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Numatytoji paskirtis

.herascreen EGFR RGQ PCR Kit" yra ,in vitro* diagnostinis testas, skirtas EGFR geno
29 somatinéms mutacijoms aptikti. Jis pateikia auglio méginiy, paimty i nesmulkialgsteliniu
plauciy véziu (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) serganciy pacienty, mutacijos bisenos

kiekybinj vertinimg.

Rezultatai skirti padéti gydytojams identifikuoti pacientus, turin€ius NSCLC, kuriems gali bti
naudingas gydymas EGFR tirozino kinazés inhibitoriais.

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit" tirs DNR méginius, iSskirtus i$ formalinu fiksuoto parafine
esanCio (Formalin-Fixed Paraffin Embedded, FFPE) auglio audinio, paimto i§ NSCLC
serganciy pacienty, o tyrimas bus atliekamas ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentu.

Testa turi naudoti iSmokytas personalas specialioje laboratorinéje aplinkoje.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" skirtas ,in vitro* diagnostikai.
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Santrauka ir paaiskinimas

EGFR onkogeno mutacijos nustatomos Zmonéms, sergantiems véziu (1, 2). Siy mutacijy
buvimas koreliuoja su atsaku j pacienty, serganciy NSCLC, gydyma tam tikrais tirozino kinazés
inhibitoriais (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) (3-8). Tokios EGFR onkogeno mutacijos
nustatomos bendrojoje pacienty, serganciy NSCLC, populiacijoje apytiksliai 10 % daZniu JAV,
Europos ar Australijos pacienty grupéje ir iki 30 % dazniu Japonijos ir Taivano pacienty grupéje
(1,2,9).

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra paruostas naudoti rinkinys, skirtas EGFR su véziu
susijusio geno 29 mutacijoms aptikti, naudojant polimerazine grandinine reakcijg (PGR),
dirbant su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu.

Naudojant ,Scorpions® (10) ir ARMS (amplifikacijos refrakcinés mutacijy sistemos,
angl. ,Amplification Refractory Mutation System*) technologijas (11), su ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit* EGFR onkogeno 18, 19, 20 ir 21 egzonuose, laukinio tipo genominés DNR

fone, galima aptikti 29 mutacijas (1 lentelé). Apibendrinant:

19 delecijy 19 egzone (aptinka bet kurios i§ 19 delecijy buvima, bet jy neiskiria)
Tris intarpus 20 egzone (nustato bet kurio i$ trijy intarpy buvimg, bet jy neisskiria)
G719X (nustato G719S, G719A arba G719C buvimag, bet jy neisskiria)

S768l

T790M

L858R

L861Q

Naudojami metodai yra didelio selektyvumo laipsnio ir, atsizvelgiant j bendrg DNR kiekj,
laukinio tipo genominés DNR fone jais galima aptikti nedidele mutacinés DNR procentine
dalj. Sios selektyvumo ir nustatymo ribos yra didesnés nei kity technologijy, pvz., dazy

terminatoriaus sekvenavimo.
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1 lentelé. Mutacijy ir COSMIC identifikatoriy sarasas

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis
18 G719A 6239 2156G>C
G719S 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Delecijos 12384 2237_2255>T
12387 2239 _2258>CA
12419 2238 2252>GCA
12422 2238 _2248>GC
13551 2235_2252>AAT
12678 2237_2251del15
6218 2239_2247del9
12728 2236_2253del18
12367 2237_2254del18
6210 2240_2251del12
6220 2238_2255del18
6223 2235_2249del15
6225 2236_2250del15
6254** 2239_2253del15
6255 2239_2256del18
12369** 2240_2254del15
12370 2240_2257del18
12382 2239 2248TTAAGAGAAG>C
12383 2239 _2251>C

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

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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Lentelés tesinys iS ankstesnio puslapio

1 lentelé. Mutacijy ir COSMIC identifikatoriy sarasas

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis
20 S768I 6241 2303G>T
Intarpai 12376 2307_2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
L861Q 6213 2582T>A

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

** Dél COSM6254 (2239_2253del15) ir COSM12369 (2240_2254del15) mutacijy EGFR sekoje jvyksta 15 baziy pory
delecija. Esant Sioms mutacijoms, generuojama tokia pati galutiné seka ir Sios mutacijos néra atskiriamos. Dél Sios
priezasties mutacija COSM6254 (2239_2253del15) buvo paSalinta i§ naujausios COSMIC (v83) versijos ir abi
mutacijas atitinka COSM12369 (2240_2254del15). Tai atitinka HGVS rekomendacijg nurodyti labiausiai 3' delecija.
Jtherascreen EGFR* testas negali atskirti jokios i§ 19 delecijos mutacijy, o bet kuri teigiama delecija yra vadinama
,Deletions” (Delecijos). Sis pakeitimas aktualus tik dokumentacijai ir neturi jtakos rinkiniui arba galimybei aptikti
atskirg mutacijg.
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Proceduros principas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudaro aStuoni atskiri PGR amplifikacijos reakcijos
misiniai: septynios konkreciy mutacijy reakcijos EGFR onkogeno 18, 19, 20 ir 21 egzonuose
ir laukinio tipo kontroliné medziaga 2 egzone. Pagrindiniai rinkinio komponentai paaiskinti

toliau.

ARMS

Alelio arba mutacijos specifiné amplifikacija atliekama naudojant ARMS. Tag DNR
polimerazé (Taq) efektyvi atskiriant sutapimg arba nesutapimg PGR pradmens 3’ gale.
Konkrecios mutavusios sekos gali bati selektyviai amplifikuotos net méginiuose, kuriuose
dauguma seky nemutuoja. Kai pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vyksta visu greiciu.

Kai nesutampa 3’ galo bazeé, amplifikacija vyksta fone nedideliu greiciu.

Scorpions

Amplifikacija aptinkama taikant ,Scorpions” technologijg. ,Scorpions® yra dvigubos funkcijos
molekulés, turinios PGR pradmenj, kovalentiSkai sujungta su zondu. Zonde esanc¢iam
fluoroforui reaguojant su slopinamaja medziaga, taip pat esancia zonde, sumazinama
fluorescencija. Kai atliekant PGR zondas prisijungia prie amplifikacijos produkto, fluoroforas
ir slopinamoji medziaga atsiskiria, todél aptinkamai padidéja fluorescencija.

Rinkinio formatas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudétyje yra astuoni tyrimai:

® Vienas kontrolinis tyrimas (CTRL)

® Septyni mutacijy tyrimai
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Visuose reakcijos miSiniuose yra reagenty, skirty karboksifluoresceinu (FAM™)
pazymétoms ieSkomoms medziagoms aptikti, ir vidinis kontrolinis tyrimas, pazymétas
heksachlorofluoresceinu (HEX™). Vidinis kontrolinis tyrimas leidZia aptikti inhibitorius, kurie
gali lemti klaidingai neigiamus rezultatus. FAM amplifikacija gali nukonkuruoti vidinés
kontrolinés medziagos amplifikacijg, nes vidinés kontrolinés medziagos tikslas yra tiesiog
parodyti, kad tuo atveju, jei FAM amplifikacijos néra, tai yra teisingas neigiamas rezultatas,
0 ne nepavykusi PGR reakcija.

Tyrimai

Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudaro dviejy zingsniy proceddra. Pirmajame etape
kontrolinis tyrimas naudojamas visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui méginyje jvertinti.
Antrajame etape mutacijos ir kontroliniai tyrimai atliekami siekiant nustatyti mutacinés DNR
buvima ar nebuvima.

Kontrolinis tyrimas

Kontrolinis tyrimas, pazymétas FAM, naudojamas visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui
méginyje jvertinti. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas EGFR geno 2 egzono regionas.
Pradmenys ir ,Scorpions” zondai sukurti taip, kad bity iSvengta bet kokiy zinomy EGFR

polimorfizmy.

Mutacijy tyrimai

Kiekvieno mutacijy tyrimo sudétyje yra FAM pazymétas ,Scorpions® zondas ir ARMS
pradmuo, naudojamas norint atskirti laukinio tipo DNR ir specifine mutavusig DNR.
Kontrolinés medziagos

Pastaba. Visuose eksperimentiniuose tyrimuose turi bati teigiamos ir neigiamos kontrolinés

medziagos.
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Teigiama kontroliné medziaga

Kiekviename tyrime 1-8 meégintuvéliuose turi bdti teigiama kontroliné medziaga.
.therascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra EGFR teigiama kontroliné medziaga (Positive
Control, PC), kuri naudojama kaip teigiamos kontrolinés medziagos reakcijos matrica.
Teigiamos kontrolinés medziagos rezultatai jvertinami siekiant jsitikinti, kad rinkinys veikia
pagal nurodytus priimtinumo kriterijus.

Neigiamos kontrolinés medziagos

Kiekviename tyrime turi bati neigiama kontroliné medziaga (,kontroliné medziaga be
matricos”, No Template Control, NTC) turi bati 9-16 mégintuvéliuose. ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit* yra NTC skirto vandens, naudojamo kaip kontrolinés medziagos be matricos
,matrica“. Kontroliné medzZiaga be matricos naudojama siekiant jvertinti bet kokj galimg

uzter§img tyrimo nustatymo metu ir vidinés kontrolinés medziagos reakcijos veiksminguma.

Vidinés kontrolinés medZiagos reakcijos jvertinimas

Kiekviename reakcijos miSinyje kartu su tikslinés reakcijos medziaga yra vidiné
kontroliné (Internal Control, IC) medziaga. Nepavykusi reakcija rodo, kad gali bati inhibitoriy,
dél kuriy gaunami netikslds rezultatai, arba kad nustatydamas §j mégintuvélj operatorius
padaré klaidg. IC naudojama su EGFR nesusijusi oligonukleotido tiksliné seka,
nepazymeétas pradmuo ir ,Scorpions” pradmuo, pazymétas HEX, kad jj baty galima atskirti
nuo FAM pazyméto ,Scorpions® kontroliniuose ir mutacijy reakcijos misiniuose. FAM
amplifikacija gali nukonkuruoti IC amplifikacijg tiek, kad sugeneruota IC Ct (HEX) reikSmé

nepateks j nurodytg diapazona. Siy méginiy FAM rezultatai vis tiek galioja.
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Meginiy jvertinimas

Visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui méginyje nustatyti primygtinai rekomenduojame
naudoti kontrolinés reakcijos misinj (mégintuvélis CTRL), pateikiama su ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit"“. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas EGFR geno 2 egzono regionas.
Rekomenduojame méginius nustatyti naudojant tik kontrolinj tyrima, kaip teigiama kontroline
medziagg naudojant EGFR PC, o kaip kontroline medziagg be matricos naudojant ,matricos*

vanden;.

Pastaba. DNR jvertinimas turéty bati pagristas PGR ir gali skirtis nuo apskai¢iavimo,
pagrjsto absorbcijos rodmenimis. Papildomas kontrolinés reakcijos miSinys (mégintuvélis
CTRL) tiekiamas, kad baty galima jvertinti méginiuose esancios DNR kokybe ir kiekybe pries
vykdant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* analize.

Platforma ir programiné jranga

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ rinkinys skirtas naudoti konkreciai su ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM* instrumentais. ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentas suprogramuotas
pagal jvairiy cikly parametrus, arba ,tyrimus“ naudojant ,therascreen EGFR CE Assay
Package*.

stherascreen EGFR CE Assay Package“ sudarytas i$ dviejy Sablony: ,therascreen EGFR
CE Control Run Locked Template® (méginiams jvertinti) ir ,therascreen EGFR CE Locked
Template* (EGFR CE mutacijoms aptikti). Siuose $ablonuose nurodyti PGR tyrimo

parametrai ir apskai€iuojami rezultatai.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" taip pat galima naudoti su 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q“
programine jranga atviruoju rezimu (t. y. nenaudojant ,Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE
Assay Package"). Daugiau informacijos zr. Priedas A: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*
rankinio paruosimo protokolas.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Katalogo nr. 874111
Reakcijy skaicius 24
Spalva Identifikatorius Mégintuvélio ID Taris
Raudona Control Reaction Mix (Kontrolinés reakcijos miSinys) 1 CTRL 2 x 600 pl
Violetiné T790M Reaction Mix (T790M reakcijos misinys) 2 T790M 600 pl
Oranziné Deletions Reaction Mix (Delecijy reakcijos miinys) 3 Del 600 pl
Roziné L858R Reaction Mix (L858R reakcijos miSinys) 4 L858R 600 pl
Zalias L861Q Reaction Mix (L861Q reakcijos miSinys) 5 L861Q 600 pl
Geltona G719X Reaction Mix (G719X reakcijos miSinys) 6 G719X 600 pl
Pilka S768I Reaction Mix (S768lI reakcijos misinys) 7 S768lI 600 pl
Mélyna Insertions Reaction Mix (Intarpy reakcijos misinys) 8 Ins 600 pl
Rusvai EGFR Positive Control 9 PC 300 pl
gelsva (EGFR teigiama kontroliné medziaga)
Zalsva Taq DNA Polymerase (Taq DNR polimerazé) Taq 2x80pl 2x80pl
Balta Nuclease-free water for No Template Control NTC  1,9ml 1,9 ml
(Vanduo be nukleazés, skirtas kontrolinei medziagai be
matricos)
Balta Nuclease-free water for Dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml
(Vanduo be nukleazés skiedimui)
Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* vadovas 1
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Batinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su cheminémis medZiagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (Safety Data Sheet, SDS), kuriuos gali pateikti

gaminio tiekéjas.

Reagentai

® DNR iSskyrimo rinkinys (Zr. DNR iSskyrimas ir paruoSimas)

Reikmenys ir bendra laboratorijos jranga

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos méginiams ruosti
Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams miSiniams ruosti
Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti

Pipeciy antgaliai su filtrais be DNazés, RNazés ir DNR (siekiant iSvengti kryzminio

uzterSimo, rekomenduojama naudoti pipe€iy antgalius su aerozoliniais barjerais)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml“, skirti naudoti su ,, 72-well rotor” (kat. nr. 981103 arba
981106)

o Mikrocentrifuginiai mégintuvéliai be DNazés, RNazés ir DNR, skirti pagrindiniams
miSiniams ruosti

e  lLoading Block 72 x 0.1 ml Tubes*, aliuminio blokas rankiniam reakcijos nustatymui su
vieno kanalo pipete (kat. nr. 9018901)

® Termostatinis maiSytuvas*, Sildomas ziedinis maiSymo inkubatorius*, kaitinimo blokas*
arba vandens vonelé*, kurioje galimas inkubavimas esant 90 °C

e Staliné centrifuga® su rotoriumi 2ml reakcijos mégintuvéliams

® Sikurinis maiSytuvas*

* |sitikinkite, kad visi instrumentai ir jranga patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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PGR jranga

® ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentas su fluorescenciniais kanalais ,Cycling
Green" ir ,,Cycling Yellow* (atitinkamai FAM ir HEX aptikti)*t

e ,Rotor-Gene Q" programinés jrangos 2.3.5 arba naujesné versija
.Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package" 3.0.6 versija (galima atsisiysti i$
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" 2 versijos produkto svetainés www.giagen.com.
Pereikite j ,Product Resources” (Produkty iStekliai) > Supplementary Protocols

(Papildomi protokolai) ir atsisiyskite tyrimo paketa.)

Pastaba. ,Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package® programinei jrangai

reikalinga ,Rotor-Gene Q* programinés jrangos 2.3.5 arba naujesné versija.

* |sitikinkite, kad visi instrumentai ir jranga patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

T Kai kuriose Salyse, jei yra, galima naudoti ,Rotor-Gene Q 5plex HRM* instrumentg, pagamintg 2011 m. geguzés
meén. arba véliau. Gamybos datg galima suzinoti i$ serijos numerio, esan¢io ant instrumento galinés dalies. Serijos
numerio formatas yra ,mmMMnnn*®, kur ,mm* nurodo gamybos ménesj skaitmenimis, ,MM* — paskutinius du gamybos
mety skaitmenis, o ,nnn" — unikaly instrumento identifikatoriy.
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Jspéjimai ir atsargumo priemones

Skirta in vitro diagnostikai

Dirbdami su cheminémis medZiagomis, visada dévékite tinkama laboratorinj chalata,

mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite

atitinkamuose saugos duomeny lapuose (Safety Data Sheets, SDS). Jie pateikiami patogiu

ir kompaktisku PDF formatu internete www.qiagen.com/safety — Cia galite rasti, perzitréti

ir iSspausdinti kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.

Su ,Rotor-Gene Q" instrumentu susijusios saugos informacijos ieSkokite su instrumentu

pateiktame naudotojo vadove.

Méginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.

Bendrosios atsargumo priemonés

Visada atkreipkite démesj j toliau aprasytus dalykus.

Testas skirtas naudoti su FFPE NSCLC audiniy méginiais.

Teigiamas medziagas (méginius ir teigiamas kontrolines medziagas) laikykite ir
ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos j reakcijos misinj erdviskai
atskirtoje patalpoje.

Bikite ypa¢ atsargis, kad neuzterStuméte PGR reakcijy sintetine kontroline medziaga.
Reakcijos miSiniams paruosti ir DNR matricai pridéti rekomenduojama naudoti atskiras
specialias pipetes. Reakcijos misiniai turi bati ruoSiami ir paskirstomi kitoje vietoje nei
ta, kurioje pridedama matrica. Pabaigus PGR tyrimg, ,Rotor-Gene Q" mégintuvéliy
atidaryti negalima. Taip iSvengsite laboratorijos uzterSimo galutiniais PGR produktais.
Visos cheminés ir biologinés medZiagos yra potencialiai pavojingos. Méginiai yra
potencialiai uzkreCiami ir turi bati naudojami kaip biologiskai pavojingos medziagos.
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e  therascreen EGFR RGQ PCR Kit* reagentai yra optimaliai atskiesti. Daugiau reagenty
neskieskite, nes gali sumazéti jy veiksmingumas. Nenaudokite mazesniy nei 25 pl
reakcijos tariy (reakcijos miSinys su méginiu), nes tai didina klaidingai neigiamy
rezultaty rizika.

® Visi therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ sudétyje esantys reagentai numatyti naudoti tik
su kitais reagentais i$ to paties ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"“. Nesukeiskite
Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit* arba skirtinguose ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“ esanciy reagenty, nes tai gali turéti jtakos veiksmingumui.

e Naudokite tik Tag DNR polimeraze (mégintuvélis Taq), pateiktg ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit“. Nepakeiskite jos kita Taq DNR polimeraze i$ to paties ar kito tipo
rinkinio, taip pat nekeiskite Taq DNR polimeraze, gauta i$ kito tiekéjo.

® Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.

Pastaba. Norint uztikrinti tinkama méginiy tyrima reikia bati atidiems ir ypac stengtis pasalinti

netinkamo méginio jvedimo, jkélimo ir laSinimo pipete klaidas.

