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Verwendungszweck

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ein qualitativer realtime PCR-Test zum Nachweis
von 11 Mutationen im Gen fir die katalytische Untereinheit alpha der Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PIK3CA) (Exon 7: C420R; Exon 9: E542K, E545A, E545D [nur 1635G>T], E545G,
E545K, Q546E, Q546R; Exon 20: H1047L, H1047R, H1047Y) unter Verwendung von
genomischer DNA (gDNA), die aus formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem (formalin-
fixed, paraffin-embedded, FFPE) Brustkrebsgewebe extrahiert wurde, oder von zirkulierender
Tumor-DNA (ctDNA) aus Plasma, das aus mit K2EDTA antikoaguliertem peripheren Vollblut

von Patienten mit Brustkrebs gewonnen wurde.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist fir die Verwendung als begleitdiagnostischer Test
vorgesehen und soll den Arzt bei der Identifizierung von Brutskrebspatienten unterstitzen, die,
abhdngig vom Ergebnis eines Tests auf Mutationen im PIK3CA-Gen, fir eine Behandlung mit
PIQRAY® (Alpelisib) infrage kommen. Patienten, deren FFPE-Gewebe- oder Plasmaspezimen
beim Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit in Bezug auf das Vorliegen von einer
oder mehreren PIK3CA-Mutationen ein positives Resultat ergeben, sind fir die Behandlung mit
PIQRAY (Alpelisib) geeignet. Bei Patienten, deren Plasmaspezimen bei diesem Test zu einem
negativen Resultat fihrt, sollte mit einem FFPE-Tumorgewebespezimen ein Bestdtigungstest auf
das Vorliegen von PIK3CA-Mutationen durchgefiihrt werden.

FFPE-Tumorgewebespezimen werden mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit fir die manuelle
Probenvorbereitung verarbeitet. Spezimen von mit Kz2EDTA antikoaguliertem peripherem vendsem
Vollblut werden mit dem QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit fir die manuelle
Probenherstellung verarbeitet. Bei beiden Arten von Spezimen wird das Rotor-Gene Q (RGQ) MDx
5plex HRM Instrument zur automatischen Amplifikation und Detektion verwendet.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ein In-vitro-Diagnostikum.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit darf nur von geschultem Fachpersonal in einer
professionellen Laborumgebung verwendet werden.
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Einschréinkungen des Verfahrens

e Diese Gebrauchsanweisung muss vor der Verwendung des therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kits vollstandig gelesen und verstanden werden.

® Zur Auswertung der mit dem Produkt erhaltenen Ergebnisse missen alle relevanten
klinischen und labortechnischen Daten beriicksichtigt werden. Die Ergebnisse diirfen nicht

alleine fir die Diagnose verwendet werden.

® Proben, fir die das Ergebnis ,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen)
angegeben wird, kdnnen PIK3CA-Mutationen enthalten, die vom therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit nicht erkannt werden.

e Daten zu analytischen und klinischen Leistungsmerkmalen in Bezug auf den Nachweis der
folgenden PIK3CA-Mutationen: E545A, E545D, Q546E, Q546R und H1047Y wurden
nur anhand von kiinstlichen Plasmaspezimen (mit Zelllinien-DNA versetztes Plasma) erfasst,

nicht anhand von klinischen Spezimen der vorgesehenen Zielpopulation.

e Ob Mutationen nachgewiesen werden, hdngt von der Qualitat der Proben und der
vorhandenen Menge an amplifizierbarer DNA ab. Das Testverfahren sollte wiederholt
werden, wenn die Analyse der DNA in der Probe darauf hinweist, dass die Menge
und/oder die Qualitét entweder nicht ausreicht oder dass die Konzentration fir die

Mutationsanalyse z hoch ist.

e Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wird im Rahmen eines PCR-Verfahrens eingesetzt.
Wie bei allen PCR-Verfahren kénnen Proben durch externe DNA-Quellen in der
Testumgebung und DNA aus der Positivkontrolle kontaminiert werden. Beachten Sie daher
alle VorsichtsmaBBnahmen, um eine Kontamination der Proben und KitReagenzien zu

vermeiden.

® Wenn die Probe weniger als den Prozentsatz mutierter Allele enthélt, die mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nachgewiesen werden kénnen, fihrt dies zu dem
Ergebnis ,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen).

® Esist nicht bekannt, ob das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Kreuzreaktivitat (die zu dem
Ergebnis ,Mutation Detected” (Mutation nachgewiesen) fihrt) mit weiteren PIK3CA-
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Mutationen auBer den mit dem Kit nachweisbaren und als Biomarker aufgelisteten

Mutationen zeigt.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ein qualitativer Test. Der Test liefert keine
quantitativen Ergebnisse zur Héufigkeit der mutierten Allele (Mutant Allele Frequency,
MAF) in einer Probe.

Es ist nicht bekannt, welche Auswirkungen wahrend des Assay-Verfahrens eingeschleppte
Kontaminationen auf die Leistungsfahigkeit des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit haben.
Anwender missen mit der gebotenen Vorsicht vorgehen, um das Einfihren mikrobieller
Kontaminanten wahrend der Testverfahren zu vermeiden, und sollten KitKomponenten, die

Anzeichen fir Mikrobenwachstum zeigen, nicht verwenden.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit DNA
bestimmt, die aus FFPE-Brustkrebsgewebe- oder aus mit K:EDTA antikoaguliertem,
peripherem vendsem Vollblut von Brustkrebspatienten gewonnenen Plasmaspezimen

prapariert wurde.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit dem
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (fir Gewebespezimen) und dem QlAamp DSP

Circulating Nucleic Acid Kit (fir Plasmaspezimen) bestimmt.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kann nur mit allen Reaktionsgemischen verwendet

werden.

Das Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die fir die Anwendung in-vitro-
diagnostischer Verfahren und die Bedienung des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Instruments speziell eingewiesen und geschult wurden.

Das Produkt ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
realtime PCR Cyclers vorgesehen. Ein anderer Thermocycler mit optischer Echtzeit-
Detektion kann mit diesem Produkt zusammen nicht verwendet werden.

Zur Gewdhrleistung optimaler Ergebnisse missen die Anweisungen in der therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) genau befolgt werden. Die Verdinnung der

Reagenzien ist nicht empfehlenswert, da dies zu einer Leistungsbeeintréchtigung fihrt.
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e Dieses Handbuch ist zur Verwendung mit der Rotor-Gene AssayManager Software,

Version 2.1, mit automatischer Angabe des Mutationsstatus bestimmt.
® Achten Sie auf die Verfallsdaten und Lagerbedingungen, die auf der Verpackung und den

Etiketten der einzelnen Komponenten des Kits aufgedruckt sind. Abgelaufene oder falsch

gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.
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Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Der Phosphatidylinositol-3Kinase- (PI3K) Signalweg reguliert verschiedene zellulare
Funktionen wie die Zellproliferation, das Uberleben von Zellen, die Proteinsynthese auf Ebene
der Translation, den Glucosemetabolismus, die Zellmigration und die Angiogenese (1). In
Tumorgeweben identifizierte aktivierende somatische Missense-Mutationen des PIK3CA-Gens
(Gen fir die katalytische Untereinheit alpha der Phosphatidylinositol-3-Kinase), die die
Kinaseaktivitét des PI3Ka-Proteins erhdhen, wurden bei einer Vielzahl menschlicher Krebsarten
mit zellulgrer Transformation in Zusammenhang gebracht (2), darunter auch das

hormonrezeptor-positive (HR+) Mammakarzinom (3).

Das Mammakarzinom ist die bei Frauen am hdaufigsten diagnostizierte Krebsart und die
zweithaufigste Ursache fir krebsbedingte Todesfdlle (4). Es wurde geschétzt, dass im Jahr
2018 bei 266.120 Frauen in den USA Mammakarzinome diagnostiziert (entspricht etwa
30 % aller Krebserkrankungen bei Frauen) und 40.920 Todesfélle registriert werden dirften
(5). Fir Europa wurde prognostiziert, dass im gleichen Jahr 92.700 Frauen an Brustkrebs
sterben wirden (6). Brustkrebs bei Mannern ist selten und macht < 1 % der diagnostizierten
Krebsarten bei mannlichen Patienten aus (4), die Behandlungsempfehlungen sind jedoch fiir
beide Geschlechter dieselben.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist ein qualitativer in-vitro-diagnostischer realtime PCR-
Test, der auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument durchgefihrt wird. Dabei werden
ARMS- (allele refractory mutation system)-Primer, Hydrolysesonden und PCR-Clamp-Technik
eingesetzt, um 11 Mutationen (Tabelle 1) in den Exons 7, 9 und 20 des PIK3CA-Onkogens
vor dem Hintergrund von Wildtyp- (WT)-DNA nachzuweisen.
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Tabelle 1. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Assay-Ziele

Exon Mutation COSMIC*-ID Basenaustausch
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 ASG
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Verfahrensprinzip

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit umfasst sechs verschiedene PCR-Amplifikations-

Reaktionsgemische:

o finf mutationsspezifische Reaktionen, die auf Exon 7, 9 und 20 des PIK3CA-Gens

abgezielt sind
® eine Kontrollreaktion, die auf Exon 15 abgezielt ist

Die Hauptbestandteile des Kits sind im Folgenden beschrieben.
Mutationsreaktionsgemische

Mutierte DNA wird mithilfe mutationsspezifischer Reaktionsgemische unter Verwendung von
mutationsspezifischen ARMS-Primern, Sonden (Hydrolysesonden und kurzen hochspezifische
Sonden) und PCR-Clamps selektiv amplifiziert und nachgewiesen. Die Amplifikation mutierter
DNA wird in den Kandlen Green, Yellow und Crimson des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Instruments nachgewiesen.

ARMS
Allelspezifische Amplifikation wird mit Hilfe der ARMS-Methode erreicht, die auf der Fahigkeit

der TagDNA-Polymerase beruht, zwischen einer Ubereinstimmenden und einer nicht
Ubereinstimmenden Base am 3“Ende eines PCR-Primers zu unterscheiden. Wenn der Primer
vollstandig Ubereinstimmt, erfolgt die Amplifikation mit voller Effizienz. Wenn die 3“Base nicht
Ubereinstimmt, erfolgt hdchstens eine Hintergrund-Amplifikation auf niedrigem Niveau. Daher
wird eine mutierte Sequenz selbst in Proben, bei denen der Grof3teil der DNA nicht mutiert ist,
selektiv amplifiziert (Abbildung 1).
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WT i} —> Niedrige oder gar keine

Q Fe Amplifikation
Mutante ¢ — Amplifikation
Qe—— —
Mutante 1 @, —> Niedrige oder gar keine
4 =4 Amplifikation
EOWTSequenz  Yr Mutierte Zielsequenz © Andere mutierte
Zielsequenz

Abbildung 1. Spezifische Identifizierung einer Mutation durch ARMS-PCR. WT: Wildtyp. Q-F: mit zwei Farbstoffen

markierte Sonde. S: Forward- und Reverse-Primer.

Hydrolysesonden

Hydrolysesonden lagern sich an eine DNA-Region an, die von einem spezifischen Primer-Set

amplifiziert wird. Wahrend die Tag-Polymerase den Primer verldngert und den neuen DNA-

Strang synthetisiert, wird die Sonde durch die 5- 3“Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase

abgebaut. Dies fihrt zur Freisetzung des Fluorophors und zur Emission von Fluoreszenzlicht.

Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals ist nur dann nachweisbar, wenn die Zielsequenz zu den

Primern und zur Sonde komplementér ist und somit bei der PCR amplifiziert wird

(Abbildung 2).
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Abbildung 2. Reaktionsprinzip bei Verwendung von Hydrolysesonden.

PCR-Clamp

PCR-Clamps erméglichen die selektive Amplifikation von mutierten Allelen. PCR-Clamps, die
mit der Wildtyp-Sequenz perfekt Ubereinstimmen, binden an das Wildtyp-Template und
verhindern die Amplifikation durch Interferenz mit der Primer-Verléngerung. Das 3“Ende der
PCR-Clamp ist durch Addition einer Phosphatgruppe blockiert, die die Verlangerung der
Wildtyp-Sequenz stort (Abbildung 3).
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WT O —> Niedrige oder gar keine
Q F Amplifikation

Mutante — —  Amplifikation

Q

F—

O WT-Sequenz ¥ Mutierte Zielsequenz
3'-Phosphat-Oligonukleotid (CLAMP)

Abbildung 3. PCR-Clamp-Methode. WT: Wildtyp. Q-F: mit zwei Farbstoffen markierte Sonde. : Forward- und
Reverse-Primer.

Kontrollreaktion

Das Gemisch fir die Kontrollreaktion (Réhrchen 1) enthélt den Forward- und Reverse-Primer

und eine markierte Sonde (detektiert im Kanal Green) fir die Amplifikation einer kurzen
Sequenz in Exon 15 des PIK3CA-Gens. Anhand der Kontrollreaktion wird geprift, ob in der

Probe eine ausreichende Konzentration von amplifizierbarer DNA vorhanden ist und in den

analytischen Berechnungen zur Bestimmung des Mutationsstatus einen Faktor darstellt.

Interne Kontrolle

Jedes der Reaktionsgemische enthdlt eine interne Kontrolle, mit der eine eventuelle Stérung der

Reaktion festgestellt werden soll (z. B. durch das Vorhandensein von Inhibitoren). Die interne

Kontrolle nutzt eine mit PIK3CA nicht verwandte Oligonukleotid-Zielsequenz, nicht markierte

Forward- und Reverse-Primer und eine Hydrolysesonde, die mit einem Fluorophor markiert ist,

das orangefarbenes Licht emittiert.

Positivkontrolle

Die positive Kontrolle (Réhrchen PC (Positive control)) enthélt ein Gemisch von finf Plasmiden,

die alle 11 Mutationen sowie die Kontrolle reprasentieren. Durch den Nachweis der
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Mutationen in akzeptablem Umfang wird bestétigt, dass die verschiedenen Reaktionsgemische

im Kit einwandfrei funktionieren.

Negativkontrolle

Die Nicht-Template-Kontrolle (Rdhrchen-NTC) enthélt nukleasefreies Wasser, das fir die
Reaktion ,Nicht-Template-Kontrolle” (No Template Control, NTC) erforderlich ist. Die Kontrolle
ohne Template dient als Negativkontrolle und wird bei der Assay-Konfiguration zur Erkennung

méglicher Kontaminationen eingesetzt.

Probenverdinnungslésung

Die Probenverdiinnungsldsung (Réhrchen Dil.) enthélt nukleasefreies Wasser.
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Plattform und Software

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist speziell fir die Verwendung mit dem Rotor-Gene Q
MDx Thermocycler bestimmt, der Uber einen Personal Computer bedient wird, auf dem

folgende Software installiert ist:

Rotor-Gene AssayManager® Version 2.1

Gamma Plug-in Version 1.0.0

therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile Version 1.0.1 fir die Analyse von Gewebespezimen

therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile Version 1.0.1 fir die Analyse von Plasmaspezimen

Informationen Uber das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument finden Sie im
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Handbuch. Das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument

muss gemdf den Anweisungen im Handbuch fir das Gerdt gewartet werden.

Weitere Informationen Uber die Software erhalten Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application Handbuch und im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Handbuch.

Laufparameter

Die verschiedenen Zyklusparameter (oder ,Testlaufe”) fir das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Instrument werden mit therascreen PIK3CA Assay Profiles programmiert. Diese Assay-Profile
enthalten die PCR-Testlaufparameter und dienen zur Berechnung der Ergebnisse. Fir den

Assay werden folgende Zyklusparameter verwendet:

® Halten einer Temperatur von 95 °C fir 15 Minuten, um die TagDNA-Polymerase zu aktivieren.

® PCR iber 45 Zyklen bei 95 °C fir 30 Sekunden zur Denaturierung und bei 60 °C fir

1 Minute zum Annealing und zur Verléngerung.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Katalog-Nr. 873111
Anzahl der Reaktionen 24
Inhalt Farbe der Schutzkappe Volumen
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA Reaktionsgemisch 1) Rot 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA Reaktionsgemisch 2) Lila 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA Reaktionsgemisch 3) Orange 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA Reaktionsgemisch 4) Gelb 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA Reaktionsgemisch 5) Griin 750 yl
PIK3CA Reaction Mix é (PIK3CA Reaktionsgemisch 6) Blau 750 pl
Tag DNA Polymerase (Tag) (Tag-DNA-Polymerase (Taq)) Mintgrin 85 pl
PIK3CA Positive Control (PC) (PIK3CA Positive Kontrolle (PC)) Beige 250 pl
Water for No Template Control (NTC) (Wasser fiir Nicht- Weif3 1,9 ml
Template-Kontrolle)

Nuclease-free water for Dilution (Dil.) (Nukleasefreies Wasser Weif3 1,9 ml
zur Verdinnung (Verd.))

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 1
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Zusatzlich benétigtes Material

Stellen Sie vor dem Gebrauch sicher, dass die Gerdte gemdf3 den Empfehlungen des

Herstellers geprift und kalibriert wurden.

Reagenzien

e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Kat.-Nr. 60404, siehe ,Extraktion von DNA
aus FFPE-Spezimen”, Seite 30) oder QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN,
Kat.-Nr. 61504, siehe ,Extraktion von DNA aus Plasmaspezimen”, Seite 32)

® DNAZap™ PCR-Degradierungsldsungen
e Distel High Level Labordesinfektionsmittel und Isopropylalkohol- (IPA)-Waschlésung

Verbrauchsmaterialien

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps zur Verwendung mit einem 72-WellRotor (QIAGEN,
Kat.-Nr. 981103 oder 981106)

® Nukleasefreie, DNA-bindungsarme Mikrozentrifugenrdhrchen zur Herstellung von Master-
Mixes

e Nukleasefreie Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern

Ausstattung/Gerdte

o Woasserfester Filzstift

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (Kat.-Nr. 9002032) oder Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (Kat.-Nr. 9002033) *

* Stellen Sie sicher, dass Gerdte und Ausriistung gemdf3 den Empfehlungen des Herstellers geprift und kalibriert wurden.

t In einigen Landern kann ggf. das Rotor-Gene Q 5plex HRM Instrument mit Produktionsdatum ab Mai 2011 verwendet
werden. Das Herstellungsdatum kann der Seriennummer auf der Riickseite des Geréts entnommen werden. Die
Seriennummer hat das Format ,mmijjnnn”, wobei ,mm” fir den Produktionsmonat in Ziffern, ,ji* fir die letzten beiden
Ziffern des Produktionsjahres und ,nnn” fiir die eindeutige Gerétekennung steht.
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® Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in und ,therascreen_PIK3CA_FFPE”
und/oder ,therascreen_PIK3CA_Plasma” Assay Profile

e Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Probenvorbereitung

e Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Herstellung des PCR-Master-Mix
e Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Dispensierung von Template-DNA
e Tischzentrifuge* mit Rotor fir 1,5-ml-R6hrchen

o Thermomixer*, beheizter Orbitalinkubator, Warmeblock* oder Wasserbad*  zur

Inkubation bei 56 °C, 70 °C und 90 °C
® QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold (Kat.-Nr. 19413)
e QlAvac Connecting System (Kat.-Nr. 19419)

® Vacuum Pump (KatNr. 84010) oder gleichwertige Pumpe zur Erzeugung eines Vakuums
von -800 bis -900 mbar

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, Aluminium-ladeblock fir die manuelle
Reaktionskonfiguration (QIAGEN, Kat.-Nr. 9018901)

® loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, Aluminium-ladeblock fir die manuelle
Reaktionskonfiguration mit einer Einkanalpipette in 96 x 0.2 ml PCR Tubes (QIAGEN,
Katalog-Nr. 9018905)

® 72-Well Rotor fir Strip Tubes and Caps, 0.1 ml mit Reaktionsvolumen von 10-50 pl;
erfordern einen Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, Kat.-Nr. 9018903)

® locking Ring 72-Well Rotor, fir Strip Tubes and Caps, 0.1 ml im 72-Well Rotor (QIAGEN,
Kat.-Nr. 9018904)
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Warnungen und Vorsichtsmaf3nahmen

Fir in-vitro-diagnostische Anwendungen.

