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QIAGEN Sample and Assay Technologies

Spolecnost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii pro zpracovani
alikvotd a analyz, které umoznuji izolaci a detekci sloZek libovolného biologického alikvotu.
NaSe vyspélé, vysoce kvalitni produkty a sluzby vam zajisti uspésny prabéh od odbéru

alikvotu az po vysledek.
Spole¢nost QIAGEN urcuje standardy pro:

e purifikaci DNA, RNA a proteind,

® analyzy nukleovych kyselin a protein(,

® vyzkum microRNA a RNAI,

® automatizaci technologii pro pfipravu alikvotd a analyz.

Nasim cilem je poskytovat co nejnové;jSi technologie, které vam zaruéi spolehlivé vysledky
adosazeni vyznamného pokroku. Vice informaci naleznete na strankach

www.giagen.com.
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Ugel pouziti

Souprava therascreen® KRAS RGQ PCR Kit je analyza real-time PCR pro kvalitativni
detekci 7 somatickych mutaci v kodonech 12 a 13 lidského onkogenu KRAS s vyuzitim
pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Souprava je urCena k pouziti s DNA
extrahovanou z nddorové kolorektalni tkdné (Colorectal Cancer, CRC) fixované formalinem
zalité v parafinu (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) nebo z primarnich alikvotd
tkané nemalobuné&&ného karcinomu plic (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC), které byly
odebrany resekci, biopsii dutou jehlou (Core Needle Biopsy, CNB) nebo aspiracni biopsii
tenkou jehlou (Fine Needle Aspiration, FNA).

Somatické mutace v genu KRAS jsou potencialni prediktivni biomarkery resistence vuci
lé¢bé receptorem epidermalniho ristového faktoru (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR), jako jsou panitumumab nebo cetuximab v lécbé kolorektalniho karcinomu.
Somatické mutace v genu KRAS mohou byt i potencialnim prediktivnim biomarkerem pro
rozhodnuti o uréitych zpusobech Ié¢by NSCLC.

Typ mutace pacienta posoudi odborny Iékaf spolu s dalSimi faktory onemocnéni a stanovi
odpovidajici 1éEbu. LéCebny plan pro pacienty s karcinomem se nesmi opirat pouze
o samotny vysledek analyzy mutaci onkogenu KRAS.

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit neni uréena k diagnéze CRC, NSCLC nebo
jinych onemocnéni.
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Shrnuti a vysvétleni

Mutace onkogenu KRAS se objevuiji v lidskych karcinomech velmi ¢asto (1—4). Diky pouziti
technologii Scorpions® a ARMS® (Allele Refractory Mutation System) (5, 6) umoZiiuje
souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit detekci 7 mutaci v kodonech 12 a 13 onkogenu
KRAS vUc¢i pozadi genomové DNA divokého typu (tabulka 1). Na zakladé dat v databazi
COSMIC (2015 v72) vykazalo 7 mutaci detekovanych soupravou therascreen KRAS RGQ
PCR Kit >95 % vSech hlaSenych mutaci KRAS u pacientll s CRC a>88 % vSech
hlaSenych mutaci u pacientd s NSCLC (7).

Tabulka 1. Pfehled mutaci a identit koda COSMIC

Mutace Zména baze COSMIC ID*
GLY12ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLY12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLY12SER (G12S) GGT>AGT 517
GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLY13ASP (G13D) GGC>GAC 532

* Kody mutaci (COSMIC ID) vychazeji z Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (Catalog of
Somatic Mutations in Cancer) (7) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tento test je vysoce specificky a citlivy, umozruje tak detekci nizkého procenta mutované
DNA oproti pozadi DNA genu divokého typu. Za pfedpokladu, Ze je k dispozici dostatecné
mnozstvi kopii DNA, je mozna detekce 0,8% mutace na pozadi genomové DNA divokého
typu (viz ,Charakteristika funkcnich vlastnosti“, strana 53, kde naleznete informace o limitu

detekce pro kazdou mutaci).

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit se pouziva v postupu polymerazovych
fetézovych reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR). Vyhoda této testovaci soupravy
spociva vtom, Ze je vysoce specificka vici cili aje rychla aucinna bez nutnosti

subjektivniho stanoveni vysledku.
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Princip testu

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit vyuziva k detekci mutaci 2 technologie —
ARMS a Scorpions — pfi real-time PCR.

Reakéni smési mutaci

Kazda reakéni smés vyuziva primer ARMS specificky pro danou mutaci k selektivni

amplifikaci mutované DNA a poté primer Scorpions k detekci produktu amplifikace.

ARMS

Alelicky specifické amplifikace je dosazeno pomoci ARMS, ktery vyuziva schopnost Taq
DNA polymerazy rozliSovat mezi shodnou a neshodnou bazi na 3'-konci PCR primeru.
Pokud se primer zcela shoduje, amplifikace pokracuje s plnou u&innosti. Pokud se 3'-baze
neshoduje, mlze probihat pouze amplifikace na nizké Urovni v pozadi reakce. Proto Ize
mutované sekvence selektivné amplifikovat, dokonce iv pfipadech, kdy vétSina DNA

mutaci neobsahuje.

Scorpions

Detekce amplifikace se provadi pomoci detekénich sond Scorpions. Sondy Scorpions jsou
bifunkéni molekuly obsahujici PCR primer kovalentné vazany na sondu. Tato sonda
obsahuje fluorofor karboxyfluorescein (FAM™) azhase¢. Zhase¢ tlumi fluorescenci
fluoroforu. Jakmile se sonda béhem PCR navaze na amplikon ARMS, fluorofor a zhase¢

se oddéli, coz vede k detekovatelnému zvySeni fluorescence.
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Format soupravy
Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit obsahuje 8 analyz:

® 1 KkontroIni analyza (kontrolni reakéni smés; CTRL)
® 7 analyz mutaci (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

Reakéni smési jsou duplexni a obsahuji €inidla znacena pomoci FAM uréena k detekci cil(
ainterni kontrolu znagenou pomoci HEX™. Cinidla reakéni smési a pozitivni kontroly
obsahuji pufr Tris EDTA a pozitivni kontrola obsahuje nosi¢ Poly A RNA.

Analyzy

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit zahrnuje postup o 2 krocich. V prvnim kroku
se provadi kontrolni analyza ke stanoveni celkového mnozstvi amplifikovatelného DNA
KRAS v alikvotu. Druhym krokem je provedeni analyzy mutace a kontrolni analyzy ke
stanoveni pfitomnosti nebo nepfitomnosti mutované DNA.

Kontrolni reakce

Kontrolni reakéni smés (CTRL) pouziva primer Scorpions a neznaceny primer k amplifikaci
kratké sekvence exonu 4 genu KRAS. Kontrolni reakce se pouziva ke stanoveni, zda
alikvot obsahuje patfi¢nou hladinu amplifikovatelné DNA, a v analytickych vypoétech je

pouzit faktor, ktery se pouziva k uréeni stavu mutace.

Kontrolni analyza

Kontrolni analyza, znafena FAM, se pouziva ke stanoveni celkového mnozZstvi
amplifikovatelného DNA KRAS v alikvotu. Pfi této kontrolni analyze se amplifikuje oblast
exonu 4 genu KRAS. Amplifikace pomoci primert a sondy Scorpions, jejiz amplifikace je
nezavisla na vSech znamych polymorfismech KRAS.
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Analyzy mutaci

Kazda analyza mutace zahrnuje sondu Scorpions oznacenou FAM a primer ARMS pro

rozliSeni mezi pfirozenou DNA divokého typu a specifickou mutovanou DNA.

Kontroly

Poznamka: V8echny cykly experimentl museji zahrnovat pozitivni a negativni kontroly.

Interni kontrola

Kazda reakéni smés obsahuje vedle cilové reakce navic i interni kontrolni reakci. Selhani
indikuje, Ze bud jsou pfitomny inhibitory, které mohou zplsobit nepfesné vysledky, nebo
u dané zkumavky doslo k chybé obsluhy pfi jeji pfipravé. Pokud k selhani interni kontroly
doslo kvli inhibici PCR, zfedéni alikvotu muze pomoci snizit Gginek inhibitor(l. Je ale tfeba
poznamenat, Ze to zfedi i cilovou DNA. Souprava obsahuje zkumavku vody pro fedéni
alikvot( (Dil.). Alikvoty se maji fedit vodou na fedéni alikvotl (Dil.).

Pozitivni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovat pozitivni kontrolu ve zkumavkach 1-5. Souprava
therascreen KRAS RGQ PCR Kit obsahuje pozitivni kontrolu KRAS (Positive Control, PC),
ktera se pouziva jako templat v reakci pozitivni kontroly. Vyhodnocenim vysledkd pozitivni

kontroly se ovéfi, Ze souprava splfiuje uvedené parametry pfijatelnosti.

Negativni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovat negativni kontrolu (,beztemplatova kontrola®) ve
zkumavkach 9-13. Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit obsahuje vodu pro NTC
(No Template Control, NTC), ktera se pouziva jako ,templat® v reakci beztemplatové
kontroly. Beztemplatova kontrola se pouziva k vyhodnoceni potencidlni kontaminace
v prubéhu nastaveni cyklu a k vyhodnoceni vykonu reakce interni kontroly.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfirucka 11/2019 9



Stanoveni alikvotu

Kontrolni reakéni smés (CTRL) dodavana spolu se soupravou therascreen KRAS RGQ
PCR Kit se pouziva ke stanoveni celkového mnozstvi amplifikovatelné KRAS DNA v
alikvotu. Pfi této kontrolni analyze se amplifikuje oblast exonu 4 genu KRAS. Alikvoty
doporu€ujeme stanovit pouze pomoci této kontrolni analyzy za pouziti pozitivni kontroly
KRAS (Positive Control, PC) jako pozitivni kontroly a vody pro NTC jako beztemplatové
kontroly.

Platforma a software

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je specialné navrzena pro pouZiti s pFistrojem
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Software Rotor-Gene Q a bali¢ek analyz therascreen
KRAS Assay Package Ize stahnout z webovych stranek nebo objednat na CD.

PFistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM museji byt udrZzovany dle poZzadavkd v uzivatelské
priruCce pfistroje. Informace tykajici se pfistroje jsou uvedeny v uzivatelské pfirucce.
Navod kinstalaci naleznete v Pfiloha 2: Instalace softwaru therascreen KRAS Assay
Package.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

therascreen KRAS RGQ PCR Kit

(24)
Katalogové ¢. Identifikace 874011
Poéet prep. zkumavky 24
Barva Identita Objem
Cervena Control R’eacticvm’Mixv 1 CTRL 2x 600

(kontrolni reakéni smés)

SR <=t : mw o
R i 1 wee o
Sect (reakent smés 12VAL) T A ey
- s o
R LI
Zelenomodra ;r'l?aquDNI\ﬁA PpoolI);Irrnl]eerraélsze;l ) Taq 80 pl
e
Bila Water for Sample Dilution Dil. 1,9 ml

(voda pro fedéni alikvott)

prirucka therascreen KRAS RGQ PCR Kit (anglicky)

1

therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfiru¢ka

11/2019
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Dalsi potrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice aochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych
bezpecénostnich listech (BL) které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Cinidla
e Souprava QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. ¢. 56404; viz Extrakce DNA)

e Xylen
e Etanol (96-100%)*

Spotfebni materialy

e Sterilni Spicky pipet s filtry (aby se pfedeslo kfizové kontaminaci, doporucujeme pipety
s aerosolovymi bariérami)

e Sterilni mikrocentrifugacni zkumavky na pfipravu master mixud

® 0.1 ml Strip Tubes and Caps, pouZziti s rotorem 72-Well Rotor (kat. €. 981103 nebo 981106)

Vybaveni

® Pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM s fluorescenénimi kanaly pro ,Cycling Green®

a ,Cycling Yellow" (detekce FAM a HEX v uvedeném poradi)

e Software Rotor-Gene Q verze 2.3 sbalickem analyz KRAS Assay Package
(verze 3.1.1) nainstalované pro automatickou detekci mutaci (viz Pfiloha 2: Instalace
softwaru therascreen KRAS Assay Package).

Poznamka: Software Rotor-Gene Q lze pouzit pro manudlni detekci mutaci bez
balicku analyz KRAS Assay Package. Viz PFiloha 1: Souprava therascreen KRAS RGQ
PCR Kit — manualni protokol.

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.
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e Termomixer®, vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni lazefi s moznosti
inkubace pfi teploté 56 °C a 90 °C.

e Stolni odstfedivkat s rotorem pro 1,5ml zkumavky

e Stolni tfepackat

® Pipety (nastavitelné), vyhrazené k pfipravé alikvotut

® Pipety (nastavitelné) uréené vyhradné pro pfipravu PCR master mixu*

® Pipety (nastavitelné) uréené vyhradné na davkovani templatu DNA*

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
1 Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro

Informace o bezpecnosti

Pri

manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,

bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnosti listy jsou k dispozici také online v PDF formatu

na strankach www.giagen.com/safety, kde muzete najit, pfecist a vytisknout bezpec€nosti

listy v8ech souprav a soucasti souprav QIAGEN.

VSeobecna bezpecCnostni opatreni

UZivatel musi vzdy vénovat pozornost nasledujicim okolnostem:

Pozitivni materialy (vzorky a pozitivni kontroly) skladujte a extrahujte oddélené od

vSech ostatnich Cinidel. Do reakéni smési je pfidavejte v oddéleném prostoru.

PFi provadéni PCR dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci reakci PCR
syntetickym kontrolnim materialem. Pro pfipravu reakénich smési a pfidavani templatu
DNA se doporucuje pouzivat zvla5té vyhrazené pipety. Pfiprava a davkovani reakénich
smési museji byt provadény v prostoru oddéleném od mista, kde se provadi davkovani
templatu. Zkumavky pfistroje Rotor-Gene Q po dokongeni PCR cyklu nikdy

neotevirejte. Pfedejdete tak laboratorni kontaminaci produkty vzniklymi po PCR.

Cinidla v soupravé therascreen KRAS RGQ PCR Kit jsou jiz optimalné nafedéna. Dalsi
fedéni Cinidel se nedoporu¢uje a mize mit za nasledek zhorSeni kvality provedeni
testu. Nedoporu€ujeme pouzivat mensi reakéni objemy nez 25 pl, protoZe to zvySuje

riziko faleSné pozitivnich vysledka.
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® V3Sechna cinidla v soupravé therascreen KRAS RGQ PCR Kit maji specifické sloZeni
pro optimalni vykon. VSechna reakéni Cinidla dodavana v soupravé jsou uréena
k pouziti vyhradné s ostatnimi Cinidly ve stejné soupravé therascreen KRAS RGQ PCR
Kit. Ma-li byt zachovan optimaini vykon testu, nelze se soupravou pouzivat zadna
nahradni Cinidla.

® Pouzivejte vyhradné Taq DNA polymerazu (Taq), ktera se dodava v soupravé.
Nenahrazujte ji Taq DNA polymerazou dodavanou jako soucast jiné soupravy stejného

nebo jiného typu ani ji nezaménujte za Taqg DNA polymerazu od jiného dodavatele.
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Pokud neni
jakakoliv sou&ast soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfi dodani zmrzla, béhem
prepravy doslo k otevieni vnéjSiho obalu nebo zasilka neobsahuje balici list, pfiru¢ku nebo
¢inidla, obratte se na oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo na mistni
prodejce (viz zadni obalka nebo navstivte stranky www.giagen.com).

Soupravu therascreen KRAS RGQ PCR Kit uloZte ihned po dodani do mraznicky
a skladujte vtemnu pfi konstantni teploté —30 az —15 °C. Jako vSechny fluorescentné
znaCené molekuly je tfeba i detekéni sondy Scorpions chranit pfed svétlem, aby nebyly
poskozeny vysvicenim (photobleaching) a neztratily vykon.

Pfi uchovavani v doporu¢enych podminkach v plvodnim baleni je souprava therascreen
KRAS RGQ PCR Kit stabilni az do uvedeného data expirace. Soupravu opakované

nerozmrazujte a nezmrazuijte. Nepfekracujte maximalni pocet 6 cykl zmrazeni/rozmrazeni.
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Odbér vzorku, pfiprava pro analyzu a skladovani

Poznamka: Se vSemi alikvoty se musi zachazet jako s potencialné infek&nimi.

Material alikvotd musi byt lidskd genomova DNA extrahovana ze vzork( tkani FFPE.
Vzorky museji byt dopravovany v souladu se standardni patologickou metodologii, aby

byla zajisténa kvalita vzorku.

Alikvoty nadoru jsou heterogenni a naméfené vysledky z alikvotu nadoru se nemusi
shodovat s vysledky z jinych €asti téhoz nadoru. Alikvoty nadoru mohou také obsahovat
nenadorovou tkan. U DNA z nenadorové tkané se neocCekava pritomnost mutaci, které
detekuje souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

PFiprava alikvott tkani

Poznamka: Pouzivejte pouze suché skalpely. Neprovadéjte tento krok v boxu

s laminarnim proudénim nebo odsavanim par.

® Seskrabnéte nadorovou tkan z fez( do oznacenych mikrocentrifuga¢nich zkumavek,

a to vzdy novym skalpelem u kazdého alikvotu.

Pfiprava alikvotll tkané pro extrakci DNA (Colorectal Cancer, CRC)

® S pouzitim standardnich materiald a metod zafixujte vzorek tkané do 10% neutralniho
pufrovaného formalinu (Neutral Buffered Formalin, NBF) a zalijte vzorek tkané do
parafinu. Pomoci mikrotomu nafezZte z parafinového bloku sériové Fezy o Sifce 5 um
a umistéte je na sklenénd podlozni skli¢ka.

e Skoleny odbornik (napt. patolog) musi posoudit Fez obarveny hematoxylinem
a eosinem a urcit obsah nadoru ajeho rozsah. Oznacte barvené sklicko k rozliseni
nadoru od normalni tkané. Pouzijte sériové fezy k extrakci DNA.

e Rezy s>20% obsahem nadoru podle oblasti ke zpracovani bez makrodisekce

(viz nize).
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® Pro fezy s < 20% obsahem nadoru podle oblasti provedte makrodisekci jednoho nebo

vice fezl. Tkan bez nadoru zlikvidujte.

e U fezl o plode mensi nez <4 mm? zpracujte 2 nebo vice fezu, aby se zvysila celkova
plocha nadorové tkané alespoii na 4 mm? (plati pro alikvoty s provedenim

makrodisekce i bez ni). Tkan bez nadoru zlikvidujte.

o Nadbytecny parafin seSkrabnéte z tkafiového fezu nepouzitym sterilnim skalpelem.