Pastaba. Reagentai patvirtinti rankiniam nustatymui. Jei naudojamas automatizuotas

metodas, galimy reakcijy skaiCius gali sumazéti dél instrumenty ,nulinj tdrj“ reikalingo
uzpildyti reagento.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Gabenimo salygos

.herascreen EGFR RGQ PCR Kit* turi bati gabenamas sausame lede ir pristatymo metu turi
biti uzsaldytas. Jei pristatymo metu ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* néra uzSaldytas,
pervezant buvo atidaryta iSoriné pakuoté, néra vaztarascio, naudojimo instrukcijy arba
reagenty, susisiekite su QIAGEN techninés prieziQros skyriumi arba vietiniu platintoju
(Zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.qgiagen.com).

Laikymo sglygos

Gavus ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit", jj i$ karto reikia padéti laikyti nuo —30 iki —15 °C
temperatiroje, pastovig temperatiirg palaikanciame ir apsaugotame nuo Sviesos Saldiklyje.
»Scorpions® (kaip ir visos fluorescenciSkai pazymétos molekulés) turi bati saugomi nuo
Sviesos, kad neiSblukty ir nesumazéty jy veiksmingumas. Laikant rekomenduojamomis
laikymo salygomis originalioje pakuotéje rinkinys yra stabilus iki ant etiketés nurodytos
tinkamumo datos.

Atidarytus reagentus temperatiroje nuo —30°C iki —15°C galima laikyti originalioje
pakuotéje iki 12 ménesiy arba iki nurodytos galiojimo pabaigos datos, atsizvelgiant j tai, kuris
laikotarpis pasibaigs pirmiausia. Venkite pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti. Rekomenduojame
ne daugiau nei astuonis uzSaldymo ir atSildymo ciklus.
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Reagentus reikia atSildyti kambario temperatiroje (1525 °C) — maziausiai 1 valanda,
ilgiausiai — 4,5 valandos. Kai reagentai bus paruosti naudoti, bus galima nustatyti PGR
reakcijas ir ,Rotor-Gene Q" vamzdelius su pagrindiniais miSiniais ir DNR méginj reikia
nedelsiant jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*“ prietaisg. Bendras laikas nuo PGR
sgrankos pradzios iki procediros pradzios negali virSyti:

® 6 valandy, jei laikoma kambario temperatiroje
Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatymg ir laikyma.
e 18 valandy, jei laikoma Saldytuve (2—-8 °C)
Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatyma ir laikyma.

Pastaba. Norint uztikrinti optimaly aktyvuma ir eksploatacines savybes, ,Scorpions® (kaip ir

visos fluorescenciskai pazymétos molekulés) turi bati saugomi nuo Sviesos, kad neisblukty.

Pastaba. Norédami optimaliai panaudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* reagentus,
méginius turite apdoroti partijomis. Jei méginiai tiriami atskirai, sunaudojama daugiau
reagenty, todél sumazéja méginiy, kuriuos galima istirti naudojant ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit*, skaiGius.
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Bandiniy naudojimas ir laikymas

Pastaba. Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkre¢iama medziaga.

Méginiy medZziaga turi bati Zmogaus genominé DNR, iSskirta i§ FFPE audinio. Méginius

bdtina transportuoti pagal standartinj patologinj metoda, kad baty uztikrinta méginiy kokybeé.

Auglio méginiai yra nehomogeniski, o auglio méginio duomenys gali neatitikti kity to paties
auglio daliy méginiy duomeny. Auglio méginiuose taip pat gali bati ne auglio audiniy. Ne
auglio audinio DNR neturi mutacijy, aptinkamy naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit".

Toliau aprasyta, kaip paruosti audiniy méginius DNR iSskyrimui.

® Naudodami jprastas medziagas ir metodus, uzfiksuokite audinio bandinj 10 % neutraliu
buferiniu skysc€iu atskiestame formaline (Neutral Buffered Formalin, NBF), tada audinio
bandinj jdékite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite 5 pm atpjovy sekga ir
uzdékite ant objektiniy stikleliy.

e Pasitelkite patyrusj asmenj (pvz., patologg), kad jis jvertinty hematoksilinu ir eozinu
(H&E) nudazyta atpjova ir patvirtinty, kad yra auglio Igsteliy.

® DNR i8skyrimui negalima naudoti dazyty atpjovy.

® Visus FFPE blokus ir objektinius stiklelius laikykite kambario temperatiroje (15-25 °C).
PrieS pradedant iSskirti DNR, objektinius stiklelius galima laikyti kambario temperatiroje

iki 1 mén.
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Procedtra
DNR iSskyrimas ir paruoSimas

Sio rinkinio efektyvumo charakteristikos sugeneruotos naudojant DNR, i$skirtg pasitelkus
,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 60404). Sis rinkinys turi bati naudojamas DNR
paruo$imui, jei yra prieinamas jasy Salyje. Jei naudojate funkcine prasme lygiavertj ,QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 56404), DNR iSskyrimg atlikite pagal vadove pateiktas
instrukcijas ir atkreipkite démes;j j toliau nurodytus dalykus.

® Nenaudokite QIAGEN ,Deparaffinization Solution”. Deparafinizuokite naudodami tik
ksileno / etanolio metoda, aprasyta ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove.

e Kur reikia, naudokite molekulinés biologijos klasés etanolj*.

o Nugrandykite visg audinio plotg nuo dviejy atpjovy j pazymétg mikrocentrifugos
mégintuvélj, kiekvienam méginiui naudodami naujg skalpel;.

® Proteinazés K veikimas (11 veiksmas, aprasytas ,,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit"
vadove) turi testis 1 val. £ 5 min., esant 56 °C + 3 °C.

® Proteinazés K veikimas (12 veiksmas, apraSytas ,,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit"
vadove) turi testis 1 val. £ 5 min., esant 90 °C + 3 °C.
Neatlikite ribonukleazés veiksmo, aprasyto ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove.

® Meéginiai turi bati iSplauti 120 pl eliuavimo buferiniu tirpalu (ATE) i$ ,QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit“ (20 veiksmas, apraSytas ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove).

® Prie$ naudojimg iSskirta genominé DNR gali bati laikoma 2—-8 °C temperatiroje 1

savaite arba nuo —30 iki —15 °C temperatiroje iki 8 savaiciy.

Pastaba. Visy ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* esanciy tyrimy metu sugeneruojami
trumpi PGR produktai. Vis délto ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* neveiks stipriai

fragmentuotos DNR.

* Nenaudokite denatdruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.
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Protokolas. Meginiy jvertinimas

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamam DNR kiekiui méginiuose jvertinti,

naudojant ,therascreen EGFR CE Control Run Locked Template* i$ ,Rotor-Gene Q

therascreen EGFR CE Assay Package®, skirto automatizuotam méginiy vertinimui.

Pastaba. Informacijos apie neautomatinj DNR méginiy vertinimg ieSkokite Priedas A:

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit" rankinio paruoSimo protokolas.

Svarbi informacija prie$ pradedant

Norédami gauti tinkamus rezultatus, apraSytg maiSymo procedirag atlikite kiekviename
tyrimo sgrankos proceso maiS§ymo zingsnyje.

Naudojant turimg kontrolinj reakcijos misinj galima jvertinti iki 24 méginiy.

PrieS pradédami procedirg, perskaitykite skyriy Bendrosios atsargumo priemonés.
Prie§ pradédami protokolg, skirkite laiko susipazinti su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

NemaiSykite sikurine maiSykle Taq DNR polimerazés (mégintuvélis Taq) arba bet
kokio miSinio, kuriame yra Tag DNR polimerazés, nes tai gali deaktyvinti fermenta.
Pipete jladinkite Taq: pipetés antgalj jkiSkite skyscio pavirSiuje, kad antgalis
nepasidengty fermenty pertekliumi.

Pries tirdami jvertinkite DNR naudodami kontrolinj reakcijos mi$inj (mégintuvélis CTRL).
Pastaba. atliekant vertinimg, kontrolinj reakcijos miSinj svarbu naudoti taip, kaip
aprasSyta toliau, o ne taikyti spektrofotometrijg ar kitus alternatyvius metodus. Labai
degradavusios DNR gali nepavykti amplifikuoti, net jei pradmenys sukuria trumpus
DNR fragmentus.

Norédami efektyviai naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* rinkinio reagentus,
sudarykite kuo didesnes DNR méginiy partijas, kad galétumeéte atlikti visos apimties
reagenty ir sumazinamas meéginiy, kuriuos galima istirti naudojant vieng ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* rinkinj, skaicius.
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K3 atlikti prie$ pradedant

® PrieS pirmg kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumenta, jsitikinkite,
kad jdiegta ,therascreen EGFR CE Assay Package“ programiné jranga (zr. B priedas:
Jtherascreen EGFR CE Assay Package” diegimas).

® Prie$ kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti kambario
temperatiroje (1525 °C) bent 1 valandg, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas, sumaiSyti
(vartant 10 karty) ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.

® Kiekvieng kartg prieS naudodami jsitikinkite, kad Taq yra kambario temperatiros
(15-25 °C). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

® SumaiSykite visus méginius apversdami 10 karty ir trumpai centrifuguokite, kad turinys
susirinkty meégintuvélio apacioje.

Procedira

1. AtSildykite kontrolinés reakcijos miSinj (CTRL), vandenj be nukleazés, skirtg kontrolinei
medziagai be matricos (No Template Control, NTC), ir EGFR teigiamg kontroline
medziagg (Positive Control, PC) kambario temperatiroje (15-25 °C) bent 1 valandg, bet
ne ilgiau kaip 4,5 valandas.

Reagenty atSildymo, PGR nustatymo ir laikymo prie$ pradedant tirti laikas nurodytas
2 lenteléje.

2 lentelé. Atsildymo laikas, PGR nustatymo laikas ir laikymo temperatiira

Maziausias Didziausias Laikymo temperatiira Maksimalus PGR nustatymo
atSildymo laikas atSildymo laikas nustacius PGR ir laikymo laikas

1val. 4,5 val. Kambario temperatdra (15-25 °C) 6 val.

1 val. 4.5 val. 2-8°C 18 val.

Pastaba. PGR nustatymas atliekamas kambario temperatiroje (15-25 °C). ,Laikymas*”
reiSkia laikg nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu pradZzios.
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Pastaba. Perkelkite Taq j kambario temperatirg (1525 °C) tuo paciu metu kaip ir kitus
reagentus (Zr. Reagenty laikymas ir naudojimas). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite,

kad jo apacioje susirinkty fermentas.

. Reagentams atSilus, sumaisykite (vartydami 10 karty), kad nesusikaupty druskos, ir

trumpai centrifuguokite, kad turinj galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

. Paruoskite pakankamai kontrolinio pagrindinio misinio (kontrolinés reakcijos miSinj

[CTRL] ir Taq) DNR méginiams, EGFR PC reakcijai ir NTC reakcijai pagal 3 lenteléje
nurodytus tdrius. Jtraukite reagentus vienam papildomam méginiui, kad jy pakakty PGR
nustatyti.

Pastaba. Pagrindiniame misSinyje yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus meéginj.

3 lentelé. Kontrolinio tyrimo pagrindinio misinio ruoSimas

Komponentas Taris
Kontrolinés reakcijos misinys (CTRL) 19,5 pl x (n + 1)*
Taqg DNR polimerazé (Taq) 05 x(n+1)
Bendrasis tiris 20 pl/reakcijai
* n = reakcijy skaicius (méginiy ir kontroliniy medziagy). Paruoskite pakankamai pagrindinio misinio vienam

papildomam méginiui (n + 1), kad baty pakankamas perteklius nustatant PGR. n reik§mé neturi virSyti 26 (24
meéginiai ir 2 kontrolinés medziagos).

Pastaba. RuoSiant pagrindinj miSinj, pirmiausia | atitinkamg mégintuvélj pridedama

reikiamo tdrio kontrolinés reakcijos miSinio, o Taq pridedama paskutiné.

. Gerai sumaiSykite pagrindinj miSinj létai laSindami pipete j virSy ir j apacig 10 karty.

| ikrovos bloka jdékite reikiama skaiciy mégintuvéliy juosteliy pagal 4 lenteléje pateiktg
iSdéstymg. Nedelsdami jpilkite 20 pl pagrindinio miSinio j kiekvieng PGR mégintuvéliy
juostele.

Dangteliai turi likti plastikiniame indelyje, kol jy prireiks. Norint jvertinti DNR méginj,
kontrolinio tyrimo pagrindinio misinio jdedama j vieng PC mégintuvélj, vieng NTC

mégintuvélj ir vieng kiekvieno méginio mégintuvél].
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4 lentelé. DNR meéginiy jvertinimo tyrimy iSdéstymas jkrovos bloke. Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir
nurodo galutine rotoriaus padét;.

Tyrimas Padétis

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

5. ISkart jpilkite 5 pl NTC skirto vandens | 2 vietoje esantj mégintuvél; ir jj uzdenkite.

6. Jpilkite po 5 pl kiekvieno méginio | méginiy mégintuvélius (3—26 mégintuvéliy vietos) ir

uzdenkite juos dangteliais.

7. |pilkite 5 yl EGFR PC | 1 vietoje esantj mégintuvélj ir jj uzdenkite.

Pastaba. Stenkités iSvengti jkélimo arba lasinimo pipete klaidy, kad NTC, méginiai ir PC

baty jpilti j tinkamus mégintuvélius. Pazymékite mégintuvéliy dangtelius, kuria kryptimi

jie turi bdti jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumenta.

8. Uzdare visus PGR mégintuveélius, apzitrékite méginiy mégintuveliy uzpildymo lygj, kad

jsitikintuméte, jog méginio buvo jpilta j visus mégintuvélius.

9. Pavartykite visus PGR mégintuvélius 4 kartus, kad susimaiSyty méginiai ir

reakcijos miSiniai.

10. Jdékite PGR mégintuvéliy juosteles j atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas pagal

4 lenteléje pateiktg iSdéstyma.

Jei rotorius nevisidkai uzpildytas, visas tus€ias rotoriaus vietas uzpildykite uzdengtais

tusciais mégintuvéliais.

11. Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy jdékite j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumenta. |sitikinkite, kad fiksuojamasis Ziedas (,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo metu mégintuvéliai baty

jtvirtinti.
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12.

Pastaba. Jei atliekate neautomatinj méginiy vertinima, zr. Priedas A: ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit* rankinio paruoSimo protokolas.

Dukart spustelékite piktograma ,therascreen EGFR CE Control Run Locked Template*
(therascreen EGFR CE Control Run Locked Sablonas), esanéig kompiuterio, prijungto
prie ,Rotor-Gene Q MDx" instrumento, darbalaukyje, kad paleistuméte ,Rotor-Gene Q*

programine jranga (1 pav.).

209

i.
therascrean EGFR CE
Cantral Run Locked

Template

1 pav. Piktograma , EGFR CE Locked Sablonas®, skirta kontroliniam tyrimui (méginio jvertinimui).

13.

Kaip numatytasis atidaromas skirtukas ,Setup” (Nustatymas) (2 pav.). Jsitikinkite, kad
fiksuojamasis ziedas tinkamai uzdétas, tada pazymeékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis ziedas uzdétas). Uzdarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento dangtel|.
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2 pav. Skirtukas ,,Setup* (Nustatymas) (1) ir laukas ,,Locking Ring Attached“ (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas) (2).

14. Lauke Run ID (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal vietine pavadinimy suteikimo tvarka.
Lauke Sample Name (Méginio pavadinimas) jveskite méginio pavadinimg pagal vieting
pavadinimy suteikimo tvarkg ir paspauskite klavisg Return (jvedimas).

Taip j toliau pateikta méginiy sarasa jtraukiamas méginio pavadinimas ir priskiriamas
~Sample ID* (Méginio ID) (1, 2, 3 ir t. t.). Be to, atnaujinamas deSinéje puséje esantis
skydas ,Layout of the pipetting adapter (PipecCiy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir
jtrauktas méginio pavadinimas (3 pav.).

Pastaba. Arba *.smp (,Rotor-Gene Q“ méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmés) formatais saugomus méginiy pavadinimus galima importuoti naudojant
funkcijg Import Samples (Importuoti méginius). Naudojant §j metoda, méginiy
pavadinimai jraSomi automatiSkai.

Pastaba. Patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo
adapterio iSdéstymas) jtraukus meéginio pavadinimg, jis parySkinamas pasikeitusia
spalva, o0 meéginio pavadinimas yra méginio vietoje (3 pav.).
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Pastaba. Skyde ,Layout of the pipetting adapter® (Pipeciy naudojimo adapterio
iSdéstymas) ilgesni nei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali bati rodomi ne visi.

s Saftware VIRTUAL MO - thrasceen EGPR Cantol R Locked Ternplne 014.19-13.0) - (GPR Anays] o
ir
it
Setup 1 F 1
R obagathenn
Mo
Kit Hame: Fararieen EGFACE Rowor [
Pl PR
Templale Versiers 304
| _—
Fuaten?
e
Carid
4
e he funsings b been o, ke St Run o begiimon [ StatPun |
L5 o I L O L TR L =l

3 pav.,Run ID* (Tyrimo ID) ir ,Sample Name“ (Méginio pavadinimas) jvedimas. 1 = dialogo lango laukas
4Run ID“ (Tyrimo ID) ; 2 = skydas ,Import Samples“ (Importuoti méginius); 3 = dialogo lango laukas ,Sample Name*
(Méginio pavadinimas); 4 = ,Sample list* (Méginiy sarasas); 5 = skydas ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy
naudojimo adapterio iSdéstymas).

15. Kartokite 14 veiksma, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus (4 pav.).

Pastaba. Norédami redaguoti méginio pavadinima, méginiy sgrase spustelékite Sample
Name (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas méginys bus rodomas virSuje, lauke Sample
Name (Méginio pavadinimas). Paredaguokite meéginio pavadinimg pagal vieting
pavadinimy suteikimo tvarka ir paspauskite klavi§g Return (jvedimas), kad pavadinimg
atnaujintuméte.
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4 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas lauke ,,Sample Name“ (Méginio pavadinimas). 1 = dialogo
lango laukas ,Sample Name* (Méginio pavadinimas), 2 = ,Sample List* (Méginiy sarasas), 3 = skydas ,Layout of
the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas).

16. Kai jvesite visus méginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei reikia, lauke Notes
(Pastabos) jtraukite papildomos informacijos ir spustelékite Start Run (Pradéti tyrima)
(5 pav.).
Pastaba. Jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning® (Jspéjimas) (5 pav.),
kad priminty naudotojui, jog reikia uZpildyti visas nenaudojamas rotoriaus vietas
uzdengtais tusCiais mégintuvéliais. Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus vietos
uzpildytos uzdengtais tus€iais mégintuvéliais, ir norédami testi spustelékite OK (Gerai).