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit darf nur von geschultem Fachpersonal in einer

professionellen Laborumgebung verwendet werden.

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblattern  (Safety Data  Sheets, SDS). In  unserer Online-Sammlung der
Sicherheitsdatenblatter unter www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGENKit und jeder

KitKomponente das jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und ausdrucken kénnen.
Zur ausschlieBlichen Verwendung mit dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument.

Sicherheitshinweise zum Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument finden Sie im zugehdrigen

Benutzerhandbuch.

Nur Gewebespezimen: Zur ausschlieBlichen Verwendung mit dem QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit.

Sicherheitshinweise zum QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (Katalog-Nr. 60404) finden Sie
im QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Handbuch.

Nur Plasmaspezimen: Zur ausschlieBlichen Verwendung mit dem QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit.

Sicherheitshinweise zum QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (Kat.-Nr. 61504) finden
Sie im QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit Handbuch.
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Allgemeine Vorsichtsmafinahmen

o Der Test ist fir die Verwendung mit FFPE-Brustkrebs-Gewebespezimen oder KoEDTA

Plasmaspezimen von Brustkrebspatienten vorgesehen.

e Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell gefdhrlich. Es ist
unwahrscheinlich, dass Material aus FFPE-Spezimen und daraus praparierte Nukleinsduren
ein Infektionsrisiko darstellen, jedoch sollten alle Plasmaspezimen als potenziell gefahrlich
behandelt werden. Lokale institutionelle Gesundheits- und Sicherheitsverfahren miissen stets

eingehalten werden.

® Spezimen-, Proben- und Assay-Abfélle sind geméB den lokalen Sicherheitsbestimmungen

zu entsorgen.

e Die Reagenzien im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sind optimal verdinnt. Eine weitere
Verdinnung der Reagenzien wird nicht empfohlen, da dies zu einer
Leistungsbeeintréchtigung  fihren kann. Eine Verwendung von Reaktionsvolumina
(Reaktionsgemisch plus Probe) unter 25 pl wird nicht empfohlen.

e Alle im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fir
die Verwendung mit den anderen Reagenzien aus demselben therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit vorgesehen. Die im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien
dirfen nicht durch andere Reagenzien oder durch Reagenzien aus anderen therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kits ersetzt werden, da dies die Leistungsfchigkeit beeintréichtigen kann.

® Verwenden Sie ausschlieBlich die im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mitgelieferte Tag-
DNA-Polymerase (Réhrchen Tag). Diese darf nicht durch die Tag-DNA-Polymerase aus
anderen QIAGEN Kits oder durch Tag-DNA-Polymerase anderer Hersteller ersetzt werden.

e Weitere Informationen zu Warnhinweisen, Vorsichtsma3nahmen und Verfahren finden Sie
im Benutzerhandbuch des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instruments.

e Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

e AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination der Kontroll- und Reaktionsgemisch-
Reagenzien mit synthetischem Material zu vermeiden, das im Positivkontrollreagenz

enthalten ist.
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AuBerste Vorsicht ist geboten, um Kreuzkontamination zwischen Proben zu verhindern.

VerschlieBen Sie die Réhrchen sofort nach dem Hinzufigen der einzelnen Proben.

Dekontaminieren Sie den Ladeblock grindlich, bevor er zur Vorbereitung der Assay-
Master-Mixes benutzt wird. Es wird empfohlen, DNAZap PCR-Degradierungslésungen,
gefolgt von Distel High Level Labordesinfektionsmittel und IPA-Waschlésung zu verwenden.

Der Ladeblock muss vor Gebrauch trocknen.

Verwenden Sie fir die Vorbereitung der Reaktionsgemische und die Zugabe von
Positivkontrollreagenzien speziell dafir reservierte Pipetten.

Fihren Sie die Vorbereitung und Dispensierung der Reaktionsgemische in einem Bereich durch,
der von dem Bereich, in dem die Positivkontrolle zugegeben wird, physisch gefrennt ist.

In  den Reaktionsgemischen enthaltene fluoreszenzmarkierte ~ Molekile  sind
lichtempfindlich. Kontroll- und Reaktionsgemisch-Reagenzien missen vor Licht geschitzt
werden, um Photobleichung zu vermeiden.

Offnen Sie das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument erst, wenn der Testlauf beendet ist.
Rotor-Gene Q Réhrchen diirfen nach dem Testlauf nicht gedffnet werden.

Es missen alle VorsichtsmaBBnahmen zur Sicherstellung einer korrekten Analyse der Proben

ergriffen werden, um falsches Einsetzen der Proben, Beladungsfehler und Pipettierfehler zu

vermeiden.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Transportbedingungen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versandt und muss beim Empfang
gefroren sein. Wenn Bestandteile des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit beim Empfang nicht
gefroren sind, die Umverpackung wéhrend des Transports gedffnet wurde oder die Lieferung
keine Stickliste, keine Gebrauchsanweisung oder keine Reagenzien enthdlt, wenden Sie sich
an den Technischen Service von QIAGEN oder lhren Handler vor Ort (Kontaktangaben siehe

www.qiagen.com).
Lagerungsbedingungen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach dem Empfang lichtgeschitzt bei

-30 bis —15°C in einem Gefrierschrank mit konstanter Temperatur gelagert werden.

Bei Lagerung unter den angegebenen Lagerungsbedingungen ist das therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit bis zum Ablauf des angegebenen Verfallsdatums stabil.

Haltbarkeit

Nach dem Offnen kénnen die Reagenzien in der Originalverpackung fir 12 Monate oder bis
zu dem auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum bei —30 bis —15°C gelagert werden.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden. Es diirffen maximal finf Einfrier-/

Auftauzyklen durchgefihrt werden.

Die Reagenzien missen vor Gebrauch iber einen Zeitraum von mindestens 1 Stunde (bis
maximal 4,5 Stunden) bei Raumtemperatur aufgetaut werden. Wenn die Reagenzien in einem
gebrauchsfertigen Zustand sind, kénnen die PCRReaktionen eingerichtet werden. Die Rotor-

Gene Q Réhrchen, die die Master-Mixe und die Proben-DNA enthalten, sollten sofort in den
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Rotor-Gene Q MDx Thermocycler geladen werden. Der Gesamtzeitraum vom Beginn der PCR-
Konfiguration bis zum Beginn des Laufs sollte, wenn sie bei Raumtemperatur durchgefihrt wird,

7,5 Stunden nicht Gberschreiten.
Hinweis: Diese Zeit umfasst sowohl die PCR-Konfiguration als auch die Lagerung.

Hinweis: In den Reaktionsgemischen enthaltene fluoreszenzmarkierte Molekile sind
lichtempfindlich. Kontroll- und Reaktionsgemisch-Reagenzien missen vor Licht geschitzt

werden, um Photobleichung zu vermeiden.

Die Reagenzien im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sind optimal verdinnt und missen vor

dem Gebrauch nicht weiter gereinigt oder vorbehandelt werden.

Achten Sie auf die Verfallsdaten und Lagerbedingungen, die auf der Verpackung und den
Etiketten der einzelnen Komponenten aufgedruckt sind. Abgelaufene oder falsch gelagerte

Komponenten diirfen nicht verwendet werden.
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Lagerung und Handhabung der Spezimen

Handhabung der Spezimen: Gewebe

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist zur Verwendung mit gDNA bestimmt, die aus
resezierten FFPE-Tumorgewebespezimen und Stanzbiopsiespezimen von Brustkrebspatienten
extrahiert wurde. Tumore sind sowohl hinsichtlich des Genotyps als auch hinsichtlich des
Phanotyps heterogen. So wie mutationspositive Tumore Wildtyp-DNA-enthalten kénnen,

kdnnen histologisch betrachtet auch Regionen mit nicht tumorésem Gewebe vorkommen.
So bereiten Sie Gewebespezimen fir die DNA-Extraktion vor:

e Fixieren Sie die Gewebespezimen unter Verwendung von Standardmaterialien und -
methoden in 10 % neutralgepuffertem Formalin (neutral buffered formalin, NBF) und betten
Sie die Gewebespezimen in Paraffin ein. Schneiden Sie mit einem Mikrotom 5-pm-
Serienschnitte von einem Paraffinblock ab und ziehen Sie diese auf einen Objekttrager
aus Glas auf.

® lassen Sie einen mit Hamatoxylin und Eosin (HE) angefarbten Schnitt von einem
Spezialisten (z. B. Pathologen) auf Tumorgehalt und effektive Tumorfldche (effective tumor
area, ETA) untersuchen. Markieren Sie den gefdarbten Objekttrager, um den
interessierenden Bereich (region of interest, ROI) festzulegen. Verwenden Sie fir die DNA-

Extraktion Serienschnitte.
Hinweis: Die eingefdrbten Schnitte dirfen nicht fir die DNA-Extraktion verwendet werden.

e Entfernen Sie mit einem frischen sterilen Skalpell iberschissiges Paraffin von den

Gewebeabschnitten und entsorgen Sie es.

VORSICHT | Verwenden Sie trockene Skalpelle. Dieser Schritt darf nicht in einer

f Laminar-Flow-Sterilbank oder einem Abzug durchgefihrt werden.
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e Kratzen Sie das Tumorgewebe von den Objekitrdgern in gekennzeichnete

Mikrozentrifugenrdhrchen und verwenden Sie fir jedes Spezimen ein frisches Skalpell.

Kennzeichnen, handhaben und lagern Sie Tumorspezimen, Blécke, Obijekttrager, Proben und
Mikrozentrifugenrdhrchen, die fir die Extraktion bereit sind, auf kontrollierte Weise und unter

Einhaltung der vor Ort geltenden Vorschriften.

Es gibt zwei unterschiedliche Workflows fir die Verwendung von resezierten

FFPE-Tumorgewebespezimen und von FFPE-Stanzbiopsiespezimen (Abbildung 4).
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Stanzbiopsie

Weitere Schnitte, um eine ETA
Nein ——— von > 20 mm? zu erreichen
(max. 6 Objekttrager)

> 20 mm? effektive
Tumorfléche (ETA)

Ja

v

1 Schnitt
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DNA-Extraktion aus -— 6 Schnitte
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Resektionen

Nein ——» Makrodissektion

> 10 % Tumorgehalt in ROI

\
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l

DNA-Extraktion

r'y
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Abbildung 4. Workflow zur Reinigung klinischer Spezimen bei Verwendung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
A: FFPE-Stanzbiopsie. B: Resezierte FFPE-Tumorgewebespezimen.
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Handhabung der Spezimen: Plasma

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist fir die Verwendung mit DNA vorgesehen, die aus
mit K2EDTA antikoagulierten Plasmaspezimen von Brustkrebspatienten isoliert wurde. Alle

Plasmaspezimen sind als potenziell gefdhrlich zu behandeln.

Peripheres vendses Vollblut, das in Ko-EDTA Blutentnahmerdhrchen entnommen wurde, muss
innerhalb von vier Stunden nach der Blutentnahme zur Plasmagewinnung verarbeitet werden.
Anderenfalls kann dies eine Kontamination der Probe mit genomischer DNA zur Folge haben.
Weitere Informationen zur Isolierung von Plasma aus Vollblut finden Sie in Anhang A des

QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit Handbuchs.

Plasmaspezimen sollten bei —80 °C gelagert werden. Gefrorene Plasmaspezimen missen vor

Gebrauch stets auf Raumtemperatur dquilibriert werden.

Kennzeichnen, handhaben und lagern Sie Spezimen, Proben und Mikrozentrifugenréhrchen,
die fur die Extraktion bereit sind, auf kontrollierte Weise und unter Einhaltung der geltenden

Vorschriften.
Lagerung der Spezimen

Vor der DNA-Extraktion sind FFPE-Bldcke und Objekttrager bei Raumtemperatur (15-25 °C)
und Plasma bei —80 °C aufzubewahren. Eine Lagerung der DNA nach der Extraktion und vor
der Durchfiihrung von Tests kann ebenfalls erforderlich sein. Tabelle 2 und Tabelle 3 bieten
einen Uberblick Gber die maximal empfohlenen Lagerzeiten und -bedingungen fiir Spezimen und
DNA nach der Extraktion.
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Tabelle 2. Empfohlene Lagerzeiten fiir aus FFPE-Gewebe extrahierte gDNA

Lagerung Maximal empfohlene Lagerzeit
Gefrierschrank (-30 bis -15 °C) 5 Wochen

Kihlschrank (2-8 °C) 1 Woche

Gefrierschrank (-80 °C) 33 Monate

Tabelle 3. Empfohlene Lagerbedingungen und -zeiten fiir Plasma und aus Plasma extrahierte ctDNA

Spezimen Lagerung Maximal empfohlene Lagerzeit
Plasma Gefrierschrank (-80 °C) 11 Monate
Extrahierte ctDNA Gefrierschrank (-30 bis —15 °C) 4 Wochen
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Verfahren

Extraktion von DNA aus FFPE-Spezimen

Die DNA-Extraktion sollte mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (Kat.-Nr. 60404)

durchgefihrt werden.

Hinweis: Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wurde unter Verwendung von DNA entwickelt,
die mit dem QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit extrahiert wurde. Verwenden Sie kein anderes
Produkt zur DNA-Extraktion.

Fihren Sie die DNA-Extraktion gem&B den Anweisungen im QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit Handbuch durch und beachten Sie dabei Folgendes:

® Arbeiten Sie mit den in den nachstehenden Abschnitten (,FFPE-Spezimen aus
Geweberesektion (RES)” und ,FFPE-Spezimen aus Stanzbiopsie” auf Seite 31 dieses

Handbuchs) empfohlenen Anzahlen von Objekttrédgern und Elutionsvolumina.

® Wenn das Gewebe nach der ersten Zentrifugation noch nicht pelletiert ist, fihren Sie eine

weitere Zentrifugation durch.

® Es muss fir alle erforderlichen Schritte Ethanol* in Molekularbiologie-Qualitét verwendet

werden.

® Inkubieren Sie das offene Réhrchen nach Entfernung des Ethanols 10 Minuten lang bei
15-40 °C, bis alle Ethanolriickstdnde verdunstet sind.

FFPE-Spezimen aus Geweberesektion (RES)

® Wenn der Tumorgehalt der RES-Spezimen in der Zielregion > 10 % betrdgt, sammeln Sie
den gesamten Gewebebereich aus zwei Schnitten (4-5 pm) in beschrifteten

Mikrozentrifugenrdhrchen. Dabei ist fir jedes Spezimen ein frisches Skalpell zu

* Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon enthdlt.
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verwenden. Wenn der Tumorgehalt der Spezimen in der Zielregion < 10 % betrdgt, fihren
Sie eine Makrodissektion durch und sammeln Sie nur die Tumor-Zielregion aus zwei
Schnitten in beschrifteten Mikrozentrifugenrohrchen. Auch hier ist fir jedes Spezimen ein

frisches Skalpell zu verwenden.

o Der Proteinase-K-Verdau muss fir resezierte Gewebespezimen 1 Stunde lang durchgefihrt

werden.

® Fir RES-Spezimen muss die aufgereinigte gDNA nach 10-minitiger Inkubation auf der
Saule in 120 pl Buffer ATE (im QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit enthalten) eluiert werden.

FFPE-Spezimen aus Stanzbiopsie

e Fir Stanzbiopsiespezimen ist eine angemessene Zahl Schnitte von je 4-5pm zu
verwenden, um aus maximal sechs Schnitten die minimal erforderliche effektive
Tumorflache (effective tumor area, ETA) von 20 mm? zu erhalten. Verwenden Sie nur so

viele Schnitte (1-6), wie zum Erhalten von 20 mm? ETA unbedingt benétigt werden.
® Fir Spezimen, bei denen eine ETA von 20 mm? mit dem Maximum von sechs Schnitten
nicht erreicht werden kann, fahren Sie trotzdem mit sechs Schnitten fort.

® Der Proteinase-K-Verdau muss fir Stanzbiopsiespezimen 1 Stunde lang durchgefihrt

werden.

® Fir Stanzbiopsiespezimen muss die aufgereinigte genomische DNA nach 10-miniitiger
Inkubation auf der Séule in 70 pl Buffer ATE (im QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

enthalten) eluiert werden.
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Extraktion von DNA aus Plasmaspezimen

Die DNAExtraktion sollte mit dem QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (Kat.-Nr. 61504)
unter Beachtung der nachstehend beschriebenen Vorgaben fir die Aufreinigung von ctDNA

aus Plasmaspezimen durchgefthrt werden.

Hinweis: Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wurde unter Verwendung von DNA entwickelt,
die mit dem QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit extrahiert wurde. Verwenden Sie kein
anderes Produkt zur DNA-Extraktion.

Fihren Sie die DNA-Extraktion gemaB3 den Anweisungen fir das ,Klassische Protokoll” im
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit Handbuch durch und beachten Sie dabei
Folgendes:

® Das Plasma-Anfangsvolumen betrdgt 2 ml.

® Wenn keine 2 ml vorhanden sind, stellen Sie das Volumen mit phosphatgepufferter

Kochsalzlésung (phosphate buffered saline, PBS) auf 2 ml ein.
o Alle Zentrifugationsschritte sollten bei Raumtemperatur (15-25 °C) durchgefiihrt werden.

e Schalten Sie das Vakuum zwischen den einzelnen Schritten aus, um sicherzustellen, dass

fir das gesamte Protokoll ein besténdiges, gleichmaBiges Vakuum angelegt wird.
® Es wird ein Proteinase-K-Volumen von 250 pl benétigt.

e Die aufgereinigte ctDNA muss in 70 pl Buffer AVE (im QlAamp DSP Circulating Nucleic

Acid Kit enthalten) eluiert werden.
® Das QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit darf nur manuell verwendet werden.

® Es muss fir alle erforderlichen Schritte Ethanol* in Molekularbiologie-Qualitét verwendet

werden.

e Llagern Sie aufgereinigte ctDNA bei -30 bis —15 °C.

* Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon enthlt.
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Hinweis: Alle Assays im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit erzeugen kurze PCR-Produkte.
Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit funktioniert jedoch nicht bei stark fragmentierter
DNA. Damit eine Probe als giiltig eingestuft wird, sollte der Cr-Wert der extrahierten DNA
innerhalb des Arbeitsbereichs der Kontrolle (> 24,68 und < 31,68) liegen.

Nachweis von PIK3CA-Mutationen

Dieses Protokoll ist fir den Nachweis von PIK3CA-Mutationen vorgesehen.

Wichtige Hinweise vor Beginn

Mit dem in jedem Kit enthaltenen PIK3CA-Reaktionsgemisch kdnnen bis zu 24 Proben Gber
vier Léufe untersucht werden. Optimal sind vier Laufe mit maximal sechs Proben pro Lauf.

Bei kleineren Probenchargengréfen verringert sich die Anzahl der Proben, die mit einem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit getestet werden kdnnen.

Fir den Test einer Probe missen alle im therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit vorhandenen

Reaktionsgemische verwendet werden.

Eine Analyse gemischter Chargen, die sowohl Gewebe- als auch Plasmaspezimen
enthalten, im selben PCR-Lauf ist nicht méglich. Jeder PCR-lauf darf nur entweder aus

Gewebe oder aus Plasma gewonnene Proben enthalten.

Mischen Sie die TagDNA-Polymerase (Rdhrchen Taq) oder andere Gemische, die Tag-
DNA-Polymerase enthalten, nicht im Vortexer, da das Enzym hierdurch inaktiviert werden

kann.

Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase, indem Sie die Pipettenspitze nur kurz vorsichtig
unter die Flissigkeitsoberflache eintauchen. Dadurch soll verhindert werden, dass das

AuBere der Spitze groBflachig mit dem Enzym in Berithrung kommt.

