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Paredzétais lietojums

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir reallaika kvalitativs PCR tests 11 mutaciju noteikSanai
fosfatdilinositola 3 kinazes katalitiskas apakSvienibas alfa (PIK3CA) géna (7. eksons:
C420R; 9. eksons: E542K, E545A, E545D [tikai 1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R,
un 20. eksons: H1047L, H1047R, H1047Y), izmantojot genoma DNS (gDNS), kas izdalits
no formalina fiksétiem un parafind iegultiem (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE)
krats véza audiem vai cirkuléjoSa véza DNS (ctDNS) no plazmas, kas atvasinata no K2EDTA
antikoagulétu periférisku nesadalitu asinu paraugiem, kas panemti no pacientiem ar krats

VEZi.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmantoSanai ka papildu diagnostikas tests,
lai palidzétu arstiem identificét krits véza pacientes, kuram varétu veikt arsté$anu ar
PIQRAY® (alpelisib), pamatojoties uz PIK3CA mutacijas noteikto rezultatu. Pacienti, kuru
FFPE audu vai plazmas paraugs uzrada pozitivu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit testa
rezultdtu par vienas vai vairaku PIK3CA mutaciju klatbdtni, ir pieméroti arstéSanai ar
PIQRAY (alpelisib). Pacientiem, kuru plazmas paraugs uzrada negativu rezultatu, izmantojot

So testu, ir javeic FFPE véza audu parauga testéSana, lai noteiktu PIK3CA mutaciju klatbatni.

FFPE véza paraugi tiek apstradati, izmantojot QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, lai veiktu
manualu parauga sagatavoSanu. K2EDTA antikoaguléti nedalitu periférijas venozo asinu
plazmas paraugi tiek apstradati, izmantojot QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit, lai
veiktu manualu paraugu sagatavo$anu. Abiem paraugu tipiem automatiz&tai amplifikacijai

un noteikSanai tiek izmantots Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex HRM instruments.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir in vitro diagnostikas medicinas ierice.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit drikst izmantot apmacits personals profesionala
laboratorijas vidé.
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Proceduras ierobezojumi

® Pirms therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit izmantoSanas pilniba jaizlasa un jaizprot §Ts
lietoSanas instrukcijas.

® Ar produktu iegatie rezultati ir jainterpreté kopa ar visiem saistitajiem kliniskajiem un
laboratoriskiem konstatéjumiem, un tos nevar izmantot savrupi diagnozes noteik3anai.

® Paraugi ar rezultatiem, kas uzradtti kd “No Mutation Detected” (Mutacija nav noteikta),
var saturét PIK3CA mutacijas, ko nekonstaté therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

® Analizes un kliniskas veiktspéjas dati, kas saistiti ar $adu PIK3CA mutaciju noteik3anu:
E545A, E545D, Q546E, Q546R un H1047Y tika konstatéti, izmantojot tikai maksligi
sagatavotus plazmas paraugus (80nu [nijas DNS pievienots plazma), neizmantojot

klTniskos parauga materialus no paredzéta lietojuma populacijas.

® Mutaciju noteik§ana ir atkariga no parauga integritates un amplificéjama DNS
daudzuma. Testa proceddra ir jaatkarto, ja parauga esosas DNS analize norada, ka
daudzums un/vai kvalitate nav pietiekama vai koncentracija ir parak liela mutacijas

analizei.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tiek izmantots PCR procedira. Tapat ka visas PCR
procediras, paraugus var piesarnot DNS aréjie avoti testa vidé un DNS pozitivas
kontroles materiala. levérojiet piesardzibu, lai izvairitos no paraugu un analizes
komplekta reagentu piesarnosanas.

® Ja paraugs satur mazak neka to mutanta alélu skaita procentualo vértibu, ko spéj
noteikt therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, rezultats bas “No Mutation Detected”
(Mutacija nav noteikta).

® Nav zinams, vai therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit uzrada krustenisko reaktivitati
(izraisot rezultatu “Mutation Detected” (Mutacija noteikta)) papildu PIK3CA mutacijam,
atskaitot tas, kas noraditas k& komplekta noteiktie biomarkieri.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir kvalitativs tests. Tests nenodroSinds mutanta
aléles frekvences (Mutant Allele Frequency, MAF) kvantitativos mérijumus parauga.
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® letekme uz therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit veiktspéju nav zinama, ja testa
procedaru laika rodas mikrobiologisks piesarnojums; operatoriem ir jaievéro Tpasa
piesardziba, lai izvairttos no mikrobiologisku piesarnotaju klatbdtnes testa procediru
laika, un vini nedrikst izmantot komplekta komponentus, ja redzamas mikrobiologisko

kultdru veidoSanas pazimes.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmanto$anai tikai ar DNS, kas iegita
no FFPE krits véza audu vai plazmas paraugiem, kas sagatavoti no K2z2EDTA
antikoagulétam nedalitam periférijas venozajam asinim, kas panemtas no krits véza

pacientiem.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmanto$anai tikai ar QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit (audu paraugiem) vai QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

(plazmas paraugiem).

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmantoSanai tikai tad, kad tiek
izmantoti visi reakcijas maistjumi.

® Produktu drikst izmantot tikai personals, kas speciali instruéts un apmacits in vitro
diagnostikas procediram un Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu izmanto$anai.

® Produkts ir paredzéts izmanto$anai tikai Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM real-time PCR
amplifikatora. Ar So produktu nevar izmantot nevienu citu termalo amplifikatoru ar

reallaika optisko noteikSanu.

® |aiiegGtu optimalus rezultatus, stingri jaievéro therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
lieto$anas instrukcijas (rokasgramata). Reagentu atSkaidiSana nav ieteicama, un ta
samazinas komplekta veiktspéju.

e Sirokasgramata ir paredzéta izmanto$anai ar Rotor-Gene AssayManager

programmataras versiju 2.1 ar automatizé€tu mutacijas statusa nosauk3anu.

® Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem un uzglabaSanas nosacijumiem, kas noradrti
uz kastites un visu komponentu etiketem. Neizmantojiet nederigus vai nepareizi

uzglabatus komponentus.
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Analizes kopsavilkums un skaidrojums

Fosfatdilinositola 3-kinazes (PI3K) signalizéSanas cel$ regulé dazadas Sunu funkcijas,
ietverot Sdnu proliferaciju, izdzivosanu, proteinu sintézes reguléSanu, glikozes metabolismu,
$§0nu migraciju un angiogenézi (1). Véza audos ir konstatéta PIK3CA (fosfatdilinositola
3-kinazes katalitiskas apaksSvienibas alfa) géna aktivas somatiskas “missense” mutacijas,
kas palielina PI3Ka proteina kindzes aktivitati, un tas ir saistitas ar $tnu transformaciju
daudzos atskirigos cilvéka véza audos (2), ietverot pret hormonu receptoriem pozitivu (HR+)
krats vézi (3).

Krats vézis ir visbiezak diagnosticétais véZza paveids sievietém un otrais biezakais véza
izraisttas naves célonis (4). 2018. gada tika aprékinats, ka 266 120 sievietem ASV
diagnosticéts krats vézis (aptuveni 30% no visiem sievieSu véza gadijumiem), un tika
registréti 40 920 naves gadijumi (5). 2018. gada Eiropa 92 700 sievietéem tika uzstadita
nearstéjama krits véza diagnoze (6). Krlts vézis virieSiem ir retums, tikai <1% krits véza
gadijumu tiek konstatéti virieSu dzimuma pacientiem (4); tomér arstésanas ieteikumi ir
identiski abiem dzimumiem.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir reallaika kvalitativs PCR in vitro diagnostikas tests, kas
tiek veikts ar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu. Taja tiek izmantoti alélu
rezistentas mutacijas sisttmas (ARMS) praimeri, hidrolizes zondes un PCR spailu
tehnologijas, lai noteiktu 11 mutacijas (1. tabula) PIK3CA onkogéna 7., 9. un 20. eksona
savvalas tipa (WT) DNS parauga.
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1. tabula. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit testa merki

Eksons Mutacija COsMIC* ID Bazes izmainas
7 C420R 757 1258 T>C
© E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Proceddiras princips

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sastava ir sesi atseviski PCR amplifikacijas reakcijas

maistjumi:

® Piecas mutacijai specifiskas reakcijas, kas vérstas uz PIK3CA géna 7., 9. un 20.
eksonu

® \Viena kontroles reakcija, kas vérsta uz 15. eksonu

Komplekta galvenie komponenti ir izskaidroti talak.
Mutacijas reakcijas maisijumi

Mutétais DNS tiek selektivi amplificéts, un to nosaka mutacijai specifiski reakcijas maisijumi,
izmantojot mutacijai specifiskus ARMS praimerus, zondes (hidrolizes zondes un Tsas
arkartigi specifiskas zondes) un PCR spailes. Mutacijas reakcijas tiek noteiktas Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM instrumenta Green, Yellow un Crimson kanalos.

ARMS

Alélem specifiskd amplificéSana tiek panakta, izmantojot ARMS, kas izmanto Taq DNS
polimerazes spé&ju noskirt atbilstigu un neatbilstigu bazi PCR praimera 3’ gala. Kad
praimerim tiek noteikta pilna atbilstiba, amplificéSana turpinas ar pilnu efektivitati. Kad 3’
bazei nav atbilstibas, var veikt tikai zema llmena amplificéSanu fona. Tadéjadi mutéta
sekvence tiek selektivi amplificéta pat tajos paraugos, kur lielakd DNS dala nesatur mutaciju
(1. attéls).
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WT 0 — Neliela amplificé$ana

Q F — vai tas nav

Mutants = —» AmplificéSana
Q F—

1. mutants O — Neliela amplificé$ana
Qe vai tas nav

OWT sekvence vy Mérkéta mutanta sekvence © Cita mutanta sekvence

1. attéls. ARMS PCR veikta specifiskas mutacijas identifikacija. WT: savvalas tips. Q—F: divu krasvielu zonde.
5: tieSie un atgriezeniskie praimeri.

Hidrolizes zondes

Hidrolizes zondes normalizéjas DNS regiona, kas amplificéts ar specifisku praimeru
komplektu. Kad Tag polimeraze pagarina praimeru un sintezé sakuma virkni, Taq
polimerdzes 5' Idz 3' eksonukledzes aktivitdte noarda zondi, kas izraisa fluorofora

atbrivoSanu un fluorescences starojamibu.

Fluorescences signala pieaugums tiek noteikts tikai tad, ja mérka sekvence ir komplementari

saistita ar praimeriem un zondi un tadéjadi tiek amplificéta PCR laika(2. attéls).

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019 11



—
: I
—— ) }u
L ]
A Q) ——
o A
(_J( = ’Jﬁ
£54 o s ?
p C
= = = = = = - @b
[ ]
‘@- - 1
vhg
< > =
ey o o o 0
¥ o
@ O
N - — = = = = = = = - @b
[ 1
4@ —————————— —
" - Reporters % &  Specifiska zonde

& Dzéséjs

- - - PCR produkts

2. attéls. Reakcijas princips ar hidrolizes zondém.

PCR spailes

PCR spailes nodrosina mutanta aléles selektivu amplificé$anu. PCR spailes, kas ir ideal
atbilstoSas savvalas tipa sekvencei, tiek saistitas ar savvalas tipa matricu un noveérs
amplificé8anu, izraisot traucéjumus praimera pagarinaSanai. PCR spailes 3’ gals tiek blokéts

ar fosfatu grupas pievienoSanu, lai novérstu savvalas tipa sekvences pagarinaSanu

(3. attéls).

® Taq polimeraze

Normalizacija

Praimeru un zondes
normalizacija

Polimerizacijas
virknes nobide

Skelsanas

Izraisa dzéséja un reportera
fluorescences signala emisiju
atbrivoSanu

| Polimerizacija pabeigta

Pabeigts PCR produkts un fluorescences
signala uzkrasanas katra cikla

= TieSie un atgriezeniskie praimeri

12
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WT (] — Neliela amplificé$ana vai
Q F tas nav

Mutants —
ST < —» Amplificésana

Q F t—

[0 WT sekvence ¥ Mérkéta mutanta sekvence

3'-fosfata oglinukleotids (CLAMP)

3. attéls. PCR spailes tehnologija. WT: savvalas tips. Q—F: divu krasvielu zonde. 5: tieSie un atgriezeniskie
praimeri.

Kontroles reakcija

Kontroles reakcijas maisijums (1. stobrins) satur tieSo un atgriezenisko praimeri un markétu
zondi (noteikta Green kanala), lai amplificétu 1su PIK3CA géna 15. eksona sekvenci.
Kontroles reakcija tiek izmantota, lai noteiktu, vai parauga ir atbilsto§s amplificéjama DNS

fmenis, un ta ir koeficients analttiskajos aprékinos, kas nosaka mutacijas statusu.

lek$éjas kontroles materials

Katrs reakciju maisijums satur iek$&jo kontroli, kas paredzéta reakcijas klimes noteikSanai
(pieméram, inhibitoru klatbatnes dél). leks&ja kontrole izmanto ar PIK3CA nesaistitu
oligonukleotida mérka sekvenci, nemarkétus tieSos un atgriezeniskos praimerus un

hidrolizes zondi, kas markeéta ar oranzu fluoroforu.

Pozitiva kontrole

Pozitiva kontrole (PC stobrin$) satur piecu plazmidu maisijumu, kas attélo katru no
11 mutacijam, un kontroli. Mutaciju noteik8ana pienemama diapazona apstiprina pareizu

katra komplekta ieklauta reakciju maisijuma darbibu.
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Negativa kontrole

Kontrole bez matricas (NTC stobrin$) satur ddeni bez nukleazes, ko var izmantot reakcija
“No Template Control” (Kontrole bez matricas) (NTC). NTC tiek izmantota k& negativa
kontrole un identificé potencialu piesarnojumu testa iestatiSanas laika.

Parauga atskaiditajs

Parauga atSkaiditajs (Dil. stobrin8) satur Gdeni bez nukleazes.
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Platforma un programmatura

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir Tpasi izstradats izmanto$anai ar Rotor-Gene Q MDx

instrumentu, kas darbojas kopa ar personalo datoru, kura instaléta programmatira:

e Rotor-Gene AssayManager® versija 2.1
® Gamma Plug-in versija 1.0.0
® therascreen_PIK3CA_FFPE testa profila versija 1.0.1 audu paraugu analizei

® therascreen_PIK3CA_Plasma testa profila versija 1.0.1 plazmas paraugu analizei

Skatiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM lietotaja rokasgramatu, lai uzzinatu informaciju par
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta
uzturéSana ir javeic saskana ar lietotaja rokasgramata noraditajam prasibam.

Skatiet Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core Application lietotaja rokasgramatu un
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in lietotaja rokasgramatu, lai iegitu

papildinformaciju par programmatdru.

Izpildes parametri

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instruments ir programmeéts dazadu ciklu parametriem (jeb
“izpildem”) ar therascreen PIK3CA testa profiiem. Testa profili satur PCR izpildes
parametrus un aprékina rezultatus. Testa PCR termala cikla parametri ir $adi:

o Uzglab3jiet 95 °C temperatdra 15 mindtes, lai aktivizétu Taq DNS polimerazi.

® Veiciet PCR 45 ciklus 95 °C temperatdra 30 sekundes, lai denaturétu, un 60 °C

temperatdra 1 mindti, lai to normalizétu un pagarinatu.
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Nodrosinatie materiali

Komplekta saturs

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Kataloga Nr. 873111
Reakciju skaits 24
Saturs Vacina krasa Tilpums
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA 1. reakcijas maisTjums) Sarkana krasa 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA 2. reakcijas maistjums) Violeta krasa 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA 3. reakcijas maistjums) Oranza krasa 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA 4. reakcijas maistjums) Dzeltena krasa 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA 5. reakcijas maisijums) Zala krasa 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 6 (PIK3CA 6. reakcijas maistjums) Zila krasa 750 pl
Taq DNA Polymerase (Taq) (TagDNS polimeraze (Taq)) Piparmétru krasa 85 pl
PIK3CA Positive Control (PC) (PIK3CA pozitiva kontrole (PC)) Bé&sa krasa 250 pl
Water for No Template Control (NTC) (Udens kontrolei bez Balta krasa 1,9 ml
matricas (NTC))

Nuclease-free water for Dilution (Dil.) (Udens bez nukleazes Balta krasa 1,9 ml

atSkaidisanai (Dil.))

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lietoSanas instrukcijas (rokasgramata)
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Nepieciesamie materiali, kas netiek nodrosinati

Pirms lietoSanas parliecinieties, vai instrumenti ir parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja

ieteikumiem.

Reagenti

® QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, kat. Nr. 60404, skatit “DNS
ekstrahéSana no FFPE paraugiem”, 27. Ipp.) vai QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid
Kit (QIAGEN, kat. Nr. 61504, skatit “DNS ekstrah&Sana no plazmas paraugiem”,
29. Ipp.)

