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QIAGEN tehnologije za uzorkovanje i analizu

QIAGEN je vodeca kompanija na polju tehnologija uzorkovanja i analize i
pruza mogucnost izolovanja i otkrivanja sadrzaja bilo kog bioloSkog uzorka.
Nasi unapredeni, visokokvalitetni proizvodi i usluge garantuju uspeh, od
uzorka do rezultata.

QIAGEN postavlja standarde u slede¢im oblastima:
M Purifikacija DNK, RNK i proteina
B Analiza nukleinskih kiselina i proteina
B mikroRNK istrazivanja i RNKi
B Automatizacija tehnologija uzorkovanja i analize

Na$a misija je da vam omoguc¢imo da postignete izuzetne uspehe i otkri¢a. Dodatne informacije
potraZite na veb-stranici www.giagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Predvidena upotreba

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR predstavlja kvalitativnu PCR analizu
namenjenu za otkrivanje 7 somatskih mutacija u kodonima 12 i 13 humanog
KRAS onkogena u realnom vremenu, upotrebom Rotor-Gene Q MDx
instrumenta. Komplet je namenjen za upotrebu sa DNK izolovanom iz
formalinom fiksiranih i parafinom ukalupljenih (FFPE) uzoraka primarnog
tumorskog tkiva kolorektalnog karcinoma (CRC) ili nesitnocelijskog karcinoma
plu¢a (NSCLC) dobijenih pomocu resekcije, biopsije Sirokom iglom (CNB) ili
aspiracije finom iglom (FNA).

Somatske mutacije na KRAS genu su potencijalni prediktivni biomarkeri
rezistentnosti na ciljane terapije faktora humanog epidermalnog rasta (EGFR),
poput leka panitumumab i cetuksimab, u terapiji CRC. Somatske mutacije na
KRAS genu mogu takode da budu indikovane kao potencijalni prediktivni
biomarker za donoSenje odluka o primeni odredenih terapija NSCLC.

Lekar ¢e razmotriti status mutacije pacijenta zajedno sa faktorima drugih
bolesti, kako bi doneo odluku o terapiji. Odluke o terapijama onkoloSkih
pacijenata ne treba donositi samo na osnovu statusa mutacije KRAS
onkogena.

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR nije namenjen za dijagnostiku CRC,
NSCLC, niti bilo koje druge bolesti.

Sazetak | objasnjenje

Mutacije KRAS onkogena su €esto prisutne kod humanih karcinoma (1-4).
Pomocu tehnologija Scorpions® i ARMS® (Sistem amplifikacije refraktorne
mutacije) (5, 6), therascreen KRAS RGQ PCR komplet omoguc¢ava detekciju
sedam mutacija na kodonima 12 i 13 KRAS onkogena na podlozi genomske
DNK na kojoj nisu nadene KRAS mutacije (eng. wild-type DNA, odn. DNK
divljeg tipa) (pogledajte tabelu 1). Na osnovu podataka iz baze podataka
COSMIC sistema klasifikacije somatskih mutacija u genomu datog karcinoma
(2015 v72), sedam mutacija pronadenih upotrebom therascreen KRAS RGQ

PCR kompleta €ini >95% svih prijavljenih KRAS mutacija kod CRC pacijenata i
>88% svih prijavljenih mutacija kod NSCLC pacijenata (7).

Priru¢nik za therascreen KRAS RGQ PCR komplet 01/2019



Tabela 1. Spisak mutacijai COSMIC identiteta

Mutacija Osnovna promena 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 identiteti su preuzeti iz Kataloga somatskih mutacija u genomu datog kancera
(22) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Test je visoko specifiCan i osetljivi omogucuje otkrivanje niskog procenta
mutiraju¢e DNK na podlozi divljeg tipa DNK. Pod uslovom da postoji dovoljan
broj kopija DNK, moguce je otkrivanje 0,8% mutanata na podlozi normalne
genomske DNK (viSe informacija o granicama u otkrivanju svake od mutacije
potrazite u odeljku ,Karakteristike performanse*, strana 49).

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR se koristi u postupku lan€ane reakcije
polimeraze (PCR). Prednost ovog kompleta je u tome $to je visoko specifi¢an
za datu analizu, brz, efikasan i objektivan u odredivanju rezultata.

|
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Principi procedure

therascreen KRAS RGQ PCR komplet primenjuje 2 tehnologije — ARMS
I Scorpions — za otkrivanje mutacija tokom PCR procesa u realnom vremenu.

Reakcione smeSe za mutaciju

Svaka reakciona smes$a koristi ARMS prajmer specifiCan za odredenu muta-
ciju kako bi se izvrSilo selektivno umnozavanje mutirane DNK, a zatim se
primenjuje prajmer Scorpions radi detekcije produkta amplifikacije.

ARMS tehnologija

Alel-specificna amplifikacija postize se pomoc¢u ARMS tehnologije koja koristi
sposobnost Taq DNK polimeraze da napravi razliku izmedu potpunog i
nepotpunog vezivanja 3' kraja PCR prajmera. Kada se prajmer potpuno
podudara sa sekvencom, amplifikacija se odvija krajnje efikasno. Kada je

3' baza prajmera pogresno sparena, dolazi samo do niskog nivoa pozadinske
amplifikacije. Dakle, mutirana sekvenca se selektivno umnozZava ¢ak i u
uzorcima gde veci deo DNK ne nosi mutaciju.

Scorpions

Amplifikacija se otkriva pomocu prajmera Scorpions. Scorpions su
bifunkcionalni molekuli koji se sastoje od PCR prajmera koji je kovalentno
vezan za probu. Proba sadrzi fluorofor karboksifluorescein (FAM™)

I ,utiSivac®. UtiSiva€ smanjuje fluorescenciju fluorofore. Kada se proba veze za
ARMS amplikon tokom PCR reakcije, dolazi do razdvajanja fluorofore od
utiSivaca, Sto dovodi do vidljivog povecanja fluorescencije.

Oblik kompleta
Komplet therascreen KRAS RGQ PCR sadrzi 8 analiza:
B 1 kontrolnu analizu (smeSa za kontrolnu reakciju; CTRL)

B 7 analiza mutacije (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL,
12ASP)

Reakcione smeSe su dvostruke i sadrze reagense obelezene FAM fluoroforom
za detekciju ciljnih elemenata i internu kontrolu obelezenu HEX™ bojom.
Reakcione smesSe i reagensi pozitivnhe kontrole sadrze Tris EDTA pufer, a
pozitivha kontrola sadrzi Poly A RNK nosac.

Analize

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR podrazumeva proceduru koja se sastoji
iz 2 koraka. U prvom koraku, obavlja se kontrolna analiza kako bi se procenila
ukupna koli¢ina KRAS DNK u uzorku, koju je moguc¢e amplifikovati. U drugom
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koraku, ujedno se obavljaju analiza mutacije i kontrolna analiza kako bi se
utvrdilo prisustvo ili odsustvo mutirane DNK.

Kontrolna reakcija

Smesa za kontrolnu reakciju (CTRL) koristi prajmere Scorpions i jedan
neoznaceni prajmer pomocu koga se vrsi amplifikacija kratke sekvence
egzona 4 KRAS gena. Kontrolna reakcija se koristi za utvrdivanje prisustva
odgovarajuceg nivoa umnozene DNK u uzorku i predstavlja faktor koji se
koristi u analitickim proracunima za utvrdivanje statusa mutacije.

Kontrolna analiza

Kontrolna analiza, oznaCena sa FAM, koristi se za procenjivanje ukupne
KRAS DNK u uzorku, koju je moguce amplifikovati. Kontrolna analiza vrSi
amplifikaciju oblasti egzona 4 KRAS gena. Prajmeri i Scorpions sonda su
osmisljeni za amplifikaciju koja je nezavisna od svih poznatih KRAS
polimorfizama.

Analize mutacije

Svaka analiza mutacije sadrzi Scorpions sondu oznacenu sa FAM i ARMS
prajmer za razlikovanje DNK divljeg tipa i specificne mutirane DNK.

Kontrole

Napomena: Svi eksperimentalni ciklusi moraju da sadrze pozitivne i negativne
kontrole.

Interna kontrola

Svaka reakciona smesSa pored ciljne reakcije sadrzi i internu kontrolu.
Neuspesna reakcija ukazuje na prisustvo inhibitora koji bi mogli da dovedu do
netacnog rezultata ili da je do$lo do greSke rukovaoca prilikom postavke za tu
epruvetu. Ukoliko do neuspesne interne kontrole dode usled PCR inhibicije,
razblazivanje uzorka moze da umaniji efekat inhibitora. Medutim, vazno je
napomenuti i da Ce se na taj nacin razblaziti i ciljna DNK. U okviru kompleta
dostavljena je i epruveta sa vodom za razblazivanje uzoraka (Dil.).
RazblazZivanje uzoraka mora da se izvrSi pomocu vode za razblazivanje
uzoraka (Dil.).
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Pozitivha kontrola

Svaki ciklus mora da sadrzi pozitivhu kontrolu u epruvetama 1-5. Komplet
therascreen KRAS RGQ sadrzi KRAS Positive Control (PC, odn. pozitivhu
kontrolu) koja je namenjena da se koristi kao matrica u reakciji pozitivhe
kontrole. Rezultati pozitivne kontrole se procenjuju kako bi se utvrdilo da li
komplet funkcioniSe u okviru navedenih kriterijuma prihvatljivosti.

Negativna kontrola

Svaki ciklus mora da sadrzi negativnu kontrolu (engl. ,No Template Control*,
odn. kontrola bez matrice, NTC) u epruvetama 9-13. Komplet therascreen
KRAS RGQ PCR sadrzi vodu za NTC koja je namenjena da se koristi kao
.,matrica“ u reakciji kontrole bez matrice. Kontrola bez matrice se koristi za
procenu potencijalne kontaminacije tokom postavljanja ciklusa, kao i za
procenu ucinka reakcije interne kontrole.

Procena uzorka

SmesSa za kontrolnu reakciju (CTRL) koja se dostavlja sa kompletom
therascreen KRAS RGQ PCR koristi se za procenu ukupne KRAS DNK u
uzorku, koja moze da se amplifikuje. Kontrolna analiza vrSi amplifikaciju oblasti
egzona 4 KRAS gena. Preporucuje se da se uzorci postave samo sa
kontrolnom analizom koja koristi KRAS pozitivhu kontrolu (PC) kao pozitivhu
kontrolu i vodu za NTC kao kontrolu bez matrice.

Platforma i softver

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR je specijalno dizajniran za upotrebu sa
Rotor-Gene Q MDx instrumentom. Rotor-Gene Q softver i paket za analizu
therascreen KRAS dostupni su za preuzimanje sa interneta ili zasebno na
CD-u.

Rotor-Gene Q MDx instrumenti treba da se odrzavaju u skladu sa zahtevima
navedenim u korisniCkom uputstvu za instrumente. Dodatne informacije o
instrumentu potrazite u korisnickom prirucniku.

ViSe informacija o instaliranju potrazite u odeljku ,Dodatak 2: Instalacija
therascreen KRAS paketa za analizu®, strana 96.

Obezbedeni materijal
Sadrzaj kompleta
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

Broj u katalogu 874011
Broj priprema 24
Identifikacija
reakcionih
Boja Identitet epruveta Zapremina
Control Reaction Mix
Crvena (SmeSa za kontrolnu 1 CTRL 2 x 600 pl
reakciju)
Ljubicasta -2ALA Reaction Mix 2 12ALA 600 pl

(12ALA reakciona smeSa)

. 12ASP Reaction Mix
Narandzasta (12ASP reakciona smesa) 3 12ASP 600 pl

12ARG Reaction Mix
(12ARG reakciona smesa)

12CYS Reaction Mix
Zelena (12CYS reakciona smesa) S 12CYS 600 pl

5 12SER Reaction Mix
AL (12SER reakciona smesa) £ LS53R e

: 12VAL Reaction Mix
Siva (12VAL reakciona smesa) ! 12VAL 600 wl

Roze 4 12ARG 600 pl

13ASP Reaction Mix
£ (13ASP reakciona smesSa) e LIS S

5 KRAS Positive Control
Be (KRAS pozitivha kontrola) 9 PC 250 pl

Taq DNA Polymerase
(Tag DNK polimeraza)
Water for NTC

Bela (Voda za NTC) NTC 1.9ml

Rezedo Taq 80 ul

Water for Sample Dilution

Bela (Voda za razblazivanje Dil. 1.9 ml
uzorka)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Handbook (uputstvo na 1

engleskom)
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Potreban materijal koji se ne isporuc€uje

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil,
rukavice za jednokratnu upotrebu i zastitne naoCare. Vise informacija potrazite
u odgovarajuéim tehni¢kim specifikacijama (SDS) dostupnim kod dobavljaca
proizvoda.

Reagensi

B QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. br. 56404; videti ,Ekstrakcija DNK*,
strana 15.)

M Ksilen
B Etanol (96—100%)*

PotroSni materijal

M Sterilni pipetni nastavci sa filterima (radi izbegavanja unakrsne
kontaminacije, preporucujemo upotrebu pipetnih nastavaka sa
barijerama od aerosola)

M Sterilne mikrocentrifugalne epruvete za pripremanje master miksova

M ml Strip Tubes and Caps (trake epruveta od 0,1 ml), sa poklopcima, za
upotrebu sa rotorom sa 72 bunar€i¢a (kat. br. 981103 ili 981106)

Oprema

B Rotor-Gene Q MDx sa fluorescentnim kanalima za Zeleni i Zuti ciklus
(detekcija FAM, odnosno HEX boja)

B Rotor-Gene Q softver verzije 2.3 sa instaliranim paketom za analizu
KRAS (verzija 3.1.1), za automatizovano otkrivanje mutacije (pogledajte
,Dodatak 2: Instalacija therascreen KRAS paketa za analizu®, strana 96)

Napomena: Rotor-Gene Q softver moze da se koristi bez KRAS paketa
za analizu za rucno otkrivanje mutacije. Pogledajte ,Dodatak 1:
Komplet therascreen KRAS RGQ PCR Protokol za ru¢no koris¢enje*,
strana 74.

B Termomikser', zagrejani orbitalni inkubator, grejni blok ili kadica za
inkubaciju na 56 °C i 90 °C

M Staticka centrifuga’ sa rotorom za epruvete od 1,5 ml
M Staticki mikser®

* Nemojte da koristite denaturisani alkohol koji sadrZi druge supstance poput metanola ili
metiletilketona.
T Proverite da li su instrumenti provereni i kalibrisani u skladu sa preporukama proizvodaca.
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Namenske pipete (podesive) za pripremu uzoraka*

Namenske pipete (podesive) za pripremu master miksa za PCR
reakciju*

Namenske pipete (podesive) za razlivanje DNK matrice*

Upozorenja i mere opreza

Za koris¢enje u in vitro dijagnostici

Bezbednosne informacije

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuci laboratorijski mantil,
rukavice za jednokratnu upotrebu i zastitne naocCare. Vise informacija potrazite
u odgovarajucim listovima sa bezbednosnim podacima (SDS). Dostupni

su na mrezi u prakticnom i kompaktnom PDF formatu na adresi
www.giagen.com/safety, na kojoj mozete da pronadete, pogledate i

odstampate tehniCke specifikacije za svaki QIAGEN komplet i komponentu
kompleta.

General precautions
Korisnik bi uvek trebalo da obrati paznju na sledece:

Pozitivnhe materijale (uzorke i pozitivne kontrole) ¢uvaijte i ekstrahujte
odvojeno od svih ostalih reagenasa i dodajte ih u reakcionu smesu u
fiziCki odvojenoj prostoriji.

Budite izuzetno paZljivi kako biste sprecili kontaminaciju PCR-a
sintetickim kontrolnim materijalom. Preporu¢ujemo da koristite odvojene,
namenske pipete za postavljanje reakcionih smesa i dodavanje DNK
matrice. Priprema i razlivanje reakcionih smeSa moraju da se sprovode
u prostoru koji je odvojen od onog koji se koristi za dodavanje matrice.
Rotor-Gene Q epruvete ne smeju da se otvaraju po zavrSetku PCR
ciklusa. Razlog za to je moguc¢nost kontaminacije laboratorije
proizvodima PCR reakcije.

Reagensi za therascreen KRAS RGQ PCR komplet su optimalno
razblazeni. Nemojte da dodatno razblazujete reagense posto to moze
da dovede do smanjenog uc€inka. Nemojte da koristite koliCinu reagensa
manju od 25 pl, jer to moZe da poveca rizik od lazno negativnih
rezultata.

Svi reagensi therascreen KRAS RGQ PCR kompleta su namenski
formulisani za optimalan ucinak. Svi reagensi u okviru kompleta
namenjeni su za upotrebu isklju€ivo sa drugim reagensima koji se
dostavljaju sa istim therascreen KRAS RGQ PCR kompletom. Ukoliko
Zelite da postignete optimalan ucinak, nemojte da vrSite zamenu
reagenasa iz kompleta.

*Proverite da li su instrumenti provereni i kalibrisani u skladu sa preporukama proizvodaca.
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B Svireagensi therascreen KRAS RGQ PCR kompleta su hamenski
formulisani za optimalan ucinak. Svi reagensi u okviru kompleta
namenjeni su za upotrebu iskljucivo sa drugim reagensima koji se
dostavljaju sa istim therascreen KRAS RGQ PCR kompletom. Ukoliko
Zelite da postignete optimalan ucinak, nemojte da vrSite zamenu
reagenasa iz kompleta.

B Koristite iskljuCivo Taq DNK polimerazu (Taq) dostavljenu u okviru
kompleta. Nemoijte da vrSite zamenu sa Tag DNK polimerazom iz drugih
kompleta istog ili drugog tipa, niti sa Tag DNK polimerazom drugog
proizvodaca.

SkladiStenje i rukovanje reagensima

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR se isporu€uje na suvom ledu. Ako bilo
koja od komponenti therascreen KRAS RGQ PCR kompleta po prispecu nije
u zamrznutom stanju, ako se spoljasnje pakovanje otvorilo tokom transporta ili
posSilijka ne sadrzi otpremnicu, prirucnik ili reagense, obratite se odeljenju za
tehniCka pitanja kompanije QIAGEN ili lokalnom distributeru (pogledajte korice
ili posetite veb stranicu www.qgiagen.com).

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR odmah po prispeéu mora da se
skladisti na temperaturama od -30 do -15 °C, u zamrzivacu sa konstantnom
temperaturom i zasticen od svetlosti. Kao i svi fluorescentno obelezeni
molekuli, i prajmeri Scorpions moraju biti zasticeni od svetlosti kako bi se
izbegao gubitak boje na snimcima i smanjeni u€inak.

Kada se skladisti u preporu¢enim uslovima skladitenja i u originalnom
pakovanju, therascreen KRAS RGQ PCR komplet je stabilan do isteka
naznacenog roka upotrebe. |zbegavajte ponavljano odmrzavanje i
zamrzavanje. Nemojte da prekoracite maksimum od 6 ciklusa odmrzavanja i
zamrzavanja.

Prikupljanje uzoraka, priprema za analizu

| skladiStenje

Napomena: Svi uzorci moraju da se tretiraju kao potencijalno infektivan
materijal.

Materijal uzorka mora da bude humana genomska DNK ekstrahovana iz FFPE
tkiva. Uzorci moraju da se transportuju u skladu sa standardnom patoloskom
metodologijom, kako bi se obezbedio njihov kvalitet.

Tumorski uzorci su heterogeni i moguce je da se podaci dobijeni iz jednog
uzorka tumora ne poklapaju sa drugim presecima istog tumora. Tumorski
uzorci takode mogu sadrzati tkivo bez tumora. DNK iz tkiva bez tumora ne bi
trebalo da sadrzi mutacije koje otkriva therascreen KRAS RGQ PCR komplet.
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Priprema uzoraka tkiva

Napomena: Koristite suve skalpele. Nemojte da izvodite ovaj korak u
laminarnom toku ili laboratorijskom paravanu.

