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Kayttotarkoitus

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on readliaikainen kvalitatiivinen PCR4esti fosfatidyyli-inositoli-3-
kinaasin katalyyttisen aliyksikké alfa (PIK3CA) -geenin 11 mutaation havaitsemiseen (eksoni
7: CA20R; eksoni 9: E542K, E545A, E545D [vain 1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R
ja eksoni 20: H1047L, H1047R, H1047Y) kayttamalld genomista DNA:ta (gDNA), joka on
eristetty formaliinilla kiinnitetysté pardfiiniin upotetusta (Formalin-Fixed, ParaffinEmbedded, FFPE)
rinnan kasvainkudoksesta, tai kayttamalla kiertévéd kasvain-DNA:ta (ctDNA) plasmasta, joka on

perdisin rintasydpapotilaiden K2EDTA-antikoaguloidusta ddreisverisuoniston kokoveresta.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi diagnostisena oheistesting
hoitohenkildstén avuksi sellaisten rintasydpépotilaiden tunnistamisessa, joille voidaan antaa
PIQRAY® (alpelisibi) -hoitoa havaitun PIK3CA-mutaatiotuloksen perusteella. Potilaat, joiden
FFPE-kudos- tai plasmandyte tuottaa positiivisen therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -testituloksen
yhden tai useamman PIK3CA-mutaation osalta, voivat saada PIQRAY-hoitoa (alpelisibid). Jos
potilaan plasmandyte tuottaa negatiivisen tuloksen talla testillé, on PIK3CA-mutaatiot testattava

FFPE-kasvainkudosnaytteestd.

FFPE-kasvainndytteet késitellaén QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjalla manuaalista
ndytteen valmistelua  varten.  K2EDTA-antikoaguloidut  Géreislaskimoiden  kokoveren
plasmandytteet kasitelldén QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjalla manuaalista
naytteenvalmistelua varten. Molempien néytetyyppien kohdalla kéytetédn Rotor-Gene Q

(RGQ) MDx 5plex HRM -aitetta automaattiseen monistukseen ja havaitsemiseen.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on farkoitettu in vitro -diagnostiseen kaytdon.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu koulutettujen henkildiden kaytettavaksi

ammattimaisessa laboratorioympdristossa.
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Toimenpiteen rajoitukset

e Tamd kaytdohjeasiakirja on luettava kokonaisuudessaan ja ymmérrettavd, ennen kuin

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa kaytetaan.

e Tuotteella saatujen tulosten tulkinnassa on otettava huomioon kaikki asianmukaiset kliiniset

|5yddkset ja laboratorioloydokset, eika diagnoosia saa tehda yksin testitulosten pohjalta.

® Naytteissd, joiden tulos on No Mutation Detected (Mutaatiota ei havaittu) voi olla
PIK3CA-mutaatioita, joita therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ei havaitse.

® Analyyttiset  ja  kliiniset  suorituskykytiedot  seuraavien  PIK3CA-mutaatioiden
havaitsemisessa: E545A, E545D, Q546E, Q546R ja H1047Y madritettiin kayttamalla
vain keinotekoisia plasmandytteitd (solulinjan DNA:ta lisatty plasmaan), ei kayttamalla

kliinisia naytteita aiotulta kohderyhmalta.

® Mutaatioiden havaitsemiseen vaikuttaa ndytteen eheys ja monistettavissa oleva DNA.
Testitoimenpide on toistettava, jos ndytteessd olevan DNA:n analyysi osoittaa, ettd m&dra
ja/tai laatu ei joko riitd tai pitoisuus on liian suuri mutaatioanalyysid varten.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa kaytetdén PCR-toimenpiteessd. Kuten kaikissa
PCR-toimenpiteissd,  ndytteet  voivat  kontaminoitua  ulkoisista  DNA-Ghteista
testiymparistdssd sekd positiivisen kontrollin sisaltaméasta DNA:sta. Varovaisuutta on
noudatettava, jotta voidaan estdd ndytteiden ja sarjan reagenssien kontaminaatio.

® Jos nayte sisaltaa mutanttialleeleja alle sen prosentin, jonka therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit pystyy havaitsemaan, tuloksena on No Mutation Detected (Mutaatiota ei havaittu).

e Ei ole tiedossa, onko therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla ristireaktiivisuutta (mika
johtaa tulokseen Mutation Detected [Mutaatio havaittu]) muihin PIK3CA-mutaatioihin kuin
sarjan havaitsemiin, biomarkkereina lueteltuihin mutaatioihin.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on kvalitatiivinen testi. Testi ei mahdollista néytteessd

olevan mutanttialleelitiheyden (Mutant Allele Frequency, MAF) kvantitatiivisia mittauksia.

6 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje (kasikirja) 09/2019



® Vaikutusta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan toimintaan ei tunneta, jos
madritystoimenpiteiden aikana syntyy mikrobikontaminaatio. Kéyttdjien on noudatettava
asianmukaista varovaisuutta, jotta ndytteeseen ei padse mikrobikontaminaatiota
testitoimenpiteiden aikana, eikd sarjan komponentteja pida kayttad, jos merkkeja
mikrobikasvusta havaitaan.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on farkoitettu  kaytettavaksi  vain
FFPE-rintasydpdkudoksesta  eristetyn  DNA:n  tai  rintasydpdpotilailta  otetuista
K2EDTA-antikoaguloidusta  &dreislaskimoiden  kokoverindytteistd  valmistettujen

plasmandytteiden kanssa.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi vain QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit -sarjan (kudosnaytteet] tai QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan

(plasmanaytteet) kanssa.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu kaytettavaksi vain, kun kaikkia

reaktioseoksia kaytetaan.

e Tatd tuotetta saavat kéytad ainoastaan henkilét, jotka ovat saaneet erityisopastuksen ja -
koulutuksen in vitro -diagnostisiin toimenpiteisiin ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -
laitteiden kayttoon.

® Tuote on farkoitettu kéytettavaksi vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen realtime
PCR-laitteessa. Taman tuotteen kanssa ei voi kaytad mitaan muuta PCR-aitetta, jossa on
reaaliaikainen optinen tunnistus.

e Optimaalisten tulosten saavuttaminen edellyttaa kaikkien therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
-sarjan  kdyttdohjeessa  (kdsikirjassa) annettujen ohjeiden huolellista  noudattamista.
Reagenssien laimentaminen ei ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn heikkenemiseen.

e Tama kasikirja on tarkoitettu kaytettéviksi Rotor-Gene AssayManager -ohjelmistoversion
2.1 sekd automaattisen mutaatiotilan paattamisen kanssa.

o Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja efikefteihin painetut viimeistd kayttdpdivamadraa ja
sdilytysta koskevat ohjeet on huomioitava. Ald kéytd vanhentuneita tai virheellisesti

sailytettyj@ komponentteja.
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Tiivistelma ja festin kuvaus

Fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasin (Phosphatidylinositol 3-Kinase, PI3K) signalointireitti sadtelee
erilaisia solutoimintoja, mukaan lukien solujen lisGéntymistd, eloonjadntia, proteiinisynteesin
translationaalista sadtelyd, glukoosiaineenvaihduntaa, solujen migraatiota ja angiogeneesia
(1). PIK3CA-geenin (fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasin katalyyttinen aliyksikkd alfa) somaattisten
missense-mutaatioiden aktivoitumista, mika liséa PI3Ka-proteiinin kinaasiaktiviteettia, on
havaittu kasvainkudoksissa, ja se on yhdistetty solujen transformaatioon monissa eri ihmisen

sydvissd (2), mukaan lukien hormonireseptoripositiivisessa (HR+) rintasydvassa (3).

Rintasydpa on yleisin naisilla diagnosoitu syopa ja toiseksi tarkein sydpadn liittyvien kuolemien
syy (4). Vuonna 2018 arvioitiin, ettd 266 120 naisella diagnosoitaisiin  rintasydpd
Yhdysvalloissa (miké edustaa noin 30 %:a kaikista naisten sydvistd) ja ettéd kuolemantapauksia
olisi 40 920 (5). Euroopassa 92 700 naisen ennustettiin kuolevan rintasyép&dn vuonna
2018 (6). Miehilla rintasydpa on harvinaista, ja rintasydpddiagnooseja miespotilailla on

< 1 % (4); hoitosuositukset ovat kuitenkin samat molemmille sukupuolille.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on reaaliaikainen kvalitatiivinen PCR in vitro -
diagnostinen festi, joka tehddén Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella. Siing kaytetaan
alleelin refraktaarisen mutaatiojériestelmén (Allele Refractory Mutation System, ARMS)
alukkeita, hydrolyysikoettimia ja PCR-sidontatekniikoita PIK3CA-onkogeenin 11 mutaation
(Taulukko 1) havaitsemiseen eksoneissa 7, 9 ja 20 verrattuna taustan villityypin (Wild-
Type, WT) DNA:han.

8 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje (kasikirja) 09/2019



Taulukko 1. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan médrityskohteet

Eksoni Mutaatio COSMIC*-tunniste Emasijdrjestyksen muutos
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 ASG
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Menetelman toimintaperiaate

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja koostuu kuudesta erillisestd PCR-monistuksen

reaktioseoksista:

e Viisi mutaatiokohtaista reaktiota, jotka kohdistuvat PIK3CA-geenin eksoneihin 7, 9 ja 20
® Yksi kontrollireaktio, joka kohdistuu eksoniin 15

Sarjan tarkeimmat osat on esitelty alla.
Mutaatioiden tunnistamiseen tarkoitetut reaktioseokset

Mutatoitunut DNA monistetaan selektiivisesti ja havaitaan mutaatiospesifisillé reaktioseoksilla
kdyttamalla mutaatiospesifisic ARMS-alukkeita, koettimia (hydrolyysikoettimia ja lyhyitd,
erittdin spesifisia koettimia) sek& PCR-kiinnittimid. Mutaatioreaktioita havaitaan Rotor-Gene Q

MDx 5plex HRM -laitteen Green-, Yellow- ja Crimson-kanavissa.

ARMS

Alleelispesifinen  monistus  tapahtuu  kéyttamalla  ARMS+ekniikkaa, jossa  hyddynnetddn
TagDNA-polymeraasin kyky& erottaa vastaavuudet ja epévastaavuudet PCR-alukkeen 3'-padssd.
Kun alukkeen vastaavuus on taydellinen, monistus jatkuu taydella teholla. Kun 3-p&dn emas ei ole
vastaava, ilmenee vain matalan tason taustan monistusta. Siten mutatoitunut sekvenssi monistuu

selektiivisesti jopa nayteissd, joissa suurimmassa osassa DNA:ta mutaatiota ei ole (Kuva 1).
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WT O — Vahdn monistumista
tai ei ollenkaan

Mutantti = — Monistuminen

Mutantti 1 O —> Vahdn monistumista
tai ei ollenkaan

O WT-sekvenssi  ¥¥ Kohdemutanttisekvenssi © Muu mutanttisekvenssi

Kuva 1. Spesifisen mutaation tunnistus ARMS PCR:ll&. WT: villityyppi Q—F: kaksivérikoetin. 5: Etu- ja taka-alukkeet.

Hydrolyysikoettimet

Hydrolyysikoettimet kiinnittyvét tietyn alukejoukon monistamalla DNA:n alueella. Kun
Tag-polymeraasi laajentaa aluketta ja syntetisoi syntyvad juostetta, Tag-polymeraasin 5'-3"
eksonukleaasiaktiviteetti  hajottaa  koetinta, mikd johtaa fluoroforin  vapautumiseen

ja fluoresenssiemissioon.

Fluoresenssisignaalin voimistuminen havaitaan vain, jos kohdesekvenssi on komplementaarinen

alukkeisiin ja koeftimeen nahden ja taten monistuu PCR-ajon (Kuva 2) aikana.
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Kuva 2. Hyrdolyysikoettimien reaktioperiaate.

PCR-kiinnitin

PCR-kiinnittimet mahdollistavat mutanttialleelin selektiivisen monistuksen. PCR-kiinnittimet, jotka
vastaavat taysin villityypin sekvenssid, sitoutuvat villityypin mallineeseen ja estévat monistuksen
hairitsemalla alukkeen pitenemista. PCRkiinnittimen 3"-pdaa on estetty lisaamalla fosfaattiryhmé

estdmaan villityypin sekvenssin pitenemistd (Kuva 3).
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WT 0 p Véhan monistumista
Q F oo tai ei ollenkaan
Mutantti e —  Monistuminen
Q Ft—
0 WT-sekvenssi ¢ Kohdemutanttisekvenssi

3'fosfaattioligonukleotidi (KIINNITIN)

Kuva 3. PCR-kiinnitintekniikka. WT: villityyppi Q—F: kaksivarikoetin. 5: Etu- ja taka-alukkeet.

Kontrollireaktio

Kontrollireaktioseos (putki 1) sisaltda etu- ja taka-alukkeen ja merkityn koettimen (joka
havaitaan Green-kanavassa) PIK3CA-geenin eksonin 15 lyhyen sekvenssin monistamiseen.
Kontrollireaktiolla m&éritetGén, onko ndytteessd sopiva taso monistettavissa olevaa DNA:ta,

ja se on myds yksi tekija mutaatiotilan maarittavissa analyyttisissa laskelmissa.

Sisdinen kontrolli

Kukin reaktioseos sisdltad sisdistd kontrollia, joka havaitsee reaktion epdonnistumisen
(esim. inhibiittoreiden  lasndolon  vuoksi).  Sisdisessd  kontrollissa  on  ei-PIK3CA-
oligonukleotidikohdesekvenssi, merkitsem&ttémat etu- ja taka-alukkeet sekéa hydrolyysikoetin,

joka on merkitty oranssilla fluoroforilla.

Positiivinen kontrolli

Positiivinen kontrolli (putki PC) sisaltaa viiden plasmidin seosta. Plasmidit edustavat kutakin
11 mutaatiosta seka kontrollia. Mutaatioiden havaitseminen hyvaksyttévissa rajoissa vahvistaa

sarjan kunkin reaktioseoksen toimimisen oikein.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéytdohje (kasikirja) 09/2019 13



Negatiivinen kontrolli

Malliton kontrolli (putki NTC) sisaltaé nukleaasitonta vettd kaytettévéksi malliton kontrolli (NTC)
-reaktiossa. NTC toimii negatiivisena kontrollina ja tunnistaa mahdollisen kontaminaation

madrityksen valmistelun yhteydessa.

Naytteen laimennin

Naytteen laimennin (putki Dil.) siséltda nukleaasitonta vetté.
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Alusta ja ohjelmisto

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu kaytettavaksi erityisesti Rotor-Gene Q

MDx -laitteen ja sellaisen tietokoneen kanssa, johon on asennettu

® Rotor-Gene AssayManager® versio 2.1

e Gamma Plug-in, versio 1.0.0

e therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile -mddaritysprofiilin versio 1.0.1 kudosnéytteiden
analysointiin

o therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile -mé&dritysprofiilin versio 1.0.1 plasmanéytteiden

analysointiin.

Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kdyttéoppaasta tietoja Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM -laitteesta. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta on yllapidettava kaytdéoppaan

vaatimusten mukaisesti.

Katso Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaasta ja Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -lisGosan kdyttéoppaasta lisdtietoja ohjelmistosta.

Ajon parametrit

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteisiin on ohjelmoitu erilaisia jakson parametrejd (tai ajoja)
therascreen PIK3CA Assay Profile -madaritysprofiilien avulla. Madritysprofiilit - sisaltavat

PCR-ajon parametrit ja laskevat tulokset. Maarityksen PCR-parametrit ovat seuraavat:

e Pida 95 °C:n lampétilassa 15 minuuttia, jotta Tag DNA -polymeraasi aktivoituu.

® 45 jakson PCR 95 °C:ssa 30 sekunnin ajan denaturointia varten ja 60 °C:ssa 1 minuutin

ajan kiinnitystd ja laajennusta varten.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

laimennukseen)

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéyttsohje (kdsikirja)

Tuotenumero 873111
Reaktioiden méard 24
Sisailts Korkin véri Maéré
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA-reaktioseos 1) Punainen 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA-reaktioseos 2) Violetti 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA-reaktioseos 3) Oranssi 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA-reaktioseos 4) Keltainen 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA-reaktioseos 5) Vihred 750 yl
PIK3CA Reaction Mix 6 (PIK3CA-reaktioseos 6) Sininen 750 pl
Taq DNA -polymeraasi (Taq) Mintunvihred 85yl
PIK3CA Positive Control (PC) (PIK3CA positiivinen kontrolli) Beige 250 pl
Water for No Template Control (NTC) (Vetté mallitomaan Valkoinen 1,9 ml
kontrolliin)

Nuclease-free water for Dilution (Dil.) (Nukleaasitonta vettd Valkoinen 1,9 ml
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen

Varmista ennen kayttod, eftd laitteet on tarkistettu ja kalibroitu valmistajan suositusten mukaan.

Reagenssit

e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, tuotenro 60404, katso DNA:n eristys
FFPE-naytteista, sivu 27) tai QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN,
tuotenro 61504, katso DNA:n eristys plasmanaytteistd, sivu 27)

e DNAZap™-PCR-hajotusliuokset

e Distel High Level Laboratory Disinfectant ja isopropyylialkoholipesuaine (IPA)

Tarvikkeet

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps kaytettévaksi 72-kuoppaisen roottorin kanssa (QIAGEN,
tuotenumero 981103 tai 981106)

® Nukleaasittomat, heikosti DNA:ta sitovat mikrosentrifugiputket p&dseosten valmistusta

varten

® Nukleaasittomat pipetinkdriet, joissa on aerosoliesteet

Valineet

® Permanenttussi

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -alusta (tuotenro 9002032) tai Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -jarjestelma (tuotenro 9002033) * T

* Varmista, eftd vélineet ja tarvikkeet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

t Joissakin maissa voidaan tilanteen mukaan kéyttéd Rotor-Gene Q 5Splex HRM Haitetta, jonka valmistuspdivéa on
toukokuussa 2011 tai myshemmin. Valmistuspéivamaara kéy ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta.
Sarjanumero on muodossa “kkvvnnn”, jossa “kk” on valmistuskuukausi, “vww" on valmistusvuoden kaksi viimeista
numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in ja therascreen_PIK3CA_FFPE Assay
Profile- ja/tai therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile -madritysprofiili

tarkoitukseen sopivia pipettejd* (sdadettdvid) néytteen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavia) PCR-padseoksen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavid) malli-DNA:n annosteluun
Roottorillinen pdytdmallinen sentrifugi* 1,5 ml:n putkille

Lampdsekoitin*, kuumennettava ravistava inkubaattori*, kuumennuslohko* tai vesihaude?*,
joka mahdollistaa inkuboinnin 56, 70 ja 90 °C:ssa.

QlAvac 24 Plus tyhjioputkisto (tuotenro 19413)
QlAvac Connecting System (tuotenro 19419)

Vacuum Pump (tuotenro 84010) tai vastaava pumppu, jolla voidaan tuottaa
-800...-900 mbarin tyhjic

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, alumiinilohko manuaaliseen reaktion valmisteluun
(QIAGEN, tuotenro 9018901)

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, alumiinilohko manuaaliseen reaktion valmisteluun,
sis. yksikanavainen pipetti 96 x 0,2 ml:n PCR-putkissa (QIAGEN, tuotenro 9018905)
72-Well Rotor, Strip Tubes and Caps, 0.1 ml +tuotteille, joiden reaktiotilavuus on 10-50 yl;
edellyttaa Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, tuotenro 9018903) -tuotetta

Locking Ring 72-Well Rotor, Strip Tubes and Caps, 0.1 ml -tuotteiden lukitsemiseen
72-Well Rotor -aitteeseen (QIAGEN, tuotenro 9018904)
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu koulutettujen henkildiden kaytettavaksi

ammattimaisessa laboratorioympdristossa.

