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QIAGEN méginiy ir tyrimy technologijos

QIAGEN yra pirmaujanti novatoriSky meéginiy ir tyrimy technologijy, leidzianciy
iSskirti ir aptikti bet kokiy biologiniy meginiy turinj, tiekéja. Pazangus, aukstos
kokybés miusy produktai ir paslaugos uZztikrina s€kme nuo méginio iki rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy gryninimas

B Nukleino ragsciy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR tyrimai ir RNR interferencija

B Meginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Masy tikslas — leisti jums sékmingai dirbti ir pasiekti laiméjimy. Daugiau
informacijos rasite svetainéje www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Numatytoji paskirtis

.therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys yra realiuoju laiku atliekamas
zmogaus KRAS onkogeno 7 somatiniy mutacijy 12 ir 13 kodonuose aptikimo
kiekybinis PGR tyrimas naudojant ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentg. Rinkinys
skirtas naudoti tiriant DNR, iSskirtg i$ kolorektalinio vézio (CRC) formalinu
fiksuoty parafine esanciy (FFPE) audiniy arba nesmulkialgstelinio plauciy
vézio (NSCLC) méginiy, gauty naudojant rezekcijg, biopsijg Serdine adata
(CNB) arba aspiracijg plona adata (FNA).

KRAS geno somatinés mutacijos — tai potencialls prognozuojamieji bio-
Zzymenys, rodantys atsparumg Zmogaus epidermio augimo faktoriui (EGFR)
skirtiems antiknams, pvz., panitumumabui arba cetuksimabui, gydant CRC.
Kai kurios KRAS geno mutacijos taip pat gali bati nurodomos kaip potencialus
prognozuojamasis biozymuo, padedantis nuspresti dél tam tikry NSCLC
terapijy.

Norédamas paskirti gydyma, gydytojas atsizvelgs j paciento mutacijy bukle
ir kitus ligos faktorius. Joks véZiu serganciy pacienty gydymas negali bati
paremtas tik KRAS mutacijos bukle.

.therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys neskirtas CRC, NSCLC ar kitai ligali
diagnozuoti.

Suvestiné ir paaiskinimas

KRAS onkogeno mutacijos daznai nustatomos zmoneéms, sergantiems

véZiu (1-4). Naudojant ,Scorpions® ir ARMS® (amplifikacijos refrakciné
mutacijy sistema) technologijas (5, 6) ir ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj,
laukinio tipo genominés DNR fone galima aptikti septynias 12 ir 13 KRAS
onkogeno kodony mutacijas (zr. 1 lentele). Remiantis COSMIC duomeny
bazés (2015 m. v72) duomenimis, ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkiniu
aptiktos 7 mutacijos sudaro > 95 % visy pateikty CRC pacienty KRAS mutacijy
ir > 88 % visy pateikty NSCLC pacienty mutacijy (7).

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019 5



1 lentelé. Mutacijy ir COSMIC identifikatoriy sarasas

Mutacija Bazinis pokytis 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

*  COSMIC ID paimti i§ ,Catalog of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy
katalogo) (7) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Sis tyrimas labai specifinis ir jautrus, leidZiantis laukinio tipo DNR fone aptikti
nedidele mutacinés DNR procentine dalj. Jei yra pakankamas kiekis DNR
kopijy, galimas 0,8 % mutacijos aptikimas laukinio tipo genominés DNR
fone (kiekvienos mutacijos aptikimo ribos informacijg rasite ,Efektyvumo
charakteristikos*, 45 psl.).

.therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinys naudojamas atliekant polimerazés
grandinés reakcijos (PGR) procediirg. Sio rinkinio pranasumas — didelis jos
specifiSkumas tiriamojo objekto atzvilgiu ir galimybé greitai, efektyviai ir
nesubjektyviai nustatyti rezultatus.

|
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Proceduros principas

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinyje naudojamos 2 technologijos — ARMS
ir ,Scorpions” — skirtos mutacijoms aptikti atliekant realiojo laiko PGR tyrimus.

Mutacijy reakcijy misiniai
Kiekviename reakcijy misinyje naudojamas mutacijai badingas ARMS pradmuo,

kad baty selektyviai amplifikuojama mutavusi DNR, tada — ,Scorpions*
pradmuo, kad buty aptiktas amplifikacijos produktas.

ARMS

Aleliams budingg amplifikacijg uztikrina ARMS, kurioje iSnaudojama Taq
DNR polimerazés galimybé atskirti sutampancig ir nesutampancig baze PGR
pradmens 3' gale. Kai pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vyksta visu
greiciu. Kai 3' baze nesutampa, amplifikacija gali vykti tik fone nedideliu
greiCiu. Todél mutavusios sekos gali bati selektyviai amplifikuotos net
méginiuose, kuriuose didzioji dalis DNR yra nemutavusi.

Scorpions

Amplifikacija aptinkama taikant ,Scorpions® technologijg. ,Scorpions® yra
dvigubos funkcijos molekulés, turinCios PGR pradmenj, kovalentiSkai sujungta
su zondu. Zonde yra fluoroforo karboksifluoresceino (FAM™) ir slopinamosios
medziagos. Pastaroji slopina fluoroforo fluorescencijg. Kai atliekant PGR
zondas prisijungia prie ARMS amplifikacijos produkto, fluoroforas ir
slopinamoji medziaga atsiskiria, todel aptinkamai padidéja fluorescencija.

Rinkinio formatas
stherascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj sudaro 8 tyrimai:
B 1 kontrolinis tyrimas (kontrolinés reakcijos misinj [CTRL])

B 7 mutacijy tyrimai (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL,
12ASP)

Reakcijy miSiniai yra dvigubi, juose yra FAM pazyméti reagentai, skirti
tiriamiesiems objektams aptikti, ir HEX™ pazyméta vidiné kontroliné medziaga.
Reakcijy miSiniuose ir teigiamoje kontrolinéje medziagoje yra , Tris EDTA"
buferinis tirpalas, o teigiamoje kontrolinéje medZziagoje yra Poli A RNR nesSiklis.

Tyrimai

stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj sudaro dviejy zingsniy proceddra.
Pirmajame etape kontrolinis tyrimas naudojamas visam amplifikuojamos
KRAS DNR kiekiui méginyje jvertinti. Antrajame etape mutacijos ir kontroliniai
tyrimai atliekami siekiant nustatyti mutacinés DNR buvimg ar nebuvima.

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019 7



Kontroliné reakcija

Kontrolinés reakcijos misinyje (CTRL) naudojamas ,Scorpions” pradmuo ir
nepazymetas pradmuo, kad bty amplifikuojama trumpa KRAS geno 4 egzono
seka. Kontroliné reakcija naudojama norint nustatyti, ar méginyje yra atitin-
kamas amplifikuotinos DNR lygis, ir kaip faktorius analitiniuose skaiiavimuose
norint nustatyti mutacijos bisena.

Kontrolinis tyrimas

Kontrolinis tyrimas, pazymétas FAM, naudojamas visam amplifikuojamos
KRAS DNR kiekiui méginyje jvertinti. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas
KRAS geno 4 egzono regionas. Pradmenys ir ,Scorpions” zondas skirtas
amplifikuoti nepriklausomai nuo visy Zzinomy KRAS polimorfizmy.

Mutacijy tyrimai

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

Kontrolés

Pastaba: visy eksperimentiniy tyrimy serijose turi bati teigiamos ir neigiamos
kontrolinés medziagos.

Vidinés kontrolinés medziagos

Kiekviename reakcijos miSinyje kartu su tikslinés reakcijos medziaga yra
vidiné kontroliné medziaga. Nepavykusi reakcija rodo, kad gali bati inhibitoriy,
del kuriy gaunami netikslis rezultatai, arba kad nustatydamas $j megintuvel;
operatorius padaré klaidg. Jei vidinés kontrolinés medziagos klaida jvyksta dél
PGR inhibicijos, atskiedus méginj, inhibitoriy poveikj galima sumazinti. Taiau
reikia atkreipti démesj, kad bus atskiesta ir tiksliné DNR. Su rinkiniu patei-
kiamas vandens, skirto méginiams skiesti, megintuvelis (,Dil.“). Méginiai turi
bati skiedZiami naudojant vandenj méginiams skiesti (,Dil.*).

Teigiama kontroliné medziaga

Kiekvienoje tyrimo sekoje 1-5 meégintuvéliuose turi bati teigiama kontroliné
medziaga. ,therascreen KRAS RGQ" rinkinyje yra KRAS teigiama kontroliné
medziaga (PC), kuri naudojama kaip teigiamos kontrolinés medziagos
reakcijos Sablonas. Teigiamos kontrolinés medziagos rezultatai jvertinami
siekiant jsitikinti, kad rinkinys veikia pagal nurodytus priimtinumo kriterijus.
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Neigiamos kontrolinés medziagos

Kiekvienoje tyrimy serijoje 9-13 mégintuvéliuose turi bati neigiama kontroliné
medziaga (,kontroliné medziaga be matricos®, NTC). ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkinyje yra NTC skirto vandens, naudojamo kaip nesabloninés kontro-
linés medziagos ,Sablonas”. Kontroliné medziaga be matricos naudojama
norint jvertinti bet kokj galimg uzterSimg nustatant tyrimg ir vidinés kontrolinés
medziagos reakcijos veiksminguma.

Méginiy jvertinimas

Su ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkiniu tiekiamas kontrolinés reakcijos
miSinys (CTRL), naudojamas visai amplifikuotinai KRAS DNR méginyje
jvertinti. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas KRAS geno 4 egzono
regionas. Rekomenduojama méginius nustatyti naudojant tik kontrolinj tyrimg
ir KRAS teigiamag kontroline medziagg (PC) kaip teigiamg kontroling medziagg
ir NTC skirtg vandenj kaip kontroline medziagg be matricos.

Platforma ir programiné jranga

stherascreen KRAS RGQ PCR® rinkinys skirtas naudoti konkreciai su ,,Rotor-
Gene Q MDx" instrumentu. ,Rotor-Gene Q“ programineg jrangg ir ,therascreen
KRAS Assay Package® galima atsisiysti i$ interneto arba gauti atskirai CD
diske.

~,Rotor-Gene Q MDx" instrumentus reikia naudoti pagal instrumento naudotojo
vadove pateiktus reikalavimus. Informacijos apie instrumentg rasite naudotojo
vadove.

Diegimo instrukcijas rasite ,,2 priedas ,therascreen KRAS Assay Package*
diegimas*“, 88 psl.
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Pateikiamos medziagos
Rinkinio turinys

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)
Katalogo Nr. 874011
Paruosimy skaicius 24
Mégintuvélio
Spalva Identifikatorius identifikatorius Taris
Control Reaction Mix
Raudona (Kontrolinés reakcijos 1 CTRL 2 x 600 pl
misinys)
. ... 12ALA Reaction Mix
Rt (12ALA reakcijos misinys) LA S
.. . 12ASP Reaction Mix
Oranzine (12ASP reakcijos misinys) 12ASP 600 pl
v 12ARG Reaction Mix
RS (12ARG reakcijos misinys) LZNRIE S
5 .. 12CYS Reaction Mix
zalia (12CYS reakcijos misinys) 12CYS 600
12SER Reaction Mix
SR (12SER reakcijos misinys) £ LS53R e
: 12VAL Reaction Mix
Pilka (12VAL reakcijos misinys) 12VAL 600 wl
. 13ASP Reaction Mix
MEADE (13ASP reakcijos misinys) . LSt e
Rusvai KRAS Positive Control
(KRAS teigiama kontroliné 9 PC 250 ul
gelsva o dsiaga)
5 Tag DNA Polymerase
2l (Taq DNR polimeraze) Uste S0
Water for NTC
Balta (NTC skirtas vanduo) NTC 1.9 mi
Balta ULEHEr O S_ar_nple D|Iut_|on_ Dil. 1,9 ml
(vanduo méginiams skiesti)
therascreen KRAS RGQ PCR Kit Handbook (angly k.) 1
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Butinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
muvékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.

Reagentai

B ,QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit* (kat. Nr. 56404; Zr. ,DNR iSskyrimas*,
14 psl.)

B Ksilenas
B Etanolis (96—100 %)*

Reikmenys

B Sterilas pipeciy antgaliai su filtrais (siekiant iSvengti kryZzminio uzterSimo,
rekomenduojame naudoti pipeCiy antgalius su aerozoliniais barjerais)

B Sterilus mikrocentrifugos meégintuvéliai, skirti pagrindiniams miSiniams
ruosti

M 0.1 ml Strip Tubes and Caps* (0,1 ml mégintuvéliy ir dangteliy juostelés),
skirtos naudoti su 72 Sulinéliy rotoriumi (kat. Nr. 981103 arba 981106)

Jranga
B Rotor-Gene Q MDx" instrumentas su fluorescenciniais kanalais, skirtais
,Cycling Green* ir ,Cycling Yellow* (atitinkamai FAM ir HEX aptikimui)

B ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos 2.3 versija ir ,KRAS Assay Package*
(3.1.1 versija), diegiami automatinam mutacijy aptikimui (2r ,2 priedas
stherascreen KRAS Assay Package* diegimas®, 88 psl.)

Pastaba: ,Rotor-Gene Q" programing jranga galima naudoti be ,KRAS
Assay Package®, skirto automatinam mutacijy aptikimui. Zr. ,1 priedas
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio rankinio paruoSimo protokolas®,
67 psl.

B Termostatinis maiSytuvas®, Sildomas Ziedinis maiSymo inkubatorius,
kaitinimo blokas arba vandens vonelé, galinti inkubuoti esant 56 °C ir
90 °C temperatdrai

M Staliné centrifuga® su rotoriumi 1,5 ml mégintuvéliams
B Stalinis purtytuvas’
B Specialios pipetés (reguliuojamos), skirtos méginiams ruosti’

* Nenaudokite denatdruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.
T |sitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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B Specialios pipetés (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams miSiniams
ruosti*

B Specialios pipetés (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti*

Perspéjimai ir atsargumo priemonés
Skirtas ,,in vitro* diagnostikai

Saugos informacija

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
muvékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS).

Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF formatu internete
www.giagen.com/safety — Cia galite rasti, perzitréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.

Bendrosios atsargumo priemoneés
Naudotojas visada turi atkreipti démes;j:

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

B Bukite ypac€ atsargus, kad neuzterstumeéte PGR reakcijy sintetine
kontroline medziaga. Reakcijos miSiniams paruosti ir DNR matricai pridéti
rekomenduojama naudoti atskiras specialias pipetes. Reakcijos miSiniai
turi bati ruoSiami ir paskirstomi kitoje vietoje nei ta, kurioje pridedama
matrica. Pabaigus PGR tyrimy serijg ,Rotor-Gene Q" meégintuvéliy
atidaryti negalima. Taip iSvengsite laboratorijos uzterSimo galutiniais
PGR produktais.

B therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio reagentai yra optimaliai atskiesti.
Daugiau reagenty skiesti nerekomenduojama, nes gali sumazéti jy
veiksmingumas. Nerekomenduojama naudoti mazesniy negu 25 pl
reakcijos tariy, nes tai didina klaidingai neigiamy rezultaty rizika.

B Visi reagentai, esantys ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinyje, yra
specialiai sukurti siekiant uztikrinti optimaly veikima. Visi rinkinio sudétyje
esantys reagentai numatyti naudoti tik su kitais reagentais iS to paties
.therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio. Norint iSlaikyti optimaly rinkinio
veikimg, negalima naudoti reagenty pakaitaly.

B Naudokite tik rinkinyje pateikiamg Tag DNR polimeraze (Taq).
Nepakeiskite jos kita Taqg DNR polimeraze iS to paties ar kito tipo rinkinio,
taip pat nekeiskite Taq DNR polimeraze, gauta is kito tiekéjo.

* |sitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys pateikiamas ant sauso ledo. Jei
pristacius ,therascreen KRAS RGQ PCR" rinkinj kuris nors jo komponentas
néra uzSaldytas, pervezant buvo atidaryta iSoriné pakuote, néra vaztarascio,
naudojimo vadovo arba reagenty, susiekite su vienu i§ QIAGEN Techninio
aptarnavimo skyriy arba vietiniy platintojy (zZr. virSelj arba apsilankykite
www.giagen.com).

Gavus ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj, jj i$ karto reikia padéti laikyti
nuo —30 iki —15 °C temperatiroje, pastovig temperatirg palaikanciame ir
apsaugotame nuo Sviesos Saldiklyje. Kaip ir visos fluorescenciskai pazymetos
molekulés, ,Scorpions” turi bati saugomi nuo Sviesos, kad neisblukty ir
nesumazety jy veiksmingumas.

Laikant rekomenduojamomis laikymo sglygomis originalioje pakuotéje,
Jtherascreen KRAS RGQ PCR" rinkinys iSlieka stabilus iki nurodytos galiojimo
datos. Venkite pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti. Atlikite ne daugiau kaip

6 atSildymo ir uzSaldymo ciklus.

Meginiy rinkimas, paruosimas tyrimui ir laikymas

Pastaba: su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai
uzkreCiama medziaga.

Meéginiy medziaga turi bati zmogaus genominé DNR, iSskirta iS FFPE audinio.
Méginius batina transportuoti pagal standartinj patologinj metoda, kad buty
uztikrinta méginiy kokybeé.

Auglio meéginiai yra heterogeniski, o auglio méginio duomenys gali neatitikti
kity to paties auglio daliy méginiy duomeny. Auglio méginiuose taip pat gali
bati ne auglio audiniy. Ne auglio audinio DNR neturi mutacijy, aptinkamy
naudojant ,therascreen KRAS RGQ PCR" rinkin;.

Audiniy méginiy paruosimas
Pastaba: naudokite sausus skalpelius. Neatlikite Sio veiksmo laminarinio
srauto arba traukos spintoje.

B Nugrandykite auglio audinj nuo atpjovy j pazymétus mikrocentrifugos
megintuvélius, kiekvienam méginiui naudodami naujg skalpel;.

Audiniy méginiy paruosimas DNR iSskyrimui (CRC)

B Naudodami jprastas medziagas ir metodus, uzfiksuokite audinio meginj
10 % neutraliu buferiniu skysc€iu atskiestame formaline (NBF), tada
audinio méginj jdékite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite
5 um atpjovy sekg ir uzdékite ant objektiniy stikleliy.
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B Patyres asmuo (pvz., patologas) turi jvertinti hematoksilinu ir eozinu
(H&E) nudazytg auglio Igsteliy atpjova ir nustatytg plotg. Pazymékite
nudazytg objektinj stiklelj, kad atskirtuméte auglj nuo jprasto audinio.
DNR iSskyrimui naudokite sekos atpjovas.

B Atpjovas, kuriy > 20 % ploto uzima auglio Igstelés, naudokite be makro-
disekcijos (zr. toliau).

B Nuo atpjovy, kuriy < 20 % ploto uzima auglio Igstelés, atskirkite vieng
ar kelias atpjovas. ISmeskite ne auglio audin;.