B Sastruzite tumorsko tkivo sa preseka u oznacene mikrocentrifugalne
epruvete pomocu novog skalpela za svaki uzorak.

Priprema uzoraka tkiva za ekstrakciju DNK (CRC)

B Pomocu standardnih materijala i metoda, fiksirajte uzorak tkiva u 10%
neutralnom puferskom formalinu (NBF) i umetnite uzorak tkiva u parafin.
Pomocu mikrotoma iz parafinskog bloka isecite preseke u nizu, veli€ine
5 um i stavite ih na mikroskopske plocCice

B Analizu preseka obojenih hematoksilinom i eozinom (H&E) treba da
obavi stru¢no lice (npr. patolog) koji ¢e utvrditi sadrzaj tumora i odrediti
oblast posmatranja. Obelezite plo€ice sa obojenim materijalom kako
biste razlikovali tumorsko od zdravog tkiva. Koristite preseke u nizu za
ekstrakciju DNK.

B Koristite preseke sa >20% tumorskog sadrzaja po oblasti za obradu
bez makrodisekcije (videti ispod).

B Za preseke koji €ine <20% tumorskog sadrzaja po oblasti, izvrsite
mikrodisekciju jedne ili viSe oblasti. Uklonite tkivo bez tumora.

B Kod preseka povrSine <4 mm? obradite dva ili viSe preseka kako bi se
povecala ukupna tumorska oblast na najmanje 4 mm? (odnosi se na
uzorke sa ili bez makrodisekcije). Uklonite tkivo bez tumora.

B Sastruzite suvisni parafin sa tkiva koristeci nov, sterilan skalpel.

Priprema tkivnih uzoraka za ekstrakciju DNK (NSCLC)

B Pomocu standardnih materijala i metoda, fiksirajte uzorak tkiva u 10%
neutralnom puferskom formalinu (NBF) i umetnite uzorak tkiva u parafin.
Pomocu mikrotoma iz parafinskog bloka isecite preseke u nizu, veli€ine
5 um i stavite ih na mikroskopske plocice.

B Analizu preseka obojenih sa H&E treba da obavi stru¢no lice
(npr. patolog) koji ¢e utvrditi prisustvo tumora. Koristite preseke u nizu
za ekstrakciju DNK.

B Sastruzite suvisni parafin sa tkiva koriste¢i nov, sterilan skalpel.

Skladistenje
Cuvaijte FFPE blokove i plogice na sobnoj temperaturi. Plogice mogu da se
cuvaju na sobnoj temperaturi u trajanju do 4 sedmice pre ekstrakcije DNK.

Genomska DNK moze da se ¢uva na temperaturama od 2—8°C u trajanju
od 1 sedmice nakon ekstrakcije, a zatim na temperaturi od —25 do —15°C
u trajanju do 8 sedmica pre upotrebe.
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Procedura

Ekstrakcija DNK

Karakteristike performanse therascreen KRAS RGQ PCR kompleta dobijene
su koris¢enjem DNK ekstrahovane pomo¢u QlAamp DNA FFPE Tissue
kompleta (kat. br. 56404). Ako koristite QlAamp DNA FFPE Tissue komplet,
izvrSite ekstrakciju DNK prema uputstvima iz priruCnika, imajuci u vidu sledece

Ekstrakcija DNK (CRC uzorci)
B QlAamp DNA FFPE Tissue komplet mora da se koristi isklju€ivo rucno.

B Nemojte da koristite RNase korak opisan u prirucniku za QlAamp DNA
FFPE Tissue komplet.

B Ne koristite QIAGEN rastvor za deparafinizaciju. Koristite iskljucivo
ksilen/etanol metod za deparafinizaciju opisan u priru¢niku QlAamp
DNA FFPE Tissue komplet.

B Razgradnja K proteinaze (korak 11 u priru¢niku za QlAamp DNA FFPE
Tissue komplet) mora da traje 1 sat.

B Uzorci moraju da se ispiraju u 200 pl pufera za ispiranje (ATE pufer) iz
QlAamp DNA FFPE Tissue kompleta.

Ekstrakcija DNK (NSCLC uzorci)
B Koristite preseke dimenzija 2 x 5 um, po ekstrakciji.
B QIAamp DNA FFPE Tissue komplet mora da se koristi iskljucivo ru¢no.

B Nemojte da koristite RNase korak opisan u priru¢niku za QlAamp DNA
FFPE Tissue komplet.

B Nemojte da koristite QIAGEN rastvor za deparafinizaciju sadrzan u
QIAamp DNA FFPE Tissue kompletu. Koristite isklju€ivo ksilen/etanol
metod za deparafinizaciju opisan u priru¢niku za QlAamp DNA FFPE
Tissue komplet.

B Razgradnja K proteinaze (korak 11 u priruéniku za QlAamp DNA FFPE
Tissue komplet) mora da traje 1 sat.

B Dodajte 60 pl rastvora za ispiranje (ATE) iz QlAamp DNA FFPE Tissue
kompleta i inkubirajte 2,5 minuta na sobnoj temperaturi.

B Centrifugirajte pri najvecoj brzini u trajanju od 1 minuta.

B Dodajte dodatnih 60 pl rastvora za ispiranje (ATE) iz QlAamp DNA
FFPE Tissue kompleta i inkubirajte 2,5 minuta na sobnoj temperaturi.

M Centrifugirajte pri najvecoj brzini u trajanju od 1 minuta.
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Protokol: Procena DNK uzoraka

Ovaj protokol se koristi za procenu ukupne DNK u uzorcima, koja moze da se
amplifikuje, upotrebom ,KRAS CE Sample Assessment Locked Template*
(KRAS CE zaklju¢ana matrica za procenu uzorka, paket za analizu) za
automatizovanu procenu uzoraka.

Napomena: Za ru¢nu procenu uzoraka, pogledajte ,Dodatak 1: Komplet
therascreen KRAS RGQ PCR Protokol za ru¢no koriséenje”, strana 74.

Vazne napomene pre pocetka

Moze da se izvrSi procena do 24 uzorka pomocu dostupne smese za
kontrolnu reakciju (CTRL).

Koristite smeSu za kontrolnu reakciju (CTRL) kako biste izvrSili procenu
DNK pre testiranja.

Napomena: Za ovu procenu je vazno da se smesSa za kontrolnu reakciju
(CTRL) koristi na nacin koji je opisan u nastavku, a ne da se koriste
spektrofotometrija ili druge alternativne metode. Prekomerno razlozena
DNK mozda nec¢e moci da se umnozi iako prajmeri formiraju kratke
fragmente DNK.

Kako bi se postigla efikasnost upotrebe reagenasa u therascreen KRAS
RGQ PCR kompletu, razvrstajte uzorke DNK u najveéoj mogucoj meri
da biste formirali zaokruZene cikluse. Za testiranje zasebnih uzoraka ili
testiranje manjeg broja uzoraka potrebna je veca koli€ina reagenasa,
¢ime se smanjuje ukupan broj uzoraka koji mogu da se testiraju pomocu
jednog therascreen KRAS RGQ PCR kompleta.

Proverite da li instalirana verzija softvera za therascreen KRAS paket za
analizu odgovara verziji softvera za Rotor-Gene Q pre prve upotrebe
Rotor-Gene Q MDx instrumenta (pogledajte odeljak ,Dodatak 2:
Instalacija therascreen KRAS paketa za analizu“, strana 96).

Procedure

1. Potpuno odmrznite sme$u za kontrolnu reakciju (CTRL), vodu bez nukleaza
kao kontrolu bez matrice (NTC) i KRAS pozitivnu kontrolu (PC) na sobnoj
temperaturi (15-30°C) u trajanju od najmanje 1 sata.

B Napomena: Ostavite Tag DNK polimerazu (Taq) na sobnoj temperaturi
(15-30 °C) u isto vreme kad i ostale reagense (pogledajte odeljak
~SkladiStenje i rukovanje reagensimaError! Reference source not
found.”, strana 13). Kratko centrifugirajte epruvetu kako bi se sakupio
enzim na njenom dnu.

Vreme potrebno za odmrzavanje reagenasa, postavljanje PCR reakcije
I Cuvanje pre pocCetka ciklusa naznaceni su u tabeli 3.
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Napomena: Postavljanje PCR reakcije treba obavljati na sobnoj
temperaturi.

Tabela 2. Vreme potrebno za odmrzavanje, vreme potrebno za
postavljanje PCR reakcije i temperature ¢uvanja

Vreme potrebno Maksimalno
za odmrzavanje vreme
potrebno za
Temperatura postavljanje
o _ ¢uvanja* PCR reakcije
Minimum Maksimum nakon i maksimalno
postavljanja vreme
PCR reakcije cuvanja
Sobna
1 sat 45 sati temperatura 7 sati
(15-25°C)
1 sat 4,5 sati 2-8°C 18 sati

* Cuvanje* se odnosi na vreme koje protekne od zavrsetka postavljanja PCR reakcije
do pocetka PCR ciklusa na Rotor-Gene Q MDx instrumentu.

1. MeSajte odmrznute reagense izvrtanjem 10 puta da biste izbegli
stvaranje lokalizovanih koncentracija soli; zatim centrifugirajte
kratko kako bi se prikupio sadrzaj na dnu epruvete.

Napomena: Nemojte da vorteksujete Taq DNK polimerazu (Taq) niti bilo
koju drugu smesSu koja sadrzi Taq, poSto to moze da dovede do
inaktivacije enzima.

2. Pripremite dovoljne koliéine master miksova (smeSa za kontrolnu
reakciju [CTRL] i Tag DNK polimeraza [Taq]) u skladu sa
zapreminama navedenim u Tabela 3 za sledeée:

Sve uzorke DNK
1 reakciju KRAS pozitivne kontrole (PC)
1 vodu bez nukleaza za reakciju kontrole bez matrice (NTC)

1 dodatni uzorak kako bi se obezbedio dodatni viSak za postavljanje
PCR reakcije

Master miks sadrzi sve komponente potrebne za PCR reakciju, osim
uzorka.
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Tabela 3. Priprema master miksa za kontrolnu analizu

Komponenta Zapremina
SmeSa za kontrolnu reakciju (CTRL) 19,76 pl x (n+1)*
Tag DNK polimeraza (Taq) (n+1)*0’24 JU
Ukupna zapremina 20 pl/reakcija

* n = broj reakcija (uzorci plus kontrole).

Pripremite dovoljnu koli€inu master miksa za dodatni uzorak (n+1) kako
bi se obezbedila dovoljna koli€ina viska za postavljanje PCR reakcije.

Vrednost n ne sme da prede 24 (plus kontrole), posto je 24 maksimalan
broj uzoraka koji mogu da se uklope u jedan ciklus.

Napomena: Prilikom pripreme master miksa, potrebna zapremina smese
za kontrolnu reakciju (CTRL) se prva dodaje u relevantnu epruvetu, a Taq
DNK polimeraza (Taq) se dodaje na kraju

Napomena: Pipetirajte Taq DNK polimerazu tako Sto ¢ete pazljivo postaviti
pipetni nastavak neposredno ispod povrsine teCnosti kako biste izbegli
uranjanje nastavka u viSak enzima.

. Stavite odgovarajuci broj traka sa po 4 PCR reakcione epruvete
(svaka traka ima Cetiri epruvete) u drzac¢ za epruvete, u skladu
sarasporedom u tabeli

Tabela 4. Nemojte da zatvarate zatvara¢e na epruvetama.

Napomena: Ostavite zatvarace u plasti¢noj posudi dok ne budu bili
potrebni.
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Tabela 4. Obréite rasporedene epruvete u drzacu za epruvete kako
bi se obavila procena uzorka DNK

Analiza

Kontrola 1 (PC) 9 17 25 - - - = -
Kontrola (N%C) 10 18 26 - - - - -
Kontrola 3 11 19 - - e
Kontrola 4 12 20 - - - = = =
Kontrola 5 13 21 — = — - - -
Kontrola 6 14 22 — — = - — —
Kontrola 7 15 23 - - e
Kontrola 8 16 24 - - - = = =

* Brojevi oznaCavaju pozicije u drzaCu za epruvete i konacni polozaj u rotoru

4. Postavite pipetu na zapreminu koja je niza u odnosu na ukupnu
zapreminu reakcionog master miksa i mesajte pazljivo, vrseci
potpunu aspiraciju gore i dole 10 puta

5. Odmah dodajte 20 pl master miksa u svaku reakcionu epruvetu
PCR trake.

Napomena: Pogledajte tabelu
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Tabela 4 da biste videli raspored epruveta. Za analizu DNK uzorka, master
miks za kontrolnu analizu treba da se doda u jednu PC epruvetu, jednu
NTC epruvetu i jednu epruvetu za svaki DNK uzorak.

6. Odmah dodajte 5 ul vode bez nukleaza kao kontrolu bez matrice
(NTC) u NTC epruvetu (epruveta na poziciji 2) i zatvorite epruvetu
zatvaraéem.

7. Dodajte 5 pl od svakog DNK uzorka u epruvete sa uzorkom (epruvete
na pozicijama 3-26) i zatvorite ih zatvara€ima.

8. Dodajte 5 ul KRAS pozitivne kontrole (PC) u PC epruvetu (epruveta na
polozaju 1) i zatvorite ih zatvara¢ima.

Svaka epruveta treba da sadrzi ukupnu reakcionu zapreminu od 25 pl
(20 pl master miksa pripremljenog u tabeli, plus 5 pl NTC/uzorka/PC).

9. Vodootpornim flomasterom oznacite poklopce na prvim epruvetama
na najnizoj numeri¢koj poziciji u svakoj traci sa 4 PCR reakcione
epruvete (npr, pozicije 1, 5,19, itd.) kako bi se prikazala orijentacija za
ubacivanje epruveta u rotor sa 72 bunaréi¢a Rotor-Gene Q MDx
instrumenta.

10. lzvrnite epruvete sa zatvarac¢ima 4 puta kako biste promeSali uzorak
| reakcionu smesu.

11. Postavite sve trake sa 4 PCR reakcione epruvete u odgovarajuce
polozaje rotora sa 72 bunarci¢a prema rasporedu ciklusa (
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12. Tabela 4), koriste¢i oznake za orijentaciju.

Napomena: Ako rotor nije do kraja ispunjen, sve neupotrebljene pozicije na
rotoru moraju da se popune praznim epruvetama zatvorenim zatvaracima.
Time se obezbeduje odrZzavanje toplotne efikasnosti Rotor-Gene Q MDx
instrumenta.

13. Postavite rotor sa 72 bunarciéa u Rotor-Gene Q MDx instrument.
Vodite raduna da prsten za zaklju€avanje (koji se dostavlja sa Rotor-
Gene Q MDx instrumentom) bude postavljen na vrhu rotora kako bi
se epruvete obezbedile tokom rada instrumenta.

14. Istovremeno pokrenite Rotor-Gene Q softver i otvorite matricu duplim
klikom naikonu ,therascreen KRAS QC Locked Template*
(therascreen KRAS QC zakljuéana matrica) koja se nalazi na radnoj
povrsini laptop raunara povezanog sa Rotor-Gene Q MDx
instrumentom (Slika 1).

&
JUGCRE]

Slika 1. Ikona ,therascreen KRAS QC Locked Template" (therascreen KRAS QC
zakljuéana matrica).
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15. Kartica , Setup“ (Postavljanje) javlja se kao podrazumevana opcija
(slikaSlika 2). Vodite raéuna da prsten za zaklju¢avanje bude
ispravno priévrséen i oznacite polje ,,Locking Ring Attached“ (Prsten
za zakljucavanje pri¢vrscéen). Zatvorite poklopac na Rotor-Gene Q
MDx instrumentu.
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Slika 2. Kartica , Setup” (Postavljanje) i polje ,Locking Ring Attached* (Prsten za
zaklju¢avanje priévrséen).
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16. Unesite ID ciklusa u polje dijaloga ,,Run ID“ (ID ciklusa) u skladu sa
vazeéim propisima za nomenklaturu u vasoj zemlji. Unesite naziv
uzorka u polje dijaloga , Sample Name* (Naziv uzorka), u skladu sa
propisima za nomenklaturu vaze¢im u vasoj zemilji i pritisnite taster
za vraéanje na prethodnu opciju.

Na taj naCin ¢e naziv uzorka biti dodat dole navedenom spisku uzoraka,
a uzorku ¢e biti dodeljen ,Sample ID“ (ID uzorka) (1, 2, 3, itd.). Takode,
tabli ,Layout of the pipetting adapter” (Raspored adaptera za pipetu) sa
leve strane bi¢e dodat naziv uzorka (slika 3).

Druga mogucnost je da se nazivi uzoraka sacuvani u *.smp (Rotor-Gene Q
datoteka sa uzorcima) ili *.csv (vrednosti razdvojene zarezima) formatu
uvezu koriséenjem dugmeta ,Import Samples® (Uvezi uzorke). Nazivi
uzoraka se koriS¢enjem ove metode automatski popunjavaju.

Napomena: U okviru table ,Layout of the pipetting adapter (Raspored
adaptera za pipetu) proverite da li je dodat naziv uzorka istaknut prome-
nom u boji i da li se naziv uzorka nalazi na odgovarajucoj poziciji za taj
uzorak (slika Slika 3).

Napomena: Nazivi uzoraka sa viSe od 8 karaktera se mozda nece potpuno
prikazati u prozoru ,Layout of the pipetting adapter (Raspored adaptera
za pipetu).

i 0 [0 .o At ] Torad ol et

Ly

11
I
]

Slika 3. Unos stavki ,,Run ID* (ID ciklusa) i , Sample Name* (Naziv uzorka). 1 = “Run ID”
dialog field, 2 = “Import Sample” button 3 = “Sample Name” dialog field, 4 = Sample List, 5 =
“Layout of the pipetting adapter” panel.
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17. Ponovite korak 15 da biste uneli nazive svih dodatnih uzoraka
(slika Slika 4).

Napomena: Da biste uredili naziv uzorka, kliknite na dugme ,Sample
Name* (Naziv uzorka) na spisku uzoraka i izabrani uzorak ¢e se pojaviti
u gornjem polju dijaloga ,Sample Name®“. Uredite naziv uzorka u skladu
sa propisima o nomenklaturi vazec¢im u vasoj zemlji i pritisnite dugme za
vracanje na prethodnu opciju da biste aZurirali naziv.
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Slika 4. Unos dodatnih imena uzoraka u polje dijaloga ,, Sample Name" (Naziv uzorka).

*1 = dugme ,Import Sample” (Uvezi uzorak); 2 = polje dijaloga ,Sample Name* (Naziv
uzorka) i ,Sample List" (Spisak uzoraka); 3 = tabla ,Layout of the pipetting adapter”
(Raspored adaptera za pipetu) sa dodatnim nazivima uzoraka.
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18. Kada su uneti svi nazivi uzoraka, proverite da li su ispravni. Dodajte
sve dodatne informacije u polje dijaloga ,, Notes" (BeleSke) ukoliko
je potrebno, a zatim kliknite na dugme , Start Run“ (Pokreni ciklus)
(Slika 5).
Napomena: Ako je neka pozicija na rotoru neupotrebljena, pojaviée se
upozorenje ,Warning“ (Slika 5 and Slika 6) kako bi podsetilo korisnika da
sve neupotrebljene pozicije na rotoru moraju biti ispunjene sa po jednom
praznom epruvetom zatvorenom zatvaraCem. Proverite da li su sve prazne
pozicije na rotoru ispunjene sa po jednom praznom epruvetom zatvorenom
zatvaraCem i kliknite na dugme ,,OK* (U redu) da nastavite.
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Slika 5. Polje dijaloga ,, Notes" (BeleSke), , Start Run“ (Pokreni ciklus) i upozorenje
,Warning“ o neiskoriséenim pozicijama na rotoru.
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Layaout of the pipetting adapter:

Rotor-Gene Q Series Software

1 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
Ciontol

Slika 6.1 = Upozorenje ,Warning“ o neiskoriSéenim pozicijama na rotoru.