Bus atidarytas langas ,Save As“ (Jrasyti kaip).
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neuzimtas rotoriaus vietas (3).

17. Pasirinkite atitinkama failo pavadinimg ir pasirinktoje
*.rex tyrimo failg. Spustelekite Save (Jrasyti) (6 pav.).
e — o

5 pav. Laukas , Notes“ (Pastabos) (1), mygtukas ,,Start Run“ (Pradéti tyrima) (2) ir ,,Warning“ (Jspéjimas) apie

vietoje jradykite PGR tyrimg kaip

®

B3 Save As

@Qvl_"i » Computer »

4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)

Organize ~

W[ Favorites

145 GB free of 232 GB

Sl Libraries
& Computer
Network Location (11)

€l Network

Devices with Removable Storage (8)

—————————————
[ZICY.EL =l therascreen EGFR CE

Save as type: [Run File (*.rex)

] [ concel

Save

TR

tipas); 3 = ,Save” (Jrasyti).

6 pav. Langas ,,Save As*“ (Jrasyti kaip) (1). 2 = Laukai ,File Name" (Failo vardas) ir ,Save as type" (Jrasomo failo
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Pradedamas PGR tyrimas.
Pastaba. Pradéjus tirti automatiSkai atidaromas skirtukas ,Run Progress® (Tyrimo eiga),
kuriame rodoma temperatiros kreive ir likes laikas (7 pav.).

1

Arahysa-Only Rator-Gene  Seies Softmare VIRTUAL MODE - D134 VERI02 A58 005 B0 13AUGL 079 1ZP - [EGFR Anayzis] (RS Eon =)
B tivp ol

View b
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7 pav. Skirtukas ,Run Progress“ (Tyrimo eiga) (1).

Pastaba. Baigus tirti, automatiSkai atidaromas skirtukas ,Analysis* (Analizé). Jei
skirtukas Analysis (Analizé) neatidaromas, spustelékite jj (8 pav.).
Pastaba. Skaiiavimo metodo paaiSkinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty aiSkinimas

(automatinis)“.
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8 pav. Skirtukas ,,Analysis“ (Analizé) (1) ir pateikti rezultatai (2 =, Control Run Sample Result Table*
(Kontrolinio méginio pavyzdzio rezultaty lenteléje).

Kontroliniai rezultatai pateikiami ,Control Run Sample Result Table* (Kontrolinio méginio
pavyzdZzio rezultaty lenteléje), kaip nurodyta toliau (8 pav.).

Tyrimo kontrolinés medziagos (PC ir NTC, atitinkamai 1 ir 2 mégintuvéliy vietos).
Jei rezultatai yra priimtinuose intervaluose, prie kiekvieno rodoma ,Valid“ (Tinkama).
PrieSingu atveju rodomas rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

Méginio kontroliné reakcija Ct >31,10; rodoma kaip , Invalid“ (Negalioja). Mutacijy
analizei nepakankamas DNR kiekis. IStirkite méginj pakartotinai. Jei DNR kiekis vis dar
per mazas, iSskirkite daugiau auglio audinio, jei yra.

Méginio kontroliné reakcija Ct <23,70; rodoma kaip , Invalid“ (Negalioja). Mutacijy
analizei per didelé DNR koncentracija. Atskieskite vandeniu be nukleazés, skirtu
skiedimui, ir iStirkite pakartotinai. Atskieskite, kad Cr bdty 23,70-31,10. Skiedimas
santykiu 1:1 padidina Cr reikSme mazdaug 1,0.
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Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ vadovas  10/2019



Méginio kontroliné reakcija, kai Ct yra 23,70-31,10 (23,70 < kontrolinés medziagos
Cr =£31,10); rodoma kaip , Valid* (Tinkama). Mutacijy analizei DNR koncentracija yra

tinkama.

Pastaba. Jei reikia papildomai i$skirti ar atskiesti, pakartokite kontroline reakcija, kad
patvirtintuméte DNR koncentracijos tinkamumag naudoti.

18. Spustelékite Report (Ataskaita), kad bity sukurtas ataskaitos failas. Atidaromas langas
,Report Browser* (Ataskaity narsyklé). Dalyje ,Templates* (Sablonai) pasirinkite EGFR
CE Analysis Report (EGFR CE analizés ataskaita), o tada spustelékite Show (Rodyti)
(9 pav.).

Pastaba. Norédami jraSyti ataskaitas j kitg vietg internetinio archyvo formatu, kiekvienos

ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spustelékite Save As (Jrasyti kaip).

nayis-Oruy Mr-am ) Saven Scrars VIETLIAL RACCA - DRI, VTP A7, 804,_R00 SBATL] A0, [P0 - G0 Aaabyin CRE U E:]
" riep
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B
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9 pav. ,EGFR CE Analysis Report“ (EGFR CE analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 = ,Report” (Ataskaita);
=langas ,Report Browser" (Ataskaity narSyklé); 3 = parinktis ,EGFR Analysis Report” (EGFR analizés ataskaita);
4 = Show" (Rodyti).
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Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas

Sis protokolas skirtas EGFR mutacijoms aptikti. Atlikus DNR méginio jvertinima, jj galima tirti

naudojant EGFR mutacijos tyrimus su automatizuota programine jranga.

Pastaba. Informacijos apie neautomatinj mutacijos aptikimg zZr. Priedas A: ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* rankinio paruoSimo protokolas.

Svarbi informacija prie$ pradedant

Norédami gauti tinkamus rezultatus, aprasytg maiSymo procedirg atlikite kiekviename
tyrimo sgrankos proceso maiSymo Zingsnyje.

Prie$ pradédami procedirg paskaitykite skyriy Bendrosios atsargumo priemonés.

Prie§ pradédami protokolg, skirkite laiko susipazinti su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

Méginj galima tirti naudojant EGFR mutacijy tyrimus tik atlikus DNR méginio jvertinima.
Norédami efektyviai naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“, méginius sugrupuokite
j partijas po septynis. Naudodami mazesnes partijas, ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit* iStirsite maziau meéginiy.

Méginj reikia istirti naudojant visus reakcijos misinius, pateiktus ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit“.

Nevartykite Taq ar kitokio miSinio, kuriame yra Taq, nes tai gali deaktyvinti fermenta.
Pipete jlaSinkite Taq: pipetés antgalj atsargiai jkiSkite skyscio pavirSiuje, kad antgalis

nepasidengty fermenty pertekliumi.

Ka atlikti prieS pradedant

Prie$ pirma kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® instrumenta, jsitikinkite,
kad jdiegta ,therascreen EGFR CE Assay Package® programiné jranga (Zr. B priedas:
Jherascreen EGFR CE Assay Package” diegimas).
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® PrieS$ kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti kambario
temperatiroje (1525 °C) bent 1 valandg, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas, sumaiSyti
(vartant 10 karty) ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.

® SumaiSykite visus meéginius apversdami 10 karty ir trumpai centrifuguokite, kad turinys
susirinkty mégintuvélio apacioje.

e Kiekvieng kartg prie$ naudodami jsitikinkite, kad Taq yra kambario temperatiros
(15-25 °C). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

Proceddra

1. Visus reakcijos miSiniy mégintuvélius, NTC skirtg vandenj ir EGFR PC atSildykite
kambario temperatiroje (15-25 °C) bent 1 valanda, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas.
Reagenty atSildymo, PGR nustatymo ir laikymo prie$ pradedant tirti laikas nurodytas

5 lenteléje.

5 lentelé. Atsildymo laikas, PGR nustatymo laikas ir laikymo temperatiira

Maziausias Didziausias Laikymo temperatiira Maksimalus PGR nustatymo
atSildymo laikas atSildymo laikas nustacius PGR ir laikymo laikas

1 val. 4.5 val. Kambario temperatira (15-25 °C) 6 val.

1 val. 4,5 val. 2-8°C 18 val.

Pastaba. PGR nustatymas atliekamas kambario temperatiroje (15-25 °C). ,Laikymas*
reiSkia laikg nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu pradZzios.

Pastaba. Perkelkite Taq (mégintuvélj Taq) j kambario temperatirg (1525 °C) tuo paciu
metu kaip ir kitus reagentus (Zr. Reagenty laikymas ir naudojimas ). Mégintuvélj trumpai

centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

2. Reagentams atSilus, sumaiSykite (vartydami 10 karty), kad nesusikaupty druskos, ir

trumpai centrifuguokite, kad turinj galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.
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3. Paruoskite pakankamai tyrimo pagrindiniy misiniy (tyrimo reakcijos misinj ir Taq) DNR
méginiams, EGFR PC ir NTC reakcijai pagal 6 lenteléje nurodytus tdrius. ]traukite
reagentus vienam papildomam meginiui, kad jy pakakty PGR nustatyti.

Pagrindiniuose misiniuose yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus méginj.

6 lentelé. Tyrimo pagrindiniy miSiniy ruoSimas

Reakcijos miSinio Tag DNR polimerazés tiris

Tyrimas mégintuvélis Reakcijos misinio taris (mégintuvélis Taq)
Kontrolinis CTRL 19,5 pl x (n + 1)* 0,5l x (n+ 1)*

T790M T790M 19,5 pl x (n + 1) 0,5l x (n + 1)

Delecijos Del 19,5l x (n + 1) 05 x(n+1)

L858R L858R 19,5l x (n + 1) 0,5l x (n+1)

L861Q L861Q 19,5 pl x (n + 1) 0,5l x (n+1)

G719X G719X 19,5l x (n + 1) 0,5l x (n+1)

S768l S768l 19,5l x (n + 1) 0,5l x (n+1)

Intarpai Ins 19,5 pl x (n + 1) 0,5 x (n+1)

* n = reakcijy skaicius (méginiy ir kontroliniy medziagy). Paruoskite pakankamai pagrindinio misinio vienam
papildomam méginiui (n + 1), kad blty pakankamas perteklius nustatant PGR. n reikSmé neturi virSyti septyniy
(ir kontrolinés medziagos), nes vienu metu tirti galima daugiausia septynis méginius.

4. Gerai sumaisykite tyrimo pagrindinius miSinius, létai laSindami pipete j vir§y ir j apacia
10 karty. ] jkrovos blokg jdékite reikiamg skaiciy mégintuvéliy juosteliy pagal 7 lenteléje
pateiktg iSdéstymg. Nedelsdami jpilkite 20 pl atitinkamo tyrimo pagrindinio miSinio |
kiekvieng PGR meégintuvéliy juostele.

Dangteliai turi likti plastikiniame indelyje, kol jy prireiks.
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7 lentelé. Kontrolinio ir mutacijy tyrimy iSdéstymas jkrovos bloke. Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir
nurodo galutine rotoriaus padét;.

Kontrolinés Padétis

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

5. ISkart jpilkite 5 pyl NTC skirto vandens j 9-16 vietose esancius mégintuvélius ir juos

uzdenkite.

6. |pilkite po 5 pl kiekvieno méginio j méginiy mégintuveélius (17-24, 25-32, 33-40, 41-48,

49-56, 57-64 ir 65—-72 mégintuvéliy vietos) ir uzdenkite juos dangteliais.

7. |pilkite 5 yl EGFR PC j 1-8 vietose esancius mégintuvelius ir juos uzdenkite.

Stenkités iSvengti jkélimo arba laSinimo pipete klaidy, kad NTC, méginiai ir EGFR PC
baty jpilti j tinkamus mégintuvélius.

Kiekviename mégintuveélyje i$ viso turi bati 25 pl reakcijos taris (20 pl tyrimo pagrindinio
misSinio, paruosto pagal 3 veiksmg (6 lentelé), ir 5 pl NTC / méginio / PC). Skaiciai reiskia
vietas jkrovos bloke ir nurodo galutine rotoriaus padét;.

Pazymeékite mégintuvéliy dangtelius, kuria kryptimi jie turi bati jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM® instruments.

. Uzdare visus PGR mégintuvélius, apzidrékite méginiy mégintuvéliy uzpildymo lygj, kad
jsitikintuméte, jog méginio buvo jpilta j visus megintuvélius.

. Pavartykite visus PGR mégintuvélius 4 kartus, kad susimaiSyty méginiai ir
reakcijos miSiniai.
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10.

11.

12.

|dékite PGR mégintuvéliy juosteles j atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas pagal
7 lenteléje pateiktg iSdéstyma.

Atliekant kiekvieng PGR tyrimg galima jtraukti daugiausia 7 méginius. Jei rotorius
nevisiSkai uzpildytas, visas tusCias rotoriaus vietas uzpildykite uzdengtais tusciais
mégintuvéliais.

Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy jdékite | ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumenty. Jsitikinkite, kad fiksuojamasis Ziedas (,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo metu mégintuvéliai baty
jtvirtinti.

Pastaba. Jei atliekate neautomatinj EGFR mutacijy aptikimg, Zzr. ,Priedas A:
.therascreen EGFR RGQ PCR Kit" rankinio paruoSimo protokolas.

Du kartus spustelékite piktogramg ,therascreen EGFR CE Locked Template*
(therascreen EGFR CE Locked Sablonas), esancig neSiojamojo kompiuterio, prijungto
prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM®“ instrumento, ekrane, kad paleistuméte

,Rotor-Gene Q" programing jrangg (10 pav.).

therascreen EGFR CE
Locked Template

10 pav. Piktograma ,,EGFR CE Locked Template* (EGFR CE Locked Sablonas) (EGFR mutacijos aptikimas).

13.

Kaip numatytasis atidaromas skirtukas ,Setup” (Nustatymas) (11 pav.). ]sitikinkite, kad
fiksuojamasis ziedas tinkamai uzdétas, tada pazymékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis Zziedas uzdétas). Uzdarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

instrumento dangtel].
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11 pav. Skirtukas , Setup“ (Nustatymas) (1) ir laukas ,Locking Ring Attached" (Fiksuojamasis Ziedas

uzdétas) (2).

14. Lauke Run ID (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal vietine pavadinimy suteikimo tvarka.
Lauke Sample Name (Méginio pavadinimas) jveskite méginio pavadinimg pagal vieting
pavadinimy suteikimo tvarkg ir paspauskite klavisg Return (jvedimas).

Taip j toliau pateiktg meéginiy sgrasg jtraukiamas meéginio pavadinimas ir priskiriamas
~Sample ID* (Méginio ID) (1, 2, 3 ir t. t.). Be to, atnaujinamas deSinéje puséje esantis
skydas ,Layout of the pipetting adapter (Pipe€iy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir
jtrauktas méginio pavadinimas (12 pav.).

Pastaba. Arba *.smp (,Rotor-Gene Q" méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmés) formatais saugomus méginiy pavadinimus galima importuoti spusteléjus
mygtuka Import Samples (Importuoti méginius). Naudojant §j metodg, méginiy
pavadinimai jraSomi automatiskai.

Pastaba. Patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipe€iy naudojimo
adapterio iSdéstymas) jtraukus meéginio pavadinimg, jis parySkinamas pasikeitusia

spalva, o méginio pavadinimas yra méginio vietoje (12 pav.).
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Pastaba. Galima pridéti ne daugiau kaip 7 méginius. Méginiy ID (méginiy skrituliuose)
automatiSkai priskiriami nuo 1 iki 7.

Pastaba. Skyde ,Layout of the pipetting adapter® (Pipeciy naudojimo adapterio

iSdéstymas) ilgesni nei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali bati rodomi ne visi.
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12 pav.,Run ID* (Tyrimo ID) ir ,,Sample Name* (Méginio pavadinimas) jvedimas. 1 = laukas ,Run ID* (Tyrimo ID);
2 = Mygtukas ,Import Samples* (Importuoti meéginius); 3 =laukas ,Sample Name® (Méginio pavadinimas);
4 = Sample List* (Méginiy sarasas); 5 = skydas ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio
iSdéstymas); 6 = paryskintas méginio apskritimas ir 8 tyrimy stulpelis po juo.

15. Kartokite 14 veiksma, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus (13 pav.).

Pastaba. Norédami redaguoti méginio pavadinima, meéginiy sgrase spustelékite Sample
Name (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas méginys bus rodomas virSuje, lauke Sample
Name (Méginio pavadinimas). Paredaguokite méginio pavadinimg pagal vietine
pavadinimy suteikimo tvarka ir paspauskite klavisg Return (Jvedimas), kad pavadinimg
atnaujintumeéte.
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13 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas lauke ,,Sample Name“ (Méginio pavadinimas). 1 = laukas
,Sample Name® (Méginio pavadinimas), 2 = ,Sample List* (Méginiy sgrasas), 3 = skydas ,Layout of the pipetting
adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio i§déstymas).

16. Kai jvesite visus meéginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei reikia, lauke Notes

(Pastabos) jtraukite papildomos informacijos ir spustelékite Start Run (Pradéti tyrima)
(14 pav.).
Pastaba. Jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning“ (Jspéjimas)
(14 pav.), kad priminty naudotojui, jog reikia uzpildyti visas nenaudojamas rotoriaus
vietas uzdengtais tusc€iais mégintuvéliais. Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus
vietos uzpildytos uzdengtais tusciais mégintuvéliais, ir norédami testi spustelékite OK
(Gerai).
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14 pav. Laukas ,,Notes* (Pastabos) (1), mygtukas ,,Start Run* (Pradéti tyrima) (2) ir ,,Warning“ (Ispéjimas)
apie neuzimtas rotoriaus vietas (3).

17. Atidaromas langas ,Save As“ (Jrasyti kaip). |veskite atitinkamg failo pavadinimg ir
pasirinktoje vietoje jrasykite PGR tyrima kaip *.rex tyrimo failg. Spustelékite Save (Jrasyti)
(15 pav.).
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03 Save s (=

@Qvl_".i » Computer » - | +3 | | Search C ol
Organize « B= - (2]
T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries ~ ) - -
145 GB free of 232 GB
18 Computer > Devices with Remavable Storage (8) 1
n > Network Location (11)
€ Network
—————————
File name: - 2

Save as type: [Run File (*.rex)

R Wi o 1 cne |

15 pav. Langas ,,Save As“ (Jrasyti kaip) (1). 2 = Laukai ,File Name" (Failo vardas) ir ,Save as type“ (JraSomo failo
tipas); 3 = ,Save” (Jrasyti).

Pradedamas PGR tyrimas.

Pastaba. Pradeéjus tirti automatiskai atidaromas skirtukas ,Run Progress® (Tyrimo eiga),

kuriame rodoma temperatiros kreive ir likes laikas (16 pav.).
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16 pav. Skirtukas , Run Progress* (Tyrimo eiga).

Baigus tirti, automatiskai atidaromas skirtukas ,Analysis” (Analizé).
Pastaba. Jei skirtukas ,Analysis“ (Analizé) neatidaromas, spustelékite jj (17 pav.).

