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Avsedd anvédndning

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r ett in vitro-diagnostiskt test fér detektion av
29 somatiska mutationer i den cancerrelaterade EGFR-genen och ger en
kvalitativ bedémning av mutationsstatusen.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ska anvéndas av utbildad personal i en
professionell laboratoriemiljd med DNA-prover som har extraherats frén
formalinfixerad och paraffininbéddad vavnad frén icke-smécellig lungcancer
(NSCLC). Resultaten ska hjélpa lakarna att identifiera patienter med NSCLC
som &r sannolikt [émpade fér behandling med tyrosinkinasinhibitorer.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ar avsett fér in vitro-diagnostisk anvéndning.

Sammanfattning och férklaring

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r ett kit fardigt fér anvéndning for detektion av
29 somatiska mutationer i den cancerrelaterade EGFR-genen med PCR-teknik
(polymerase chain reaction) pé instrumentet Rotor-Gene Q.

Tack vare Scorpions®- och ARMS®-teknik kan therascreen EGFR RGQ PCR Kit
mojliggora detektion av féljande mutationer mot en bakgrund av vildtyp-
genomiskt DNA,

B 19 borttagningar i exon 19 (detekterar nérvaron av vilken som helst av de
19 borttagningarna men sérskiljer dem inte)

T790M
L858R
L861Q

G719X (detekterar narvaron av G719S, G719A eller G719C men
s@rskiljer dem inte)

S768l

3 tillagg i exon 20 (detekterar ndrvaron av vilket som helst av de
3 tillaggen men sarskiljer dem inte)

De metoder som anvands ar mycket selektiva, och beroende pé& den totala
mangden ndrvarande DNA kan en &g procentandel mutant detekteras i en
bakgrund av vildtyp-genomiskt DNA. Denna selektivitet och detektionsgrdns ar
dverldgsen annan teknik, t.ex. fargsekvensering.
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Anvdndningsprinciper

| therascreen EGFR RGQ PCR Kit anvands tva typer av teknik — ARMS och
Scorpions — for detektion av mutationer i realtids-PCR.

ARMS

Allel- eller mutationsspecifik amplifiering uppnds genom att anvdnda ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Tag DNA polymeras (Taq) ar
effektivt nar det gdller att skilja pd en matchning och en felmatchning vid 3'-
dnden av en PCR-primer. Specifikt muterade sekvenser amplifieras selektivt,
dven i prover ddr majoriteten av sekvenserna inte bar p& mutationen. Néar
primern &r helt matchad fortsétter amplifieringen med full effekt. Nar 3'-basen
inte matchar sker endast bakgrundsamplifiering pé 18g niva.

Scorpions

Detektion av amplifiering utférs genom att anvénda Scorpions. Scorpions éar
bifunktionella molekyler med en PCR-primer som &r kovalent bunden till en
prob. Fluoroforen i den hér proben samverkar med en quencher, éven den
integrerad i proben, som minskar fluorescensen. Medan PCR pdgér, nar
proben binds till amplikon, separeras fluoroforen och quenchern. Detta leder
till en dkning av fluorescens frén reaktionsroret.

Kitets format

Atta analyser ingér i therascreen EGFR RGQ PCR Kit:
B En kontrollanalys (Ctrl)

B Sju mutationsanalyser

Samtliga reaktionsmixar innehéller reagenser f6r att detektera mal som ar
mérkta med FAM™, och en intern kontrollanalys som &r mérkt med HEX™. Den
interna kontrollanalysen kan detektera férekomsten av hdmmare som kan leda
till att ett falskt negativt resultat uppstér. FAM-amplifiering kan konkurrera ut
internkontrollamplifieringen och syftet med internkontrollen &r helt enkelt att
visa att om det inte finns ndgon FAM-amplifiering ar resultatet sant negativt och
inte en misslyckad PCR-reaktion.

Procedur

therascreen EGFR RGQ PCR Kit bestér av en procedur i tvé steg. | det férsta
steget utférs kontrollanalysen fér att bedéma den totala méngden DNA i ett
prov. | det andra steget utférs bdde mutations- och kontrollanalyser fér att
bestdmma férekomst eller frénvaro av muterat DNA.
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Analyser:
Kontrollanalys

Kontrollanalysen, méarkt med FAM, anvénds fér att bedéma den totala
md&ngden DNA i ett prov. Denna analys amplifierar ett omréde av exon 2 i
EGFR-genen. Primern och proben har utformats sé& att de undviker kdnda
EGFR-polymorfismer.

Vi uppmanar dig att anvanda kontrollreaktionsmixen (Ctrl) som medféljer
therascreen EGFR RGQ PCR Kit fér att bedéma den totala médngden DNA i ett
prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omréde av exon 2 i EGFR-genen. Vi
rekommenderar iordningstéllande av prover med endast kontrollanalysen och
att anvénda EGFR-positiv kontroll (PC) som en positiv kontroll och nukleasfritt
vatten (H,0O) som kontroll utan mall.

Obs: DNA-beddédmningar bér baseras pd PCR och kan variera i kvantifiering
beroende pd avlasningar av absorbans. Extra kontrollreaktionsmix (Cirl)

medféljer f6r bedémning av kvalitet och kvantitet av DNA i prover innan
analysen med therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Mutationsanalys

Varje mutationsanalys innehéller en FAM-markt Scorpion-prob och en ARMS-
primer for urskilining mellan vildtyps-DNA och ett specifikt mutant-DNA.

Kontroller
Obs: Alla experimentkérningar méste innehdlla féljande kontroller.
Positiv kontroll

Varje kérning méste innehdlla en positiv kontroll i rér 1-8. therascreen EGFR
RGQ PCR Kit innehéller EGFR-positiv kontroll (PC) som ska anvdndas som mall
i den positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten bedéms fér att
garantera att kitet fungerar inom de angivna acceptanskriterierna.

Negativ kontroll

Varje kérning maste innehdélla en negativ kontroll (“kontroll utan mall”, NTC) i
rér 9-16. NTC bestér av nukleasfritt vatten (H,O) som ska anvéndas som
"mall” 6r kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall anvénds fér att bedéma
potentiell kontaminering under kérningskonfigurationen samt fér att bedéma
effekten hos den interna kontrollreaktionen.

Bedémning av internkontrollreaktion

Varje reaktionsmix innehdller en internkontroll utéver malreaktionen. Eit
misslyckande indikerar antingen férekomst av hémmare som kan leda fill falskt
negativa resultat eller en felaktig hantering av det réret vid férberedelsen.
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Om internkontrollen misslyckas pé& grund av PCR-hédmmare kan spadning av
provet minska effekten hos hdémmarna, men det leder aven till spédning av
mal-DNA. FAM-amplifiering kan konkurrera ut internkontrollamplifieringen sé
att det genererade IC C; (HEX)-vérdet kan hamna utanfér angivet intervall.
FAM-resultaten ér fortfarande giltiga fér dessa prover.
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Material som medféljer

Kitets innehall

(Nukleasfritt vatten)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)

Katalognr 870111

Antal reaktioner 24

. Control Reaction Mix

Rod (Kontrollreaktionsmix) Ctrl 2 x 600 ul

Lila T79OM Reqchon Mix (T790M- T790M 600 4l
reaktionsmix)
Deletions Reaction Mix

Orange  (Reaktionsmix for Del 600 ul
borttagningar)

Rosa L858'R Rec;’rlon Mix (L858R- L858R 600 4l
reaktionsmix)

Grén L861 Q Reqc’non Mix (LB61Q- 1861Q 600 4l
reaktionsmix)

Gul G71 ?X Reqchon Mix (G719X- G719X 600 4l
reaktionsmix)

Gré 5768‘| Reoc'hon Mix (S768I- 5768 600 4l
reaktionsmix)

o Insertions Reaction Mix

e (Reaktionsmix for tilldgg) ITE e

Brun EGFR Positive Control (EGFR- PC 300 l
positiv kontroll)
Tag DNA Polymerase (Taqg

Turkos DNA-polymeras) Taq 138 ul

Vit Nuclease-Free Water H,0 2x1.9 ml

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook

(handbok pé& engelska)
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Material som behévs men inte medféljer

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga sékerhetsdatablad
(SDS) som kan erhéllas av respektive tillverkare.

B DNA-isoleringskit (se "DNA-isolering”, sidan 13)

B Xylen

B Etanol (96-100 %)*

B 1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugrér (for lyseringssteg)

B 1,5 ml mikrocentrifugrér (fér elueringssteg) (kan bestéllas frén Brinkmann
[Safe-Lock, kat.nr 022363204], Eppendorf [Safe-Lock,
kat.nr 0030 120.086], eller Sarstedt [Safety Cap, kat.nr 72.690])t

B Sarskilda pipettert (justerbara) fér provberedning

B Sarskilda pipettert (justerbara) fér beredning av PCR-huvudmix

M Sarskilda pipettert (justerbara) f6r dosering av DNA-mall*

B DNAse-, RNAse- och DNA-fria pipettspetsar med filter (fér att undvika
korskontaminering rekommenderar vi pipettspetsar med aerosolbarriar)

B Termomixer, uppvarmd skakinkubator, vérmeblock eller vattenbad som
klarar inkubation p& 90 °Ct

B Bankcentrifugt med rotor fér 2 ml-reaktionsrér

B Vortex

B Instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*® med fluorescenskanaler for
Cycling Green och Cycling Yellow (detektion av FAM respektive HEX)

B Programmet Rotor-Gene Q, version 2.0.2 eller hégre

M Remsa fér rér med lock, 0,1 ml, fér anvéndning med rotor med

72 brunnar (kat.nr 981103 eller 981106)

B DNAse-, RNAse- och DNA-fria mikrocentrifugrér for beredning av
huvudmixar

M Laddningsblock fér 72 x 0,1 ml-rér, aluminumblock f6r manuellt
iordningstallande av reaktioner med en enkanals-pipett (QIAGEN,
kat.nr 9018901)

* Anvdnd inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser sésom metanol eller
metyletylketon.