Priprava alikvott tkané pro extrakci DNA (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC)

® S pouzitim standardnich material( a metod zafixujte vzorek tkané do 10% NBF a zalijte
vzorek tkané do parafinu. Pomoci mikrotomu nafezte z parafinového bloku sériové
fezy o Sifce 5 ym a umistéte je na sklenéna podlozni sklicka.

e Skoleny odbornik (napf. patolog) musi posoudit fez obarveny hematoxylinem
a eosinem z hlediska pfitomnosti nadoru. Pouzijte sériové fezy k extrakci DNA.

o Nadbyte¢ny parafin seSkrabnéte z tkafiového fezu nepouzitym sterilnim skalpelem.
Skladovani
Bloky FFPE a podlozZni sklicka uchovavejte pfi pokojové teploté. Sklicka je mozné pied

extrakci DNA uchovavat pfi pokojové teploté az po dobu 4 tydnd.

Genomova DNA muZe byt uchovana pfi teploté 2—-8 °C po dobu 1 tydne po extrakci, poté

pfi teploté —25 az —15 °C az 8 tydn( pfed pouzitim.
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Postup

Extrakce DNA

Charakteristika funkénich vlastnosti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit byla

stanovena na zakladé DNA extrahované pomoci soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(kat. €. 56404). Pouzivate-li soupravu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, provedte extrakci

DNA podle pokynu v pfiruc¢ce, pficemz berte na védomi nasledujici informace.

Extrakce DNA (alikvoty CRC)

Souprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit musi byt pouzita pouze ru¢né.
Nepouzivejte krok s RNazou popsany v pfiru€ce k soupravé QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit.

Nepouzivejte produkt QIAGEN Deparaffinization Solution. Pouzivejte pouze
xylenovou/etanolovou metodu deparafinizace popsanou v pfiruéce pro soupravu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Rozklad pomoci proteinazy K (krok 11 v pfiru€ce pro soupravu QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit) musi byt provadén po dobu 1 hodiny.

Alikvoty se museji eluovat pomoci 200 pl eluéniho pufru (Buffer ATE) ze soupravy
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
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Extrakce DNA (alikvoty NSCLC)

® Pro extrakci pouzivejte 2 fezy o Sifce 5 um.

® Souprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit musi byt pouZita pouze ru¢né.

® Nepouzivejte krok s RNazou popsany v pfiru€ce k soupravé QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit.

® Nepouzivejte produkt QIAGEN Deparaffinization Solution dodéavany k soupravé
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. Pouzivejte pouze xylenovou/etanolovou metodu
deparafinizace popsanou v pfiru¢ce pro soupravu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Rozklad pomoci proteinazy K (krok 11 v pfiru¢ce pro soupravu QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit) musi byt provadén po dobu 1 hodiny.

® Pridejte 60 ul eluéniho pufru (ATE) ze soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
a inkubuijte pfi teploté mistnosti po dobu 2,5 minuty.

o QOdstfedujte pfi pIné rychlosti po dobu 1 minuty.

® Pridejte dalSich 60 pl eluéniho pufru (ATE) ze soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
a inkubujte pfi teploté mistnosti po dobu 2,5 minuty.

o Qdstfedujte pfi pIné rychlosti po dobu 1 minuty.
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Protokol: Vyhodnoceni alikvotu DNA

Tento protokol je uréen ke zjisténi celkového amplifikovatelného obsahu DNA v alikvotech
pomoci analyzy KRAS CE Sample Assessment Locked Template (Assay Package) pro
automatizované stanoveni alikvotu.

Poznamka: Manualni stanoveni alikvotu je popsano v Pfiloha 1: Souprava therascreen
KRAS RGQ PCR Kit — manualni protokol.

Dulezité body pfed zahajenim pouzivani
® Pomoci dostupné kontrolni reakéni smési CTRL Ize vyhodnotit az 24 alikvotu.

e K vyhodnoceni DNA pfed testovanim pouzivejte kontrolni reakéni smés CTRL.

Poznamka: Je duleZité pro toto vyhodnoceni pouzit kontrolni reakéni smés CTRL dle
nize uvedeného popisu, nikoliv spektrofotometrii nebo jinou alternativni metodu. Silné
rozlozena DNA nemusi byt amplifikovana, i kdyz primery vytvofi kratké fragmenty DNA.

® Pro efektivni pouziti €inidel v soupravé therascreen KRAS RGQ PCR Kit pouzijte co
mozna nejvice alikvotd DNA, abyste vytvofili kompletné naplnéné testovaci cykly. PFi
testovani jednotlivych alikvotli nebo v mensich mnozstvich se spotfebuje vice Cinidel a
snizi se tak celkovy pocet alikvotl, ktery je mozné testovat pomoci jedné soupravy
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

® Prfed prvnim pouzitim pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zajistéte, aby byla
instalovana spravna verze softwaru therascreen KRAS Assay Package odpovidajici
aktualni verzi softwaru Rotor-Gene Q (viz Pfiloha 2: Instalace softwaru therascreen
KRAS Assay Package).
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Postup

1. Uplné rozmrazte kontrolni reakéni smés (zkumavka CTRL), vodu bez obsahu nukleazy
pro beztemplatovou kontrolu (No Template Control, NTC) a pozitivni kontrolu KRAS
(Positive Control, PC) na pokojovou teplotu (15-30 °C) po dobu nejméné 1 hodiny.

Poznamka: Nechte Tag DNA polymerazu (Taq) ohfat na pokojovou teplotu (15-30 °C)
ve stejnou chvili jako ostatni ¢inidla (viz Skladovani ¢&inidel a manipulace s nimi).
Zkumavku kratce odstfedte, aby se vesSkery enzym shromazdil na dné zkumavky.

Doby pro rozmrazeni €inidel, pfipravu PCR a skladovani pfed provedenim cyklu jsou

uvedeny Vv tabulce 2.

Poznamka: PCR provadéjte pfi pokojové teploté.
Tabulka 2. Doby pro rozmrazeni, pripravu PCR a teploty skladovani

Doba pro rozmrazeni Skladovaci* teplota po Maximalni doba pfipravy PCR
pripravé PCR a doba skladovani
Minimalni Maximalni
1 hodina 4,5 hodiny Pokojova teplota (15-30 °C) 7 hodin
1 hodina 4,5 hodiny 2-8°C 18 hodin

* Termin ,skladovaci” se tyka doby od dokonceni pfipravy PCR a zahajeni cyklu PCR na pfistroji Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.

2. Po rozmrazeni Ccinidla promichejte pfevracenim kazdé zkumavky (opakovanym
10krat), aby nedoSlo k lokalni koncentraci soli, a poté je kratce odstfedte, aby se

obsah usadil na dné zkumavky.
Poznamka: Tag DNA polymerazu (Taq) ani zadnou smés obsahujici Taq
neprotfepavejte, nebot by mohlo dojit k inaktivaci enzymu.

3. Pripravte dostatek master mix( (kontrolni reakéni smés [CTRL] plus Tag DNA

polymeraza [Taq]) podle objemu uvedenych v tabulce 3 pro:

® vSechny alikvoty DNA,
® 1 reakci pozitivni kontroly (Positive Control, PC) KRAS,
® 1 vodu bez nukleazy pro reakci beztemplatové kontroly (No Template Control,
NTC),
® 1 alikvot navic pfedstavujici dostate¢ny prebytek pro pfipravu PCR.
Master mix obsahuje vSechny slozky nutné pro provedeni PCR kromé alikvotu.
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Tabulka 3. Pfiprava kontrolniho master mixu analyzy

Slozka Objem

Kontrolni reakéni smés (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Taq DNA polymeraza (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Celkovy objem 20 pl/reakci

* n = pocCet reakci (alikvoty plus kontroly).

Pfipravte dostatek master mixu pro 1 alikvot navic (n + 1) predstavujici dostate¢ny
prebytek pro pfipravu PCR.
Hodnota n nesmi prekrocit 24 (plus kontroly), protoZze 24 je maximalni pocet alikvotd,
které je mozné zpracovat v jednom cyklu.
Poznamka: Béhem pfipravy master mixu je do pfislusné zkumavky nejprve pfidan
pozadovany objem kontrolni reakéni smési (CTRL) a Tag DNA polymeraza (Taq) je
pfidana jako posledni.
Poznamka: Taqg DNA polymerazu pipetujte tak, ze Spi¢ku pipety opatrné ponofite
tésné pod hladinu kapaliny, aby na vnéjSim povrchu S$pi¢ky neulpélo nadmérné
mnozstvi enzymu.

4. Umistéte pfislusny pocet stripd se 4 zkumavkami PCR (kazdy strip obsahuje

4 zkumavky) do plniciho bloku podle rozvrzeni v tabulce 4. Zkumavky neuzavirejte.

Poznamka: Ponechte vicka v plastové nadobé az do okamziku, kdy budou tfeba.
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Tabulka 4. Rozvrzeni cyklu pro vyhodnoceni alikvotu DNA v plnicim bloku

Analyza
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola

Kontrola

1 (PC)

2 (NTC)

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

* Cisla oznaduji pozice v pinicim bloku a indikuji kone&nou polohu rotoru.

5. Nastavte niz8i objem pipety, nez je celkovy objem reakéniho master mixu, a dukladné

promichejte tak, Zze ho 10krat napipetujete a zcela vypustite.

6. Ihned pfidejte 20 pl master mixu do kazdé stripové zkumavky PCR.

Poznamka: RozloZeni zkumavek naleznete v tabulce 4. Pro vyhodnoceni alikvotu DNA

je tfeba pfidat kontrolni master mix do jedné ze zkumavek pozitivni kontroly, do jedné

zkumavky beztemplatové kontroly a do jedné zkumavky pro kazdy alikvot DNA.

7. lhned pridejte 5yl vody bez obsahu nukleazy pro beztemplatovou kontrolu (No

Template Control, NTC) do zkumavky NTC (pozice zkumavky 2) a tuto zkumavku

uzavrete vickem.

8. Do zkumavek s alikvoty (pozice zkumavek 3-26) pfidejte 5 pl kazdého alikvotu DNA

a zkumavky uzavrete vicky.

9. P¥idejte 5 pl pozitivni kontroly KRAS (Positive Control, PC) do zkumavky na pozitivni

kontrolu (pozice zkumavky 1) a zkumavku uzavfete vickem.

Kazda zkumavka musi obsahovat celkovy reakéni objem 25 ul (20 pyl master mixu

pfipraveného dle tabulky 3 plus 5 pl NTC / alikvotu / pozitivni kontroly).

24
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11.
12.

13.

14.

Ciselné pozici v kazdém stripu se 4 zkumavkami PCR (napf. pozice 1, 5 a 9 atd.), aby
byla naznadena orientace k naplnéni zkumavek do rotoru se 72-jamkami pfistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM P¥istroj.

Vickem uzaviené zkumavky 4krat otocte, abyste promichali alikvoty a reakéni smési.

Umistéte vSechny stripy se 4 zkumavkami PCR do pfisluSnych pozic na rotoru se
72 jamkami podle rozvrzeni cyklu (tabulka 4) s vyuzitim znacek pro spravny smér

natoceni.

Poznamka: Neni-li rotor plné obsazen, zapliite vSechny nepouzité pozice rotoru
prazdnymi zkumavkami s vicky. Tim se zajisti, ze bude zachovana tepelna uc€innost
pFistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Rotor se 72 jamkami umistéte do pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Ujistéte se,
Ze je pojistny krouzek (dodavan s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) umistén
v horni &asti rotoru, aby zajistil zkumavky béhem zpracovani.

Spustte software Rotor-Gene Q dvojim kliknutim na ikonu ,therascreen KRAS QC
Locked Template*“ (Uzavfena Sablona therascreen KRAS QC) na pracovni plose
laptopu pfipojeného k zafizeni Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (obrazek 1).

L1

Lo
B

&
KRASIGHU S

— ke - ;

|H‘“'li|£.i§£4

Obrazek 1. lkona ,,therascreen KRAS QC Locked Template“ (Uzaviena Sablona therascreen KRAS QC).
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Objevi se zalozka ,Setup” (Nastaveni) jako vychozi nastaveni (obrazek 2).
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Obrazek 2. Zalozka ,,Setup“ (Nastaveni) a policko ,,Locking Ring Attached* (Pojistny krouzek nasazen).
1 = zalozka ,Setup” (Nastaveni); 2 = poli¢ko ,Locking Ring Attached” (Pojistny krouzek nasazen).

15. Zkontrolujte, zda je pojistny krouzek spravné nasazen, a zaSkrtnéte poli¢ko ,Locking
Ring Attached® (Pojistny krouzek nasazen). Uzavfete viko pfistroje Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM.

16. Zadejte ID cyklu do pole ,Run ID* (ID cyklu) dle mistnich zasad pro pojmenovani.
Zadejte nazev alikvotu do dialogového pole ,Sample Name“ (Nazev alikvotu) podle
mistnich z&sad pro pojmenovani a stisknéte kldvesu Vratit.
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Tim pfidate nazev alikvotu do seznamu alikvotll nize a pfifadite alikvotu ,Sample ID*
(Identifikaéni Cislo alikvotu) (1, 2, 3 atd.). Kromé toho dojde k aktualizaci panelu
.Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru) na pravé strané
a bude obsahovat nazev alikvotu (obrazek 3).

Nazvy alikvotl ulozené ve formatu *.smp (soubor s alikvoty zafizeni Rotor-Gene Q)
nebo *.csv (hodnoty oddélené Carkou) je mozné importovat pomoci tlacitka ,,Import
Samples®“ (Importovat alikvoty). PFi pouziti tohoto zplsobu jsou nazvy alikvotd

vyplnény automaticky.

Poznamka: V panelu ,Layout of the pipetting adapter® (Rozvrzeni pipetovaciho
adaptéru) zkontrolujte, zda bylo pfidani nazvu alikvotu zvyraznéno zménou barvy a zda
je nazev alikvotu v dané pozici alikvotu (obrazek 3).

Poznamka: Nazvy alikvotll s vice nez 8 znaky nemuseji byt v panelu ,Layout of the

pipetting adapter” (Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru) uplné zobrazeny.

Obrazek 3. Zadani ,,Run ID“ (ID cyklu) a ,,Sample Name* (Nazvu alikvotu). 1 = dialogové pole
,Run ID* (ID cyklu); 2 = tlacitko ,Import Samples® (Importovat alikvoty); 3 = dialogové pole ,Sample
Name* (Nazev alikvotu); 4 = seznam alikvot(; 5 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni
pipetovaciho adaptéru).
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17. Zopakovanim kroku 16 zadate nazvy vSech dalSich alikvotll (obrazek 4).

Poznamka: Chcete-li upravit nazev alikvotu, kliknéte na ,,Sample Name“ (Nazev

alikvotu) v seznamu alikvoti a zvoleny alikvot se objevi v dialogovém poli ,Sample

Name“ (Nazev alikvotu) nahofe. Zménte nazev alikvotu dle mistnich zasad pro

pojmenovani a stisknutim klavesy Vratit nazev aktualizujete.
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Obrazek 4. Zadani dalSich nazvu alikvota v dialogovém poli ,,Sample Name* (Nazev alikvotu). *1 = tlacitko
LImport Samples* (Importovat alikvoty), 2 = dialogové pole ,Sample Name“ (Nazev alikvotu) a seznam alikvott,
3 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru) s dodate¢nym nazvem alikvotu.
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18. Po zadani v8ech nazvu alikvot( ovéfte, zda jsou spravné. V pFipadé potfeby pfidejte
pfipadné dalsi informace do dialogového pole ,,Notes“ (Poznamky) a poté kliknéte na
tlagitko ,,Start Run* (Spustit cyklus) (obrazek 5).

Poznamka: Pokud je jakakoliv pozice rotoru nevyuzita, objevi se ,Warning® (Varovani)
(obrazek 5 a obrazek 6), které uzivatele upozorni, Ze vSechny nevyuzité pozice na
rotoru museji byt vyplnény uzavienou prazdnou zkumavkou. Zkontrolujte, ze vSechny
nevyuzité pozice rotoru jsou vyplnény uzavienou prazdnou zkumavkou, a kliknutim na
tlagitko ,,OK“ pokracujte.
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Obrazek 5. Dialogové pole ,,Notes“ (Poznamky), tlacitko ,,Start Run“ (Spustit cyklus) a ,,Warning“ (Varovani)
o nevyuzitych pozicich rotoru.
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Layout of the pipetting adapter.

Positiort1 Position'd
PC

Sample 7
Control Control

a9

7Rctor-Gene Q Series Software @

i Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes. 1
Da you wish to continue?

e

ample
Control

Positiorc5
Sample 3
Contral

Obrazek 6. 1 = Hlaseni ,Warning"“ (Varovani) o nevyuzitych pozicich rotoru.

19. Objevi se okno ,Save As" (Ulozit jako). Zvolte pfisluSsny nazev souboru a ulozte cyklus
PCR jako soubor *.rex na vybrané misto. Kliknéte na tlacitko ,,Save“ (Ulozit)
(obrazek 7).

erzion ;174 %
|

Save As

DNA Samgle Asses Savein [ (@ Desktop -l ckE-
LMy Documents
 [fares | _-é 3 My Computer
| |k My Recent Sy Network Places
Documents
[Sample Name

T Semple 1 (]
2 Sample 2
3 Sample 3 Dadee
4 Sample 4 S e
5 Sample 5 )
6 Sample 6
7 Sample 7 My Documents
8 Sample 8 -

51

My Computer
2 My Network | File name: |oha Sample Assessment hd [ saw - 3
Save a3 lype: | Run Fite [*.rex] - Cancel
Conticl i
Posilicn§

Coammrle

Obrazek 7. Ulozeni souboru cyklu. 1 = okno ,Save As* (UloZit jako), 2 = nazev souboru a ulozit jako soubor typu
*.rex, 3 = ,Save” (Ulozit).
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Spusti se cyklus PCR.

Poznamka: Jakmile se cyklus spusti, automaticky se otevfe zalozka ,Run Progress®
(Prabéh cyklu), v niz se zobrazi sledovani teploty a zbyvajici doba zpracovani cyklu
(obrazek 8).

Obrazek 8. Zalozka ,,Run Progress“ (Pribéh cyklu).

Po dokonceni cyklu se automaticky otevie zalozka ,Analysis“ (Analyza).

Poznamka: Pokud se zalozka ,Analysis® (Analyza) neotevie, kliknéte na zalozku
+Analysis (Analyza) (obrazek 9).

Poznamka: Vysvétleni metody vypoctu je uvedeno v ¢asti ,Interpretace vysledkud*.
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Setup T A Progess 1 Analpsis. e 'I
Bepca

‘Sample C Result Table:

Tube D] Sample Hams | Cortiol Assay O | Flage/w/asrings [Status
1 FC Connol %50 - Vahd
2 HIC Corhol D Vald
3 0710708 nn- Vahd
4 orrone 7% Vald
5 00728 00 - Vo
& orore %5 Vaid
I wnone 2% - Voki
o 077078 24 Vahd
4 oz 2% - Vaki
10 Q37710778 aw Vaid
i 7078 N4 Vahd
12 w078 B0 Vald — 2
13 [l L Vad
14 03771088 344 - Vol
15 oroas ne Vad
15 ety B0 Vaki
17 orn0mEs EL Vold
18 o3r710a78 03 Veld
13 3TI088 02 - Vokd
2 ori0ee 217 Vald
n 0371008 286 - Void
2 07708 an Vald
z o3rrioss B2 Vekd
24 e 857 - Vaid
s oo 260 Veid
E3 (37710358 3041 - Vahd

Obrazek 9. Zalozka ,,Analysis“ (Analyza) a uvedeni vysledku. 1 = zalozka ,Analysis” (Analyza), 2 = ,Sample QC
Result Table“ (Tabulka s vysledky kontroly kvality alikvotud).

