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QIAGEN Sample and Assay Technologies

Firma QIAGEN jest czotowym dostawcg innowacyjnych technologii postgpowania
z probkami i wykonywania oznaczen, ktére umozliwiajg izolacje i detekcje zawartosci
dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane produkty i ustugi o wysokiej jakosci

zapewniajg sukces na kazdym etapie — od pobrania prébki do otrzymania wyniku.
Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

® procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
® oznaczeniach kwasow nukleinowych i biatek;

® badaniach microRNA oraz RNA;;
® automatyzacji technologii postepowania z probkami i wykonywania oznaczen.

Nasza misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukceséw i przetomowych

wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie www.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw therascreen® KRAS RGQ PCR Kit to jakosciowe oznaczenie real-time PCR
przeznaczone do wykrywania 7 mutacji somatycznych w kodonach 12 i 13 ludzkiego
onkogenu KRAS przy uzyciu aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Zestaw jest
przeznaczony do testowania probek DNA wyizolowanego z utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) probek tkankowych raka
jelita grubego (colorectal cancer, CRC) lub prébek niedrobnokomoérkowego raka ptuca
(NDRP) pobranych podczas resekgciji chirurgicznych, biopsji gruboigtowych (BAG) lub biopsji
aspiracyjnych cienkoigtowych (BAC).

Mutacje somatyczne genu KRAS to potencjalne predykcyjne biomarkery opornosci na
terapie ukierunkowane na ludzki receptor czynnika wzrostu naskoérka (epidermal growth
factor receptor, EGFR), takie jak terapie z wykorzystaniem przeciwciat panitumumab
i cetuksymab stosowane w leczeniu chorych na CRC. Mutacje somatyczne genu KRAS
moga by¢ réwniez wskazywane jako potencjalne predykcyjne biomarkery wspomagajgce

pojmowanie decyzji dotyczgcych leczenia chorych na NDRP przy uzyciu okreslonych terapii.

Przy podejmowaniu decyzji dotyczacej leczenia pod uwage brany jest status mutacji oraz
inne czynniki zwigzane z chorobg. Zadnej decyzji dotyczacej leczenia pacjentéw chorych na

raka nie nalezy opiera¢ wytgcznie o status mutacji genu KRAS.

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit nie jest przeznaczony do ustalania rozpoznania
CRC, NDRP ani innych choréb.
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Podsumowanie i objasnienie

Mutacje w onkogenie KRAS sg czesto spotykane w rakach ludzkich (1-4). W zestawie
therascreen KRAS RGQ PCR Kit wykorzystywane sg technologie Scorpions® i ARMS® (uktad,
w ktérym amplifikacja zachodzi tylko, jesli w probce obecny jest allel z dang mutacjg, tzw. ukfad
Allele Refractory Mutation System) (5, 6), dzieki czemu umozliwia on wykrywanie 7 mutaciji
w kodonach 12 i 13 onkogenu KRAS wobec tta genomowego DNA typu dzikiego (Tabela 1).
Informacje uzyskane z bazy danych COSMIC (2015 r., wer. 72) wskazuja, ze 7 mutagcji
wykrywanych przez zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit stanowi >95% wszystkich mutacji
genu KRAS obserwowanych u pacjentéw z CRC oraz >88% wszystkich mutacji obserwowanych
u pacjentéw z NDRP (7).

Tabela 1. Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC

Mutacja Zmiana zasady Nr identyfikacyjny COSMIC*
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

* Numery identyfikacyjne COSMIC pochodzg z Katalogu mutacji somatycznych w nowotworach (7)
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Ten wysoce swoisty i wysoce czuty test umozliwia wykrywanie niewielkiego odsetka

zmutowanego DNA wobec tta genomowego DNA typu dzikiego. Jesli w probce znajduje sie

wystarczajgca liczba kopii DNA, test umozliwia wykrycie nawet 0,8% zmutowanego DNA

wobec tta genomowego DNA typu dzikiego (informacje o granicy wykrywalnos$ci dla kazde;j

mutacji przedstawiono w czesci ,Parametry skutecznosci’, strona 54).

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest uzywany w procedurze, w ktérej wykonywana
jest reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction, PCR). Zalety tego zestawu
to wysoka swoisto$¢ wobec sekwencji docelowej oraz szybkos¢ i wydajnos¢ oznaczenia
przy jednoczesnym braku subiektywnej oceny wynikow.
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Zasada procedury

W zestawie therascreen KRAS RGQ PCR Kit do wykrywania mutacji podczas testu
real-time PCR wykorzystywane sg dwie technologie — ARMS i Scorpions.

Mieszaniny reakcyjne swoiste wzgledem mutacji

Kazda mieszanina reakcyjna zawiera starter ARMS swoisty wzgledem mutacji
przeznaczony do selektywnej amplifikacji zmutowanego DNA oraz starter Scorpions

przeznaczony do wykrywania produktu amplifikacji.

ARMS

Amplifikacja allelospecyficzna jest wykonywana metodg ARMS, w ktérej wykorzystywana
jest zdolnos$¢ polimerazy DNA Taq do rozréznienia dopasowanej i niedopasowanej zasady
przy koncu 3' startera PCR. Kiedy starter jest w petni dopasowany, amplifikacja zachodzi
z petng wydajnoscig. Kiedy zasada przy koncu 3' nie jest dopasowana, moze zaj$¢ jedynie
staba amplifikacja tta. Okreslone zmutowane sekwencje mogg by¢ zatem selektywnie

amplifikowane nawet w probkach, w ktérych wiekszo$¢ materiatu DNA nie zawiera mutacji.

Scorpions

Amplifikacja jest wykrywana z wykorzystaniem technologii Scorpions. Scorpions to
dwufunkcyjne czgsteczki zawierajgce starter PCR kowalencyjnie zwigzany z sondg. Sonda
zawiera fluorofor, karboksyfluoresceine (FAM™), oraz wygaszacz. Wygaszacz wygasza
fluorescencje fluoroforu. Kiedy sonda wigze sie z amplikonem ARMS podczas reakcji PCR,
fluorofor i wygaszacz zostajg rozdzielone, co prowadzi do zwiekszenia wykrywanego

sygnatu fluorescencyjnego.
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Uktad zestawu
Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit zawiera 8 oznaczen:

® 1 oznaczenie kontrolne (kontrolna mieszanina reakcyjna [CTRL]);
® 7 oznaczen mutacji (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP).

Mieszaniny reakcyjne sg podwdjne, co oznacza, ze zawierajg odczynniki wyznakowane
barwnikiem FAM przeznaczone do wykrywania sekwencji docelowych oraz kontrole
wewnetrzng wyznakowang barwnikiem HEX™. Mieszaniny reakcyjne i odczynniki
przeznaczone do kontroli pozytywnej zawierajg bufor Tris EDTA, a w sktad kontroli
pozytywnej wchodzi nosnik poli(A) RNA.

Oznaczenia

W ramach zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit wykonywana jest dwuetapowa
procedura. Pierwszy etap to wykonanie oznaczenia kontrolnego w celu oceny catkowitej
ilosci amplifikowalnego DNA genu KRAS w prébce. Drugi etap to wykonanie oznaczen

mutacji i oznaczenia kontrolnego w celu okreslenia obecnosci lub braku zmutowanego DNA.

Reakcja kontrolna

Mieszanina CTRL zawiera starter Scorpions oraz niewyznakowany starter przeznaczone do
amplifikacji krétkiej sekwencji eksonu 4 genu KRAS. Reakcja kontrolna stuzy do okreslenia,
czy w probce obecny jest odpowiedni poziom DNA, ktéry moze ulec amplifikacji, oraz jest
czynnikiem wykorzystywanym do okre$lenia statusu mutacji podczas obliczen
analitycznych.

Oznaczenie kontrolne

Oznaczenie kontrolne, wyznakowane barwnikiem FAM, stuzy do oceny catkowitej ilosci
amplifikowalnego DNA genu KRAS w préobce. Podczas oznaczenia kontrolnego zachodzi
amplifikacja regionu eksonu4 genu KRAS. Startery oraz sonda Scorpion zostaly
zaprojektowane tak, aby amplifikacja zachodzita niezaleznie od wszystkich znanych
polimorfizmow genu KRAS.
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Oznaczenia mutac;ji

Kazde oznaczenie mutacji zawiera sonde Scorpion wyznakowang barwnikiem FAM i starter

ARMS do odréznienia DNA typu dzikiego od okreslonego zmutowanego DNA.

Kontrole

Uwaga: Wszystkie reakcje eksperymentalne muszg zawiera¢ kontrole pozytywne i negatywne.

Kontrola wewnetrzna

Kazda mieszanina reakcyjna oprocz odczynnikéw przeznaczonych do reakcji wykrywajgcej
sekwencje docelowg zawiera rowniez kontrole wewnetrzng. Niepowodzenie tej reakcji wskazuje
na potencjalng obecnos¢ inhibitoréw, kidre mogg prowadzi¢ do otrzymania niedokladnego
wyniku, lub na btad popetniony przez operatora podczas przygotowywania reakcji dla tej
probdwki. Jesli niepowodzenie reakcji kontroli wewnetrznej jest spowodowane inhibicjg reakgji
PCR, wplyw inhibitoréw mozna zmniejszy¢, rozciefnczajgc probke. Nalezy jednak pamieta¢ o tym,
ze docelowa sekwencja DNA rdéwniez zostanie rozcienczona. Zestaw zawiera wode
przeznaczong do rozcienczania probek (DIL). Probki nalezy rozcienczaé, uzywajac wody

przeznaczonej do rozcienczania prébek (DIL).