' Detta &r inte en fullstéindig lista dver leverantérer.
* Se till aft instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

¢ Instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM om tillampligt.
Kallas Gven Rotor-Gene Q MDx i vissa lander.
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Varningar och sakerhetsatgérder

For in vitro-diagnostisk anvéndning

Sdakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engédngshandskar och skyddsglaségon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tilldémpliga sékerhetsdatablad
(SDS). De ér tillgéngliga pd webben i behdndigt PDF-format p& adressen
www.qgiagen.com/safety, dér du kan visa och skriva ut sékerhetsdatablad fér
varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Information dygnet runt vid nédsituation

Information om kemikalier och assistans vid olycka kan fé&s akut dygnet runt
frén:

CHEMTREC
USA och Kanada = Tel: 1-800-424-9300

Utanfér USA och Kanada = Tel: +1-703-527-3887 (mottagaren betalar
samtalet)

Allménna sdkerhetsatgarder

Anvéndaren ska alltid lagga sarskild vikt vid féljande:

M Anvdnd DNAse-, RNAse- och DNA-fria pipettspetsar med filter och
kontrollera att pipetterna har kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

B Foérvara och extrahera positivt material (prover och positiva kontroller)
separerat frédn alla andra reagenser, och addera dem till reaktionsmixen i
ett separat utrymme.

B Tina allo komponenter omsorgsfullt i rumstemperatur (15-25 °C) innan
analysen pébérjas.

B N&r komponenterna tinats ska de blandas genom att vénda varje rér
10 génger och centrifugeras en kort stund.

Obs: lakttag storsta forsiktighet fér att férhindra att PCR kontamineras av
syntetiskt kontrollmaterial. Vi rekommenderar att separata, fér @ndamalet
avsedda pipetter anvéands for iordningstéllande av reaktionsmixar och tillsats av
DNA-mall. Beredning och férdelning av reaktionsmixar ska utféras i ett omréde
avskilt frdn omrddet dar mall tillsatts. Rotor-Gene Q-rér far inte dppnas efter att
PCR-kdrningen har avslutats. Detta f6r att férhindra laboratoriekontaminering
frdn produkter efter PCR-kérningen.
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Obs: Reagenserna dr validerade f6r manuellt iordningstéllande. Om en
automatisk metod anvénds kan antalet méjliga reaktioner minska eftersom
reagenser mdste fylla “dédvolymer” pd dessa instrument.

Obs: Alla reagenser i therascreen EGFR RGQ PCR Kit har utformats séarskilt fér
att anvéndas med de angivna testerna. Alla reagenser som medféljer
therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r avsedda att anvéndas enbart tillsammans
med &vriga reagenser i samma therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Fér att bésta
effekt ska kunna garanteras fér kitets reagenser inte bytas ut mot ndgot annat
reagens.

Obs: Anvénd endast det Tag DNA-polymeras (Tag) som medféljer i kitet. Byt
inte ut mot Tag DNA-polymeras frdn andra kit av samma typ eller annan typ,
och byt inte heller ut mot Tag DNA-polymeras frén en annan leverantér.

Obs: Reagenser till therascreen EGFR RGQ PCR Kit har spatts ut optimalt. Vi
rekommenderar inte ytterligare spddning av reagenser dé& det kan resultera i
férlorad prestanda. Vi rekommenderar inte anvéndning av reaktionsvolymer pé
mindre an 25 ul d& det dkar risken for falskt negativa resultat.

Forvaring och hantering av reagenser

therascreen EGFR RGQ PCR Kit levereras pé torris och mdaste vara fruset vid
ankomst. Om therascreen EGFR RGQ PCR Kit inte ar fruset vid ankomst, om
den yitre férpackningen har dppnats under transporten eller om det saknas en
bipacksedel, handbok eller reagenser i leveransen ska du kontakta nédgon av
QIAGENSs tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan
eller besék www.qgiagen.com).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i
-15 °C till =25 °C i en frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus. Vid
korrekt férvaring i originalférpackningen enligt rekommendationerna ar kitet
hallbart fram till det utg@ngsdatum som anges pé etiketten. Undvik att tina och
frysa upprepade génger. Vi rekommenderar att kitet tinas hégst 7 génger.

Obs: For garanterad optimal aktivitet och effekt méste Scorpions (liksom alla
fluorescensmarkta molekyler) skyddas mot ljus fér att undvika fotoblekning.

Obs: For att uppnd optimal anvandning av reagenser i therascreen EGFR RGQ
PCR Kit maste proverna indelas i batchar. Om prover testas individuellt krdvs

mer reagenser, vilket leder till att farre prover kan testas med therascreen EGFR
RGQ PCR Kit.

Férvaring och hantering av prover

Obs: Alla prover ska betraktas som potentiellt smittbdrande material.

Provmaterialet méste vara ménskligt, genomiskt DNA taget frén
formalinfixerade och paraffininbdddade (FFPE) icke-sméacelliga
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lungtumérprover. Proverna maste transporteras enligt standardmassig
patologisk metod f6r att garantera provets kvalitet.

Tumorprover &r inte homogena och data frén ett tumérprov kanske inte
stdmmer &verens med andra sektioner fr&dn samma tumér. Tumérprover kan
dven innehdlla tumarfri vévnad. DNA fr&n tumoérfri vévnad férvéntas inte

innehdlla EGFR-mutationer som detekteras av therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Procedur

Bestdmning av vilken nivé av tumorceller som krévs for
EGFR-analys

Den vévnad som anvénds fér EGFR-analys ér formalinfixerade och
paraffininbdddade (FFPE) vévnadsprover frén icke-sméacellig lungcancer
(NSCLC). DNA som extraherats frén celler i denna tumérvévnad kan vara
vildtyp avseende EGFR-mutationer eller kan béra pé en eller flera mutationer.

Den FFPE NSCLC-vévnad som anvands fér extraheringen kan ocksd innehélla

normal, tumérfri vévnad, vilken kommer att vara vildtyp avseende EGFR-
mutationer. Vildtyps-DNA frédn denna vévnad kan spéda mutant-DNA,

potentiellt till en nivé som kitet inte kan detektera. Det rekommenderas dock att

dven prover med l&ga tumérnivéer testas eftersom det finns chans att
hégnivdmutationer detekteras och ett beslut om behandling fér patienten dé
kan tas.

Maximera chansen att detektera mutationer genom att géra pé féljande satt.

B Hematoxylin-eosin-férgning (H&E) p& minst ett objekiglas frdn varje
patientprov.

B Scékerstall oft en patolog granskar det fargade objekiglaset f6r nérvaro a
tumor.

B Om mdijligt bér patologen granska flera objektglas frén FFPE-blocket.

v

B Alla prover med nérvaro av tumér kan testas med therascreen EGFR RGQ

PCR Kit.

DNA-isolering
DNA-isolering méste utféras med hjélp av QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit.

Utfér DNA-reningen enligt instruktionerna i handboken till QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit Handbook) med féljande éndringar.
M Samla FFPE-sektioner p& objektglas.

M Skrapa bort éverflédigt paraffin frdn vévnadssektionerna med en ny, steril

skalpell.
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B Skrapa ned vévnadssektionerna i mikrocentrifugrér med hjélp av en ny
skalpell f6r varje prov som ska extraheras.

B Nedbrytning av proteinas K ska utféras i 1 timme.

B Renat genomiskt DNA maéste elueras i 200 ul ATE-buffert (medféljer i
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit).

B Foérvara renat genomiskt DNA i 15 °C ill =30 °C.

B Dar information finns tillgénglig ska objektglas som angrénsar till det
H&E-férgade objektglaset med det stérsta tumdérinnehéllet anvéndas.

Obs: Alla analyser i therascreen EGFR RGQ PCR Kit ger korta PCR-produkter.
therascreen EGFR RGQ PCR Kit fungerar emellertid inte p& mycket fragmenterat
DNA.
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Protokoll: Provbedémning

Det har protokollet ska anvandas vid bedémning av den totala méngden
amplifierbart DNA i prover.

Viktigt att tdnka pa fére start

B Innan du startar proceduren ska du lasa “Allménna sdkerhetsétgarder”,
sidan 11.

B Ta dig tid att bekanta dig med Rotor-Gene Q innan du startar protokollet.
Se anvéndarhandboken till instrumentet.

B Vortexa inte Tag DNA-polymeras (Taq) eller négon mix som innehdller Taq
DNA-polymeras (Taq), eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

B Pipettera Tag DNA-polymeras (Taq) genom att placera pipettspetsen precis
under ytan fér att undvika att spetsen tdcks med éverflédigt enzym.

Saker som ska goéras fore start

B Fore varje anvdndning méste alla reagenser tinas helt i rumstemperatur
(15-25 °C), blandas genom att vénda 10 génger och centrifugeras en kort
stund s& att innehdllet Iéngst ned i réret samlas upp.