Poznamka: Vysledky kontroly budou uvedeny nasledovné v tabulce ,Sample QC
Result Table* (Vysledky kontroly kvality alikvott) (2 na obrazku 9).

e Kontroly cyklu (PC a NTC, pozice zkumavky 1, respektive 2): Pokud jsou vysledky
v ramci pfijatelného rozpéti, zobrazi se hodnota ,Valid“ (Platny). V opaéném pfipadé se
objevi hodnota ,Invalid* (Neplatny).

e Hodnota Cr kontrolni reakce alikvotu je >32,00: Zobrazi se hodnota ,Invalid*
(Neplatny). Mnozstvi DNA je nedostatec¢né pro analyzu mutace. Zopakujte testovani
alikvotu. Jestlize je mnozZstvi DNA stale nedostate¢né, extrahujte vice nadorové tkané,
pokud je k dispozici (viz ¢ast ,Navod na feSeni potizi).

e Hodnota Cr kontrolni reakce alikvotu je <21,92: Zobrazi se hodnota ,Invalid*
(Neplatny). Koncentrace DNA je pfiliS vysoka pro analyzu mutace. Zfedte vodou bez
obsahu nukleazy pro fedéni (Dil.) a zopakujte test. Zfedte na hodnotu Ct 21,92-32,00.
Redéni 1 : 1 zvy$uje hodnotu Cr pfiblizné o 1,0.

e Hodnota Cr kontrolni reakce alikvotu je 21,92-32,00 (21,92 < Ct kontroly < 32,00):
Zobrazi se hodnota ,Valid“ (Platny). Koncentrace DNA je vhodna pro analyzu mutace.

Poznamka: V pfipadé, Ze je vyZzadovana opakovana extrakce nebo fedéni, zopakuijte
kontrolni reakci k ovéfeni, ze koncentrace DNA je vhodna pro pouziti.
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20. Chcete-li vygenerovat soubory se zpravami, kliknéte na tlagitko ,,Report” (Zprava).
Objevi se okno ,Report Browser* (Prohlize€ zprav). Zvolte moznost ,,KRAS Analysis
Report“ (Zprava analyzy KRAS) v poloZce ,Templates® (Sablony) a poté kliknéte na
tlagitko ,,Show* (Ukazat) (obrazek 10).

Poznamka: Zpravy je mozné ukladat do alternativniho umisténi ve formatu webovych

archivu kliknutim na tlagitko ,Save As* (Ulozit jako) v levém hornim rohu kazdé zpravy.
T =iy

10 wnoe
1 armores
12 o [==r] 3
1 & thesascreen KAAS Ansyric
thesascreen KRAS Ansbysis

Obrazek 10. Vybér zpravy ,,KRAS Analysis Report“ (Zprava analyzy KRAS). 1 = ,Report” (Zprava), 2 = okno
,Report Browser" (Prohlize¢ zprav), 3 = vybér ,KRAS Analysis Report“ (Zprava analyzy KRAS), 4 = tlacitko ,Show*
(Zobrazit).
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P

rotokol: Detekce mutaci KRAS

Tento protokol plati pro detekci mutaci KRAS.

D

Ulezité body pfed zahajenim pouzivani
Jakmile alikvot projde vyhodnocenim vzorku, mlzZe byt testovan pomoci analyzy
mutaci KRAS.

Pro efektivni pouziti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit je nutné alikvoty
uspofadat do davek po 7 (k naplnéni jednoho rotoru se 72 jamkami). V pfipadé
menSich davek bude mozné soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit otestovat
méné alikvotU.

Pfed prvnim pouzitim pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zajistéte, aby byla
instalovana spravna verze softwaru therascreen KRAS Assay Package odpovidajici
aktualni verzi softwaru Rotor-Gene Q (viz Pfiloha 2: Instalace softwaru therascreen
KRAS Assay Package).

Postup

1. Oznacte 8 mikrocentrifugacnich zkumavek (nejsou soucasti dodavky) dle odpovidajici
reakéni smési, jak je zndzornéno v nize uvedené tabulce. Pfipravte dostatek master
mixt (kontrolni nebo mutacni reakéni smés [zkumavka CTRL, 12ALA, 12ASP,
12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL nebo 13ASP] plus Tag DNA polymeraza [Taq]) pro
alikvoty DNA, jednu pozitivni kontrolu KRAS (zkumavka PC) ajednu vodu bez
nukledzy pro beztemplatovou kontrolu (zkumavka NTC) podle objem( uvedenych
v tabulce. Zahrrite €inidla pro 1 alikvot navic, coz pfedstavuje dostateény prebytek pro
pfipravu PCR. Master mix obsahuje vSechny sloZzky nutné k provedeni PCR kromé

alikvotu.
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfirucka 11/2019



Analyza a zkumavka s reakéni smési

Objem reakéni smési

Objem Taq
DNA polymerazy

Kontrola (zkumavka CTRL)

12ALA (zkumavka 12ALA)
12ASP (zkumavka 12ASP)

12ARG (zkumavka 12ARG)
12CYS (zkumavka 12CYS)
12SER (zkumavka 12SER)
12VAL (zkumavka 12VAL)

13ASP (zkumavka 13ASP)

19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)

19,76 pl x (n + 1)

0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)
0,24 pl x (n + 1)

0,24 ul x (n + 1)

n = pocet reakci (alikvoty plus kontroly).

Pfipravte dostatek master mixu pro 1 alikvot navic (n + 1), pfedstavujici dostatecny prebytek pro pfipravu
PCR. Hodnota n nesmi prekrocit 7 (plus kontroly), protoZze 7 je maximalni pocet alikvotl, které je mozné

zpracovat v jednom cyklu.

2. Promichejte rozmrazena cCinidla pfevracenim kazdé zkumavky 10krat, aby nedoslo
k lokalni koncentraci soli. Zkumavky kratce odstfedte, aby se obsah shromazdil na

dné zkumavky.

3. Nastavte nizSi objem pipety, nez je celkovy objem reakéni smési, a dukladné

promichejte master mixy tak, Ze je 10krat napipetujete a zcela vypustite.

4. Do kazdé prislusné stripové zkumavky PCR ihned pfidejte 20 yl master mixu.

Poznamka: Rozvrzeni zkumavek pfi pfipravé reakénich smési naleznete v tabulce 5.
Pro detekci mutaci KRAS museji byt master mixy pfidany do 8 zkumavek PC,

8 zkumavek NTC a 8 zkumavek pro kazdy alikvot DNA.
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Tabulka 5. Rozvrzeni cyklu pro vyhodnoceni mutaci KRAS v plnicim bloku

Kontroly Cislo alikvotu

Analyza PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

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

* Cisla oznaduji pozice v pinicim bloku a indikuji kone&nou polohu rotoru.

5.

Ihned pfidejte 5 pl vody bez obsahu nukledzy pro beztemplatovou kontrolu (No
Template Control, NTC) do zkumavek NTC (pozice zkumavek 9-16) a tyto zkumavky

uzavrete vickem.

. Do zkumavek s alikvoty (pozice zkumavek 17-72) pfidejte 5 pl kazdého alikvotu DNA

a zkumavky uzaviete vicky.

. Pridejte 5 yl pozitivni kontroly KRAS (Positive Control, PC) do zkumavek PC (pozice

zkumavek 1-8) a zkumavky uzaviete vickem.

Ciselné pozici v kazdém stripu se 4 zkumavkami PCR (napf. pozice 1, 5 a 9 atd.), aby
byla naznacena orientace pro vkladani zkumavek do rotoru se 72 jamkami pfistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. 4krat prevratte zaviCkované zkumavky, abyste promichali alikvoty a reakéni smés.

. Umistéte vSechny stripy se 4 zkumavkami PCR do pfisluSnych pozic na rotoru se

72 jamkami podle rozvrzeni cyklu (tabulka 5) s vyuzitim znacek pro spravny smér

natoceni.
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Poznamka: Pfi kazdém cyklu PCR Ize zpracovat nejvySe 7 alikvotd. Neni-li rotor piné
obsazen, zaplfite vSechny nepouzité pozice rotoru prazdnymi zkumavkami s vic¢ky. Tim
se zajisti, Ze bude zachovana tepelna ucinnost pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM.
11. Rotor se 72 jamkami umistéte do pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Ujistéte se,
Ze pojistny krouzek (dodavan s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) je umistén

v horni ¢asti rotoru, aby zajistil zkumavky béhem zpracovani.

12. Spustte software Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM dvojim kliknutim na ikonu
»therascreen KRAS Locked Template*“ (Uzaviena Sablona therascreen KRAS) na
pracovni ploSe laptopu pfipojeného k zafizeni Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
(obrazek 11).

Template

Obrazek 11. Ikona ,therascreen KRAS Locked Template“ (Uzaviena Sablona therascreen KRAS).

Objevi se zalozka ,Setup” (Nastaveni) jako vychozi nastaveni (obrazek 12).

1—- = ]

-

O ——

Obrazek 12. 1 = zalozka ,,Setup“ (Nastaveni) a 2 = poli¢ko ,,Locking Ring Attached“ (Pojistny krouzek
nasazen).
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13. Zkontrolujte, zda je pojistny krouzek spravné nasazen, a zaSkrtnéte policko ,,Locking

Ring Attached” (Pojistny krouzek nasazen). Uzavrete viko pfistroje Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM.

14. Zadejte ID cyklu do pole ,,Run ID* (ID cyklu) dle mistnich zasad pro pojmenovani.

15. Zadejte nazev alikvotu do dialogového pole ,,Sample Name“ (Nazev alikvotu) podle

mistnich zasad pro pojmenovani a stisknéte klavesu Vratit.

Tim pfidate nazev alikvotu do seznamu alikvotl nize a pfifadite alikvotu ,Sample ID*
(Identifikacni Cislo alikvotu) (1, 2, 3 atd.). Kromé& toho dojde k aktualizaci panelu
.Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru) na pravé strané
a bude obsahovat nazev alikvotu (obrazek 13).

Poznamka: V panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni pipetovaciho
adaptéru) zkontrolujte, zda bylo pfidani nazvu alikvotu zvyraznéno zménou barvy a zda

je v8ech 8 analyz ve sloupci pod krouzkem alikvotu zvyraznéno (obrazek 13).

Poznamka: Je mozné pfidat maximalné 7 alikvotd. Identifikacni ¢isla alikvot( (ID) (v

krouzcich alikvotll) budou automaticky pfifazena od 1 do 7.

Poznamka: Nazvy alikvotl s vice nez 8 znaky nemuseji byt v panelu ,Layout of the

pipetting adapter* (Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru) uplné zobrazeny.
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Nazvy alikvot( uloZzené ve formatu *.smp (soubor s alikvoty zafizeni Rotor-Gene Q)
nebo *.csv (hodnoty oddélené ¢arkou) je mozné importovat pomoci tlacitka ,,Import
Samples® (Importovat alikvoty). PFfi pouziti tohoto zpUsobu jsou nazvy alikvotl

vyplnény automaticky.

The R

H

fwifn |

(ID cyklu), 2 =dialogové pole ,Import Samples® (Importovat alikvoty) (u verze softwaru 2.1 neni k dispozici),
3 = dialogové pole ,Sample Name“ (Nazev alikvotu), 4 = seznam alikvott, 5 = panel ,Layout of the pipetting adapter”
(Rozvrzeni pipetovaciho adaptéru), 6 = zvyraznény krouzek alikvotu a sloupec 8 analyz pod nim.
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16. Zopakovanim kroku 14 zadate nazvy vSech dalSich alikvot( (obrazek 14).
Poznamka: Chcete-li upravit nazev alikvotu, kliknéte na ,,Sample Name“ (Nazev
alikvotu) v seznamu alikvotll a zvoleny alikvot se objevi v poli ,,Sample Name* (Nazev
alikvotu) nahofe. Zménte nazev alikvotu dle mistnich zésad pro pojmenovani

a stisknutim klavesy Vratit nazev aktualizujete.

s i e | 5 e |

Obrazek 14. Zadani dal$ich nazvu alikvotu v dialogovém poli ,,Sample Name* (Nazev alikvotu). 1 = dialogové
pole ,Sample Name* (Nazev alikvotu), 2 = seznam alikvott, 3 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Rozvrzeni
pipetovaciho adaptéru) s dodate¢nymi nazvy alikvotu.
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17. Po zadani v8ech nazvu alikvot( ovéfte, zda jsou spravné. V pfFipadé potfeby pfidejte
pripadné dalSi informace do dialogového pole ,,Notes“ (Poznamky) a poté kliknéte na
tlacitko ,,Start Run* (Spustit cyklus) (obrazek 15).

Poznamka: Pokud je jakakoliv pozice rotoru nevyuzita, objevi se ,Warning“ (Varovani)
(obrazek 15 a obrazek 16), které uzivatele upozorni, Ze vSechny nevyuzité pozice na
rotoru museji byt vyplnény uzavienou prazdnou zkumavkou. Zkontrolujte, ze vSechny

nevyuzité pozice rotoru jsou

[ =y

Obrazek 15. 1 = dialogové pole ,Notes" (Poznamky), 2 = tla¢itko ,Start Run“ (Spustit cyklus)
a 3 = ,Warning“ (Varovani) o nevyuzitych pozicich rotoru.
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Rotor-Gene Q Series Software

Do you wish to continue?

oK

‘-.I Warning - There are unused Rotor Tubes,

Please fill all unused positions with empty tubes,

Cancel

Obrazek 16. Hlaseni ,Warning" (Varovani) o nevyuzitych pozicich rotoru.

18. V okné Save as (UlozZit jako) zvolte pfislusny nazev souboru a ulozte PCR cyklus jako

soubor *.rex na vybrané misto (obrazek 17).

M Computer

€ Metwork

—
[ Save As \ Il' f' 53
@Q-m Desktop » ~ [ 43| [ Sear ol
Organize ~ New folder B% ‘6‘
¢ Favorites Ll Libraries
18 Computer
3 Libraries €l Network

File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1)

Save as type: | Run File (".rex)

# Hide Folders

Obrazek 17. Ulozeni souboru cyklu.
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Spusti se cyklus PCR.

Poznamka: Jakmile se cyklus spusti, automaticky se otevie zalozka ,Run Progress*
(Prabéh cyklu), v niz se zobrazi sledovani teploty a zbyvajici doba zpracovani cyklu
(obrazek 18).

Tamparatus Traca - Tamp ) ve Toss i)

[———

Obrazek 18. Zalozka ,,Run Progress“ (Prubéh cyklu).

Po dokonéeni cyklu se automaticky otevre zalozka ,Analysis” (Analyza).

Poznamka: Pokud se zalozka ,Analysis“ (Analyza) neotevie, kliknéte na zalozku

»Analysis (Analyza) (obrazek 19).

Poznamka: Vysvétleni metody vypoctu je uvedeno v ¢asti ,Interpretace vysledka®.
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Obrazek 19. Zalozka ,,Analysis“ (Analyza) a uvedeni vysledkul. 1 = zalozka ,Analysis“ (Analyza), 2 = panel ,Run
Controls, Positive Control* (Kontroly cyklu, pozitivni kontrola), 3 = panel ,Run Controls, Negative Control“ (Kontroly
cyklu, negativni kontrola), 4 = ,Sample Result Table* (Tabulka s vysledky alikvott), 5 = sloupec ,KRAS Mutation
Status” (Stav mutace KRAS).

Vysledky analyzy budou uvedeny ve zpravé nasledujicim zpusobem (obrazek 19):

® Panel ,,Run Controls, Positive Control“ (Kontroly cyklu, pozitivni kontrola): Pokud
jsou vysledky v pfijatelném rozmezi, objevi se ve sloupci ,Positive Control Status® (Stav
pozitivni kontroly) hodnota ,Valid* (Platny). V opacném pfipadé se objevi vysledek
.invalid“ (Neplatny).

e Panel ,,Run Controls, Negative Control“ (Kontroly cyklu, negativni kontrola): Pokud
jsou vysledky ,NTC* (Beztemplatova kontrola) a ,Internal Control“ (Vnitfni kontroly)
v pfijatelném rozmezi, objevi se ve sloupci ,Negative Control Status® (Stav negativni
kontroly) hodnota ,Valid“ (Platny). V opaéném pfipadé se objevi vysledek ,Invalid®
(Neplatny).
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e Panel ,Sample Result Table“ (Tabulka s vysledky alikvotd): Specifické mutace budou
uvedeny pro alikvoty s pozitivni mutaci ve sloupci ,KRAS Mutation Status“ (Stav
mutace KRAS).

19. Chcete-li vygenerovat soubory se zpravami, kliknéte na tlacitko ,,Report* (Zprava).
Objevi se okno ,Report Browser* (Prohlize€ zprav). Zvolte moznost ,,KRAS Analysis
Report“ (Zprava analyzy KRAS) v poloZce ,Templates® (Sablony) a poté kliknéte na
tlacitko ,,Show* (Ukazat) (obrazek 20).

Poznamka: Zpravy s vysledky je mozné ulozit do alternativniho umisténi ve formatu
webovych archivd kliknutim na tlagitko ,,Save As“ (Ulozit jako) v levém hornim rohu

kazdé zpravy.

Obrazek 20. Vybér zpravy ,KRAS Analysis Report“ (Zprava analyzy KRAS). 1 = ,Report‘ (Zprava), 2 = okno
,Report Browser" (Prohlize¢ zprav), 3 = vybér ,KRAS Analysis Report* (Zprava analyzy KRAS), 4 = tla¢itko ,Show"
(Zobrazit).

WN
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Interpretace vysledku

Analyza a detekce mutace jsou provadény automaticky softwarem therascreen KRAS
Assay Package po dokonCeni cyklu. Nasledujici informace vysvétluji, jak software
therascreen KRAS Assay Package provadi analyzu a detekci mutace.

Poznamka: Popis manualni analyzy je uveden v Pfiloha 1: Souprava therascreen KRAS
RGQ PCR Kit — manualini protokol.

Cyklus PCR, pfi némz fluorescence z urcité reakce prekrauje prahovou hodnotu, ktera je
definovana jako hodnota Ct. Hodnoty Cr oznacuji mnozstvi specifické vstupni DNA. Nizké
hodnoty Cr ukazuji na vy$si hladiny vstupni DNA a vysoké hodnoty Ct ukazuji na nizsi

hladiny vstupni DNA. Reakce s hodnotou Cr jsou vyhodnoceny jako pozitivni amplifikace.