Kemikaalien  kanssa  tydskenneltéessé  on  aina  kaytettdvd  laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista
(Safety Data Sheets, SDS). Ne ovat saatavilla kéatevéssa ja kompaktissa PDF-muodossa
osoitteessa  www.qiagen.com/safety, jossa voidaan tarkastella ja tulostaa  kaikkien
QIAGEN:-sarjojen ja sarjakomponenttien kayttéturvallisuustiedotteita.

Kaytettavaksi vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kanssa.

Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen turvallisuustiedot laitteen mukana toimitetusta

kayttdoppaasta.
Vain kudosnéytteet: Kéytettévéksi vain QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kanssa.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit sarjan (tuotenro 60404) turvallisuustiedot ovat QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kdsikirjassa.

Vain plasmandytteet: Kéytettcvaksi vain QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan kanssa.

QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan (tuotenro 61504) turvallisuustiedot ovat
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan késikirjassa.
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Yleiset varotoimet

Testi on farkoitettu kaytettdvaksi FFPE-rintasydpdkudosnaytteisiin tai rintasydpdpotilailta

saatuihin K2EDTA-plasmanaytteisiin.

Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. FFPE-néytemateriaali
ja siitd valmistetut nukleiinihapot eivét todenndkaisesti aiheuta infektiovaaraa, mutta
kaikkia plasmanéytteita tulisi késitelld mahdollisesti vaarallisina. Laitoksen omia terveys- ja

turvallisuustoimenpiteitd taytyy aina noudattaa.
Havita naytteet ja madrityksen jate paikallisten turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti. Ala
laimenna reagensseja enempdd, koska seurauksena saattaa olla  suorituskyvyn

heikkeneminen. Alé kaytd alle 25 pl:n reaktiotilavuuksia (reaktioseos + ndyte).

Kaikki therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu
kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaan
sisdltyvien reagenssien kanssa. Ald korvaa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
reagensseja tai vaihda niitd muiden therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjojen

reagenssien kanssa, silla tama voi vaikuttaa suorituskykyyn.

Kayta vain Tag DNA -polymeraasia (Tag-putki), joka toimitetaan therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarjan mukana. Alg korvaa Tag DNA -polymeraasia muiden QIAGEN:-sarjojen
polymeraaseilla tai muiden toimittajien Tag DNA -polymeraaseilla.

Katso Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -laitteen kayttoppaasta lisGvaroitukset, varotoimet
ja toimenpiteet.

Alg kéyta vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja komponentteja.

Noudata &&rimmdistd varovaisuutta, jotta kontrolli- ja reaktioseosreagenssit eivat

kontaminoidu positiivisessa kontrollireagenssissa olevien synteettisten materiaalien kanssa.

Noudata Garimmdistd varovaisuutta, jotta néytteiden vélilla ei tapahdu ristikontaminaatiota.

Sulie putket korkeilla viipymattd kunkin néytteen lisGamisen jalkeen.
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e Dekontaminoi latauslohko huolellisesti ennen sen kéayttamista mddrityksen pddseosten
valmistamisessa. DNAZap-PCR-hajotuslivosten kayttda ja sen jalkeen Distel High Level
Laboratory Disinfectant -aineen ja IPA-pesun kayttéd suositellaan. Latauslohkon téytyy olla
kuiva ennen kaytoa.

e Kaytd reaktioseosten valmistuksessa ja positiivisen kontrollin reagenssien lisdamisessé
tarkoitukseen sopivia, erillisia pipetteja.

e Valmista ja annostele reaktioseokset eri paikassa kuin missa lisGét positiivista kontrollia.

® Reaktioseoksen reagensseihin sisdllytetyt fluoresenssimerkityt molekyylit ovat herkkic
valolle. Valta valon aiheuttama valkaisu suojaamalla kontrolli- ja reaktioseosten reagenssit
valolta.

e Alg avaa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta, ennen kuin ajo on padttynyt.

e Alg avaa Rotor-Gene Q -putkia, ennen kuin ajo on padttynyt.

e Varmista, ettd testaat oikean ndytteen. Varo vaarén ndytteen kdyttamistd, latausvirhetta

ja pipetointivirheitd.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja toimitetaan pakattuna hiilihappojadhan, ja sen on
oltava jaG&ssd toimitushetkelld. Jos therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja ei ole
vastaanottohetkelld jGdssa tai jos ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana tai jos toimitus ei
sisélld lahetysluetteloa, kayttdohjetta tai reagensseja, ota yhteyttd QIAGENin tekniseen

palveluun tai paikalliseen jalleenmyyjadn (katso lisdtietoja osoitteesta www.qgiagen.com).
Sailytysolosuhteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on varastoitava valittdmasti vastaanoton jalkeen tasaisessa

-30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna.

Kyseisissd olosuhteissa sdilytetty therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on stabiili mainittuun

vanhenemispdivadn asti.
Stabiilius

Avatut reagenssit voidaan sdilyttaa alkuperdispakkauksissaan -30...-15 °C:n lampétilassa
12 kuukautta pakkauksessa olevaan vanhenemispdivadn asti. Sarjan toistuvaa sulattamista

ja pakastamista on valtettava. Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintdaan viisi.

Reagensseja on sulatettava huoneenldmmadssa vahintaan 1 tunti (ja enintéan 4,5 tuntia) ennen
kéayttda. Kun reagenssit ovat valmiit kéytettéviksi, PCR-reaktiot voidaan valmistella. Rotor-Gene
Q -putket, joissa on padseokset ja ndytteen DNA, on ladattava Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen
valitdmasti. Kokonaisaika PCR:n valmistelun aloittamisesta ajon alkuun ei saa olla yli

7,5 tuntiq, jos se tehddan huoneenlammdssa.
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Huomautus: tamé aika sisaltaa sekd PCR:n valmistelun ettd sdilytyksen.

Huomautus: Reaktioseoksen reagensseihin sisdllytetyt fluoresenssimerkityt molekyylit ovat
herkkia valolle. Valta valon aiheuttama valkaisu suojaamalla kontrolli- ja reaktioseosten

reagenssit valolta.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimenneftu optimaalisesti, eikd

lisapuhdistusta tai -kasittelya tarvita ennen niiden kayttamista.

Kaikki osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista kayttopdivamaaraa ja sailytysta
koskevat ohjeet on huomioitava. Ald kdytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
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Naytteiden séilytys ja kasittely

Naytteiden kasittely: Kudos

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on tarkoitettu kéaytettdviksi FFPE-kasvainkudosndytteistd
eristetyn gDNA:n seka rintasydpdpotilaiden ydinneulabiopsialla (Core Needle Biopsy, CNB)
otettujen néytteiden kanssa. Kasvaimet ovat heterogeenisia seké genotyypin ettd fenotyypin
osalta. Mutaatiopositiiviset kasvaimet voivat sisaltaa villityypin DNA:ta ja samoin histologia

voi osoittaa ei-kasvainkudosalueita.
Kudosnéaytteiden valmistelu DNA:n eristdmiseen:

o Kaytd vakiomateriaaleja ja -menetelmia kiinnittdmadn kudosnéyte 10-prosenttiseen neutraaliin
formaliinipuskuriin (Neutral Buffered Formalin, NBF) seké upota kudosndyte pardfiiniin. Leikkaa

mikrotomilla sarjassa 5 pm:n paloja pardfiinilohkosta ja aseta ne objektilaseille.

® Anna koulutetun henkildn (esim. patologi) arvioida hematoksyliini- ja eosiinivérjétty (H&E)
pala kasvaimesta ja efektiivinen kasvaimen alue (Effective Tumor Area, ETA). Merkitse
varjatty objektilasi, jotta voit m&drittaa mielenkiintoalueen (Region Of Interest, ROI). Kayta

DNA:n eristémiseen sarjapaloja.
Huomautus: Varijdttyjd osia ei saa kéayttdd DNA:n uuttamiseen.

® Raaputa ylim&ardinen pardfiini pois kudoksesta kayttamattomalla, steriililla skalpellilla.

Havita skalpelli sen jalkeen.

HUOMIO | Kayta kuivia skalpellejo. Ald tee tata tydvaihetta

laminaarivirtauksessa tai vetokaapissa.

® Raaputa kasvainkudos objektilaseista merkittyihin mikrosentrifugiputkiin. Kéytd jokaiselle

naytteelle uutta skalpellia.

Merkitse, kasittele ja sailyta eristdmiseen valmiita kasvainnaytteitd, lohkoja, objektilaseja,

ndytteitd ja mikrosentrifugiputkia kontrolloidulla tavalla paikallisten kéytantdjen mukaan.
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FFPE-kasvainkudoksesta resektoitujen naytteiden ja FFPE CNB -naytteiden (Kuva 4) kayttodn

on kaksi erillista tydnkulkua.

A

CNB
> 20 mm%n Lisapalat, jotta saavutetaan
efektiivinen kasvainalue B — efektiivinen > 20 mm2n

(Effective Tumor Area, ETA) ETA (maks. 6 objektilasia)

I

Kylla
1 pala

‘ Kylla

J G
CNB-néytteiden DNA:n eristys | € 6 palaa

B
Resektiot

> 10 % mielenkiintoalueen . Makrodissekfio

kasvainsisallosta

I
Kylla

v

2 palaa

l

DNA:n eristdminen

Kuva 4. Kliinisen ndytteen puhdistustydnkulku kéytettévéksi therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan yhteydessd.

A

Kylla

A: FFPE CNB. B: FFPE-kasvainkudoksesta resektoidut néytteet.
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Naytteiden kasittely: Plasma
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu kaytettavaksi K2EDTA-antikoaguloiduista

plasmandytteistd eristetyn rintasydpdpotilaiden DNA:n kanssa. Kaikkia plasmanéytteitd on

kasiteltdva mahdollisesti vaarallisina.

K2EDTA-verindyteputkiin ofettu Gdreislaskimoiden kokoveri on kasiteltéva niin, ettd plasma
saadaan neljan tunnin sisélla verindytteen otosta. Mikdli niin ei tehdd, ndytteen genominen
DNA voi kontaminoitua. Lisétietoa plasman erottamisesta kokoverestd on QIAamp DSP

Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan késikirjan liitteessd A.

Plasmanaytteitd on sailytettava lampétilassa —80 °C. Kaikkien pakastettujen plasmandytteiden

on annettava tasaantua huoneenldmpdisiksi ennen kaytoa.

Merkitse, kasittele ja sdilytd eristdmiseen valmiita ndytteitd  ja  mikrosentrifuiputkia

kontrolloidulla tavalla paikallisten kaytantdjen mukaan.
Naytteiden sailytys

Ennen DNA:n eristamista FFPE-lohkot ja objekfilasit on sailytettava huoneenldmméssa (15-25 °C)
ja plasma on séilytettava lampétilassa ~80 °C. DNA:ta voidaan sdilyttdd eristémisen jélkeen ennen
testausta. Taulukko 2 ja Taulukko 3 sisdltévét ohjeita ndytteiden ja eristetyn DNA:n pisimmistd

suositelluista sdilytysajoista ja -olosuhteista.

Taulukko 2. FFPE-kudoksesta eristetyn gDNA:n suositellut silytysajat

Saiilytys Pisin suositeltu séilytysaika
Pakastin (<30..-15 °C) 5 viikkoa

Jadkaappi (2-8 °C) 1 viikko

Pakastin (-80 °C) 33 kuukautta
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Taulukko 3. Plasman ja plasmasta eristetyn ctDNA:n suositellut sdilytysolosuhteet ja -ajat

Néyte Sdilytys Pisin suositeltu sdilytysaika

Plasma Pakastin (-80 °C) 11 kuukautta

Eristetty ctDNA Pakastin (-30...-15 °C) 4 viikkoa
Menetelma

DNA:n eristys FFPE-nGytteista
DNA on eristettdvé QlAmp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan avulla (tuotenro 60404).

Huomautus: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja on kehitetty kayttamélla QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit -sarjalla eristettyd DNA:ta. Mitdén muuta DNA:n eristdmistuotetta ei

saa kayttaa.

Tee DNA:n eristys QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kasikirjan ohjeiden mukaan,

mutta huomioi seuraavat:

e Kayta seuraavissa osissa suositeltua objektilasimadrad ja eluutiotilavuutta (FFPE-kudoksen
resektiondytteet (RES) ja FFPE-kudoksen CNB-ndytteet tamén kasikirjan sivulla 28).

® Jos ensimmdisen sentrifugoinnin jdlkeen kudos ei ole muuttunut rakeiseksi, tee

liséisentrifugointi.
e Kayta kaikissa vaadituissa vaiheissa molekyylibiologiaan soveltuvan luokan etanolia*.

e Etanolin poistamisen jalkeen inkuboi avointa putkea ldmpétilassa 15-40 °C 10 minuutin

ajan, jotta jaljelle jaanyt etanoli voi haihtua.

* Alg kdyta denaturoitua alkoholia, joka sisdltaa muita aineita, kuten metanolia tai metyylietyyliketonia.
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FFPE-kudoksen resektiondytteet (RES)

® Jos resektiondytteissé on > 10 % kasvainsisaltéa mielenkiintoalueella (region of interest,

ROI), raaputa koko kudoksen alue kahdesta palasta (4-5 pm) merkittyihin
mikrosentrifugiputkiin kéyttémalla vutta skalpellia kullekin néytteelle. Jos resektiondytteissa
on <10 % kasvainsisaltéd mielenkiintoalueella, tee makrodissektio ja raaputa vain
kasvaimen mielenkiintoalue kahdesta palasta  merkittyihin  mikrosentrifugiputkiin

kayttamalla uutta skalpellia kullekin naytteelle.
Resektoituja kudosnaytteita on liotettava proteinaasi K:ssa 1 tunnin ajan.

Resektiondytteiden puhdistettu gDNA on eluoitava 120 pl:aan Buffer ATE -puskuria
(toimitetaan QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana), kun niitd on inkuboitu

10 minuuttia kolonnissa.

FFPE-kudoksen CNB-ngytteet

CNB-ngytteista on kaytettava riittévad maaréd 4-5 pm:n paloja, jotta saadaan minimi
tarvittu efektiivinen kasvainalue (Effective Tumor Area, ETA) 20 mm? enintddn kuudesta
palasta. Kéytd pienintd mahdollista palaméérda (1-6) 20 mm2:n ETA:n saamiseen.

Naytteet, joista 20 mm?2:n kasvainaluetta ei saada enintGdn kuudesta palasta, on testattava

kuudella palalla.
CNB-ndytteitd on liotettava proteinaasi K:ssa 1 tunnin ajan.

CNB-naytteiden puhdistettu Genominen DNA on eluoitava 70 pl:aan Buffer ATE -puskuria
(toimitetaan QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan mukana), kun niitd on inkuboitu

10 minuuttia kolonnissa.
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DNA:n eristys plasmandytteista

DNA on eristettcva kayttdmallad QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjaa (tuotenro 61504)

seuraavien, ctDNA:n puhdistamista plasmandytteistd koskevien ehtojen mukaisesti.

Huomautus: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sarja on kehitetty kayttamalla QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit -sarjalla eristettyd DNA:ta. Mitaén muuta DNA:n eristdmistuotetta

ei saa kayttaa.

Tee DNA:n eristys QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjan kdsikirjan klassista

menetelmad koskevien ohjeiden mukaan, mutta huomioi seuraavat:

® Plasman alkumddrd on 2 ml.

e Kun saatavilla ei ole 2 ml:a, s6ddé madrd 2 ml:aan kayttamalla fosfaattipuskuroitua
keittosuolaa (Phosphate Buffered Saline, PBS).

e Kaikki sentrifugointivaiheet on suoritettava huoneenlamméssa (15-25 °C).

e Katkaise tyhijion virta vaiheiden valillg, jotta voit varmistua yhdenmukaisesta ja tasaisesta

tyhijidsta protokollan eri vaiheiden valilla.
® Proteinaasi K:n maaran on oltava 250 pl.

® Puhdistettua ctDNA:ta on uutettava 70 pl:aan Buffer AVE -puskuria (siséltyy QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit -sarjaan).

e QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -sarjaa saa kayttad vain manuaalisesti.
e Kaéyta kaikissa vaadituissa vaiheissa molekyylibiologiaan soveltuvan luokan etanolia. *
e Sdilytd puhdistettu ctDNA lampétilassa -30...-15 °C.

Huomautus: Kaikki therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan testit tuottavat lyhyita
PCR-tuotteita. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja ei kuitenkaan toimi voimakkaasti
fragmentoituneen DNA:n kanssa. Eristetyn DNA:n pitdisi olla tyskentelykontrollin Cr-arvon

alueella (> 24,68 ja < 31,68, jotta nayte on kelvollinen.

* Ala kéyté denaturoitua alkoholia, joka siséltéa muita aineita, kuten metanolia tai metyylietyyliketonia.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéytdohje (kasikirja) 09/2019 29



PIK3CA-mutaatioiden havaitseminen

Tama protokolla koskee PIK3CA-mutaatioiden havaitsemista.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Enintadn 24 naytettd voidaan arvioida nelj@ssa ajossa kayttamalla kussakin sarjassa
olevaa PIK3CA-reaktioseosta. Optimaalinen mé&ard on nelié ajoa, kun jokainen ajo
sisaltda enintadn kuusi naytetta. Jos ndyte-erakoko on pienempi, therascreen PIK3CA RGQ

PCR Kit -sarjalla voidaan testata pienempi madra naytteitd.

Ndytteen testaamiseen on kaytettavd kaikkia therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjassa
olevia reaktioseoksia.

Ei ole mahdollista analysoida sekoitettuja néyte-erid, jotka ovat perdisin saman PCR-ajon
kudos- ja plasmandytteistd; PCR-erien taytyy koostua kokonaisuudessaan kudosperdisista
nayfteista tai kokonaisuudessaan plasmaperdisista naytteista.

Alg vorteksoi Taq DNA -polymeraasia (Tag-putki) tai mitaan Tag DNA -polymeraasia
sisaltavaa seosta, silla se saattaa inaktivoida entsyymin.

Pipetoi Tag DNA -polymeraasi asettamalla pipetin karki varovasti aivan nestepinnan

alapuolelle, jotta kérjen ulkopinnalle ei paase liikkaa entsyymia.

Ennen kuin aloitat

Varmista, ettd ajot tehd&dn Rotor-Gene AssayManager v2.1:lla, Gamma Plug-in-iséosalla
ja joko therascreen PIK3CA _FFPE Assay Profile -madritysprofiililla (kudosnaytteet] tai
therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile -madritysprofiililla (plasmanéytteet). Varmista,
ettd asianomainen ohjelmisto on asennettu ennen ensimmdaista Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -laitteen kayttdkertaa ja noudata asianmukaisia ohjeita ajon aloittamisesta ja tietojen

analysoimisesta (PIK3CA-mutaatioanalyysiajon tekeminen sivulla 36).
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® Ennen jokaista kayttkertaa kaikkia reagensseja, mukaan lukien Tag DNA -polymeraasia
(putki Tag) jo DNA-néytteitd, on sulatettava huoneenldmméssé (15-25 °C) vahintaan
yhden tunnin (ja enintddn 4,5 tunnin) ajan, kaanneltava 10 kertaa ja kaytettava

sentrifugissa hetken aikaa, jotta putkien sisdltd vaipuu putken pohjalle.