® DNAZap™ PCR noéardisanas skidrumi

e At3kaidits augstas koncentracijas laboratorijas dezinfekcijas ITdzeklis un izopropilspirta

(IPA) tirisanas Iidzeklis

Paligmateriali
e 0,1 ml Strip Tubes and Caps, izmantoSanai ar 72-well rotor (QIAGEN, kat. Nr. 981103
vai kat. Nr. 981106)

® Nukleazi nesaturosi, DNS piesaistoSi mikrocentrifugé8anas stobrini Master maisijumu

sagatavosanai

® Nukleazi nesaturo$i pipeSu uzgali ar aerosola barjeram
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Aprikojums
® Permanentais markieris

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (kat. Nr. 9002032) vai Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (kat. Nr. 9002033)*t

® Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in un “therascreen_PIK3CA_FFPE”

un/vai “therascreen_PIK3CA_Plasma” testa profils
® Atvélétas pipetes* (pielagojamas) paraugu sagatavoSanai
® Atvélétas pipetes* (pielagojamas) PCR Master maisijuma sagatavoSanai
® Atvélétas pipetes* (pielagojamas) matricas DNS dozéSanai
e Galda centrifiga* ar rotoru 1,5 ml stobrinu ievietoSanai

® lerice Thermomixer*, apsildams orbitals inkubators, sildiSanas bloks vai Gdens pelde,
kura var inkubét 56 °C, 70 °C un 90 °C temperatdra

® QIlAvac 24 Plus vacuum manifold (kat. Nr. 19413)

® QIAvac Connecting System (kat. Nr. 19419)

® Vacuum Pump (kat. Nr 84010) vai ltdzvertigs suknis, kas spéj razot no —800 Iidz
—900 mbar vakuumu

® |oading Block 72 x 0,1 ml Tubes, aluminija bloks manuélai reakcijas izpildei
(QIAGEN, kat. Nr. 9018901)

® Loading Block 96 x 0,2 ml PCR Tubes, aluminija bloks manualai reakcijas izpildei ar
viena kanala pipeti 96 x 0,2 ml PCR Tubes (QIAGEN, kat. Nr. 9018905)

e 72-Well Rotor, Strip Tubes and Caps, 0,1 ml turéSanai ar reakciju apjomu 10-50 ul;
nepiecieSams Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, kat. Nr. 9018903)

® |ocking Ring 72-Well Rotor, Strip Tubes and Caps, 0,1 ml turéSanai, 72-Well Rotor
(QIAGEN, kat. Nr. 9018904)

* Parliecinieties, vai instrumenti un aprikojums ir parbaudtti un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.

1 Ja piemérojams, dazas valstis var izmantot Rotor-Gene Q 5plex HRM instrumentu, kas izgatavots 2011. gada
maija vai vélak. Izgatavo$anas datumu var uzzinat no sérijas numura instrumenta aizmuguré. Sérijas numura
formats ir “mmyynnn” (mmggnnn), kur “mm” norada izgatavo$anas ménesi ar ciparu, “yy” (gg) norada
izgatavoSanas gadu ar diviem cipariem, bet “nnn” ir unikalais instrumenta identifikators.
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

LietoSanai in vitro diagnostika.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit drikst izmantot apmacits personals profesionala

laboratorijas vide.

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreiz&jas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju, skatiet attiecigas droSibas
datu lapas (DDL). Tas értd un kompaktd PDF formatad ir pieejamas vietné
www.qgiagen.com/safety, kur DDL skati§8anai un izdrukasanai ir pieejamas katram QIAGEN
komplektam un ta komponentiem.

IzmantoSanai tikai ar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu.

DroS$ibas informaciju par Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu skatiet ar instrumentu
piegadataja lietotaja rokasgramata.

Tikai audu paraugi: IzmantoSanai tikai ar QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

DroS$ibas informaciju par QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. Nr. 60404) skatiet
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit rokasgramata.

Tikai plazmas paraugi: IzmantoSanai tikai ar QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

DroSibas informaciju par QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat. Nr. 61504) skatiet
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit rokasgramata.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019 19


https://www.qiagen.com/ph/service-and-support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets-new/

Visparéjie piesardzibas pasakumi

Tests paredzéts izmantoSanai ar FFPE krits véza audu paraugiem vai K2EDTA
plazmas paraugiem no krits véza pacientiem.

Visas Kimiskas vielas un biologiskie materiali ir potenciali bistami. FFPE paraugu
materials un nukleinskabes, kas no ta sagatavotas, visticamak, neradis infekcijas risku,
tacu visi plazmas paraugi ir jduzskata par potenciali bistamiem. Vienmér jaievéro
vietéjas veselibas un drosibas procediras.

Izmetiet paraugus un testu atkritumus atbilstoSi vietéjam droSibas procediram.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit reagenti ir optimali atSkaiditi. NeatSkaidiet
reagentus vairak, jo tas var izraist veiktspéjas zudumu. Neizmantojiet reakcijas
tilpumus (reakcijas maisijums plus paraugs), kas mazaki par 25 pl.

Visus komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ieklautos reagentus ir paredzéts
lietot tikai ar citiem ta pasa komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit reagentiem.
Neaizstajiet reagentus komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit vai starp
komplektiem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kits, jo tas var ietekmét veiktspéju.
Izmantojiet tikai Taqg DNS polimerazi (Taq stobrinu), kas piegadats komplekta
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Neaizstajiet ar Taq DNS polimerazi no citiem
QIAGEN komplektiem vai ar Taq DNS polimerazi no cita piegadataja.

Skatiet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta lietotaja rokasgramatu, lai uzzinatu
papildu bridinajumus, piesardzibas pasdkumus un proceddras.

Neizmantojiet nederigus vai nepareizi uzglabatus komponentus.

levérojiet Tpasu piesardzibu, lai novérstu kontroles un reakcijas maisijumu reagentu
piesarnojumu ar sintétiskiem materialiem, kas ietverti pozitivas kontroles reagenta.
leverojiet TpaSu piesardzibu, lai novérstu savstarpéju piesarnojumu starp paraugiem.

Pareizi aizkorkgjiet stobrinus péc katra parauga iepildes.
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Rapigi dekontamingjiet ielades bloku, pirms to izmantojat testa Master maisijumu
sagatavoSanai. leteicams izmantot DNAZap PCR noardiSanas $kidumus, péc tam

atSkaiditu augstas koncentracijas laboratorijas dezinfekcijas Iidzekli un IPA tiriSanas
lTdzekli. lelades blokam pirms lietoSanas jabat sausam.

Izmantojiet individualas, tam paredzétas pipetes, lai sajauktu reakcijas maisijumus un

pievienotu pozitivas kontroles reagentus.

Veiciet reakcijas maisijumu sagatavoSanu un iepildiSanu cita vieta, kas nodalita no

vietas, kur veicat pozitivas kontroles pievieno$anu.

Fluorescenti markétas molekulas, kas ieklautas reakcijas maistjuma reagentos, ir
jutigas pret gaismu. Sargajiet kontroles un reakcijas maisijuma reagentus no gaismas,

lai noveérstu izbaléSanu.
Neatveriet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu, kamér izpilde nav pabeigta.
Neatveriet Rotor-Gene Q stobrinus péc izpildes pabeigSanas.

Jaievéro piesardziba, lai nodrosinatu pareizu paraugu testéSanu un izvairitos no

nepareizas paraugu ievadi$anas, ielades klidam un pipetéSanas kladam.
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Reagentu glabasana un lietoSana

TransportéSanas apstakli

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tiek piegadats uz sausa ledus, un piegades laika tam
jabat sasaldétam. Ja kads no therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit komponentiem piegades
bridT nav sasaldéts, ja aré&jais iepakojums ir ticis atvérts transportéSanas laika vai satfjuma
nav ieklauta piezime par iepakoSanu, lietoSanas instrukcijas vai reagenti, l0dzu, sazinieties
ar QIAGEN tehniskad atbalsta dienestu vai vietéjiem izplatitdjiem (apmekl€jiet vietni

www.giagen.com).
UzglabasSanas apstakli

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit uzreiz péc piegades jauzglabd -30 hdz —15°C
temperatira saldétava, kas uztur nemainigu temperatiru un ir aizsargata pret gaismu.

Uzglabajot noraditajos uzglabasanas nosacijumos, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir

stabils ITdz noraditajam deriguma termina datumam.

Stabilitate

Péc atvérSanas reagentus var uzglabat to sakotnéja iepakojuma no -30 hdz —-15°C
temperatira 12 méneSus vai lidz deriguma terminam, kas noradits uz iepakojuma.
Jaizvairas no atkartotas atkauséSanas un sasaldéSanas. Neparsniedziet maksimalo piecu

sasaldéSanas-atkausésanas ciklu daudzumu.

22 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019


https://www.qiagen.com/

Pirms lietoSanas reagenti jaatkausé istabas temperattra vismaz 1 stundu (Iidz maksimali
4,5 stundam). Kad reagenti ir gatavi lietoSanai, var iestatit PCR reakcijas. Rotor-Gene Q
stobrini, kas satur Master maisijumus un DNS paraugu, ir nekavéjoties jaieladé Rotor-Gene
Q MDx. Kopéjais laiks no PCR iestatiSanas sakuma Iidz izpildes sakumam nedrikst
parsniegt 7,5 stundas, veicot to apkartéjas vides temperatira.

Piezime: Sis laiks ietver PCR iestati$anu un uzglabasanu.

Piezime: Fluorescenti markétas molekulas, kas ieklautas reakcijas maistjuma reagentos, ir
jutigas pret gaismu. Sargajiet kontroles un reakcijas maisijuma reagentus no gaismas, lai
novérstu izbalésanu.

Reagenti komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir optimali atSkaidtti, un pirms to

lietoSanas nav nepiecieSama papildu izdali$ana vai apstrade.

Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem un uzglabaSanas nosacijumiem, kas noradtti uz
kastites un visu komponentu etiketém. Neizmantojiet nederigus vai nepareizi uzglabatus

komponentus.
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Paraugu materialu glabasana un lietosana

Paraugu lietoSana: Audi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmantoSanai ar gDNS, kas iegats no FFPE
audzéja rezecétiem paraugiem un adatas biopsijas (Core Needle Biobsy, CNB) paraugiem
no krats véZa pacientiem. Audzeéji ir heterogéni genotipa un fenotipa zina. Mutacijas pozitivi
audzégji var saturét savvalas tipa DNS, un Iidzigi histologija var uzradit regionus, kas nav

audzéja audu regioni.
Lai sagatavotu audu paraugus DNS ekstrahésanai:

® Izmantojot standarta materialus un metodes, fiksgjiet audu paraugu 10% neitrala
formalina buferskiduma (Neutral Buffered Formalin, NBF) un iegremdeéjiet audu
paraugu parafina. Izmantojot mikrotomu, izgrieziet 5 um serialas sekcijas no parafina
bloka un uzlieciet uz stikla priekSmetstikliniem.

® Piesaistiet apmacitu specialistu (pieméram, patologu), lai izvértétu ar hematoksilinu un
eozinu (H&E) iekrasoto sekciju, vai taja ir audzgja audi, un noteiktu efektivo audzéja
apgabalu (Effective Tumor Area, ETA). Markéjiet iekrasoto priekSmetstiklinu, lai noteiktu
intereséjoso regionu (region of interest, ROI). Izmantojiet sérijveida sekcijas DNS izgtsanai.
Piezime: lekrasotas sekcijas nedrikst izmantot DNS ekstrahéSanai.

® Noskrapéjiet lieko parafinu no audiem, izmantojot svaigu, sterilu skalpeli, un izmetiet.

UZMANIBU! | Izmantojiet sausus skalpelus. Neveiciet $o darbibu pie

ﬁ aptekosSas gaisa plismas vai zem gaisa nosicéja.

® Noskrapegjiet audzé&ja audus no priekSmetstikliniem markétajos mikrocentrifigas

stobrinos, izmantojot svaigu skalpeli katram paraugam.
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Markegjiet, parvietojiet un uzglabajiet audzéja paraugus, blokus, priekSmetstiklinus, paraugus
un mikrocentrifligas stobrinus gatavus ekstrah&Sanai kontroléta veida saskana ar vietéjam
proceddram.

Pieejamas divas atseviSkas darbplismas, izmantojot FFPE audzéja audu rezecétus
paraugus un FFPE CNB paraugus (4. attéls).
A

CNB

Papildu sekcijas, lai sasniegtu
— N6 ——p 220 mm? ETA
(maks. 6 priekSmetstiklini)

= 20 mm? efektivais audzéja
apgabals (ETA)

\
Ja
v
1 sekcija
‘ Ja
J N&
CNB DNS ekstrahégana | ¢ 6 sekcijas

B
Rezekcijas
2 10% ROI audzéja sastavs Ne ———» Makrodisekcija
\
Ja
2 sekcijas < Ja

l

DNS ekstrahé$ana

4. attéls. Ar komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jaizmanto kliniska parauga izdaliSanas
darbplisma. A: FFPE CNB. B: FFPE audzéja audu rezecétie paraugi.
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Paraugu lietoSana: Plazma

Komplekts therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit paredzéts izmantoSanai ar DNS, kas izoléta
no K2EDTA antikoagulétiem plazmas paraugiem, kas iegdti no krits véZa pacientiem. Visi

plazmas paraugi jauzskata par potenciali bistamiem.

Nesadalitas periférijas venozas asinis, kas savaktas K:EDTA asins analiZzu stobrinos, ir
jaapstrada, lai iegutu plazmu Cetru stundu laika no asins panemsanas. Pretéja gadijuma var
tikt izraistts parauga genomisks DNS piesarnojums. Papildinformaciju par plazmas
izoléSanu no nesadalitdm asinim skatiet Q/Aamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

rokasgramatas A pielikuma.

Plazmas paraugi jauzglaba —80 °C temperatira. Pirms lietoSanas visi sasaldétie plazmas

paraugi jalidzsvaro I1dz istabas temperatdrai.

Markeéjiet, parvietojiet un uzglabajiet paraugus un mikrocentrifigas stobrinus gatavus

ekstrahéSanai kontroléta veida saskana ar vietéjam proceddram.

Paraugu uzglabasana

Pirms DNS ekstrahéSanas FFPE bloki un priekSmetstiklini jauzglaba istabas temperatara
(15-25°C), un plazma jauzglaba —80 °C temperatira. DNS var uzglabat péc ekstrahésanas
pirms testa veikSanas. 2. tabuld un 3. tabuld sniegti noradijumi par paraugu un DNS

maksimalo ieteicamo uzglabasanas laiku un apstakliem péc ekstrahésanas.
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2. tabula. leteicamie uzglabasanas laiki gDNS péc ekstrahésanas no FFPE audiem

Uzglabasana Maksimalais ieteicamais uzglabasanas laiks
Saldétava (no -30 I1dz -15 °C) 5 nedélas

Ledusskapis (2-8 °C) 1 nedéla

Saldétava (-80 °C) 33 ménesi

3. tabula. leteicamie uzglabasanas apstakli un laiki plazmai un ctDNS péc ekstrahéSanas no plazmas

Paraugs Uzglabasana Maksimalais ieteicamais
uzglabasanas laiks

Plazma Saldétava (-80 °C) 11 ménesi

Ekstrahéta ctDNS Saldétava (no —30 Ilidz —15 °C) 4 nedélas

DNS ekstrahéSana no FFPE paraugiem

DNS ekstrahéSana javeic, izmantojot QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. Nr. 60404).

Piezime: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir izstradats, lai izmantotu DNS, kas ekstrahéta,
izmantojot QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Neizmantojiet citu DNS ekstrahéSanas

produktu.

Veiciet DNS ekstrahéSanu atbilstosi instrukcijam QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

rokasgramata, nemot véra Sadus ieteikumus:

® Izmantojiet priekSmetstiklinu skaitu un eluata tilpumus, kas ieteikti talak esoSajas
sadalas (“FFPE audu rezekcijas (RES) paraugi” un “FFPE CNB paraugi” 81s

rokasgramatas 28. Ipp.).

® Ja péc pirmas centrifugéSanas audi netiek granuléti, veiciet papildu centrifugéSanu.
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Visos nepiecie§amajos solos noteikti izmantojiet molekularas biologijas lietojumam
paredzétu etanolu™.

Péc etanola notiriSanas inkubégjiet atvérto stobrinu 1540 °C temperatdra 10 minadtes,
lai iztvaikotu viss atlikuSais etanols.

FFPE audu rezekcijas (RES) paraugi

Ja RES paraugos ir 210% audzéja satura intereséjosaja regiona (ROI), nokasiet visu
audu apgabalu no divam sekcijam (4—5 ym) markétajos mikrocentrifiigas stobrinos,
izmantojot svaigu skalpeli katram paraugam. Ja paraugos ir <10% audzé&ja satura
intereséjosaja regiona (ROI), veiciet makrodisekciju un nokasiet tikai audz&ja ROI no
divam sekcijam markeétajos mikrocentrifiigas stobrinos, izmantojot svaigu skalpeli
katram paraugam.

Proteinazes K noardiSana javeic 1 stundu rezecétajiem audu paraugiem.

RES paraugiem izdalita gDNS ir jaelué 120 pl Buffer ATE Skiduma (ieklauts komplekta
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) péc 10 mindsu ilgas inkubéSanas stobrina.

FFPE CNB paraugi

CNB paraugiem izmantojiet atbilstoSu 4-5 um sekciju skaitu, lai iegdtu minimalo
nepiecieSamo efektivo audzéja apgabalu (Effective Tumor Area, ETA) 20 mm? laukuma
no maksimali seSam sekcijam. lzmantojiet iesp&jami mazako sekciju skaitu (1-6), lai
iegitu 20 mm? ETA.

Paraugiem, kuros 20 mm? ETA nevar sasniegt, izmantojot maksimali sedas sekcijas,

turpiniet testéSanu, izmantojot seSas sekcijas.
Proteinazes K noardiSana javeic 1 stundu CNB paraugiem.

CNB paraugiem izdalita genoma DNS ir jaelué 70 pl Buffer ATE Skiduma (ieklauts
komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) péc 10 minasu ilgas inkubéSanas
stobrina.

* Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai metiletilketonu.
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DNS ekstrahéSana no plazmas paraugiem

DNS ekstrahé8ana javeic, izmantojot komplektu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
(kat. Nr. 61504), ievérojot nosacijumus, kas aprakstiti talak ctDNS izdali$anai no plazmas

paraugiem.

Piezime: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir izstradats, lai izmantotu DNS, kas ekstrahéta,
izmantojot komplektu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit. Neizmantojiet citu DNS
ekstrahéSanas produktu.

Veiciet DNS ekstrahéSanu atbilstosi instrukcijam QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

rokasgramatas “klasiskaja protokold”, nemot véra $adus ieteikumus:

® Plazmas sakuma tilpums ir 2 ml.

e Ja 2 ml nav pieejami, iegUstiet 2 ml tilpumu, izmantojot fosfatu fiziologisko
buferskidumu (PBS).

® Visi centrifugé$anas posmi tiek veikti istabas temperatira (15-25 °C).

® Starp posmiem izslédziet vakuumu, lai nodrosinatu, ka protokola posmu laika tiek
pielietots pastavigs, vienmeérigs vakuums.