Vorbereitende Schritte

Stellen Sie sicher, dass die Laufe unter Verwendung des Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma-Plugins  und  eines  der  Assay-Profile  ,therascreen_PIK3CA_FFPE”
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(Gewebespezimen) oder ,therascreen_PIK3CA_Plasma” (Plasmaspezimen) durchgefihrt
werden. Vergewissern Sie sich vor der ersten Verwendung des Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Instruments, dass die erforderliche Software installiert ist und befolgen Sie die
entsprechenden Anweisungen zu Beginn des Llaufs und bei der Datenanalyse
(,Durchfihrung eines PIK3CA-Mutationsanalyselaufs” auf Seite 39).

Alle Reagenzien, einschlieBlich der Tag-DNA-Polymerase (Rohrchen Tag), sowie die DNA-
Proben missen vor dem Gebrauch 1 Stunde (und bis maximal 4,5 Stunden) lang bei
Raumtemperatur (15-25 °C) vollstandig aufgetaut, durch 10-maliges Umschwenken

gemischt und kurz zentrifugiert werden, damit sich der Inhalt unten im Réhrchen sammelt.

Vergewissern Sie sich, dass der PCR-Ladeblock angemessen dekontaminiert wurde (siehe

+Allgemeine VorsichtsmaBnahmen”, Seite 21) und trocken ist.

Verfahren

1. Tauen Sie alle Gemische, das Wasser fir die Nicht-Template-Kontrolle, die Tag-DNA-

Polymerase, die PIK3CA Positivkontrolle und die DNA-Proben mindestens 1 Stunde und
maximal 4,5 Stunden lang bei Raumtemperatur (15-25 °C) auf.

. Mischen Sie nach 1 Stunde alle Reagenzien durch 10-maliges Umschwenken grindlich,

um eine einheitliche Salzkonzentration zu gewdhrleisten. Zentrifugieren Sie alle
Reagenzien kurz, damit sich der Inhalt am Boden der Rdhrchen sammelt.

Hinweis: Mischen Sie die Tag-DNA-Polymerase (Réhrchen Taq) oder andere Gemische,
die TagDNA-Polymerase enthalten, nicht im Vortexer, da das Enzym hierdurch inaktiviert

werden kann.

. Beschriften Sie sechs Mikrozentrifugenréhrchen (nicht enthalten) gemaf Tabelle 4. Setzen

Sie gem&B den Volumenangaben in Tabelle 4 ausreichend Master-Mixe (Kontroll- und
Mutationsreaktionsgemische) sowie TagDNA-Polymerase fir die DNA-Proben, eine

PIK3CA Positivkontrollreaktion und eine Nicht-Template-Kontrollreaktion an.

Die Master-Mixe enthalten mit Ausnahme der Probe alle Komponenten, die fir die PCR

bendtigt werden.
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Hinweis: Bei der Herstellung des Master-Mix wird zuerst das erforderliche Volumen an
Kontroll- oder Mutationsreaktionsgemisch in das jeweilige Rhrchen gegeben; erst dann

wird die Tag-DNA-Polymerase zugegeben.

Tabelle 4. Herstellung der Assay-Master-Mixe

Reaktionsgemischréhrchen  Volumen des Reaktionsgemisches Volumen der Taq-DNA-Polymerase
(n* +3) (n* +3)
Rhrchen RM 1 19,83 pl x [n + 3) 0,17 pl x n + 3)
Réhrchen RM 2 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rhrchen RM 3 19,83 pl x [n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rshrchen RM 4 19,83 pl x [n + 3) 0,17 pl x n + 3)
Réhrchen RM 5 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rhrchen RM 6 19,83 pl x [n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

n = Anzahl der DNA-Proben. Der Wert n darf sechs nicht iiberschreiten, da sechs die maximale Anzahl von Proben
ist, die in einem Testlauf verarbeitet werden kann. Drei zusdtzliche Reaktionen sind enthalten, damit bei der PCR-
Konfiguration und fiir die Kontrollen ausreichend Material zur Verfiigung steht.

4. VerschlieBen Sie das Master-Mix-Réhrchen und mischen Sie den Master-Mix griindlich
durch 10-maliges Umschwenken. Zentrifugieren Sie kurz, um sicherzustellen, dass sich

das Gemisch am Boden des Rdhrchens befindet.

5. Sobald die Master-Mixe fertig vorbereitet sind, stellen Sie die bendtigte Anzahl von PCR-
4-Réhrchenstreifen (jeder Streifen besteht aus vier Réhrchen; PCR-4-Rdhrchenstreifen nicht
enthalten) gemaf der Anordnung in Tabelle 4 in den Ladeblock. VerschlieBen Sie die
Rohrchenstreifen nicht. Geben Sie sofort 20 pl des entsprechenden Master-Mix in jedes
PCR-R3hrchen des Streifens.

Hinweis: Die Deckel verbleiben im Kunststoffbehdlter, bis sie bendtigt werden.

Hinweis: Die Rohrchenanordnung fiir die Konfiguration der Reaktionsgemische finden Sie

in Tabelle 4.
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Tabelle 5. Testlaufanordnung im Ladeblock fiir den Nachweis von PIK3CA-Mutationen

Kontrollen Probennummer
Assay

PC NTC 1 2 3 4 5 [ 7
Rohrchen RM 1 1 9 17 25 33 41 49 57 E
Rohrchen RM 2 2 10 18 26 34 42 50 58 E
Réhrchen RM 3 3 11 19 27 35 43 51 59 E
R&hrchen RM 4 4 12 20 28 36 44 52 60 E
Rohrchen RM 5 5 13 21 29 37 45 53 61 E
Réhrchen RM 6 6 14 22 30 38 46 54 62 E
E E E E E E E E E E
E E E E E E E E E E

Hinweis: Jedes Réhrchen sollte ein Reaktionsvolumen von insgesamt 25 pl haben (20 pl Master-Mix geméf3 Tabelle 4 und 5 pl
NTC/Probe/PC). Die Zahlen stehen fiir die Positionen im Ladeblock und geben die endgiiltige Rotorposition an. E: Empty (Leer).

6.

Geben Sie sofort 5 pl Wasser fir die NichtTemplate-Kontrolle in die NTC-Réhrchen

(R&hrchenpositionen 9-14) und verschlieflen Sie die Rdhrchen mit den Deckeln.

. Geben Sie 5 pl jeder DNA-Probe in die jeweiligen Probenrdhrchen und verschlieBen Sie

diese anschlieBend sofort, um Kreuzkontaminationen von Probe zu Probe zu vermeiden.

. Geben Sie 5 pl PIK3CA-Positivkontrolle in die PC-Réhrchen (Réhrchenpositionen 1-6) und

verschlieBen Sie die Réhrchen mit den Deckeln.

. Kennzeichnen Sie mit einem wasserfesten Filzstift die Deckel der ersten Rohrchen, die sich

in jedem PCR-4Rdhrchenstreifen in der Position mit der niedrigsten Nummer befinden
(z. B. Positionen 1, 5 und 9 usw.), um die Ausrichtung fiir das Laden der Réhrchen in den

72-Well-Rotor des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instruments anzuzeigen.

. Setzen Sie alle PCR-4-R5hrchenstreifen entsprechend der Laufanordnung (Tabelle 5 und

Abbildung 5) in die entsprechenden Positionen des 72-WellRotors ein. Achten Sie
besonders darauf, dass die Réhrchen im 72-WellRotor an die korrekten Positionen
gesetzt werden (Rohrchenposition im 72-WellRotor muss mit der Réhrchenposition im

Ladeblock ibereinstimmen).
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Hinweis: Alle unbesetzten Positionen im Rotor miissen mit verschlossenen, leeren Réhrchen
bestickt werden. Dadurch wird gewdhrleistet, dass ein optimaler thermischer
Wirkungsgrad des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instruments erreicht wird.

PC NTC S1 S2 S3 S4 S5 S6 Leer

PIK3CA-Reaktionsgemisch 1 =+ 1 O ® O ‘70 25 O 33 O 41 O 9 O 570 "‘3': /
PIK3CA-Reaktionsgemisch 2 _, , O 10 O 18 O 2 O 3 O 2 O s0 O 58 O es( /
PIK3CA-Reaktionsgemisch 3 —# 3 O ] Q 19 ( ] 2L ) - ‘/\) a ) 9 e ( ; o /,:‘
PIK3CA-Reaktionsgemisch 4 4 12 20 28 36 44 52 40 es( )
L

PIK3CA-Reaktionsgemisch 5 —* 5 O 13 O 2 O 29 O 7 O 45 O 53 O 61 O 69 )
PIK3CA-Reaktionsgemisch 6 —+ & O 14 O 22 O 30 O 38 O 46 O 54 O 62 O 70( )
Leer 4-;/\ T 231\/\1 31 ( 39:: ) ar( ;\ :\3_'\ é'j(/\ n( )

L 7 V. N ‘./ ~ i Fas. N e 7N

eer =it Ll L0 et b Ay ) s ) e ) ) ek ) e Q/ 72(_)

z erJd

Position 1

Abbildung 5. Platten- und Rotoreinrichtung fir eine Analyse mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
PC: Positivkontrolle. S: DNA-Probe (Sample). NTC: Nicht-Template-Kontrolle (Wasser).
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VORSICHT

A

Die Réhrchen missen wie in Abbildung 5 dargestellt in den Rotor
eingesetzt werden, da die im Assay-Profil festgelegte automatisierte
Analyse auf dieser Anordnung beruht. Wenn ein anderes Layout

verwendet wird, werden abweichende Ergebnisse erhalten.

11. Setzen Sie den 72-Well-Rotor sofort in das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument ein.
Stellen Sie sicher, dass der Schliefring (im Lieferumfang des Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM Instruments) oben am Rotor angebracht ist, um die Réhrchen wahrend des Testlaufs

zu sichern, und vergewissern Sie sich, dass der Deckel des Instruments geschlossen ist.

12. Zum Starten des Laufs befolgen Sie die Anweisungen im néchsten Abschnitt, Durchfihrung

eines PIK3CA-Mutationsanalyselaufs.
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Durchfihrung eines PIK3CA-Mutationsanalyselaufs

13. Doppelklicken Sie auf dem Desktop des @Notebooks, das mit dem Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM Instrument verbunden ist, auf das Symbol des Rotor-Gene
AssayManager v2.1.

14. Es erscheint automatisch die Umgebung ,Setup” (Einrichten). Klicken Sie auf die

Schaltfléche ,New manual worklist” (Neue manuelle Arbeitsliste), um eine neue

Arbeitsliste zu erstellen (Abbildung ).

Awallabl wock it | Manage of apply work lists

e (R e Mot [V A pr—pes == e

e

[ —————

ey R R [V [A (Crmem e g

e e} —— 2
e
Abbildung 6. Einrichten einer neuen manuellen Arbeitsliste. 1 = Registerkarte ,Setup” (Einrichten), 2 = ,New manual

work list” (Neue manuelle Arbeitsliste).
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15. Wahlen Sie die Registerkarte ,Assays” auf der linken Seite des Hauptfensters aus. Klicken Sie
in der Liste der verfigbaren Assay-Profile fir Gewebeproben auf das Assay-Profil
therascreen_PIK3CA FFPE oder  fir ~ Plasmaproben  auf  das  Assay-Profil
therascreen_PIK3CA_Plasma und anschlieBend auf den blauen Pfeil, um das Assay-Profil
auszuwdhlen. Wenn der Name des Assay-Profils verkirzt angezeigt wird, fahren Sie mit dem

Mauszeiger iber das Assay-Profil, um den vollsténdigen Namen zu sehen (Abbildung 7).

VORSICHT | Vergewissern Sie sich, dass das korrekte Assay-Profil fir den

Spezimentyp ausgewdhlt wurde.

L b —

5
i

Abbildung 7. Einrichten einer neuen manuellen Arbeitsliste: Auswdhlen des Assay-Profils. 1 = Registerkarte ,Assays”,
2 = verfiigbare Assay-Profile mit ,therascreen_PIK3CA_FFPE” und ,therascreen_PIK3CA_Plasma”, 3 = Auswdhlen des
Assay-Profils.
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16. Geben Sie im Fenster ,Selected assay profiles” (Ausgewdhlte Assay-Profile) die Anzahl
zu testender Testproben ein, exklusive der Laufkontrollen (Abbildung 8).

Soected aunay protien

o e
s A S

Jpree

4ot b |

Sort s e

b | R )
o

Abbildung 8. Hauptfenster ,Create work list” (Arbeitsliste erstellen). 1 = Eingabe der Probenanzahl.
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17. Klicken Sie auf die Registerkarte ,Kit information” (Kit-Informationen). Wéhlen Sie ,Enter
kit information manually” (Kit-Informationen manuell eingeben) aus und geben Sie die

folgenden Kit-Informationen ein (Abbildung 9):
Kit bar code (Kit-Barcode)

Material number (Materialnummer)

[ ]
® Lot number (Chargennummer)
[ ]

Kit expiry date (Verfallsdatum des Kits)

Create work list | Edit Kit nformation

e = e - =
- ——
Abbildung 9. Hauptfenster ,Create work list” (Arbeitsliste erstellen). 1 = Registerkarte ,Kit information”
(KitInformationen), 2 = Eingabe der KitInformationen.
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18. Klicken Sie zur Eingabe von Probeninformationen auf die Registerkarte ,Samples”
(Proben). Geben Sie die Probennamen manuell ein (Abbildung 10).
Hinweis: Vergewissern Sie sich vor Beginn des Laufs im Rotor-Gene AssayManager, dass

alle Probennamen korrekt eingegeben wurden.

| S ) 1
et ot b ot - Pesal e ﬁ
e — |
Abbildung 10. Hauptfenster ,Create work list” (Arbeitsliste erstellen). 1 = Registerkarte ,Samples” (Proben),
2 = Eingabe der Probennamen.
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19. Klicken Sie auf die Registerkarte ,Properties” (Eigenschaften) und geben Sie den Namen
der Arbeitsliste ein. Vergewissern Sie sich anschliefend, dass die Kontrollkdstchen ,is
editable” (ist editierbar) und ,work list is complete” (Arbeitsliste ist vollstdndig) markiert

sind. Klicken Sie auf die Schaltflache ,Apply” (Anwenden) unten rechts, um die

Arbeitsliste anzuwenden. Ein neues Fenster erscheint (Abbildung 11).

da W H

p————
rpm— 2
Samplen '|
Propertes > 3

e e - e e —4

oo — — — ——]

Abbildung 11. Hauptfenster ,Create work list” (Arbeitsliste erstellen). 1 = Registerkarte ,Properties” (Eigenschaften),
2 = Eingabe des Arbeitslistennamens, 3 = Auswahl von ,is editable” (ist editierbar) und ,work list is complete”
(Arbeitsliste ist vollstandig), 4 = ,Apply” (Anwenden).
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20. Geben Sie in das Feld ,Experiment name” (Experimentname) den Namen des Experiments
ein. Wahlen Sie aus der Liste verfigbarer Thermocycler einen Thermocycler aus und
vergewissern Sie sich, dass das Kontrollkastchen Ring attached (Ring angebracht) markiert
ist (Abbildung 12).

Wenn Sie alle Schritte abgeschlossen haben, klicken Sie auf Start run (Lauf starten). Das

RGQ-Symbol oben links auf dem Bildschirm wird nun griin, was anzeigt, dass der Lauf

begonnen hat.

Apply work lisi "WORKLIST_A_030115"

Crelrsatecaan

Povmn name Crote s CmT

e sang catan

| s _——1

Abbildung 12. Anwenden einer Arbeitsliste und Start des Laufs. 1 = Eingabe des Experimentnamens, 2 = Auswahl
des Instruments, 3 = Sicherstellung, dass ,Ring attached” (Ring angebracht) ausgewdahlt ist, 4 = Lauf starten.
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Hinweis: Das Erscheinungsbild des Symbols ,Cycler” (Thermocycler) dndert sich abhangig
vom Fortschritt und dem Ergebnis des Llaufs. Vollsténdige Beschreibungen dieser
Thermocycler-Symbole finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application

Benutzerhandbuch.

Beispiele fiir Thermocycler-Symbole sind in Abbildung 13 dargestellt.

Fortschrittsanzeige Lauf gestoppt

Thermocycler ist in Betrieb (entweder durch Klicken

Thermocycler Die Fortschrittsanzeige Lauf auf die Schaltflache
betriebsbereit o erfolareich ,Stop Process” [Prozess
wsuall(j:rtmd;r; Stand beegndtlaf stoppen] oder weil ein

Fehler aufgetreten ist)

(=)
Cycler 1 Cycler 1
Lauf gestoppt und
Mamoer i Toomocs  Ungige e 2T
angeschlossen akfiviert Verifizierung

angeschlossen

Abbildung 13. Thermocycler-Symbole, die angezeigt werden kénnen.
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21. Klicken Sie auf ,Finish run” (Lauf beenden), sobald der Lauf abgeschlossen ist. Es erscheint

das Dialogfenster ,Release and go to approval” (Freigeben und
fortfahren) (Abbildung 14).

Hinweis: Wahrend des Laufprozesses werden die Amplifikationskurven i

mit Genehmigung

n Echizeit angezeigt

und aktualisiert. Eine Fortschrittsanzeige unten links informiert Uber die Restlaufzeit.

Wichtig: SchlieBen Sie wahrend des Laufs nicht das Fenster.

Thermocycler

betriebsbereit Lauf beendet

=)
Cycler 1

Lauf gestartet

Fortschrittsanzeige

(=)

Thermo- ey

cycler-
Symbol

Fortschrittsanzeige —

Beschriftung der
Schaltfléche

e

Abbildung 14. AbschlieBen eines Laufs. 1 = ,Finish run” (Lauf beenden).
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22. Klicken Sie auf ,Release and go to approval” (Freigeben und mit Genehmigung fortfahren), um

die Registerkarte ,Approval” (Genehmigung) zu &ffnen und das Rotor-Gene Q Instrument
freizugeben (Abbildung 15). Das RGQ-Symbol oben rechts auf dem Bildschirm wechselt von
Griin nach Blau, was anzeigt, dass das Instrument nun bereit fir die Durchfihrung des
ndchsten Laufs ist. Jeder Lauf muss stets freigegeben und genehmigt werden, unabhdngig
davon, ob er erfolgreich war oder nicht. Eine Liste mit potenziellen Stérungen und Fehlercodes,
die im Rotor-Gene AssayManager angezeigt werden kénnen, finden Sie im Rofor-Gene
AssayManager v2. 1 Core Application Benutzerhandbuch und im Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Gamma Plug-in Benutzerhandbuch.

Position Name Run status

| ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Abbildung 15. Pop-up-Fenster ,Finish Run” (Lauf beenden). 1 = ,Release and go to approval” (Freigeben und mit

Genehmigung fortfahren).
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23. Wahlen Sie im Bereich ,Assay selection” (Assay-Auswahl) der Umgebung ,Approval”
(Genehmigung) das Experiment aus und klicken Sie auf ,Start approval” (Genehmigung
beginnen) [Abbildung 16).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples  Operator Run date Status

Experiment_1_030118 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2018 14:29:41

S——

Abbildung 16. Beginnen des Freigabeprozesses in der Umgebung ,Approval” (Genehmigung). 1 = fir die
Genehmigung ausgewdhlter Assay, 2 = ,Start approval” (Genehmigung beginnen).
Im Bereich ,Plots and information” (Plots und Informationen) sind Informationen zu ,Raw
data” (Rohdaten), ,Processed data” (Verarbeiteten Daten), ,Assay” und ,Audit trai
(Audit-Trail) verfigbar (1). Die Assay-Ergebnisse sind im Abschnitt ,Results” (Ergebnisse)
zu finden (2).
Wenn die Positivkontrolle und die Nicht-Template-Kontrolle im zuldssigen Bereich liegen,

wird in der Spalte ,Sample Status” (Probenstatus) der Status ,Valid” (Giltig) angezeigt,

|u

andernfalls ist der angezeigte Probenstatus ,Invalid” (Ungiiltig).