® Varmista, etté PCR:n latauslohko on asianmukaisesti dekontaminoitu (katso Yleiset varotoimet,

sivu 20) ja kuiva.

Menetelmd

1. Sulata kaikkia reaktioseoksia, mallittoman kontrollin vettd, Tag DNA -polymeraasia,
PIK3CA positiivista kontrollia ja DNA-néytteitd huoneenldmméssa (15-25 °C) vahintaan

1 tunti ja enintdén 4,5 tuntia.

2. 1 tunnin kuluttua sekoita kaikki reagenssit perusteellisesti kadntelemalld kutakin putkea
10 kertaa, jottei putkiin muodostu paikallisia suolakonsentraatioita. Kayta kaikkia

reagensseja hetki sentrifugissa, jotta putken sisdltdé vaipuu putken pohialle.

Huomautus: Alé vorteksoi Tag DNA -polymeraasia (Tag-putki) tai mitdén Tag DNA -

polymeraasia sisdltavad seosta, sillé se saattaa inaktivoida entsyymin.

3. Merkitse kuusi mikrosentrifugiputkea (eivat sisélly toimitukseen) Taulukko 4:n ohjeiden
mukaisesti. Valmista riittdvé maard padseoksia (kontrolli- ja mutaatioreaktioseos) sekd
Tag DNA -polymeraasia DNA-néytteitd varten, yksi PIK3CA positiivinen kontrollireaktio
ja yksi malliton kontrollireaktio Taulukko 4:n mé&éarien mukaisesti.

Paaseokset sisaltavat kaikki PCR:&4& varten tarvittavat komponentit néytettd lukuun

ottamatta.

Huomautus: valmistettaessa pddseosta kontrolli- tai mutaatioreaktioseokseen tarvittava
m&ard lisétadn asianomaiseen putkeen ensin ja Tag DNA -polymeraasi lisatadan

viimeiseksi.
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Taulukko 4. Testin pééseosten valmistaminen

Reaktioseosputki

Reaktioseoksen mddrd (n* + 3)

Taq DNA -polymeraasin médré (n* + 3)

Putki RM 1
Putki RM 2
Putki RM 3
Putki RM 4
Putki RM 5
Putki RM 6

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

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

n = DNA-ngytteiden maara Arvon n ei pitdisi olla suurempi kuin kuusi, koska kuusi on kerralla ajoon mahtuvien

ndytteiden enimméismdaard. Sisaltaa kolme ylimaaraista reaktiota, jotta voidaan varmistaa riittévé ylimaara PCR:n

valmistelulle ja kontrolleille.

4. Pane korkki pdadseoksen putkeen ja kadntele 10 kertaa, jotta pddseos sekoittuu

perusteellisesti. Kéyta lyhyesti sentrifugissa, jotta seos laskeutuu putken pohijalle.

5. Heti kun padseokset ovat valmiit, aseta riittava maara PCR 4-liuskaputkia (kussakin

liuskassa on nelj@ putkea; némé eivét sisdlly toimitukseen) latauslohkoon Taulukko 4:n

asettelun mukaisesti. Ala pane liuskaputkiin korkkeja. Lisaa valittomasti 20 pl sopivaa

pddseosta jokaiseen PCR-liuskaputkeen.

Huomautus: jata korkit muovisailidén mydhempad kaytéa varten.

Huomautus: Taulukko 4 sisiltdd putken asettelun reaktioseosten valmistelun tueksi.
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Taulukko 5. Ajoasettelu latauslohkossa PIK3CA-mutaatioiden havaitsemista varten

Kontrollit Néytteen numero
Madritys

PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Putki RM 1 1 9 17 25 33 41 49 57 E
Putki RM 2 2 10 18 26 34 42 50 58 E
Putki RM 3 3 11 19 27 35 43 51 59 E
PutkiRM 4 | 4 12 20 28 36 44 52 60 E
Putki RM 5 S) 13 21 29 37 45 53 61 E
PutkiRM 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

Huomautus: Jokaisessa putkessa on oltava yhteensé 25 pl:n reaktiotilavuus (20 pl pédseosta, joka on valmisteltu Taulukko 4:n
mukaan, sekd 5 pl NTC-/ndyte-/PClivosta). Numerot ilmaisevat paikat latauslohkossa ja lopulliset paikat roottorissa. E: Tyhjé.

6.

Lisaa valittémasti 5 pl mallittomaan kontrolliin tarkoitettua vettd NTC-putkiin (putkipaikat

9-14) ja pane putkien korkit paikoilleen.

. Liséa 5 pl kutakin DNA-ngytettd néyteputkiin ja pane putkiin korkit heti kunkin néytteen

lisaamisen jalkeen, jotta ndytteiden valinen ristikontaminaatio estyy.

. Lisaa 5 pl PIK3CA positiivista kontrollia PC-putkiin (putkipaikat 1-6) ja pane putkien korkit

paikoilleen.

. Merkitse tussilla alin numeropaikka kunkin PCR:n 4-liuskaputken ensimmaisten putkien

korkkeihin (esim. paikat 1, 5, 9 jne.), jotta n&et putkien lataussuunnan Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM -laitteen 72-kuoppaiseen roottoriin.

. Aseta PCR:n 4-liuskaputket oikeisiin paikkoihinsa 72-kuoppaiseen roottoriin ajoasettelun

(Taulukko 5 ja Kuva 5) mukaan. Varmista erityisen huolellisesti, ettd putket siirretdcn
oikeisiin paikkoihin  72-kuoppaiseen rooftoriin  (putken paikan 72-kuoppaisessa

roottorissa pitdisi olla sama kuin putken paikan latauslohkossa).
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Huomautus: Kaikki roottorin kayttamattdémat paikat on taytettava korkilla suljetuilla,
tyhjilla putkilla. Témé varmistaa, ettd Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -laitteen

|ampdtehokkuus sdilyy.
51 s3 s4 S5 S6 Tyhia
| | | | |
L7O ?50 .'HO 4'0 49O 57
@ -0 -0 -0 -®
O =0 )

OO~

PC NTC
PIK3CA-reaktioseos 1 —_ 1 O 9 O
PIK3CA-reaktioseos 2 —# 2 O 'OO 18 26 34 a2 50 58 s )
\ /
. F T Y " N ™
PIK3CA-eaktioseos 3~ —+ 3 O n O 19 z() () # si() s ( ) ()
PIK3CAreak 4 | ()
I i 4. ( ]
3CA-reaktioseos 4 2 20 28 36 4 52 60 o8 )
PIK3CAreaktioseos 5 =+ 5 O 13 O 21 O 29 O 37 O 45 Q 53 O 61 O 69 />
PIK3CA-reaktioseos 6 - ¢ O 14 O 22 O 30 O 38 O 46 O 54 O 62 O 70 /
whia —=7() () a() a() »() «() = a() »n()
Tyhia 5 i ) ) N i i o N
yhja = o ) w( ) u( ) =2 a0( ) 48( ) s6( ) o4 Q/ 72(_ )
. e A
ayie .
()
\\\ Y Noyfej

Paikka 1

Kuva 5. Levyn ja roottorin asetukset tehtdess testi therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla. (PC, Positive control):
Positiivinen kontrolli. S: DNA-ngyte. NTC: Malliton kontrolli (vesi).

34 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje (kasikirja) 09/2019



HUOMIO

Putket on asefettava roottoriin kuvan Kuva 5 mukaisesti, koska
madritysprofiilissa  mddritetty automaattinen analyysi  perustuu
tahan jdrjestykseen. Jos jdrjestys on erilainen, tuloksista tulee

poikkeavia.

11. Aseta 72-kuoppainen roottori vélittémésti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteeseen.

Varmista, ettd lukkorengas (toimitetaan Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen mukana)

on asetettu roottorin pddlle, jotta putket pysyvat paikoillaan ajon aikana ja laitteen kansi

pysyy kiinni.

12. Aloita ajo noudattamalla seuraavassa osassa kohdassa PIK3CA-mutaatioanalyysiajon

tekeminen annettuja ohjeita.
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PIK3CA-mutaatioanalyysiajon tekeminen

13. Kaksoisnapsauta Rotor-Gene AssayManager v2.1 -kuvaketta "'qr Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM -laitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen tydpoydalta.

14. Setup (Asetusten madritys) -ympdristd tulee oletusarvoisesti ndkyviin. Luo uusi tydluettelo

valitsemalla New manual worklist (Uusi manuaalinen tydluettelo (Kuva 6).

>

Awallable wock it | Manage of apply work lists

e

Famean

| e s :  —

8 Closed Mose

Kuva 6. Uuden manuaalisen tydluettelon madrittéminen. 1 = Setup (Asetusten médritys) -vélilehti, 2 = New manual

work list (Uusi manuaalinen tydluettelo).
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15. Valitse Assays (Madritykset) -vélilehti padikkunan vasemmasta puoliskosta. Néytteen tyypin
mukaan valikoi therascreen_PIK3CA FFPE Assay Profilemddritysprofiili kudosndytteille tai
therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile -méadritysprofiili plasmanéytteille saatavilla olevien
madritysprofiilien luettelosta ja tee valinta napsauttamalla sinistd nuolta. Jos madritysprofiilin

nimi katkeaa kesken, osoita sitd hiirelld, jotta net nimen kokonaisuudessaan (Kuva 7).

HUOMIO | Tarkista, ettd ndytetyypille on valittu oikea madritysprofiili.

dal = A =

Lo b —

------- [ o met st e ot s i 8 et 473014

Kuva 7. Uuden manuadlisen tyéluettelon méérittéminen: Médritysprofiilin nimen valitseminen. 1 = Assays (Mé&dritykset)
~vélilehti, 2 = saatavilla olevat méadritysprofiilit, valittuna therascreen_PIK3CA_FFPE tai therascreen_PIK3CA_Plasma,
3 = valitse madritysprofiili.
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16. Kirjoita Selected assay profiles (Valitut maaritysprofiilit) -ikkunassa testattavien
testindytteiden maara pois lukien ajokontrollien maara (Kuva 8).

i

m Pe— [S———

e —_—
i == e H—1
et
—

s ,
e = S | P

o

Kuva 8. Tyéluettelon luomisen padikkuna. 1= liséé néytteiden madrd.
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17. Valitse Kit Information (Sarjan tiedot) -vélilehti. Valitse Enter kit information manually (Anna

sarjan tiedot manuaalisesti) ja anna seuraavat tiedot sarjasta (Kuva 9):

Kit bar code (Sarjan viivakoodi)
Material number (Materiaalinumero)

[ ]
® |ot number (Eranumero)
([ ]

Kit expiry date (Sarjan viimeinen kaytdpaiva)

A &

Creato work list | Edit Kt information

v = el o | - ]
@ Closed Mode

Kuva 9. Tyéluettelon luomisen padikkuna. 1 = Kit information (Sarjan tiedot) -vélilehti, 2 = anna sarjan tiedot.
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18. Anna ndytteen tiedot napsauttamalla Samples (Néaytteet] -valilehted. Anna naytteiden

nimet manuaalisesti (Kuva 10).

Huomautus: Varmista, ettd oikeat ndytteiden nimet on annettu, ennen kuin kéynnistat

Rotor-Gene AssayManager -ajon.

Creste ok i | £ samples
A [——
= ) o ———
PO e -
| i —- 1
:
= .
s
s
e ] -
"
s
= —] “ e
»
»
"
»e—]
e = S -

8 Cloned bose

Kuva 10. Tyéluettelon luomisen padikkuna. 1= Samples (Néytteet) -vélilehti, 2 = néytteiden nimien kirjoitus.
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19. Napsauta Properties (Ominaisuudet) -valilehted ja anna tydluettelon nimi. Kun tydluettelon

nimi on kirjoitettu, varmista, ettd is editable (on muokattavissa)- ja work list is complete

(tySluettelo on valmis) -valintaruudut on valittu. Ota tydluettelo kayttddn valitsemalla Apply

(Ota kayttosdn) oikeasta alakulmasta. Nakyviin tulee uusi ikkuna (Kuva 11).

Create work list | Edit properties.
Aways Vlleluul
—m— = 2
— 1
— 3
e
e o | ) e | =14

Kuva 11. Tyéluettelon luomisen péadikkuna. 1 = Properties (Ominaisuudet) -vélilehti, 2 = tySluettelon nimen kirjoitus,
3 = valitse is editable (on muokattavissa) ja work list is complete (tySluettelo on valmis), 4 = Apply (Ota kayttésn).
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20. Kirjoita testin nimi Experiment name (Testin nimi) -kenttdén. Valitse sykleri saatavilla
olevien syklereiden luettelosta ja tarkista, efté Ring attached (Rengas kiinnitetty) -

valintaruutu on valittu (Kuva 12).

Kun kaikki vaiheet on tehty, valitse Start run (Aloita ajo). Néytén vasemmassa yldreunassa

oleva RGQ-kuvake muuttuu vihredksi merkiksi siitd, ettd ajo on alkanut.

2
Apply work list "WORKLIST_A_000115"
=
— e
1
- [ 1= }—3
e
e ——r———
G et S =
= =T
= :
—
(D) The vestiaton e for o cyce 83 cayn (308044
S | |
e s 4

(B

Kuva 12. Tyéluettelon ottaminen kéyto6n ja ajon aloittaminen. 1 = anna testin nimi, 2 = laitteen valinta, 3 = tarkista,
eftd Ring attached (Rengas kiinnitetty) on valittu, 4 = aloita ajo.
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Huomautus: Cycler (Sykleri) kuvakkeen ulkonéké muuttuu ajon etenemisen ja tuloksen mukaan.
Taydelliset kuvaukset ndistd syklerikuvakkeista on annettu Rotor-Gene AssayManager v2.1

Core Application -kdytéoppaassa.

Esimerkkeja syklerikuvakkeista on kuvassa Kuva 13.

Etenemisen ilmaisin

Sykleri Sykleri kéynnissa Ajo padttynyt  Ajo pysdytetty
toimeton Etenemisen ilmaisin onnistuneesti (joko valitsemalla
esittdd ajon etenemisen Stop Process [Pyséiyta

prosessi] fai virheen

(=
Cycler 1 Cycler 1
L ) . Ajo pysaytetty
kS'ikIerur? ?' Sykeri aktivoitu Vlrhggllfne_n ja sykleriin ei
ytketty virtaa verifiointi kytketty virtaa

Kuva 13. Mahdollisesti ndkyvat syklerikuvakkeet.
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21. Kun ajo on valmis, valitse Finish run (Viimeistele ajo). Release and go to approval

(Vapauta ja siirry hyvaksyntaan) -valintaikkuna avautuu (Kuva 14).

Huomautus:  Ajoprosessin  aikana monistuskéyrat tulevat nékyviin  ja  péivittyvét

reaaliajassa. Vasemmassa alakulmassa olevassa etenemisen ilmaisimessa nakyy jaljella

oleva aika.

Tarkedd: Alé sulie ikkunaa, kun ajo on kéynnissd.

Sykleri toimeton Ajo aloitettu
Cycler 1 Cycler 1
Syklerikuvake = e

Etenemisen ilmaisin

Ajo padttynyt ‘

v

Cycler 1

Etenemisen Remaining time
ilmaisin
P0|n|.kk.een _ Stop process
nimi

Kuva 14. Ajon lopettaminen. 1 - Finish run (Lopeta ajo).
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22. Valitse Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntédn), jos haluat siirtyé Approval
(Hyvaksyntd) -vélilehteen ja vapauttaa Rotor-Gene Q -aitteen(Kuva 15). Naytdn oikeassa
ylékulmassa oleva RGQ-kuva muuttuu vihredstd siniseksi, miké osoittaq, eftd laite on valmis
seuraavaan ajoon. Huolimatta siitd, onko ajo onnistunut vai ei, ajo on vapautetiava ja
hyvaksyttava. Luettelo Rotor-Gene AssayManager -laitteen mahdollisista toimintahdiridistd ja
virhekoodeista on Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application *kdyttéoppaassa

ja Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -lisGosan kéyttéoppaassa.

Position Name Run status

[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Kuva 15. Finish Run (Lopeta ajo) -ponnahdusikkuna. 1 = Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvaksyntéddn).
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23. Vadlitse testi hyvaksyntdympdaristén Assay selection (Madrityksen valinta) -osasta ja valitse

sitten Start approval (Aloita hyvéksyntd) (Kuva 16).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples |Operator Run date Status

Expenment_1_030119 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

Kuva 16. Vapautusp in kay

i —2

1 hyvéksyntaympéristossd. 1 = hyvaksyttévéksi valittu madritys, 2 = Start

approval (Aloita hyvéksyntd).

Raw data (Rackatiedot)-, Processed data (Késitellyt tiedot)-, Experiment (Testi)-, Assay
(Méadritys)- ja Audit trail (Auditointiloki) -tiedot ovat Plots and information (Kaaviot ja

tiedot) -osassa (1). Madrityksen tulokset ovat Results (Tulokset) -osassa (2).

Jos positiivinen kontrolli ja malliton kontrolli ovat hyvaksyttavalla alueella, Sample Status
(Néytteen tila) -sarakkeessa ndkyy Valid (Kelvollinen); muuten siing ndkyy Invalid

(Virheellinen) naytteen fila.

Jos jompikumpi ajon kontrolli ei mene lapi, ajo on virheellinen. Kaikki naytteet saavat
merkinnan ASSAY_INVALID.

Rotor-Gene  AssayManager v2.1  therascreen PIK3CA  Assay Profile -

madritysprofiilin merkinnat (sivu 52) siscltda ohijeita jatkamiseen.
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Huomautus: Madritysprofiili sisaltaa kaikki sdanndt automaattiseen médritykseen ja
naytteen analysointiin sekd tuloksen tulkintaan. Ohijelmisto arvioi siis ndytteiden ja

kontrollien kelvollisuuden tai virheellisyyden automaattisesti.

24. Vdlitse Release/report data (Vapauta/raportoi tiedot). Release/report data (Vapauta/raportoi

tiedot) -ikkuna avautuu (Kuva 17).

«
=
g
x
1
= oy oe o s
g
-
.2
2>
o
o
~
2
T o— — -
]
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o
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S —r = ax =
< S
[ a
:
— ST [ -
= __________________________________________— — —|

Kuva 17. Esimerkki médritystulosten pédiikkunoista. 1 = Experiment (Testi) -vélilehti Plots and information (Kaaviot ja tiedof) -
alueella. 2 = tulosalue, 3 = Release/report data (Vapauta/raportoi tiedot).
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25. Tallenna testi arkistoon ja luo LIMS-tuotos ja aja raportti valitsemalla OK (Kuva 18).

Ajoraportit ja LIMS-viennit tallentuvat raporttien oletushakemistoon. Oletushakemisto
|5ytyy Default data export directories (Tietojen viennin oletushakemistot) -osasta

Configuration (Kokoonpano) -vélilehdestd.

@ Release [ report data

Messages

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

—

Kuva 18. Esimerkki Release/report data (Vapauta/raportoi tiedot) -ikkunasta.