® Proteinazes K tilpumam jabat 250 pl.

® [zdalita ctDNS ir jaelué 70 pl Buffer AVE Skiduma (ieklauts komplekta QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit).

e Komplekts QlIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit ir jaizmanto tikai manuali.

e Visos nepiecieS8amajos solos noteikti izmantojiet molekularas biologijas lietojumam
paredzétu etanolu*

e Uzglabajiet izdaltto ctDNS no —30 lidz —15 °C temperatira.
Piezime: Visi testi komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit generé Tsus PCR
produktus. Tacu komplekts therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nedarbosies ar bdtiski
fragmentétu DNS. Ekstrahétajai DNS jabiit efektiva Control Ct diapazona (224,68 un
<31,68), lai paraugs batu derigs.

* Neizmantojiet denaturétu spirtu, kas satur papildvielas, pieméram, metanolu vai metiletilketonu.
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PIK3CA mutaciju noteikSana

Sis protokols ir paredzéts PIK3CA mutaciju noteik$anai.

Svariga informacija pirms darba saksanas

Var izvértét l1dz 24 paraugus Cetras izpildes reizés, izmantojot maisijumu PIK3CA
Reaction Mix, kas pieejams katra komplekta. Optimala lietoSana ir Cetras izpildes, katra
izpildé ietverti maksimali sesi paraugi. Mazaki paraugu partiju lielumi nozimé, ka ar
katru komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit var testét mazaku paraugu skaitu.
Parauga testédana ir javeic, izmantojot visus reakciju maisijumus, kas pieejami
komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Nevar analizét jauktas partijas ar paraugiem, kas atvasinati no audu un plazmas
paraugiem, viena PCR izpildé; PCR partijas jabat vai nu tikai no audiem iegatiem
paraugiem, vai arT tikai no plazmas iegatiem paraugiem.

Nemaisiet Taq DNS polimerazi (stobrin$ Tagq) vai citu maisijumu, kas satur Taqg DNS
polimerazi, jo tas var deaktivizét enzimu.

Pipetéjiet Tag DNS polimerazi, uzmanigi novietojot pipetes galu tieSi zem 8kidras
virsmas, lai gala arpuse netiktu parklata ar lieku enzimu.

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

NodroSiniet, ka izpilde tiek veikta, izmantojot Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma
pievienojumprogrammu un “therascreen_PIK3CA_FFPE” testa profilu (audu paraugi)
vai “therascreen_PIK3CA_Plasma” testa profilu (plazmas paraugi). Pirms Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM instrumenta pirmas lietoSanas reizes parliecinieties, ka instaléta
pareiza programmatdra, un izpildiet atbilsto$as instrukcijas par izpildes sakumu un datu
analizi (“PIK3CA mutacijas analizes izpilde” 36. Ipp.).
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® Pirms katras lietoSanas reizes visi reagenti, ieskaitotTaqg DNS polimerazi
(stobrind Taq), un DNS paraugi ir pilntba jaatkausé 1 stundu (It1dz maksimali
4,5 stundam) istabas temperatara (15-25 °C), jasajauc, apvérsot stobrinus 10 reizes,
un Tslaicigi jacentrifugé, lai savaktu saturu stobrina apaksa.

® (Gad3jjiet, lai PCR ielades bloks bltu pareizi dekontaminéts (skatiet “Vispargjie

piesardzibas pasakumi” 20. Ipp.) un sauss.

Procedira

1. Atkauséjiet visus reakciju maisijumus, Gdeni kontrolei bez matricas, Taqg DNS
polimerazi, PIK3CA pozitivo kontroli un DNS paraugus istabas temperatira

(15-25 °C) vismaz 1 stundu un ITdz maksimali 4,5 stundam.

2. Péc 1 stundas kartigi sajauciet visus reagentus, apvérsot katru stobrinu 10 reizes, lai
novérstu lokalas salu koncentracijas veidosanos. Islaicigi centrifugégijiet visus
reagentus, lai savaktu saturu stobrina apaksa.

Piezime: Nemaisiet Taqg DNS polimerazi (stobrin§ Taq) vai citu maistjumu, kas satur
Taq DNS polimerazi, jo tas var deaktivizét enzimu.

3. Markéjiet seSus mikrocentrifigas stobrinus (nav komplekta) atbilstosi 4. tabulai.
Sagatavojiet pietiekamus Master maisijumus (kontroles un mutacijas reakcijas
maisijumus) plus Tag DNS polimerazi DNS paraugiem, vienu PIK3CA pozitivas
kontroles reakciju un vienu kontroles bez matricas reakciju atbilstoSi tilpumiem, kas

noradtti 4. tabula.

Master maisTjumi satur visus PCR analizei nepiecieSamos komponentus, iznemot
paraugu.

Piezime: Sagatavojot Master maistjumu, vispirms attiecigaja stobrina tiek pievienots
nepiecieSamais kontroles vai mutacijas reakcijas maisijuma tilpums, un pédéja tiek

pievienotaTag DNS polimeraze.
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4. tabula. Testa Master maisijumu sagatavos$ana

stobrins

Reakcijas maisijuma

Reakcijas maisijuma tilpums (n* + 3)

Taq DNS polimerazes tilpums (n* + 3)

Stobring RM 1
Stobrind RM 2
Stobring RM 3
Stobrin§ RM 4
Stobring RM 5
Stobrind RM 6

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

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

n = DNS paraugu skaits. Vértiba n nedrikst parsniegt “sesi”, jo tas ir maksimalais paraugu skaits, ko var apstradat
viena izpildes reizé. leklautas tris papildu reakcijas, lai nodroSinatu pietiekamu dozas palielinaSanu PCR
iestatiSanai un kontrolém.

4. Aizkorkejiet Master maisijuma stobrinu un apvérsiet 10 reizes, lai ripigi samaisitu

Master maisijumu. TIslaicigi centrifugéjiet, lai maisijums atrastos stobrina apaksa.

5. Péc Master maisijumu sagatavoSanas nekavéjoties ievietojiet atbilstoSo PCR

4-teststréemelu stobrinu skaitu (katrai teststrémelei ir Cetri stobrini; PCR 4 teststrémelu

stobrini nav komplekta) ielades bloka atbilstosi izkartojumam 4. tabula. Neaizkorkéjiet

teststremelu stobrinus. Uzreiz pievienojiet 20 ul atbilstosa Master maisijuma katra

PCR teststrémelu stobrina.

Piezime: Neiznemiet vacinus no plastmasas iepakojuma, kamer tas nav
nepiecieSams.

Piezime: Skatiet 4. tabulu, lai uzzinatu stobrinu izkartojumu, veicot reakcijas

maisijumu izvietoSanu.
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(3]

. tabula. Izpildes izkartojums ielades bloka PIK3CA mutaciju noteikSanai

Kontroles Parauga numurs
Tests

PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Stobrin§ RM 1 | 1 9 17 25 33 41 49 57 E
Stobrins RM 2 | 2 10 18 26 34 42 50 58 E
Stobrin§ RM 3 | 3 11 19 27 35 43 51 59 E
Stobrins RM 4 | 4 12 20 28 36 44 52 60 E
Stobrin§ RM5 | 5 13 21 29 37 45 53 61 E
Stobrins RM6 | 6 14 22 30 38 46 54 62 E
E E E E E E E E E E
E E E E E E E E E E

Piezime: Katram stobrinam jasatur kopéjais reakcijas tilpums 25 pl (20 pl Master maisijums, kas sagatavots
atbilsto$i 4. tabulai, plus 5 yl NTC/parauga/PC). Cipari norada pozicijas ielades bloka un rotora beigu poziciju. E:

tukss.

10.

. Nekavejoties pievienojiet 5 pl Gdens kontrolei bez matricas NTC stobrinos

(stobrinu pozicijas 9—-14) un aizkorkéjiet stobrinus.

. Pievienojiet 5 pl no katra DNS parauga visos paraugu stobrinos un nekavéjoties

aizkorkegjiet stobrinus, lai novérstu paraugu krustenisku kontaminaciju.

. Pievienojiet 5 pl PIK3CA pozitivas kontroles PC stobrinos (stobrinu pozicijas 1-6)

un aizkorkéjiet stobrinus.

. lzmantojot permanento markieri, markgjiet pirmo stobrinu vacinus zemakaja pozicija

katram PCR 4 teststrémelu stobrina (pieméram, pozicijas 1, 5 un 9, utt.), lai noradrtu
stobrinu ielades orientaciju Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta rotora 72-well
rotor.

levietojiet visus PCR 4 teststrémelu stobrinus attiecigajas pozicijas rotora 72-well rotor
atbilstosi izpildes izkartojumam (5. tabula un 5. attéls). levérojiet 1pasu piesardzibu, lai
stobrinus novietotu pareizajas pozicijas rotora 72-well rotor (stobrina pozicijai rotora
72-well rotor jabat identiskai stobrina pozicijai ielades bloka).
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Piezime: Visas neizmantotas rotora pozicijas ir jaaizpilda ar aizkorkétiem tukSiem

stobriniem. Tadéjadi tiek nodroSinata Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumenta

termiskas efektivitates uzturésana.

NTC

PIK3CA Reaction Mix 1
(PIK3CA 1. reakcijas maisijums)
PIK3CA Reaction Mix 2
(PIK3CA 2. reakcijas maisijums)
PIK3CA Reaction Mix 3
(PIK3CA 3. reakcijas maisijums)
PIK3CA Reaction Mix 4
(PIK3CA 4. reakcijas maisijums)

—

—
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—

»
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1. pozicija
5. attéls. Plates un rotora iestatijums eksperimentam ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. (PC, positive
control): pozitiva kontrole. S: DNS paraugs. NTC (No template control): kontrole bez matricas (dens).

Tukss
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UZMANIBU!

A

Stobrini ir jaievieto rotoros, ka noradits 5. attéla, jo automatizéta
analize, kas iestatita testa profila, ir pielagota Sai organizacijai.
Ja tiek izmantots cits izkartojums, iegdtajiem rezultatiem bds

novirze.

11. Nekavéjoties ievietojiet rotoru 72-well rotor instrumenta Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Parliecinieties, ka sledzéjgredzens (ieklauts Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

instrumenta komplektacija) ir novietots uz rotora, lai fiksétu stobrinus izpildes laika, un

instrumenta vaks ir noslégts.

12. Lai saktu izpildi, izpildiet instrukcijas, kas sniegtas nakamaja sadala “PIK3CA

mutacijas analizes izpilde”.
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PIK3CA mutacijas analizes izpilde

13. Veiciet dubultklikki uz Rotor-Gene AssayManager v2.1 ikonas ar Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM instrumentu savienota "m— klepjdatora darbvirsma.

14. Péc nokluséjuma paradas vide “Setup” (lestatiS8ana). Noklikskiniet uz New manual

worklist (Jauns manuals darbu saraksts), lai izveidotu jaunu darbu sarakstu
(6. attéls).

Avaitsile work lis | Manage or apply work lists

e

6. attéls. Jauna manuala darbu saraksta iestatiSana. 1 = cilne “Setup” (lestati$ana), 2 = “New manual work list”
(Jauns manuals darbu saraksts).
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15. Atlasiet cilni “Assays” (Testi) galvena loga kreisaja pusé. Atkariba no parauga tipa
pieejamo testa profilu saraksta noklikSkiniet uz therascreen_PIK3CA_FFPE testa
profila audu paraugiem vai uz therascreen_PIK3CA_Plasma testa profila plazmas
paraugiem un noklik8kiniet uz zilas bultinas, lai atlasttu testa profilu. Ja testa profila
nosaukums ir saisinats, noradiet uz testa profilu, lai redzétu pilnu nosaukumu
(7. attéls).

UZMANIBU! | Parbaudiet, vai parauga tipam ir atlasits pareizais testa profils.

Lo b —

7. attéls. Jauna manuala darbu saraksta iestatiSana: Testa profila nosaukuma izvéle. 1 = cilne “Assays” (Testi),

2 = Pieejamie testa profili, kad atlasits “therascreen_PIK3CA_FFPE” vai “therascreen_PIK3CA_Plasma”, 3 = Atlasiet
testa profilu.
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16. Loga “Selected assay profiles” (Atlasttie testu profili) ievadiet testéjamo paraugu

skaitu, atskaitot izpildes kontrolu skaitu (8. attéls).

[ |” R E—— T —

8. attéls. Izveidojiet darbu saraksta galveno logu. 1 = Pievienojiet paraugu skaitu.
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17. Noklikskiniet uz cilnes “Kit information” (Komplekta informacija). Atlasiet Enter kit
information manually (levadit komplekta informaciju manuali) un ievadiet noradito
komplekta informaciju (9. attéls):

® Komplekta svitrkods
® Materiala numurs

® Partijas numurs
°

Komplekta deriguma termins

Create work list | Edit Kit information

ot vt e seomacese | [_nom | = =
9. attéls. Izveidojiet darbu saraksta galveno logu. 1 = cilne “Kit information” (Komplekta informacija), 2 = levadiet
komplekta informaciju.
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18. Noklikskiniet uz cilnes “Samples” (Paraugi), lai ievaditu parauga informaciju. levadiet

paraugu nosaukums manuali (10. attéls).

Piezime: Parliecinieties, ka ievaditi pareizi paraugu nosaukumi, pirms sakat

Rotor-Gene AssayManager izpildi.

Create work ist | Exit samples

Pes | [ [t o s St s

Foet et Expert Soeadcose | Mesel - ——
@ Cloned oo

10. attéls. lzveidojiet darbu saraksta galveno logu. 1= cilne “Samples” (Paraugi), 2 = Paraugu nosaukumu

ievadiSana.
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19. Noklikskiniet uz cilnes “Properties” (Rekviziti) un ievadiet darbu saraksta nosaukumu.
P&c darbu saraksta ievadi$anas parliecinieties, ka to var redigét, darbu saraksts ir

pilnigs un visas izvéles ratinas ir atzimétas. NoklikSkiniet uz Apply (Lietot) apak3éeja
labaja pusg, lai lietotu darbu sarakstu. Tiks paradits jauns logs (11. attéls).

Create work list | Edit properties.
-
o o= )
samples 1
[ 3

11. attéls. lzveidojiet darbu saraksta galveno logu. 1 = cilne “Properties” (Rekviziti), 2 = levadiet darbu saraksta

nosaukumu, 3 = Atlasiet “is editable” (ir redigéjams) un “work list is complete” (darbu saraksts ir pilnigs), 4 = “Apply”
(Lietot).
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20. levadiet eksperimenta nosaukumu lauka Experiment name (Eksperimenta
nosaukums). Atlasiet amplifikatoru no pieejamo amplifikatoru saraksta un
parliecinieties, ka ir atziméta izvéles ratina Ring attached (Gredzens piestiprinats)
(12. attéls).

Kad visas darbibas ir izpilditas, noklikSkiniet uz “Start Run” (Sakt izpildi). RGQ ikona

ekrana aug$éja kreisaja puseé kldst zala, lai noraditu, ka izpilde ir sakta.

2
et won A e
e

e e
1
o [ele}—3

A
—

— E— 4

12. attéls. Darbu saraksta lietoSana un izpildes sakSana. 1 = levadiet eksperimenta nosaukumu, 2 = Instrumenta
atlase, 3 = Parliecinieties, ka atlasits “Ring attached” (Gredzens pievienots), 4 = Saciet izpildi.
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Piezime: Amplifikatora ikona maina izskatu atkariba no norises un izpildes rezultata.
Pilns So amplifikatora ikonu apraksts ir pieejams Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application lietotaja rokasgramata.

Amplifikatora ikonu pieméri redzami 13. attéla.

Norises indikators ) _
Izpilde apturéta

Amplifikators darbojas  Izpilde sekmigi (ja tiek noklikskinats uz

Amplifikator
s tuk$gaita Norises indikators vizuali pabeigta  “Stop Process” (Apturét
attélo izpildes norisi procesu) vai ir radusies
klada)

[E.
Cycler 1 Cycler 1
Amplifikators Amplifikators Nederiga Izpilde apturéta, un
bezsaisté aktivizéts verifikacija amplifikators bezsaisté

13. attéls. lespéjamas amplifikatora ikonas.
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21. Kad izpilde ir pabeigta, noklikSkiniet uz Finish run (Pabeigt izpildi). Tiek paradits
dialoglodzin$ “Release and go to approval” (Atbrivot un pariet uz apstiprinajumu)
(14. attéls).

Piezime: |zpildes procesa laikd amplifikacijas ITknes tiks att€lotas un atjauninatas
reallaika. Norises indikators apak&éja kreisaja mala paradis atlikuso laiku.
Svarigi! Neaizveriet logu, kad notiek izpilde.

Amplifikators tuk$gaita Izpilde sakta Izpilde pabeigta

=) =)
Amplifikat Cycler 1 Cycler 1
ora ikona
Norises indikators

Norises Ready
indikators -

etil,(ete - Stop process Finish run__. 1

14. attéls. Izpildes pabeigSana. 1 - “Finish run” (Pabeigt izpildi).
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22. Noklikskiniet uz Release and go to approval (Atbrivot un pariet uz apstiprinasanu),
lai atvéertu cilni “Approval” (ApstiprinaSana) un atbrivotu Rotor-Gene Q instrumentu
(15. attéls). RGQ ikona ekrana aug$éja labaja pusé maints krasu no zalas uz zilu,
noradot, ka instruments ir gatavs jaunas izpildes veik§anai. Neatkarigi no ta, vai
izpilde ir sekmiga, ta ir jaatbrivo un jaapstiprina. Rotor-Gene AssayManager paradito
potencialo klamju un klddu kodus skatiet Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application lietotaja rokasgramata un Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma

Plug-in lietotgja rokasgramata.

Position Name Run status
[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

15. attéls. Uznirstosais logs “Finish Run” (Pabeigt izpildi). 1 = “Release and go to approval” (Atbrivot un pariet

uz apstiprina$anu).
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23. Atlasiet eksperimentu apstiprinaSanas vides sadala “Assay selection” (Testa atlase)

un noklikSkiniet uz Start approval (Sakt apstiprinasanu) (16. attéls).