Wenn eine der Laufkontrollen fehlschlagt, wird der Lauf ungiltig. Alle Proben werden

dann mit ASSAY_INVALID markiert.
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Anweisungen, wie Sie in einem solchen Fall weiter vorgehen, finden Sie im Abschnitt
,Statusindikatoren im therascreen PIK3CA Assay-Profil des Rotor-Gene AssayManager
v2.1" (Seite 55).

Hinweis: Das Assay-Profil enthdlt alle Regeln fir die automatische Assay- und
Probenanalyse und die Interpretation der Ergebnisse. Aus diesem Grund bewertet die

Software die Giiltigkeit oder Ungiltigkeit von Proben und Kontrollen automatisch.

24. Klicken Sie auf ,Release/report data” (Daten freigeben/berichten). Es &ffnet sich das
Fenster ,Release/report data” (Daten freigeben/berichten) (Abbildung 17).

e T -
T .

Plot- und Informationsbereich

o v o

Ergebnisbereich
|

Abbildung 17. Beispiel fir Hauptfenster mit Assay-Ergebnissen. 1 = Registerkarte ,Experiment” im Bereich ,Plots and
information” (Plots und Informationen). 2 = Ergebnisbereich, 3 = ,Release/report data” (Daten freigeben/berichten).
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25. Klicken Sie auf die Schaltflache OK, um das Experiment im Archiv zu speichern und eine
LIMS-Ausgabe sowie einen Laufbericht zu erstellen (Abbildung 18). Laufberichte und
LIMS-Ausgaben werden im Standardverzeichnis fir Berichte gespeichert. Das
Standardverzeichnis ist unter ,Default data export directories” (Standardverzeichnisse fir

den Datenexport) in der Registerkarte ,Configuration” (Konfiguration) zu finden.

@ Release [ report data

Messages

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

Abbildung 18. Beispiel des Fensters ,Release/report data” (Daten freigeben/berichten).
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26. Um ein im Experimentarchiv gespeichertes Experiment aufzurufen, klicken Sie auf
+Archive” (Archiv) und suchen Sie mithilfe der Suchkriterien im Abschnitt ,Filter Options”
(Filteroptionen) nach dem Experiment. Klicken Sie zum Suchen auf ,Apply filter” (Filter

anwenden). Wahlen Sie ein Experiment aus, indem Sie das Kontrollkastchen neben dem

entsprechenden Experiment markieren, und klicken Sie auf ,Show assays” (Assays
anzeigen) (Abbildung 19).

e T | e =1
e ]

Abbildung 19. Beispiel fiir das Hauptfenster ,Experiment Archive” (Experimentarchiv). 1 = Registerkarte ,Archive”
(Archiv), 2 = Suchoptionen, 3 = Auswahl des Experimentnamens, 4 = Registerkarte ,Show assays” (Assays anzeigen).
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Ergebnisse

Das therascreen PIK3CA Assay-Profil fihrt nach Abschluss eines Testlaufs automatisch die
Analyse durch und zeigt die Mutationsergebnisse an. Im Folgenden finden Sie weitere
Informationen zur Durchfishrung der Analyse und Anzeige der Mutationsergebnisse durch das
therascreen PIK3CA Assay-Profil.

Auswertung

Der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz einer bestimmten Reaktion den vom therascreen
PIK3CA Assay-Profil vorgegebenen Schwellenwert Gberschreitet, wird als Cr-Wert bezeichnet.
Cr-Werte sind ein MaB fir die Menge der jeweils aufgegebenen DNA. Niedrige Cr-Werte
zeigen hohe DNA-Ausgangskonzentrationen an, wogegen hohe Cr-Werte fiir niedrige DNA-
Ausgangskonzentrationen stehen. Reaktionen, in denen die Fluoreszenz den Schwellenwert

bei oder vor diesem Cr-Wert iberschreitet, werden als positiv eingestuft.

Auf der Grundlage der Kontrollreaktion zur Beurteilung der DNA-Probe kann anhand des
ermittelten Cr-Werts festgestellt werden, ob die Proben DNA in einer Konzentration enthalten,
die fir die Analyse geeignet ist. Dariber hinaus kénnen die Proben ermittelt werden, die vor

der Analyse verdinnt werden missen.

Durch die Bestimmung des Cr-Werts der Proben anhand verschiedener Mutationsreaktionsgemische
kann mit dem therascreen PIK3CA Assay-Profil der ACr-Wert der Probe berechnet werden. Dabei

kommt die folgende Gleichung zum Einsatz:
ACr = [Cr-Wert des Mutationsassays] — [C-Wert des Kontrollassays]
Das therascreen PIK3CA Assay-Profil fihrt auf der Grundlage der analytisch bestimmten Cr- und

ACr-Werte eine qualitative Bestimmung des Mutationsstatus der DNA-Proben durch und gibt an,

ob eine Probe eine oder mehrere Mutationen enthdlt.
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Die Laufkontrollen (PC, NTC und IC) werden ausgewertet, um sicherzustellen, dass die

Cr-Werte im zul@ssigen Bereich liegen und die Reaktionen erfolgreich durchgefihrt wurden.

Wenn der Cr-Wert der Probenkontrolle unterhalb des zuldssigen Bereichs liegt, wurde zu viel
DNA aufgegeben. In diesem Fall muss die Probe gemdB der Beschreibung in
»Statusindikatoren im therascreen PIK3CA Assay-Profil des Rotor-Gene AssayManager v2.17,

Seite 55, verdiinnt werden.

Diese Beurteilungen werden allesamt automatisch durchgefihrt und erfordern keine manuelle
Interpretation. Das System iberprift automatisch die Validitatskriterien fir Léufe und Proben.

Fir eine ungiltige Probe oder einen ungiiltigen Lauf wird kein Mutationsstatus ausgegeben.

Die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software bestimmt das Ergebnis fur jedes Biomarkerziel durch
Kombination aller relevanten Auswertungsergebnisse aus den Kernauswertungsalgorithmen wie
z. B. Normalisierung mit den Proben- und Assay-Regeln, die in dem entsprechenden Assay-Profil

definiert sind.
Einer einzelnen Probe kénnen die folgenden Ergebnisse zugewiesen werden:

e ,PIK3CA Mutation Detected” (PIK3CA-Mutation nachgewiesen)
e ,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen)

e INVALD” (Ungiltig): Wenn der Probe bei der Auswertung durch die Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software eine oder mehrere Statusindikatoren zugewiesen werden,
die definiert sind, das Zielergebnis auf ,INVALD” (Ungiltig) zu setzen.

Hinweis: Wenn wdhrend des Laufs ein Fehler aufgetreten ist, missen die Proben im Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM entsorgt werden. Sie dirfen nicht erneut getestet werden.
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Statusindikatoren im therascreen PIK3CA Assay-Profil des Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Alle zum Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in gehérenden Statusindikatoren sind

im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Benutzerhandbuch aufgefihrt.

Die Statusindikatoren, die durch das therascreen PIK3CA Assay-Profil generiert werden

kénnen, ihre Bedeutung und die zu ergreifenden MaBnahmen sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Die Bezeichnungen der Statusindikatoren sind so aufgebaut, dass sie Informationen zur

betroffenen Kit-Komponente, der betroffenen Probe oder Kontrolle und der Fehlerart liefern.
Zum Beispiel:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL = Die Positivkontrolle (PC), Kontrollassay (CTRL_ASSAY), st
fehlgeschlagen (FAIL).

e NTC_INT_CTRL_FAIL = Die Nicht-Template-Kontrolle (NTC), interne Kontrolle (INT_CTRL),
ist fehlgeschlagen (FAIL).

o SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = Die Probe (SAMPLE), Kontrollassay (CTRL), hat eine hohe
Konzentration (HIGH_CONC).
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Tabelle 6. Vom PIK3CA Assay-Profil verwendete Statusindikatoren

Statusindikator

Bedeutung

MaBnahme

UNEXPECTED_CT_VALUE

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

Ungiltiger Lauf.

IC-Wert in PC- oder NTC-
Rahrchen oberhalb des
Spezifikationsbereichs.
Ungiiltige Probe.

IC in der Probe oberhalb

des Spezifikationsbereichs.

Ungiiltiger Lauf.

PC oberhalb des
Spezifikationsbereichs.
Ungiiltiger Lauf.

PC unterhalb des
Spezifikationsbereichs.
Ungiltiger Lauf.

IC in PC- oder NTC-
Rohrchen unterhalb des
Spezifikationsbereichs.
Ungiiltige Probe.

IC in der Probe unterhalb

des Spezifikationsbereichs.

Ungiiltiger Lauf.

Cr-Wert wurde in NTC
detektiert.

Lauf wiederholen.

Probe einmal erneut testen, wenn dann der
Cr-Wert der Proben-IC weiterhin oberhalb
des zuldssigen Bereichs liegt, Probe erneut
extrahieren. Wenn nach erneuter Extraktion
und zwei weiteren Testléufen die Proben-IC
noch immer oberhalb des zul&ssigen Bereichs
liegt, ist die Probe als indeterminate
(unbestimmt) einzustufen.

Lauf wiederholen.

Lauf wiederholen.

Lauf wiederholen.

Probe einmal erneut testen, wenn dann der
CrWert der Proben-IC weiterhin unterhalb
des zuldssigen Bereichs liegt, Probe erneut
extrahieren. Wenn nach erneuter Extraktion
und zwei weiteren Testldufen die Proben-IC
noch immer unterhalb des zulassigen Bereichs
liegt, ist die Probe als indeterminate
(unbestimmt) einzustufen.

Lauf wiederholen.

NO_CT_VALUE Ungiltige PC oder IC. Lauf wiederholen.
Kein C+-Wert fir PC in
PCRohrchen oder fiir IC
in PC- und NTC-Rhrchen.
Ungiiltige Probe. Probe einmal erneut testen, wenn dann noch
Liin C Wi in dlar Prefss immer kein C; fir die Proben-IC detektiert
’ wird, Probe erneut extrahieren. Wenn nach
erneuter Extraktion und zwei weiteren
Testldufen noch immer keine Proben-IC
detektiert werden kann, ist die Probe als
indeterminate (unbestimmt) einzustufen.
Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite
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Tabelle 6. Vom PIK3CA Assay-Profil verwendete Statusindikatoren, Fortsetzung

Statusindikator

Bedeutung

MaBnahme

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

Ungiltige Probe.
CrWert der Probenkontrolle

unterhalb des Arbeitsbereichs.

Ungilfige Probe.

CrWert der Probenkontrolle
oberhalb des Arbeitsbereichs

fir die Kontrolle.

Die Konzentration der Probe ist zu hoch;
sie muss verdinnt werden. Anweisungen im
Abschnitt ,CT-Wert der Kontrolle”, Seite 57,
befolgen.

Probe einmal erneut testen; wenn dann der
Cr-Wert der Kontrolle weiterhin oberhalb des
Arbeitsbereichs fiir die Kontrolle liegt, Probe
erneut extrahieren. Wenn nach erneuter

Extraktion und zwei weiteren TestlGufen der
Cr-Wert der Kontrolle noch immer oberhalb
des Arbeitsbereichs fir die Kontrolle liegt, ist
die Probe als indeterminate (unbestimmt)
einzustufen.

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE Probe einmal erneut testen, wenn dann noch
immer kein Cr-Wert fir die Probe vorliegt,
Probe erneut extrahieren. Wenn nach
erneuter Extraktion und zwei weiteren
Testlcufen noch immer kein Cr-Wert fiir die
Probe vorliegt, ist die Probe als indeterminate
(unbestimmt) einzustufen.

Ungltige Probe.

Kein C-Wert fiir Probe in
Probenkontrollrshrchen.

Hinweis: Wenn eine erneut getestete Probe nach der Wiederholung aus einem anderen Grund
ungltig ist, ist dieser Lauf trotzdem als zweiter Versuch anzusehen und eine erneute Extraktion

der Probe ist durchzufiihren.

Cr-Wert der Kontrolle

Es gibt zwei Statusindikatoren fir ungiltige Proben aufgrund des Cr-Werts der Kontrolle:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Die Konzentration der Probe ist zu hoch und wirde die
Mutationsassays Gberlasten. Um fiir die Probe ein giltiges Ergebnis zu erzielen, muss die
Probe verdinnt werden. Als Faustregel bei der Probenverdinnung gilt, dass eine
Verdinnung um die Halfte den C+-Wert um 1 erhdht. Die Proben sind mit dem im Kit

enthaltenen Wasser zu verdiinnen (Wasser zur Verdinnung [Dil.]).
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Berechnung der erforderlichen Verschiebung des CrWerts der Kontrolle (Xz) und

Schétzung des erforderlichen Verdiinnungsfaktors (Tabelle 7):
Xk = 25 - X (FFPE-Spezimen)
Xz = 27 - X (Plasmaspezimen)
wobei 25 (fir FFPE-Spezimen) oder 27 (fir Plasmaspezimen) der Cr-Sollwert fir die

Kontrolle in der verdiinnten Probe ist und X ein tatsdchlicher C-Wert der Kontrolle in der

zu verdiinnenden Probe.

Wenn X keine ganze Zahl ist, runden Sie den Wert auf die ndchste ganze Zahl auf; so
wird 2,1 z. B. auf 3,0 aufgerundet. Dieser Wert ist Xz. Der Verdinnungsfaktor ist Tabelle 7

zu entnehmen.

Tabelle 7. Berechnung des Verdiinnungsfaktors

Xe Verdiinnungsfaktor Probenverhltnis Verd.-Verhltnis
1 2fach 1 1

2 4fach 1 3

3 8-fach 1 7

4 16-fach 1 15

5 32-fach 1 31

6 64-fach 1 63

7* 128fach 1 127

8* 256fach 1 255

Nur fir Plasma.

ABOVE_ACCEPTED_RANGE und T1_CONTROL NO_CT_VALUE: Die Menge an DNA ist nicht
ausreichend fiir die Mutationsanalyse. Testen Sie die Probe ereut mit ausreichend DNAEluat
(> 30 pl). Wenn nach der Wiederholung die Menge an DNA noch immer nicht ausreicht,
fihren Sie eine erneute Exiraktion aus frischen FFPE-Schnitten oder einem frischen
Plasmaspezimen durch. Wenn das nicht méglich ist, ist die Probe als indeterminate (unbestimmt)

einzustufen.
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Leistungsmerkmale: Gewebespezimen

Analytische Leistung: Gewebespezimen

Die speziellen Leistungsmerkmale des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits wurden in Studien
bestimmt, in denen aus Brustkrebspatienten gewonnene FFPE-Gewebespezimen und 12 FFPE-
Spezimen aus humanen Zelllinien (FFPE-Zelllinienspezimen) mit bekannten, durch den Assay
nachgewiesenen PIK3CA-Mutationen sowie ein PIK3CA-Wild-type-(Wildtyp-)spezimen (d. h.
das therascreen PIKBCA RGQ PCR Kit sollte keine Mutationen in Exons 7, 9 und

20 nachweisen kénnen) verwendet wurden.
Leerwertgrenze (LoB): Gewebespezimen

Die Leerwertgrenze ist in der CLSIRichtlinie EP17-A2 definiert als der ,hdchstmégliche
Messwert, der fir Leerproben wahrscheinlich (mit einer angegebenen Wahrscheinlichkeit) zu
erwarten ist”. Fir das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist dies der Datenpunkt, der dem
oberen 95-%-Perzentil in den mutationsnegativen Proben entspricht. Die LoB wurde ermittelt
durch Analyse von 56 einzelnen klinischen FFPE-Wildtyp-Spezimen (30 RES-Spezimen und
26 Stanzbiopsiespezimen), welche mit jedem der drei therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits
jeweils in Doppelbestimmung getestet wurden, sodass insgesamt 336 Datenpunkte generiert
wurden. Fir die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestimmten LoB-Werte fir die
einzelnen Mutationsassays (hinsichtlich ACr) wurde nachgewiesen, dass sie oberhalb der fir
jeden der Assays ermittelten AC-Cutoff-Werte liegen. Die Werte sind nachstehend zusammen

mit dem jeweiligen Anteil falsch-positiver Ergebnisse aufgefihrt.
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Tabelle 8. Zusammenfassung der LoB-Ergebnisse

Exon Mutation Basenaustausch LoB (ACr-Wert) Falsch-positiv-Rate (%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Nachweisgrenze (LoD): Gewebespezimen

Es wurde eine Studie durchgefihrt, um fir jede der 11 PIK3CA-Mutationen die
Nachweisgrenze zu bestimmen. Die LoD war definiert als die niedrigste Menge an mutierter
DNA vor einem Hintergrund von Wild-type-(Wildtyp]DNA, bei der eine Probe mit einer
Mutante bei 95 % der Tests noch ein mutationspositives Resultat ergibt (Cos). Die LoDs fir die
11 mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit durchgefihrten PIK3CA-Mutationsassays sind als
MAF (mutant allele frequency, Frequenz mutierter Allele) angegeben. Zur Bestimmung der
Nachweisgrenze fir jede Mutation wurden klinische FFPE-Spezimen aus Brustkrebs oder DNA
aus FFPE-Zelllinien mit unterschiedlichen prozentualen Mutationsanteilen durch Verdinnung in
einem klinischen FFPE-Wildtyp-Hintergrund so vorbereitet, dass nur geringe Mengen an DNA
aufgegeben wurden. Fir jede PIK3CA-Mutation wurde der Prozentsatz korrekter Bestimmungen
iUber die verschiedenen Verdiinnungsgrade hinweg mit therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits aus
drei verschiedenen Chargen in je 24 Replikaten pro Kitcharge pro finf bis sechs MAF-Level
getestet. Die LoD fir die einzelnen Assays wurde mithilfe eines ,ProbitVerfahren” berechnet.

(Tabelle 9). Der endgiiltige LoD-Wert fir jede Mutation wurde als der jeweils hochste Wert
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(hinsichtlich MAF) aus den drei Chargen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits festgelegt. Zur
Verifizierung der LoD wurden Mutationsproben an der ermittelten LoD getestet; die Positiv-Testrate

wurde in der Wiederholbarkeits- und Reproduzierbarkeitsstudie verifiziert.

Tabelle 9. Unter Verwendung von Proben mit geringer DNA-Ausgangsmenge aus klinischen FFPE-Spezimen und FFPE-
Zelllinienspezimen ermittelte LoD fiir Gewebespezimen

Exon Mutation COSMIC*-ID Basenaustausch LoD (% MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,411
9 E542K 760 1624G>A 5,47%
E545A 12458 1634A>C 3,541
E545D 765 1635G>T 2,69*
E545G 764 1634A>G 4,98*
E545K 763 1633G>A 4,134
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08¢
20 H1047L 776 3140A>T 2,56*
H1047R 775 3140A>G 3,13¢
H1047Y 774 3139C>T 14,041

MAF: Mutant allele frequency (Frequenz mutierter Allele).
* COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
t LoD-Werte wurden ermittelt unter Verwendung von DNA aus Zelllinienspezimen.

¥ LoD-Werte wurden ermittelt unter Verwendung von DNA aus klinischen Spezimen.
Ausgangsmengen genomischer DNA: Gewebespezimen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit arbeitet nicht mit einer spekirophotometrisch ermittelten
spezifischen DNA-Konzentration. Die DNA-Ausgangsmenge basiert auf dem Cr-Ergebnis der
Kontrollreaktion, mit welcher nachgewiesen wird, dass ausreichend amplifizierbare DNA in der
Probe vorhanden ist. Der Arbeitsbereich fir den Cr-Wert der Kontrolle wurde unter Verwendung
von insgesamt 20 klinischen FFPE-Wildtyp-Spezimen bestimmt, wobei 107 Datenpunkte generiert
wurden. Der Arbeitsbereich fir den CrWert der Kontrolle wurde durch Berechnung von
Toleranzintervallen festgelegt. Der Cr-Bereich der Kontrollreaktion wurde auf 23,23 bis 33,38

festgesetzt.
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ACr-Cut-off-Werte: Gewebespezimen

Der Cutoff-Wert des Assays ist ein spezifischer ACr-Wert zur Bestimmung, ob eine Probe als
positiv oder negativ fir eine PIK3CA-Mutation eingestuft wird. Proben, deren ACr-Werte bei
oder unter dem Cut-off liegen, werden als PIK3CA-mutationspositiv eingestuft (d. h. PIK3CA-
Mutation nachgewiesen) und Proben mit ACr-Werten oberhalb des Cutoffs werden als
PIK3CA-mutationsnegativ (d. h. keine Mutation nachgewiesen) eingestuft. Zur Bestimmung der
Cut-off-Werte fir alle Mutationen wurde ein Gemisch aus Zelllinien, klinischen Spezimen und
vorab extrahierter Zelllinien-DNA verwendet. Die Cut-offs wurden mit Bezug auf die folgenden

Parameter gewdhlt: Falsch-positiv-Rate, Falsch-negativ-Rate und Assay-Empfindlichkeit.