48

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja) 09/2019



26. Naytd testiarkistoon tallennettu testi valitsemalla Archive (Arkisto) ja etsimdlla testia
kayttamalla Filter Options (Suodatinvaihtoehdot) -osan hakukriteereitd. Etsi valitsemalla

Apply filter (Kaytd suodatinta). Valitse testi valitsemalla katseltavan testin viereinen

valintaruutu ja sitten Show assays (Néytd mddritykset) (Kuva 19).

— St st ﬁ-—d
e —

Kuva 19. Esimerkki Experiment Archive (Testiarkisto) -padikkunasta. 1 = Archive (Arkisto) -vélilehti,
2 = hakuvaihtoehdot, 3 = testin nimen valinta, 4 = Show assays (N&yta madritykset) -valilehti.
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Tulokset

therascreen PIK3CA Assay Profile -madritysprofiili tekee ajon lopuksi automaattisesti analyysin
jo mutaatiop&atokset. Seuraavassa on kuvattu, miten therascreen PIK3CA Assay Profile -

madritysprofiili tekee analyysin ja mutaatiopdétokset.
Analyysi

PCR-jakso, jossa tietyn reaktion fluoresenssi ylittéa therascreen PIK3CA Assay Profile -
mé&adritysprofiilin esimddritetyn kynnysarvon, on mddritetty Crarvoksi. Crarvot ilmaisevat
spesifisen 16ht6-DNA:n madran. Matalat Cr-arvot merkitsevat korkeampia 1aht6-DNA:n tasoja
ja korkeat Cr-arvot merkitsevét matalia l6hts-DNA:n tasoja. Reaktiot, joissa fluoresenssi ylittaa

kynnysarvon tamdn Cr-arvon kohdalla tai ennen sitd, luokitellaan positiivisiksi.

Kayttamalla kontrollireaktiota arvioimaan DNA-néyte on mahdollista saatujen Cr-arvojen
perusteella madrittad, onko ndytteissa riittavia DNA+asoja analyysiin ja mitkd naytteet

edellyttavat laimennusta ennen analyysia.

Kun ndytteet arvioidaan kaytamalla eri mutaatioreaktioseoksia niiden asianomaisten
Cr-arvojen mddrittamiseen, therascreen PIK3CA Assay Profile -méadritysprofiili pystyy

laskemalla maarittdmaan naytteen ACr-arvon yhtalslla:

ACt = [mutaatiotestin Cr-arvo] - [kontrollitestin Cr-arvo]
Esimaaritettyjen analyyttisten Cr- ja ACr-arvojen perusteella therascreen PIK3CA Assay Profile
-madritysprofiili maarittad kvalitatiivisesti DNA-n&ytteiden mutaatiotilat ja raportoi, sisdltagks

ndyte mutaation/mutaatioita.

Ajon kontrollit (PC, NTC ja IC) arvioidaan, jotta voidaan varmistaa, etta hyvaksytyt Cr-arvot

on saavutettu ja ettd reaktiot on suoritettu onnistuneesti.
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Jos naytteen kontrolli-Cr on alle hyvaksyttavén rajan, lahts-DNA-maara on liian suuri ja
naytettd on laimennettava kohdan Rotor-Gene AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA Assay

Profile -madaritysprofiilin merkinnét, sivu 52, mukaan.

Kaikki ndmd arviot tapahtuvat automaattisesti eivatkd edellytd manuaalista  tulkintaa.
Jarjestelma tarkistaa ajon kelvollisuuden ja naytteen kelvollisuuskriteerit automaattisesti eikd

raportoi mutaatiotilaa, mikéli ndyte tai ajo on virheellinen.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto mé&arittaa kunkin biomarkkerikohteen tuloksen
yhdistamalla kaikki relevantit analyysitulokset ydinanalyysialgoritmien, kuten normalisoinnin,

sekd vastaavassa madritysprofiilissa madritettyjen naytteen ja madrityksen sadntdjen mukaan.
Seuraavat tulokset voidaan madrittaa yksittdiselle naytteelle:

e PIK3CA Mutation Detected (PIK3CA-mutaatio havaittu)
® No Mutation Detected (Mutaatiota ei havaittu)

e INVALID (Virheellinen): jos yksi tai useampi ndytteelle Rotor-Gene AssayManager v2.1 -
ohjelmiston analyysin aikana ma&radma merkintd on mddritetty asettamaan kohdetulos

INVALID (Virheellinen) -ilaan.

Huomautus: Jos ajon aikana on tapahtunut virhe, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteessa

olevat naytteet on hdvitettavd, eikd niitd pida testata uudelleen.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA Assay Profile -
maadritysprofiilin merkinnat

Kaikki mahdolliset Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -liséosan merkinngt on

lueteltu Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -lisGosan kdyttéoppaassa.

Taulukko 6 luettelee therascreen PIK3CA Assay Profile -madritysprofiileissa mahdollisesti

generoituvat merkinndt, niiden merkityksen ja suoritettavat toimenpiteet.

Merkintdjen nimien tarkoitus on antaa tietoja pakkauksen komponentista, ndytteestd tai

kontrollista, jota ongelma koskee, ja vikatilasta.

Esimerkki:

PC_CTRL_ASSAY_FAIL = positiivinen kontrolli  (PC), kontrollitesti  (CTRL_ASSAY)
on epdonnistunut (FAIL)

NTC_INT_CTRL_FAIL = malliton kontrolli  (NTC), sisdinen kontrolli (INT_CTRL)
on epd&onnistunut (FAIL)

SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = néytteen (SAMPLE), kontrollitestin (CTRL) pitoisuus on suuri
(HIGH_CONC)
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Taulukko 6. PIK3CA Assay Profile -maaritysprofiilien kéyttamdt ohjelmistomerkinndt

Merkintd

Merkitys

Toimenpide

UNEXPECTED_CT_VALUE

NO_CT_VALUE

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

Virheellinen ajo.

IC-arvo médritysalueen
ylépuolella PC- tai
NTC-putkessa.

Virheellinen nayte.

Naytteen IC on

madritysalueen ylapuolella.

Virheellinen ajo.

PC on mddritysalueen
ylapuolella.

Virheellinen ajo.

PC on madritysalueen
alapuolella.

Virheellinen ajo.

IC-arvo madritysalueen
alapuolella PC- tai NTC-
putkessa.

Virheellinen néyte.

Néytteen IC on
madritysalueen alapuolella

Virheellinen ajo.

Cr-arvo on havaittu NTC:ssd.

Virheellinen PC tai IC.

Ei Cr-arvoa PC:lle PC-
putkissa fai IC:lle PC-
ja NTC-putkissa.

Virheellinen ndyte.

Ei Cr-arvoa ndytteessd.

Toista ajo.

Testaa néyte kerran uudelleen. Jos uusintatestin
jalkeen naytteen IC Cr on vieldkin hyvaksyttavan
alueen ylapuolella, erista néyte uudelleen. Jos
naytteen IC on vieldkin hyvaksyttavan alueen
ylapuolella uusintaeristyksen ja kahden
tesfikierroksen jélkeen, néyte on raportoitava
madrittamatiomaksi.

Toista ajo.

Toista ajo.

Toista ajo.

Testaa néyte kerran uudelleen. Jos uusintatestin
iclkeen néytteen IC Cr on vieldkin hyvaksyttévan
alueen alapuolella, eristé néyte uudelleen. Jos
ndytieen IC on vieldkin hyvaksyttévén alueen
alapuolella uusintaeristyksen ja kahden
testikierroksen jélkeen, néyte on raportoitava
mddrittdmattomaksi.

Toista ajo.

Toista ajo.

Testaa néyte kerran uudelleen. Jos
uusintatestauksen jélkeen néytteen IC Crarvoa
ei vieldkadn ole, eristd ndyte uudelleen. Jos
ndytieen IC:td ei vielakadn ole uusintaeristyksen
ja kahden testikierroksen jdlkeen, néyte on
raportoitava maarittamattdmaksi.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 6. PIK3CA Assay Profile -mddritysprofiilien kdyttamat ohjelmistomerkinndt, jatkoa

Merkinta Merkitys Toimenpide

DNA_INPUT_TOO_HIGH Virheellinen néyte. Néyte on liian konsentroitunut, ja se on
laimennettava. Noudata kohdan Kontrollin
CT-arvo, sivu54, ohjeita.

Néytteen kontrolli-Cr-arvo on
kontrollin tydskentelyalueen
alapuolella.

ABOVE_ACCEPTED_RANGE Virheellinen nayte. Testaa ndyte kerran uudelleen. Jos
uusintatestin jalkeen kontrolli-Crarvo on
vieldkin konfrollin tydskentelyalueen
ylépuolella, eristd néyte uudelleen. Jos
kontrollin Crarvo on vieldkin kontrollin
tydskentelyalueen ylapuolella uusintaeristyksen
ja kahden testikierroksen jéilkeen, néyte on
raportoitava mddrittdmattomaksi.

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE Virheellinen néyte. Testaa ndyte kerran uudelleen. Jos
uusintatestauksen jélkeen ndytteelld

ei ole Crarvoaq, eristd ndyte uudelleen.
Jos naytteelld ei vielakadn ole Cr-arvoa
uusintaeristyksen ja kahden testikierroksen
jalkeen, nayte on raportoitava
maarittamatémaksi.

Néytteen kontrolli-Cr-arvo on
kontrollin tydskentelyalueen
ylépuolella.

Ei naytteen Cr-arvoa
ndytteen kontrolliputkissa.

Huomautus: Jos uudelleentestattu néyte on virheellinen toisesta syystd toistettaessa festi,

se luokitellaan silti toiseksi testauskerraksi ja ndyte on eristettava uudelleen.

Kontrollin Cr-arvo

Virheelliselle naytteelle on kaksi mahdollista merkint&a kontrollin Cr-arvon takia:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Nayte on liian konsentroitunut ja ylikuormittaa mutaatiomé@dritykset.
Jotta saadaan kelvollinen néytetulos, néyte on laimenneftava. Néytteet on laimennettava silla
perusteella, eftd puolella laimentaminen suurentaa Crarvoa yhdella (1). Naytteiden

laimentamiseen on kdytettdva sarjan mukana toimitettua vettd (Dil.).
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Tarvittavan kontrollin Cr-arvon siirtymén (Xg) laskeminen ja tarvitun laimennuskertoimen

arvioiminen (Taulukko 7):
Xg = 25 - X (FFPE-nGytteet)
Xz = 27 — X (plasmandytteet)

missd 25 (FFPE-ndytteet) tai 27 (plasmandytteet) on annettu kontrollin Crtavoitearvo

laimennetussa naytteessd ja X on laimennettavan ndytteen todellinen kontrollin Cr-arvo.

Jos X ei ole kokonaisluku, se on pyéristettava seuraavaan kokonaislukuun, esim. 2,1
pyéristyy 3,0:ksi. Témé& arvo on Xz. Ota tarvittava laimennuskerroin oheisesta taulukosta
Taulukko 7.

Taulukko 7. Lai kertoimen lask
Xr Laimennuskerron Néytesuhde Laimennussuhde
1 2-kertainen 1 1
2 4-kertainen 1 3
3 8-kertainen 1 7
4 16-kertainen 1 15
5 32-kertainen 1 31
6 64-kertainen 1 63
7* 128-kertainen 1 127
8* 256-kertainen 1 255

* Vain plasma.
p

e ABOVE_ACCEPTED_RANGE ja T1_CONTROL NO_CT_VALUE: DNA:n maard ei ole
riittdvé mutaatioanalyysia varten. Testaa néyte uudelleen, jos DNA-eluaattia on saatavilla
riittavasti (> 30 pl). Jos DNA:n maard on vieldkin riitdmatdn uusintatestauksen yhteydessa,
eristd sité uudelleen tuoreista FFPE-paloista tai tuoreesta plasmandytteestd. Jos se ei ole

mahdollista, ndyte on raportoitava maaritdmatomaksi.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéytdohje (kasikirja) 09/2019 55



Suorituskykyominaisuudet: Kudosnéytteet

Analyyttinen suorituskyky: Kudosnaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan suorituskykyominaisuudet madritettiin tutkimuksissa,
joissa kaytettiin FFPE-kudosnéytteitd rintasydpépotilailta ja 12 ihmisen FFPE-solulinjandytetta
(FFPE-solulinjanaytteet), joissa oli tunnetusti madrityksen havaitsemia PIK3CA-mutaatioita, plus
yksi PIK3CAwvillityyppindyte (ts. ei mutaatioita, jotka therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

pitdisi havaita eksoneissa 7, 9 ja 20).
Tyhjan raja (Limit of blank, LoB): Kudosnaytteet

loB on madritetty ClSlohjeessa EP17-A2  “korkeimmaksi  mittaustulokseksi, joka
todenndkaisesti havaitaan (iimoitetulla todenndkaisyydelld) tyhjasta néytteestd”. therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kohdalla tama on tietopiste, joka vastaa ylemp&a 95. persentiilia
mutaationegatiivisissa ndytteissd. LoB mdadritettiin analysoimalla 56 yksittdista  kliinista
villityypin FFPE-ngytettd (30 RES-naytettd ja 26 CNB-naytettd), jotka testattiin kaksittain per
nayte jokaisella kolmella therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan erélld, miké tuotti yhteensa
336 tietopistetta. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan havaitsemien kunkin
mutaatiomddrityksen  LoB-arvojen  (ACrarvojen osalta)  vahvistettiin - olevan  kullekin
madritykselle mdaadritettyjen ACrraja-arvojen yldpuolella, ja niistd on esitetty jéliempana

yhteenveto sekd saatu virheellisesti positiivisiksi mddritettyjen maara.
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Taulukko 8. LoB-tulosten yhteenveto

Eksoni Mutaatio Emdsjdirjestyksen LoB (ACr-arvo) Virheellisesti positiiviseksi
muutos mdiriteftyjen osuus (%)
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 H10471L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Havaitsemisraja (Limit of Detection, LoD): Kudosnéaytteet

Jokaisen 11 PIK3CA-mutaation havaitsemisraja  mddriteftiin - tutkimuksessa.  Tutkimuksessa
havaitsemisraja maaritettiin matalimmaksi maaraksi mutaatioDNA:ta villityypin DNA:ssa, jolla
mutaationdyte antaa 95 prosentissa testituloksista mutaatiopositiivisen tuloksen (Cos). therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit-sarjan 11 PIK3CA-mutaatiomadrityksen LoD-arvot on raportoitu MAF-arvona
(mutanttialleelin esiintymistiheys). Kunkin mutaation havaitsemisrajan médrittmiseksi rintasydvén
kliiniset FFPE-nciytteet tai FFPE-solulinjan DNA, jossa oli eri mutaatioprosentti, valmisteltiin pienelld
laht6-DNA-maaralla  laimentamalla  sarjoissa  kliinisessé  FFPE~illityypin  taustassa.  Kunkin
PIK3CA-mutaation osalta oikeiden paatdsten prosenttiosuus arvioitiin laimennustasoilla kayttamalla
kolmea eri therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan erdd ja testaamalla 24 replikaattia sarjaerad
kohti 5-6 MAF+asolla. Kunkin maarityksen havaitsemisraja laskettiin - kayttamalla  probit-
menefelmad  (Taulukko 9). Kunkin mutaation lopullinen havaitsemisrajan arvo  médritettiin
korkeimmaksi arvoksi (MAF:n osalta) kaikissa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaerissa.
Havaitsemisraja varmistettiin testaamalla mutaationdytteet, joiden havaitsemisraja oli madritetty,

ja vahvistamalla positiivinen testitulos toistettavuus- ja vusittavuustutkimuksella.
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Taulukko 9. Kudosndytteiden havaitsemisraja, joka maaritettiin kéytéamdllé pienid lahto-DNA-néytteitd kliinisista FFPE-
ndytteistd ja FFPE-solulinjan naytteista

Eksoni Mutaatio COSMIC*-tunniste Emdsjdrjestyksen muutos 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 2,694
E545G 764 1634A>G 4,981
E545K 763 1633G>A 4,13¢
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08¢
20 H10471 776 3140A>T 2,56*
H1047R 775 3140A>G 3,13¢
H1047Y 774 3139C>T 14,041

MAF: mutanttialleelin esiintymistiheys.
* COSMIC: sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
 Havaitsemisrajan arvot saatiin kéyttamalla solulinjanéytteiden DNA:ta.

 Havaitsemisrajan arvot saatiin kéyttamdalla kliinisten néytteiden DNA:ta.
Genomisen |ahto-DNA:n alue: Kudosnaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja ei kaytd tiettyd DNA-pitoisuutta, joka on madritetty
spektrofotometrialla.  L&hts-DNA:n  madrd perustuu  kontrollireaktion Crtulokseen, jota
kdytetddn osoittamaan, ettd ndytteessd on riittdvasti monistettavissa olevaa DNA:ta. Kontrollin
Crtydskentelyalue saatiin kéyttamalla yhteensa 20 villityypin kliinistd FFPE-naytettd, mika tuotti
107 tietopistetta. Kontrollin Crtydskentelyalue asetettiin kéyttamalla laskettuja toleranssivéleja.
Kontrollireaktion Cr-alueeksi madritettiin 23,23-33,38 Cr.
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Crraja-arvot: Kudosndytteet

Maérityksen raja-arvo on spesifinen ACr-arvo, jonka avulla madritetdan, luokitellaanko néyte
PIK3CA-mutaatiopositiiviseksi vai -negatiiviseksi. Naytteet, jotka generoivat ACr-arvot raja-
arvon  kohdalla  tai  sen  alapuolella, luokiteltin  PIK3CA-mutaatiopositiivisiksi
(ts. PIK3CA-mutaatio havaittu), ja ACrarvot raja-arvon yldpuolella generoivat luokiteltiin
PIK3CA-mutaationegatiivisiksi (ts. mutaatiota ei havaittu). Kunkin mutaation raja-arvot saatiin
kayttamalla solulinjan, kliinisten ndytteiden ja esieristetyn solulinjan DNA:ta. Rajo-arvot
valittiin - seuraavien parametrien mukaan: virheellisesti positiivisten osuus, virheellisesti

negatiivisten osuus ja madrityksen herkkyys.

Kunkin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan mdarityksen raja-arvo on esitetty ohessa;
katso Taulukko 10.

Taulukko 10. Kunkin mutaatiomadrityksen raja-arvot testattaessa kudosnéytteisté perdisin olevaa DNA:ta

Mddritys Raja-arvo (AC)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <7,5
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <70
H1047L <10,0
H1047R <70
H1047Y <6,2
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Lahta-DNA:n vaikutus ACr-arvoihin (lineaarisuus): Kudosnaytteet

L&ht6-DNA:n taso on monistettavan DNA:n kokonaism&ard naytteessa PIK3CAkontrollireaktion
Crarvoilla madritettynd. Sen osoittamiseksi, efté therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
suorituskyky on  yhdenmukainen kontrollireaktion Cralueella (23,23-33,38), arvioitiin
mutaatiopositiivisten naytteiden avulla 94asoinen sarjalaimennus erilaisilla [Ghta-DNA:n tasoilla ylé-
ja alatason ollessa kontrollireaktion Crtydskentelyalueen (23,23-33,38 Ci) ulkopuolella. Tassa
tutkimuksessa kaytettiin kolmea eri naytetyyppia: kliinisia FFPE-resektion@ytteita, solulinjan FFPE-
ndyteitd ja solulinjoista esieristettyd gDNA:ta. MAF-arvot pysyivét vakioina, vaikka |6hts-DNA:n
maard vaihteli. Crtavoitetasot laimennustasoille 1 ja 9 olivat kullekin mutaatiolle noin 23,00

ja 33,50. Molempien arvojen tavoiteltiin olevan kontrollireaktion Cr-alueen ulkopuolella.