M L&t Tag DNA-polymeras (Taq) uppnd rumstemperatur (15-25 °C) fére
varje anvandning. Centrifugera réret en kort stund fér att samla upp
enzymet i botten av réret.

Procedur

1. Tina kontrollreaktionsmix (Ctrl), nukleasfritt vatten for kontroll utan
mall (NTC) och EGFR-positiv kontroll (PC) i rumstemperatur
(15-25 °C). Nér reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att
vénda varje rér 10 ganger fér att undvika lokala saltkoncentrationer
och sedan centrifugera en kort stund sé att innehallet léngst ned i
réret samlas upp.

2. Bered tillréckligt med huvudmixar for DNA-proverna, en positiv
kontrollreaktion och en kontrollreaktion utan mall enligt volymerna i
Tabell 1. Inkludera reagenser for 1 extra prov for att ha tillrackligt
overskott for PCR-konfigurationen.

Huvudmixen innehéller alla komponenter som krévs fér PCR férutom
provet.
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Tabell 1. Beredning av huvudmix fér kontrollanalys*

Komponent Volym/reaktion (ul)
Kontrollreaktionsmix (Ctrl) 19,5
Tag DNA-polymeras (Taq) 0,5
Total volym 20,0

* Vid beredning av huvudmixen ska du bereda tillréckligt for ett extra prov.

3. Blanda huvudmixen noga genom att pipettera forsiktigt upp och ned
10 génger. Tillsétt omedelbart 20 yl huvudmix i PCR-rér (medféljer
ej).

Obs: For provbedémning ska huvudmix f6r kontrollanalys tillséttas i en
positiv kontrollbrunn, en negativ kontrollbrunn och en brunn fér varje prov.

4. Tillsatt omedelbart 5 yl prov med nukleasfritt vatten (H,0) i réret
med kontroll utan mall (PCR-ré6r nummer 9) och férslut réret. Tillsatt
5 ul prov-DNA i provréren och forslut réren. Tillsétt 5 ul EGFR-positiv
kontroll (PC) i réret med positiv kontroll (PCR-rér 1) och férslut réret.

5. Placera PCR-réren i sina korrekta positioner i rotorn och kontrollera
visuellt att alla rér innehdller samma volym.

Obs: Sakerstall aft roren inte férvéxlas nar de dverfors till rotorn.

6. Om rotorn inte fylls ska tomrummen fyllas med férslutna tomma ror.

7. Placera omedelbart rotorn med 72 brunnar i instrumentet Rotor-
Gene Q 5plex HRM. Se till att lasringen (tillbehor till instrumentet
Rotor-Gene Q) dr placerad léngst upp pé rotorn foér att sékra réren
under kérningen.

8. I avsnittet om konfiguration av Rotor-Gene Q (se "“Protokoll: Rotor-
Gene Q EGFR-konfiguration”, sidan 20) finns information om hur du
skapar en temperaturprofil och startar kérningen.

Tabell 2. Cykelparametrar

Cykler Temperatur Tid Datahdamtning
1 95°C 15 minuter Inget
A0 95°C 30 sekunder  Inget
60 °C 60 sekunder  Grén och gul

9. Nadr kérningen dr avslutad analyserar du data enligt “Analys av
provbedémningsdata”, sidan 29.
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Protokoll: Detektion av EGFR-mutationer

Detta protokoll &r avsett fér detektion av EGFR-mutationer. Nér ett prov har
klarat provbedémningen kan det testas med EGFR-mutationsanalyser.

Viktigt att tdnka pa fére start

B Innan du startar proceduren ska du lasa “Allménna sdkerhetsétgarder”,
sidan 11.

B Ta dig tid att bekanta dig med Rotor-Gene Q innan du startar protokollet.
Se anvéndarhandboken till instrumentet.

B Vortexa inte Tag DNA-polymeras (Taq) eller négon mix som innehdller Taq
DNA-polymeras, eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

B For effektiv anvandning av therascreen EGFR RGQ PCR Kit méste prover
grupperas i en batchstorlek pé& 7 for att fylla rotorn med 72 brunnar.
Mindre batchstorlekar innebér att férre prover kan testas med therascreen

EGFR RGQ PCR Kit.

M Pipettera Taq genom att placera pipettspetsen precis under ytan for att
undvika att spetsen técks med dverflédigt enzym.

B For varje DNA-prov maste kontroll- och mutationsanalyserna analyseras i
samma PCR-kérning f6ér att undvika variationer mellan kérningarna.

Saker som ska goéras fore start

B Fore varje anvéndning maste alla reagenser tinas helt i rumstemperatur
(15-25 °C), blandas genom att vanda 10 gdnger och centrifugeras en kort
stund sé& att innehdllet léngst ned i réret samlas upp.

M Se till att Tag héller rumstemperatur (15-25 °C) fére varje anvdndning.
Centrifugera réret en kort stund fér att samla upp enzymet i botten av
roret.

Procedur

1. Tina reaktionsmix, nukleasfritt vatten fér kontroll utan mall (NTC)
och EGFR-positiv kontroll (PC) i rumstemperatur (15-25 °C). Ndr
reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att véinda varje rér
10 génger fér att undvika lokala saltkoncentrationer och sedan
centrifugera en kort stund sa att innehallet lédngst ned i réret samlas

upp.
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2. Bered tillréckligt med huvudmixar for DNA-proverna, en positiv
kontrollreaktion och en kontrollreaktion utan mall enligt volymerna i
Tabell 3. Inkludera reagenser for 1 extra prov for att ha tillrackligt
overskott for PCR-konfigurationen.

Huvudmixen innehéller alla komponenter som krévs fér PCR férutom
provet.

Tabell 3. Beredning av huvudmix*

Komponent Volym/reaktion (ul)
Reaktionsmix 19,5
Tag DNA-polymeras (Taq) 0,5
Total volym 20,0

* Vid beredning av huvudmixen ska du bereda tillrdckligt for ett extra prov.

3. Blanda varje huvudmix noga genom att pipettera forsiktigt upp och
ned 10 génger. Tillsatt omedelbart 20 ul huvudmix i varje PCR-ror
(medféljer ej).

4. Tillsgtt omedelbart 5 yl nukleasfritt vatten (H,0) i PCR-ré6ren med
kontroll utan mall (PCR-rér 9-16) och forslut réren. Tillsétt 5 pl av
varje prov i provréren (PCR-rér 17-72) och férslut réren. Tillsatt 5 ul
EGFR-positiv kontroll (PC) i réoren med positiv kontroll (PCR-r6r 1-8).
Varje DNA-prov maste testas med bade kontrollen och alla
mutationsanalyser. Layouten visas i Tabell 4.

|
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Tabell 4. Layout for kontroll- och mutationsanalyser

Kontroller Provhummer
Analys PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Borttagningar 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
S768l 7 15 23 31 39 47 55 63 71
Tillagg 8 16 24 32 40 48 56 64 72

5. Placera PCR-réren i sina korrekta positioner i rotorn och kontrollera
visuellt att alla rér innehdéller samma volym.

Obs: Sakerstall att roren inte forvaxlas nér de dverfors till rotorn.

6. Om rotorn inte fylls ska tomrummen fyllas med férslutna tomma ror.
7. Placera omedelbart rotorn i instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM.

Se till att lasringen (tillbehéor till instrumentet Rotor-Gene Q) ér
placerad léngst upp pé rotorn fér att sékra réren under kérningen.

8. I avsnittet om konfiguration av Rotor-Gene Q (se ”Protokoll: Rotor-

Gene Q EGFR-konfiguration”, sidan 20) finns information om hur du
skapar en temperaturprofil och startar kérningen.

Tabell 5. Cykelparametrar

Cykler Temperatur Tid Datahémtning
1 95 °C 15 minuter Inget
P 95 °C 30 sekunder  Inget
60 °C 60 sekunder  Grén och gul

9. Nadr kérningen dr avslutad analyserar du data enligt ”Analys av
EGFR-mutationsdata”, sidan 32.1
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Protokoll: Rotor-Gene Q EGFR-konfiguration

Det har protokollet beskrivs i “Protokoll: Provbedémning”, sidan 15 och
"Protokoll: Detektion av EGFR-mutationer”, sidan 17.

Procedur

1. Skapa en temperaturprofil enligt féljande steg.

Stélla in allménna analysparametrar Bild 1-3
Initial aktivering av hot-start-enzym Bild 4
Amplifiering av DNA Bild 5-7
Justera fluorescenskanalerna Bild 8-12
Starta kérningen Bild 13

En sammanfattning av cykelparametrarna finns nedan.

Tabell 6. Cykelparametrar

Cykler Temperatur Tid Datahdmtning
1 95 °C 15 minuter Inget
P 95 °C 30 sekunder  Inget
60 °C 60 sekunder  Grén och gul

Alla specifikationer refererar till programmet Rotor-Gene Q version 2.0.2.
Mer information om programmering av Rotor-Gene-instrument finns i
anvéndarhandboken till respektive instrument. | bilderna har dessa
instdllningar ramats in i svart.

2. Dubbelklicka pé programikonen fér Rotor-Gene Q-programmet
2.0.2 pé skrivbordet pa den dator som dr ansluten till instrumentet
Rotor-Gene Q 5plex HRM. Valj fliken ”Advanced” [Avancerat] i
dialogrutan “"New Run” [Ny kérning] som visas.

3. For att skapa en ny mall véljer du "Empty Run” [Tom kérning] och

klickar sedan pa "New” [Ny] fér att komma till “"New Run Wizard”
[Guide for ny koérning].
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4. Valj 72-Well Rotor [Rotor med 72 brunnar] som rotortyp. Bekrdafta att
ldsringen sitter fast och markera kryssrutan “Locking Ring Attached”

[Lasring fast]. Klicka pé& “"Next” [Ndsta] (Bild 1).