B Jei atpjovos plotas < 4 mm?, apdorokite dvi ar daugiau atpjovy, kad padi-
dintuméte bendrg auglio plotg bent iki 4 mm? (taikoma tiek méginiams be
makrodisekcijos, tiek su ja). ISmeskite ne auglio audinj.

B Parafino pertekliy nuo audinio pasalinkite naudodami naujg sterily
skalpel;.

Audiniy méginiy paruosimas DNR iSskyrimui (NSCLC)

B Naudodami jprastas medziagas ir metodus, uzfiksuokite audinio meginj
10 % neutraliu buferiniu skys€iu atskiestame formaline (NBF), tada
audinio méginj jdekite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite
5 um atpjovy sekg ir uzdékite ant objektiniy stikleliy.

B Patyres asmuo (pvz., patologas) turi jvertinti H&E nudazytg atpjova ir
nustatyti, ar joje yra auglio Igsteliy. DNR iSskyrimui naudokite sekos

atpjovas.

B Parafino pertekliy nuo audinio pasalinkite naudodami naujg sterily
skalpel;.

Laikymas

FFPE blokus ir objektinius stiklelius laikykite kambario temperatiroje. Pries
pradedant iSskirti DNR, objektinius stiklelius galima laikyti kambario tempera-
tdroje iki 4 savaicCiy.

PrieS naudojimg iSskirta genominé DNR gali bati laikoma 2—-8 °C tempera-
troje 1 savaite, tada nuo —25 iki —15 °C temperaturoje — iki 8 savaiciy.

Procedira

DNR iSskyrimas

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio efektyvumo charakteristikos
sugeneruotos naudojant DNR, i8skirtg pasitelkus ,QlIAamp DNA FFPE Tissue
Kit“ (kat. Nr. 56404). Jei naudojate ,QlAamp DNA FFPE Tissue” rinkinj, DNR
iSskyrimg atlikite pagal vadove pateiktas instrukcijas ir atkreipkite démesj

j toliau nurodytus dalykus.
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DNR iSskyrimas (CRC meéginiai)

,QIAamp DNA FFPE Tissue® rinkinys turi bati naudojamas tik rankiniu
badu.

Neatlikite ribonukleazés veiksmo, aprasyto QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit Handbook (,QIAamp DNA FFPE Tissue* rinkinio vadove).

Nenaudokite QIAGEN deparafinizavimo tirpalo. Deparafinizuokite
naudodami tik ksileno / etanolio metoda, aprasytg ,QIAamp DNA FFPE
Tissue* rinkinio vadove.

Proteinazes K veikimas (11 veiksmas, aprasytas ,QlAamp DNA FFPE
Tissue* rinkinio vadove turi testis 1 val.

Méginiai turi bati iSplauti naudojant 200 pl buferinio tirpalo (ATE buferinis
tirpalas) iS ,QlAamp DNA FFPE Tissue* rinkinio.

DNR iSskyrimas (NSCLC méginiai)

Naudokite 2 x 5 pm atpjovas kiekvienam iSskyrimui.

,QlAamp DNA FFPE Tissue“ rinkinys turi bati naudojamas tik rankiniu
badu.

Neatlikite ribonukleazés veiksmo, aprasyto QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
Handbook (,QlAamp DNA FFPE Tissue* rinkinio vadove).

Nenaudokite QIAGEN deparafinizavimo tirpalo, pateikiamo ,QlAamp DNA
FFPE Tissue® rinkinyje. Deparafinizuokite naudodami tik ksileno / etanolio
metoda, aprasytg ,QlAamp DNA FFPE Tissue® rinkinio vadove.

Proteinazés K veikimas (11 veiksmas, apraSytas ,QlAamp DNA FFPE
Tissue rinkinio vadove) turi testis 1 val.

Jlasinkite 60 pul iSplovimo buferinio tirpalo (ATE) iS ,QlAamp DNA FFPE
Tissue* rinkinio ir inkubuokite 2,5 minutés kambario temperatiroje.

Centrifuguokite visu greiCiu 1 minute.

Jlasinkite dar 60 pul iSplovimo buferinio tirpalo (ATE) iS ,QIAamp DNA
FFPE Tissue” rinkinio ir inkubuokite 2,5 minutés kambario temperattroje.

Centrifuguokite visu greiCiu 1 minute.

Protokolas: DNR meéginio jvertinimas

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamam DNR kiekiui méginiuose
jvertinti, naudojant ,KRAS CE Sample Assessment Locked Template“ (,Assay
Package®), skirto automatizuotam méginiy vertinimui.

Pastaba: informacijos apie neautomatinj méginiy vertinimg ieSkokite
.1 priedas ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio rankinio paruoSimo
protokolas*, 67 psl.
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Svarbi informacija prieS pradedant
B Naudojant turimg kontrolinj reakcijy misinj (CTRL) galima jvertinti iki
24 meginiy.
M Prie$ tirdami jvertinkite DNR naudodami kontrolinj reakcijy misinj (CTRL).

B Pastaba: vertinant kontrolinj reakcijy misinj (CTRL) svarbu naudoti taip,
kaip apra8yta toliau, o ne taikyti spektrofotometrijg ar kitus alternatyvius
metodus. Labai degradavusios DNR gali nepavykti amplifikuoti, net jei
pradmenys sukuria trumpus DNR fragmentus.

B Norint efektyviai naudoti ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio reagentus,
sudarykite kuo didesnes DNR méginiy partijas, kad galétuméte atlikti
partijomis, sunaudojama daugiau reagenty ir sumazinamas meéginiy,
kuriuos galima istirti naudojant vieng ,therascreen KRAS RGQ PCR*
rinkinj, skaicius.

M PrieS pirma kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentg jsitikinkite,
kad jdiegta tinkama ,therascreen KRAS Assay Package® programiné
jranga, atitinkanti ,Rotor-Gene Q“ programinés rangos versijg
(zr. 2 priedas ,therascreen KRAS Assay Package” diegimas*, 88 psl.).

Procedira

1. VisiSkai atSildykite kontrolinés reakcijos misinj (CTRL), vandenj be
nukleazés, skirtg kontrolinei medziagai be matricos (NTC), ir KRAS
teigiama kontroline medziagg (PC) kambario temperaturoje (15-30 °C)
bent 1 val.

B Pastaba: perkelkite Tag DNR polimeraze (Taq) j kambario temperatirg
(15-30 °C) tuo paciu metu kaip ir kitus reagentus (Zr. ,Reagenty laikymas
ir naudojimas”, 13 psl). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje
susirinkty fermentas.

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

Pastaba: PGR nustatymg atlikite kambario temperatiroje.
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2 lentelé. AtSildymo, PGR nustatymo ir laikymo laikas

AtSildymo laikas Laikymo* Maksimalus PGR
o _ temperatira nustatymo ir
Minimalus  Maksimalus  pystagius PGR  laikymo laikas
Kambario
1 val. 4,5 val. temperattra 7 val.
(15-30 °C)
1 val. 4,5 val. 2-8 °C 18 val.

* Laikymas* reiSkia laikg nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx"
instrumentu pradzios.

1. Sumaisykite atSilusius reagentus, kiekvieng mégintuvélj pavartydami
10 karty, kad nesusikaupty druskos, ir trumpai centrifuguokite, kad
turinj galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

Pastaba: nevartykite Taq DNR polimerazés (Taq) arba bet kokio miSinio,
kuriame yra Taqg, nes tai gali deaktyvinti fermenta.

2. Paruoskite pakankamai pagrindiniy misiniy (kontrolinj reakcijy misinj
[CTRL] ir Taqg DNR polimeraze [Taq]) pagal 3 Ientelé nurodytus tirius:
B Visiems DNR meéginiams

B 1 KRAS teigiamos kontrolinés medziagos (PC) reakcijai

B 1 vandens be nukleazés, skirto kontrolinés medziagos be matricos
(NTC), reakcijai

B 1 papildomam méginiui, kad baty pakankamas perteklius nustatant
PGR

Pagrindiniame miSinyje yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus
meéginj.

3 lentelé. Kontrolinio tyrimo pagrindinio miSinio ruoSimas

Komponentas Taris

Kontrolinés reakcijos miSinys (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Tag DNR polimerazé (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Bendrasis turis 20 pl/reakcijai

* n = reakcijy skaicius (méginiy ir kontroliniy medziagy).

Paruoskite pakankamai pagrindinio misinio papildomam méginiui (n + 1),
kad baty pakankamas perteklius nustatant PGR.
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n reikSmeé neturi virSyti 24 (ir kontrolinés medziagos), nes vienu metu tirti
galima daugiausia 24 méginius.

Pastaba: ruosSiant pagrindinj miSinj, pirmiausia j atitinkamg megintuveélj
pridedama reikiamo tario kontrolinés reakcijos misinio (CTRL), o Taqg DNR
polimerazé (Taq) pridedama paskutiné.

Pastaba: pipete jlaSinkite Taq DNR polimerazés: pipetés antgalj atsargiai
jkiSkite skyscCio pavirSiuje, kad antgalis nepasidengty fermenty pertekliumi.

3. ] jkrovos blok3a jdékite reikiama skai€¢iy PGR 4 mégintuvéliy juosteliy
(kiekvienoje juosteléje yra po 4 mégintuvélius) pagal 4 lenteléje
pateikta iSdéstyma. Mégintuvéliy neuzdenkite.

Pastaba: laikykite dangtelius plastikiniame indelyje, kol jy prireiks.

3 lentelé. Tyrimo iSdéstymas jkrovos bloke vertinant DNR méginius

Tyrimas
Kontrolinis 1 (PC) 9 17 25 - - - — -
Kontrolinis 2 (NTC) 10 18 26 - - - — —

Kontrolinis 3 11 19 - — - — — -
Kontrolinis 4 12 20 - - = — — -
Kontrolinis 5 13 21 - - - — — -
Kontrolinis 6 14 22 - - - — — -
Kontrolinis 7 15 23 - — - — — -
Kontrolinis 8 16 24 - - - — — -

* Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir nurodo galutine rotoriaus padét;.

4. Kruopscéiai nustatykite pipete ties tlriu, mazesniu nei bendras
reakcijos pagrindinio misinio turis, visiskai jsiurbkite ir iSlasinkite
10 karty.

5. Nedelsdami jpilkite 20 ul pagrindinio misSinio j kiekvieng PGR
mégintuvéliy juostele.
Pastaba: meégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 4 lenteléje. Norint jvertinti
DNR méginj, kontrolinio tyrimo pagrindinio miSinio reikia pridéti j vieng
PC meégintuvélj, j vieng NTC mégintuvélj ir j vieng kiekvieno DNR meginio
mégintuvelj.

6. ISkart jpilkite 5 pl vandens be nukleazés, skirto kontrolinei medziagai
be matricos (NTC), i NTC mégintuvélj (2 mégintuvélio vieta) ir jj
uzdenkite.
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7. |pilkite po 5 pl kiekvieno DNR méginio j méginiy mégintuvélius
(3—26 mégintuvéliy vietos) ir uzdenkite juos dangteliais.

8. Pridékite 5 yl KRAS teigiamos kontrolinés medziagos (PC) j PC
meégintuvélj (1 mégintuvélio vieta) ir uzdenkite jj dangteliu.
Kiekviename mégintuvélyje is viso turi bati 25 ul reakcijos taris (20 pl
pagrindinio miSinio, paruosto pagal 3 lentele, ir 5 ul NTC / méginio / PC).

9. llgalaikiu zymikliu pazymékite PGR 4 mégintuveéliy juosteliy pirmy
meégintuvéliy, esanciy maziausiy skaic€iy vietose, dangtelius
(pvz., esan€iy 1, 5, ir 9 vietoje ir t. t.), kad nurodytuméte kryptj, kaip
jdéti megintuvélius j , Rotor-Gene Q MDx" instrumento 72 Sulinéliy
rotoriy.

10. Pavartykite uzdengtus mégintuvélius 4 kartus, kad susimaisyty
meéginys ir reakcijos misinys.

11. Naudodami krypties zymes, pagal tyrimo iSdéstyma (4 lentelé)
sudekite visas PGR 4 mégintuvéliy juosteles j atitinkamas vietas
72 Sulinéliy rotoriuje.
Pastaba: jei rotorius nevisiSkai uzpildytas, visas nenaudojamas rotoriaus
vietas reikia uzpildyti uzdengtais tusciais meégintuvéliais. Taip uztikrinsite,
kad bty iSlaikytas ,Rotor-Gene Q MDx" instrumento Siluminis
efektyvumas.

12. Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy j , Rotor-Gene Q MDx" instru-
menta. |sitikinkite, kad fiksuojamasis ziedas (pateikiamas su ,,Rotor-
Gene Q MDx* instrumentu) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo
serijos metu mégintuvéliai baty pritvirtinti.

13. Paleiskite ,Rotor-Gene Q“ programine jrangq ir tuo pat metu
atidarykite Sablona, prie ,,Rotor-Gene Q MDx" instrumento prijungto
nesiojamojo kompiuterio darbalaukyje dukart spusteléje piktograma
»therascreen KRAS QC Locked Template® (1 pav.).

&
KRASIGHU
JLCCKET)
| “a “lll'ii!;i
1 pav. Piktograma ,therascreen KRAS QC Locked Template“.
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14. Kaip numatytasis rodomas skirtukas , Setup” (Nustatymas) (2 pav.).
Jsitikinkite, kad fiksuojamasis ziedas tinkamai uzdétas, ir pazymeékite
langelj ,,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis ziedas uzdétas).
Uzdarykite , Rotor-Gene Q MDx"“ instrumento dangtel;.
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2 pav. Skirtukas , Setup“ (Nustatymas) ir laukas , Locking Ring Attached"
(Fiksuojamasis ziedas uzdétas). 1 = skirtukas ,Setup” (Nustatymas); 2 = laukas
,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas).
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15. Dialogo lango lauke ,Run ID* (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal
vietine pavadinimy suteikimo tvarka. Dialogo lango lauke ,,.Sample
Name“ (Méginio pavadinimas) jveskite méginio pavadinimg pagal
vieting pavadinimy suteikimo tvarka.

Taip j toliau pateiktg méginiy sgrasa bus jtrauktas méginio pavadinimas

ir priskirtas ,Sample ID“ (Méginio ID) (1, 2, 3 ir t. t.). Be to, bus atnaujintas
desSinéje puséje esantis skydas ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy
naudojimo adapterio iSdéstymas) ir jtrauktas meginio pavadinimas

(3 pav.).

Arba *.smp (,Rotor-Gene Q" méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmeés) formatais saugomus méginiy pavadinimus galima importuoti
spusteléjus mygtukg ,Import Samples® (Importuoti méginius). Naudojant
8] metoda, méginiy pavadinimai jraSomi automatiskai.

Pastaba: patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy
naudojimo adapterio iSdéstymas) jtraukus méginio pavadinimg
parySkinama pasikeitusia spalva, 0 meéginio pavadinimas yra méginio
vietoje (3 pav.).

Pastaba: skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo
adapterio iSdéstymas) ilgesni nei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali
bati rodomi ne visi.

Sotun G i

Poler - [ Lockrg g .

@

3 pav. ,Run ID* (Tyrimo ID) ir ,Sample Name*“ (Méginio pavadinimas) jvedimas.
1 = dialogo lango laukas ,Run ID*; 2 = mygtukas ,Import Samples® (Importuoti mégin;j);
3 = dialogo lango laukas ,Sample Name®; 4 = meginiy sgrasas; 5 = skydas ,Layout of
the pipetting adapter® (Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas).
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16. Kartokite 16 veiksma, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus
(4 pav.).
Pastaba: norédami redaguoti méginio pavadinimg, meéginiy sgrase
spustelékite ,Sample Name® (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas meginys
bus rodomas virSuje dialogo lango lauke ,Sample Name® (Méginio
pavadinimas). Paredaguokite meéginio pavadinimg pagal vietine pavadinimy
suteikimo tvarkg ir paspauskite jvedimo klavisg, kad pavadinimg
atnaujintuméte.
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4 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas j dialogo lango laukg ,,Sample Name*
(Méginio pavadinimas). *1 = mygtukas ,Import Sample“ (Importuoti méginj), 2 = dialogo
lango laukas ,Sample Name* (Méginio pavadinimas) ir méginiy sarasas, 3 = skydas ,Layout
of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir papildomas méginio
pavadinimas.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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17. Kai jvesite visus méginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei
reikia, dialogo lango lauke ,,Notes‘ (Pastabos) jtraukite papildomos
informacijos ir spustelékite ,,Start Run“ (Pradéti tyrima) (5 pav.).

Pastaba: jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning*
(Jspéjimas) (5 ir 6 pav.), kad priminty naudotojui, jog reikia uzpildyti

visas nenaudojamas rotoriaus vietas uzdengtais tusciais meégintuvéliais.
Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus vietos uzpildytos uzdengtais
tuScCiais megintuvéliais, ir spustelékite OK (Gerai) norédami testi.
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5 pav. Dialogo lango laukas ,,Notes‘ (Pastabos), mygtukas ,,Start Run“ (Pradéti tyrima)
ir ,Warning“ (Jspéjimas) apie neuzimtas rotoriaus vietas.

Layaout of the pipetting adapter:

Positioncd

Warning - There are unused Rotor Tubes.

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

| oK | Cancel

ample 2
Control

Positionc5
Sample 3
Conbel

6 pav. 1 = ,,Warning“ (Jspéjimas) apie nenaudojamas rotoriaus vietas.
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18. Rodomas langas ,,Save As*“ (Jrasyti kaip). Pasirinkite atitinkama failo
pavadinimg ir pasirinktoje vietoje jrasykite PGR tyrima kaip *.rex
tyrimo failg. Spustelékite ,,.Save“ (Jrasyti) (7 pav.).

ersion: 114 %

DNA Samgle Acses Savein: | [} Desktop ~] e E-
‘: (IMy Documents
. [Sample 8 ¢ My Computer
= | My Recent Wy Network Places
Documents
Sil& Hame —
1 Sample 1 'Lj
2 Sample 2
3 Sample 3 Desklop
4 Sample 4 . Position:2€ ’
5 Sample 5 )
6 Sample 6
7 Sample 7 My Documents
8 Sample 8 -
58
My Computer
g : :
2 My Network  Jf File name: |DNA Sample Assessment - I Save 3
Save as lype: | Fiun Fie [“rex) - Cancel

Contiol

Pozitior;6

Carnnla A

7 pav. Tyrimo failo jraSymas. 1 = langas ,Save As“ (Jrasyti kaip), 2 = laukai ,File Name*
(Failo vardas) ir ,Save as type“ (JraSomo failo tipas) kaip *.rex failas; 3 = ,Save® (Jrasyti).

19. Pradedamas PGR tyrimas.
Pastaba: pradéjus tirti automatiskai bus rodomas skirtukas ,Run Progress*
(Tyrimo eiga), kuriame bus pateikta temperattros kreiveé ir likes laikas
(8 pav.).

Temperature Trace - Temp (C) v Time (min)

3 & # 9§ ® & @ & & & % g

¥ & 8§ & # & &

Rt e  Sevs Scwiae 231 rarssmeen KRAS Morbde

8 pav. Skirtukas ,,Run Progress*” (Tyrimo eiga).
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20. Baigus tirti, automatiskai bus rodomas skirtukas , Analysis*
(Analizé).
Pastaba: jei skirtukas ,Analysis” (Analizé) neatidaromas, spustelékite jj
(9 pav.).