Arviointi tehtiin kayttamalla yhta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sarjan erdd ja testaamalla
kolme replikaattia DNA+tasoa kohden. Tiedot analysoitiin regressioanalyysillé lineaarisen alueen
madrittdmistd  varten. Jotta mddritys voitiin  saada lineaariseksi [Ght&-DNA:n  alueella,
ACrarvoalueessa ei pitdisi ilmetd muutosta, ts. ei ole tilastollisesti merkitsevad lineaarista,
nelisllista tai kuutiollista vaikutusta. Yleisesti oftaen eri kokonaislahts-DNA+asoilla mitatut
ACr-arvot olivat yhdenmukaisia therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tydskentelyalueella
mutaatioissa E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R ja H1047R. Toisin
sanoen, ndissd madrityksissa ei iimennyt tilastollisesti merkitsevad p-arvoa (p > 0,05) sovitettujen
lineaaristen, nelidllisten tai kuutiollisten vaikutusten osalta missadn testatussa mallissa. E545K-,
Q546R- ja H10471-méaéritykset eivat ole lineaarisia ACr-arvojen osalta testatulla |ahtd-DNA-
alueella. E545K-madrityksen lineaarinen alue havaittiin valilla Cr 24,08 ja 31,02. Q546R-
mddrityksen lineaarinen alue havaittiin vélilla Cr 24,28 ja 32,69. H1047L-m&érityksen
lineaarinen alue havaittiin valilla Cr 25,74 ja 31,61. Tutkimus madritti, eftd epdlineaarisilla
vaikutuksilla ei ollut vaikutusta E545K- ja H1047L-madritysten tekemiseen. Vaikutus
Q546R-madrityksen tekemiseen kuitenkin havaittiin; havaitsemisrajalla olevat néytteet voidaan
arvioida virheellisesti negatiivisiksi, kun 1aht&-DNA:n m&ard on suuri (noin kontrollin Cr 23).

Taman tapahtuman todenndkaisyys on kuitenkin erittain pieni, noin 0,0052 %.
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Maarityksen spesifisyys (ristireaktiivisuus/spesifisyys): Kudosnaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja koostuu kuudesta (6) erillisestd reaktioseoksesta:
yksittdisesta kontrollireaktiosta, joka tunnistaa PIK3CA-geenin eksonin 15 alueen ja
11 mutaatiom@dritystd, jotka havaitsevat PIK3CA-mutaatiot. Mikadn reaktio ei erityisesti
mittaa villityypin PIK3CA-sekvenssia eksoneissa 7, 9 tai 20. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
-sarjon No Mutation Detected (Mutaatiota ei havaittu) -tulos on padteltavissa positiivisten

mutaatiotulosten puuttumisesta.

Jotta voitiin arvioida, onko madrityksen havaitsemien mutaatioiden valinen ristireaktiivisuus
otettu oikein huomioon analyyttisten rajo-arvojen aseftamisessa, mutaatiopositiivisia kliinisic
ndytteitd ja solulinjan nayteitd testattiin kaksittain kayttamalla kolmea therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan erad pienilla 1ahts-DNA-maarilla ja pienella MAF-prosentilla sekd suurella
laht6-DNA-maarilla ja suurella MAF-prosentilla (miké tuotti yhteensa 240 tietopistettd). Tassa
tutkimuksessa oli yksi ristireaktiivisuustapaus E545D:n ja H1047R:n vélilla seka yksi tapaus
C420R:n ja H1047R:n vélilla. Myds nelji@ mutaatioepaspesifisté monistustapausta suuren
MAF-naytteen E545A:n ja H1047L:n valilla havaittiin. Yhteensd kuudessa 240 tietopisteestd
ilmeni  mutaatioepdspesifistd  monistusta.  N&mé&  kuusi  tietopistettd, joissa  esiintyi
mutaatioepdspesifistd monistusta, olivat hajanaisia ja epdyhdenmukaisia saman néytteen
muiden replikaattien kanssa. Naita tuloksia ei siten katsottu ristireaktiivisuuden aiheuttamiksi.
PCR:n ristireaktiivisuutta havaittiin  kuitenkin  H1047L:n  ja H1047R:n vélilla. Tamé
ristireaktiivisuus on yksisuuntaista, ts. jos ndytteessd on sekd H1047R ettd H1047L, laite
raportoi sen vain muodossa H1047R Mutation Detected (H1047R-mutaatio havaittu). Taméa
sGantd sisdltyy automaattiseen therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile -mddritysprofiilin

algoritmiin.
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Hairiot: Kudosnéaytteet

Nekroottisen kudoksen aiheuttamat hairiét

Jotta voitiin arvioida rintasydp&-FFPE-ndytteiden nekrooftisen kudoksen mahdollisesti aiheuttamat
hairiot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjon suorituskykyyn, kliiniset FFPE-ndytteet
SOLAR-1-4utkimuksesta analysoitiin sekd therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla efté seuraavan
sukupolven sekvensoinnilla  (Next Generation Sequencing, NGS). Yhteensd 180 NGS:llg
PIK3CA-mutanttinegatiivista ndytettd ja 199 NGS:lla PIK3CA-mutanttipositiivista ndytettd arvioitiin,
ja tama sisdlsi CNB- ja RES-naytteita. Patologin vahvistama nekroosiprosentti vaihteli O:sta 10 %:iin

mutaationegatiivisten ndytteiden osalta ja O:sta 20 %:iin mutaatiopositiivisten naytteiden osalta.

Sekd mutaatiopositiivisten ettd mutaationegatiivisten FFPE-ndytteiden osalta 20 néytteestd
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tulokset olivat ristiriidassa odotettujen NGS-tulosten
kanssa. N&éma tulokset olivat 17 mutaationegatiivisesta ja kahdesta mutaatiopositiivisesta
ndytteestd, joissa oli alle 5 % nekroottista sisaltdd, ja yksi mutaationegatiivinen naytteestd,
jossa oli alle 10 % nekroottista sisaltéd; siten on epdtodenndkdistd, ettd nekroosi oli
ristiriitaisten tulosten syy. Tulokset tukevat therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sarjan kayttamistd

rinfasydp&-FFPE-ndytteisiin, joissa nekroottisen kudoksen osuus on enintéén 20 %.

Hemoglobiinin ja eksogeenisten aineiden vaikutukset

FFPE-eristyssarjan tuottamien (eksogeeninen aine) tai ndytteestd perdisin  olevien
(hemoglobiini) mahdollisten héiritsevien aineiden vaikutus madrityksen suorituskykyyn mitattiin
vertaamalla kunkin mutaation hdairitsevilla aineilla lisattyjen ja kontrollilisattyjen eristysten

ACrarvoja ja vertaamalla oikeita arvioita villityypin DNA-naytteistd.
Testatut DNA:n eristamisprosessissa lasnd olevat eksogeeniset aineet olivat:

e Paraffiinivaha
e Ksyleeni

e FEtanoli
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e Buffer ATL

® Proteinaasi K
o Buffer AL

e Buffer AW1
o Buffer AW2

Naytteet, joihin lisattiin eksogeenisia hdiritsevia aineita, normalisoitiin ensin Cr 30,00:een ja
laimennettiin sitten villityypilld (myds normalisoitu Cr 30,00:een), jotta saatiin odotettu
ACrarvo 3 x havaitsemisrajan  MAF-arvolla. Naytteitd, joihin lisattiin - hemoglobiinia
(endogeeninen hairitsevd aine) eristysprosessin aikana, ei normalisoitu Cr 30,00:een fai
laimennettu 3 x havaitsemisrajaan ennen mutaation arviointia, vaan ne kaytettiin valitdmasti
eristdmisen jdlkeen. T&lla valtettiin poistamasta mitédn vaihtelevuutta, jonka hairitsevd aine on

saattanut tuoda mukaan.

Tutkimus edellytti testindytejoukon ja tyhjén ndytejoukon valmistelua (Buffer ATE eksogeenisille
aineille ja vesi hemoglobiinille). Testindytejoukko sisélsi kaikki mutaatio- ja villityyppindytteet,
joihin oli lisatty hairitsevad ainetta. Tyhja ndytejoukko sisdlsi mutaatio- ja villityyppinaytteet,
joihin oli lisatty asianomaista kontrollicinetta. Hemoglobiinilla testattuihin naytteisiin liséttiin
hemoglobiinia eristysprosessin aikana sen mukaisesti, mitd FFPE-ndytteen kautta pddsisi
ndytteisiin. Eristysprosessissa kdytetty hemoglobiinin testipitoisuus ja arvioitu kudostilavuus
perustuivat CLSl:n ohjeisiin (CLSI EP7-A2, liite D, 2005, Hdiritsevien aineiden testaus
kliinisessa kemiassa; hyvaksytty ohje). EPO7-A:n liitteessa D, 2005, suositeltu hemoglobiinin
testauspitoisuus on 2 mg/ml. Mahdollisilla eksogeenisilla hairitsevilld aineilla testattuihin
naytteisiin tehtiin lisdys Cr 30,00:een normalisoinnin ja 3 x havaitsemisrajaan laimennuksen
jalkeen pitoisuudella, joka edusti suurinta (pahinta) toteuttamiskelpoista hairitsevien aineiden
ndytteeseen siirtymisen tasoa (10-kertainen pitoisuus). Kustakin ndytteen ja hdiritsevén aineen
yhdistelm@sta testattiin yhteensd kuusi (6) replikaattia yhdella therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit -sarjan erdlla. Kaikki mutaatiopaatdkset sekd mutaatio- ettd villityyppindytteissé olivat

odotetunlaisia. Kun havaittiin merkittava ero lisattyjen ja kontrolleina toimivien naytteiden
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valilla, se oli madarityksen hyvaksytavan valitarkkuuden sisdlla ja siten madrityksen luontaisen
vaihtelun sisdalla. Tulokset osoittivat, ettd namd aineet eivat hdirinneet therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan p&atéstuloksia.

Erien vaihdettavuus: Kudosndytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR System -jarjestelmdssa kaytetdan QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit -sarjaa DNA:n eristamiseen ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa DNA:n
monistamiseen ja PIK3CA-mutaatiotilan havaitsemiseen. Erienvalinen uusittavuus todettiin
kayttamalla kolmea eri QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan erad ja kolmea eri
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjon erdd. Erien vdlinen oikeiden tulosten

kokonaisprosentti kaikkien mutaatiopositiivisten ja villityypin néytteiden osalta oli 96,8 %
(363/375).

Naytteiden kasittely: Kudosnaytteet

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan vusittavuutta tutkittiin kayttamalla 11 FFPE-nGytelohkosta
otettuja paloja; nelja (4) PIK3CA-mutanttia kliinistd rintasydpanaytettd, kuusi (6) PIK3CA-mutanttia
solulinjanéytettd ja yksi (1) villityypin kliininen rintasydpdndyte. Kustakin néytteestd tehtiin eristykset
kolmittain kahden kayttajan toimesta kolmella kayttopaikalla, miké tuotti yhteensa 18 tietopistetta
per nayte. Kullakin kayttdpaikalla testaus tehtiin yhdelld QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan
erdlla ja yhdella therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan reagenssierdlla. Kaikki kelvolliset
mutaatio- ja villityyppindytetulokset tuottivat odotetun mutaatiotilan tuloksen (oikea p&dtds = 100 %,
18/18 kustakin ndytteestd). Spesifisissa PIK3CA-mutaatiopddtoksissd oikeiden paatdsten osuus oli
97,92 %, mika tukee therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan uusittavuutta ja foistettavuutta

DNA:n eristyksen analyysia edeltavassa vaiheessa.
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Toistettavuus ja uusittavuus: Kudosndytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tarkkuutta ja uusittavuutta tutkittiin testaamalla
kliinisista FFPE-rintasydpdanaytteista eristetystd DNA:sta PIK3CA-mutaatiot E542K, E545G,
E545K, H1047L, H1047R ja Q546R sekd solulinjan FFPE-ngytteistd PIK3CA-mutaatiot
C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E ja Q546R. Testiin kuului myds kliinisia villityypin
FFPE-naiytteitd (Taulukko 11).

Toistettavuuden osoittamiseksi testattiin ndytteet kahdella mutaatiotasolla (LoD ja 3 x LoD)
kaksittain kahdessa ajossa per paivé kolmen kaytdjan toimesta 20 ei-perakkdisend pdivang,
mik& tuotti 120 tietopistettc  yhdella kaytdpaikalla  (Iso-Britanniassa) lukuun  ottamatta
havaitsemisrajalla olleita naytteitd, kun néytteissa oli E545A- ja Q546R-PIK3CA-mutaatiot.
Naytteitd, joissa oli E545A- ja Q546R-mutaatiot havaitsemisrajalla, arvioitiin kuutena péivénd
yhdellé kaytdpaikalla kolmen kayttdjan toimesta, kahtena ajona ja neljand replikaatting, jotta
saatiin yhteensd 144 mittausta toistettavuuden osoittamiseen. Toistettavuutta varten tehtiin kaksi
ajoa paivassa kayttajad kohti (kolme kayttajaa per kayttdpaikka) kahdella lisakaytopaikalla
(molemmat Yhdysvalloissa) 10 péivén aikana, jotta saatiin ylim&araiset 60 tietopistettd kustakin
lisakayttopaikasta, lukuun ottamatta havaitsemisrajalla olevia néytteitd, joissa oli E545A- ja
Q546R-PIK3CA-mutaatio.  Naytteitd, joissa oli E545A- ja Q546R-PIK3CA-mutaatiot
havaitsemisrajalla, arvioitiin kuutena pdivana kahdella lisakayttdpaikalla kolmen kayttajan
toimesta, kahtena ajona ja neljénd replikaatting, jotta saatiin yhteensd 144 mittausta per
kayttopaikka, yhteensa 432 kolmelta kayttopaikalta. Kullakin kéyttdpaikalla néytteet testattiin
kahdella therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan erdlla (kolme eraé kolmella kayttdpaikalla).
1-2 QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan erda kdytettiin eristémaan DNA FFPE-nGytteistd.

Naytteet valmisteltiin pienillé lahts-DNA-asoilla, joissa tavoiteltiin kontrollin Cr-arvoa noin 30.

Mutaatiopositiiviset ndytteet ajettiin - vain  kontrollireaktioseoksella  ja  kohdemutaation

asianomaisella reaktioseoksella. Villityypin néytteet ajettiin kaikilla reaktioseoksilla.

Kustakin néytteestd oikeiden padtdsten osuus on esitetty taulukossa Taulukko 11 toistettavuuden

osalta.
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Taulukko 11. Mdérityksen toistettavuus - oikeiden péatdsten osuus PIK3CA-mutadtioista, jotka testatfiin FFPE-kudosnaiytteistd

saaduista DNA-néytteista
Matalampi
Kelvollisten kaksipuolinen
Eksoni Mutaatio Mutaatiotaso tulosten osuus Oikeat tulokset, % 95 %:n Cl
NA Villityyppi NA 108/120 90,00 83,18
Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K Havaitsemisraja 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3 x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

NA: ei olennainen

* Naytteitd, joissa oli E545A- ja Q546R-PIK3CA-mutaatiot havaitsemisrajalla, arvioitiin kuutena pdivénd yhdella
kéyttdpaikalla kolmen kéytdijén toimesta, kahtena ajona ja neljéné replikaatting, jotta saatiin yhteensd 144 mittausta.
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Taulukko 12. Maarityksen uusittavuus - oikeiden pédtdsten osuus PIK3CA-mutaatioista, jotka testattiin FFPE-
kudosndytteistd saaduista DNA-ndytteisté

Matalampi
Kelvollisten kaksipuolinen
Eksoni Mutaatio Mutaatiotaso tulosten osuus Oikeat tulokset, % 95 %:n Cl
NA Villityyppi NA 222/240 92,50 88,41
Havaitsemisraja 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K Havaitsemisraja ~ 237/239 99,16 97,01
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D Havaitsemisraja 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G Havaitsemisraja ~ 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K Havaitsemisraja 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E Havaitsemisraja 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L Havaitsemisraja ~ 230/240 95,83 92,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R Havaitsemisraja 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y Havaitsemisraja 234/240 97,50 94,64
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

NA: ei olennainen

* Naytteitd, joissa oli ES45A- ja Q546R-PIK3CAmutaatiot havaitsemisrajalla, arvioitiin kuutena pdivéiné kolmella kéyttdpaikalla
kolmen kéytdijcin toimesta, kahtena ajona ja neljéné replikaatting, jotta saatiin yhteensd 144 mittausta per kéyttdpaikka,
yhteensd 432.
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Varianssikomponenttianalyysin avulla arvioitiin sarjojen vélisen, ajojen valisen, kayttdjien
vélisen, laitteiden vdlisen, pdivien vdlisen ja ajon sisdisen vaihtelevuuden keskihajonnan
toistettavuus ja vusittavuus. Kaikissa varianssikomponenteissa keskihajonta (Standard Deviation,
SD) yhteensé oli < 1,32 ACr havaitsemisrajalla ja < 0,63 ACr 3 x havaitsemisrajalla kaikkien
toistettavuustestauksessa testattujen PIK3CA-mutaatioiden osalta. Kaikissa mutanttivalikoiman
jdsenissa keskihajonta oli < 0,17 ACr havaitsemisrajalla ja < 0,16 ACr 3 x havaitsemisrajalla
erien vdlilla (erien vaihdettavuus). Ajon sisdisen vaihtelevuuden (toistettavuuden) keskihajonta oli

< 1,24 ACr havaitsemisrajalla ja < 0,53 ACr 3 x havaitsemisrajalla.
Ristikontaminaatio / analyyttinen siirtyma: Kudosnéaytteet

Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli arvioida therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja, kun
suuresti PIK3CA-mutaatiopositiivisia ndytteitd testattiin rinnan PIK3CA-mutaationegatiivisten
naytteiden kanssa. Tassa tutkimuksessa tutkittiin ristikontaminaation todenndkdisyytta koko
testaustoimenpiteen aikana (DNA:n eristys ja mydhempi testaus therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit -sarjalla).

Tama tutkimus tehtiin H1047R-naytteilla (mutaatio, jolla on suurin esiintymistiheys) ja villityypin
FFPE-solulinjan naytteilld. Kahta erillistd néytejoukkoa kutsuttiin nimilla Set A (Joukko A) ja Set
B Joukko B). Ne eristettiin sellaisen esimaaritetyn eristysmatriisin mukaan, joka oli suunniteltu
aiheuttamaan ndytteen ristikontaminaation vaara. Kaksi kéyttdjaa teki eristdmisen. Yhteensd
18 eristystd (yhdeksan per joukko) tehtiin mutaatiopositiivisista (H1047R) naytteistd. Yhteensa
42 eristysta (21 per joukko) tehtiin villityypin ndytteista. Eristysten mutaatio arvioitiin
10 PCR-gjolla; sama kayttdja testasi perakkain viisi per ndytejoukko samalla laitteella ja Rotor-
Gene Q -laitteella, eika naiden ajojen valilla tehty mitéén muita ajoja talla laitteella. Eristykset
testattiin kontrollimadrityksen reaktioseoksella (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan putki
1) ja kohdemutaatiolla (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan putki 6).

