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Verwendungszweck

Das therascreen® KRAS RGQ PCR Kit ist ein qualitativer Realtime PCR-Assay zum Nachweis
von 7 somatischen Mutationen in den Codonen 12 und 13 des menschlichen KRAS-Onkogens
unter Verwendung des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdts. Das Kit ist fir die Verwendung
mit DNA vorgesehen, die aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (FFPE) Proben von
kolorektalem Karzinom (CRC) oder nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) gewonnen
wurde, die durch Resektion (RES), Nadelbiopsie (CNB) oder Feinnadelaspiration (FNA)

entnommen wurden.

Somatische Mutationen im KRAS-Gen sind potenzielle pradiktive Biomarker fir eine Resistenz
gegeniiber Therapien, die auf den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)
abzielen, wie beispielsweise Panitumumab und Cetuximab zur Behandlung von kolorektalem
Karzinom (CRC). Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit soll zudem dabei helfen, Patienten mit
nichtkleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) fir eine Behandlung mit Sotorasib (LUMYKRAS®)
zu identifizieren, und zwar auf der Grundlage eines nachgewiesenen KRAS-G12C-

Mutationsbefunds.

Somatische Mutationen im KRAS-Gen kdnnten zudem als potenzieller pradiktiver Biomarker
dienen, um Behandlungsentscheidungen fir andere Therapien bei nicht- kleinzelligem
Lungenkrebs (NSCLC) zu treffen.

Der Mutationsstatus des Patienten wird zusammen mit anderen Krankheitsfaktoren von einem
Arzt beurteilt, damit eine Therapieentscheidung getroffen werden kann. Keine
Behandlungsentscheidung fir Krebspatienten sollte allein auf dem KRAS-Mutationsstatus

basieren.

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist nicht zur Diagnose von CRC, NSCLC oder einer

anderen Erkrankung bestimmt.

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist ein diagnostisches In-vitro-Medizinprodukt.
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Vorgesehene Anwender

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist fir den Einsatz durch geschultes Personal in einer

professionellen Laborumgebung vorgesehen.
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Zusammenfassung und Erléuterung

Mutationen im KRAS-Onkogen treten bei Krebserkrankungen des Menschen héufig auf (1-4).
Mithilfe der ARMS®.- (Allele Refractory Mutation System) und Scorpions®-Technologien (5, 6)
ermoglicht das therascreen KRAS RGQ PCR Kit den Nachweis von 7 Mutationen in den
Codonen 12 und 13 des KRAS-Onkogens vor dem Hintergrund von Wildtyp-Genom-DNA
(Tabelle 1). Basierend auf Daten aus der COSMIC-Datenbank (2015, Version 72) machen die
7 vom therascreen KRAS RGQ PCR Kit nachgewiesenen Mutationen > 95 % aller gemeldeten

KRAS-Mutationen bei CRC-Patienten und > 88 % aller gemeldeten Mutationen bei NSCLC-
Patienten aus (7).

Tabelle 1. Liste der Mutationen und COSMIC-Identitéten*

Mutation Basenaustausch COSMIC-ID*
GLYT2ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLYT12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLY12SER (G129) GGT>AGT 517
GLYT2VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLY13ASP (G13D) GGC>GAC 532

* Die COSMICHDs stammen aus dem ,Catalog of Somatic Mutations in Cancer” (7)

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic)

Der Test zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat und Sensitivitat aus und ermdglicht den
Nachweis eines geringen Anteils an mutierter DNA vor dem Hintergrund von Wildtyp-DNA.
Sofern ausreichend DNA-Kopien vorhanden sind, ist der Nachweis von 0,8 % mutierter DNA
vor dem Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA méglich.
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Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wird im Rahmen eines Polymerase-
Kettenreaktionsverfahrens (PCR) eingesetzt. Dieses Kit zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat
fir die Zielsequenz sowie durch auBergewdhnliche Schnelligkeit und Effizienz aus und

ermdglicht eine Bestimmung unter Ausschluss jeglicher Subjektivitat.

Verfahrensprinzip

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit nutzt 2 Technologien — ARMS und Scorpions — zum

Nachweis von Mutationen mittels Real-time PCR.

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ermdglicht acht separate PCR-Amplifikationsreaktionen:
sieben mutationsspezifische Reaktionen in den Codons 12 und 13 von Exon 2 des KRAS-
Onkogens sowie eine Wildtyp-Kontrolle in Exon 4. Die Hauptkomponenten des Kits sind im

Folgenden beschrieben.

Mutationsreaktionsgemische

Bei jedem Reaktionsgemisch wird zundchst ein mutationsspezifischer ARMS-Primer verwendet,
um die mutierte DNA selektiv zu amplifizieren, und anschlieffend ein Scorpions-Primer, um

das Produkt der Amplifikation nachzuweisen.

ARMS

Die dllelspezifische Amplifikation wird mittels ARMS erreicht, wobei die Fahigkeit der Tag-
DNA-Polymerase genutzt wird, zwischen einer passenden und einer nicht passenden Base am
3'-Ende eines PCR-Primers zu unterscheiden. Wenn der Primer vollstandig Gbereinstimmt,
erfolgt die Amplifikation mit voller Effizienz. Wenn die 3'-Base nicht Gbereinstimmt, erfolgt die
Amplifikation ggf. nur im Hintergrund auf niedrigem Niveau. Eine mutierte Sequenz wird
daher selbst in Proben, bei denen die DNA mehrheitlich nicht die Mutation tragt, selektiv

amplifiziert.
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Scorpions

Der Nachweis der Amplifikation wird mithilfe der Scorpions-Technologie durchgefihrt.
Scorpions sind bifunktionale Molekile, die sich aus einem PCR-Primer und einer kovalent
daran gebundenen Sonde zusammensetzen. Die Sonde umfasst das Fluorophor
Carboxyfluorescein (FAM™) und einen Quencher. Letzterer hat die Aufgabe, die Fluoreszenz
des Fluorophors zu unterdriicken. Wenn sich die Sonde wahrend der PCR an das ARMS-
Amplikon bindet, werden das Fluorophor und der Quencher voneinander getrennt, was zu

einem nachweisbaren Anstieg der Fluoreszenz fihrt.

Kit-Zusammenstellung

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthdlt 8 Assays:

1 Kontrollassay (Kontrollreaktionsgemisch [Control Reaction Mix, CTRL])

* 7 Mutationsassays (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 13ASP)

Die Reaktionsgemische sind Duplex-Gemische, die FAM-markierte Reagenzien zum Nachweis
der Zielmolekile sowie HEX™-markierte Reagenzien zum Nachweis der internen Kontrollen
enthalten. Die Reaktionsgemische und Positivkontrollreagenzien enthalten Tris-EDTA-Puffer und
die Positivkontrolle enthdlt Poly-A-Carrier-RNA.

Assays

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit umfasst ein 2-stufiges Verfahren. Im ersten Schritt wird
der Kontrollassay durchgefihrt, um die gesamte amplifizierbare KRAS-DNA in einer Probe zu
bestimmen. Im zweiten Schritt werden sowohl der Mutations- als auch der Kontrollassay

durchgefiihrt, um zu bestimmen, ob mutierte DNA vorliegt.
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Kontrollreaktion

Das CTRL-Verfahren nutzt einen Scorpions-Primer und einen unbeschrifteten Primer, um eine
kurze Sequenz aus Exon 4 des KRAS-Gens zu amplifizieren. Anhand der Kontrollreaktion
wird bestimmt, ob in der Probe eine ausreichende Konzentration an amplifizierbarer DNA
vorhanden ist. AuBerdem stellt sie einen Faktor in den analytischen Berechnungen zur

Bestimmung des Mutationsstatus dar.

Kontrollassay

Der mit FAM markierte Kontrollassay dient zur Bestimmung der gesamten amplifizierbaren
KRAS-DNA in einer Probe. Der Kontrollassay amplifiziert einen Bereich des Exons 4 des
KRAS-Gens. Die Primer und die Scorpion-Sonde sind so konzipiert, dass sie unabhéngig von

bekannten KRAS-Polymorphismen amplifizieren.

Mutationsassays

JederMutationsassay enthdlt eine FAM-markierte Scorpion-Sonde und einen ARMS-Primer zur

Unterscheidung zwischen Wildtyp-DNA und einer spezifischen Mutanten-DNA.

Kontrollen

Hinweis: Alle Versuchsdurchlaufe missen Positiv- und Negativkontrollen enthalten.

Interne Kontrolle

Jedes Reaktionsgemisch enthdlt neben der Zielreaktion eine interne Kontrolle. Eine
fehlgeschlagene Kontrollreaktion zeigt an, dass entweder Inhibitoren vorhanden sind, die zu
falschen Ergebnissen fihren kénnen, oder dass dem Bediener bei der Vorbereitung dieses
Réhrchens ein Fehler unterlaufen ist. Wenn das Fehlschlagen der internen Kontrollreaktion auf
eine PCR-Inhibition zuriickzufihren ist, kann der Effekt der Inhibitoren u. U. durch Verdiinnen

der Probe verringert werden. Es ist jedoch zu beachten, dass dadurch auch die Ziel-DNA
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verdinnt wird. Im Kit ist ein Réhrchen mit Wasser zur Verdinnung der Probe (Dil.) enthalten.
Probenverdinnungen missen mit dem Wasser zur Probenverdinnung (Dil.) durchgefihrt

werden.

Positivkontrolle

Jeder Lauf muss in den Réhrchen 1-5 eine Positivkontrolle enthalten. Das therascreen KRAS
RGQ PCR Kit enthalt eine KRAS- Positivkontrolle (PC), die als Matrize fir die
Positivkontrollreaktion verwendet wird. Mit den Ergebnissen der Positivkontrolle wird

sichergestellt, dass das Kit die angegebenen Akzeptanzkriterien erfillt.

Negativkontrolle

Bei jedem Lauf muss in den Réhrchen 9-13 eine Negativkontrolle (Kontrolle ohne Template)
enthalten sein. Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthdlt Wasser fir NTC (NTC), das als
Vorlage fir die Kontrolle ohne Vorlage dienen soll. Die Kontrolle ohne Template dient zum
Nachweis von méglicherweise bei der Laufkonfiguration aufgetretenen Kontaminationen und

zur Bestimmung der Leistung der internen Kontrollreaktion.

Probenbestimmung

Die im Lieferumfang des therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthaltene Kontrollreaktionsmischung
(CTRL) dient zur Bestimmung der gesamten amplifizierbaren KRAS-DNA in einer Probe. Der
Kontrollassay amplifiziert einen Bereich des Exons 4 des KRAS-Gens. Es sollten Proben
ausschlieBBlich mit dem Kontrollassay bestimmt werden, wobei die KRAS-Positivkontrolle
(Positive Control, PC) als Positivkontrolle und Wasser fir NTC als Kontrolle ohne Template zu

verwenden sind.
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Plattform und Software

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde speziell fir den Einsatz mit dem Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM-Gerdt entwickelt. Die Rotor-Gene Q-Software und das therascreen KRAS
Assay Package stehen im Internet unter www.giagen.com zum Download bereit oder sind

separat auf CD erhdltlich.

* Informationen zu kompatiblen RGQ-Softwareversionen und Rotor-Gene AssayManager-

Versionen finden Sie unter ,Zusdtzlich bendtigtes Material” auf Seite 14.
* Weitere Informationen zum Gerdt finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats.

e Um Fehlermeldungen bei den Kontrollen und Proben auf ein Minimum zu reduzieren,
sollten die Anweisungen in der therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung strikt
befolgt werden, insbesondere hinsichtlich der Aufstellung des Rotor-Gene Q MDx Splex

HRM-Gerdts gemdf den Installationsanweisungen und den Anforderungen vor Ort.

e Anweisungen zur Installation des Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package finden

Sie in Appendix 2 B: Installation of the Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package, .

Das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM - Gerdt muss gemdf den Vorgaben in der
Bedienungsanleitung gewartet werden. Informationen zum Gerdt finden Sie in der

Bedienungsanleitung.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

Katalognummer 874011

Anzahl Préparationen 24

Farbe Bezeichnung Réhrchenkennzeichnung Volumen

Rot Control Reaction Mix 1 CTRL 2 x 600 pl
(Kontrollreaktionsgemisch)

Lila 12ALA Reaction Mix 2 12ALA 600 pl
(12ALA Reaktionsgemisch)

Orange 12ASP Reaction Mix 3 12ASP 600 pl
(12ASP Reaktionsgemisch)

Rosa 12ARG Reaction Mix 4 12ARG 600 pl
(12ARG Reaktionsgemisch)

Griin 12CYS Reaction Mix 5 12CYS 600 pl
(12CYS Reaktionsgemisch)

Gelb 12SER Reaction Mix 6 12SER 600 pl
(12SER Reaktionsgemisch)

Grau 12VAL Reaction Mix 7 12VAL 600 pl
(12VAL Reaktionsgemisch)

Blau 13ASP Reaction Mix 8 13ASP 600 pl
(13ASP Reaktionsgemisch)
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

Katalognummer 874011

Anzahl Préparationen 24

Farbe Bezeichnung Rohrchenkennzeichnung Volumen

Beige KRAS Positive Control 9 PC 250 pl
(KRAS-Positivkontrolle)

Mintgrin Taq DNA Polymerase Taq 80 pl
(TagDNA-Polymerase)

Weif3 Water for NTC (Wasser fir NTC) NTC 1,9 ml

Weif} Water for Sample Dilution Dil. 1,9 ml

(Wasser zur Verdiinnung der Probe)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit — Gebrauchsanweisung (Deutsch)
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Zusétzlich benstigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einmalhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen sind den entsprechenden
Sicherheitsdatenblattern (SDB) zu entnehmen. Diese sind online als praktisches und kompaktes
PDF unter www.giagen.com/safety verfiigbar, wo Sie die Sicherheitsdatenbldtter fir jedes

QIAGENK:it und jede Kit-Komponente finden, einsehen und ausdrucken kénnen.

Stellen Sie sicher, dass die Gerate gemaf3 den Herstellerempfehlungen geprift und kalibriert

wurden.

e 0,1 ml Strip Tubes and Caps, zur Verwendung mit einem 72-Well Rotor (QIAGEN, Kat.-
Nr. 981103 oder 981106)

¢ Ein neues Skalpell, eine Rasierklinge oder ein &hnliches Instrument mit scharfer Klinge

* Nukleasefreie Mikrozentrifugenrshrchen zum Ansetzen von Master-Mixen

« Sterile Pipettenspitzen mit Aerosolschutz

¢ Permanentmarker

* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerét mit Fluoreszenzkandlen fir Cycling Green und
Cycling Yellow (zum Nachweis von FAM bzw. HEX)

* Rotor-Gene Q-Software, Version 2.3.5 oder hdher, mit installiertem KRAS Assay Package

Version 3.0.3 zur automatisierten Mutationserkennung

Hinweis: Die Rotor-Gene Q-Software kann ohne das KRAS Assay Package zur manuellen
Mutationserkennung verwendet werden. Siehe ,Anhang 1: therascreen KRAS RGQ PCR
Kit - Handbuch zum Protokoll” auf Seite 149.

o ladeblock fir 72 x 0,1- ml- Réhrchen, Aluminiumblock fir die manuelle

Reaktionsvorbereitung (QIAGEN, Kat.- Nr. 9018901)
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 Spezielle Pipetten (einstellbar) fir die Probenvorbereitung
« Spezielle Pipetten (einstellbar) fir die Vorbereitung des PCR-Master-Mix
o Spezielle Pipetten (einstellbar) zur Dosierung von Template-DNA

* Thermomixer, beheizter Orbitalschittelinkubator, Heizblock oder Wasserbad, das eine
Inkubation bei 56 °C, 70 °C und 90 °C erméglicht

* Tischzentrifuge mit Rotor fir 1,5-ml-R8hrchen
e Tisch-Vortexer

* QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Kat.-Nr. Nr. 60404; siehe ,DNA-Extraktion
aus CRC-Proben” auf Seite 24 und , DNA-Extraktion aus NSCLC-Proben” auf Seite 25.

° Xylen
° Ethanol (96-100 %)”

*Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon
enthdlt.
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Warnungen und Vorsichtsmaf3nahmen

In-vitro-Diagnostikum
Zur Verwendung mit dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gerat

Zur Verwendung mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einmalhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen sind den entsprechenden
Sicherheitsdatenbléattern (SDB) zu entnehmen. Diese sind online als praktisches und kompaktes
PDF unter www.qiagen.com/safety verfigbar, wo Sie die Sicherheitsdatenbldtter fiir jedes

QIAGENKit und jede KitKomponente finden, einsehen und ausdrucken kénnen.

Allgemeine Vorsichtsmaf3nahmen
Bei der Verwendung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit sollten Sie stets Folgendes beachten:

e Der Test ist fur formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben vorgesehen.

* Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell geféhrlich. Die Proben sind

potenziell infektids und missen als biologische Gefahrstoffe behandelt werden.

e Proben- und Assay-Abfdlle sind gem&B den ortlichen Sicherheitsbestimmungen zu

entsorgen.
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* Die Reagenzien fir das therascreen KRAS RGQ PCR Kit sind bereits optimal verdinnt. Die
Reagenzien dirfen nicht weiter verdinnt werden, da dies die Leistung beeintrdchtigen
kénnte. Verwenden Sie keine Reaktionsvolumina (Reaktionsgemisch plus Probe) von

weniger als 25 pl.

¢ Alle Reagenzien im therascreen KRAS RGQ PCR Kit sind speziell fir die Verwendung mit

den im Kit enthaltenen Tests formuliert.

e Alle im therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich zur
Verwendung mit den anderen im therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien
vorgesehen. Ersetzen Sie die Reagenzien im therascreen KRAS RGQ PCR Kit nicht durch

andere, da dies die Leistungsféhigkeit beeintrachtigen kénnte.

 Verwenden Sie ausschlieBlich die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Rohrchen), die im therascreen
KRAS RGQ PCR Kit Kit enthalten ist. Ersetzen Sie diese nicht durch Tag-DNA-Polymerase
aus anderen Kits desselben oder eines anderen Typs oder durch Tag-DNA-Polymerase

eines anderen Anbieters.
* Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten diirfen nicht verwendet werden.

e Um Markierungsergebnisse bei den Kontrollen und Proben zu minimieren, sollten die
Anweisungen in der therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung strikt befolgt

werden, einschlieBlich, aber nicht beschrankt auf:

© Ein korrektes Mischen der Reagenzien ist erforderlich und muss wéhrend der

Assayeinrichtung bei jedem Mischschritt sichergestellt werden.

© Die Positionierung des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instruments hat gemaf3 den

Installationsverfahren und Standortanforderungen zu erfolgen.

Hinweis: Gehen Sie mit duBerster Vorsicht vor, um eine Kontamination der Reagenzien fir die
Kontroll- und Reaktionsmischung mit den im Positivkontrollreagenz enthaltenen synthetischen

Stoffen zu vermeiden.
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Hinweis: Verwenden Sie fir die Vorbereitung der Reaktionsgemische und die Zugabe der

Positivkontrollreagenzien jeweils eigene, speziell dafir vorgesehene Pipetten.

Hinweis: Fihren Sie die Vorbereitung und die Dosierung der Reaktionsgemische in einem
Bereich durch, der von dem fir die Zugabe der Positivkontrolle verwendeten Bereich getrennt

ist.
Hinweis: Offnen Sie das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdt erst, wenn der Lauf beendet ist.
Hinweis: Offnen Sie die Rotor-Gene Q-Rhrchen nach Beendigung des Laufs nicht.

Hinweis: Es ist Vorsicht geboten, um eine korrekte Untersuchung der Proben zu gewdhrleisten,
wobei besonders auf falsche Angaben zu den Proben, Fehler beim Einlegen der Proben und

Fehler beim Pipettieren zu achten ist.

Fir die Komponenten des therascreen KRAS RGQ PCR Kit gelten die folgenden Gefahren- und

Sicherheitshinweise.

Enthalt: ethoxyliertes Nonylphenol. Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger

Tag-DNA-Polymerase ) ; o ) ;
Wirkung. Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/

Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Inhalt/Behélter bei einem zugelassenen

Abfallentsorgungsdienst entsorgen.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versandt und muss bei Erhalt
gefroren sein. Sollte eine Komponente des therascreen KRAS RGQ PCR Kit bei Erhalt nicht
gefroren sein, sollte die AuBenverpackung wéhrend des Transports gedffnet worden sein,
sollte die Sendung keinen Lieferschein oder die Reagenzien enthalten oder sollten Sie ein
gedrucktes Handbuch bendtigen, wenden Sie sich bitte an eine der technischen
Kundendienstabteilungen von QIAGEN oder an einen lokalen Vertriebspartner (siehe

Rickseite oder besuchen Sie www.qgiagen.com).

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach Erhalt bei -30 bis -15 °C in einem
Gefrierschrank mit konstanter Temperatur gelagert und vor Licht geschitzt werden. Wie bei
allen fluoreszenzmarkierten Molekilen missen auch die Scorpions vor Licht geschitzt werden,

um eine Photobleichung und einen Leistungsverlust zu vermeiden.

Bei Lagerung unter den empfohlenen Lagerbedingungen in der Originalverpackung ist das
therascreen KRAS RGQ PCR Kit bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar. Wiederholtes
Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden. é Einfrier-/Auftauzyklen dirfen nicht Gberschritten

werden.
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Entnahme, Vorbereitung und Lagerung von
Spezimen

Hinweis: Alle Proben sind als potenziell infektidses Material zu behandeln.

Das Probenmaterial muss humane genomische DNA sein, die aus FFPE-Gewebe extrahiert
wurde. Zur Sicherstellung der Spezimenqualitét missen die Spezimen gemdf3 Pathologie-

Standardverfahren transportiert werden.

Tumorproben sind heterogen und die Daten einer einzelnen Tumorprobe stimmen
moglicherweise nicht mit denen anderer Schnitte desselben Tumors Gberein. Tumorproben
kénnen zudem Nicht-Tumorgewebe enthalten. Es ist nicht zu erwarten, dass die DNA aus
Nicht-Tumorgewebe Mutationen enthdlt, die mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit

nachgewiesen werden kénnen.

Vorbereitung von Gewebeproben fiir die DNA-Extraktion aus CRC-
Gewebe

o Fixieren Sie die Gewebeproben unter Verwendung von Standardmaterialien und
-methoden in 10 % neutralgepuffertem Formalin (Neutral Buffered Formalin, NBF) und
betten Sie die Gewebeproben in Paraffin ein. Schneiden Sie mit einem Mikrotom 5-pm-
Serienschnitte von einem Paraffinblock ab und ziehen Sie diese auf einen Obijekttréger aus
Glas auf.

e Eine qualifizierte Fachkraft (z. B. ein Pathologe) muss einen mit Hamatoxylin und Eosin
(H&E) gefdrbten Schnitt hinsichtlich des Tumoranteils und zur Bestimmung der Fléche
beurteilen. Kennzeichnen Sie den gefdrbten Objekitréger, um Tumorgewebe von
normalem Gewebe zu unterscheiden. Verwenden Sie fir die DNA- Extraktion

Serienschnitte.
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e Verwenden Sie Schnitte mit einem Tumoranteil von mehr als 20 % der Flache fir die

Verarbeitung ohne Makrodissektion.

 Bei Schnitten, bei denen der Tumoranteil flachenmaBig < 20 % betragt, fihren Sie eine
Makrodissektion an einem oder mehreren Schnitten durch. Entfernen Sie das nicht-

tumordse Gewebe.

* Bei Schnitten mit einer Flache von weniger als 4 mm?2 sollten Sie 2 oder mehr Schnitte
untersuchen, um die gesamte Tumorflache auf mindestens 4 mm2 zu erhshen (gilt sowohl
fir Proben mit als auch ohne Makrodissektion). Falls eine Makrodissektion durchgefihrt

wurde, entsorgen Sie das nichttumordse Gewebe.

Entfernen Sie iberschissiges Paraffin mit einem neuen Skalpell, einer Rasierklinge oder

einem Ghnlichen Instrument mit scharfer Klinge vom Gewebe.

Hinweis: Falls eine Makrodissektion durchgefihrt wurde, verwenden Sie ein trockenes
Skalpell, eine Rasierklinge oder ein &hnliches Instrument mit scharfer Klinge. Dieser Schritt

darf nicht in einer Sicherheitswerkbank oder einem Abzug durchgefihrt werden.

Kratzen Sie das Tumorgewebe von den Schnitten in beschriftete Mikrozentrifugenréhrchen
ab, wobei Sie fir jede Probe ein neues Skalpell, eine neue Rasierklinge oder ein ghnliches

Instrument mit scharfer Klinge verwenden.

Kennzeichnen, handhaben und lagern Sie Tumorproben, Blécke, Objekitrager, Proben
und Mikrozentrifugenrdhrchen auf kontrollierte Weise, sodass sie fir die Extraktion bereit

sind.

Vorbereitung von Gewebeproben fiir die DNA-Extraktion aus NSCLC-
Gewebe

* Fixieren Sie die Gewebespezimen unter Verwendung von Standardmaterialien und
-methoden in 10 % neutral gepuffertem Formalin und betten Sie die Gewebespezimen in

Paraffin ein. Schneiden Sie mit einem Mikrotom 5-pm- Serienschnitte von einem
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Paraffinblock ab und ziehen Sie diese auf einen Objekttrager aus Glas auf.

* Beauftragen Sie eine qualifizierte Fachkraft (z. B. einen Pathologen) mit der Beurteilung
eines mit Hdmatoxylin und Eosin (H&E) gefarbten Schnitts zur Bestimmung des Tumoranteils
und der Tumorflache. Kennzeichnen Sie den geféarbten Objekitréger, um Tumorgewebe
von normalem Gewebe zu untferscheiden. Verwenden Sie fir die DNA- Extraktion

Serienschnitte.

e Entfernen Sie iberschissiges Paraffin mit einem neuen Skalpell, einer Rasierklinge oder

einem dhnlichen Instrument mit scharfer Klinge vom Gewebe.

Hinweis: Verwenden Sie ein trockenes Skalpell, eine Rasierklinge oder ein &hnliches
Instrument mit scharfer Klinge. Dieser Schritt darf nicht in einer Sicherheitswerkbank oder

einem Abzug durchgefihrt werden.