Pastaba. Skaiiavimo metodo paaiSkinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty aiSkinimas
(automatinis)*.
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17 pav. Skirtukas ,,Analysis“ (Analizé) (1) ir pateikti rezultatai. 2 = skydas ,Run Controls, Positive Control“ (Tyrimo
kontrolinés medziagos, teigiama kontroliné medziaga); 3 =skydas ,Run Controls, Negative Control* (Tyrimo

kontrolinés medziagos, neigiama kontroliné medziaga); 4 =,Sample Result Table® (Méginiy rezultaty lentelé);
5 = skydas ,Mutation Status“ (Mutacijos bdsena).

Tyrimo rezultatai pateikiami, kaip nurodyta toliau (18 pav.).

»Run Controls, Positive Control“ (Tyrimo kontrolinés medziagos, teigiama
kontroliné medziaga): Jei rezultatas yra priimtiname intervale, stulpelyje ,Positive
Control Status® (Teigiamos kontrolinés medziagos busena) bus rodoma ,Valid*

(Tinkama), kitaip bus rodomas rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

»Run Controls, Negative Control“ (Tyrimo kontrolinés medziagos, neigiama
kontroliné medziaga): jei tiek NTC, tiek ,Internal Control“ (Vidiné kontroliné medziaga)
rezultatai yra priimtinuose intervaluose, stulpelyje ,Negative Control Status* (Neigiamos
kontrolinés medziagos bisena) bus rodoma ,Valid® (Tinkama), kitaip bus rodomas
rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

»Sample Result Table“ (Méginiy rezultaty lentelé): Mutacijy turiniy méginiy
konkrecios mutacijos pateikiamos stulpelyje ,EGFR Mutation Status“ (EGFR mutacijos

blsena).
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18. Spustelékite Report (Ataskaita), kad baty sukurtas ataskaitos failas. Atidaromas langas
,Report Browser" (Ataskaity narsyklé). Dalyje Templates (Sablonai) pasirinkite EGFR
CE Analysis Report (EGFR CE analizés ataskaita), tada spustelékite Show (Rodyti)
(18 pav.).

Pastaba. Norédami jradyti ataskaitg j kitg vietg internetinio archyvo formatu, kiekvienos
ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spustelékite Save As (Jrasyti kaip).
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18 pav. ,,EGFR CE Analysis Report“ (EGFR CE analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 = ,Report* (Ataskaita);

2 =skydas ,Report Browser® (Ataskaity narSyklé); 3 = ,EGFR CE Analysis Report* (EGFR analizés ataskaita);
4 = Show" (Rodyti).
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Rezultaty aiSkinimas (automatinis)

Uzbaigus tyrima, ,therascreen EGFR Assay Package" automatiSkai iSanalizuoja ir pateikia
aptiktas mutacijas. Toliau pateiktas paaiskinimas, kaip ,therascreen EGFR Assay Package*“

analizuoja ir pateikia aptiktas mutacijas.

Pastaba. Informacijos apie neautomatine rezultaty analize ieSkokite skyriuje Rezultaty
aiSkinimas (neautomatinis).

PGR ciklas, kurio metu konkrecios reakcijos fluorescencija virSija slenkscio reikSme,
apibréziamas kaip Cr reikSmé. Cr reikSmeé nurodo konkrecios jvesties DNR kiekj. Mazos Cr
reikSmés nurodo aukstesnius jvesties DNR lygius, o didelés Ct reikSmés — mazesnius
jvesties DNR lygius. Reakcijos naudojant Cr reikSme klasifikuojamos kaip teigiama
amplifikacija.

.Rotor-Gene Q" programiné jranga jterpia fluorescencijos signalus tarp bet kuriy dviejy
jraSyty reik8miy. Todél Cr reikSmés gali bati bet kuris realusis skaiCius (neapsiribojant
sveikaisiais) nuo 0 iki 40. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* slenks¢io reikSmé nustatyta
kaip 0,075 santykiniy fluorescencijos vienety Green (FAM) kanale ir 0,02 Yellow (HEX)
kanale. Sios reik8més yra automatigkai sukonfigiruotos ,therascreen EGFR Assay
Package®. Tyrimo kontrolinés medziagos (PC, NTC ir IC) vertinamos norint uztikrinti, kad yra

priimtinos Cr reikSmeés ir tinkamai atliekamos reakcijos.
Kiekvieno mutacijos tyrimo méginio ACt reikSmés apskai€iuojamos pagal Sig formule:

ACrt = [mutacijos tyrimo Cr reikS8mé] — [kontrolinio tyrimo Cr reikSmé]
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Meéginiai klasifikuojami kaip turintys mutacijy, jei ju ACr reikSmé yra Sio tyrimo ACrt ribiniy
reikSmiy intervale. Jei reikSmé yra didesneé uZ ACr ribiniy reikSmiy intervalg, méginyje gali
badti mazesnis mutacijy procentas, nei galima aptikti naudojant ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit* (uz tyrimo riby), arba méginyje néra mutacijy, ir apie tai praneSama kaip ,No
Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta). Jei reikSmé yra mazesné uz ACr ribiniy reikSmiy

intervala, méginys bus pazymétas kaip ,Invalid“ (Negalioja).

Jei mutacijy reakcijoje nevyksta amplifikacija, pateikiamas rezultatas ,No Mutation Detected”
(Mutacijy neaptikta). Visos foninés amplifikacijos apskaiiuotos ACt reikSmés turéty bati
didesnés negu ACr ribiniy reikSmiy intervalo virSutiné riba, o méginys klasifikuojamas kaip
,No Mutation Detected“ (Mutacijy neaptikta).

Tyrimo rezultatai pateikiami kaip ,Mutation Detected“ (Mutacijy aptikta), ,No Mutation
Detected” (Mutacijy neaptikta), ,Invalid* (Negalioja) arba, jei kontrolinis tyrimas nepavyks,
»,Run Control Failed* (Kontrolinis tyrimas nepavyko). Jei méginiuose bus aptikta mutacijy,
bus pranesta apie konkre€ias mutacijas. Auglyje gali biti ne viena mutacija. Tokiais atvejais
bus pateikta informacija apie kelias mutacijas.
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.Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package® Zzymés

8 lenteléje (kitame psl.) iSvardytos galimos zymés, kurias gali sugeneruoti ,Rotor-Gene Q

therascreen EGFR Assay Package®, jy reikSmés ir atliktini veiksmai.

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

Pavyzdziui:

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

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

® SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = méginio (SAMPLE) kontrolinio tyrimo (CTRL) didelé
koncentracija (HIGH_CONC).
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8 lentelé. Zymés, reik§meé ir atliktini veiksmai

Zymé Reikdmeé Veiksmas
PC_CTRL_ PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
ASSAY_FAIL kontrolinés reakcijos teigiamos
kontrolinés medziagos FAM C+
reikSmé yra uz intervalo riby.
PC_MUTATION_ PGR tyrimas netinkamas — vienos Kartokite visg PGR tyrima.
ASSAY_FAIL ar keliy mutacijy kontroliniy reakcijy
FAM Cr reikSmé yra uz intervalo
riby.
PC_CTRL_ PGR tyrimas netinkamas — Pakartokite visg PGR tyrima, ypa¢ kruops¢iai
INVALID_DATA nepavyksta interpretuoti teigiamos atlikdami maiSymo Zingsnius.
kontrolinés medziagos (kontrolinio
reakcijy misinio) fluorescencijos
duomeny.
PC_MUTATION_ PGR tyrimas netinkamas — Pakartokite visg PGR tyrimg, ypac¢ kruopsgiai
INVALID_DATA nepavyksta interpretuoti teigiamos atlikdami maiSymo Zingsnius.

NTC_INT_CTRL_
FAIL

NTC_INT_CTRL_
EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_
DATA

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

kontrolinés medziagos (mutacijy
reakcijos misinio) fluorescencijos
duomeny.

PGR tyrimas netinkamas — vidiné
kontroliné medziaga yra uz
neigiamos kontrolinés medziagos
intervalo virutinés ribos.

PGR tyrimas netinkamas — vidiné
kontroliné medziaga yra uz
neigiamos kontrolinés medziagos
intervalo apatinés ribos.

PGR tyrimas netinkamas —
neigiamos kontrolinés medziagos
FAM reikSmé netinkama (mazesné
uz ribg).

PGR tyrimas netinkamas —
nepavyksta interpretuoti neigiamos
kontrolinés medziagos
fluorescencijos duomeny.

Méginys netinkamas — nepavyksta
interpretuoti méginio kontrolinés
medziagos fluorescencijos duomeny.

Méginys netinkamas — méginio
kontrolinés medziagos FAM Cr
reikSmé per maza.

Kartokite visg PGR tyrima.

Kartokite visg PGR tyrima.

Pakartokite visg PGR tyrima, ypa¢ kruop$¢iai
atlikdami maiSymo Zingsnius.

Pakartokite visg PGR tyrima, ypa¢ kruops¢iai
atlikdami maiSymo Zingsnius.

Nustatykite naujg PGR tyrima ir pakartotinai istirkite
susijusius méginius, ypac kruopsciai atlikdami
maiSymo zingsnius.

Atskieskite méginj, kad padidintuméte Cr reikSme.
Skiedimas turi bati apskaiciuotas laikantis prielaidos,
kad skiedziant rinkinyje pateiktu  vandeniu
santykiu 1:1 Ctv reikSmé padidés 1,0; atskiede
meéginj, nustatykite naujg mutacijy jvertinimo tyrimag
ir pakartotinai istirkite méginj. Arba, jei atlikus DNR
meéginio jvertinimo tyrimg méginys buvo atskiestas,
pereikite tiesiai prie EGFR mutacijos aptikimo tyrimo
naudodami atskiestg méginj.

Lenteles tesinys kitame puslapyje
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Lentelés tesinys is ankstesnio puslapio

Zymé

ReikSmé

Veiksmas

SAMPLE_CTRL_
FAIL

Méginys netinkamas — méginio
kontrolinés reakcijos FAM Cr
reik§mé per didelé.

Nustatykite naujg PGR tyrima ir pakartotinai itirkite
méginj. Jei atlikus pakartotinj PGR tyrimg méginys yra
netinkamas, o DNR kiekio vis dar nepakanka, iSskirkite
dar 2 FFPE audinio atpjovas, jei galima. Nustatykite
naujg PGR tyrima ir iStirkite §j iSskirta meéginj. Jei
meéginys bus netinkamas, pakartokite PGR tyrimg su
antragja atpjova. Jei ir po Sio tyrimo méginys bus
netinkamas, Siam méginiui bus priskirta neaiSkios
mutacijos blsena ir daugiau tyrimy atlikti nebereikés.

SAMPLE_INT_
CTRL_FAIL

Vidinés kontrolinés medziagos
(HEX) Cr reikSmé per didelé
(arba Ct néra), FAM kanalas be
mutacijy.

Méginiai, kuriems sugeneruojama Zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutacijy
reakcijy misinyje — pateikite rezultatus; daugiau tirti
nebereikia.

Atskieskite méginj rinkinyje pateiktu vandeniu,
naudodami prielaidg, kad santykis 1:1 padidins
kontrolinés reakcijos Cr 1,0, uztikrinkite, kad galutinis
taris baty > 40 pl (pvz., 40 pl DNR ir 40 pl vandens i$
mégintuvélio, pazyméto DIL).

Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai istirkite
méginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotinio
PGR tyrimo, i$skirkite méginj i§ dar dviejy FFPE
atpjovy. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir istirkite §j
iSskirta megin;.

Jei antra iSskirta atpjova bus netinkama, atskieskite,
kaip buvo aprasyta anksciau.

Jei ir po Sio tyrimo méginys bus netinkamas, Siam
meéginiui bus priskirta neaiSkios mutacijos bdsena ir
daugiau tyrimy atlikti nebereikés.

SAMPLE_INT_
CTRL_EARLY_CT

Mutacijy mégintuvélis
netinkamas — méginio (vidinés
kontrolinés medziagos)

Cr HEX reikSmé per maza.

Méginiai, kuriems sugeneruojama Zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutacijy
reakcijy misSinyje — pateikite rezultatus; daugiau tirti
nebereikia.

Nustatykite naujg PGR tyrima ir pakartotinai istirkite
méginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotinio
PGR tyrimo, iSskirkite audinio i§ dar 2 FFPE atpjovy,
jei yra. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir istirkite §j
iSskirta méginj. Jei méginys bus netinkamas,
pakartokite PGR tyrimg su antrgja atpjova. Jei ir po Sio
tyrimo méginys bus netinkamas, Siam meéginiui bus
priskirta neaiSkios mutacijos bdsena ir daugiau tyrimy
atlikti nebereikés.

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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Lentelés tesinys is ankstesnio puslapio

Veiksmas

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutacijy
reakcijy misinyje — pateikite rezultatus; daugiau tirti
nebereikia.

Nustatykite nauja PGR tyrimg ir pakartotinai istirkite
méginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotinio
PGR tyrimo, i§skirkite audinio i§ dar 2 FFPE atpjovy, jei
yra. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir istirkite $j iSskirtg
meéginj. Jei méginys bus netinkamas, pakartokite PGR
tyrimg su antraja atpjova. Jei ir po $io tyrimo méginys
bus netinkamas, Siam méginiui bus priskirta neaiskios
mutacijos bdsena ir daugiau tyrimy atlikti nebereikeés.

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniS$kai susijusiame mutacijy
reakcijy misinyje — pateikite rezultatus; daugiau tirti
nebereikia.

Méginiai, kuriems sugeneruojama Zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai kliniSkai susijusiame

mutacijy reakcijy miSinyje gaunamas rezultatas
INVALID (negalioja) — pakartotinai istirkite meéginj
naudodami visus reakcijy miSinius ir atlikdami

konkrec¢iai netinkamo méginio Zymei skirtus veiksmus.
Jei tiriant meéginj Zymé SAMPLE_INT_CTRL_FAIL
sugeneruojama kartu su kita Zyme, tuomet reikia atlikti
méginio skiedimo veiksmg, taikomg zymei SAMPLE_
INT_CTRL_FAIL. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir
pakartotinai istirkite méginj.

Méginiai, kuriems sugeneruojama Zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai atliekant pakartotinj
PGR tyrimg kliniskai susijusiame mutacijy reakcijy
miSinyje gaunamas rezultatas INVALID (negalioja) —
iSskirkite méginj i§ dar 2 FFPE atpjovy. Nustatykite
naujg PGR tyrimg naudodami visus reakcijy misinius ir
istirkite 8 iSskirtg méginj.

Jei Sis méginys kliniSkai susijusiame mutacijy reakcijy
misinyje vél pateikia netinkamus rezultatus, pakartotinai
iStirkite méginj naudodami visus reakcijy misinius ir
atlikdami konkreciai netinkamo méginio Zymei skirtus
veiksmus. Jei tiriant méginj  sugeneruojama
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL kartu su kita Zyme, tuomet
reikia atlikti méginio skiedimo veiksma, taikomg zymei
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL. Nustatykite naujg PGR
tyrima ir pakartotinai istirkite Sj méginj.

Jei pakartojus zymé SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID vél rodoma, méginiui priskiriama neaiSkios
mutacijos blsena.

Lentelés tesinys kitame puslapyje

Zymeé ReikSmé

SAMPLE_ Mutacijy mégintuvélis

INVALID_DATA netinkamas — nepavyksta
interpretuoti vidinés kontrolinés
medziagos fluorescencijos
duomeny.

SAMPLE_ Yra viena ar kelios teigiamos

POSITIVE_AND_ meéginio mutacijos, bet tuo paciu

INVALID metu viena ar kelios to paties
meéginio mutacijos yra
netinkamos.
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Lentelés tesinys i§ ankstesnio puslapio

Zymé Reikdmeé Veiksmas

MUTATION_EARLY_CT  Meéginys netinkamas — ACt Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai istirkite
reikSmé per maza arba Cr méginj, ypac kruops¢iai atlikdami maiSymo
reikSmeé mazesné uz ribiniy Zingsnius.

reik8miy intervalg

TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trikgiy $alinimo vadovas gali padéti $alinant atsiradusias triktis. Daugiau informacijos rasite
musy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,Dazniausiai UZzduodami Klausimai“
(Frequently Asked Questions, FAQ) adresu www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
techninése tarnybose dirbantys mokslininkai visada mielai atsakys j visus jums kilusius
klausimus apie Siame vadove ir protokoluose pateiktg informacijg, meéginius ir tyrimy
technologijas  (kontaktine informacija Zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite

www.qiagen.com).

Pastabos ir pasitlymai

Rodomas teigiamas NTC méginiy rezultatas Green FAM kanale

PGR ruo$imo metu atsirado Pakartokite PGR, naudodami naujus reagentus kartotiniams tyrimams.
tarsa Jei galima, jdéje reikiama bandyti meginj, i§ karto uzdarykite PGR
mégintuvélius.
Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty reguliariai
dezinfekuojami.

Jokio signalo naudojant EGFR teigiamas kontrolines medziagas

a) PGR duomeny analizei Atlikdami duomeny analize pasirinkite fluorescencinj kanalg ,Cycling
pasirinktas fluorescencinis Green* analitinei EGFR PGR ir fluorescencinj kanalg ,Cycling Yellow* —
kanalas neatitinka protokolo. vidinés kontrolinés medziagos PGR.

b) Neteisingas ,Rotor-Gene Q MDx  Palyginkite temperatiros profili su protokolu. Jei neteisingas,
5plex HRM* instrumento pakartokite tyrima.
temperatdros profilio
programavimas
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Pastabos ir pasialymai

c) Neteisinga PGR konfiglracija Patikrinkite savo darbo veiksmus naudodami lasinimo pipete schema ir,
jei reikia, pakartokite PGR.

d) Vieno ar keliy rinkinio Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zr. rinkinio
komponenty laikymo salygos etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.
neatitiko nurodymy, pateikty
,Reagenty laikymas ir
naudojimas” (18 psl.)

e) Baigési,therascreen EGFR Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zr. rinkinio
RGQ PCR Kit* tinkamumo laikas  etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat
iSlaikyti produkty kokybe.

Apribojimai

Produkto rezultatai turi bati interpretuojami susijusiy klinikiniy ir laboratoriniy duomeny

kontekste, o nustatant diagnoze nenaudojami be konteksto.

Produktg turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro“ diagnostines

proceddras ir dirbti su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentais.

Produktg numatyta naudoti tik su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* real-time PCR cikly
valdikliu.

Siekiant uztikrinti optimalius rezultatus reikia grieZtai laikytis ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit* vadovo nurodymy. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip, nei nurodyta Siame

vadove, nes gali sumazéti jy veiksmingumas.
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Prie$ atliekant méginio analize su ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* svarbu jvertinti méginio
DNR kiekj ir kokybe. Papildomas kontrolinés reakcijos miSinys pateikiamas siekiant
nustatyti, ar Cr reikSmeé yra tinkama tyrimui. Absorbcijos rodmeny negalima naudoti, nes jie

nesusije su Ct reikSmémis fragmentuotuose DNR méginiuose.