Assay selection

»

[ Experiment - Assay # samples |Operator Run date Status

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

e —*

16. attéls. AtbrivoSanas procesa sakSana vidé “Approval” (Apstiprinasana). 1 = Testa atlasiSana
apstiprinasanai, 2 = “Start approval” (Sakt apstiprinasanu).

Informacija par vienumiem “Raw data” (Neapstradati dati), “Processed data”
(Apstradati dati), “Experiment” (Eksperiments), “Assay” (Tests) un “Audit trail”

(Audita dati) pieejama sadala “Plots and information” (Diagrammas un informacija) (1).
Testu rezultati ir pieejami sadala “Results” (Rezultati) (2).

Ja pozitiva kontrole un kontrole bez matricas atrodas pienemama diapazona, kolonna
“Sample Status” (Parauga statuss) bis noradits statuss Valid (Derigs); pretéja
gadijuma tiks uzradtts nederigs parauga statuss.

Ja kada no izpildes kontrolém ir neveiksmiga, izpilde bas nederiga. Visi paraugi tiks
atziméti ka ASSAY_INVALID.

Instrukcijas par turpmako ricibu skatiet sadala “Rotor-Gene AssayManager v2.1

therascreen PIK3CA testa profila karodzini” (52. Ipp.).

46
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Piezime: Testa profils satur visas automatiskas testéSanas, paraugu analizes un
rezultatu interpretacijas kartulas. Programmatira automatiski izvertés paraugu un
kontrolu derigumu vai nederigumu.

24. Noklikskiniet uz Release/report data (Atbrivot/uzradit datus). Tiek paradits logs

“Release/report data” (Atbrivot/uzradit datus) (17. attéls).
tedee e T R T e

Diagrammu un informacijas
apgabals

A

Rezultatu
apgabals

—— e [ [P
o= __________________________________— ]

17. attéls. Testa rezultatu galveno logu piemeéri. 1 = Cilne "Experiment” (Eksperiments) apgabala “Plots and

information” (Diagrammas un informacija). 2 = Rezultatu apgabals, 3 = “Release/report data” (Atbrivot/uzradit datus).
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25. Noklikskiniet uz OK (Labi), lai saglabatu eksperimentu arhiva un izveidotu LIMS izvadi
un izpildes atskaiti (18. attéls). Izpildes atskaites un LIMS atskaites tiks saglabatas
nokluseéjuma atskaiSu direktorija. Nokluséjuma direktorijs ir pieejams sadala “Default
data export directories” (Nokluséjuma datu eksportéSanas direktoriji) cilné

“Configuration” (Konfiguracija).

@ Release [ report data

Messages

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

—

18. attéls. Loga “Release/report data” (Atbrivot/uzradit datus) piemérs.
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26. Lai skatitu eksperimentu, kas saglabats eksperimentu arhiva, noklikSkiniet uz Archive
(Arhtvs) un meklgjiet eksperimentu, izmantojot mekléSanas kritériju sadala “Filter
Options” (Filtra opcijas). Lai meklétu, noklikSkiniet uz Apply filter (Lietot filtru). Atlasiet

eksperimentu, atziméjot izvéles ratinu blakus eksperimentam, ko vélaties skatit, un

noklikSkiniet uz Show assays (Radrt testus) (19. attéls).

S B IR - == 2
3
e —_——

19. attéls. Eksperimentu arhiva galvena loga piemérs. 1 = Cilne “Archive” (Arhivs), 2 = MekléSanas opcijas,
3 = Atlasiet eksperimenta nosaukumu, 4 = Cilne “Show assays” (Radtt testus).
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Rezultati

Analizes un mutacijas nosaukSanu therascreen PIK3CA testa profils veic automatiski, kad
izpilde ir pabeigta. Turpmak sniegtaja informacija izskaidrots, ka therascreen PIK3CA testa

profils veic analizes un mutacijas nosaukSanu.

Analize

PCR cikls, kura fluorescence no konkrétas reakcijas parsniedz iepriek§ definéto
robezveértibu therascreen PIK3CA testa profila, ir definéta ka Cr vértiba. Cr vértibas norada
specifiska ievades DNS daudzumu. Zemas Cr vértibas norada augstakus ievades DNS
fmenus, un augstas Cr vértibas norada zemakus ievades DNS Iimenus. Reakcijas, kuras
fluorescence Skérso robezvértibu tiesi pie 8is Ct vértibas vai pirms tas, tiek klasificétas ka

pozitivas.

Izmantojot kontroles reakciju, lai izvértétu DNS paraugu, ir iesp&jams, pamatojoties uz
iegltajam Cr vértibam, noteikt, vai paraugi satur DNS limenus, kas ir pieméroti analizei, un

kuriem paraugiem pirms analizes javeic atSkaidiSana.

Paraugu izvértéSana, izmantojot dazadus mutacijas reakcijas maisijumus, lai noteiktu
attiecigas Cr vértibas, lauj therascreen PIK3CA testa profilam veikt aprékinus, lai noteiktu

parauga ACrt vértibu, izmantojot vienadojumu:
ACt = [mutacijas testa Cr vértiba] — [kontroles testa Cr vértibal
Pamatojoties uz iepriek$ noteiktajam analizes Ct un ACr vértibam, therascreen PIK3CA

testa profils kvalitativi nosaka DNS paraugu mutacijas statusu un uzrada, vai paraugs satur

mutaciju(as).
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Izpildes kontroles (PC, NTC un IC) tiek izvértétas, lai nodroSinatu, ka tiek sasniegtas

pienemamas Cr vértibas un reakcijas ir sekmigi izpilditas.

Ja parauga kontroles Cr vértiba atrodas zem pienemama diapazona, tas nozimé, ka DNS
ievade ir parak augsta un paraugs ir jaatSkaida, ka aprakstits sadala “Rotor-Gene

AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA testa profila karodzini” 52. Ipp.

Visi Sie izvértéjumi tiek izpildtti automatiski, tiem nav nepiecieSama manuala interpretacija.
Sistéma automatiski parbauda izpildes deriguma un paraugu deriguma Kkritérijus un

neuzrada mutacijas statusu, ja paraugs vai izpilde ir nederiga.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 programmatira nosaka rezultatu katram biomarkiera
mérkim, kombingjot visus saistoSo analiZu rezultatus atbilstigi galvenajiem analizu
algoritmiem ka normalizéSana un paraugu un testu kartulas, kas definéti atbilsto$aja testa
profila.

Talak noradttie rezultati var tikt pieskirti atseviSkam paraugam:

e PIK3CA Mutation Detected (Noteikta PIK3CA mutacija)
® No Mutation Detected (Mutacija nav noteikta)

e INVALID (NEDERIGS): Ja paraugam analizes laika Rotor-Gene AssayManager v2.1
programmatira pieskir vienu vai vairakus karodzinus, kas definéti iestatit mérka
rezultatu ka “INVALID” (Nederigs).

Piezime: Ja izpildes laika radas kluda, iericé Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM esoSie paraugi
ir jautilizé un tos nedrikst testét atkartoti.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lietoSanas instrukcijas (rokasgramata) 09/2019 51



Rotor-Gene AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA testa profila
karodzini

Visi iespéjamie karodzini, kas atbilst Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in,
ir noradrtti Rofor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in lietotaja rokasgramata.

6. tabula noradtti iesp&jamie karodzini, ko var generét therascreen PIK3CA testa profili,

to nozime un veicamas darbibas.

Karodzinu nosaukumi ir izveidoti ta, lai sniegtu informaciju par komplekta skarto

komponentu, skarto paraugu vai kontroli un klimes rezimu.
Piemérs:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = pozitiva kontrole (PC), kontroles tests (CTRL_ASSAY)
neizdevas (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = kontrole bez matricas (NTC), iek$&ja kontrole (INT_CTRL)
neizdevas (FAIL)

® SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = paraugs (SAMPLE), kontroles testa (CTRL) ir augsta
koncentracija (HIGH_CONC)
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6. tabula. Programmatiiras karodzini, ko izmanto PIK3CA testa profili

Karodzin$

Nozime

Darbiba

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

UNEXPECTED_CT_VALUE

NO_CT_VALUE

Nederiga izpilde.

IC vértiba parsniedz
specifikacijas diapazonu
PC vai NTC stobrinos.
Nederigs paraugs.

IC parauga parsniedz
specifikacijas diapazonu.

Nederiga izpilde.

PC vértiba parsniedz
specifikacijas diapazonu.
Nederiga izpilde.

PC vértiba zem
specifikacijas diapazona.
Nederiga izpilde.

IC vértiba zem
specifikacijas diapazona
PC vai NTC stobrinos.
Nederigs paraugs.

IC parauga zem
specifikacijas diapazona

Nederiga izpilde.

Cr vértiba ir noteikta
NTC.

Nederigs PC vai IC.

Nav Cr vértibas PC
attiecigajos PC stobrinos
vai IC attiecigajos PC un
NTC stobrinos.

Nederigs paraugs.

Parauga nav Cr vértibas.

Atkartojiet izpildi.

Vienreiz atkartoti testéjiet paraugu; péc
atkartotas testéSanas, ja parauga IC Cr
joprojam parsniedz pienemamo diapazonu,
atkartoti ekstrahéjiet paraugu. Ja parauga IC
joprojam parsniedz pienemamo diapazonu
péc atkartotas ekstrahé$anas un divam
testéSanas kartam, paraugs ir jazino ka
nenoteikts.

Atkartojiet izpildi.

Atkartojiet izpildi.

Atkartojiet izpildi.

Vienreiz atkartoti testéjiet paraugu; péc
atkartotas testésanas, ja parauga IC Ct
joprojam atrodas zem pienemama
diapazona, atkartoti ekstrahéjiet paraugu. Ja
parauga IC joprojam atrodas zem
pienemama diapazona péc atkartotas
ekstrahésanas un divam testéSanas kartam,
paraugs ir jazino ka nenoteikts.

Atkartojiet izpildi.

Atkartojiet izpildi.

Vienreiz atkartoti testéjiet paraugu; ja péc
atkartota testa joprojam nav parauga IC Cr,
atkartoti ekstrahgjiet paraugu. Ja parauga IC
joprojam nav redzams péc atkartotas
ekstrahéSanas un divam testéSanas kartam,
paraugs ir jazino ka nenoteikts.

Tabulas turpinajums nakamaja lappusé
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6. tabula. Programmatiiras karodzini, ko izmanto PIK3CA testa profili, turpinajums

Karodzins Nozime

Darbiba

DNA_INPUT_TOO_HIGH Nederigs paraugs.

Parauga kontroles Cr
vértiba zem kontroles
darba diapazona.

ABOVE_ACCEPTED_RANGE Nederigs paraugs.

Parauga kontroles Ct
vértiba virs kontroles
darba diapazona.

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE Nederigs paraugs.
Nav parauga Cr vértibas
parauga kontroles
stobrinos.

Paraugs ir parak koncentréts, un tas ir
jaatSkaida. Izpildiet instrukcijas sadala
“Kontroles CT vértiba” 54. Ipp.

Vienreiz atkartoti testéjiet paraugu; péc
atkartotas testésanas, ja kontroles Ct
vértiba joprojam parsniedz kontroles darba
diapazonu, atkartoti ekstrahéjiet paraugu.
Ja kontroles Cr vértiba joprojam parsniedz
kontroles darba diapazonu péc atkartotas
ekstrahéSanas un divam testéSanas kartam,
paraugs ir jazino ka nenoteikts.

Vienreiz atkartoti testéjiet paraugu; ja péc
atkartota testa parauga joprojam nav Cr
vértibas, atkartoti ekstrahé&jiet paraugu. Ja
parauga joprojam nav Cr vértibas péc
atkartotas ekstrah&sanas un divam
testéSanas kartam, paraugs ir jazino ka
nenoteikts.

Piezime: Ja atkartoti testéts paraugs ir nederigs cita iemesla dé| péc atkartojuma, tas

joprojam tiek skaittts ka otrais atkartotais méginajums, un javeic atkartota parauga

ekstrahésana.

Kontroles Ct vértiba

Pieejami divi iespé&jamie karodzini nederigam paraugam kontroles Cr vértibas dé|:

® DNA_INPUT_TOO_HIGH: Paraugs ir parak koncentréts un izraisis mutacijas testu

parslodzi. Lai iegUtu derigu parauga rezultatu, paraugs ir jaatSkaida. Paraugi

jaat8kaida, nemot véra, ka, atSkaidot uz pusi, Cr vértiba pieaugs par 1. Paraugi ir

jaatskaida, izmantojot komplekta ieklauto Gdeni (Gdens atSkaidiSanai [Dil.]).
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Lai aprékinatu nepiecieSamas kontroles Ct izmainas (Xr) un noteiktu nepiecieSsamo

atSkaidiSanas koeficientu (7. tabula):

Xr = 25 — X (FFPE paraugi)

Xr = 27 — X (plazmas paraugi)

kur 25 (FFPE paraugiem) vai 27 (plazmas paraugiem) ir mérka kontroles Cr vértiba

atSkaidrtajam paraugam un X ir faktiska atS8kaidama parauga kontroles Cr vértiba.

Ja X nav vesels skaitlis, noapalojiet ITdz nakamajam veselajam skaitlim, pieméram, 2,1

tiek noapalots I1dz 3,0. ST vértiba ir Xr. legistiet nepiecie$amo at$kaidi$anas

koeficientu no 7. tabulas.

7. tabula. AtSkaidisanas koeficienta aprékinasana

Xr AtSkaidiSanas koeficients Paraugu attieciba Atsk. attieciba
1 2 reizes 1 1
2 4 reizes 1 3
3 8 reizes 1 7
4 16 reizes 1 15
5 32 reizes 1 31
6 64 reizes 1 63
7* 128 reizes 1 127
8* 256 reizes 1 255
* Tikai plazmai.

e ABOVE_ACCEPTED_RANGE un T1_CONTROL_NO_CT_VALUE: DNS daudzums ir
nepietiekams mutacijas analizei. Atkartoti testéjiet paraugu, ja pieejams pietiekams

DNS eluats (>30 pl). Ja DNS daudzums joprojam ir nepietiekams péc atkartotas

testéSanas, atkartoti ekstrahéjiet no svaigam FFPE sekcijam vai svaiga plazmas

parauga. Ja tas nav iesp&jams, paraugs jazino ka nenoteikts.
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Veiktspéjas raksturojums: Audu paraugi
Analitiska veiktspéja: Audu paraugi

Komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit specifiskais veiktspéjas raksturojums tika
noteikts izmekléjumos, izmantojot FFPE audu paraugus, kas iegiti no krts véza pacientiem
un 12 FFPE cilvéka $anu linijas paraugiem (FFPE $0nu linijas paraugi), kas satur zinamas
PIK3CA mutacijas, kas noteiktas testa, plus vienu PIK3CA savvalas tipa paraugu (respektivi,
ar komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nav noteikta neviena mutacija 7., 9. un

20. eksona).
TukSo paraugu robezveértiba (LoB): Audu paraugi

LoB ir definéta CLSI vadlinijas EP17-A2 ka “augstakais mérjjumu rezultats, kas, visticamak,
tiks novérots (ar noraditu iespéjamibu) tuk§am paraugam”. Komplektam therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit Sis ir datu punkts, kas atbilst aug$é&jai 95% procentilei paraugos ar
negativu mutaciju. LoB tika noteikta, veicot 56 individualu klinisku savvalas tipa FFPE
paraugu analizi (30 RES paraugi un 26 CNB paraugi), testéjot dubléti katru paraugu katrai
no trim therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijam, kopa generéjot 336 datu punktus. LoB
vértibas katram mutacijas testam (ACr ietvaros), kas tika noteiktas ar therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, tika apstiprindtas ka lielakas par katram testam noteiktajam ACt
robezveértibdm un apkopotas zemak kopa ar iegitajiem viltus pozitivo nosaukumu
radttajiem.
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8. tabula. LoB rezultatu kopsavilkums

Eksons Mutacija Bazes izmainas LoB (AC+ vértiba) Viltus pozitivo
nosaukumu raditaji
(%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Kvalitativas noteik§8anas robeza (LOD): Audu paraugi

Tika veikts pétijums, lai noteiktu LoD katrai no 11 PIK3CA mutacijam. LoD tika definéts ka
zemakais mutanta DNS daudzums savvalas tipa DNS fona, kuru sasniedzot mutanta
paraugs uzradis pozitivus mutacijas rezultatos 95% testa rezultatu (Ces). LoD 11 PIK3CA
mutacijas testiem komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tiek uzradita kd MAF. Lai
noteiktu katras mutacijas LoD, zemai DNS ievadei tika sagatavoti krits véza FFPE klniskie
paraugi vai FFPE Sinu ITnijas DNS ar dazadu mutacijas procentualo vértibu, veicot sérijveida
atSkaidisanu FFPE kliniska savvalas tipa fona. Katrai PIK3CA mutacijai pareizu nosaukumu
procentuala vertiba tika izvértéta dazadiem atSkaidiSanas lTmeniem, izmantojot tris dazadas
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijas ar 24 testétiem replikatiem katrd komplekta
partija pieciem [ldz seSiem MAF Iimeniem. LoD katram testam tika aprékinats, izmantojot
“probit” metodi (9. tabula). Galiga LoD vértiba katrai mutacijai tika noteikta ka augstaka
vértiba (MAF ietvaros) visas therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijas. Lai verificétu LoD
vértibu, tika testéti mutacijas paraugi ar noteikto LoD veértibu un pozitivo testu raditaji tika

verificéti atkartojamibas un reproducéjamibas pétijuma.
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9. tabula. LoD veértiba audu paraugos, kas iegita, izmantojot zemas DNS ievades paraugus, kas atvasinati no
FFPE kliniskajiem paraugiem un FFPE Siinu linijas paraugiem

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

MAF: Mutanta aléles biezums.

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD vértibas tika noteiktas, izmantojot DNS no $nu linijas paraugiem.

* LoD vertibas tika noteiktas, izmantojot DNS no klTniskajiem paraugiem.