¢ Kratzen Sie das Tumorgewebe von den Schnitten in beschriftete Mikrozentrifugenréhrchen
ab, wobei Sie fir jede Probe ein neues Skalpell, eine neue Rasierklinge oder ein Ghnliches

Instrument mit scharfer Klinge verwenden.

 Kennzeichnen, handhaben und lagern Sie Tumorproben, Blocke, Obijekitrager, Proben
und Mikrozentrifugenrdhrchen auf kontrollierte Weise, sodass sie fir die Extraktion bereit

sind.

Lagerung der Spezimen

Lagern Sie CRC-FFPE-Blécke und Obijekttrager bei Raumtemperatur. Objekttrager kdnnen vor

der DNA-Extraktion bis zu 4 Wochen lang bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert werden.

lagern Sie NSCLC- FFPE-Blocke und - Objekttrager im Dunkeln bei Raumtemperatur.
Objekttrager mit Gewebeproben aus NSCLC-Resektionen und Nadelbiopsien kdnnen vor der
DNA- Extraktion bis zu 70 Wochen lang bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
Objekttrager mit Feinnadelpunktaten von NSCLC kénnen vor der DNA-Extraktion bis zu

56 Wochen lang bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
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Genom-DNA kann nach der Extraktion 1 Woche lang bei 2-8 °C gelagert werden;
anschlieBend kann sie bis zu 8 Wochen vor der Verwendung bei -25 bis —15 °C gelagert

werden.
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Protokoll: DNA-Extraktion

DNA-Extraktion aus CRC-Proben

Verwenden Sie das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Kat.- Nr. 60404) unter
Bericksichtigung der nachstehend beschriebenen Anpassungen des Protokolls  zur
Aufreinigung genomischer DNA aus Proben, die aus FFPE-Proben von Kolorektalkarzinomen

gewonnen wurden.

Hinweis: Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde unter Verwendung von DNA validiert,
die mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit exirahiert wurde. Verwenden Sie keine
anderen Produkte zur DNA-Extraktion. Verwenden Sie kein anderes Produkt zur DNA-

Extraktion.

Fihren Sie die DNA-Extraktion gemé&f3 den Anweisungen im Handbuch zum QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit durch und beachten Sie dabei Folgendes:

¢ Informationen zur Vorbereitung der Proben vor der DNA-Extraktion finden Sie im
Handbuch zum QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.
 Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit darf ausschlieBlich manuell verwendet werden.

¢ Verwenden Sie zur Entparaffinierung ausschlieBlich das Xylol/Ethanol-Verfahren, wie es im
Handbuch zum QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit beschrieben ist.

« Verwenden Sie fir alle erforderlichen Schritte Ethanol in Molekularbiologie-Qualitét.”

* Verwenden Sie pro Extraktion 1 Schnitt von 5 pm (es sei denn, der Schnitt weist einen

Tumeuranteil von < 20 % auf oder hat eine Fléche von < 4 mmZ2; siehe ,Vorbereitung von

*Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe wie z. B. Methanol oder Methylethylketon
enthalt.
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Gewebeproben fir die DNA-Extraktion aus CRC-Gewebe” auf Seite 20 fir weitere

Einzelheiten).

« Die Proteinase-K-Verdauung (wie im Handbuch zum QIAamp DSP DNA FFPE Tissve Kit

beschrieben) muss 1 Stunde lang durchgefihrt werden.

* Die Proben miissen mit 200 pl Elutionspuffer (Puffer ATE) aus dem QIAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit eluiert werden.

Hinweis: Lagern Sie die genomische DNA nach der Extraktion eine Woche lang bei
2-8 °C und anschlieBend bis zu acht Wochen lang bei =25 bis =15 °C, bevor Sie sie

verwenden.

DNA-Extraktion aus NSCLC-Proben

Verwenden Sie das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Kat.- Nr. 60404) unter
Bericksichtigung der nachstehend beschriebenen  Anpassungen des Protokolls  zur

Aufreinigung genomischer DNA aus Proben, die aus FFPE-NSCLC-Proben gewonnen wurden.

Hinweis: Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde unter Verwendung von DNA validiert,
die mit dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit exirahiert wurde. Verwenden Sie keine
anderen Produkte zur DNA-Extraktion. Verwenden Sie kein anderes Produkt zur DNA-

Extraktion.

Fihren Sie die DNA-Extraktion gemaf3 den Anweisungen im Handbuch zum QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit durch und beachten Sie dabei Folgendes:

 Verwenden Sie zur Entparaffinierung ausschlieBlich das Xylol/Ethanol-Verfahren, wie im
Handbuch zum QIAamp DSP DNA FFPE Tissue beschrieben.

* Verwenden Sie fir alle erforderlichen Schritte Ethanol in Molekularbiologie-Qualitét. *

 Verwenden Sie pro Exiraktion einen Schnitt von 2 x 5 pm.
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Das QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit darf ausschlief3lich manuell verwendet werden.
Die Proteinase-K-Verdauung (wie im Handbuch zum QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

beschrieben) muss 1 Stunde lang durchgefihrt werden.

Geben Sie 60 pl Elutionspuffer (ATE) aus dem QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit hinzu und

lassen Sie die Probe 2,5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Zentrifugieren Sie die Proben anschlieBend 1 Minute bei voller Drehzahl.

Geben Sie weitere 60 pl Elutionspuffer (ATE) aus dem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

hinzu und lassen Sie die Mischung 2,5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Zentrifugieren Sie die Proben anschlieBend 1 Minute bei voller Drehzahl.

Hinweis: Lagern Sie die genomische DNA nach der Extraktion eine Woche lang bei
2-8 °C und anschlieBend bis zu acht Wochen lang bei —25 bis =15 °C, bevor Sie sie

verwenden.
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Protokoll: Bewertung von DNA-Proben

Dieses Protokoll dient zur Bestimmung der gesamten amplifizierbaren DNA in Proben unter
Verwendung des therascreen KRAS QC Llocked Template (KRAS Assay Package) fir die

automatisierte Probenauswertung.

Hinweis : Informationen zur manuellen Probenbewertung finden Sie unter ,Anhang 1:
therascreen KRAS RGQ PCR Kit — Handbuch zum Protokoll” auf Seite 149.

Wichtige Hinweise vor Beginn

Hinweis: Die Auswertung von DNA-Proben dient nicht zum Nachweis von PCR-Inhibitoren, da
im Rahmen der Kontrollreaktion lediglich die gesamte amplifizierbare DNA in einer Probe

ausgewertet wird.

Hinweis : Es st wichtig, fir diese Untersuchung das unten beschriebene
Kontrollreaktionsgemisch zu verwenden und nicht die Spektralphotometrie oder andere
alternative Methoden. Stark zersetzte DNA kann u. U. nicht amplifiziert werden, obwohl die

Primer kurze DNA-Fragmente erzeugen.

e Mit dem bereitgestellten Kontrollreaktionsgemisch (Réhrchen CTRL) kénnen bis zu

24 Proben ausgewertet werden.

 Verwenden Sie das CTRL, um die DNA vor der Untersuchung mit dem Assay zur Erkennung

von Mutationen zu bewerten.

e Um die Reagenzien des therascreen therascreen KRAS RGQ PCR Kit effizient zu nutzen,
sollten Sie die DNA-Proben nach Méglichkeit biindeln, um vollstandige Testdurchléufe zu
erzielen. Die Untersuchung einzelner Proben oder kleinerer Probenmengen verbraucht
mehr Reagenzien und verringert die Gesamtzahl der Proben, die mit einem einzigen

therascreen therascreen KRAS RGQ PCR Kit untersucht werden kénnen.
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Die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Rhrchen) sowie alle Mischungen, die Tag-DNA-Polymerase
enthalten, dirfen nicht mit einem Vortex- Mischer vermischt werden, da dies zur

Inaktivierung des Enzyms fGhren kann.

Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase, indem Sie die Pipettenspitze vorsichtig direkt
unter die Flussigkeitsoberfldche halten, um zu vermeiden, dass die Spitze mit

Uberschissigem Enzym benetzt wird.

Um Fehlermeldungen bei den Kontrollen zu minimieren, ist die strikte Einhaltung der
therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung hinsichtlich der korrekten Mischung
der Reagenzien erforderlich; dies muss bei jedem Mischschritt wahrend der Vorbereitung

der Assays sichergestellt werden.

Vorbereitende Schritte

28

Stellen Sie sicher, dass die Software des Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package,
die der jeweiligen Rotor- Gene- Softwareversion entspricht, vor der erstmalsigen
Verwendung des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdts installiert ist (siehe Appendix 2 B:
Installation of the Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package).

Vor jeder Verwendung missen alle Reagenzien mindestens 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur (15-25 °C) vollsténdig aufgetaut, durch 10-maliges Umdrehen gemischt
und kurz zentrifugiert werden, um den Inhalt am Boden des Réhrchens zu sammeln. Bei der
Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien geachtet

werden.
Stellen Sie sicher, dass die Proben vor der Verwendung vollsténdig aufgetaut sind.

Stellen Sie sicher, dass die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Réhrchen) vor jedem Gebrauch
Raumtemperatur (15-25 °C) erreicht hat. Zentrifugieren Sie das Réhrchen kurz, damit sich

das Enzym am Boden des Réhrchens sammelt.
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Verfahren

1.

Lassen Sie das Kontrollreaktionsgemisch (Rohrchen CTRL), das nukleasefreie Wasser fir
die No-Template-Kontrolle (NTC) und die KRAS-Positivkontrolle (PC) mindestens 1 Stunde

lang bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollstandig auftauen.

Die Zeiten fir das Auftauen der Reagenzien, die Vorbereitung der PCR und die Lagerung

vor Beginn des Laufs sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2. Zeiten fiir Auftauen und PCR-Konfiguration sowie Lagertemperaturen

Auftauzeit
Lagerungstemperatur* nach der  Maximale PCR-Vor-
Minimum Maximum PCR-Vorbereitung bereitungs- und Lagerzeit
1 Stunde 4,5 Stunden Raumtemperatur 7 Stunden
15-25°C
1 Stunde 4,5 Stunden 2-8°C 18 Stunden

* Der Begriff ,Lagerung” bezieht sich auf den Zeitraum vom Abschluss der PCR-Konfiguration bis zum Start des
PCR-Laufs auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument.

Hinweis: Die PCR-Vorbereitung ist bei Raumtemperatur durchzufihren.

Hinweis : Bringen Sie die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Rdhrchen) gleichzeitig mit den
anderen Reagenzien auf Raumtemperatur (15-25 °C) (siehe ,Lagerung und Handhabung
der Reagenzien” auf Seite 19). Zentrifugieren Sie das Réhrchen kurz, damit sich das

Enzym am Boden des Réhrchens sammelt.

Mischen Sie die aufgetauten Reagenzien durch 10-maliges Umdrehen jedes Réhrchens,
um lokale Salzkonzentrationen zu vermeiden, und zentrifugieren Sie anschlieBend kurz,
um den Inhalt am Boden des Rohrchens zu sammeln. Die Proben sollten zudem durch 10-
maliges Umdrehen gemischt und anschlieBend kurz zentrifugiert werden, um den Inhalt

am Boden des Probenréhrchens zu sammeln.
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Hinweis: Die Tag-DNA-Polymerase (Tag) oder Mischungen, die Taq enthalten, dirfen
nicht mit einem Vortex-Mischer vermischt werden, da dies zur Inaktivierung des Enzyms

fihren kann.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.

Bereiten Sie ausreichende Mengen an Master-Mixes (Kontrollreaktionsgemisch [CTRL] plus
Tag-DNA-Polymerase [Taq]) gemaf den unten angegebenen Volumina in fir Tabelle 3

Folgendes vor:

alle DNA-Proben
1 Reaktion mit KRAS-Positivkontrolle (Positive Control, PC)

1 Reaktion mit nukleasefreiem Wasser als Kontrolle ohne Template (No Template
Control, NTC)

« 1 zusatzliche Probe, um einen ausreichenden Uberschuss fir die PCR-Vorbereitung zu

gewdbhrleisten

Der Kontrollassay-Master-Mix enthélt mit Ausnahme der Probe alle Komponenten, die fir
die PCR bendtigt werden.

Tabelle 3. Vorbereitung des Master-Mix fiir den Kontroll-Assay

Komponente Volumen

Kontrollreaktionsgemisch (Control Reaction Mix, CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*

Tag-DNA-Polymerase (Taq) 0,24 plx (n+1)*
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Komponente Volumen

Gesamtvolumen 20 pl/Reaktion

* n = Anzahl der Reaktionen (Proben und Kontrollen).

Setzen Sie ausreichend Master-Mix fir eine zusdtzliche Probe (n+1) an, damit bei der PCR-Konfiguration
ausreichend Material zur Verfigung steht. Der Wert n darf 24 (plus Kontrollen) nicht Gberschreiten, da 24 die

maximale Anzahl von Proben ist, die in einem Lauf verarbeitet werden kann.

Hinweis: Bei der Vorbereitung des Master-Mix wird zundchst das erforderliche Volumen
des Kontrollreaktionsgemischs (CTRL) in das entsprechende Réhrchen gegeben, und die

Tag-DNA-Polymerase (Taqg) wird zuletzt hinzugefigt.

Hinweis: Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase, indem Sie die Pipettenspitze vorsichtig
direkt unter die Flissigkeitsoberflache halten, um zu vermeiden, dass die Spitze mit

Uberschissigem Enzym benetzt wird.

4. Platzieren Sie die entsprechende Anzahl an PCR-4-Streifen-Rdhrchen (jeder Streifen enthélt
4 Réhrchen) gem&B der Anordnung in Tabelle 4 in den Ladeblock. VerschlieBen Sie die

Réhrchen nicht.

Hinweis: Lassen Sie die Verschlusskappen bis zur Verwendung im Plastikbehdlter.

Tabelle 4. Laufanordnung im Ladeblock fir die DNA-Probenbestimmung

Assay

Kontrolle 1(PC) 9 17 25 - - - - -
Kontrolle 2 (NTC) 10 18 26 - - - - _
Kontrolle 3 11 19 - - - - - -
Kontrolle 4 12 20 - - - - - -
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Assay

Kontrolle 5 13 21 - - - - - -
Kontrolle 6 14 22 - - - - - -
Kontrolle 7 15 23 - - - - - -
Kontrolle 8 16 24 - - - - - -

* Die Zahlen stehen fiir die Position im Ladeblock und geben die endgiiltige Rotorposition an.

Stellen Sie eine Pipette auf ein Volumen ein, das kleiner ist als das Gesamtvolumen des
Reaktions-Master-Mix, und mischen Sie den Master-Mix grindlich durch 10-maliges Auf-
und Abpipettieren.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.
Geben Sie unverziiglich 20 pl Master-Mix in jedes PCR-Streifenrohrchen.

Hinweis: Siehe Tabelle 4 fir die Rohrchenanordnung. Zur Auswertung der DNA-Proben
sollte der Kontroll-Assay-Master-Mix in ein PC-Rhrchen, ein NTC-Rohrchen sowie jeweils

ein Rohrchen fir jede DNA-Probe gegeben werden.

Geben Sie unverziglich 5 pl nukleasefreies Wasser fir die No-Template-Kontrolle (NTC)
in das NTC-Rohrchen (Réhrchenposition 2) und verschliefien Sie das Réhrchen.

Geben Sie jeweils 5 pl jeder DNA-Probe in die Probenrdhrchen (Réhrchenpositionen
3-26) und verschlieBBen Sie die Réhrchen.

Geben Sie 5 pl der KRAS-Positivkontrolle (PC) in das PC-Réhrchen (Réhrchenposition 1)

und verschlieBBen Sie das Réhrchen.

Hinweis: Jedes Rohrchen sollte ein Gesamireaktionsvolumen von 25 pl enthalten (20 pl
des in Tabelle 3 hergestellten Master-Mixes sowie 5 pl NTC/Probe/PC).
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Markieren Sie mit einem Permanentmarker die Deckel der ersten Réhrchen an den
Positionen mit den niedrigsten Nummern in jedem PCR-4er-Streifen (z. B. Positionen 1, 5
und 9 usw.), um die Ausrichtung fir das Einsetzen der Réhrchen in den 72-Well Rotor des
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerats zu kennzeichnen.

Schwenken Sie die verschlossenen Réhrchen 4 Mal um, um Probe und Reaktionsgemisch

zu mischen.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.

Setzen Sie alle PCR-4-Streifenrohrchen entsprechend dem Lauflayout (Tabelle 4) unter
Verwendung der Markierungen zur Ausrichtung in die entsprechenden Positionen des
72-Well Rotors ein.

Hinweis: Ist der Rotor nicht vollsténdig belegt, missen alle ungenutzten Positionen auf dem
Rotor mit einem verschlossenen, leeren Rohrchen aufgefillt werden. Dadurch wird
sichergestellt, dass der thermische Wirkungsgrad des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-
Gerdts erhalten bleibt.

Setzen Sie den 72-Well Rotor in das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdét ein. Stellen Sie
sicher, dass der SchlieBring (im Lieferumfang des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdts

enthalten) auf den Rotor aufgesetzt wird, um die Réhrchen wahrend des Laufs zu sichern.

Doppelklicken Sie auf das Symbol therascreen KRAS Locked Template auf dem Desktop
des Laptops, der an das Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM-Gerdt angeschlossen ist
(Abbildung 1), um die Rotor-Gene Q-Software zu starten.
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34

Abbildung 1. Das Symbol , therascreen KRAS QC Locked Template”.

StandardméBig wird die Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) angezeigt (Abbildung 2).
Stellen Sie sicher, dass der SchlieBring ordnungsgemaf3 angebracht ist, und setzen Sie ein
Hakchen im Kontrollkastchen Locking Ring Attached (Schliefiring angebracht). Schliefien
Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gerdits.
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Abbildung 2. Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) mit dem Kontrollkdstchen ,Locking Ring Attached”
(SchlieBring angebracht). 1 = Registerkarte ,Setup” (Konfiguration), 2 = Kontrollk&stchen , Locking Ring
Attached” (Schlieiring angebracht).

ein.

Name (Probenname) ein und driicken Sie die Return (Eingabetaste).

Geben Sie die Lauf-ID gemaB Ihrer lokalen Namenskonvention in das Feld Run ID (LaufID)

Geben Sie den Probennamen geméB Ihrer lokalen Namenskonvention in das Feld Sample

Dadurch wird der Probenname zur Probenliste darunter hinzugefiigt und der Probe eine
Sample ID (Proben-ID) (1, 2, 3 usw.) zugewiesen. Zudem wird das Feld Layout of the

pipetting adapter (Layout des Pipettieradapters) auf der rechten Seite aktualisiert und
enthdlt nun den Probennamen (Abbildung 3).
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Alternativ kénnen Probennamen, die im *.smp-Format (Rotor-Gene Q-Probendatei) oder
im *.csv-Format (durch Kommas getrennte Werte) gespeichert sind, Gber die Schaltflache
Import Samples (Proben importieren) importiert werden. Dabei werden die Probennamen

automatisch eingetragen.

Hinweis: Uberpriifen Sie im Feld Layout of the pipetting adapter, ob der hinzugefigte
Probenname durch eine Farbanderung hervorgehoben wurde und ob sich der

Probenname an der Probenposition (Abbildung 3) befindet.

Hinweis: Probennamen mit mehr als 8 Zeichen werden im Feld Layout of the pipetting

adapter maglicherweise nicht vollstandig angezeigt.

Abbildung 3. Eingabe von ,Run ID” (Lauf-ID) und ,Sample Name” (Probenname). 1 = Dialogfeld ,Run ID”,
2 = Schaltflache ,Import Sample”, 3 = Dialogfeld ,Sample Name”, 4 = Sample List, 5 = Feld ,Layout of the
pipetting adapter”.

Wiederholen Sie Schritt 16, um die Namen aller weiteren Proben einzugeben
(Abbildung 4).

Hinweis: Um einen Probennamen zu bearbeiten, klicken Sie in der Probenliste auf Sample

Name; die ausgewdhlte Probe wird dann im Feld Sample Name angezeigt. Bearbeiten

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026



Sie den Probennamen entsprechend Ihrer lokalen Namenskonvention und driicken Sie die

Return, um den Namen zu aktualisieren.
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Abbildung 4. Eingabe weiterer Probennamen in das Feld ,Sample Name”. * 1 = Schaltfléche ,Import Sample”,

2 = Dialogfeld ,Sample Name” und Probenliste, 3 = Feld ,Layout of the pipetting adapter” mit zusétzlichem
Probennamen.

19. Nachdem alle Probennamen eingegeben wurden, iberprifen Sie, dass diese korrekt
sind. Geben Sie bei Bedarf weitere Informationen in das Feld Notes (Anmerkungen) ein
und klicken Sie anschlieBend auf Start Run (Lauf starten) (Abbildung 5).

Hinweis : Sollte eine Rotorposition ungenutzt sein, erscheint eine Warnmeldung
(Abbildung 5 und Abbildung 6), um den Benutzer daran zu erinnern, dass alle

ungenutzten Positionen auf dem Rotor mit einem verschlossenen, leeren Rohrchen besetzt
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werden missen. Stellen Sie sicher, dass alle nicht verwendeten Rotorpositionen mit einem

verschlossenen, leeren Réhrchen belegt sind, und klicken Sie auf OK, um fortzufahren.
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Abbildung 5. Feld ,Notes”, ,Start Run” und Warnung vor ungenutzten Rotorpositionen.
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Rotor-Gene Q Series Software

Do you wish to continue?

e

\i‘) ‘Waming - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all urnused positions with empty tubes.

)

Abbildung 6. Warnung iiber unbesetzte Rotorpositionen.

20. Es erscheint ein Dialogfenster ,Save As” (Speichern unter). Wéhlen Sie einen geeigneten

Dateinamen aus, und speichern Sie den PCR-Lauf als

* rex-Laufdatei am ausgewdihlten

Speicherort. Klicken Sie auf Save (Speichern) (Abbildung 7).

pezion 114
[ona Saver [ Oeskiop =] = @@
My Documents
i My Computer
Samgie 8
i MyRecent iy Network Places
Ciocuments
| Sample Mame —
T Samgle 1 {j
2 Samgle 2
3 sms .
4 Sample 4 ; ;
5 Sarple 5 ———————
6 Samgle &
7 Sm? My Documents
8 Sample &
My Computes
My Network | Fie rame: |DMA S ample Assessment

Sarve 3 type: Fiun File [".rex)

< |4
[
Tw

Posiionct

Cameda

Abbildung 7. Speichern der Laufdatei. 1 = Fenster ,Save As”, 2 = Dateiname und Dateityp *.rex, 3 = ,Save”.
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Der PCR-Lauf wird gestartet.

Hinweis : Sobald der Lauf beginnt, &ffnet sich automatisch die Registerkarte ,Run

Progress” (Lauffortschritf) und zeigt den Temperaturverlauf sowie die verbleibende Laufzeit
an (Abbildung 8).

Abbildung 8. Registerkarte ,Run Progress” (Lauffortschritt).

Nach Abschluss des Laufs wird automatisch die Registerkarte ,Analysis” (Analyse)

gedffnet.

Hinweis: Sollte sich die Registerkarte Analysis (Analyse) nicht 6ffnen lassen, klicken Sie auf die
Registerkarte ,Analysis” (Abbildung 9).

Hinweis : Eine Erlauterung der Berechnungsmethode finden Sie in Interpretation der

Ergebnisse” auf Seite 69.
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Abbildung 9. Registerkarte , Analysis” und Darstellung der Ergebnisse. 1 = Registerkarte ,Analysis”, 2 = Tabelle mit
Qualitdtskontrollergebnissen fiir Proben.

Hinweis : Die Kontrollergebnisse werden in der Tabelle ,Sample QC Result”

(Qualitatskontrollergebnisse der Proben) (2 in Abbildung 9) wie folgt ausgewiesen.

* Run controls (Laufkontrollen) (PC und NTC, Réhrchenpositionen 1 bzw. 2): Ein giltiges
Ergebnis wird angezeigt, wenn die Ergebnisse innerhalb der zuldssigen Bereiche liegen.

Andernfalls wird ,Invalid” (Ungiiltig) angezeigt.

e Sample Control reaction C; >32.00 (Probenkontrollreaktion C1 > 32,00): Es wird ein
ungiltiges Ergebnis angezeigt. Die Menge an DNA ist nicht ausreichend fir die
Mutationsanalyse. Wiederholen Sie den Test der Probe. Sollte die DNA-Menge weiterhin
unzureichend sein, extrahieren Sie weiteres Tumorgewebe , sofern verfigbar (siehe

JInterpretation der Ergebnisse (manuell)” auf Seite 58).
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Protokoll: Nachweis von KRAS-Mutationen

Dieses Protokoll dient dem Nachweis von KRAS-Mutationen.

Wichtige Hinweise vor Beginn

42

Eine Probe kann mithilfe der KRAS-Mutations-Assays untersucht werden, sobald sie die

Probenbewertung bestanden hat.

Um das therascreen KRAS RGQ PCR Kit effizient nutzen zu kénnen, miissen die Proben in
Chargen zu je 7 Proben zusammengefasst werden (um den 72-Well Rotor zu filllen). Bei
kleineren Chargengréfen kdnnen mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit weniger Proben

untersucht werden.

Die Probe muss unter Verwendung aller im therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthaltenen

Reaktionsgemische untersucht werden.

Die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Rohrchen) sowie alle Mischungen, die Tag-DNA-Polymerase
enthalten, dirfen nicht mit einem Vortex- Mischer vermischt werden, da dies zur

Inaktivierung des Enzyms fishren kann.

Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase, indem Sie die Pipettenspitze vorsichtig direkt
unter die Flissigkeitsoberflache halten, um zu vermeiden, dass die Spitze mit

Uberschissigem Enzym benetzt wird.

Um mégliche Fehler bei den Kontrollen und Proben auf ein Minimum zu beschrénken, ist
die strikte Einhaltung der Anweisungen in der therascreen KRAS RGQ PCR Kit
Gebrauchsanweisung hinsichtlich der korrekten Mischung der Reagenzien erforderlich;
dies muss bei jedem Mischschritt wahrend der Vorbereitung der Assays sichergestellt

werden.

Stellen Sie sicher, dass vor dem ersten Gebrauch des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.-
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Gerdats die richtige Software fir das therascreen KRAS Assay Package installiert ist, die der

Softwareversion des Rotor-Gene Q entspricht.