Pastaba: skaiCiavimo metodo paaiskinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty
aiskinimas*, 36 psl.

T Fe Hep =151
lor 1
= . — f = -1
— B |
Sample OC Result Table:
Tube I [ Sampie Hame | Cochicl Assay O | Flage/Wiaimings [Status
1 PC Control 2580 - Wahd
2 NTC Control -4 Vahd
2 03rTove 283 - Vahd
4 a3Fnone 23 - Wakd
S Ernoree 3007 - Waikd
13 Lerpalig -} %53 Vakd
7 [Erpalirt ] 295 Vakd
e Ernorse 2045 Waid
El 0370768 2% Vahd
10 Lerralig:] o Vald
ul azrmores na Vald
L4 a3rnore B9 Wald 2
13 [Erraleil] 23680 Vald
14 [Erralicr:] nu Wald
15 a3rnoas no Wald
16 037710548 mm Wald
17 037710568 239 Wald
18 LErrale-l] 03 Wald
13 0370568 w2 Wald
20 [Ergali-s ] Wald
21 03770308 238 Wald
2 Lergalicl:) Aax Waild
23 LErgalicE:) axn Waiid
24 LErgalicE:) 285] Waild
25 037710348 2480 Valkd
2% 037710958 30 alid

9 pav. Skirtukas , Analysis“ (Analizé) ir pateikti rezultatai. 1 = skirtukas ,Analysis"
(Analizé), 2 = ,Sample QC Result Table (Méginio KK rezultaty lentelé).

21. Kontroliniai rezultatai bus pateikti , Sample QC Result Table*
(Meéginio KK rezultaty lenteléje), kaip nurodyta toliau (9 pav., 2).

B Tyrimo kontrolinés medziagos (PC ir NTC, atitinkamai 1 ir
2 megintuvéliy vietos): rodoma ,Valid® (Tinkama), jei rezultatai
patenka j leisting intervalg. Kitaip rodomas rezultatas ,Invalid*
(Netinkama).

B Méginio kontroliné reakcija Ct > 32,00: rodoma ,Invalid“ (Netinkama).
Mutacijy analizei nepakankamas DNR kiekis. IStirkite méginj
pakartotinai. Jei DNR kiekis vis dar per mazas, iSskirkite daugiau
auglio audinio, jei yra (zr. , TrikCiy Salinimo vadovas®, 37 psl.).

B Méginio kontroliné reakcija Ct < 21,92: rodoma ,Invalid“ (Netinkama).
Mutacijy analizei per didelé DNR koncentracija. Atskieskite vandeniu
be nukleazés, skirtu skiedimui, ir iStirkite pakartotinai. Atskieskite, kad
Cr baty 21,92-32,00. Skiedimas santykiu 1:1 padidina C+ reikSme
mazdaug 1,0.

B Meéginio kontroliné reakcija, kai Ct yra 21,92-32,00
(21,92 < kontrolinés medziagos Ct = 32,00): rodoma ,,Valid*
(Tinkama), DNR koncentracija yra tinkama mutacijy analizei.

Pastaba: jei reikia papildomai iSskirti ar atskiesti, pakartokite kontroline
reakcijg, kad patvirtintuméte DNR koncentracijos tinkamumg naudoti.
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22. Ataskaity failus galima sukurti spusteléjus ,,Report“ (Ataskaita).
Bus rodomas langas ,,Report Browser* (Ataskaity narsyklé). Dalyje
,Templates* (Sablonai) pasirinkite , KRAS Analysis Report* (KRAS
analizés ataskaita), tada spustelékite ,,Show* (Rodyti) (10 pav.).

Pastaba: ataskaitas galima jraSyti j kitg vietg internetinio archyvo formatu,
kiekvienos ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spusteléjus mygtukg
.~oave As” (Jrasyti kaip).

Tl Hel =18 x|
-
Setp. 1l BunProgress ] Analysis
=1 1
Sample QC Result Table:
Tube D] Sample Hame | Contiol Assy O | FlagsWamings [Status
1 P Conirol 2650 - Vabd

2 NTC Control o Vahd
3 G3TNOT0E
4 037M0TB
5 03THOT2E
E 037710738
7 037THM0T4E
& 037710758
9 037HOTER
10 Q37710778
1 037H0788
12 037710738
13 037710818
14 037710828
15 037710638
16 037710848
17 037710858
18 037710678
19 037710088
il 037710838
21 037710308
2 037710918
2 Q37710928
24 037710938
037710948
037710968

10 pav. ,,KRAS Analysis Report“ (KRAS analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 = ,Report"
(Ataskaita); 2 = langas ,Report Browser* (Ataskaity narsyklé); 3 = parinktis ,KRAS Analysis
Report” (KRAS analizés ataskaita); 4 = ,Show" (Rodyti).
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Protokolas: KRAS mutacijy aptikimas
Sis protokolas skirtas KRAS mutacijoms aptikti.

Svarbi informacija prieS pradedant

B Naudojant KRAS mutacijy tyrimus méginj galima tirti tik atlikus jo
jvertinima.

B Norédami efektyviai naudoti ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj,
meéginius sugrupuokite j partijas po 7 (kad bity uzpildytas 72 Sulinéliy
rotorius). Naudodami mazesnes partijas, ,therascreen KRAS RGQ PCR*
rinkiniu istirsite maziau méginiy.

B Pries pirmg kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentg jsitikinkite,
kad jdiegta tinkama ,therascreen KRAS Assay Package® programiné

jranga, atitinkanti ,Rotor-Gene Q" programinés rangos versijg
(Zr. 2 priedas ,therascreen KRAS Assay Package" diegimas*, 88 psl.).

Procedira

1. Sumaisykite atSildytus reagentus, kiekvieng mégintuveélj pavartydami
10 karty, kad nesusidaryty drusky sankaupos. Trumpai
centrifuguokite, kad buty surinktas turinys nuo mégintuvéliy dugno.

2. Nustatykite pipetés tlrj, mazesnj nei bendras reakcijy misinio taris, ir
kruopsciai sumaisykite pagrindinius misinius visiskai jsiurbdami ir
iSlasSindami 10 karty.

3. Nedelsdami jpilkite 20 ul pagrindinio misinio j kiekvieng atitinkama
PGR mégintuvéliy juostele.

Pastaba: nustatydami reakcijy miSinius zr. 5 lentele, kurioje pateiktas
meégintuveliy iSdéstymas. Norint aptikti KRAS mutacijas, kiekvieno DNR
meéginio pagrindinius misinius reikia jlasinti j 8 PC mégintuvélius, 8 NTC
mégintuvélius ir 8 meégintuvélius.
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4 lentelé. Tyrimo iSdéstymas jkrovos bloke aptinkant KRAS mutacijas

Kontrolés Méginio numeris

Tyrimas PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 35 43 o1 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

* Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir nurodo galutine rotoriaus padét;.

Nedelsdami pridékite 5 yl vandens be nukleazeés, skirto kontrolinei
medziagai be matricos (NTC), j NTC mégintuvélius (9-16 meégintu-
vélio vietos) ir juos uzdenkite.

Jpilkite po 5 pl kiekvieno DNR meéginio j méginiy mégintuvélius
(17-72 mégintuvéliy vietos) ir uzdenkite juos dangteliais.

Pridékite 5 yl KRAS teigiamos kontrolinés medziagos (PC) j PC
mégintuvélius (1-8 mégintuvélio vieta) ir uzdenkite juos dangteliu.
ligalaikiu zymikliu pazymékite PGR 4 mégintuvéliy juosteliy pirmy
meégintuvéliy, esan€iy maziausiy skaiciy vietose, dangtelius

(pvz., esan€iy 1, 5, ir 9 vietoje ir t. t.), kad nurodytumeéte kryptj, kaip
jdéti mégintuvélius j ,Rotor-Gene Q MDx“ instrumento 72 Sulinéliy
rotoriy.

Pavartykite uzdengtus meégintuvélius 4 kartus, kad susimaisyty
meéginys ir reakcijos misSinys.

Naudodami krypties zymes, pagal tyrimo iSdéstyma (5 lentelé)
sudékite visas PGR 4 mégintuvéliy juosteles j atitinkamas vietas

72 Sulinéliy rotoriuje.

Pastaba: atliekant kiekvieng PGR tyrimg galima jtraukti daugiausia

7 méginius. Jei rotorius nevisiSkai uzpildytas, visas nenaudojamas
rotoriaus vietas reikia uzpildyti uzdengtais tus€iais meégintuvéliais. Taip
uztikrinsite, kad baty iSlaikytas ,Rotor-Gene Q MDx" instrumento Siluminis
efektyvumas.
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10. Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy j , Rotor-Gene Q MDx" instru-
menta. |sitikinkite, kad fiksuojamasis ziedas (pateikiamas su ,,Rotor-
Gene Q MDx“ instrumentu) yra uzdeétas ant rotoriaus, kad tyrimo
serijos metu mégintuvéliai baty pritvirtinti.

11. Paleiskite ,Rotor-Gene Q" programine jrangq ir tuo pat metu
atidarykite Sablona, prie ,,Rotor-Gene Q MDx" instrumento prijungto
nesiojamojo kompiuterio darbalaukyje dukart spusteléje piktograma
»therascreen KRAS Locked Template® (11 pav.).

3088
5o

therascreen
KRAS

Locked
Template

11 pav. Piktograma ,therascreen KRAS Locked Template”.

12. Kaip numatytasis rodomas skirtukas , Setup“ (Nustatymas) (12 pav.).
Jsitikinkite, kad fiksuojamasis ziedas tinkamai uzdétas, ir pazymeékite
langelj ,,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis ziedas uzdétas).

Uzdarykite ,Rotor-Gene Q MDx“ instrumento dangtelj.

-y

1_ = 1
L SR -

PRS-

12 pav. 1 = skirtukas , Setup” (Nustatymas); 2 = laukas , Locking Ring Attached*
(Fiksuojamasis ziedas uzdétas).

13. Dialogo lango lauke ,Run ID* (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal
vietine pavadinimy suteikimo tvarka.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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14. Dialogo lango lauke ,,Sample Name* (Méginio pavadinimas) jveskite
méginio pavadinimg pagal vietine pavadinimy suteikimo tvarka.
Taip j toliau pateiktg meéginiy sgrasg bus jtrauktas meéginio pavadinimas ir
priskirtas ,Sample ID“ (Méginio ID) (1, 2, 3 ir t. t.). Be to, bus atnaujintas
deSinéje puséje esantis skydas ,Layout of the pipetting adapter® (Pipeciy
naudojimo adapterio iSdéstymas) ir jtrauktas meginio pavadinimas
(13 pav.).

Pastaba: patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy
naudojimo adapterio iSdéstymas) jtraukus meginio pavadinimg
parySkinama pasikeitusia spalva ir ar yra paryskinti visi 8 tyrimai stulpelyje
po méginio skrituliu (13 pav.).

Pastaba: galima pridéti ne daugiau kaip 7 meéginius. Méginiy ID (méginiy
skrituliuose) bus automatiskai priskirti nuo 1 iki 7.

Pastaba: skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo
adapterio iSdéstymas) ilgesni nei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali bati
rodomi ne Visi.

Arba *.smp (,Rotor-Gene Q" méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmeés) formatais saugomus méginiy pavadinimus galima importuoti
spusteléjus mygtuka ,Import Samples® (Importuoti méginius). Naudojant
8] metoda, méginiy pavadinimai jraSomi automatiskai.

13 pav. ,Run ID* (Tyrimo ID) ir ,,Sample Name* (Méginio pavadinimas) jvedimas.

1 = dialogo lango laukas ,Run ID* (Tyrimo ID); 2 = mygtukas ,Import Samples” (Importuoti
méginj) (néra programinés jrangos 2.1 versijoje); 3 = dialogo lango laukas ,Sample Name*
(Méginio pavadinimas); 4 = méginiy sgrasas; 5 = skydas ,Layout of the pipetting adapter”

(Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas); 6 = paryskintas méginio apskritimas ir 8 tyrimy
stulpelis po juo.
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15. Kartokite 14 veiksma, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus
(14 pav.).
Pastaba: norédami redaguoti méginio pavadinimg, méginiy sgrase
spustelékite ,Sample Name® (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas meginys
bus rodomas virSuje dialogo lango lauke ,Sample Name® (Méginio
pavadinimas). Paredaguokite meéginio pavadinimg pagal vieting pavadinimy
suteikimo tvarkg ir paspauskite jvedimo klavi$g, kad pavadinimg
atnaujintuméte.

2

14 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas j dialogo lango lauka ,,Sample
Name*“ (Méginio pavadinimas). 1 = dialogo lango laukas ,Sample Name* (Méginio
pavadinimas), 2 = méginiy sgrasas, 3 = skydas ,Layout of the pipetting adapter”
(Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir papildomi méginiy pavadinimai.

16. Kai jvesite visus méginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei
reikia, dialogo lango lauke ,,Notes* (Pastabos) pridékite papildomos
informacijos, tada spustelékite ,,mygtuka Start Run“ (Pradéti tyrima)
(15 pav.).

Pastaba: jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning*
(Jspéjimas) (15 ir 16 pav.), kad priminty naudotojui, jog reikia uzpildyti
visas nenaudojamas rotoriaus vietas uzdengtais tusciais mégintuvéliais.
Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus vietos uzpildytos uzdengtais
tusCiais megintuvéliais, ir spustelekite OK (Gerai) norédami testi.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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15 pav. 1 = dialogo lango laukas , Notes" (Pastabos); 2 = ,,Start Run“ (Pradéti tyrima);
3 = ,,Warning“ (Jspéjimas) apie neuzimtas rotoriaus vietas.

Rotor-Gene Q Series Software | 8 |

& Warning - There are unused Rotor Tubes.

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

QK Cancel

16 pav. ,Warning“ jspéjimas apie nenaudojamas rotoriaus vietas.
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17. Rodomas langas ,,Save As*“ (Jrasyti kaip). Pasirinkite atitinkama failo
pavadinimg ir pasirinktoje vietoje jrasykite PGR tyrima kaip *.rex
tyrimo failg (17 pav.).

I -—
[ Save As \ _— &J
@.\:‘)ﬂ! Desktop » = | FA | | Search Desktop ol

Organize + Mew folder BE ~ @
. Favorites 7 Libraries
18 Computer
7 Libraries €l Network
1M Computer
€8 Network 1
P
2 File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (*.rex) -
“ Hide Folders I Save I | Cancel 3

17 pav. Tyrimo failo jraSymas.

18. Pradedamas PGR tyrimas.

Pastaba: pradéjus tirti automatiskai bus rodomas skirtukas ,Run Progress*
(Tyrimo eiga), kuriame bus pateikta temperattros kreiveé ir likes laikas
(18 pav.).
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1 [ ]

Tamparmssrs Tras - Tamp () v T (min)

18 pav. 1 = skirtukas ,, Run Progress*® (Tyrimo eiga).

19. Baigus tirti, automatiSkai bus rodomas skirtukas , Analysis*
(Analizeé).
Pastaba: jei skirtukas ,Analysis” (Analizé) neatidaromas, spustelékite jj
(19 pav.).

Pastaba: skai€iavimo metodo paaiskinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty
aiskinimas*, 36 psl.

Fe reb =181
vew
Seho T Bun Frogess L Minalysis — 1
B |
Flun Controls, Pasiive Controk
Rotor Poslion [ Assay [ Flogs W atrings TPosiive Contil Stahus
1 Coen Vald
2 12808 Vakd
— | 3 125P - Vaid
3 12486 . Vakd
5 12 Vald
1 15ER Vald
7 12VAL Vald
1388 Void
Fiun Controls, Negalive Controk
Flotoe Pociicn, [ Assay [HIC. I THogosiee Contil Stahus
Corbal Vel Vo Vold
10 12404 Vabd Viakd Viakd
— 11 12451 Vabd Vabd Vabd
2 124G Vabd Vabd Vad
13 12078 Vald Vald Vakd
4 125ER Vabd Vald Vald
12vaL Vet Vbt Void
16 13A5P Vakd Vakd Viahd
— —

19 pav. Skirtukas ,,Analysis‘“ (Analizé) ir pateikti rezultatai. 1 = skirtukas ,Analysis"
(Analizé); 2 = skydas ,Run Controls, Positive Control“ (Tyrimo kontrolinés medZiagos,
teigiama kontroliné medziaga); 3 = skydas ,Run Controls, Negative Control* (Tyrimo
kontrolinés medziagos, neigiama kontroliné medziaga); 4 = ,Sample Result Table“ (Meginiy
rezultaty lentelé); 5 = stulpelis ,KRAS Mutation Status“ (KRAS mutacijos buasena).
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20. Tyrimo rezultatai bus pateikti kai toliau nurodyta (19 pav.).

B Skydas ,,Run Controls, Positive Control*“ (Tyrimo kontrolinés
medziagos, teigiama kontroliné medziaga): jei rezultatas yra
priimtiname intervale, stulpelyje ,Positive Control Status” (Teigiamos
kontrolinés medziagos busena) bus rodoma ,Valid“ (Tinkama), kitaip
bus rodomas rezultatas ,Invalid* (Netinkama).

B Skydas ,Run Controls, Negative Control“ (Tyrimo kontrolinés
medziagos, neigiama kontroliné medziaga): jei tiek NTC, tiek
,internal Control” (Vidiné kontrolé) rezultatai yra priimtinuose
intervaluose, stulpelyje ,Negative Control Status” (Neigiamos
kontrolinés medZiagos busena) bus rodoma ,Valid“ (Tinkama),
kitaip bus rodomas rezultatas ,Invalid* (Netinkama).

B Skydas ,,Sample Result Table“ (Méginiy rezultaty lentelé):
mutacijy turin€iy méginiy konkrecios mutacijos bus pateiktos
stulpelyje ,KRAS Mutation Status“ (KRAS mutacijos blsena).

21. Ataskaity failus galima sukurti spusteléjus ,,Report” (Ataskaita).
Bus rodomas langas ,,Report Browser” (Ataskaity narsyklé). Dalyje
, Templates* (Sablonai) pasirinkite ,KRAS Analysis Report* (KRAS
analizés ataskaita), tada spustelékite ,,Show* (Rodyti) (20 pav.).

Pastaba: ataskaitas galima jrasyti j kitg vietg internetinio archyvo formatu,
kiekvienos ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spusteléjus ,Save As*
(JraSyti kaip).

W

hatsssan KRAS Moskde

20 pav. ,,KRAS Analysis Report“ (KRAS analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 = ,Report*
(Ataskaita); 2 = langas ,Report Browser“ (Ataskaity narSyklé); 3 = parinktis ,KRAS Analysis
Report* (KRAS analizés ataskaita); 4 = ,Show" (Rodyti).

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019 35



Rezultaty aiskinimas

UZbaigus tyrimg, ,therascreen KRAS Assay Package“ automatiskai iSana-
lizuoja ir pateikia aptiktas mutacijas. Toliau pateiktas paaiSkinimas, kaip
.therascreen KRAS Assay Package® analizuoja ir pateikia aptiktas mutacijas.