19. Otvara se prozor ,Save As“ (Sac¢uvaj kao). Izaberite odgovarajuci
naziv datoteke i sa€uvajte PCR ciklus kao *.rex run datoteku na
izabranoj lokaciji. Kliknite na dugme ,,Save* (Sac¢uvaj) (slika Slika 7).

ersion:  1.1.4 %

'Save As

DMA Sample Asses Savein [@ Deskiop LI cf Ef~
(IMy Documents
: [forples | _3 4 My Computer
= rljy Recent  Wdny Network Places
Sample Name —

1 Sample 1 L&
2 Sample 2
3 Sample 3 Deskiop
4 Sample 4 - o B
& Sample 5 y
E Sample &
7 Sample 7 My Documents
8 Sample 8 .

8

My Cosmputer
. cosonzs e
2 My Network.  J File name: |DNA Sample Assessment hd I Save 3
Save as lupe: | Run File [“rex) - Cancel
Cantiol n: 1 2 Pos |
Pasitior:6

[

Slika 7. Snimanje datoteke ciklusa. 1 = prozor ,Save As“ (SaCuvaj kao); 2 = naziv
datoteke i Cuvanje kao *.rex tip datoteke; 3 = ,Save* (Sacuva;j).
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20. Poc€inje PCR ciklus.

Napomena: Kada ciklus poCne, automatski se otvara kartica ,Run
Progress” (Tok ciklusa) koja pokazuje temperaturni trag i preostalo
vreme ciklusa (slika Slika 8).

o 1 Bon Progiess |

83 minue(s) remaining,

Temperature Trace - Temp (°C) vs Time (min)

¥ 8 ¥ 8 ¥ 8 & 3
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af >

Fctor e & Seves Scware 231

Slika 8. Kartica ,,Run Progress” (Tok ciklusa).
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21. Nakon Sto se ciklus zavrsi, automatski se otvara kartica ,, Analysis*
(Analiza).
Napomena: Ako se kartica ,Analysis” (Analiza) ne otvori, kliknite na karticu
»LAnalysis* (AnalizaSlika 9).

Napomena: Objasnjenje metode izraCunavanja navedeno je u odeljku
»Tumacenje rezultata“, strana 39.

Fie Heb =8| x|
A 3
Setup 1 Bun Progress I Anolysis! — 'l
_ B |
Sample OC Result Table:
TubeID | Sampie Name | Coctict Assay O | Flage/wiaimings | Statas
1 FL Control 2650 - Vaid
2 NTC Conteol ol WVaid
3 037710708 ok Vaid
4 0IFTI07IE 738 Vaid
5 03770728 007 - Vaid
6 0377078 %51 - Vaid
7 037710748 255 - Vaid
] 037710758 2845 - Vaid
El 037710768 A% - Vasd
10 037710778 a0 - Vaid
" 037710758 naz- Vaid
12 0377078 28 - Vahd b— 2
13 0370818 2980 - Vahd
i 037710828 na - Vasd
15 037710338 ne Vabd
15 137710848 2809 Vo
17 037710068 29 Vakd
\E: 03770978 03 Vo
\E: 037710068 n2 Vakd
20 037710958 27 Vakd
21 [ergalic ) 2387 - Wahd
22 037710918 Pkl Vahd
23 (el @z - Vakd
24 3o 2857 - Wakd
25 037710948 2980 - Wakd
B3 (37710958 3041 - Vkd

Slika 9. Kartica ,, Analysis" (Analiza) i izveStavanje o rezultatima. 1 = kartica
»~Analysis“ (Analiza), 2 =, Sample QC Result Table" (Tabela QC rezultata uzoraka).

22. Rezultati kontrole biée prijavljeni na sledeéi naéin u tabeli ,,.Sample
QC Result Table* (Tabela sa rezultatima QC uzorka) (2 ma Slika 9).

B Run controls (PCi NTC, pozicije epruveta 1 i 2, tim redosledom):
Ukoliko su rezultati u okviru prihvatljivih vrednosti, prikazuje se
stavka ,Valid“ (Vazece). U suprotnom, prikazuje se stavka ,Invalid®
(Nevazece).

B Sample control reaction Cr > 32,00: prikazuje se oznaka ,Invalid*
(Nevazece). Koli¢ina DNK nije dovoljna za analizu mutacije. Ponovo
testirajte uzorak. Ako je koli¢ina DNK i dalje nedovoljna, ukoliko je
moguce ekstrahujte jos tumorskog tkiva (pogledajte“Error! Reference
source not found.”, strana Error! Bookmark not defined.).

B Sample control reaction Ct < 21,92: prikazuje se oznaka ,Invalid*
(Nevazece). Koncentracija DNK je previsoka za analizu mutacije.
Razblazite sa Vodom bez nukleaza namenjenom za razblazivanje
(Razbl.) i ponovo izvrSite testiranje. Razblazite na vrednost C+ od
21,92-32,00. Razblazivanje u razmeri 1:1 povecava Cr vrednost za
priblizno 1,0.
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B Sample control reaction Cr of 21,92-32,00 (21,92 < kontrolna
vrednost Ct = 32,00): Prikazuje se stavka ,Valid“ (Vazece), s§to
znaci da je koncentracija DNK pogodna za analizu mutacije.

Napomena: Ako je potrebno ponovo izvrsiti ekstrakciju ili razblazivanje,
ponovite kontrolnu reakciju da biste potvrdili da je koncentracija DNK
pogodna za upotrebu.

23. Datoteke saizveStajima mozete da dobijete klikom na stavku
»Report” (lzvestaj). Otvori¢e se prozor ,,Report Browser* (Pregledaé¢
izveStaja). Izaberite opciju ,, KRAS Analysis Report” (IzveStaj o KRAS
analizi) u okviru stavke , Templates” (Matrice), a zatim pritisnite
stavku , Show* (Prikazi) (Figure 10).

Napomena: Izvestaji mogu da se saCuvaju na alternativnoj lokaciji u Web
Archives formatu pritiskom na dugme ,Save As“ (Saduvaj kao) u gornjem
levom uglu svakog izvestaja.

E &

Sewp T BunProgress T Analysis

=1 1

Sample GC Result Table:

TubeID | Sample Mame | Contiol Assay Ot | Flags Wamings Status
P Conirol 2650 - Vohd

2

3

4

5 037710728 3007 - Vabd
13 03710738 %53 - Vakd
7 037710748
L] 037M0TSE
9 037710768
10 037M0778
n 037710788
12 037M07368
13 Q37710818
14 037062 hesarcreen KRAS Anabir
15 037710838
16 037110848
17

18

19

2

21

22

2

2

)

2%

037710858
037710678
037710688
037710638
037710908
w7rene

037710928
w3700

037710948
037710968

Figure 10. Selecting the “KRAS Analysis Report”. 1 = ,Report” (Izvesta)); 2 = prozor
.Report Browser” (Pregledac izvestaja); 3 = biranje ,KRAS Analysis Report” (Izvestaj o
KRAS analizi); 4 = ,Show" (PrikaZi).
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Protokol: Otkrivanje KRAS mutacija
Ovaj protokol namenjen je otkrivanju KRAS mutacija.

Vazne napomene pre pocetka

M Uzorak moze da se testira koriS¢enjem analiza KRAS mutacija nakon
Sto se podvrgne proceni uzorka.

B Radi efikasne upotrebe therascreen KRAS RGQ PCR kompleta, uzorci
moraju da se grupiSu u serije od 7 (da bi se popunio rotor sa 72-bunar-
¢ica). Manje serije znae da moze da se testira manji broj uzoraka
koriS¢enjem therascreen KRAS RGQ PCR kompleta.

M Proverite da li instalirana verzija softvera za therascreen KRAS paket za
analizu odgovara verziji softvera za Rotor-Gene Q pre prve upotrebe
Rotor-Gene Q MDx instrumenta (pogledajte odeljak ,Dodatak 2:
Instalacija therascreen KRAS paketa za analizu“, strana 96).

MocTynak

1. MeSajte odmrznute reagense izvrtanjem svake epruvete po 10 puta
kako bi se izbeglo stvaranje lokalizovane koncentracije soli.
Centrifugirajte kratko kako bi se sakupio sadrzaj na dnu epruvete.

2. Postavite pipetu na zapreminu koja je niza u odnosu na ukupnu
zapreminu reakcione smeSe i mesajte pazljivo master mikseve, vrsedi
potpunu aspiraciju gore i dole 10 puta.

3. Odmah dodajte 20 pl master miksa u svaku odgovaraju¢u epruvetu
PCR trake.

Napomena: Pogledajte tabelu 5 da biste videli raspored epruveta prilikom
postavljanja reakcionih smeSa. Za otkrivanje KRAS mutacija, master
mikseve treba dodati u 8 PC epruveta, 8 NTC epruveta i 8 epruveta za
svaki DNK uzorak.
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10.

Tabela 5. Obréite rasporedene epruvete u drzacu za epruvete kako
biste otkrili KRAS mutacije

Kontrole Broj uzorka

Analiza PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67
12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68
12CYS S 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

* Brojevi oznacavaju pozicije u drzaCu za epruvete i krajnju poziciju u rotoru.
NTC epruvetama (epruvete na pozicijama 9-16) odmah dodajte 5 pl

vode bez nukleaza za kontrolu bez matrice (NTC) i zatvorite ih
zatvara€ima.

Dodajte 5 pl od svakog DNK uzorka u epruvete sa uzorkom (epruvete
na pozicijama 17-72) i zatvorite ih zatvara¢ima.

U PC epruvete (epruvete na pozicijama 1-8) dodajte 5 ul KRAS
pozitivhe kontrole (PC) i zatvorite ih zatvara¢ima.

Vodootpornim flomasterom oznacite poklopce prvih epruveta na
najnizim numeri¢kim pozicijama u svakoj od traka sa 4 PCR
reakcionih epruveta (npr. pozicije 1, 519, itd) kako bi se prikazala
orijentacija za ubacivanje epruveta u rotor sa 72 bunarci¢a Rotor-
Gene Q instrumenta.

Izvrnite epruvete zatvorene zatvara€ima 4 puta da bi se izmeSale
smeSe sa uzorcima i reakcione smese.

Postavite sve trake sa po 4 PCR reakcione epruvete u odgovarajucée
polozaje rotora sa 72 bunarcéi¢a prema rasporedu ciklusa (Tabela 5)
koristec¢i oznake za orijentaciju.

Napomena: Svaki PCR ciklus moze da obuhvati najviSe 7 uzoraka. Ako
rotor nije do kraja ispunjen, sve neupotrebljene pozicije na rotoru moraju
da se popune praznim epruvetama zatvorenim zatvaraCima. Time se
obezbeduje odrzavanje toplotne efikasnosti Rotor-Gene Q instrumenta.

Postavite rotor sa 72 bunarci¢a u Rotor-Gene Q instrument. Vodite
racuna da prsten za zaklju¢avanje (dostavlja se zajedno sa Rotor-
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Gene Q instrumentom) bude postavljen na vrhu rotora kako bi se
epruvete obezbedile tokom ciklusa.

11. Pokrenite Rotor-Gene Q softver i istovremeno otvorite matricu tako
Sto ¢ete napravite dvoklik na ikonu ,,therascreen KRAS Locked
Template” (therascreen KRAS zaklju€ana matrica) koja se nalazi
na radnoj povrsini laptop ra€unara povezanog sa Rotor-Gene Q
instrumentom (Slika 11).

5
therascreen
KRAS

Locked
Template

Slika 11. Ikona ,therascreen KRAS Locked Template” (therascreen KRAS zaklju¢ana
matrica).

12. Kartica , Setup“ (Postavljanje) javlja se kao podrazumevana opcija
(Slika 12). Vodite rauna da prsten za zaklju€avanje bude ispravno
priévr§éen i oznacite polje ,,Locking Ring Attached” (Prsten za
zakljuc¢avanje priévrséen). Zatvorite poklopac na Rotor-Gene Q
instrumentu.

[ R — PRS-

Slika 12. 1 = Kartica , Setup” (Postavljanje) i polje ,Locking Ring Attached“ (Prsten za
zaklju¢avanje pri€vrscen).
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13. Unesite ID ciklusa u polje dijaloga ,Run ID“ (ID ciklusa) u skladu sa
vazeéim propisima za nomenklaturu u vasoj zemlji.

14. Unesite naziv uzorka u polje dijaloga , Sample Name* (Naziv uzorka),
u skladu sa propisima za nomenklaturu vaze¢im u vasoj zemlji i
pritisnite taster za vrac¢anje na prethodnu opciju.

Na taj nacCin ¢e naziv uzorka biti dodat dolenavedenom spisku uzoraka,
a uzorku Ce biti dodeljen ,Sample ID“ (ID uzorka) (1, 2, 3, itd.). Takode,
u tabli ,Layout of the pipetting adapter” (Raspored adaptera za pipetu)
sa leve strane bi¢e dodat naziv uzorka (slika Slika 13).

Napomena: U tabli ,Layout of the pipetting adapter” (Raspored adaptera
za pipetiranje), proverite da li je dodavanje naziva uzorka istaknuto
promenom boje i da li je istaknuto svih osam analiza u koloni ispod kruga
uzorka (slika Slika 13).

Napomena: Moguce je dodati najviSe 7 uzoraka. ID uzoraka (u okviru istih
krugova uzoraka) bi¢e automatski dodeljeni od 1 do 7.

Napomena: Nazivi uzoraka sa viSe od 8 karaktera se mozda nece potpuno
prikazati u prozoru ,Layout of the pipetting adapter (Raspored adaptera
za pipetu).

Druga mogucnost je da se nazivi uzoraka sacuvani u *.smp (Rotor-Gene Q
datoteka sa uzorcima) ili *.csv (vrednosti razdvojene zarezima) formatu
uvezu koriséenjem dugmeta ,Import Samples® (Uvezi uzorke). Nazivi
uzoraka se koriS¢enjem ove metode automatski popunjavaju.

Slika 13. Unos stavki ,Run ID“ (ID ciklusa) i , Sample Name"* (Naziv uzorka).1 = polje
dijaloga ,Run ID* (ID ciklusa); 2 = ,Import Sample“ (Uvezi uzorak) (nije dostupno u softveru
verzije 2.1); 3 = polje dijaloga ,Sample Name* (Naziv uzorka); 4 = ,Sample List* (Spisak
uzoraka); 5 = tabla ,Layout of the pipetting adapter” (Raspored adaptera za pipetu);

6 = istaknuti krug uzoraka i kolona sa 8 analiza ispod.
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15. Ponovite korak 14 da biste uneli nazive svih dodatnih uzoraka (slika
Slika 14).

Napomena: Da biste uredili naziv uzorka, kliknite na dugme ,Sample
Name* (Naziv uzorka) na spisku uzoraka i izabrani uzorak ¢e se pojaviti
u gornjem polju dijaloga ,Sample Name®“. Uredite naziv uzorka u skladu
sa propisima o nomenklaturi vazec¢im u vasoj zemlji i pritisnite dugme
za vracanje na prethodnu opciju da biste aZurirali naziv.

1

p Y O ()

Slika 14. Unos dodatnih imena uzoraka u polje dijaloga ,, Sample Name* (Naziv
uzorka). 1 = polje dijaloga ,Sample Name*" (Naziv uzorka); 2 = ,Sample List* (Spisak
uzoraka); 3 = tabla ,Layout of the pipetting adapter* (Raspored adaptera za pipetu) sa
dodatnim nazivima uzoraka.

16. Kada su uneti svi nazivi uzoraka, proverite da li su ispravni. Ubacite
bilo koju dodatnu informaciju u polju dijaloga , Notes* (BeleSke),
ukoliko je potrebno, a zatim pritisnite dugme , Start Run* (Pokreni
ciklus) (Slika 15).

Napomena: Ako je neka pozicija na rotoru neupotrebljena, pojavice se
upozorenje ,Warning“ (slika 15 i slika 16) kako bi podsetilo korisnika da
sve neupotrebljene pozicije na rotoru moraju biti ispunjene sa po jednom
praznom epruvetom zatvorenom zatvaracem. Proverite da li su sve prazne
pozicije na rotoru ispunjene sa po jednom praznom epruvetom zatvorenom
zatvaraCem i kliknite na dugme ,OK" (U redu) da nastavite.
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Slika 15. 1 = Polje dijaloga , Notes“ (BeleSke), dugme , Start Run“ (Pokreni ciklus)
i upozorenje ,,Warning“ o neiskoriS¢enim pozicijama na rotoru.

Rotor-Gene Q Series Software | 8 |

. 1 Warning - There are unused Rotor Tubes,

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

QK Cancel

Figure 16. Upozorenje ,,Warning“ o neiskoriS¢enim pozicijama na rotoru.
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17. Otvara se prozor ,,Save As“ (Sacuvaj kao). Izaberite odgovarajuci

naziv datoteke i sa€uvajte PCR ciklus kao *.rex run datoteku na
izabranoj lokaciji (Slika 17).

—
B9 Save As e

@n\:‘/vﬂ! Desktop »

Organize = MNew folder

- | +4 | | Search Desktop o

- .@:]

-~ Favorites . Libraries
18 Computer
o

4 Libraries € Network

"M Computer

gI_-I Metwork

2 File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (*.rex)

= Hide Folders

I Save I I Cancel

Slika 17. Snimanje datoteke ciklusa.

18. Pocinje PCR ciklus.
Napomena: Kada ciklus po¢ne, automatski se otvara kartica ,Run

Progress® (Tok ciklusa) koja pokazuje temperaturni trag i preostalo vreme
ciklusa (Slika 18).
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Slika 18. 1 = kartica , Run Progress* (Tok ciklusa).

19. Nakon Sto se ciklus zavrSi, automatski se otvara kartica ,, Analysis*
(Analiza).
Napomena: Ako se kartica ,Analysis* (Analiza) ne otvori, kliknite na karticu
»<Analysis* (Analiza) Slika 19).

Napomena: Objasnjenje nacina izraCunavanja navedeno je u odeljku
“Tumacenije rezultata”, strana 39.

Fle e 18] x|
vew
Sehp 1 Bun Progress. 1 Analysic — 1
B |
Flun Controls, Pasiive Controk
Plotos Poslion | Assay [ FlagsWamings I
1 Corteol Vald
2 12008 Void
2 — | 3 1205P Vaid
4 124R6 Viakd
5 1 Vabd
1 15ER Vald
7 12VAL Vald
1305P Void
Fun Controls, Negative Contiok:
Flotos Pocticnr | Assayy [W1C I [ Fas o T Nogotivs Contiol Stabus
3 Corbal Vel Vo Vold
10 12404 Vabd Viakd Viakd
— |11 1205P Vabd Vabd Vald
12 124R6 Vobd Vabd Vabd
13 12078 Vald Vald Vald
4 125ER Vabd Vald Vald
15 12vaL Vet Vbt Void
16 13A5P Vakd Vakd Viahd
— —

Sample Result Table:

[ERAS Status

Ho Mulation Detected

Slika 19. Kartica ,, Analysis” (Analiza) i izveStavanje o rezultatima. 1 = kartica ,Analysis";
2 =tabla ,Run Controls, Positive Control“ (Kontrola ciklusa, pozitivha kontrola); 3 = tabla
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»Run Controls, Negative Control* (Kontrola ciklusa, negativna kontrola); 4 = ,Sample Result
Table” (Tabela sa rezultatima uzorka); 5 = kolona ,KRAS Mutation Status” (Status KRAS
mutacije).

20. Rezultati analize bic¢e prijavljeni na sledeci nacin (Slika 19):

B Prozor ,Run Controls, Positive Control” (Kontrole ciklusa,
pozitivha kontrola): Ako su rezultati u opsegu prihvatljivih vrednosti
u okviru stavke ,Positive Control Status” (Status pozitivhe kontrole)
prikazace se opcija ,Valid“ (Vazece); u suprotnom, prikazuje se
rezultat ,Invalid“ (Nevazece).