Genoma DNS ievades diapazons: Audu paraugi

Komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit netiek izmantota specifiska DNS
koncentracija, kas noteikta ar spektrofotometriju. DNS ievades pamata ir kontroles reakcijas
Cr rezultats, kas tiek izmantots, lai noraditu, ka parauga ir pietiekams amplificéjams DNS.
Kontroles Cr darba diapazons tika noteikts, izmantojot kopa 20 savvalas tipa FFPE kliniskos
paraugus, kas generéja 107 datu punktus. Kontroles Ct darba diapazons tika iestatits,
izmantojot aprékinatus pielaides intervalus. Kontroles reakcijas Cr diapazons tika noteikts
ka 23,23 Iidz 33,38 Cr.
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ACt robezvértibas: Audu paraugi

Testa robezvértiba ir specifiska ACt vértiba, kas tiek izmantota, lai noteiktu, vai paraugs ir
klasificéts ka PIK3CA mutacijai pozitivs vai negativs. Paraugi, kas generé ACt vértibas tiesi
robezas [TmenT vai zem tas, tiek klasificéti ka PIK3CA mutacijas pozitivi (respektivi, PIK3CA
Mutation Detected (Noteikta PIK3CA mutacija)), un ACt vértibas, kas generétas virs
robezas, tiek klasificétas ka PIK3CA mutacijas negativas (respektivi, No Mutation Detected
(Mutacija nav noteikta)). Lai katrai mutacijai noteiktu robezvértibas, tika izmantots Snas
Iiju, kltnisko paraugu un iepriekS ekstrah&tu Stnas ITniju DNS maisijums. RobezZvértibas
tika izvélétas, nemot véra Sos parametrus: viltus pozitiva frakcija, viltus negativa frakcija un
testa jutigums.

Katra komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit esosa testa robezvértiba ir attélota 10.
tabula.

10. tabula. Katra mutacijas testa robezveértibas, testéjot DNS no audu paraugiem

Tests Robezveértiba (ACr)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <75
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <70
H1047Y <6,2
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DNS ievades ietekme uz ACt vertibam (linearitate): Audu paraugi

DNS ievades Iimenis tiek definéts ka amplificéjamas DNS kopéjais daudzums parauga, ko
nosaka péc Cr vértibam no PIK3CA kontroles reakcijas. Lai demonstrétu, ka komplekta
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit veiktspéja ir konsekventa visa kontroles reakcijas Cr
diapazona (no 23,23 Iidz 33,38), ar pozitivas mutacijas paraugiem tika izvértéta 9 limenu
sérijas at8kaidiSana ar dazadiem DNS ievades limeniem, kuru aug$éjie un apaksgjie Iimeni
atradas arpus kontroles reakcijas Ct darba diapazona (23,23-33,38 Cr). Saja pétijuma tika
izmantoti tris dazadu paraugu tipi: kliniskas FFPE rezekcijas paraugi, $anu linijas FFPE
paraugi un iepriek$ no $tnu ITnijam ekstrahéta gDNS. MAF vértibas bija nemainigas, kamér
DNS ievade tika maintta. Mérka Cr vértibas atSkaidiSanas 1. un 9. [imenT katrai mutacijai
attiecigi bija aptuveni 23,00 un 33,50. Abam veértibam bija jaatrodas arpus kontroles

reakcijas Cr diapazona.

IzvérteéSana tika veikta, izmantojot vienu komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
partiju ar tris testétiem replikatiem katra DNS limen1. Dati tika analizéti, izmantojot regresijas
analizi, lai noteiktu linearo diapazonu. Lai tests tiktu noteikts ka linears DNS ievades
diapazona, nedrikst bdt nekadu izmainu ACr diapazona, respektivi, nav statistiski
ievérojamas linearas, kvadratiskas vai kubiskas ietekmes. Kopuma ACrt vértibas, kas tika
izmérttas pie dazadiem kopé&jiem DNS ievades limeniem, bija konsekventas therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit darba diapazona mutacijam E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y,
Q546E, C420R un H1047R, respektivi, Sie testi neuzradija statistiski nozimigu p vértibu
(p>0,05), kas liecinatu par linearu, kvadratisku vai kubisku ietekmi uz visiem testétajiem
modeliem. E545K, Q546R un H1047L testi nav lineari ACt testétaja DNS ievades diapazona.
Linears diapazons E545K testam tika novérots starp Cr 24,08 un 31,02. Linears diapazons
Q546R testam tika novérots starp Ct 24,28 un 32,69. Linears diapazons H1047L testam tika
novérots starp Cr 25,74 un 31,61. Izpété tika konstatéts, ka nelinedriem efektiem nebija
nekadas iedarbibas uz E545K un H1047L testu veiktspéju. Tacu tika konstatéta iedarbiba
uz Q546R testa veiktsp&ju; LoD paraugi var tikt nosaukti par viltus negativiem, ja ir augsta
DNS ievade (aptuveni kontrole Ct 23); tau $adas iedarbibas iesp&jamiba ir arkartigi zema,
aptuveni 0,0052%.
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Testa specifiskums (krusteniska reaktivitate/specifiskums):
Audu paraugi

Komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit veido seSi atseviSki reakciju maisijumi:
atseviska kontroles reakcija, kas nosaka regionu PIK3CA géna 15. eksona, un 11 mutacijas
testi, kas nosaka PIK3CA mutacijas. Nav reakcijas, kas specifiski méritu savvalas tipa
PIK3CA sekvenci 7., 9. vai 20. eksona. Komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
rezultats “No Mutation Detected” (Mutacija nav noteikta) tiek secinats, jo nav neviena

pozitiva mutacijas rezultata.

Lai izvértétu, vai krusteniska reaktivitate starp testa konstatétajam mutacijam ir pareizi
noteikta analttiskajam robezvértibam, pozitiva mutanta kliniskie paraugi un Stnu lnijas
paraugi tika testéti dubléti, izmantojot tris komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
partijas ar zemu DNS ievadi un zemu MAF% vértibu, ka arT augstu DNS ievadi un augstu
MAF% vértibu (kopa generéjot 240 datu punktus). Saja pétijuma bija viens krusteniskas
reaktivitates gadijums starp E545D un H1047R, un viens gadijums starp C420R un H1047R.
Bija arT Cetri nespecifiska mutanta amplifikacijas gadijumi starp augsta MAF Iimena
paraugiem E545A un H1047L. Kopuma 6 no 240 datu punktiem uzradija nespecifisku
mutanta amplifikaciju. Sesi datu punkti, kas uzrada nespecifisku mutanta amplifikaciju, bija
epizodiski un nekonsekventi ar citiem replikatiem no ta pasSa parauga. Tadgjadi Sie rezultati
netiek uzskatiti par krusteniskas reaktivitates rezultdtiem. Tomér PCR krusteniska
reaktivitate tika novérota starp H1047L un H1047R. &7 krusteniska reaktivitate ir vienvirziena,
respektivi, ja redzams dubults H1047R un H1047L paraugs, tas tiks zinots ka “H1047R
Mutation Detected” (Noteikta H1047R mutacija). ST Kartula ir ieklauta automatizétaja

“therascreen_PIK3CA_FFPE” testa profila algoritma.
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Interference: Audu paraugi

Atmirusu audu ietekme

Lai izvértétu potencialu atmiruSu audu satura interferenci krits véza FFPE paraugos uz
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit veiktspéju, tika analizéti FFPE klinisko paraugu no
SOLAR-1 ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit un jaundkas paaudzes sekvencéSanu
(NGS) iegitie rezultati. Kopa tika izvértéti 180 PIK3CA negativa mutanta paraugi no NGS
un 199 PIK3CA mutanta pozitivi paraugi no NGS, ietverot CNB un RES paraugus. Patologa
noteikta atmirSana tika konstatéta no 0 Ildz 10% apjoma negativa mutanta paraugiem un no

0 I'dz 20% apjoma pozitiva mutanta paraugiem.

Pozitiva mutanta un negativa mutanta FFPE paraugos 20 gadijumos therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit rezultati bija pretruna paredzétajiem NGS rezultatiem. Sie rezultati bija no 17
negativa mutanta un diviem pozitiva mutanta paraugiem ar mazak neka 5% atmiruSu audu
daudzumu un viena negativa mutanta parauga ar mazak nekd 10% atmirusu audu
daudzumu; tadéjadi maz ticams, ka pretrunigos rezultatus izraisija atmirSana. Rezultati
atbalsta komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit izmantoSanu ar krits véZza FFPE

paraugiem, kuros atmirusu audu sastavs neparsniedz 20%.

Hemoglobina un eksogéno vielu ietekme

Tika izmértta potenciali interfergjoso vielu no FFPE ekstrahéSanas komplekta (eksogéna
viela) vai no pasa parauga (hemoglobins) ietekme uz testa veiktspéju, salidzinot ACt starp
katra mutanta ekstrahétiem paraugiem, kuros ievadita fona viela un kontroles viela, un tika
veikts pareizu nosaukumu salidzinajums savvalas tipa DNS paraugiem.

DNS ekstrah&Sanas procesa tika testéta $adu eksogéno vielu klatbatne:

o Parafina vasks
e Ksilols
e Etanols

e Buffer ATL
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® Proteinaze K
e Buffer AL

e Buffer AW1
e Buffer AW2

Paraugi, kuros tika ievaditas eksogénas fona vielas, vispirms tika normalizéti ldz Ct 30,00
un péc tam atSkaidtti ar savvalas tipu (arT normalizéts lidz Cr 30,00), lai nodroSinatu MAF
paredzéto ACr vértibu, atveidojot 3 reizes parsniegtu LoD koncentraciju. Paraugi, kuros tika
ievadits hemoglobins (endogéna fona viela), ekstrahéSanas laika netika normalizéti Itdz Cr
30,00 vai atSkaidrti, lai 3 reizes parsniegtu LoD koncentraciju pirms mutacijas izvértésanas,
bet tika izmantoti uzreiz péc ekstrahé&Sanas. Tas tika darits, lai izvairitos no jebkadu fona
vielas izraisTto mainigo rezultatu zaudésanas.

Pétijums ietvéra testa paraugu komplekta un tukSu paraugu komplekta (Buffer ATE
eksogéno vielu un ddens hemoglobina vietd) sagatavo$anu. Testa paraugu komplekta bija
ietverti visi mutantu un savvalas tipa paraugi, kuros ievadita fona viela. TukSo paraugu
komplekta bija ietverti visi mutantu un savvalas tipa paraugi, kuros ievadita attieciga
kontroles viela. Ar hemoglobinu testétajos paraugos ievadiSana tika veikta ekstrahéSanas
procesa laika, lai atspogulotu, kas tiktu ievadits ar FFPE paraugu. Ekstrah&Sanas procesa
izmantota hemoglobina testa koncentracijas un aprékinata audu daudzuma noteikSana tika
izmantotas CLSI vadiinijas (CLSI EP7-A2, Appendix D, 2005, Interference Testing in Clinical
Chemistry; Approved Guideline). Dokumenta EP07-A, Appendix D, 2005 noradita ieteicama
hemoglobina testéSanas koncentracija ir 2 mg/ml. Paraugos, kas testéti ar potenciali
eksogénam fona vielam, pirms ievadiSanas tika veikta normalizé$ana Iidz Ct 30,00 un
atSkaidiSana I1dz 3 reizes lielakai LoD vértibai koncentracija, kas attélo augstako (sliktaka
gadijuma) iespéjamo interferéjo$as vielas parnesi parauga (10 reizes lielaka koncentracija).
Kopa ar vienu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partiju tika testéti seSi katra parauga/fona
vielas kombinacijas replikati. Visi mutacijas nosaukumi gan mutanta, gan savvalas tipa
paraugos bija atbilstosi paredzeétajiem. Ja tika novérota bdtiska atSkirtba starp
apstradatajiem un kontroles paraugiem, vértiba bija testa pienemamas caurmeéra
precizitates ietvaros un attiecigi arT testa dabiska mainiguma ietvaros. Rezultati uzradija, ka
8Ts vielas netraucé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatu nosauk$anai.
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Partiju savstarpéja aizvietojamiba: Audu paraugi

therascreen PIK3CA RGQ PCR sistéma izmanto QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, lai
izoletu DNS, un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, lai veiktu DNS amplificé$anu un noteiktu
PIK3CA mutacijas statusu. Partiju savstarpéja reproducéjamiba tika demonstréta,
izmantojot tris QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit partijas un tris therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit partijas. Kopé&jais pareizu nosaukumu procentualais daudzums partijas visiem

pozitivas mutacijas un savvalas tipa paraugiem bija 96,8% (363/375).

Paraugu lietoSana: Audu paraugi

Komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit reproducéjamiba tika parbaudita, izmantojot
sekcijas no 11 FFPE paraugu blokiem; &etrus PIK3CA mutanta kiiniskos krats véza
paraugus, seSus PIK3CA mutanta Sanu Iinijas paraugus un vienu savvalas tipa klinisko krats
véza paraugu. Katram paraugam ekstrah&Sanu tris reizes veica divi operatori tris pétijumu
vietas, aptverot kopa 18 datu punktus katram paraugam. Katra pétijumu vieta tika veikta
testéSana, izmantojot vienu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit reagentu partiju un vienu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit reagentu partiju. Visi derigie mutanta un savvalas tipa
paraugu rezultati veidoja paredzéto kopé&jo mutacijas statusa rezultatu (pareizi nosaukumi =
100%, 18/18 katram paraugam). Specifiskos PIK3CA mutacijas nosaukumos pareizu
nosaukumu proporcija bija 97,92%, atbalstot komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

reproducéjamibu un atkartojamibu DNS izoléSanas pirms analizes soll.

Atkartojamiba un reproducé&jamiba: Audu paraugi

Komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit precizitate un reproducéjamiba tika izpétita,
testéjot DNS, kas ekstrahéta no FFPE kliniskiem krits véza paraugiem PIK3CA mutacijam
E542K, E545G, E545K, H1047L, H1047R un Q546R, un S0nu Iinijas FFPE paraugus
PIK3CA mutacijam C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E un Q546R. Pétijuma tika

ieklauti arT savvalas tipa FFPE kliniski krats véZa paraugi (11. tabula).
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Lai demonstrétu atkartojamibu, paraugi divos mutacijas [imenos (LoD un 3 reizes parsniegta LoD
koncentracija) tika testéti dubléti, tris operatoriem veicot divas izpildes diena 20 brivi izvélétu
dienu perioda, iegustot 120 datu punktus viena pétijumu vieta (atrodas Apvienotaja Karalisté),
iznemot paraugus LoD koncentracija ar E545A un Q546R PIK3CA mutacijam. Paraugi ar E545A
un Q546R mutacijam LoD koncentracija tris operatori izvértéja seSas dienas viena pétijumu vieta,
ar divam izpildéem un cZetriem replikatiem, iegustot kopa 144 mérijjumus, lai demonstrétu
atkartojamibu. Reproducéjamibas noteikSanai katrs operators veica divas izpildes diena (tris
operatori katra pétfjumu vieta) divas papildu pétijumu vietas (abas atrodas ASV) vairak neka 10
dienu laika, lai nodrosSinatu papildu 60 datu punktus katrai papildu pétijumu vietai, iznemot
paraugus LoD koncentracija ar E545A un Q546R PIK3CA mutacijam. Paraugus LoD
koncentracija ar E545A un Q546R PIK3CA mutacijam tris operatori izvértéja seSas dienas vél
divas péfijumu vietas, ar divam izpildem un Cetriem replikatiem, iegustot kopa 144 mérijumus
viena péfijumu vieta, visas tris pétijumu vietds pavisam 432 mérijumus. Katra pétfjumu vieta
paraugi tika testéti, izmantojot divas therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijas (tris partijas tris
pétijumu vietas). Tika izmantota viena 1dz divas komplekta QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
partijas, lai ekstrahétu DNS no FFPE paraugiem. Paraugi tika sagatavoti pie zemiem DNS

ievades limeniem, kur mérkis bija kontroles Cr vértiba aptuveni 30.

Pozitivas mutacijas paraugi tika izpilditi tikai ar kontroles reakcijas maisijumu un
intereséjoSas mutacijas attiecigo reakcijas maisijumu. Savvalas tipa paraugi tika izpildtti ar

visiem reakcijas maistjumiem.

Katram paraugam pareizo nosaukumu proporcija ir attélota 11. tabula, lai noteiktu

atkartojamibu.
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11. tabula. Testa atkartojamiba — pareizu nosaukumu proporcija PIK3CA mutacijam, kas testetas DNS
paraugos, kas ieguti no FFPE audu paraugiem

Derigo rezultatu

dalifjuma Pareizi Apakséja
Eksons Mutacija Mutacijas Iilmenis  proporcija izsaukumi, %  divpuséja 95% CI
NA Savvalas tips NA 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R 3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3 reizes parsniedz  119/119 100,00 96,95
LoD koncentraciju
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3 reizes parsniedz  120/120 100,00 96,97

LoD koncentraciju

NA: Nav piemérojams.

* Paraugus LoD koncentracija ar E545A un Q546R PIK3CA mutacijam tris operatori izvértéja seSas dienas viena
pétljumu vieta, ar divam izpildém un &etriem replikatiem, iegistot kopa 144 mérijjumus.
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12. tabula. Testa reproducéjamiba — pareizu nosaukumu proporcija PIK3CA mutacijam, kas testétas DNS
paraugos, kas iegiti no FFPE audu paraugiem

Derigo rezultatu

LoD koncentraciju

dalfjuma Pareizi Apakséja
Eksons Mutacija Mutacijas Iilmenis  proporcija izsaukumi, % divpuséja 95% CI
NA Savvalas tips NA 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R 3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3 reizes parsniedz  239/239 100,00 98,47
LoD koncentraciju
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3 reizes parsniedz  240/240 100,00 98,47

NA: Nav piemérojams.