Pastaba: informacijos apie neautomatine analize ieSkokite ,1 priedas
therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio rankinio paruoSimo protokolas®, 67 psl.

PGR ciklas, kurio metu konkrecios reakcijos fluorescencija virSija slenkscio
reikSme, apibréziamas kaip Ct reikSmé. C+ reikSmé nurodo konkrecios
jvesties DNR kiekj. Mazos Ct reik8més nurodo aukstesnius jvesties DNR
lygius, o didelés C+ reikSmés — mazesnius jvesties DNR lygius. Reakcijos
naudojant Ct reikSme klasifikuojamos kaip teigiama amplifikacija.

,Rotor-Gene Q" programiné jranga jterpia fluorescencijos signalus tarp bet
kuriy dviejy jrasyty reik8miy. Todél Ct reikSmeés gali bati bet kuris realusis
skaiCius (neapsiribojant sveikaisiais) nuo 0 iki 40.

stherascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio slenkscio verté nustatyta kaip 0,05
santykiniy fluorescencijos vienety. ,therascreen KRAS Assay Package* Si
reikSmé sukonfiglruota abiem — Zaliam ir geltonam — fluorescencijos
kanalams. Slenkscio reikSmé buvo apibrézta kuriant ,therascreen KRAS
RGQ PCR® rinkinj.

Norint nustatyti ACt reik8me, skaiCiuojama pagal Sig formule:
ACt = [mutacijos tyrimo Cr reikSmé] — [kontrolinio tyrimo Cr reikSmé]

Tyrimo kontrolinés medziagos (teigiama kontroliné medziaga, NTC ir vidinés
kontrolinés medZziagos) vertinamos norint uztikrinti, kad yra priimtinos C+
reikSmés ir tinkamai atliekamos reakcijos.

Meginio ACt reikSmés apskaicCiuojamos kaip skirtumas tarp mutacijos tyrimo
Cr ir kontrolinio tyrimo Cr i to paties méginio. Méginiai klasifikuojami kaip
turintys mutacijy, jei jy ACt reikSmeé yra mazesne arba lygi Sio tyrimo kritinés
ribos ACt reikSmei. Jei reikSme yra didesneé, méginyje gali bati mazesnis
mutacijy procentas, nei galima aptikti naudojant ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkinj (uz tyrimo riby), arba meéginyje néra mutacijy: apie tai bus
pranesta kaip ,No Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta).

Jei mutacijy reakcijoje nevyks amplifikacija, bus pateiktas rezultatas ,No
Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta). Visos foninés amplifikacijos AC+
reikSmés turéty buti didesnés negu kritinés ribos AC+ reikSmeés, todél meéginys
bus klasifikuojamas kaip ,No Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta).

Tyrimo rezultatai bus pateikti kaip ,Mutation Positive (Yra mutacijy), ,No
Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta), ,Invalid“ (Netinkama) arba, jei
kontrolinis tyrimas nepavyks, ,Run Control Failed” (Kontrolinis tyrimas
nepavyko). Jei méginiuose bus aptikta mutacijy, bus pranesta apie konkrecias
mutacijas.
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Kiti galimi rezultatai, kurie gali bati nerodomi, aptarti Sio vadovo skyriuose
.Protokolas: DNR méginio jvertinimas*®, 15 psl.

Retai auglyje gali bati kelios mutacijos. Tokiais atvejais bus nustatyta mutacija,
pateikusi maziausig AC+ reikSme.

Trik€iy salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali padéti alinant atsiradusias triktis. Daugiau
informacijos rasite musy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje
.Frequently Asked Questions* (dazniausiai uzduodami klausimai) adresu
www.qgiagen.com/FAQ/FAQLIist.aspx. QIAGEN techniniy tarnyby
mokslininkai visada mielai atsako j klausimus apie Siame vadove pateiktg
informacijg ir protokolus arba apie meéginiy ir tyrimy technologijas (kontaktiné
informacija pateikta virSelyje ir svetainéje adresu www.giagen.com).

Pastabos ir pasialymai

Netinkami rezultatai

a) Vieno ar keliy rinkinio  Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir tinka-
komponenty laikymo mumo laikg (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,
salygos neatitiko naudokite naujg rinkin;.
nurodymy, pateikty
.Reagenty laikymas ir
naudojimas* (13 psl.)

b) Baigési ,therascreen Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir tinka-

KRAS RGQ PCR" mumo laikg (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,
rinkinio tinkamumo naudokite naujg rinkinj.
laikas

Rodomas teigiamas NTC méginiy rezultatas FAM kanale

PGR ruoSimo metu Pakartokite PGR, naudodami naujus reagentus
atsirado tarSa kartotiniams tyrimams.

Jei galima, jdéje reikiama tirti méginj, i$ karto
uzdarykite PGR mégintuvélius.

UZtikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty
reguliariai dezinfekuojami.
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,therascreen KRAS Assay Package“ sugeneruotos zymeés

6 lenteléje iSvardytos galimos Zzymes, kurias gali sugeneruoti ,therascreen
KRAS Assay Package®, jy reik8més ir atliktini veiksmai.

5 lentelé. ,therascreen KRAS Assay Package“ zymés

Zymé Reiksmé Atliktinas veiksmas
PC_CTRL_ASSA PGR tyrimas netin- Kartokite visg PGR tyrima.
Y kamas — kontrolinés

_FAIL reakcijos teigiamos

kontrolinés medzZiagos
FAM C+ reikSmé yra
uz intervalo riby.

PC_MUTATION PGR tyrimas netin- Kartokite visg PGR tyrima.
_ASSAY_FAIL kamas — vienos ar

keliy mutacijy

kontroliniy reakcijy

FAM Crt reikSmé yra

uz intervalo riby.

PC_CTRL PGR tyrimas netin- Kartokite visg PGR tyrima.
_INVALID_DATA kamas — nepavyksta

interpretuoti teigiamos

kontrolinés medziagos

(kontrolinio reakcijy

misinio)

fluorescencijos

duomeny.

PC_MUTATION PGR tyrimas netin- Kartokite visg PGR tyrima.
_INVALID DATA kamas — nepavyksta

interpretuoti teigiamos

kontrolinés medZiagos

(mutacijy reakcijos

misinio)

fluorescencijos

duomenuy.
NTC_INT_CTRL PGR tyrimas netin- Kartokite visg PGR tyrima.
_FAIL kamas — vidiné

kontroliné medziaga
yra uz neigiamos
kontrolinés medziagos
intervalo virSutinés
ribos.

38 JLtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019



Zymeé

ReikSmé

Atliktinas veiksmas

NTC_INT_CTRL
_EARLY_CT

NTC_INVALID
_CT

NTC_INVALID
_DATA

SAMPLE_CTRL
_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

PGR tyrimas netin-
kamas — vidiné
kontroliné medziaga
yra uz neigiamos
kontrolinés medziagos
intervalo apatinés
ribos.

PGR tyrimas netin-
kamas — neigiamos
kontrolinés medziagos
FAM reikSmeé netin-
kama (mazesné uz

ribg).

PGR tyrimas netin-
kamas — nepavyksta
interpretuoti neigiamos
kontrolinés medzZiagos
fluorescencijos
duomeny.

Meéginys netinkamas —
nepavyksta inter-
pretuoti méginio
kontrolinés medziagos
fluorescencijos
duomeny.

Méginys netinkamas —
méginio kontrolines
medziagos FAM C+
reikSme per maza.

Kartokite visg PGR tyrima.

Kartokite visg PGR tyrima.

Kartokite visg PGR tyrima.

Nustatykite naujg PGR
tyrimg ir pakartotinai istirkite
susijusius meginius.

Atskieskite meginj, kad
padidintuméte C+ reikSme.
Skiedimas turi bati
apskaiciuotas laikantis
prielaidos, kad skiedziant
rinkinyje pateiktu vandeniu
santykiu 1:1 Ct reikSmé
padidés 1,0; atskiede megin;j,
nustatykite naujg PGR tyrimg
ir pakartotinai istirkite mégin;.
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Zymeé Reiksmé Atliktinas veiksmas
SAMPLE_CTRL Méginys netinkamas —  Nustatykite naujg PGR tyrimg

_FAIL meéginio kontrolinés ir pakartotinai iStirkite meginj.
reakcijos FAM C+ Jei meéginys bus netinkamas
reikSmeé per didelé. ir po pakartotinio tyrimo,

iSskirkite meginj iS naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrimg ir istirkite
naujai iSskirtg méginj. Jei vél
bus netinkamas, iSskirkite
antrg kartg. Jei ir po

Sio tyrimo méginys bus
netinkamas, Siam meéginiui
bus priskirta neaiskios
mutacijos busena ir daugiau
tyrimy atlikti nebereikés.

SAMPLE_INT Vidinés kontrolinés Jei pateikiama tinkama
_CTRL_FAIL medziagos (HEX) C+ meginio blsena, jokiy
reikSmé per didelé veiksmy atlikti nereikia.

(arba Ct néra), FAM  ~pr maniniai- i

kanalas be mutacijy. netinkama méginio bsena,

nustatykite naujg PGR tyrimg
ir pakartotinai istirkite mégin;.
Jei meéginys bus netinkamas
ir po pakartotinio tyrimo,
iSskirkite meginj i$ naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrimg ir iStirkite
naujai iSskirtg meginj. Jei vel
bus netinkamas, iSskirkite
antrg kartg. Jei ir po

Sio tyrimo méginys bus
netinkamas, Siam méginiui
bus priskirta neaiskios
mutacijos busena ir daugiau
tyrimy atlikti nebereikés.
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Zymeé Reiksmé Atliktinas veiksmas

SAMPLE_INT NSCLC méginiai: jei
_CTRL_FAIL pateikiama netinkama
(tesinys) méginio busena, likusj meginj

atskieskite vandeniu iS
mégintuvelio, pazymeéto DIL,
santykiu 1 su 8. Zidrékite, kad
galutinis taris buty didesnis
nei 40 ul (pvz., 10 pl DNR ir
70 ul vandens i§ mégintu-
vélio, pazyméto DIL),
nustatykite naujg PCR tyrimg
ir pakartotinai iStirkite meginj.
Jei meéginys bus netinkamas
ir po pakartotinio tyrimo,
iSskirkite meéginj iS naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrima ir iStirkite
naujai iSskirtg meginj. Jei bus
netinkamas, likusj méginj
atskieskite santykiu 1 su 8
vandeniu iS mégintuvélio,
pazyméto DIL, uztikrindami,
kad galutinis taris baty
didesnis nei 40 pl. Jei ir po
Sio tyrimo méginys bus
netinkamas, Siam meéginiui
bus priskirta neaiskios
mutacijos busena ir daugiau
tyrimy atlikti nebereikés.
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Zymeé

ReikSmé

Atliktinas veiksmas

SAMPLE_INT
_CTRL_EARLY
CT

SAMPLE
_INVALID
_DATA
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Mutacijy mégintuvelis
netinkamas — meginio
(vidinés kontrolinés
medziagos) Ct HEX
reikSme per maza.

Mutacijy mégintuvélis
netinkamas —
nepavyksta
interpretuoti neigiamos
kontrolinés medZiagos
fluorescencijos
duomeny.

Jei pateikiama tinkama
meéginio blsena, jokiy
veiksmy atlikti nereikia.

Jei pateikiama netinkama
méginio busena, nustatykite
naujg PGR tyrima ir
pakartotinai istirkite megin;.
Jei meéginys bus netinkamas
ir po pakartotinio tyrimo,
iSskirkite meéginj i$ naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrimg ir iStirkite
naujai iSskirtg meginj. Jei vel
bus netinkamas, iSskirkite
antrg karta. Jei ir po Sio
tyrimo meginys bus netin-
kamas, Siam méginiui bus
priskirta neaiSkios mutacijos
bdsena ir daugiau tyrimy
atlikti nebereikes.

Jei pateikiama tinkama
meéginio blsena, jokiy
veiksmy atlikti nereikia.

Jei pateikiama netinkama
meéginio bisena, nustatykite
naujg PGR tyrima ir
pakartotinai istirkite megin;.
Jei meginys bus netinkamas
ir po pakartotinio tyrimo,
iSskirkite meéginj iS naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrima ir iStirkite
naujai iSskirtg meginj. Jei vel
bus netinkamas, iSskirkite
antrg karta. Jei ir po Sio
tyrimo méginys bus netin-
kamas, Siam meéginiui bus
priskirta neaiSkios mutacijos
bdsena ir daugiau tyrimy
atlikti nebereikes.



Zymeé

ReikSmé

Atliktinas veiksmas

MUTATION
_EARLY_CT

SAMPLE
_POSITIVE
_AND_INVALID

Mutacijy mégintuvelis
netinkamas — meginio
Ct FAM reikSmé per
maza.

Yra viena ar kelios
meéginio mutacijos ir
jos tinkamos, bet

tuo paciu metu viena
ar kelios to paties
meéginio mutacijos yra
netinkamos (jspéjimas
arba klaida).

Jei pateikiama tinkama
meéginio blsena, jokiy
veiksmy atlikti nereikia.

Jei pateikiama netinkama
méginio busena, nustatykite
naujg PGR tyrima ir
pakartotinai istirkite megin;.
Jei meéginys bus netinkamas
ir po pakartotinio tyrimo,
iSskirkite meginj i$ naujos
FFPE atpjovos. Nustatykite
naujg PGR tyrimg ir iStirkite
naujai iSskirtg meginj. Jei vel
bus netinkamas, iSskirkite
antrg karta. Jei ir po Sio
tyrimo meginys bus netin-
kamas, Siam méginiui bus
priskirta neaiSkios mutacijos
bdsena ir daugiau tyrimy
atlikti nebereikes.

Néra.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio partija iSbandoma pagal nustatytas
specifikacijas, siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe.
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Apribojimai
Tyrimas skirtas aptikti KRAS geno 12 ir 13 kodony 7 mutacijas. Méginiuose,

kuriy pateiktas rezultatas buvo ,No Mutation Detected” (Mutacijy neaptikta),
gali buti KRAS mutacijy, kuriy tyrimas neaptinka (pvz., 13CYS).

Mutacijy aptikimas priklauso nuo meéginio vientisumo ir méginyje esancio
amplifikuotinos DNR kiekio. Jei pradinis méginio DNR vertinimas rodo, kad jos
kiekis nepakankamas arba per didelis norint iSanalizuoti mutacijas, procedirg
reikia pakartoti.

~therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys naudojamas atliekant polimerazes
grandinés reakcijos (PGR) procedira. Kaip ir atliekant visas PGR proceddras,
méginiai gali bati uztersti iSoriniais DNR Saltiniais tyrimo aplinkoje arba
teigiamos kontrolinés medziagos DNR. Bikite atsargus, kad neuzterStuméte
méginiy ir reakcijy misiniy reagenty.

s<therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys skirtas tik atskirti laukinio tipo ir
mutavusig DNR. Tyrimas sukurtas taip, kad kiekviena mutacijos reakcija buty
labiausiai jautri konkreciai vertinamai mutacijai. Taiau meéginiuose, kuriuose
aptinkama mutacija, gali pasireiksti kryzminis reaktyvumas su kity mutacijy
reakcijomis. Jei teigiama daugiau nei viena mutacijy reakcija, rezultatas yra
tas, kurio ACt reikSmé yra maziausia.

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys patvirtintas naudoti tik tiriant FFPE
CRC ir NSCLC audinius.

JLtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys patvirtintas naudoti tik su ,,QlIAamp
DNA FFPE Tissue“ rinkiniu. Naudoti su ,therascreen KRAS RGQ PCR"
rinkiniu patvirtintas tik ,Rotor-Gene Q MDx".
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Efektyvumo charakteristikos

Analitinis efektyvumas

.therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio specifinés efektyvumo charakteristikos
buvo nustatytos iStyrus FFPE audiniy méginius, surinktus i§ CRC ir NSCLC
serganciy pacienty. Tiriant NSCLC meéginius naudoti gavimo metodai:
biopsija Serdine adata (CNB), aspiracija plona adata (FNA) ir rezekcija. Buvo
naudojamos kiekvieno méginio tipo 8 FFPE Zmogaus lgsteliy linijos, kurias
IStyrus 7-se aptiktos zinomos KRAS mutacijos ir viena laukinio tipo KRAS
mutacija (t. y. nebuvo mutacijy 12 ir 13 kodonuose). Méginiy mutacijy basena
buvo patvirtinta dvikryp€iu Sangerio sekvenavimu.

Kritiné riba

Norint nustatyti tyrimo kritine ribg, 225 FFPE méginiai buvo istirti naudojant
pagal CLSI EP17-A (2004) (8) rekomendacijg parengtg metoda. Nustatytas
kontrolinés reakcijos Ct intervalas nuo 21,92 iki 32,00. Kritinés ribos reikSmés
(ACr), apskaiciuotos i§ mutacijy reakcijy Ct reikSmes atémus kontrolinés
reakcijos Ct reikSme, pateiktos 7 lenteléje.

6 lentelé. Nustatytos kiekvienos mutacijos tyrimo kritinés ribos reikSmés

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

Kritineé riba 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7,5 7,5
(£ ACy)

TuStumo ribos

Norint nustatyti ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio efektyvumg nesant
matricos su mutacija ir uztikrinti, kad tus€ias meéginys nesukuria analitinio
signalo, kuris gali rodyti mazg mutacijos koncentracijg, buvo jvertinti méginiai
be matricos. Rezultatai neparodé jokiy aptinkamy kontrolinés arba mutacinés
medziagos Ct reikSmiy jokiame mutacijos ar kontrolinés reakcijos (visos
vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmes buvo tinkamos).
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Palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu: CRC

Buvo atlikti du tyrimai norint parodyti CRC méginiy, istirty naudojant
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj, mutacijy basenos atitikimg, palyginti
su dvikrypCiu sekvenavimu. IS viso 137 FFPE meginiy pateiké tinkamus
rezultatus tiek tiriant ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkiniu, tiek atliekant
dvikryptj sekvenavima.

Bendri rezultatai, jskaitant 6 méginius, kuriy nepavyko istirti dvikrypciu
Sangerio sekvenavimu, parodyti 8 lenteléje. 9 lenteléje pateikta ,therascreen
KRAS RGQ PCR® rinkinio ir dvikrypCio sekvenavimo sutapimo analize.