B Prozor ,Run Controls, Negative Control“ (Kontrole ciklusa,
negativna kontrola): Ako su rezultati NTC i unutrasnje kontrole u
opsegu prihvatljivih vrednosti u okviru stavke ,Positive Control Status*
(Status pozitivne kontrole) prikazaée se opcija ,Valid“ (Vazece);

u suprotnom, prikazuje se rezultat ,Invalid“ (Nevazece).

B Prozor ,Sample Result Table* (Tabela sa rezultatima uzoraka):
Za uzorke pozitivne na mutaciju bi¢e prijavljene odredene mutacije
u koloni ,KRAS Mutation Status” (Status KRAS mutacije).

21. Datoteke sa izveStajima moZzete da dobijete klikom na stavku
»Report“ (Izvestaj). Otvorice se prozor ,,Report Browser“ (Pregledaé
izveStaja). Izaberite opciju , KRAS Analysis Report* (IzveStaj o KRAS
analizi) u okviru stavke , Templates” (Matrice), a zatim pritisnite
funkciju ,, Show* (Prikazi) (Slika 20).

Napomena: lzvestaji mogu da se saCuvaju na alternativnoj lokaciji u Web
Archives formatu klikom na opciju ,Save As“ (SaCuvaj kao) koja se nalazi
u gornjem levom uglu svakog izvestaja.

WN

herssrean KRAS Wodkde

Slika 20. Odabir stavke , KRAS Analysis Report” (IzveStaj o KRAS analizi).1 = ,Report*
(Izvestaj); 2 = prozor ,Report Browser* (Pregledac izvestaja); 3 = biranje ,KRAS Analysis
Report” (Izvestaj o KRAS analizi); 4 = ,Show" (PrikaZzi).
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Tumacenje rezultata

Nakon zavrSetka ciklusa, therascreen KRAS paket za analizu automatski vrSi
analizu i odredivanje mutacije. Sledeci podaci objasnjavaju kako therascreen
KRAS paket za analizu vrsSi analizu i odredivanje mutacije.

Napomena: Za ru€nu analizu, pogledajte ,Dodatak 1. Komplet therascreen
KRAS RGQ PCR Protokol za ru¢no koris¢enje, strana 74.

PCR ciklus tokom koga fluorescencija iz odredene reakcije prelazi grani¢nu
vrednost definiSe se kao C+ vrednost. Vrednosti Ct oznacavaju odredenu
koli¢inu unosa DNK. Niske C+ vrednosti oznaavaju veci nivo unosa DNK,
a visoke Cr vrednosti oznaavaju manji nivo unosa DNK. Reakcije sa C+
vrednosScu klasifikovane su kao pozitivha amplifikacija.

Rotor-Gene Q softver Salje signale fluorescencije izmedu bilo koje dve
zabelezene vrednosti. Ct vrednosti mogu dakle da budu bilo koji realan broj
(nisu ogranicene na cele brojeve) u opsegu od 0 do 40.

Za therascreen KRAS RGQ PCR komplet, grani¢na vrednost je podeSena

na 0,05 relativnih jedinica fluorescencije. Ova vrednost je konfigurisana u
therascreen KRAS paketu za analizu za fluorescentne kanale za zelenu i Zutu
boju. Grani¢na vrednost je unapred definisana prilikom kreiranja therascreen
KRAS RGQ PCR kompleta.

VrSi se proracun kako bi se odredila AC+ vrednost upotrebom jednacine:

AC+t = [C+ vrednost dobijena analizom mutacije]
— [C+ vrednost dobijena pomocu kontrolne analize]

VrSi se procena kontrola ciklusa (pozitivne kontrole, NTC i interne kontrole)
kako bi se proverilo da li su koriS¢ene prihvatljive Ct vrednosti kao i da li su
reakcije ispravno izvrsene.

AC+ vrednosti uzorka izracunavaju se kao razlika izmedu mutacijske analize
Cr i kontrolne analize Cr iz istog uzorka. Uzorci se klasifikuju kao pozitivni na
mutaciju ako daju vrednost ACt koja je manja ili jednaka grani¢noj vrednosti
AC+ za datu analizu. Iznad ove vrednosti, uzorak moze da sadrzi manji
procenat od procenta mutacije koja moze da se otkrije pomocu therascreen
KRAS RGQ PCR kompleta (izvan graniCne vrednosti analize), ili je uzorak
negativan na mutaciju Sto se prijavljuje kao ,No Mutation Detected” (Nije
otkrivena nijedna mutacija).

Odsustvo amplifikacije u reakcijama za otkrivanje mutacija oznacava se kao
,No Mutation Detected” (Nije otkrivena nijedna mutacija). OCekuje se da ¢e
AC+ vrednosti izraCunate u pozadinskoj amplifikaciji biti ve€e od grani¢nih
ACt vrednosti i uzorak ¢e biti klasifikovan kao ,No Mutation Detected“ (Nije
otkrivena nijedna mutacija).

Rezultati analize bi¢e prikazani kao ,Mutation Positive® (Pozitivni na mutaciju),
,NO Mutation Detected” (Nije otkrivena nijedna mutacija), ,Invalid“ (Nevazece)
ili, u slu€aju neuspedne kontrolne reakcije, ,Run Control Failed“ (Neuspesna
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kontrola ciklusa). Za uzorke pozitivnhe na mutaciju, prijavljuju se odredene
mutacije.

Ostali mogudi rezultati koji ce se mozda prikazati navedeni su u odeljcima
.Protokol: Procena DNK uzoraka“ na 16. stranici i ,,Protokol: Procena DNK
uzorakaError! Reference source not found.” ovog priruénika.

U retkim slu€ajevima, tumor moze da sadrzi viSe od jedne mutacije. U takvim
slu€ajevima, identifikovace se mutacija koja daje najniZzu AC+ vrednost.

Vodi€ za reSavanje problema

Ovaj vodi¢ za reSavanje problema mozZe da bude koristan pri reSavanju svih
problema do kojih moze doci. Dodatne informacije potraZzite i na strani
,Frequently Asked Questions* (Cesto postavljana pitanja) naseg Centra za
tehni¢ku podrsku: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naucnici tehnicke
sluzbe kompanije QIAGEN uvek sa zadovoljstvom odgovaraju na svako
pitanje koje mozda imate u vezi sa informacijama i protokolima iz ovog
priru¢nika ili tehnologijama uzorkovanja i analize (za podatke o kontaktu
pogledajte koricu ili posetite veb stranicu www.giagen.com).

Komentari i sugestije

Nevazedi rezultati

a)

b)

Uslovi za Cuvanje
jedne ili viSe
komponenti kompleta
nisu uskladeni sa
uputstvima navedenim
u odeljku ,Skladistenje
I rukovanje
reagensima“

(strana 13)

Istekao je rok trajanja
therascreen KRAS
RGQ PCR kompleta

Proverite uslove skladiStenja i datum isteka
trajanja reagenasa (pogledajte nalepnicu na
kompletu) i upotrebite novi komplet, ako je
potrebno.

Proverite uslove skladiStenja i datum isteka
trajanja reagenasa (pogledajte nalepnicu na
kompletu) i upotrebite novi komplet, ako je
potrebno.

NTC uzorci pokazuju pozitivne rezultate u FAM kanalu

Doslo je do konta-
minacije prilikom
pripreme PCR reakcije

Ponovite PCR reakciju sa hovim reagensima u
kopijama.

Ako je moguce, zatvorite PCR epruvete odmah
nakon dodavanja uzorka koji treba da se testira.

Vodite raCuna da vrsite dekontaminaciju radnog
prostora i instrumenata u redovnim intervalima.
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Oznake upozorenja koje kreira therascreen KRAS paket
za analizu

U Tabela 6 prikazane su mogucée oznake upozorenja koje moze da kreira
therascreen KRAS paket za analizu, njihova znacenja i radnje koje treba
preduzeti.

Tabela 6. Oznake upozorenja therascreen KRAS paketa za analizu

Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba
preduzeti

PC _CTRL PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.

_ASSAY_FAIL nevazeéi — FAM

Ct van opsega za
pozitivhu kontrolu u
kontrolnoj reakciji.

PC_MUTATION PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.
_ASSAY_FAIL nevazeCi — FAM

Ct van opsega za

jednu ili viSe

kontrolnih reakcija

mutacije.
PC CTRL PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.
INVALID_DATA nevazeci — Podaci

fluorescencije u
pozitivnoj kontroli
(smeSa za
kontrolnu reakciju)
ne mogu da se
interpretiraju.

PC_MUTATION PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.
_INVALID_ DATA nevazecCi — Podaci

o fluorescenciji u

pozitivnoj kontroli

(reakciona smeSa

za mutaciju) ne

mogu da se

interpretiraju.

NTC_INT_CTRL PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.
_FAIL nevazecéi — Interna

kontrola iznad

opsega za

negativnu kontrolu.

Priru¢nik za therascreen KRAS RGQ PCR komplet 01/2019



Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba
preduzeti
NTC_INT_CTRL PCR ciklus Ponovite celi PCR ciklus.

_EARLY_CT

NTC_INVALID
_CT

NTC_INVALID
_DATA

SAMPLE_CTRL
_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

nevazeci — Interna
kontrola je ispod
opsega za
negativnu kontrolu.

PCR ciklus
nevazeCi — FAM
nevazeca (manja
od grani¢ne
vrednosti) za
negativnu kontrolu.

PCR ciklus
nevazecCi — Podaci
o fluorescenciji u
negativnoj kontroli
ne mogu da se
interpretiraju.

Uzorak

nevazecCi — Podaci
o fluorescenciji u
kontroli uzorka ne
mogu da se
interpretiraju.

Uzorak

nevazecCi — FAM
Ct previSe niska u
kontroli uzorka.

Ponovite celi PCR ciklus.

Ponovite celi PCR ciklus.

Postavite novi PCR ciklus
radi ponavljanja jednog ili
viSe relevatnih uzoraka.

Razblazite uzorak da biste
povecali kontrolnu C+
vrednost. Ovo
razblazivanje treba da se
izraCuna na osnovu
pretpostavke da ¢e
razblazivanje u odnosu
1:1 sa vodom koja se
dostavlja u kompletu
povecati Ct vrednost za
1,0; nakon Sto se uzorak
razblazi, postavite novi
PCR ciklus radi
ponavljanja uzorka.
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba

preduzeti
SAMPLE_CTRL Uzorak Postavite novi PCR ciklus
_FAIL nevazecCi — FAM radi ponavljanja uzorka.
Ct vrednost Ako je rezultat nevazeci
previsoka u reakciji  nakon ponovljenog PCR
kontrole uzorka. ciklusa, ekstrahujte uzorak

iz jednog ili viSe novih
FFPE preseka. Postavite
novi PCR ciklus radi
testiranja novog ekstrakta.
Ako je rezultat nevazedi,
ponovite ovu drugu
ekstrakciju. Ako uzorak ne
daje vazeci rezultat nakon
ovog ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.

|
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba

preduzeti
SAMPLE_INT Vrednost C+ Ako je uzorku dodeljen
_CTRL_FAIL previsoka (ili bez vazeci status — Ne
Cr vrednosti) za preduzimaju se nikakve
internu kontrolu radnje.

(HEX), FAM kanal
negativan na
mutaciju.

CRC uzorci: Ako je uzorku
dodeljen nevazedi status,
postavite novi PCR ciklus
kako biste ponovili uzorak.
Ako je rezultat nevazeci
nakon ponovljenog PCR
ciklusa, ekstrahujte uzorak
iz jednog ili viSe novih
FFPE preseka. Postavite
novi PCR ciklus radi
testiranja novog ekstrakta.
Ako je rezultat nevazedi,
ponovite ovu drugu
ekstrakciju. Ako uzorak ne
daje vazeci rezultat nakon
ovog ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba

preduzeti
SAMPLE_INT NSCLC uzorci: Ako je
_CTRL_FAIL (nastavak) uzorku dodeljen nevazeci

status, razblazite preostali
uzorak u odnosu 1:8 sa
vodom iz epruvete
obelezene sa DIL, vodedi
racuna da konacna
zapremina bude veca od
40 pl (npr, 10 pul DNK i

70 ul vode iz epruvete
oznacene sa DIL) i
postavite novi PCR ciklus
radi ponavljanja uzorka.
Ako je rezultat nevazeci
nakon ponovljenog PCR
ciklusa, ekstrahujte uzorak
iz novih FFPE preseka.
Postavite novi PCR ciklus
radi testiranja novog
ekstrakta. Ako je rezultat
nevazecdi, razblazite
preostali uzorak u
odnosu 1 u 8 sa vodom iz
epruvete obelezene sa
DIL, vodeéi racuna da
konaCna zapremina bude
veca od 40 pl, i testirajte
ovako razblazeni uzorak.
Ako uzorak ne daje vazeci
rezultat nakon ovog
ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba

preduzeti
SAMPLE_INT Rezultat epruvete Ako je uzorku dodeljen
_CTRL_EARLY sa mutacijom vazeci status — Ne
_CT nevazecCi — Cr preduzimaju se nikakve
HEX vrednost radnje.

premala za uzorak

: Ako je uzorku dodeljen
(interna kontrola)

nevazeci status, postavite
novi PCR ciklus kako biste
ponovili uzorak.

Ako je rezultat nevazedi
nakon ponovljenog PCR
ciklusa, ekstrahujte uzorak
iz jednog ili viSe novih
FFPE preseka. Postavite
novi PCR ciklus radi
testiranja novog ekstrakta.
Ako je rezultat nevazedi,
ponovite ovu drugu
ekstrakciju. Ako uzorak ne
daje vazeci rezultat nakon
ovog ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba

preduzeti
SAMPLE Nevazeci rezultat Ako je uzorku dodeljen
_INVALID_DATA u epruveti sa vazedli status — Ne
mutacijom — preduzimaju se nikakve
Podaci o radnje.
fluorescenciji ne Ako je uzorku dodeljen
mogu da se

: > nevazeci status, postavite
Interpretiraju. novi PCR ciklus kako biste
ponovili uzorak. Ako je
rezultat nevazedi nakon
ponovljenog PCR ciklusa,
ekstrahujte uzorak iz
jednog ili vise novih FFPE
preseka. Postavite novi
PCR ciklus radi testiranja
novog ekstrakta. Ako je
rezultat nevazedi,
ponovite ovu drugu
ekstrakciju. Ako uzorak ne
daje vazeci rezultat nakon
ovog ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.
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Oznaka upozorenja Znacenje Radnje koje treba
preduzeti

MUTATION Nevazedi rezultat Ako je uzorku dodeljen
_EARLY_CT epruvete sa vazeci status — Ne
mutacijom — Cr preduzimaju se nikakve
FAM vrednost radnje.
previSe niska za

Ako je uzorku dodeljen
uzorak.

nevazeci status, postavite
novi PCR ciklus kako biste
ponovili uzorak. Ako je
rezultat nevazedi nakon
ponovljenog PCR ciklusa,
ekstrahujte uzorak iz
jednog ili viSe novih FFPE
preseka. Postavite novi
PCR ciklus radi testiranja
novog ekstrakta. Ako je
rezultat nevazedi,
ponovite ovu drugu
ekstrakciju. Ako uzorak ne
daje vazeci rezultat nakon
ovog ciklusa, uzorku se
dodeljuje neodredeni
status mutacije i ne treba
da se obavlja dodatno
testiranje.

SAMPLE Jedna ili viSe Nema.
_POSITIVE mutacija po uzorku
_AND_INVALID su vazece i

pozitivne;

istovremeno, jedna

ili viSe mutacija

po istom uzorku

Su nevazece

(upozorenje, ne

greska).

Kontrola kvaliteta

U skladu sa QIAGEN ISO Sistemom upravljanja kvalitetom, svaka serija
therascreen KRAS RGQ PCR kompleta testirana je prema unapred utvrdenim
zahtevima kako bi se osigurao stalni kvalitet proizvoda.
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Ogranic¢enja

Test je dizajniran tako da moze da otkrije 7 mutacija u kodonima 12 i 13 KRAS
gena. Uzorci sa rezultatima prijavljenim kao ,No Mutation Detected” (Nije
otkrivena nijedna mutacija) mogu da sadrze KRAS mutacije koje nisu
otkrivene analizom (npr. 13CYS).

Otkrivanje mutacija zavisi od integriteta uzorka i koli¢ine umnozive DNK koja je
prisutna u uzorku. Postupak treba da se ponovi u slu¢aju da poCetna procena
DNK u uzorku oznacava bilo da je koliCina nedovoljna ili prevelika za analizu
mutacije.

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR se koristi u postupku lan€ane reakcije
polimeraze (PCR). Kao i kod svih PCR procedura, uzorke mogu da
kontaminiraju spoljasnji izvori DNK u okruzenju vrSenja analize, kao i DNK

u pozitivnoj kontroli. Radite oprezno kako biste izbegli kontaminaciju uzoraka
i reagenasa reakcione smese.

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR je namenjen isklju€ivo za utvrdivanje
razlike izmedu divljeg tipa DNK i mutiranog. Test je dizajniran tako da svaka
mutant reakcija bude najosetljivija za odredenu mutaciju koja se meri.
Medutim, kod uzoraka u kojima se otkrije mutacija, moze doc¢i do unakrsne
reakcije sa drugim reakcijama mutacije. Ako je pozitivno viSe od jedne mutant
reakcije, uzima se rezultat sa najnizom AC+ vrednoScu.

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR je potvrden samo za FFPE CRC
i NSCLC tkivo.

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR je potvrden za upotrebu jedino sa
QIAamp DNA FFPE Tissue kompletom. Samo Rotor-Gene Q MDx je potvrden
za upotrebu sa therascreen KRAS RGQ PCR kompletom.
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Karakteristike performanse

Analiticka performansa

Specificne karakteristike performansi therascreen KRAS RGQ PCR kompleta
su odredene studijama koje uklju€uju uzorke tkiva fiksiranih formalinom

i ukalupljenih parafinom (FFPE), a koji su prikupljeni od pacijenata koji boluju
od kolorektalnog kancera (CRC) i pacijenata koji boluju od nesitnocelijskog
karcinoma pluc¢a (NSCLC). Metode uzimanja NSCLC uzoraka su obuhvatale
biopsiju Sirokom iglom (CNB), aspiraciju finom iglom (FNA) i resekciju. Za
svaki tip uzorka koriS¢eno je 8 FFPE humanih cCelijskih linija, od kojih 7 sadrze
poznate KRAS mutacije otkrivene analizom i jedan KRAS divljeg tipa (npr. bez
mutacija u kodonima 12 i 13). Status mutacije u uzorcima potvrden je
Sangerovom dvosmernom metodom sekvenciranja.

Grani¢éna vrednost

225 FFPE uzoraka testirano je upotrebom metode po uputstvima iz
dokumenta CLSI EP17-A (2004) (8) kako bi se utvrdile grani¢ne vrednosti za
analizu. Utvrdeno je da je opseg C+ vrednosti kontrolne reakcije od 21,92 do
32,00. Grani¢ne vrednosti, koje su zasnovane na Ct vrednosti kontrolne
reakcije oduzete od C+ vrednosti reakcija mutacije (['Ct) prikazane su u
tabeli 7.

Tabela 7. Utvrdene grani€éne vrednosti za svaku analizu mutacije

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

Granic¢na 8.0 6.6 8.0 8.0 8.0 7.5 7.5

vrednost
(SACT

Najveca o€ekivana koncentracija nakon analize praznog uzorka

Radi procene performanse therascreen KRAS RGQ PCR kompleta u odsustvu
matrice pozitivne na mutaciju i kako bi se obezbedilo da prazan uzorak ne
stvara analitiCki signal koji moze da ukaze na nisku koncentraciju mutacije,
izvrSena je procena uzoraka bez matrice. Rezultati nisu pokazali vidljivu C+
vrednost kontrole ili mutacije ni u jednoj od epruveta sa kontrolnom reakcijom
ili reakcijom mutacije (sve vrednosti Ct interne kontrole su bile vazece).