EGFR delecijy reakcijos misinio pradmenys buvo sukurti taip, kad aptikty jvairias 19 egzono
delecijas, apimancias nukleotidus nuo 55174772 iki 55174795 (GRCh38 chr7) — 23 bp

intervalg.

Nors buvo analitiSkai patvirtinta ir pademonstruota, kad 19 egzono delecijy tyrimas aptinka
14 nurodyty 19 egzono delecijy (zr. sgrasg Sio vadovo 1 lenteléje), taCiau jmanoma,
kad delecijy pradmeny rinkinys amplifikuos papildomas mutacijas (jskaitant
papildomas 19 egzono delecijas, 19 egzono intarpus ir L747P mutacijg).

Tokiu atveju paciento méginiui dél papildomy mutacijy bus gautas rezultatas ,Deletions
Detected” (Aptiktos delecijos).

Be to, jmanoma, kad L858R tyrimas aptiks L858Q mutacijg. Todél, jei yra paciento méginyje,
del L858Q mutacijos gali biti gautas rezultatas ,L858R Detected” (Aptikta L858R).

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy komponenty
etikeCiy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.
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Efektyvumo charakteristikos

Analitinis efektyvumas

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit"“ specifinés efektyvumo charakteristikos buvo nustatytos
tyrimais, kuriuose buvo naudojami FFPE audiniy méginiai, surinkti i§ NSCLC serganciy
pacienty ir FFPE Zmogaus Igsteliy linijy (FFPE Iasteliy linijy). FFPE Iasteliy linijos buvo
sugeneruotos naudojant plauciy vézio Igsteliy linijg (A549), kad bty sukurtos Igsteliy linijos,
kuriose bity norimos specifinés EGFR mutacijos. Kai audiniy méginiy ar Igsteliy linijy
nebuvo, buvo naudojama plazmidziy DNR.

Tustumo riba (Limit of Blank, LOB), darbinis diapazonas, ribinés
reikSmes ir ACrribiniy reik8miy intervalai

Siekiant nustatyti kiekvieno mutacijos tyrimo LOB ir ACt ribines reikSmes, vadovaujantis
NCCLS EP17-A (2004) (12) rekomendacija tyrimo metu i$ viso buvo istirta 417 FFPE
méginiy. Be to, buvo nustatytas darbinis diapazonas. ACr ribiniy reikSmiy intervalai parodyti
9 lentelé.

9 lentelé. Nustatyti kiekvienos mutacijos tyrimo ACr ribiniy reikSmiy intervalai

Tyrimas Crintervalas ACs ribiniy reikSmiy intervalas
(acq)
T790M nuo 0,00 iki 40,00 nuo 10,00 > iki = 7,40
Delecijos nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki = 8,00
L858R nuo 0,00 iki 40,00 nuo ~10,00 > iki < 8,90
L861Q nuo 0,00 iki 40,00 nuo ~10,00 > iki < 8,90
G719X nuo 0,00 iki 40,00 nuo -10,00 = iki < 8,90
S768 nuo 0,00 iki 40,00 nuo:=10,00/=Iiki'= 8,90
Intarpai nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki = 8,00

56 Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ vadovas  10/2019



Nustatytas kontrolinés reakcijos Ct diapazonas nuo 23,70 iki 31,10 Cr.

Ribinés tyrimo reikSmés ir darbiniai diapazonai buvo patikrinti naudojant standartus ir
papildomus FFPE méginius. Patikrinimo metu buvo jvertintos ribinés reik§meés, kad laukinio
tipo DNR fone baty galima atskirti tinkamg mutacijg, kiekvieng tyrimg jvertinant su aukstos
koncentracijos jvesties genomine DNR ir auk$tos koncentracijos jvesties mutacijos DNR
(Zr. KryZzminis reaktyvumas). Taip pat buvo vertintas jvesties DNR poveikis mutacijos
aptikimui (Zr. DNR jvesties poveikis ACt reikSméms). Apatiné intervalo riba jtraukta siekiant
atmesti PGR fluorescencijos artefakts.

Norint nustatyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" efektyvumg nesant matricos ir uztikrinti,
kad tuscias meéginys arba méginys su laukinio tipo DNR nesukuria analitinio signalo, kuris
galéty rodyti mazg mutacijos koncentracijg, buvo vertinami méginiai be matricos ir NSCLC
EGFR laukinio tipo DNR. Rezultatai parodé, kad NTC méginiuose ir FFPE laukinio tipo
méginiuose jokiy teigiamy mutacijy nebuvo aptikta.

DNR jvesties poveikis ACt reikSmeéms

DNR jvesties lygis apibréZiamas kaip bendras amplifikuojamos EGFR DNR kiekis méginyje,
nustatytas pagal kontrolinés reakcijos Cr reikSmes. Siekiant jrodyti, kad ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit“ veiksmingumas yra vienodas kontrolinés reakcijos Cr diapazone
(23,70-31,10), visi 7 EGFR mutacijos tyrimai buvo atlikti naudojant 6 santykiy 1:3 skiediniy
sekas (DNR i8skirta i8 FFPE lasteliy linijy). Kiekvienos mutacijos 1 skiedimo tiksliné Cr buvo
apytiksliai 24,70. Galutinis skiedimas, kurio Ct buvo apytiksliai 32—33, nepateko j kontrolinés
reakcijos Cr diapazong. Bendrai ACt reik8més, iSmatuotos esant skirtingiems visos DNR

jvesties lygiams, darbiniame ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" diapazone buvo nuoseklios.
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KryZminis reaktyvumas

Auksto DNR jvesties lygio laukinio tipo EGFR DNR buvo tiriama, siekiant jvertinti nespecifing
amplifikacija. Rezultatai parode, kad Zemiausios ACt reikSmeés virSijo nustatytas ribines
reikSmes. Tai rodo, kad nespecifinés amplifikacijos néra.

Auksto DNR jvesties lygio FFPE Igsteliy linijos buvo tiriamos naudojant visus reakcijos
misinius, siekiant jvertinti potencialy kryzminj reaktyvumg. Rezultatai parodé, kad dél
mutacijy reakcijy kryZminio reaktyvumo poveikio nebuvo. Visy neatitinkamy reakcijos
misiniy ir DNR méginiy visos maziausios ACt reikSmeés buvo aukStesnés nei atitinkamo

tyrimo ribinés reikSmés.
Tikslumas: palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu

Tyrimas parodé, kad ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* mutacijos aptikimas atitinka

dvikryptj Sangerio sekvenavima. Siame tyrime buvo tiriama 360 FFPE méginiu.

Siekiant jvertinti teigiamy rezultaty procentinj sutapimag (Positive Percent Agreement, PPA),
neigiamy rezultaty procentinj sutapima (Negative Percent Agreement, NPA) ir bendrg
procentinj sutapimg (Overall Percent Agreement, OPA), buvo analizuojami méginiai ir su
Sangerio, ir su ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" tinkamais rezultatais. Sie procentai kartu
su atitinkamais dvipusiais 95 % patikimumo intervalais (Confidence Interval, Cl) apibendrinti
10 lenteléje.

10 lentelé. Sutapimo analizé

Matas Procentinis sutapimas (N) 95 % ClI
Teigiamy rezultaty procentinis sutapimas 99,4 % (157/158) 96,5-100,0 %
Neigiamy rezultaty procentinis sutapimas 86,6% (175/202) 81,2-91,0 %
Bendras procentinis sutapimas 92,2% (332/360) 89,0-94,8 %

28 priestaringi bendro procentinio sutapimo rezultatai:
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® 1 (3,6 %) méginys buvo laukinio tipo (t. y. mutacija neaptikta), naudojant ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit*, taciau naudojant Sangerio sekvenavimg rezultatai parodé, kad
mutacija aptikta.

® 27 (96,4 %) meéginiuose buvo aptikta mutacija, naudojant ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit“, taCiau naudojant Sangerio sekvenavimg, rezultatai buvo laukinio tipo.

Aptikimo ribos (Limit of Detection, LOD) reikSmés

Tyrimas buvo atliktas, siekiant nustatyti kiekvienos iS5 29 EGFR mutacijy LOD. LOD buvo
apibrézta kaip maziausias mutacinés DNR kiekis laukinio tipo DNR fone, kuriam esant
mutaciniame méginyje teigiami mutacijos rezultatai bus 95 % testo rezultaty (Cos).

Siekiant nustatyti kiekvienos mutacijos LOD, buvo paruosti mazos ir didelés jvesties DNR
koncentracijos méginiai su skirtingos mutacijos procentais ir istirti, naudojant ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* (11 lentelé). Kiekvieno tyrimo LOD buvo apskai€iuota naudojant
logistinés regresijos metoda. Siekiant patikrinti LOD, remiantis nustatyta LOD buvo iStirti
mutacijos méginiai ir patikrintas teigiamas tyrimo rodiklis.
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11 lentelé. LOD nustatyta, naudojant mazo ir didelio DNR jvesties lygio FFPE klinikinius méginius, FFPE

Iasteliy linijas arba plazmides

LOD (mutacijos %)

Egzonas  Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis Mazas Didelé
18 G719A 6239 2156G>C 7,417 1,577
G719S 6252 2155G>A 5,08* 7,758
G719C 6253 2155G>T 10,30* =T
19 Delecijos 12384 2237_2255>T 1,588 0,498
12387 2239 _2258>CA 4,917 1,48"
12419 2238 _2252>GCA 16,87" 12,471
12422 2238_2248>GC 3,241 1,657
13551 2235_2252>AAT 4,241 1,41°
12678 2237_2251del15 0,558 0,245
6218 2239_2247del9 8,471 =
12728 2236_2253del18 2,437 I
12367 2237_2254del18 2,72F .
6210 2240_2251del12 4,09" -
6220 2238_2255del18 2,70" 0,821
6223 2235_2249del15 6,407 1,637
6225 2236_2250del15 2,80" 1,427
6254 2239_2253dell5 0,86% 0,478
6255 2239 _2256del18 0,145 0,058
12369 2240_2254del15 4,945 1,568
12370 2240_2257del18 8,108 2,088
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C 0,25% 0,108
12383 2239_2251>C 4,585 1,748

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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Lentelés tesinys i§ ankstesnio puslapio

LOD (mutacijos %)

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Bazinis pokytis Mazas Didelé

20 S768I 6241 2303G>T 7,66" 2,18"
Intarpai 12376 é307_2308insGCCAGCGT 11,611 =

12378 2310_2311insGGT 4,917 1,311

12377 2319_2320insCAC 2,407 0,65"

T790M 6240 2369C>T 9,72" 5,09"

21 L858R 6224 2573T>G 5,941 1,13"

L861Q 6213 2582T>A 2,22" 0,66"

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy katalogas):

http://cancer.sanger.ac.uk/.

T LOD reikdmés nustatytos naudojant Igsteliy linijas

* LOD reikdmés nustatytos naudojant plazmides
5 LOD reikdmés nustatytos naudojant klinikinius meéginius

T Nevertinta

Trukdziai

Nekrotinio audinio poveikis

nekrotinio audinio buvo iki 50 %, nedaré jtakos ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" aptikimo

rezultatams.
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Egzogeninés medziagos

Mutaciniuose ir laukinio tipo méginiuose buvo tiriamos DNR iSskyrimo procese esancios ir
galimai trukdancios medziagos, esant 10x koncentracijai: parafinas, ksilenas, etanolis ir
proteinazé K. Rezultatai parodé, kad Sios medziagos nedaré jtakos ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit" rezultatams.

Atkuriamumas

Partijy atkuriamumas

Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit* tyrimo sistemoje naudojami du atskiri rinkiniai: DNR
iSskirti skirtas ,QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit" arba ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit" ir
DNR amplifikacijai bei EGFR mutacijos baklei aptikti skirtas ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“. Partijy atkuriamumas ir pakei¢iamumas buvo jrodytas naudojant 3 partijas i$ ,QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit* ir 3 partijas i$ ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“. Bendras
tinkamy aptikimy partijose procentas EGFR mutacijos tyrime buvo 97,8 % (317/324),
o0 laukinio tipo meginiuose — 100 % (379/379).

Meéginiy naudojimas

.QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* atkuriamumas buvo tiriamas, naudojant atpjovas
iStrijy FFPE méginiy bloky, konkreciai 19 egzono delecijos mutacijos méginys
(2235-2249 del15), 21 egzono L858R mutacijos meéginys ir vienas laukinio tipo méginys.
Kiekviename meéginyje iSskyrimas buvo atliekamas du kartus 3 vietose ir per 6 dieny
laikotarpj tiiamas 3 ne paeiliui einancias dienas, pateikiant i viso 18 duomeny Saltiniy
vienam méginiui. Kiekvienoje vietoje 2 operatoriai atliko tyrimg, naudodami 1 ,QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit“ partijg (1 partija vienai vietai, i$ viso 3 partijos) kartu su tokia pacia
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* reagenty partija visose vietose. Visi mutacinio ir laukinio
tipo méginiy rezultatai buvo tinkami ir pateiké tikéting aptikimo rezultatg (tinkamas
aptikimas = 100 %, 18/18 kiekviename méginyje), kuris patvirtino ,therascreen EGFR RGQ

PCR Kit* atkuriamuma ir pakartojamuma DNR iSskyrimo prieSanalitiniame veiksme.
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Tikslumas ir atkuriamumas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ tikslumas ir atkuriamumas buvo tikrinamas, tiriant DNR,
kuri buvo iSskirta i§ NSCLC FFPE klinikiniy méginiy arba FFPE Igsteliy linijy, atspindinéiy
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ septynis mutacijy tyrimus. NSCLC laukinio tipo FFPE

klinikiniai méginiai taip pat buvo jtraukti j tyrimg (12 lentelé).

Norint jvertinti tyrimo atkuriamumag, buvo atliekamas matricos tipo tyrimas: méginiai buvo
tiriami 3 laboratorijose (vietose), naudojant 3 partijas iS ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*
(3 partijos 3 vietose), kiekvienoje vietoje naudojant 2 operatorius, 2 instrumentus ir kiekvieng
méginj (paruostg LOD artimu lygiu) iStiriant du kartus per 16 dieny laikotarpj. Kiekvienos
atskiros mutacijos atkuriamumas kiekvienoje vietoje buvo atliekamas per ne paeiliui
einancias dienas. Tinkamy aptikimo atvejy santykis pateiktas kitame puslapyje esancioje
12 lenteléje.
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12 lentelé. Tyrimo atkuriamumas — tirty EGFR mutacijy tinkamy aptikimo atvejy santykis

Aptikimo atvejai

Tinkamy %

Apatinis vienpusis

Egzonas Mutacija COSMIC* ID Tinkami /i$ viso Tinkamy % 95 % CI
18 G719A 6239 77178 98,72 94,06
19 Delecijos 12384 92/92 100 96,80
12387 95/95 100 96,90
12419 83/83 100 96,46
12422 94/94 100 96,86
13551 95/95 100 96,90
6220 96/96 100 96,93
6223 95/95 100 96,90
6225 91/95 95,79 90,62
6254 92/92 100 96,80
6255 94/96 97,92 93,59
12369 95/95 100 96,90
12370 62/63 98,41 92,69
12382 92/95 96,84 92,04
12383 93/93 100 96,83
20 S768l 6241 82/82 100 96,41
Intarpai 12376 92/92 100 96,80
12378 93/93 100 96,83
12377 94/94 100 96,86
T790M 6240 92/92 100 96,80
21 L858R 6224 83/84 98,81 94,48
L861Q 6213 84/84 100 96,50
Laukinio tipo ~ — - 77178 98,72 94,06

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy véZio mutacijy katalogas):
http://cancer.sanger.ac.uk/.
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Siekiant jvertinti tyrimo, keliy tyrimy, keliy dieny, keliy partijy ir keliy viety kintamumo
standartinj nuokrypj ir 95 % patikimumo intervala, buvo naudojama variacijos komponenty
analizé. Visuose variacijos komponentuose visy tirty EGFR mutacijy bendras variacijos
koeficientas (Coefficient of Variation, CV) buvo < 14,11 %. Visuose mutacijy skyduose keliy
partijy, keliy dieny ir keliy tyrimy CV procentas buvo < 8,33 %. Tyrimo kintamumo
(pakartojamumo / tikslumo) CV procentas svyravo nuo 5,99 % iki 13,49 %.
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Klinikinis efektyvumas

Klinikiniy rezultaty duomenys: ,GIOTRIF®"

,LUX-Lung 3" Klinikinis tyrimas — tai tarptautinis, kelis centrus apimantis, atviras, atsitiktinis
3 etapo tyrimas, kuriame buvo lyginamas afatinibas ir chemoterapija, kaip pirmos eilés
gydymas pacientams, sergantiems IlIB arba IV stadijos plauciy liaukiniy Igsteliy véZiu su
EGFR suaktyvinan€ia mutacija (ClinicalTrials.gov numeris NCT00949650). Paciento
tinkamumas jtraukti j tyrimag buvo nustatytas iStyrus paciento EGFR mutacijos bakle klinikinio
tyrimo (Clinical Trial Assay, CTA) metu. Audiniy méginiy retrospektyvus tyrimas buvo atliktas
naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“. Siekiant jvertinti ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit" ir CTA atitikimg, buvo atliktas papildomas tyrimas.