7 lentelé. ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio ir dvikryp€io Sangerio
sekvenavimo palyginimas

Dvikrypéio sekvenavimo aptiktos mutacijos
'3 Neig. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP IS viso
©
S Neigiamas 80 - - 1 - - - 1 82
o -
— Teigiamas _ 3 _ _ _ _ _ _ 3
= 12ALA
c
= .-
= Teigiamas _ _ _ 1 _ _ _ _ 1
= 12ARG
X
eigiamas

o = = - 20 - - - - 20

12ASP
o
8 Teigiamas _ _ _ _ 3 _ _ _ 3
%) 12CYS
<
Qé Teigiamas _ _ _ _ _ _ _ _ 0
- 12SER
()
o Teigiamas
@ 12VAL 2 - - - - - 14 - 16
E Teigiamas
= 13ASP L - - - - - - 1 12

IS viso 83 3 0 22 3 0 14 12 137

8 lentelé. Sutapimo analizé

95 % patikimumo
Sutapimo matavimas Daznis (%) intervalas (CI)
Bendras procentinis sutapimas 132/137 (96,35) 92,69-98,21
Teigiamy rezultaty procentinis sutapimas 52/54 (96,30) 89,41-98,77
Neigiamy rezultaty procentinis sutapimas 80/83 (96,39) 91,30-98,55
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Norint papildyti pirmajj tyrimg buvo iStirtas antras unikalus meéginiy rinkinys.
Buvo gautas 271 CRC FFPE méginio rinkinys: 250 méginiy — nezinomos
mutacijy basenos, o 21 méginys — Zinomos mutacijy busenos, kad baty
papildyta retomis mutacijomis. Buvo atliktas palyginimas su Sangerio
dvikrypc€iu sekvenavimu, kaip nurodyta anksciau.

Dél atitikimo buvo iSanalizuoti 247 méginiai, kuriy rezultatai buvo tinkami tiriant
tiek ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkiniu, tiek dvikrypc€io sekvenavimo
metodu. Buvo 9 prieStaringi méginiai. Bendras sutapimas buvo 96,4 %.
Duomenys patvirtina tiksly ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio veikimg

(10 ir 11 lenteles).

9 lentelé. ,,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio ir dvikryp€io Sangerio
sekvenavimo palyginimas (antras tyrimas)

Dvikrypé€io sekvenavimo aptiktos mutacijos

‘T Neig. 12ALA  12ARG  12ASP  12CYS  12SER  12VAL  13ASP I5viso
T
E Neigiamas 132 - - - - 1 - - 133
L Teigiamas
° 12ALA - 10 - - - - - - 10
c
< Teigiamas
c
S 12ARG 5 - 5 - - - - - 10
X

eigiamas B B B B B B B
& 12ASP 31 31
o
8 Teigiamas 1 _ _ _ 11 — - - 12
%) 12CYSs
&

Teigiamas
X - - — - - _ _
< 12SER 13 13
@
o Teigiamas
@ 12VAL 2 - - - - - 25 - 21
E Teigiamas
T 13ASP - - - - - - 11 11

IS viso 140 10 5 31 11 14 25 11 247

10 lentelé. Sutapimo analizé (antras tyrimas)

95 % patikimumo
Sutapimo matavimas Daznis (%) intervalas (ClI)

Bendras procentinis sutapimas 238/247 (96,36) 93,73-98,09

Teigiamy rezultaty procentinis sutapimas 106/107 (99,07) 95,64-99,95
Neigiamy rezultaty procentinis sutapimas 132/140 (94,29) 89,93-97,13
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Palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu: NSCLC

Norint parodyti NSCLC méginiy, istirty naudojant ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkinj, mutacijy blsenos atitikimg su dvikrypCiu Sangerio sekvenavimu,
buvo gauti klinikiniai FFPE NSCLC méginiai naudojant rezekcijg, CNB arba
FNA. Prie$ tyrimg naudojant ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj i$
kiekvieno méginio buvo idskirta DNR. Sio tyrimo rezultatai buvo palyginti su
rezultatais, gautais atlikus dvikryptj Sangerio sekvenavima.

IS viso 360 meginiy rezultatai buvo tinkami tiek naudojant ,therascreen KRAS
RGQ PCR® rinkinj, tiek dvikryptj Sangerio sekvenavima, o atitiko 340 méginiy
rezultatai.

JLherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio ir dvikryp&io sekvenavimo sutapimas
pateiktas 12 lenteléje. Atliekant dvikryptj Sangerio sekvenavimg dviejuose
meéginiuose buvo aptikta dviguba mutacija. Viena mutacija buvo tokia pati kaip
ir therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio rezultatas, todél Sie méginiai buvo
suklasifikuoti kaip atitinkantys pagal bendro sutapimo, teigiamo sutapimo ir
neigiamo sutapimo analize (13 lentelé).

11 lentelé. ,,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio ir dvikrypéio Sangerio
sekvenavimo palyginimas

»therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio rezultatai
Neig. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP 1S viso
Neigiamas 261 1 - 4 6 2 5 1 280
(] ..
O  Teigiamas _ 4 _ _ _ _ _ _ 4
© 12ALA
8
E‘ Teigiamas
* 12ALA - 1 - - - - - - 1
i) 12CYS
=<
2 Teigiamas
«© - - 3 - - - - - 3
o 12ARG
E leg
S eigiamas B B B B B B B
8 12ASP 14 14
o
= Teigiamas
$ 120vs - - - - e - - - e
0
QO il
g  Teigiamas B _ B B _ B 1 _ 1
> 12SER
=
2 Teigiamas
(a] — — — — — —
12VAL 2 17 17
Teigiamas
13ASP L - - - - - - 4 5
IS viso 262 6 3 18 41 2 23 5 360
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12 lentelé. Sutapimo analizé

95 % patikimumo

Sutapimo matavimas Daznis (%) intervalas (CI)
Bendras procentinis sutapimas 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Teigiamy rezultaty procentinis sutapimas 79/80 (98,75) 94,21-99,94

Neigiamy rezultaty procentinis sutapimas 261/280 (93,21) 90,20-95,51

Aptikimo riba (LOD)

~therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio darbinis intervalas pagrjstas méginyje
esanciu amplifikuotinos DNR kiekiu, nustatytu pagal kontrolinés reakcijos C+
reikSme. Nustatytas tyrimo jvesties intervalas apibréziamas iS anksto apibréztu
kontroliniy Ct reikSmiy intervalu nuo 21,92 iki 32,00. LOD — tai maziausia
procentiné dalis mutacinés DNR, kurig galima aptikti laukinio tipo DNR fone,
kai bendras amplifikuotinos DNR kiekis neperZengia nustatyto jvesties
intervalo riby ir vis dar yra mazesnis uz slenkscio kritinés ribos AC+ reikSme.

CRC

Buvo atliktas tyrimas norint nustatyti kiekvienai iS 7 mutacijy badingy reakcijuy,
jtraukty j ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj, LOD. ,therascreen KRAS
RGQ PCR® rinkinio mutacinés DNR aptikimo laukinio tipo DNR fone riba
apibréZiama kaip maziausias skiedimo koeficientas, kurj naudojant bana 95 %
tirlamy teigiamy kiekvienos mutacijos méginiy pakartojimy ir jie nustatomi kaip
turintys mutacijas.

Kiekvienam tyrimui (atskirai mazo ir didelio jvesties DNR lygio duomeny
rinkiniams) buvo pritaikyti logistinés regresijos modeliai. Siuose modeliuose
atsakymo kintamasis buvo dvejetainé iSvestis — mutacija aptikta

(aptikimas = 1) ir mutacija neaptikta (aptikimas = 0), o tolydusis aiSkinamasis
kintamasis — log> (% mutacinis skiedinys). LOD reikSmés buvo apskaiciuotos
kaip procentinés mutacijos skiedinys, kurio pateikta numatoma aptikimo
tikimybé buvo 0,95 (14 lentelé).
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13 lentelé. Kiekvienos mutacijos tyrimo, naudojant FFPE Igsteliy linijas,
LOD reikSmés

LOD Cos
Tyrimas (mutacinés DNR, esancios laukinio tipo DNA, procentas)
12ALA 0,8
12ARG 2,6
12ASP 6,4
12CYS 15
12SER 5,6
12VAL 1,6
13ASP 6,4

NSCLC

stherascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio tyrimy LOD buvo nustatyta ir patikrinta
naudojant CRC audinj. Sie LOD rezultatai buvo pakartotinai patikrinti
naudojant NSCLC audinj.

Tyrimas buvo sudarytas iS 2 daliy. 1 dalyje 7 mutaciniy FFPE NSCLC Igsteliy
linijy, atspindinCiy kiekvieng mutacijg, 60 pakartojimy buvo atskiesti iki
atitinkamo tyrimo LOD reikSmés ir istirti. Visi 60 kiekvieno iStirto méginio
tinkamy FFPE lgsteliy linijy pakartojimy parodé 100 % aptikimg pagal
atitinkamag mutacijos reakcijg, esant vertinamai LOD.

2 dalyje buvo istirta klinikiniy FFPE NSCLC meéginiy, atspindin€iy kiekvieng
mutacijg ir 3 gavimo metodus (rezekcijg, CNB ir FNA) 96 pakartojimy, juos
atskiedus iki atitinkamo tyrimo LOD reikSmeés.

96 tinkami 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL ir 13ASP pakartojimai 100 %
tinkamai aptiko mutacijas. 12CYS ir 12SER tyrimai parodé 95,8 % aptikimag
esant LOD.

Tai parodé, kad anksciau nustatyta LOD reikSmeé yra patikrinta ir tinka visiems
mutacijy tyrimams, vertinant NSCLC audinius ir klinikinius FFPE NSCLC /
FFPE Igsteliy linijy / pacienty atitinkancius méginius.

|
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DNR jvestis ir linijiSkumas

DNR jvesties lygio poveikis ACt reikSméms

Kai visos DNR skirtingy lygiy méginiuose yra toks pat mutacinés DNR
santykis, numatoma kad iSmatuotos AC+ reikSmés iSliks nuoseklios. RuoSiant
DNR telkinius su maziausia pasiekiama kontrolinés reakcijos Cr reikSme buvo
naudojama DNR, iSskirta iS 8 FFPE Igsteliy linijy.

Kiekvienos mutacijos reakcijos skiedimo intervalas ir vidutiné AC+ reikSmé,
gauta i$ rezultaty, pateikti 15 ir 16 lentelése. Bendrai visy tyrimy AC+ reikSmeés
yra nuoseklios visame ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio darbiniame
intervale ir tuo parodoma, kad DNR lygis neturi jtakos méginio mutacijos
nustatymo tikslumui.

14 lentelé. DNR jvesties poveikis ACt reikSméms visame jvesties
kontrolinés reakcijos Ct reikSmiy intervale — CRC FFPE Igsteliy linijos

ACt
1 skiedinys 2 skiedinys 3 skiedinys 4 skiedinys 5 skiedinys
Tyrimas ~20-21Ct ~23-24Ct ~26-27Ct ~29-30Ct ~32-33Cr
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

* Bendras 12ASP pakartojimy skaicius buvo 27.
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15 lentelé. DNR jvesties poveikis ACt reikSméms visame jvesties
kontrolinés reakcijos Ct reikSmiy intervale —- NSCLC FFPE méginiai

ACt

1 skiedinys 2 skiedinys 3 skiedinys 4 skiedinys 5 skiedinys
Tyrimas ~20-21Ct ~23-24Ct ~26-27Ct ~29-30Ct ~32-33Cr

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
112ASP 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 —*

* Nepateikta mutacijos reakcijos Cr reikSmé dél mazos DNR koncentracijos, todél AC+
neapskaiciuota.

LinijiSkumas / amplifikacijos efektyvumas kaip DNR jvesties funkcija

Kiekvienos mutacijos reakcijos PGR linijiskumas ir amplifikacijos efektyvumas
kontrolinés reakcijos atzvilgiu pasireiSké visame darbiniame ,therascreen
KRAS RGQ PCR® rinkinio intervale. Buvo apskaiCiuotas kiekvienos mutacijos
reakcijos ir kontrolinés reakcijos amplifikacijos efektyvumas

[2(=1/nuolydis)] -1.

Kontrolinés medziagos amplifikacijos efektyvumas, palyginti su mutacijos
reakcija, parode, kad AC+, todél ir mutacijos aptikimas yra nuoseklus visame
tyrimo darbiniame intervale. Duomeny suvestiné pateikta 17 ir 18 lentelése.

LinijiSkumas / amplifikacijos efektyvumas kaip procentinés mutacijos
funkcija

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti serijiniu badu atskiesto teigiamo mutacinio
méginio poveikj amplifikacijos efektyvumui visame ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkinio darbiniame intervale, pradedant nuo Cr jvesties lygio, kai Ct
reikSmé yra mazdaug 22-23.

Pries atliekant PGR su ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkiniu, DNR
ekstraktai iS CRC FFPE lIgsteliy linijos ir NSCLC meéginiy pirmiausia buvo
jvertinti naudojant optinio tankio rodmenis. Tada buvo paruosti DNR kiekiai
pagal kontrolinés reakcijos Cr, kai Ct reik8me buvo mazdaug 23. Kiekiai buvo
dukart atskiesti serijiniu budu, kiekvieng kartg naudojant laukinio tipo DNR,
kad Sablone bty iSlaikytas vienodas bendras laukinio tipo DNR kiekis,

o mutacinés DNR procentas skirtysi.
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Buvo paruosti DNR telkiniai, kuriy pakakty 6 kiekvienos mutacijos
pakartojimams istirti. Buvo apskaiciuotos kiekvienos mutacijos kiekvieno
skiedimo santykio Cr ir ACt reikSmés. Buvo parengtas linijinés regresijos
modelis naudojant mutacijos reakcijos Cr, palyginti su log> (DNR jvesties
skiedinys). Tyrimas parodé, kad mutacijy skiedimas pastovios laukinio tipo
DNR koncentracijos fone neturi didelés jtakos amplifikacijos efektyvumui;
uz reikSmiy, nurodyty anksciau minétame linijiSkumo tyrime, riby jis svyravo
nereikSmingai.
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Trukdané€ios medziagos

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti galimai trukdandiy medziagy poveik;
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio efektyvumui. Tai buvo atlikta iSanali-
zavus kiekvienos medziagos poveik| atliekant pridéjimo bandymus esant
jvairioms koncentracijoms ir jvertinus tiriamy méginiy ACt reikSmes ir mutacijy
bdseng. IStirtos Sios DNR iSskyrimo procesui galimai trukdanc€ios medziagos:
buferinis tirpalas AL, buferinis tirpalas ATL, etanolis, parafinas, proteinaze K,
plovimo buferinis tirpalas AW1, plovimo buferinis tirpalas AW?2 ir ksilenas. Kaip
tuscCia kontroliné medziaga taip pat buvo istirtas rinkinio galutinis iSplovimo
buferinis tirpalas ir buferinis tirpalas ATE.

Esant koncentracijoms, su kuriomis bus dirbama jprastai naudojant, né viena
i$ istirty galimai trukdancCiy medziagy neturéjo jtakos ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkinio galimybei atskirti méginius su mutacijomis ir be juy.

Be trukdanciy medziagy tyrimo, buvo jvertinta galima klinikiniy méginiy
nekrozes jtaka, norint nustatyti, ar didelis nekrotiniy audiniy lygis auglio
méginiuose turi jtakos galimybei pateikti tinkamus duomenis. 1S 421 méginio,
jvertinto kaip palyginimo su analitiniu kontroliniu metodu tyrimo dalis,

29 méginiy nekrozeés lygis buvo > 50 %, kaip buvo nustatyta atliekant
patologine perzidra. IS Siy 29 méginiy 28 pateiké tinkamus rezultatus, kurie
atitiko dvikryp&io Sangerio sekvenavimo rezultatus. Vienas méginys buvo
netinkamas dél nepakankamo DNR kiekio.

Kryzminis uzterSimas
Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti DNR méginiy kryZminio uZter§imo apimtj, dél

kurios gali bati pateikti klaidingai neigiami rezultatai naudojant ,therascreen
KRAS RGQ PCR* rinkinj. KryZzminis uzterSimas gali jvykti dél:

B iSskiriant méginius (pvz., grandant nuo objektiniy stikleliy),

lasSinant méginius,

B uzdengiant (dangteliais) méginiy megintuvélius,

B naudojant uzterSus rinkinio reagentus,

B jdedant tyrimo meégintuvelius j ,Rotor-Gene Q MDx" instrumenta.

Siame tyrime buvo naudojami FFPE standartai: laukinio tipo standartas ir
12ALA standartas (nes 12ALA reakcija — tai reakcija naudojant maziausig
rinkinio LOD).

Sis tyrimas buvo sudarytas i5 10 PGR tyrimy, skirty istirti uZkrétimo potencialg
tiek vieno, tiek keliy tyrimy ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentu metu. Siuose
testiniuose tyrimuose megintuveéliai su laukinio tipo DNR buvo naudojami
norint patikrinti uzterS§img mutacine DNR.

Sio tyrimo rezultatai neparodé jokio aptinkamo uzkrétimo jokiuose laukinio tipo
DNR ekstraktuose, skirtuose aptikti kryzminj uzkretima.
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SpecifiSkumas / kryzminis reaktyvumas

stherascreen KRAS RGQ PCR" rinkinj sudaro 8 atskiros reakcijos. Tai viena
kontroliné reakcija, kuri aptinka nepolimorfinj KRAS geno regiong, ir 7 kon-
kreCiy mutacijy reakcijos. Néra reakcijos, kuri konkreciai iSmatuoty laukinio
tipo KRAS sekg 12 arba 13 kodone. KRAS rezultatas ,No Mutation Detected"”
(Mutacijy neaptikta) (t. y. laukinis tipas) nustatomas, jei néra né vienos is

7 mutacijy, kuri pateikty teigiama rezultata.

Todeél batina parodyti nespecifinés amplifikacijos apimtj arba kryZminj reakty-
vuma, kuris atsiranda kiekvienos reakcijos metu, kai yra KRAS laukinio tipo
DNR perteklius, kad nebuaty pateikta klaidingai teigiamy rezultaty. Panasiai
vertinama nespecifiné KRAS mutacijy, kuriy aptikimas Siame tyrime nenu-
matytas, amplifikacija. Tai parodo, kad mutacijy reakcijy kryzminio reaktyvumo
apimtis neturi jtakos klaidingam mutacijy aptikimui, jei yra pertekliniai muta-
cinés DNR kiekiai. Sio tyrimo DNR jvestis pagrjsta kontroliniu Ct intervalu
(21,92-32,00), didziausia DNR jvesties koncentracija pagrjsta kontroline

Cr reikSme, kuri lygi mazdaug 22.

Nespecifiné amplifikacija / kryzminis reaktyvumas: laukinio tipo KRAS
DNR

Buvo tiriama laukinio tipo DNR nespecifinés amplifikacijos apimtis naudojant
reakcijy misinius, skirtus amplifikuoti konkrec€ias mutacijas. Naudojant
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj, i§ viso buvo jvertinta 60 laukinio tipo
FFPE Igsteliy linijos DNR ir 60 NSCLC pakartojimy, esant didZiausios
koncentracijos amplifikuotinos DNR jvesties lygiui.

Kontrolinés medziagos Cr reikSmés buvo mazdaug 22-23. Rezultatai parode,
kad AC+ reikSmes virSijo nustatytas ribines reikSmes ir bent 95 % laukinio tipo
pakartojimy buvo nustatyta teisingai.