Mew Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Ruaotar Type

36-Wwell Rokor

ST
Rokar-Disc 100

(X]

Skip Wizard |

Bild 1. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide for ny kérning].

5. Ange namnet p@ anvédndaren. Léagg till eventuella meddelanden och
ange reaktionsvolymen 25. Kontrollera att det i rutan "Sample
Layout” [Provlayout] star ”1,2,3..."”. Klicka pé “"Next” [Ndsta] (Bild 2).

New Run Wizard

Thig zcreen dizplays mizcellaneous options for the wn, Complate the fields,
clicking Mest when pou are ready to move ba the nest page.

Operatar : IQlAGEN I

Motes :

Reaction =
3 olurne [pL]:

Sample Lapout : |1, 2.3, ﬂ

SkipWizard| << Back | el |

Thiz box dizplays
help on elements in
thie wizard. For help
on an item, hower
YO ToUse over the
itern for help, vou
-an alzo click on a
Fombo box to display
elp about its
bvaillable settings.

X]

Bild 2. Stdlla in allménna analysparametrar.
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6. Klicka p& knappen ”Edit Profile” [Andra profil] i nasta dialogruta i
"New Run Wizard” [Guide for ny kérning] (Bild 3) och programmera
temperaturprofilen enligt informationen i féljande steg.

New Run Wizard §|

Temperature Profile : Click. thiz buttor tao
edit the prafile
showr in the bos
above.

1-H{Ere_]

Channel Setup :

Hame | Source | Detector | G ain | Create Mew...

Green 470nm  510nm Edit
“rellow 530nm  555nm
Orange  585nm  B10nm Edit Gair...
Red E25nm  BREOAm
Crimzon  B80nm  F10hp
HRk 4B60nm  510nm

Remove

b RS Ry R p R ) |

fiEE

Reset Defaults

(3 ainn Dptimizatian...

|

SkipWizard| << Back Mest 3> |

Bild 3. Andra profilen.

7. Klicka pé& knappen “Insert after” [Sétt in efter] och vélj New Hold at
Temperature [Ny bibehdllning vid temperatur] (Bild 4).
7 Edit Profile X
. )

Mew Open  Save As Help
The run will take approximately 0 second(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Tewa Melk

Copy of Current Step

Bild 4. Initialt inkubationssteg vid 95 °C.

|
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8. Andra "Hold Temperature” [Bibehéllen temperatur] till 95 °C och
"Hold Time” [Bibehdllen tid] till 15 minuter. Klicka p& knappen
"Insert after” [Satt in efter] och valj New Cycling [Ny cykling] (Bild 5).

.8 H | e

Mew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below ta modify it :

Inzert before...
~—————  Mew Hold at Temperature

Mesw HRM Step
Hold Temperature : g5 | o Copy of Current Step

1 Hold Time : 15 |mins 0 |secs

Remove

Bild 5. Initialt inkubationssteg vid 95 °C.

9. Andra antalet cykelrepetitioner till 40. Vélj det forsta steget och stll
in pa 95°C for 30 secs [95 °C i 30 sekunder] (Bild 6).

M Edit Profile 3
@ . € H =]
Mew Open  Save As Help

The wn will take approximately 98 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after...
_ ot bt
Remove
1 Thiz cycle repeatste[s].
Click or one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed St - |
|| e aro J I 95°C for 30 secs : JJ 2
0oy T

72 for 20 secs

Mot Acquiring

[~ Long Range

 Touchd B0=C for 20 secs
auchdawn

Bild 6. Cyklingssteg vid 95 °C.
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10. Markera det andra steget och stall in pa 60°C for 60 secs [60 °C i
60 sekunder]. Aktivera datahémtning under det hér steget genom att
vdlja knappen “Not Acquiring” [Hamtar inte] (Bild 7).

24

M Edit Profile 53
@ . @ @
ew Open  Save As Help

The run will take approzimately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below to modify it -

Hold Inzert after...

This cycle repeats 40 | time(s).
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Inzert before...
Remove

||Timed Step
£

[~ Touchdown

B0 seconds
| Mot Acquiring

|

1=

95°C for 30 secs

T2oC for 20 secs /

B0°C for B0 secs /

Bild 7. Cyklingssteg vid 60 °C.

11. Ange Green [Gron] och Yellow [Gul] som hamtningskanaler genom
att vélja knappen ”>" for att 6verféra dem frén listan “Available

Channels” [Tillgéngliga kanaler]. Klicka p& “OK" (Bild 8).

Same az Previous |[New Acguizition) j
Acquizition Configuration :
Ayallable Channgls : Acquining Channgls :
M ame | ﬂ Mame |
Crimzon Grieen
HEM <

Orange
Fred «

Ta acquire from a channel, select it fram the list in the left and click ». To stop acguiing from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<,

Dan't Acquire Help |

Dye Chart »»

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FardY' SYBR Green 1Y, Fluorescein, EvaGreen Alexa Fluor 4885

Yelow [ 5300m | 5550m JOE WG HER, TETY, CAL Fluor Gaold 540+, akima Yellow
Orange  [585nm |E10nm | RO, CAL Fluor Bed 6104, Cy2.54, Texas Red, Alexa Fluor 568
E25nm | BEOnm | CySd Quasar 6704, Alexa Fluor 5334
B80mrm | 710hp Quazar?05+, Alexa Fluor B0
460nm | 510nm | SYTO 9, EvaGresn!

Bild 8. Hamtning vid cyklingssteg vid 60 °C.
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12. Markera det tredje steget och ta bort det genom att klicka pé
knappen ”-". Klicka pa "OK"” (Bild 9).

1 Edit Profile 3]
. =]
ew Open  Save s Help

The run will take approximately 135 minute(s) to complete. The graph below represents the run tao be perfarmed :

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after...
Insert before...

Remove
Thiz cycle repeats 40 | time(z)

Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle. 2
—

|| Timed Step j m

S5°C for 30 secs

F2oC
20 seconds
Acquiring ta Cycling B 72°C for 20 secs
—————————&

on Green

B0°C for B0 secs
[~ Long Range I 1

I~ Touchdown

Bild 9. Ta bort forldngningssteg.

13. | nasta dialogruta klickar du pé& knappen “Gain Optimisation”
[Optimering av férstdrkning] (Bild 10).

Mew Run Wizard fgl
Temperature Profile : This box displays

help an elements in

the wizard. Far kelp

an an item, howver
your mouze over the
itermn For help. v'ou
can alzo click on a
combo box bo dizplay

help about itz
available zettings.

Edit Profile ...

Channel Setup

MName | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm 7] Edit

rellow B30nm  555hm A

Orange  58Bnm B10nm i} Edit Gain...

Red B25hm  BE0Rm A

Crimson  E80nm  ¥10hp 7 Remove

HEM 460nm  510nm 7 Feset Defaults
1 Gain Optimization...

Skipwizard | <<Back | Met»> |

Bild 10. Optimering av forstarkning.

|
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14. Klicka pé knappen "Optimise Acquiring” [Optimera hémtning].
Kanalinstéllningarna fér varje kanal visas. Godkénn dessa

standardvérden genom att klicka pa "OK” fér béada kanalerna
(Bild 11).

o-Gain Optimisation Setu [g]

Optimigation :

3 Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inserted sample at
% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemiztry pou are performing.

Set temperature ta :II degrees,

Optimize Al I Optimize Acquinng I 1

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Chanrel Settings :

I— Chanrel : Green Tube Position : 1 ill

Hame Target Sample Range: B ;lFI up ta (10 = Fl.

dd...

E dit...
Acceptable Gain Range: ITiII to ’le EMOYE
e Al
D 0] coeed | Heb |
| tanual... | Close | Help |

Bild 11. Automatisk niv@optimering fér den gréna kanalen.
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15. Markera kryssrutan ”Perform Optimisation before 1st Acquisition”
[Utfor optimering fore forsta hédmtning] och klicka péa knappen
"Close” [Stéing] for att aterga till guiden (Bild 12).

Auto-Gain Optimisation Setup ﬁl

O ptimization :

Ty Auto-Gain Optimization will read the Huorezence on the inzerted zample at

e different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fuorezcence pou are looking for depends on the
chemiztry you are performing.

Set termperature o :II deqrees.

O ptirnize All | O ptimize Acquinng |

1— F'erfu:nrm Optimization Before 1t Acquizitionre

[ Perform Optimisation &t 60 Degrees &t Beginning OF Run

Channel Settings :

| | Add.
tame | Tube Pozition | hin Reading | b ax Feading | bin Gain | tfax Gain Edit... |
Vel a o a0 o | Bemee |

2
: |
= | [ T

Bild 12. Val av gréna och gula kanaler.

16. Klicka pa “"Next” [Nasta] for att spara mallen pa en lamplig plats
genom att vdlja “Save Template” [Spara mall].
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17. Kontrollera sammanfattningen och klicka pa ”Start Run” [Starta
koérning] for att spara kérningsfilen och starta kérningen (Bild 13).

3
dl [l

Surmnmary :
Setting | "alue
Green Gain 5
Yellow Gain 5
Auta-Gain Optimization Before First Acquisition
Fator F2wiell Rotor
Sample Lapaut 1.2.3. ..
Reaction Yalume [in microliters] 25

I Start Run 1

Ohce you've confirmed that pour run settings are comect, click Start Bun to Save Template
begin the run. Click Save Template to zave settings for future runs. e

Skip \wizard | << Back |

Bild 13. Starta kérningen.