Die Cut-offs der einzelnen mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit durchgefihrten Assays
sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10. Cut-off-Werte fiir die einzelnen Mutationsassays beim Testen von DNA aus Gewebespezimen

Assay Cut-off-Wert (ACy)
C420R <6,0
E542K <4,8
ES545A <10,0
E545D <75
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <7,0
H1047Y <6,2
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Auswirkung der DNA-Ausgangsmenge auf die AC+-Werte (Linearitat):
Gewebespezimen

Die DNA-Ausgangsmenge ist definiert als die Gesamtmenge amplifizierbarerDNA in einer
Probe, bestimmt anhand der CrWerte der PIK3CAKontrollreaktion. Um zu zeigen, das die
Leistung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits iber den gesamten Cr-Wertebereich der
Kontrollreaktion (23,23 bis 33,38) gleichbleibend ist, wurde eine 9-stufige Verdinnungsreihe
mit variierenden DNA-Ausgangsmengen mutationspositiver Proben ausgewerfet, wobei die
obersten und untersten Stufen auBBerhalb des Cr-Arbeitsbereichs der Kontrollreaktion (23,23-
33,38) lagen. In dieser Studie wurde mit drei verschiedenen Spezimentypen gearbeitet:
klinischen FFPE-Resektionsspezimen, FFPE-Zelllinienspezimen und vorab extrahierter gDNA aus
Zelllinien. Die MAFs wurden bei variierender DNA-Ausgangsmenge konstant gehalten. Die Cr-
Sollwerte fir die Verdinnungsstufen 1 und 9 lagen fir jede Mutation bei etwa 23,00 bzw.
33,50. Beide Werte wurden absichtlich so gewdahlt, dass sie auBerhalb des Cr-Bereichs der

Kontrollreaktion liegen.

Die Untersuchung wurde mit einer Charge des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits durchgefihrt.
Pro DNA-Stufe wurden drei Replikate getestet. Die Datenauswertung erfolgte mittels
Regressionsanalyse zur Bestimmung des linearen Bereichs. Damit der Assay iber die DNA-
Ausgangsmengen als linear bestimmt werden kann, darf sich ACr iiber den Bereich hinweg nicht
andern, d. h. es darf kein statistisch signifikanter linearer, quadratischer oder kubischer Effekt
vorliegen. Insgesamt waren die bei den verschiedenen DNA-Ausgangsmengen gemessenen ACr-
Werte Uber den Arbeitsbereich des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits hinweg fir die
Mutationen E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R und H1047R konstant,
d. h. fir diese Assays ergab sich kein statistisch signifikanter p-Wert (p > 0,05) fir die linearen,
quadratischen und kubischen Effekte bei Anpassung an dlle getesteten Modelle. Die Assays fir
E545K, Q546R, and H1047L zeigen keinen linearen ACr-Wert iber die gesamten DNA-
Ausgangsmengen. Fir den E545K-Assay wurde ein linearer Bereich zwischen Cr 24,08 und
31,02 beobachtet. Fir den Q546R-Assay wurde ein linearer Bereich zwischen Cr 24,28 und
32,69 beobachtet. Fir den H1047L-Assay wurde ein linearer Bereich zwischen Cr 25,74 und

31,61 beobachtet. Eine Untersuchung ergab, dass die nichtlinearen Effekte keine Auswirkungen
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auf die Leistung der E545K- und H10471-Assays hatten. Es wurde allerdings ein Effekt auf die
Leistung des Q546R-Assays festgestellt; Proben im Bereich der Nachweisgrenze kénnen bei
grofler DNA-Ausgangsmenge als falsch-negativ eingestuft werden (Cr der Kontrolle ca. 23). Die
Wabhrscheinlichkeit dafir ist jedoch duBBerst gering; sie liegt bei ca. 0,0052 %.

Assayspezifitat (Kreuzreaktivitat/ Spezifitat): Gewebespezimen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit umfasst sechs verschiedene Reaktionsgemische: eine
einzelne Kontrollreaktion, die eine Region in Exon 15 des PIK3CA-Gens nachweist, sowie
11 Mutationsassays zum Nachweis von PIK3CA-Mutationen. Es gibt keine Reaktion zur
spezifischen Messung der PIK3CA-Wildtyp-Sequenz in Exons 7, @ oder 20. Das Ergebnis ,No
Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen) des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits

ergibt sich, wenn keine positiven Mutationsergebnisse vorliegen.

Um zu beurteilen, ob die Kreuzreaktivitdt zwischen verschiedenen durch den Assay
nachgewiesenen Mutationen bei der Festlegung der analytischen CutoffWerte korrekt
bericksichtigt wurde, wurden mutationspositive klinische Spezimen und Zelllinienspezimen in
Doppelbestimmung getestet. Dabei wurden drei Chargen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits
mit geringer DNA-Ausgangsmenge und geringer MAF% sowie hoher DNA-Ausgangsmenge und
hoher MAF% verwendet, und es wurden insgesamt 240 Datenpunkte generiert. Im Rahmen
dieser Studie kam es einmal zu einer Kreuzreaktivitdt zwischen E545D und H1047R, und einmal
zwischen C420R und H1047R. Weiterhin gab es vier Félle nicht-mutationsspezifischer
Amplifikationen zwischen der Probe E545A mit hoher MAF und H1047L. Insgesamt wiesen
6/240 Datenpunkten nichtmutationsspezifische Amplifikation auf. Die sechs Datenpunkte mit
nichtmutationsspezifischer Amplifikation waren sporadisch und zeigten keine Ubereinstimmung
mit anderen Replikaten der gleichen Probe. Aus diesem Grund wurden diese Resultate nicht als
Ergebnis einer Kreuzreaktivitat bewertet. Eine PCR-Kreuzreaktivitdt wurde jedoch zwischen
H1047L und H1047R festgestellt. Diese Kreuzreaktivitdt ist einseitig, d. h. fir eine Probe, die
sowohl die Mutation H1047R als auch H1047L enthalt, wird nur das Ergebnis ,H1047R
Mutation Detected” (H1047R-Mutation nachgewiesen) ausgegeben. Diese Regel wurde in den
automatisierten Algorithmus des ,therascreen_PIK3CA_FFPE"-Assay-Profils integriert.
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Stérungen: Gewebespezimen

Effekte durch nekrotisches Gewebe

Um eine mdgliche Beeintréchtigung der Leistung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits durch
nekrotisches Gewebe in FFPE-Spezimen aus Brustkrebs zu untersuchen, wurden klinische FFPE-
Spezimen aus SOLAR-1 mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit und mittels Next
Generation Sequencing (NGS) analysiert. Insgesamt wurden 180 gemdf3 NGS PIK3CA-
mutationsnegative und 199 gemdB NGS PIK3CA mutationspositive Spezimen untersucht,
sowohl Stanzbiopsie- als auch RES-Spezimen. Der durch einen Pathologen bewertete
prozentuale Nekroseanteil variierte zwischen O und 10 % fir mutationsnegative und O und

20 % fir mutationspositive Proben.

Sowohl fiir die mutationspositiven als auch fir die mutationsnegativen FFPE-Spezimen ergaben
sich mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fir insgesamt 20 Proben Ergebnisse, die den
gemdB  NGS  erwarfeten  widersprachen.  Diese  Ergebnisse  stammtfen  von
17 mutationsnegativen und zwei mutationspositiven Proben mit unter 5 % Nekroseanteil sowie
einer mutationsnegativen Probe mit unter 10 % Nekroseanteil. Damit ist es unwahrscheinlich,
dass die Nekrose die Ursache fir die widerspriichlichen Ergebnisse war. Die Ergebnisse
befirworten die Verwendung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits fir FFPE-Spezimen aus

Brustkrebs mit einem nekrotischen Gewebeanteil von bis zu 20 %.

Effekte durch Hamoglobin und exogene Substanzen

Die Auswirkungen potenzieller Stérsubstanzen aus dem FFPE-Extraktionskit (exogener
Substanzen) oder aus der Probe selbst (Hamoglobin) auf die Assayleistung wurde durch
Vergleich des ACr-Werts zwischen mit Stérsubstanzen versetzten und mit Kontrollsubstanzen
versetzten Extrakten der einzelnen Mutanten und Vergleich der Anteile korrekter Bestimmungen
fir Wildtyp-DNA-Proben ermittelt.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 09/2019 65



Es wurden die folgenden, im DNA-Extrakfionsprozess eingesetzten exogenen Substanzen gefestet:

e Paraffin

o Xylen

e Ethanol

e Buffer ATL

® Proteinase K
e Buffer AL

e Buffer AW1

o Buffer AW?2

Die mit exogenen Stdrsubstanzen zu versetzenden Proben wurden zunéchst auf einen Cr von
30,00 normalisiert und dann mit Wild-type (Wildtyp) (ebenfalls auf Crvon 30,00 normalisiert)
verdinnt, um den bei einer dem 3-fachen der Nachweisgrenze entsprechenden
MAF erwarteten ACr zu erhalten. Proben, die im Extraktionsprozess mit Hamoglobin
(endogene Storsubstanz) versetzt wurden, wurden vor der Mutationsanalyse nicht auf einen
Crvon 30,00 normalisiert oder auf das 3-fache der Nachweisgrenze verdiinnt, sondern direkt
nach der Extraktion verwendet. So sollte eine versehentliche Entfernung etwaiger durch die

Stérsubstanz eingebrachter Variabilitaten vermieden werden.

Fir diese Studie mussten ein Satz Testproben sowie ein Satz Leerproben vorbereitet werden
(Buffer ATE fir exogene Substanzen und Wasser fir Hamoglobin). Der Satz Testproben
umfasste alle mit einer Stérsubstanz versetzten Mutanten- und Wildtyp-Proben. Der Satz
Leerproben umfasste mit einer geeigneten Kontrollsubstanz versetzte Mutanten- und Wildtyp-
Proben. Die mit Hamoglobin getesteten Proben wurden wahrend des Extraktionsprozesses mit
diesem versetzt, um das Einbringen von Verunreinigungen iber die FFPE-Probe zu simulieren.
Die Testkonzentration von Hamoglobin und das geschatzte, im Extraktionsprozess eingesetzte
Gewebevolumen basierten auf CLSI-Richtlinien (CLSI EP7-A2, Anhang D, 2005, Interference

66 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 09/2019



Testing in Clinical Chemistry; genehmigte Richtlinie). Die fir Hémoglobin empfohlene
Testkonzentration gemé&f3 EPO7-A, Anhang D, 2005, betrdgt 2 mg/ml. Die mit potenziellen
exogenen Storsubstanzen getesteten Proben wurden nach der Normalisierung auf Cr 30,00
und Verdinnung auf 3x LoD mit den Substanzen in Konzentrationen versetzt, die den hdchsten
(schlimmstméglichen) realistischen Mengen der Stérsubstanzen entsprachen, die in eine Probe
verschleppt werden kdnnen (10x Konzentration). Insgesamt wurde jede Probe-/Storsubstanz-
Kombination mit einer Charge des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits getestet. Die
Mutationsergebnisse fir Mutanten- und Wildtyp-Proben entsprachen den Erwartungen. In den
Féllen, in denen ein signifikanter Unterschied zwischen den mit Stérsubstanz versetzten und
den Kontrollproben festgestellt wurde, lag dieser innerhalb der Laborprézision und damit der
inhdrenten Variabilitat des Assays. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass diese Substanzen die
Ergebnisse des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits nicht beeintrachtigen.

Austauschbarkeit der Chargen: Gewebespezimen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR System arbeitet mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit fir die Isolierung von DNA sowie dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fir die
DNA-Amplifikation und den Nachweis des PIK3CA-Mutationsstatus. Die Inter-Chargen-
Reproduzierbarkeit wurde anhand von drei Chargen des QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits
und drei Chargen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits nachgewiesen. Der
Gesamtprozentsatz korrekter Ergebnisse fir alle mutationspositiven und Wild-type-(Wildtyp-)
Proben tber die Chargen hinweg betrug 96,8 % (363/375).

Handhabung der Spezimen: Gewebespezimen

Die Reproduzierbarkeit des QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits wurde unter Verwendung von
Schnitten aus 11 FFPE-Gewebeblécken, vier klinischen Brustkrebsspezimen mit PIK3CA-
Mutation, sechs Zelllinienspezimen mit PIK3CA-Mutation und einem klinischen Wildtyp-
Brustkrebsspezimen untfersucht. Fir jedes Spezimen wurden die Extraktionen in
Dreifachbestimmung, durch zwei Anwender und an drei Standorten durchgefihrt, sodass

insgesamt 18 Datenpunkte pro Spezimen generiert wurden. Die Tests an jedem Standort

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 09/2019 67



wurden mit einer Charge des QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits und einer Charge des
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits durchgefishrt. Alle giiltigen Ergebnisse der mutierten und
Wildtyp-Proben ergaben zusammen das erwartete Gesamtergebnis fir den Mutationsstatus
(korrekte Bestimmungen = 100 %, 18/18 fir jedes Spezimen). Uber verschiedene spezifische
PIK3CA-Mutationsbestimmungen hinweg betrug der Anteil korrekter Bestimmungen 97,92 %,
was die Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits in
der praanalytischen Phase der DNA-Isolierung bekraftigt.

Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit: Gewebespezimen

Prazision und Reproduzierbarkeit des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits wurden untersucht,
indem aus klinischen FFPE-Brustkrebsspezimen extrahierte DNA auf die PIK3CA-Mutationen
E542K, E545G, E545K, H1047L, H1047R und Q546R, und DNA aus FFPE-Zelllinienproben
auf die PIK3CA-Mutationen C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E und Q546R getestet
wurde. Klinische FFPE-Wildtyp-Brustspezimen wurden im Rahmen der Studie ebenfalls
untersucht (Tabelle 11).

Zur Demonstration der Wiederholbarkeit wurden Proben auf zwei Mutationsraten (LoD und 3x
LoD) in Doppelbestimmung mit zwei Léufen pro Tag, durch drei Anwender und an 20 nicht
aufeinanderfolgenden Tagen an einem Standort (in GroBbritannien) getestet, wobei
120 Datenpunkte generiert wurden. Ausnahmen bildeten Proben mit den PIK3CA-Mutationen
E545A und Q546R im Bereich der Nachweisgrenze. Proben mit E545A- und Q546R-
Mutationen bei der LoD wurden an einem Standort an sechs Tagen und durch drei Anwender
mit je zwei Laufen und vier Wiederholungen untersucht, sodass insgesamt 144 Messungen
zum Nachweis der Wiederholbarkeit durchgefihrt wurden. Zur Demonstration der
Reproduzierbarkeit wurden an zwei zusétzlichen Standorten (beide in den USA) zwei Laufe
pro Tag pro Anwender (drei Anwender je Standort) Gber 10 Tage hinweg durchgefihrt, wobei
fir jeden zusédtzlichen Standort 60 weitere Datenpunkte generiert wurden. Ausnahmen
bildeten die Proben mit den PIK3CA-Mutationen E545A und Q546R im Bereich der
Nachweisgrenze. Proben mit E545A- und Q546R-PIK3CA-Mutationen bei einer LoD wurden

an zwei weiteren Standorten fir jeweils sechs Tage durch drei Anwender mit je zwei Laufen
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und vier Wiederholungen untersucht, sodass insgesamt pro Standort 144 und fir alle drei
Standorte zusammen 432 Messungen durchgefihrt wurden. An jedem Standort wurden die
Proben mit zwei Chargen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits getestet (drei Chargen fir
drei Standorte). Eine von zwei Chargen des QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kits wurde fir die
Extraktion von DNA aus FFPE-Spezimen verwendet. Die Proben wurden auf eine geringe

DNA-Ausgangsmenge eingestellt, mit einem Cr-Zielwert fir die Kontrolle von ca. 30.

Die mutationspositiven Proben wurden nur mit dem Kontrollreaktionsgemisch und dem der
Zielmutation entsprechenden Reaktionsgemisch getestet. Wildtyp-Proben wurden mit allen

Reaktionsgemischen getestet.

In Tabelle 11 ist fir jede Probe der Anteil korrekter Bestimmungen aufgefihrt, um die

Wiederholbarkeit zu demonstrieren.
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Tabelle 11. Wiederholbarkeit des Assays - Anteil korrekter Bestimmungen fiir PIK3CA-Mutationen in aus
FFPE-Gewebespezimen gewonnenen DNA-Proben

Anteil giiltiger ~ Korrekte Untergrenze
Exon Mutation Mutationsrate  Ergebnisse Bestimmungen, %  zweiseitiges 95-%-KI
n. z. Wildtyp n. z. 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
ES545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97

n. z.: nicht zutreffend.
* Die Proben mit den PIK3CA-Mutationen E545A und Q546R im Bereich der LoD wurden an einem Standort fiir sechs

Tage durch drei Anwender mit je zwei Léufen und vier Wiederholungen untersucht, sodass insgesamt 144 Messungen
durchgefihrt wurden.
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Tabelle 12. Reproduzierbarkeit des Assays - Anteil korrekter Bestimmungen fiir PIK3CA-Mutationen in aus
FFPE-Gewebespezimen gewonnenen DNA-Proben

Anteil giiltiger ~ Korrekte Untergrenze
Exon Mutation Mutationsrate  Ergebnisse Bestimmungen, %  zweiseitiges 95-%-KI
n. z. Wildtyp n. z. 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3x LoD 240/240 100,00 98,47

n. z.: nicht zutreffend.
* Die Proben mit den PIK3CA-Mutationen E545A und Q546R im Bereich der LoD wurden an drei Standorten fiir sechs

Tage durch drei Anwender mit je zwei L&ufen und vier Wiederholungen untersucht, sodass pro Standort 144 und
insgesamt 432 Messungen durchgefishrt wurden.

Die Standardabweichung fir die InterKit-, Inter-lauf., Inter-Anwender-, Inter-Instrument-, Inter-Tag-
und IntralaufVariabilitgt wurde anhand einer  Varianzkomponentenanalyse bestimmt, um

Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit zu ermitteln. Uber alle Varianzkomponenten hinweg
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betrug die Standardabweichung (standard deviation, SD) < 1,32 ACr fir 1x LoD und < 0,63 ACy
fir 3x LoD bei allen PIK3CA-Mutationen, die im Reproduzierbarkeitstest untersucht wurden. Uber
alle Vertreter des Mutationen-Panels hinweg betrug die SD < 0,17 ACr fir 1x LoD und < 0,16 ACr
fir 3x LoD von Charge zu Charge (Chargen-Austauschbarkeit). Die SD fir die Intra-LaufVariabilitét
(Wiederholbarkeit) betrug < 1,24 ACr fir LoD und < 0,53 ACr fir 3x LoD.

Kreuzkontaminationen/analytische Verschleppung: Gewebespezimen

Zweck dieser Studie war die Bewertung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits bei der
gleichzeitigen Analyse von deutlich PIK3CA-mutationspositiven Proben und PIK3CA-
mutationsnegativen Proben. In dieser Studie wurde iber das gesamte Testverfahren hinweg
(DNAExtraktion und anschlieBende Tests mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit) die

Woahrscheinlichkeit einer Kreuzkontamination untersucht.