Remiantis CTA tyrimo rezultatais, 345 pacientai buvo jtraukti j atsitiktine imtj (afatinibas:
230 pacienty; chemoterapija: 115 pacienty). Pirminis veiksmingumo rezultatas buvo
iSgyvenamumas ligai neprogresuojant (Progression-Free Survival ,PFS), kurj jvertino
nepriklausoma  perziiros komisija  (Independent Review Committee, IRC).
Tiriant 345 atsitiktinai atrinktus pacientus, 264 pacienty augliy méginiai (afatinibas: 178
pacienty; chemoterapija: 86 pacienty) buvo istirti retrospektyviu bddu, naudojant
sherascreen EGFR RGQ PCR Kit“. IRC nustaté, kad visoje CTA+ populiacijoje ir
.herascreen EGFR RGQ PCR Kit+*/ CTA+ populiacijoje pacienty, atsitiktinai jtraukty |
afatinibo grupe, PFS buvo statistiSkai reikSmingai didesnis, palyginti su pacienty, atsitiktinai
jtraukty j chemoterapijos grupe, PFS. Visi veiksmingumo rezultatai apibendrinti 13 lenteléje

ir 19 paveikslélyje.
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13 lentelé. ,,LUX-Lung 3“ klinikinio tyrimo populiacijos pacientuy, tirty naudojant ,therascreen EGFR RGQ

PCR Kit“, klinikiné nauda

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit+" /
CTA+ populiacija n = 264

Chemoterapija Afatinibas

Parametras n =86 n=178

Chemoterapija

CTA+ populiacija, n = 345

Afatinibas

n=115 n =230

ISgyvenamumas ligai
neprogresuojant (Progression-
Free Survival, PFS)

Mir¢iy arba progresavimy

skaigius, N (%) 53 (61,6 %) 120 (67,4%)

69 (60,0%) 152 (66,1%)

PFS mediana (mén.) 6,9 11,2 6,9 11,1
PFS medianos 95 % CI 5,3,8.2 9,7, 13,7 54,82 9,6, 13,6
Pavojingumo koeficientas 0,49 0,58
Pavojingumo koeficiento 95 % CI 0,35, 0,69 0,43,0,78
P reik8meé (stratifikuotas ,log < 0,0001 < 0,001
rank" testas)*
* Stratifikuota pagal EGFR mutacijos bakle ir rase.
25-as Median  75-as
————— Afatinib 40 5,36 11,20 19,12
Pe500+Cis75 2,76 6,87 9,92
Pavojingumo koeficiento ()95 % ClI): 0,49 (0,35, 0,69)
Log-rank testo P reikSmeé: <0,0001
@ 1
2 !
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- . Gyvenimo be ligos progresavimo trukmé [ménesiai]
Rizikos skai¢ius
Afatinib 40 178 144 120 94 62 36 23 7 2 0
Pe500+Cis75 86 52 28 15 6 3 1 1 0 0

19 pav. Nepriklausomos perziiiros komisijos sudaryta iSgyvenamumo ligai neprogresuojant (Progression-

Free Survival, PFS) Kaplan—Meier kreivé pagal gydymo grupe (,,therascreen EGFR RGQ PCR Kit+* / CTA+

populiacija).
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stherascreen EGFR RGQ PCR Kit+“/ CTA+ pogrupio (n = 264) analizé parodé, kad afatinibu
gydomy pacienty PFS laikas reikSmingai padidéjo (PFS mediana 11,2 mén., palyginti su
6,9 mén.), o ligos progresavimas ar mirtis pasireiske reciau (HR = 0,49, 95 % CI [0,35; 0,69],
p < 0,0001), palyginti su pacientais, kurie buvo gydomi chemoterapija. Klinikiné nauda,
stebima pacienty, kurie buvo tiriami naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit",

pogrupyje, buvo panasi j naudg, stebimg visoje tyrimo populiacijoje (n = 345).
Klinikiniy rezultaty duomenys: ,IRESSA®

IRESSA paskesnés priemonés (IRESSA Follow-Up Measure, IFUM) tyrimas buvo 4 etapo
atviras vienos grupés tyrimas (NCT01203917) norint apibadinti pirminei terapijai skirto
gefitinibo efektyvuma ir saugumag / toleravima taikant baltaodziams pacientams, sergantiems
IA/B/IV stadijos EGFR mutacijy turinCiu vietoje iplitusiu arba metastazavusiu NSCLC.
IFUM tyrimas buvo skirtas objektyvaus atsako dazniui jvertinti pagal RECIST kriterijus tiriant
prospektyviai atrinktus EGFR mutaciniu NSCLC sergancius baltaodzius pacientus.

Tinkami pacientai privaléjo turéti EGFR 19 egzono, L858R, L861Q arba G719X pakaitalo
mutacijos delecijg ir neturéti T790M arba S768| mutacijos arba 20 egzono intarpy auglio
meéginiuose, kaip prospektyviai buvo nustatyta atliekant CTA. Méginiy, gauty i§ IFUM
klinikiniame tyrime tirty pacienty, retrospektyvus tyrimas buvo atliktas naudojant atrankinés
diagnostikos ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*. Buvo atliktas papildomas tyrimas norint
jvertinti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ir CTA, naudoto atrenkant pacientus IFUM
klinikiniam tyrimui, atitikimg. Bendras dviejy tyrimy atitikimas aptinkant EGFR 19 egzono
delecijas ir LB58R mutacijg buvo 98,2 % (n = 700/713; 95 % CI: 96,9 %, 99,0 %) ir 88,2 % PPA
(n =90/102; 95 % CI: 80,4 %, 93,8 % ir 99,8 % NPA (n = 610/611; 95 % CI: 99,1 %, 100,0 %).

CTA tyrimo rezultatai gauti tiriant 859 pacientus, i$ kuriy 106 pacientai buvo tinkami gydyti
gefitinibu. 1S 859 meéginiy, turin¢iy CTA rezultatg, 765 méginius buvo galima istirti
retrospektyviai naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit", jskaitant 87 méginius, kuriy
EGFR mutacijos rezultatas buvo teigiamas, tiek atliekant CTA, tiek tiriant ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit“.
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Pagrindinis veiksmingumo rezultatas buvo objektyvaus atsako dazZnis (Objective Response
Rate, ORR), jvertintas koduota nepriklausoma centrine perzidra (Blinded Independent
Central Review, BICR) ir tyréjy. Klinikiné nauda, stebima pacienty, kurie buvo tiriami
naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“, pogrupyje, buvo panasi | naudg, stebimg
visoje tyrimo populiacijoje.

Visi veiksmingumo rezultatai apibendrinti 14 lenteléje.

14 lentelé. IFUM klinikinio tyrimo populiacijos pacienty, tirty naudojant ,,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“,
klinikiné nauda

.therascreen EGFR RGQ CTA+ populiacija,
Parametras PCR Kit" + populiacijan =87 n =106
Objektyvaus atsako daznis (Objective
Response Rate, ORR) pagal BICR 42 53
Atsako skaicius (N)
ORR, % (95 % CI) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,6-59,4)
Atsako trukmés mediana (ménesiais) 6,9 (5,6-11,4) 6,0 (5,6-11,1)
Objektyvaus atsako daznis (Objective
Response Rate, ORR) pagal tyréjus 62 74
Atsako skaicius (N)
ORR, % (95 % CI) 71,3 (61,0-79,7) 69,8 (60,5-77,7)
Atsako trukmés mediana (ménesiais) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Blinded Independent Central Review (koduota nepriklausoma centriné perzidra); Cl: Confidence Interval
(ntervalpatikimumo intervalas); CTA: Clinical Trial Assay (Klinikinis tyrimas).

Pastaba. Rinkinys + yra teigiami 19 egzono delecijy / L8585R / L861Q / G719X rezultatai.

Atsizvelgiant j tai, kad ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* nebuvo naudojamas atrenkant
pacientus j IFUM Kklinikinj tyrimg, buvo atlikta papildoma veiksmingumo analizé, norint
atsizvelgti j pacientus, kurie nebuvo jtraukti j tyrima, nes atliekant CTA jy rezultatas buvo
neigiamas, bet rezultatas galéjo bati teigiamas tiriant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*
(t. y. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit+“ / CTA-), taip pat j pacientus, kurie buvo jtraukti
tyrimg, bet pakartotinai tiriant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* jy rezultatas nebuvo
tinkamas (t. y. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* — nezinomas / CTA+). Visy hipotetiniy

analiziy rezultatai i esmés buvo panasis j gautus atliekant pirming veiksmingumo analize.
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Simboliai

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

Simbolio apibrézimas

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms atlikti

%)
3
I3
=k
A 7]
=z
%

Tinka naudoti iki

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas
Katalogo numeris
O Partijos numeris

Medziagos numeris

SlEElEhs

. ) -
‘7|i‘ Saugokite nuo Sviesos
Visuotinis prekés numeris

R yra naudojimo instrukcijy (vadovo) perzidrétas leidimas, n yra perzidréto leidimo numeris

Temperatiros apribojimai

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Démesio

9%;&?;9@

~
N
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Priedas A: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*
rankinio paruoSimo protokolas

Siame skyriuje pateikiamos instrukcijos, kaip naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* su
.Rotor-Gene Q" programinés jrangos 2.3.5 arba naujesne versija atviruoju rezimu (t. y.
nenaudojant ,Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package").

Bendroji informacija

e Reikalingy medziagy sgraso ieSkokite Batinos, bet nepateikiamos priemonés.
® Visy méginiy paruoSimo ir iSdéstymo instrukcijy ieSkokite Protokolas. Méginiy
jvertinimas ir Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas.

® Prie$ pradédami kiekvieng tyrima jsitikinkite, kad ciklo parametrai yra tinkami.

Protokolas. temperatiros profilio sukirimas

Prie$ pradédami sukurkite ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* analizés temperattros profil].

DNR méginiy vertinimo ir EGFR mutacijos aptikimo ciklo parametrai yra tokie patys.

Procedira

Ciklo parametry suvestiné pateikta 15 lenteléje.

15 lentelé. Temperataros profilis

Ciklai Temperatira Laikas Duomeny gavimas
1 95 °C 15 min. Néra
40 95 °C 30 sek. Néra

60 °C 60 sek. Green ir Yellow
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1. Du kartus spustelékite ,Rotor-Gene Q Series Software 2.3 piktograma, esancig

kompiuterio, prijungto prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumento, darbalaukyje.

2. Norédami sukurti naujg S$ablong, pasirinkite Empty Run (TuSCias tyrimas), tada

spustelekite New (Naujas) ir jveskite ,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys).

3. Pasirinkite rotoriaus tipg 72-well rotor (72 Sulinéliy rotorius). Patvirtinkite, kad
fiksuojamasis ziedas uzdétas, ir pazymékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis ziedas uzdétas). Spustelékite Next (Kitas) (20 pav.).

New Run Wizard [g|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

Skip wizard Mew>>  [f 3

20 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (naujos procediros vedlys). 1 = ,Rotor type“ (Rotoriaus tipas);
2 = laukas ,Locking Ring Attached* (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas); 3 = ,Next* (Kitas).

4. |veskite operatoriaus varda. Jtraukite pastabas ir jveskite reakcijos turj 25. |sitikinkite, kad
lauke Sample Layout (Méginio iSdéstymas) rodoma 1, 2, 3... . Spustelékite Next (Kitas)
(21 pav.).
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New Run Wizard

Thiz screen displays mizcellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

help on elements in
the wizard. Far help

3

Thiz box digplays

Operatar : MAME

Maotes :

Reaction 25

Wolume [pL):

Sample Layout : |1, 2,3

[Lan-an e, T
wour mouse over the
item for help. You
can alzo click on a
combo box to digplap
help about it
available settings.

=l

SkipWizard | << Back I Mest »» III

21 pav. Operatoriaus vardo ir reakcijy tariy jvedimas. 1 = dialogo lango laukas ,Operator” (Operatorius) ir ,Notes"
(Pastabos); 2 = laukas ,Reaction Volume® (Reakcijos tiris) ir ,Sample Layout® (Méginio iSdéstymas); 3 = ,Next"

5. Dialogo lange ,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys) spustelékite Edit Profile
(Redaguoti profilj) (22 pav.) ir patikrinkite tyrimo parametrus, atlikdami toliau nurodytus
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Prafile ...

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green A70rm 510nm 5 Edit
Wellow  530nm 555nm ]
Orange 585w E10nm 5 E dit Gain...
Fied E25nm  BEOnm 5
Crimzon  680nm #10hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7

Reset Defaults

Gain Optimigation...

Skip Wizard |

<< Back

Mest x> |

edit the profile
showr in the box
above.

3

Click this button to

22 pav. Parinktis ,,Edit Profile* (Redaguoti profilj) vedlyje ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys).

6. Spustelékite Insert after (Jterpti po) ir pasirinkite New Hold at Temperature (Naujas

iSlaikymas esant temperatdrai) (23 pav.).

.9 W

™ Edit Profile X

r . o
New Open  Save As Help
The tun wall take spprccamately 0 tecond(s) to complete. The graph below regresents the run to be pedormed

Clck on & cycle below 1o modly i

23 pav. Pradinio inkubavimo veiksmo jterpimas. 1 = ,Insert After* (Jterpti po); 2 = ,New Hold at Temperature*

(Naujas islaikymas esant temperatarai).

| Insest

Copy of Current Step

76

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* vadovas




7. Lauke Hold Temperature (ISlaikymo temperatiira) nustatykite reikSme 95 °C, o lauke
Hold Time (ISlaikymo laikas) — 15 mins 0 secs (15 min. 0 sek.). Spustelékite Insert
After (Jterpti po), tada pasirinkite New Cycling (Naujas ciklas) (24 pav.).

1 Edit Profile x
@ . € H @
Mew Open  Save As Help

The wn will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below iepresents the run to be performed

Click on a cycle below to modify it

Inzert before. .

Mew Hald at Temperature

Remave Hew HRM Step

Hold Temperature: 95 | oo Copy of Current Skep

Hold Time 5 ||| © ||sess — 1

24 pav. Pradinis inkubavimo veiksmas, esant 95°C. 1 = ,Hold Temperature” (I$laikymo temperatara) ir ,Hold
Time* (I8laikymo laikas); 2 = ,Insert After” (Jterpti po); 3 = ,New Cycling” (Naujas ciklas).

8. Nustatykite ciklo kartojimy skaiCiy 40. Pasirinkite pirmg Zzingsnj ir nustatykite 95 °C
30 sekundziy (25 pav.).

M Edit Profile
Th b " complele. The h below repi the: e 4o be perfomed :
Cick on & cycle bedow to modiy
]Hdd Izt aiter,
| Ingeet bafone...
Remive
Tliscydnmpol
Clck on orm of thimmmebalow (o moddy &, of press + of - to add and remove sleps for this cycle.
Timed Step = 2
l = | S5°C oo 30 secs | BE 2
soee 3 f
T /
| F0f fiqLnng / '|lI THC o ey |
™ Long Range A I
1 3 % BOAC for 20 secs /
__ |

25 pav. Ciklo veiksmas, esant 95 °C. 1 = laukas ,Cycle repeats” (Ciklo kartojimy skaicius); 2 = pirmas veiksmas:
temperatdros nustatymas; 3 = pirmas veiksmas: laiko nustatymas.
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9. Pasirinkite antrg Zingsnj ir nustatykite 60 °C 60 sekundziy. Spustelékite Not Acquiring

(Negaunama), kad Sio zingsnio metu bty gaunami duomenys (26 pav.).
f Edit Profile )

@, € W ]
Newe Open SaveAs | Help
The o wall Lake approcamateds 125 mirate(z] 1o complete, The graph bak thes pur b b d:

Bk o0 & Cyele besbows bo el 12

Hoid Trsest after
Inzert before.
Remove

This cycle tepests 40 | timefs]
Chick: on onee of the steps bedow o modiy 1, oo press + of - 1o add and remove steps for thee cpcle

Timed Slep = j ﬂ
SGMC for 20 e
Bt T e ——— .
60 seconds / 1
Hol Acquinng |'II THC fou 20 swcs |
T~ Longlane] /
T EOMC fon 600 sece /
2
x|

26 pav. Ciklo veiksmas, esant 60 "C 1 = antras veiksmas: temperataros ir laiko nustatymas; 2 = ,Not Acquiring*
(Negaunama).

10. Kaip gavimo kanalus pasirinkite Green ir Yellow. Spustelékite >, kad perkeltuméte Siuos
kanalus i§ sgraSo Available Channels (Pasiekiami kanalai) | saraSg Acquiring
Channels (Gavimo kanalai). Spustelékite OK (Gerai) (27 pav.).
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Same as Previous : | [New Acquisition) |
Acquisition Configuration :

Avaiable Channels : Acquinng Channels :
M ame [ b
Crimson Green
HRM <) velow
Orange
Red R44

To scquire from a channel, select it from the Est in the left and click >. To stop scquining from &
channel. select it in the right-hand list and click <. To iemove all acquisitions, click <<

Dve Chart »»
Dye Channel Selection Chart

Help

FAM Y, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 483
555nm  |JOE, VIC¥, HEX, TET-, CAL Fluor Gold 5402, ‘Yakima Yellow
E10nm  |ROXY, CAL Fluor Ried 6107, Cy3.57, Texas Red ", Alexa Fluor 568

B60nm | CyS*, Quasar 670, Alexa Fluor 633

T10hp | Duasarf054. Alesa Fluo 680

S10nm | SYTO 9, Evaliresn'

27 pav. Gavimas ciklo veiksme, esant 60 ‘C 1 = Pasirinkti kanalai; 2 = Mygtukas ,OK" (Gerai).

11. Pazymeékite treciajj veiksma ir spustelékite —, kad paSalintuméte. Spustelékite ,, OK*

(Gerai) (28 pav.).

W . 8 H o
Hews Open Save ds | Help
The sun vl Lake approsimately 135 ranute(s] to compliste. The geaph below represents the nun 1o be petlommed

3

Click on a cycle below bo modiy it -

Hokd Irvoest e
Indsrt babors...
Fiesmove

Thes cycl inpeats 40 | Gmefz].
Cick o orem of the seps o peess « ox - bo add steps for this cycle

AR AR R

Timed Stap =
I 87‘

20 saconds:
AequingloCydegB || \
on Green ||I

™ Long Aange

I for 30 28c

B o B gt

I™ Touchdown

-

e = = |

[

28 pav. ISplétimo zingsnio pasalinimas. 1 = Tre€ias veiksmas; 2 = Panaikinti; 3 = ,OK" (Gerai).
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12. Kitame dialogo lange spustelékite Gain Optimisation (Gavimo optimizavimas)

(29 pav.).
New Run Wizard x]
Temperature Profile : This bos: displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help, *You
can also click on a
combao box to display
help abeut it
ailable et
Edit Profle. .. FeidEnm
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gan | Credeliew...|
Green  470nm  510nm 5
Yelow 530nm  5%nm 5 _Ee |
Orange  585wm Bl 5 Edit Gan...
Red E25nm 660N 5 —eml
Crimson  B80rm  Tl0hp 7 Remave
HRM 480nm  510nm 7 ﬂesst‘m|
Gain Optmisation.. | | 1
SkipWizad | ¢<Back | Nests> |

29 pav. Gain Optimisation (Gavimo optimizavimas) (1).

13. Spusteléekite Optimize Acquiring (Optimizuoti gavima). Rodomi kiekvieno kanalo

nustatymai. Spustelékite ,, OK* (Gerai), kad patvirtintuméte abiejy kanaly numatytgsias

reikSmes (30 pav.).
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Auto-Gain Optimisation Setup (X
i~ Optimisation ;
Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels ae
acceptable. The range of fluorescence pou are looking for depends on the
chemistry you are pesforming.

5elmnwmlo|' ﬂdﬁﬂ'&ﬁ.

Optirise Al || Dptimise Acquring [} 1

I Peifod Auto-Gain Optimisation Channel Settings |
I ] Channel Settings :

— TubePostion:  [1 —|

dd. I
= Taiget Sample Range : lﬁ_ﬂﬂthITﬂFl e it I
Accepisble GainRange: [10° = 1o [0 = emove |
— A N )
| | — 1
[ Manual. | Close | Hep |

30 pav. Automatinis Green kanalo gavimo optimizavimas. 1 = ,Optimise Acquiring* (Optimizuoti gavima);
2 =,0K" (Gerai).