Software Rotor-Gene Q vlozZi fluorescenéni signdly mezi 2 zaznamenané hodnoty.

Hodnotami Cr mohou proto byt jakakoliv reéina Cisla (nejen cela €isla) v rozmezi od 0 do 40.

Pro soupravu therascreen KRAS RGQ PCR Kit je prahovd hodnota nastavena na
0,05 relativnich jednotek fluorescence. Tato hodnota je konfigurovana v softwaru therascreen
KRAS Assay Package pro oba fluorescenéni kanaly, ,Green® i ,Yellow“. Prahova hodnota
byla definovana béhem vyvoje soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Byl proveden vypocet za u¢elem stanoveni hodnoty ACt pomoci rovnice:
ACt = [hodnota Cr analyzy mutace] — [hodnota Cr kontrolni analyzy]

Kontroly cyklu (pozitivni kontrola, NTC a interni kontroly) jsou vyhodnoceny, aby bylo

zajisténo, Ze jsou splnény pfijatelné hodnoty Ct a Ze reakce jsou provadény spravné.
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Hodnoty ACt alikvotu se podcitaji jako rozdil mezi Cr analyzou mutaci a Cr kontrolni
analyzou u stejného alikvotu: Alikvoty jsou hodnoceny jako pozitivni z hlediska mutace,
pokud vykazuji hodnoty ACt nizsi nebo rovny hrani¢ni hodnoté ACt pro danou analyzu.
Nad touto hodnotou miize alikvot obsahovat méné nez danou procentualni hodnotu
mutace, kterou Ize detekovat soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit (mimo limit
analyz), nebo je mutace u alikvotu negativni, coz mlze byt uvadéno jako ,No Mutation
Detected” (Mutace nebyla detekovana).

Zadna amplifikace v mutaénich reakcich nebude vyhodnocena jako ,No Mutation
Detected” (Mutace nebyla detekovana). Ocekava se, Zze hodnoty ACt vypocitané
z amplifikace na pozadi budou vy3$i nez hrani¢ni hodnoty ACt a alikvot bude vyhodnocen
jako ,No Mutation Detected“ (Mutace nebyla detekovana).

Vysledky analyzy budou zobrazeny jako ,Mutation Positive® (Mutace pozitivni),
,No Mutation Detected” (Mutace nebyla detekovana), ,Invalid® (Neplatny) nebo, pokud
dojde k selhani cyklu, ,Run Control Failed“ (Kontrola cyklu selhala). U alikvot(i pozitivnich

na mutaci bude uvedena specificka mutace.

Dal$i mozné vysledky, které mohou byt zobrazeny, jsou probrany v ¢asti ,Protokol:
Vyhodnoceni alikvotu DNA* této pfirucky.

Ve vzacnych pfipadech muze nador obsahovat vice nez jednu mutaci. V takovych
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.

Dalsi informace miizete najit také mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)

na strankach naseho centra technické podpory: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci

z technické podpory spolecnosti QIAGEN vzdy radi zodpovi vasSe otazky ohledné udajl

a/nebo protokoll vtomto manudlu iobecné k technologiim pro pfipravu alikvotl a jejich

analyz (kontaktni udaje naleznete na strankach www.giagen.com).

Komentare a navrhy

Neplatné vysledky

a)

b)

Podminky uchovavani jednoho Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz Stitek)
nebo vice komponentl neodpovidaji  reakénich cinidel a v pfipadé potfeby pouzZijte novou soupravu.
pokynim uvedenym v &asti

Skladovani ¢inidel a manipulace

S nimi.

Doba pouzitelnosti soupravy Zkontrolujte skladovaci podminky a datum exspirace (viz Stitek na
therascreen KRAS RGQ PCR Kitjiz ~ soupravé) reakénich c¢inidel av pfipadé potfeby pouzijte novou

uplynula. soupravu.

Alikvoty NTC vykazuji pozitivni vysledky v kanalu FAM.

Béhem pfipravy PCR doslo ke Zopakujte PCR v replikatech s novymi ¢inidly.

kontaminaci. Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky, pokud mozno, ihned po viozZeni

zkoumaného alikvotu.

Zkontrolujte, zda jsou pracovni prostor ipfistroje pravidelné

dekontaminovany.
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PFiznaky generované softwarem therascreen KRAS Assay Package

V tabulce 6 jsou uvedeny mozné pfiznaky, které mohou byt generovany softwarem

therascreen KRAS Assay Package, jejich vyznam a kroky, které je nutné proveést.

Tabulka6. Pfiznaky softwaru therascreen KRAS Assay Package

Pfiznak

Vyznam

Kroky

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION
_ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALID DATA

PC_MUTATION
_INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL
_EARLY CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

Cyklus PCR neplatny — FAM CT
mimo rozsah pro pozitivni kontrolu
v kontrolni reakci.

Cyklus PCR neplatny — FAM CT
mimo rozsah pro jednu nebo vice
kontrolnich reakci mutace.

Cyklus PCR neplatny — udaje
fluorescence v pozitivni kontrole
(kontrolni reakéni smés) nelze
interpretovat.

Cyklus PCR neplatny — udaje
fluorescence v pozitivni kontrole
(mutacni reakéni smés) nelze
interpretovat.

Cyklus PCR neplatny — interni
kontrola vys$i nez rozsah pro
negativni kontrolu.

Cyklus PCR neplatny — interni
kontrola niz8i nez rozsah pro
negativni kontrolu.

Cyklus PCR neplatny — FAM
neplatny (nizsi nez limit) pro
negativni kontrolu.

Cyklus PCR neplatny — udaje
fluorescence v negativni kontrole
nelze interpretovat.

Cyklus PCR neplatny — udaje
fluorescence v kontrolnim alikvotu
nelze interpretovat.

Alikvot neplatny — hodnota FAM Cr
kontrolniho alikvotu je pfili§ nizka.

Zopakujte cely cyklus PCR.

Zopakujte cely cyklus PCR.

Zopakuijte cely cyklus PCR.

Zopakujte cely cyklus PCR.

Zopakuijte cely cyklus PCR.

Zopakujte cely cyklus PCR.

Zopakujte cely cyklus PCR.

Zopakujte cely cyklus PCR.

PFipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani pfislusného/pfislusnych
alikvotu/alikvota.

Zredte alikvot, aby se zvysila kontrolni
hodnota Cr. Toto fedéni musi byt
vypocitano s predpokladem, Ze fedéni
1 : 1 vodou dodanou v soupravé zvysi
hodnotu Ct o 1,0; jakmile je alikvot
zfedén, pfipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani alikvotu.
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SAMPLE_CTRL_FAIL Alikvot neplatny — hodnota FAM C+
kontrolni reakce alikvotu je pfili§
vysoka.

SAMPLE_INT_CTRL _FAIL  Cr pfili§ vysoka (nebo zadna
hodnota Cr) pro vnitfni kontrolu
(HEX), mutace kanalu FAM
negativni.

Pfipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani reakce alikvotu. Pokud je
neplatny pfi opakovaném cyklu PCR,
extrahujte alikvot z nového/novych
fezulfez(l FFPE. Pfipravte novy cyklus
PCR k testovani tohoto nové
extrahovaného alikvotu. Pokud je
neplatny, zopakuijte i druhou extrakci.
Jestlize alikvot po tomto cyklu nedava
platny vysledek, je alikvotu pfidélen
stav neurcitelné mutace a zadné dalsi
testovani nemusi byt provadéno.

Pokud je alikvotu pfidélen platny stav —
zadné kroky.

Alikvoty CRC: Pokud je alikvotu
pridélen neplatny stav, pfipravte novy
cyklus PCR pro zopakovani alikvotu.
Pokud je neplatny pfi opakovaném
cyklu PCR, extrahuijte alikvot

z nového/novych fezu/fezd FFPE.
Pripravte novy cyklus PCR k testovani
tohoto nové extrahovaného alikvotu.
Pokud je neplatny, zopakujte i druhou
extrakci. Jestlize alikvot po tomto cyklu
nedava platny vysledek, je alikvotu
pfidélen stav neurcitelné mutace

a zadné dalsi testovani nemusi byt
provadéno.

Alikvoty NSCLC: Pokud je alikvotu
pfidélen neplatny stav, rozfedte
zbyvaijici alikvot 1 ku 8 s vodou ze
zkumavky oznacené DIL tak, aby byl
kone¢ny objem vétsi nez 40 pl

(napf. 10 ul DNA a 70 pl vody ze
zkumavky oznacené DIL) a pfipravte
novy cyklus PCR pro zopakovani
alikvotu. Pokud je neplatny pfri
opakovaném cyklu PCR, extrahujte
alikvot z nového/novych fezu/fezl
FFPE. Pfipravte novy cyklus PCR

k testovani tohoto nové extrahovaného
alikvotu. Pokud je neplatny, rozfedte
zbyvajici alikvot 1 ku 8 s vodou ze
zkumavky oznacené DIL tak, aby byl
kone¢ny objem vétsi nez 40 pl,

a testujte tento alikvot. Jestlize alikvot
po tomto cyklu nedava platny vysledek,
je alikvotu pridélen stav neurcitelné
mutace a zadné dalSi testovani nemusi
byt provadéno.
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SAMPLE_INT_CTRL
_EARLY CT

SAMPLE_INVALID _DATA

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE
_AND_INVALID

Zkumavka mutace neplatna —
hodnota Cr HEX alikvotu pfili§ nizka
(vnitfni kontrola).

Zkumavka mutace neplatna — udaje
fluorescence vnitfni kontroly nelze
interpretovat.

Zkumavka mutace neplatna —
hodnota Cr FAM alikvotu pfilis
nizka.

Jedna nebo vice mutaci alikvotu je
platna a pozitivni, zaroven jedna
nebo vice mutaci u stejného alikvotu
je neplatna (varovani, ne chyba).

Pokud je alikvotu pfidélen platny stav —
zadné kroky.

Pokud je alikvotu pfidélen neplatny
stav, pfipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani alikvotu.

Pokud je neplatny pfi opakovaném
cyklu PCR, extrahujte alikvot

z nového/novych fezu/fezli FFPE.
PFipravte novy cyklus PCR k testovani
tohoto nové extrahovaného alikvotu.
Pokud je neplatny, zopakujte i druhou
extrakci. Jestlize alikvot po tomto cyklu
nedava platny vysledek, je alikvotu
pfidélen stav neurcitelné mutace

a zadné dalsi testovani nemusi byt
provadéno.

Pokud je alikvotu pfidélen platny stav —
zadné kroky.

Pokud je alikvotu pfidélen neplatny
stav, pfipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani alikvotu. Pokud je neplatny
pfi opakovaném cyklu PCR, extrahujte
alikvot z nového/novych fezu/fezu
FFPE. Pfipravte novy cyklus PCR

k testovani tohoto nové extrahovaného
alikvotu. Pokud je neplatny, zopakujte

i druhou extrakci. Jestlize alikvot po
tomto cyklu nedava platny vysledek, je
alikvotu pridélen stav neurgitelné
mutace a zadné dal$i testovani nemusi
byt provadéno.

Pokud je alikvotu pfidélen platny stav —
zadné kroky.

Pokud je alikvotu pfidélen neplatny
stav, pfipravte novy cyklus PCR pro
zopakovani alikvotu. Pokud je neplatny
pfi opakovaném cyklu PCR, extrahuijte
alikvot z nového/novych fezul/fezu
FFPE. Pfipravte novy cyklus PCR

k testovéani tohoto nové extrahovaného
alikvotu. Pokud je neplatny, zopakujte

i druhou extrakci. Jestlize alikvot po
tomto cyklu nedava platny vysledek, je
alikvotu pfidélen stav neurgitelné
mutace a zadné dal$i testovani nemusi
byt provadéno.

Zadné.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem Fizeni jakosti spolec¢nosti QIAGEN, certifikovanym podle I1SO, je
kazda vyrobni SarZe souprav therascreen KRAS RGQ PCR Kit testovana podle pfedem

stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa konzistentni kvalita produktu.
Omezeni

Tento test je uréen k detekci 7 mutaci v kodonech 12 a 13 genu KRAS. Alikvoty s vysledky
uvedenymi jako ,No Mutation Detected” (Mutace nebyla detekovéna) mohou ukryvat

mutace KRAS nedetekované touto analyzou (napf. 13CYS).

Detekce mutaci zavisi na celistvosti alikvotu a mnozstvi amplifikovatelné DNA pfitomné v
alikvotu. Postup by mél byt zopakovan v pfipadé, ze prvotni vyhodnoceni DNA v alikvotu

ukazuje, ze mnozstvi bud neni dostate¢né, nebo je pfili§ vysoké pro analyzu mutace.

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit se pouziva v postupu polymerazovych
fetézovych reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR). Stejné jako u v8ech postupl PCR
mohou byt alikvoty kontaminovany vnéjSimi zdroji DNA v prostfedi, kde probiha testovani,
a DNA pfitomnou v pozitivni kontrole. Dbejte na to, abyste zabranili kontaminaci alikvotd

a Cinidel reakéni smési.

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je urCena pouze k rozliSeni mezi divokym
typem genu a mutaci. Tento test byl navrzen tak, aby kazda mutacni reakce byla co
nejvice citlivd na konkrétni testovanou mutaci. Nicméné u alikvotl, kde je mutace

detekovana, mohlo dojit ke zkfizené reaktivité s jinymi mutacnimi reakcemi. Jestlize je
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Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je validovana pouze pro tkané kolorektalniho
karcinomu (Colorectal Cancer, CRC) a nemalobunééného karcinomu plic (Non-Small Cell
Lung Cancer, NSCLC) fixované metodou FFPE.

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je validovana pouze s pouzitim soupravy
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je validovana
pouze s pouzitim pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Charakteristika funkénich viastnosti

Analyticka ucinnost

Specifické funkéni vlastnosti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit byly stanoveny na
zakladé studii zahrnujicich alikvoty fixovanych metodou FFPE odebrané od pacientu
s kolorektalnim karcinomem (Colorectal Cancer, CRC) a nemalobuné&fnym karcinomem
plic (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC). Metody odbéru alikvotd NSCLC zahrnovaly
biopsii dutou jehlou (Core Needle Biopsy, CNB), aspiraéni biopsii tenkou jehlou (Fine
Needle Aspiration, FNA) a resekci. Pro kazdy typ alikvotu bylo pouzito 8 FFPE lidskych
bunéénych linii, z nichz 7 obsahuje znamé mutace KRAS detekované v analyze a jedna
obsahuje divoky typ alely KRAS (tj. bez mutaci v kodonech 12 a 13). Stav mutace alikvotl
byl potvrzen obousmérnou Sangerovou sekvenaéni metodou.

Mezni hodnota

Pomoci metody, ktera se fidi smérnici v CLSI EP17-A (2004) (8), jsme analyzovali
225 alikvotd FFPE za ucelem stanoveni meznich hodnot pro tuto analyzu. Rozsah hodnot
Cr kontrolni reakce byl stanoven na 21,92 az 32,00. Mezni hodnoty, které jsou zaloZeny
na hodnoté Ct kontrolni reakce odectené od hodnoty Ct mutacnich reakci (ACt), jsou
uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7. Stanovené mezni hodnoty pro kazdou analyzu mutaci
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Mutaéni analyza

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

Mezni hodnota

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

Hodnoty meze slepého alikvotu

K vyhodnoceni Gcinnosti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit bez pfitomnosti
templatu pozitivniho na mutaci a aby se zajistilo, Ze slepy alikvot nevytvaii analyticky
signal, ktery maze ukazovat na nizkou koncentraci mutace, byly vyhodnoceny alikvoty bez
templatu. Vysledky neukazaly zadné detekovatelné hodnoty Cr kontroly nebo mutace
v zadné z mutacnich ani kontrolnich reakénich zkumavek (hodnoty Cr interni kontroly byly

vSechny platné).

Porovnani s analytickou referencni metodou: CRC

Byly provedeny dvé studie k prokazani shody ve stavu mutace alikvotdl CRC testovanych
pomoci soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit v porovnani s obousmérnou
sekvenacéni metodou. Celkem 137 alikvotll FFPE vykazalo platné vysledky pro soupravu

therascreen KRAS RGQ PCR Kit i obousmérnou sekvenacni metodu.

Celkové vysledky, kromé 6 neplatnych alikvotd zpracovanych Sangerovou obousmérnou
sekvenalni metodou, jsou uvedeny v tabulce 8. Tabulka 9 zobrazuje analyzu shody mezi
vysledky analyz soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit a obousmérnou sekvenéni

analyzou.
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Tabulka 8. Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. Sangerova obousmérna sekvenacni metoda

Zjisténi mutace obousmérnou sekvenaéni metodou

Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12SER 12VAL 13ASP Celkem
~  Negativni 80 - - 1 - 1 82
g
14 Fr—
>0  Pozitivni _ _ _ _ _
S0 12ALA . <
[N R
39 Pozitivni _ _ _ 1 _ _ 1
o€ 12ARG
2 2 Pozitivni
-]
£ g€ 12asp - - - 20 - - 20
> % Pozitivni
g § 12CYS - - - - - - 3
»n g Pozitivni
E 12SER - - - - - - v
Pozitivni
12VAL 2 - - - 14 - 16
Pozitivni
13ASP 1 - - - - 11 12
Celkem 83 3 0 22 14 12 137

Tabulka 9. Analyza shody

Méreni shody

Frekvence (%)

Interval spolehlivosti 95 %
(Confidence Interval, Cl)

Celkova mira shody
Mira pozitivni shody

Mira negativni shody

152/157 (96,82)
72/74 (96,30)
80/83 (96,39)

93,69-98,44
92,63-98,63
91,65-98,19

Druhy jedine¢ny soubor alikvotl byl vyhodnocen za u¢elem doplnéni udajd z prvni studie.

Byl vybran soubor 271 alikvotd CRC FFPE; 250 s neznamym stavem mutace a 21 alikvotd

se znamym stavem mutace (pro obohaceni vzacnymi mutacemi) bylo porovnano se

Sangerovou obousmérnou sekvenaéni metodou, viz popis vyse.
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U 247 alikvotd byla provedena analyza shody s platnymi vysledky obousmérné sekvenaéni
metody isoupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 9 alikvotd bylo nesouhlasnych.
Celkové bylo dosazeno shody 96,82 %. Tyto udaje podporuji vysledky pfesnosti soupravy
therascreen KRAS RGQ PCR Kit (tabulka 10 a tabulka 11).