Nespecifiné amplifikacija / kryzminis reaktyvumas / specifiSkumas:
mutacijy turinti KRAS DNR

Mutacijy turintys meéginiai buvo istirti esant didelei jvesties DNR koncentracijai
naudojant visus reakcijy misinius. DNR méginiai buvo paruosti i$ kiekvienos
CRC ir NSCLC FFPE lIgsteliy linijos, kad kontrolinés reakcijos Ct reikSmeé
atitikty mazdaug 23. 18 Siy skiediniy buvo jvertinta po 6 kiekvieno mutacijy
méginio pakartojimus. Méginio mutacijos procentas buvo valdomas naudojant
lgsteliy linijos DNR mutacijos procenta.

Vidutinés AC+ reikSmes, pateiktos 19 ir 20 lentelése, rodo, kad tarp mutacijy
reakcijy pasireiSkia kryzminis reaktyvumas. Visais atvejais rezultatai rodé, kad
atlikus atitinkamg mutacijos reakcijg aptikta tinkama mutacija (t. y. maziausia
ACT reikSmé rodé aptiktg tinkamg mutacijg). Visais kitais tyrimo atvejais
mutacija nebuvo aptikta arba ACt reikSmé buvo uz slenkscio riby.
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18 lentelé. Mutacijy reakcijy kryzminis reaktyvumas (ACt) naudojant CRC
FFPE lasteliy linijos DNR, esant didelei jvesties koncentracijai

Tyrimo ACr

Mutaciné Kiritiné
DNR riba

12ALA 8 1,42* 12,66 Néra 5,817 2,78" 6,31" 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42 Néra Néra 13,44 11,21 13,55

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

12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 Néra 1343 12,66
12CYS 8 142 12,48 923 098 Néra 796" 12,88
12SER 8 Nera 13,39 13,31 Neéra  3,02* 12,99 13,97

12VAL 7,5 6,837 Néra Néra Néra 13,38 0,28* 13,74
13ASP 7,5 Néra 13,29 13,89 Néra Néra 14,36 4,5*%

Néra: nebuvo kryzminés reakcijos.
*  Atitinkamy reakcijy AC+ reikSmés.
T KryZminio reaktyvumo reakcijy ACr reik§més, mazesnés uz kritine riba.

19 lentelé. Mutacijy reakcijy kryzminis reaktyvumas (ACt) naudojant
NSCLC FFPE Iasteliy linijos DNR, esant didelei jvesties koncentracijai

Tyrimo ACt

Mutaciné Kiritiné
DNR riba

12ALA 8 1,31* 12,8 Néra 5,01" 2,26" 557" 12,65

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

12ASP 6,6 12,61 1,66* Néra Néra Néra 10,3 12,60

12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 Néra 12,66 12,62
12CYS 8 Néra 12,22 7,84' 056 Neéra 13,06 11,84
12SER 8 Néra 12,87 1321 Néra  1,93* 1325 12,93

12VAL 7,5 593" 14,29 Néra Néra 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 Néra Néra Néra Néra Néra Néra 2,02*

Néra: nebuvo kryzminés reakcijos.
*  Atitinkamy reakcijy ACt reikSmés.
T KryZminio reaktyvumo reakcijy ACt reik8més, mazesnés uz kritine riba.
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Pasikartojamumas ir atkartojamumas

Sio tyrimo tikslas buvo parodyti ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio
tikslumg vienoje laboratorijoje (pasikartojamumas) ir lyginant kelias
laboratorijas (atkartojamumas). Buvo pateikti tinkamo mutacijy aptikimo
rezultatai ir ACt reik8meés (skirtumo tarp mutacijy reakcijos ir kontrolinés
reakcijos Cr reikSmes).

CRC

Siam vertinimui buvo naudojami klinikiniai CRC méginiai. Naudojant
stherascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj buvo istirtas vienas laukinio tipo ir po
vieng kiekvienos mutacijos méginj; visus méginius ir kontroles tyré 2 opera-
toriai kiekvienoje i$ 3 laboratorijy, naudodami 3 ,therascreen KRAS RGQ
PCR" rinkiniy partijas, 5 dienas i$ eilés atlikdami 2 tyrimus per dieng

ir kiekviename tyrime naudodami po 2 kiekvieno méginio pakartojimus.
Kiekvienos reakcijos kiekvieno méginio gautos Cr ir AC+ reikSmés taip

pat buvo iSanalizuotos naudojant variacijos komponenty analize.

stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio mazo lygio mutacijy (3 x LOD) ir
laukinio tipo méginiy atkartojamumas buvo bent 39/40 tinkamo mutacijos
aptikimo atvejy pagal visus tyrimus, visas partijas, platformas ir visus
operatorius, tiek lyginant vienoje laboratorijoje atlikty eksperimenty rezultatus,
tiek keliy laboratorijy rezultatus. Buvo pateiktas bendras ir kiekvienos
laboratorijos apskai€iuotas 3 x LOD meéginiy santykis tiriant tiek mutacinius,
tiek laukinio tipo méginius. Atliekant visus tyrimus ir naudojant visus méginiy
derinius, mutacija buvo aptikta tinkamai bent 79 iS 80 pakartojimy (21 lentelé).

20 lentelé. Bendras teisingo aptikimo atvejy skaicius

Mutacijy tyrimo teisingo aptikimo atvejy skai€ius
Méginys 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

Mutaclios — 7g/80  g0/80 80/80 79/80  80/80  80/80  80/80
3xLOD

Laukinio
ti po (m azo 80/80 79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80

lygio)

NSCLC

Buvo naudojami kiekvienos iS 7 KRAS NSCLC mutacijy 3 méginiai, atspindintys
3 méginiy gavimo budus (rezekcijg, CNB ir FNA). Be to, kuriant laukinio tipo

méginiai (po 2 méginius, atspindin€ius kiekvieng i 3 méginiy gavimo bady).
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Keli ekstraktai buvo sujungti j telkinius pagal kiekvienos mutacijos méginius,
kad blty sukurta po vieng kiekvienos mutacijos telkinj. Kiekvienos mutacijos
méginiy telkinys buvo atskiestas, kad buty sukurti tyrimo meéginiai, kuriy
mutacijy lygis buaty 1 x LOD ir 3 x LOD.

Siame tyrime dalyvavo 3 skirtingose vietose esangéios laboratorijos. Kiekvie-
noje laboratorijoje buvo sudaryto skirtingos sglygos naudojant 2 ,Rotor-Gene Q
MDx" instrumentus, 2 ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio partijas ir

2 operatoriams atliekant po 2 tyrimus per dieng 16 ne i$ eilés einanciy dieny.

Atliekant visus tyrimus ir naudojant visus meéginiy derinius, mutacija buvo
aptikta tinkamai bent 284 is 288 pakartojimy. Tiriant 1 x LOD grupe, bendras
teisingy aptikimo atvejy santykis visuose tyrimuose buvo 100 %. Tiriant

3 x LOD grupe, bendras teisingy aptikimo atvejy santykis visuose tyrimuose
buvo 99,6 %. Bendras mutacijos nebuvimo (laukinio tipo) teisingo nustatymo
atvejy santykis visuose tyrimuose buvo 100 % (22 lentele).

21 lentelé. 1 x LOD, 3 x LOD ir laukinio tipo teisingo aptikimo atvejy
skaicius

Mutacijos Teisingas Teisingas Apatiné dvipusio
lygis Tyrimas rezultatas rezultatas, % 90 % CI
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97
1xLOD 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
3xLOD 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
Laukinio tipo 285/285 100 98,95

60 JLtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019



Meéginiy apdorojimo kintamumas

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti méginiy apdorojimo, ypa¢ DNR iS§skyrimo,
kintamumo poveikj ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkiniui. Sis tyrimas
papildytas pasikartojamumo ir atkartojamumo tyrimu, iSanalizavus méginiy
apdorojimo kintamuma, kai tos pacios klinikiniy FFPE meginiy atpjovos ir
FFPE Igsteliy linijy atpjovos buvo apdorotos 3 laboratorijose, véliau atliktas
tyrimas naudojant ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkin;.

CRC

Nuo kiekvieno iS 10 FFPE CRC meéginiy buvo atpjauta po trisdeSimt nuosekliy
5 um atpjovy (3 laukinio tipo ir po 1 kiekvienos mutacijos). Atpjovos buvo
paskirstytos kiekvienai iS 3 tirian€iy laboratorijy, kad kiekviena i$ jy gauty po
10 kiekvieno FFPE meéginio atpjovy (i$ viso 100 atpjovy). Buvo istirta 300 DNR
iSskyrimy, 298 meéginiai buvo tinkami. Tarp 3 laboratorijy buvo 99,33 %
atitikimas KRAS mutacijy aptikimo atvejy atzvilgiu.

Mutaciniy ir laukinio tipo meéginiy vidutiniy AC+ reikSmiy palyginimas pagal
laboratorijg parodé labai didelj rezultaty sutapimg. Rezultatai rodo DNR
iSskyrimo proceduros ir meginiy apdorojimo naudojant ,therascreen KRAS
RGQ PCR® rinkinj sutapima.

NSCLC

Siame tyrime buvo naudojama 13 klinikiniy NSCLC méginiy (3 x 12ASP,

3 x 12CYS, 4 x 12VAL ir 3 laukinio tipo) ir 4 FFPE lgsteliy linijy méginiai
(12ALA, 12ARG, 12SER ir 13ASP). Méginiai atspindi jvairius gavimo budus:
chirurgine rezekcija, FNA ir CNB. Kai nebuvo klinikiniy NSCLC audiniy,
retoms mutacijoms atspindéti buvo naudojamos Igsteliy linijos.

Tada 3 partijos, sudarytos iS 20 FFPE atpjovy, buvo atsitiktiniu badu paskir-
stytos 3 laboratorijoms. Pagal kiekvieng mutacijg ir laukinj tipg kiekvienoje

i 3 laboratorijy buvo iSskirta DNR i$ partijos, sudarytos i$ 20 FFPE atpjovy
(10 pory).

Kai visi méginiy ruoSiniai 3 atskirose tyrimo laboratorijose buvo istirti naudojant
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinj, kiekvienos i§ 7 mutacijy ir laukinio tipo
meéginiai buvo nustatyti aptikus teisingg mutacijg. Bendras kiekvienos i$

7 mutacijy ir laukinio tipo méginiy aptikimo atvejy skai€ius buvo 100 %, taip
parodytas nuoseklumas tarp laboratorijy jose iSskiriant DNR ir aptinkant
mutacijas naudojant ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkin;.
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Meéginiy gavimo biidy lygiavertiSkumas (tik NSCLC)

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti, ar NSCLC méginiy mutacijy aptikimo atvejams,
nustatytiems naudojant ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinj, turéjo jtakos
meéginiy gavimo bidas. Siame tyrime buvo vertinami 3 méginiy gavimo bidai:
rezekcija, FNA ir CNB.

Siam tyrimui i$ chirurginés rezekcijos auglio méginiy buvo gauti pacienty
atitinkantys CNB ir FNA méginiai, kad to paties auglio méginiai baty surinkti
naudojant 3 gavimo bidus. Siame tyrime i$ viso buvo naudojama

169 rezekcijos, 169 CNB ir 169 FNA méginiy.

Kiekvienas meéginys apdorotas taikant iSskyrimo ir tyrimo naudojant KRAS
kontrolinj tyrimg proceddras. Kiekvienas meginys, pateikes tinkama rezultatg
(169 rezekcijos, 169 CNB ir 164 FNA), buvo istirtas naudojant 8 KRAS
tyrimus.

Be to, i$ kiekvieno klinikinio FFPE NSCLC meginio, iskirta DNR buvo
naudojama ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio analizei, taip pat buvo
jvertinta atlikus dvikryptj Sangerio sekvenavimg norint nustatyti atitikimo lygj
tarp ,therascreen KRAS RGQ PCR® rinkinio ir dvikrypCio Sangerio sekvena-
vimo. Pagal visy tipy méginius ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys,
palyginti su dvikrypCiu Sangerio sekvenavimu, tiksliai nustaté mutacijos
bldseng, o bendras procentinio sutapimo koeficientas buvo 96,96 %.

Sio tyrimo rezultatai parodé, kad ,therascreen KRAS RGQ PCR" rinkinys
pateiké lygiavercius rezultatus pagal visus 3 istirtus surinkimo metodus,
kg rodo bendro sutapimo pory atzvilgiu koeficientai:

B CNB, palyginti su FNA — 97,52 (patikimumo ribos 94,41-99,15)
B CNB, palyginti su rezekcija — 96,39 (patikimumo ribos 92,99-98,41)
B FNA, palyginti su rezekcija — 98,76 (patikimumo ribos 96,14-99,78)
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Simbolial
Ant pakuotés ir etikeCiy gali bati pateikti Sie simboliai:

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms

; <N> atlikti
g Tinka iki
IVD »IN vitro“ diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Serijos numeris

Medziagos numeris

Sudétyje yra

Numeris

THEERE

Jgaliotasis atstovas

~

n R — vadovo perzilra, o n — perziliros numeris

Temperatlros apribojimai

Gamintojas

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Démesio

=l
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Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite masy
techninés pagalbos centre adresu www.qgiagen.com/Support, skambinkite
tel. 00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng iS musy QIAGEN techninio
aptarnavimo skyriy ar vietiniy pardavéjy (Zr. galinj virSelj arba apsilankykite
www.giagen.com).

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1 priedas ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio
rankinio paruosSimo protokolas

Siame skyriuje pateikiamos instrukcijos, kaip naudoti ,therascreen KRAS
RGQ PCR Kit* su 2.3 versijos RGQ programine jranga atviruoju rezimu
(t. y. nenaudojant ,KRAS Assay Package®).

Bendra informacija

M Reikalingg medziaga rasite ,Batinos, bet nepateikiamos priemonés®,
11 psl.

M Visy meéginiy paruosimo ir iSdéstymo instrukcijy ieSkokite ,Protokolas:
DNR méginio jvertinimas*, 15 psl., ir ,Protokolas: KRAS mutacijy
aptikimas®, 27 psl.

Protokolas: temperatiros profilio sukirimas

Prie$ pradédami sukurkite KRAS analizés temperatiros profilj. Méginiy
jvertinimo ir mutacijy jvertinimo ciklo parametrai yra tokie patys.

Procedira
Ciklo parametrai pateikti 23 lenteléje.

22 lentelé. Ciklo parametrai

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

95 °C 30 sek. Néra
40 60 °C 60 sek. Zalia ir geltona

1. Dukart spustelékite programinés jrangos ,,Rotor-Gene Q Series
Software 2.3 piktograma nesiojamojo kompiuterio, sujungto su
» Rotor-Gene Q MDx" instrumentu, darbalaukyje. Pasirodziusiame
dialogo lange ,,New Run“ (Nauja tyrimy serija) pasirinkite skirtuka
»2Advanced” (ISpléstinis).

2. Norédami sukurti naujg Sablona, pasirinkite ,,Empty Run“ (Tus¢ia
tyrimy serija), tada spustelékite ,,New* (Nauja) ir jveskite ,,New Run
Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys).

3. Pasirinkite rotoriaus tipg ,,72-Well Rotor“ (72 Sulinéliy rotorius).
Patvirtinkite, kad fiksuojamasis ziedas uzdétas, ir pazymeékite
langelj ,,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis ziedas uzdétas).
Spustelékite ,,Next“ (Kitas) (21 pav.).
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New Run Wizard

X

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Tupe
S6-ih'ell Rotar

Rakar-Disc 72
Rakor-Disc 100

Skip wizard

21 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys). 1 = ,Rotor
type“ (Rotoriaus tipas); 2 = laukas ,Locking Ring Attached® (Fiksuojamasis ziedas uzdétas);
3 = ,Next" (Kitas).

4. |veskite operatoriaus varda. Jtraukite pastabas ir jveskite reakcijos
tarj 25. Patikrinkite, ar ,Sample Layout” (Méginio iSdéstymas) yra
.1, 2, 3...“. Spustelékite ,,Next“ (Kitas) (22 pav.).

New Run Wizard El

Thiz bow dizplays
help on elements in
the wizard. For help

. on an item, hower
1— Cleizye o wour mouse over the

itern for help. vou

can alzo click on a
combo box to dizplay
help about its
available settings.

Thiz screen dizplays mizcellaneous options for the un. Complete the figlds,
clicking Mest when you are ready to move to the nest page.

Motes

N

Reaction

Sample Layaut I|1,2, 3. jl

SkipWizard| < Back I Nestrs | 5

22 pav. Operatoriaus vardo ir reakcijy tiriy jvedimas. 1 = dialogo lango laukas,Operator”
(Operatorius); 2 = dialogo lango laukas ,Notes* (Pastabos); 3 = laukas ,Reaction Volume*
(Reakcijos taris); 4 = ,Sample Layout" (Méginio iSdéstymas); 5 = ,Next* (Kitas).
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5. Dialogo lange ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys)
spustelékite ,,Edit Profile”“ (Redaguoti profilj) (23 pav.) ir progra-
muokite temperatiros profilj, atlikdami toliau nurodytus veiksmus.

Mew Run Wizard PX|
Temperature Profile ; Click this button to
edit the profile
zhown in the box
above.

] ==y Edit Prafile ...

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm A Edit
ellow B30nm BRBAM ]
Orange  585mm B10nm a Edit Gain...
FRed E2Bnm  BEORm A
Crimzon B80nm 710hp 7 Remarve
HFk 4B60nm  510nm 7 Freset Defalts
3 ain Optirmization. .. |

Skipwizard | <cBack | Mews> |

23 pav. Profilio redagavimas.

6. Spustelékite ,Insert after” (Jterpti po) ir pasirinkite ,New Hold at
Temperature® (Naujas iSlaikymas esant temperatrai) (24 pav.).

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

The n will take approximately 0 second(z] to complete. The araph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

 Inzert aftar 1

o Cyeling

[ Melt

Mew Hald at Temperature 2
Mew HRM Step
Copy of Current Step

24 pav. Pradinio inkubavimo veiksmo jterpimas. 1 = ,Insert After” (Jterpti po); 2 = ,New
Hold at Temperature® (Naujas iSlaikymas esant temperatarai).
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7. Pakeiskite ,Hold Temperature” (ISlaikymo temperatirg) j 95 °C ir
,Hold Time“ (ISlaikymo laikg) j , 15 mins 0 secs” (15 min. 0 sek.).
Spustelékite ,,Insert After” (Jterpti po), tada pasirinkite , New Cycling*
(Naujas ciklas) (25 pav.).

1 Edit Profile
S 5

Mew Open  Save As

2

Help

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

X

Click on a cpcle below ta madify it ©

Insert before,.[ = e
==——————  Mew Hold at Temperature

Remove Mew HRM Step

Hold Temperature : g5 | op
Hald Time : 15 |{ming 0 |secs

Copy of Current Step

25 pav. Pradinis inkubacijos veiksmas, esant 95 °C. 1 = ,Hold Temperature* (ISlaikymo
temperatira) ir ,Hold Time* (I1Slaikymo laikas); 2 = ,Insert After” (Jterpti po); 3 = ,New Cycling"“
(Naujas ciklas).

8. Pakeiskite ciklo kartojimy skaiciy j 40. Pasirinkite pirmg zingsnj ir

nustatykite ,,95°C for 30 secs” (95 °C — 30 sek.) (26 pav.).