18. Nér kérningen har startats visas ett nytt fonster dér du antingen kan
ange provnamn nu eller klicka pa ”Finish” [Avsluta] och ange
namnen senare genom att valja knappen “Sample” [Prov] under
kérningen eller nér kérningen dr avslutad.

19. Ndr koérningen dr avslutad analyserar du data enligt motsvarande
protokoll:

B Foér provbedémning, se “Analys av provbedémningsdata”, sidan 29.

B For mutationsanalys, se “Analys av EGFR-mutationsdata”, sidan 32.

|
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Tolkning av resultat

AC;-analysmetod

Scorpions realtids-analyser anvénder det antal PCR-cykler som kréavs fér att
detektera en fluorescenssignal éver en bakgrundssignal som ett métt pé& de

mad&lmolekyler som férekommer i bérjan av reaktionen. Den punkt dér signalen

upptdcks éver bakgrundsfluorescensen kallas “cykeltréskelvarde” (Cycle

threshold, C;).

Provets AC;-vdrde berdknas som differensen mellan mutationsanalysens C; och

kontrollanalysens C; frdn samma prov:
AC; = mutation C; — kontroll C;

Obs: Prover klassas som mutationspositiva om de ger ett AC;-vérde lagre én
AC;-gransvérdet fér den analysen. Over det hér vérdet kan provet antingen
innehé&lla mindre dn den procentandel mutation som kan detekteras av kitet
(bortom grénsen fér analyserna) eller vara mutationsnegativt.

Obs: Mutation med Ci-vérden pd 40 eller mer klassas som negativa eller
bortom kitets grénser.

Om ARMS-primers anvénds kan ineffektiv priming ske, vilket ger ett valdigt sent
bakgrunds-C; frdn DNA som inte innehdller mutation. Alla AC;-vérden som ér

berdknade genom bakgrundsamplifiering kommer att vara stérre én AC;-
gransvardena och provet kommer att klassas som mutationsnegativt.

Analys av provbedémningsdata
Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt féljande procedur.
Programinstdéllningar fér analys

1. Oppna aktuell fil med Rotor-Gene Q-programversion (2.0.2) eller
senare.

2. Kontrollera att proverna dar mérkta.

3. Pé sidan med radata for fluorescens for varje detektor/kanal klickar

du pé "Options” [Alternativ] och anger Crop start cycles [Ta bort

startcykler]. P& sidan med “"Remove data before cycle” [Ta bort data

innan cykel] skriver du 15 och klickar péa "OK".

4. Klicka pa "Analysis” [Analys]. P& analyssidan klickar du pa
"Cycling A (from 15), Yellow” [Cykling A (frédn 15), gul] for att
bekrafta HEX-kanalen.

5. Kontrollera att “dynamic tube” [dynamiskt rér] ér markerat. Klicka

pa "Slope correct” [Lutning korrekt] och "“Linear scale” [Linjér skala].

6. Stall in tréskeln pé 0,02 och bekrafta HEX C;-vérdena.
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7. Pa analyssidan klickar du pé “Cycling A (from 15), Green”
[Cykling A (fran 15), groén] for att visa FAM-kanalen.

o

8. Det dynamiska réret ska vara markerat. Klicka pa “Slope correct”
[Lutning korrekt] och “Linear scale” [Linjar skala].

9. Stdll in tréskeln p& 0,075 och bekrafta FAM C;-vardena.

Nar kérningen har avslutats ska data analyseras enligt nedan.

B Negativ kontroll: For att garantera att ingen mallkontaminering
térekommer f&r NTC inte generera ett C;-varde i den gréna kanalen
(FAM) under 40. Se “"Kommentar om tolkning av data” pé sidan 38 fér
viktig information om hur diagram &ver kontroll utan mall (NTC)
analyseras. Foér att garantera att kérningen konfigurerades korrekt méste
NTC visa amplifiering i intervallet 31-37 i den gula kanalen (HEX).

Om det finns en positiv amplifiering i den gréna kanalen och/eller
amplifiering utanfér intervallet 31-37 i den gula signalen méste
provresultaten kasseras.

B Positiv kontroll: Den EGFR-positiva kontrollen (PC) méste ge ett
kontrollanalys-C; (FAM-kanal) p& 26,26-30,95. En kérning med ett C;-
varde utanfér detta intervall indikerar ett problem i analyskonfigurationen
och ska anses som misslyckad. Om det positiva kontrollanalys-C; ar
26,26-30,95 (exon 2, FAM) men internkontrollens C; (HEX) ligger utanfor
intervallet 31-37 fortsétter du med analysen.

Obs: Om négon av de har tvé& kérningskontrollerna har misslyckats bér
provdata inte anvéndas.

Forutsatt att bdda kérningskontrollerna ér giltiga méste varje prov-Ci-varde
ligga inom intervallet 23-30,69 i den gréna kanalen (FAM). Om provet ar
utanfér intervallet ska du félja instruktionerna nedan.

M Provkontrollanalysens C; ar < 23: Prover med ett kontroll-C; p& < 23
skulle éverbelasta mutationsanalyserna och méste spédas. For att
detektera varje mutation pd en ldg nivd méste dverkoncentrerade prover
spédas fér att hamna inom intervallet ovan baserat pé att spédning till
halften kommer att ka C; med 1.

B Provkontrollanalysens C; ar 30,69-37: Gor férsiktiga tolkningar,
eftersom mutationer med véldigt &g nivé inte kan upptéckas.

B Provkontrollanalysens C; ér 37-40: Gor férsiktiga tolkningar, eftersom
endast mutationer med véldigt hdg nivé upptécks.

M Provkontrollanalysens C; ar > 40: Provet innehéller inte tillréckligt med
DNA fér att kunna analyseras.
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Obs: Om ett prov inte genererar ett C; (dvs. C; > 40) kan det bero pé

férekomst av hdmmare, ett fel i analyskonfigurationen eller att det inte finns

ndgot amplifierbart EGFR DNA.

|
DNA.

Internkontrollens C;-vérde ligger inte inom intervallet 31-37: Det

Internkontrollens C;-vérde ér 31-37: Det finns inget amplifierbart EGFR

kan bero pé ett fel i analyskonfigurationen eller p& férekomst av hdmmare.
Det ar mojligt att minska effekten av en hémmare genom att spdda provet,
dven om detta ocksé leder till spédning av DNA.

Negativt kontroll-
FAM C;-vérde

NEJ

Begrénsade kérningsvillkor

| avsnittet om
tolkning av data p&
sidan 29 finns
information om
begrénsade
kérningsvillkor

Inga begrénsnin:

Ar HEX Cri
intervallet 31
till 372

NEJ —J|

MISSL. KORN.

J

JA

v

Negativ kontroll
OK

Positivt kontroll-
FAM C;-vérde

Ar kontroll-FAM
C; i intervallet
26,26-30,952

NEJ=)| MISSL. KORN.

A

v

Positiv kontroll

Fortsétt ill provanalys

Bild 14. Analys av provbedémningsdata.

R’

Provkontroll-FAM
Cq-virde

gar

Ar kontrollanalys-
FAM C; i
intervallet 23,00
till 30,692

NEJ

Ar FAM
Cr < 23,00

NEJ

Ar FAM C; i
intervallet
30,69-37,00

NEJ

Ar FAM Cri
intervallet
37,00-40,00

NEJ

Provet kanske inte
innehéller amplifierbart
DNA eller innehéller en
hdmmare.
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Analys av EGFR-mutationsdata

Nar kdrningen ar avslutad analyserar du data enligt féljande procedur.

Programinstdllningar fér analys

1.

2.
3.

9.

Oppna aktuell fil med Rotor-Gene Q-programversion (2.0.2) eller
senare.

Kontrollera att proverna ér mérkta.

P& sidan med radata for fluorescens for varje detektor/kanal klickar
du pd "Options” [Alternativ] och anger Crop start cycles [Ta bort
startcykler]. P& sidan med “"Remove data before cycle” [Ta bort data
innan cykel] skriver du 15 och klickar péa "OK".

Klicka pé& ”Analysis” [Analys]. P& analyssidan klickar du pé
"Cycling A (from 15), Yellow” [Cykling A (fréan 15), gul] foér att visa
HEX-kanalen.

Kontrollera att “dynamic tube” [dynamiskt rér] dr markerat. Klicka

pa ”“Slope correct” [Lutning korrekt] och “Linear scale” [Linjdr skala].
Stall in tréskeln pé 0,02 och bekrafta HEX C;-vérdena.

P& analyssidan klickar du pa “Cycling A (from 15), Green”

[Cykling A (fran 15), gron] for att visa FAM-kanalen.

Kontrollera att “dynamic tube” [dynamiskt rér] dr markerat. Klicka

o

pa "“Slope correct” [Lutning korrekt] och "Linear scale” [Linjdr skala].
Stéll in tréskeln pa 0,075 och bekrafta FAM C;-vérdena.

Kor kontrollanalys:

Se flodesdiagrammet “Run Control Analysis” [Kér kontrollanalys] i Bild 15.
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Negativ kontroll: Fér att garantera att ingen mallkontaminering
térekommer f&r NTC inte generera ett C;-varde i den gréona kanalen
(FAM) under 40. Se "Kommentar om tolkning av data” pé sidan 38 fér
viktig information om hur diagram &ver kontroll utan mall (NTC)

analyseras. Foér att garantera att kérningen konfigurerades korrekt méste
NTC visa amplifiering fér C; 31-37 i den gula kanalen (HEX).