Havaittu oikeiden mutaatiop&dtdsten prosentti kelvollisissa villityyppindytteissa oli 100 %,
mika osoitti, ettei villityyppinaytteissé ollut ristikontaminaatiota mutanttingytteistd, joissa oli

kaytetty samaa DNA:n eristystd ja ajon valmistelutoimenpidettd.
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Tarkkuus: Vertailu analyyttiseen vertailumenetelmaan (kudosnaytteet)

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tarkkuuden osoittamiseksi verrattuna validoituun
NGS-maaritykseen  tehtiin - tarkkuustutkimus ~ SOLAR-1-tutkimukseen  satunnaistettujen
rintasydpdpotilaiden  kliinisilla  FFPE-naytteilld, kun oli riitdvé ndytemddrd  saatavilla
testattavaksi  NGS-vertailumadarityksella.  Naista 453 kliinisestd  naytteestd 385 taytti
NGS-vertailungytteen edellytykset kudostilavuuden ja kasvainsisdllén osalta ja 379 tuotti
kelvollisen NGS-uloksen.

Naytteet, joista oli validi tulos seka NGS:la etta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla,
analysoitiin NGS-vertailumenetelmalld, jotta voitiin arvioida positiivinen prosentuaalinen
yhtapitdvyys (Positive Percent Agreement, PPA), negatiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys
(Negative Percent Agreement, NPA) ja prosentuaalinen yhtdpitévyys yhteensd (Overall
Percent Agreement, OPA). Nama prosentuaaliset arvot sekd niitd vastaavat kaksipuoliset
95 %:n luottamusvélit (Confidence Intervals, Cl), jotka on laskettu Clopper-Pearsonin Exact-

menetelmalld, on koottu taulukkoon Taulukko 13.

Taulukko 13. FFPE-kudosndytteiden yhtépitévyyden analyysi

Mittari Prosentuaalinen yhtdpitévyys (N)  Kaksipuolinen 95 %:n Cl
Positiivinen prosentuaalinen yhtépitéivyys 99,0 (197/199) 96,4; 99,9
Negatiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys 90,0 (162/180) 84,7; 94,0
Prosentuaalinen yhtapitavyys yhteensa 94,7 (359/379) 92,0; 96,7

Yhteensd 20:sta mutaatiotilan osalta ristiriitaisesta tuloksesta kahdella néytteelld oli therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla saatu negatiivinen tulos ja NGS-positiivinen tulos, kun taas
18 naytteelld therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan positiivisista tuloksista oli negatiivinen
NGS-ulos. NGS havaitsi MAF+asoilla kaksi naytettd, joista oli therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit -sarjan negatiiviset tulokset ja NGS-positiiviset tulokset. Tulokset olivat alle therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan havaitsemisrajan.
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18 nayteestd, jotka therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja madritti positiivisiksi ja NGS
negatiivisiksi, 11 olivat heikkoja positiivisia (yhden ACr-arvon sisdllé rajo-arvosta kaytettdessa
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa ja siten heikkoja positiivisia ndytteitd). therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit sarja havaitsi yhden H10474apauksen (3140A>T), mutta NGS-mddritys
havaitsi sen H1047|-mutaatioksi (3139_3140CA>AT). Kuuden muun ristiriitaisen tuloksen

taustasyytda ei tunnistettu.

Taulukko 14 sisaltaa tavoitteen PPA:n, kun NGS on oletusmenetelmé.

Taulukko 14. FFPE-kudosndytteiden yhtépitivyyden analyysi tiettyjen mutaatioiden osalta

Mutaatio* Positiivinen prosentuaalinen yhtdpitévyys (N)  Kaksipuolinen 95 %:n Cl
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

ES45A 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

* Kaikki 11 PIK3CA-mutaatiota havaittiin kudosnéytteestd SOLAR-1-tutkimuksessa (Taulukko 15).
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Kliininen suorituskyky: Kudosnaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi diagnostisena oheistesting
hoitohenkildston avuksi sellaisten rintasydpapotilaiden tunnistamisessa, joille voidaan antaa
PIQRAY (alpelisibi) -hoitoa kliinisestd FFPE-rintakasvainkudosnéytteestd havaitun yhden tai

useamman PIK3CA-mutaatiotuloksen perusteella.

Kliinisten tulosten tiedot

SOLAR-1+utkimus, CBYL719C2301, oli satunnaistettu, kaksoissokkoutettu, lumel&dkekontrolloitu,
vaiheen Il kansainvalinen monikeskustutkimus, jossa médritettiin PIQRAY (alpelisibi) -valmisteen
tehokkuutta ja turvallisuutta kéytettynd yhdessa fulvestrantin kanssa verrattuna lumelédkkeeseen
ja fulvestranttiin miehillé ja postmenopausaalisilla naisilla, joilla oli HR+-, HER2-negatiivinen
edennyt rintasydpd, joka eteni aromataasi-inhibiittorihoidon aikana tai sen jdlkeen. Yhteensa
572 rintasydpépotilasta rekistersitiin kahteen tutkimuskohorttiin, ja heilld joko oli tai ei ollut
PIK3CA-mutaatiota. Pofilaat satunnaistettiin saamaan joko PIQRAY-valmistetta (alpelisibid)
300 mg yhdessé fulvestrantin  kanssa tai lumelackettd yhdessa fulvestrantin  kanssa

suhteessa 1:1. Satunnaistaminen ositettiin keuhko- ja/tai maksametastaasien ja aiemman

CDK4/6-inhibiittorihoidon perusteella.

Tutkimuksen ensisijainen pddtetapahtuma oli etenemdattdmyysaika (Progression-Free Survival,
PFS) kayttamalla kiinteiden kasvainten vasteen arviointikriteereitd (RECIST v1.1), mika perustui
tutkijon arvioon edennyttd rintasydpdd sairastavista, PIK3CA-mutaation omaavista potilaista.
Muita toissijaisia padtetapahtumia olivat niiden potilaiden eteneméattdmyysaika, joilla ei ollut
PIK3CA-mutaatiota, sekd elossaolo yhteensd (Overall Survival, OS), osallistumisosuus yhteensd
(Overall Response Rate, ORR) ja kliininen hydtysuhde (Clinical Benefit Rate, CBR)
PIK3CAkohortin mukaan (ts. PIK3CA-mutaatio tai ilman).

Seulontaa ja rekistersintic varten potilaiden PIK3CA-mutaatiotila madritettiin keskitetysti
kliinisen tutkimuksen testilla (Clinical Trial Assay, CTA) tai QIAGEN therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarjalla, jolla testattiin FFPE-rintasydpdkasvainnaytteitd. SOLAR-1-tutkimuksessa
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satunnaistetuista 572 potilaasta 177 potilasta (30,9 % tutkimukseen osallistuneista, mukaan
lukien 172 PIK3CA-mutaatiopositiivista  ja  viisi PIK3CA-mutaationegatiivista  potilasta)
satunnaistettiin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan avulla. Kaikki muut potilaat (395)
satunnaistettiin kliinisen tutkimuksen testilla (69,1 % tutkimukseen osallistuneista, mukaan

lukien 169 PIK3CA-mutaatiopositiivista ja 226 PIK3CA-mutaationegatiivista potilasta).

PIK3CA-mutaatiokohortissa PIQRAY (alpelisibi) yhdessa fulvestrantin kanssa oli ylivertainen
pelkkadn fulvestranttiin verrattuna ensisijaisen padtetapahtuman, eteneméttomyysajan, osalta
tutkijoiden arvioinnissa RECIST 1.1 «kriteerien perusteella. Arvioitu 35 %:n riskin pienenemd
sairauden efenemisessd fai kuolemassa havaittiin PIQRAY-hoidon (alpelisibi) plus fulvestrantin
eduksi verrattuna lumelddkkeeseen ja fulvestranttiin (hasardisuhde [HR] = 0,65; 95 %:n
Cl: 0,50; 0,85; p = 0,0013, kaksipuolisen ositetun log-rank+testin perusteella). Mediaani
efenemdttdmyysaika piteni kliinisesti merkittavalla 5,3 kuukaudella, lumeladkkeen + fulvestrantin
5,7 kuukaudesta PIQRAY (alpelisibi) plus fulvestranttiryhmén 11,00 kuukauteen (Kuva 20).

100 4

a Sensurointiajat
Alpelisibi 300 mg/vrk + Fulv (n/N = 103 / 169)
A+~ Lumeladke joka vrk + Fulv (n/N = 129/ 172)

Hasardisuhde = 0,65
95 %:n CI[0,50; 0,85]

Kaplan-Meier-mediaanit (kuukausia)
Alpelisibi 300 mg/vrk + Fulv : 11,0
Lumelaake joka vrk + Fulv : 5,7
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Aika (kuukausia)
Viela riskin alaisien tutkittavien maéra

Aika (kuukausia) 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
Alpelisibi 300 mg/vrk + 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
Lumelaake joka vrk + 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 0o 0 o0 o0

- Ositettu Logrank-testi ja ositettu Coxin malli kéyttamalla ositusta méaaritettyna (i) ennen CDK 4/6 -inhibiittorin kéyttda. (i) maksa- ja/tai keuhkometastaasien
olemassaolon perusteella

Kuva 20. Kaplan-Meier-kuvio etenemdittdmyydestd hoidoittain PIK3CA-mutaatiopotilailla, jotka satunnaistettiin
tutkimuksessa SOLAR-1.
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Naytteet 395 potilaalta, jotka satunnaistettiin kliinisen tutkimuksen testilla, testattiin
jalkeenpdin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla ja ne tuottivat 389 naytettd, jotka
voitiin arvioida therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla (98,5 %) ja joista kuutta
potilasndytettd ei voitu arvioida therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla (Taulukko 16).

Taulukko 15. PIK3CA-mutaatioiden esiintymistiheys therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan havaitsemana kliinisen

SOLAR-1-tutkimuksen kudosndytteisté

Esiintymistiheys
Emdsijdrjestyksen  FFPE-kudosndytteissa
Eksoni Mutaatio* COSMIC-tunniste’ muutos 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)

* PIK3CA-mutaatiopositiivisella potilaalla voi olla useampi kuin yksi mutaatio.

T COSMIC: sydvin somaattisten mutaatioiden luettelo: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = PIK3CA-mutaatiopositiivisten potilaiden m@ard, joka on tunnistettu FFPE-kudosnéytteist SOLAR-1-tutkimuksessa.

Taulukko 16. Jalkeenpdin uudelleentestattujen (kliinisen tutkimuksen testin perusteella rekistersityjen) tutkittavien
luokittelu (koko analyysijoukko, rekisterdity kliinisen tutkimuksen testilld)

therascreen PIK3CARGQ  CTA-positiivinen (N = 169)  CTA-negatiivinen (N = 226)  Yhteensd (N = 395)
PCR Kit -sarjan tulokset

Valid (Kelvollinen) 169 (100,0 %) 220 (97,3 %) 389 (98,5 %)
Positive (Positiivinen) 164 (97,0 %) 11 (4,9 %) 175 (44,3 %)
Negative (Negatiivinen) 5 (3,0 %) 209 (92,5 %) 214 (54,2 %)
Invalid (Virheellinen) 0 (0 %) 6 (2,7 %) 6 (1,5 %)
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Jotta voitiin arvioida kliinisen tutkimuksen testin ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
yhtapitavyys, laskettiin yhtapitavyysindeksit PPA, NPA ja OPA sekd asianomainen

kaksipuolinen Clopper-Pearsonin Exact 95 %:n luottamusvali.

Taulukko 17 esittaa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan arvioitavissa olevan alijoukon
kayttamalla kliinisen tutkimuksen testia vertailumenetelmdnd ja osoittaa suuren yhtapitavyyden
testin ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tulosten valillg.

Taulukko 18 kéyttad therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa vertailumenetelménd ja osoittaa

suuren yhtapitavyyden testin ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tulosten valilla.

Taulukko 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja verrattuna kliinisen tutkimuksen testiin (testi vertailumenetelménd)

Yhtépitdvyyden arvio Prosentuaalinen yhtdpitivyys, %  Kaksipuolinen 95 %:n Cl

Positiivinen prosentuaalinen yhtapitévyys 97,0 93,2; 99,0
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negatiivinen prosentuaalinen yhtdpitévyys 95,0 91,2;97,5
(Negative Percent Agreement, NPA)

Prosentuaalinen yhtdpitévyys yhteensd 95,9 93,4; 97,6
(Overall Percent Agreement, OPA)

Taulukko 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja verrattuna kliinisen tutkimuksen festiin (therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarja vertailumenetelmédnd)

Yhtépitévyyden arvio Prosentuaalinen yhtdpitavyys, %  Kaksipuolinen 95 %:n Cl

Positiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys 93,7 89,0; 96,8
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negatiivinen prosentuaalinen yhtépitévyys 97,7 94,6; 99,2
(Negative Percent Agreement, NPA)

Prosentuaalinen yhtdpitavyys yhteensa 95,9 93,4; 97,6
(Overall Percent Agreement, OPA)

Taulukko 19 esittéd PPA-, NPA- ja OPA-arviot laskettuna uudelleen vakevoinnin sadtdmiseksi

kliinisen tutkimuksen testin mutaationegatiivisten potilaiden kuuden puuttuvan therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tuloksen vuoksi.
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Taulukko 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja verrattuna kliinisen tutkimuksen testiin (therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarja vertailumenetelmdnd)

Yhtépitdvyyden arvio Prosentuaalinen yhtdpitivyys, %  Kaksipuolinen 95 %:n Cl

Positiivinen prosentuaalinen yhtdpitavyys 93,6 90,1; 97,0
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negatiivinen prosentuaalinen yhtépitévyys 97,7 95,6; 99,5
(Negative Percent Agreement, NPA)

Prosentuaalinen yhtdpitévyys yhteensd 95,9 93,8, 97,8
(Overall Percent Agreement, OPA)

therascreen PIK3CA  RGQ PCR Kit -sarjan  kliinisen  hyddyn  ensisijainen
etenemattdmyysanalyysi osoitti samanlaista kliinista tehokkuutta kuin SOLAR-1-tutkimuksessa
m&adritetty. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan mutaatiopositiivisten potilaiden alajoukon
(347 potilasta) analyysi  osoitti, eftd PIQRAY (alpelisibi) plus fulvestranttiryhmédn
satunnaistetuilla potilailla oli arviolta 36 % pienempi sairauden etenemisen tai kuoleman
vaara (HR = 0,64; 95 %:n Cl: 0,48; 0,85) kuin potilailla, jotka oli satunnaistettu lumeladake

plus fulvestrantti -ryhmaan.

Herkkyysanalyysit arvioivat puuttuvien therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tietojen
vaikutusta etenemdttdmyysaikaan ja osoittivat, eftd tulokset olivat kestévét puuttuvista tiedoista
huolimatta. Esimerkiksi oletettaessa, ettd kuusi puuttuvaa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -
sarjan tulosta oli ristiriidassa tutkimuksen testin kanssa, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
mutaatiopositiiviset PIQRAY (alpelisibi) plus fulvestrantti -ryhmé&én satunnaistetuilla potilailla oli
arviolta 37 % pienempi sairauden etenemisen tai kuoleman (HR = 0,63; 95 %:n CI [0,47, 0,84])

riski kuin potilailla, jotka oli satunnaistettu lumelddke plus fulvestrantti -ryhmadn.

Kaikki kliinisen tutkimuksen testin perusteella rekisterdidyt mutaatiopositiiviset potilaat olivat
arvioitavissa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla ja vain kuusi testin perusteella
mutaationegatiivista potilasta ei ollut arvioitavissa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla.

Siten tuloksissa ei ollut harhaa tutkimusnéytteen arvioitavuuden osalta.

Etenemattdmyysaika arvioitiin myds therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -negatiiviselta ryhmaltd,
eikd etenemattdmyyshydtyd havaittu kyseisilla potilailla (HR = 0,85; 95 %:n Cl: 0,58; 1,25).
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Suorituskykyominaisuudet: Plasmandytteet

Analyyttinen suorituskyky: Plasmandaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan suorituskykyominaisuudet madritettiin tutkimuksissa,
joissa kaytettiin rintasydpdpotilaiden kliinisié plasmanéytteitd, keinotekoisia plasmandytteitd,
joissa terveiden luovuttajien plasmaan oli lisatty fragmentoitua solulinjan DNA:ta 11:sta
ihmisen solulinjandytteestd, joissa oli tunnettu m&drityksen havaitsemia PIK3CA-mutaatioita,
plus yksi PIK3CAwvillityypin solulinjandyte (ts. ei mutaatioita, jotka therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarjan pitdisi havaita eksoneissa 7, 9 ja 20).

Tyhjan raja (Limit of blank, LoB): Plasmanaytteet

Tyhjén raja LoB (Limit of Blank, LoB) on mddritetty CLSl-ohjeessa EP17-A2 “korkeimmaksi
mittaustulokseksi, joka todenndksisesti havaitaan (ilmoitetulla todenndkdisyydelld) tyhjasta
naytteestd”. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kohdalla t&dmé on tietopiste, joka vastaa
ylempaa 95. persentiilia tyhjissa néytteissa. Jotta voitiin arvioida therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarjan suorituskyky mallin puuttuessa sek& varmistaa, ettd villityypin DNA:ta sisdltavé
ndyte ei generoi analyyttista signaalia mahdollisesti merkking pienestd mutaatiopitoisuudesta,
yhteensé 60 yksildlliseen terveiden luovuttajien ndytteeseen lisattiin sarjoittain laimennettua
fragmentoitua villityypin PIK3CA DNA:ta kuutena lghtdtasona, ja ne testattiin kolmittain
tutkimuksessa,  jossa  noudatettin  CLSl:n  ohjetta  EP17-A2  mdadarittdd  kunkin
mutaatiomddrityksen tyhjén raja. Kaikki mutaatiomddritykset tuottivat LoB-arvoja, jotka olivat
asianomaisten mutaatioiden raja-arvon yldpuolella. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
havaitsemien PIK3CA-mutaatioiden tyhjén raja plasmandytteissc on esitetty jaliemp&nd

(Taulukko 20).
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Taulukko 20. LoB-tulosten yhteenveto

Eksoni Mutaatio Emésjérjestyksen LoB (ACr-arvo) Virheellisesti positiiviseksi
muutos médritettyjen osuus (%)
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%

Havaitsemisraja (Limit of Detection, LoD): Plasmandytteet

Jokaisen 11 PIK3CA-mutaation havaitsemisraja  méadritettiin  tutkimuksessa  kayttamalls
keinotekoisia plasmanaytteita. Tutkimuksessa havaitsemisraja  madritettiin - matalimmaksi
madraksi mutaatioDNA:ta villityypin DNA:ssa, jolla mutaationdyte antaa 95 prosentissa

testituloksista mutaatiopositiivisen tuloksen (Cos).

Havaitsemisrajan madrittamiseksi kustakin mutaatiosta valmistettiin naytteita, jotka erosivat
toisistaan mutaatioprosentin ja pienen |&htd-DNA:n pitoisuuden suhteen. Naytteet testattiin
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sarjalla (Taulukko 21). Kunkin madarityksen havaitsemisraja
laskettiin kayttamalla probitmenetelm&d. 11 keinotekoisen mutaationdytteen havaitsemisraja
maadritettiin kaytamalla kolmea eri therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan erdd ja
testaamalla 24 replikaattia sarjaerdd ja tasoa kohti. Mutaatioiden alijoukko vahvistettiin

kayttamalla kliinisia plasmanaytteitd maaritetylla havaitsemisrajalla.
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Taulukko 21. Madritetty plasmandytteiden havaitsemisraja kéytettéessa pientd lahts-DNA-mddrdad kliinisistd ja

keinotekoisista plasmandytteistd

Eksoni Mutaatio COSMIC*-tunniste Emdsjdrjestyksen muutos  LoD,% MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,461
9 E542K 760 1624G>A 5,06™
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,94m
E545K 763 1633G>A 2,421
Q546E 6147 1636C>G 5311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,98™
H1047Y 774 3139C>T 7,07t

MAF: mutanttialleelin esiintymistiheys.