Tabulka 10. Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. Sangerova obousmérna sekvenacni metoda
(druha studie)

Zjisténi mutace obousmérnou sekvenaéni metodou

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

+  Negativni 132 - - - - 1 - - 133
g
['4 Er—
>0 Pozitivni _ _ _ _ _ _ _
S4  12ALA 10 10
28 pozitivni
SE  12ARG 5 - 5 - - - - - 10
2 g Pozitivni
S _ _ _ _ _ _ _
£x 12ASP el B
> &  Pozitivni
g § 12CYS 1 - - - " - - - 12
N g Pozitivni
8 12SER - - - - - e - - =
= Pozitivni
12VAL 2 - - - - - 25 B 2z
Pozitivni
13ASP B B B B B - - " 1
Celkem 140 10 5 31 11 14 25 11 247

Tabulka 11. Analyza shody (druha studie)

Méreni shody Frekvence (%) Interval spolehlivosti 95 %
(Confidence Interval, Cl)

Celkova mira shody 238/247 (96,36) 93,73-98,09

Mira pozitivni shody 106/107 (99,07) 95,64-99,95

Mira negativni shody 132/140 (94,29) 89,93-97,13
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Porovnani s analytickou referencni metodou: NSCLC

Shoda mutaéniho stavu alikvotll NSCLC testovanych pomoci soupravy therascreen KRAS
RGQ PCR Kit ve srovnani s obousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou byla
prokazana analyzou klinickych alikvotd FFPE NSCLC odebranych pomoci resekce, CNB
nebo FNA. Pfed analyzou soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit byla z kazdého
alikvotu extrahovana DNA. Vysledky z tohoto testu byly porovnany s hodnotami ziskanymi

obousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou.

Celkem 360 alikvot vykazalo platné vysledky pro soupravu therascreen KRAS RGQ PCR
Kit i obousmérnou sekvenaéni metodu, z ¢ehoz 340 alikvotd mélo shodné vysledky.

Shoda mezi soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit a obousmérnou Sangerovou
sekvenaéni metodou je uvedena v tabulce 12. Dva alikvoty vykazaly obousmérnou
Sangerovou sekvenacni metodou dvojitou mutaci. ProtozZe jedna z mutaci byla stejna jako
mutace ve vysledku obdrzeném soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit, byly tyto
alikvoty klasifikovany jako souhlasné pfi analyze celkové shody, pozitivni shody a negativni
shody (tabulka 13).
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Tabulka 12. Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. Sangerova obousmérna sekvenacni metoda

Zjisténi mutace obousmérnou sekvenaéni metodou

& Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP Celkem
4
o
o Negativni 132 - - - - 1 - - 133
(<}
4
Pozitivni
g 12ALA - e - - - - - - E
¥ Pozitivni
S 12ALA_ 5 - 5 - - - - - 10
®  12CYS
O
o Pozitivni
E 12ARG - - - e - - - - S8
‘; Pozitivni
5 12AsP
S Pozitivni
§ 12CYS ‘ - - - U - - - 1z
o Pozitivni
B  12SER - - - - - 13 - - 13
c
[ Pozitivni
8 12VAL 2 - - - = - 25 - 27
© T
= Pozitivni
®  13asP - - - - - - - " "
Celkem 140 10 5 31 1 14 25 11 247

Tabulka 13. Analyza shody

Méreni shody

Frekvence (%)

Interval spolehlivosti 95 %

(Confidence Interval, Cl)

Celkova mira shody
Mira pozitivni shody

Mira negativni shody

340/360 (94,44)
79/80 (98,75)
261/280 (93,21)

92,03-96,29
94,21-99,94
90,20-95,51
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Limit detekce (Limit of Detection, LOD)

Pracovni rozsah soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit je zalozen na mnozstvi
amplifikovatelné DNA ze vzorkd, jak je stanoveno hodnotou Cr kontrolni reakce. Uvedeny
vstupni rozsah pro analyzu je definovan pfedem stanovenym rozsahem hodnot Ct kontroly
21,92 az 32,00. LOD je minimalni procento mutované DNA, které Ize detekovat na pozadi
divokého typu, pokud je celkova hladina amplifikovateiné DNA v ramci uvedeného
vstupniho rozsahu, av$ak niz§i nez hranice mezni hodnoty ACr.

CRC

Byla zpracovana studie na stanoveni LOD vS8ech 7 reakci specifickych pro jednotlivé
mutace, jez jsou soucasti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Pro soupravu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit byl limit detekce mutované DNA na pozadi DNA

replikath pro kazdy alikvot pozitivnich na mutaci uréeno jako pozitivni.

Modely logistické regrese byly pouzity individualné na kazdou analyzu pro datové sady
s nizkou a vysokou vstupni hladinou DNA. U téchto modeld byla proménnou reakce
binarni vystup detekované mutace (detekce = 1) a nedetekované mutace (detekce = 0),
prabéznou vysvétlujici proménnou byl logz % fedéni mutace. Hodnoty LOD byly
vypocitany jako procento fedéni mutace, které poskytlo predikovanou pravdépodobnost
detekce 0,95 (tabulka 14).
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Tabulka 14. Hodnoty LOD pro jednotlivé analyzy mutaci s pouzitim bunéénych linii FFPE

LOD Cos
Analyza (procento mutované DNA v DNA divokého typu)
12ALA 0,77
12ARG 2,56
12ASP 6,43
12CYS 1,47
12SER 5,65
12VAL 1,60
13ASP 6,42

NSCLC

LOD soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit byl stanoven a ovéfen pomoci tkané
CRC. Tyto vysledky LOD byly znovu ovéfeny pro tkané NSCLC.

Studie méla 2 ¢asti. V ¢asti 1 bylo nafedéno 60 replikati 7 mutacnich bunécénych linii
NSCLC FFPE, pfedstavujicich jednotlivé mutace zfedéné na LOD pfislusné analyzy,
a testovano. VSech 60 platnych replikatd bunéénych linii FFPE kazdého vyhodnoceného

alikvotu vykazalo 100% detekci pfisluSné mutace v ramci hodnoceného LOD.

V ¢asti 2 bylo 96 replikatl klinickych alikvotd NSCLC FFPE, predstavujicich jednotlivé
mutace ziskané tfemi metodami ziskavani (resekce, CNB a FNA), po nafedéni na LOD

pfislusné analyzy testovano.

96 platnych replikdtd pro mutace 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL a 13ASP bylo
identifikovano se 100% spravnosti. Analyzy mutaci 12CYS a 12SER ukazaly 95,8%
detekci pfi LOD.

To ukazuje, Ze dfive stanovena hodnota LOD je ovéfena pro vSechny analyzy mutace pfi
posuzovani alikvotd tkané NSCLC a klinickych alikvotd FFPE / NSCLC / bunéénych linii
FFPE / parovych alikvott pacienta.
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Vstupni urovné DNA a linearita

Vliv vstupni arovné DNA na hodnoty ACt

Pokud alikvoty pfi rlznych celkovych vstupnich drovnich DNA obsahuji stejny podil
mutaéni DNA, ocCekava se, Ze zjisténé hodnoty ACt zlstanou konzistentni. DNA

dosazitelnou hodnotou Ct kontrolni reakce.

Rozsah fedéni pro kazdou mutacéni reakci a stfedni hodnota ACt ziskana z vysledki jsou
uvedeny v tabulce 15 a tabulce 16. Celkové jsou hodnoty ACt konzistentni u vSech testu
v celém pracovnim rozsahu soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit; to dokazuje, Zze

hladina vstupni DNA nebude mit dopad na pfesnost stanoveni mutace alikvotu.

Tabulka 15. Vliv hladiny vstupni DNA na hodnoty ACt v rozsahu vstupnich hodnot Cr kontrolni reakce —
bunééné linie CRC FFPE

Acr
Analyza Redéni 1 Redéni 2 Redéni 3 Redéni 4 Redéni 5
~20-21 Cr ~23-24 Ct ~26-27 C1 ~29-30 Cr ~32-33 Cr
12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27
12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75
12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06
12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 -0,1
12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08
12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67
13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

*  Celkovy pocet replikatd pro 12ASP byl 27.
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Tabulka 16. Vliv hladiny vstupni DNA na hodnoty ACt v rozsahu vstupnich hodnot Cr kontrolni reakce —
alikvoty FFPE NSCLC

Acr
Analyza Redéni 1 Redéni 2 Redéni 3 Redéni 4 Redéni 5
~20-21Cr ~23-24 Ct ~26-27 Ct ~29-30 Ct ~32-33 Ct

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 =

12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40
12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97
12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 —*

12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01
13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 —*

*

Z&dné Cr mutaéni reakce kvdli nizké koncentraci DNA — nebyla vypogitana 24dna hodnota ACr.

Linearita / u€innost amplifikace jako funkce vstupni DNA

Linearita a u€innost amplifikace PCR pro kazdou mutaéni reakci v porovnani s kontrolni
reakci v celém pracovnim rozsahu soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit byla
prokazana. Uginnost amplifikace byla vypogitana pro kaZzdou mutaéni reakci a kontrolni
reakci jako [2(—1 / sklon kfivky)] —1.

Uginnost amplifikace kontroly v porovnani s mutaéni reakci ukazuje, Ze hodnota ACr,
a tedy zjisténi mutace, je konzistentni v celém pracovnim rozsahu analyzy. Souhrn udajl
je uveden v tabulce 17 a tabulce 18.

Linearita / u€innost amplifikace jako funkce procenta mutace

Cilem této studie bylo vyhodnotit vliv sériové fedéného alikvotu pozitivniho na mutaci na
ucinnost amplifikace v ramci pracovniho rozsahu soupravy therascreen KRAS RGQ PCR
Kit, po€inaje od hodnot Cr vstupnich hladin pfiblizné 22-23 Cr.
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Extrakty DNA z bunéénych linii CRC FFPE a alikvotd NSCLC byly nejprve vyhodnoceny
pomoci hodnot OD pred provedenim PCR pomoci soupravy therascreen KRAS RGQ PCR
Kit. Poté byly pfipraveny zasobni DNA tak, aby hodnota Cr kontrolni reakce odpovidala
pfiblizné 23 Ct. Zasobni DNA byly sériové zfedény, vzdy pomoci DNA divokého typu, aby
byla zachované konstantni celkova DNA divokého typu a zarovern se ménil procentni podil

mutacni DNA v templatu.

Byly pfipraveny smési DNA dostate¢né pro 6 replikatl na mutaci. Byly vypocitany hodnoty
Ct a ACt pro kazdou mutaci a kazdé fedéni. Model linearni regrese byl pouzit na hodnotu
Cr mutaéni reakce oproti vstupnimu fedéni DNA logz. Studie ukazala, Ze fedéni mutaci na
pozadi konstantni koncentrace DNA divokého typu vykazala u¢innosti amplifikace, které se

vyznamné neliSily od hodnot stanovenych ve vysSe uvedené studii.
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Tabulka 17. Uginnost amplifikace u kontrolnich a mutaénich reakci Bunééné linie CRC

Dolni Horni
oboustranna oboustranna
Standardni 95% mez 95% mez

Standardn Vypocitan chyba spolehlivosti spolehlivosti Rozdily

. ichyba ysklon (sklon (sklon (sklon Uginnost v Géinnostec
Alikvot Usek useku kiivky kivky) kivky) kivky) amplifikace h amplifikace
12ALA Kontrola Cr 21,060 0,060 —-1,008 0,007 -1,023 —-0,993 0,989 003
12ALACr 22,476 0,103 —0,987 0,013 -1,013 —0,961 1,019 '
12ARG Kontrola Cr 20,825 0,083 —-1,035 0,01 —1,056 -1,014 0,954 0,056
12ARG Cr 23,237 0,083 —-0,993 0,011 -1,016 -0,97 1,01
12ASP Kontrola Cr 20,385 0,13 -1,013 0,16 —-1,046 -0,98 0,982 ~0,003
12ASP Cr 21,347 0,065 -1,015 0,008 —-1,032 —0,999 0,979
12CYS Kontrola Cr 23,437 0,063 —-0,981 0,01 -1,003 -0,96 1,026 0,032
12CYSCr 24,289 0,039 —0,961 0,006 —0,974 —0,947 1,058
12SER Kontrola Cr 22,568 0,050 —1,003 0,008 -1,02 —0,986 0,996 0,105
12SERCr 252212 0,087 -0,934 0,014 0,963 0,904 1,101
19VAL Kontrola Cr 21,208 0,047 —0,995 0,006 —1,007 —0,983 1,007 0,033
12VALCr 21,532 0,043 —0,972 0,005 -0,983 —-0,961 1,04
13ASP Kontrola Cr 23,207 0,056 —-1,001 0,009 -1,02 —-0,982 0,999 0.145
12ASP Cr 26,466 0,106 —0,909 0,017 —0,945 —0,873 1,144 '
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Tabulka 18. Uginnost amplifikace u kontrolnich a mutaénich reakci Alikvoty NSCLC

Dolni Horni
oboustranna oboustranna
Standardni 95% mez 95% mez Rozdily
Standardn Vypocitan chyba spolehlivosti spolehlivosti v Gc€innostec
i ichyba ysklon (sklon (sklon (sklon Uéinnost h

Alikvot Usek useku kiivky kivky) kivky) kiivky) amplifikace amplifikace

12ALA Kontrola Cr 22,74 0,04 -0,15 0,02 -0,19 -0,11 0,94 0,069
12ALACr 24,11 0,16 -1,06 0,07 -1,20 -0,93 1,01

12ARG Kontrola Cr 21,92 0,03 -0,07 0,01 -0,09 -0,05 0,94 0,093
12ARG Cr 24,44 0,02 -0,98 0,01 -0,96 -0,96 1,04

12ASP Kontrola Cr 21,73 0,05 -0,13 -0,02 -0,17 -0,08 0,96 -0,001
12ASP Cr 22,69 0,03 -0,97 0,01 -1,00 -0,95 0,96

12CYS Kontrola Cr 21,73 0,04 0,11 0,01 -0,14 -0,08 0,98 0,019
12CYSCr 22,77 0,03 -1,01 0,01 -1,03 -0,99 1,00

12SER Kontrola Cr 22,03 0,05 —0,06 0,02 -0,10 -0,02 0,97 0,127
12SERCr 25,34 0,03 -0,97 0,01 -0,99 0,94 1,09

12VAL Kontrola Cr 22,13 0,04 -0,03 0,02 -0,07 0,01 0,92 0,011
12VAL Cr 23,34 0,08 -0,95 0,03 -1,01 -0,88 0,91

13ASP Kontrola Cr 22,63 0,02 -0,02 0,01 0,001 -0,04 0,94 0,066
12ASP Cr 25,14 0,07 -0,94 0,03 -1,00 -0,88 1,01

Interferujici latky

Cilem této studie bylo vyhodnotit vliv potencialné interferujicich latek na vysledky pfi
pouziti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit. To bylo provedeno analyzou dopadu
jednotlivych latek na hodnoty ACt a stav mutace testovanych alikvotdl pomoci experimentt
s obohacenim na rGzné koncentrace. Potencialnimi interferujicimi latkami z testovaného
procesu extrakce DNA byly pufr Buffer AL, pufr Buffer ATL, etanol, parafinovy vosk,
proteinaza K, promyvaci Buffer AW1, promyvaci Buffer AW2 a xylen. Jako slepa kontrola

byl testovan i koneény eluéni pufr ze soupravy, pufr Buffer ATE.

Z4adné z potencialng interferujicich latek, které byly vyhodnoceny v koncentracich
ocekavanych pfi bézném pouziti, nemaji vliv na schopnost soupravy therascreen KRAS
RGQ PCR Kit rozliit mezi alikvoty s pozitivni a negativni reakci na mutace.
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Kromé studie interferujicich latek byl posouzen potencialni vliv nekrézy u klinickych
alikvotll za ucelem stanoveni, zda vysoké uUrovné nekrotické tkané v alikvotech nador(
maji vliv na schopnost testu dosahnout platnych vysledkd. Z celkem 421 vyhodnocenych
alikvotl jako soucast studii porovnani s analytickou referenéni metodou obsahovalo
29 alikvotd dle hodnoceni patologa nekrézu v drovni >50 %. Ztéchto 29 alikvotl
28 vykazalo platné vysledky, které se shodovaly s obousmérnou Sangerovou sekvenaéni
metodou. Jeden vysledek byl neplatny v disledku nedostate¢ného mnozstvi DNA.

KFizova kontaminace

Cilem této studie bylo stanovit rozsah kiiZové kontaminace mezi alikvoty DNA pfi pouziti
soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit, ktera by mohla potencialné vést k falesné

pozitivnim vysledkim. Mezi potencialni zdroje kiizové kontaminace patfi:

® Extrakce alikvotu (napfiklad seSkrabnuti sklicek)

® Pipetovani alikvotu

® Uzavieni zkumavek s alikvoty (vickem)

® Kontaminace ¢inidel soupravy v pribé&hu pouzivani

® Vkladani zkumavek analyzy do pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

U této studie byly pouzity standardy FFPE: standard genu divokého typu a standard 12ALA

Tato studie sestavala z 10 cyklld PCR, uréenych k prozkoumani mozné kontaminace
v rdmci cykll na pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i mezi nimi. V téchto testovacich
cyklech byly zkumavky obsahujici DNA divokého typu pouzity k testovani kontaminace
z mutované DNA.

Vysledky uvedené studie neprokazaly zadnou zjistitelnou kontaminaci v zadném z extraktu
DNA divokého typu, které byly ur€eny k detekci kfizové kontaminace.
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Exkluzivita / zkfizena reaktivita

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit obsahuje 8 samostatnych reakci; zahrnuje
jednu samostatnou kontrolni reakci, kterd detekuje nepolymorfni oblast genu KRAS,
a sedm reakci specifickych pro mutaci. Neni k dispozici zadna reakce, ktera by specificky
zjiStovala sekvenci KRAS divokého typu na kodonu 12 nebo 13. Vysledek KRAS ,No
Mutation Detected” (Mutace nebyla detekovana) (ij. divokého typu) je uréen na zakladé

nepritomnosti jakékoliv ze 7 mutaci davajici vysledek pozitivni na mutaci.

Proto je nezbytné demonstrovat mnozstvi nespecifické amplifikace nebo zkfizené
reaktivity, ke kterym dochazi v kazdé reakci snadmérnym mnozstvim DNA KRAS
divokého typu, aby bylo zajiSténo, Ze nedojde k zadnym fale$né pozitivnim vysledkam.
Podobné je nespecificka amplifikace vyhodnocovana u mutaci KRAS, které analyza nema
detekovat. To ukazuje, Ze mnozZstvi zkfiZzené reaktivity mezi mutacnimi reakcemi nema za
nasledek chybné pozitivni vysledky mutaci v pfitomnosti nadmérnych mnozstvi mutacéni
DNA. Protoze vstupni hladina DNA pro tuto analyzu je zaloZzena na rozsahu hodnoty Cr
kontroly (21,92-32,00), nejvys&i vstupni koncentrace DNA je zaloZzena na hodnoté Cr
kontroly pfiblizné 22.