* Paraugus LoD koncentracija ar E545A un Q546R PIK3CA mutacijam tris operatori izvértéja seSas dienas tris
pétljumu vietas, ar divam izpildém un Cetriem replikatiem, iegistot kopa 144 mérijumus viena pétijumu vieta,

pavisam 432 mérijumus.
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Variabilitates komponentu analize tika izmantota, lai noteiktu standarta novirzi starp
komplektiem, izpildem, operatoriem, instrumentiem, dienam un izpildes mainigumu
atkartojamibai un reproducé&jamibai. Starp visiem variabilitates komponentiem kopéja
standarta novirze (Standard Deviation, SD) bija <1,32 ACt LoD koncentracijai un <0,63 ACt
3reizes lielakai LoD koncentracijai visam PIK3CA mutacijam, kas testétas
reproducéjamibas testa. Visos mutantu panela dalibniekos SD veértiba bija 0,17 ACt LoD
koncentracija un <0,16 ACt 3 reizes lielakd LoD koncentracija starp partijam (partiju
savstarpéja mainiba). SD vértiba izpildes mainigumam (atkartojamibai) bija <1,24 ACt LoD

koncentracijai un 0,53 ACt 3 reizes lielakai LoD koncentracijai.

Krusteniska kontaminacija/analitiska parnese: Audu paraugi

ST pétijuma mérkis bija izvertet komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, testgjot
augstas vértibas PIK3CA pozitivas mutacijas paraugus l1dzas PIK3CA negativas mutacijas
paraugiem. Saja pétljuma tika izmekléta krusteniskds kontaminacijas iesp&jamiba visas
testéSanas procediras laika (DNS ekstrahéSana un turpmaka testéSana ar therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit).

Sis pétijums tika veikts ar H1047R (mutacija ar augstako sastopamibu) un savvalas tipa
FFPE Sdnu Iinijas paraugiem. Divi neatkarigi paraugu komplekti “Set A” (A komplekts) un
“Set B” (B komplekts) tika ekstrahéti, ievérojot ieprieks definétu ekstrahéSanas matricu, kas
radita, lai ieviestu paraugu krusteniskas kontaminacijas risku. Ekstrah&Sanu veica divi
operatori. Kopa tika veiktas 18 ekstrah&Sanas (devinas katram komplektam) pozitivas
mutacijas (H1047R) paraugiem. Kopa tika veiktas 42 ekstrahéSanas (21 katram
komplektam) savvalas tipa paraugiem. Ekstrahétie paraugi tika izvertéti, vai tajos nav
mutacijas, veicot desmit PCR izpildes; viens operators secigi iestatija piecas izpildes katram
paraugu komplektam, izmantojot identisku aprikojumu un Rotor-Gene Q instrumentu, un
starp §im izpildém netika iestatita neviena cita izpilde, izmantojot So instrumentu. Ekstrahétie
paraugi tika testéti ar kontroles testa reakcijas maisijumu (therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit 1. stobrins) un intereséjoSo mutaciju (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 6. stobrins).
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Pareizu mutacijas 80nu skaita procentuala vértiba derigos savvalas tipa paraugos bija
100%, apliecinot, ka nenotika krusteniska kontaminacija starp savvalas tipa paraugiem un
mutanta paraugiem viend DNS ekstrah&Sanas un izpildes iestatiSanas procedira.

Precizitate: Salidzinajums ar analitiskas references metodi
(audu paraugi)

Lai demonstrétu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit precizitati saistiba ar validétu NGS
testu, tika veikts precizitates pétijums, izmantojot FFPE kliniskos paraugus no krats véza
pacientiem, kas randomizéti SOLAR-1 izmé&ginajuma, un kuram bija pieejams pietiekams
paraugu skaits testéSanai ar NGS komparatora testu. No Siem 453 kltniskajiem paraugiem
385 atbilda NGS komparatora parauga prasibam attieciba uz audu apjomu un audzéja
sastavu, un 379 uzradija derigus NGS rezultatus.

Paraugi ar derigiem NGS un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatiem tika analizéti ar
NGS ka referenci, lai izvértétu pozitivo procentu saskanojumu (PPA), negativo procentu
saskanojumu (NPA) un kopé&jo procentu saskanojumu (OPA). Sis procentualas vértibas
kopa ar atbilstoSajiem divpuséjiem 95% ticamibas intervaliem (Cl), kas aprékinati péc
Klopera-Pirsona metodes, ir apkopotas 13. tabula.

13. tabula. FFPE audu paraugu saskanojuma analize

Mérijums Procentualais saskanojums (N) Divpuséja 95% CI
Pozitivo procentu saskanojums 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
Negativo procentu saskanojums 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
Kopéjais procentu saskanojums 94,7 (359/379) 92,0, 96,7
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20 kopéjiem mutacijas statusa pretrunigajos rezultatos diviem paraugiem ar therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit negativiem rezultatiem bija NGS pozitivi rezultati, tikmér 18
paraugiem ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit pozitiviem rezultatiem bija NGS negativi
rezultati. No diviem paraugiem ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negativiem rezultatiem,
kuriem bija NGS pozitivi rezultati, abus noteica NGS pie MAF limeniem zem therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit LoD koncentracijas. No 18 paraugiem, ko therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit noteica ka pozitivus un NGS noteica ka negativus, 11 bija zemi pozitivi (viena ACt
no robezvértibas, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit un attiecigi zemi pozitivus
paraugus). Vienu gadijumu komplekts therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit noteica ka
H1047L (3140A>T), tau NGS tests to noteica kd H10471 (3139_3140CA>AT). lemesls

seSiem atlikuSajiem pretrunigajiem rezultatiem netika identificéts.

14. tabula redzams mérka PPA ar NGS ka slanu metodi.

14. tabula. FFPE audu paraugu saskanojuma analize péc specifiskas mutacijas

Mutacija* Pozitivo procentu saskanojums (N) Divpuséja 95% CI
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2, 100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7, 100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0

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

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

* Visas 11 PIK3CA mutacijas tika noteiktas audu parauga SOLAR-1 izméginajuma (15. tabula).
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Kliniska veiktspé&ja: Audu paraugi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmantoSanai ka papildu diagnostikas tests,
lai palidzétu arstiem identificét krits véza pacientus, kuriem varétu veikt arstéSanu ar
PIQRAY (alpelisib), pamatojoties uz vienas vai vairaku PIK3CA mutaciju klatbatni, kas

konstatétas kliniskajos FFPE krats véZza audzé&ja audu paraugos.

KlTniskie rezultata dati

SOLAR-1 pétijuma CBYL719C2301 bija randomizéts, divkarSa aizklata apsekojuma, ar
placebo kontroléts, starptautisks, vairdku pétijumu centru tre$d posma kliniskais
izméginajums, lai noteiktu PIQRAY (alpelisib) terapijas efektivitati un drosibu plus fulvestrant
pret placebo plus fulvestrant virieSiem un sievietém péc menopauzes ar HR+, HER2
negativu izplatijuSos krats vézi, kas attistljas aromatazes inhibitora terapijas laika vai péc
tas. Kopa tika registréti 572 krits véza pacienti divas grupas, ar PIK3CA mutaciju vai bez
tas. Pacienti tika randomizéti, lai sanemtu PIQRAY (alpelisib) 300 mg plus fulvestrant vai
placebo plus fulvestrant attiecibad 1:1. RandomizéSana tika veikta atkariba no plausu un/vai
aknu metastazu esamibas un iepriek$€&jas terapijas ar CDK4/6 inhibitoru(iem).

Pétijuma primarais galarezultats bija dzives gads bez slimibas progresijas (PFS), izmantojot
solidu audzéju reakcijas izvértéSanas kritérijus (RECIST v1.1), pamatojoties uz pétnieka
novértéjumu pacientiem ar progreséjusu krits vézi, kas regdistréjas ar PIK3CA mutaciju. Citi
sekundarie galarezultati ietvéra PFS pacientiem bez PIK3CA mutacijas, ka arl visparigu
izdzivoSanu (OS), kopéjo reakcijas raditaju (ORR) un klinisko ieguvumu raditaju (CBR)
katrai PIK3CA grupai (respektivi, ar PIK3CA mutaciju vai bez tas).

PIK3CA mutacijas statuss pacientu skriningam un registréSanai tika noteikts centralizéti ar
kliniska izméginajuma testu (CTA) vai komplektu QIAGEN therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit, testéjot FFPE krats véZa audzé&ja paraugus.
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No 572 pacientiem, kas tika randomizéti SOLAR-1, 177 pacienti (30,9% no pétijuma
populacijas, ietverot 172 PIK3CA pozitivas mutacijas un piecus PIK3CA negativas mutacijas
pacientus) tika randomizéti, izmantojot komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Visi
paréjie pacienti (395) tika randomizéti, izmantojot CTA (69,1% no pétijuma populacijas,
ietverot 169 PIK3CA pozitivas mutacijas un 226 PIK3CA negativas mutacijas pacientus).

PIQRAY (alpelisib) kombinacija ar fulvestrant uzradija labakus rezultdtus nekd savrups
fulvestrant PFS primara galarezultata sasniegSanai katra atseviSka pétnieka vértéjuma,
izmantojot RECIST 1.1 PIK3CA mutantu grupa. Izmantojot PIQRAY (alpelisib) plus
fulvestrant, tika aprékinats 35% risku samazinajums slimibas progresija vai naves gadijumu
skaita kritums attieciba pret placebo plus fulvestrant izmanto$anu (riska koeficients [HR] =
0,65; 95% CI: 0,50, 0,85; p = 0,0013, pamatojoties uz divpuséju stratificétu logaritmisku
rangu kritériju). Vidéjais PFS tika paildzinats par kliniski sapratigiem 5,3 méneSiem, no
5,7 ménesiem placebo plus fulvestrant terapijas I1dz 11,0 méneSiem PIQRAY (alpelisib) plus
fulvestrant terapijas (20. attéls).

100 a Cenzédanas laiki

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

80 Riska koeficients = 0,65

95% CI [0,50,0,85]

Kaplana-Meijera medianas (ménesi)
Alpelisib 300 mg qd + Fulv : 11,0
Placebo qd + Fulv : 5,7

60
B

Logaritmiska ranga p vértiba,

404 ™ divpuséja = 0,0013

204

lesp&jamiba slimibas gaitai bez progresijas (%)

T T T T T T T T
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Laiks (ménesi)
To pacientu skaits, kuriem joprojam pastav risks

Laiks (ménesi) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Alpelisib 300 mg qd + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0
Placebo qd + Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 O

- Stratificéts logaritmiska ranga kritérijs un stratificéts Koksa modelis, izmantojot grupu, ko definé (i) iepriek$&ja CDK 4/6 inhibitoru lietoSana. (i) aknu un/vai
plausu metastazu esamiba

20. attels. PFS Kaplana-Meijera diagramma péc terapijas PIK3CA mutanta pacientiem, kas randomizéti
SOLAR-1.
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Paraugi no 395 pacientiem, kas tika randomizéti, izmantojot CTA, tika atkartoti testéti
retrospektiva, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, un rezultata tika iegati
389 paraugi, ko varé&ja izvértét ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (98,5%), bet seSu

pacientu paraugus nevaréja izvértét ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (16. tabula).

15. tabula. PIK3CA mutaciju sastopamiba, kas noteiktas, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, audu
paraugos SOLAR-1 kliniskaja izméginajuma

Biezums FFPE
audu paraugos

Eksons Mutacija* cosMic IDt Bazes izmainas N =374 (%)

7 C420R 757 1258 T>C 6(1,6)

9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
E545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6 (1,6)
E545G 764 1634 A>G 9(2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2(0,5)

20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* PIK3CA pozitivas mutacijas pacientam var bat vairakas mutacijas.

T COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = PIK3CA pozitivas mutacijas pacientu skaits, kas identificéti ar FFPE audu paraugu SOLAR-1 izméginajuma.

16. tabula. Retrospektiva atkartoti testétu (CTA registrétu) pacientu izvietojums (pilns analizes komplekts,

CTA registréts)

therascreen PIK3CA RGQ CTA pozitivs CTA negativs Kopa

PCR Kit rezultati (N =169) (N =226) (N = 395)
Derigs 169 (100,0%) 220 (97,3%) 389 (98,5%)
Pozitivs 164 (97,0%) 11 (4,9%) 175 (44,3%)
Negativs 5 (3,0%) 209 (92,5%) 214 (54,2%)
Nederigs 0 (0%) 6 (2,7%) 6 (1,5%)
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Lai izvertetu atbilstibu starp CTA un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, tika aprékinati
atbilstibas raditaji PPA, NPA un OPA kopa ar atbilstoSajiem divpuséjiem Klopera-Pirsona
95% ticamibas intervaliem.

17. tabula redzama ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit izvértéjama apakskopa, kas
izmanto CTA ka referenci un norada augsta Tmena saskanojumu starp CTA un therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatiem.

18. tabula komplekts therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit izmantots ka reference, un taja
noradits augsta limena saskanojums starp CTA un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
rezultatiem.

17. tabula. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit salidzinajums ar CTA (ar CTA ka referenci)

Saskanojuma mérijums Procentualais Divpuséja 95% Cl
saskanojums, %

Pozitivo procentu saskanojums (PPA) 97,0 93,2, 99,0

Negativo procentu saskanojums (NPA) 95,0 91,2, 97,5

Kopéjais procentu saskanojums (OPA) 95,9 93,4, 97,6

18. tabula. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit salidzinajums ar CTA (ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ka
atsauci)

Saskanojuma mérijums Procentualais Divpuséja 95% Cl
saskanojums, %

Pozitivo procentu saskanojums (PPA) 93,7 89,0, 96,8

Negativo procentu saskanojums (NPA) 97,7 94,6, 99,2

Kopéjais procentu saskanojums (OPA) 95,9 93,4, 97,6

19. tabula redzamas PPA, NPA un OPA vértibas, kas atkartoti aprékinatas, lai nemtu véra
bagatinajumu seSu trokstoSo therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatu del CTA
negativas mutacijas pacientiem.
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19. tabula. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit salidzinajums ar CTA (ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ka
atsauci)

Saskanojuma mérijums Procentualais Divpuséja 95% CI
saskanojums, %

Pozitivo procentu saskanojums (PPA) 93,6 90,1, 97,0

Negativo procentu saskanojums (NPA) 97,7 95,6, 99,5

Kopéjais procentu saskanojums (OPA) 95,9 93,8, 97,8

Primara PFS analize therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kliniskajai lietdertbai uzradija
lldzigu kiinisko efektivitati tai, kas tika noteikta SOLAR-1 pétijuma. therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit pozitiva mutanta pacientu apakskopas (347 pacienti) analize uzradija, ka
pacientiem, kuriem randomizéti pieskirta PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant terapija, bija par
36% mazaks slimibas progresijas vai naves risks (HR = 0,64; 95% CI: 0,48, 0,85) neka

pacientiem, kuriem randomizéti pieskirta placebo plus fulvestrant terapija.

Sensitivitates analizes izvértéja trikstoSo therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit datu ietekmi
uz PFS un uzradija, ka rezultatus neietekméja trukstosie dati. Pieméram, pienemot, ka sesi
trikstoSie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultati bija pretruna ar CTA rezultatiem, Siem
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit pozitivas mutacijas pacientiem, kuriem randomizéti
pieskirta PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant terapija, bija par 37% mazaks slimibas
progresijas vai naves risks (HR = 0,63; 95% CI [0,47, 0,84]) neka pacientiem, kuriem

randomizéti pieskirta placebo plus fulvestrant terapija.

Visus CTA registrétos pozitivas mutacijas pacientus varéja izvértét ar therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, un tikai seSus CTA registrétus negativas mutacijas pacientus nevaréja
izvértét ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Attiecigi, veicot pétijuma paraugu
novértéjamibu, rezultatos nebija nekadu novirzu.

PFS tika aprékinats art therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negativaja populacija, un Siem
pacientiem netika novérots PFS pieaugums (HR = 0,85; 95% CI: 0,58, 1,25).
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Veiktspéjas raksturojums: Plazmas paraugi

Analttiska veiktspéja: Plazmas paraugi

Komplekta therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit specifiskais veiktspéjas raksturojums tika
noteikts izmekléjumos, izmantojot kliniskus plazmas paraugus, kas iegiti no kriits véza
pacientiem, maksligi sagatavotus plazmas paraugus, ko veido veseliga donora (HD)
plazma, kura ievadita fragmentéta Stnu Iinijjas DNS no 11 cilvéka Sdnu Iinijas paraugiem,
kas satur zindmas PIK3CA mutacijas, kas noteiktas testa, un vienu PIK3CA savvalas tipa
S0nu linijas paraugu (respektivi, ar komplektu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nav
noteikta neviena mutacija 7., 9. un 20. eksona).

TukSo paraugu robezveértiba (LoB): Plazmas paraugi

TukSo paraugu robezvértiba (LoB) ir definéta CLSI vadlinijas EP17-A2 ka “augstakais
mérijumu rezultats, kas, visticamak, tiks novérots (ar noraditu iesp&jamibu) tukSam
paraugam”. Komplektam therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Sis ir datu punkts, kas atbilst
augséjai 95% procentilei tukSos paraugos. Lai izvértétu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
veiktspé&ju, neizmantojot matrici, un nodrosinatu, ka paraugs ar savvalas tipa DNS negeneré
analttisku signalu, kas var noradrt uz zemu mutacijas koncentraciju, pétijuma tris reizes tika
testéti kopa 60 unikali HD paraugi, kuros ievadita seriali atSkaidita fragmentéta savvalas tipa
PIK3CA DNS seSos ievades ITmenos, ievérojot noradijumus no CLSI vadiinijas EP17-A2, lai
noteiktu katra mutacijas testa LoB vértibu. Visi mutacijas testi uzradija LoB veértibas virs
attiecigo mutaciju robezvértibam. PIK3CA mutantu LoB vértibas, ko noteica ar therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit no plazmas paraugiem, ir noradrttas talak (20. tabula).
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20. tabula. LoB rezultatu kopsavilkums

Eksons Mutacija Bazes izmainas LoB (ACr vértiba) Viltus pozitivo
nosaukumu radrtaji
(%)
7 C420R 1258T>C 11,15 0%
9 E542K 1624G>A 8,32 0%
E545A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A>G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56%
H1047L 3140A>T 15,55 0,56%
20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Kvalitativas noteik8anas robeza (LoD): Plazmas paraugi

Tika veikts pétijums, lai noteiktu LoD katrai no 11 PIK3CA mutacijam, izmantojot maksligi
sagatavotus plazmas paraugus. LoD tika definéts ka zemakais mutanta DNS daudzums
savvalas tipa DNS fona, kuru sasniedzot mutanta paraugs uzradis pozitivus mutacijas
rezultatos 95% testa rezultatu (Cos).