Kontrola pozytywna

W kazdej reakcji nalezy uwzglednic kontrole pozytywng w probdwkach 1-5. Zestaw therascreen
KRAS RGQ PCR Kit zawiera kontrole pozytywng (positive control, PC) wzgledem genu KRAS,
ktéra petni role matrycy w reakcji kontroli pozytywnej. Wyniki kontroli pozytywnej podlegajg

ocenie w celu upewnienia sie, ze zestaw spetnia okreslone kryteria akceptacii.

Kontrola negatywna

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole negatywna (,No Template Control” — kontrola bez
matrycy) w probdwkach 9-13. Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit zawiera wode do
stosowania jako NTC (NTC) przeznaczong do uzytku jako ,matryca” do kontroli bez matrycy.
Kontrola bez matrycy stuzy do oceny reakcji pod katem obecnosci zanieczyszczen, ktére mogty
zostaé wprowadzone podczas przygotowywania reakcji, oraz do oceny wydajnosci reakcji

kontroli wewnetrznej.
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Ocena probek

Kontrolna mieszanina reakcyjna (CTRL) dostarczana w zestawie therascreen KRAS RGQ
PCR Kit stuzy do oceny catkowitej ilosci amplifikowalnego DNA genu KRAS w prébce.
Podczas oznaczenia kontrolnego zachodzi amplifikacja regionu eksonu 4 genu KRAS.
Podczas przygotowywania probek, w ktérych wykonywane jest wytgcznie oznaczenie
kontrolne, zalecane jest stosowanie odczynnika do kontroli pozytywnej KRAS (PC) jako
kontroli pozytywnej oraz wody do stosowania jako NTC jako kontroli bez matrycy.

Platforma i oprogramowanie

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Oprogramowanie Rotor-Gene Q i pakiet
oznaczen therascreen KRAS Assay Package sg dostepne do pobrania ze strony
internetowej lub sg dostarczane oddzielnie na ptycie CD.

Aparaty Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM muszg by¢ konserwowane zgodnie z wymogami
przedstawionymi w instrukcjach obstugi aparatéw. Informacje dotyczgce aparatu
przedstawiono w instrukcji obstugi danego aparatu.

Instrukcje instalacji zawiera czesé Zatgcznik 2: Instalacja pakietu oznaczeh therascreen
KRAS Assay Package.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)
Nr katalogowy 874011
Liczba przygotowan Oznaczenie probowki 24
Kolor Oznaczenie Objetosc
Czerwony Kontrolna mieszanina 1 CTRL 2x 600 pl
reakcyjna
" Mieszanina reakcyjna do
Fleldiciy wykrywania mutacji 12ALA 2 2 el
. Mieszanina reakcyjna do
Pomaranczowy wykrywania mutacji 12ASP 3 12ASP 600 pl
.- Mieszanina reakcyjna do
ey wykrywania mutacji 12ARG & 12NE gl
’ Mieszanina reakcyjna do
Zielony wykrywania mutacji 12CYS 5 12CYs 600 i
5 . Mieszanina reakcyjna do
ey wykrywania mutacji 12SER g (22ER et
Mieszanina reakcyjna do
Szary wykrywania mutacji 12VAL 7 12VAL 600 pl
NP, Mieszanina reakcyjna do
Niebieski wykrywania mutacji 13ASP 8 13ASP 600 pl
Bezowy Kontrola pozytywna KRAS 9 PC 250 pl
Mietowy Polimeraza DNA Taq Taq 80 pl
Biaty Woda do stosowania jako NTC NTC 1,9 ml
Biaty Woda do rozcienczania probek DIL 1,9 ml

therascreen KRAS RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi (w jezyku angielskim) 1
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS)

uzyskanymi od producentéw poszczegolnych produktow.

Odczynniki

e QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 56404; patrz cze$¢ Izolacja DNA)
® Ksylen

e Etanol (96-100%)*

Materiaty eksploatacyjne

e Sterylne koncowki do pipet z filtrami (zalecamy stosowanie kohcéwek do pipet
z barierami aerozolowymi, aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego)

e Sterylne probowki mikrowiréwkowe do przygotowania mieszanin Master Mix

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps, do stosowania w rotorze 72-Well Rotor (nr kat. 981103 lub
981106)

Wyposazenie
® Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z kanatami fluorescencyjnymi dla Cycling Green
i Cycling Yellow (wykrywanie odpowiednio barwnika FAM i barwnika HEX)

® Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3 z zainstalowanym pakietem oznaczen
KRAS Assay Package (wersja 3.1.1) do zautomatyzowanego wykrywania mutacji (patrz

czes¢ Zatgeznik 2: Instalacja pakietu oznaczenh therascreen KRAS Assay Package).

* Nie uzywac¢ alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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Uwaga: Oprogramowania Rotor-Gene Q mozna uzywac¢ bez pakietu oznaczen KRAS
Assay Package do recznego wykrywania mutacji. Patrz cze$¢ Zatacznik 1: therascreen
KRAS RGQ PCR Kit — Protokét reczny.

® Termomikser*, podgrzewany inkubator z orbitalnym wytrzgsaniem, blok grzewczy lub

faznia wodna umozliwiajgcy(-a) inkubacje w temperaturze 56°C i 90°C
e Wirowka laboratoryjnat z rotorem dla probéwek o pojemnosci 1,5 ml
o Wytrzgsarka laboratoryjnat
® Pipety (z regulacja) przeznaczone do przygotowania probekt

® Pipety (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania mieszaniny Master Mix do reakgc;ji
PCR*

® Pipety (z regulacjg) przeznaczone do dozowania matrycy DNA*

* Upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
1 Nie uzywac alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch

laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych

informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety data sheet,

SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem

www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac¢, wyswietla¢ i drukowaé karty

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikéw zestawow firmy QIAGEN.

Ogodlne srodki ostroznosci

Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na nastepujgce kwestie:

Nalezy przechowywa¢ materialy pozytywne (probki materiatéw i kontrole pozytywne)
i przeprowadzac ich izolacje oddzielnie od innych odczynnikéw, a takze dodawac je do

mieszaniny reakcyjnej w osobnym miejscu.

Nalezy zachowac¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu reakcji PCR
syntetycznym materiatem kontrolnym. Zaleca sie uzywanie osobnych pipet do
przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matrycy DNA. Przygotowywanie
i rozdzielanie mieszanin reakcyjnych nalezy wykonywaé w obszarze oddzielonym od
obszaru, w ktérym dodawana jest matryca. Nie otwieraé probdwek aparatu Rotor-
Gene Q po zakonczeniu reakcji PCR. Nalezy przestrzegac tego zalecenia, aby zapobiec
zanieczyszczeniu laboratorium produktami powstatymi w wyniku reakcji PCR.
Odczynniki przeznaczone do stosowania z zestawem therascreen KRAS RGQ PCR Kit
zostaty optymalnie rozcienczone. Dalsze rozcienczanie odczynnikéw nie jest zalecane, gdyz
moze doprowadzi¢ do utraty skutecznosci. Stosowanie objetosci reakcyjnych mniejszych niz
25yl nie jest zalecane, poniewaz zwieksza ryzyko otrzymania wynikow fatszywie
negatywnych.

14
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® Wszystkie odczynniki zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit zostaty opracowane
w taki sposdb, aby zapewni¢ optymalng skutecznos¢. Wszystkie odczynniki dostarczone
w zestawie sg przeznaczone wylgcznie do stosowania z odczynnikami z tego samego
zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Aby utrzymac¢ optymalng skutecznosé
zestawu, nie nalezy zamienia¢ odczynnikow.

® Nalezy uzywac¢ wylgcznie polimerazy DNA Taq (Taq) dostarczonej w zestawie. Nie
nalezy zastepowac jej polimerazg DNA Taq z innych zestawow lub polimerazg DNA Taq
innego producenta.
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Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest transportowany na suchym lodzie. Jesli
ktorykolwiek sktadnik zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit nie jest zamrozony w chwili
odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie
zawiera listy zawartosci opakowania, instrukcji obstugi lub odczynnikdéw, nalezy
skontaktowa¢ sie z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub lokalnym
dystrybutorem (informacje znajdujg sie na tylnej stronie okftadki lub pod adresem

www.giagen.com).

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit nalezy go umiescic¢
w temperaturze od -30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed
Swiattem. Sondy Scorpions, jak wszystkie czgsteczki wyznakowane fluorescencyjnie, nalezy

chroni¢ przed $wiattem, aby unikng¢ fotowybielenia czasteczek i utraty skutecznosci.