14. Pazymékite langelj Perform Optimisation before 1st Acquisition (Atlikti optimizavima
prie$ pirma gavimg), tada spustelékite Close (Uzdaryti) ir grizkite j vedlj (31 pav.).
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31 pav. Green ir Yellow kanaly pasirinkimas. 1 = ,Perform Optimisation before 1st Acquisition“ (Atlikti

X]

Auto-Gain Optimisation Setup
O plimigation :
3 Auto-Gain Optimization will read the flucesence on the nzerted sample at
'-‘% different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty pou are perfoming.

Set temperature to j degress,
Optimise Al | Opiimise Acquiing |
v [Eesform Dplimisation Before 15t Acquisiion 1

I Pedorm Oplimisation At 60 Degress At Beginning Of Run
Channel Settings :

| =] s |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 5F1 101 10 10

Yelow 1 5FI 10FI 10 10 ﬂl
Fiemove Al |

< >

I T | =

optimizavima prie$ pirmg gavima); 2 = Mygtukas ,Close" (UZdaryti).

15. Spustelékite Next (Kitas) (32 pav.). Norédami jrasyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"

Sablong (*.ret failg) atitinkamoje vietoje pasirinkdami spustelékite Save Template (Jrasyti

Sablong).
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New Run Wizard

Temperature Profile : This box displaps
help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can alzo click on a
combo box to display
help about itz

: ot

Edit Proile . avalable sotings.

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create Hew.. |

Green  470nm  510nm 5 Ed

“ellow — 530nm  555nm 5

Orange  585m  B10nm & Edit Gain...

Red B25nm  BEDnm 5 =

Comson  680hm 710k 7 Remove

HRM 4B0nm  510nm 7

Reset Defaults
skpwiad | <cBack [ Nenr J— 1

32 pav. , Next* (Kitas) (1).
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Proceddlra (vadovas)

Protokolas. méginiy vertinimas (vadovas)

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamos DNR kiekiui méginiuose jvertinti ir turi

biti atliekamas prie§ EGFR analize.

® Paruoskite meéginius, kaip aprasyta skyriuje Protokolas. Méginiy jvertinimas, iki
11 veiksmo.
® Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu, kaip apraSyta
skyriuje Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ,Rotor-Gene Q“ nustatymas.
® Pabaige tyrimg, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas skyriuje Méginiy

jvertinimo duomeny analize.

Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas (neautomatinis)

e Atlikus méginio jvertinima, jj galima tirti, norint nustatyti EGFR mutacijas.

® Paruoskite méginius, kaip aprasyta skyriuje Protokolas: EGFR mutacijos aptikimas, iki
11 veiksmo.

o Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu, kaip apraSyta
skyriuje Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ,Rotor-Gene Q“ nustatymas.

® Pabaige tyrimg, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas skyriuje ,EGFR

mutacijy aptikimo duomeny analizé.
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Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" ,Rotor-Gene Q"
nustatymas

Procedira

1. Atidarykite ,Rotor-Gene Q" serijos programinés jrangos 2.3.5 arba naujesneg versija ir
atitinkama ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* temperataros profilj (*.ret failg).
Instrukcijy, kaip sukurti temperatiros profilj ir patikrinti tyrimo parametrus, ieskokite
Protokolas. temperatdros profilio sukdrimas.

2. Jsitikinkite, kad pasirinktas tinkamas rotorius, ir pazymékite langelj Locking Ring
Attached (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas). Spustelékite Next (Kitas) (33 pav.).

New Run Wizard X

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rokar-Disc 100

2
|

¥ Locking Ring &ttached

Skip Wizard | || Mest »> |

33 pav. Dialogo langas ,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) ir darbo pradzios ekranas. 1 = ,Rotor type“
(Rotoriaus tipas); 2 = laukas ,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas); 3 = ,Next" (Kitas).

3. |veskite operatoriaus vardg. |traukite pastaby, patikrinkite, kad reakcijos tdris bty
nustatytas kaip 25, o lauke Sample Layout (Méginio iSdéstymas) baty reikSmé 1, 2, 3....
Spustelékite Next (Kitas) (34 pav.).
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New Run Wizard

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

Operatar : IlNAME

—:1

Motes :

Reaction o5 =
Wolurme [pL]: - 3

Sample Layout: | [1.2, 3.

g —

3

Thiz box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouge over the
itern far help. You
can alzo click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | << Back | Nest > |

34 pav. ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) parink¢iy ekranas. 1 = laukas ,Operator” (Operatorius); 2 =
laukas ,Notes” (pastabos), 3 = laukas ,Reaction Volume“ (Reakcijos tdris); 4 = laukas ,Sample Layout* (Méginiy
iSdéstymas), 5 = ,Next” (Kitas).

4. Spustelékite Next (Kitas) (35 pav.).

temperatiros profilis buvo sukurtas pagal

temperatiros profilio sukdrimas)

instrukcijas,

Pastaba. Kitam lange galima redaguoti temperatdros profilj. (Redaguoti nebdtina, nes
pateiktas Protokolas.

86

Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ vadovas

10/2019



New Run Wizard

Temperature Profile :

Create New... |

Edit...
Edit Gair...
Remove
Reset Defaults

Edit Prafile ...

Channel Setup

M ame | Source | Detectar | Gair |
Green 470nm  510nm
Yellow  530nm  B5&nm
Orange 58Bnm B10nm
Fed E25nm  BEOnm
Crimzon  680nm  710hp
HRM 4B0nm  510nm

Gain Optimisation. ..

~ =1 7

Thig box dizplays

X

help on elements in
the wizard. For help
o an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available settings.

SkipWizard | << Back M ees |

35 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) ir temperatiros redagavimo ekranas

(1 =, Next" (Kitas)).

5. Patikrinkite suvestine, tada spustelékite Start Run (Pradéti tyrimy serijg), jrasykite tyrimy

serijos failg ir pradékite tyrimy serijg (36 pav.).

New Run Wizard

X

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Fun to
begin the run. Click Save Template to zave zettings for future runs.

Skip \wizard <<Back |

Surrmary
Setting WValue
Green Gain 5
ellow Gain 5
Auto-G ain Optimization Before First Acquisition
Fatar 724/ el Rator
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 25 1
Start Run

Save Template

36 pav. Dialogo langas ,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) ir suvestinés ekranas (1 = ,,Start Run“

(Pradéti tyrima).
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6. Naujame lange, kuris rodomas pradéjus tyrima, atlikite vieng i$ nurodyty veiksmuy.

® |veskite méginiy pavadinimus.
® Spustelékite Finish (Baigti), kad galétuméte jvesti méginiy pavadinimus véliau.
Norédami tai padaryti, tyrimo metu arba pasibaigus tyrimui pasirinkite Sample
(Méginys).
Svarbu. Jei spustelésite Finish and Lock Samples (Baigti ir uzrakinti méginius),
nebegalésite redaguoti méginiy pavadinimy. Turite itin atidziai jvesti méginiy
pavadinimus, kad baty uztikrintas tinkamas méginiy tyrimas ir analizé.
Pastaba. |vedant méginiy pavadinimus, tud€iy mégintuvéliy laukai stulpelyje ,Name*

(Pavadinimas) turéty bati palikti tusti.

. Pabaige tyrimg analizuokite duomenis, kaip nurodyta skyriuje Meéginiy jvertinimo

duomeny analizé arba EGFR mutacijy aptikimo duomeny analizé.

8. Jei reikia kiekybiniy ataskaity, ,Rotor-Gene Q" tyrimo failo jrankiy juostoje spustelékite

piktogramg Reports (Ataskaitos).

9. Ataskaity narSykléje, dalyje ,Report Categories (Ataskaity kategorijos) spustelékite

Cycling A Green (page 1) (Cycling A Green (1 puslapis)) (37 pav.).

= e o e

Report Categories Templates

z '8 OTV Repart

- Cycling A Green [Fage 1

- Cycling & ellow [Page 1]

37 pav. Ataskaity narsyklé (1 = ,,Cycling A. Green (Page 1)“ (Cycling A Green (1 puslapis)).

10. Dalyje ,Templates* (Sablonai) pasirinkite Quantitation (Full Report) (Kiekybiné

(iSsami ataskaita)) (38 pav.).

88

Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ vadovas  10/2019



I —Repart Categories :

- Templates

i [General)
&- Quantitation

i+ Cyeling A Green [Page 1]
L Cycling A ¥ellow [Page 1)

£+
uantitation {Concise)

uantitation (Full Report)

%Quantiiahon {5tandard Report)

coee_|

38 pav. Kiekybiné ataskaita (iSsami ataskaita) (1).

11. Norédami generuoti ataskaita, spustelékite Show (Rodyti).

12. Norédami jrasyti elektronine versijg, spustelékite Save As (Jradyti kaip).

13. Kartokite su Cycling A. Yellow (Page 1) (Cycling A. Yellow (1 puslapis)).
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Rezultaty aiSkinimas (neautomatinis)

Pasibaigus ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* tyrimui (DNR méginio jvertinimui ar EGFR

mutacijos analizei), analizuokite duomenis pagal toliau pateiktg procedira.

Analizés programinés jrangos nustatymai

DNR méginio jvertinimo analizé (neautomatiné)
Pastaba. Mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 4 lenteléje.
EGFR mutacijos aptikimo analizé (neautomatiné)

Pastaba. Mégintuveliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.

Programinés jrangos analizes nustatymai

. Atidarykite atitinkamag tyrimo failg (*.rex), naudodami ,Rotor-Gene Q" serijos programinés

jrangos 2.3.5 arba naujesne versija.

. Jei pries atliekant tyrimg meéginiams nebuvo suteiktas pavadinimas, spustelékite Edit

Samples (Redaguoti meginius).

. Stulpelyje ,Name* (Pavadinimas) jterpkite méginiy pavadinimus.

Pastaba. Tus€iy mégintuvéliy pavadinimy nerasykite.

. Spustelékite Analysis (Analizé). Analizés puslapyje spustelékite Cycling A. Yellow ir

patikrinkite Yellow (HEX) kanala.

. Spustelékite Named On (Pavadinta).

Pastaba. Taip uztikrinama, kad tusti meégintuvéliai nebdty jtraukti j analize.

. Pasirinkite Dynamic tube (Dinaminis mégintuvélis).
. Pasirinkite Slope correct (Teisingas nuolydis).

. Pasirinkite Linear scale (Linijiné skalé).
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

. Pasirinkite Take Off Adj (Kilimo koregavimas) ir virSutiniame lauke (,If take off point was

calculated before cycle® (Jei kilimo taskas buvo apskaiCiuotas prie$ ciklg) jveskite
reikSme 15.01, o apatiniame lauke (,then use the following cycle and take off point* (tada
naudoti §j ciklg ir kilimo taska) — reik§me 20.01.

Nustatykite slenkscio reikSme 0.02 ir patikrinkite Yellow (HEX) kanalo Cr reikSmes.

Analizés puslapyje spustelékite Cycling A Green, kad perzidrétuméte Green (FAM)
kanala.

Pasirinkite Named On (Pavadinta).

Pasirinkite Dynamic tube (Dinaminis mégintuvélis).
Pasirinkite Slope correct (Teisingas nuolydis).
Pasirinkite Linear scale (Linijiné skalé).

Pasirinkite Take Off Adj (Kilimo koregavimas) ir virSutiniame lauke (,If take off point was
calculated before cycle® (Jei kilimo tadkas buvo apskaiCiuotas pries ciklg) jveskite
reikSme 15.01, o apatiniame lauke (,then use the following cycle and take off point” (tada
naudoti §j ciklg ir kilimo taska) — reikSme 20.01.

Nustatykite slenksCio reikSme 0.075 ir patikrinkite kanalo Green (FAM) kanalo Crt
reikSmes.
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Meéginiy jvertinimo duomeny analizé

Pasibaigus DNR meéginio jvertinimui, analizuokite duomenis, kaip nurodyta skyriuje
Programinés jrangos analizés nustatymai. (Mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 4 lenteléje,
25 psl.)

Tyrimo kontrolinés medziagos analizeé
Neigiamos kontrolinés medziagos

Norint uztikrinti, kad matrica nebity uzter$ta, NTC neturi generuoti mazesnés nei 40 Cr
reikSmés Green (FAM) kanale.

Norint uztikrinti tinkamg tyrimo nustatymg, NTC turi rodyti amplifikacijg diapazone
nuo 29,85 iki 35,84 Yellow (HEX) kanale. Nurodytos reik8més turi patekti j §j diapazona,
jskaitant nurodytas reikSmes.

Teigiama kontroliné medziaga

EGFR PC turi pateikti Cr reikSme Green (FAM) kanale, kuri patekty | diapazong
nuo 28,13 iki 34,59. Jei reik§mé nepatenka j §j diapazong, tai rodo tyrimo nustatymo problema.
Tyrimas nepavyko.

Pastaba. Méginio duomeny naudoti negalima, jei neigiamos arba teigiamos kontrolinés
medZiagos tyrimas nepavyksta.

Méginiy analizé
Jei DNR méginio jvertinimo tyrimo kontrolés yra tinkamos, analize galima testi. Méginio
kontrolinés medziagos Cr reikSme turi patekti j diapazong nuo 23,70 iki 31,10 Green (FAM)

kanale. Jei méginio Cr reikSmé nepatenka j §j diapazong, pateikiamos toliau nurodytos
rekomendacijos.
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® < 23,70 méginio kontrolinio tyrimo Cr

Méginiai, kuriy kontrolinés medziagos Cr reikSme yra <23,70 (didelé DNR
koncentracija), perkraus mutacijos tyrimus, todél juos reikia atskiesti. Norédami aptikti
Zemo lygio mutacijas, per daug koncentruotus méginius reikia atskiesti, kad Ct reikSmés
pateikty j diapazong nuo 23,70 iki 31,10. Atskiedus méginio DNR, padidéja Cr reikSmé
(atskiedus santykiu 1:1, Ct reikSmé padidéja apytiksliai 1,0). Skieskite méginius rinkinyje
pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).

e > 31,10 méginio kontrolinio tyrimo Cr

Rekomenduojama pakartotinai i8skirti meéginius, kuriy kontrolinés medziagos
Cryra>31,10 Green (FAM) kanale. Norint aptikti visas EGFR mutacijas, esant

nurodytoms tyrimo ribinéms reikSméms, pradiné DNR matrica yra nepakankama.

EGFR mutacijy aptikimo duomeny analizé

Kai norint aptikti EGFR mutacijas reikia istirti méginj, pries tai turi bati atliktas DNR méginio

jvertinimas (zr. Méginiy jvertinimo duomeny analize).

Pasibaigus EGFR mutacijy aptikimui, analizuokite duomenis, kaip nurodyta Programinés

jrangos analizés nustatymai. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé

Zr. tyrimo kontrolinés medziagos analizés schemg, parodytg 39 paveikslélyje.
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Neigiamos kontrolinés
medziagos '
FAM C; reikimeé

Neigiama kontroliné
medZiaga tinkama

\ 4
y T790M FAM Ar
Teigiamos kontrolinés kontrolinés FAM ot delecijy FAM
mediingos > s megintuvelis - -+ mégintuvelis AP C; mégintuvelis

FAM C; reiksme

Ar
L858R FAM

C; mégintuvelis
patenka j 29,97-34,81
diapazona?

TAIP

TYRIMAS
NEPAVYKO

Ar FAM C; < 40?

ArHEX Cr
patenka  29,85-35,84
intervala?

patenka j 28,13-34,59
diapazong?

NE

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
18610 FAM

C; mégintuvelis
patenka j 28,49-34,02
diapazong?

patenka j 30,22-34,98
diapazong?

NE

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
G719X FAM

C; mégintuvelis
patenka j 29,42-34,19
diapazong?

NE Arintarpy
FAM Cr mégintuvélis

patenka j 27,92-34,09
diapazong?

Teigiama kontroliné
medZiaga tinkama

patenka j 28,90-34,90
diapazong?

NE

TAIP

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
57681 FAM

C; megintuvelis
patenka j 28,98-35,19
diapazona?

Teskite méginio analize

39 pav. Tyrimo kontrolinés medziagos analizés schema, skirta EGFR mutacijoms aptikti.

Neigiamos kontrolinés medziagos

Norint uZtikrinti, kad matrica nebaty uztersta, kiekvienos EGFR mutacijos tyrimo NTC neturi

generuoti mazesnés nei 40 Cr reikSmés Green (FAM) kanale.

Norint uztikrinti tinkamg tyrimo nustatyma, NTC turi rodyti amplifikacijg diapazone
nuo 29,85 iki 35,84 Yellow (HEX) kanale. Nurodytos reik8més turi patekti j §j diapazona,

jskaitant nurodytas reikSmes.
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Teigiama kontroliné medziaga

Kiekvienos EGFR mutacijos tyrime EGFR PC turi pateikti Ct reikSme Green (FAM) kanale,
kuri patekty j diapazona, kaip parodyta 16 lenteléje. Jei reikSmé nepatenka j §j diapazona,

tai rodo tyrimo nustatymo problemg. Tyrimas nepavyko.

Pastaba. Méginio duomeny naudoti negalima, jei tyrimo neigiamos arba teigiamos

kontrolinés medziagos tyrimas nepavyksta.

16 lentelé. Priimtini reakcijos teigiamos kontrolinés medziagos Cr diapazonai (EGFR mutacijos aptikimo
tyrimas)

Reakcijos miSinys Méginys Kanalas ACr ribiniy reikSmiy intervalas
Kontrolinis PC Green nuo 28,13 iki 34,59
T790M PC Green nuo 30,22 iki 34,98
Delecijos PC Green nuo 28,90 iki 34,90
L858R PC Green nuo 29,97 iki 34,81
L861Q PC Green nuo 28,49 iki 34,02
G719X PC Green nuo 29,42 iki 34,19
S768I PC Green nuo 28,98 iki 35,19
Intarpai PC Green nuo 27,92 iki 34,09
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Méginio analizé — méginio kontrolinés medziagos Green (FAM) kanalo Ct reikSmé

Jei EGFR mutacijos aptikimo tyrimo teigiamos ir neigiamos kontrolinés medziagos yra

tinkamos, galima testi EGFR mutacijos aptikimg méginiuose.

Méginio kontrolinés medziagos Ct reikSmé Green (FAM) kanale turi patekti | diapazong nuo

23,70 iki 31,10. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

Jei méginio kontrolinés medziagos Cr reikSmé nepatenka | Sj diapazona, pateikiamos toliau

nurodytos rekomendacijos.

< 28,70 méginio kontrolinio tyrimo Cr

Méginiai, kuriy kontrolinés medziagos Cr reikSmé yra <23,70 (didelé DNR
koncentracija), perkraus mutacijos tyrimus, todél juos reikia atskiesti. Norédami aptikti
Zemo lygio mutacijas, per daug koncentruotus méginius reikia atskiesti, kad Cr reikSmés
pateikty j diapazong nuo 23,70 iki 31,10. Atskiedus méginio DNR, padidéja Cr reikSmeé
(atskiedus santykiu 1:1, Ct reikSmé padidéja apytiksliai 1,0). Skieskite méginius rinkinyje

pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).