Lai noteiktu katras mutacijas LoD vértibu, paraugi ar atSkirigu mutacijas procentualo vértibu
tika sagatavoti ar zemu DNS ievadi un testéti ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
(21. tabula). LoD katram testam tika aprékinats, izmantojot “probit” metodi. LoD vértiba no
11 maksligi sagatavotiem mutanta paraugiem tika iegdta, izmantojot tris dazadas
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijas ar 24 replikatiem, kas tika testéti katra komplekta
partija uz katru ITmeni. Mutaciju apakskopa tika verificéta, izmantojot klniskus plazmas
paraugus pie noteiktas LoD vértibas.
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21. tabula. LoD veértiba plazmas paraugiem tika noteikta, izmantojot zemas DNS ievades kliniskus un
maksligi sagatavotus plazmas paraugus

Eksons Mutacija COSMIC* ID Bazes izmainas LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,461
9 E542K 760 1624G>A 5,06*
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,94%
E545K 763 1633G>A 2,42%
Q546E 6147 1636C>G 5,311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,374
H1047R 775 3140A>G 1,98+
H1047Y 774 3139C>T 7,07t

MAF: Mutanta aléles biezums.

* COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD vértibas tika noteiktas, izmantojot $anu linijas paraugus.

* LoD vertibas tika verificétas, izmantojot kliniskus plazmas paraugus.

Genoma DNS ievades diapazons: Plazmas paraugi

Kontroles Cr darba diapazons tika iestatits, izmantojot aprékinatus pielaides intervalus un
LoB vertibas. Kontroles testa Cr darba diapazons tika noteikts, izmantojot kopa 30
atseviskus 10 ml savvalas tipa paraugus, kas satur dazadas savvalas tipa DNS
koncentracijas (120 novérojumi). Galigais kontroles testa Ct darba diapazons tika iestatits
pie Cr vértibas no 24,69 Iidz 31,68, sniedzot 98% ticamibas ITmeni 95% no paredzéta

lietojuma populacijas.
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ACt robezvértibas: Plazmas paraugi

Maksligi sagatavoti plazmas paraugi tika izmantoti, lai iegatu katras mutacijas robezvértibas.
Papildus ACt veértibu statistiskajai analizei, lai definétu pienemamas robezvértibas, tika
izmantotas LoB vértibas un izstrades prasibas viltus pozitivajiem un viltus negativajiem
radttajiem.

legltas robezvértibas ir attélotas 22. tabula.

22. tabula. Katra mutacijas testa iegiitas robezvértibas, testéjot DNS no plazmas paraugiem

Tests Robezveértiba (ACt)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <70
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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DNS ievades ietekme uz ACrt vértibam (linearitate): Plazmas
paraugi

DNS ievades limenis tiek definéts ka amplificéjamas DNS kopéjais daudzums parauga, ko
nosaka péc Cr vértibam no PIK3CA kontroles reakcijas. Lai demonstrétu, ka therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit veiktspéja ir konsekventa kontroles reakcijas Ct diapazona (no 24,69
lidz 31,68), tika veikta 8 limenu sérijveida atSkaidiSana katram no 11 PIK3CA mutacijas
testiem (fragmentéta DNS ekstrahéta no Sdnu lnijas paraugiem). Mérka Cr veértibas
atSkaidiSanas 1. un 8. lmenT katrai mutacijai bija vérstas virs un zem kontroles reakcijas Crt
diapazona. Kopuma ACrt vértibas mutacijam dazados kopéjas DNS ievades [Tmenos bija
konsekventas visa therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit darba diapazona.

Testa specifiskums (krusteniska reaktivitate/specifiskums): Plazmas
paraugi

Lai izvertétu, vai testa konstatéta krusteniska reakcija starp mutacijam ir pareizi nemta véra
analizes robezveértibu iestatiS8ana, pozitivi mutanta maksligi sagatavoti plazmas paraugi pie
augstas un zemas DNS ievades tika atSkaidti ldz augstiem un zemiem MAF mérkiem un
testéti divas reizes, izmantojot tris therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partijas. Tika novérota
krusteniska reakcija starp testiem H1047L un H1047R. Tomér tika konstatéts, ka §1
krusteniska reaktivitate ir vienvirziena, respektivi, ja redzams dubults H1047R un H1047L
paraugs, tas tiks zinots ka “H1047R Mutation Detected” (Noteikta H1047R mutacija).
ST kartula ir ieklauta automatizétaja “therascreen_PIK3CA_Plasma testa profila” algoritma.
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Interference: Plazmas paraugi

Endogénas vielas

Potencialas endogénas interferéjosas vielas, kas var bat klatesoSas plazmas paraugos, tika
testétas mutantu un savvalas tipa maksligi sagatavotos paraugos pie koncentracijam, kuru
pamata ir CLSI vadliinija EP7-A2:

Hemoglobins (2 g/l)

® Trigliceridi (37 mmol/l)

e EDTA (3,4 umol/l)

o Kofeins (308 pmolll)

® Albumins (30 mg/ml)

e Konjugéts bilirubins (342 pmol/l)

® Nekonjugéts bilirubins (342 pmoll/l)

Rezultati uzradija, ka 8Ts vielas netraucé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatu
nosauksanai.
Eksogénas vielas

Potencialas eksogénas interfergjosas vielas, kas klatesoSas DNS ekstrahéSanas proces3,
tika testétas mutantu un savvalas tipa paraugos pie koncentracijam, kas pienem 10%

parnesi no ekstrahésSanas procesa:

Etanols

® Proteindze K
e Buffer ACL
e Buffer ACB
e Buffer ACW1
o Buffer ACW2
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Rezultati uzradija, ka Sis vielas netraucé therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatu

nosauksSanai.

Partiju savstarpéja aizvietojamiba: Plazmas paraugi

therascreen PIK3CA RGQ PCR sistéma izmanto QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit,
lai ekstrahétu DNS, un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, lai veiktu DNS amplificéSanu un
noteiktu PIK3CA mutacijas statusu. Partiju savstarpéja reproducéjamiba un mainamiba tika
demonstréta, izmantojot tris QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit partijas un vienu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit partiju. Kopé&jais pareizu nosaukumu procentualais

daudzums partijas visiem pozitivas mutacijas un savvalas tipa paraugiem bija 100%.

Paraugu lietoSana: Plazmas paraugi

Lai demonstrétu, ka dazadas laboratorijas var iegat pienemamus rezultatus no viena un ta
pasSa plazmas parauga, ekstrahésSana tika veikta tris dazadas pétijumu vietds. Maksligi
sagatavoti paraugi tika izmantoti visam 11 mutacijam, ka arT PIK3CA savvalas tipa klinisks
plazmas paraugs. Tika sagatavotas 18 x 2 ml katra parauga alikvotas; $Ts alikvotas tika
randomizétas un sadalitas 18 precizas kopas. Sis ekstrahétas kopas tika vienlidzigi
sadalitas starp tris pétjjumu vietam (viena iek$éja QIAGEN pétijumu vieta Apvienotaja
Karalisté un divas papildu aréjas pétijumu vietas ASV); seSas ekstrahétas vienibas uz katru
pétijumu vietu. No paraugu alikvotam ekstrahétdas DNS testéSana, izmantojot komplektu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, tika veikta iek$&ja QIAGEN pétijumu vieta. Salidzinot
rezultatus no katra parauga visas tris pétjjumu vietas, pareizu mutacijas nosaukumu
procentuala vértiba PIK3CA pozitivas mutacijas un savvalas tipa paraugiem bija 100%.
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Atkartojamiba un reproducé&jamiba: Plazmas paraugi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit atkartojamiba tika izmekléta, test&jot no Sdnu Iinijas
paraugiem ekstrahétu DNS, kas attélo visas 11 mutacijas, ko noteica ar therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit pie 1x LoD koncentracijas un 3x LoD koncentracijas.

Atkartojamiba tika izvértéta, testéjot Sos paraugus viena pétijumu vietd 20 brivi izvélétu
dienu period3, izmantojot tris Rotor-Gene Q instrumentus, un to veica tris operatori, lai kopa

generétu 120 replikatus katram paraugam (23. tabula).
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23. tabula. Testa atkartojamiba — pareizu nosaukumu proporcija PIK3CA mutacijam, kas testétas DNS
paraugos, kas iegiti no plazmas paraugiem

Derigo rezultatu Pareizi Apakséeja
Eksons Mutacija Mutacijas lTmenis dalijjuma proporcija izsaukumi, % divpuséja 95% CI
NA Savvalas tips  Ct30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju*
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju*
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3 reizes parsniedz 120/120 100,00 96,97
LoD koncentraciju

* E545K un H1047R izmantota LoD koncentracija bija attiecigi 1,99 un 1,44. LoD koncentracija tika pielagota
atkartoti un apstiprinata turpmaka pétijuma. Atkartoti pielagota LoD koncentracija tika izmantota nakamaja
pétijuma (24. tabula).
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Reproducéjamiba tika izmértta, testéjot maksligi sagatavotus paraugus pie 1x LoD un 3x
LoD koncentracijas Tmenu paraugiem tris dazadas pétijumu vietas (viena iek$éja QIAGEN
pétfjumu vieta Apvienotaja Karalisté un divas papildu aréjas pétijjumu vietas ASV). Visi Sie
paraugi tika testéti katra petijumu vieta 10 brivi izvélétu dienu perioda, izmantojot tris Rotor-
Gene Q instrumentus, un to veica tris operatori, lai kopa generétu 60 replikatus katram
paraugam (24. tabula).
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24. tabula. Testa reproducéjamiba — pareizu nosaukumu proporcija PIK3CA mutacijam, kas testetas DNS
paraugos, kas iegiti no plazmas paraugiem visas pétijjumu vietas

Derigo rezultatu Pareizi Apakseja
Eksons Mutacija Mutacijas limenis  dalijjuma proporcija  izsaukumi, % divpuséja 95% ClI
NA WT Cr30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
3 reizes parsniedz
LoD koncentraciju 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3 reizes parsniedz 239/239 100,00 98,47
LoD koncentraciju
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 89,47
LoD koncentraciju
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3 reizes parsniedz 238/238 100,00 98,46
LoD koncentraciju
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 98,47
LoD koncentraciju
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3 reizes parsniedz 238/238 100,00 98,46
LoD koncentraciju
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3 reizes parsniedz 236/236 100,00 98,45
LoD koncentraciju
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3 reizes parsniedz 240/240 100,00 98,47

LoD koncentraciju

* Paraugus mainttaja LoD koncentracija ar E545K un H1047R (ka noradits 21. tabula) tris operatori izvértéja seSas
dienas tris pétfjumu vietas, ar divam izpildém un Cetriem replikatiem, iegUstot kopa 144 mérijumus viena pétijumu
vieta, pavisam 432 mérijumus visas tris pétljumu vietas. 25. tabula redzams mérka pozitivais procentu
saskanojums (PPA) ar NGS ka slanu metodi.
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Variabilitates komponentu analize tika izmantota, lai noteiktu standarta novirzi starp
komplektiem, izpildem, operatoriem, instrumentiem, dienam un izpildes mainigumu
atkartojamibai un reproducé&jamibai. Starp visiem variabilitates komponentiem kopéja
standarta novirze (Standard Deviation, SD) bija <1,34 ACt LoD koncentracijai un 0,73 ACt
3reizes lielakai LoD koncentracijai visam PIK3CA mutacijam, kas testétas
reproducéjamibas testa. Visos mutantu panela dalibniekos SD veértiba bija 0,20 ACt LoD
koncentracija un <0,10 ACt 3 reizes lielakd LoD koncentracija starp partijam (partiju
savstarpéja mainiba). SD vértiba izpildes mainigumam (atkartojamibai/precizitatei) bija
diapazona no 0,415 ACr Ilidz 1,407 ACt LoD koncentracijai un no 0,206 ACr Iidz 0,583 ACt

3 reizes lielakai LoD koncentracijai.

Asins analizu stobrinu validacija

Asins-plazmas atdaliSanas laika ietekme uz plazmas paraugu kvalitati un izrietoSajiem
rezultatiem tika noteikta, izmantojot maksligi sagatavotus asins paraugus H1047R
(visbiezak sastopama mutacija), un nesadalitas asins paraugi no veseliem brivpratigajiem
tika izmantoti kad savvalas tipa paraugi. Asins paraugi tika savakti 10 ml K2EDTA stobrinos
no Cetriem donoriem (astoni stobrini no katra donora). Maksligi sagatavotie asins paraugi
tika generéti, ievadot PIK3CA H1047R mutanta fragmentétu $0nu Iinijas DNS asins
stobrinos ar asinim no diviem donoriem. No asins paraugiem tika atdalita plazma aptuveni
1, 2, 3 un 4 stundu laika punktos. DNS tika ekstrahéta no plazmas paraugiem, izmantojot
QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit, un katrs mérkis tika testéts, izmantojot
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 16 replikatos.

Visi testétie paraugi tika pareizi nosaukti katra laika punkta. Papildus netika novérotas
statistiski nozimigas izmainas PIK3CA H1047R mutanta parauga ACrt vértiba.

Sis pétijums apliecinaja, ka asins plazmas atdali$anas laikam nav ietekmes uz komplekta
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit darbibu, ja apstrade tiek veikta Cetras stundas.
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Precizitate: Salidzinajums ar analitiskas references metodi
(plazmas paraugi)

Lai demonstrétu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit precizitati, tika veikts pétijums ar
paraugiem no SOLAR-1 kliniskd izmégindjuma, kas saistits ar validétu NGS testu.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit un NGS testéSana PIK3CA izmainu noteikSanai tika
izpildita, izmantojot DNS no 552 kliniskiem plazmas paraugiem, kas iegdti no SOLAR-1

klTniska izméginajuma.

DNS paraugi ar derigiem NGS un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatiem (542/552
paraugi) tika analizéti, lai izvértétu pozitivo procentu saskanojumu (PPA), negativo procentu
saskanojumu (NPA) un kopgjo procentu saskanojumu (OPA). STs procentualas vértibas
kopa ar atbilstoSajiem divpuséjiem 95% ticamibas intervaliem (Cl) ir apkopotas 25. tabula.

25, tabula. Saskanojuma analize DNS paraugiem, kas iegiti no plazmas paraugiem

Mérijums Procentualais saskanojums (N) Zemaks 95% CI
Pozitivo procentu saskanojums 97,39 (149/153) 93,44
Negativo procentu saskanojums 91,26 (355/389) 88,00
Kopéjais procentu saskanojums 92,99 (504/542) 90,50

38 pretrunigie kop&ja procentu saskanojuma rezultati:

e Cetriem paraugiem (0,7%), analiz&jot ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, bija
savvalas tipa rezultats (respektivi, No Mutation Detected (Mutacija nav noteikta)),
tau NGS uzradija rezultatu ar noteiktu mutaciju.

® 34 paraugiem (6,3%), analizgjot ar therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, statuss bija

Mutation Detected (Mutacija noteikta), tau NGS uzradija savvalas tipu.

® 26. tabula redzams mérka PPA ar NGS ka slanu metod.i.
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26. tabula. Saskanojuma analize DNS paraugiem, kas iegiiti no plazmas paraugiem ar mutaciju

Mutacija* Pozitivo procentu saskanojums (N) Divpuséja 95% CI
C420R 100,0% (2/2) 15,8, 100,0
E542K 90,9% (20/22) 70,8, 98,9

E545G 100,0% (2/2) 15,8, 100,0
E545K 100,0% (38/38) 90,7, 100,0
H1047L 100,0% (5/5) 47,8, 100,0
H1047R 97,6% (83/85) 91,8, 99,7

* 6/11 PIK3CA mutacijas tika noteiktas plazmas parauga SOLAR-1 izméginajuma (31. tabula).

Kliniska veiktspéja: Plazmas paraugi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ir paredzéts izmantoSanai ka papildu diagnostikas tests,
lai palidzétu arstiem identificét krits véza pacientus, kuriem varétu veikt arstéSanu ar
PIQRAY (alpelisib), pamatojoties uz vienas vai vairaku PIK3CA mutaciju klatbatni, kas
konstatétas K:EDTA antikoagulétos periférijas venozo nesadalito asinu kliniskajos plazmas
paraugos.

K2EDTA antikoaguléti periférijas venozo nesadaltto asinu kiiniski plazmas paraugi, kas ieguti
no krits véza pacientiem, kuri randomizéti SOLAR-1 pétijuma, pirms pétijuma terapijas
(bazlinija) uzsaksanas tika testéti retrospektiva, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, lai izvértétu 81 parauga klnisko lietderibu PIK3CA mutacijas statusa noteik§anai un

izvértétu atbilstibu starp audu un plazmas rezultatiem.

Atbilstibas analizu rezultati

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas rezultatu un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
audu rezultatu atbilstiba ir redzama 27. tabula. 179 no 328 therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit audu pozitiviem pacientiem bija therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas pozitivi. 209
no 215 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu negativiem pacientiem bija therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas negativi. Nebija nederigu plazmas rezultatu.
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27. tabula. Atbilstibas tabula starp therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu rezultatiem un therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas rezultatiem

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audi
therascreen PIK3CA  Pozitivs Negativs Nederigs Kopa
RGQ PCR Kit plazma
Pozitivs 179 6 1 186
Negativs 149 209 5 363
Nederigs 0 0 0 0
Kopa 328 215 6 549

Saskanojums (PPA, NPA un OPA) starp therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas
rezultatiem un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu rezultatiem tika aprékinats,
izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu rezultatus ka referenci (28. tabula). PPA,
NPA un OPA precizie aprékini bija attiecigi 55%, 97% un 72%.