Vorbereitende Schritte

e Vor jeder Verwendung missen alle Reagenzien mindestens 1 Stunde lang bei

Raumtemperatur (15-25 °C) vollstandig aufgetaut, durch 10-maliges Umdrehen gemischt

und kurz zentrifugiert werden, um den Inhalt am Boden des Réhrchens zu sammeln.

« Stellen Sie sicher, dass die Proben vor der Verwendung vollstéindig aufgetaut sind.

o Stellen Sie sicher, dass die Tag-DNA-Polymerase (Tag-Réhrchen) vor jedem Gebrauch

Raumtemperatur (15-25 °C) hat. Zentrifugieren Sie das Rdhrchen kurz, damit sich das
Enzym am Boden des Rohrchens sammelt. Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die

korrekte Mischung der Reagenzien geachtet werden.

Verfahren

1.

Lassen Sie alle Reaktionsmischungsréhrchen, das nukleasefreie Wasser fir die No-
Template-Kontrolle (NTC) sowie die KRAS-Positivkontrolle (PC) mindestens 1 Stunde lang
bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollsténdig auftauen.

Die Zeiten fir das Auftauen der Reagenzien, die Vorbereitung der PCR und die Lagerung

vor Beginn des Laufs sind in Tabelle 5 angegeben.
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Tabelle 5. Zeiten fiir Auftauen und PCR-Konfiguration sowie Lagertemperaturen

Auftauzeit
Lagerungstemperatur*
nach der PCR-Vor- Maximale PCR-Vor-
Minimum Maximum bereitung bereitungs- und Lagerzeit
1 Stunde 4,5 Stunden Raumtemperatur 7 Stunden
15-25°C
1 Stunde 4,5 Stunden 2-8°C 18 Stunden

* Der Begriff ,Lagerung” bezieht sich auf den Zeitraum vom Abschluss der PCR-Konfiguration bis zum Start des
PCR-Laufs auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument.

Hinweis : Die PCR-Vorbereitung ist bei Raumtemperatur durchzufihren. Der Begriff
,Lagerung” bezieht sich auf den Zeitraum zwischen dem Abschluss der PCR-Vorbereitung
und dem Start des PCR-Laufs auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdt.

Hinweis : Bringen Sie die Taq-DNA-Polymerase (Taqg-Rahrchen) gleichzeitig mit den
anderen Reagenzien auf Raumtemperatur (15-25 °C) (siehe ,Lagerung und Handhabung
der Reagenzien” auf Seite 19). Zentrifugieren Sie das Réhrchen kurz, damit sich das

Enzym am Boden des Réhrchens sammelt.

Sobald die Reagenzien aufgetaut sind, mischen Sie diese, indem Sie jedes Rdhrchen
zehnmal umdrehen, um lokale Salzkonzentrationen zu vermeiden, und zentrifugieren Sie
anschlieBend kurz, um den Inhalt am Boden des Réhrchens zu sammeln. Die Proben
sollten zudem durch 10-maliges Umdrehen gemischt und anschlieBend kurz zentrifugiert

werden, um den Inhalt am Boden des Probenrdhrchens zu sammeln.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026



3. Beschriften Sie 8 nukleasefreie Mikrozentrifugenrdhrchen (nicht im Lieferumfang enthalten)
entsprechend den jeweiligen Reaktionsgemischen, die in der nachstehenden Tabelle
aufgefihrt sind. Bereiten Sie fir die DNA-Proben ausreichend Master-Mix vor (Kontroll-
bzw. Mutationsreaktionsmix [Rohrchen CTRL, T2ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER,
12VAL oder 13ASP) sowie Tag-DNA-Polymerase [Taq] fir die DNA-Proben, eine KRAS-
Positivkontrolle (Réhrchen PC) und eine Nuklease-freies Wasser fir die No-Template-
Kontrolle (Rdhrchen NTC) geméf den in der Tabelle angegebenen Volumina vor. Planen
Sie Reagenzien fir 1 zusdtzliche Probe ein, damit bei der PCR-Einrichtung ausreichend

Material vorhanden ist.

Hinweis : Der Master-Mix enthélt alle fir die PCR erforderlichen Komponenten mit

Ausnahme der Probe.

Tabelle 6. Master-Mix und entsprechendes Volumen*

Assay und Reak-

tionsgemischrohrchen Volumen des Reaktionsgemisches ~ Volumen der Tag-DNA-Polymerase

Kontrolle (Réhrchen CTRL)

19,76 plx (n+1)

0,24 plx (n+1)

12ALA (Réhrchen 12ALA) 19,76 plx (n+1) 0,24 plx (n+1)
12ASP (Réhrchen 12ASP) 19,76 plx (n+1) 0,24 plx (n+1)
12ARG (Réhrchen 12ARG) 19,76 plx (n+1) 0,24 plx(n+1)

12CYS (Rdhrchen 12CYYS)

19,76 plx (n+1)

0,24 plx (n+1)

12SER (Réhrchen 12SER) 19,76 plx (n+ 1) 0,24 plx (n+1)
12VAL (Réhrchen 12VAL) 19,76 plx (n+ 1) 0,24 plx (n+1)
13ASP (Réhrchen 13ASP) 19,76 plx (n+ 1) 0,24 plx(n+1)

* n = Anzahl der Reaktionen (Proben plus Kontrollen).
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Assay und Reak-
tionsgemischrohrchen Volumen des Reaktionsgemisches ~ Volumen der Tag-DNA-Polymerase

Setzen Sie ausreichend Master-Mix fir 1 zusétzliche Probe (n + 1) an, damit bei der PCR-Einrichtung ausreichend
Material zur Verfigung steht. Der Wert n sollte 7 (zuziiglich der Kontrollen) nicht iiberschreiten, da 7 die maxi-

male Anzahl an Proben ist, die in einen Lauf aufgenommen werden kénnen.

Hinweis: Bei der Herstellung der Master-Mixe fir Assays wird zunachst das erforderliche
Volumen des Kontroll- oder Mutationsreaktionsmixes in das entsprechende Rohrchen

gegeben, und die Tag-DNA-Polymerase (Réhrchen Taq) wird zuletzt hinzugefigt.

Platzieren Sie die entsprechende Anzahl an PCR-4-Streifen-Réhrchen (jeder Streifen enthélt
4 Rahrchen) gemdf der Anordnung in Tabelle 7 in den Ladeblock. Die Zahlen stehen fir
die Positionen im Ladeblock und geben die endgiltige Rotorposition an. VerschlieBen Sie
die Réhrchen nicht.

Hinweis: Lassen Sie die Verschlusskappen bis zur Verwendung im Plastikbehélter.

Stellen Sie die Pipette auf ein Volumen ein, das geringer ist als das Gesamtvolumen des
Reaktionsgemischs, und mischen Sie die Master-Mixe grindlich, indem Sie die Pipette

zehnmal vollstandig an- und absaugen.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.

Zum Nachweis von KRAS-Mutationen sollten die Master-Mixe fir die Assays in jeweils 8
PC-R&hrchen, 8 NTC-Rhrchen und 8 Réhrchen fir jede DNA-Probe gegeben werden.

Geben Sie unverziglich 20 pl Master-Mix in jedes entsprechende PCR-Streifenrohrchen.

Hinweis : Informationen zur Anordnung der Roéhrchen beim Vorbereiten der
Reaktionsgemische finden Sie unter Tabelle 7. Zum Nachweis von KRAS-Mutationen
sollten die Master-Mixe in jeweils 8 PC-Réhrchen, 8 NTC-Réhrchen und 8 Rahrchen fir
jede DNA-Probe gegeben werden.
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Tabelle 7. Laufanordnung im Ladeblock fiir den Nachweis von KRAS-Mutationen

Assay PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

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

* Die Zahlen stehen fiir die Position im Ladeblock und geben die endgiiltige Rotorposition an.

7. Geben Sie unverziglich 5 pl nukleasefreies Wasser fir die No-Template-Kontrolle (NTC)
in die NTC-R&hrchen (Réhrchenpositionen 9-16) und verschlieBen Sie die Rdhrchen.

8. Geben Sie jeweils 5 pl jeder DNA-Probe in die Probenrdhrchen (Réhrchenpositionen

17-72) und verschlieflen Sie die Rdhrchen.

9. Geben Sie 5 pl der KRAS-Positivkontrolle (PC) in die PC-Rhrchen (Réhrchenpositionen
1-8) und verschlieBBen Sie die Réhrchen.

10. Markieren Sie mit einem Permanentmarker die Deckel der ersten Réhrchen an den

Positionen mit den niedrigsten Nummern in jedem PCR-4er-Streifen (z. B. Positionen 1, 5
und 9), um die Ausrichtung fir das Einsetzen der Rdhrchen in den 72-Well Rotor des
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerats zu kennzeichnen.
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11. Schwenken Sie die verschlossenen Réhrchen 4 Mal um, um Probe und Reaktionsgemisch

zu mischen.

Hinweis: Bei der Vorbereitung der Assays muss auf die korrekte Mischung der Reagenzien

geachtet werden.

12. Setzen Sie alle PCR-4-Streifen-Réhrchen entsprechend dem Lauflayout (Tabelle 7) unter
Verwendung der Markierungen zur Ausrichtung in die entsprechenden Positionen des 72-
Well Rotors ein.

Hinweis: In jedem PCR-Lauf kdnnen maximal 7 Proben untersucht werden. Wenn nicht alle
Positionen des Rotors belegt sind, missen alle unbesetzten Positionen im Rotor mit jeweils
einem verschlossenen, leeren Rhrchen bestickt werden. Dadurch wird sichergestellt,
dass der thermische Wirkungsgrad des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdts erhalten
bleibt.

13. Setzen Sie den 72-Well Rotor in das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerét ein. Stellen Sie
sicher, dass der SchlieBring (im Lieferumfang des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdts

enthalten) auf den Rotor aufgesetzt wird, um die Réhrchen wahrend des Laufs zu sichern.

14. Doppelklicken Sie auf das Symbol therascreen KRAS Locked Template auf dem Desktop
des Laptops, der an das Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM-Gerat angeschlossen ist
(Abbildung 10), um die Rotor-Gene Q-Software zu starten.

therascreen
KRAS

Locked
Template

Abbildung 10. Das therascreen KRAS Locked Template-Symbol.
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15. StandardméBig wird die Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) angezeigt (Abbildung 11).
Stellen Sie sicher, dass der Schliefiring ordnungsgemaf3 angebracht ist, und setzen Sie ein
Héikchen im Kontrollkéstchen Locking Ring Attached (SchlieBring angebracht]. SchlieBen
Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gerats.
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Abbildung 11. Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) mit dem Kontrollkdstchen ,Locking Ring Attached”
(SchlieBring angebracht). 1 = Registerkarte ,Setup” (Konfiguration), 2 = Kontrollk&stchen , Locking Ring
Attached” (Schlieiring angebracht).

16. Geben Sie die LaufID gemaf lhrer lokalen Namenskonvention in das Feld Run ID (Lauf-ID)

ein.

17. Geben Sie den Probennamen gemaf Ihrer lokalen Namenskonvention in das Feld Sample

Name (Probenname) ein und driicken Sie die Return (Eingabetaste).
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Dadurch wird der Probenname zur Probenliste darunter hinzugefigt und der Probe eine
Sample ID (Proben-ID) (1, 2, 3 usw.) zugewiesen. Zudem wird das Feld Layout of the
pipetting adapter (Layout des Pipettieradapters) auf der rechten Seite aktualisiert und
enthalt nun den Probennamen (Abbildung 12).

Alternativ kénnen Probennamen, die im *.smp-Format (Rotor-Gene Q-Probendatei) oder
im *.csv-Format (durch Kommas getrennte Werte) gespeichert sind, iber die Schaltflache
Import Samples (Proben importieren) importiert werden. Dabei werden die Probennamen

automatisch eingetragen.

Hinweis: Uberprifen Sie im Feld Layout of the pipetting adapter, ob der hinzugefiigte
Probenname durch eine Farbdnderung hervorgehoben wurde und ob sich der

Probenname an der Probenposition (Abbildung 12) befindet.

Hinweis: Probennamen mit mehr als 8 Zeichen werden im Feld Layout of the pipetting

adapter méglicherweise nicht vollsténdig angezeigt.

Abbildung 12. Eingabe von ,Run ID” (Lauf-ID) und ,,Sample Name” (Probenname). 1 = Dialogfeld ,Run ID”,
2 = Schaltflache ,Import Sample”, 3 = Dialogfeld ,Sample Name”, 4 = Sample List, 5 = Feld , Layout of the
pipetting adapter”.
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18. Wiederholen Sie Schritt 16, um die Namen aller weiteren Proben einzugeben
(Abbildung 13).

Hinweis: Um einen Probennamen zu bearbeiten, klicken Sie in der Probenliste auf Sample
Name; die ausgewdhlte Probe wird dann im Feld Sample Name angezeigt. Bearbeiten
Sie den Probennamen entsprechend Ihrer lokalen Namenskonvention und driicken Sie die

Return, um den Namen zu aktualisieren.
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Abbildung 13. Eingabe weiterer Probennamen in das Feld ,Sample Name”. *1 = Schalffléche ,Import Sample”,
2 = Dialogfeld ,Sample Name” und Probenliste, 3 = Feld ,Layout of the pipetting adapter” mit zusétzlichem
Probennamen.

19. Nachdem alle Probennamen eingegeben wurden, Uberprifen Sie, dass diese korrekt

sind. Geben Sie bei Bedarf weitere Informationen in das Feld Notes (Anmerkungen) ein
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und klicken Sie anschlieBend auf Start Run (Lauf starten) (Abbildung 14).

Hinweis : Sollte eine Rotorposition ungenutzt sein, erscheint eine Warnmeldung
(Abbildung 14 und Abbildung 15), um den Benutzer daran zu erinnern, dass alle
ungenutzten Positionen auf dem Rotor mit einem verschlossenen, leeren Réhrchen besetzt
werden missen. Stellen Sie sicher, dass alle nicht verwendeten Rotorpositionen mit einem

verschlossenen, leeren Réhrchen belegt sind, und klicken Sie auf OK, um fortzufahren.
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Abbildung 14. Feld ,Notes”, ,Start Run” und Warnung vor ungenutzten Rotorpositionen.
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Rotor-Gene Q Series Software

Do you wish to continue?

e

\i‘) ‘Waming - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all urnused positions with empty tubes.

)

Abbildung 15. Warnung iiber unbesetzte Rotorpositionen.

20. Es erscheint ein Dialogfenster ,Save As” (Speichern unter). Wéhlen Sie einen geeigneten

Dateinamen aus, und speichern Sie den PCR-Lauf als

* rex-Laufdatei am ausgewdihlten

Speicherort. Klicken Sie auf Save (Speichern) (Abbildung 16).

pezion 114
[ona Saver [ Oeskiop =] = @@
My Documents
i My Computer
Samgie 8
i MyRecent iy Network Places
Ciocuments
| Sample Mame —
T Samgle 1 {j
2 Samgle 2
3 sms .
4 Sample 4 ; ;
5 Sarple 5 ———————
6 Samgle &
7 Sm? My Documents
8 Sample &
My Computes
My Network | Fie rame: |DMA S ample Assessment

Sarve 3 type: Fiun File [".rex)

< |4
[
Tw

Posiionct

Cameda

Abbildung 16. Speichern der Laufdatei. 1 = Fenster ,Save As”, 2 = Dateiname und Dateityp *.rex, 3 = ,Save”.
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Der PCR-Lauf wird gestartet.

Hinweis : Sobald der Lauf beginnt, &ffnet sich automatisch die Registerkarte ,Run

Progress” (Lauffortschritf) und zeigt den Temperaturverlauf sowie die verbleibende Laufzeit
an (Abbildung 17).

Abbildung 17. Registerkarte ,Run Progress” (Lauffortschritt).

Nach Abschluss des Laufs wird automatisch die Registerkarte ,Analysis” (Analyse)

gedffnet.

Hinweis: Sollte sich die Registerkarte Analysis (Analyse) nicht 6ffnen lassen, klicken Sie auf die
Registerkarte ,Analysis” (Abbildung 18).

Hinweis : Eine Erlauterung der Berechnungsmethode finden Sie in Interpretation der

Ergebnisse” auf Seite 69.
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Abbildung 18. Registerkarte , Analysis” und Darstellung der Ergebnisse. 1 = Registerkarte ,Analysis”, 2 = Bereich
,Run Controls”, Feld ,Positive Control”, 3 = Bereich ,Run Controls”, Feld ,Negative Control”, 4 = Tabelle mit den
Ergebnissen der Proben, 5 = Spalte ,KRAS Mutation Status”.

Die Ergebnisse der Assays werden wie folgt angegeben (Abbildung 18).

e Feld Run Controls, Positive Control (Laufkontrollen, Positivkontrolle): Liegen die Ergebnisse
innerhalb des zulassigen Bereichs, wird als Status der Positivkontrolle ,Valid” angezeigt;

andernfalls erscheint das Ergebnis ,Invalid”.

* Feld Run Controls, Negative Control (Laufkontrollen, Negativkontrolle): Liegen sowohl der
NTC-Wert als auch die Ergebnisse innerhalb der zuldssigen Bereiche, wird als Status der

Negativkontrolle ,Valid” angezeigt; andernfalls erscheint das Ergebnis , Invalid”.

 Feld Sample Result Table (Tabelle mit Probenergebnissen): Fir die mutationspositiven
Proben werden in der Spalte ,KRAS Mutation Status” (KRAS- Mutationsstatus) die

jeweiligen Mutationen angegeben.
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56

Um Berichtsdateien zu erstellen, klicken Sie auf Report (Bericht). Es wird das Fenster
.Report Browser” (Berichtsbrowser) angezeigt. Wahlen Sie unter ,Templates” (Vorlagen)
den Eintrag KRAS Analysis Report (KRAS- Analysebericht) aus und klicken Sie
anschlieBend auf Show (Anzeigen) (Abbildung 19).

Hinweis : Berichte kdnnen im Web- Archiv- Format an einem anderen Speicherort
gespeichert werden, indem Sie oben links in jedem Bericht auf Save As (Speichern unter)

klicken.

[ ——

Abbildung 19. Auswahlen des ,KRAS Analysis Report”. 1 = ,Report” (Bericht), 2 = Fenster ,Report Browser”
(Berichtsbrowser), 3 = Auswahl ,KRAS Analysis Report” (KRAS-Analysebericht), 4 = ,Show” (Anzeigen).

Note for NSCLC samples only (Hinweis ausschlieBlich fir NSCLC-Proben): Um die
Erkennung einer falschen G12C-Mutation (12CYS) zu vermeiden, missen Proben mit den
unfen aufgefihrten Kennzeichnungen als ungiltig gewertet werden. Weitere

Informationen zur Interpretation von Fehlern finden Sie in den Empfehlungen zur

Fehlerinterpretation unter Tabelle 9, Tabelle 10, und Tabelle 11.
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e SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT

* SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID
e SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

° MUTATION__EARLY_CT

e SAMPLE_INVALID_DATA
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Interpretation der Ergebnisse (manuell)

Analysieren Sie die Daten nach Abschluss der Probenbestimmung oder der Mutationsanalyse

gemaB dem folgenden Verfahren.

Einstellungen fir die Analyse in der Software

1.

58

Offnen Sie die entsprechende Datei mit der Rotor-Gene Q-Software, Version 2.3.5 oder

einer neueren Version.

Falls Sie lhre Proben vor der Ausfilhrung des Laufs noch nicht benannt haben, klicken Sie

auf Edit Samples (Proben bearbeiten).
Geben Sie die Namen der Proben in die Spalte ,Name” ein.

Klicken Sie auf Analysis. Klicken Sie auf der Analyseseite auf Cycling A. Yellow (Zyklus A.

Gelb), um den HEX-Kanal anzuzeigen.
Klicken Sie auf Named On (Mit Benennung).

Hinweis: So wird sichergestellt, dass leere Wells in der Analyse nicht beriicksichtigt

werden.
Wahlen Sie Dynamic Tube (Dynamisches Rdhrchen) aus.
Waéhlen Sie Linear Scale (Lineare Skalierung) aus.

Klicken Sie auf Outlier Removal (AusreifBer entfernen) und geben Sie 10 % in das Feld
NTC Threshold (NTC-Schwellenwert) ein.

Stellen Sie den Schwellenwert auf 0,05 ein und Gberprifen Sie die HEX-Ct+-Werte.
Klicken Sie auf der Analyseseite auf Cycling A. Green (Zyklus A. Grin), um den FAM-

Kanal anzuzeigen.

. Vergewissern Sie sich, dass Dynamic Tube markiert ist. Klicken Sie auf Linear Scale.
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12. Klicken Sie auf Outlier Removal (Ausreifer entfernen) und geben Sie 10 % in das Feld
NTC Threshold ein.

13. Stellen Sie den Schwellenwert auf 0,05 ein und Uberprifen Sie die FAM-CT-Werte.

14. Um Berichtsdateien zu erstellen, klicken Sie auf Report. Es wird das Fenster ,Report
Browser” (Berichtsbrowser) angezeigt. Wahlen Sie unter ,Templates” (Vorlagen) den

Eintrag KRAS Analysis Report aus und klicken Sie anschlieffend auf Show (Abbildung 20).

Hinweis : Berichte kénnen im Web- Archiv-Format an einem anderen Speicherort

gespeichert werden, indem Sie oben links in jedem Bericht auf Save As klicken.

Abbildung 20. Auswéhlen des ,KRAS Analysis Report” (KRAS-Analyseberichts). 1 = ,Report” (Bericht),
2 = Fenster ,Report Browser” (Berichtsbrowser), 3 = Auswahl ,KRAS Analysis Report” (KRAS-Analysebericht), 4 =
,Show” (Anzeigen).
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Analyse der Daten aus der Probenbestimmung

Analyse der Laufkontrollen

Beachten Sie das Flussdiagramm zum Ausfihren der Kontrollanalyse in Abbildung 21.

* Negative control (Negativkontrolle): Um sicherzustellen, dass keine Kontamination des
Reaktionsgemisches vorliegt, darf die ,No Template”-Kontrolle im grinen Kanal keinen Cr-
Wert unter 40 aufweisen. Um sicherzustellen, dass die Platte korrekt eingerichtet wurde,
muss der NTC im gelben Kanal eine Amplifikation von C1 31,91-35,16 anzeigen. Die

beiden angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den zulassigen Werten.

e Positive control (Positivkontrolle): Die KRAS-Positivkontrolle (PC) muss in jedem der 8
Assays im grinen Kanal einen Ci-Wert von 23,5 bis 29,5 aufweisen. Die beiden
angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den zulassigen Werten. Ein Wert
auBerhalb dieses Bereichs zeigt einen Fehler bei der Assaykonfiguration an; der Lauf wird

daher als fehlgeschlagen gewertet.

Hinweis: Die Probendaten diirfen nicht verwendet werden, wenn eine dieser beiden

Laufkontrollen fehlgeschlagen ist.

Sofern beide Laufkontrollen giiltig sind, muss jeder C1-Wert der Probe im grinen Kanal im
Bereich von 21,92 bis 32,00 liegen. Liegt die Probe auBerhalb dieses Bereichs, gelten die

folgenden Hinweise.

Probenanalyse - Kontrollassay

 Sample control assay C; <21,92 (Probenkontroll-Assay C7 <21,92): Proben mit einem
Kontroll-Cy von < 21,92 missen verdinnt werden, da dies die Untergrenze des validierten
Assays darstellt Um jede Mutation bereits bei geringer Konzentration nachweisen zu
kénnen, miissen iberkonzentrierte Proben so verdinnt werden, dass sie in den oben

genannten Bereich fallen, da eine Verdinnung um die Halfte den Ct-Wert um 1 erhoht.
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Lliegt der Wert der Probe nahe bei 21,92, wird eine Verdinnung empfohlen, um
sicherzustellen, dass bei der Probeuntersuchung (Nachweis einer KRAS-Mutation) ein
Ergebnis erzielt wird. Die Proben sollten mit dem im Testkit enthaltenen Wasser

(nukleasefreies Wasser zur Verdiinnung [Dil.]) verdiinnt werden.

* Sample control assay Cy > 32 (Probenkontroll-Assay C; > 32): Eine erneute Extraktion der
Probe wird empfohlen, da nicht genigend Ausgangs-DNA-Matrize vorhanden ist, um alle

Mutationen bei den angegebenen Cutoff-Werten des Assays nachzuweisen.

KRAS-Mutationsnachweisanalyse

Analyse der Laufkontrollen

Beachten Sie das Flussdiagramm zum Ausfihren der Kontrollanalyse in Abbildung 21.

* Negative control (Negativkontrolle): Um sicherzustellen, dass keine Kontamination des
Reaktionsgemisches vorliegt, darf die ,No Template”-Kontrolle im grinen Kanal keinen Cy-
Wert unter 40 aufweisen. Um sicherzustellen, dass die Platte korrekt eingerichtet wurde,
muss der NTC im gelben Kanal eine Amplifikation von C7 31,91-35,16 anzeigen. Die

beiden angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehéren noch zu den zulassigen Werten.

e Positive control (Positivkontrolle): Die KRAS-Positivkontrolle (PC) muss in jedem der 8
Assays im grinen Kanal einen C1-Wert von 23,5 bis 29,5 aufweisen. Die beiden
angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den zulassigen Werten. Ein Wert
auBerhalb dieses Bereichs zeigt einen Fehler bei der Assaykonfiguration an; der Lauf wird

daher als fehlgeschlagen gewertet.

Hinweis: Die Probendaten diirfen nicht verwendet werden, wenn eine dieser beiden

Laufkontrollen fehlgeschlagen ist.

Abbildung 21. Flussdiagramm zur Analyse der Laufkontrollen.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026 61



Probenanalyse

Siehe Flussdiagramm zur Probenanalyse (Abbildung 22).

FAM-C;-Wert der Probenkontrolle

Sofern beide Laufkontrollen fir den Kontrollassay giltig sind, muss der C-Wert jeder Probe im

grinen Kanal im Bereich von 21,92 bis 32,00 liegen.

Liegt die Probe auBerhalb dieses Bereichs, gelten die folgenden Hinweise.

62

Sample control assay C; <21,92: Proben mit einem Kontroll-C1 von < 21,92 fishren zu
einer Uberlastung der Assays fir Mutationen und miissen verdinnt werden. Um jede
Mutation  bereits bei geringer Konzentration nachweisen zu kdnnen, missen
Uberkonzentrierte Proben so verdinnt werden, dass sie in den oben genannten Bereich
fallen, da eine Verdinnung um die Haélfte den C-Wert um 1 erhsht. Die Proben sollten mit
dem im Testkit enthaltenen Wasser (nukleasefreies Wasser zur Verdiinnung [Dil.]) verdinnt

werden.