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit zachowuje stabilnos¢ do podanego terminu
waznosci, jedli jest przechowywany w zalecanych warunkach przechowywania. Nalezy
unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania. Nie przekracza¢ maksymalnej liczby 6 cykli

zamrazania i rozmrazania.
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Pobieranie probek, przygotowywanie ich do
analizy | przechowywanie

Uwaga: Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

Materiatem probki musi by¢ ludzkie genomowe DNA wyizolowane z tkanki FFPE. W celu
zapewnienia odpowiedniej jakosci prébek nalezy je transportowaé zgodnie ze

standardowymi metodami stosowanymi w patologii.

Prébki tkanki nowotworowej sg heterogenne, a dane uzyskane dla jednej probki nowotworu
moga nie odpowiada¢ danym uzyskanym dla innych skrawkéw tego samego nowotworu.
Prébki tkanki nowotworowej mogag zawieraé rowniez tkanke nienowotworowg. Mutacje
wykrywane przez zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit nie powinny by¢ obecne w DNA

wyizolowanym z tkanek nienowotworowych.

Przygotowanie probek tkankowych

Uwaga: Uzywac suchych skalpeli. Nie wykonywac¢ tego etapu w komorze z przeptywem

laminarnym lub pod wyciggiem.

® Zeskroba¢ tkanke nowotworowg ze skrawkéw do oznaczonych probowek

mikrowirdwkowych, uzywajgc nowego skalpela dla kazdej probki.

Przygotowanie probek tkankowych do izolacji DNA (CRC)

® Stosujgc standardowe materiaty i metody, utrwali¢ probke tkankowg w 10-procentowym
roztworze obojetnej zbuforowanej formaliny (neutral buffered formalin, NBF), a nastepnie
zatopic¢ probke tkankowg w parafinie. Uzywajgc mikrotomu, wycig¢ z bloku parafinowego

seryjne skrawki o grubosci 5 um i przeniesc je na szklane szkietka.
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Przeszkolona osoba (np. patolog) musi przeprowadzi¢ ocene skrawka wybarwionego
hematoksyling i eozyng (H&E) pod katem ilosci tkanki nowotworowej i powierzchni
zajmowanej przez te tkanke. Oznaczy¢ wybarwione szkietko, aby oddzieli¢ tkanke
nowotworowg od tkanki prawidtowej. Uzy¢ seryjnych skrawkow do izolacji DNA.
Skrawki o ilosci tkanki nowotworowej >20%, okreslonej na podstawie powierzchni,
nalezy podda¢ obrébce bez makrodysekcji (patrz ponizej).

W przypadku skrawkoéw o ilosci tkanki nowotworowej <20%, okreslonej na podstawie
powierzchni, nalezy wykona¢ makrodysekcje co najmniej jednego skrawka. Odrzucic¢
tkanke nienowotworows.

W przypadku skrawkéw o powierzchni <4 mm? nalezy poddac obrébce co najmniej 2 skrawki,

aby zwiekszy¢ catkowitg powierzchnie tkanki nowotworowej do co najmniej 4 mm? (dotyczy
probek poddanych i niepoddanych makrodysekciji). Odrzuci¢ tkanke nienowotworowa.

Zeskroba¢ nadmiar parafiny z tkanki, uzywajac nowego, sterylnego skalpela.

Przygotowanie prébek tkankowych do izolacji DNA (NDRP)

Stosujgc standardowe materialy i metody, utrwali¢ probke tkankowa w 10-procentowym
roztworze NBF, a nastepnie zatopi¢ prébke tkankowg w parafinie. Uzywajgc mikrotomu,
wycigé z bloku parafinowego seryjne skrawki o grubosci 5 pm i przenies¢ je na szklane

szkietka.

Przeszkolona osoba (np. patolog) musi przeprowadzi¢ ocene skrawka wybarwionego H&E

pod kagtem obecnosci tkanki nowotworowej. Uzy¢ seryjnych skrawkéw do izolacji DNA.

Zeskroba¢ nadmiar parafiny z tkanki, uzywajgc nowego, sterylnego skalpela.

Przechowywanie

Bloczki FFPE i szkietka nalezy przechowywa¢ w temperaturze pokojowej. Szkietka mozna

przechowywac¢ w temperaturze otoczenia przez maksymalnie 4 tygodnie przed izolacjg DNA.

Przed uzyciem genomowego DNA mozna je przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C przez

1 tydzien po izolacji, a nastepnie w temperaturze od —25 do —15°C przez maksymalnie 8 tygodni.

18
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Procedura

Izolacja DNA

Parametry skutecznosci zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit wyznaczono przy uzyciu

DNA wyizolowanego za pomocg zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 56404).

W przypadku korzystania z zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit izolacje DNA nalezy

wykonywa¢ zgodnie z instrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu,

uwzgledniajgc opisane ponizej kwestie.

Izolacja DNA (probki CRC)

Nalezy wykonywa¢ wytgcznie reczng procedure zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
Nie wykonywaé kroku dotyczgcego RNazy opisanego w dokumencie QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Nie nalezy uzywac roztworu do odparafinowania firmy QIAGEN. W celu odparafinowania
nalezy stosowaé wylgcznie metode z wykorzystaniem ksylenu/etanolu opisang
w dokumencie QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Trawienie proteinazg K (krok 11 w dokumencie QlAamp DNA FFPE Tissue Kit —
Instrukcja obstugi) nalezy wykonywac przez 1 godzine.

Prébki nalezy eluowa¢ w 200 pl buforu do elucji (Buffer ATE) z zestawu QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit.
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Izolacja DNA (prébki NDRP)

Do izolacji uzywac¢ 2 skrawkéw o grubosci 5 pm.
Nalezy wykonywaé wytgcznie reczng procedure zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Nie wykonywa¢ kroku dotyczacego RNazy opisanego w dokumencie QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Nie nalezy uzywaé roztworu do odparafinowania firmy QIAGEN dostarczonego
w zestawie QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. W celu odparafinowania nalezy stosowaé
wylgcznie metode z wykorzystaniem ksylenu/etanolu opisang w dokumencie
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Trawienie proteinazg K (krok 11 w dokumencie QlAamp DNA FFPE Tissue Kit —

Instrukcja obstugi) nalezy wykonywac przez 1 godzine.

Dodac¢ 60 pl buforu do elucji (ATE) z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit i inkubowac¢

przez 2,5 minuty w temperaturze pokojowe;j.
Wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 1 minute.

Dodac kolejne 60 pl buforu do elucji (ATE) z zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

i inkubowac przez 2,5 minuty w temperaturze pokojowe;j.

Wirowac¢ przy maksymalnej szybkosci przez 1 minute.

20
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Protokét: Ocena prébek DNA

Ten protokét stuzy do oceny catkowitej ilosci amplifikowalnego DNA w probkach przy uzyciu

zablokowanego szablonu do oceny prébek KRAS CE (pakiet oznaczen) przeznaczonego do

zautomatyzowanej oceny probek.

Uwaga: W celu recznej oceny prébek nalezy zapozna¢ sie z czescig Zatgcznik 1:
therascreen KRAS RGQ PCR Kit — Protokét reczny.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przy uzyciu dostepnej mieszaniny CTRL mozna oceni¢ maksymalnie 24 prébeki.

Przed rozpoczeciem testu oceni¢ DNA za pomocg mieszaniny CTRL.

Uwaga: Wazne jest, aby do tej oceny uzywaé mieszaniny CTRL w opisany ponizej
sposdb. Nie nalezy dokonywac oceny spektrofotometrycznie ani za pomocg innych

metod. Silnie zdegradowane DNA moze nie ulec amplifikacji, nawet jesli startery
generujg krétkie fragmenty DNA.

W celu optymalnego wykorzystania odczynnikow zestawu therascreen KRAS RGQ PCR
Kit prébki DNA nalezy testowac¢ w partiach zawierajgcych maksymalng liczbe prébek,
ktére mozna zbada¢. Testowanie pojedynczych probek lub mniejszej liczby probek
powoduje zuzycie wigkszej ilosci odczynnikdw i zmniejszenie fgcznej liczby probek, ktore
moga zosta¢ zbadane za pomoca jednego zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nalezy upewni¢ sie,
ze zainstalowano oprogramowanie z pakietem oznaczenh therascreen KRAS Assay
Package odpowiednie do wersji oprogramowania Rotor-Gene Q (patrz cze$¢ Zatgcznik

2: Instalacja pakietu oznaczen therascreen KRAS Assay Package).
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Procedura

1. Pozostawi¢ kontrolng mieszanine reakcyjng (probéwka CTRL), wolng od nukleaz wode
do stosowania jako kontrola bez matrycy (NTC) i kontrole pozytywng KRAS (PC)
w temperaturze pokojowej (15-30°C) na co najmniej 1 godzine w celu catkowitego

rozmrozenia.

Uwaga: Polimeraze DNA Taq (Taq) nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j
(15-30°C) w tym samym czasie, co pozostate odczynniki (patrz cze$¢ Przechowywanie
i sposob postepowania z odczynnikami). Krétko odwirowac probowke, aby zebra¢ enzym
na dnie probdéwki.

Informacje dotyczgce okresdw rozmrazania odczynnikéw, przygotowywania reakcji PCR
i przechowywania przed rozpoczeciem reakcji PCR zawiera Tabela 2.

Uwaga: Reakcje PCR nalezy przygotowywac¢ w temperaturze pokojowe;j.