M Edit Profile X
@, @ =]
Tew 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 modify it :
Haold Inzert after...
Inzert before. ..
Femaove
This cycle repeats I 40 !ime[s].
Click on one of the steps Below ta modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
| Timed Step - . BB
I 955C for 30 secs || E—— 2
95:C
30 seconds /

[ Long Range
[ Touchdown

T I

72U for 20 secs /

E0°C for 20 secs

oK

26 pav. Ciklo veiksmas, esant 95 °C. 1 = laukas ,Cycle repeats” (Ciklo kartojimy skaicius);
2 = pirmas veiksmas: temperattros nustatymas; 3 = pirmas veiksmas: laiko nustatymas.
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9. Pasirinkite antra Zingsnj ir nustatykite ,,60°C for 60 secs” (60 °C —
60 sek.). Siame zingsnyje jgalinkite duomeny gavimag pasirinkdami
»Not Acquiring” (Negaunama) (27 pav.).

B " | e

Tew Open  Save As Help
The run will take approximately 125 minute(z) to complete, The graph below represents the run to be performed

Click. on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after...
Ingert befare. ..

Remaowve

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

This cycle repeats 40 | time(z).

]
™1

955C for 30 zecs

Bl zeconds

T2 for 20 zecs /

BO°C for B0 secs /

Mot Acguining

[ Touchdown

27 pav. Ciklo veiksmas, esant 60 °C. 1 = antras veiksmas: temperatdros ir laiko
nustatymas; 2 = ,Not Acquiring” (Negaunama).

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019 71



Nustatykite , Green* (Zalia) ir , Yellow* (Geltona) gavimo kanalus
pasirinkdami ,,>“, kad perkeltuméte juos is ,,Available Channels*
(Pasiekiamy kanaly) saraso. Spustelékite ,,OK“ (Gerai) (28 pav.).

Same az Previous : |[New Acguigition] ﬂ

Acquizition Configuration ;

Axailable Channels ; Acquiring Channels ;

Mare | ﬂ Hame |

Crirmzon Green I

HRk ﬂ el | 1

Orange
Red «

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

Don't Acquire Help |

Diye Chart >

Dye Channel Selection Chart

A70nm | 510nm FaMY SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen', Alexa Fluor 485

Yelow | 530nm | 555nm JOE WICE, HE=, TETY, CAL Fluor Gold 5404, akima *t'ellow-’
Orange | 585nm | 5106m RO, CAL Fluor Bed 6104, Cp3 54, Texas Red™, Alexa Fluor 5634
E25nm | BEOnm Cy5, Quaszar 6704, Alexa Fluar 5334
E80nm | 710hp Duaszarf05+, Alexa Fluor 580
460nm | 510nm | S%T0O 94, EvaGreen!

28 pav. Gavimas atliekant ciklo zingsnj esant 60 °C temperatirai.
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10. Pazymeékite trecia zingsnj ir panaikinkite spustelédami ,—.
Spustelékite ,,OK* (Gerai) (29 pav.).

i Edit Profile X
.8 d @
Tew Open  Save As Help

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

Click on a cycle belaw ta modify it :

Haold Insert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s).

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

|| Timed Step j u j

200 ‘ 95°C for 30 secs
F20C for 20 secs

20 seconds

Acquiring to Cycling B

o Green
E0°C for B0 gecs

[~ Long Range
™ Touchdown

29 pav. ISplétimo zingsnio pasalinimas.

11. Kitame dialogo lange spustelékite ,,Gain Optimisation“ (Gavimo
optimizavimas) (30 pav.).

Mew Run Wizard El

Temperature Profile : W

help an elements in
the wizard. For help

on an item, hower
wour mouze over the
itern For help. v'ou
zan alzo click on a
combo box to dizplay

help abaut itz
avallable settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 510nm 5 Edit
Vel B30nm  BBBnm ]
Orange  58%nm  610mm 5 Edit Gain...
Red E28nm  BROnm ]
Crimzan  B80nm  710hp 7 Remove
HEM 4E0nm  510nm 7 Feset Defaults
1—
(oo O]
Skipwizard | <<Back | Mess> |

30 pav. Gavimo optimizavimas.
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12. Spustelékite ,,Optimise Acquiring“ (Optimizuoti gavimg). Rodomi
kiekvieno kanalo nustatymai. Priimkite Sias numatytgsias abiejy
kanaly reikS§mes spustelédami ,,OK" (Gerai) (31 pav.).

Auto-Gain Optimisation Setup X
Optirmization :
g Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the ingerted zample at
iy o different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the
chemizty pou are performing.

Set temperature to :II degrees.

Optimize 4l [l Optimise Acquiring | 1
[ Pertorpasmasasa
iy Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings
Channel
Channel: Green Tube Pozition : 1 -l
=l bdd.
. =] =]
Name Target Sample Fange : E ;IFI up ko 10 ;IFI' E dit..
dcceptable Gain Range: |-10 j to |10 i EMOYE
miove Al
| T Cancel | Help |
| kb anual... | Claze | Help |

31 pav. Automatinis Zalio kanalo gavimo optimizavimas.

|
74 JLtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio vadovas 01/2019



13. Pazymeékite langelj ,,Perform Optimisation before 1st Acquisition*

(Atlikti optimizavima pries pirma gavimg), tada spustelékite ,,Close*

(Uzdaryti) ir grjzkite j vedlj (32 pav.).
Auto-Gain Optimisation Setup g|

Optimigation ;
™ Auto-G ain Optimization will read the Auorezence on the inzerted zample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizstry you are performing.

Set temperature to :II degrees.
Optimize Al | O ptimize Acquiring |

1- ﬁéF‘erfDrm Dptimisation Before 1st Acquisitior
[ Perform Optimization At 50 Degrees &t Beginning OF Bun

Channel Settings :

| =l e |

M arme | Tube Pozitian | tin Feading | b ax Feading | Min G ain | b & G ain Edi... |

Green 1 aFl 10FI 10 10

Tellow 1 5Fl 10F] 0 11 Bemove
Remaove Al

2
< |
Ces | Lo s

32 pav. Zalio ir geltono kanaly pasirinkimas.

14. Spustelékite ,,Next” (Kitas), kad jraSytuméte matrica atitinkamoje
vietoje, pasirinkdami ,,Save Template“ (Jrasyti matricg).

Protokolas: méginiy vertinimas (vadovas)

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamos DNR kiekiui méginiuose
jvertinti ir turi bati atliekamas prie§ KRAS analize.

B Paruo$kite méginius, kaip aprasSyta skyriuje ,Protokolas: DNR méginio
jvertinimas®, 15 psl.

B Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentu, kaip aprasSyta

skyriuje ,Protokolas: ,therascreen KRAS PCR RGQ* rinkinio nustatymas®,
76 psl.

Pabaige tyrimy serija, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas
skyriuje ,Méginiy jvertinimo duomeny analizé®, 80 psl.
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Protokolas: KRAS mutacijos aptikimas (neautomatinis)
Atlikus méginio jvertinima, jj galima tirti, norint nustatyti KRAS mutacijas.

B Paruoskite méginius, kaip aprasyta skyriuje ,Protokolas: KRAS mutacijy
aptikimas*, 27 psl.

B Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentu, kaip aprasSyta
skyriuje ,Protokolas: ,therascreen KRAS PCR RGQ* rinkinio nustatymas®,
76 psl.

B Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas
skyriuje ,KRAS mutacijy aptikimo analizé“, 81 psl.

Protokolas: ,therascreen KRAS PCR RGQ" rinkinio nustatymas

1. Atidarykite ,Rotor-Gene Q" serijos programinés jrangos 2.3 versija
ir atitinkama sukurtg temperatiros profil;.
Sukurkite temperataros profilj pagal ,Protokolas: temperataros profilio
sukdrimas*, 67 psl.

2. |sitikinkite, kad pasirinktas tinkamas rotorius, ir pazymékite langel;j,
patvirtinantj, kad uzdétas fiksuojamasis ziedas. Spustelékite ,,Next*
(Kitas) (33 pav.).

Mew Run Wizard P§|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type
365-'ell Ruokor

Rakar-Disc 72
Ratar-Disc 100

2— W Lacking Ring Attached

Skip izard [ Hests> | 3

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

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. |veskite operatoriaus varda. Jtraukite pastaby, patikrinkite, kad
reakcijos turis buty nustatytas kaip 25, o ,,.Sample Layout“ (Méginio
iSdéstymas) baty ,,1, 2, 3...“. Spusteléekite ,,Next“ (Kitas) (34 pav.).

New Run Wizard E|
Thiz zcreen dizplays mizcellaneous options far the run, Complete the fields, ghlis box 'ljiSpla-"'S .
clicking Mest when vou are ready to maove to the next page. Elp on elements in
the wizard. Far help 1
Operator : WAME BMTEUELE LA
wour mouse over the
M ; itern for help. Y'ou
ates zah alzo click on a
combo box to display
help about its
available settings.
Reaction a5 =l 2
Walurne [pL]: =]
Sample Layout : |'I, 2.3 j
Skip'wizard | << Back Mext > 3

34 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys). 1 = laukai
~Operator* (Operatorius) ir ,Notes" (pastabos), 2 = laukai ,Reaction Volume* (Reakcijos taris)
ir ,Sample Layout® (Méginiy iSdéstymas), 3 = ,Next" (Kitas).
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4. Kitam lange galima redaguoti temperaturos profilj. Redaguoti
nebutina, nes temperaturos profilis buvo sukurtas pagal instrukcijas,
pateiktas skyriuje , Protokolas: temperatiiros profilio sukirimas®,

67 psl. Spustelékite ,,Next” (Kitas) (35 pav.).

Mew Run Wizard El

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

oh an item, hower
paur mouze over the
item for help, ou
can alzo click on &
combo box to display

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Marmne | Source | Detector | Gain | Create Mew... |

Green 470nm 510nm E dit
Vel B30nm  555nm
Orange  585hm  E10nm Edit Gair..
Red E2Bnm  BEOnm
Femave
Feset Defaults

Crimzon B30nm  F10hp
HR M 460nm  510nm

Skipwizard | <cBack [ Nexss : 1

35 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys) ir
temperatiros redagavimo ekranas. 1 = ,Next" (Kitas).

b e ey By g Y |

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Patikrinkite suvestine, tada spustelékite ,,Start Run* (Pradéti tyrimy
serijq), jrasykite tyrimy serijos failg ir pradeékite tyrimy serija
(36 pav.).
Mew Run Wizard

Summary ;

Setting | Y alue

Green Gain 5

Yellow Gain A

Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Rator F2awfell Rotor

Sample Layout 1.2.3. ...

Reaction Yalume [in microliterz] 25

Start Run

Ohce you've confirmed that pour run zettings are comect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for fukure runs.

Skip'wizad | <<Back |

36 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys). 1 = ,Start
Run® (Pradéti tyrimy serijg).

6. Prasidéjus tyrimy serijai pasirodo naujas langas, kuriame dabar
galite jvesti méginiy pavadinimus arba spusteléti ,,Finish“ (Baigti)
ir jvesti juos véliau, tyrimo sekos vykdymo metu arba tyrimy sekai
pasibaigus pasirinke mygtuka ,,Sample“ (Méginys).
Jei spustelésite ,Finish and Lock Samples® (Baigti ir uzrakinti méginius),
nebegalésite redaguoti méginiy pavadinimy. Vartotojas turéty itin atidZiai
jvesti méginiy pavadinimus, kad baty uZtikrintas tinkamas meéginiy tyrimas
ir analize.
Pastaba: jvedant méginiy pavadinimus, tus€iy Sulinéliy laukai stulpelyje
.,Name* (Pavadinimas) turi bati palikti tusti.

7. Pabaige tyrimy serijg analizuokite duomenis, kaip nurodyta skyriuje
» Méginiy jvertinimo duomeny analizé“, 80 psl., arba , KRAS mutacijy
aptikimo analizé”, 81 psl.

8. Jei reikia kiekybiniy ataskaity, ,,Rotor-Gene Q“ tyrimo failo jrankiy
juostoje spustelékite piktograma ,,Reports‘ (Ataskaitos).
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Rezultaty aiSkinimas (neautomatinis)

Pabaige méginiy jvertinimo arba mutacijy analizés tyrimus, analizuokite
duomenis pagal toliau pateiktg procedura.

Programinés jrangos analizés nustatymai

1. Atidarykite atitinkama faila naudodami ,,Rotor-Gene Q" serijos
programinés jrangos versija 2.3.

2. Jei pries atliekant tyrimg méginiams nebuvo suteiktas pavadinimas,
spustelékite ,,Edit Samples“ (Redaguoti méginius).

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

4. Spustelékite ,,Analysis“ (Analizé). Analizés puslapyje spustelékite
,Cycling A. Yellow* (A Ciklas. Geltona) ir perzitarékite HEX kanala.

5. Spustelékite ,Named On“ (Pavadinta).
Pastaba: taip uztikrinama, kad tusti Sulinéliai nebaty jtraukti j analize.

6. Pasirinkite ,Dynamic Tube* (Dinaminis mégintuvélis).

7. Pasirinkite ,Linear Scale” (Linijiné skalé).

8. Spustelékite ,,Outlier Removal“ (ISsiskirian€iojo pasalinimas) ir kaip
»NTC Threshold“ (NTC slenkstis) jveskite ,,10%".

9. Nustatykite slenksc¢io reikSme 0,05 ir patikrinkite HEX Ct reikSmes.

10. Analizés puslapyje spustelékite ,,Cycling A. Green“ (A Ciklas. Zalia),
kad perziarétuméte FAM kanala.

11. Patikrinkite, ar pazymeétas ,,Dynamic Tube® (Dinaminis mégintuvélis).
Spustelékite ,,Linear Scale* (Linijiné skalé).

12. SSpustelékite ,,Outlier Removal“ (ISsiskirian¢iojo pasalinimas) ir kaip
»NTC Threshold“ (NTC slenkstis) jveskite ,,10%".

13. Nustatykite slenkscio reikS§me 0,05 ir patikrinkite FAM Ct reikSmes.

Meéginiy jvertinimo duomeny analizé

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé

Zr. tyrimo kontrolinés medZiagos analizés schemg, parodytg 37 paveikslélyje,
82 psil.

M Neigiamos kontrolinés medziagos: norint uztikrinti, kad nebaty reakcijy
misinio uzterSimo, zaliame kanale neturi bati generuojama kontrolinés
medziagos be matricos Ct reikSmé, mazesneé nei 40. Norint uztikrinti
tinkama plokstelés nustatymg, NTC turi rodyti amplifikacijg 31,91-35,16
geltoname kanale. Nurodytos reikd8més turi patekti j §j diapazona, jskaitant
nurodytas reikSmes.

B Teigiama kontroliné medziaga: atliekant kiekvieng i$ 8 tyrimy, KRAS
teigiama kontroliné medziaga (PC) turi pateikti Ct reikSme 23,5-29,5
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Zaliame kanale. Nurodytos reikSmeés turi patekti j §j diapazong, jskaitant
nurodytas reikSmes. ReikSme, nepatenkanti j Sias ribas, nurodo tyrimo
nustatymo problema, todeél tyrimas yra klaidingas.

Pastaba: méginio duomeny naudoti negalima, jei nepavyko kuri nors i$ dviejy
kontroliniy medziagy tyrimy serijy.

Jei abi tyrimy sekos galioja, visos meginio Ct reikSmés turi patekti j 21,92—
32,00 diapazong Zaliame kanale. Toliau pateikiamos rekomendacijos, jei
meéginio reikSmeé nepatenka | §j diapazong.

Méginio analizé — kontrolinis tyrimas

B <21,92 méginio kontrolinio tyrimo Ct: meéginius, kuriy kontrolinés
medziagos Ct < 21,92, reikia atskiesti, nes tai nurodo patvirtinto tyrimo
diapazono apatine ribg. Norédami perziaréti kiekvieng nedidelio lygio
mutacijg, per daug koncentruotus méginius atskieskite taip, kad jy
reikSmés patekty j anksCiau nurodytg diapazong ir praskiedus per puse
Cr padidéty 1. Jei méginio reikSme arti 21,92, rekomenduojama atskiesti,
norint uztikrinti, kad atliekant méginio tyrimy (KRAS mutacijy aptikimo)
serijg buty gautas rezultatas. Méginius reikia skiesti rinkinyje pateiktu
vandeniu (vandeniu be nukleazés skiedimui [Dil.]).

B > 32 méginio kontrolinio tyrimo Ct: rekomenduojama pakartotinai
iSgauti méginj, nes bus nepakankamai pradinés DNR matricos, kad
baty galima aptikti visas mutacijas esant nurodytoms ribinéms tyrimo
reikSméms.

KRAS mutacijy aptikimo analizé

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé
Zr. tyrimo kontrolinés medZiagos analizés schemg (37 pav., 82 psl.).

B Neigiamos kontrolinés medziagos: norint uztikrinti, kad nebuty reakcijy
misSinio uzterSimo, Zaliame kanale neturi bati generuojama kontrolinés
medziagos be matricos Ct reikSmé, mazesné nei 40. Norint uztikrinti
tinkama plokstelés nustatymag, NTC turi rodyti amplifikacijg 31,91-35,16
geltoname kanale. Nurodytos reikSmés turi patekti j Sj diapazong, jskaitant
nurodytas reikSmes.

B Teigiama kontroliné medziaga: atliekant kiekvieng i§ astuoniy tyrimy,
KRAS teigiama kontroliné medziaga (PC) turi pateikti C+ reikSme
23,5-29,5 zaliame kanale. Nurodytos reikSmeés turi patekti j §j diapazona,
jskaitant nurodytas reikSmes. ReikSme, nepatenkanti j Sias ribas, nurodo
tyrimo nustatymo problema, todél tyrimas yra klaidingas.

Pastaba: méginio duomeny naudoti negalima, jei nepavyko kuri nors i$ dviejy
kontroliniy medziagy tyrimy serijy.
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Neigiamos
kontrolinés
medZziagos FAM

C;reikSme
ArFAMC; < 40? TAIP—> TYRIMY SERIJA NEPAVYKO
TYRIMY SERIJA NEPAVYKO /
vidinékontrolé netinkama

NE

TAIP

ArHEX Cr
patenkaj 31,91-35,16
diapazong?

Arvidinés
kontrolésHEX C
<31,91?

NE

Arvidinés
kontrolésHEX Cy

> 35,167
TAIP
TAIP
TYRIMY SERIJA NEPAWYKO /
vidinés kontrolés HEX
amplifikacija neigiama
\ 4

Neigiama kontroliné

Teigiamos
kontrolinés
med Ziagos FAM
C; reikime

Ar kontrolinés
‘me dZiagos FAM C; patenka
j 23,5-29,5 diapazong?

TAIP

C; patenkaj 23,5-29,5

TAIP

Ar 12ASP FAM
Cr patenkaj 23,5-29,5
diapazong?

TAIP

Ar 12ARG FAM
C; patenkaj 23,5-29,5
diapazong?

TAIP

Ar 12CYS FAM
C; patenkaj 23,5-29,5
diapazong?