Poredenje sa analitiCGkom metodom reference CRC

|
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Sprovedene su dve studije kako bi se pokazala podudarnost statusa mutacije
CRC uzoraka testiranih upotrebom therascreen KRAS RGQ PCR kompleta u
odnosu na dvosmerno sekvenciranje. Kod ukupno 137 FFPE uzoraka, vazeci
rezultati su dobijeni primenom therascreen KRAS RGQ PCR kompleta i
dvosmernim sekvenciranjem.

Ukupni rezultati, izuzimajuéi 6 uzoraka koji su Sangerovom metodom
dvosmernog sekvenciranja potvrdeni kao neuspesni, prikazani su u tabeli 8.
U tabeli 9 je prikazana analiza slaganja izmedu therascreen KRAS RGQ PCR
kompleta i dvosmernog sekvenciranja.

Tabela 8. therascreen KRAS RGQ PCR komplet u poredenju sa
Sangerovom metodom dvosmernog sekvenciranja

Dijagnostifikovanje mutacije pomoc¢u dvosmernog
sekvenciranja
Neg 12AL 12AR 12AS 12CY 12SE 12VA 13AS Ukupn
. A G P s R L P )
3 & Negar
b -~ egativn
0% 80 - - 1 - - - 1 82
¥
8_§ Pozitivno _ 3 _ B _ B _ B 3
o o 12ALA
::L
g q Pozitivno B _ _ 1 _ _ _ _ 1
S ¢ 12ARG
E g Pozitivho _ _ _ 20 _ _ _ _ 20
‘=g 12ASP
® < -
> n Pozitivno _ _ _ _ 3 _ _ _ 3
S < 120Ys
=«
= J Pozitivno
8 ¢ 12sER - - - - - - - - 0
5 ¢
m "
a Pozitivho
:g-a 12VAL 2 B B B B B 14 B 16
Bk
Pozitivho
13ASP 1 - - - - - - 11 12
Ukupno 83 3 0 22 3 0 14 12 137
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Tabela 9. Analiza slaganja

Interval
pouzdanosti (Cl)
Merenje slaganja Ucestalost (%) od 95%
Procenat ukupnog slaganja 132/137 (96.35) 92.69-98.21
Procenat pozitivnog slaganja 52/54 (96.30) 89.41-98.77
Procenat negativnog slaganja 80/83 (96.39) 91.30-98.55

IzvrSena je procena drugog jedinstvenog skupa uzoraka kako bi se upotpunili
podaci iz prve studije. Obezbeden je skup od 271 CRC FFPE uzoraka, od
¢ega je 250 uzoraka imalo nepoznat status mutacije; a 21 uzorak je imao
poznat status mutacije radi poboljSanja vrednosti retkih mutacija. Oni su
uporedeni koriS¢enjem Sangerovog dvosmernog sekvenciranja na goreopisan
nacin.

Analiza podudarnosti sprovedena je na 247 uzoraka sa vazec¢im rezultatima
dobijenim dvosmernim sekvenciranjem i rezultatima dobijenim pomocu
therascreen KRAS RGQ PCR kompleta. Postojalo je 9 nepodudarajucih
uzoraka. Generalno, slaganje je bilo 96,4%. Podaci potvrduju pravilnu
performansu therascreen KRAS RGQ PCR kompleta (tabela 10 i tabela 11).
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Tabela 10. therascreen KRAS RGQ PCR komplet u poredenju sa

Sangerovom metodom dvosmernog sekvenciranja (druga studija)

Dijagnostifikovanje mutacije pomo¢u dvosmernog
sekvenciranja
N 12AL 12AR 12AS 12CY 12SE 12VA 13AS Ukupn
€9 A G P S R L P 0
= -oc-‘ 1
O d -
O ¢ Pozitivno 3 - - - - 1 - - 133
E ¢ 2
Q¢
=~ Pozitivno
2.0 12ALA - 10 - - - - - - 10
86
3 Pozitivno
S C 12ARG 5 - 5 - - - - - 10
X
() Pozitivho
‘E U 12ASP - - - sl - - - - sl
S 3
L
s
» q Pozitivno
Q ¢ 12SER - - - - - = - - =
gg Pozitivho
E‘E_ 12VAL 2 - - - - - 25 - 27
Pozitivho
13ASP - - - - - - 11 11
Ukupno 104 10 5 31 11 14 25 11 247
Tabela 11. Andliza slaganja (druga studija
Interval
pouzdanosti (Cl)
Merenje slaganja Ucestalost (%) od 95%
Procenat ukupnog slaganja 238/247 (96.36) 93.73-98.09
Procenat pozitivhog slaganja 106/107 (99.07) 95.64-99.95
Procenat negativnog slaganja 132/140 (94.29) 89.93-97.13

Poredenje sa analitiCGkom metodom reference: NSCLC

Prikazivanje podudaranja u statusu mutacije NSCLC uzoraka koji su ispitani
kompletom therascreen KRAS RGQ PCR kada se uporede sa Sangerovim
dvosmernim sekvenciranjem, klinickim FFPE NSCLC uzorcima koji su dobijeni
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pomocu resekcije, CNB ili FNA. 1z svakog uzorka je pre ispitivanja sa
kompletom therascreen KRAS RGQ PCR ekstrahovana DNK. Rezultati ovog
ispitivanja su uporedeni sa rezultatima koji su dobijeni putem Sangerovog
dvosmernog sekvencioniranja.

Ukupno je 360 uzoraka imalo vazece rezultate kako za therascreen KRAS
RGQ PCR komplet tako i za Sangerovo dvosmerno sekvencioniranje, sa
340 uzoraka koji su imali podudarne rezultate.

Podudaranje izmedu therascreen KRAS RGQ PCR kompleta i dvosmernog
sekvencioniranja prikazano je u tabeli 12. Dva uzorka su imala duple
dijagnoze mutacije putem Sangerovog dvosmerno sekvencioniranja.

S obzirom na to da je jedna mutacija bila ista kao rezultat therascreen KRAS
RGQ PCR kompleta, ovi uzorci su klasifikovani kao podudarni za ukupno
slaganje, analizu pozitivnog slaganja i negativnog slaganja (tabela 13).
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Tabela 12. therascreen KRAS RGQ PCR komplet u poredenju sa
Sangerovom metodom dvosmernog sekvenciranja

therascreen KRAS RGQ PCR Kit call
Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP Total

~3 Negative | 261 1 - 4 6 2 5 1 280
o
g « | Positive _ 4 _ _ _ _ _ _ 4
o | 12ALA
0O -
=‘L_) Positive
- C | 12ALA_ - 1 - - - - - - 1
5 Q| 12cvs
€D

Positive
(% = = 3 = = = = = 3
‘= o| 12ARG
S 21 posii

ositive
2 G| 12aspP - - - 14 - - - - 14
= &
= ) | Positive
7] _ _ _ _ _ _ _
o 2| 12cvs 35 35
C o
Q Positive _ _ _ _ _ _ 1 _ 1
= 12SER
(]

Positive

12VAL 2 B - B B - T - e

Positive

13ASP 1 B B B B B B 4 5

Total 262 6 3 18 41 2 23 5 360

Tabela 13. Analiza slaganja

Interval
pouzdanosti (Cl)
Merenje slaganja Ucestalost (%) od 95%
Procenat ukupnog slaganja 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Procenat pozitivhog slaganja 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Procenat negativnog slaganja 261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Ograni€enje detekcije (LOD)

Radni opseg therascreen KRAS RGQ PCR kompleta zasniva se na koli€ini
umnozene DNK u uzorku, $to je odredeno vredno$¢u kontrolne reakcije Cr.
Navedeni opseg unosa za analizu definisan je unapred odredenim opsegom
kontrolne Ct od 21,92 do 32,00. LOD je minimalni procenat mutirane DNK koji
moZze da se uoci u pozadini divljeg tipa kada je ukupno umnozZena DNK unutar
navedenog opsega unosa, a jos uvek je ispod kriticne grani¢ne vrednosti ACr.

CRC

Sprovedena je studija za odredivanje LOD-a za svaku od 7 specificnih reakcija
mutacije koja se nalazi unutar kompleta therascreen KRAS RGQ PCR. Za
therascreen KRAS RGQ PCR komplet, granica za detekciju mutirane DNK

u pozadini divljeg tipa DNK definisana je kao najnizi faktor razblazivanja na
kome je odredeno da je 95% ispitnih kopija za svaku mutaciju pozitivhog
uzorka pozitivno.

LogistiCki modeli regresije su primenjeni na svakom ispitivanju pojedinacno
za nizak i visok unos niza podataka DNK. U ovim modelima, promenljiva
odgovora je binarni izlaz uo€ene mutacije (uo€eno = 1) i mutacije koja nije
uoCena (uoceno = 0), neprekidna opisna promenljiva je log2 % mutacionog
razblazivanja. LOD-ovi su izraCunati kao procenat mutacionog razblaZivanja
koji je dao predvidenu verovatnocu uoCavanja od 0,95 (Tabela 14).

Tabela 14. LOD vrednosti za svaku analizu mutacije upotrebom FFPE
¢elijskih linija

LOD Cgs
Analiza (procenat mutirane DNK u divljem tipu DNK)
12ALA 0,8
12ARG 2,6
12ASP 6,4
12CYS 15
12SER 5,6
12VAL 1,6
13ASP 6,4

NSCLC

LOD za analizu therascreen KRAS RGQ PCR kompleta odreden je i potvrden
upotrebom CRC tkiva. Ovi LOD rezultati su ponovo potvrdeni za NSCLC tkivo.
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Studija je sprovedena u 2 dela. U 1. delu, razblazeno je 60 kopija 7 mutiranih
FFPE NSCLC celijskih linija koje predstavljaju svaku mutaciju na LOD
odgovarajuce analize i one su ispitane. Svih 60 vazecih kopija FFPE celijskih
linija za svaki procenjeni uzorak pokazalo je 100% detekciju odgovarajucih
reakcija mutacije na procenjenom LOD-u.

U 2. delu, ispitano je 96 kopija klinickih FFPE NSCLC uzoraka koje
predstavljaju svaku mutaciju duz 3 nacCina pribavljanja (resekcija, CNB i FNA),
nakon razblazivanja na LOD odredene analize.

96 vazecih kopija za 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL i 13ASP pokazalo je
100% tacnih dijagnoza. Analize za 12CYS i 12SER pokazale su 95,8%
detekcije na LOD-u.

Ovo pokazuje da je prethodno odredena LOD vrednost potvrdena za sve
analize mutacije kada se procenjuju NSCLC tkiva i klinicke FFPE
NSCLC/FFPE Celijske linije/uzorci koji odgovaraju pacijentu.

Unos DNK i linearnost

Efekat nivoa unosa DNK na ACt vrednosti

Kada uzorci na razli¢itim ukupnim nivoima DNK sadrze istu razmeru mutirane
DNK, o€ekuje se da izmerene vrednosti [1Ct ostanu dosledne. DNK koji je
izvuCen iz 8 FFPE celijskih linija je upotrebljen za pripremu skupa DNK sa
najnizom kontrolnom reakcijom Cr koja moZze da se postigne.

Opseg razblazivanja za svaku reakciju mutacije i srednju vrednost [1Ct
dobijenu iz rezultata prikazan je u tabeli 15 i tabeli 16. Ukupne [1Ct vrednosti
su dosledne duz radnog opsega therascreen KRAS RGQ PCR kompleta za
sve analize, prikazujuci da nivo DNK nece uticati na tacnost dijagnoze
mutacije uzorka.
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Tabela 15. Efekat unosa DNK na vrednosti ACt duz opsega vrednosti Cr
ulaza kontrolne reakcije — FFPE ¢elijske linije

RazblaZivanje RazblaZivanje RaszAa;\T/anje RazblaZivanje RazblaZivanje
Analiza 1~20-21C+ 2~23-24 C+ 3~26-27 C+ 4 ~29-30 C+ 5~32-33C+r
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

* Ukupan broj kopija za 12ASP je bio 27

Tabela 16. Efekat DNK unosa na OCt vrednosti duz opsega vrednosti
kontrolne reakcije unosa Ct — NSCLC FFPE uzorci

OCt

Razblazivan Razblazivan Razblazivan Razblazivan Razblazivan
Analiz je1~20-21 je2-~23-24 je3-~26-27 je4~29-30 je5~32-33

a Cr Cr Cr Cr Cr

12AL 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
A

112A 3,63 2,92 2,55 2,46 —*

SP

12AR 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40
G

12VA 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97
L

12SE 5,34 4 50 4.30 3,92 —*

R

12CY 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01
S

13AS 6,24 5,36 5,14 487 —*

P

* Nije dobijena mutaciona reakcija Ct zbog niske koncentracije DNK, zbog toga nije
izraCunat ACr.
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Linearnost/delotvornost amplifikacije kao funkcija DNK unosa

Prikazana je linearnost i delotvornost amplifikacije PCR za svaku reakciju
mutacije, koja se odnosi na kontrolnu reakciju, duz radnog opsega therascreen
KRAS RGQ PCR kompleta. Delotvornost amplifikacije je izraunata za svaku
reakciju mutacije i kontrolnu reakciju kao [2(-1/nagib)] —1.

Delotvornost amplifikacije kontrole u poredenju sa reakcijom mutacije ukazuje
na to da su ACr, a time i otkrivanje mutacije, dosledni duz radnog opsega
analize. Najveca razlika u delotvornosti amplifikacije izmedu kontrolne reakcije
i reakcije mutacije je uoCena za 13ASP analizu sa srednjom razlikom u
delotvornosti od priblizno 14,5%. Sazetak podataka je prikazan u

tabeli Tabela 17 i Tabela 18.

Linearnost/delotvornost amplifikacije kao funkcija procenta mutacije

Cilj ove studije je da proceni efekat serijski razblazenog pozitivnog uzorka
mutanta na delotvornost amplifikacije, duz radnog opsega therascreen KRAS
RGQ PCR kompleta, poc€evsi sa nivoima unosa Cr od priblizno 22-23 Cs.

DNK ekstrakti iz CRC FFPE i NSCLC celijskih linija su prvobitno procenjeni
OD ocitavanjima pre sprovodenja PCR analize therascreen KRAS RGQ PCR
kompletom. Zatim su pripremljene DNK zalihe za vrednost kontrolne reakcije
Ct koja odgovara pribliznoj vrednosti 23 C+. Zalihe su svaki put dvostruko
serijski razblazene pomocu divljeg tipa DNK, kako bi se odrzala ukupna
koli€ina divlje DNK nepromenjenom, dok se menja procenat mutirane DNK u
matrici.

Pripremljeni su skupovi DNK koji su dovoljni za 6 kopija po mutaciji. Izracunati
su Cr i ACt podaci za svaku mutaciju na svakoj tacki razblazivanja. Model
linearne regresije je uklopljen u reakciju mutacije Ct nasuprot log>
razblazivanju DNK unosa. Studija je pokazala da je razblazivanje mutacija u
pozadini konstantne koncentracije divljeg tipa DNK dovelo do delotvornosti
amplifikacije koje nije znatno variralo van vrednosti odredenih u
gorenavedenoj u linearnoj studiji.
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Ometajuce supstance

Cilj ove studije je da proceni uticaj supstanci koje potencijalno ometaju rad
kompleta therascreen KRAS RGQ PCR. Procena je obavljena analizom
uticaja svake supstance, putem eksperimenata sa surogat uzorcima u
razli€itim koncentracijama, na [1Ct vrednostima i statusu mutacije ispitnih
uzoraka. Potencijalno ometajuce supstance iz ispitanog postupka DNK
ekstrakcije su: pufer AL, pufer ATL, etanol, parafinski vosak, Proteinaza K,
pufer za ispiranje AW1, pufer za ispiranje AW2 i ksilen. Posledniji pufer za
izdvajanje iz kompleta, pufer ATE, takode je ispitan kao prazna kontrola.

Pri koncentracijama za koje se oCekuje da Ce se pojaviti u normalnoj upotrebi,
nijedna od potencijalno ometajuéih supstanci nije procenjena kao takva da ima
uticaja na sposobnost therascreen KRAS RGQ PCR kompleta da odredi da li
uzorak ima pozitivne ili negativhe mutacije.

Pored studije o ometaju¢im supstancama, procenjen je potencijalni efekat
nekroze u klinickim uzorcima, kako bi se utvrdilo da li veée koli¢ine nekrotic-
nog tkiva u uzorku tumora utiCu na sposobnost da se proizvedu vazeci podaci.
Od ukupno 421 uzorka koji su procenjeni kao deo studije Comparison to
Analytical Reference Method (Poredenje sa metodom analitiCke reference),
29 uzoraka je imalo nivo nekroze >50%, Sto je utvrdeno patoloskim pregle-
dom. Od ovih 29 uzoraka, 28 je dalo vazece rezultate koji su se slagali sa
Sangerovim dvosmernim sekvenciranjem. Jedan rezultat je bio nevazedi

zbog nedovoljno DNK.

Unakrsna kontaminacija

Cilj ove studije je da odredi opseg unakrsne kontaminacije izmedu DNK
uzoraka koja potencijalno dovodi do laznih pozitivnih rezultata, pomocu
therascreen KRAS RGQ PCR kompleta. Potencijalni izvori unakrsne
kontaminacije uklju€uju sledece:

B Ekstrakcija uzorka (npr. struganje otseCaka)

B Pipetovanje uzoraka

M Zatvaranje (,stavljanje poklopca“) epruveta sa uzorcima

M Kontaminacija reagenasa kompleta tokom upotrebe

M Ubacivanje ispitnih epuruveta u Rotor-Gene Q MDx instrument

Za ovu studiju, koriSceni su standardi FFPE: standardi divljeg tipa i 12ALA
standard (jer je reakcija 12ALA reakcija sa najnizom vrednoSc¢u LOD u
kompletu).

Studija se sastojala od 10 PCR ciklusa namenjenih za ispitivanje moguénosti
kontaminacije kako u okviru Rotor-Gene Q MDx instrumenta tako i izmedu
ciklusa rada Rotor-Gene Q instrumenta. U ovim ispitnim ciklusima, epruvete
koje su sadrzale DNK divljeg tipa koriS¢ene su za ispitivanje na kontaminaciju
iz mutirane DNK.
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Rezultati ove studije nisu ukazivali na kontaminaciju koja se moZe uociti u bilo
kom ekstraktu DNK divljeg tipa za koji je namenjeno da se uoci unakrsna
kontaminacija.

Isklju€ivost/unakrsna reaktivnost

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR se sastoji od 8 odvojenih reakcija. Ovo
su reakcije sa jednom kontrolom koje detektuju nepolimorfnu oblast KRAS
gena i 7 reakcija specifitnih za mutaciju. Ne postoji reakcija koja posebno meri
KRAS sekvencu divljeg tipa na kodonu 12 ili 13. KRAS rezultat ,No Mutation
Detected” (Mutacija nije otkrivena, tj. divljeg tipa) odreduje se iz odsustva bilo
koje od 7 mutacija koje dovode do pozitivnog rezultata mutacije.

Zato je neophodno da se pokaze koli¢ina nespecificne amplifikacije, ili unakrsne
reaktivnosti koja se javlja u svakoj reakciji sa prekomernim kolicinama KRAS
DNK divljeg tipa kako bi se osiguralo da se ne jave lazni pozitivni rezultati.
Slicno tome, nespecificna amplifikacija se procenjuje KRAS mutacijama

za koje reakcija nije namenjena da ih detektuje. Ovo pokazuje da koli€ina
unakrsne reaktivnosti izmedu reakcija mutacije ne dovodi do pogresnih
dijagnoza mutacije u prisustvu prekomerne koli¢ine mutirane DNK. Posto

se DNK unos za ovu analizu zasniva na kontrolnom opsegu vrednosti Ct
(21,92-32,00), najvisa koncentracija DNK unosa se zasniva na kontrolnoj
vrednosti Ct od priblizno 22.