Nespecificka amplifikace / zkfizena reaktivita: DNA KRAS divokého typu

Bylo feSeno mnozstvi nespecifické amplifikace DNA divokého typu reakénimi smésmi
navrzenymi pro amplifikaci specifickych mutaci. Celkem bylo vyhodnoceno 60 replikata
DNA divokého typu bunééné linie FFPE a 60 alikvotd NSCLC pfi nejvyssi vstupni
koncentraci amplifikovatelné DNA pomoci soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Hodnoty Cr kontrol byly v rozsahu 22-23. Vysledky ukazaly, Ze hodnoty ACt prekrocily
dosazené mezni hodnoty analyzy a nejméné 95 % replikatd divokého typu bylo spravné
identifikovano.
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Nespecificka amplifikace / zkfizena reaktivita / exkluzivita: DNA KRAS pozitivni
na mutaci

Mutaéni alikvoty s vysokou koncentraci vstupni DNA byly testovany oproti vSem reakénim
smésim. Alikvoty DNA byly pfipraveny z kazdé z bunéénych linii CRC a NSCLC FFPE tak,
aby hodnota Cr kontrolni reakce byla pfiblizné 23. Z téchto Fedéni bylo vyhodnoceno
6 replikatd kazdého alikvotu mutace. Procento mutace v alikvotu se fidilo procentem
mutace v DNA bunécné linie.

Stfedni hodnoty ACt uvedené v tabulce 19 a tabulce 20 prokazuji, Ze mezi mutacnimi
reakcemi dochazi ke zkfiZzené reaktivité. Ve vSech pfipadech vysledky prokazaly, Ze byla
zjisténa spravna mutace v odpovidajici mutaéni reakci (tj. nejmensi hodnota ACt byla
spravnym pozitivnim vysledkem mutace). V8echny ostatni pfipady bud nebyly detekovany,
nebo byly mimo prahovou hodnotu ACr.

Tabulka 19. Zkfizena reaktivita (ACt) mezi mutac¢nimi reakcemi s pouzitim DNA bunééné linie CRC FFPE pri
vysokém vstupnim rozmezi

ACt analyzy

Mutaéni ~Mezni 12ALA  12ASP  12ARG 12CYS  12SER  12VAL  13ASP

DNA hodnota

12ALA 8 1,42* 12,66 - 5,811 2,78t 6,311 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42 - - 13,44 11,21 13,55
12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 - 13,43 12,66
12CYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* - 7,961 12,88
12SER 8 - 13,39 13,31 - 3,02* 12,99 13,97
12VAL 7,5 6,831 - - - 13,38 0,28* 13,74
13ASP 75 - 13,29 13,89 - - 14,36 4,5%

—: Zadna zkfizena reakce.
N

Hodnoty ACt odpovidajicich reakci.
t ACr ze zkfizené reaktivnich reakci, které jsou nizsi nez mezni hodnota.
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Tabulka 20. Zkfizena reaktivita (ACt) mezi mutac¢nimi reakcemi s pouzitim DNA bunécné linie NSCLC FFPE
pfi vysokém vstupnim rozmezi

ACT analyzy

Mutacni  Mezni 12ALA  12ASP  12ARG 12CYS  12SER  12VAL  13ASP
DNA hodnota

12ALA 8 1,31% 12,8 - 5,01t 2,26t 5,57t 12,65
12ASP 6,6 12,61 1,66* - = = 10,3 12,60
12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 - 12,66 12,62
12CYS 8 - 12,22 7,841 0,56* - 13,06 11,84
12SER 8 - 12,87 13,21 - 1,93* 13,25 12,93
12VAL 7,5 5,93t 14,29 = = 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 - - - - - - 2,02*

—: Zadna zkfizena reakce.
*  Hodnoty ACt odpovidajicich reakci.

T ACr ze zkfiZzené reaktivnich reakci, které jsou niz8i nez mezni hodnota.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Cilem této studie bylo prokazat presnost soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit
vramci laboratofe (opakovatelnost) a mezi laboratofemi (reprodukovatelnost). Jsou
uvadény jak spravnost vysledkll stanoveni mutace, tak presnost hodnot ACt (rozdil v
hodnotach Cr mezi mutacni reakci a kontrolni reakci).

CRC

Pro toto vyhodnoceni byly pouzity klinické alikvoty CRC. Jeden alikvot divokého typu a po
jednom alikvotu kazdé mutace byly testovany soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit;
testy alikvot a kontrolni testy provedli 2 pracovnici na kazdém ze 3 pracovist a ve
3 davkach soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit, kazdy den po dobu 5 dn(, se
2 cykly za den advéma replikaty pro kazdy alikvot kazdého cyklu. Hodnoty Ct a ACt
ziskané pro kazdou reakci u kazdého alikvotu byly rovnéz analyzovany analyzou variance
sloZek.
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Reprodukovatelnost testl soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit byla
demonstrovana pro alikvoty mutace nizké uUrovné (3x LOD) a alikvoty divokého typu
s nejméné 39/40 spravnymi identifikacemi mutace pro v8echny analyzy napfi¢ davkami,
platformami a pracovniky, v ramci jednotlivych laboratofi i mezi laboratofemi. Odhadovany
podil 3x LOD alikvotd mutaci a divokého typu byl hlaSen celkové avramci kazdého
pracovisté. U vSech analyz a kombinaci alikvotl alesponn 79 z 80 replikatd vykazalo

spravnou detekci mutace (tabulka 21).

Tabulka 21. Celkovy pocet spravnych detekci

Spravné detekce analyzy mutaci

Alikvot 12ALA  12ARG  12ASP  12CYS  12SER  12VAL  13ASP
Mutace 3x LOD 79/80  80/80 80/80  79/80 80/80 80/80 80/80
Divoky typ 80/80  79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80

(nizkéa aroven)

NSCLC

Pro kazdou ze 7 mutaci NSCLC KRAS byly pouzity 3 alikvoty reprezentujici kazdou ze
3 metod ziskavani alikvotl (resekce, CNB a FNA). Pro vytvofeni nafedénych smési DNA
divokého typu bylo pouzito dal$ich 6 klinickych alikvotli DNA divokého typu (vzdy 2 alikvoty

reprezentujici kazdou ze 3 metod ziskavani alikvotu).

Smisenim vice extrakci kazdého mutaéniho alikvotu byla vytvofena vzdy jedna smés
alikvotl kazdé mutace. Kazda smés mutacénich alikvotl byla zfedéna tak, aby vznikly

testovaci alikvoty s hladinami mutaci 1x LOD a 3x LOD.

Laboratofe G¢astnici se této studie byly na 3 rGznych mistech. Laboratorni podminky byly
na kazdém pracovisti rizné: 2 zafizeni Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, 2 operatofi,
2 8arze soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit a2cykly za den (nakazdého

operatora) po dobu 16 dna, které neprobéhly v fadé za sebou.
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U vSech analyz a kombinaci alikvotl alespon 284 z 288 replikatd vykazalo spravnou
detekci mutace. Celkovy podil spravnych stanoveni mutace, pro vSechny analyzy
dohromady, byl u skupiny 1x LOD 100 %. Celkovy podil spravnych stanoveni mutace, pro
vSechny analyzy dohromady, byl u skupiny 3x LOD 99,6 %. Celkovy podil spravnych
stanoveni u alikvott, kde mutace nebyla detekovana (divokého typu) byl 100 %
(tabulka 22).

Tabulka 22. Spravna stanoveni mutace pro 1x LOD, 3x LOD a DNA divokého typu

Uroven Dolni oboustranny
mutace Analyza Spravné detekce Spravné detekce, % 90% CI
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97
1% LOD 12CYS 284/284 100 96,85
12SER 284/284 100 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 288/288 100 98,97
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97
3x LOD 12CYS 284/288 98,61 96,85
12SER 284/288 98,61 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 287/287 100 98,96
Divoky typ 285/285 100 98,95
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Variabilita manipulace s alikvoty

Cilem této studie bylo vyhodnotit vliv variability manipulace s alikvoty, zvlasté extrakce
DNA, na vysledky pfi pouziti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Tato studie
doplfiuje studii opakovatelnosti a reprodukovatelnosti analyzou variability manipulace s
alikvoty. Stejné klinické fezy FFPE a bunééné linie FFPE byly zpracovany na 3 mistech
a poté testovany soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

CRC

Z kazdého z 10 alikvotd CRC FFPE bylo nafezano tficet po sobé jdoucich 5um fezd (3
divokého typu a 1 pro kazdou mutaci). Rezy byly randomizovany k 1 ze 3 testovacich
pracovist tak, aby kazdé pracovisté ziskalo 10 fezl z kazdého alikvotu FFPE (celkem
100 fezd). Ze 300 testovanych extrakci DNA bylo 298 alikvotl platnych. Mezi témito
3 pracovisti bylo dosazeno shody 99,33 % s ohledem na detekci mutace KRAS.

Porovnani primérné hodnoty ACt pro alikvoty mutaci a divokého typu podle jednotlivych
pracovist ukazalo velmi blizkou shodu vysledk(. Vysledky prokazaly shodu v postupu extrakce

DNA a zpracovani alikvott ve spojeni se soupravou therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NSCLC

V této studii bylo pouzito 13 klinickych alikvotll NSCLC (3x 12ASP, 3x 12CYS, 4x 12VAL
a 3 divokého typu) a 4 alikvoty bunéénych linii FFPE (12ALA, 12ARG, 12SER a 13ASP).
Alikvoty pfedstavovaly rizné metody odbéru: chirurgickou resekci, FNA a CNB. Kde
klinick& tkari NSCLC nebyla k dispozici, bunééné linie pfedstavovaly vzacné mutace.

Tyto tfi davky 20 fezi FFPE byly poté nahodné distribuovany na 3 pracovisté. Na kazdém
ze 3 pracovist byla provedena extrakce DNA z 20 fezd FFPE v davce (10 paru) podle
mutace a divokého typu.

PFi testovani vSech pfipravkd alikvotd na 3 jednotlivych pracovistich pomoci soupravy
therascreen KRAS RGQ PCR Kit bylo vSech 7 mutacnich alikvotd a alikvotd divokého typu
spravné stanoveno. Celkovy vysledek stanoveni mutace pro kazdy ze 7 mutacénich alikvotd
a alikvotl divokého typu byl 100 %, coz dokazuje shodu pfi extrakci DNA a detekci mutace
pomoci soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit mezi pracovisti.
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Rovnocennost metod ziskavani alikvotd (pouze NSCLC)

Ugelem této studie bylo posoudit, zda stanoveni mutace u alikvotti NSCLC pomoci
soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit bylo ovlivnéno zplsobem ziskani alikvotu.
3 metody ziskani alikvotu posuzované v ramci této studie byly fez, FNA a CNB.

V této studii ,parové” alikvoty CNB a FNA pacienta byly ziskany z chirurgickych fez(
alikvotl nadoru, aby bylo mozné stejny nador odebrat 3 metodami ziskavani alikvotd. Pro
tuto studii bylo k dispozici celkem 169 alikvotd odebranych resekci, 169 pomoci CNB
a 169 pomoci FNA.

Kazdy alikvot byl extrahovan a testovan pomoci kontrolni analyzy KRAS. Kazdy alikvot
s platnym vysledkem (169 fezu, 169 alikvotd CNB a 164 alikvottil FNA) byl testovan pomoci
vSech 8 analyz KRAS.

Kromé toho ze vSech klinickych alikvotl NSCLC FFPE byla DNA extrahovana pro test
pomoci soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit vyhodnocena i pomoci obousmérné
Sangerovy sekvenacéni metody, aby mohla byt stanovena urovern shody mezi soupravou
therascreen KRAS RGQ PCR Kit a obousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou. Ve
vSech typech alikvotl souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfesné vyhodnocuje stav
mutace a ve srovnani s obousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou dosahuje celkova
mira shody 96,96 %.

Vysledky z této studie ukazuji, ze souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit poskytuje
rovnocenné vysledky pfi vSech 3 zkoumanych zpusobech ziskavani, jak ukazuji parové

celkové miry shody:
® CNB vs. FNA 97,52 (meze spolehlivosti 94,41-99,15)

® CNB vs. fez 96,39 (meze spolehlivosti 92,99-98,41)
® FNA vs. fez 98,76 (meze spolehlivosti 96,14—99,78)
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Symboly
Na obalu a znageni se mohou objevit nasledujici symboly:
Obsahuje dostatek Cinidel pro <N> reakci

<N>

Pouzijte do

)

IVD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové €islo

—

> SR e

Cislo sarze

Cislo materialu

Obsahuje

Cislo

R oznaduije revizi pfiru¢ky a n je Cislo revize

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Upozornéni
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci navstivie centrum technické podpory na adrese
www.giagen.com/Support, volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte jedno z technickych
servisnich oddéleni spolecnosti QIAGEN anebo naSe mistni distributory (viz posledni

stranka obalu nebo navstivte stranky www.qgiagen.com).
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Pfiloha 1: Souprava therascreen KRAS RGQ
PCR Kit — manualni protokol

Tato Cast obsahuje pokyny k pouziti soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit se

softwarem RGQ verze 2.3 v otevieném rezimu (tj. bez pouziti KRAS Assay Package).

VSeobecné informace

® PoZadované materialy jsou uvedeny v Casti Daldi potfebné materialy, které nejsou
soucasti soupravy.

e Uplné pokyny k pripravé alikvotli arozvrzeni alikvotd jsou v &astech Protokol:
Vyhodnoceni alikvotu DNA a Protokol: Detekce mutaci KRAS.

Protokol: Vytvoreni nového teplotniho profilu

PFedtim, nez zacnete, vytvorte tepelny profil pro analyzu KRAS. Parametry cyklovani jsou

stejné pro vyhodnoceni alikvotu a vyhodnoceni mutace.

Postup

Parametry cyklovani jsou uvedeny v tabulce 23.

Tabulka 23. Parametry cyklovani

Cyklovani Teplota Cas Pofizovani dat
1 95 °C 15 minut Zadné
95 °C 30 sekund Zadné
40 60 °C 60 sekund ,Green“ a ,Yellow"

1. Poklepejte na ikonu aplikace Rotor-Gene Q Series Software 2.3 na pracovni plose
pocitace pfipojeného k pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. V okné& Novy cyklus,

které se zobrazi, vyberte zalozku ,Advanced” (Pokrogilé).
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2. Chcete-li vytvofit novou $ablonu, vyberte ,,Empty Run“ (Prazdny cyklus) a poté
kliknéte na ,,New* (Novy), tim vyvolate privodce ,New Run Wizard“ (Prlivodce novym
cyklem).

3. Jako typ rotoru vyberte ,72-Well Rotor” (rotor se 72 jamkami). Zkontrolujte, zda je
spravné nasazen pojistny krouzek, a zaSkrtnéte policko ,,Locking Ring Attached“
(Pojistny krouzek nasazen). Kliknéte na tlacitko ,,Next“ (Dalsi) (obrazek 21).

New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

Skip Wizard |

Obrazek 21. Dialogové okno pravodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym cyklem). 1 = ,Rotor type“ (Typ
rotoru), 2 = pole ,Locking Ring Attached” (Pojistny krouzek nasazen), 3 = ,Next* (Dalsi).
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. Zadejte jméno obsluhy. Zadejte poznamky a reakéni objem jako 25. Zkontrolujte, zda

pole ,,Sample Layout“ (Rozvrzeni alikvotu) obsahuje hodnoty 1, 2, 3.... Kliknéte na

tlagitko ,,Next* (Dal$i) (obrazek 22).

New Run Wizard

Thig screen digplays miscellaneous options for the run. Complete the fislds,
clicking Mext when pou are ready to move to the next page.

1_ Operator : MAME

MHotes :

X/

Thig box dizplays

help on elements in
the wizard, Far help
oh ah item, hover
wour mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

Eeactom 25 -
3- Wolume [pL]:
Sample Layout : I1 2, 3. L:;
SkipWizard | <<Back | Nests> |

Obrazek 22. Zadani jména obsluhy a objemu reakéni smési. 1 = dialogové pole ,Operator” (Obsluha),
2 = dialogové pole ,Notes" (Poznamky), 3 = pole ,Reaction Volume" (Reakéni objem), 4 = pole ,Sample

Layout” (Rozvrzeni alikvotud), 5 = tlacitko ,Next* (Dalsi).
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5. Kliknéte na ,Edit Profile“ (Upravit profil) v dialogovém okné ,New Run Wizard"
(Priivodce novym bé&hem) (obrazek 23) a naprogramujte teplotni profil podle informaci
v nasledujicich krocich.
Mew Run Wizard &|

Temperature Profile : Click this buttan ta
edit the profile
shown in the box
abowve.

Edit Prafile ...

Channel Setup
Marmne | Source | Detectar | Gain | Create New... |
Green 470nm 510nm 5 Edit
Yellow  530nm 559%nm g
Orange  585nm B10nm 5 E dit Gair...
Red B2Bnm  BBOnm g
Crimzotn BBOnm F10hp 7 Remove
HFiM 460nm  510nm 7 Fleset Defaults
Gain Optimization. ..

SkipWizard | << Back Newt»> |

Obrazek 23. Uprava profilu.
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6. Kliknéte na tlagitko ,,Insert after” (Vlozit za) a vyberte ,,New Hold at Temperature”

(Nové pozastaveni pfi teploté) (obrazek 24).

M Edit Profile X
@ . € | @
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 0 second(z) ta complete. The graph below represents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below to madify it :

1
e Cyeling

Flew Melt

MEW HOID &0 | EMperarure 2
" o

Copy of Current Step

Obrazek 24. Vlozeni kroku pocatecni inkubace. 1 = ,Insert after” (Vlozit za), 2 = ,New Hold at
Temperature” (Nové pozastaveni pfi teploté).
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7. Hodnotu v poli Hold Temperature (Teplota pozastaveni) na 95 °C a v poli Hold Time
(Doba pozastaveni) na hodnotu 15 mins 0 secs (15 minut 0 sekund). Kliknéte na
tlaCitko ,Insert after” (Vlozit za) a poté vyberte moznost ,,New Cycling”“ (Nové
cyklovani) (obrazek 25).

1 Edit Profile X
@ . 8 | o9
Mew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below ta madify it

Insert before...

Mew Hold at Temperature
Remave Mew HRM Step

Hold Temperature 95 oo Copy of Current Step

-
1 Hald Time : 15 |mins 0 |secs

Obrazek 25. Krok pocatecni inkubace pfi teploté 95 °C. 1 = ,Hold Temperature” (Teplota pozastaveni)
a ,Hold Time" (Doba pozastaveni), 2 = ,Insert after” (Vlozit za), 3 = ,New Cycling“ (Nové cyklovani).

84

therascreen KRAS RGQ PCR Kit pfirucka 11/2019



8. Nastavte poCet opakovani cyklovani na 40. Vyberte prvni krok a nastavte ,,95°C for
30 secs“ (95 °C na 30 sekund) (obrazek 26).

1 Edit Profile 3
zZ . & H @
ew Open  Save As Help

The run will take approximately 98 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...
1 Remove

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

| Timed Step | HE
95°C for 30 secs
9550
3
Mot Acquinng
[ Long Range
™ Touchdown

720 for 20 secs

B0RC for 20 secs

Obrazek 26. Krok cyklovani pfi teploté 95 °C. 1 = pole ,Cycle repeats” (Opakovani cyklu), 2 = krok jedna:
nastaveni teploty, 3 = krok jedna: nastaveni ¢asu.
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9. Zvyraznéte druhy krok a nastavte na ,,60°C for 60 secs”“ (60 °C na 60 sekund).