Tabela 2. Okresy rozmrazania i przygotowywania reakcji PCR oraz temperatury przechowywania

Okres rozmrazania Temperatura przechowywania* Maksymalny okres przygotowywania
po przygotowaniu reakcji PCR reakcji PCR i przechowywania
Minimum Maksimum
1 godz. 4,5 godz. Temperatura pokojowa (15-30°C) 7 godz.
1 godz. 4,5 godz. 2-8°C 18 godz.

* Przechowywanie odnosi sie do okresu od ukonczenia przygotowywania reakcji PCR do rozpoczecia reakcji PCR
w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Wymiesza¢ rozmrozone odczynniki, odwracajgc kazdg probdwke 10 razy, aby unikngé
lokalnego gromadzenia sie soli, a nastepnie krétko odwirowac, aby zebra¢ zawartos¢
probowki na dnie.

Uwaga: Nie wytrzgsac¢ polimerazy DNA Taqg (Taq) ani zadnej mieszaniny zawierajgcej
polimeraze Taq, gdyz moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.

3. Przygotowaé¢ wystarczajgcg objeto$¢é mieszanin Master Mix (kontrolna mieszanina
reakcyjna [CTRL] i polimeraza DNA Taq [Taq]) zgodnie z objetosciami podanymi
w Tabeli 3 dla:

® wszystkich probek DNA;
® 1 reakgji kontroli pozytywnej KRAS (PC);
® 1 reakcji wody wolnej od nukleaz do kontroli bez matrycy (NTC);
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® 1 dodatkowej probki w celu zapewnienia wystarczajgcej nadwyzki objetosci do
przygotowania reakcji PCR.
Mieszanina Master Mix zawiera wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR oprocz
prébki.

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny Master Mix do oznaczenia kontrolnego

Skiadnik Objetosc
Kontrolna mieszanina reakcyjna (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Polimeraza DNA Taq (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Catkowita objetos¢ 20 pl/reakcje

* n = liczba reakcji (probki i kontrole).

Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR, nalezy
przygotowac objeto$¢ mieszaniny Master Mix uwzgledniajgc jedng dodatkowg prébke (n + 1).
Warto$¢ n nie powinna by¢ wieksza od 24 (plus kontrole), gdyz w jednej reakcji mozna
testowa¢ maksymalnie 24 prébeki.
Uwaga: Podczas przygotowywania mieszaniny Master Mix do odpowiedniej probowki
nalezy najpierw doda¢ odpowiednig objetos¢ kontrolnej mieszaniny reakcyjnej (CTRL),
a dopiero potem polimeraze DNA Taq (Taq).
Uwaga: Odmierzy¢ polimeraze DNA Taq za pomocg pipety, ostroznie umieszczajgc
koncéwke pipety tuz pod powierzchnig cieczy, aby unikng¢ pokrycia zewnetrznej
powierzchni koncowki nadmiarem enzymu.

4. Umiesci¢ odpowiednig liczbe probéwek w paskach po 4 probowki PCR (kazdy pasek

zawiera 4 probowki) w bloku tadowania zgodnie z uktadem, ktéry przedstawia Tabela 4.

Nie zamykac¢ probéwek.

Uwaga: Zatyczki nalezy przechowywaé w plastikowym pojemniku do momentu, gdy

bedg potrzebne.
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Tabela 4. Uktad reakcji w bloku fadowania do oceny prébek DNA

Oznaczenie

Kontrola 1 (PC) 9 17 25 - - = - -
Kontrola 2 (NTC) 10 18 26 - - - - —
Kontrola 3 11 19 - - - - - _
Kontrola 4 12 20 - - - - - —
Kontrola 5 13 21 - - - - - -
Kontrola 6 14 22 - - - - — —
Kontrola 7 15 23 - - = - — —
Kontrola 8 16 24 - - - - — —

* Liczby oznaczaja pozycje w bloku tadowania i wskazujg koncowg pozycje w rotorze.

5. Nastawi¢ pipete na objetos¢ nizszg niz catkowita objeto$¢ mieszaniny Master Mix
i doktadnie wymiesza¢ mieszanine, pipetujgc w gére i w dot 10 razy.
6. Niezwtocznie doda¢ po 20 ul mieszaniny Master Mix do kazdej probéwki PCR w pasku.

Uwaga: Ukiad probowek zawiera Tabela 4. W celu oceny DNA w probce mieszanine
Master Mix oznaczenia kontrolnego nalezy doda¢ do jednej probowki PC, jednej
probowki NTC oraz jednej probowki dla kazdej probki DNA.

7. Niezwtocznie doda¢ 5 pl wolnej od nukleaz wody do stosowania jako kontrola bez
matrycy (NTC) do probdéwki NTC (probéwka na pozycji 2), a nastepnie zamknagc¢
probowke.

8. Doda¢ po 5 pl probki DNA do probéwek na probki (probowki na pozycjach 3-26),
a nastepnie zamkna¢ probowki.

9. Doda¢ 5 pl kontroli pozytywnej KRAS (PC) do probéwki PC (probéwka na pozycji 1),
a nastepnie zamkna¢ probowke.

Kazda probéwka powinna zawiera¢ tgczng objetos¢ reakcyjng réwng 25 pl
(20 plI mieszaniny Master Mix przygotowanej zgodnie z Tabelg 3 i 5 pul kontroli
NTC/probki/kontroli PC).
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10. Uzywajac markera permanentnego, oznaczy¢ zatyczki pierwszych probowek na
pozycjach o najnizszych numerach dla kazdego z paskéw zawierajgcych po 4 probowki
PCR (tj. pozycje 1, 5, 9 itd.), aby okresli¢ orientacje, w ktdrej probéwki bedg tadowane
do rotora 72-Well Rotor aparatu Rotor Gene Q MDx 5plex HRM.

11. Odwréci¢ zamkniete probéwki 4 razy, aby wymieszaé probki z mieszaninami
reakcyjnymi.

12. Umiesci¢ wszystkie probowki w paskach zawierajacych po 4 probéwki PCR na
odpowiednich pozycjach rotora 72-Well Rotor zgodnie z uktadem reakcji (Tabela 4),

korzystajgc ze znacznikéw w celu orientacji.

Uwaga: Jesdli w rotorze pozostang puste miejsca, nalezy wiozyé do nich puste,
zamkniete probéwki. Gwarantuje to zachowanie wiasciwych parametréow termicznych
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

13. Umiesci¢ rotor 72-Well Rotor w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Upewni¢ sie,
ze pierscien blokujgcy (dostarczony z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) jest

umieszczony na gérze rotora, aby zabezpieczac probowki podczas reakgciji.

14. Klikng¢ dwukrotnie ikone therascreen KRAS QC Locked Template (Zablokowany
szablon therascreen KRAS QC) na pulpicie laptopa podtgczonego do aparatu
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (Ryc. 1), aby uruchomi¢ oprogramowanie Rotor
Gene Q.

&
KEASIGEUE
e = . _.;

Ryc. 1. Ikona szablonu ,therascreen KRAS QC Locked Template” (Zablokowany szablon therascreen KRAS QC).

Domyslinie zostanie otwarta karta ,Setup” (Konfiguracja) (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Karta ,,Setup” (Konfiguracja) i pole ,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujacy zamocowany).
1 = Karta ,Setup” (Konfiguracja); 2 = pole ,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujacy zamocowany).

15. Upewni¢ sie, ze pierscien blokujacy jest prawidtowo zamocowany, i zaznaczy¢ pole
wyboru ,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujgcy zamocowany). Zamknaé pokrywe
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Wprowadzi¢ identyfikator reakcji w polu Run ID (Id. reakgji) zgodnie z lokalng konwencjg

nadawania nazw. Wprowadzi¢ nazwe prébki w polu Sample Name (Nazwa prébki) zgodnie
z lokalng konwencjg nadawania nazw, a nastepnie klikng¢ klawisz Return (Enter).

Nazwa prébki zostanie dodana do ponizszej listy prébek, a probce zostanie przypisany
identyfikator ,Sample ID” (Id. prébki) (1, 2, 3 itd.). Nazwa probki pojawi sie rowniez na
panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania) po prawej

stronie ekranu (Ryc. 3).
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Mozna réwniez zaimportowaé nazwy probek zapisane w pliku w formacie *.smp (plik
probek oprogramowania Rotor-Gene Q) lub w formacie *.csv (wartosci rozdzielane
przecinkami), korzystajgc z przycisku Import Samples (Importuj prébki). Przy uzyciu tej
metody nazwy probek zostang automatycznie uzupetnione.

Uwaga: Na panelu Layout of the pipetting adapter (Uklad adaptera do pipetowania)
sprawdzi¢, czy dodana nazwa probki zostata podswietlona innym kolorem oraz czy
nazwa probki znajduje sie na pozycji probki (Ryc. 3).

Uwaga: Jesli nazwa probki ma wiecej niz 8 znakéw, moze nie by¢ wyswietlana w catosci

na panelu Layout of the pipetting adapter (Uktad adaptera do pipetowania).

Ryc. 3. Wprowadzanie wartosci ,,Run ID” (Id. reakcji) i ,Sample Name” (Nazwa prébki). 1 = pole ,Run ID”
(Id. reakciji); 2 = przycisk ,Import Sample” (Importuj prébke); 3 = pole ,Sample Name” (Nazwa prébki); 4 = lista
~Sample List” (Lista probek); 5 = panel ,Layout of the pipetting Adapter” (Uktad adaptera do pipetowania).