Sample control assay C; > 32: Bei der Interpretation ist Vorsicht geboten, da Mutationen

mit sehr geringer Auspragung méglicherweise nicht nachgewiesen werden.
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iegt der FAM-Ct-Wert des
Kontroll-Assays im Bereich
von 21,92 bis 32,002

FAM-Ct-Wert der
Probenkontrolle

Probe ungilltig. Ergebnis mit Vorsicht

betrachten. Weitere Erlduterungen

finden Sie im Abschnitt
Probeanalyse”.

HEX-Ct-Werte der
internen Kontrollen der
Mutations-Assays der
robe

Ist HEX Ct < 31,91 in einem g

ssay?

NEIN

Ist HEX Ct < 35,16 in einem

FAM Ct-Werte aus
Assay?

der Probe

NEIN

iegt der FAM-Ct-Wert jeder

Mutation im Bereich von

A —»

Rohrchen ungiltig.
Rehrchenergebnis nicht verwenden.

Réhrchen ist HEX-amplifikationsnegativ.
Weitere Erlduterungen finden Sie im
Abschnitt ,Probeanalyse”.

Rohrchen ist FAM-amplifikationsnegativ.
Weitere Erlauterungen finden Sie im
Abschnitt ,Probeanalyse”

00,00 bis 40,002

JA

Positive FAM-Amplifikation
fir Rohrchen

|

Die ACt-Werte fiir jede Mutation
berechnen
ACt-Mutation / Ct-Kontrolle

l

Die ACt-Werte mit den in der Tabelle
,Zulissige Reaktionswerte fiir
Probenmutationen (FAM)”
aufgefilhrten Grenzwerten nach
Mutation vergleichen

Liegt ein ACt-Wert

innerhalb des fiir die Assays

festgelegten ACt-Bereichs (positive,
Amplifikation)?

ations-As:
Kleinsten ACt nachgewiesen

Abbildung 22. Flussdiagramm der Probenanalyse.
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HEX C;-Wert der internen Kontrollmutationsassays der Probe

Siehe Flussdiagramm zur Probenanalyse (Abbildung 22).

Alle Wells jeder Probe missen analysiert werden. Stellen Sie sicher, dass fir jedes Well ein

HEX-Signal von der internen Kontrolle vorliegt. Es gibt 3 verschiedene Maglichkeiten.

o Liegt der C1-Wert der internen Kontrolle innerhalb des festgelegten Bereichs (31,91~
35,16), gilt die HEX-Amplifikation als positiv.

¢ Liegt der Cy-Wert der infernen Kontrolle Gber dem festgelegten Bereich (> 35,16), ist die
HEX-Amplifikation negativ.

* Liegt der C;-Wert der internen Kontrolle unterhalb des vorgegebenen Bereichs (< 31,91),
ist er ungiltig.

¢ Sollte das Versagen der internen Kontrolle auf eine PCR-Hemmung zuriickzufihren sein,
kann eine Verdinnung der Probe die Wirkung der Hemmstoffe verringern; es ist jedoch zu
beachten, dass dadurch auch die Ziel-DNA verdiinnt wiirde. Ein Rohrchen mit Wasser zur

Probenverdinnung (Dil.) ist im Kit enthalten.
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FAM-C;-Wert des Probenmutationsassay

Die FAM-Werte fir alle 7 Reaktionsgemische sollten mit den in Tabelle 8 aufgefihrten Werten

abgeglichen werden.

Tabelle 8. Zuldssige Werte fiir Probenmutationsreaktionen (FAM)*

Assay Zuldssiger C1-Bereich ACr-Bereich
12ALA 0,00-40,00 <8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 < 8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 < 8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

*Zulassige Werte liegen innerhalb der angegebenen Werte, einschlieBlich dieser Werte.

o Liegt der FAM-C1-Wert innerhalb des angegebenen Bereichs, gilt die FAM-Amplifikation

als positiv.

¢ Liegt der FAM-C1-Wert Gber dem angegebenen Bereich oder liegt keine Amplifikation vor,

gilt das Ergebnis als FAM-Amplifikations-negativ.

* Berechnen Sie den AC-Wert fir jedes Rohrchen mit Mutation, das eine positive FAM-

Amplifikation aufweist, wie folgt, wobei Sie sicherstellen missen, dass die Cr-Werte fir die

Mutation und die Kontrolle aus derselben Probe stammen.
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Vergleichen Sie den AC:-Wert der Probe mit dem Cutoff-Wert fir den jeweiligen Assay
(Tabelle 8), wobei Sie darauf achten missen, dass fir jeden Assay der richtige Cutoff-Wert

herangezogen wird.

Der Schwellenwert ist der Wert, ab dem ein positives Signal mdglicherweise auf das
Hintergrundsignal des ARMS-Primers auf Wildtyp-DNA zuriickzufihren sein kénnte. Liegt der
AC1-Wert der Probe Uber dem Schwellenwert, wird sie als negativ eingestuft oder als

auBerhalb der Nachweisgrenzen des Kits liegend.

Alle Mutationsreaktionen werden fiir jede Probe nach den folgenden Kriterien mit dem Status
+Mutation detected” (Mutation nachgewiesen), ,Mutation not detected” (Mutation nicht

nachgewiesen) oder ,Invalid” (Ungiltig) bewertet:
Mutation detected (Mutation nachgewiesen):

» Die FAM-Amplifikation ist positiv, und die ACy-Werte liegen am oder unterhalb des
Grenzwerts. Werden mehrere Mutationen nachgewiesen, sollte diejenige Mutation

angegeben werden, die den kleinsten AC-Wert aufweist.
Mutation not detected (Mutation nicht nachgewiesen):

* Die FAM-Amplifikation ist positiv, und die ACt-Werte liegen Gber dem Grenzwert.
* Die FAM-Amplifikation war negativ und die HEX-Amplifikation (interne Kontrolle) positiv.

Invalid (Ungiltig):

 HEX (interne Kontrolle) ist ungiiltig.
 Die FAM-Amplifikation ist negativ und die HEX-Amplifikation ist negativ.

Wenn die HEX-Amplifikation einer Probe in einem Réhrchen negativ, die FAM-Amplifikation in

einem anderen Réhrchen aber positiv ist, kann das Ergebnis ,Mutation detected” (Mutation
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nachgewiesen) in dem anderen Rdhrchen zwar als giltig betrachtet werden, die jeweils

erkannte Mutation kann jedoch u. U. nicht auf zuverlassige Weise zugeordnet werden.

* Wenn eine Probe im selben Réhrchen bei der HEX-Amplifikation negativ und bei der FAM-

Amplifikation positiv ausféllt, ist das Ergebnis der Mutationsnachweis als giiltig anzusehen.

* Wenn das HEX-Ergebnis (interne Kontrolle) eines Rahrchens ungiiltig ist, darf das Ergebnis

dieses Rohrchens nicht verwendet werden.

Mutationsstatus der Probe zuweisen

Nach der Auswertung aller Mutationsreaktionsrohrchen wird der Mutationsstatus der Probe

wie folgt bestimmt:

¢ Mutationsnachweis: Eine oder mehrere der 7 Mutationsreaktionen sind positiv. Werden
mehrere Mutationen nachgewiesen, sollte diejenige Mutation angegeben werden, die den
kleinsten ACt-Wert aufweist.

* Mutation nicht nachgewiesen: Alle 7 Mutationsreaktionen sind negativ.

 Ungiltig: Keine der Mutationsreaktionen ist positiv, und eine oder mehrere

Mutationsreaktionen sind ungltig.

Hinweis: Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit dient dem Nachweis von Mutationen im
KRAS-Gen in einer DNA-Probe. Wenn bei einer Probe eine KRAS-Mutation festgestellt
wird, sollte nur eine bestimmte Mutation angegeben werden. Werden mehrere Mutationen
nachgewiesen, sollte diejenige Mutation angegeben werden, die den kleinsten AC-Wert
aufweist.

Zwischen Mutationsreaktionen kann eine gewisse Kreuzreaktivitdt auftreten. Wenn
beispielsweise eine starke 12ALA-Mutation festgestellt wird, liefern u. U. auch einige der
anderen Mutationsreaktionen ein positives Ergebnis. Dies ist auf die ARMS- Primer

zuriickzufihren, die bei dhnlichen Sequenzen teils auch andere Mutationen erkennen. Wenn
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bei einem zweiten Mutationsassay ein positives Ergebnis auftritt, handelt es sich dabei
wahrscheinlich um eine Kreuzreaktivitat. In seltenen Féllen wurden auch Doppelmutanten

festgestellt.

Sollten eine oder mehrere der Mutationsreaktionen ungiltig sein, eine oder mehrere jedoch
positiv ausfallen, kann fir die Probe dennoch eine KRAS-Mutation festgestellt werden, da eine
Mutation vorliegt. Die angegebene spezifische Mutation ist jedoch méglicherweise nicht
korrekt und kénnte auf eine Kreuzreaktivitét zurickzufihren sein. Daher sollte fir die Probe

lediglich angegeben werden, dass eine KRAS-Mutation nachgewiesen wurde.

 Sample control reaction Cy <21,92: ,Invalid” wird angezeigt. Die DNA-Konzentration ist
zu hoch fir die Mutationsanalyse. Verdinnen Sie mit nukleasefreiem Wasser zur
Verdinnung (Dil.) und wiederholen Sie den Test. Auf einen Cy-Wert von 21,92-32,00
verdinnen. Eine Verdiinnung im Verhdltnis 1:1 erhdht den Cr-Wert um etwa 1,0.

 Sample control reaction C; 21,92-32,00: ,Valid” wird angezeigt; die DNA-Konzentration

ist fir die Mutationsanalyse geeignet.

Hinweis: Falls eine erneute Extraktion oder Verdiinnung erforderlich ist, wiederholen Sie bitte
die Kontrollreaktion, um sicherzustellen, dass die DNA-Konzentration fir die Verwendung

geeignet ist.
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Interpretation der Ergebnisse

Die Analyse und die Mutationsbestimmung erfolgen automatisch durch das Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package, sobald ein Lauf abgeschlossen ist. Die folgenden
Informationen erléutern, wie das Rotor Gene Q therascreen KRAS Assay Package die Analyse

und die Bestimmung der Mutationen durchfihrt.

Analyse und Mutationsbestimmungen

Der PCR-Zyklus, in dem die Fluoreszenz einer bestimmten Reaktion einen Schwellenwert
Uberschreitet, wird als Ct-Wert definiert. Cy-Werte geben die Menge der spezifischen
Ausgangs-DNA an. Niedrige C1-Werte weisen auf hdhere Ausgangs-DNA-Konzentrationen
hin, wahrend hohe Ci-Werte auf niedrigere Ausgangs-DNA-Konzentrationen hindeuten.

Reaktionen mit einem Cr-Wert werden als positive Amplifikation eingestuft.

In der Rotor-Gene Q Software werden die Fluoreszenzsignale zwischen 2 Messwerten
interpoliert. Die C1-Werte kdnnen daher beliebige reelle Zahlen (nicht auf ganze Zahlen

beschrankt) im Bereich von O bis 40 sein.

Fiir das therascreen therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist der Schwellenwert auf 0,05 relative
Fluoreszenzeinheiten festgelegt. Dieser Wert wird im therascreen KRAS Assay Package
sowohl fir den grinen als auch fir den gelben Fluoreszenzkanal konfiguriert. Der
Schwellenwert wurde im Rahmen der Entwicklung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit
festgelegt.

Zur Ermitllung des AC+t-Werts wird eine Berechnung anhand der folgenden Gleichung
durchgefihrt:

ACq = [Cr-Wert des Mutationsassay] — [Cr-Wert des Kontrollassays]
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Die Laufkontrollen (Positivkontrolle, NTC und interne Kontrollen) werden ausgewertet, um
sicherzustellen, dass akzeptable C - Werte erreicht werden und die Reaktionen

ordnungsgemaf ablaufen.

Die ACt-Werte der Proben werden als Differenz zwischen dem Cy-Wert des Mutationsassay
und dem Ci-Wert des Kontrollassay derselben Probe berechnet. Proben werden als
mutationspositiv eingestuft, wenn ihr ACt-Wert kleiner oder gleich dem fir diesen Assay
festgelegten ACt-Grenzwert ist. Liegt dieser Wert Gber dem angegebenen Grenzwert, enthélt
die Probe entweder einen Anteil an Mutationen, der unterhalb der vom therascreen KRAS
RGQ PCR Kit nachweisbaren Grenze liegt (jenseits der Nachweisgrenze der Assays), oder
die Probe ist mutationsfrei, was als ,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen)

ausgewiesen wirde.

Wird bei Mutationsreaktionen keine Amplifikation festgestellt, wird dies als ,No Mutation
Detected” (Keine Mutation nachgewiesen) gewertet. Es ist zu erwarten, dass die aus der
Hintergrund-Amplifikation berechneten AC7-Werte gréfer sind als die ACt-Grenzwerte, und

die Probe wird als ,No Mutation Detected” (keine Mutation festgestellt) eingestuft.

Die Testergebnisse werden wie folgt angezeigt: , [Name der Mutation] Detected”
(nachgewiesen), ,No Mutation Detected” (keine Mutation nachgewiesen), ,Invalid” (Ungiltig)
oder, falls eine Laufkontrolle fehlschlagt, ,Run Control Failed” (Laufkontrolle fehlgeschlagen).

Fir mutationspositive Proben werden die jeweiligen Mutationen angegeben.

Informationen zur Interpretation der vom Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package
generierten Markierungen finden Sie weiter unten unter ,Markierungen des Rotor-Gene Q

therascreen KRAS Assay Package” auf der gegeniiberliegenden Seite.

Hinweis: In seltenen Fdllen kann ein Tumor mehr als eine Mutation aufweisen. In solchen

Féllen wird die Mutation ermittelt, die den niedrigsten ACt-Wert ergibt.

70 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026



Markierungen des Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package

Je nach dem spezifischen Verwendungszweck fir CRC- und NSCLC-Proben sind bestimmte
Die MaBnahmen fir die

Markierungen der einzelnen Indikationen werden in den folgenden Abschnitten ausfihrlich

MaBBnahmen  mit verbunden.

bestimmten Markierungen
beschrieben.

Tabelle 9. Bedeutung der Markierungen und empfohlene MaBnahmen des Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay

Package

Kennzeichnung

Bedeutung

MaBnahme

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALID _DATA

PC _MUTATION_ INVALID_
DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL
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PCR-Lauf ungiiltig - FAM-CT-Wert
auBerhalb des zulassigen
Bereichs fir die Positivkontrolle in

der Kontrollreaktion

PCR-Lauf ungiltig — der FAM-CT-
Wert liegt bei einer oder meh-
reren Reaktionen auf Mutationen
auBerhalb des zuldssigen

Bereichs.

PCR-Lauf ungiiltig - Fluo-
reszenzdaten der Positivkontrolle
(Control Reaction Mix) kénnen

nicht ausgewertet werden.

PCR-Lauf ungiiltig - Fluo-
reszenzdaten der Positivkontrolle
(Mutationsreaktionsgemisch) kén-

nen nicht ausgewertet werden

PCR-Lauf ungiiltig - Interne Kon-
trolle liegt auBerhalb des

Bereichs fir die Negativkontrolle

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.
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Tabelle 9. Bedeutung der Markierungen und empfohlene MaBnahmen des Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay

Package (Fortsetzung)

Kennzeichnung

Bedeutung

MaBnahme

NTC_INT_CTRL_ EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_HIGH_ CONC

PCR-Lauf ungiiltig — Interne Kon-
trolle liegt unterhalb des Bereichs

fir die Negativkontrolle

PCR-Lauf ungiiltig - FAM ungiiltig
(unterhalb des Grenzwerts) fiir

die Negativkontrolle

PCR-Lauf ungiiltig - Fluo-
reszenzdaten der Nega-
tivkontrolle kdnnen nicht

ausgewertet werden

PCR-Lauf ungiiltig - Fluo-
reszenzdaten der Nega-
tivkontrolle kénnen nicht

ausgewertet werden

Probe ungiiltig - FAM-CT-Wert in

der Kontrollprobe zu niedrig

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Den gesamten PCR-Lauf wiederholen.

Neuen PCR-Lauf einrichten, um die ent-

sprechende(n) Probe(n) zu wiederholen.

Verdinnen Sie die Probe, um den C1-Wert
der Kontrolle zu erhéhen. Diese Verdinnung
sollte unter der Annahme berechnet werden,
dass eine Verdinnung im Verhéltnis 1:1 mit
dem im Kit enthaltenen Wasser den C1-Wert
um 1,0 erh&ht; sobald die Probe verdiinnt ist,
richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die

Probe zu wiederholen.

Spezifische Markierungen sowohl fir NSCLC als auch fir CRC

In  Tabelle 10

therascreen KRAS Assay Package generiert werden kdnnen, sowie die Bedeutung der

sind die moglichen Markierungen aufgefihrt, die vom Rotor-Gene Q
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Markierungen und die zu ergreifenden Maf3nahmen.

Fir NSCLC spezifische Markierungen

Tabelle 10 listet die méglichen Markierungen auf, die vom Rotor-Gene Q therascreen KRAS
Assay Package generiert werden kdnnen, erléutert deren Bedeutung und gibt an, welche
MafBnahmen bei NSCLC-Proben zu ergreifen sind.

Tabelle 10. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthélt markiert Bedeutsamkeiten und empfohlene
MaBnahmen fisr NSCLC-Proben

Kennzeichnung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE_INT_CTRL_ FAIL Cy-Wert zu hoch (oder kein - Um die Erkennung einer falschen G12C-Mutation

Cy-Wert) fir die interne (12CYS) zu vermeiden, muss das Ergebnis als ,Invalid”
Kontrolle (HEX), FAM- (Ungiiltig) gewertet werden. Verdiinnen Sie die
Kanal-Mutation negativ verbleibende Probe im Verhéltnis 1:8 mit Wasser aus

dem mit ,DIL" gekennzeichneten Réhrchen, wobei das
Endvolumen gréfer als 40 pl sein muss (z. B. 10 pl DNA
und 70 pl Wasser aus dem mit ,DIL” gekennzeichneten
Rohrchen), und richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um
die Probe zu wiederholen. Sollte das Ergebnis beim
wiederholten PCR-Lauf ungiiltig sein, extrahieren Sie die
Probe aus frischen FFPE-Schnitten. Richten Sie einen
neuen PCR-Lauf ein, um die frisch extrahierte Probe zu
testen. Sollte die Probe ungiltig sein, verdiinnen Sie die
verbleibende Probe im Verhéltnis 1:8 mit Wasser aus
dem mit ,DIL" gekennzeichneten Réhrchen, wobei das
Endvolumen gréBer als 40 pl sein muss; fihren Sie
anschlieBend die Untersuchung dieser Verdiinnung durch.
Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giiltiges Ergebnis
ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus
Indeterminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten

keine weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.
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Tabelle 10. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt markiert Bedeutsamkeiten und empfohlene

MaBnahmen fisr NSCLC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_INT_CTRL_
EARLY_CT

Mutationrdhrchen
ungiiltig - CT-HEX-Wert fiir
Probe zu niedrig (inferne

Kontrolle)

SAMPLE_INVALID_DATA  Mutationsrohrchen
ungiltig - Fluo-
reszenzdaten der internen
Kontrolle kénnen nicht aus-

gewertet werden

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten
PCR-Lauf ungiiltig sein, extrahieren Sie die Probe aus fri-
schen FFPE-Schnitten (2 Schnitte). Neuen PCR-Lauf ein-
richten, um die frische Extraktion zu testen. Sollte das
Ergebnis ungiiltig sein, richten Sie einen neuen PCR-Lauf
ein, um die erneut extrahierte Probe erneut zu unter-
suchen. Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giiltiges
Ergebnis ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten
PCR-Lauf ungiltig sein, extrahieren Sie die Probe aus fri-
schen FFPE-Schnitten (2 Schnitte). Neuen PCR-Lauf ein-
richten, um die frische Extraktion zu testen. Sollte das
Ergebnis ungiltig sein, richten Sie einen neven PCR-Lauf
ein, um die erneut extrahierte Probe erneut zu unter-
suchen. Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giiltiges
Ergebnis ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.
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Tabelle 10. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt markiert Bedeutsamkeiten und empfohlene

MaBnahmen fisr NSCLC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

Mutationréhrchen
ungiltig - CT-FAM-Wert fiir

die Probe zu niedrig.

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE_ AND_
INVALID

Eine oder mehrere Muta-
tionen einer Probe sind giil-
tig und positiv; gleichzeitig
sind eine oder mehrere
Mutationen derselben

Probe ungiiltig.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten
PCR-Lauf ungiiltig sein, extrahieren Sie die Probe aus fri-
schen FFPE-Schnitten (2 Schnitte). Neuen PCR-Lauf ein-
richten, um die frische Extraktion zu testen. Sollte das
Ergebnis ungiiltig sein, richten Sie einen neuen PCR-Lauf
ein, um die erneut extrahierte Probe erneut zu unter-
suchen. Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giiltiges
Ergebnis ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten
PCR-Lauf ungiiltig sein, extrahieren Sie die Probe aus fri-
schen FFPE-Schnitten (2 Schnitte). Richten Sie einen neuen
PCR-Lauf ein, um die frisch extrahierte Probe zu testen.
Sollte das Ergebnis ungiltig sein, richten Sie einen neuen
PCR-Lauf ein, um die erneut extrahierte Probe erneut zu
testen. Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giltiges
Ergebnis ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.
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Tabelle 10. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt markiert Bedeutsamkeiten und empfohlene

MaBnahmen fisr NSCLC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_CTRL_FAIL Probe ungiiltig - FAM-Cy in
der Probenkontrollreaktion

zu hoch

76

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten
PCR-Lauf ungiiltig sein, extrahieren Sie die Probe aus fri-
schen FFPE-Schnitten (2 Schnitte). Neuen PCR-Lauf ein-
richten, um die frische Extraktion zu testen. Sollte das
Ergebnis ungiiltig sein, richten Sie einen neuen PCR-Lauf
ein, um die erneut extrahierte Probe erneut zu unter-
suchen. Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giiltiges
Ergebnis ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.
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CRC-spezifische Markierungen

Tabelle 11 listet die mdglichen Markierungen auf, die vom Rotor-Gene Q therascreen KRAS

Assay Package generiert werden kénnen, sowie deren Bedeutung und die fir CRC-Proben zu

ergreifenden MafBnahmen.

Tabelle 11. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthélt Erléuterungen zu den Markierungen sowie

Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei CRC-Proben

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_CTRL_FAIL Probe ungiiltig - FAM-CT in
der Probenkontrollreaktion

zu hoch
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Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probe zu

wiederholen.

Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten PCR-Lauf
ungiltig sein, wiederholen Sie die Extraktion (> 1 Schnitt)
unter Beriicksichtigung der Vorgabe, dass die gesamte
Tumorfléche mindestens 4 mm? betragen muss, und
verwenden Sie fir die Extraktion Schnitte mit einem
Tumoranteil von > 20 % der Fldche (ohne
Makrodissektion). Bei Schnitten mit einem Tumoranteil von
< 20 % der Flache sind ein oder mehrere Schnitte
makroskopisch zu praparieren, um eine
Gesamttumorfléiche von mindestens 4 mm? zu

gewdhrleisten.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die frische
Extraktion zu testen; wenn die Probe ungiiltig ist, richten
Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die neu extrahierte
Probe erneut zu testen. Wenn die Probe nach diesem Lauf
kein giltiges Ergebnis ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Indeterminate” (Unbestimmt)
zugewiesen, und es sollten keine weiteren Tests mehr

durchgefihrt werden.

77



Tabelle 11. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt Erléuterungen zu den Markierungen sowie
Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei CRC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_INT_CTRL_ FAIL Ct-Wert zu hoch (oder kein
Cy-Wert) fir die interne
Kontrolle (HEX), FAM-

Kanal-Mutation negativ

Wenn die Probe den Status ,Valid” (Giiltig) erhélt - keine
MaBnahme.

Sollte die Probe als ungiiltig eingestuft werden, richten Sie
einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probenanalyse zu

wiederholen.

Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten PCR-Lauf
ungiltig sein, wiederholen Sie die Extraktion (> 1 Schnitt)
unter Beriicksichtigung der Vorgabe, dass die gesamte
Tumorfléche mindestens 4 mm? betragen muss, und
verwenden Sie fir die Extraktion Schnitte mit einem
Tumoranteil von > 20 % der Flache (ohne
Makrodissektion). Bei Schnitten mit einem Tumoranteil von
< 20 % der Flache sind ein oder mehrere Schnitte
makroskopisch zu préparieren, um eine
Gesamttumorfléche von mindestens 4 mm?

sicherzustellen.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die frische
Extraktion zu testen; wenn die Probe ungiiltig ist, richten
Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die neu extrahierte
Probe erneut zu testen. Wenn die Probe nach diesem Lauf
kein giltiges Ergebnis ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Indeterminate” (Unbestimmt)
zugewiesen, und es sollten keine weiteren Tests mehr

durchgefihrt werden.
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Tabelle 11. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt Erléuterungen zu den Markierungen sowie
Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei CRC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_INT_CTRL_
EARLY_CT

Mutationrdhrchen
ungiiltig - CT-HEX-Wert fiir
Probe zu niedrig (inferne

Kontrolle)

Wenn die Probe den Status ,Valid” (Giltig) erhélt - keine
MaBnahme.

Sollte die Probe als ungiltig eingestuft werden, richten Sie
einen neuen PCR-Lauf ein, um die Probenanalyse zu

wiederholen.

Sollte das Ergebnis bei einem wiederholten PCR-Lauf
ungiltig sein, wiederholen Sie die Extraktion (> 1 Schnitt)
unter Beriicksichtigung der Vorgabe, dass die gesamte
Tumorfléche mindestens 4 mm? betragen muss, und
verwenden Sie fiir die Extraktion Schnitte mit einem
Tumoranteil von > 20 % der Flache (ohne
Makrodissektion). Bei Schnitten mit einem Tumoranteil von
< 20 % der Flache sind ein oder mehrere Schnitte
makroskopisch zu praparieren, um eine
Gesamttumorfldche von mindestens 4 mm2 zu

gewdhrleisten.

Richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die frische
Extraktion zu testen; wenn die Probe ungiiltig ist, richten
Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die neu extrahierte
Probe erneut zu testen. Wenn die Probe nach diesem Lauf
kein giltiges Ergebnis ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Indeterminate” (Unbestimmt)
zugewiesen, und es sollten keine weiteren Tests mehr

durchgefihrt werden.
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Tabelle 11. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt Erléuterungen zu den Markierungen sowie
Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei CRC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

SAMPLE_INVALID_ DATA  Mutationsréhrchen
ungiiltig - Fluo-

reszenzdaten der internen

Kontrolle kénnen nicht aus-

gewertet werden

Wenn die Probe den Status ,Valid” (Giiltig) erhélt - keine
MaBnahme. Sollte die Probe als ungiiltig eingestuft wer-
den, richten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die Pro-
benanalyse zu wiederholen. Sollte das Ergebnis bei
einem wiederholten PCR-Lauf ungiiltig sein, wiederholen
Sie die Extraktion (> 1 Schnitt) unter Beriicksichtigung der
Vorgabe, dass die gesamte Tumorfléiche mindestens

4 mm? betragen muss, und verwenden Sie fiir die Extrak-
tion Schnitte mit einem Tumoranteil von > 20 % der Fléche
(ohne Makrodissektion). Bei Schnitten mit einem Tumo-
ranteil von < 20 % der Fléche sind ein oder mehrere
Schnitte makroskopisch zu praparieren, um eine Gesamt-
tumorfléche von mindestens 4 mm2 zu gewdhrleisten. Rich-
ten Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die frische
Extraktion zu testen; wenn die Probe ungiiltig ist, richten
Sie einen neuen PCR-Lauf ein, um die neu extrahierte
Probe erneut zu testen. Wenn die Probe nach diesem Lauf
kein giltiges Ergebnis ergibt, wird der Probe der Muta-
tionsstatus ,Indeterminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und

es sollten keine weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.
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Tabelle 11. Das Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package enthdlt Erléuterungen zu den Markierungen sowie
Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei CRC-Proben (Fortsetzung)

Kennzeichnung Bedeutung

MaBnahme

MUTATION_EARLY_CT Mutationrdhrchen
ungiltig - CT-FAM-Wert fiir

die Probe zu niedrig.

SAMPLE_POSITIVE_ AND_
INVALID

Eine oder mehrere Muta-
tionen einer Probe sind giil-
tig und positiv; gleichzeitig
sind eine oder mehrere
Mutationen derselben

Probe ungiiltig

Wenn die Probe den Status ,Valid” (Giltig) erhélt - keine
MaBnahme. Wenn die Probe den Status ,Ungiiltig”
erhdlt, einen neuen PCR-Lauf einrichten, um die Probe zu
wiederholen. Sollte das Ergebnis bei eines wiederholten
PCR-Laufs ungiltig sein, wiederholen Sie die Extraktion

(> 1 Schnitt) unter Beriicksichtigung der Vorgabe, dass
die gesamte Tumorfléiche mindestens 4 mm? betragen
muss, und verwenden Sie fir die Extraktion Schnitte mit
einem Tumoranteil von > 20 % der Fléche (ohne Makro-
dissektion). Bei Schnitten mit einem Tumoranteil von

< 20 % der Flache sind ein oder mehrere Schnitte makro-
skopisch zu préparieren, um eine Gesamttumorfléche von
mindestens 4 mm? zu gewdhrleisten. Richten Sie einen
neuen PCR-Lauf ein, um die frische Extraktion zu testen;
wenn die Probe ungiiltig ist, richten Sie einen neuven PCR-
Lauf ein, um die neu extrahierte Probe erneut zu testen.
Wenn die Probe nach diesem Lauf kein giltiges Ergebnis
ergibt, wird der Probe der Mutationsstatus ,Inde-
terminate” (Unbestimmt) zugewiesen, und es sollten keine

weiteren Tests mehr durchgefihrt werden.

Keine
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Anwendungseinschrénkungen

 Der Test dient dem Nachweis von 7 Mutationen in den Codons 12 und 13 des KRAS-Gens.
Proben, deren Ergebnis mit ,No Mutation Detected” (Keine Mutation festgestellt)
angegeben wurde, kénnen KRAS-Mutationen aufweisen, die durch die Assays nicht
erkannt wurden (z. B. 13CYS).

* Ob Mutationen nachgewiesen werden, hangt von der Qualitét der Proben und der Menge
an amplifizierbarer DNA in der Probe ab. Wenn bei der anfénglichen Bestimmung der
DNA in der Probe festgestellt wird, dass die Menge entweder nicht ausreicht oder fir die

Mutationsanalyse zu hoch ist, sollte das Verfahren wiederholt werden.

e Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit wird im Rahmen eines PCR-Verfahrens verwendet.
Wie bei allen PCR-Verfahren kdnnen Proben durch externe DNA-Quellen in der
Testumgebung und DNA aus der Positivkontrolle kontaminiert werden. Beachten Sie daher
bei der Arbeit alle Vorsichtsmafinahmen, um eine Kontamination der Proben und

Reaktionsgemisch-Reagenzien zu vermeiden.

 Seltene (Pravalenz < 0,001 %) genetische Mutationen innerhalb der Zielregionen der
Assays kénnen mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit kreuzreagieren und die

Genauigkeit der Ergebnisse beeintrachtigen.

 Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit darf nicht zur Diagnose von Krankheiten verwendet

werden.

 Bei CRC-Proben ist das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ausschlieBlich zur Unterscheidung
zwischen Wildtyp- und Mutantenproben vorgesehen.

* Der Test ist so ausgelegt, dass jede Mutationsreaktion fir die jeweils zu messende Mutation
die optimale Sensitivitat aufweist. Bei Proben, in denen eine Mutation nachgewiesen wird,
kann jedoch eine Kreuzreaktivitét mit anderen Mutationsreaktionen auftreten. Sollten
mehrere Mutationsreaktionen positiv ausfallen, gilt das Ergebnis mit dem niedrigsten ACt-

Wert als das Ergebnis.
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 Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir FFPE-Proben aus CRC- und
NSCLC-Gewebe validiert.
* Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit dem

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit validiert. Fir die Verwendung mit dem therascreen
KRAS RGQ PCR Kit wurde ausschlieBlich das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerat

validiert.
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Leistungsmerkmale

Analytische Leistung

Die spezifischen Leistungsmerkmale des therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurden anhand von
Studien ermittelt, bei denen FFPE-Proben von Patienten mit CRC und NSCLC verwendet
wurden. Die Entnahmemethoden fir die NSCLC-Proben umfassten die Nadelbiopsie (CNB),
die Feinnadelaspiration (FNA) und die Resektion (RES). Fir jeden Probentyp wurden 8 FFPE-
Zelllinien menschlichen Ursprungs verwendet, von denen 7 bekannte KRAS-Mutationen
aufwiesen, die durch die Assays nachgewiesen wurden, und eine KRAS-Wildtyp-Zelllinie
(d. h. keine Mutationen an den Codons 12 und 13). Der Mutationsstatus der Proben wurde

durch bidirektionale Sanger-Sequenzierung bestdtigt.

Cut-off-Wert

Unter Anwendung einer Methode gemdf den Leitlinien in CLSI EP17-A (2004) (8) wurden
220 FFPE-Proben untersucht, um die Grenzwerte fir die Assays festzulegen. Der Ct-Bereich
der Kontrollreaktion wurde auf 21,92 bis 32,00 festgelegt. Die Schwellenwerte, die auf dem
Ct-Wert der Kontrollreaktion abziglich des C+Werts der Mutantenreaktionen (ACH) basieren,
sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12. Cut-off-Werte, die fiir die verschiedenen Mutationsassays bestimmt wurden

Mutationsassay

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

Cutoff (<ACT) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7,5 7,5
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Leerwertgrenze

Um die Leistungsfchigkeit des therascreen KRAS RGQ PCR Kit in Abwesenheit einer mutierten
positiven Matrize zu bewerten und sicherzustellen, dass eine Blindprobe kein analytisches
Signal erzeugt, das auf eine geringe Konzentration der Mutation hindeuten kénnte, wurden
Proben ohne Matrize untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass in keinem der
Reaktionsréhrchen mit Mutation oder als Kontrolle nachweisbare Ct-Werte vorlagen (die Ct-

Werte der internen Kontrolle waren alle giiltig).

Vergleich mit der analytischen Referenzmethode: CRC

Es wurden zwei Studien durchgefiihrt, um die Ubereinstimmung des Status der Mutationen von
CRC-Proben nachzuweisen, die mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit im Vergleich zur
bidirektionalen Sequenzierung untersucht wurden. Insgesamt lieferten 137 der FFPE-Proben
sowohl mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit als auch bei der bidirektionalen

Sequenzierung giltige Ergebnisse.

Die Gesamtergebnisse sind in Tabelle 13 aufgefihrt. Tabelle 14 zeigt die Analyse der
Ubereinstimmung zwischen dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit und der bidirektionalen

Sequenzierung.
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Tabelle 13. therascreen KRAS RGQ PCR-Kit im Vergleich zur bidirektionalen Sanger-Sequenzierung

Mutationsbestimmung gem. bidirektionaler Sequenzierung

Neg. 12ALA  12ARG  12ASP  12CYS 12SER 12VAL 13ASP In

Negativ 80 - - 1 - - - 1 82
Positiv - 8 - - - - - - 8
12ALA
Positiv - - - 1 - - - - 1
12ARG
Positiv - - - 20 - - - - 20

therascreen ~ 12ASP

KRAS RGQ

PCR Kit - Positiv - - - - 3 - - - 3

Bestimmung 12CYS

Positiv - - - - - - - - 0
12SER

Positiv 2 - - - - - 14 - 16
12VAL

Positiv 1 - - - - - - 11 12
13ASP

In 83 3 0 22 3 0 14 12 137

Tabelle 14. Analyse der Ubereinstimmung

Ubereinstimmungsparameter Haufigkeit (%) 95 %-Konfidenzintervall (KI)
Prozentuale Gesamtilbereinstimmung 132/137 (96,35) 92,69-98,21
Prozentuale positive Ubereinstimmung 52/54 (96,30) 89,41-98,77
Prozentuale negative Ubereinstimmung 80/83 (96,39) 91,30-98,55
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Zur Ergénzung der Daten aus der ersten Studie wurde eine zweiter Satz Proben untersucht.
Dazu wurden 271 CRC-FFPE-Proben (250 mit unbekanntem Mutationsstatus und 21 Proben
mit bekanntem Mutationsstatus, um auch seltene Mutationen einzubeziehen) wie oben

beschrieben mit bidirektionaler Sanger-Sequenzierung verglichen.

Eine Konkordanzanalyse wurde an 247 Proben durchgefihrt, fir die sowohl giltige
bidirektionale Ergebnisse als auch Ergebnisse des therascreen KRAS RGQ PCR Kit vorlagen.
Es gab 9 diskordante Proben. Die Gesamtibereinstimmung betrug 96,4 %. Die Daten
belegen die genaue Leistungsfahigkeit des therascreen KRAS RGQ PCR Kit (Tabelle 15 und
Tabelle 16).
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Tabelle 15. therascreen KRAS RGQ PCR-Kit im Vergleich zur bidirektionalen Sanger-Sequenzierung (zweite Studie)

Mutationsbestimmung gem. bidirektionaler Sequenzierung

Negativ  12ALA  12ARG 12ASP  12CYS 12SER 12VAL 13ASP In

therascreen  Negativ 132 - - - - 1 - - 133
KRAS RGQ
PCR Kit - Positiv - 10 - - - - - - 10
. 12ALA
Bestimmung
Positiv 5 - 5 - - - - - 10
12ARG
Positiv - - - 31 - - - - 31
12ASP
Positiv 1 - - - 11 - - - 12
12CYS
Positiv - - - - - 13 - - 13
12SER
Positiv 2 - - - - - 25 - 27
12VAL
Positiv - - - - - - - 11 11
13ASP
In 140 10 5 31 11 14 25 1 247

Tabelle 16. Analyse der Ubereinstimmung (zweite Studie)

Ubereinstimmungsparameter Haufigkeit (%) 95 %-Konfidenzintervall (KI)
Prozentuale Gesamtilbereinstimmung 238/247 (96,36) 93,73-98,09
Prozentuale positive Ubereinstimmung 106/107 (99,07) 95,64-99,95
Prozentuale negative Ubereinstimmung 132/140 (94,29) 89,93-97,13
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Vergleich mit der analytischen Referenzmethode: NSCLC

Um die Ubereinstimmung des Gesamistatus der Mutationen von NSCLC-Proben, die mit dem
therascreen KRAS RGQ PCR Kit untersucht wurden, im Vergleich zur bidirektionalen Sanger-
Sequenzierung nachzuweisen, wurden im Rahmen dieser Studie klinische FFPE-NSCLC-Proben
verwendet, die mittels RES, CNB oder FNA gewonnen wurden. Aus jeder Probe wurde vor
der Untersuchung mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit DNA exirahiert. Die Ergebnisse
dieser Unfersuchung wurden mit denen verglichen, die mittels bidirektionaler Sanger-

Sequenzierung erzielt wurden.

Insgesamt lieferten 360 Proben sowohl mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit als auch bei
der bidirektionalen Sanger-Sequenzierung ein giltiges Ergebnis, wobei bei 340 Proben

Ubereinstimmende Ergebnisse vorlagen.

Die Ubereinstimmung zwischen dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit und der bidirektionalen
Sequenzierung ist in Tabelle 17 dargestellt. Bei zwei Proben wurden mittels bidirektionaler
Sanger-Sequenzierung doppelte Mutationen festgestellt. Da eine der Mutationen mit dem
Ergebnis des therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gbereinstimmte, wurden diese Proben fir die
Analyse der Gesamtiibereinstimmung, der positiven Ubereinstimmung und der negativen

Ubereinstimmung als ibereinstimmend eingestuft (Tabelle 18).
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Tabelle 17. therascreen KRAS RGQ PCR-Kit im Vergleich zur bidirektionalen Sanger-Sequenzierung

Mutationsbestimmung gem. bidirektionaler Sequenzierung

12ALA 12CYS_
Neg. 12ALA  12CYS 12ARG  12ASP  12CYS  12VAL 12VAL  13ASP  In

therascreen  Negativ 261 _ _ — _ _ _ _ 1 262

KRAS RGQ

PCR Kit Positiv 1 4 1 - - - - - - 6

: 12A1A

Bestimmung
Positiv - - - 3 - - - - - 3
12ARG
Positiv 4 - - - 14 - - - - 18
12ASP
Positiv 6 - - - - 35 - - - 41
12CYS
Positiv 2 - — — - - - - - 2
12SER
Positiv 5 — — — - — 1 17 - 23
12VAL
Positiv 1 — — - — — _ _ 4 5
13ASP
In 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360

Tabelle 18. Analyse der Ubereinstimmung

MaB fir die Ubereinstimmung Haufigkeit (%) 95 %-Konfidenzintervall (KI)
Prozentuale Gesamtilbereinstimmung 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Prozentuale positive Ubereinstimmung 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Prozentuale negative Ubereinstimmung 261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Nachweisgrenze (LoD)

Der Arbeitsbereich des therascreen KRAS RGQ PCR Kit basiert auf der Menge an
amplifizierbarer DNA in der Probe, die anhand des CT-Werts der Kontrollreaktion bestimmt
wird. Der angegebene Inputbereich fir die Assays wird durch den vorab festgelegten Kontroll-
Ct-Bereich von 21,92 bis 32,00 definiert. Die LoD ist der Mindestprozentsatz an mutierter
DNA, der vor dem Hintergrund der Wildtyp-DNA nachgewiesen werden kann, wenn die
gesamte amplifizierbare DNA innerhalb des angegebenen Eingabebereichs liegt und

dennoch unter dem Schwellenwert ACt bleibt.

CRC

Es wurde eine Studie durchgefihrt, um die LoD jeder der 7 mutationsspezifischen Reaktionen
zu bestimmen, die im therascreen KRAS RGQ PCR Kit enthalten sind. Fiir das therascreen
KRAS RGQ PCR Kit ist die Nachweisgrenze fir mutierte DNA vor dem Hintergrund von
Wildtyp-DNA definiert als der niedrigste Verdinnungsfaktor, bei dem 95 % der Testreplikate

fir jede mutationspositive Probe als positiv bewertet wurden.

Die LoD-Angaben unter Verwendung von FFPE-Zelllinien, bei denen der Eingangs-CtWert
zwischen etwa 22 und 27 Ct liegt, sind in Tabelle 19 aufgefihrt. Am unteren Ende des Ct-
Inputbereichs nimmt die Sensitivitat des Assays ab. Die Menge der eingesetzten DNA enthdlt
moglicherweise nicht genigend Kopien, um die gleichen prozentualen Verhdltnisse von
Wildtyp- zu mutierter DNA zu gewdhrleisten, wie sie im oberen und mittleren Bereich des

Arbeitsbereichs beobachtet werden.

Tabelle 19. LoD-Werte fir jeden Mutationsassay unter Verwendung von FFPE-Zelllinien

Assay LoD Cys (Anteil der mutierten DNA an der Wildtyp-DNA)
12ALA 0,8
12ASP 6,4

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026 91



Tabelle 19. LoD-Werte fiir jeden Mutationsassay unter Verwendung von FFPE-Zelllinien (Fortsetzung)

Assay LoD Cys (Anteil der mutierten DNA an der Wildtyp-DNA)
12ARG 2,6
12CYS 1,5
12SER 5,6
12VAL 1,6
13ASP 6.4
NSCLC

Die LoD fir die Assays des therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde anhand von CRC-Gewebe
bestimmt und verifiziert. Diese LoD-Ergebnisse wurden fir NSCLC-Gewebe sowohl anhand
von FFPE-Zelllinien als auch anhand klinischer FFPE-NSCLC-Proben erneut verifiziert.

Die Untersuchung bestand aus 2 Teilen. In Teil 1 wurden 60 Replikate von 7 mutierten FFPE-
NSCLC-Zelllinien, die jeweils eine Mutation reprasentierten, auf die LoD des jeweiligen
Assays verdiinnt und getestet. Alle 60 giltigen FFPE-Zelllinien-Replikate fir jede untersuchte
Probe zeigten bei der bewerteten LoD eine 100-prozentige Nachweisrate fir ihre jeweilige

Mutationsreaktion.

In Teil 2 wurden 96 Replikate klinischer FFPE-NSCLC-Proben, die jeweils eine Mutation
reprasentierten und aus 3 Entnahmemethoden (RES, CNB und FNA) stammten, nach

Verdinnung auf die Nachweisgrenze des jeweiligen Assays getestet.

Die 96 giltigen Replikate von 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL und 13ASP wurden zu 100 %
korrekt bestimmt. Die Assays fir 12CYS und 12SER zeigten bei der LoD eine Nachweisrate
von 95,8 %.
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Dies belegt, dass der zuvor ermittelte LoD-Wert fir alle Assays zur Erkennung von Mutationen
bei der Untersuchung von NSCLC-Gewebe sowie klinischen FFPE-NSCLC-Proben, FFPE-

Zelllinien und patientenspezifischen Proben bestatigt wurde.

DNA:-Input und Linearitét
Einfluss der DNA-Ausgangsmenge auf die ACt-Werte

Wenn Proben mit unterschiedlichen Gesamt-DNA-Gehalten denselben Anteil an mutierter
DNA enthalten, ist zu erwarten, dass die gemessenen ACt-Werte konsistent bleiben. Ziel der
Studie war es, nachzuweisen, dass die Leistungsfahigkeit des therascreen KRAS RGQ PCR Kit
Uber den gesamten Bereich der DNA-Eingabemenge (Kontroll-C1) des Assays hinweg
konsistent ist. Aus 8 FFPE-Zelllinien extrahierte DNA wurde zur Herstellung von DNA-Pools mit
dem niedrigstmdglichen Kontroll- Reaktions- CT verwendet. Die konzentrierten DNA-
Stamml&sungen wurden anschlieBend auf DNA-Konzentrationen verdinnt, die den gesamten
Messbereich abdeckten (insgesamt 5 Verdiinnungen, einschlieBlich der konzentrierten

Ausgangs-Stammldsung).
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Fir jeden Punkt innerhalb des Arbeitsbereichs wurde ausreichend Material vorbereitet, um 6
Wiederholungstests durchzufihren. Der Verdinnungsbereich fir jede Mutationsreaktion und
der aus den Ergebnissen ermittelte mittlere ACT-Wert sind in Tabelle 20 dargestellt. Die ACH-
Werte sind Gber den gesamten Arbeitsbereich des therascreen KRAS RGQ PCR Kit hinweg fir
alle Assays konsistent, was belegt, dass die DNA-Konzentration keinen Einfluss auf die

Genauigkeit der Bestimmung der Mutationen in den Proben hat.

Tabelle 20. Einfluss der DNA-Ausgangsmenge auf die ACt-Werte iiber den gesamten Ct-Bereich der
Ausgangskontrollreaktion — CRC-FFPE-Zelllinien

ACt
Verdinnung1 ~ Verdinnung 2 Verdinnung 3 Verdinnung 4 Verdinnung 5

Assay ~20-21Ct ~23-24 Ct ~26-27 Ct ~29-30 Ct ~32-33 Ct
12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27

12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75

12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06

12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 -0,1

12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08

12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67

13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

* Die Gesamtzahl der Wiederholungen fir 12ASP betrug 27.

Tabelle 21. Einfluss der DNA-Ausgangsmenge auf die ACt-Werte iiber den gesamten Ct-Bereich der Kontrollreaktion
hinweg - klinische FFPE-Proben von NSCLC-Patienten und Zelllinienproben

ACt
Verdinnung 1 Verdinnung 2 Verdinnung 3 Verdiinnung 4 Verdiinnung 5
Assay ~20-21Ct ~23-24 Ct ~26-27 Ct ~29-30 Ct ~32-33 Ct
12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
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Tabelle 21. Einfluss der DNA-Ausgangsmenge auf die ACt-Werte iiber den gesamten Ct-Bereich der Kontrollreaktion
hinweg - klinische FFPE-Proben von NSCLC-Patienten und Zelllinienproben (Fortsetzung)

ACt
Verdiinnung 1 Verdiinnung 2 Verdiinnung 3 Verdiinnung 4 Verdiinnung 5

Assay ~20-21Ct ~23-24 Ct ~26-27 Ct ~29-30 Ct ~32-33 Ct
12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 -*

12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40

12CYS 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97

12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 —*

12VAL 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01

13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 -*

* Aufgrund der geringen DNA-Konzentration wurde kein CT-Wert fir die Reaktion bei Mutationen zuriickgegeben,

weshalb kein A CT berechnet wurde.

Linearitit/ Amplifikationseffizienz in Abhéngigkeit von der DNA-Ausgangsmenge

Die Linearitat und die Amplifikationseffizienz der PCR fir jede Mutation, bezogen auf die
Kontrollreaktion, wurden Gber den gesamten Arbeitsbereich des therascreen KRAS RGQ PCR

Kit nachgewiesen. Die Amplifikationseffizienz fir NSCLC wurde fir jede der Mutationen und
die Kontrollreaktion als [10(-1/Steigung)] -1 berechnet. Die Amplifikationseffizienz fir CRC

wurde fir jede der Mutationsreaktionen und die Kontrollreaktion als [2 (- 1/Steigung)] -

1 berechnet.

Die Amplifikationseffizienz der Kontrollreaktion im Vergleich zur Mutationsreaktion zeigt,

dass der ACt-Wert und damit die Mutationsbestimmung Uber den gesamten Arbeitsbereich

der Assays hinweg konsistent ist. Eine Zusammenfassung der Daten ist in Tabelle 22 (CRC-

Proben) und Tabelle 24 (NSCLC-Proben) dargestellt.
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Tabelle 23. Amplifikationseffizienz bei Kontroll- und Mutationsreaktionen: klinische FFPE-Proben von NSCLC-Patienten
und FFPE-Proben von Zelllinien

Proben- Amplifikationseffizienz
12ALA 1,008
12ASP 1,036
12ARG 0,962
12CYS 0,996
12SER 1,092
12VAL 0,909
13ASP 1,008

Tabelle 24. Amplifikationseffizienz bei Kontroll- und Mutationsreaktionen: NSCLC-Proben

Untere Obere
Grenzedes  Grenze des
zweiseit. zweiseit.
Achsenabs. Berechn. Standardfehler 95 %Ki 95 %-KI
Proben- Achsenabs. Standardfehler Steigung (Steigung) (Steigung) (Steigung)
12ALA Kontroll-C; 22,74 0,04 -0,15 0,02 -0,19 -0,11
12ALA Cr 24,11 0,16 -1,06 0,07 -1,20 -0,93
12ASP Kontroll-Cy 21,92 0,03 -0,07 0,01 -0,09 -0,05
12ASP C; 24,44 0,02 -0,98 0,01 -0,99 -0,96
12ARG Kontroll-Cr 21,73 0,05 -0,13 -0,02 -0,17 -0,08
12ARG C; 22,69 0,03 -0,97 0,01 -1,00 -0,95
12CYS Kontroll-C; 21,73 0,04 -0,11 0,01 -0,14 -0,08
12CYS C; 22,77 0,03 -1,01 0,01 -1,03 -0,99
12SER Kontroll-C; 22,03 0,05 -0,06 0,02 -0,10 -0,02
12SER C; 25,34 0,03 -0,97 0,01 -0,99 0,94
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Tabelle 24. Amplifikationseffizienz bei Kontroll- und Mutationsreaktionen: NSCLC-Proben (Fortsetzung)

Untere Obere
Grenzedes  Grenze des
zweiseit. zweiseit.
Achsenabs. Berechn. Standardfehler 95 %-KI 95 %-KI
Proben- Achsenabs. Standardfehler Steigung (Steigung) (Steigung) (Steigung)
12VAL Kontroll-Cy 22,13 0,04 -0,03 0,02 -0,07 0,01
12VAL C; 23,34 0,08 -0,95 0,03 -1,01 -0,88
13ASP Kontroll-Cr 22,63 0,02 -0,02 0,01 0,001 -0,04
12ASP Cy 25,14 0,07 -0,94 0,03 -1,00 -0,88

Linearitat/ Amplifikationseffizienz als Funktion des prozentualen Mutationsanteils

NSCLC

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss einer seriell verdinnten, mutierten positiven Probe auf
die Amplifikationseffizienz iber den gesamten Arbeitsbereich des therascreen KRAS RGQ
PCR Kit hinweg zu bewerten, beginnend mit Ausgangswerten von etwa 22-23 Ct.