Nespecificna amplifikacija/unakrsna reaktivnost: KRAS DNK divljeg tipa

Posvecena je paznja koli€ini nespecificne amplifikacije divljeg tipa DNK putem
reakcionih sme$a namenjenih da umnoze specificne mutacije. Procenjeno je
ukupno 60 kopija divljeg tipa FFPE c¢elijskih linija DNK i 60 NSCLC uzoraka na
najvidoj koncentraciji nivoa unosa umnozene DNK pomocu therascreen KRAS
RGQ PCR kompleta.

Kontrolne vrednosti C+ bile su priblizno 22—23. Rezultati su pokazali da su
vrednosti [1Ct premasile ustanovljene grani¢ne vrednosti i da je najmanje 95%
kopija divljeg tipa ispravno dijagnostifikovano.

Nespecificna amplifikacija/unakrsna reaktivnost/isklju€ivost: mutaciono
pozitivna KRAS DNK

Uzorci mutacije sa visokom koncentracijom unosa DNK su ispitani u odnosu
na sve reakcione smesSe. Uzorci DNK su pripremljeni iz svake CRC i NSCLC
FFPE Celijske linije tako da vrednost kontrolne reakcije Ct odgovara pribliznoj
vrednosti od 23. Iz ovih razblazivanja procenjeno je 6 kopija svakog uzorka
mutacije. Procenat mutacije u uzorku je voden procentom mutanta u cCelijskoj
liniji DNK.

Srednje vrednosti [1Ct navedene u tabeli 19 i tabeli 20 pokazuju da postoji
unakrsna reaktivnost izmedu reakcija mutacije. U svim sluCajevima, rezultati
pokazuju da je ispravna mutacija dijagnostifikovana sa uparenom reakcijom
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mutacije (tj. najniza ACt vrednost je bila tacna dijagnoza mutacije). Svi ostali
ispitni slucajevi ili nisu detektovani ili se nalaze van AC+ grani¢ne vrednosti.

Tabela 19. Unakrsna reaktivnost (ACt) izmedu reakcija mutacije pomocu
FFPE celijskih linija DNK na visokom opsegu unosa

ACTt vrednost analize
Mutirana Granicna ) A 15Asp 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
DNK  vrednost
12ALA 8 142+ 1266 NA 581" 278" 6310 1321
12ASP 66 1256 242  NA NA 1344 1121 1355
12ARG 8 1312 1156 1.12¢ 1142 NA 1343 1266
12CYS 8 142 1248 923 098 NA 796" 1288
12SER 8 NA 1339 1331 NA  3.02¢ 1299 13.97
12VAL 75 6.837  NA NA NA 1338 028 1374
13ASP 7.5 NA 1329 1389  NA NA 1436 45

NA (nije dostupno): Nema unakrsne reakcije.
* AC+ vrednosti iz uparenih reakcija.
T AC+ iz unakrsno reaktivne reakcije ispod grani¢ne vrednosti.

Tabela 20. Unakrsna reaktivnost (ACt) izmedu reakcija mutacije pomocu
NSCLC FFPE ¢elijskih linija DNK na visokom opsegu unosa

ACt vrednost analize
M‘g:\zﬁna Cutof 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 8 131* 128 NA 501" 226" 5570 1265
12ASP 66 1261 166*  NA NA NA 103  12.60
12ARG 8 1298 11.08 081* 1124 NA 1266 12.62
12CYS 8 NA 1222 784" 056* NA 1306 11.84
12SER 8 NA 1287 1321 NA  1.93* 1325 12.93
12VAL 75 593" 1429  NA NA  13.14 045* 12.39
13ASP 7.5 NA NA NA NA NA NA  2.02*

NA: Nema unakrsne reakcije.
* [JCy vrednosti iz uparenih reakcija.
T [1Ct iz unakrsno reaktivne reakcije ispod grani¢ne vrednosti.
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Ponovljivost i moguénost reprodukcije

Ciljevi ove studije su da pokazu preciznost kompleta therascreen KRAS RGQ
PCR u okviru laboratorije (ponovljivost) i izmedu laboratorija (reproduktivnost).
Prijavljena je taénost rezultata dijagnoze mutacije i preciznost AC+ vrednosti
(razlika u Ct vrednostima izmedu reakcije mutacije i kontrolne reakcije).

CRC

Sa kompletom therascreen KRAS RGQ PCR ispitan je jedan divlji tip i jedan
uzorak za svaku mutaciju, pomocu 2 laboranta na svakoj od 3 lokacije koji su
ispitivali sve uzorke i kontrole na 3 partije therascreen KRAS RGQ PCR
kompleta, svakog dana u trajanju od 5 dana, sa 2 izvodenja po danu i 2 kopije
od svakog uzorka po izvodenju. Vrednosti Ct i ACt koje su dobijene za svaku
reakciju u svakom uzorku su takode analizirane putem analize odstupanja
komponente.

Reproduktivnost therascreen KRAS RGQ PCR kompleta je prikazana za nizak
nivo mutanta (3 x LOD) i uzoraka divljeg tipa, sa najmanje 39/40 tac¢nih
dijagnoza mutacije za sva ispitivanja duz viSe partija, platformi i laboranata,
unutar i izmedu laboratorijskih eksperimenata. Procenjena proporcija 3 x LOD
uzoraka ispitanih kao uzorci mutanta ili divljeg tipa prijavljeni su sveukupno i u
okviru svake lokacije. Za sve analize i kombinacije uzorka, najmanje je 79 od
80 kopija dalo tacnu dijagnozu mutacije (tabela 21).

Tabela 21. Sveukupno ta¢ne dijagnoze

Tacéne dijagnoze analize mutacije

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

't"ggj‘”t 3X 79/80  80/80 80/80  79/80  80/80  80/80  80/80

Divijitio  go/80  79/80 80/80  80/80  79/80  79/80  80/80
(nisko)

NSCLC

Za svaku od 7 KRAS NSCLC mutacija, upotrebljena su 3 uzorka koji
predstavljaju svaki od 3 vrste nacCina za pribavljanje uzorka (resekcija, CNB

i FNA). Upotrebljeno je dodatnih 6 klini¢kih uzoraka divljeg tipa, 2 uzorka koja
predstavljaju svaku od 3 vrste nacina za pribavljanje uzorka, za kreiranje
skupova razblazene DNK divljeq tipa.
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ViSe ekstrakta je sakupljeno za svaki uzorak mutacije radi stvaranja jednog
skupa uzorka po mutaciji. Svaki skup uzorka mutacije je razblazen kako bi se
stvorili ispitni uzorci na nivoima mutacije od 1 x LOD i 3 x LOD.

Laboratorije koje su uCestvovale u ovoj studiji nalazile su se na 3 razliite
lokacije. Laboratorijski uslovi su se menjali na svakoj lokaciji upotrebom

2 instrumenta Rotor-Gene Q MDx, 2 laboranta, 2 partije kompleta therascreen
KRAS RGQ PCRi 2 ciklusa na dan (po laborantu) tokom 16 neuzastopnih
dana.

Za sve analize i kombinacije uzorka, najmanje je 284 od 288 kopija dalo tacnu
dijagnozu mutacije. Ukupni udeo tacnih dijagnoza, iz svih analiza zajedno, za
grupu 1 x LOD je iznosio 100%. Ukupni udeo ta¢nih dijagnoza, iz svih analiza
zajedno, za grupu 3 x LOD je iznosio 99,6%. Ukupni udeo ta¢nih dijagnoza za
sve uzorke u kojima nije uocena mutacija (divlji tip) je iznosio 100%

(tabela 22).
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Tabela 22. Taéne dijagnoze za1 x LOD, 3 x LOD i divlji tip

Nivo Tacne Nizi dvostrani CI
mutacije Analiza Ta€ne dijagnoze dijaghoze, % od 90%
12ALA 288/288 100 98.97
12ARG 288/288 100 98.97
12ASP 288/288 100 98.97
1x LOD 12CYS 284/284 100 96.85
12SER 284/284 100 96.85
12VAL 288/288 100 98.97
13ASP 288/288 100 98.97
12ALA 288/288 100 98.97
12ARG 288/288 100 98.97
12ASP 288/288 100 98.97
3xLOD 12CYS 284/288 98.61 96.85
12SER 284/288 98.61 96.85
12VAL 288/288 100 98.97
13ASP 2871287 100 98.96
Divlji tip 285/285 100 98.95

|
Priru¢nik za therascreen KRAS RGQ PCR komplet 01/2019



Varijabilnost rukovanja uzorkom

Cilj ove studije je da proceni efekat promenljivosti pri rukovanju uzorkom,
posebno DNK ekstrakcije, na kompletu therascreen KRAS RGQ PCR. Ova
studija dopunjuje studiju o ponovljivosti i reproduktivnosti tako Sto analizira
promenljivost u rukovanju uzorkom kada su iste kliniCcke FFPE sekcije i sekcije
FFPE celijske linije obradene na 3 lokacije, posle ¢ega sledi ispitivanje sa
kompletom therascreen KRAS RGQ PCR.

CRC

Trideset uzastopnih sekcija od 5 um sa svakog od 10 FFPE CRC uzoraka

(3 divljeg tipa i 1 po mutaciji). Sekcije su nasumi¢no dodeljene 1 od 3 ispitne
lokacije tako da je svaka lokacija dobila 10 sekcija po FFPE uzorku (ukupno
100 sekcija). Od 300 ispitanih DNK ekstrakcija, 298 uzoraka su bili vazeci. Bilo
je 99,33% podudarnosti u pogledu dijagnoze KRAS mutacije izmedu

3 lokacije.

Poredenje prema lokaciji srednjih ACt vrednosti za uzorke mutacije i uzorke
divljeg tipa pokazuju veoma blisko slaganje po pitanju rezultata. Rezultati
pokazuju slaganje postupka DNK ekstrakcije i obradu uzorka u vezi sa
kompletom therascreen KRAS RGQ PCR.

NSCLC

U ovoj studiji upotrebljeno je 13 kliniCkihn NSCLC uzoraka (3 x 12ASP,

3 x 12CYS, 4 x 12VAL i 3 divljeg tipa) i 4 uzorka FFPE celijskih linija (12ALA,
12ARG, 12SER i 13ASP). Uzorci su predstavljali razli€ite metode pribavljanja:
hirurSka resekcija, FNA ili CNB. Kada klinicko NSCLC tkivo nije bilo dostupno,
za predstavljanje retkih mutacija upotrebljene su ¢éelijske linije.

3 serije od 20 FFPE sekcija je zatim nasumino raspodeljeno na 3 lokacije. Na
svakoj od 3 lokacije obavljena je DNK ekstrakcija na seriji od 20 FFPE sekcija
(10 parova) po mutaciji i divljem tipu.

Kada su ispitani svi pripravci uzoraka na 3 pojedinacne ispitne lokacije sa
kompletom therascreen KRAS RGQ PCR, svaka od 7 mutacija i uzorci divljeg
tipa su identifikovani tatnom dijagnozom mutacije. Ukupna dijagnoza za svaku
od 7 mutacija i uzorke divljeg tipa je iznosila 100% prikazujuci doslednost
unutar lokacije za ekstrakciju DNK i detekciju mutacije upotrebom kompleta
therascreen KRAS RGQ PCR.
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Ekvivalentnost metoda za pribavljanje uzorka (samo
NSCLC)

Svrha ove studije je da proceni da li je na dijagnozu mutacije za NSCLC
uzorke koja je odredena kompletom therascreen KRAS RGQ PCR uticao
metod za pribavljanje uzorka. 3 nacina za prikupljanje uzoraka koji su
procenjeni u ovoj studiji su resekcija, FNA i CNB..

Za ovu studiju, uzorci CNB i FNA koji ,odgovaraju pacijentu” su izvedeni iz
hirurski iseCenog uzorka tumora kako bi se omogudilo da se isti tumor sakupi
sa 3 metode pribavljanja. Za ovu studiju ukupno je bilo dostupno 169 uzoraka
dobijenih resekcijom, 169 CNB uzoraka i 169 FNA uzoraka.

Svaki uzorak je izdvojen i ispitan pomoc¢u KRAS kontrolne analize. Svaki
uzorak koji je pruzio vazece rezultate (169 resekcija, 169 CNB i 164 FNA
uzoraka) je ispitan sa svih 8 KRAS analiza.

Pored toga, za svaki od klini¢kih uzoraka FFPE NSCLC, ekstrahovana DNK
koja je upotrebljena za analizu kompletom therascreen KRAS RGQ PCR je
takode procenjena putem Sangerove metode dvosmernog sekvenciranja, kako
bi se odredio nivo podudarnosti izmedu kompleta therascreen KRAS RGQ
PCR i Sangerovog dvosmernog sekvenciranja. Duz svih tipova uzoraka,
therascreen KRAS RGQ PCR komplet je tano odredio status mutacije u
odnosu na Sangerovu metodu dvosmernog sekvenciranja sa sveukupnom
stopom procentualnog slaganja od 96,96%.

Rezultati ove studije pokazuju da komplet therascreen KRAS RGQ PCR pruza
ekvivalentne rezultate u sva 3 analizirana nacina prikupljanja uzoraka, Sto je
navedeno i u ocenama procenta ukupnog slaganja duz parova:

B CNB u odnosu na FNA 97,52 (granice pouzdanosti 94,41-99,15)
B CNB u odnosu na resekciju 96,39 (granice pouzdanosti 92,99-98,41)
B FNA u odnosu na resekciju 98,76 (granice pouzdanosti 96,14-99,78)
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Simboli

Sledeci simboli mogu da se nalaze na pakovanju i oznakama:

<N> Sadrzi reagense koji su dovoljni za <N> reakcija

Upotrebiti do

RS

IVD Medicinski uredaj za in vitro dijagnostiku

Kataloski broj

Broj partije

Broj materijala

Sadrzi

Broj

THEERE

Ovlascéeni predstavnik

Py

n ,R“ 0znacava reviziju priru¢nika, a ,n“ je broj revizije

Temperaturno ogranicenje

Proizvodac

Pogledajte uputstva za upotrebu

=l

Oprez

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Kontakt informacije

Tehni¢ku pomoc i vise informacija potrazite u nasem Centru za tehni¢ku
podrsku na adresi www.giagen.com/Support, telefon 00800-22-44-6000
ili se obratite jednom od QIAGEN odeljenja za tehnicku pomoc ili lokalnim
dobavlja€ima (pogledajte poledinu ili posetite adresu www.giagen.com).
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Dodatak 1: Komplet therascreen KRAS RGQ PCR
Protokol za ruéno koriséenje

Ovaj odeljak sadrzi uputstva za koriS¢enje therascreen KRAS RGQ PCR
kompleta sa softverom RGQ verzija 2.3 u otvorenom rezimu (ij. bez koriScenja
paketa za analizu KRAS).

OpsSte informacije

Potrebne materijale pronadite u odeljku ,Potreban materijal koji se ne
isporucuje”, strana 11.

Za potpuna uputstva o pripremi uzoraka i rasporedu uzoraka, pogledajte , 16,
strana 16Error! Bookmark not defined. i ,Protokol: Otkrivanje KRAS
mutacija“, strana 29.

Protokol: Kreiranje profila temperature

Pre nego $to zapocnete ciklus, kreirajte profil temperature za KRAS analizu.
Parametri ciklusa su isti za procenu uzoraka i procenu mutacije.

Procedura
Parametri ciklusa prikazani su na tabeli 23.

Tabela 23. Parametri ciklusa

Ciklusi Temperatura Vreme Preuzimanje podataka
1 95 °C 15 minuta Nema
40 95 °C 30 sekundi Nema

60 °C 60 sekundi Zeleno i Zzuto

1. Dvaput kliknite na ikonu softvera Rotor-Gene Q Series Software 2.3
na desktopu laptop raunara povezanog sa Rotor-Gene Q MDx
instrumentom. Izaberite karticu , Advanced” (Napredno) u dijalogu
»New Run“ (Novi ciklus) koji ¢e se otvoriti.

2. Da biste napravili novu matricu, izaberite opciju ,, Empty Run“ (Prazan
ciklus) i potom kliknite na opciju , New* (Novo) da biste usli u , New
Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus).

3. Zatip rotoraizaberite rotor sa 72 bunaréi¢a. Potvrdite da je prsten za
zakljuéavanje priévrséen i oznacite polje ,,Locking Ring Attached*
(Prsten za zaklju€avanje priévrséen). Kliknite na ,,Next” (Sledece)
(slika 21).
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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

Slika 21. Dijaloski okvir ,,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus). 1 = ,Rotor type*
(Tip rotora); 2 = polje ,Locking Ring Attached* (Prsten za zaklju¢avanje pri€vrscen);
3 = ,Next" (Dalje).

4. Unesite ime rukovaoca. Dodajte eventualne beleSke i unesite
zapreminu reakcije kao 25. Uverite se da u polju ,Sample Layout”
(Raspored uzoraka) stoji , 1, 2, 3...“. Kliknite na ,,Next” (Sledece)
(slika 21).

New Run Wizard fgl

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

. on an item, hower
— 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 optionz for the un. Complete the fields,
clicking Mest when you are ready to move to the next page.

MHotes

Reaction a5 =
Winlyre [0l ] =

Sample Layaut : I|1,2, 3. jl

SkipWizard| << Back I Nestos |
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Slika 22. UnoSenje imena rukovaoca i zapremine reakcija. 1 = polje dijaloga ,,Operator”
(Rukovalac); 2 = polje dijaloga ,Notes“ (BeleSke); 3 = polje ,Reaction Volume" (Zapremina
reakcije); 4 = ,Sample Layout (Raspored uzoraka); 5 = ,Next" (Dalje).

5. Kliknite na dugme , Edit Profile* (Uredi profil) u okviru polja dijaloga
,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus) (slika 23)
I programirajte profil temperature u skladu sa informacijama
u narednim koracima.

Mew Run Wizard Pz|
Temperature Profile ; Click this button to
edit the profile
ghowr in the bow
above.

E dit Profile ...

Chantel Setup

RE | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm A Edit
ellow B30nm  B55Rm A
Orange  585mm B10nm a Edit Gain...
FRed E2Bnm  BEORm A
Crimzon  B80nm F10kp 7 Remove
HFk 4B60nm  510nm 7 Freset Defalts
3 ain Optirmization. .. |

Skipwizard | << Back Newt>> |

Slika 23. Uredivanje profila.

6. Kliknite na , Insert after” (Umetni nakon) i izaberite opciju ,, New Hold
at Temperature“ (Novo ¢uvanje pri temperaturi) (slika 24).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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X

1™ Edit Profile
.8 H @

Mew Open Save As Help
The n will take approzimately 0 second(s] to complete. The araph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

e Cyeling

[ew Melt

Mew Hald at Temperature
Mew HRM Step
Copy of Current Step

Slika 24. Ubacivanje poc¢etnog koraka inkubacije. 1 = ,Insert after* (Umetni nakon);
2 = ,New Hold at Temperature“ (Novo €uvanje pri temperaturi).

7. Promenite opciju ,,Hold Temperature“ (Temperatura ¢uvanja) na
95 °C, a opciju ,,Hold Time* (Trajanje €uvanja) na 15 minuta
I 0 sekundi. Kliknite na dugme , Insert after® (Umetni nakon) i izaberite
opciju ,New Cycling” (Novi ciklus) (slika 25).

M Edit Profile X
@ ., 8 | @
Tlew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Inzert before. .
“———————=  Mew Hold at Temperature

Remove Mew HRM Step
Huold Temperature : 95 |0 Copy of Current Step

Hold Time : 15 |minz 0 |secs

Slika 25. Po€etni korak inkubacije na 95 °C. 1 = ,Hold Temperature* (Temperatura
Cuvanja) i ,Hold Time" (Trajanje €uvanja); 2 = dugme ,Insert after* (Umetni nakon); 3 = ,New
Cycling” (Novi ciklus).