Om det finns en positiv amplifiering i den gréna kanalen och/eller
amplifiering utanfér intervallet 31-37 i den gula signalen méste
provresultaten kasseras.

Positiv kontroll: Den EGFR-positiva kontrollen (PC) méste ge eft
kontrollanalys-C; p& 26,26-30,95 i den gréna kanalen. En kérning med
ett C;-varde utanfér detta intervall indikerar ett problem i
analyskonfigurationen och ska anses som misslyckad. Om det positiva
kontrollanalys-C; ér 26,26-30,95 (exon 2, FAM) men internkontrollens C;
(HEX) ligger utanfér intervallet 31-37 fortsétter du med analysen.
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Berékna AC;-vardet fér varje mutationsanalys enligt nedan, fér att garantera att
mutations- och kontroll-C;-vérdena kommer frdn den positiva kontrollen.

AC; = mutation C; - kontroll C;

AC;-vérdena fér EGFR-positiv kontroll (PC) ska hamna inom de vérden som
anges i Tabell 7.

Tabell 7. Férviantade AC;-vérden for positiv kontroll*

Analys AC;-varde foér positiv kontroll
T790M -2,88 till 3,01
Borttagningar -6,711ill 4,16
L858R -2,41 till 0,90
L861Q -4,61 +1ill 1,48
G719X -2,89 till 1,03
S768l -3,37 till 2,31
Tillagg -2,931ll 1,28

* Programmet Rotor-Gene Q (2.0.2)

Obs: Om antingen den negativa eller den positiva kérningskontrollen har
misslyckats bér provdata inte anvéndas.
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Negativt kontroll-
FAM C;-vérde

JA

Ar HEX
intervallet

Negativ kontroll OK<_ IA

Positivt kontroll-
FAM CT-varde/AC;-

1ill 37,002

Ar kontroll-FAM
Cq-rér i intervallet
26,26-30,952

1 avsnittet om tolkning
av data pa sidan 32
finns information om
begrénsade
kérningsvillkor

Inga begréansningar

= Begransade korningsvillkor

Cri
31,00

MISSL. KORN.

NEJ

Avr borttagningar
FAM AC-rér i
intervallet -6,71 il

Ar T790M FAM
AC;-rér i
intervallet 2,88

JA

vérde

till 3,012

NEJ NEJ NEJ
\ 4 A 4
MISSL. KORN. MISSL. KORN. MISSL. KORN. JA
A A
NEJ NEJ NEJ

Ar L858R FAM
AC-ror i
intervallet —2,41
1ill 0,902

Ar L861Q FAM
AC-ror i
intervallet —4,61
1ill 1,482

o IA <A

NEJ

MISSL. KORN. JA
NEJ Ar tilligg FAM
AC-rér i intervallet
-2,93 1ill 1,282

Bild 15. Arbetsflode fér kérning av kontrollanalys.

Provanalys:
Provkontroll-FAM C;-vérde

Ar G719X FAM
AC-rdr i
intervallet 2,89

til,032 A

S IA

4,162

Ar 7681 FAM
AC;-rér i
intervallet -3,37

A —p Positiv kontroll OK Fortsétt till provanalys

2,312 _~

Forutsatt att badda kérningskontrollerna ar giltiga méste varje provkontroll-C;-

varde ligga inom intervallet 23-30,69 i den gréna kanalen. Se
fldadesdiagrammet “Sample Analysis” [Provanalys] i Bild 16.

Provkontrollanalysens C; dr < 23: Prover med ett kontroll-C; p& < 23

skulle éverbelasta mutationsanalyserna och maste spédas. For att
detektera varje mutation pd en ldg nivd méste dverkoncentrerade prover

spddas fér att hamna inom intervallet ovan baserat pé att spédning till

Provkontrollanalysens C; ar i intervallet 30,69-37: Gor forsiktiga
tolkningar, eftersom mutationer med véldigt &g nivé inte kan upptdckas.

|

halften kommer att ka C; med 1.
|
|

34

Provkontrollanalysens C; ar i intervallet 37-40: Gor forsiktiga
tolkningar, eftersom endast mutationer med véldigt hég nivé upptécks.
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M  Provkontrollanalysens C; ér > 40: Provet innehdller inte tillréckligt med
DNA fér att kunna analyseras.

Obs: Om prov-FAM C;-vardet ér mellan 23 och < 37 behéver inte
internkontrollen utvérderas.

Obs: Om ett prov inte genererar ett C; (dvs. C; > 40) kan det bero pé
férekomst av hdmmare, ett fel i analyskonfigurationen eller att det inte finns
ndgot amplifierbart EGFR DNA.

M Internkontrollens C;-varde ér 31-37: Analysen fungerar korrekt, men
det finns inget amplifierbart EGFR DNA.

B Internkontrollens C;-vérde ligger inte inom intervallet 31-37: Det
kan bero pé ett fel i analyskonfigurationen eller p& férekomst av hdmmare.
Det &r majligt att minska effekten av en hémmare genom att spdda provet,
dven om detta ocksd leder till spadning av DNA.

Obs: Om mutationsanalysens FAM-reaktion inte genererar ett C;-vérde och
internkontrollreaktionerna genererar ett C;-varde utanfér intervallet 31-37
maste data kasseras eftersom det finns risk fér férekomst av hdmmare som kan
leda till falskt negativa resultat. Spédning av provet kan minska effekten hos
h&dmmarna men leder aven till spddning av DNA.
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Spad prov

A

Ar kontrollanalys-
FAM C; i infervallet

Provkontroll-FAM

NEJ

Provet kréver
spadning

—— A

Ar FAM

C;-varde

23,00 till 30,692

Internkontrollens prov-
HEX Cy-vérden fér
I mutationsanalyser

Ar internkontroll-HEX
C; fér mutation mellan
31-37

Avr varje
mutations-FAM C;
iintervallet
00,00-40,002

Prov-FAM C;-
vérden fér
mutationsanalyser

Cr; < 23,00

Uppmérksamhet krévs
vid tolkning av
mutationsresultat

NEJ

JA
JA

ArFAMC; i
intervallet
30,69-37,00

~
NEJ

ArFAM C; i

Rér visar positiv FAM-

YOS Prov ogiltigt
amplifiering

Mutation inte
detekterad

Beréakna AC-vérden fér varje
mutation:
C; = mutation C; - kontroll C;

[ |9amfor AC,-vérden med cutoff-vérden
genom mutation
Se handboken tabell 8, sidan 37

Ar négot AC;-vérde inom
angivet ACr-intervall fér
analysen

Mutation inte
detekterad

JA

v

EGFR-mutation detekterad for
mutationsanalys

Bild 16. Fl6desdiagram for mutationsanalys.

36

intervallet
37,00-40,00

Provet kanske inte innehaller

amplifierbart DNA eller
innehller en hammare.
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Prov-FAM C;-vdarde fér mutationsanalyser

FAM-vardena fér alla sju reaktionsmixarna ska kontrolleras mot vérdena som

finns angivna i Tabell 8.

Tabell 8. Acceptabla provvéirden f6r mutationsreaktion (FAM)*

Acceptabelt C;-

Analys i tervall Cutoff-AC;-vdrde
T790M 15,00-40,00 6,38
Borttagningar 15,00-40,00 9,06
L858R 15,00-40,00 8,58
L861Q 15,00-40,00 9,26
G719X 15,00-40,00 9,31
S768l 15,00-40,00 9,26
Tillagg 15,00-40,00 7,91

* Acceptabla varden &r inom och inklusive de varden som visas.

B Om FAM C; hamnar inom det angivna intervallet 15,00-40,00 &r FAM-

amplifieringen positiv.

B Om FAM C; hamnar ovanfér angivet intervall eller om amplifiering saknas

ar FAM-amplifierin

gen negativ.

Berékna AC;-vardet fér varje mutationsprov som visar positiv amplifiering enligt

nedan, fér att garantera att mutations- och kontroll-C;-véardena kommer frén

samma prov.

Jamfor provets AC;-varde med cutoff-punkten fér den aktuella analysen
(Tabell 8) och se till att korrekt cutoff-punkt tillémpas fér varje analys.

AC; = mutation C; - kontroll C;

Cutoff-punkten &r den punkt ovanfér vilken en positiv signal kan vara orsak till

bakgrundssignal fér ARMS-primern i vildtyps-DNA. Om provets AC;-vérde ér
hégre én cutoff-punkten klassas det som mutation inte detekterad eller som
liggande utanfér kitets detektionsgrédns. Om provets vérde ar vid eller under

cutoff-punkten bedéms provet som positivt fér en mutation som detekterats av

den aktuella analysen.

Obs: Fér prover som inte visar ndgon FAM-mutation-C; krévs en utvdrdering
av internkontrollens (HEX) C; fér att avgéra om mutationen inte dr detekterad
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eller om analysen &r ogiltig. Om HEX C;-vardet ar mellan 31 och 37 ar
mutationen inte detekterad. Om HEX C;-vardet ar utanfér intervallet 31-37 ar
provet ogiltigt.

Sammanfattningsvis f6r alla prover kommer varje mutationsreaktion att tilldelas
statusen mutation detekterad, mutation inte detekterad eller ogiltig med hjalp
av kriterierna nedan.

M Mutation detekterad: FAM-amplifiering positiv och AC; vid eller under
cutoff-vardet. Om flera mutationer detekteras kan alla rapporteras.

