saisnes uz “therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” un “therascreen
EGFR CE Locked Template” tiek generétas automatiski un paradas darbvirsma
(44. attéls).

tJ @
therascreen EGFR CE therascreen EGFR CE

Cantral Run Locke Locked Template
Template

44. attels. EGFR CE Control Run Locked Template un EGFR CE Locked Template ikonas.
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Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, lGdzu apskatiet mdsu tehniska
atbalsta centra vietni www.qiagen.com/Support, zvaniet pa talruna numuru 00800-22-44-
6000 vai sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko pakalpojumu dienesta nodalam (skatiet

aizmuguréjo vaku vai apmeklgjiet vietni www.giagen.com).
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Informacija par pasttiSanu

Produkts Saturs Kat. Nr.
therascreen EGFR RGQ PCR 24 reakcijam: kontroles tests, 874111
Kit (24) 7 mutaciju testi, pozitiva kontrole, Taq

DNS polimeraze, Gdens kontrolei bez

matricas un ddens paraugu

atSkaidiSanai
therascreen EGFR Assay Programmaturas protokola pakotne Lejupielade
Package izmantoSanai ar therascreen EGFR

RGQ PCR Kit un QIAGEN Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNS paraugu sagatavosanai: 60404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute® stobrini,

proteinaze K, buferskidumi un

Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit 50 paraugu sagatavosanai: 56404
(50) 50 QlIAamp MinElute stobrini,

proteinaze K, buferSkidumi un

Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM un piederumi
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Real-time PCR amplifikators un 9002033
System augstas izSkirtspéjas kuSanas

analizators ar 5 kanaliem (zals,
dzeltens, oranzs, sarkans, sarts) un
HRM kanalu, klépjdators,
programmatdra, piederumi, 1 gada
garantija dalam un darbam, instalacija
un apmaciba
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Produkts Saturs Kat. Nr.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Real-time PCR amplifikators un 9002032
Platform augstas iz8kirtspéjas kuSanas

analizators ar 5 kanaliem (zalS,

dzeltens, oranzs, sarkans, sarts) un

HRM kanalu, klepjdators,

programmatdra, piederumi: ietver

1 gada garantiju dalam un darbam,

bet instalacija un apmaciba nav

ieklauta

Loading Block 72 x 0.1ml Tubes  Aluminija bloks manualai reakcijas 9018901
iestatiSanai ar viena kanala pipeti
72 x 0,1 ml stobrinos

Strip Tubes and Caps, 0.1ml 250 stremeles 4 stobrinos ar vaciniem 981103
(250) 1000 reakcijam

Strip Tubes and Caps, 0.1ml 10 x 250 stremeles 4 stobrinos ar 981106
(2500) vaciniem 10 000 reakcijam

Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskas atrunas skatiet attieciga QIAGEN
komplekta rokasgramata vai lietotaja rokasgramata. QIAGEN komplektu rokasgramatas un
lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné€ www.qiagen.com, kd arT tas var pieprasit
QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietgjiem izplatitajiem.
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Dokumenta parskatiSanas vésture

Datums

Izmainas

R5, 2019. gada janvaris

R6, 2019. gada oktobris

R7, 2020. gada junijs

Pievienots pilnvarotais parstavis (priek$éjais vaks).
Atjauninata sadala “Simboli”.

Maintts likumigais razotajs (titullapa).

Instrumenta nosaukuma pielagoSana no Rotor-Gene Q MDx uz Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM, lai atbilstu nosaukumam instrument etiketé.

Pievienots reagentu uzglabasanas apstaklis sadala Reagentu glabasana un
lietoSana.

Atjauninata 1. tabula, to papildinot ar piezimi par COSM6254 iznems$anu no
COSMIC datubazes.

Atjauninata sadala lerobezojumi ar informaciju par 19. eksona deléciju testiem un
L858R testu.

Nonemts EC + REP simbols no titullapas un sadalas Simboli.

Atjauninats EGFR Assay Package versijas numurs no 3.0.5 uz 3.0.6.

Atjauninatas atsauces uz RGQ programmatiras versiju no 2.3 uz 2.3.5 vai
jaunaku.

Atjauninata 9. un 17. tabula, ievieSot jaunos robezvértibu diapazonus, un atbilstosi
precizéti visi attiecigie apraksti (visa rokasgramata).

Atjauninatas visas protokolu nodalas, ieklaujot informaciju par sajauk$anas
nozimigumu sadalas Svariga informacija pirms darba sak$anas; izceltas
samaisiSanas detalas visas samaisiSanas darbibas; pievienotas samaisiSanas
darbibas, kur bija vajadzigs.

Pievienots MUTATION_EARLY_CT karodzins 8. tabula.

Nonemtas visas atsauces uz CD, aizstajot ar informaciju par lejupieladésanu.
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therascreen EGFR RGQ PCR Kit ierobeZots licences ligums

87 produkta izmanto3ana liecina par katra produkta pircéja vai lietotaja piekrianu talak minétajiem nosacijumiem.

1.

o r N

So produktu drikst lietot tikai saskana ar kopa ar produktu nodrosinatajiem protokoliem un $o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja
panell. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem Tpasumiem, lai $aja komplekta ietvertas sastavdalas izmantotu
kopa ar jebkadam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu piegadatajos
protokolos un $aja rokasgramata, ka ari papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.qiagen.com. DaZus no Siem papildu protokoliem QIAGEN
lietotaji nodrosina QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav rapigi testéti vai optimizéti uznémuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz garante,
ka tie neparkapj treSo personu tiesibas.

Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is panelis un/vai ta lieto$ana neaizskar treSo personu tiesibas.
Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizgjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieam vai netie$am licencém, kas nav skaidri noraditas.

Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam
darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit §T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un apnemas atgut visus savus izmeklé$anas
un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala ipasuma
tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.qiagen.com.

Prec¢u zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher
Scientific Inc.); GIOTRIF® (Boehringer Ingelheim), IRESSA® (AstraZeneca Group). Tiek uzskatits, ka $aja dokumenta minétie registrétie nosaukumi, preu zimes
u. c. ir aizsargati ar likumu pat tad, ja tas nav Tpasi noradits.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ir diagnostikas komplekts ar CE marké&jumu un atbilst Eiropas Direktivas 98/79/EK par medicinas iericém, ko lieto in vitro
diagnostika, prasibam. Visas valstis nav pieejami.

1121935 06-2020 HB-1909-007 © 2020 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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