Aktivujte pofizovani dat v prubéhu tohoto kroku stiskem tlacitka ,,Not Acquiring“
(Nepofizuji se) (obrazek 27).

1 Edit Profile 3]
@, 8 | =]
Tew Open  Save As Help

The run will take approximately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the mn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Ingert after...
Inzert before. .
Remaove
This cycle repeats ﬂ timne(s).

Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

95°C for 30 secs J j

T2 for 20 zecs /
BO°C for B0 secs /

Timed Step

GORC
2 —— B0 seconds

Mot Acquiing

[~ Touchdown

Obrazek 27. Krok cyklovani pri teploté 60 °C. 1 = krok dvé: nastaveni teploty a éasu, 2 = ,Not Acquiring”
(Nepofizuji se).
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10. V seznamu ,Available Channels“ (Dostupné kanaly) vyberte kanaly ,,Green“

a,Yellow", poté kliknutim na ,>“ je pfeneste do seznamu ,Acquiring Channels*

(Kanaly pofizovani). Kliknéte na tlacitko ,,OK*“ (obrazek 28).

Same az Previous : |[New Acquisition) j

Acquizition Confiquration ;
Anallable Chatinels

Acquinng Channels :

M arne |

Crimzan
HRM
Orange
Red

Dye Chart »»

Ta acquire from a channel, select it from the list in the left and click *. To stop acquinng from a
channel, select it in the nght-hand list and click <. To remove all acquisitions, chick <<

Don't Acquire Help |

Dye Channel Selection Chart

d70nm  (510nm | FAME, SYBR Green 19, Fluorescein, EvaGreen®, Alexa Fluor 488+
Yellow | 5930nm [555nm | JOEY, WICY, HEX, TET CAL Fluor Gald 540 akima v'ellow-
Orange | 585nm | 610nm RO, CAL Fluor Red B104, Cy3 5%, Texas RedY', Alera Fluor 563

E2Bnm | BEOkmm Cy5, Quasar 6704, Alexa Fluor 5334

E80nm | 710hp Quazarf05+, Alexa Fluor BB0

460nm | 510nm 5YTO 9. EvalGreen™

Obrazek 28. Pofizovani pii kroku cyklovani 60 °C.
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11. Zvyraznéte tfeti krok a kliknutim na ,—“ jej odstrafnte. Kliknéte na tladitko ,,OK*“

(obrazek 29).

i Edit Profile 53
@, 8 | @
ew Open  Save As Help

The run will take approzimately 135 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s].

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.
|| Timed Step j

7L

20 seconds

95°C for 30 zecs

Acquiring to Cycling B

on Green
B0°C for B0 secs

[ Long Range
[~ Touchdown

Obrazek 29. Odstranéni rozsitujiciho kroku.
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12. V dal$im okné kliknéte na ,,Gain Optimisation* (Optimalizace zisku) (obrazek 30).

New Run Wizard &l

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

on an ikem, hower
oL mouze aver the
item for help, ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
available settings.

Edit Prafile . .

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 510nm 5 E dit
Tellow B30nm  BRBAm A
Orange  58Bnm  BE10mm 5 Edit Gair...
Red E2Bnm  BEOnm ]
Crimzon  B30nm  710hp 7 Remove
HRM 4B0nm 51 0nm 7 Reset Defaulls
1—
| Gain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Newt>> |

Obrazek 30. ,,Gain Optimisation“ (Optimalizace zisku).
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13. Kliknéte na tladitko ,,Optimise Acquiring” (Optimalizovat pofizovani). Pro kazdy
kanal se zobrazi jeho nastaveni. Kliknutim na tladitko ,,OK*“ tyto vychozi hodnoty
pfijmete (obrazek 31).

Auto-Gain Optimisation Setup

- Optimization

Optimize &l I DEtimise Acauirina:

Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
different gain lewels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigtry you are performing,

Set temperature ta |5 jdeglees.

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

[ Perfo
Channel Settings :
 Channel
I_ Channel . Green Tube Pozitian : I'I j e
_ =l =l ——
Nams Target Sample Range E = Flupta |10 = Fl E it |
Acceptable Gain Flange: j ko I'ID j EMove |
move Al |
2 : 0k I Cancel I Help
Start tanual . | Cloge I Help

Obrazek 31. ,,Auto-Gain Optimisation“ (Optimalizace automatického zvySovani citlivosti) pro kanal

»zeleny“.
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14. Zaskrtnéte policko ,,Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Provést

optimalizaci pfed 1. pofizenim) a poté se kliknutim na tlaCitko ,,Close* (Zavfit) vratte
do pravodce (obrazek 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :

T Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inzerted sample at

e different gain lewelz until it findz one at which the fluorezcence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizstry you are performing.

Set temperature ta :II deqress.

Optimize All | Optimize Acquiing |

fﬁéF’erfolm Optimigation Befare 1zt Acquisitior

I Perform Optimization At 50 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| -l e |

MHame | Tube Pozition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b ax G ain Edit... |

Green 1 5F 10F -0 10 Q

Tellow 1 5FI 10F a0 10 Bemove
Remave &l

2
< I >
i PR e [T

Obrazek 32. Vybér kanalu ,,zeleny“ a ,,zluty“.

15. Kliknéte na tlagitko ,,Next“ (Dalsi). Potom kliknéte na tlacitko ,,Save* (Ulozit) a ulozte
templat do pfislusného mista.
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Protokol: Stanoveni alikvoti (manuaini)

Tento protokol se pouziva pro stanoveni celkové amplifikovatelné DNA v alikvotech a musi

byt proveden pfed analyzou mutace KRAS.

® Pripravte alikvoty dle popisu v ¢asti Protokol: Vyhodnoceni alikvotu DNA.

® Pripravte cyklus PCR na zafizeni Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM dle popisu
v €asti Protokol: nastaveni soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

® Po dokonéeni cyklu analyzujte data dle postupu v €asti Analyza dat hodnoceni alikvotu.

Protokol: Detekce mutaci KRAS (manualni)

Jakmile alikvot projde stanovenim, Ize jej testovat k detekci mutaci KRAS.

® Pripravte alikvoty dle popisu v ¢asti Protokol: Detekce mutaci KRAS.

® Pripravte cyklus PCR na zafizeni Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM dle popisu v ¢asti
Protokol: nastaveni soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

® Po dokonéeni cyklu analyzujte data dle postupu v ¢asti Analyza detekce mutace KRAS.
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Protokol: nastaveni soupravy therascreen KRAS RGQ PCR Kit

1. Otevrete software pristroje fady Rotor-Gene Q verze 2.3 a odpovidajici vytvoreny

teplotni profil.

2. Teplotni profil vytvorite podle protokolu: Vytvofeni nového teplotniho profilu.

Zkontrolujte, zda je vybran spravny rotor, a zaskrtnéte policko ,Locking Ring
Attached“ (Pojistny krouzek nasazen). Kliknéte na tlagitko ,Next“ (Dalsi)

(obrazek 33).
Mew Run Wizard [g

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Type

Raotar-Disc 72
Rotar-Disc 100

2- Iv Locking Ring Attached

SkipWizard| I Mewt 3> :

Obrazek 33. Dialogové okno pruvodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym cyklem) a uvitaci

3

obrazovka. 1 = ,Rotor type“ (Typ rotoru), 2 = pole ,Locking Ring Attached" (Pojistny krouzek nasazen),

3 = ,Next* (Dalsi).
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3. Zadejte jméno obsluhy. Dopliite pfipadné poznamky a zkontrolujte, zda je pole
»Reaction Volume*“ (Reakéni objem) nastaven na 25 apole ,Sample Layout*
(Rozvrzeni alikvotu) obsahuje hodnoty ,,1, 2, 3...“. Kliknéte na tladitko ,,Next*“ (Dalsi)

(obrazek 34).
New Run Wizard El
This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the figlds, Ehlis box ldispla_l,.ls .
clicking Mest when vou are ready to move to the nest page. Elp on elements in
the wizard. For help 1
T - -
Oyprepelr: NAME wour mouse over the
N . itern for help. Yau
ot cah also click on a
combo box ba display
help about itz
available zettings.
Fieaction o5 =l 2
Valurne [pL): =l
Sample Lapout ; I'I, 2.3 j
Skipwizard | << Back 3

Obrazek 34. Dialogové okno pruvodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym cyklem). 1 = dialogové pole
,Operator (Obsluha) a ,Notes* (Poznamky), 2 = pole ,Reaction Volume* (Reakéni objem) a ,Sample Layout”
(Rozvrzeni alikvott), 3 = ,Next (Dalsi).
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4. V dalSim okné ponechte v8echny hodnoty tak, jak jsou. Jestlize byl teplotni profil
vytvofen podle navodu v protokolu: Vytvofeni nového teplotniho profilu, neni tfeba
provadét zadné upravy. Kliknéte na tlacitko ,,Next* (DalSi) (obrazek 35).

New Run Wizard X

Temperature Profile - This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itern for help. vou
can also click on a
comba box to display
help about its

available zettings
Edit Profile

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew..
Green 470nm  510nm Edit

Yellow  530nm 555nm
Orange  585nhm  E10nm
Red E25nm  BE0nm
Crimzon  BB0nm  710hp
HRM 460nm 510mm

Gain Optimization

Skip \wizard | <¢ Back I Hext>» 1

Obrazek 35. Dialogové okno pruvodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym cyklem) a obrazovka
na upravu teplot. 1 = Next* (Dalsi).

Edit Gain...

Remaove

=4~

i

Reset Defaults
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5. Zkontrolujte souhrn a poté kliknutim na tlacitko ,,Start Run“ (Spustit cyklus) uloZte

soubor cyklu a spustte cyklus (obrazek 36).

New Run Wizard E|

Summary :

Setting alug

Green Gain 5

ellow Gain 5

Auta-G ain Optimization Befare First Acquisition

Riotar 72-well Flotar

Sample Layout 1.2.3...

Reaction Volume (in microlters] 25

Start Run 1 1
Once you've confirmed that your run settings are corect, click Start Fun to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.
Skip Wizard | <{ Back |

Obrazek 36. Dialogové okno pravodce ,,New Run Wizard“ (Privodce novym cyklem).
1 = ,Start Run® (Spustit cyklus).

Poznamka: Po spusténi zpracovani se zobrazi nové okno, ve kterém lze zadat nazvy
alikvotl nebo kliknout na tlagitko ,,Finish“ (Dokongit) a zadat je pozdéji vybérem
tlacitka ,,Sample® (Alikvot) v pribé&hu zpracovani nebo po jeho skonéeni.

Kliknutim na tlagitko ,,Finish and Lock Samples* (Dokon¢it a uzamknout alikvoty) jiz
nebude mozné nazvy alikvotd upravovat. V zajmu zajiSténi spravného testovani
a analyzovani alikvot(l byste méli vénovat zvlastni pozornost zadavani nazvu alikvota.
Poznamka: Pfi pfidélovani nazvu alikvotll musi byt pole pro prazdné jamky ve sloupci

»Name*“ (Nazev) ponechana prazdna.

. Po dokonéeni cyklu analyzujte data dle postupu v ¢astech Analyza dat hodnoceni

alikvotu nebo Analyza detekce mutace KRAS, podle toho, co se hodi.

. Jestlize jsou zapotfebi kvantifika¢ni zpravy, kliknéte na ikonu ,,Reports“ (Zpravy) na

nastrojové listé v souboru cyklu Rotor-Gene Q.
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Interpretace vysledkd (manualni)

Po dokonceni cyklu analyzy alikvotu nebo mutaéni analyzy analyzujte data nasledujicim

postupem.

Nastaveni softwarové analyzy

11.

12.

13.

. Otevrete odpovidajici soubor pomoci softwaru pfistroje Rotor-Gene Q (verze 2.3).

. Jestlize alikvoty dosud nebyly pojmenovany pfed provedenim cyklu, kliknéte na ,,Edit

Samples” (Upravit alikvoty).

. Zadejte nazvy alikvotl do sloupce ,Name* (Nazev).

. Kliknéte na tlacCitko ,Analysis“ (Analyza). Na strané analyzy kliknéte na polozku

,»Cycling A. Yellow* a zkontrolujte kanal HEX.

. Kliknéte na polozku ,,Named On“ (Pojmenované zapnuty).

Poznamka: Tim se zajisti, Ze prazdné jamky nebudou v analyze figurovat.

. Zvolte moznost ,,Dynamic Tube“ (Dynamicka zkumavka).
. Zvolte moznost ,Linear Scale“ (Linearni stupnice).

. Kliknéte na polozku ,,Outlier Removal“ (Odstranéni zkresleni) av poli ,NTC

Threshold“ (Prahova hodnota NTC) zadejte 10 %.

. Nastavte prahovou hodnotu na 0.05 (0,05) a zkontrolujte hodnoty HEX CT.

. Na strané analyzy kliknéte na polozku ,,Cycling A. Green“, aby se zobrazil kanal

FAM.

Ovéite, zda je zvyraznéna polozka ,,Dynamic Tube“ (Dynamicka zkumavka). Kliknéte

na moznost ,,Linear Scale* (Linearni stupnice).

Kliknéte na polozku ,Outlier Removal“ (Odstranéni zkresleni) av poli ,,NTC
Threshold“ (Prahova hodnota NTC) zadejte 10 %.

Nastavte prahovou hodnotu na 0.05 (0,05) a zkontrolujte hodnoty FAM CT.
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Analyza dat hodnoceni alikvotu

Analyza kontrol cyklu

Viz schematické znazornéni ,Analyza kontrol cyklu“ na obrazku 37.

Negativni kontrola: Aby bylo jisté, Zze nedoSlo ke kontaminaci reakéni smési, nesmi
beztemplatova kontrola generovat hodnotu Ct v zeleném kanalu nizsi nez 40. Aby bylo
zajiSténo spravné nastaveni destiCky, musi kontrola NTC zobrazovat ve zZlutém kanalu
amplifikaci v rozsahu 31,91-35,16. Specifikované hodnoty jsou v ramci téchto hodnot
véetné meznich hodnot.

Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola KRAS (Positive Control, PC) musi vykazovat
hodnotu Ct vrozsahu 23,5-29,5 vzeleném kanalu ve vS8ech 8 analyzach.
Specifikované hodnoty jsou v ramci téchto hodnot véetné meznich hodnot. Hodnota
mimo uvedeny rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy a znamena tedy selhani

cyklu.

Poznamka: Data alikvotu nelze pouzit, jestlize kterakoliv z téchto dvou kontrol cyklu

selhala.

Za predpokladu, Ze oba vysledky kontrolnich cykll jsou platné, vSechny hodnoty alikvotu

Ct museji byt v rozsahu 21,92-32,00 v zeleném kanalu. Je-li alikvot mimo tento rozsah,

plati nasledujici pokyn.

Analyza alikvotu — kontrolni analyza

Kontrolni analyza alikvotu Cr je <21,92: Alikvoty vykazujici u kontroly hodnotu
Crt < 21,92 je nutno zfedit. Pfedstavuji doIni ¢ast validovaného rozsahu analyzy. Aby
bylo mozné zachytit kazdou mutaci pfi nizké urovni, nadmérné koncentrované alikvoty
museji byt fedény tak, aby spadaly do vySe uvedeného rozsahu za predpokladu, ze
rozfedéni alikvotu o polovinu zvysi hodnotu Cr o 1. Jestlize se alikvot blizi hodnoté
21,92, doporuCuje se provést fedéni tak, aby byl zajiStén vysledek ziskany
z testovaciho cyklu alikvotu (detekce mutace KRAS). Alikvoty museji byt fedény vodou

dodanou v soupravé (vodou bez obsahu nukleazy k fedéni [Dil.]).
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e Kontrolni analyza alikvotu Cr je > 32: Doporu€uje se opétovna extrakce alikvotu,
protoze k detekci vSech mutaci pfi stanovenych meznich hodnotach pro danou analyzu
nebude k dispozici dostate¢né pocatecni mnozstvi templatu DNA.

Analyza detekce mutace KRAS

Analyza kontrol cyklu

Viz schematické znazornéni ,Analyza kontrol cyklu“ (obrazek 37).

o Negativni kontrola: Aby bylo jisté, Ze nedoSlo ke kontaminaci reakéni smési, nesmi
beztemplatova kontrola generovat hodnotu Cr v zeleném kanalu niz$i nez 40. Aby bylo
zajisténo spravné nastaveni desti¢ky, musi kontrola NTC zobrazovat ve Zlutém kanalu
amplifikaci v rozsahu 31,91-35,16. Specifikované hodnoty jsou v ramci téchto hodnot

véetné meznich hodnot.

® Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola KRAS (Positive Control, PC) musi vykazovat
hodnotu Ct vrozsahu 23,5-29,5 vzeleném kanalu ve vSech 8 analyzach.
Specifikované hodnoty jsou v ramci téchto hodnot v€etné meznich hodnot. Hodnota
mimo uvedeny rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy a znamena tedy selhani
cyklu.

Poznamka: Data alikvotu nelze pouzZit, jestlize kterakoliv z téchto 2 kontrol cyklu selhala.
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Hodnota negativni
kontroly FAM Cy

Je hodnota FAM
Cr<40?

SELHAN{ CYKLU / Neplatna
interni kontrola

NE
ANO

Y

Je hodnota interni
kontroly HEX Cr
<31,91?

Spadé hodnota
HEX Cr do rozsahu NE:
31,91-35,16?

NE

Je hodnota interni
kontroly HEX Cr

>35,16?
ANO
ANO
SELHANI CYKLU / Negativni
amplifikace interni kontroly
HEX
\ 4
Negativni
vysledek kontroly

Pokracujte na , Analyza vzorku®,

Hodnota pozitivni
kontroly FAM C;

Spadd
hodnota kontroly
FAM C; do rozsahu
23,5-29,52

Spada
hodnota zkumavky
12ALA FAM C; do rozsahy
23,5-29,5?

ANO

Spada
hodnota zkumavky
2ASP FAM C; do rozsahu
23,5-29,5?

ANO
Y

Spada
hodnota zkumavky
2ARG FAM C; do rozsahub
23,5-29,5?

Spada
hodnota zkumavky
12CYS FAM C; do rozsahu
23,5-29,5?

ANO

Spada
hodnota zkumavky
12SER FAM C; do rozsahu
23,5-29,5?

ANO

Spada
odnota zkumavky
12VAL FAM C; do rozsahu
23,5-29,5?

Spada
hodnota zkumavky
13ASP FAM C; do rozsahu
23,5-29,5?