8. Promenite broj ponavljanja ciklusa na 40. lIzaberite prvi korak i
podesite temperaturu na , 95°C for 30 secs” (95 °C u trajanju od
30 sekundi) (slika 26).

|
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™ Edit Profile
.8 H @

e Open  Save As Help

X

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

Click on a cycle below to modify it :

Hald Inzert after...
Inzert before. ..
Remaove

Thiz cycle repeatsl 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 j | J j
o —
B I 95°C for 30 secs | |
- 30 seconds /
e ——
ob Acquinng 20 for 20 sece

[~ Long Range

™ Toushd EO°C for 20 secs
ouchdown ]

ok

Slika 26. Korak ciklusa na 95 °C. 1 = polje ,Cycle repeats* (Ponavljanje ciklusa); 2 = prvi
korak: podeSavanje temperature; 3 = prvi korak: podeSavanje vremena.

9. Istaknite drugi korak i podesite temperaturu na, 60°C for 60 secs”
(60 °C u trajanju od 60 sekundi). Omogucite prikupljanje podataka
tokom ovog koraka tako sto ¢ete izabrati , Not Acquiring” (Bez
prikupljanja) (slika 27).
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X

M Edit Profile
. H @

e Cpen  Save As Help
The run will take approximately 125 minute(z] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click. oh a cycle below to madify it :

Hald Inzert after...
Inzert befare. ..

Remawe

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

Thiz cycle repeats 40 | time(s).

~l=]

!

| Timed Ste

e 95°C for 30 secs

B zeconds

T20C for 20 zecz /

B0°C for B0 secs /

Mat Acquinng

Slika 27. Korak ciklusa na 60 °C. 1 = drugi korak: podeSavanje temperature i vremena;
2 = ,Not Acquiring” (Bez prikupljanja).

10. Podesite Zeleno i Zuto kao kanale za prikupljanje podataka tako §to
Cete izabrati ,>“ da ih prenesete iz liste , Available Channels*
(Dostupni kanali). Kliknite na ,, OK* (U redu) (slika 28).
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Same az Previous : |[New Acguigition] ﬂ
Acquizition Configuration ;
Axailable Channels ; Acquiring Channels ;
M ame | ﬂ ame |
Crirnzan Green ||
HRk ﬂ Yellow |

Orange
Red «

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

Don't Acquire Help

Diye Chart >

Dye Channel Selection Chart

470nm  (510nm | FAMY, SYER Green 14, Fluorescein, EvaGreend, Alexa Fluor 4885

Yellow |530nm |555nm | JOEW, WICZ, HEX, TETY, CAL Fluor Giold 540, Yakima Yellow-
Orange  58%nm |E10nm  (ROXE, CAL Fluor Red 6104, Cy3 5%, Tewas Red), Alexa Fluor 5624
E28nm | B6O0nm | Cy5<, Quasar 670, Alexa Fluor 6337
B80nm |710hp | Quasar?05E, Alexa Fluor G0
460nm (B10nm | 5%T0 99, EvaGreen

Slika 28. Prikupljanje na koraku ciklusa od 60 °C.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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11. Istaknite treci korak i izbriSite ga klikom na ,—*. Kliknite na ,, OK*
(U redu) (slika 29).

i Edit Profile 3
@ . € H =]
Tew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after...
Inzert before...

Remave
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.

—
" e j 95°C for 30 secs u j
740
20 seconds
Acquiring to Cycling B
o Green
[~ Long Range B0°C for B0 secs L

™ Touchdown

Slika 29. Uklanjanje koraka produZzetka.

12. U slede¢em polju dijaloga kliknite na dugme ,,Gain Optimisation*
(Optimizacija poja€anja) (slika 30).

New Run Wizard El

Temperature Prafile : This baox displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hower
waLr mouse over the
item for help, “ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz

available zettings.
Edit Profile ...

Channel Setup :

M arme | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 510nm 5 Edit
ellow B30nm  BRBAM ]
Orange  58Bnm  B10mm ] Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm ]
Crimzon 680nm  710hp 7 Remove
HR 460nm 51 0nm 7 Reset Defaults
—
(oo Comaon ]
Skipwizard | <<Back | Mews> |

Slika 30. Optimizacija pojacanja.
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13. Kliknite na, Optimise Acquiring® (Optimizuj prikupljanje). Prikazane
su postavke kanala za svaki kanal. Prihvatite ove podrazumevane
vrednosti tako sto ¢ete kliknuti na dugme ,OK" (U redu) za oba
kanala (slika 31).

Auto-Gain Optimisation Setup X
Optimization :
Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the ingerted zample at
& different gain levelz until it findz one at which the fluorezcence levels are
acceptable. The range of fluorescence vou are laaking for depends on the
chermizty pou are performing.

Set temperature to :II degrees.
Optimize &l [l Optimise Acquiring |

[ PertonsSsig = e
mi:¥" Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings :
Channel
l— Channel: Green Tube Position : 1 ﬁ L dd
. ] ] ——
T Target Sample Range: B ;lFI up ta |10 ;IFI' e it
Acceptable Gain Rangs: |-10 j ko |10 j‘ EMNOYE
v Al

I OFk. I Cancel | Help |

| b atuial... | Cloze | Help |

Slika 31. Automatska optimizacija pojacanja za zeleni kanal.
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14. Oznacite polje ,,Perform Optimisation before 1st Acquisition” (lzvrsi
optimizaciju pre 1. prikupljanja), a zatim kliknite na , Close" (Zatvori)
da biste se vratili do ¢arobnjaka (slika 32).

Auto-Gain Optimisation Setup g|

Optirnizatian :

Auto-G ain Optimization will read the fluaresence on the inzerted zample at

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

Set temperature to :II degrees.

Optimize Al | O ptimize Acquiring |

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

Channel Settings

' =] es |

M ame | Tube Position | tin Feading | b aw Reading | kin G ain | b ax Gain Edit... |

Green 1 5FI 10F] -10 10

Yelow 1 5F 10F] A0 10 Bemove
Remowe Al

£ I >
| | I Cloze I Help

Slika 32. Izbor zelenih i zutih kanala.

15. Kliknite na ,Next“ (Sledeée) da biste sa¢uvali matricu na
odgovarajuéem mestu, tako sto ¢ete izabrati opciju ,,Save Template“
(Sa€uvaj matricu).

Protokol: Procena uzoraka (ruéno)

Ovaj protokol se koristi za procenu ukupne DNK u uzorcima koja se moze
amplifikovati i trebalo bi da se obavi pre analize KRAS mutacije.

B Pripremite uzorke na nacin koji je opisan u odeljku ,Protokol: Procena
DNK uzoraka“ na strani 16.

M Postavite PCR postupak na Rotor-Gene Q MDx instrumentu na nacin
koji je opisan u odeljku ,Protokol: PodeSavanje kompleta therascreen
KRAS PCR RGQ* na strani 84.

M Po zavrSetku ciklusa, analizirajte podatke u skladu sa uputstvima u
odeljku ,,Analiza podataka procene uzorka“ na strani 88.
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Protokol: Otkrivanje KRAS mutacije (ruéno)

Uzorak moze da se testira na KRAS mutacije nakon Sto je proSao procenu
uzorka.

B Pripremite uzorke na nacin koji je opisan u odeljku ,Protokol: Otkrivanje
KRAS mutacija“ na strani 29.

M Postavite PCR postupak na Rotor-Gene Q MDx instrumentu na nacin
koji je opisan u odeljku ,Protokol: PodeSavanje kompleta therascreen
KRAS PCR RGQ* na strani 84.

B Po zavrSetku ciklusa, analizirajte podatke u skladu sa uputstvima u
odeljku ,,Analiza otkrivanja KRAS mutacije” na strani 89.

Protokol: PodeSavanje kompleta therascreen KRAS PCR RGQ
1. Otvorite softver Rotor-Gene Q series verzije 2.3 i odgovarajuci profil
temperature

Profil temperature kreirajte u skladu sa uputstvima u odeljku ,Protokol:
Kreiranje profila temperature®, strana 74.

2. Uverite se da je izabran ispravan rotor i oznacite polje da biste
potvrdili da je prsten za zakljuéavanje pri€évrséen. Kliknite na ,,Next*
(Sledece) (slika 33).

New Run Wizard E|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiator Type

Ratar-Disc 100

— [+ Locking Ring Attached

Sk Wiz .

Slika 33. Dijaloski okvir ,,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus) i ekran
dobrodoslice. 1 = ,Rotor type" (Tip rotora); 2 = polje ,Locking Ring Attached" (Prsten za
zaklju€avanje pri¢vrscen); 3 = ,Next" (Dalje).
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3. Unesite ime rukovaoca. Dodajte eventualne beleSke, proverite da li je
koli¢ina reakcije podesena na 25i dali u polju , Sample Layout"®
(Raspored uzoraka) stoji , 1, 2, 3...“. Kliknite na ,,Next” (Sledece)

(slika 34).

New Run Wizard g|
This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, l:li; Eﬁke?;?;}tl: in
clicking Mest when vou are ready to move to the next page. the wizard, For help

. Qe art e, Ty e
Operator : MAME yaur mouge over the
N ; itern for help. You

ates zah alzo click on a

caombo box to dizplay
help about itz
avallable settings.

Reaction a5 =

Walurne [pL]: =

Sample Lapout : |1, 2, 3. ﬂ

Skip Wizard {{ Back Mewxt »»

Slika 34. Dijaloski okvir ,,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus). 1 = polja
~Operator’ (Rukovalac) i ,Notes" (Beleske); 2 = polja ,Reaction Volume" (Zapremina reakcije)
i ,Sample Layout* (Raspored uzoraka); 3 = ,Next* (Dalje).

4. Novi prozor omogucava uredivanje profila temperature. Nije potrebno
uredivanje buduci da je profil temperature kreiran u skladu
uputstvima u odeljku , Protokol: Kreiranje profila temperature®,
strana 74. Kliknite na ,,Next"” (Sledecée) (slika 35).

|
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Mew Run Wizard El

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

on an item, hower
wour mouse aver the
itern for help, You
can alzo click on a
combo box to display

help about itz
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm E di
el 530nm  555nm
Orange  585hm  B10nm Edit Gair...
Red E2Bnm  BEOnm
Remaove
Reset Defaults

Crimzon  B30nm  F10hp
HEM 460nm 510nm

Skipwizard | <« Back I Mest 3> :

Slika 35. Polje dijaloga ,,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus) i ekran za
uredivanje temperature. 1 = ,Next* (Dalje).

b B e Ry Sy Ry

5. Proverite sazetak i kliknite ,, Start Run® (Pokreni ciklus) da biste
sacuvali datoteku ciklusa i zapoceli ciklus (slika 36).

Mew Run Wizard

Summary ;

Setting | W alue

Green Gain 5

Yellow Gain A

Auto-G ain Dptimization Before First Acquisition
Rator F2awiel Rotor

Sample Layout 1.2.3. ...

Reaction Yolume [in microliters] 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 ‘wizard | << Back

Slika 36. Dijaloski okvir ,,New Run Wizard“ (Carobnjak za novi ciklus). 1 = ,Start Run®
(Pokreni ciklus).
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6. Po zapocinjanju ciklusa, prikazuje se novi prozor u kom mozete uneti
nazive uzoraka ili kliknuti na , Finish* (ZavrSetak) i uneti ih kasnije
tako Sto Cete izabrati dugme ,,Sample“ (Uzorak) tokom trajanja
ciklusaili nakon sSto je ciklus zavrSen.

Ako kliknete na ,Finish and Lock Samples® (Zavrsi i zaklju€aj uzorke), bi¢e
vam onemoguceno da uredujete nazive uzoraka. Korisnik bi trebalo da
posebno pazi prilikom unosa naziva uzoraka kako bi obezbedio ispravno
testiranje i analizu uzoraka.

Napomena: Prilikom dodeljivanja naziva uzorcima, prazni bunarcici u
koloni ,Name*“ (Naziv) bi trebalo da budu ostavljeni praznim.

7. Po zavrSetku ciklusa, analizirajte podatke u skladu sa odeljkom
»Analiza podataka procene uzorka“, strana 88, ili , Analiza otkrivanja
KRAS mutacije“, strana 89, u zavisnosti od vrste ciklusa.

8. Ukoliko su potrebni izvesStaji o kvantifikaciji, kliknite na ikonu
» Reports” (lzvesStaji) koja se nalazi u okviru palete sa alatkama
datoteke ciklusa Rotor-Gene Q instrumenta.

Tumacenje rezultata (Ruéno)

Po zavrSetku ciklusa procene uzorka ili analize mutacije, analizirajte podatke u
skladu sa slede¢om procedurom.

Postavke softverske analize

1. Otvorite odgovarajuéu datoteku pomoéu Rotor-Gene Q softvera 2.3.

2. Ako uzorcima nisu dodeljeni nazivi pre pocetka ciklusa, kliknite na
, Edit Samples” (Uredi uzorke).

3. Unesite nazive uzoraka u kolonu , Name* (Naziv).

4. Kliknite na , Analysis” (Analiza)v. Na stranici analize kliknite na opciju
,Cycling A. Yellow* (Ciklus A. Zuto) da biste proverili HEX kanal.

5. Kliknite na ,Named On“ (Nazvane ukljucene).

Napomena: Ovim se obezbeduje da prazni bunarci¢i budu izostavljeni iz
analize.

6. lzaberite ,Dynamic Tube® (Dinamic€ka epruveta).
Izaberite ,Linear Scale” (Linearna skala).

8. Kiliknite na, Outlier Removal* (Uklanjanje prevojne ta€ke) i unesiti
»10%“ za ,NTC Threshold” (Grani€éna vrednost za NTC).

9. Podesite prag na vrednost 0,05 i proverite vrednosti HEX CT.

10. Na stranici analize kliknite na opciju ,Cycling A. Green* (Ciklus A.
Zeleno) da biste proverili FAM kanal.

11. Proverite da li je istaknuta opcija ,,Dynamic Tube* (Dinamic¢ka
epruveta). Kliknite na , Linear Scale® (Linearna skala).

~
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12. Kliknite na , Outlier Removal“ (Uklanjanje prevojne ta¢ke) i unesiti
»10%" za ,NTC Threshold“ (Grani€éna vrednost za NTC).

13. Podesite prag na vrednost 0,05 i proverite vrednosti FAM CT.

Analiza podataka procene uzorka

Analiza kontrolnog ciklusa
Pogledajte grafikon za analizu kontrolnog ciklusa na slici 37, strana 90.

B Negativna kontrola: Da biste se uverili da nema kontaminacije matrice,
kontrola bez matrice ne sme da generiSe vrednost Ct u zelenom kanalu
nizu od 40. Da biste se uverili da je plo€a ispravno postavljena, NTC mora
da pokazuje amplifikaciju od 31,91-35,16 u Zutom kanalu. Naznacene
vrednosti su u opsegu ovih vrednosti i obuhvataju ih.

B Pozitivha kontrola: KRAS pozitivha kontrola (PC) mora da pokazuje
vrednost Ct od 23,5-29,5 u zelenom kanalu u svakoj od 8 analiza.
Naznacene vrednosti su u opsegu ovih vrednosti i obuhvataju ih. Vrednosti
van ovog opsega ukazuju na problem sa postavkama analize i stoga
predstavljaju neuspesan ciklus.

Napomena: Nije dozvoljeno koristiti podatke uzoraka ako je bilo koja od ove
dve kontrole neuspesSna.

Pod uslovom da su oba kontrolna ciklusa validna, vrednost C+ svakog uzorka
mora da bude u opsegu od 21,92 do 32,00 u zelenom kanalu. Ako je uzorak
van ovog opsega, procitajte sledec¢e smernice.

Analiza uzoraka — kontrolna analiza

M Vrednost Ct kontrolne analize uzorka < 21,92: Uzorci sa kontrolom C+ od
< 21,92 moraju da se razblaze jer to predstavlja nizi kraj potvrdenog
opsega analize. Da bi se sve mutacije otkrile na niskom nivou,
prekomerno koncentrovani uzorci se moraju razblaziti tako da budu u
okviru gorenavedenog opsega, imajuci u vidu da ¢e razblazivanje na pola
povecati vrednost Ct za 1. Ako je uzorak blizu vrednosti od 21,92,
preporucuje se razblazivanje kako bi se obezbedilo da se u toku ispitnih
ciklusa dobije rezultat (otkrivanje KRAS mutacije). Uzorke treba razblaziti
vodom za razblazivanje koja je dostavljena u kompletu (voda bez
nukleaza za razblazivanje [Dil.]).

B Vrednost Ct kontrolne analize uzorka > 32: Preporucuje se ponovno
ekstrahovanje uzoraka jer ¢e matrica za nedovoljnu poCetnu DNK biti
prisutna kako bi se otkrile sve EGFR mutacije na navedenim granic¢nim
vrednostima za analizu.
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Analiza otkrivanja KRAS mutacije

Analiza kontrolnog ciklusa
Pogledajte grafikon za analizu kontrolnog ciklusa (slika 37, strana 90).

B Negativna kontrola: Da biste se uverili da nema kontaminacije matrice,
kontrola bez matrice ne sme da generiSe vrednost Ct u zelenom kanalu
nizu od 40. Da biste se uverili da je plo€a ispravno postavljena, NTC mora
da pokazuje amplifikaciju od 31,91-35,16 u Zutom kanalu. Naznacene
vrednosti su u opsegu ovih vrednosti i obuhvataju ih.

B Pozitivha kontrola: KRAS pozitivha kontrola (PC) mora da pokazuje
vrednost Ct od 23,5-29,5 u zelenom kanalu u svakoj od osam analiza.
NaznacCene vrednosti su u opsegu ovih vrednosti i obuhvataju ih. Vrednosti
van ovog opsega ukazuju na problem sa postavkama analize i stoga
predstavljaju neuspesan ciklus.

Napomena: Nije dozvoljeno koristiti podatke uzoraka ako je bilo koja od ove
dve kontrole neuspesSna.

|
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Vrednost Vrednost FAM Cr
FAM Ct pozitivne kontrole
negativne

Da i je vrednost FAM — oA CIKLUS JE NEUSPESAN vrednost FAM Cr ’ RUN FAIL
Cr < 40? kontrole ) kontrole kontrolne u opsegu NE
CIKLUS JE
NEUSPESAN/nevazeca DA
intarna knntrnla
NE + Dalije

vrednost FAM Cr
12ALA epruvete u opseg
23,5-29,52

DA

NE J» RUNFAIL

Dali
je vrednost HEX

DA

je vrednost HEX

Cr u opsegu 31,91 NE Cr interne kontrole ~
35,167 <31,91? Dalije
vrednost FAM Cr > RUN FAIL
2ASP epruvete u opseg NE
23,5-29,5?
NE
DA
v v
Dalije
Dal ZAF\:rGEdHOSt FIAM cr NE J» RUNFAL
je vrednost HEX epruvete L")‘)pseg
Cr interne kontrole 23,5-29,57
DA > 35,162
DA
Dalije
DA vrednost FAM Ct
2CYS epruvete u opseg NE P RUNFAL
¢ 23,5-29,5?
CIKLUS JE NEUSPESAN/interna
kontrola HEX amplifikacije negativna DA
Cr interne kontrole
¥ ekl / Dallije
Negativna 2SI;/:;;ednost FIAM Cr NE P RUNFAL
kontrola epruvete u opseg
ontroa je 23,5-29,5?
uspela
DA
Dalije
vrednost FAM Cr > RUNFAL
VAL epruvete u opsegu NE
DA
vrednost FAM Ct NE D RUNFAL
3ASP epruvete u opseg
23,5-29,5?2
DA
Nastavite sa analizom uzorka ‘4 Pozitivna kontrola
(strana 85). “ je uspela

Slika 37. Grafikon analize kontrolnog ciklusa.
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Analiza uzorka

Pogledajte grafikon analize uzorka na slici 38, strana 92.

Vrednost FAM Cr kontrole uzorka

Pod uslovom da su oba kontrolna ciklusa validna za kontrolnu analizu,
vrednost kontrole Ct svakog uzorka mora da bude u opsegu od 21,92 do
32,00 u zelenom kanalu.

Ako je uzorak van ovog opsega, procitajte sledece smernice.