TAIP

Ar 12SER FAM
C; patenkaj 23,5-29,5

medZiaga tinkama

diapazong?

TAIP

Ar 12VAL FAM
C; patenkaj 23,5-29,5
diapazong?

TAIP

Ar 13ASP FAM
C; patenkaj 23,5-29,5
diapazong?

TAIP

v

Teigiama kontroliné

Teskite méginio analize (83 psl.)

medziaga tinkama

37 pav. Tyrimo kontrolinés medziagos analizés schema.

TYRIMY SERUJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERUJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERUJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERIJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERUJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERIJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERUJA
NEPAVYKO

TYRIMY SERIJA
NEPAVYKO

|
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Meéginiy analizeé
Zr. méginio analizés schemg, parodytg 38 paveikslélyje, 84 psl.

Méginio kontrolinés medziagos FAM Ct reikSmé

Jei kontrolinio tyrimo abi kontrolinés medziagos tinkamos, visos meginio
kontrolinés medziagos Cr reikSmés turi patekti j 21,92-32,00 diapazong
zaliame kanale.

Toliau pateikiamos rekomendacijos, jei méginio reikSmeé nepatenka | §j
diapazona.

B <21,92 méginio kontrolinio tyrimo Ct: méginiai, kuriy kontrolinés
medziagos Ct reikSmeé yra < 21,92, perkraus mutacijos tyrimus, todél juos
reikia atskiesti. Norédami perzitréti kiekvieng nedidelio lygio mutacija,
per daug koncentruotus méginius atskieskite taip, kad jy reikSmés patekty
] anks€iau nurodytg diapazong ir praskiedus per puse C+ padidéty 1.
Méginius reikia skiesti rinkinyje pateiktu vandeniu (vandeniu be nukleazes
skiedimui [Dil.]).

B > 32 méginio kontrolinio tyrimo C+: aiSkinkite atsargiai, nes labai
nedidelio lygio mutacijos gali bati neaptinkamos.
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Méginio kontrolinés

Arkontrolinés

Méginys netinkamas
Rezultatg vertinkite atsargiai

Zi FAMC tyri FAMC tenkaj 21,9232
medZIag_CiS / T yrimo T patenkal ,92-32,00 NE—P> Daugiau paaiskinimy rasite
reikSmé diapazong?
80 psl.
TAIP
K ';Aeﬁ'n_'o V'd'dnfs Meégintuvélis netinkamas
on ro‘||:1es me <1agos Artyrimo HEX Cy < 31,917 TAIP-) Nenaud okite mégintuvélio
mutacijy tyrimo HEX rezultato
CrreikSmeés
NE
Neigiamos HEX amplifikacijos
. . mégintuvélis
?
Arkurio nors tyrimo HEX C; > 35,167 TAIP-) Daugiau p aaigkinimy rasite
83 psl.
NE
‘.E.gln D. Ar mutacijy FAM C; patenka Neigiamos .F’W an_1p||ﬁkacuos
mutacijy tyrimo i 00,00-40,00 diapazona? NE—} mégintuvélis
FAM C; reikimés 196, ! P A Zr. 37 pav. (82 psl.) ir 83 psl.

TAIP

A 4

Teigiamos FAM amplifikacijos
meégintuvélis

v

Skaidiuoti kiekvien os mutacijos
AC; reikimes
AC; = [mutacijos Cy] — [kontrolinio C+]

v

Palyginti AC; reikSmes su kritinémis
reikSmémis pagal mutacij
7r. 24 lentele, 85 psl.

Aryratyrimo ACy
reikSmiy nurodytame AC; diapazone
(amplifikacija teigiama)?

TAIP

KRAS mutacija aptikta, atlikus
mutacijy tyrimus esant maziausiai ACy

Mutacijy neaptikta

38 pav. Méginio analizés schema.

|
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Méginio vidinés kontrolinés medziagos mutacijy tyrimo HEX C+ reikS§mé
Zr. méginio analizés schema, parodytg 38 paveikslélyje, 84 psl.

Turi bati iSanalizuoti visi kiekvieno méginio Sulinéliai. Patikrinkite, ar kiekvienas
Sulinélis generuoja HEX signalg i$ vidinés kontrolinés medziagos. Galimi
3 variantai.

M Jei vidinés kontrolinés medziagos Cr patenka j nurodytg (31,91-35,16)
diapazong, HEX amplifikacija teigiama.

M Jei vidinés kontrolinés medziagos C+ yra virs nurodyto (> 35,16)
diapazono, HEX amplifikacija neigiama.

B Jei vidinés kontrolinés medziagos Cr yra zemiau nurodyto (< 31,91)
diapazono, HEX amplifikacijos rezultatas netinkamas.

Jei vidinés kontrolinés medZiagos reakcija nepavyksta dél PGR inhibicijos,

inhibitoriy poveikj galima sumazinti praskiedus meéginj, taCiau reikia atminti,
kad praskiedziama ir tiksliné DNR. Rinkinyje yra vandens, skirto méginiams
skiesti, meégintuvélis (,Dil.").

Méginio mutacijy tyrimo FAM Ct reikSmé
Visy 7 mutacijy reakcijy misiniy FAM reikSmes reikia patikrinti pagal 24 lente-

léje pateiktas reikSmes.

23 lentelé. Priimtinos méginio mutacijy reakcijos reikSmeés (FAM)*

Tyrimas Priimtinas Ct diapazonas AC+ diapazonas
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

*  Priimtinos reikSmés yra patenkancios j diapazona, jskaitant nurodytas reikSmes.

B Jei FAM C+ patenka j nurodytg diapazong, FAM amplifikacija teigiama.

B Jei FAM Ct nepatenka j nurodytg diapazong arba amplifikacijos néra,
FAM amplifikacija neigiama.
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Apskaiciuokite kiekvieno mutacijos mégintuvélio, kuriame FAM amplifikacija
yra teigiama, AC+ reikSme, kaip parodyta, ir jsitikinkite, kad mutacijos ir
kontrolinés medziagos Cr reikSmeés yra i$ to paties meginio.

AC+t = [mutacijos Ct] — [kontrolinio Ct]

Palyginkite méginio AC+ reikSme su analizuojamo tyrimo kritinés ribos tasko
(24 lentelé) ir jsitikinkite, kad kiekvienam tyrimui taikomas tinkamas kritinés
ribos taskas.

Kritinés ribos taskas yra taskas, kurio signalas gali bati teigiamas dél laukinio
tipo DNR ARMS pradmens foninio signalo. Jei méginio ACt yra didesné nei
kritinés ribos tasko reikSmé, jis klasifikuojamas kaip neigiamas arba
neaptinkamas naudojant §j rinkin;.

Pagal toliau nurodytus kriterijus bus nustatyta visy méginiy kiekvienos reakcijos
bdsena: mutacija aptikta, mutacija neaptikta arba netinkama.

Mutacija aptikta:

B FAM amplifikacija teigiama, o0 AC+ reikSmé yra ties kritinés ribos reikSme
arba mazesné. Jei aptinkamos kelios mutacijos, turi bati pateikta ta
mutacija, kurios ACt reikSmé maziausia.

Mutacija neaptikta:

B FAM amplifikacija teigiama, o AC+ reikSmé yra didesné uz kritinés ribos
reikSme.

B FAM amplifikacija neigiama, o HEX (vidinés kontrolinés medziagos)
amplifikacija teigiama.

Netinkama:

B HEX (vidiné kontroliné medziaga) netinkama.

B FAM amplifikacija ir HEX amplifikacija neigiamos.

Jei meginio HEX amplifikacija neigiama viename mégintuvélyje, bet kitame

mégintuvélyje — FAM amplifikacija teigiama, kito mégintuvélio rezultatg

.-mutacija aptikta“ vis tiek galima laikyti tinkamu, bet negalima patikimai

priskirti konkreCios nustatytos mutacijos.

B Jei meéginio HEX amplifikacija neigiama, o FAM amplifikacija teigiama
tame pacCiame mégintuvélyje, rezultatas ,mutacija aptikta“ turi bati
laikomas tinkamu.

B Jei meégintuvelyje HEX (vidiné kontroliné medziaga) netinkama, to
meégintuvelio reikia nenaudoti.
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Méginio mutacijos busenos priskyrimas

Jvertinus visus mutacijy reakcijy meégintuvelius, méginio mutacijos busena
nustatoma taip:

B Mutacija aptikta: viena ar kelios iS 7 mutacijy reakcijy yra teigiamos.
Jei aptinkamos kelios mutacijos, turi bati pateikta ta mutacija, kurios
ACT reikSmé maziausia.

B Mutacija neaptikta: visos 7 mutacijy reakcijos yra neigiamos.

B Netinkama: né viena i$ mutacijy reakcijy néra teigiama, o viena ar kelios
yra netinkamos.

Pastaba: ,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys skirtas mutacijoms DNR
méginio KRAS gene aptikti. Kai méginyje aptinkama KRAS mutacija, reikia
pateikti tik vieng konkreCig mutacijg. Jei aptinkamos kelios mutacijos, turi bati
pateikta ta mutacija, kurios ACt reikSmé maziausia.

Tarp mutacijos reakcijy gali jvykti kryzminiy reakcijy. Pavyzdziui, jei aptinkama
auksto lygio 12ALA mutacija, kai kuriy kity mutacijy reakcijy rezultatai taip pat
gali bati teigiami. Taip yra dél to, kad ARMS pradmenys aptinka kitas viena

j kitg panasiy seky mutacijas. Jei antro mutacijos tyrimo rezultatas teigiamas,
greiCiausiai yra kryzminé reakcija. Dvigubos mutacijos aptinkamos, bet jos

yra retos.

Jei viena ar kelios mutacijy reakcijos yra netinkamos, bet viena ar kelios yra
teigiamos, vis tiek galima sakyti, kad meéginyje KRAS mutacija aptikta, nes
Si mutacija jame yra. Taciau pateikta konkreti mutacija gali bati netiksli ir gali
bati kryZminés reakcijos rezultatas. Todel méginj reikia jvardyti tik kaip
-,KRAS mutacija aptikta“.

|
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2 priedas ,therascreen KRAS Assay Package*
diegimas

Jtherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinys skirtas naudoti su ,Rotor-Gene Q
MDx" instrumentu su 72 Sulinéliy rotoriumi. ,therascreen KRAS Assay
Package" pateikiamas atskirai CD (kat. Nr. 9022641).

Jtherascreen KRAS Assay Package® galima atsisiysti i$ atitinkamo
stherascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio produkto tinklalapio www.giagen.com
svetainéje. Atsisiuntimo informacijg galima rasti skyriaus ,Product Resources”
(Produkty istekliai) skirtuke ,Supplementary Protocols* (Papildomi protokolai).
Tyrimy paketus galima uzsisakyti ir CD diske.

Pakete yra ,therascreen KRAS CE QC Locked Template“ ir ,therascreen
KRAS CE Locked Template*.

Pastaba: ,therascreen KRAS Assay Package*® versija 3.1.1 (QIAGEN,

kat. nr. 9023675) veikia tik su atitinkama ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos
versija 2.3. Prie§ pradédami ,therascreen KRAS Assay Package® diegimg
jsitikinkite, kad jdiegta tinkama ,Rotor-Gene Q" programinés jrangos versija.

Procedira (atsisiuntimas)

1. Atsisiyskite ,therascreen KRAS RGQ Assay Package” i$ atitinkamo
»therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio produkto tinklalapio
www.qiagen.com svetainéje.

2. Dukart spusteléje atidarykite atsisiysta ,,zip“ failg ir iSskleiskite
archyve esantj faila.

3. Pradékite diegti dukart spusteléje iSskleistg failg
.therascreen KRAS Assay Package 3.1.1.exe“.

Procediira (CD)

1. Uzsakykite ,therascreen KRAS RGQ Assay Package CE“ CD diska,
suderinamg su jdiegta ,,Rotor-Gene Q" programine jranga
(Zzr. ankscéiau pateikta informacija), kuri gaunama atskirai iS QIAGEN.

3.1.1 versija. Kat. Nr. 9023675.

2. |dékite CD j neSiojamojo kompiuterio, prijungto prie , Rotor-Gene Q
MDx* instrumento, CD jrengin;.

3. Pradékite diegti dukart spustelédami
therascreen KRAS Assay Package 3.1.1.exe

ARBA
therascreen KRAS Assay_ Package 1.0.12.exe.
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4. Bus rodomas nustatymo vedlys. Norédami testi spustelékite ,,Next*
(Kitas) (39 pav.).

r [ra—
18] Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS CE Assay Package b

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

This will install RiotorGeng O therascresn KRAS CE Aasay
Pacicage 303 on your compuber

& is recommendsed that you close ol olher spplcations befoe
continuing

Chek Nt to contrue, or Cancel o e Sehup

39 pav. Dialogo langas , Setup“ (Nustatymas). 1 =, Next" (Kitas).

5. Dialogo lange ,License Agreement” (Licencijos sutartis) perskaitykite
licencijos sutartj ir sutikite su jos saglygomis pazymeéje teiginj ,,| accept
the agreement® (Sutinku su sutarties sglygomis). Norédami testi
spustelékite ,,Next” (Kitas) (40 pav.).

5 Setup - Rator-tiene £ therssersen KRAS CF Assay Package

License Agreemeni
Plazsa read the following mportant information befom continung

Please read the folowing Lcenss Agreement. You must scoept the lems of this
agreement before contiruing with the instaliation

[Lcence Agreerent -

I In the balawang “Ciagen™ refers 1o Ciagen GrbH and s affiated companies and
| Zoftwan” means the: programs and data suppbed on this physical medum feg, CL-
iﬁt-ﬂjac-ﬁwwmhmw-t (¥ yous arm undsew of sty aspect of
this agresment o have any questions they should be emaded o

{suppostiSgagen com | The Softwan and any accompanying documantation hanve
iy deveinpad enbredy &l privale spenss ﬁqmﬁ'ﬂmﬂa‘dkvnﬂu
“commercial computer softwan”

12. Lcence

Iﬂlmﬁﬂ'tmm : 1

| i ek Axooapt e gresment
T e

40 pav. Dialogo langas , License Agreement” (Licencijos sutartis). 1 = | accept
the agreement” (Sutinku su sutarties sglygomis), 2 = ,Next* (Kitas).

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. Sablono nustatymas bus pradétas automatiskai ir bus rodomas
galutinis ,,Setup“ (Nustatymo) dialogo langas. Spustelékite ,,Finish*
(Baigti), kad iSeituméte iS nustatymo vedlio (41 pav.).

{2 Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package =101 %]

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.

41 pav. Nustatymo vedlio darbo uzbaigimas.

7. Paleiskite kompiuterj iS naujo. Bus automatiskai sukurtos
,therascreen KRAS QC Locked Template® ir ,therascreen
KRAS Locked Template* nuorodos ir rodomos darbalaukyje.

|
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
therascreen KRAS 24 reakcijoms: 1 kontrolinis tyrimas, 874011
RGQ PCR Kit (24) 7 mutacijy tyrimai, teigiama kontroliné

medziaga, vanduo, Tag DNR

polimerazé
therascreen KRAS Programineés jrangos protokoly 9023675
Assay Package CD paketas, skirtas naudoti su
(3.1.1 versija) .therascreen KRAS RGQ PCR*

rinkiniu ir ,QIAGEN Rotor-Gene Q
MDx" instrumentu su 72 Sulinéliy
rotoriumi

, Rotor-Gene Q“ ir priedai

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002032
didelés skiriamosios gebos lydumo
analizatorius su 5 kanalais (zaliu,
geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai
raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesSiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai, 1 mety garantija
dalims ir darbui. Diegimas ir mokymas
nejtraukti

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002033
didelés skiriamosios gebos lydumo
analizatorius su 5 kanalais (zaliu,
geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai
raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai, 1 mety garantija
dalims ir darbui, diegimas ir mokymas

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

72 x 0,1 ml mégintuveéliuose
Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981103
0.1 ml (250) dangtelius, skirty 1 000 reakcijy
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 meégintuvélius 981106
0.1 ml (2500) ir dangtelius, skirty 10 000 reakcijy
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Produktas Turinys Kat. Nr.

» QlAamp DNA FFPE Tissue” rinkinys, skirtas genominei
DNR iSgryninti iS parafine esanciy audiniy

QIAamp DNA FFPE 50 DNR paruos.: ,QlAamp MinElute®" 56404
Tissue Kit (50) cilindry, proteinazeé K, buferiniai

tirpalai ir surinkimo mégintuvéliai

(2 ml)

Naujausia informacija apie licencijavima ir tam tikry produkty garantiniy
jsipareigojimy atsisakymai pateikti atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba
naudotojo vadove. QIAGEN rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti
adresu www.qgiagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby

ar vietinio platintojo.

Perziiros istorija

Dokumento perZiiros istorija

R4 Pridétas jgaliotasis atstovas (priekinis virselis).
01/2019 Atnaujintas skyrius ,Simboliai“.
Atnaujinta matrica.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sis puslapis specialiai paliktas tusgias.
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Sis puslapis specialiai paliktas tuséias.
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Prekiy Zenklai: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN grupé);
ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Registruotieji pavadinimai, prekiy Zenklai ir t. t., naudojami Siame dokumente, net jei specialiai nepazyméti kaip tokie, neturi bati laikomi
nesaugomais jstatymo.

Netinka naudoti tiriant iSmaty méginius.

Netinka naudoti tiriant $lapimo méginius.

Netinka naudoti tiriant i§ kraujo méginio isgautg nelgsteling nukleino ragstj.
Netinka naudoti tiriant kauly Ciulpy be Igsteliy méginius.

Netinka naudoti tiriant seiliy méginius.

ISIGIJUSIAM S| PRODUKTA PIRKEJUI SUTEIKIAMOS TEISES PAGAL KONKRECIUS ,ROCHE* PATENTUS NAUDOTI J] ISIMTINAI TIK
TEIKIANTVZMOGAUS LIN VITRO* DIAGNOSTIKOS PASLAUGAS. JOKS BENDRAS PATENTAS AR KITA LICENCIJA, ISSKYRUS S1A
KONKRECIA |SIGIJIMO SUTEIKIAMA TEISE, NESUTEIKIAMA.

,therascreen KRAS RGQ PCR* rinkinio ribotosios licencijos sutartis
Sio produkto naudojimas reikia pirkéjo ar naudotojo sutikima su Siomis sglygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais.
QIAGEN nesuteikia jokios intelektinés nuosavybeés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j §j rinkinj
nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose,
esangiuose www.giagen.com. QIAGEN vartotojams pateikiami keli papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop$éiai patikrino ir
optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepazeidzia treciujy Saliy teisiy.

1Sskyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad Sis komplektas ir (arba) jo naudojimas nepazeis tre€iyjy Saliy teisiy.
Komplektui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng kartg; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreikSty ar numanomy licencijy, iSskyrus ai$kiai nurodytas licencijas.

o M W DN

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

Naujausios licencijos sglygos pateiktos adresu www.giagen.com.

HB-1861-004 1116068 01-2019 © 2019 QIAGEN. Visos teisés saugomos.
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