Die Studie wurde an H1047R- (der Mutation mit der héchsten Prévalenz) und FFPE-Wildtyp-
Zelllinienspezimen durchgefihrt. Zwei unabhdngige Satze von Proben, ,Set A” (Satz A) und
.Set B” (Satz B), wurden anhand eines vordefinierten Extraktionsprotokolls extrahiert, das
darauf ausgelegt war, ein Risiko fir Kreuzkontaminationen zu schaffen. Die Extraktionen
wurden durch zwei Anwender ausgefihrt. Fir die mutationspositiven Proben (H1047R)
wurden insgesamt 18 Extraktionen (neun pro Satz) durchgefihrt. Fir die Wild-type-(Wildtyp-)
Proben wurden insgesamt 42 Extraktionen (21 pro Satz) durchgefihrt. Die Extrakte wurden in
zehn PCR-léufen auf Mutationen untersucht; pro Probensatz  wurden je  finf
aufeinanderfolgende Laufe durch den gleichen Anwender unter Verwendung der gleichen
Ausriistung und des gleichen Rotor-Gene Q Instruments ausgefiihrt. Dazwischen wurden das
Instrument fir keine anderen Laufe verwendet. Die Extrakte wurden mit dem Reaktionsgemisch
fir den Kontrollassay (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Réhrchen 1) und die Zielmutation
(therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Rdhrchen 6) getestet.

Der beobachtete Prozentsatz korrekter Mutationsbestimmungen fir giltige Wild-type-(Wildtyp-)
Proben betrug 100 %; ein Nachweis, dass keine Kreuzkontamination der Wild-type-(Wildtyp-)
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Proben durch mutierte Proben im Rahmen einer gleichzeitigen DNA-Extraktion und

Laufvorbereitung erfolgt ist.

Genavigkeit: Vergleich mit der analytischen Referenzmethode
(Gewebespezimen)

Zur Demonstration der Genavigkeit des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits verglichen mit
einem validierten NGS-Assay wurde eine Genavigkeitsstudie durchgefihrt. Dazu wurden
klinische FFPE-Spezimen aus Brustkrebspatienten, welche zufdllig aus der SOLAR-1-Studie
ausgewdhlt wurden und fir die ausreichend Spezimen fir die zusétzliche Untersuchung mit
dem NGS-Vergleichsassay zur Verfigung stand, untersucht. Von diesen 453 klinischen
Spezimen erfiillten 385 die Anforderungen an Gewebevolumen und Tumorgehalt fir das NGS-

Vergleichsspezimen, und fir 379 ergab das NGS ein giltiges Ergebnis.

Proben, die sowohl beim NGS als auch mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit giltige
Ergebnisse lieferten, wurden mit dem NGS als Referenz analysiert, um die prozentuale positive
Ubereinstimmung (positive  percent agreement, PPA), die prozentuale negative
Ubereinstimmung (negative ~ percent  agreement, NPA) und die  prozentuale
Gesamtibereinstimmung (overall percent agreement, OPA) zu bestimmen. Die dabei
erhaltenen Prozentséitze sind zusammen mit den zweiseitigen 95-%-Konfidenzintervallen (KI),

berechnet gemaf der exakten Clopper-Pearson-Methode, in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13. Analyse der Ubereinstimmung fiir FFPE-Gewebespezimen

MaB Prozentuale Ubereinstimmung (N)  Zweiseitiges 95-%KI
Prozentuale positive Ubereinstimmung 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
Prozentuale negative Ubereinstimmung 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung 94,7 (359/379) 92,0, 96,7

Die insgesamt 20 Ergebnisse mit widersprichlichem Mutationsstatus setzten sich aus zwei
Proben mit geméB therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negativen und gem&B3 NGS positiven

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 09/2019 73



Ergebnissen sowie 18 gemaf3 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit positiven und gemafs NGS
negativen Ergebnissen zusammen. Fir beide Proben mit gemaf therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit negativen und gemaf3 NGS positiven Ergebnissen wurden diese positiven Ergebnisse
durch das NGS bei MAF-Werten unterhalb der LoD des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits
bestimmt. Von den 18 Proben, die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit als positiv und
mittels NGS als negativ bestimmt wurden, waren 11 niedrig-positiv (innerhalb eines ACr des
for das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit verwendeten Cutoffs und damit niedrig-positive
Proben). In einem Fall wurde eine Mutation durch das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit als
H1047L (3140A>T), durch den NGS-Assay jedoch als H10471 (3139_3140CA>AT)
bestimmt. Die Ursache fir die sechs ibrigen widerspriichlichen Ergebnisse konnte nicht

identifiziert werden.

Tabelle 14 zeigt die PPA der Zielsequenz mit NGS als orthogonaler Methode.

Tabelle 14. Analyse der Ubereinstimmung fiir FFPE-Gewebespezimen nach spezifischer Mutation

Mutation* Prozentuale positive Ubereinstimmung (N)  Zweiseitiges 95-%-KI
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2,100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7, 100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0

Q546R 50,0 (1/2) 1,3,98,7

H1047L 100,0 (12/12) 73,5, 100,0
H1047R 98,1 (101/103) 93,2,99,8

* Alle 11 PIK3CA-Mutationen wurden im Rahmen der SOLAR-1-Studie in Gewebespezimen nachgewiesen (Tabelle 15).
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Klinische Leistungsmerkmale: Gewebespezimen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist als unterstitzender Diagnosetest vorgesehen, der
Arzten die Identifizierung von Brustkrebspatienten, fir die eine Behandlung mit PIQRAY
(Alpelisib) in Frage kommen kann, erleichtern soll. Als Grundlage dient der Nachweis einer

oder mehrerer PIK3CA-Mutationen in klinischen FFPE-Gewebespezimen aus Brustkrebs.

Klinische Ergebnisse

Die SOLAR-1-Studie, CBYL719C2301, war eine randomisierte, placebokontrollierte,
infernationale, multizentrische klinische Phase-lll-Doppelblindstudie zur Untersuchung der
Wirksamkeit und Sicherheit der Behandlung mit PIQRAY (Alpelisib) plus Fulvestrant im
Vergleich mit Placebo plus Fulvestrant bei Mdnnern und postmenopausalen Frauen mit HR-
positivem, HER2-negativem fortgeschrittenem Brustkrebs, der auch bei oder nach Behandlung
mit Aromatasehemmern weiter fortgeschritten ist. Insgesamt nahmen an der Studie
572 Brustkrebspatienten in zwei Kohorten teil, teilweise mit einer PIK3CA-Mutation. Die
Patienten wurden randomisiert und erhielten entweder PIQRAY (Alpelisib) 300 mg plus
Fulvestrant oder Placebo plus Fulvestrant im Verhdltnis 1:1. Die Randomisierung wurde nach
dem Vorliegen von Lungen- und/oder Lebermetastasen und der vorherigen Behandlung mit

CDK4/6-Inhibitor(en) stratifiziert.

Primarer Endpunkt der Studie war das progressionsfreie Uberleben (progression-free survival,
PFS) unter Verwendung der Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST v1.1),
basierend auf der Untersuchung von Patienten mit fortgeschrittenem Brustkrebs und
vorhandener PIK3CA-Mutation durch einen Prifer. Weitere sekundére Endpunkte waren das
PFS fir Patienten ohne PIK3CA-Mutation sowie das Gesamtiiberleben (overall survival, OS),
die Gesamtansprechrate (overall response rate, ORR) und die Rate des klinischen Nutzens
(clinical benefit rate, CBR) nach PIK3CA-Kohorte (d. h. mit oder ohne PIK3CA-Mutation).

Der PIK3CA-Mutationsstatus fir das Screening der Patienten und ihre Aufnahme in die Studie wurde
zentral anhand eines Assays im Rahmen der klinischen Studie (clinical frial assay, CTA) oder des
QIAGEN therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits ermittelt. Getestet wurden FFPE-Tumorspezimen aus
Brustkrebsgewebe. Von den 572 in SOLAR-1 randomisierten Patienten wurden 177 Patienten
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(30,9 % der Studienpopulation, darunter 172 PIK3CA-mutationspositive und fiinf PIK3CA-
mutationsnegative Patienten) anhand des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits randomisiert. Alle
Ubrigen Patienten (395) wurden anhand des CTA randomisiert (69,1 % der Studienpopulation,
darunter 169 PIK3CA-mutationspositive und 226 PIK3CA-mutationsnegative Patienten).

PIQRAY (Alpelisib) in Kombination mit Fulvestrant zeigte sich gem&B3 Bewertung durch den
Prifer anhand von RECIST 1.1 in der PIK3CA-Mutationskohorte fir den primaren Endpunkt
des PFS der alleinigen Behandlung mit Fulvestrant Gberlegen. Fir die Behandlung mit PIQRAY
(Alpelisib) plus Fulvestrant wurde ein um schétzungsweise 35 % verringertes Risiko fir ein
Fortschreiten der Krankheit bzw. Sterberisiko gegeniber der Behandlung mit Placebo plus
Fulvestrant beobachtet (HazardRatio [HR] = 0,65; 95-%Kl: 0,50, 0,85; p=0,0013,
basierend auf zweiseitigem stratifiziertem Log-Rank-Test). Das mediane PFS wurde um klinisch
relevante 5,3 Monate verldngert, von 5,7 Monaten im Placebo-plus-Fulvestrant-Arm auf
11,0 Monate im PIQRAY (Alpelisib)-plus-Fulvestrant-Arm (Abbildung 20).

100 4 a Zensierungszeiten

Alpelisib 300 mg tagl. + Fulv (n/N = 103/169)
A+~ Placebo tagl. + Fulv (n/N = 129/172)

Hazard-Ratio = 0,65
95-%-KI1 [0,50; 0,85]

Kaplan-Meier-Mediane (Monate)
Alpelisib 300 mg tagl. + Fulv: 11,0
Placebo tagl. + Fulv: 5,7

Log-Rank p-Wert zweiseitig = 0,0013

Wahrscheinlichkeit des progressionsfreien
Uberlebens (%)

40 Y
Ay,
20
04
L s S e e B B
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Zeit (Monate)
Anzahl Probanden mit weiterbestehendem Risiko
Zeit(Monate) o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Alpelisib 300 mg tagl. + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0

Placebo tagl. + Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 O

- Stratifizierter Log-Rank-Test und stratifiziertes Cox-Modell unter Verwendung von Strata definiert durch (i) vorangegangene Behandlung mit
CDK4/6-Inhibitor. (i) Vorliegen von Lungen- und/oder Lebermetastasen

Abbildung 20. Kaplan-Meier-Plot des PFS nach Art der Behandlung in den in SOLAR-1 randomisierten Patienten mit
PIK3CA-Mutation.
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Proben der 395 mittels CTA randomisierten Patienten wurden nachtraglich mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit getestet. 389 Proben (98,5 %) konnten mit dem therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit ausgewertet werden; sechs Patientenproben waren mit dem therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit nicht auswertbar (Tabelle 16).

Tabelle 15. Prévalenz der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nachgewiesenen PIK3CA-Mutationen
in Gewebespezimen in der klinischen SOLAR-1-Studie

Haufigkeit in FFPE-
Gewebespezimen
Exon Mutation* COSMIC ID Basenaustausch N =374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6 (1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
ES545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6(1,6)
E545G 764 1634 A>G 9 (2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2(0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* Ein PIK3CA-mutationspositiver Patient kann mehr als nur eine Mutation aufweisen.
t COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = Anzahl der anhand von FFPE-Gewebespezimen identifizierten PIK3CA-mutationspositiven Patienten in SOLAR-1.

Tabelle 16. Verteilung der nachtréglich erneut getesteten (per CTA aufg nenen) Probanden (vollstéindige Analyse,
per CTA aufgenommen)

Ergebnisse des therascreen CTA-positiv CTA-negativ Gesamt

PIK3CA RGQ PCR Kits (N =169) (N =226) (N = 395)

Valid (Giltig) 169 (100,0 %) 220 (97,3 %) 389 (98,5%)

Positive (Positiv) 164 (97,0 %) 1 (4,9 %) 175 (44,3 %)

Negative | Negativ) 5(3,0 %) 209 (92,5 %) 214 (54,2 %)

Invalid (Ungiiltig) 0 (0 %) 6 (2,7 %) 6 (1,5 %)
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Zur Untersuchung der Konkordanz zwischen CTA und therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
wurden die Konkordanzindizes PPA, NPA und OPA zusammen mit den entsprechenden

zweiseitigen exakten 95-%-Konfidenzintervallen nach Copper-Pearson berechnet.

Tabelle 17 zeigt die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit auswertbare Teilgruppe, wobei
der CTA als Referenz verwendet wurde. Zu erkennen ist ein hoher Grad der Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen des CTA und des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits.

In Tabelle 18 dient die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit auswertbare Teilgruppe als
Referenz. Zu erkennen ist auch hier ein hoher Grad der Ubereinstimmung zwischen den
Ergebnissen des CTA und des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits.

Tabelle 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit versus CTA (mit CTA als Referenz)

MaB fir die Ubereinstimmung Prozentuale Ubereinstimmung, % Zweiseitiges 95-%KI

Prozentuale positive Ubereinstimmung 97,0 93,2, 99,0
(Positive percent agreement, PPA)

Prozentuale negative Ubereinstimmung 95,0 91,2,97,5
(Negative percent agreement, NPA)

Prozentuale Gesamtiibereinstimmung 95,9 93,4, 97,6
(Overall percent agreement OPA)

Tabelle 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit versus CTA (mit therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit als Referenz)

MaB fir die Ubereinstimmung Prozentuale Ubereinstimmung, % Zweiseitiges 95-%KI

Prozentuale positive Ubereinstimmung 93,7 89,0, 96,8
(Positive percent agreement, PPA)

Prozentuale negative Ubereinstimmung 97,7 94,6, 99,2
(Negative percent agreement, NPA)

Prozentuale Gesamtibereinstimmung 95,9 93,4, 97,6
(Overall percent agreement OPA)

Tabelle 19 zeigt die neu berechneten Schatzwerte fiir PPA, NPA und OPA zum Ausgleich der
Anreicherung aufgrund der sechs fir das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fehlenden

Ergebnisse fir die gemé&B CTA mutationsnegativen Patienten.
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Tabelle 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit versus CTA (mit therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit als Referenz)

MaB fir die Ubereinstimmung Prozentuale Zweiseitiges 95-%-KI
Ubereinstimmung, %

Prozentuale positive Ubereinstimmung 93,6 90,1, 97,0
(Positive percent agreement, PPA)

Prozentuale negative Ubereinstimmung 97,7 95,6, 99,5
(Negative percent agreement, NPA)

Prozentuale Gesamtiibereinstimmung 95,9 93,8, 97,8
(Overall percent agreement OPA)

Die primdre PFS-Analyse fir den klinischen Nutzen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits
ergab eine mit den Ergebnissen der SOLAR-1-Studie vergleichbare klinische Wirksamkeit. Eine
Analyse der gemé&f therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mutationspositiven Patientengruppe
(347 Patienten) ergab fir Patienten, die randomisiert dem PIQRAY (Alpelisib)-plus-Fulvestrant-
Arm zugewiesen wurden, ein um schatzungsweise 36 % verringertes Risiko fir ein
Fortschreiten der Krankheit bzw. Sterberisiko (HR = 0,64; 95-%KI: 0,48, 0,85) verglichen mit

den randomisiert dem Placebo-plus-Fulvestrant-Arm zugewiesenen Patienten.

In Empfindlichkeitsanalysen wurden die Auswirkungen der fir das therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit fehlenden Daten auf das PFS untersucht; die Ergebnisse erwiesen sich trotz der
fehlenden Daten als robust. Wenn beispielsweise angenommen wird, dass die sechs fir das
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fehlenden Ergebnisse den CTA-Ergebnissen widersprechen
wirden, ergdbe sich fir die gemaf therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mutationspositiven
Patienten, die randomisiert dem PIQRAY(Alpesilib)-plus-Fulvestrant-Arm zugewiesen wurden,
ein um schatzungsweise 37 % verringertes Risiko fir ein Fortschreiten der Krankheit bzw.
Sterberisiko (HR = 0,63; 95-%KIl [0,47, 0,84] verglichen mit den randomisiert dem Placebo-

plus-Fulvestrant-Arm zugewiesenen Patienten.

Fir alle per CTA aufgenommenen mutationspositiven Patienten war eine Auswertung mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit méglich und nur fir sechs der per CTA aufgenommenen
mutationsnegativen Patienten war eine Auswertung mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
nicht mdglich. Dementsprechend gab es keine Verzerrung der Ergebnisse aufgrund der
Auswertbarkeit der Studienproben.
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Das PFS wurde auch in der gemaf3 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negativen Population
geschatzt; fir diese Patienten konnte kein PFS-Nutzen festgestellt werden (HR = 0,85; 95-%-
KI: 0,58; 1,25).
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Leistungsmerkmale: Plasmaspezimen

Analytische Leistung: Plasmaspezimen

Die speziellen Leistungsmerkmale des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wurden bestimmt in
Studien mit klinischen Plasmaspezimen von Brustkrebspatienten, kinstlichen Plasmaspezimen
aus Plasma gesunder Spender (GS), das mit Zelllinien-DNA von 11 humanen
Zelllinienspezimen versetzt wurde, in denen bekanntermaBen die vom Assay erkannten
PIK3CA-Mutationen vorliegen, und einem PIK3CA-Wildtype (Wildtyp-)Zelllinienspezimen
(d. h. ohne eine der Mutationen in Exon 7, 9 und 20, die laut Assay-Spezifikation mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nachgewiesen werden kdnnen).

Leerwertgrenze (LoB): Plasmaspezimen

Die Leerwertgrenze (limit of blank, LOB) ist in der CLSI-Richtlinie EP17-A2 definiert als ,das
hochste Messergebnis, von dem anzunehmen ist, dass es in Leerproben (mit einer angegebenen
Wahrscheinlichkeit) beobachtet werden kann”. Beim therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist dies
der Datenpunkt, der dem oberen 95. Perzentil fir die Leerproben entspricht. Um die Leistung des
therascreen PIKBCA RGQ PCR Kit in Abwesenheit von Template zu beurteilen und
sicherzustellen, dass eine Probe mit Wildtype-(Wildtyp|DNA kein analytisches Signal ergibt,
das auf eine in niedriger Konzentration vorhandene Mutation hinweist, wurden insgesamt
60 verschiedene GS-Plasmaspezimen mit seriell verdinnter, fragmentierter PIK3CA-Wild-ype
(Wildtyp-)DNA in sechs Ausgangskonzentrationen versetzt und nach CLSIRichtlinie EP17-A2 in
Dreifachbestimmungen getestet, um die LoB fir die einzelnen Mutations-Assays zu ermitteln. Alle
Mutations-Assays ergaben einen LoB-Wert, der iber dem Cut-offWert fir die jeweilige Mutante
lag. Die LoB-Werte der PIK3CA-Mutanten, die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit in

Plasmaspezimen nachgewiesen werden kdnnen, sind nachstehend aufgefihrt (Tabelle 20).

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung (Handbuch) 09/2019 81



Tabelle 20. Zusammenfassung der LoB-Ergebnisse

Exon Mutation Basenaustausch LoB (ACr-Wert) Falsch-positiv-Rate (%)

7 C420R 1258T>C 11,15 0%

9 E542K 1624G>A 8,32 0%
E545A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A>G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56 %
H1047L 3140A>T 15,55 0,56 %

20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Nachweisgrenze (LoD): Plasmaspezimen

Es wurde eine Studie mit kinstlichen Plasmaspezimen zur Bestimmung der Nachweisgrenze
(limit of detection, LoD) fir jede der 11 PIK3CA-Mutationen durchgefihrt. Die LoD war definiert
als die niedrigste Menge an mutierter DNA vor einem Hintergrund von Wildtype-(Wildtyp-)
DNA, bei der eine Probe mit einer Mutante bei 95 % der Tests noch ein mutationspositives
Resultat ergibt (Cos).