* COSMIC: sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

T Havaitsemisrajan arvot saatiin kéyttamalla solulinjandytteitd.

* Havaitsemisrajan arvot saatiin kéyttamalla kliinisié plasmandytteitd.

Genomisen |Ght6-DNA:n alue: Plasmanéytteet

Kontrollin Crtydskentelyalue asetettiin kayttamalla laskettuja toleranssivaleja ja LoB-arvoja.

Kontrollimaérityksen Crtydskentelyalue madritettiin kayttamalla yhteensé 30  yksittdistd

10 ml:n villityypin ndytetta, joissa oli eri villityypin DNA:n pitoisuus (120 havaintoa).

Lopullinen kontrollim&éarityksen Crtydskentelyalue asettui Cr-arvoon 24,69-31,68, miké tuotti

98 %:n luottamusvdalin 95 %:lle aiotusta kohderyhmastd.
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ACrraja-arvot: Plasmandytteet

Kunkin mutaation raja-arvot saatiin kéyttamalla keinotekoisia plasmanéytteita. ACr-arvojen
tilastollisen analyysin lisaksi LoB-arvoja ja virheellisesti positiivisten ja virheellisesti negatiivisten

asteiden suunnitteluvaatimuksia kaytettiin maarittamadn hyvaksyttavat raja-arvot.

Saadut raja-arvot on esitetty kohdassa Taulukko 22.

Taulukko 22. Kunkin mutaatiomadrityksen saadut raja-arvot plasmandytteistd perdisin olevaa DNA:ta testattaessa

Testi Raja-arvo (AC)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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Lahta-DNA:n vaikutus ACrarvoihin (lineaarisuus): Plasmandytteet

L&hta-DNA:n taso on monistettavan DNA:n kokonaismaard naytteessé PIK3CAkontrollireaktion
Crarvoilla mé&éritettynd. Jotta voitiin osoittaa  therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan
suorituskyvyn olevan yhdenmukainen kontrollireaktion Cr-alueella (24,69-31,68), valmistettiin 8-
tasoinen sarjalaimennus kustakin 11 PIK3CA-mutaatiomédrityksesté (fragmentoitu DNA eristetty
solulinjan naytteistd). Tavoitellut Cr-tavoitetasot laimennustasoille 1 ja 8 olivat kullekin mutaatiolle
kontrollireaktion Cralueen yl&- ja alapuolella. Eri DNAkokonaislghtétasoilla mitatut ACr-arvot
olivat yleensd yhdenmukaisia therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sarjan tydskentelyalueella

mutaatioiden osalta.
Madarityksen spesifisyys (ristireaktiivisuus/spesifisyys): Plasmanaytteet

Jotta voitiin arvioida, onko méaérityksen havaitsema mutaatioiden vélinen ristireaktiivisuus
otettu oikein huomioon analyyttisten rajo-arvojen madityksessd, mutaatiopositiivisia
keinotekoisia plasmanaytteita suurella ja pienella 16hta-DNA-asolla laimennettiin korkeisiin ja
mataliin MAF-+avoitteisiin ja testattiin kaksittain kayttdmalla kolmea therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit -sarjan erdd. Ristireaktiivisuutta havaittiin H1047L- ja H1047R-maaritysten valilla.
Tama ristireaktiivisuus mddritettiin kuitenkin yksisuuntaiseksi (ts. jos ndhdéan néyte, jossa on
sekd H1047R etta H1047L, laite raportoi sen vain muodossa H1047R Mutation Detected
[H1047R-mutaatio havaittu]). Tama saantd sisdltyy automaattiseen

therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile -madéritysprofiilin algoritmiin.
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Hairiot: Plasmanaytteet

Endogeeniset aineet

Mahdollisia  endogeenisia  héiritsevié  aineita, joita voi olla plasmandyteissd, testattiin

keinotekoisista mutaatio- ja villityyppindytteista CLSI:n ohjeen EP7-A2 suosittelemilla pitoisuuksilla:

® Hemoglobiini (2 g/I)

e Triglyseridit (37 mmol/I)

e EDTA (3,4 pmol/l)

e Kofeiini (308 pmol/I)

e Albumiini (30 mg/ml)

e Konjugoitu bilirubiini (342 pmol/|)

e Konjugoitumaton bilirubiini (342 pmol/I)

Tulokset osoittivat, eftd ndma aineet eivat hairinneet therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

tuloksia.

Eksogeeniset aineet

DNA:n eristysprosessissa lasné olevia mahdollisesti eksogeenisid hdiritsevia aineita testattiin

mutaatio- ja villi indytteistd pitoisuuksilla, joilla odotettiin 10 %:n siirtymdad eristysprosessista:
| PP p I p

Etanoli

® Proteinaasi K
e Buffer ACL
e Buffer ACB
o Buffer ACWI
e Buffer ACW2

Tulokset osoittivat, ettd némé aineet eivat hairinneet therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

tuloksia.
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Erien vaihdettavuus: Plasmanaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR System -jdrjestelmdssa kaytetaan QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit -sarjaa DNA:n eristamiseen ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa DNA:n
monistamiseen ja  PIK3CA-mutaatiotilan  havaitsemiseen.  Erienvélinen  uvusittavuus  ja
vaihtokelpoisuus todettiin kayttamalla kolmea eri QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit -
sarjan erdd ja yhta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan erdd. Erien vdlinen oikeiden

tulosten kokonaisprosentti kaikkien mutaatiopositiivisten ja villityypin naytteiden osalta oli 100%.
Naytteiden kasittely: Plasmandaytteet

Jotta voitiin osoittaa, ettd eri laboratoriot tuottavat hyvaksyttavia tuloksia aloitettaessa samasta
plasmandytteestd, eristykset tehtiin kolmella eri kayttopaikalla. Keinotekoisia néytteitd kaytettiin
kaikista 11 mutaatiosta seka lisaksi villityypin kliinista PIK3CA-plasmandytetta. 18 x 2 ml:n
alikvootti valmistettiin kustakin ndytteestd; néméa alikvootit satunnaistettiin ja jaettiin 18
eristysjoukkoon. N&mé eristysjoukot jaettiin sitten tasaisesti kolmen testauspaikan valilla (yksi
QIAGENIn sisdinen kéayttopaikka Isossa-Britanniassa ja kaksi ulkoista lisakayttopaikkaa
Yhdysvalloissa); kuusi eristystd tutkimuspaikkaa kohti. Naytealikvooteista eristetty DNA testattiin
kéayttamalla therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa sisdisella QIAGEN-kéayttdpaikalla.
Verrattaessa kunkin néytteen tuloksia kéyttdpaikkojen valilla, oikeiden mutaatiopaatésten

prosenttiosuus PIK3CA-mutaatiopositiivisten ja villityyppisten néytteiden osalta oli 100 %.
Toistettavuus ja uusittavuus: Plasmandytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan toistettavuutta tutkittiin testaamalla solulinjandytteistd
eristettyd DNA:ta, joka edusti kaikkia 11 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

havaitsemaa mutaatiota 1 x LoD:1lg ja 3 x LoD:lla.

Toistettavuus arvioitiin testaamalla ndma naytteet yhdella kayttopaikalla 20 ei-perdkkaisend
pdivand kayttamalla kolmea Rotor-Gene Q -laitetta ja kolmea kayttajada, mika tuotti yhteensa

120 replikaattia per nayte (Taulukko 23).
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Taulukko 23. Maarityksen toistettavuus - oikeiden pééitosten osuus PIK3CA-mutaatioista, jotka testattiin plasmandytteisté

saaduista DNA-néytteistd
Matalampi
Kelvollisten kaksipuolinen

Eksoni Mutaatio Mutaatiotaso tulosten osuus Oikeat tulokset, % 95 %:n Cl
NA Villityyppi Ci30 114/120 95,00 89,43
7 C420R Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A Havaitsemisraja 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G Havaitsemisraja 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3 x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3 x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L Havaitsemisraja ~ 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R Havaitsemisraja 110/120 91,67 85,21
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y Havaitsemisraja 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

* E545K:n ja H1047R:n osalta kaytetty havaitsemisraja (LoD) oli 1,99 ja 1,44. LoD saddettiin uudelleen ja vahvistettiin
myShemmassa tutkimuksessa. Uudelleensaadettyd havaitsemisrajoa kéytettiin mydhemmassa tutkimuksessa (Taulukko 24).
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Uusittavuus mitattiin testaamalla keinotekoisia néytteitd 1 x LoD:ll& ja 3 x LoD:ll& kolmella eri
kayttopaikalla (yksi QIAGENin sisdinen kayttopaikka Isossa-Britanniassa ja kaksi ulkoista
lisakaytdpaikkaa Yhdysvalloissa). Kaikki ndmé naytteet testattiin kullakin kayttdpaikalla 10 ei-
perdkkdisend paivana kayttamalla kolmea Rotor-Gene Q -laitetta ja kolmea kayttajaa, mika

tuotti yhteensd 60 replikaattia per néyte (Taulukko 24).
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Taulukko 24. Maérityksen uusittavuus - oikeiden péatosten osuus PIK3CA-mutaatioista, jotka testattiin plasmandytteista
saaduista DNA-naytteista kaikilla kayttopaikoilla

Matalampi
Kelvollisten kaksipuolinen

Eksoni Mutaatio Mutaatiotaso tulosten osuus Oikeat tulokset, % 95 %:n Cl
NA WT C:30 223/238 93,70 89,82
7 C420R Havaitsemisraja 237/238 99,58 97,68
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
9 E542K Havaitsemisraja 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A Havaitsemisraja 239/240 99,58 97,70
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D Havaitsemisraja 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G Havaitsemisraja ~ 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3 x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E Havaitsemisraja 238/238 100,00 98,46
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L Havaitsemisraja 236/238 99,16 97,00
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R Havaitsemisraja 430/432 99,54 98,34
3 x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y Havaitsemisraja 239/240 99,58 97,70
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

* Naytteitd, joissa oli E545K- ja H1047R-mutaatiot pdivitetylld havaitsemisrajalla (katso Taulukko 21), arvioitiin
kuutena paivana kolmella kéyttdpaikalla kolmen kéytdjan toimesta, kahtena ajona ja neljdné replikaatting, jotta
saatiin yhteensé 144 mittausta per kéyttdpaikka, yhteensd 432 kolmelta kayttdpaikalta. Taulukko 25 siséltaa
tavoitteen positiivisen yhtdpitévyyden (Positive Percentage Agreement, PPA), kun NGS on oletusmenetelmd.
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Varianssikomponenttianalyysin avulla arvioitiin sarjojen vélisen, ajojen valisen, kayttdjien
vélisen, laitteiden vdlisen, pdivien vdlisen ja ajon sisdisen vaihtelevuuden keskihajonnan
toistettavuus ja uusittavuus. Kaikissa varianssikomponenteissa keskihajonta (standard deviation,
SD) yhteensé oli < 1,34 ACr havaitsemisrajalla ja < 0,73 ACr 3 x havaitsemisrajalla kaikkien
toistettavuustestauksessa testattujen PIK3CA-mutaatioiden osalta. Kaikissa mutanttivalikoiman
jdsenissa keskihajonta oli < 0,20 ACr havaitsemisrajalla ja < 0,10 ACr 3 x havaitsemisrajalla
erien valilla (erien vaihdettavuus). Ajon sisdisen vaihtelevuuden (toistettavuuden/tarkkuuden)
keskihajonta oli 0,415 ACr - 1,407 ACr havaitsemisrajalla ja 0,206 ACr -0,583 ACr

3 x havaitsemisrajalla.
Verindyteputkien hyvaksynta

Veren vaikutus plasman erottumisaikaan plasmanéytteen laadussa ja mydhemmissa tuloksissa
madritettiin - kaytamalla  keinotekoisia  H1047R-verinaytteita  (yleisin  mutaatio) ja
kokoverindytteitd terveiltd vapaaehtoisilta villityypin naytteing. Verindytteet otettiin 10 ml:n
K2EDTA-putkiin neljélta luovuttajalta (8 putkea per luovuttaja). Keinotekoiset verindytteet luotiin
lisaéamalla PIK3CA H1047R -mutaation sisdltavaad fragmentoitua solulinjan DNA:ta kahdelta
luovuttajalta otettuihin veriputkiin ndytteenoton jalkeen. Verindytteistd erotettiin plasma noin 1,
2, 3 ja 4 tunnin ajankohtina. DNA eristettiin plasmandytteista kayttamalla QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit -sarjaa ja kukin tavoite testattiin kayttamalla therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjaa 16 replikaattina.

Kaikista testatuista néytteista tehtiin oikea pddtds kunakin ajankohtana. Lisaksi PIK3CA

H1047R -mutaationdytteen osalta ei havaittu tilastollisesti merkitsevad ACr-arvon siirtymdd.

Tassa tutkimuksessa osoitettiin, ettd vaikutusta plasman verestd erottumisen aikaan ei ole, jos

ndyte kasitellaan neljan tunnin sisallé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla.
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Tarkkuus: Vertailu analyyttiseen vertailumenetelmaan (plasmanéytteet)

Jotta voitiin osoittaa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan tarkkuus, tehtiin tutkimus kliinisen
SOLAR-1-tutkimuksen naytteilla verrattuna hyvaksyttyyn NGS-maaritykseen. PIK3CA-muutosten
testaus therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla ja NGS:|1a tehtiin kéyttamalla 552 kliinisen
plasmanaytteen DNA:ta kliinisestd SOLAR-1-tutkimuksesta.

DNA-ngytteet, joista oli kelvolliset tulokset sekd NGS:lla etta therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit -sarjalla (542/552 ndytettd), analysoitiin positiivisen prosentuaalisen yhtapitavyyden
(Positive Percentage Agreement, PPA), negatiivisen prosentuaalisen yhtapitdvyyden (Negative
Percent Agreement, NPA) ja prosentuaalisen kokonaisyhtdpitdvyyden (Overall Percent
Agreement, OPA) arvioimiseksi. Namé prosentuaaliset arvot seka niitd vastaavat kaksipuoliset

95 %:n luottamusvdlit (Confidence Intervals, Cl) on koottu kohtaan Taulukko 25.

Taulukko 25. Yhtapitivyysanalyysi plasmandytteistd saaduista DNA-ndytteistd

Mittari Prosentuaalinen yhtépitdvyys (N)  Matalampi 95 %:n CI
Positiivinen prosentuaalinen yhtdpitvyys 97,39 (149/153) 93,44
Negatiivinen prosentuaalinen yhtépitavyys 91,26 (355/389) 88,00
Prosentuaalinen yhtépitévyys yhteensd 92,99 (504/542) 90,50

38 ristiriitaiset prosentuaalisen kokonaisyhtapitdvyyden tulokset:

e Nelja naytetta (0,7 %) Wild-Type (Villityyppi) (eli No Mutation Detected [Mutaatiota ei
havaittu]) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan mukaan, mutta NGS:n mukaan
Mutation Detected (Mutaatio havaittu).

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla Mutation Detected (Mutaatio havaittu) -tuloksia
oli 34 (6,3 %), mutta NGS:n mukaan ne olivat Wild-Type (Villityyppi).

e Taulukko 26 sisaltad tavoitteen PPA:n, kun NGS on oletusmenetelma.
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Taulukko 26. Yhtapitivyysanalyysi plasmandytteistd saaduista DNA-ndytteistd mutaatioittain

Mutaatio* Positiivinen prosentuaalinen yhtdpitivyys (N)  Kaksipuolinen 95 %:n ClI
C420R 100,0 % (2/2) 15,8; 100,0

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

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

E545K 100,0 % (38/38) 90,7; 100,0

H1047L 100,0 % (5/5) 47,8; 100,0

H1047R 97,6 % (83/85) 91,8; 99,7

* 6/11 PIK3CA-mutaatiota havaittiin plasmandytteestd SOLAR-1-tutkimuksessa (Taulukko 31).

Kliininen suorituskyky: Plasmanaytteet

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi diagnostisena oheistesting
hoitohenkildston avuksi sellaisten rintasydpépotilaiden tunnistamisessa, joille voidaan antaa
PIQRAY (alpelisibi) -hoitoa kliinisestd FFPE-rintakasvainkudosnéytteestd havaitun yhden tai
useamman kliinisistd K2EDTA-antikoaguloiduista dareislaskimoiden kokoveriplasmanaytteista

saadun PIK3CA-mutaatiotuloksen perusteella.

Kliiniset ~ K2EDTA-antikoaguloidut  Géreislaskimoiden  kokoveriplasmanéytteet  ofeftiin
rintasydpdpotilailta, jotka satunnaistettiin - SOLAR-1-tutkimuksessa ennen  tutkimushoidon
aloittamista (IGhtatilanne), ja ndytteet testattiin jalkikateen therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -
sarjalla, jotta voitiin arvioida tdman naytetyypin kliininen hyddyllisyys PIK3CA-mutaatiotilan

madrittdmisessd seka arvioida kudos- ja plasmatulosten valinen yhtapitavyys.

Yht&pitavyysanalyysin tulokset

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan yhtépitavyys plasmatulosten osalta therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan kudostuloksien kanssa on esitefty taulukossa Taulukko 27. therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudospositiivisista 328 potilaasta 179 oli therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan plasmatestauksen mukaan positiivisia. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -
sarjan kudosnegatiivisista 215 potilaasta 209 oli therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

plasmatestauksen mukaan negatiivisia. Kelpaamattomia plasmatuloksia ei ollut.
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Taulukko 27. Yhtapitévyystaulukko therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla saatujen kudostulosten ja therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla saatujen plasmatulosten valillé

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja: kudosndytteet
therascreen PIK3CA RGQ PCR  Positive Negative Invalid Yhteensa
Kit -sarja: plasmanéytteet (Positiivinen) (Negatiivinen) (Virheellinen)
Positive (Positiivinen) 179 6 1 186
Negative (Negatiivinen) 149 209 5 363
Invalid (Virheellinen) 0 0 0 0
Yhteensd 328 215 ) 549

Yhtapitavyys (PPA, NPA ja OPA) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmanéytteiden

ja therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudosnaytteiden tulosten

valilla laskettiin

kayttamalla therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudostuloksia viitteend (Taulukko 28).

PPA-, NPA- ja OPA-piste-estimaatit olivat 55 %, 97 % ja 72 %.

Taulukko 28. Yhtiipitdvyys therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmandytteiden ja therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit

-sarjan kudosndytteiden tulosten vililld kéyttaméllé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudostuloksia viitteend

Yhtdpitévyyden arvio Prosentuaalinen yhtdpitavyys (N) 95 %:n CI*

Positiivinen prosentuaalinen yhtépitévyys 55 % (179/328) (49,0; 60,1)
Negatiivinen prosentuaalinen yhtapitévyys 97 % (209/215) (94,0; 99,0)
Prosentuaalinen yhtépitavyys yhteensa 72 % (388/543) 67,5;75,2)

* 95 %:n Cl laskettu Clopper-Pearsonin Exact-menetelmélla.