B Mutation inte detekterad:
FAM-amplifiering positiv och AC; ovanfér cutoff-vardet.
FAM-amplifiering negativ och HEX-amplifiering (internkontroll) positiv.
B Odgiltig:

FAM-amplifiering negativ och HEX-amplifiering utanfér specifikationerna.

Kommentar om tolkning av data

Linjar amplifiering

Rotor-Gene Q-diagram frén alla reaktioner ska kontrolleras. Ibland ses en
dkning av fluorescenssignalen i NTC och i negativa prover. Om detta ar fallet
och ett Ci-varde erhédlls maste anvdndaren skilja mellan en ékta amplifiering,

vilken skulle indikera kontaminering i NTC, och en linjar 6kning av
fluorescensen, vilken kan vara en falsk 6kning.

Analys av NTC

Bilderna 17 och 18 visar tv& exempel pé& beteende f6r NTC-prover. | Bild 17
visas icke-linjar (Gkta amplifiering), orsakad av provkontaminering. Den hér
kérningen ska kasseras och proverna ska testas om. | Bild 18 visas linjér
amplifiering i en NTC. Under de hdr férutsattningarna ska rédata fér
fluorescensen granskas. Motsvarande diagram med rddata fér fluorescensen
visas i Bild 19, och indikerar en linjar 8kning av fluorescensen snarare én en
dkta amplifiering. Data frdn den hér kérningen kan anvéndas, under
férutsattning att positiva kontroller och internkontroller har godkénts. Fér
j@mforelse med Bild 19 visar Bild 20 r&data fér fluorescensen dér dkta
amplifiering har &gt rum. Under de har férutsattningarna ska data kasseras
och proverna testas om, eftersom det indikerar att kontaminering férekommer.
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Bild 17. Kontaminering i en NTC fér en analys i en analyserad kérning.
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Bild 18. Exempel pé linjar 6kning av fluorescensen i en NTC-brunn.

|
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Bild 19. Radata for fluorescensen i Bild 18.
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Bild 20. Radata fér fluorescensen visar en NTC-brunn med en ékta amplifiering.
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Analys av prover

Bilderna 21 och 22 visar tv& exempel p& amplifiering i provreaktioner. | Bild 21
visas dkta amplifiering i en provbrunn i en analyserad kérning. Om en kérning
uppvisar den héar typen av sigmoidal amplifieringskurva &r det frdga om en
dkta amplifiering och data frédn den har kérningen kan anvéndas, under
férutsétining att positiva kontroller och internkontroller har godkénts.

ik

0g8 \

Diagram som
<« Visar dkta
amplifiering

Marm. Fluora
o o
= o

=)
&

oz

a1

Threshald

.
40

0.0 T T T T
ﬁ‘ 15 20 25 30 35
Crcle

Bild 21. Akta amplifiering i en provbrunn i en analyserad kérning.

Ett exempel pé linjar amplifiering i en provreaktion visas i Bild 22. Under de hér
férutsdttningarna ska r&data fér fluorescensen granskas. Motsvarande diagram
med rddata fér fluorescensen (Bild 23) indikerar att den linjéra ékningen i

Bild 22 motsvarar en linjéar 6kning av rédata fér fluorescensen och ér inte en
dkta amplifiering. Under férutsattning att positiva kontroller och internkontroller
har godkénts kan provresultat frén de hér kérningarna anvandas med
forsiktighet, som att linjér amplifiering kallas “inget C;”.

|
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Bild 22. Exempel pé linjar 6kning av fluorescensen i tv@ provbrunnar.
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Bild 23. Radata for fluorescensen i Bild 22.
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Felsokningsguide

Den hér felsékningsguiden kan vara till hjalp fér att |16sa eventuella problem

som kan uppstd. Mer information finns p& sidan Frequently Asked Questions

(Vanliga frdgor) pd vart tekniska supportcenter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vetenskapsménnen pd QIAGENs

tekniska service svarar gérna pé dina frégor om informationen och protokollen
i den har handboken eller om prov- och analysteknik (kontaktinformation finns
p& baksidan eller p& www.giagen.com).

Kommentarer och férslag

Ingen signal med EGFR-positiv kontroll (PC) i fluorescenskanalen
Cycling Green

a)

Den valda
fluorescenskanalen for
PCR-dataanalysen
dverensstdmmer inte
med protokollet

Felaktig
programmering av
temperaturprofilen foér
Rotor-Gene-
instrumentet

Felaktig konfiguration
av PCR

Forvaringsvillkoren for
en eller flera
kitkomponenter
overensstdmmer inte
med instruktionerna i
"Férvaring och
hantering av reagenser”

(sidan 12)

Utgdngsdatum for

therascreen EGFR RGQ
PCR Kit har passerats

For dataanalys véljer du fluorescenskanalen
Cycling Green foér analytisk EGFR PCR och
fluorescenskanalen Cycling Yellow fér
internkontroll-PCR.

Jamfor temperaturprofilen med protokollet och
upprepa kérningen vid felaktighet.

Kontrollera dina arbetssteg med hjélp av
pipetteringsschemat och upprepa PCR om det
behodvs.

Kontrollera férvaringsvillkoren och
utg@ngsdatum (se kitetiketten) fér reagenserna
och anvdnd ett nytt kit om det behdvs.

Kontrollera férvaringsvillkoren och
utg@ngsdatum (se kitetiketten) fér reagenserna
och anvénd ett nytt kit om det behdvs.
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Kommentarer och férslag

Signaler med de negativa kontrollerna i fluorescenskanalen Cycling
Green for analytisk PCR

a) Kontaminering har Upprepa PCR med nya reagenser i replikat.
uppstétt vid beredning

Om det ar mojligt, férslut PCR-réren direkt efter
av PCR

att det prov som ska testas har tillsatts.

Kontrollera att arbetsytorna och instrumenten
dekontamineras regelbundet.

b) Kontaminering som har Upprepa extraktion och PCR f6r det prov som
uppstétt vid extraktion  ska testas med nya reagenser.

Kontrollera att arbetsytorna och instrumenten
dekontamineras regelbundet.

Kvalitetskontroll

For att sékerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av
therascreen EGFR RGQ PCR Kit med faststéllda specifikationer enligt QIAGENSs
ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem.

Begrdnsningar

Enbart resultaten frédn produkten ska inte ligga till grund fér diagnos, utan de
maste tolkas med hansyn till resultat frén alla relevanta kliniska studier eller
laboratoriestudier.

Produkten &r avsedd att anvéindas endast av personal som fatt sarskild
utbildning i in vitro-diagnostiska procedurer och Rotor-Gene Q.

Analytiska valideringsstudier inkluderade humant DNA som extraherats frén
formalinfixerade paraffininbdddade tumérprover.

Produkten &r endast avsedd fér anvandning pé realtids-PCR-instrumentet Rotor-
Gene Q, 5plex HRM-serien.

For optimalt resultat krévs att anvisningarna i handboken fér therascreen EGFR
RGQ PCR Kit f8ljs strikt. Spddning av reagenser p& annat satt én vad som
anges i den har handboken rekommenderas inte, d& det kan resultera i
férsémrad prestanda.

Det ar viktigt att méangden och kvaliteten hos DNA i provet utvdrderas korrekt
innan provanalys utférs med therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Ytterligare
kontrollreaktionsmix (Ctrl) tillhandahélls fér att bestdémma om Ci-vérdet ér
godkant fér analysen. Absorbansavlésningar ska inte anvandas dé de inte
dverensstammer med Ci-varden i fragmenterade DNA-prover.
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Var uppmérksam pé& de utgdngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé
férpackningen och pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte
komponenter vars utgdngsdatum har gétt ut eller som har férvarats felaktigt.

Testets egenskaper

Cutoff-varden

171 FFPE-prover testades med en metod enligt instruktionerna i NCCLS EP17-A
(2004). Data frén 159 prover anvdndes for att faststalla cutoff-varden for kitet.
Kontrollreaktionens Ci-intervall faststalldes fran 23,00 till 30,69 C;. Cutoff-
vardena faststdlldes och presenteras i tabell 8.

Detektionsgréns (LOD)

For att avgoéra LOD fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit utvecklades en
provuppstdlining genom att mixa syntetiskt mutant-DNA med vildtyp-genomiskt
DNA fér att simulera ett intervall av mutationsprocentvérden fér var och en av
de 29 mutationerna. LOD fér varje analys definieras som procentandelen
mutation dér 95 % av replikaten faststdlldes som positiva av therascreen EGFR
PCR RGQ Kit. LOD-vardena anges i Tabell 9. Fér multiplex-analyserna som
detekterar flera mutationer (G719X, borttagningar och tilldgg) anges vérdet fér
den reaktion som gav hégst LOD.

Tabell 9. LOD for var och en av de sju EGFR-mutationsanalyserna.

Mutation Procentandel detekterbar mutation (%)
T790M 7,02
Borttagningar 1,64
L858R 1,26
L861Q 0,50
G719X 5,43
S768lI 1,37
Tillagg 2,03
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Precision

Fér att avgéra precision fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit utvecklades en
provuppstdlining genom att mixa syntetiskt mutant-DNA med vildtyp-genomiskt
DNA for att simulera en ldg procentandel mutation f6r var och en av de sju
mutationsanalyserna. Precision uppndddes genom att testa prover pé en plats
med flera kitbatchar, anvéndare och kérningar pé olika dagar, med tvé
replikat av varje prov. Variationen som kunde observeras, géllande beraknad
standardavvikelse frén varianskomponentanalysen, var mindre édn 1 AC; och
kan anvandas som en uppskattning av precision (Tabell 10).