17. Powtorzyé krok 16, aby wprowadzi¢ nazwy wszystkich pozostatych probek (Ryc. 4).

Uwaga: Aby edytowac nazwe prébki, nalezy klikngé zgdang nazwe ,Sample Name” (Nazwa
probki) na liscie probek, a wybrana prébka pojawi sie w polu ,Sample Name” (Nazwa probki)
powyzej. Edytowaé nazwe probki zgodnie z lokalng konwencjg nadawania nazw, a nastepnie

nacisng¢ klawisz Return (Enter), aby zaktualizowa¢ nazwe.
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Ryc. 4. Wprowadzanie nazw pozostatych prébek w polu ,,Sample Name” (Nazwa prébki).

*1 = przycisk ,Import Sample” (Importuj prébke); 2 = pole ,Sample Name” (Nazwa probki) i lista ,Sample List”
(Lista prébek); 3 = panel ,Layout of the pipetting Adapter” (Uktad adaptera do pipetowania) z dodang nazwa
probki.

18. Po wprowadzeniu nazw wszystkich probek nalezy upewni¢ sie, ze sg one prawidtowe.

W razie potrzeby wprowadzi¢ dodatkowe informacje w polu Notes (Uwagi), a nastepnie
klikng¢ opcje Start Run (Rozpocznij reakcje) (Ryc. 5).

Uwaga: Jesdli w rotorze znajdujg sie puste pozycje, zostanie wysSwietlony komunikat
»~Warning” (Ostrzezenie) (Ryc. 5 i Ryc. 6) przypominajacy uzytkownikowi, ze we
wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umiesci¢ puste, zamknigte
probowki. Upewni¢ sie, ze we wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze
umieszczono puste, zamkniete probowki, a nastepnie klikngé przycisk OK, aby

kontynuowac.
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Ryec. 5. Pole ,,Notes” (Uwagi), przycisk ,,Start Run” (Rozpocznij reakcje) i komunikat ,,Warning” (Ostrzezenie)
dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze.

Layout of the pipelting adapter.

Control Position 17 Position: 25

ot used Mot uged
3

Rotor-Gene Q Series Software

1 ) Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes. ‘I
Da you wish to continue?
Paosition: 35
Not used
Cancel
Sample
Control Position:12 Position:20 Posibion: 28 Position: 36
Mot used Not used Mot used Mot uzed
Position5
Sample 3
Eontrol Posiion13 Pasition 21 Position 29 Pasitinn 37

Ryc. 6. 1 = Komunikat ,,Warning” (Ostrzezenie) dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze.
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19. Zostanie wyswietlone okno ,Save As” (Zapisz jako). Wybra¢ odpowiednig nazwe pliku
i zapisa¢ reakcje PCR jako plik reakcji w formacie *.rex w wybranej lokalizacji. Klikng¢
przycisk Save (Zapisz) (Ryc. 7).

erzion ;174 %

DNé Sample Asses Savein | (G} Deskiop -] cF B~

3 My Documents

. [Sample 8 ' My Computer
=" |k MyRecent WMy Network Places
Documents
[Sample Name

1 Sample 1 B
2 Sample 2
3 Sample 3 Desklop
4 Sample d F
5 Sample 5 ———
6 Sample 6
7 Sample 7 My Documents
8 Sample 8 .

5l

My Computer
. ‘ :
2 MyNetwork | Fie name: |oMA Sample Assessment - | o= - - - 3
Save a3 lype: [Run Fike [*.rex] - Cancel
Contiol
Position &

Ryc. 7. Zapisywanie pliku reakcji. 1 = okno ,Save As” (Zapisz jako); 2 = pole ,File Name” (Nazwa pliku) i pole
LSave as type” (Zapisz jako typ), w ktérym okreslono typ *.rex; 3 = przycisk ,Save” (Zapisz).
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Rozpocznie sie reakcja PCR.

Uwaga: Po rozpoczeciu reakcji automatycznie zostanie otwarta karta ,Run Progress”
(Postep reakcji), na ktérej bedzie wyswietlany wykres temperatury oraz pozostaty czas
reakcji (Ryc. 8).

Ryc. 8. Karta Run Progress (Postep reakcji).

Po ukonczeniu reakcji automatycznie zostanie otwarta karta ,Analysis” (Analiza).

Uwaga: Jesli karta ,Analysis” (Analiza) nie otworzy sie automatycznie, nalezy klikng¢
karte ,Analysis” (Analiza) (Ryc. 9).

Uwaga: Metode obliczeniowg objasniono w czesci ,Interpretacja wynikow”.
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Setup T A Progess 1 Analpsis. e 'I
Bepca

‘Sample C Result Table:

Tube D] Sample Hams | Cortiol Assay O | Flage/w/asrings Status
1 FC Connol %50 - Vahd
2 HIC Corhol D Vald
3 0710708 nn- Vahd
4 orrone 7% Vald
5 00728 00 - Vo
& orore %5 Vaid
I wnone 2% - Voki
o 077078 24 Vahd
4 oz 2% - Vaki
10 Q37710778 aw Vaid
i 7078 N4 Vahd
12 w078 B0 Vald — 2
13 [l L Vad
14 03771088 344 - Vol
15 071088 ne Vad
15 ety B0 Vaki
17 orn0mEs EL Vold
18 o3r710a78 03 Veld
13 3TI088 02 - Vokd
2 ori0ee 217 Vald
n 0371008 286 - Void
2 037710318 an Vohd
z o3rrioss B2 Vekd
24 e 857 - Vaid
s oo 260 Veid
E3 (37710358 3041 - Vahd

Ryc. 9. Karta ,,Analysis” (Analiza) i zgloszone wyniki. 1 = karta ,Analysis” (Analiza); 2 = ,Sample QC Result
Table” (Tabela wynikéw QC probek).

Uwaga: Ponizej opisano sposéb prezentacji wynikow kontroli w tabeli ,Sample QC
Result Table” (Tabela wynikéw QC probek) (oznaczona numerem 2 na Ryc. 9).

e Kontrole reakcji (PC i NTC, odpowiednio probéwki na pozycjach 1 i 2): Jesli wyniki
mieszczg sie w akceptowalnym zakresie, wyswietlany jest wynik ,Valid” (Wazny).
W przeciwnym razie wyswietlany jest wynik ,Invalid” (Niewazny).

® Wartos¢ Cr reakcji kontrolnej préobki >32,00: Wyswietlany jest wynik ,Invalid
(Niewazny). Niewystarczajgca ilos¢ DNA do analizy mutacji. Nalezy ponownie
przetestowac probke. Jesli wynik ponownie wskazuje na niewystarczajgcg ilos¢ DNA,
nalezy przeprowadzi¢ izolacje na wigkszej prébce tkanki nowotworowe;j (jesli jest ona
dostepna) (patrz czes¢ ,Rozwigzywanie problemow”).

® Wartos¢ Cr reakcji kontrolnej probki <21,92: Wyswietlany jest wynik ,Invalid”
(Niewazny). Zbyt duze stezenie DNA do analizy mutacji. Rozcienczyé probke wodg do
rozcienczen wolng od nukleaz (DIL) i przetestowa¢ ponownie. Rozcienczy¢ probke
w taki sposéb, aby otrzymac¢ warto$é Ct w zakresie 21,92—-32,00. Rozcienczenie probki

w stosunku 1:1 zwieksza warto$¢ Ct o okoto 1,0.
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® Wartos¢ Cr dla reakcji kontrolnej probki w zakresie 21,92-32,00 (21,92 < warto$¢
Cr kontroli = 32,00): Wyswietlany jest wynik ,Valid” (Wazny), ktéry wskazuje odpowiednie
stezenie DNA do analizy mutaciji.

Uwaga: Jesli wymagane jest wykonanie ponownej izolacji lub rozciehczenie probki, nalezy
powtorzyé reakcje kontrolng, aby upewnic sie, ze stezenie DNA w prébce jest odpowiednie
do analizy.

20. Aby wygenerowac pliki raportow, klikna¢ opcje Report (Raportuj). Zostanie wyswietlone
okno ,Report Browser” (Przegladarka raportow). Wybra¢ opcje KRAS Analysis Report
(Raport z analizy KRAS) pod obszarem Templates (Szablony), a nastepnie klikng¢
opcje Show (Pokaz) (Ryc. 10).

Uwaga: Aby zapisac raporty w innej lokalizacji w formacie Web Archives, nalezy klikng¢

przycisk Save As (Zapisz jako) w lewym gornym rogu kazdego raportu.
T Fie Heb =8lx

Ryc. 10. Wybér raportu ,,KRAS Analysis Report” (Raport z analizy KRAS). 1 = opcja ,Report” (Raportuj); 2 = okno
,Report Browser” (Przegladarka raportéw); 3 = wybér raportu ,KRAS Analysis Report” (Raport z analizy KRAS); 4 =
opcja ,Show” (Pokaz).
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Protokét: Wykrywanie mutacji genu KRAS

Ten protokot jest przeznaczony do wykrywania mutacji genu KRAS.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Po pomysinej ocenie probki probke mozna przetestowac przy uzyciu oznaczen mutacji
KRAS.