Zur Bestimmung der LoD fir die einzelnen Mutationen wurden Proben mit unterschiedlichen
Prozentsatzen an mutierter DNA bei niedriger DNA-Ausgangskonzentration hergestellt und mit
dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit getestet (siche Tabelle 21). Die LoD fiir die einzelnen
Assays wurde mithilfe eines ,Probit-Verfahren” berechnet. Die LoD fir 11 kinstliche Mutanten-
Proben wurde mithilfe dreier verschiedener Chargen des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits
in 24 Wiederholungsbestimmungen pro Kit und Konzentration bestimmt. Bei einer
Untergruppe der Mutationen wurde das Ergebnis anhand von klinischen Plasmaproben im

Bereich der ermittelten LoD verifiziert.
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Tabelle 21. LoD fiir Plasmaspezimen, ermittelt anhand von klinischen und kiinstlichen Plasmaspezimen mit niedriger
DNA-Ausgangsmenge

Exon Mutation COSMIC*-ID Basenaustausch LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,46
9 E542K 760 1624G>A 5,061
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,941
E545K 763 1633G>A 2,421
Q546E 6147 1636C>GC 5311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,071

MAF: Mutant allele frequency (Frequenz mutierter Allele).
* COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T Die LoD-Werte wurden unter Verwendung von Zelllinienspezimen bestimmt.

 Die LoD-Werte wurden unter Verwendung von klinischen Plasmaspezimen bestdtigt.

Ausgangsmengen genomischer DNA: Plasmaspezimen

Der Cr-Arbeitsbereich wurde anhand von berechneten Toleranzintervallen und LoB-Werten
festgelegt. Der Cr-Arbeitsbereich fir den Kontroll-Assay wurde anhand von 30 verschiedenen
10-ml-Wild-type-(Wildtyp-)Proben bestimmt, die unterschiedliche Konzentrationen der Wild-
type-(Wildtyp)DNA enthielten (120 Beobachtungen). Der Cr-Arbeitsbereich des endgiiltigen
Kontroll-Assays wurde bei CrWerten von 24,69 bis 31,68 festgelegt, was einem

Konfidenzintervall von 98 % fiir 95 % der vorgesehenen Zielpopulation entspricht.
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ACr-Cut-off-Werte: Plasmaspezimen

Die Cutoff-Werte fir die einzelnen Mutationen wurden mithilfe kinstlicher Plasmaspezimen
ermittelt. Bei der Festlegung akzeptabler Cut-off-Werte wurden iber statische Analysen der
ACr+Werte hinaus LoB-Werte und Designanforderungen hinsichtlich der Raten falsch positiver

und falsch negativer Ergebnisse beriicksichtigt.

Die ermittelten Cut-off-Werte sind in Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22. Fiir die einzelnen Mutationen festgelegte Cut-off-Werte beim Test von DNA aus Plasmaspezimen

Assay Cut-off-Wert (ACY)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <70
H1047L <10,0
H1047R <90
H1047Y <6,2
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Effekt der DNA-Ausgangsmenge auf die ACr-Werte (Linearitat):
Plasmaspezimen

Die DNA-Ausgangsmenge ist definiert als die Gesamtmenge amplifizierbarer-DNA in einer
Probe, bestimmt anhand der C+-Werte der PIK3CA-Kontrollreaktion. Um zu zeigen, dass die
Leistung des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit iber den gesamten CrBereich der
Kontrollreaktion (24,69 bis 31,68) hinweg konsistent ist, wurde fir jede der 11 PIK3CA-
Mutation-Assays  eine  8-stufige  Verdinnungsreihe  hergestellt  (fragmentierte,  aus
Zelllinienspezimen extrahierte DNA). Die CrZielwerte der einzelnen Mutationen fir die
Verdinnungsstufen 1 und 8 wurden so festgelegt, dass sie iber und unter dem Cr-Wert der
Kontrollreaktion liegen. Die ACr-Werte bei unterschiedlichen DNA-Gesamtausgangsmengen
waren Uber den Arbeitsbereich des therascreen EGFR RGQ PCR Kits fir die Mutationen

insgesamt konsistent.
Assay-Spezifitat (Kreuzreaktivitat/Spezifitat): Plasmaspezimen

Um zu prifen, ob Kreuzreaktivitat zwischen den durch den Assay nachgewiesenen Mutationen
bei der Festlegung der Cut-off-Werte fir die Analyse korrekt beriicksichtigt wurden, wurden
mutationspositive kinstliche Plasmaspezimen mit hoher und niedriger DNA-Ausgangsmenge
auf hohe und niedrige MAF-Zielwerte verdiinnt und in Doppelbestimmungen mit drei Chargen
des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit getestet. Kreuzreaktivitat wurde zwischen dem H1047L-
und dem H1047R-Assay beobachtet. Es wurde jedoch festgestellt, dass diese Kreuzreaktivitat
unidirektional ist (d. h., wenn in einer Probe H1047L und H1047R nachgewiesen werden,
wird dies nur als ,H1047R Mutation Detected” (H1047R-Mutation nachgewiesen))
angegeben. Diese Regel ist Bestandteil des automatisierten Algorithmus des ,therascreen
PIK3CA_Plasma Assay Profile”.
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Stérungen: Plasmaspezimen

Endogene Substanzen

Mégliche Stérsubstanzen, die in den Plasmaspezimen vorliegen kénnen, wurden in kiinstlichen
Proben mit Mutanten und Wild-type (Wildtyp) getestet, wobei sich deren Konzentrationen an
der CLSI-Richtlinie EP7-A2 orientierten:

e Hamoglobin (2 g/I)

e Trigylzeride (37 mmol/I)

e EDTA (3,4 pmol/l)

e Koffein (308 pmol/I)

e Albumin (30 mg/ml)

e Konjugiertes Bilirubin (342 pmol/I)

e Unkonjugiertes Bilirubin (342 pmol/l)

Die Ergebnisse zeigten, dass diese Substanzen die Resultate des therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit nicht beeintrachtigten.

Exogene Substanzen

Mégliche exogene Stérsubstanzen aus dem DNA-Extraktionsprozess wurden in Proben mit
Mutanten und  Wildtype (Wildtyp) getestet, wobei eine Verschleppung aus dem

Extraktionsprozess von 10 % angenommen wurde:

Ethanol

® Proteinase K
e Buffer ACL

e Buffer ACB

o Buffer ACWI
e Buffer ACW2
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Die Ergebnisse zeigten, dass diese Substanzen die Resultate des therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit nicht beeintrachtigten.

Austauschbarkeit der Chargen: Plasmaspezimen

Fir Tests mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR System werden das QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit zur Extraktion von DNA und das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit zur
Amplifikation der DNA und die Bestimmung des PIK3CA-Mutationsstatus verwendet. Die Inter-
Chargen-Reproduzierbarkeit und -Austauschbarkeit wurde anhand von drei Chargen des
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit und einer Charge des therascreen PIK3CA PCR Kit
nachgewiesen. Der Gesamtprozentsatz korrekter Ergebnisse fir alle mutationspositiven und
Wild-+type-(Wildtyp-Proben Gber die Chargen hinweg betrug 100%.

Handhabung der Spezimen: Plasmaspezimen

Um zu zeigen dass verschiedene Labore akzeptable Ergebnisse produzieren kénnen, wenn
sie mit demselben Plasmaspezimen starten, wurden Extraktionen an drei verschiedenen
Standorten durchgefihrt. Es wurden kinstliche Spezimen fir alle 11 Mutationen sowie ein
klinisches Plasmaspezimen mit PIK3CA-Wilde-type (Wildtyp) verwendet. Es wurden 18 x 2-ml-
Aliquote aller Spezimen vorbereitet, anschlieBend randomisiert und in 18 Extrakt-Sets
aufgeteilt wurden. Diese Extraki-Sets wurden gleichmdafig Gber die drei Standorte verteilt (ein
interner QIAGEN-Standort im Vereinigten Kénigreich und zwei weitere externe Standorte in
den USA). Jeder Standort erhielt also sechs Extrakte. Der Test der aus den Spezimen-Aliquoten
extrahierten DNA mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit erfolgte am internen QIAGEN-
Standort. Beim Vergleich der Ergebnisse fir die verschiedenen Spezimen iber alle drei
Standorte hinweg ergab sich ein Prozentsatz korrekter Bestimmungen der fir PIK3CA-
Mutationen positiven und Wilde-type-(Wildtyp-)Spezimen von 100 %.
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Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit: Plasmaspezimen

Die mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit erzielbare Wiederholbarkeit wurde anhand
von DNA untersucht, die aus Zelllinienspezimen extrahiert wurde, welche alle 11 mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nachzuweisenden Mutationen bei einer Konzentration von

1x LoD und 3x LoD reprdsentierten.

Die Wiederholbarkeit wurde beurteilt, indem diese Proben an einem Standort iber 20 nicht
aufeinander folgende Tage von drei Bedienern mit drei Rotor-Gene Q Gerdten getestet

wurden, was eine Gesamtanzahl von 120 Wiederholungsbestimmungen je Probe ergab
(Tabelle 23).
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Tabelle 23. Assay-Wiederholbarkeit — Anteil korrekter Bestimmungen von PIK3CA-Mutationen in aus Plasmaspezimen
gewonnenen DNA-Proben

Anteil giiltiger Korrekte Untergrenze
Exon Mutation Mutationsrate Ergebnisse Bestimmungen, %  zweiseitiges 95-%-KI
n. z. Wildtyp Ci30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99.17 95,44
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97

* Die LoD fir E545K und H1047R betrug 1,99 bzw. 1,44. Die LoD wurde in einer darauf folgenden Studie neu angepasst
und bestdtigt. Die neu angepasste LoD wurde in der nachfolgenden Studie verwendet (Tabelle 24).
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Die Reproduzierbarkeit wurde durch Testen kinstlicher Proben mit Konzentrationen von
1x LoD und 3x LoD an drei verschiedenen Standorten (ein interner QIAGEN-Standort im
Vereinigten Kénigreich und zwei weitere externe Standorten in den USA) gemessen. Diese
Proben wurden an jedem Standort Gber 10 nicht aufeinander folgende Tage von drei
Bedienern mit drei Rotor-Gene Q Gerdten getestet, was eine Gesamtanzahl von

60 Wiederholungsbestimmungen je Probe ergab (Tabelle 24).
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Tabelle 24. Assay-Reproduzierbarkeit — Anteil korrekier Bestimmungen von PIK3CA-Mutationen in aus Plasmaspezimen
aller Standorte gewonnenen DNA-Proben

Anteil giiltiger Korrekte Untergrenze

Exon Mutation Mutationsrate Ergebnisse Bestimmungen, %  zweiseitiges 95-%-KIl
n. z. WT C:30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
Ll 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47

|

* Proben mit E545K und H1047R beim revidierten LoD-Wert (gem&f Tabelle 21) wurden an drei Standorten von drei
Bedienern iber sechs Tage gefestet, wobei zwei Laufe mit vier Wiederholungsbestimmungen durchgefiihrt wurden,
insgesamt also 144 Messungen pro Standort und 432 an dllen drei Standorten zusammen. Tabelle 25 zeigt die
prozentuale positive Ubereinstimmung (positive percentage agreement, PPA) der Zielsequenz mit NGS als orthogonale
Methode.
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Die Standardabweichung fir die InterKit-, Inter-Lauf-, Inter-Anwender-, Inter-Instrument-, Inter-
Tag- und Intra-Lauf-Variabilitét wurde anhand einer Varianzkomponentenanalyse bestimmt, um
Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit zu ermitteln. Uber alle Varianzkomponenten
hinweg betrug die Standardabweichung (standard deviation, SD) < 1,34 ACr fir 1x LoD und
< 0,73 ACr fir 3x LoD bei allen PIK3CA-Mutationen, die im Reproduzierbarkeitstest untersucht
wurden. Uber alle Verireter des Mutationen-Panels hinweg betrug die SD < 0,20 ACr fir 1x
LoD und £ 0,10 ACr fir 3x LoD von Charge zu Charge (Chargen-Austauschbarkeit). Die SD
fir die Variabilitat innerhalb eines Laufs (Wiederholbarkeit/Prézision) reichte von 0,415 ACy
bis 1,407 ACr fir 1x LoD und 0,206 ACr bis 0,583 ACr fisr 3x LoD.

Validierung von Blutentnahmerdhrchen

Der Einfluss der BlutPlasma-Trennzeit auf die Qualitdt des Plasmaspezimens und die
anschlieBend erhaltenen Ergebnisse wurde mithilfe kinstlicher Blutproben mit der Mutation
H1047R (Mutation mit der héchsten Prévalenz) sowie Vollblutproben von gesunden Freiwilligen
als Wild+ype-(Wildtyp)Spezimen untersucht. Blutspezimen von vier Spendern wurden in 10-ml-
K2EDTA-RShrchen gesammelt (acht Réhrchen pro Spender). Kinstliche Blutspezimen wurden
hergestellt, indem Blutréhrchen von zwei Spendern nach der Entnahme mit fragmentierter DNA
versetzt wurden, die aus einer Zelllinie mit der PIK3CA-Mutation H1047R gewonnen worden
war. Aus den Blutspezimen wurde etwa 1, 2, 3 und 4 Stunden nach der Entnahme Plasma
prapariert. Aus den Plasmaspezimen wurde mit dem QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
DNA extrahiert und jede Zielsequenz wurde in 16 Wiederholungsbestimmungen mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit gefestet.

Alle getesteten Proben lieferten bei allen Zeitpunkten korrekte Ergebnisse. Des Weiteren wurde
keine statistisch signifikante Drift hinsichtlich des fir die PIK3CA-Mutante H1047R gemessenen
ACr+-Werts beobachtet.

Diese Studie zeigte, dass die Blut-Plasma-Trennzeit keinen Einfluss auf die mit dem therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit erhaltenen Ergebnisse hat, wenn das Blut innerhalb von vier Stunden

verarbeitet wird.
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Genavigkeit: Vergleich mit einer analytischen Referenzmethode
(Plasmaspezimen)

Um die Genavuigkeit der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit erhaltenen Ergebnisse zu
demonstrieren, wurde dieser in einer Studie mit Spezimen aus der klinischen Studie SOLAR-1
mit einem validierten NGS-Assay verglichen. Der Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit und dem NGS-Verfahren auf PIK3CA-Verdnderungen wurde mit DNA von 552 klinischen
Plasmaspezimen aus der klinischen Studie SOLAR-1 durchgefihrt.

DNA-Proben, die sowohl bei der NGS als auch mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit gltige
Ergebnisse lieferten (542/552 Proben), wurden analysiert, um die positive prozentuale
Ubereinstimmung (Positive ~ Percent ~ Agreement,  PPA), die  negative  prozentuale
Ubereinstimmung (Negative ~ Percent ~ Agreement, NPA]  und  die  prozentuale
Gesamtibereinstimmung (Overall Percent Agreement, OPA) zu ermitteln. Die entsprechenden
Prozentsdtze sind zusammen mit den zweiseitigen 95-%-Konfidenzintervallen (Kl) in Tabelle 25

zusammengefasst.

Tabelle 25. Analyse der Ubereinstimmung bei aus Plasmaspezimen erhaltenen DNA-Proben

MaB Prozentuale Ubereinstimmung (N) Unteres 95-%-KI
Prozentuale positive Ubereinstimmung 97,39 (149/153) 93,44
Prozentuale negative Ubereinstimmung 91,26 (355/389) 88,00
Prozentuale Gesamtibereinstimmung 92,99 (504/542) 90,50

Von den 38 nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen der Gesamtiibereinstimmungs-Studie:

® stammten vier (0,7 %) von Proben, fir die das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit das
Ergebnis Wild-type (Wildtyp) (d. h. ,No Mutation detected (keine Mutation nachgewiesen)),
die NGS aber das Ergebnis ,Mutation detected” (Mutation nachgewiesen) lieferte.
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e stammten 34 (6,3 %) von Proben, fir die das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit das
Ergebnis ,Mutation detected” (Mutation nachgewiesen) die NGS aber das Ergebnis WIild-
type (Wildtyp) lieferte.

e Tabelle 26 zeigt die PPA der Zielsequenz mit NGS als orthogonale Methode.

Tabelle 26. Analyse der Ubereinstimmung bei aus Plasmaspezimen erhaltenen DNA-Proben nach Mutation

Mutation* Prozentuale positive Ubereinstimmung (N) Zweiseitiges 95-%-KI
C420R 100,0 % (2/2) 15,8; 100,0

E542K 90,9 % (20/22) 70,8; 98,9

E545G 100,0 % (2/2) 15,8, 100,0

E545K 100,0 % (38/38) 90,7, 100,0
H1047L 100,0 % (5/5) 47,8; 100,0
H1047R 97,6 % (83/85) 91,8, 99,7

*

Bei der Studie SOLAR-1 wurden 6/11 PIK3CA-Mutationen in Plasmaspezimen nachgewiesen (Tabelle 31).

Klinische Leistungsmerkmale: Plasmaspezimen

Das therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ist fir die Verwendung als begleitdiagnostischer Test
vorgesehen und soll den Arzt bei der Identifizierung von Brutskrebspatienten unterstitzen, die,
abhéngig vom Vorliegen von einer oder mehreren Mutationen des PIK3CA-Gens,
nachgewiesen in klinischen Plasmaspezimen aus mit K2EDTA antikoaguliertem peripherem

vendsem Vollblut, fir eine Behandlung mit PIQRAY (Alpelisib) infrage kommen.

Klinische Plasmaspezimen aus mit K2EDTA antikoaguliertem, peripherem vendsem Vollblut,
das bei der Studie SOLARIS-1 vor Beginn der Studienbehandlung (Ausgangszeitpunki)
randomisierten Brustkrebspatienten entnommen worden war, wurden retrospektiv mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit getestet, um den klinischen Nutzen dieser Art von Spezimen
bei der Bestimmung des PIK3CA-Mutationsstatus sowie der Beurteilung der Konkordanz von

Ergebnissen, die mit Gewebe und Plasma erhalten wurden, zu bewerten.
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Ergebnisse der Konkordanzanalyse

Die Konkordanz zwischen den mithilfe des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit unter
Verwendung von Plasma und den mithilfe des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit unter
Verwendung von Gewebe erhaltenen Ergebnissen ist in Tabelle 27 dargestellt. Bei
328 Patienten war das Gewebe laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit positiv,
und bei 179 davon war gemdf dem Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit auch das
Plasma positiv. Bei 215 Patienten war das Gewebe laut Test mit dem therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit negativ, und bei 209 davon war gemaf3 dem Test mit dem therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit auch das Plasma negativ. Alle mit Plasma erhaltenen Ergebnisse waren gltig.

Tabelle 27. Tabellarische Darstellung der Korrespondenz zwischen den mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Gewebe
und PIK3CA RGQ PCR Kit Plasma anhand von Gewebe bzw. Plasma erhaltenen Ergebnissen

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Gewebe
therascreen PIK3CA Positiv Negativ Ungiltig Insgesamt
RGQ PCR Kit Plasma
Positive (Positiv) 179 6 1 186
Negative (Negativ) 149 209 5 363
Invalid (Ungiiltig) 0 0 0 0
Insgesamt 328 215 6 549

Die Ubereinstimmung (PPA, NPA und OPA) zwischen den mit dem therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit Plasma und PIK3CA RGQ PCR Kit Gewebe erhaltenen Ergebnissen wurde berechnet
unter Verwendung der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Gewebe erhaltenen
Ergebnisse als Referenz (Tabelle 28). Die Punktsch&tzungen fir PPA, NPA und OPA lagen bei
55 %, 97 % bzw. 72 %.