Tabell 10. Resultat av tester inom laboratoriet*

Proi:gn’randerl Uppskattad standardavvikelse
Analys positiv testning av
mutation (AC:)
T790M 100% 0,33
Borttagningar 100% 0,40
L858R 100% 0,45
L861Q 100% 0,49
G719X 97,9% 0,59
S768lI 97,9% 0,31
Tillagg 97,9% 0,38

* 93 replikat testades fér varje mutation.

Reproducerbarhet

Reproducerbarhet uppn&ddes genom att testa prover med hég mutationsnivé i
en bakgrund med vildtyp-genomiskt DNA pé tre platser med flera kitbatchar,
anvéandare och kérningar pé olika dagar, med tvé replikat av varje prov. Fér
alla sju mutationsanalyserna testades 96,1-100 % av mutant-DNA-proverna
som mutationspositiva. Vildtyps-proverna testades som mutationsnegativa i alla
analyser pé alla platser.

Effekt av input-DNA-koncentration

For att bestémma effekten av att éndra input-DNA-koncentrationen pé
resultaten som producerats av therascreen EGFR RGQ PCR Kit nara LOD,
utvecklades en provuppstéllning fér de 29 mutationerna genom att mixa
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syntetiskt mutant-DNA med vildtyp-genomiskt DNA fér att producera prover
med l&ga, medel och héga totala input-DNA-nivéer.

De héga och l&dga niv@erna av input-DNA skulle representera kontrollanalys-
C;-vardets intervall (23,50 till 29,50).

En bedémning av input-DNA-dataméngden (29 mutationer med
koncentrationer ndra LOD och vid tre olika input-DNA-nivéer) uppvisade en
andel p& 95,44 % positiv mutation.

Dessa data indikerar att variationer av input-DNA-nivén, inom analysens
arbetsintervall, inte p&verkar AC; eller mutationsklassificering fér ett prov.

Interfererande substanser

Effekten pé& kitets prestanda om komponenter potentiellt dverférts frén
QIAGEN® QlAamp DNA FFPE Tissue Kit under bearbetningen av FFPE-prover
bedémdes.

Formalin, paraffinvax, xylen, etanol, buffert ATL, proteinas K, buffert AL,
tvattbuffert AWT1 och tvéttbuffert AW2 anvdndes med hégsta (“i varsta fall”)
férvantade koncentrationer (med antagandet att varje tvétt- eller reningssteg i
extraktionskitprotokollet resulterade i en reduktion av
koncentrationskomponenten med 1 log).

| studien anvéndes tredubbla LOD-prover snarare &n en mycket hégre nivd av
mutation fér att sékerstélla att potentiell interferens kunde detekteras.

En differens i AC; i =3 standardavvikelser (hédmtade frédn precisionsstudien)
mellan “test” och "kontroll” (dvs. ingen interfererande substans) bedémdes
indikera en potentiell interferens.

Ingen av de potentiella interfererande substanserna som utvérderades hade en
AC;-8ndring i =1 standardavvikelse vid jamférelse med kontroller.

Referenser

QIAGEN uppratthéller en stor, uppdaterad databas online med vetenskapliga
publikationer dar QIAGEN-produkter avhandlas. Omfattande sékalternativ gér
att du kan hitta de artiklar du behéver, antingen genom en enkel
nyckelordssdkning eller genom att specificera applikation, forskningsomréde,
titel, etc.

En fullstandig lista med referenser finns i QIAGENSs referensdatabas online pé
www.giagen.com/RefDB/search.asp eller hos QIAGENSs tekniska support eller
din lokala distributér.
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Symboler

W <N> Innehaller tillréckligt med reagenser for <N> test
E Anvdnds senast
IVD Medicinsk utrustning fér in vitro-diagnostik
REF Katalognummer
E Lotnummer
Materialnummer
COMP Komponenter
CONT Innehéller
Antal

NUM

/q/ Temperaturbegrénsning
‘ Tillverkare
i

Se bruksanvisningen

Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vélkommen att besdka
vart tekniska supportcenter pd www.qgiagen.com/Support, ringa oss pé
00800-22-44-6000 eller kontakta ndgon av QIAGENSs tekniska
serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller besék
www.giagen.com).
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Bilaga: Information om mutationer

COSMIC-ID har hamtats frdn databasen Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer (www.sanger.ac.uk/genetics/ CGP/cosmic).

Tabell 11. Lista med mutationer och COSMIC-ID.

Mutation Exon Basskifte COSMIC-ID

T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
L861Q 21 2582T>A 6213
S768I 20 2303G>T 6241
G719A 18 2156G>C 6239
G719S 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253
2307_2308ins9 12376
Tillagg 20 2319 2320insCAC 12377
2310 _2311insGGT 12378

2235 2249del15 6223

2235 2252>AAT (complex) 13551

2236 2253del18 12728

2237 2251del15 12678

2237 _2254del18 12367

Borttagningar 19 2237 2255>T (complex) 12384
2236 _2250del15 6225

2238 2255del18 6220

2238 2248>GC (complex) 12422

2238 2252>GCA (complex) 12419

2239 2247del9 6218

2239 2253del15 6254
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Tabell 11. Lista med mutationer och COSMIC-ID (forts.)

Mutation Exon Basskifte COSMIC-ID
2239 2256del18 6255
i?oi]?aif)df 8TTAAGAGAAG>C 12382
2239 2258>CA (complex) 12387
Borttagningar 19 5,44 2251del12 6210
2240 2257del18 12370
2240 2254del15 12369
2239 2251>C (complex) 12383
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Bestdllningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
therascreen EGFR RGQ  Foér 24 reaktioner: 1 kontrollanalys, 870111
PCR Kit (24) 7 mutationsanalyser, positiv kontroll,

Tag DNA-polymeras

Rotor-Gene Q med tillbehor

Rotor-Gene Q MDx Realtids-PCR-cykler och HRM- 9002033
5plex HRM System analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, béarbar

dator, programvara, tilloehér, 1 &rs

garanti pd delar och arbete, installation

och utbildning ingdr ej

Rotor-Gene Q MDx Realtids-PCR-cykler och HRM- 9002032
5plex HRM Platform analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, béarbar

dator, programvara, tillbehér, 1 &rs

garanti pd delar och arbete, installation

och utbildning

Rotor-Gene Q 5plex Realtids-PCR-cykler och HRM- 9001650
HRM System analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, béarbar

dator, programvara, tilloehér, 1 &rs

garanti pd delar och arbete, installation

och utbildning ingdr ej

Rotor-Gene Q 5plex Realtids-PCR-cykler och HRM- 9001580
HRM Instrument analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, béarbar

dator, programvara, tilloehér, 1 &rs

garanti pd delar och arbete, installation

och utbildning

Loading Block Aluminumblock fér manuellt 9018901
72 x 0.1 ml Tubes iordningstallande av reaktioner med en
enkanals-pipetti 72 x 0,1 ml-rér
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Produkt Innehall Kat.nr

Strip Tubes and Caps, 250 remsor f6r 4 rér med lock fér 981103
0.1 ml (250) 1 000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor f6r 4 rér med lock foér 981106
0.1 ml (2500) 10 000 reaktioner

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i
handboken eller anvéndarmanualen till respektive QIAGEN-kit. Handbaécker
och anvdndarmanualer till QIAGEN-kiten finns p& www.giagen.com eller kan
bestdllas frdn QIAGENSs tekniska support eller din lokala distributér.
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Den hér sidan har avsikiligt ldmnats tom.
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Den hér sidan har avsikiligt ldmnats tom.
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Képet av den hér produkten ger anvéndaren rétt att utféra diagnostiska analyser f6r human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller licens av
négot slag férutom den har specifika réttigheten ingér i kdpet.

Varumérken: QIAGEN®, QlAamp®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Limited); FAM™, HEX™ (Life
Technologies, Inc.).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r en CE-mérkt diagnosutrustning som uppfyller kraven i Europeiska unionens direktiv 98/79/EC om medicinsk
utrustning fér in vitro-diagnostik. Den ér inte tillgéinglig i alla lénder.

Avtal om begransad licens fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit

Anvéndning av den hér produkten innebér att képare eller anvéndare av produkten godkénner féljande villkor:

1.

Produkten f&r endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den hér handboken och fér endast anvéndas med
komponenterna som ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér n&dgon av sina immateriella tillg&ngar fér att anvénda eller inkludera
komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingér i detta kit férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den
hér handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.giagen.com. Vissa av de hér yiterligare protokollen har tfillhandahéllits av QIAGEN-
anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De héar protokollen har inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte
att de inte krénker tredje parts réttigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kréinker tredje parts
rattigheter.

Kitet och dess komponenter &r licensierade fér engéngsbruk och fér inte &teranvéndas, forbéttras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underférstddda, férutom de uttryckligen angivna.

Képaren och anvéndaren av kitet godkénner att inte till&ta n&gon annan att utféra ndgot som kan leda till eller orsaka ofilldtna situationer
beskrivna ovan. QIAGEN kan kréva att detta avtal om begrénsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas fér alla undersdknings- och
ratteg8&ngskostnader, inklusive advokatkostnader, som uppstér vid férsék att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de
immateriella réttigheter som avser kitet och/eller ndgon av dess komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.giagen.com.

© 2012-2013 QIAGEN, med ensamrdatt.
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