In dieser Studie wurde DNA aus neun FFPE-NSCLC-Proben (4 Zelllinien und 5 klinische
Proben) verwendet. Die Studie war darauf ausgelegt, den Einfluss der seriellen Verdinnung
einer mutierten positiven Probe auf die Amplifikationseffizienz zu bewerten, indem Proben mit
unterschiedlichem Mutationsanteil bei einem hohen DNA-Ausgangswert (Kontrollreaktion von
ca. 23 Cq) getestet wurden. Die DNA aus klinischen FFPE-NSCLC- und FFPE-Zelllinien-
Probenpools wurde auf optische Dichten verdinnt, die den C-Werten der Kontrollreaktion von
ca. 22-23 Cy entsprachen. Die mutierte DNA wurde 2-fach in normalisierte Wildtyp-DNA
seriell verdinnt, um eine Reihe von 5 Verdinnungen pro mutierter DNA-Probe zu erzeugen,
die sich in ihrem Mutationsanteil unterschieden (angestrebt wurden 100 %, 50 %, 25 %,
12,5 % und 6,25 % Mutationsanteil).
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Die Amplifikationseffizienzen der Wildtyp-DNA im Vergleich zur in einer Probe vorhandenen
mutierfen DNA hatten keinen Einfluss auf die & Cr-Werte, sodass die Bestimmung der Mutation

davon unberihrt blieb.

CRC

DNA-Extrakte aus CRC FFPE-Zelllinien wurden zundchst anhand der LoD-Werte bewertet,
bevor die PCR mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit durchgefihrt wurde. AnschliefBend
wurden DNA-Stammldsungen so hergestellt, dass deren C1-Wert in der Kontrollreaktion in
etwa dem Cy-Wert entsprach. Die Stammlésungen wurden zweimal jeweils mit Wildtyp-DNA
seriell verdiinnt, um bei Variation des prozentualen Anteils mutierter DNA die Gesamtmenge

an Wildtyp-DNA im Template konstant zu halten.

Es wurden DNA-Pools angesetzt, die ausreichend Material fir 6 Replikate pro Mutation
enthielten. Die CT- und ACT-Werte fir jede Mutation an jedem Verdinnungspunkt wurden
berechnet. Ein lineares Regressionsmodell wurde anhand des CT-Werts der Mutationsreaktion
im Verhdltnis zur log2-Verdinnung der DNA-Ausgangsmenge angepasst. Die Untersuchung
zeigte, dass die Verdinnung von Mutationen vor dem Hintergrund einer konstanten
Konzentration an Wildtyp-DNA zu Amplifikationseffizienzen fihrte, die nicht signifikant von

den in der oben genannten Linearitétsstudie ermittelten Werten abwichen.

Stérsubstanzen

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss potenziell stérender Substanzen auf die
Leistungsfahigkeit des therascreen KRAS RGQ PCR Kit zu bewerten. Dies erfolgte durch die
Analyse des Einflusses jeder Substanz auf die AC-Werte und den Status der Mutationen der
Proben mittels Spiking- Experimenten bei verschiedenen Konzentrationen. Potenzielle
Stérsubstanzen, die im DNA-Extraktionsprozess auftreten kénnen, waren Buffer AL, Buffer ATL,
Ethanol, Paraffin, Proteinase K, Wash Buffer AW 1, Wash Buffer AW2 und Xylen. Der letzte

Elutionspuffer aus dem Kit, Buffer ATE, wurde auBerdem als Leerwertkontrolle getestet.
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Bei den Konzentrationen, die bei normalem Gebrauch zu erwarten sind, beeintrachtigte keine
der untersuchten potenziell stérenden Substanzen die Fahigkeit des therascreen KRAS RGQ

PCR Kit, zwischen mutationspositiven und mutationsnegativen Proben zu unterscheiden.

Zusatzlich zur Untersuchung der Stérsubstanzen wurde der potenzielle Einfluss von Nekrosen
in klinischen Proben von CRC untersucht, um festzustellen, ob ein hoher Anteil an nekrotischem
Gewebe in Tumorproben die Féhigkeit zur Gewinnung valider Daten beeintréchtigt. Von den
insgesamt 421 Proben, die im Rahmen des Vergleichs mit der analytischen Referenzmethode
beurteilt wurden, wiesen 29 Proben Nekrose mit > 50 % auf, wie eine pathologische Prifung
ergab. Von diesen 29 Proben lieferten 28 valide Ergebnisse, die mit der bidirektionalen
Sanger-Sequenzierung Ubereinstimmten. Ein einzelnes Ergebnis war ungiltig, weil nicht

genigend DNA vorlag.

Der potenzielle Einfluss von Nekrose wurde ebenfalls anhand klinischer Proben von NSCLC
untersucht, um festzustellen, ob ein hoher Anteil an nekrotischem Gewebe in Tumorproben die
Fahigkeit zur Gewinnung valider Daten beeintrachtigt. Diese Studie zeigte, dass der
prozentuale Anteil an Tumorgewebe oder Nekrose in der Probe keinen Einfluss auf den Cy-
Wert oder den A Ci-Wert zwischen den verschiedenen Entnahmemethoden (CNB, RES oder
FNA) hat.

Es wurde eine zusdtzliche Studie durchgefihrt, um den Einfluss von Hémoglobin (Hb) auf das
therascreen KRAS RGQ PCR Kit zu untersuchen. In dieser Studie wurden klinische
Resektionsproben von NSCLC herangezogen, die fir die Mutationen 12ALA, 12ASP,
12ARG, 12VAL, 12CYS und 13ASP entnommen worden waren. Eine klinische Probe mit der
12SER-Mutation wurde aufgrund der Seltenheit dieser Mutation nicht untersucht. Eine klinische
KRAS-Wildtyp-FFPE-Probe wurde in den Probenpool der Studie aufgenommen, um mégliche
Interferenzen bei Proben mit negativem Status bei Mutationen zu bewerten. Die Testproben
wurden mit Hb in 2 verschiedenen Konzentrationen versetzt: der Halfte des hachsten
erwarteten Carry-over-Werts (0,5x) und dem hdchsten erwarteten Carry-over-Wert (1x). Die

empfohlene Testkonzentration (1x) wurde gemé&f3 CLSI EPO7-A2 mit 2 pg/pl festgelegt. Diese
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Studie zeigte, dass der Nachweis der Mutationen 12ASP, 12ARG, 12VAL, 12CYS und
13ASP mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit nicht durch das potenzielle Stérsubstanz
Hamoglobin beeintréchtigt wird. Der Nachweis der 12ALA-Mutationen mit dem therascreen
KRAS RGQ PCR Kit wird jedoch bei einer Hb-Konzentration von 0,50 pg/pl oder hdher
beeintréchtigt.

Kreuzkontamination

Ziel dieser Studie war es, das Ausmaf3 der Kreuzkontamination zwischen DNA-Proben unter
Verwendung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit zu ermitteln, die maglicherweise zu falsch-
positiven Ergebnissen fihren kann. Zu den potenziellen Quellen von Kreuzkontaminationen

gehdren:

* Probenextraktion (z. B. Abschaben von Objekitragern)
¢ Pipettieren von Proben

 VerschlieBen von Probenréhrchen

* Kontamination von KitReagenzien wéhrend des Gebrauchs

¢ Laden von Assay-Rhrchen in das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument

Fir diese Studie wurden FFPE-Standards verwendet: der Wildtyp-Standard und der 12ALA-
Standard (da die 12ALA-Reaktion die Reaktion mit der niedrigsten LoD im Kit ist).

Im Rahmen der Studie wurden 10PCR- Laufe durchgefihrt, mit denen das
Kontaminationspotenzial sowohl innerhalb von als auch zwischen den L&ufen auf dem Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM Instrument bestimmt werden sollte. Bei diesen Testldufen wurden
Réhrchen mit Wildtyp-DNA verwendet, um auf eine Kontamination durch mutierte DNA zu

prifen.

In dieser Studie wurden in keiner der Wildtyp-DNA-Extrakte, die zum Nachweis von

Kreuzkontaminationen verwendet wurden, nachweisbare Kontaminationen gefunden.
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Exklusivitat/Kreuzreaktivitét

Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit besteht aus 8 separaten Reaktionen, darunter eine
einzelne Kontrollreaktion, die einen nicht-polymorphen Bereich des KRAS-Gens nachweist,
sowie 7 Mutations-spezifische Reaktionen. Es gibt keine Reaktion, die speziell die Wildtyp-
KRAS-Sequenz an den Codons 12 oder 13 misst. Das KRAS-Ergebnis ,No Mutation Detected”
(Keine Mutation nachgewiesen, d. h. Wildtyp) wird ausgegeben, wenn fir keine der

7 Mutationen ein positives Mutationsergebnis erhalten wird.

Daher ist es erforderlich, das Ausmaf3 der unspezifischen Amplifikation bzw. der
Kreuzreaktivitat zu ermitteln, die in jeder Reaktion bei Uberschissigen Mengen an KRAS-
Wildtyp-DNA auftritt, um sicherzustellen, dass keine falsch-positiven Ergebnisse auftreten.
Ebenso wird die unspezifische Amplifikation fir KRAS-Mutationen bewertet, die von den
Assays nicht nachgewiesen werden sollen. Dies belegt, dass das AusmaB3 der Kreuzreaktivitat
zwischen mutierten Reaktionen bei Vorhandensein Uberschissiger Mengen an mutierter DNA
nicht zu fehlerhaften Beurteilungen der Mutationen fishrt. Da die DNA-Eingabemenge fir
diesen Assay auf dem Kontroll-Ct-Bereich (21,92-32,00) basiert, richtet sich die héchste
Konzentration der DNA-Eingabemenge nach einem Kontroll-C-Wert von etwa 22.

Unspezifische Amplifikation/Kreuzreaktivitét: Wildtyp-KRAS-DNA

Bestimmt wurde das Ausmaf3 an nicht spezifischer Amplifikation von Wildtyp-DNA nach
jeweils fir die Amplifikation spezifischer Mutationen vorgesehenen Reaktionsgemischen.
Insgesamt wurden 60 Replikate von Wildtyp-DNA aus einer FFPE-Zelllinie sowie 60 NSCLC-
Proben bei der héchsten Konzentration an amplifizierbarer DNA unter Verwendung des
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ausgewertet.

Die Ct-Werte der Kontrollen lagen bei etwa 22-23. Die Ergebnisse zeigten, dass die ACT-
Werte die festgelegten Cutoff-Werte Gberschritten und mindestens 95 % der Wildtyp-Replikate

korrekt identifiziert wurden.
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Unspezifische Amplifikation/Kreuzreaktivitét/Exklusivitat: mutationspositives KRAS-DNA

Es wurden Mutationsproben mit einer hohen DNA- Ausgangskonzentration gegen alle
Reaktionsgemische getestet. Aus jeder der FFPE-Zelllinien fir CRC und NSCLC wurden DNA-
Proben aufbereitet, sodass der Ct-Wert der Kontrollreaktion etwa 23 entsprach. Aus diesen
Verdinnungen wurden 6 Replikate je Mutationsprobe getestet. Der prozentuale
Mutationsanteil in der Probe wird durch den prozentualen Anteil der Mutationen in der
Zelllinien-DNA bestimmt.

Die in Tabelle 25 und Tabelle 26 dargestellten mittleren ACtWerte zeigen, dass eine
Kreuzreaktivitat zwischen den Mutantenreaktionen besteht. In allen Fallen zeigen die
Ergebnisse, dass die richtige Mutation anhand der entsprechenden Mutationsreaktion
identifiziet wurde (d.h., der kleinste ACt Wert entsprach der korrekten
Mutationsbestimmung). Alle Gbrigen Testfdlle wurden entweder nicht nachgewiesen oder

lagen auBerhalb des AC+Schwellenwerts.

Tabelle 25. Kreuzreaktivitéit zwischen Mutationsreaktionen unter Verwendung von CRC-FFPE-Zelllinien-DNA im hohen
Input-Bereich

Assay ACt
Mutierte DNA 12ALA 12ASP 12ARG 12CYs 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 1,42* 12,66 N. u. 581t 2,78t 6,311 13,21
12ASP 12,56 2,42* N. u. N. u. 13,44 11,21 13,55
12ARG 13,12 11,56 1,12* 11,42 N. u. 13,43 12,66
12CYS 14,2 12,48 9,23 0,98* N. u. 7,96 t 12,88
12SER N. u. 13,39 13,31 N. u. 3,02* 12,99 13,97
12VAL 6,83t N. u. N. u. N. u. 13,38 0,28* 13,74
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Tabelle 25. Kreuzreaktivitat zwischen Mutationsreaktionen unter Verwendung von CRC-FFPE-Zelllinien-DNA im hohen
Input-Bereich (Fortsetzung)

Assay ACt
Mutierte DNA 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
13ASP N. u. 13,29 13,89 N. u. N. u. 14,36 4,5*

N. u.: Keine Kreuzreaktion
* ACt-Werte aus passenden Reaktionen.

t ACt-Werte aus kreuzreaktiven Reaktionen unterhalb des Cut-offs.

Tabelle 26. Kreuzreaktivitat zwischen Mutationsreaktionen unter Verwendung von DNA aus NSCLC-FFPE-Zelllinien im
hohen Input-Bereich

Assay ACt
Mutierte DNA 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 1,31* 12,8 N. u. 501t 2,261 5,57t 12,65
12ASP 12,61 1,66* N. u. N. u. N. u. 10,3 12,69
12ARG 12,98 11,08 0,81* 11,24 N. u. 12,66 12,62
12CYS N. u. 12,22 7,841 0,56* N. u. 13,06 11,84
12SER N. u. 12,87 13,21 N. u. 1,93* 13,25 12,93
12VAL 5,93t 14,29 N. u. N. u. 13,14 0,45* 12,39
13ASP N. u. N. u. N. u. N. u. N. u. N. u. 2,02*

N. u.: Keine Kreuzreaktion
* ACt-Werte aus vergleichbaren Reaktionen.

t ACt aus kreuzreaktiven Reaktionen unterhalb des Cutoff-Wertes.
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Wiederholprézision und Reproduzierbarkeit

Die Prézision des therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde anhand eines Protokolls bestimmt,
das Aspekte der CLSI-Richtlinien EP12-A und EP5-A2 (21, 22) bericksichtigte. Fir diese
Bestimmung wurden klinische CRC-Proben verwendet. Je eine Wildtyp-Probe und eine Probe
fir jede Mutation wurden mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit untersucht. Dabei wurden
an jeweils 3 Standorten von 2 Laboranten alle Proben und Kontrollen an 3 Chargen des
therascreen KRAS RGQ PCR Kit getestet — taglich Uber einen Zeitraum von 5 Tagen, mit 2
Laufen pro Tag und jeweils 2 Wiederholungen jeder Probe pro Lauf. Die fir jede Reaktion in
jeder  Probe ermittelten Ct und ACh Werte wurden  ebenfalls  mittels

Varianzkomponentenanalyse ausgewertet.
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Die Reproduzierbarkeit des therascreen KRAS RGQ PCR Kit wurde fir Proben mit geringem
Mutationsgehalt (3xLoD) und Wildtyp-Proben nachgewiesen, wobei bei allen Assays iber
mehrere Chargen, Platformen und Laboranten hinweg mindestens 39 von 40 korrekten
Mutationsbestimmungen  erzielt wurden, sowohl bei laborinternen als auch bei
laboribergreifenden Versuchen. Die unter Verwendung von C50- und 3xLoD- Proben
ermittelten  Varianzschatzungen (1-fache Standardabweichung) sind in Tabelle 27 und

Tabelle 28 aufgefihrt.

Tabelle 27. Schétzungen der Assay-Varianz

% VK fir ACT % VK fisr mutierten Ct-Wert % VK fisr Kontroll-Ct-Wert
Assay 3x LoD C50 3x LoD C50 3x LoD C50 w1
12ALA 13,14 8,32 1,87 2,02 0,97 1,12 1,12
12ARG 10,79 8,04 1,59 1,96 1,24 1,51 1,15
12ASP 12,86 5,87 1.11 1,00 0,90 0,90 1,04
12CYS 17,61 10,83 1,86 2,02 1,54 1,22 1,15
12SER 13,97 10,43 1,71 2,11 0,94 1,19 1,15
12VAL 9,6 15,47 1,52 1,65 1.11 3,74 1,26
13ASP 13,73 9,35 1,91 2,08 1.11 1,41 1,19

Tabelle 28. Schétzungen der Wiederholgenauigkeit

% VK fir ACT % VK fir mutierten Ct-Wert % VK fir Kontroll-Ct-Wert
Assay 3x LoD C50 3x LoD C50 3x LoD C50 w1
12ALA 10,71 7,51 1,69 1,76 0,77 0,90 0,79
12ARG 9,83 8,04 1,21 1,76 0,84 1,33 0,90
12ASP 10,16 4,08 0,93 0,89 0,80 0,76 0,76
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Tabelle 28. Schétzungen der Wiederholgenavuigkeit (Fortsetzung)

% VK fir ACT % VK fir mutierten Ct-Wert % VK fisr Kontroll-Ct-Wert
Assay 3x LoD C50 3x LoD C50 3x LoD C50 w1
12CYS 13,15 8,80 1,31 1,76 1,40 1,01 0,76
12SER 6,76 6,18 1,10 1,48 0,80 0,90 0,90
12VAL 9,21 15,32 1,40 1,42 0,91 3,49 0,94
13ASP 8,67 7,01 1,30 1,65 0,91 1,19 0,97

Der geschatzte Anteil der Proben mit einem Wert von 3xLoD, bei denen Mutanten- und
Wildtyp-Proben nachgewiesen wurden, wurde sowohl insgesamt als auch fir jeden einzelnen
Standort angegeben. Bei allen Assays und Probenkombinationen ergaben mindestens 79 von
80 Wiederholungen die korrekte Bestimmung der Mutation. Der Gesamtanteil korrekter
Ergebnisse betrug 99,6 % (1115/1120); 99,6 % (558/560) bei Proben mit nachgewiesener
Mutation  (3xLoD) und 99,5% (557/560) bei Proben, bei denen keine Mutation
nachgewiesen wurde (Wildtyp) (Tabelle 29).

Tabelle 29. Korrekte Bestimmungen insgesamt

Korrekte Bestimmungen

Mutation Proben bei 3x LOD Wildtyp-Proben (niedrig)
12ALA 79/80 80/80
12ARG 80/80 79/80
12ASP 80/80 80/80
12CYS 79/80 80/80
12SER 80/80 79/80
12VAL 80/80 79/80
13ASP 80/80 80/80
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NSCLC

Die Prazision des therascreen KRAS RGQ PCR Kit im Rahmen von Labor-Eigenversuchen
(Wiederholbarkeit) wurde bewertet. Es werden sowohl die Richtigkeit der
Mutationsergebnisse als auch die Genauigkeit der A C-Werte (die Differenz der Ct-Werte

zwischen einer Mutationsreaktion und der Kontrollreaktion) angegeben.

Insgesamt wurden 15 Panel-Mitglieder vorbereitet: jeweils eines fir jede der 7 vom KRAS-Kit
nachgewiesenen Mutationen (bei LOD und 2x LoD) sowie ein Wildtyp-Panel-Mitglied (WT).
Die mutierten Panelmitglieder wurden je nach Verfigbarkeit entweder durch eine FFPE-
Zelllinie oder eine klinische Probe reprasentiert. Alle Proben wurden auf einen Kontroll-CT-
Wert von 27 normiert, und die Mutantenproben wurden mit Wildtyp-DNA verdinnt, um
ausreichend Material fir Proben mit Mutationskonzentrationen von 1x LoD und 2x LoD zu

gewinnen.

Der Anteil der korrekten Zuordnungen ist fir jedes Testpanel in Tabelle 30 aufgefihrt, und die

Werte fiir die quantitative Prazision sind in Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 30. Anteil korrekter Mutationsbestimmungen

Gruppierungsvariablen Anteil Zweiseitiges 95-%-Konfidenzintervall
Probenkonzentration Assay Anteil Prozentsatz (%)  Unterer Wert (%) Oberer Wert (%)
2x LoD 12ALA 28/28 100,00 87,66 100,00

12ARG* 28/28 100,00 87,66 100,00

12ASP 28/28 100,00 87,66 100,00

12CYS 28/28 100,00 87,66 100,00

12SER* 28/28 100,00 87,66 100,00

12VAL 28/28 100,00 87,66 100,00

13ASP* 28/28 100,00 87,66 100,00
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Gruppierungsvariablen Anteil Zweiseitiges 95-%-Konfidenzintervall

Probenkonzentration Assay Anteil Prozentsatz (%)  Unterer Wert (%) Oberer Wert (%)
LoD 12ALA 39/40 97,50 86,84 99,94
12ARG 40/40 100,00 91,19 100,00
12ASP 40/40 100,00 91,19 100,00
12CYS 40/40 100,00 91,19 100,00
12SER* 40/40 100,00 91,19 100,00
12VAL 40/40 100,00 91,19 100,00
13ASP* 38/40 95,00 83,08 99,39
WT Alle 28/28 100,00 87,66 100,00

* Repréasentiert durch FFPE-Zelllinie
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Die Prazision des therascreen KRAS RGQ PCR Kit zwischen verschiedenen Laboren
(Reproduzierbarkeit) wurde untersucht. Es wurde mit drei verschiedenen Labore
(Teststandorten) gearbeitet. Fir diese Studie wurde das gleiche Testpanel verwendet wie fir
die Wiederholbarkeitsstudie. An jedem Standort wurden die Laborbedingungen durch das
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdat, den Bediener, die Charge des therascreen KRAS RGQ
PCR Kit und die Anzahl der Durchléufe pro Tag variiert, sodass sich insgesamt 88 Durchléufe

pro Standort Gber 22 nicht aufeinanderfolgende Tage ergaben.
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Der Anteil korrekter Bestimmungen fir Mutationen ist in Tabelle 32 aufgefihrt. Die Werte zur
quantitativen Prazision sind in Tabelle 33 dargestellt. Die Gesamtreproduzierbarkeit des
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ist in der Spalte ,#Gesamt (SD, CV%)" von Tabelle 33

angegeben.

Tabelle 32. Anteil korrekter Mutationsbestimmungen iiber Standorte hinweg

Gruppierungsvariablen Anteil Zweiseitiges 95-%-Konfidenzintervall
Probenkonzentration Assay Anteil Prozentsatz (%)  Unterer Wert (%)  Oberer Wert (%)
2x LoD 12ALA 84/84 100,00 95,70 100,00

12ARG* 84/84 100,00 95,70 100,00
12ASP 84/84 100,00 95,70 100,00
12CYS 84/84 100,00 95,70 100,00
12SER* 84/84 100,00 95,70 100,00
12VAL 84/84 100,00 95,70 100,00
13ASP* 84/84 100,00 95,70 100,00
LoD 12ALA 118/120 98,33 94,11 99,80
12ARG 120/120 100,00 96,97 100,00
12ASP 120/120 100,00 96,97 100,00
12CYS 119/120 99,17 95,44 99,88
12SER* 120/120 100,00 96,97 100,00
12VAL 120/120 100,00 96,97 100,00
13ASP* 118/120 98,33 94,11 99,80
WT Alle 82/84 97,62 91,66 99,71

* Dargestellt anhand einer FFPE-Zelllinie.
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Variabilitét der Probenhandhabung

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Schwankungen bei der Probenhandhabung -
insbesondere bei der DNA-Extraktion — auf das therascreen KRAS RGQ PCR Kit zu
untersuchen. Diese Studie erganzt die Studie zur Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit,
indem sie die Schwankungen bei der Probenhandhabung analysiert, die auftraten, als
dieselben klinischen FFPE-Schnitte und FFPE-Zelllinien-Schnitte an 3 Standorten verarbeitet und
anschlieBend mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit untersucht wurden.

CRC

Aus jeder der 10 FFPE-CRC-Proben von Darmkrebs (3 Wildtyp-Proben und je 1 Probe pro
Mutation) wurden 30 aufeinanderfolgende 5-pm-Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden
nach dem Zufallsprinzip auf 1 von 3 Teststellen verteilt, sodass jede Stelle 10 Schnitte pro
FFPE-Probe erhielt (insgesamt 100 Schnitte). Von den 300 getesteten DNA-Extraktionen waren
298 Proben giltig. Hinsichtlich der KRAS-Mutation-Befundung bestand zwischen den 3

Standorten eine Ubereinstimmung von 99,33 %.

Ein Vergleich der mittleren ACt-Werte fiir mutierte und Wildtyp-Proben nach Standort ergab
eine sehr enge Ubereinstimmung der Ergebnisse. Die Ergebnisse belegen die

Ubereinstimmung des DNA-Extraktionsverfahrens und der Probenverarbeitung in Verbindung
mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NSCLC

In dieser Studie wurden 13 klinische NSCLC-Proben (3 x 12ASP, 3 x 12CYS, 4 x 12VAL und
3 Wildtyp-Proben) sowie 4 FFPE-Zelllinienproben (12ALA, 12ARG, 12SER und 13ASP)
verwendet. Die Proben stammten aus den verschiedenen Entnahmemethoden: RES, FNA und

CNB. Zelllinien wurden verwendet, um seltene Mutationen darzustellen, fir die kein klinisches

NSCLC-Gewebe verfigbar war.
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Die 3 Chargen mit je 20 FFPE-Schnitten wurden dann zuféllig auf die 3 Standorte verteilt. An
jedem der 3 Standorte wurde die DNA-Extraktion an einer Charge von 20 FFPE-Schnitten
(10 Paare) pro Mutation und Wildtyp durchgefihrt.

Als alle Probenvorbereitungen an 3 verschiedenen Teststandorten mit dem therascreen KRAS
RGQ PCR Kit untersucht wurden, wurden alle 7 Mutationen sowie die Wildtyp-Proben mit der
korrekten Mutationsbezeichnung identifiziert. Die Gesamtgenauigkeit bei der Bestimmung der
Mutationen fir jede der 7 Mutationen sowie fir die Wildtyp-Proben betrug 100 %, was die
standortibergreifende Konsistenz bei der DNA-Extraktion und dem Mutationsnachweis unter
Verwendung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit belegt.