Tabelle 28. Ubereinstimmung zwischen den mithilfe des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Plasma bzw. Gewebe
erhaltenen Ergebnissen unter Verwendung der mit Gewebe erhaltenen Ergebnisse als Referenz

MaB fir die Ubereinstimmung Prozentuale Ubereinstimmung (N) ~ 95-%KI*

Prozentuale positive Ubereinstimmung 55 % (179/328) (49,0; 60,1)
Prozentuale negative Ubereinstimmung 97 % (209/215) (94,0; 99,0)
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung 72 % (388/543) (67,5;75,2)

* 95-%KI, berechnet anhand des exakten Verfahrens nach Clopper-Pearson.
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Bestatigungstests mit den Plasmaproben unter Verwendung der validierten Referenzmethode
NGS bestdtigten 91 % der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fir Plasma erhaltenen
Ergebnisse. Von den Patienten, deren Gewebe beim Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit Gewebe positiv, deren Plasma laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
Plasma jedoch negativ war, wurden 80 % der Félle durch NGS als plasmanegativ bestétigt.
Von den sechs diskordanten Féllen, deren Plasma laut Analyse mit dem therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit Plasma positiv, deren Gewebe jedoch laut Analyse mit dem therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit Gewebe negativ war, wurden finf durch NGS als plasmapositiv bestétigt.

Analyse des progressionsfreien Uberlebens (PFS)

Der Vergleich des PFS unter Behandlung mit PIQRAY (Alpelisib) in Kombination mit Fulvestrant
der laut Analyse mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plasmapositiven Population
(N = 185) ergab fir den Arm unter PIQRAY (Alpelisib) plus Fulvestrant im Vergleich zum Arm
unter Placebo plus Fulvestrant ein giinstigeres Ergebnis, bei einer geschétzten Reduktion des
Risikos fir Krankheitsprogression oder Tod um 46 % (HR = 0,54, 95-%Kl: 0,33; 0,88)
(Tabelle 29). Im Vergleich dazu betrug das HR fir das PFS in der laut Analyse mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit gewebepositiven Population 0,64 (95-%KI: 0,48; 0,85)
und 0,65 (95-%Kl: 0,50; 0,85) in der Kohorte der SOLAR-1-Studie mit PIK3CA-Mutationen
gemdB dem bei Aufnahme in die Studie durchgefihrten Gewebe-Assay.

Tabelle 29. PFS-Analyse bei laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plasmapositiven Patienten

HR (95-%-Kl)
PIQRAY 300 mg tagl. + Fulv./Placebo tégl. + Fulv.*
Laut therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plasmapositiv (185) 0,54 (0,33; 0,88)

PFS (N)

* HR und 95-%KI berechnet mittels Anreicherungsanpassung.

Das HR fir das PFS bei den 179 Patienten, die laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit sowohl gewebepositiv als auch plasmapositiv waren, betrug 0,53 (95-%KI: 0,33;
0,84). Das mediane PFS betrug 10,9 Monate fir den Arm unter Behandlung mit PIQRAY

(Alpelisib) plus Fulvestrant vs. 3,6 Monate fir den Arm unter Placebo plus Fulvestrant
(Tabelle 30, Abbildung 21).
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Tabelle 30. Progressionsfreies Uberleben (Monate) bei laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit gewebepositiven
und plasmapositiven Patienten

HR (95-%-KI)
Progressionsfreies PIQRAY 300 mg tégl. + Fulv.  Placebo tégl. + Fulv. PIQRAY 300 mg fégl. +
Uberleben N=90 N =89 Fulv./Placebo tagl. + Fulv.
Anzahl Ereignisse (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33; 0,84)
PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -
Tod (%) 2(2,2) 5(5,6) -
Zensierte Anzahl (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -
Median (95-%KI) 10,9 (7,0; 16,2) 3,6 (2,0; 5,8) -
1007 A Zensierungszeiten

c Alpelisib 300 mg tagl. + Fulv. (n/N = 57/90)

E A Placebo tagl. + Fulv. (n/N = 72/89)

g 7 Hazard Ratio = 0,53

g 95-%-KI [0,33; 0,84]

g% Kaplan-Meier-Mediane (Monate)

8§ 607 Alpelisib 300 mg tagl. + Fulv: 10,9

2 K] Placebo tagl. + Fulv: 3,6

EE Log-Rank-p-Wert, zweiseitig = 0,001

z 40

% nen 4

S 201 A ay

o

Anzahl Probanden mit weiterbestehendem Risiko
Zeit (Monate) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Alpelisib 300 mg tagl. + Fulvv 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34 31 29 24 23 19 18 16 9 8 6 2 2 1 1 1 0
Placebo tagl. + Fulv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20 19 18 14 14 11 10 9 6 6 5 2 2 1 1 1 0

- Stratifizierter Log-Rank-Test und stratifiziertes Cox-Modell unter Verwendung von Strata definiert durch (i) vorangegangene Behandlung mit
CDK4/6-Inhibitor. (ii) Vorliegen von Lungen- und/oder Lebermetastasen

Abbildung 21. Kaplan-Meier-Kurve des PFS je nach Behandlung bei laut Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
gewebepositiven und plasmapositiven Patienten.
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Tabelle 31. Pravalenz der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nachgewiesenen PIK3CA-Mutationen
in Plasmaspezimen aus der klinischen Studie SOLAR-1

Héufigkeit in Plasmaspezimen

Exon Mutation* COSMIC ID* Basenaustausch N = 186 (%)

7 C420R 757 1258 T>C 2(1,1)

9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0 (0,0)
E545D 765 1635 G>T 0 (0,0)
E545G 764 1634 ASG 3(1,¢)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0 (0,0)

20 H1047L 776 3140 A>T 10 (5,4)
H1047R 775 3140 A>G 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0 (0,0)

* Ein PIK3CA-mutationspositiver Patient kann mehr als nur eine Mutation aufweisen.
t COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
N = Anzahl der anhand von Plasmaspezimen identifizierten Patienten mit PIK3CA-Mutation bei der Studie SOLAR-1.
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Schlussfolgerungen zu Sicherheit und Wirksamkeit

Die klinische Studie zur Genauigkeit erfillte die Akzeptanzkriterien fir die PPA bei
mutationspositiven Proben und fir die NPA bei mutationsnegativen Proben und bestdtigte
damit, dass der therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sowohl fir biomarker-positive als auch

biomarker-negative richtige Resultate ergab.

Die Konkordanz der mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fir Plasma und Gewebe
erhaltenen Ergebnisse fir das NPA lag bei 97 %, was fir ein niedriges Risiko falsch positiver
Ergebnisse spricht. Ein falsch negatives Ergebnis kann verhindern, dass ein Patient ein
potenziell nitzliches Medikament erhélt. Die PPA bei Plasma- und Gewebeproben betrug
55 %, was darauf hinweist, dass plasmanegative Patienten gewebepositiv fir eine
PIK3CA-Mutation sein kdnnen. Wenn daher das Plasma eines Patienten beim Test mit dem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ein negatives Resultat fir PIK3CA-Mutationen ergibt, sollte

zur Bestatigung des PIK3CA-Mutationsstatus ein Gewebespezimen analysiert werden.

Die klinische Wirksamkeit von PIQRAY (Alpelisib) in Kombination mit Fulvestrant bei der laut
Test mit dem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fir PIK3CA-Mutationen plasmapositiven
Population wurde mithilfe des therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anhand einer Reduktion des

Risikos fir Krankheitsprogression oder Tod um 46 % gegeniber Placebo plus Fulvestrant

nachgewiesen (HR = 0,54, 95-%Kl: 0,33; 0,88).
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur Behebung
moglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch auf der Internet-Seite ,Frequently
Asked Questions” unseres Techniksupport-Zentrums: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Die Wissenschaftler des Technischen Service von QIAGEN helfen lhnen in allen Fragen zum
Protokoll oder zu anderen Angaben in diesem Handbuch bzw. zu Proben- und Assay-
Technologien gerne weiter (Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder unter

www.qiagen.com).

Kommentare und Vorschlige

Statusindikator “No Cr value” (,Kein C-Wert”) bei der positiven Kontrolle (Positive Control, PC)

a) Fehlerhafte Konfiguration Uberprifen Sie lhr Pipettierschema und wiederholen Sie die PCR.
der PCR

b) Die Lagerbedingungen einer Uberprifen Sie die Lagerungsbedingungen der Reagenzien (siehe Etikett des
oder mehrerer Kits) und verwenden Sie bei Bedarf ein neues Kit.
Komponenten des Kits
entsprachen nicht den
Anweisungen in ,Lagerung
und Handhabung der
Reagenzien” auf Seite 23

Statusindikator “Unexpected Cr value” (,Unerwarteter C-Wert”) bei der Kontrolle ohne Template
Kontamination bei Stellen Sie sicher, dass der Vorbereitungsbereich dekontaminiert ist. Wiederholen
Vorbereitung der PCR Sie die PCR mit neuen Reagenzien. VerschlieBen Sie die PCRRShrchen méglichst
sofort nach der Zugabe der zu testenden Probe. Stellen Sie sicher, dass

Arbeitsfléchen und Geréte regelméfig dekontaminiert werden.

Statusindikator “Above acceptable range” (,Uber dem akzeptablen Bereich”) oder “Below acceptable range”
(,Unter dem akzeptablen Bereich”) bei der positiven Kontrolle

Fehler bei der Vorbereitung ~ Wiederholen Sie die PCR und achten Sie auf genaves Pipettieren.
der PCR

Statusindikator “DNA input too high” (,DNA-Ausgangsmenge zu hoch”) beim Probenrdhrchen

Die Probe ist zu konzentriert  Verdiinnen Sie die Probe, um den C-Wert zu erhdhen. Die Proben sind mit
dem im Kit enthaltenen Wasser zu verdiinnen (Wasser zur Verdinnung [Dil.]).
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Kommentare und Vorschlige

Statusindikator “Above acceptable range” (,Uber dem akzeptablen Bereich”) beim Probenrshrchen

Nicht genigend DNA- Gewebespezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System
Template in der Probe denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die
DNA erneut und verwenden Sie zwei Objekttrdger desselben Spezimen
von reseziertem Gewebe bzw. eine ausreichende Anzahl Objekftréiger bei
Stanzbiopsien, um eine Fléche von 20 mm? zu erhalten, und wiederholen Sie
die PCR. Wenn das System nach der Re-Extraktion denselben Statusindikator
fir das Spezimen anzeigt, wiederholen Sie den ein zweites Mal. Wenn der
Statusindikator wieder angezeigt wird, ist das Spezimen nicht zur Verwendung
geeignet. Es sollte als ,indeferminate” (unbestimmt) erfasst und nicht weiter
getestet werden.

Plasmaspezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System
denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die DNA
erneut und verwenden Sie 2 ml Patientenplasma. Wenn das System nach der
Re-Extraktion denselben Statusindikator fiir das Spezimen anzeigt, ist das
Spezimen nicht zur Verwendung geeignet. Sie muss als ,indeterminate”
(unbestimmt) erfasst und braucht nicht weiter getestet werden. Ziehen Sie eine
Wiederholung des Tests mit einem frischen Blutplasma-Spezimen in Erwdgung.

Statusindikator “IC above acceptable range” (,Interne Kontrolle iiber dem akzeptablen Bereich”) beim
Probenrshrchen

Fehler bei der Vorbereitung ~ Gewebespezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System

der PCR oder Inhibitor in denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die

der Reaktion vorhanden DNA erneut und verwenden Sie zwei Objekttrdger desselben Spezimen
von reseziertem Gewebe bzw. eine ausreichende Anzahl Objekftréiger bei
Stanzbiopsien, um eine Fléche von 20 mm? zu erhalten, und wiederholen Sie
die PCR. Wenn das System nach der Re-Extraktion denselben Statusindikator
fir das Spezimen anzeigt, wiederholen Sie den ein zweites Mal. Wenn der
Statusindikator wieder angezeigt wird, ist das Spezimen nicht zur Verwendung
geeignet. Sie sollte als ,,unbestimmt” erfasst und nicht weiter getestet werden.

Plasmaspezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System
denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die DNA
erneut und verwenden Sie 2 ml Patientenplasma. Wenn das System nach der
Re-Extraktion denselben Statusindikator fiir die Probe anzeigt, ist die Probe
nicht zur Verwendung geeignet. Sie muss als ,indeterminate” (unbestimmt)
erfasst und braucht nicht weiter getestet werden. Ziehen Sie eine
Wiederholung des Tests mit einem frischen Blutplasma-Spezimen in Erwégung.
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Kommentare und Vorschlige

Statusindikator “No Cr value” (,Kein Cr-Wert”) bei der T1-Kontrolle (Probe)

Kein amplifizierbares Gewebespezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System
DNA-Template in der Probe  denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die
DNA erneut und verwenden Sie zwei Objekttrdger desselben Spezimen
von reseziertem Gewebe bzw. eine ausreichende Anzahl Objekftréiger bei
Stanzbiopsien, um eine Fléche von 20 mm? zu erhalten, und wiederholen Sie
die PCR. Wenn das System nach der Re-Extraktion denselben Statusindikator
fir das Spezimen anzeigt, wiederholen Sie den ein zweites Mal. Wenn der
Statusindikator wieder angezeigt wird, ist das Spezimen nicht zur Verwendung
geeignet. Es sollte als ,indeferminate” (unbestimmt) erfasst und nicht weiter
getestet werden.

Plasmaspezimen: Wiederholen Sie den Test ein Mal. Wenn das System
denselben Statusindikator ein zweites Mal anzeigt, extrahieren Sie die DNA
erneut und verwenden Sie 2 ml Patientenplasma. Wenn das System nach der
Re-Extraktion denselben Statusindikator fir das Spezimen anzeigt, ist das
Spezimen nicht zur Verwendung geeignet. Sie muss als ,indeterminate”
(unbestimmt) erfasst und braucht nicht weiter getestet werden. Ziehen Sie eine
Wiederholung des Tests mit einem frischen Blutplasma-Spezimen in Erwdgung.
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Kontakt

Technische Hinweise und weitere nitzliche Informationen finden Sie in unserem
Techniksupport-Zentrum unter www.giagen.com/Support. Telefonisch erreichen Sie uns unter
der Rufnummer 00800-22-44-6000. Dariber hinaus ist lhnen das Team vom Technischen
Service oder lhr lokaler Handler gerne behilflich, falls Sie Rat oder weitere Informationen zu
QIAGEN Produkten benstigen (Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder unter

www.giagen.com).
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Symbole

Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden Symbole enthalten:

Symbol Bedeutung des Symbols

Kennzeichnung fir europdische Konformitét

Kit enthalt Reagenzien fir <N> Reaktionen

<

<N>

Verfallsdatum

In-vitro-Diagnostikum

e

Katalognummer
LOT Chargennummer

Materialnummer

0

Komponenten
CONT Enthalt
@l Anzahl

z
~

Vor Lichteinwirkung schitzen

NV
K

Global Trade Item Number (GTIN)

g

R = Revision der Gebrauchsanleitung (Handbuch);
n = Revisionsnummer

Zulassiger Temperaturbereich

o 7

o
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Symbol Bedeutung des Symbols

u Hersteller
Uﬂ Gebrauchsanweisung beachten

A Vorsicht
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Katalog-Nr.
therascreen PIK3CA RGQ Fir 24 Reaktionen: é Reaktionsgemische, 873111
PCR Kit (24) Positivkontrolle, Tag-DNA-Polymerase,

Wasser als NTC und Wasser zur
Probenverdiinnung

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE Fir 50 DNA-Praparationen: QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute® Séulen, Proteinase K, Puffer

und Entnahmerdhrchen (2 ml)

QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
QIAamp DSP Circulating Fir 50 DNA-Praparationen: QlAamp 61504
Nucleic Acid Kit (50) MinElute Saulen, Proteinase K, Puffer

und Entnahmerdhrchen (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM und Zubehér
Rotor-Gene Q MDx 5plex ReakHime PCR Thermocycler und 9002032
HRM Platform HRM-Analysator (fir hochauflésende

Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandlen
(Green, Yellow, Orange, Red, Crimson) plus
HRM-Kanal, Laptop, Software, Zubehér:
umfasst 1 Jahr Garantie auf Teile und
Arbeit, ohne Installation und Schulung
Rotor-Gene Q MDx 5plex Realtime PCR Thermoycycler und 9002033

HRM System HRM-Analysator (fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandalen
(Green, Yellow, Orange, Red, Crimson)
plus HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehdr: umfasst 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit, Installation und Schulung
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PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Loading Block 96 x 0.2 ml
PCR Tubes

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor

QlAvac 24 Plus Vacuum
Manifold

QlAvac Connecting System

Vacuum Pump

1000 dinnwandige Rahrchen fir
1000 Reaktionen mit 20-50 pl

10 x 250 Streifen mit je 4 Réhrchen
und Deckeln, fiir 10.000 Reaktionen

Aluminium-Block fir manuelles Ansetzen
der Reaktion mit einer Einkanal-Pipette in

72 x 0,1-ml-Rdhrchen

Aluminium-Ladeblock fir den manuellen
Reaktions-Setup mit einer Einkanalpipette
in 96 x 0,2-ml-Réhrchen

Fir die Aufnahme von Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml, mit Reaktionsvolumen von
10-50 pl; erfordern einen Locking Ring
72-Well Rotor

Zur Befestigung der Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml, im 72-Well-Rotor

Fir die ctDNA-Aufreinigung

Fir die ctDNA-Aufreinigung

Fir die ctDNA-Aufreinigung; oder
gleichwertige Pumpe zur Erzeugung
eines Vakuums von —800 bis —-900 mbar

981005

981106

9018901

9018905

9018903

9018904

19413

19419
84010

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Haftungsausschliisse finden Sie
im Handbuch oder der Gebrauchsanweisung des jeweiligen QIAGEN-Kits. Handbiicher und

Gebrauchsanweisungen zu QIAGENKits sind unter www.giagen.com abrufbar oder kénnen

beim Technischen Service von QIAGEN oder lhrem &rtlichen Handler angefordert werden.
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Datum Anderungen

RT, Juni 2019 Erstversion

R2, September 2019 Korrektur der Spalte Haufigkeit in Tabelle 15; Korrektur von typographischen
Fehlern; Aktualisierung des Layouts
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen
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Eingeschréinkte Nutzungsvereinbarung fir therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen Kéufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1.

Das Produkt darf nur geméB den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Panel mitgeliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Panels gehérenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zu den Panels gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der mit dem Produkt, diesem Handbuch, bereitgestellten und
in zusdtzlichen, unter www.qiagen.com verfigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusdtzlichen Protokolle wurden von
QIAGEN-Benutzern fiir andere QIAGEN-Benutzer zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN
ibernimmt fiir diese Protokolle keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieses Panel und/oder die mit diesem Panel
durchgefilhrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

Dieses Panel und die zugehérigen Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und diirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

Kéufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittl - und Gerichtsk inklusive Anwaltsgebihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Ei hte im Z t mit dem Kit und/oder seinen Komponenten entstehen.

Hinweis an den Kéufer: Durch den Kauf dieses Produkts erhdlt der Kéufer das beschrénkte, nicht Gbertragbare Recht, nur diese Menge des Produkts zur Durchfihrung
des patentierten Peptid-Nukleinséure-[PNA)-Verfahrens ausschlieBlich fir die in der beiliegenden QIAGEN-Gebrauchsanweisung oder Packungsbeilage beschriebenen,
mit dem gekauften Produkt durchzufihrenden Aktivitdten im Bereich der Humandiagnostik zu verwenden. Mit dem Kauf dieses Produkts erklért sich der Kaufer
einverstanden, von Folgendem abzusehen: (1) das Produkt in irgendeiner Form weiter zu verkaufen; (2) das Produkt fiir Anwendungen in der Forensik zu verwenden;
oder (3) das Produkt fiir andere Zwecke als die in dieser eingeschréinkten Warenzeichen-Nutzungsvereinbarung angegebenen zu verwenden. Weitere Informationen
iiber den Erwerb von Rechten an Patenten der Applied Biosystems LLC erhalten Sie von der Lizenzabteilung von Thermo Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad
CA 92008, USA: Tel. (760) 603-7200: E-Mail outlicensing@lifetech.com.

Aktualisierte Lizenzbedingungen und produkispezifische Haftungsausschliisse finden Sie unter www.qgiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Gruppe); DNAZap™ (Thermo Fisher
Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Eingetragene Marken, Warenzeichen usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdriickliche
Kennzeichnung als gesetzlich geschiitzt.

1116336 Sep-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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