Plasmandytteiden vahvistustestaus hyvaksytylld NGS-vertailumenetelmallé

vahvisti 91 %

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmatuloksista. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

-sarjan kudospositiivisista potilaista, jotka olivat therascreen PIK3CA RGQ

PCR Kit -sarjan

mukaan plasmanegatiivisia, NGS vahvisti therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan

plasmanegatiiviset tulokset 80 %:ssa tapauksista. Kuudesta ristiriitaisesta therascreen PIK3CA

RGQ PCR Kit -sarjan plasmapositiivisesta, therascreen PIK3CA RGQ

kudosnegatiivisesta potilaasta NGS vahvisti plasmapositiiviseksi viisi.

PCR Kit -sarjan

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kéytdohje (kasikirja) 09/2019

89



Etenemattdmyysosuuden (Progression-free Survival, PFS) analyysi

PIQRAY-hoidon (alpelisibi) ja fulvestrantin yhdistelmén etenemattémyysaika therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmapositiivisessa ryhmdssa (N = 185) havaittiin PIQRAY-
hoidon (alpelisibi) plus fulvestranttiryhmén eduksi verrattuna lumeladketta ja fulvestranttia
saaneeseen ryhmddn arvioidun sairauden etenemisen tai kuoleman riskin ollessa 46 %
pienempi (HR = 0,54; 95 %:n Cl: 0,33; 0,88) (Taulukko 29). therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit -sarjan kudospositiivisen ryhman etenemattomyysajan HR oli puolestaan 0,64 (95 %:n
Cl: 0,48; 0,85) ja 0,65 (95%::nn CI:0,50; 0,85) SOLAR-1+tutkimuksen PIK3CA-

mutaatiokohortissa rekisterdintihetken kudosmaarityksen perusteella.

Taulukko 29. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmapositiivisten pofilaiden etenemattomyysanalyysi

HR (95 %:n Cl)

PFS (N
N PIQRAY 300 mg joka vrk + fulv / lumeldéke
joka vrk + fulv*
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan 0,54 (0,33/0,88)

plasmapositiiviset (185)

* HR ja 95 %:n Cl laskettiin kayttamalla vakevointisaatoa.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudospositiivisen, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -
sarjan plasmapositiivisten 179 potilaan eteneméattdmyyden HR oli 0,53 (95 %:n Cl: 0,33;
0,84). Etenemattdmyyden mediaani oli 10,9 kuukautta PIQRAY (alpelisibi) plus fulvestrantti -

ryhméssd verrattuna lumelédke- plus fulvestranttiryhmén 3,6 kuukauteen (Taulukko 30, Kuva 21).
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Taulukko 30. Eteneméttdmyysaika (kuukausia) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudospositiivisilla, therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmapositiivisilla potilailla

HR (95 %:n Cl)

Etenematts ik PIQRAY 300 mg/vrk + Lumelddke joka .

nematiomyysaika fulv N =90 vk + fulvN=89  PIQRAY 300 mg joka vrk + fulv /

lumelddke joka vrk + fulv

Tapahtumien madré (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33/0,84)

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

Kuolema (%) 22,2 5(5,6) -

Sensuroitu maara (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -

Mediaani (95 %:n CI) 10,9 (7,0/16,2) 3,6 (2,0/5,8) -
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4 Sensurointiajat
Alpelisibi 300 mg/vrk + Fulv (n/N = 57 / 90)
~ Lumelaéake joka vrk + Fulv (n/N = 72 / 89)

A
Hasardisuhde = 0,53

95 %:n CI[0,33; 0,84]
Kaplan-Meier-mediaanit (kuukausia)
Alpelisibi 300 mg/vrk + Fulv : 10,9
Lumelaake joka vrk + Fulv : 3,6

Logrank p-arvo 2-puolinen = 0,001

s
A

Vielé riskin alaisien tutkittavien maara
Aika (kuukausia) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Alpelisibi 300 mg/vrk + Fulv - 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34
Lumelddke jokavrk + Fuv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20

T T
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
31 29 24 23 19 18 16 9 8 6 2 2 1 1 1 0
19 18 14 14 11 10 9 6 6 5 2 2 1 1 1 0

- Ositettu Logrank-testi ja ositettu Coxin malli kayttamalla ositusta maaritettyna (i) ennen CDK 4/6 -inhibiittorin kayttoa. (ii) maksa- ja/tai keuhkometastaasien

olemassaolon perusteella

Kuva 21. Etenemétdmyysajan Kaplan-Meier-kuvio hoidoittain therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan kudosposifiivisilla
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan plasmapositiivisilla potilailla.
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Taulukko 31. PIK3CA-mutaatioiden esiintymistiheys therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan havaitsemana kliinisen
SOLAR-1-tutkimuksen plasmanaytteista

Esiintymistiheys

Emdsijdrjestyksen plasmakudosnéiytteisséi

Eksoni Mutaatio* COSMIC-tunniste’ muutos N =186 (%)

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

9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0 (0,0)
E545D 765 1635 G>T 0 (0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,9)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 01(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0(0,0)

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

* PIK3CA-mutaatiopositiivisella potilaalla voi olla useampi kuin yksi mutaatio.
t COSMIC: sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
N = PIK3CA-mutaatiopositiivisten potilaiden m&érd, joka on tunnistettu plasmandytteistéd SOLAR-1-tutkimuksessa.
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Johtopaatdkset turvallisuudesta ja tehokkuudesta

Kliininen tarkkuustutkimus téytti mutaatiopositiivisten naytteiden PPA-hyvaksyntéakriteerit sekd
mutaationegatiivisten ndytteiden NPA-kriteerit ja siten vahvisti, ettd plasman therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit -sarja tuotti tarkkoja tuloksia sekd biomarkkeripositiivisista eftd -

negatiivisista kaytdtarkoituksen mukaisista naytteista.

Plasman therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan yhtapitavyys kudoksen therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit -sarjan tulosten kanssa NPA:n osalta oli 97 %, miké osoitti matalan virheellisesti
positiivisten tulosten riskin. Virheellisesti negatiivinen tulos voi estdd potilasta saamasta
mahdollisesti hyddyllistd laakevalmistetta. PPA oli 55 % plasmalle/kudokselle, miké osoittaa, etté
plasmanegatiiviset potilaat saattavat olla PIK3CA-mutaatiopositiivisia kudosnaytteen perusteella.
Siten kun potilaiden plasma osoitti PIK3CA-mutaationegatiivisia tuloksia therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit sarjalla, on testattava kudosnayte PIK3CA-mutaatiotilan vahvistamiseksi.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjan  mukaan PIQRAY (alpelisibi)- ja
fulvestranttiyhdistelm&hoidon kliininen tehokkuus therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjalla
plasmasta todetuille PIK3CA-mutaatiopositiivisille potilaille oli  arviolta 46 %:n riskin

pienenemd sairauden efenemisen tai  kuoleman osalta  verrattuna  lumel&dke-

fulvestranttiyhdistelm@hoitoon (HR = 0,54; 95 %:n Cl: 0,33; 0,88).
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Katso myés

usein kysytyjd kysymyksid teknisen tuen sivulta: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

QIAGENIn teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat aina mielelléan kysymyksiisi koskivatpa

ne sitten tamdn kasikirjan tietoja tai tassa kasikirjassa esiteltyja protokollia tai néytteisiin ja

testeihin liittyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot tamén kasikirjan takakannesta tai osoitteesta

www.qiagen.com.)

Huomautuksia ja ehdotuksia

No C: value (Ei CT-arvoa) -merkintd positiivisessa kontrollissa (Positive Conrol, PC)

a) PCR on konfiguroitu véérin - Tarkista pipetointimalli ja toista PCR.

b) Yhden tai useamman sarjan  Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet (katso sarjan etiketti). Kéyté
osan sdilytysolosuhteet eivdt  tarvittaessa uutta sarjaa.
vastanneet kohdassa
Reagenssien sdilytys ja
kasittely, sivu 22 annettuja
ohjeita

Unexpected C; value (Odottamaton CT-arvo) -merkintd NTC-putkessa
PCR:n valmistelun aikana Varmista, ettd alue on dekontaminoitu. Toista PCR uvusilla reagensseilla. Jos
tapahtui kontaminaatio mahdollista, sulje PCR-putket heti testattavan ndytteen lisaamisen jalkeen.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan saannéllisesti.

Above acceptable range (Hyvéiksyttéivin alueen yldpuolella)- tai Below acceptable range (Hyviksyttévén alueen
alapuolella) -merkintd PC-putkessa

Virhe PCR:n valmistelun Toista PCR ja varmista tarkka pipetointi.
aikana

DNA input too high (L&hté-DNA:ta likaa) -merkinté néyteputkesta

Nayte on liian Laimenna ndytettd, jotta Cr-arvo suurenee. Naytteiden laimentamiseen
konsentroitunut on kéytettdva sarjan mukana toimitettua vettd (Dil.).
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Above acceptable range (Hyvéksyttévén alueen ylapuolella) -merkinté néyteputkessa

Riittamaton lahts-
DNA-malli néytteessd

Kudosnéytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmé néytéa saman
merkinndn toiseen kertaan, eristéd DNA vudelleen kéayttamalla kahta objektilasia
samasta resektoidun kudoksen néytteestd ja riittévad objektilasimadréa CNB:eistd,
jotta saat 20 mm?, ja toista PCR. Jos uusintaeristyksen jélkeen jérjestelmé ndyttad
saman merkinndn ndytteestd, testaa uudelleen toiseen kertaan. Jos merkintd tulee
uvudelleen nakyviin, néyte ei sovellu kdytettévaksi. Se on kirjattava
madrittamatomdksi, eikd lisdtestausta saa tehdd.

Plasmandytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmé ndyttia saman
merkinndn toiseen kertaan, eristd DNA vudelleen kayttamalla 2 ml:a potilaan
plasmaa. Jos uvusintaeristyksen jdlkeen jariestelmé néyttaa saman merkinnéin
ndytteestd, ndyte ei sovellu kéytettaivaksi. Se on kirjattava médrittémattdmdaksi,
eikd lisatestausta saa tehda. Harkitse testauksen toistamista tuoreella
veriplasmandytteelld.

IC Above acceptable range (IC hyviksyttdvan alueen yldpuolella) -merkinta néyteputkessa

Virhe PCR:n valmistelun
aikana tai reaktiossa on
l@sné inhibiittoria

Kudosnéiytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmd néyttéié saman
merkinnén toiseen kertaan, eristé DNA uudelleen kéyttamélla kahta obijektilasia
samasta resektoidun kudoksen néytteestd tai riittivad obijektilasiméarad CNB:eistd,
jotta saat 20 mm?, ja toista PCR. Jos uusintaeristyksen jalkeen jarjestelma néyttaa
saman merkinndn ndytteestd, testaa uudelleen toiseen kertaan. Jos merkintd tulee
vudelleen nakyviin, nayte ei sovellu kaytetiavaksi. Se on raportoitava
mAdrittamatomand, eikd lisdtestausta saa tehdd.

Plasmandytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmd néytéd saman
merkinnén toiseen kertaan, eristé DNA uudelleen kéyttamélld 2 ml:a potilaan
plasmaa. Jos uusintaeristyksen jélkeen jdrjestelmé ndyttéa saman merkinnén
ndytteestd, ndyte ei sovellu kéytettavaksi. Se on kirjattava maarittémattdmaksi,
eikd lisatestausta saa tehdd. Harkitse testauksen toistamista tuoreella
veriplasmandytteella.

No C: value (Ei CT-arvoa) -merkinté T1-kontrollissa (ndyte)

Naytteessd ei ole
monistettavaa

DNA-mallia

Kudosnéiytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmd néytdd saman
merkinndn toiseen kertaan, eristéd DNA vudelleen kéayttamalla kahta objektilasia
samasta resektoidun kudoksen naytteestd tai riiticivad obijektilasimaaraa CNB:eistd,
jotta saat 20 mm?, ja toista PCR. Jos uusintaeristyksen jélkeen jériestelmé ndyttad
saman merkinndn ndytteestd, testaa uudelleen toiseen kertaan. Jos merkintd tulee
uvudelleen nakyviin, néyte ei sovellu kdytettéiviksi. Se on kirjattava
mddrittcimattomdaksi, eikd liscitestausta saa tehdd.

Plasmandytteet: Testaa uudelleen vield kerran. Jos jérjestelmd néyttéd saman
merkinndn toiseen kertaan, eristd DNA vudelleen kayttamalla 2 ml:a potilaan
plasmaa. Jos vusintaeristyksen jalkeen jariestelmé néyttéa saman merkinnéin
ndytteestd, ndyte ei sovellu kaytetiavaksi. Se on kirjattava méarittémattdmaksi,
eikd lisatestausta saa tehda. Harkitse testauksen toistamista tuoreella
veriplasmandytteelld.
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisatietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd johonkin

QIAGEN:n teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa www.qgiagen.com).
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Symbolit
Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Symboli Selitys

Eurooppalaista vaatimustenmukaisuutta ilmaiseva merkki

<

N Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> reaktioon
<N>

Viimeinen kayttdpaivamadrd
Diagnostinen in vitro -ladkintalaite

Tuotenumero

LOT Erédnumero

Materiaalinumero

Komponentit

Zl |12 1=
- o

Sisaltd

Numero

/[
*
\

7 )

Suojattava valolta

GTIN-numero

R tarkoittaa kaytdohjeen versiota ja n on versionumero

Lampéatilarajoitus
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Symboli

Selitys

ul
1]

A

Valmistaja

Katso kayttdohjeet

Huomio
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Tilaustiedot

Tuote Sisaltd Tuotenro
therascreen PIK3CA RGQ PCR 24 reaktioon: 6 reaktioseosta, positiivinen 873111
Kit (24) kontrolli, Tag DNA -polymeraasi, NTC-

testissa kdytettavd vesi ja ndytteen
laimennuksessa kaytettava vesi

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue ~ 50:een DNA:n valmistelukertaan: QlAamp 60404
Kit (50) MinElute® -pakkausta, proteinaasi K,

puskureita ja néyteputkia (2 ml)

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
QIAamp DSP Circulating 50:een DNA:n valmistelukertaan: QlAamp 61504
Nucleic Acid Kit (50) MinElute -kolonneja, proteinaasi K,

puskureita ja néyteputkia (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ja lisévarusteet
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR -sykleri ja High Resolution 9002032
Platform Melt -analysaattori, jossa 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi, punainen,
karmiini) sekd HRM-kanava, kannettava
tietokone, ohjelmisto, lisGvarusteet: sisdltad
1 vuoden takuun osille ja tydlle.
Ei sisalla asennusta ja koulutusta.
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR -sykleri ja High Resolution 9002033
System Melt -analysaattori, jossa 5 kanavaa (vihreg,
keltainen, oranssi, punainen, karmiini) sekd
HRM-kanava, kannettava tietokone, ohijelmisto,
lisévarusteet: sisaltaa 1-vuotisen takuun osille
ja tydlle, asennuksen ja koulutuksen
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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

1 000 ohutseingistd 20-50 pl:n putkea
1 000 reaktioon

10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaa,
10 000 reaktioon

Alumiininen levy manuaaliseen reaktion
valmisteluun yksikanavaisella pipetilld 72 x
0,1 ml:n putkia

Alumiininen levy manuaaliseen reaktion

valmisteluun yksikanavaisella pipetilld.
96 kpl 0,2 ml:n PCR-putkia

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml +uotteille,
joiden reaktiotilavuus on 10-50 pl;
edellyttad Locking Ring 72-Well Rotor -tuotetta

Strip Tubes and Caps 0.1 ml -iuskaputkien ja
korkkien lukitsemiseen 72-Well Rotor -
roottoriin

ctDNA:n puhdistukseen

ctDNA:n puhdistukseen

ctDNA:n puhdistukseen; tai vastaava
pumppu, jolla voidaan tuottaa —800...-900
mbar:n tyhjié

981005

981106

9018901

9018905

9018903

9018904

19413

19419
84010

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

ja kaytdéoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:n teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyidlta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Pdivamaard Muutokset
R1, heindkuu 2019 Ensimmdinen versio

R2, syyskuu 2019 Kohdan Taulukko 15 tiheyssarakkeen korjaus; typografisten virheiden korjaus,

asettelupdivityksic
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Sivu on |atetty tarkoituksellisesti tyhjdksi
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus

Ta&mdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:
1. Tuotetta saa kéytdd 8

ainoastaan tuotteen mukana tmmne?men protokollien ja t& i sekd 1 osien kanssa.
QIAGEN ei mydnn& immateriaaliomaisuutensa lisenssié tark kéyttdd tai liittdd taman paneelin siséltdmid osia muiden osien kanssa, jotka eivét sisélly
t&dhén paneeliin lukuun ottamatta osia, jotka kuvataan tuotteen mukana foimitetuissa protokollissa, téssé késikirjassa ja muissa protokollissa, jotka ovat saatavana
osoitteessa www.qgiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttgjien toisille QIAGEN-kéytdiille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseisté
materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

Muutoin kuin selvésti ilmoitettujen lisenssien osalta QIAGEN ei takaa, eftd tama paneeli ja/tai sen kéyttdjal(t) ei (eivét) loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

dell

Tama paneeli ja sen osat on lisensoitu kertakdyttédn, ja niiden vudelleenkéyttd, kunr inen fai ynti ovat kiellettyjé.

QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kéyttéoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole téssé nimenomaisesti ilmoitettu.

Ll S

ihin kiellettyihi h

Paneelin ostaja tai kdyttéja suostuu siihen, ettei hén suorita tai anna muiden suorittaa toimenpiteitd, jotka voisivat johtaa edelléd mai
tai edesauttaa niiden syntymistd. QIAGEN voi kééntyd minké tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen téytantéén tdmén rajoitetun ||5enss\sop|muksen kiellot
ja saada hyvityksen kalklsra valmistelv- ja olkeuskululstcl (as\unu|opa|kk\or mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&mén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan

ja/tai sen kompc 1 liittyvien immateriaalioik tay pano.

Huomautus ostajalle: Témén tuotteen ostcmmen antaa ostajalle rajoitetun, eisiirrettdvan oikeuden kdyttad vain téts méaréa ouonenc idun peptidinukleiinihapy

(PNA) -prosessin harjoittamiseen vain ostotarkoituksi: kuten oheisessa QIAGEN-kayttdopy tai f I on i ihmisen alalla.

Ostamalla t&mén tuotteen, ostaja suostuu ol (1) myymétté tuotetta pdin misséan d (2) kéyttaméttd tuotetta rikosteknisiin tarkoituksiin; tai (3)

kéyttéamétda tuotetta mlhmkuon muihin tarkoituksiin kuin mitd téssé rajoi kayttsli issd on ilmoif Lisétietoa Applied Biosystems LLC:n omistamien patenttien
ceuksion h m

alaisten o saa yhteyttd lisensointiin: Licensing Department, Thermo Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad CA 92008: puhelin
+1 (760) 603 7200: email outlicensing@lifetech.com.

vastuunrajoitukset ovat osoil www.giagen.com.

Péivitetyt lisenssiehdot ja tuc

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™ (Thermo
Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Téssé asiakirjassa mainittuja rekisterdityjé nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettévé lain suojaamina, vaikkei niitd olisi
erityisesti sellaisiksi merkitty.

1116336 Syys-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetédn.
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