> 31,10 méginio kontrolinio tyrimo Cr

Rekomenduojama pakartotinai i8skirti meéginius, kuriy kontrolinés medziagos
Cryra>31,10 Green (FAM) kanale. Norint aptikti visas EGFR mutacijas, esant

nurodytoms tyrimo ribinéms reikSméms, pradiné DNR matrica yra nepakankama.

Zr. EGFR mutacijos aptikimo méginio analizés schema, parodytg 40 paveikslélyje.
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[€—— Méginj reikia skiesti |

Skiesti méginj

Pradéti

A

aptikimg

- ArFAM C; <23,70

Ar
kontrolinés tyrimo
FAM C; medziagos
patenka j 23,70-31,10
diapazona?

Meéginio
kontrolinés
mediiagos

FAM Cy reiksme

TAIP

ArFAM Cr>31,10

Ar kuriy nors
mutacijy HEX C;
reikémeés < 29,857

Meéginio mutacijy
tyrimy HEX Cr
reikimes

TAIP

Meginyie gali nebiti
amplifikuojamos DNR arba
gali bati inhibitoriy.

“Ar mutacijy
FAM C; patenka
100,00-40,00
diapazona?

Meginio mutaciy
tyrimo FAM C;
reiksmés

TAIP

TAIP

Teigiamos FAM amplifikacijos
megintuvélis

* 3
Apskaitiuokite kiekvienos mutacijos AC;
reiksmes
AC; = mutacijos Cr — kontrolines
medziagos Cr

v

Palyginkite AC; reikimes su kritinés ribos
reiksmenmis pagal mutacija
2r.17 lentelg vadove

Meginio vidines
kontrolinés medziagos
mutacijy tyrimy
HEX C reiksmes

Ar mutacijy vidine
kontroliné medziaga HEX Cr patenka | Mégintuvélis netinkamas
29,85-35,84 diapazong?

Ar yratyrimo ACy reikémiy nurodytame
tyrimo AC; diapazone?

Méginys teigiamas ir
netinkamas

Ar kuri nors EGFR mutacija aptikta?
TAIP

TAIP

Mutacijy neaptikta Méginys netinkamas

Aptikta mutacijy tyrimo
EGFR mutacijy

40 pav. Méginio analizés schema, skirta EGFR mutacijoms aptikti.
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Méginio analizé — méginio vidinés kontrolinés medziagos Yellow (HEX) kanalo Cr
reikSme

Pastaba. Zr. EGFR mutacijos aptikimo méginio analizés schema, parodytg 40 paveikslélyje.

Turi bati iSanalizuoti visi kiekvieno méginio mégintuvéliai. Patikrinkite, kad kiekvienas
mégintuvélis i$ vidinés kontrolinés medziagos Yellow (HEX) kanale generuoty HEX signalg

diapazone nuo 29,85 iki 35,84. Galimi 3 variantai.

® Jei bet kurio tyrimo vidinés kontrolinés medziagos Ct reikSmé mazesné uz nurodytg
diapazong (< 29,85), Yellow (HEX) kanalo amplifikacijos rezultatas yra netinkamas.
Mégintuvélio amplifikacija Yellow (HEX) kanale yra netinkama.

® Jei vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmé patenka j nurodyta diapazong (nuo
29,85 iki 35,84), Yellow (HEX) kanalo amplifikacijos rezultatas yra teigiamas.

® Meégintuveélio amplifikacija Yellow (HEX) kanale yra tinkama.

e Jei vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmé virSija nurodytg diapazong (> 35,84),
Yellow (HEX) kanalo amplifikacijos rezultatas yra neigiamas.

Jei Green (FAM) kanale amplifikacija vyksta, o tos reakcijos ACt reikSmé mazesné arba lygi
to mégintuvélio tyrimo kritinei reikSmei, Yellow (HEX) kanalo amplifikacija yra tinkama. Jei
Green (FAM) kanale mégintuvélio amplifikacija nevyksta arba ACt reikSmé didesné uz

tyrimo kritine reikSme, Yellow (HEX) kanalo amplifikacija yra netinkama.

Vidinés kontrolinés medziagos amplifikacija Yellow (HEX) kanale gali bdti nesékminga dél
PGR inhibicijos. Atskiedus méginj galima sumazinti inhibitoriy poveikj. Atkreipkite démes;j,
kad atlikus §j veiksmg taip pat atskiedziama meéginyje esanti tiksliné DNR. Skieskite

méginius rinkinyje pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).
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Méginio analizé — méginio mutacijy tyrimy Green (FAM) kanalo Ct reikSmé

Visy septyniy EGFR mutacijy reakcijy misiniy Green (FAM) kanalo reikSmes reikia patikrinti
pagal 17 lenteléje pateiktas reikSmes. Nurodytos reikSmés turi patekti | Siy reikSmiy
diapazona, jskaitant pateiktas reikSmes. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

17 lentelé. Priimtinos méginio EGFR mutacijos reakcijy reikSmeés Green (FAM) kanale (EGFR mutacijos
aptikimo tyrimas)

Tyrimas Cr diapazonas ACr ribiniy reik8miy intervalas
T790M nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 7,40
Delecijos nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 8,00
L858R nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 8,90
L861Q nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 8,90
G719X nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 8,90
S768I nuo 0,00 iki 40,00 nuo —10,00 > iki < 8,90
Intarpai nuo 0,00 iki 40,00 nuo —-10,00 > iki < 8,00

® Jei méginio Ct reikSmés Green (FAM) kanale patenka j nurodytg diapazona, FAM
amplifikacija yra teigiama.

® Jei méginio Ct reikSmés Green (FAM) kanale virSija nurodytg diapazong, arba
amplifikacija nevyksta, FAM amplifikacija yra neigiama.

Apskaiciuokite kiekvieno EGFR mutacijos aptikimo megintuvelio, kuriame FAM amplifikacija
yra teigiama, ACr reik8me, kaip parodyta, ir jsitikinkite, kad mutacijos ir kontrolinés medzZiagos
Cr reikSmés yra i$ to paties méginio. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

ACrt = [mutacijos tyrimo Cr reikSme] — [kontrolinio tyrimo Cr reikSmé]

Palyginkite méginio ACt reikSme su analizuojamo tyrimo ACr ribiniy reikSmiy intervalu (17
lentelé). |sitikinkite, kad pritaikytas tinkamas ACr ribiniy reikSmiy intervalas.
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ACrt ribiniy reikSmiy intervalo virSutinis taskas yra taskas, vir$ kurio tyrimo signalas gali bdti
teigiamas dél laukinio tipo DNR ARMS pradmens foninio signalo. Jei méginio ACt reik§meé
yra didesné uz ACr ribiniy reik8miy intervalg, méginys klasifikuojamas kaip neigiamas arba
neaptinkamas tyrime, naudojant §j rinkinj. Jei méginio reik§mé yra mazesné nei ACr ribiniy
reikSmiy intervalo apatiné riba, taip gali bati dél fluorescencijos artefakty.

Kiekvieno méginio kiekvienos mutacijos reakcijos biklé gali biti viena i$ Siy:

® Mutacija aptikta

e Mutacijy neaptikta

e Negalioja

Mutacija aptikta

,Green* (FAM) kanalo amplifikacija teigiama, o ACt reik8mé patenka j AC+ ribiniy reikSmiy

intervalg. Jei aptinkamos kelios méginio mutacijos, visas galima jtraukti j ataskaita.

Mutacijy neaptikta

.Green* (FAM) kanalo amplifikacija teigiama, o ACt reikSmé didesné uz ACr ribiniy reikSmiy
intervala.

Green (FAM) kanalo amplifikacija yra neigiama, o Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés
kontrolinés medziagos) — teigiama.

Negalioja

Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés kontrolinés medziagos) yra netinkama.

Green (FAM) kanalo ir Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés kontrolinés medziagos)
yra neigiama.
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Pastaba. Viename mégintuvélyje méginio Yellow (HEX) kanalo amplifikacija gali bdati
neigiama, taciau kitame mégintuvélyje Green (FAM) kanalo amplifikacija gali bati teigiama.
Tokiu atveju rezultatas ,mutation detected” (mutacija aptikta) antrajame mégintuvélyje gali
biti laikomas tinkamu, tadiau konkreti nustatyta mutacija gali bdti ne vienintelé galima

méginio mutacija.

Apskaiciuota ACt yra mazesné uz ACr ribiniy reikSmiy intervalg, o ,Yellow" (HEX) kanalo

amplifikacija (vidiné kontroliné medziaga) yra tikétiname intervale.

B priedas: ,therascreen EGFR CE Assay
Package” diegimas

»therascreen EGFR RGQ PCR Kit" skirtas naudoti kartu su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu ir 72 Sulinéliy rotoriumi. ,therascreen EGFR CE Assay Package“ galima
atsisiysti iS ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* produkto tinklalapio www.qgiagen.com
svetainéje. Eikite j ,Product Resources” (Produkty istekliai) > , Supplementary Protocols*
(Papildomi protokolai), kad atsisiystuméte tyrimo paketa. | tyrimo paketg jtraukta
.therascreen EGFR CE Control Run Locked Template" ir ,therascreen EGFR CE Locked
Template“.

Pastaba. ,therascreen EGFR CE Assay Package“ suderinamas tik su ,Rotor-Gene Q“
programinés jrangos 2.3.5 arba naujesne versija. Prie$ pradédami diegti ,therascreen EGFR
CE Assay Package“ jsitikinkite, kad jdiegta tinkama ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos
versija. Jeigu ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentas buvo pateiktas su ankstesnés versijos
programine jranga, atnaujinkite jg atsisiysdami ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos 2.3.5
arba naujesne versijg i5 ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" produkty puslapio (skyriuje
,Operating Software” (Operaciné programiné jranga), dalyje ,Product Resources” (Produkty
iStekliai); Zr. www.qiagen.com/shop/automated-solutions/pcr-instruments/rotor-gene-
g-mdx/#resources).
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Proceddra

1

. Atsisiyskite ,therascreen EGFR CE Assay Package" iS www.qgiagen.com ir perkelkite j

USB saugojimo jrenginj be virusy.

Pastaba. Tyrimo paketas pasiekiamas ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"* 2 versijos
produkto tinklalapio svetainéje. Eikite j ,Product Resources® (Produkty istekliai) >
~Supplementary Protocols” (Papildomi protokolai), kad atsisiystuméte tyrimo
paketa.

. Jstatykite USB saugojimo jrenginj j kompiuterj, prijungtg prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM" instrumento.

3. Raskite ,therascreen EGFR CE Assay Package"” faila.

. DeSiniuoju pelés mygtuku spustelékite ,therascreen EGFR CE Assay Package*, tada

pasirinkite Extract all (ISskleisti viskg), kad iSskleistumeéte faila.

. Dukart spustelékite therascreen_ EGFR_CE_Assay_Package_3.0.6.exe, kad

pradétumeéte diegima.
Arba raskite ir paleiskite §j vykdomosios programos failg i$ prijungto kompiuterio faily

nardykleés.

Atidaromas ,therascreen EGFR CE Assay Package® sgrankos vedlys.

. Norédami testi spustelékite Next (Kitas) (41 pav.).

102

Jherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ vadovas  10/2019


http://www.qiagen.com/

@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package = )

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

This will install Rotor-Gene G therascreen EGFR CE Assay
Package 3.0.5 onyour computer.

It is recommended that you close all other applications before
continuing.

Click Mexdt to continue, or Cancel to exit Setup

Fe]r o=

41 pav. Dialogo Iahgas »Setup Wizard“ (Sarankos vedlys) (1 =, Next* (Kitas).

7. Dialogo lange perskaitykite licencijos sutartj ir pasirinkite | accept the agreement

(Sutinku su sutarties sglygomis). Norédami testi spustelékite Next (Kitas) (42 pav.).

Saranka paleidziama automatiskai.

-

5 Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package w
License Agreement H
Please read the following important information before continuing. @

Please read the following License Agreement. You must accept the terms of this
agreement before continuing with the installation.

Licence Agreement -

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

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

2. Licence e

| do not accept the agreement 2

o ] o

L — <

42 pav. Dialogo langas ,License Agreement” (Licencijos sutartis). 1 = | accept the agreement* (Sutinku su
sutarties salygomis); 2 = ,Next” (Kitas).
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8. Baigus jdiegima, dialogo lange ,Setup (sarankos) vedlys“ spustelékite Finish (Baigti)
(43 pav.).

-
j’_-:‘,] Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package = S -

Completing the Rotor-Gene Q
. therascreen EGFR Assay Package

Setup Wizard

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

Click Finish to exit Setup.

Ce=—1 1

43 pav. Nustatymo vedlio darbo uzbaigimas (1 =, Finish* (Baigti).

.

9. Paleiskite kompiuterj i§ naujo.

sherascreen EGFR CE Control Run Locked Template® (therascreen EGFR CE Control
Run Locked Sablonas) ir ,therascreen EGFR CE Locked Template” (therascreen EGFR
CE Locked Sablonas) nuorodos sukuriamos automatiSkai ir rodomos darbalaukyje
(44 pav.).

(BN L
tharascreen EGFR CE therascreen EGER CE

Contral Run Locked Locked Template

Templ ate

44pav. ,EGFR CE Control Run Locked Template* (EGFR CE Control Run Locked Sablonas) ir ,EGFR CE
Locked Template" (EGFR CE Locked 3ablonas) piktogramos.
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Kontaktiné informacija

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

(zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.qgiagen.com).
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Uzsakymo informacija

Gaminys Turinys Kat. nr.
therascreen EGFR RGQ 24 reakcijoms: kontrolinis tyrimas, 7 mutacijy 874111
PCR Kit (24) tyrimas, teigiama kontrolé, Taq DNR

polimerazé, NTC skirtas vanduo ir vanduo

meéginiams skiesti.
Jtherascreen EGFR Assay  Programinés jrangos protokoly paketas, Atsisiysti
Package” skirtas naudoti su ,therascreen EGFR RGQ

PCR Kit* ir ,QIAGEN Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM" instrumentu
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNR preparaty: ,QlAamp MinElute®" 60404
Tissue Kit (50) cilindry, proteinazé K, buferiniai tirpalai ir

Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DNA FFPE 50 paruosimy: 50 ,QlAamp MinElute” cilindry, 56404
Tissue Kit (50) proteinazé K, buferiniai tirpalai ir Collection

Tubes (2 ml)

»Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* ir priedai
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés 9002033

5plex HRM System

skiriamosios gebos lydumo analizatorius su

5 kanalais (Zaliu, geltonu, oranZiniu, raudonu,
tamsiai raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesiojamasis kompiuteris, programiné jranga,
priedai, 1 mety garantija dalims ir darbui,
diegimas ir mokymas
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Gaminys Turinys Kat. nr.

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

5 kanalais (Zaliu, geltonu, oranZiniu, raudonu,

tamsiai raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné jranga,

priedai: apima 1 mety garantijg dalims ir

darbui, montavimas ir mokymai nejtraukti

Loading Block 72 x 0.1ml  Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901
Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete
72 x 0,1 ml mégintuvéliuose

Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuveélius ir dangtelius, 981103
0.1ml (250) skirty 1000 reakcijy

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981106
0.1ml (2500) dangteliai 10 000 reakcijy

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy
ribojimg pateikta atitinkamame ,QIAGEN® rinkinio vadove arba naudotojo vadove. ,QIAGEN®
rinkiniy vadovai arba naudotojo vadovai pasiekiami svetainéje www.giagen.com arba galite
jy paprasyti ,QIAGEN* techninés pagalbos skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzilry istorija

Data

Keitimai

R5, 2019 m. sausis

R4, 2019 m. spalis

R7, 2020 birzelis

Pridétas jgaliotasis atstovas (priekinis virSelis).
Atnaujintas skyrius ,Simboliai“.
Pakeista teisiné informacijg apie gamintojg (antrastinis puslapis)

Instrumento pavadinimas pakeistas i$ ,Rotor-Gene Q MDx" j ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM®, kad atitikty instrumento etiketéje nurodytg pavadinimg

Pridéta reagenty laikymo salyga skyriuje ,Reagenty laikymas ir naudojimas*

Atnaujinta 1 lentelé, kurioje pridéta pastaba dél COSM6254 pasalinimo i§ COSMIC
duomeny bazés

Skyriuje ,Apribojimai“ atnaujinta informacija apie 19 egzono delecijy tyrima ir
L858R tyrimg

18 antrastinio puslapio ir simboliy skyriaus pasalintas EC + REP simbolis

Atnaujintas ,EGFR Assay Package” versijos numeris i$ 3.0.5  3.0.6

Atnaujintos nuorodos j RGQ programinés jrangos versijg i$§ 2.3 j 2.3.5 arba
naujesne

9ir 17 lentelés atnaujintos pridéjus naujy ribiniy reikSmiy intervaly ir atitinkamai
koreguoti atitinkami apraSai (visame vadove)

Atnaujinti visi protokolo skyriai, jtraukiant informacija apie mai§ymo svarbg skyriy
pradziose esanciose skiltyse ,Svarbu*; paryskinta maiSymo informacija visuose
mai$ymo zingsniuose; kur reikia, pridéta maiSymo Zingsniy

Pridéta MUTATION_EARLY_CT véliavélé 8 lenteléje

PasSalintos visos nuorodos j CD ir pakeistos atsisiuntimo informacija
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,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" ribotosios licencijos sutartis

Naudodamas §j gaminj pirkéjas ar naudotojas sutinka su Siomis sglygomis.

1

o s wN

Produkta galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su $iuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com. QIAGEN naudotojams pateikiami keli
papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop$ciai patikrino arba optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepaZzeidzia treciyjy $aliy
teisiy.

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

Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti viena kartg; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

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

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

Atnaujintas licencijos sglygas rasite www.giagen.com.

Prekiy Zenklai: ,QIAGEN®, ,Sample to Insight®™, ,QlAamp®, ,MinElute®, ,Rotor-Gene®, ,Scorpions®, ,therascreen®™ (,QIAGEN Group*); ,FAM™*, . HEX™* (,Thermo
Fisher Scientific Inc.”); ,GIOTRIF®™ (,Boehringer Ingelheim®), ,IRESSA®™ (,AstraZeneca Group"). Siame dokumente vartojami registruotieji pavadinimai, prekiy zenklai
ir kt., net jei jie specialiai nepazymeéti, vis tiek yra saugomi jstatymy.

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* CE paZenklintas diagnostikos rinkinys pagal Europos direktyva 98/79/EB dél ,in vitro" diagnostikos medicinos prietaisy. Tiekiama
ne j visas $alis.

1121935 06-2020 HB-1909-007 © 2020 QIAGEN, visos teisés saugomos.
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