Eine zusatzliche Studie zur Probenhandhabung wurde unter Verwendung klinischer FFPE-
Proben von nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) durchgefihrt, die fir die Mutationen
12ALA, 12ARG, 12SER und 13ASP reprasentativ waren, da in der vorherigen Studie
Zelllinienproben verwendet worden waren, die fir diese Mutationen reprdsentativ waren.
Diese zusdtzliche Studie erfolgte nach dem gleichen Studiendesign wie die vorherige Studie.
Diese zusdtzliche Studie folgte dem gleichen Studiendesign wie die vorherige Studie. Alle
Probenvorbereitungen fir Proben mit den Mutationen 12ALA, 12ARG und 13ASP, die an
allen 3 einzelnen Teststandorten extrahiert wurden, lieferten bei der Untersuchung mit dem
KRAS-Kit eine korrekte Mutationsbestimmung. Insgesamt wurden fir 100 % dieser Proben
korrekte Ergebnisse erhalten. Bei den Probenvorbereitungen fir die 12SER-Mutation lag die
Haufigkeit korrekter Mutationsbestimmungen bei 28 von 30 (Prozentsatz korrekter
Bestimmungen: 93,33 %) Uber alle 3 einzelnen Teststandorte hinweg. Die Ergebnisse belegen
die Konsistenz des DNA- Extraktionsverfahrens und des Arbeitsablaufs  bei  der
Probenverarbeitung, die zur Durchfihrung der Tests mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit

verwendet wurden.
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Gleichwertigkeit der Methoden zur Entnahme von Proben (ausschlief3lich NSCLC)

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob die mit dem therascreen KRAS RGQ PCR Kit
ermittelte Mutationsbestimmung bei NSCLC-Proben durch die Art der Probenentnahme

beeinflusst wurde. Die 3 in dieser Studie untersuchten Probenentnahmemethoden waren RES,
FNA und CNB.

Fir diese Studie wurden ,patientenbezogene” CNB- und FNA-Proben aus chirurgisch
resezierten Tumorproben gewonnen, um sicherzustellen, dass derselbe Tumor mit den 3

Entnahmemethoden enthommen wurde. Jede Probe wurde extrahiert und mit dem therascreen
KRAS RGQ PCR Kit untersucht.

Jede Probe wurde extrahiert und mit dem KRAS-Kontrollassay untersucht. Jede Probe, die ein
giltiges Ergebnis lieferte (169 Resektionen, 169 CNB und 164 FNA), wurde mit allen 8
KRAS-Assays untersucht.

Die primdre Analyse basierte auf der spezifischen Mutation, die iber alle
Probengewinnungsarten hinweg nachgewiesen wurde. Fir jeden paarweisen Vergleich
wurden die Kennzahlen fir die prozentuale Gesamtibereinstimmung, die prozentuale positive
Ubereinstimmung und die prozentuale negative Ubereinstimmung berechnet, zusammen mit

dem exakten zweiseitigen 95-Prozent-Konfidenzintervall.
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Tabelle 34. Ubereinstimmung zwischen Probengewinnungsmethoden

Obere zweiseitige
Untere zweiseitige ~ 95-%-
Prozentsatz  Konfidenzgrenze  Konfidenzgrenzen
Vergleich Ubereinstimmung Haufigkeiten (%) (%) (%)
CNB im Prozentuale 148/156 94,87 90,15 97,76
Vergleich  Gesamtiibereinstimmung
zu FNA,
. Prozentuale positive 29/35 82,86 66,35 93,44
wobei . o .
CNB dls Ubereinstimmung (%)
Referenz Prozentuale negative 119/121 98,35 94,16 99,80
dient Ubereinstimmung (%)
CNB im Prozentuale 153/161 95,03 90,44 97,83
Vergleich ~ Gesamtibereinstimmung
zu RES,
. Prozentuale positive 31/37 83,78 67,99 93,81
wobei . o .
CNB als Ubereinstimmung (%)
Referenz Prozentuale negative 122/124 98,39 94,30 99,80
dient Ubereinstimmung (%)
FNA im Prozentuale 148/156 94,87 90,15 97,76
Vergleich  Gesamtibereinstimmung
zu CNB,
wobei FNA Iirozen‘ruale positive 29/32 90,63 74,98 98,02
Ubereinstimmung (%)
als
Referenz Prozentuale negative 119/124 95,97 90,84 98,68
dient Ubereinstimmung (%)
FNA im Prozentuale 152/156 97,44 93,57 99,30
Vergleich ~ Gesamtilbereinstimmung
zu RES,
wobei FNA Iirozenfuole positive 30/32 93,75 79,19 99,23
Ubereinstimmung (%)
als
Referenz Prozentuale negative 122/124 98,39 94,30 99,80
dient Ubereinstimmung (%)
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Obere zweiseitige
Untere zweiseitige ~ 95-%-
Prozentsatz  Konfidenzgrenze ~ Konfidenzgrenzen

Vergleich Ubereinstimmung Haufigkeiten (%) (%) (%)
RES im Ver-  Prozentuale 153/161 95,03 90,44 97,83
gleich zu Gesamtibereinstimmung
CNB,
wobei RES
als Refe-
renz dient
Prozentuale positive 31/34 91,18 76,32 98,14

Ubereinstimmung (%)

Prozentuale negative 122/127 96,06 91,05 98,71

Ubereinstimmung (%)

RES im Ver-  Prozentuale 152/156 97,44 93,57 99,30

gleich zu Gesamtilbereinstimmung

FNA,

wobei RES Iirozenfuole positive 30/32 93,75 79,19 99,23
Ubereinstimmung (%)

als

Referenz Prozentuale negative 122/124 98,39 94,30 99,80

dient

Ubereinstimmung (%)

Dariber hinaus wurde eine Regressionsanalyse nach Passing- Bablok und Deming
durchgefihrt, um die Ct- und A Ct-Werte zwischen verschiedenen Probenentnahmemethoden
zu vergleichen. Die Regressionsanalyse ergab, dass es keine Hinweise darauf gibt, dass
zwischen den Probenarten RES, CNB und FNA hinsichtlich der Ct- oder A Ct-Werte ein
konstanter oder proportionaler Unterschied besteht. Zudem wurde eine lineare
Regressionsanalyse durchgefihrt, um den Einfluss sowohl des Anteils an nekrotischem als
auch an Tumorgewebe auf die entsprechenden A Ct-Werte zu untersuchen. Die Steigung der
Regressionsgeraden sowohl fir den Anteil an nekrotischem Gewebe als auch fir den Anteil

an Tumorgewebe im Verhdltnis zu A Ct deutet darauf hin, dass es keine Hinweise darauf gibt,
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dass sich die ACtWerte mit steigenden Anteilen an nekrotischem oder Tumorgewebe

nennenswert unterscheiden.
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Das therascreen KRAS RGQ PCR Kit dient dem spezifischen Nachweis von 7 KRAS-
Mutationen in den Codons 12 und 13 des KRAS-Gens. Es ist nicht fir den spezifischen
Nachweis der Wildtyp-Sequenz in diesen Codons vorgesehen. Die Testergebnisse werden als
»[Name der Mutation] Detected” ([Name der Mutation] nachgewiesen) und ,No Mutation

Detected” (Keine Mutation nachgewiesen) ausgegeben.

Klinische Studie zur Untermauerung der Anwendung in Kombination mit Erbitux
(Cetuximab)

Es wurde eine klinische Leistungsstudie durchgefihrt, um Daten zur Untermauerung des
klinischen Nutzens des therascreen KRAS RGQ PCR Kit als diagnostisches Instrument zur
Auswahl von Patienten fir eine Behandlung mit Erbitux (Cetuximab) zu gewinnen. Die
Sicherheit und Wirksamkeit von Erbitux (Cetuximab) wurde in der CA225025- Studie
nachgewiesen. CA225025 war eine multizentrische, offene, randomisierte klinische Studie,
die an 572 Patienten mit EGFR-exprimierendem, zuvor behandeltem, rezidivierendem
metastasiertem CRC (mCRC) durchgefihrt wurde. Die Patienten wurden randomisiert (1:1)
und erhielten entweder Erbitux (Cetuximab) plus die beste unterstitzende Behandlung (best
supportive care, BSC) oder ausschlieBlich die BSC. Erbitux (Cetuximab) wurde in einer
Anfangsdosis von 400 mg/m 2 verabreicht, gefolgt von wochentlichen Dosen von
250 mg/m2, bis es zu einem Fortschreiten der Erkrankung oder zu inakzeptablen

Nebenwirkungen kam.

Von den 572 randomisierten Patienten betrug das Medianalter 63 Jahre; 64 % waren
mdnnlich, 89 % waren kaukasischer Abstammung und 77 % wiesen zu Studienbeginn einen
ECOG-Leistungsstatus von 0-1 auf. Die demographischen und Baseline-Merkmale waren in
den beiden Studienarmen &hnlich. Alle Patienten sollten zuvor eine Therapie erhalten haben,
bei der eine Progression der Erkrankung eingefreten war, einschlieBlich einer

irinotecanhaltigen und einer oxaliplatinhaltigen Therapie.

Fir 453 von 572 (79 %) Patienten lag der Status der KRAS-Mutation vor: 245 (54 %)

Patienten wiesen KRAS-mutationsnegative Tumoren auf, und 208 (46 %) Patienten wiesen
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KRAS-mutationspositive Tumoren auf, wie anhand des therascreen KRAS RGQ PCR Kit

festgestellt wurde.

Das wichtigste Ergebnismaf der Studie war das Gesamtiberleben (Overall Survival, OS). Bei
der KRAS-mutationsnegativen (Wildtyp-|Population betrug die mediane Uberlebenszeit (95-%-
Kl) 8,6 (7,0; 10,3) Monate in der Erbitux (Cetuximab) + BSC-Gruppe und 5,0 (4,3; 5,7)
Monate in der BSC-Gruppe. Die Hazard-Ratio fir das OS von Erbitux (Cetuximab) + BSC
gegeniber BSC lag bei 0,63. Das 95-%Konfidenzintervall (KI) betrug (0,47; 0,84).

Bei der KRAS-mutationspositiven Population betrug die mediane Uberlebenszeit 4,8 (3,9; 5,6)
Monate in der Erbitux (Cetuximab)+BSC-Gruppe und 4,6 (3,6; 4,9) Monate in der BSC-
Gruppe. Die Hazard-Ratio lag bei 0,91 mit 95-%-KlI (0,67, 1,24). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 35 und Abbildung 23 dargestellt.

Tabelle 35. Gesamtiiberleben bei zuvor behandelten Patienten mit EGFR-positivem metastasiertem Kolorektalkarzinom
(alle randomisiert und KRAS-Status)

KRAS-mutationsnegativ bei
Alle randomisiert Wildtyp KRAS-mutationspositiv
Erbitux + BSC N = 287 BSC Erbitux + BSC Erbitux + BSC
N =285 BSCN=117 N=128 BSCN=108 N=100

Median 6,1 4,6 8,6 5,0 4,8 4,6
(Monale] (5,4, 6,7) (42,49  (7.0,103) 43,57) (39,56  (3.6,49)
(95-%KI)
Hazard- 0,77 0,63 0,91
Ratio (0,64, 0,92) (0,47:0,84) (0,67:1,24)
(95-%I)

p-Wert* 0,0046 - -

* Basierend auf dem stratifizierten Log-Rank-Test.
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Anteil am Leben
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Abbildung 23. Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben bei Patienten mit KRAS-mutationsnegativem (Wildtyp)
metastasiertem Kolorektalkarzinom.

Die Gesamtiiberlebensraten, basierend auf Kaplan- Meier- Schétzungen nach 6 und
12 Monaten, waren in der Erbitux (Cetuximab)+BSC-Gruppe bei der KRAS-Wildtyp-
Untergruppe héher als in der BSC-Gruppe. Dieser Effekt wurde in der Untergruppe mit KRAS-

Mutationen nicht beobachtet.

Klinische Studie, die die Verwendung von Vectibix (Panitumumab) stijtzt

Es wurde eine klinische Leistungsstudie durchgefihrt, um Daten zu erheben, die den klinischen
Nutzen des therascreen KRAS RGQ PCR Kit als diagnostisches Instrument zur Identifizierung
von Patienten fir eine Behandlung mit Vectibix (Panitumumab) belegen. Ziel der Studie war
es, zu beurteilen, ob der mittels des therascreen KRAS RGQ PCR Kit ermittelte Status der

KRAS-Mutation zur Auswahl von Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom (mCRC)
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herangezogen werden kann, die von einer Behandlung mit Vectibix (Panitumumab) profitieren
werden. Die klinische Studie 20050203 war eine multizentrische, prospektive, offene,
randomisierte Phase- 3- Studie zur Bewertung der Wirksamkeit von Panitumumab in
Kombination mit Oxaliplatin, 5-Fluorouracil (5-FU) und Leucovorin (FOLFOX) im Vergleich zu

FOLFOX allein bei Patienten mit zuvor unbehandeltem, rezidivierendem mCRC.

Die in der Studie 20050203 entnommenen und eingelagerten Tumorproben wurden mit dem
therascreen KRAS RGQ PCR Kit untersucht, um 2 Untergruppen zu identifizieren: KRAS-
mutationenspositiv (mutiertes KRAS) und KRAS- mutationensnegativ (Wildtyp- KRAS), je
nachdem, ob mindestens 1 oder keine der 7 KRAS-Mutationen in den Codons 12 und 13 von
Exon 2 des KRAS-Gens nachgewiesen wurde. In retrospektiven Analysen wurden die
Wirksamkeitsdaten aus der Studie 20050203 nach KRAS-Untergruppen stratifiziert. Das
primare Ziel der KRAS-Analyse bestand darin, zu beurteilen, ob eine allgemeine
Verbesserung des PFS unter Vectibix (Panitumumab) plus FOLFOX im Vergleich zu FOLFOX
allein bei Probanden mit KRAS-Wildtyp-Tumoren signifikant gréBer war als bei Probanden mit
KRAS-Mutanten-Tumoren.

Der vorab festgelegte primare Wirksamkeitsendpunkt war das progressionsfreie Uberleben
(PFS) in der Patientengruppe (n = 656) mit KRAS-Wildtyp-metastasiertem Kolorektalkarzinom
(mCRC), bewertet durch eine verblindete, unabhangige zentrale Auswertung der
Bildgebungsdaten. Zu den weiteren wichtigen Wirksamkeitsendpunkten zdhlten das
Gesamtiberleben (OS) und die Gesamtansprechrate (ORR). Die Wirksamkeitsergebnisse bei
Patienten mit KRAS-Wildtyp-mCRC sind in Tabelle 36 und Abbildung 24 dargestellt.
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Tabelle 36. Wirksamkeitsergebnisse bei Patienten mit mCRC mit Wildtyp-KRAS

Progressionsfreies Uberleben

KRAS-Wildtyp-Popu- Median (Monate) Hazard-Ratio ORR
lation (95-%-KI) (95-%-KI) p-Wert (95-%-Kl)
Panitumumab plus n=2325 9,6 0,80 0,02 54 %
FOLFOX 9,2; 11,1) 0,66; 0,97) (48 %,
59 %)
Nur FOLFOX N =331 8,0 47 %
(7,5:9.3) (41 %,
52 %)
100% 1
Behandlungsgruppe
90 % 7] : Panitumumab plus FOLFCX (n = 325)
— — — FOLFOX allein [n - 331]
80 % 1
70%
'g 50 % |
§ 50%
;:g 40 % J
0% |
20%
10% 1 T
1
1
0% | '
1 T 1 1 1 I !
0 4 8 12 16 20 24
Monate
Risikogruppe
Paniumumab sk FOLFC 35 254 156 73 2 1 0
N FOLFOX 331 242 127 a 16 2 )

Abbildung 24. Kaplan-Meier-Kurve zum progressionsfreien Uberleben (PFS) bei Patienten mit mCRC mit KRAS-
Wildtyp.
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Bei Patienten mit KRAS-mutierten Tumoren betrug das mediane PFS 7,3 Monate (95 % Cl: 6,3,
8,0) bei den 221 Patientinnen, die Vectibix (Panitumumab) plus FOLFOX erhielten, im
Vergleich zu einem medianen PFS von 8,8 Monaten (95-%-Kl: 7,7; 9,4) bei den 219
Patientinnen, die FOLFOX allein erhielten (HR = 1,29; 95-%-Kl: 1,04; 1,62). Das mediane
Gesamtiberleben (OS) betrug 15,5 Monate (95 % Cl: 13,1, 17,6) bei Patienten, die Vectibix
(Panitumumab) plus FOLFOX erhielten, im Vergleich zur medianen Gesamtiberlebenszeit
(OS) von 19,3 Monaten (95-%-Kl: 16,5, 21,8) bei Patienten, die FOLFOX allein erhielten
(HR = 1,24, 95-%Kl: 0,98, 1,57).

Im Rahmen einer explorativen Analyse des Gesamtiberlebens (OS) mit aktualisierten Daten,
die auf den Ereignissen bei 82 % der Patienten mit KRAS - Wildtyp- metastasiertem
Kolorektalkarzinom  (mCRC) basierten, wurde der Behandlungseffekt von Vectibix
(Panitumumab) in Kombination mit FOLFOX im Vergleich zu FOLFOX allein geschatzt. Das
mediane Gesamtiberleben (OS) bei 325 Patienten mit KRAS-Wildtyp-mCRC, die Vectibix
(Panitumumab) plus FOLFOX erhielten, betrug 23,8 Monate (95-%-Kl: 20,0, 27,7) gegeniber
19,4 Monaten (95-%-Kl: 17,4, 22,6) bei den 331 Patienten, die FOLFOX allein erhielten
(HR = 0,83, 95-%Kl: 0,70, 0,98). Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25. Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtiiberleben (OS) bei Patienten mit mCRC mit KRAS-Wildtyp.

Klinische Studie zur Untermauerung der Anwendung von LUMYKRAS (Sotorasib)

Es wurde eine klinische Leistungsstudie durchgefihrt, um die klinische Validitat des
therascreen KRAS RGQ PCR Kit als diagnostisches Hilfsmittel zur Identifizierung von KRAS-
G12C- positiven NSCLC- Patienten  fir eine Behandlung mit LUMYKRAS (Sotorasib)
nachzuweisen. Ziel der Studie war es, zu beurteilen, ob der mittels des therascreen KRAS
RGQ PCR Kit ermittelte Status der G12C-Mutation zur Auswahl von Patienten mit
fortgeschrittenem NSCLC herangezogen werden kann, die von einer Behandlung mit
LUMYKRAS (Sotorasib) profitieren. Die klinische Studie 20170543 war eine offene,
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multizentrische Phase- 1/2- Studie zur Bewertung der Wirksamkeit und Sicherheit von
LUMYKRAS (Sotorasib) bei erwachsenen Probanden mit fortgeschrittenen soliden Tumoren,
die die KRAS-G12C-Mutation aufweisen.

Die Daten aus der Primaranalyse des NSCLC- Phase- 2- Teils dieser Studie wurden
herangezogen, um die klinische Validitat des therascreen KRAS RGQ PCR Kit als

diagnostisches Instrument zu untermavern.

Die Aufnahme in die Studie war auf Probanden mit KRAS-G12C-Mutation im NSCLC
beschrankt, was anhand eines lokalen Laborbefunds festgestellt und durch eine zentrale

Untersuchung unter Verwendung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit bestatigt wurde.

Der priméare Endpunkt des NSCLC-Phase-2-Teils dieser Studie bestand darin, die objektive
Ansprechrate (ORR) der Tumoren zu bewerten, die anhand der Kriterien der ,Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors” (RECIST), Version 1.1, fir LUMYKRAS (Sotorasib) als
Monotherapie bei Probanden mit KRAS-G12C-Mutationen in ihren fortgeschrittenen Tumoren

ermittelt wurde.

Von den insgesamt 126 Patienten mit NSCLC wurden 124 in die komplette Analyse
aufgenommen. Zwei (2) Probanden wurden ausgeschlossen, da sie gemdf der verblindeten,
unabhéngigen, zentralisierten Begutachtung (BICR) nicht Gber mindestens 1 messbare Lésion
verfiigten. Der primdre Endpunkt ORR (Komplettremission + Teilremission), gemessen mittels
Computertomographie oder Magnetresonanztomographie und gem&fB RECIST 1.1 durch das
BICR-Labor bei Probanden mit KRAS-G12C-mutiertem NSCLC bewertet, betrug 37,1 % (46
von 124 Probanden; 95-%-Kl: 28,6-46,2 %); drei (3) Probanden (2,4 %) erreichten ein
vollstéindiges Ansprechen und 43 Probanden (34,7 %) ein partielles Ansprechen.”

*Basierend auf den Daten zum Stichtag 1. Dezember 2020.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In der vorliegenden Hilfe zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur
Behebung méglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch auf der Seite ,Haufig
gestellte Fragen” in unserem Technik- Support- Center unter www.qiagen.com/FAQ/
FAQList.aspx (Kontaktdaten finden Sie unter www.qiagen.com). Die Wissenschaftler des
Technischen Service von QIAGEN stehen lhnen jederzeit gerne zur Verfigung, um lhre
Fragen zu den Informationen und/oder Protokollen in diesem Handbuch sowie zu Proben- und

Assay-Technologien zu beantworten (Kontaktdaten finden Sie unter www.qiagen.com).

Kommentare und Vorschlage

Ungiiltige Ergebnisse

a. Die Lagerbedingungen fiir eine oder mehrere Kom-
ponenten entsprachen nicht den Anweisungen in ,Ent-
nahme, Vorbereitung und Lagerung von Spezimen”
auf Seite 20.

b. Das therascreenKRAS RGQ PCR Kit ist abgelaufen.

NTC-Proben zeigen positive Ergebnisse im FAM-Kanal

Kontamination bei Vorbereitung der PCR.

140

Uberprifen Sie die Lagerungsbedingungen und das
Verfallsdatum der Reagenzien (siehe Etikett) und ver-

wenden Sie bei Bedarf ein neues Kit.

Prifen Sie die Lagerbedingungen und das Ver-
fallsdatum (siehe Kit-Etikett) der Reagenzien und ver-
wenden Sie gegebenenfalls ein neues

therascreenKRAS RGQ PCR Kit.

Wiederholen Sie die PCR in Replikaten mit noch
unbenutzten Reagenzien.

VerschlieBen Sie die einzelnen PCR-Geféfe nach
Méglichkeit jeweils direkt nach Zugabe der zu

untersuchenden Probe.

Achten Sie darauf, dass Arbeitsfléichen und Geréte

regelméBig dekontaminiert werden.
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Qualitatskontrolle

In Ubereinstimmung mit dem 1SO-zertifizierten Qualitdtsmanagementsystem von QIAGEN
wird jede Charge von therascreen KRAS RGQ PCR Kit anhand vorgegebener Spezifikationen

getestet, um eine gleichbleibende Produktqualitat zu gewdhrleisten.
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Symbole

Die folgenden Symbole werden in der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung und

Kennzeichnung verwendet:

Symbol Bedeutung des Symbols

W Enthélt Reagenzien, die fiir 24 Reaktionen ausreichen.
<24>
g Verfallsdatum

c € CE-Kennzeichnung fir Europa

IVD In-vitro-Diagnostikum

REF Katalognummer

LOT Chargenbezeichnung
MAT Materialnummer (d. h. Kennzeichnung von Komponenten)
GTIN Internationale Artikelnummer

Enthalt
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Symbol Bedeutung des Symbols

COMP Komponenten

NUM Nummer

Rn R steht fir Revision der Gebrauchsanweisung, n ist die Revisionsnummer

Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller

Gebrauchsanweisung beachten

= Kk

Vor Sonneneinstrahlung schitzen

L
o
\

2
>

Vorsicht, Begleitdokumente beachten

Warnung/Vorsicht

> -
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Kontakt

Technische Unterstitzung und weitere Informationen finden Sie in unserem Techniksupport-

Zentrum unter support.qiagen.com.
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Anhang 1: therascreen KRAS RGQ PCR Kit —
Handbuch zum Protokoll

Dieser Abschnitt enthalt Anweisungen zur Verwendung des therascreen KRAS RGQ PCR Kit
mit Rotor-Gene Q-Software, Version 2.3.5 im offenen Modus (d. h. ohne Verwendung des
therascreen KRAS Assay Package).

Allgemeine Informationen

¢ Informationen zu den bendtigten Materialien finden Sie unfer ,Zusdtzlich benétigtes
Material” auf Seite 14.

* Vollstandige Anweisungen zur Probenvorbereitung und Probenanordnung finden Sie unter
.Protokoll: Bewertung von DNA-Proben” auf Seite 27 und ,Protokoll: Nachweis von KRAS-
Mutationen” auf Seite 42.

Protokoll: Erstellung eines Temperaturprofils

Erstellen Sie vor Beginn ein Temperaturprofil fir die KRAS-Analyse. Die Zyklusparameter fir

Probenbestimmung und Mutationsbestimmung sind identisch.

Verfahren

Die Zyklusparameter sind in Tabelle 37 aufgefihrt.

Tabelle 37. Zyklusparameter

Zyklen Temperatur Zeit Datenerfassung
1 95°C 15 Minuten Keine
40 95°C 30 Sekunden Keine
60 °C 60 Sekunden Green und Yellow
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Doppelklicken Sie auf das Symbol der Rotor-Gene Q-Software, Version 2.3.5 Software
auf dem Desktop des Laptops, der an das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerét
angeschlossen ist. Wahlen Sie im daraufhin angezeigten Fenster ,New Run” (Neuer Lauf)

die Registerkarte Advanced (Erweitert) aus.

2. Um eine neue Vorlage zu erstellen, wahlen Sie Empty Run (Leerer Lauf) aus und klicken
Sie anschliefend auf New (Neu), um den ,New Run Wizard” (Assistenten fir neuen Lauf)

zu Sffnen.

3. Wahlen Sie als Rotortyp den 72-Well Rotor (72-Well-Rotor) aus. Vergewissern Sie sich,
dass der Schliefring angebracht ist, und setzen Sie ein Hakchen im Késtchen Locking
Ring Attached. Klicken Sie auf Next (Weiter) (Abbildung 26).