W celu optymalnego wykorzystania zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit probki
nalezy pogrupowa¢ w partiach po 7 (w celu wypetnienia rotora 72-Well Rotor).
Testowanie mniejszych partii spowoduje zmniejszenie liczby probek, ktére mozna
przebadaé za pomoca jednego zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nalezy upewni¢ sie,
ze zainstalowano oprogramowanie z pakietem oznaczenh therascreen KRAS Assay
Package odpowiednie do wersji oprogramowania Rotor-Gene Q (patrz czes$¢ Zatgcznik
2: Instalacja pakietu oznaczen therascreen KRAS Assay Package).

Procedura

1. Oznaczy¢ 8 probdwek mikrowiréwkowych (niedostarczone) nazwami odpowiednich

mieszanin reakcyjnych wymienionych w ponizszej tabeli. Przygotowa¢ wystarczajgca
objeto$¢ mieszanin Master Mix (mieszanina reakcji kontrolnej lub reakcji swoistej
wzgledem mutacji [probowka CTRL, 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL
lub 13ASP] i polimeraza DNA Taq [Taq]) dla prébek DNA, jednej reakcji kontroli
pozytywnej KRAS (proboéwka PC) i jednej reakcji wody wolnej od nukleaz do kontroli
bez matrycy (probéwka NTC) zgodnie z objetosciami podanymi w tabeli. Aby zapewni¢
wystarczajgcg nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR, nalezy dodac¢ ilosé
odczynnikow odpowiadajgcg 1 dodatkowej probce. Mieszaniny Master Mix zawierajg

wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR oprécz prébki.

34
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Oznaczenie i probéwka z
mieszaning reakcyjng

Objetos¢ mieszaniny

reakcyjnej

Objetos¢ polimerazy DNA
Taq

Kontrola (probéwka CTRL)

12ALA (probéwka 12ALA)
12ASP (probéwka 12ASP)

12ARG (probéwka 12ARG)
12CYS (probéwka 12CYS)
12SER (probéwka 12SER)
12VAL (probowka 12VAL)

13ASP (probowka 13ASP)

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

19,76 ulx (n + 1)

0,24 ulx (n +1)
0,24 plx (n+1)
0,24 ulx (n+1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+1)

0,24 plx (n+1)

* n = liczba reakcji (probki i kontrole).

Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR, nalezy przygotowacé
objeto$¢ mieszaniny Master Mix, uwzgledniajgc 1 dodatkowg probke (n + 1). Warto$¢ n nie powinna by¢

wieksza od 7 (plus kontrole), gdyz w jednej reakcji mozna testowa¢ maksymalnie 7 probek.

2. Dokfadnie wymiesza¢ rozmrozone odczynniki, odwracajgc kazdg probowke 10 razy,

aby unikng¢ lokalnego gromadzenia sie soli. Krotko odwirowaé, aby zebra¢ zawartos¢

probéwek na ich dnie.

3. Nastawi¢ pipete na objeto$¢ nizszg niz catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej

i doktadnie wymiesza¢ mieszaniny Master Mix, pipetujgc je w petni w gére i w dot

10 razy.

4. Niezwiocznie doda¢ po 20 ul mieszaniny Master Mix do kazdej odpowiedniej probdwki

PCR w pasku.

Uwaga: Podczas przygotowywania mieszanin reakcyjnych nalezy opiera¢ sie na

uktadzie probowek, ktory przedstawia Tabela 5. W celu wykrywania mutacji genu KRAS

mieszaniny Master Mix nalezy doda¢ do 8 probéwek PC, 8 probéwek NTC oraz
8 probowek dla kazdej prébki DNA.
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Tabela 5. Uktad reakcji w bloku fadowania do wykrywania mutacji w genie KRAS

Kontrole Numer prébki

Oznaczenie PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

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

* Liczby oznaczaja pozycje w bloku tadowania i wskazujg koncowg pozycje w rotorze.

5.

Niezwtocznie doda¢ po 5 pl wolnej od nukleaz wody do stosowania jako kontrola bez
matrycy (NTC) do probéwek NTC (probéwki na pozycjach 9-16), a nastepnie zamknaé¢
probowki.

. Doda¢ po 5 pl probki DNA do probowek na probki (probowki na pozycjach 17-72),

a nastepnie zamkng¢ probowki.

. Dodac po 5 pl kontroli pozytywnej KRAS (PC) do probéwek PC (probéwki na pozycjach

1-8), a nastepnie zamkng¢ probowki.

. Uzywajac markera permanentnego, oznaczy¢ zatyczki pierwszych probéwek na

pozycjach o najnizszych numerach dla kazdego z paskéw zawierajgcych po 4 probowki
PCR (ij. pozycje 1, 5, 9 itd.), aby okresli¢ orientacje, w ktorej probdéwki bedg tadowane
do rotora 72-Well Rotor aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Odwréci¢ zamkniete probéwki 4 razy, aby wymiesza¢ prébki z mieszaninami

reakcyjnymi.

. Umiesci¢ wszystkie probowki w paskach zawierajgcych po 4 probéwki PCR na

odpowiednich pozycjach rotora 72-Well Rotor zgodnie z uktadem reakcji (Tabela 5),

korzystajgc ze znacznikéw w celu orientacji.
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Uwaga: W kazdej reakcji PCR mozna przetestowa¢ maksymalnie 7 prébek. Jesli
w rotorze pozostang puste miejsca, nalezy wiozy¢ do nich puste, zamkniete probowki.
Gwarantuje to zachowanie wtasciwych parametréow termicznych aparatu Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM.

11. Umiesci¢ rotor 72-Well Rotor w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Upewni¢ sie,
ze pierscien blokujgcy (dostarczony z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) jest
umieszczony na goérze rotora, aby zabezpiecza¢ probowki podczas reakgciji.

12. Klikng¢ dwukrotnie ikone therascreen KRAS Locked Template (Zablokowany szablon
therascreen KRAS) na pulpicie laptopa podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM (Ryc. 11), aby uruchomi¢ oprogramowanie Rotor Gene Q MDx 5plex HRM.

Locked
Template

Ryc. 11. lkona szablonu ,therascreen KRAS Locked Template” (Zablokowany szablon therascreen KRAS).

Domyslnie zostanie otwarta karta ,,.Setup” (Konfiguracja) (Ryc. 12).

1—

Ryc. 12. 1= Karta ,,Setup” (Konfiguracja) i 2 = pole ,,Locking Ring Attached”
(Pierscien blokujacy zamocowany).
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13. Upewni¢ sie, ze pierécien blokujgcy jest prawidlowo zamocowany, i zaznaczy¢ pole

wyboru Locking Ring Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany). Zamkng¢ pokrywe
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

14. Wprowadzi¢ identyfikator reakcji w polu Run ID (ld. reakcji) zgodnie z lokalng

konwencjg nadawania nazw.

15. Wprowadzi¢ nazwe prébki w polu Sample Name (Nazwa probki) zgodnie z lokalng

konwencjg nadawania nazw, a nastepnie klikng¢ klawisz Return (Enter).

Nazwa prébki zostanie dodana do ponizszej listy probek, a probce zostanie przypisany
identyfikator ,Sample ID” (Id. prébki) (1, 2, 3 itd.). Nazwa probki pojawi sie réwniez na
panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uklad adaptera do pipetowania) po prawej

stronie ekranu (Ryc. 13).

Uwaga: Na panelu Layout of the pipetting adapter (Uktad adaptera do pipetowania)
sprawdzi¢, czy dodana nazwa probki zostata podswietiona innym kolorem oraz czy
wszystkie 8 oznaczen w kolumnie pod kotem reprezentujgcym probke jest
podswietlonych (Ryc. 13).

Uwaga: Mozna doda¢ maksymalnie 7 prébek. Identyfikatory prébek (widoczne w kotach
reprezentujgcych probki) sg przypisywane automatycznie — od 1 do 7.

Uwaga: Jesli nazwa probki ma wiecej niz 8 znakéw, moze nie by¢ wyswietlana w catosci
na panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania).

Mozna réwniez zaimportowa¢ nazwy probek zapisane w pliku w formacie *.smp (plik
probek oprogramowania Rotor-Gene Q) lub w formacie *.csv (wartosci rozdzielane
przecinkami), korzystajgc z przycisku Import Samples (Importuj prébki). Przy uzyciu tej

metody nazwy probek zostang automatycznie uzupetnione.
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Ryc. 13. Wprowadzanie wartosci ,,Run ID” (Id. reakcji) i ,,Sample Name” (Nazwa proébki). 1 = pole ,Run ID” (Id.
reakcji); 2 = przycisk ,Import Sample” (Importuj probke) (niedostepny w wersji 2.1 oprogramowania); 3 = pole ,Sample
Name” (Nazwa probki); 4 = lista ,Sample List” (Lista prébek); 5 = panel ,Layout of the pipetting Adapter” (Uktad
adaptera do pipetowania); 6 = pod$wietlone koto reprezentujgce prébke i kolumna z 8 oznaczeniami pod tym kotem.