28. tabula. Saskanojums starp therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas rezultatiem un therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit audu rezultatiem, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu rezultatus ka
referenci

Saskanojuma mérijums Procentualais saskanojums (N) 95% CI*

Pozitivo procentu saskanojums 55% (179/328) (49,0, 60,1)
Negativo procentu saskanojums 97% (209/215) (94,0, 99,0)
Kopéjais procentu saskanojums 72% (388/543) (67,5, 75,2)

* 95% Cl aprékinats, izmantojot Klopera-Pirsona tieSo metodi.

Plazmas paraugu apstiprino$a testéSana ar validétu references NGS testa metodi
apstiprindja 91% no therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas rezultdtiem. No
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu pozitivajiem pacientiem, kuri bija therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas negativi, NGS apstiprindja therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit plazmas negativos rezultatus 80% gadijumu. Pieci no seSiem pretrunigiem therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas pozitiviem un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu
negativiem pacientiem tika apstiprinati ka plazmas pozitivi, veicot NGS.
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Dzives gada bez slimibas progresijas (PFS) analize

Veicot PFS analizi terapijai PIQRAY (alpelisib) kombinacija ar fulvestrant therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas pozitiviem pacientiem (N = 185), tika novéroti labaki rezultati
terapijai PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant salidzindjuma ar placebo plus fulvestrant, ar
aprékinatu 46% risku samazindjumu slimibas progresijai vai navei (HR = 0,54, 95% CI: 0,33,
0,88) (29. tabula). Salidzinajuma PFS HR raditajs therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu
pozitiviem pacientiem bija 0,64 (95% CI: 0,48, 0,85) un 0,65 (95% CI: 0,50, 0,85) SOLAR-1

PIK3CA mutanta grupa, ko noteica pétijuma ietvaros veiktaja audu testa.

29. tabula. PFS analize therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas parauga pozitiviem pacientiem

HR (95% ClI)

PFS (N) PIQRAY 300 mg qd + fulv/placebo
qd + fulv*
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas pozitivi (185) 0,54 (0,33, 0,88)

*HR un 95% Cl aprékinats, izmantojot bagatinajuma korekciju.

PFS HR raditajs 179 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu parauga pozitiviem un
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas parauga pozitiviem pacientiem bija 0,53
(95% CI: 0,33, 0,84). Vidéja PFS vértiba bija 10,9 ménesi terapijai PIQRAY (alpelisib) plus
fulvestrant, salidzinot ar 3,6 méneSiem terapijai placebo plus fulvestrant (30. tabula, 21.

attéls).

30. tabula. Dzives gads bez slimibas progresijas (ménesi) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu parauga
pozitiviem un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas parauga pozitiviem pacientiem

HR (95% Cl)

Dzives gads bez PIQRAY 300 mg qd + fulv Placebo qd + fulv PIQRAY 300 mg qd +
slimibas progresijas N=90 N=89 fulv/placebo qd + fulv
Notikumu skaits (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33, 0,84)

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

Nave (%) 2(2,2) 5(5,6) -

Cenzéts (%) 33 (36,7) 17 (19,1) =

Vidéja vértiba (95% Cl) 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0, 5,8) -
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- Stratificéts logaritmiska ranga kritérijs un stratificéts Koksa modelis, izmantojot grupu, ko definé (i) iepriek$&ja CDK 4/6 inhibitoru lieto$ana. (ii)

aknu un/vai plausu metastazu esamiba

21. attéls. Kaplana-Meijera diagramma ar PFS péc terapijas veida therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit audu
parauga pozitiviem un therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas parauga pozitiviem pacientiem.
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31. tabula. PIK3CA mutaciju sastopamiba, kas noteiktas, izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,
plazmas paraugos SOLAR-1 kliniskaja izméginajuma

Biezums plazmas paraugos

Eksons Mutacija* COSMIC IDf Bazes izmainas N = 186 (%)

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

9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0(0,0)
E545D 765 1635 G>T 0 (0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,6)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0 (0,0)

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

* PIK3CA pozitivas mutacijas pacientam var bat vairakas mutacijas.

T COSMIC: Véza somatisko mutaciju katalogs: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = PIK3CA pozitivas mutacijas pacientu skaits, kas identificéti ar plazmas paraugu SOLAR-1 izméginajuma.
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Secinajumi par drosibu un efektivitati

Kliniskas precizitates pétljums atbilda pienem3anas kritérijiem attieciba uz PPA pozitivas
mutacijas paraugiem un NPA negativas mutacijas paraugiem, apstiprinot, ka plazmas
komplekts therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit generéja precizus rezultatus gan biologiska

markiera pozitivajiem, gan negativajiem lietoSanai paredzétajiem paraugiem.

Plazmas therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit rezultatu atbilstiba audu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit rezultatiem NPA bija 97%, un tika uzradits zems viltus pozitivu rezultatu risks.
Viltus negativs rezultdts var radit situaciju, ka pacientam netiek nodroSinata efektivu
medikamentu terapija. Tika ieglts 55% PPA raditajs plazmas/audu paraugiem, kas norada,
ka plazmas negativiem pacientiem, iespéjams, ir PIK3CA pozitivas mutacijas rezultats no
audu parauga. Tadéjadi, ja pacienta plazma uzrada PIK3CA negativas mutacijas rezultatus,
izmantojot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, javeic audu parauga testéSana, lai

apstiprinatu PIK3CA mutacijas statusu.

Tika demonstréta PIQRAY (alpelisib) kombinacija ar fulvestrant terapijas efektivitate
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazmas PIK3CA pozitivas mutacijas pacientiem, ko
uzradija therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ar aprékinatu 46% riska samazinajumu slimibas
progresijai vai navei salidzinajuma ar placebo plus fulvestrant (HR = 0,54, 95% CI:
0,33, 0,88).
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Noradijumi par problému novérsanu

Sie noradijumi par problému novér$anu var palidzét atrisinat radu$as problémas. Vairdk
informacijas skatiet arT lapa “Biezak uzdotie jautajumi” (Frequently Asked Questions, FAQ),
kas pieejama masu tehniska atbalsta centra vietné: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki vienmér labprat atbildés uz visiem jlsu jautdjumiem
par Saja rokasgramata sniegto informaciju un protokoliem vai par paraugu un testu

tehnologijam (kontaktinformaciju skatit uz aizmuguréja vaka vai vietné www.qiagen.com).

Komentari un ieteikumi

Pozitivs kontroles (PC) karodzin$ “No Crvalue” (Nav Cr vértibas)

c) Nepareiza PCR Parbaudiet pipetéSanas shému un atkartojiet PCR proceddru.
konfiguracija

b) Viena vai vairaku Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us (skatt komplekta etiketi) un, ja
komplekta komponentu nepiecie§ams, izmantojiet jaunu komplektu.

uzglabasanas apstakli
neatbilda noradijumiem,
kas sniegti sadala
“Reagentu glabasana un
lietoSana” 22. Ipp.

NTC karodzins “Unexpected Cr value” (Neparedzéta Cr vértiba)
PCR sagatavosanas laika ir  Parliecinieties, ka darba vieta ir dekontaminéta. Atkartojiet PCR, izmantojot
radusies kontaminacija jaunus reagentus. Ja iesp&jams, noslédziet PCR stobrinus uzreiz péc
testéjama parauga pievieno$anas. NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba

vietas un instrumentus dekontaminésana.

PC karodzins “Above acceptable range” (Virs pienemama diapazona) vai “Below acceptable range”
(Zem pienemama diapazona)

PCR sagatavo$anas laika Atkartojiet PCR procediru, nodroSinot precizu pipetésanu.
radas klada

Parauga stobrina karodzins “DNA input too high” (DNS ievade parak augsta)

Paraugs ir parak AtSkaidiet paraugu, lai palielinatu Cr vértibu. Paraugi ir jaatSkaida,
koncentréts izmantojot komplekta ieklauto Gdeni (Gdens atSkaidi$anai [Dil.]).
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Komentari un ieteikumi

Parauga stobrina karodzins “Above acceptable range” (Virs pienemama diapazona)

Parauga ir nepietiekams
sakuma DNS paraugs

Audu paraugi: Testéjiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to pasu
karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrahé&jiet DNS, izmantojot divus
priekSmetstiklinus no ta paSa rezecéto audu parauga un pietiekamu
priekdmetstiklinu skaitu CNBs, lai iegatu 20 mm?, un atkartojiet PCR
procediru. Ja péc atkartotas ekstrahé$anas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, testé&jiet atkartoti vélreiz. Ja karodzin$ atkal paradas,
paraugs nav piemérots lieto$anai. Tas ir jaregistré ka “nenoteikts”, un tam
nav javeic turpmaka testésana.

Plazmas paraugi: Testéjiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to
pasu karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrah&jiet DNS, izmantojot 2 ml pacienta
plazmas. Ja péc atkartotas ekstrahéSanas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, paraugs nav piemérots lieto$anai, tas ir jaregistré ka
“nenoteikts”, un tam nav javeic turpmaka testéSana. Apsveriet iespéju
atkartot testéSanu ar svaigu asins plazmas paraugu.

Parauga stobrina karodzins “IC above acceptable range” (IC virs pienemama diapazona)

PCR sagatavo$anas laika
radas klada vai reakcija
klatesoss inhibitors

Audu paraugi: Testéjiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to pasu
karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrahé&jiet DNS, izmantojot divus
priekSmetstiklinus no ta paSa rezecéto audu parauga vai pietiekamu
priek$metstiklinu skaitu CNBs, lai iegdtu 20 mm?, un atkartojiet PCR
proceddiru. Ja péc atkartotas ekstrahé$anas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, testé&jiet atkartoti vélreiz. Ja karodzin$ atkal paradas,
paraugs nav piemérots lietoSanai. Tas ir jaregistré ka “nenoteikts”, un tam
nav javeic turpmaka testésana.

Plazmas paraugi: Test&jiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to
pasu karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrah&jiet DNS, izmantojot 2 ml pacienta
plazmas. Ja péc atkartotas-ekstrahésanas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, paraugs nav piemérots lietoSanai, tas ir jaregistré ka
“nenoteikts”, un tam nav javeic turpmaka testéSana. Apsveriet iesp&ju
atkartot testéSanu ar svaigu asins plazmas paraugu.

T1 kontroles (parauga) karodzins “No Crvalue” (Nav Cr vértibas)

Parauga nav
amplificéjamas DNS
matricas

Audu paraugi: Testgjiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to pasu
karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrahé&jiet DNS, izmantojot divus
priekSmetstiklinus no ta paSa rezecéto audu parauga vai pietiekamu
priek3metstiklinu skaitu CNBs, lai iegitu 20 mm?, un atkartojiet PCR
procediru. Ja péc atkartotas ekstrahésanas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, testé&jiet atkartoti vélreiz. Ja karodzin$ atkal paradas,
paraugs nav piemérots lieto$anai. Tas ir jaregistré ka “nenoteikts”, un tam
nav javeic turpmaka testésana.

Plazmas paraugi: Test&jiet atkartoti vél vienu reizi. Ja sistéma parada to
pasu karodzinu otrreiz, atkartoti ekstrah&jiet DNS, izmantojot 2 ml pacienta
plazmas. Ja péc atkartotas ekstrahé$anas sistéma atkal parada to pasu
karodzinu paraugam, paraugs nav piemérots lietoSanai, tas ir jaregistré ka
“nenoteikts”, un tam nav javeic turpmaka testéSana. Apsveriet iespéju
atkartot testé$anu ar svaigu asins plazmas paraugu.
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Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, lddzu apskatiet masu tehniska
atbalsta centra vietni www.qiagen.com/Support, zvaniet pa talruna numuru 00800-22-44-
6000 vai sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko pakalpojumu dienesta nodalam (skatiet

aizmuguréjo vaku vai apmeklgjiet vietni www.giagen.com).
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat $adi simboli:

Simbols Simbola definicija

c € Markéjums, kas apliecina Eiropas atbilstibu

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietieckams <N> reakcijam

9

>
Izlietot lTdz
In vitro diagnostikas medicinas ierice

Kataloga numurs

LOT Partijas numurs

B

Materidla numurs

COMP Sastavdalas

CONT Satur

<

’/,.¢\ Sargat no gaismas iedarbibas

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)

g

R attiecas uz lietoSanas instrukciju (rokasgramatas) versiju, n
norada versijas numuru

X

n

Temperatiras ierobezojums

o—

(e}
[e5]
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Simbols Simbola definicija

Razotajs

Skatit lietoSanas noradijumus

Uzmanibu!

> =) I
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Informacija par pasttiSanu

Produkts Saturs Kat. Nr.
therascreen PIK3CA RGQ 24 reakcijam: 6 reakciju maistjumi, pozitiva 873111
PCR Kit (24) kontrole, Taqg DNS polimeraze, ddens NTC

un ddens paraugu atSkaidiSanai

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNS sagatavo$anai: QlAamp MinElute® 60404
Tissue Kit (50) stobrini, proteinaze K, buferSkidumi un

savakSanas stobrini (2 ml)

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
QlAamp DSP Circulating 50 DNS sagatavoSanai: QlAamp MinElute 61504
Nucleic Acid Kit (50) stobrini, proteinaze K, buferSkidumi un

savakSanas stobrini (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM un piederumi
Rotor-Gene Q MDx 5plex Real-time PCR amplifikators un augstas 9002032
HRM Platform iz8kirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,

sarkans, sarts) un HRM kanalu,

klépjdators, programmatdra, piederumi:

ietver 1 gada garantiju dalam un darbam,

bet instalacija un apmaciba nav ieklauta
Rotor-Gene Q MDx 5plex Real-time PCR amplifikators un augstas 9002033
HRM System iz8kirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, sarts) un HRM kanalu,
klépjdators, programmatdra, piederumi:
ietver 1 gada garantiju dalam un darbam,
instalaciju un apmacibu
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PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

1000 stobrini ar planam sienam
1000 reakcijam pa 20-50 pl

981005

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 strémeles 4 stobrinos ar vaciniem 981106
(2500) 10 000 reakcijam
Loading Block 72 x 0.1 ml Aluminija bloks manualai reakcijas 9018901
Tubes iestatiSanai ar viena kanala pipeti
72 x 0,1 ml stobrinos
Loading Block 96 x 0.2 ml Aluminija bloks manualai reakcijas 9018905
PCR Tubes iestatiS8anai ar viena kanala pipeti
96 x 0,2 ml PCR stobrinos
72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0,1 ml turésanai ar 9018903
reakciju apjomu 10-50 pl; nepiecieSams
Locking Ring 72-Well Rotor
Locking Ring 72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0,1 ml fikséSanai 9018904
rotora 72-Well Rotor
QlAvac 24 Plus vacuum ctDNS izdaliSanai 19413
manifold
QIlAvac Connecting System ctDNS izdaliSanai 19419
Vacuum Pump ctDNS izdaliSanai vai Iidzvértigs siknis, 84010

kas spéj razot no —800 I1dz —-900 mbar
vakuumu

Jaunako informaciju par licencéSanu un produktu juridiskas atrunas skatiet attieciga
QIAGEN komplekta QIAGEN komplektu
rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas vietné www.giagen.com, ka art tas

rokasgramatd vai lietotdja instrukcija.

var pieprasit QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietéjiem izplatitajiem.
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Dokumenta parskatiSanas vésture

Datums

Izmainas

R1, 2019. gada janijs

R2, 2019. gada
septembris

Sakotnéjais izdevums

Labojums kolonna Biezums 15. tabul3; izlabotas tipografijas klidas;
atjauninajumi izkartojuma
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Lappuse ir atstata tukSa ar nodomu
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Lappuse ir atstata tukSa ar nodomu
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ierobeZots licences ligums

87 produkta izmanto3ana liecina par katra produkta pircéja vai lietotaja piekrianu talak minétajiem nosacijumiem.

1.

o rwN

So produktu drikst lietot tikai saskana ar kopa ar produktu nodrosinatajiem protokoliem un $o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja
komplekta. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem Tpasumiem, lai $aja komplekia ietvertas sastavdalas
izmantotu kopa ar jebkddam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu
piegadatajos protokolos un $aja rokasgramata, ka arf papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.giagen.com. DaZus no Siem papildu protokoliem
QIAGEN lietotaji nodrosina QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav riipigi testéti vai optimizéti uzneémuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz
garanté, ka tie neparkapj treSo personu tiesibas.

Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka Sis panelis un/vai ta lietosana neaizskar tre3o personu tiesibas..
Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizgjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netie$am licencém, kas nav skaidri noraditas.

Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam
darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit §T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un apnemas atgut visus savus izmeklé$anas
un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala ipasuma
tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Pazinojums pircéjam: legadajoties $o produktu, pircéjs ieglst ierobeZotas, nenododamas tiesibas izmantot tikai $o produkta daudzumu, lai realizétu patentéto
peptidu nukleinskabes (PNA) procesu tikai iegadei paredzétajiem nolikiem, ka noteikts pievienotaja QIAGEN instrukciju rokasgramata vai iepakojuma ieliktnT,
cilvéku diagnostikas nozaré. legadajoties 8o produktu, pircéjs piekrit: (1) nekada veida nepardot $o produktu talak; (2) neizmantot produktu tiesu medicina un (3)
neizmantot produktu citiem noliikiem, ka vien tiem, kas noraditi $aja ierobeZota lietojuma etiketes licencé. Papildinformaciju par tiestbu iegti$anu saskana ar
patentiem, kuru TpaSnieks ir Applied Biosystems LLC, var iegiit, sazinoties ar Licensing Depanment Thermo Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad CA
92008: talrunis (760) 603-7200: e-pasts outlicensing@lifetech.com.

Atjauninatos licences noteikumus un produkta specifiskas atrunas skatiet vietné www.qiagen.com.

Precu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™
(Thermo Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Tiek uzskatits, ka $aja dokumenta minétie registrétie nosaukumi, precu zimes u.c. ir aizsargati ar likumu
arf tad, ja tas nav Tpasi noradits.

1116336 Sep-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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