New Run Wizard El

Welcome to the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

Rotor-Disc 100

W Locking Ring Attached

Skip Wizard | | Net>»> |
N

Abbildung 26. Dialogfeld ,New Run Wizard”. 1 = ,Rotor Type” (Rotortyp), 2 = Kontrollkéstchen ,Locking Ring
Attached” (SchlieBring angebracht), 3 = ,Next” (Weiter).

150 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026



4. Geben Sie den Namen des Bedieners ein. Figen Sie gegebenenfalls Anmerkungen hinzu
und geben Sie das Reaktionsvolumen mit 25 an. Stellen Sie sicher, dass das Feld Sample

Layout (Probenkonfiguration) den Wert 1, 2, 3... enthélt. Klicken Sie auf Next
(Abbildung 27).

This scsmen disphays miscelanscus options for the run. Complete the fields, L*ﬁfwlh
chcking Mexdt when pou are eady 1o move bo the next pagps. the vizard Fos bl
. o an bem, hover
Operator |N"!"I|IIE 0L OLUSE e Hhe
. fem fo hedp. ou
Hotes: can abo chck on a
b bax bo desplay
heelp about it
arvalable settings.

Reaction i |
Volume (WL} Iﬁ_—'

Sample Lapout: [1,2.3., |

SkipWisd | ccBack | Mewss |

Abbildung 27. Eingabe des Bedienernamens und der Reaktionsvolumina. 1 = Dialogfeld ,Operator”,
2 = Dialogfeld ,Notes”, 3 = Dialogfeld ,Reaction Volume”, 4 = Sample Layout, 5 = Next.

5. Klicken Sie im Fenster ,New Run Wizard” (Assistent fir neven Lauf) (Abbildung 28) auf
Edit Profile (Profil bearbeiten) und programmieren Sie das Temperaturprofil gemaf den
Angaben in den folgenden Schritten.
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Hew Run Wizard

Tampesiature Profls - Chck thit Buthon to
it thes profils
shown n the box

Ecit Picfle .

Chiamnesd St -

Mame | Sowce | Detector | Gain |
Green 470ren  S10nm
Yelow  530rem  555am
Oeange 535 B10nm
Fed BZ5rem  EBDnm
Cimeon B30ren  T10kp
HAM 460ren  510mm

R

il

e R R LR

(G Olptirnisstion..

SkipWizard | ccBack | Hea» |

Abbildung 28. Bearbeiten des Profils.

6. Klicken Sie auf Insert after (Einfigen nach) und wdhlen Sie New Hold at Temperature
(Neue Haltetemperatur) (Abbildung 29).
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M Edit Profile %

@ .0 || e
Fees Open  Savelis | Melp
The: v vl Esboe sppeceamaliely () second s by complete. The graph below repsetsnts B rum 1o be pesboned

Chek: o & eyl boskows b ey 8

Abbildung 29. Einfiigen eines ersten Inkubationsschritts. 1 =, Insert after” (Einfigen nach), 2 = ,New Hold at
Temperature” (Neue Haltetemperatur).

7. Stellen Sie den Wert im Feld Hold Temperature (Haltetemperatur) auf 95 °C und im Feld
Hold Time (Haltedauer) auf 15 Min. 0 Sek. ein. Klicken Sie auf Insert After und wdhlen Sie
dann New Cycling (Neuer Zyklus) (Abbildung 30).
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M Edit Profile
@ € H @

Mew Open  Save As Help
The run will take approximately 16 minutefs] to complete. The graph below represents the run to be performed :

)

Click on a cycle below to maodify it :

Insert before...
——————  Mew Hold 3t Temperature

Remoys Mew HRM Step
Hold Temperatuie: g5 |eo Copy of Current Step

-
1 Hold Time : 15 [mins 0 |secs

Abbildung 30. Anfénglicher Inkubationsschritt bei 95 °C. 1 = Hold Temperature und Hold Time, 2 = Insert after, 3
= New Cycling.

8. Stellen Sie die Anzahl der Zykluswiederholungen auf 40 ein. Wéhlen Sie den ersten
Schritt aus und stellen Sie diesen auf 95 °C fisr 30 Sek. (Abbildung 31) ein.
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M Edit Profile 3]

S, € W @
Hesw Open  Save As | Help
Thez: pun will sk appeovamately S8 minutefs] bo complete. The graph below regeesents the: nun to be perfomed :

Ty
[ INILL
Chck o & cpcle below lo modidy i ©
Irnﬂhdcm..l
Ramoes I
Thes ccle repests 40 | timefs].

Chick on one of the steps below to modily &, of press + of - b add and remove sheps for this cucle,

Timed Step = — BBl
P bor 30 secs
30 pacondt /
L] I THC for 20 scs
I™ Long Rangs
-1 BOAC Bow 20 v

L3

Abbildung 31. Zyklusschritt bei 95 °C. 1 = Feld fir Zykluswiederholungen, 2 = Temperatureinstellung fiir Schritt
eins, 3 = Zeiteinstellung fir Schritt eins.

9. Markieren Sie den zweiten Schritt und stellen Sie diesen auf 60°C for 60 secs (60 °C fiir
60 Sek.) ein. Klicken Sie auf Not Acquiring (Keine Erfassung) (Abbildung 32), um die
Datenerfassung wahrend dieses Schritts zu aktivieren.
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M Edit Profile |'>_c
a4 . € H @
Hew Open  Save As  Help

The sun wll lake approsamately 125 mirubefs] 1o complete. The graph below iepiesants the pun to be pedormed

A A A A A

Click. on & cychs bakow bo modify it ;
1Hnld Ingert alter...
Irsel el
Femove

Thiz cochs epsals 40 | tmeis).
ek o arw of Hos seps bk ho sy i, of prass + of - 40 add and ismors sheps ol this cycls.
Tirned Step =]

IS for 30 pecs Jj
= /
Hat Acgarrsg

ri =l EOMC fon B0 secs ;"K

Abbildung 32. Zyklusschritt bei 60 °C. 1 = Temperatur- und Zeiteinstellung fir den zweiten Schritt, 2 = Not
Acquiring.
10. Wadhlen Sie aus der Liste Green (Griin) und Yellow (Gelb) aus. Klicken Sie dann auf >, um

sie in die Liste ,Acquiring Channels” (Erfassende Kandle) zu verschieben. Klicken Sie auf

OK (Abbildung 33).
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Same oz Previous © |lhr¢w.ﬁ.c.q:,isﬁon] j
Acousition Configuration :
Avalable Channels © Acquring Channeds :
M ame [ s || MName J
Crimizon J Green
HAM il ellow
Orange
Red «

To acouere from a channel, select it from the kst in the lelt and chck >, To stop acquinng lrom &
channel, select it in the right-hand list and clck <. To remove all acquisiions, chck <<,

Dye Chast >
Dye Channel Selection Chart

AT0nn [S510nen | FAME, SYBR Green 14, Fluatescein, EvaGeen, Aless Fluor 4884
Wellowe  |530nm | 5550m | JOE, VIC, HEX, TET®, CAL Fluor Gold 5S40, v akima ellow *'
[5850m |610nm | ROX, CAL Fluor Red 6107, Cy357, Texas Red”, Alexa Fluor 563
625om [660nm | Cy5", Quasar 670, Alewa Fluor 633
Lo B G30nm ch;r ﬂuuﬂ'm"f_.mu Fluor B30+
460nm | 510nm | SYTO 94, EvaGresn '

Abbildung 33. Erfassung im Zyklusschritt bei 60 °C.

11. Markieren Sie den dritten Schritt und klicken Sie auf =, um diesen zu 1&schen. Klicken Sie

auf OK (Abbildung 34).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026 157



12.

158

M Edit Profile

@ . 8 W @
M Open Save s | Help
T rury vall Rashin Apprcoamately 135 mirwbes] o complete. The oraph below segeesents the num bo be pedoemed :

Click on & cyche below o modify i -
Heid Ineert afte ..
Remmarn I
Thiz cycle tepeats 40 | timefz].
Mmmdhﬂmbﬁuhmﬂytum:;ou-haﬂimﬂmdﬁm:|n|Hitqpch-.
Timed Step | Jﬂ
G50C boe 30 gt
THC e
20 second:
Acqunng lo Cpcing B T2 foe 20 sece

onGreen BT fow B0
I™ Long Range —=
™ Touchdown

L |

Abbildung 34. Entfernen des Extensionsschritts.

Klicken Sie im ndchsten Fenster auf Gain Optimization (Verstarkungsoptimierung)

(Abbildung 35).
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New Run Wizard @

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

on an item, hover
your mouse over the
itern for help. You
can also click on a
caombo box to display

help about its
available settings.
Edit Profile ... |
Channel Setup :
Name ] Source [ Detector [ Gain | Create New... ‘
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellow  530nm  555nm 5
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove
HRAM 460nm  510nm 7 FﬂesetDelauIls{
1=
Gain Dptimization...
Skipwizard | <cBack | Nest>> |

Abbildung 35. ,Gain Optimization” (Verstérkungsoptimierung).

13. Klicken Sie auf Optimize Acquiring (Erfassung optimieren). Es werden fir jeden Kanal die
Kanaleinstellungen angezeigt. Klicken Sie auf OK, um diese Standardwerte zu
ubernehmen. (Abbildung 36).
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Auto-Gain Optimisation Setup
Optirmisation :

Auta-G ain Optirization will read the flucresence on the inserted sample at
% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of flucrescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to |5: :ll degrees.
Optimize All Optimise Acquirin

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

—Chamnel 4| Channel Settings :

l_ Channel: Green Tube Position : |1 ﬂ L '
Target Sample Range : |5 =g up to |1 0 n —
MName =T =

Acceptable Gain Range: [10 | 0 [10 = emove |
| mave Al |
: OK I Cancel | Hep |

Start Manual... Cloze

Help

Abbildung 36. Automatische Verstirkungsoptimierung fir den Kanal Green.

14. Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Perform Optimization before 1st Acquisition
(Optimierung vor der 1. Erfassung durchfihren) und klicken Sie dann auf Close
(SchliefBen), um zum Assistenten zuriickzukehren (Abbildung 37).
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Auto-Gain Optimisation Setup

(O phiris:ation ;
AuboeG ain Optimization will read the fuxesence on the insered sample 2t

& diiferent gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fusrescence you are looking for depends on the
chemistiy wou are peifarming.

Set temperatune bo | j degreas.
Optiméze Al I Optimeze Acguinng I
[~ Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Run

Channel Seltings :
| - Add.. |
Name | Tube Postion | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |
Green 1 5F1 10F1 A0 10
Yelow 1 51 1061 10 10 __ Bemove |
Remowve Al
< >

= v Ooe |t |

Abbildung 37. Auswahl des griinen und gelben Kanals.

15. Klicken Sie auf Next. Klicken Sie dann auf Save (Speichern), um die Vorlage an einem

geeigneten Speicherort zu speichern.

Protokoll: Probenbewertung (manuell)

Dieses Protokoll dient der Bestimmung der gesamten amplifizierbaren DNA in Proben und

sollte vor der KRAS-Mutationsanalyse durchgefihrt werden.
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* Bereiten Sie die Proben wie unter ,Protokoll: Bewertung von DNA-Proben” auf Seite 27

beschrieben vor!

* Richten Sie den PCR-Lauf auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerét ein, wie in

.Protokoll: Einrichtung des therascreen KRAS PCR RGQ" unten beschrieben.

» Nachdem der Lauf abgeschlossen ist, analysieren Sie die Daten geméaf3 den Anweisungen

in Sample assessment data analysis.

Protokoll: Nachweis von KRAS-Mutationen (manuell)

Sobald eine Probe die Probenbewertung bestanden hat, kann sie auf KRAS-Mutationen

untersucht werden.

* Bereiten Sie die Proben wie unter ,Protokoll: Bewertung von DNA-Proben” auf Seite 27

beschrieben vor!

¢ Richten Sie den PCR-lauf auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Gerdt ein, wie in

.Protokoll: Einrichtung des therascreen KRAS PCR RGQ" unten beschrieben.

* Nachdem der Lauf abgeschlossen ist, analysieren Sie die Daten gemé&B den Anweisungen

in Sample assessment data analysis.

Protokoll: Einrichtung des therascreen KRAS PCR RGQ

1.

Offnen Sie Rotor-Gene Q-Software, Version 2.3.5 und das entsprechende erstellte

Temperaturprofil.

2. Erstellen Sie das Temperaturprofil geméaf3 ,Protokoll: Erstellung eines Temperaturprofils”

auf Seite 149.

Vergewissern Sie sich, dass der korrekte Rotor ausgewdhlt ist und aktivieren Sie das
Kontrollk&stchen Locking Ring Attached. Klicken Sie auf Next (Abbildung 38).
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Mew Run Wizard El

‘Welcome to the Advanced Run Wizard!

Skip Wizaed | Mew» |
____________________________________________________________|

Abbildung 38. New Run Wizard - Dialogfeld und BegriiBungsbildschirm. 1 = Rotor type (Rotortyp),
2 = Kontrollkéstchen Locking Ring Attached, 3 = Next (Weiter).

3. Geben Sie den Namen des Bedieners ein. Geben Sie etwaige Anmerkungen ein und
stellen Sie sicher, dass das Feld Reaction Volume (Reaktionsvolumen) auf 25 eingestellt ist
und das Feld Sample Layout (Probenkonfiguration) den Wert 1, 2, 3... enthdlt. Klicken Sie
auf Next (Abbildung 39).
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Abbildung 39. Dialogfeld ,New Run Wizard”. 1 = Felder ,Operator” (Bediener) und ,Notes” (Notizen),
2 = Felder ,Reaction Volume” (Reaktionsvolumen) und ,Sample Layout” (Probenkonfiguration), 3 = ,Next”

(Weiter).

4. Belassen Sie im ndchsten Fenster alle Werte so, wie sie angezeigt werden. Es ist keine
Bearbeitung erforderlich, da das Temperaturprofil gemaf3 den Anweisungen in ,Protokoll:
Erstellung eines Temperaturprofils” auf Seite 149 erstellt wurde. Klicken Sie auf Next
(Abbildung 40).
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Abbildung 40. Dialogfeld ,New Run Wizard” und Bildschirm zur Temperaturbearbeitung. 1 = ,Next" (Weiter).

5. Uberprifen Sie die Zusammenfassung und klicken Sie auf Start Run, um die Laufdatei zu

speichern und den Lauf zu starten (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Dialogfeld ,New Run Wizard”. 1 = ,Start Run” (Lauf starten).

Hinweis: Nach dem Start des Laufs wird ein neues Fenster gedffnet, in dem Sie entweder
sofort die Probennamen eingeben oder auf Finish (Fertigstellen) klicken kénnen, um diese
spdter einzugeben, indem Sie wahrend des Laufs oder nach dessen Abschluss auf die

Schaltfléche Sample (Probe) klicken.

Wenn Sie auf Finish and Lock Samples (Fertigstellen und Proben sperren) klicken, kénnen
die Probennamen nicht mehr bearbeitet werden. Gehen Sie beim Eingeben der
Probennamen besonders sorgféltig vor, um einen korrekten Testablauf und eine korrekte

Analyse der Proben zu gewdhrleisten.

Hinweis: Bei der Benennung von Proben sollten leere Wells in der Spalte ,Name” (Name)

leer gelassen werden.

Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs je nach Bedarf gemaf3 den

Abschnitten Sample assessment data analysis oder KRAS mutation detection analysis, .
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7. Falls Quantifizierungsberichte erforderlich sind, klicken Sie in der Symbolleiste der Rotor-
Gene Q-Laufdatei auf das Symbol Reports (Berichte).
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Bestellinformationen

Produkt

Inhalt

Kat.- Nr.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

Rotor-Gene Q und Zubehéor

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System

Loading Block 72 x 0.1 mL Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL (250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL (2500)

Fir 24 Reaktionen: 1 Kontrollassay, 7 Assays
fir Mutationen, Positivkontrolle, Wasser, Tag-
DNA-Polymerase

Realtime PCR-Cycler und hochauflésender
Schmelzanalysator mit 5 Kandlen (grin, gelb,
orange, rot, purpurrot) sowie einem HRM-
Kanal, Laptop, Software, Zubehér, 1 Jahr
Garantie auf Teile und Arbeitsleistung; Instal-

lation und Schulung sind nicht enthalten

Realtime PCR-Cycler und hochauflésender
Schmelzanalysator mit 5 Kanélen (grin, gelb,
orange, rot, purpurrot) sowie einem HRM-
Kanal, Laptop, Software, Zubehér, 1 Jahr
Garantie auf Teile und Arbeitsleistung, Instal-

lation und Schulung

Aluminium-Ladeblock fir die manuelle Reak-
tionseinrichtung mit einer Einkanalpipette in
72 x 0,1-ml-Rdhrchen

250 Streifen mit je 4 Réhrchen und Deckeln,
fir 1.000 Reaktionen

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

874011

9002032

9002033

9018901

981103

981106

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — zur Aufreinigung genomischer DNA aus in Paraffin eingebettetem Gewebe

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

168

Fir 50 DNA-Isolierungen: QlAamp Mini Spin-
Séulen, Proteinase K, Puffer, Reagenzien und

Sammelréhrchen (2 ml)

60404
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Produkt Inhalt Kat.- Nr.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) Fir 50 DNA-Isolierungen: QlAamp Mini Spin- 56404
Séulen, Proteinase K, Puffer, Reagenzien und

Sammelrdhrchen (2 ml)

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie in der
Gebrauchsanweisung fir das jeweilige QIAGEN Kit. Gebrauchsanweisungen fir QIAGEN
Kits sind unter www.qiagen.com verfigbar oder kénnen beim Technischen Service von
QIAGEN oder lhrem 6rtlichen Handler angefordert werden.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung, R7 | 05/2026 169


http://www.qiagen.com/

Revisionsverlauf des Dokuments

Revision Beschreibung

R5, November 2019 Hersteller i. S. d. Gesetzes gedndert (Titelseite)

Symbol ,EC + REP” von der Titelseite und aus dem Abschnitt

,Symbole” entfernt

Namen des Instruments von Rotor-Gene Q MDx zu Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM gedindert, um Ubereinstimmung mit dem

Gerdteetikett zu erreichen.

Protokoll ,Nachweis von KRAS-Mutationen” um zusdtzlichen Schritt

beim Ansetzen der Master-Mixe ergdnzt

Wertkorrekturen in den Spalten ,Héaufigkeit” und ,95-%-

Konfidenzintervall” in Tabelle 9.

Prozentuale Gesamtiibereinstimmung fir CRC von 96,4 % auf
96,82% aktualisiert

Wertkorrekturen in der Spalte ,LOD C95" in Tabelle 14
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Revision Beschreibung

R6, November 2020 Version der therascreen KRAS Assay Package Software auf 3.0.3
korrigiert
Dieses Dokument wurde durchgehend hinsichtlich der Verfigbarkeit
des Assay-Pakets zum Herunterladen unter www.qiagen.com

aktualisiert.

Im gesamten Dokument Hinweis zu MafBnahmen in Bezug auf
Markierungen fir die NSCLC-Indikation hinzugefigt, die aktualisiert

wurden, um die korrekte Funktionsweise des Kits zu gewdhrleisten

In den Anleitungen dieses Dokuments wurden durchgehend
Hinweise zum korrekten Mischen der Reagenzien hinzugefiigt. Der

Abschnitt , Allgemeine VorsichtsmaBnahmen” wurde aktualisiert.

Hinweis zur korrekten Platzierung des Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM Instruments hinzugefigt

Es wurde ein Hinweis zur Verwendung von trockenen Skalpellen
hinzugefiigt. Protokoll aktualisiert: ,Bewertung von DNA-Proben” —
Hinzufigung weiterer wichtiger Punkte vor Beginn. Protokoll
aktualisiert: Abschnitt ,Nachweis von KRAS-Mutationen” —
Hinzufigung weiterer wichtiger Punkte vor Beginn sowie eines
Hinweises fir NSCLC-Proben zur Interpretation verschiedener

Markierungen als ,ungiltig”.

Abschnitt ,Markierungen der Rotor-Gene Q therascreen KRAS
Assay Package Software” um Tabellen ergénzt, welche die RGQ-
Markierungen, ihre Bedeutung und die empfohlenen Maf3nahmen

veranschaulichen

Interpretation der Ergebnisse beziiglich MaBnahmen im
Zusammenhang mit Markierungen aktualisiert. Der Abschnitt
,Leitfaden zur Fehlerbehebung” wurde aktualisiert und um Tabellen
ergdnzt, die die RGQ-Markierungen, deren Bedeutung sowie

empfohlene MaBBnahmen veranschaulichen

Der Abschnitt ,Einschrénkungen” wurde aktualisiert, um

Informationen zu NSCLC-Proben hinzuzufiigen.
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Revision Beschreibung

Der Abschnitt , Leistungsmerkmale” wurde iberarbeitet, um die
Daten in den Tabellen zu aktualisieren.

Der Abschnitt ,DNA-Input und Linearitét” wurde aktualisiert

Der Abschnitt ,Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit” wurde
aktualisiert.

Der Abschnitt ,Variabilitat bei der Handhabung von Proben” wurde
aktualisiert.

Abschnitt ,Klinische Leistungsmerkmale” hinzugefigt.

Der Abschnitt zur Analyse der Probenbewertungsdaten wurde

aktualisiert, um die empfohlene L&sung fir den CT-Wert des Kontroll-

Assays von > 32 anzupassen.
Die Kennzeichnung fir die europdische Konformitét wurde dem
Abschnitt ,Symbole” hinzugefigt.

Abschnitt , Interpretation der Ergebnisse” (manuell) hinsichtlich

MaBnahmen im Zusammenhang mit Markierungen aktualisiert.

Der Abschnitt ,Nachweis von KRAS-Mutationen” des Protokolls
wurde aktualisiert und um Anweisungen zur Herstellung der Master-

Mixe ergdnzt.
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Revision Beschreibung

R7, Mai 2026 Der Abschnitt ,Zusdtzliches bendtigtes Material” wurde aktualisiert.

Der Abschnitt , Warnhinweise und Vorsichtsmanahmen” wurde

aktualisiert, um Gefahren- und Sicherheitshinweise hinzuzufiigen.

Entnahme, Vorbereitung und Lagerung von Spezimen wurde
aktualisiert, um Informationen zur Lagerung von NSCLC-Proben

hinzuzufigen.
Abschnitt Protokoll: DNA-Extraktion aktualisiert.

Anmerkung zur Tag-DNA-Polymerase im Abschnitt ,Verfahren” von
Protokoll: Bewertung von DNA-Proben hinzugefigt.

Im Abschnitt ,Auswertung der Ergebnisse” wurden RGQ-
Markierungen hinzugefigt.

Abschnitt ,Einschrénkungen” aktualisiert.

« Informationen zur Prévalenzrate bei seltenen Erkrankungen

hinzugefigt.

« Die Textausrichtung wurde angepasst, um deutlich zu machen,
dass das Testdesign sowohl fir CRC-Proben als auch fir

NSCLC-Proben gilt.
Mehrere Abschnitte in Performance Characteristics for
CRC Specimens regarding NSCLC and CRC claims aktualisiert.
PC_MUTATION_ASSAY_FAIL und PC_CTRL_INVALID_DATA in der

Spalte ,Markierungen” von Hilfe zur Fehlerbehebung wieder

hinzugefigt.
Markierungen in Hilfe zur Fehlerbehebung aktualisiert.

Der Verweis auf das QlAampKit in Bestellinformationen wurde

korrigiert.

Wesentliche Aktualisierung des Layouts.
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Vereinbarung iiber eine eingeschrénkte Lizenz fir das therascreen® KRAS RGQ PCR Kit
Mit der Verwendung dieses Produkts erkennt der Kéufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméf3 den mit dem Produkt und dieser Gebrauchsanweisung bereitgestellten Protokollen und
nur mit den im Panel enthaltenen Komponenten verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen ihrer geistigen
Eigentumsrechte keine Lizenz zur Verwendung oder Kombination der Komponenten dieses Panels mit anderen
Komponenten, die nicht in diesem Panel enthalten sind, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem
Produkt bereitgestellten Protokollen, dieser Gebrauchsanweisung sowie zusétzlichen, unter www.qiagen.com
verfigbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusdtzlichen Protokolle wurden von QIAGEN
Anwendern fir andere QIAGEN Anwender zur Verfigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN weder
grindlich getestet noch optimiert. QIAGEN ibernimmt weder eine Garantie noch eine Gewdhr dafir, dass sie die
Rechte Dritter nicht verletzen.

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

3. Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht
wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder weiterverkauft werden.

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

5. Kéufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von
Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren oder solche erleichtern kénnten.
QIAGEN ist berechtigt, die Untersagungen in dieser begrenzten Lizenzvereinbarung vor einem beliebigen Gericht
einzuklagen und wird alle seine Untersuchungs- und Gerichtskosten, einschlieBlich der Anwaltsgebihren, in
jedwedem Verfahren zur Durchsetzung dieser begrenzten Lizenzvereinbarung oder seiner geistigen
Eigentumsrechte an dem Panel und/oder seinen Komponenten zuriickfordern.

Aktualisierte Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, therascreen®, HotStarTaq®, MinElute®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-
Gene AssayManager®, RNeasy® (QIAGEN-Gruppe); Balversa™ (Janssen Research & Development, LLC), TagMan®
(Roche-Gruppe). Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne
ausdriickliche Kennzeichnung als gesetzlich geschitzt.

Nicht zur Verwendung mit Stuhlproben bestimmt.

Nicht zur Verwendung mit Urinproben bestimmt.

Nicht zur Verwendung mit extrazellularer NukleinsGure aus Blutproben bestimmt.
Nicht zur Verwendung mit zellfreien Knochenmarkproben bestimmt.

Nicht zur Verwendung mit Speichelproben bestimmt.

DER KAUF DIESES PRODUKTS GEWAHRT DEM KAUFER RECHTE IM RAHMEN BESTIMMTER ROCHE-PATENTE ZUR
NUTZUNG DES PRODUKTS AUSSCHLIESSLICH ZUR ERBRINGUNG VON IN-VITRO-DIAGNOSTIKDIENSTLEISTUNGEN
FUR DEN MENSCHEN. MIT DER VORLIEGENDEN VEREINBARUNG WIRD KEINE ALLGEMEINE PATENT- ODER
SONSTIGE LIZENZ JEGLICHER ART GEWAHRT, DIE UBER DIESES SPEZIFISCHE NUTZUNGSRECHT AUS DEM KAUF
HINAUSGEHT.

05/2026 HB-1861-007 1134665 © 2026 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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