16. Powtorzy¢ krok 14, aby wprowadzi¢ nazwy wszystkich pozostatych probek (Ryc. 14).

Uwaga: Aby edytowaC nazwe probki, nalezy klikng¢é zgdang nazwe Sample Name
(Nazwa prébki) na liscie prébek, a wybrana probka pojawi sie w polu Sample Name
(Nazwa probki) powyzej. EdytowaC nazwe probki zgodnie z lokalng konwencjg
nadawania nazw, a nastepnie nacisng¢ klawisz Return (Enter), aby zaktualizowac

nazwe.
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Ryc. 14. Wprowadzanie nazw pozostatych probek w polu ,,Sample Name” (Nazwa prébki). 1 = pole ,Sample
Name” (Nazwa proébki); 2 = lista ,Sample List” (Lista probek); 3 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera
do pipetowania) z dodanymi nazwami prébek.

17. Po wprowadzeniu nazw wszystkich probek nalezy upewni¢ sie, ze sg one prawidtowe.
W razie potrzeby wprowadzi¢ dodatkowe informacje w polu Notes (Uwagi), a nastepnie
klikna¢ opcje Start Run (Rozpocznij reakcje) (Ryc. 15).

Uwaga: Jesli w rotorze znajdujg sie puste pozycje, zostanie wyswietlony komunikat
+~Warning” (Ostrzezenie) (Ryc. 15 i Ryc. 16) przypominajgcy uzytkownikowi, ze we
wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umiesci¢ puste, zamkniete
probowki. Upewni¢ sie, ze we wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze
umieszczono puste, zamkniete probéwki, a nastepnie klikngé przycisk OK, aby

kontynuowad.
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Ryc. 15. 1= Pole ,Notes” (Uwagi); 2 = przycisk ,Start Run” (Rozpocznij reakcje) i 3 = komunikat ,Warning”
(Ostrzezenie) dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze.

-
Rotor-Gene () Series Software | P J

1 Warning - There are unused Rotor Tubes,

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

oK Cancel

Ryc. 16. Komunikat ,,Warning” (Ostrzezenie) dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze.
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18. W oknie Save As (Zapisz jako) wybraé¢ odpowiednig nazwe pliku i zapisa¢ reakcje PCR

jako plik reakcji w formacie *.rex w wybranej lokalizacji (Ryc. 17).

I Save As s (|
s
@uvll Desktop » - |+’ | | Search Desktop 2|
Organize v New folder v @
{ Favorites e Libraries
{8 Computer
9 Libraries € Network
8 Computer
€ Netwark 1
f—
2 File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (*.rex) -
“ Hide Folders I Save I Cancel

Ryc. 17. Zapisywanie pliku reakcji.

Rozpocznie sie reakcja PCR.

Uwaga: Po rozpoczeciu reakcji automatycznie zostanie otwarta karta ,Run Progress”
(Postep reakcji), na ktérej bedzie wyswietlany wykres temperatury oraz pozostaty czas
reakcji (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Karta ,Run Progress” (Postep reakcji).

Po ukonczeniu reakcji automatycznie zostanie otwarta karta ,Analysis” (Analiza).

Uwaga: Jesli karta ,Analysis” (Analiza) nie otworzy sie automatycznie, nalezy klikng¢

karte ,Analysis” (Analiza) (Ryc. 19).

Uwaga: Metode obliczeniowg objasniono w czesci ,Interpretacja wynikow”.
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Ryc. 19. Karta ,,Analysis” (Analiza) i zgloszone wyniki. 1 = karta ,Analysis” (Analiza); 2 = panel ,Run Controls,
Positive Control” (Kontrole reakcji, kontrola pozytywna); 3 = panel ,Run Controls, Negative Control” (Kontrole reakcji,
kontrola negatywna); 4 = tabela ,Sample Result Table” (Tabela wynikéw prébek); 5 = kolumna ,KRAS Mutation Status”
(Status mutacji genu KRAS).

Ponizej opisano sposéb raportowania wynikow oznaczen (Ryc. 19).

e Panel ,,Run Controls, Positive Control” (Kontrole reakcji, kontrola pozytywna):
Jesli wyniki mieszczg sie w akceptowalnym zakresie, w kolumnie ,Positive Control
Status” (Status kontroli pozytywnej) bedzie wyswietlany wynik ,Valid” (Wazny).
W przeciwnym razie bedzie widoczny wynik ,Invalid” (Niewazny).

e Panel ,Run Controls, Negative Control” (Kontrole reakcji, kontrola negatywna):
Jesli wyniki obu kontroli, ,NTC” i ,Internal Control” (Kontrola wewnetrzna), mieszczg sie
w akceptowalnych zakresach, w kolumnie ,Negative Control Status” (Status kontroli
negatywnej) bedzie wyswietlany wynik ,Valid” (Wazny). W przeciwnym razie bedzie
widoczny wynik ,Invalid” (Niewazny).
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® Panel ,Sample Result Table” (Tabela wynikow prébek): W kolumnie ,KRAS Mutation
Status” (Status mutacji genu KRAS) bedg wyswietlane specyficzne mutacje dla probek
pozytywnych wzgledem mutac;ji.

19. Aby wygenerowac pliki raportow, klikng¢ opcje Report (Raportuj). Zostanie wyswietlone
okno ,Report Browser” (Przegladarka raportéw). Wybra¢ opcje KRAS Analysis Report
(Raport z analizy KRAS) pod obszarem Templates (Szablony), a nastepnie klikng¢
opcje Show (Pokaz) (Ryc. 20).

Uwaga: Aby zapisac raporty w innej lokalizacji w formacie Web Archives, nalezy klikng¢
opcje Save As (Zapisz jako) w lewym goérnym rogu kazdego raportu.

Ryc. 20. Wybér raportu ,,KRAS Analysis Report” (Raport z analizy KRAS). 1 = opcja ,Report” (Raportuj); 2 = okno
,Report Browser” (Przegladarka raportéw); 3 = wyboér raportu ,KRAS Analysis Report” (Raport z analizy KRAS); 4 =
opcja ,Show” (Pokaz).

WN
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Interpretacja wynikow

Po ukonczeniu reakcji pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package automatycznie
dokonuje analizy i zgtoszenia statusu mutacji. Ponizej objasniono sposéb dokonywania analizy
i zgtaszania statusu mutacji przez pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package.

Uwaga: W celu recznej analizy nalezy zapoznaé sie z czescig Zatgcznik 1: therascreen
KRAS RGQ PCR Kit — Protokét reczny.

Cykl PCR, w ktorym fluorescencja z danej reakcji przekracza warto$¢ progowa, jest
definiowany jako wartosé Ct. Wartos¢ Cr wskazuje wejsciowa ilo$¢ okreslonego DNA. Niskie
wartosci Ct wskazujg wiekszy wejsciowy poziom DNA, a wysokie wartosci Ct wskazujg
nizszy wejsciowy poziom DNA. Reakcje, w ktérych otrzymano warto$¢ Cr, sg klasyfikowane
jako reakcje, w ktérych zaszta amplifikacja.

Oprogramowanie Rotor-Gene Q interpoluje sygnaty fluorescencyjne pomigdzy 2 dowolnymi
zarejestrowanymi wartosciami. Wartosci Ct mogg by¢ zatem dowolnymi liczbami
rzeczywistymi (nie ograniczonymi do liczb catkowitych) w zakresie od 0 do 40.

Wartos¢ progowa zdefiniowana dla zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit to 0,05 wzglednej
jednostki fluorescenciji. Wartos$¢ ta jest przypisana do obu kanatéw fluorescencyjnych, Green
i Yellow, w pakiecie oznaczen therascreen KRAS Assay Package. Warto$¢ progowag
zdefiniowano podczas opracowywania zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Do obliczenia wartosci ACt wykorzystywany jest ponizszy wzor:
ACt = [warto$¢ Ct z oznaczenia mutacji] — [warto$¢ Ct z oznaczenia kontrolnego]

Kontrole reakcji (kontrola pozytywna, NTC i kontrole wewnetrzne) sg oceniane w celu
zapewnienia, ze zostaly osiggniete akceptowalne wartosci Ct, a reakcje przebiegajg

w oczekiwany sposob.
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Wartos¢ ACt probki to réznica pomiedzy Ct oznaczenia mutacji i Ct oznaczenia kontrolnego
z tej samej probki. Probki sg klasyfikowane jako pozytywne wzgledem mutacji, jesli
otrzymana dla nich warto$¢ ACr jest rowna punktowi odcigcia ACt zdefiniowanemu dla tego
oznaczenia lub mniejsza od wartosci tego punktu. Wartos¢ wyzsza niz punkt odciecia
wskazuje, ze odsetek zmutowanych alleli obecnych w prébce jest nizszy niz odsetek
wykrywany przez zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit (poza granicg wykrywalnosci
oznaczen) lub prébka jest negatywna wzgledem mutacji. W takiej sytuacji zgtaszany jest
wynik ,No Mutation Detected” (Nie wykryto mutaciji).

Jesli w reakcji swoistej wzgledem mutacji nie zajdzie amplifikacja, zgtaszany jest wynik
»,No Mutation Detected” (Nie wykryto mutacji). Oczekuje sie, ze warto$ci ACt obliczone na
podstawie amplifikacji tta bedg wieksze niz wartosci ACt okreslajgce punkt odciecia. Probki
takie sg klasyfikowane jako ,No Mutation Detected” (Nie wykryto mutacji).