B Vrednost Ct kontrolne analize uzorka < 21,92: Uzorci sa kontrolnom
vrednosScu Cr < 21,92 Ce preopteretiti analize mutacije i moraju se
razblaziti. Da bi se sve mutacije otkrile na niskom nivou, prekomerno
koncentrovani uzorci se moraju razblaziti tako da budu u okviru
gorenavedenog opsega, imajuci u vidu da Ce razblazivanje na pola
povecati vrednost Ct za 1. Uzorke treba razblaziti vodom za razblazivanje
koja je dostavljena u kompletu (voda bez nukleaza za razblazivanje [Dil.]).

B Vrednost Ct kontrolne analize uzorka > 32: Pazljivo tumacite jer se
mutacije na veoma niskom nivou mozda nece otkriti.
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Uzorak je nevazeci
PaZljivo postupajte sa
NF!') rezultatima
Detaljnija objasnjenja potrazite

na strani 82

Dalije

vrednost FAM Ct

kontrolne analize u opsegu 21,92—
32,007 _—

Vrednost FAM Cr
kontrole uzorka

DA

NevaZzeca epruveta

Dalije
u nekoj od analiza
HEX Cr < 31,917

HEX Cr vrednosti /

analize mutacije
interne kontrole

DA Nemojte da koristite rezultate
dobijene upotrebom ove
enriivete

Epruveta je negativna na HEX
amplifikaciju

Dalijeu
nekoj od analiza
HEX Cr < 35,167

DA

Detaljnija objasnjenja potrazite
na strani 85

NE

Epruveta je negativna na FAM
amplifikaciju

Da li je vrednost
FAM Cr svake mutacije u opsegu
00,00-40,00?

FAM Cr vrednosti L

analize mutacije
uzorka

NE»

Pogledajte sliku 37 (strana 84) i
stranu 85

DA

\ 4

Epruveta je pozitivna na FAM
amplifikaciju

v

IzraCunajte Ct vrednosti za svaku
mutaciju
Cr = Ct mutacije — Cr kontrole

'

Uporedite Cr vrednosti sa grani¢nim
vrednostima za mutaciju
Videti tabelu 24, strana 87

Dalli je neka Cr -
vrednost u okviru navedenog opsega Cr

vrednosti za analizu (pozitivha
amplifikacija)?

NB Mutacija nije otkrivena

DA

Otkrivena je KRAS mutacija za analizu
mutacije sa najnizim Cr

Slika 38. Grafikon analize uzorka.
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HEX C+ vrednosti analize mutacije interne kontrole uzorka
Pogledajte grafikon analize uzorka na slici 38, strana 92.

Za svaki uzorak moraju se analizirati svi bunarcici. Proverite da li svaki
bunarci¢ generiSe HEX signal iz interne kontrole. Moguca su 3 ishoda.

B Ako se interna kontrola Ct nalazi unutar naznacenog opsega (31,91—
35,16), ona je pozitivna na HEX amplifikaciju.

B Ukoliko je interna kontrola Ct iznad naznacenog opsega (> 35,16), ona je
negativna na HEX amplifikaciju.

B Ukoliko je interna kontrola Ct ispod naznacenog opsega (< 31,91), ona je
nevazeca.

Ukoliko do neuspeha interne kontrole dode usled PCR inhibicije, razblaZivanje
uzorka moze da umaniji efekat inhibitora, ali je vazno napomenuti da ¢e se na
taj nacin razblaZziti i ciljna DNK. Epruveta sa vodom za razblazivanje

uzoraka (Dil.) dostavljena je u okviru kompleta.

FAM Cr vrednosti analize mutacije uzorka

FAM vrednosti za sve 7 reakcione smeSe treba proveriti u odnosu na vrednosti
navedene u tabeli 24.

Tabela 24. Prihvatljive vrednosti reakcije mutacije uzorka (FAM)*

Analiza Pri/r;\elgtrllj(i)\ét?%sfg Opseg vrednosti ACt
12ALA 0,00-40,00 < 8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 < 8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 < 8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

* Prihvatljive vrednosti su u opsegu ovih vrednosti i obuhvataju ih.

B Ukoliko je FAM C+ u okviru naznacenog opsega, ona je pozitivna na FAM
amplifikaciju.

B Ukoliko je FAM Criznad naznacenog opsega, ili ukoliko je amplifikacija
odsutna, onda je negativna na FAM amplifikaciju.
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IzraCunajte AC+ vrednost za svaku epruvetu za otkrivanje mutacije koja je
pozitivha na FAM amplifikaciju, kako sledi u nastavku, pazeci na to da su C+
vrednosti mutacije i kontrole iz istog uzorka.

AC+t = Ct mutacije — Ct kontrole

Uporedite ACt vrednost uzorka sa granichom tackom odgovarajuce analize
(tabela 24), pazedi na to da na svaku analizu primenite odgovarajucu grani¢nu
tacku.

Grani¢na tacka predstavlja tacku iznad koje moze da dode do nastanka
pozitivhog signala usled pozadinskog signala ARMS prajmera na divljem tipu
DNK. Ako je ACt vrednost uzorka viSa od grani¢ne taCke, ona se klasifikuje
kao negativna ili prevazilazi granice koje komplet moze da otkrije.

Za svaki uzorak, svaka reakcija mutacije ¢e dobiti status ,mutacija otkrivena“,
,mutacija nije otkrivena®“ ili ,nevazeca®“, na osnovu sledecih kriterijuma.

Mutacija otkrivena:

B FAM amplifikacija je pozitivha, a ACt vrednost je ista ili niza od grani¢ne
vrednosti. Ukoliko je otkriveno viSe mutacija, izveStaj o mutaciji bi trebalo
da bude onaj sa najnizom AC+ vrednoScu

Mutacija nije otkrivena:
B FAM amplifikacija je pozitivha, a ACt vrednost je iznad grani¢ne vrednosti

B FAM amplifikacija je negativna, a HEX amplifikacija je pozitivha (interna
kontrola)

Nevazece:
B HEX (interna kontrola) je nevazeci.
B FAM amplifikacija je negativna i HEX amplifikacija je negativna.

Ako je u jednoj epruveti uzorak negativan na HEX amplifikaciju, ali je u nekoj
drugoj epruveti pozitivan na FAM amplfikaciju, tada se rezultat ,mutacija
otkrivena“ za drugu epruvetu i dalje moze smatrati vazecim, ali je moguce da
se odredena mutacija koja je identifikovana ne¢e pouzdano dodeliti.

B Ako je u istoj epruveti uzorak negativan na HEX amplifikaciju, a pozitivan
na FAM amplifikaciju, tada se rezultat ,mutacija otkrivena“ treba smatrati
vazecim.

B Ako je HEX epruvete nevazedi (interna kontrola), rezultat te epruvete se ne
sme Koristiti.

Dodeljivanje statusa mutacije uzorka

Nakon Sto su sve epruvete sa reakcijom mutacije procenjene, status mutacije
uzorka se odreduje na sledeci nacin:
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B Mutacija otkrivena: Jedna ili viSe od 7 reakcija mutacije su pozitivne.
Ukoliko je otkriveno viSe mutacija, izveStaj o mutaciji bi trebalo da bude
onaj sa najnizom ACT vrednoScu.

B Mutacija nije otkrivena: Svih 7 reakcija mutaciju su negativne.

B Nevazece: Nema pozitivnih reakcija mutacije, a jedna ili viSe reakcija
mutacije su nevazece.

Napomena: therascreen KRAS RGQ PCR komplet je namenjen za otkrivanje
mutacije u KRAS genima u uzorku DNK. Kada je uzorak oznacen kao ,KRAS
mutacija otkrivena®, treba prijaviti samo jednu odredenu mutaciju. Ukoliko je
otkriveno viSe mutacija, izveStaj o mutaciji bi trebalo da bude onaj sa najnizom
AC+ vrednosScu.

Izmedu reakcija mutacije moze doc¢i do unakrsne reaktivnosti. Na primer, ako
je primecena 12ALA mutacija visokog nivoa, i neke druge reakcije mutacije
mogu takode dati pozitivan rezultat. To se deSava stoga sto ARMS prajmeri
otkrivaju druge mutacije sa slicnim sekvencama. Ako druga analiza mutacije
da pozitivan rezultat, najverovatnije se radi o unakrsnoj reaktivnosti. Primeceni
su dupli mutanti, mada su oni retki.

Ako je jedna reakcije mutacije nevazeca (ili viSe njih), ali je istovremeno i jedna
od njih pozitivna (ili vise njih), uzorak se i dalje moze oznaciti kao ,KRAS
mutacija otkrivena®“ jer je mutacija prisutna. Medutim, prijavljena odredena
mutacija mozda nece biti precizna i moze biti rezultat unakrsne reaktivnosti.
Stoga bi uzorak trebalo naznaciti samo kao ,KRAS mutacija otkrivena®“.
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Dodatak 2: Instalacija therascreen KRAS paketa za
analizu

Komplet therascreen KRAS RGQ PCR je namenjen za upotrebu sa Rotor-
Gene Q MDx instrumentom sa rotorom od 72 bunarcica. Paket za analizu
therascreen KRAS je dostupan odvojeno, na CD-u (kat. br. 9022641).

Paket za analizu therascreen KRAS dostupan je za preuzimanje na veb
stranici odgovarajuceg proizvoda therascreen KRAS RGQ PCR kompleta na
adresi www.giagen.com. Informacije o preuzimanje moZzete da pronadete u
odeljku ,Product Resources” (Resursi za proizvode), pod ,,Supplementary
Protocols” (Dodatni protokoli). Pakete za analizu mozete da narucite i na
CD-u.

Paket sadrzi ,therascreen KRAS CE QC Locked Template® (therascreen
KRAS CE QC zaklju¢anu matricu) i ,therascreen KRAS CE Locked Template*
(therascreen KRAS CE zaklju¢anu matricu).

Napomena: Paket za analizu therascreen KRAS c¢e raditi samo sa
odgovaraju¢im Rotor-Gene Q softverom verzije 2.3 sa paketom za analizu
therascreen KRAS verzije 3.1.1 (QIAGEN, kat. br. 9023675). Pobrinite se da je
instalirana ispravna verzija Rotor-Gene Q softvera pre nego Sto nastavite sa
instalacijom therascreen KRAS paketa za analizu.

Procedura (preuzimanje)

1. Preuzmite paket za analizu therascreen KRAS sa veb stranice
odgovarajuéeg proizvoda therascreen KRAS RGQ PCR kompleta na
adresi www.giagen.com.

2. Otvorite preuzetu zip datoteku tako sto ¢ete dva puta kliknuti na nju i
ekstrahovati datoteku koja se nalazi unutar arhive.

3. Pokrenite instalaciju tako Sto ¢ete dva puta kliknuti na ekstrahovanu
datoteku ,therascreen KRAS Assay Package 3.1.1.exe".

Procedura (CD)

1. Narucite CD paketa za analizu therascreen KRAS RGQ CE koji je
kompatibilan sa instaliranim softverom za Rotor-Gene Q (pogledajte
iznad), a koji je dostupan za posebno naruéivanje od kompanije
QIAGEN.

Verzija 3.1.1. Kat. br. 9023675.
2. Stavite CD u CD jedinicu prenosivog racunara koji je povezan sa
Rotor-Gene Q MDx instrumentom.

3. Pokrenite instalaciju tako sto ¢ete dva puta kliknuti na datoteku:
therascreen KRAS Assay Package 3.1.l.exe

ILI
therascreen KRAS Assay_ Package 1.0.12.exe.
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4. Pojavice se ¢arobnjak za postavku. Kliknite , Next* (Dalje) da nastavite
(Slika 39).

r ——
_@ Setup - Rotor-Gene ) therascreen KRAS CE Assay Package = _gg

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

This will install RiotorGent O therascresn KRAS CE Aasay
Pacicage 303 on your compuier

& is recommendsed that you close ol olher spplcations before
continuing

Chek Mext b contrue, or Cancel 1o et Setup

Slika 39. Okvir za dijalog ,Setup” (Postavka). 1 = dugme ,Next* (Dalje).

5. Proditajte Ugovor o licenciranju u polju za dijalog ,,License Agreement*
I prihvatite ugovor tako sto ¢ete oznaciti polje ,,| accept the agreement”
(Prihvatam ugovor). Kliknite na dugme , Next* (Dalje) da nastavite
(Slika 40).

{5 Setup - Rotor-Gene € therascreen KRAS CE Assay Package E=a

Plass read the following mponant information bafore continung

Please read the following Licenss Agreement. You must acoept the lems of ths
agreement before contirung with the installation

|Lcence Qe -

! In the falerwing “Chagen” refiers 1o Giagen GmbH and s sfikstad companiss and
| Softwore” méans the pmgrams and dala suppled on this physical medium g, C0-
IROINE) o crver th Inberrast veith thess condbiors. (F you are urees of ary aspect of
!‘:uage\:frm'.'. o have any questions they should be emaled to
ppotBgagen.com ) The Software and any accompamnying documantation have
deveinpad enbrefy &l privals sqends n'\q'mdei'mmda'\-dkcr:-cdm
F’mﬁmﬂcmwwﬁwn'

12. Livence: T

Ialmpen-emmﬂ : 1

| o et axoospt tres Bgresment
e 2

ke 4

Slika 40. Okvir za dijalog , License Agreement“ (Ugovor o licenciranju). 1 =l accept
the agreement” (Prihvatam ugovor); 2 = ,Next" (Dalje).
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6. Postavka matrice ¢e zapoceti automatski i pojaviée se konacni okvir
za dijalog , Setup” (Postavka). Kliknite na dugme , Finish* (ZavrSetak)
da izadete iz €arobnjaka za postavku (Slika 41).

f@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package =101 ]

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

Setup has finished instaling 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.

Slika 41. ZavrSetak rada sa ¢arobnjakom za postavku.

7. Ponovo pokrenite racunar. Automatski ¢e se stvoriti precice ka
“therascreen KRAS QC Locked Template” i “therascreen KRAS
Locked Template” matricama koje ¢e se pojaviti na radnoj povrsini.

|
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Informacije za narucivanje

Proizvod Sadrzaj Kat. br.
therascreen KRAS Za 24 reakcije: 1 kontrolna analiza, 874011
RGQ PCR Kit (24) 7 analiza mutacije, pozitivna kontrola,

voda, Tagq DNK polimeraza
therascreen KRAS Paket softverskog protokola za 9023675
Assay Package CD upotrebu sa therascreen KRAS RGQ
(version 3.1.1) PCR kompletom i QIAGEN Rotor-

Gene Q 5plex HRM ili MDx
instrumentom sa rotorom od
72 bunarcica

Rotor-Gene Q i dodatna oprema

Rotor-Gene Q MDx PCR ciklusni uredaj u realnom 9002032
vremenu i analizator topljenja visoke
rezolucije sa 5 kanala (zeleni, Zuti,
narandzasti, crveni, jarko crven) plus
HRM kanal, laptop racunar, softver,
dodatni pribor, garancija od godinu
dana za delove i rad, instalacija i
obuka nisu ukljuceni

Rotor-Gene Q MDx PCR ciklusni uredaj u realnom 9002033
vremenu i analizator topljenja visoke
rezolucije sa 5 kanala (zeleni, zuti,
narandzasti, crveni, jarko crven) plus
HRM kanal, laptop racunar, softver,
dodatni pribor, garancija od godinu
dana za delove i rad, instalacija i

obuka
Loading Block Aluminijumski stalak za epruvete za 9018901
72 x 0.1 ml Tubes rucnu postavku reakcije sa pipetom

od jednog kanala u epruvetama od

72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 traka sa po Cetiri epruvete 981103
0.1 ml (250) | poklopaca za 1000 reakcija
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 traka sa po Cetiri epruvete 981106
0.1 ml (2500) | poklopaca za 10.000 reakcija
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.

QIAamp DNK FFPE Tissue komplet — za purifikaciju
genomske DNK iz tkiva ukalupljenog u parafin

QlAamp DNA FFPE Za 50 DNK priprema: QIAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® cevdice, Proteinaza K,
Puferi i epruvete za prikupljanje (2 ml)

Najnovije informacije o licenciranju i odricanjima od odgovornosti specificnim
za proizvod potrazite u odgovaraju¢em priruéniku za QIAGEN komplet ili
korisniCkom priru¢niku. Priru€nici za QIAGEN komplet i korisni€ki priru¢nici
su dostupni na veb-adresi www.qgiagen.com ili mozete da ih zatrazite od
tehnickog servisa QIAGEN ili vaseg lokalnog distributera.

Istorija revizija

Istorija revizija dokumenta

R4 Dodatak ovlaséenog predstavnika (naslovna strana).
01/2019 AZuriran odeljak ,Simboli“.
AZurirana matrica.
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Registrovani zigovi: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN grupa);
ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Registrovani nazivi, robne marke itd., koji se koriste u ovom dokumentu, ¢ak iako nisu posebno naznaceni kao takvi, zasti¢eni su zakonom.
Nije za upotrebu sa uzorcima stolice.

Nije za upotrebu sa uzorcima urina.

Nije za upotrebu sa ekstracelularnom nukleinskom kiselinom iz uzorka krvi.

Nije za upotrebu sa bezéelijskim uzorcima kostane srZi.

Nije za upotrebu sa uzorcima pljuvacke.

KUPOVINOM OVOG PROIZVODA KUPAC IMA PRAVO PREMA ODREDENIM ROCHE PATENTIMA DA GA KORISTI SAMO ZA PRUZANJE
HUMANIH IN VITRO DIJAGNOSTICKIH USLUGA. OVOM SE KUPOVINOM NE GARANTUJE NIKAKVA OPSTA LICENCA ZA PATENT NITI
BILO KOJA DRUGA LICENCA OSIM OVOG POSEBNOG PRAVA ZA UPOTREBU.

Sporazum o ograni¢enoj licenci za komplet therascreen KRAS RGQ PCR
Kori$¢enje ovog proizvoda oznacava da je kupac ili korisnik ovog proizvoda saglasan sa sledeéim uslovima:

1. Ovaj proizvod sme da se koristi samo u skladu sa protokolima navedenim uz proizvod i u ovom uputstvu i samo sa komponentama koje se
nalaze u kompletu. QIAGEN ne odobrava licencu u okviru svoje intelektualne svojine za kori$éenje ili kombinovanje isporu¢enih komponenti
sa komponentama koje nisu deo ovog kompleta, osim kao Sto je opisano u protokolima navedenim uz proizvod, u ovom uputstvu i dodatnim
protokolima dostupnim na adresi www.giagen.com. Neke od ovih dodatnih protokola su obezbedili korisnici QIAGEN proizvoda za korisnike
QIAGEN proizvoda. Kompanija QIAGEN nije detaljno testirala niti optimizovala te protokole. QIAGEN ne daje garancije za njih niti tvrdi da oni
ne krSe prava nezavisnih proizvodaca.

Osim izri¢ito navedenih licenci, QIAGEN ne garantuje da ovaj komplet i/ili njegovo kori§¢enje ne krSe prava nezavisnih proizvodaca.
Ovaj komplet i njegove komponente su licencirani za jednokratnu upotrebu i ne smeju da se ponovo koriste, doraduju ili ponovo prodaju.

Kompanija QIAGEN posebno se odri¢e svih drugih licenci, izri€itih ili impliciranih, osim onih izri¢ito navedenih.

o > w0 DN

Kupac i korisnik ovog kompleta saglasni su da nec¢e preduzeti i da neée drugim licima dozvoliti da preduzmu korake koji bi mogli da
prouzrokuju ili omoguce bilo koje postupke zabranjene u prethodnom tekstu. QIAGEN moze da primeni zabrane ovog Ugovora o ograni¢enoj
licenci na bilo kom sudu i povrati¢e sve svoje istrazne i sudske troskove, ukljuéujuéi advokatske troSkove, koji su u vezi sa primenom ovog
Ugovor o ograni¢enoj licenci ili prava na intelektualnu svojinu koja se odnose na komplet i/ili njegove komponente.

Da biste videli azurirane uslove licenciranja, posetite www.giagen.com.

HB-1861-004 1116068 01-2019 © 2019 QIAGEN, sva prava zadrZana.
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