ANO

Pozitivni vysledek

A

strana 101

kontroly

SELHANT
NE CYKLU
SELH,
NE CYKLU
. SELH,
CYKLU
e SELHAN{
CYKLU
. SEL
CYKLU

. SELHAN{
CYKLU
SEL
E CYKLU

SELHANI

N
NI
NI
N
N
N CYKLU

E-

Obrazek 37. Schématické znazornéni kontrolni analyzy cyklu.
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Analyza alikvott

Viz schematické znazornéni ,Analyza alikvot(“ na obrazku 38.

Hodnota kontroly alikvotu FAM CT

Za predpokladu, Ze oba vysledky kontrolnich cykll pro kontrolni analyzy jsou platné,
vSechny kontroly alikvotd Ct museji byt v rozsahu 21,92-32,00 v zeleném kanalu.

Je-li alikvot mimo tento rozsah, plati nasledujici pokyn.

e Kontrolni analyza alikvotu Cr je <21,92: Alikvoty vykazujici u kontroly hodnotu
Cr < 21,92 nadmérné zatéZuji analyzy mutace, a museji se proto zfedit. Aby bylo
mozné zachytit kazdou mutaci pfi nizké drovni, nadmérné koncentrované alikvoty
museji byt fedény tak, aby spadaly do vySe uvedeného rozsahu za predpokladu, ze
rozfedéni alikvotu o polovinu zvySi hodnotu Ct o 1. Alikvoty museji byt fedény vodou
dodanou v soupravé (vodou bez obsahu nukleazy k fedéni [Dil.]).

e Kontrolni analyza alikvotu Cr je > 32: Vysledek interpretujte opatrné, protoZze mutace
s nizkou hladinou nemuseji byt detekovany.
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Hodnota kontroly
alikvotu FAM C;

Hodnoty HEX C;

interni kontrolni

analyzy mutaci
alikvotu

Hodnoty FAM C;
analyz mutaci
alikvotu

Spada hodnota kontrolni analyzy
FAM C; do rozsahu
21,92-32,00?

Je u nékteré analyzy hodnota HEX
Cr<31,91?

NE

Je u nékteré analyzy hodnota HEX
Cr>35,162

NE

Je kazda hodnota mutace FAM Crv
rozsahu 00,00-40,00?

ANO

Amplifikace FAM je u zkumavky
pozitivni

!

Vypoététe hodnoty AC pro kazdou
mutaci
AC; = mutace C; - kontrola Cy

|

Porovnejte hodnoty ACr s hraniénimi
hodnotami podie mutaci
Viz tabulku 24 na strané 103

Spadé néktera hodnota AC; do
stanoveného rozsahu ACr pro danou
analyzu (pozitivni amplifikace)?

ANO

Byla detekovana mutace KRAS
pro analyzu mutaci s nejnizsi
hodnotou AC;

Obrazek 38. Schématické znazornéni analyzy alikvotu.

Vzorek je neplatny
Pfi interpretaci vysledku je na
misté opatrnost
Bliz3i vysvétleni naleznete na
strané 98

-ANOP>|

Neplatna zkumavka
Vysledek zZkumavky nepoutivejte

Amplifikace HEX je u zkumavky
negativni
BIizSi vysvétleni naleznete na
strang 101

Amplifikace FAM je u zkumavky
negativni
Viz obrézek 37 (strana 100)
astrana 101

Mutace nebyla detekovana

102
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Hodnota HEX CT interni kontrolni analyzy mutaci alikvotu

Viz schematické znazornéni ,Analyza alikvot(l“ na obrazku 38.
Museji byt analyzovany vSechny jamky kazdého alikvotu. Zkontrolujte, zda kazda jamka

generuje signal HEX z interni kontroly. Mohou nastat 3 mozné pfipady.

® Spada-li hodnota Cr interni kontroly do specifikovaného rozsahu (31,91-35,16), je

amplifikace HEX pozitivni.

® Je-li hodnota Cr interni kontroly vys$Si nez stanoveny rozsah (> 35,16), je amplifikace

HEX negativni.
® Je-li hodnota Cr interni kontroly nizsi nez stanoveny rozsah (< 31,91), je neplatna.
Jestlize k selhani interni kontroly dojde v disledku PCR inhibice, zfedéni alikvotu mize
snizit vliv inhibitor(l; je vSak tfeba vést v patrnosti, Ze by doSlo i ke zfedéni cilové DNA.
Souprava obsahuje zkumavku vody pro fedéni alikvotd (Dil.).

Hodnota FAM CT analyz mutaci alikvotu

Hodnoty FAM v8ech 7 reak&nich smési je tfeba zkontrolovat s vyuZitim hodnot uvedenych
v tabulce 24.

Tabulka 24. Prijatelné hodnoty reakce mutaci alikvota (FAM)*

Analyza Prijatelny rozsah Cr Rozsah ACt
12ALA 0,00-40,00 <8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 <8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 <8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

* Prijatelné hodnoty jsou v mezich uvedenych hodnot véetné meznich hodnot.

® Jestlize hodnota FAM Ct spada do stanoveného rozsahu, je amplifikace FAM pozitivni.

® Jestlize hodnota FAM Cr uvedeny rozsah presahuje nebo nedoSlo k zadné amplifikaci,
je amplifikace FAM negativni.
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Nasledujicim zpUsobem vypocitejte hodnotu ACt pro kazdou zkumavku s mutaci, u niz je
amplifikace FAM pozitivni. Zajistéte, aby hodnoty mutace a kontrolni hodnoty Ct pochazely
ze stejného alikvotu.

ACt = Ct mutace — Cr kontroly

Porovnejte hodnotu ACt alikvotu s hraniéni hodnotou pro zkoumanou analyzu (tabulka 24)
a zkontrolujte, Ze se pro kazdou analyzu pouziva spravna hrani¢ni hodnota analyzy.
Hrani¢ni hodnota je bod, nad kterym muZe dochazet k pozitivnimu signalu v disledku
signalu pozadi primeru ARMS na DNA divokého typu. Je-li hodnota ACr alikvotu vy$3i nez
hrani€ni hodnota, vyhodnoti se jako negativni nebo leZici pod detek&nimi limity soupravy.
Pro vSechny alikvoty musi byt na zakladé nasledujicich kritérii kazda reakce mutace

vyhodnocena jako detekovana mutace, nedetekovana mutace nebo neplatna.

Detekovana mutace:

® Pozitivni amplifikace FAM a hodnota ACt odpovidaji mezni hodnoté nebo jsou nizsi.

Mutace nebyla detekovana:

® Pozitivni amplifikace FAM a hodnota ACt jsou nad mezni hodnotou.
e Amplifikace FAM je negativni a amplifikace HEX (interni kontrola) je pozitivni.

Neplatné:

e HEX (interni kontrola) je neplatna.
o Amplifikace FAM je negativni a amplifikace HEX je negativni.

Pokud ma alikvot ve zkumavce negativni amplifikaci HEX, ale amplifikace FAM je v jiné
zkumavce pozitivni, Ize stale povazovat vysledek ,detekovana mutace” za platny, ale
konkrétni identifikovana mutace nemusi byt spolehlivé pfifazena.

e Ma-li alikvot negativni vysledek amplifikace HEX a amplifikace FAM je ve stejné

zkumavce pozitivni, mél by byt povazovan za platny vysledek ,detekovana mutace®.

® Pokud je (interni kontrola) HEX neplatna, nesmi se vysledek pfislusné zkumavky pouzit.
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Prifazovani stavu mutace alikvotu

Po vyhodnoceni vSech reakénich zkumavek se nasledujicim zplisobem uréi stav mutace

alikvotu.

o Detekovana mutace: Jedna nebo vice ze 7 reakci mutace je pozitivni. V pfipadé

e Mutace nebyla detekovana: VSech 7 reakci mutace je negativnich.

e Neplatné: Zadna zreakci mutaci neni pozitivni ajedna &i vice reakci mutaci je
neplatnych.

Poznamka: Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je uréena k detekci mutaci genu
KRAS v alikvotu DNA. KdyzZ je u alikvotu detekovana mutace KRAS, méla by se vykazovat
pouze jedna specificka mutace. V pfipadé detekce vice mutaci by méla byt vykazana
Mezi reakcemi detekce mutaci muaze dochazet k ur€itym zkfizenym reakcim. Pokud je
napfiklad pozorovana vysoka hladina mutace 12ALA, mohou vykazovat pozitivni vysledek
i nékteré z jinych typl mutaci. To je disledkem skutecnosti, Zze primery ARMS deteku;ji jiné
mutace podobné sekvence. Pokud druha analyza mutace dava pozitivni vysledek, jedna
se patrné o zkFizenou reaktivitu. Byly pozorovany i dvojité mutace, jedna se vSak o vzacny
jev.

Jestlize je jedna nebo nékolik reakci mutaci neplatnych, ale jedna nebo vice je pozitivnich,
Ize alikvot stale povazovat za detekovanou mutaci KRAS, protoze je pfitomna mutace.
Specificka ohlaSena mutace v8ak nemusi byt pfesna a mize byt vysledkem zkfizené
reaktivity. Proto je tfeba dany alikvot oznacovat pouze jako alikvot s detekovanou mutaci
KRAS.
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Priloha 2: Instalace softwaru therascreen KRAS
Assay Package

Souprava therascreen KRAS RGQ PCR Kit je navrzena pro pouziti s pFistrojem
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM s rotorem se 72 jamkami. Software therascreen KRAS
Assay Package je k dispozici samostatné na CD (kat. ¢. 9022641).

Software therascreen KRAS Assay Package Ize stahnout na pfisluSnych webovych
strankach vyrobku therascreen KRAS RGQ PCR Kit na www.giagen.com. Informace ke
staZeni Ize najit v ¢asti ,Product Resources” (Zdroje tykajici se vyrobkl) pod zaloZzkou
~Supplementary Protocols* (Dodate¢né protokoly). Software balicki analyz Ize také
objednat na CD.

Softwarovy bali¢ek obsahuje ,therascreen KRAS CE QC Locked Template® a ,therascreen
KRAS CE Locked Template®.

Poznamka: Balicek therascreen KRAS Assay Package verze 3.1.1 (QIAGEN,
kat. €. 9023675) bude fungovat pouze s odpovidajici verzi 2.3 softwaru Rotor-Gene Q.
Ujistéte se, ze mate nainstalovanou spravnou verzi softwaru Rotor-Gene Q, nez za¢nete
instalovat software therascreen KRAS Assay Package.

Postup (stahovani)
1. Software therascreen KRAS RGQ Assay Package stahnéte na prislu§nych webovych
strankach vyrobku therascreen KRAS RGQ PCR Kit na www.giagen.com.

2. Stazeny zip soubor oteviete dvojitym kliknutim na soubor a vyjméte soubory
z archivu.

3. Instalaci zahajite dvojitym kliknutim na soubor ,therascreen_ KRAS_Assay Package
3.1.1.exe".
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Postup (CD)

1. Objednejte si CD therascreen KRAS RGQ Assay Package CE kompatibilni
s nainstalovanym softwarem Rotor-Gene Q (viz vySe) je dostupné zviast od
spole¢nosti QIAGEN.

Verze 3.1.1. Kat. €. 9023675.

2. Vlozte CD do CD mechaniky notebooku pfipojeného k pfistroji Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.

3. Dvojitym kliknutim na soubor ,therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe" nebo
stherascreen_ KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe" zahgjite instalaci.

Zobrazi se priivodce instalaci.

4. Kliknéte na tlacitko ,,Next*“ (DalSi) (obrazek 39).
r —
1@ Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package = !ﬂ

Welcome to the Rotor-Gene ()
therascreen KRAS CE Assay
Package Setup Wizard

This will instal RotorGerse O therascreen KRAS CE Assay
Paciage 3.0.3 on your compuier

kis recommendied that you ciose all ather appications before
continuing

Chick N to contirue. or Cancel 1o &t Sehup

e 4

Obrazek 39. Dialogové okno ,,Setup“ (Instalace). 1 = ,Next* (Dalsi).
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5. Prectéte si licenCni ujednani v dialogovém okné ,License Agreement® (Licencni
ujednani) a zasSkrtnéte policko u vyjadfeni ,laccept the agreement“ (Pfijimam
podminky tohoto ujednani). Kliknéte na tlacitko ,,Next“ (DalSi) (obrazek 40).

[ 8) Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS CE Assay Package [ES )

License Agreement
Plamse read the folowing important information befiore continuing.

Plaase read the folawing Licenss Agreement, You must sccep! the lems of ths
agreemant. bafons: contirung with the installation,

Licance Agraemant -

1. In the fallowing “Ciagen™ reflers 1o Ciagen GmbH and s afaied companies and
“Software” means the programs and data suppled on ths physical medaum g, (-
M) or crver the Inbarmat with thess condlions. (¥ you am unsus of any aspect of
this agresment or have amy guéstions they should be emaled to

uppod Egiagen com ) The Software and any paming documantation have
s developad antinely 8 pivabe spenss They sre delvened and koensed s
“commercial computer software”

2. Licence it

) 1

1 raot sscioent the somement

e ] e 2

h 4

Obrazek 40. Dialogové okno , License Agreement“ (Licenéni ujednani). 1 = vyjadreni ,| accept the agreement”
(Pfijimam podminky tohoto ujednani); 2 = ,Next* (DalSi).

Instalace Sablony se spusti automaticky.
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6. V koneéném okné& Setup (Nastaveni) kliknéte na tlaCitko ,Finish (Dokoncit)

a pravodce ukoncete (obrazek 41).
]ﬁ_‘ Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Pa ckag ;[:lil

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene O therascreen KRAS
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons.

Click Finish to exit Setup.

Obrazek 41. Dokonéeni privodce.

7. Restartujte pocita. Zastupci k Sabloné ,therascreen KRAS QC Locked Template®
(Uzaviena Sablona therascreen KRAS QC) i ,therascreen KRAS Locked Template*
(Uzaviena Sablona therascreen KRAS) budou vytvofeny automaticky a objevi se na

pracovni plose.
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Informace pro objednani

Produkt Obsah Kat. ¢.
therascreen KRAS RGQ PCR Pro 24 reakci: 1 kontrolni analyza, 874011
Kit (24) 7 analyz mutaci, pozitivni kontrola,

voda, Tag DNA polymeraza

therascreen KRAS Assay Softwarovy bali¢ek protokolu pro 9023675
Package CD (version 3.1.1) pouziti se soupravou therascreen

KRAS RGQ PCR Kit a pfistrojem

QIAGEN Rotor-Gene Q Mdx 5plex

HRM s rotorem se 72 jamkami

Rotor-Gene Q a prislusenstvi

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Cykler pro real-time PCR 9002032
a analyzator Melt s vysokym
rozliSenim s 5 kanaly (zelenym,
Zlutym, oranzovym, ¢ervenym,
karminovym) plus HRM kanalem,
pfenosny pocitac, software,
pfisluSenstvi, roéni zaruka na
vSechny €asti a provedeni; instalace
a Skoleni nejsou zahrnuty

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro real-time PCR 9002033
a analyzator Melt s vysokym
rozliSenim s 5 kanaly (zelenym,
Zlutym, oranzovym, ¢ervenym,
karminovym) plus HRM kanalem,
prenosny pocita¢, software,
prisluSenstvi, ro€ni zaruka na
vSechny Casti a provedeni; instalace
a Skoleni
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Loading Block 72 x 0.1 ml Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018901
Tubes reakce pomoci jednokanalové pipety
s vyuzitim zkumavek 72x 0,1 ml

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 stripd po 4 zkumavkach 981103
(250) s uzavery, pro 1 000 reakci

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10x 250 strip po 4 zkumavkach 981106
(2500) a vicka na 10 000 reakci

Souprava QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — pro ¢isténi genomové DNA
z tkani zalitych v parafinu

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit Pro pfipravu 50 vzorkd DNA: Kolonky 56404
(50) QIAamp MinElute®, proteinaza K,

pufry a zkumavky Collection Tubes

(2 ml)

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiruéce pro sadu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru€ce. Prfirucky k sadam QIAGEN
a uzivatelské pfiruc¢ky jsou k dispozici na strdnkach www.giagen.com nebo si je Ize

vyzadat od technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Datum

Zmény

R4, leden 2019

RS5, listopad 2019

Doplnéni autorizovaného zastupce (titulni strana)
Aktualizace ¢asti ,Symboly*
Aktualizace templatu

Zména zakonného vyrobce (titulni strana)
Odstranén symbol EC + REP z titulni strany a z ¢asti ,.Symboly”

Pfizpusobeni nazvu pfistroje z Rotor-Gene Q MDx na Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM tak, aby odpovidal ndzvu uvedenému na Stitku pfistroje.

Aktualizovan protokol Detekce mutaci KRAS tak, aby zahrnoval dalSi krok pfi
pripravé master mixd

Opravené hodnoty ve sloupcich Frequency (Frekvence) a 95% interval
spolehlivosti v tabulce 9.

Aktualizovano procento celkové miry shody CRC z 96,4 % na 96,82 %
Opravené hodnoty ve sloupci LOD Cgs v tabulce 14
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Tato stranka je umysIné ponechana prazdna
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Tato stranka je umysIné ponechana prazdna
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Omezena licenéni smlouva pro soupravu therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se muZe pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouZiti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni komponent, které jsou obsazeny
v této soupravé, spoleéné s kterymikoliv komponenty, které nejsou v této soupravé obsaZeny, s vyjimkou pfipadi popsanych v této pfiruéce a dalsich
protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokoli byly poskytnuty uZivateli vyrobkd spolecnosti QIAGEN pro
jiné uzivatele vyrobki QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spolecnosti QIAGEN dikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporuduji prava tfetich stran.

Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato souprava a/nebo jeji pouziti nenarusuje prava
tretich stran.

Tato souprava a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesméji se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uzivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumoZzni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti anebo ji usnadnily. Spoleénost QIAGEN muzZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkd za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho
sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou a/nebo jejimi
komponentami.

Aktualizované licenéni podminky viz www.qiagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyz takto nejsou konkrétné oznageny, nesméji byt povazovany za nechranéné zakonem.

Neni uréeno k pouZiti s alikvoty stolice.

Neni uréeno k pouZziti s alikvoty moci.

Neni uréeno k pouziti s alikvoty extracelularni nukleové kyseliny z alikvot( krve.

Neni uréeno k pouZziti s alikvoty kostni dfené bez obsahu bunék.

Neni uréeno k pouZziti s alikvoty slin.

ZAKQUPEN|M’ TOHOTO PRODUKTU JE KUPUJ|C[ OPRAVNEN NA ZAKLADE KONKRETNICH PATENTU SPOLECNOSII ROCHE TENTO PRODUKT
POUZIVAT VYHRADNE K VYKONU DIAGNOSTICKYCH UKONQ SPOJENYCH S LIDSKOU DIAGNOSTIKOU IN VITRO. TIMTO SE NEUDELUJE ZADNY
VSEOBECNY PATENT ANI LICENCE JAKEKOLI POVAHY, KROME PRAVA POUZIVAT TENTO VYROBEK, KTERE JE DANO JEHO NAKUPEM.

1119793 HB-1861-005 11-2019 © 2019 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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