Wyniki oznaczeh sg zgtaszane jako ,Mutation Positive” (Pozytywny wzgledem mutacji),
,No Mutation Detected” (Nie wykryto mutacji), ,Invalid” (Niewazny) lub, jesli kontrola reakc;ji
nie przebiegnie pomysinie, ,Run Control Failed” (Niepowodzenie kontroli reakcji). W

przypadku probek pozytywnych wzgledem mutacji zostang zgtoszone specyficzne mutacje.

Inne wyniki, ktére mogg zosta¢ wyswietlone, wymieniono w czesci ,Protokdt: Ocena prébek
DNA” tej instrukcji obstugi.

W rzadkich przypadkach w materiale genetycznym tkanki nowotworowej moze by¢ obecna
wiecej niz jedna mutacja. Zostanie wtedy zidentyfikowana mutacja, dla ktérej uzyskano
najnizszg wartos¢ ACr.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czesc¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyskaé wiecej informaciji, nalezy takze zapozna¢ sie ze strong poswiecong czesto
zadawanym pytaniom (frequently asked questions, FAQ) w witrynie naszego Centrum
pomocy technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy
z dziatu serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania
dotyczace informaciji i/lub protokotdw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze
technologii prébek i oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na stronie

www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Wyniki niewazne
a) Warunki przechowywania co Sprawdzi¢ warunki przechowywania i termin waznosci (patrz etykieta)
najmniej jednego ze sktadnikow odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢é nowego zestawu.
zestawu nie spetnity zalecen
zawartych w czesci
Przechowywanie i spos6b

postgpowania z odczynnikami.

b) Minat termin waznosci zestawu Sprawdzi¢ warunki przechowywania i termin waznos$ci (patrz etykieta

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
Prébki kontroli NTC dajg pozytywne wyniki w kanale dla barwnika FAM.

Podczas przygotowywania reakcji Powtérzyé reakcje PCR z nowymi odczynnikami w powtérzeniach.
PCR doszlo do zanieczyszczenia Jesli to mozliwe, zamknaé probowki PCR niezwlocznie po dodaniu

probki. prébki badane;.

Upewni¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie

odkazane.
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Flagi generowane przez pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay

Package

Tabela 6 zawiera liste flag, ktore mogg zosta¢ wygenerowane przez pakiet oznaczen

therascreen KRAS Assay Package, ich znaczenie oraz dziatanie, ktére nalezy wykonac.

Tabela 6. Flagi generowane przez pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package

Flaga

Znaczenie

Dziatanie, ktére nalezy wykonac¢

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION
_ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALID DATA

PC_MUTATION
_INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL
NTC_INT_CTRL
_EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_INVALID_DATA

Niewazna reakcja PCR — warto$¢
CT FAM dla kontroli pozytywnej w
reakcji kontrolnej jest poza zakresem.

Niewazna reakcja PCR — warto$¢
CT FAM dla co najmniej jednej reakcji
kontrolnej mutaciji jest poza
zakresem.

Niewazna reakcja PCR — nie mozna
zinterpretowa¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych dla
kontroli pozytywnej (kontrolna
mieszanina reakcyjna).

Niewazna reakcja PCR — nie mozna
zinterpretowac¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych dla
kontroli pozytywnej (mieszanina
reakcyjna swoista wzglgdem mutacji).

Niewazna reakcja PCR — kontrola
wewnetrzna dla kontroli negatywnej
przekracza zakres.

Niewazna reakcja PCR — kontrola
wewnetrzna dla kontroli negatywnej
ponizej zakresu.

Niewazna reakcja PCR — niewazna
warto$¢ FAM (ponizej granicy) dla
kontroli negatywne;j.

Niewazna reakcja PCR — nie mozna
zinterpretowa¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych dla
kontroli negatywne;j.

Probka niewazna — nie mozna
zinterpretowa¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych dla
kontroli prébki.

Powtdrzy¢ catq reakcje PCR.

Powtorzy¢ catg reakcje PCR.

Powtérzy¢ cata reakcje PCR.

Powtérzy¢ catg reakcje PCR.

Powtdrzy¢ catg reakcje PCR.

Powtérzy¢ catg reakcje PCR.

Powtdrzy¢ catg reakcje PCR.

Powtorzy¢ catg reakcje PCR.

Przygotowa¢ nowa reakcje PCR, aby
powtorzy¢ test dla odpowiednich
probek.
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SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_FAIL

SAMPLE_INT_CTRL _FAIL

Prébka niewazna — wartos¢ Cr FAM
w kontroli prébki jest zbyt niska.

Prébka niewazna — warto$¢ Cr FAM
w reakcji kontrolnej prébki jest zbyt
wysoka.

Zbyt wysoka wartos$é Cr (lub brak
wartosci Cr) dla kontroli wewnetrznej
(HEX), wynik negatywny wzgledem
mutacji w kanale FAM.

Rozcienczy¢ probke, aby zwiekszy¢
warto$¢ Cr kontroli. Rozcienczenie
nalezy obliczy¢, zaktadajac, ze
rozcienczenie probki w stosunku 1:1
wodg dostarczong w zestawie
spowoduje zwiekszenie wartosci Ct o
1,0; po rozcienczeniu probki nalezy
przygotowa¢ nowa reakcje PCR w
celu ponownej oceny prébki.

Przygotowac¢ nowa reakcje PCR, aby
powtdrzy¢ test dla probki. Jesli po
ponownej reakcji PCR dla prébki
zostanie zgtoszony wynik niewazny,
nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny ze $wiezych skrawkow
tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowg
reakcje PCR, aby przetestowac
$wiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony
wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje
przy uzyciu drugiego wyizolowanego
materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla probki nie zostanie
zgtoszony wynik wazny, prébce
nadawany jest nieokreslony status
mutacji i nie nalezy wykonywac¢
dalszych testéw przy uzyciu tej probki.

Jesli otrzymano wazny status dla
probki — nie jest wymagane zadne
dziatanie.

Probki CRC: Jesli otrzymano
niewazny status dla prébki,
przygotowac¢ nowg reakcje PCR, aby
powtdrzy¢ test dla probki. Jesli po
ponownej reakcji PCR dla probki
zostanie zgtoszony wynik niewazny,
nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny ze $wiezych skrawkow
tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowa
reakcje PCR, aby przetestowac
Swiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony
wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje
przy uzyciu drugiego wyizolowanego
materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla prébki nie zostanie
zgtoszony wynik wazny, probce
nadawany jest nieokres$lony status
mutacji i nie nalezy wykonywaé
dalszych testéw przy uzyciu tej probki.
Probki NDRP: Jesli otrzymano
niewazny status dla probki,
rozcienczy¢ pozostatg ilos¢ prébki w
stosunku 1 do 8, uzywajgc wody z
probéwki oznaczonej jako DIL.
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SAMPLE_INT_CTRL Niewazny wynik dla mutacji w

_EARLY_CT probéwce — warto$¢ Ct HEX jest
zbyt niska dla probki (kontrola
wewnetrzna).

SAMPLE_INVALID _DATA Niewazny wynik dla mutacji w
probéwce — nie mozna
zinterpretowac¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych dla
kontroli wewnetrzne;j.

Nalezy upewnic¢ sie, ze objetosc
koncowa jest wieksza niz 40 pl (np. 10
ul DNA i 70 pl wody z probowki
oznaczonej jako DIL). Przygotowaé
nowg reakcje PCR, aby powtérzy¢ test
dla prébki. Jesli po ponownej reakc;ji
PCR dla prébki zostanie zgtoszony
wynik niewazny, nalezy wyizolowa¢
materiat genetyczny ze swiezych
skrawkow tkanki FFPE. Przygotowac
nowg reakcje PCR, aby przetestowac
Swiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli wynik jest niewazny,
rozcienczy¢ pozostatg ilos¢ probki w
stosunku 1 do 8, uzywajgc wody z
probowki oznaczonej jako DIL i
upewniajgc sie, ze objetos¢ koricowa
jest wigksza niz 40 pl, a nastepnie
przetestowac prébke w tym
rozcienczeniu. Jesli po tej reakgji dla
probki nie zostanie zgtoszony wynik
wazny, prébce nadawany jest
nieokreslony status mutacji i nie
nalezy wykonywa¢ dalszych testéw
przy uzyciu tej probki.

Jesli otrzymano wazny status dla
prébki — nie jest wymagane zadne
dziatanie.

Jesli otrzymano niewazny status dla
probki, przygotowac nowg reakcje
PCR, aby powtorzy¢ test dla prébki.

Jesli po ponownej reakcji PCR dla
prébki zostanie zgtoszony wynik
niewazny, nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny ze $wiezych skrawkow
tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowa
reakcje PCR, aby przetestowac
$wiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony
wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje
przy uzyciu drugiego wyizolowanego
materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla probki nie zostanie
zgtoszony wynik wazny, probce
nadawany jest nieokreslony status
mutacji i nie nalezy wykonywac¢
dalszych testéw przy uzyciu tej probki.

Jesli otrzymano wazny status dla
probki — nie jest wymagane zadne
dziatanie.
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MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE
_AND_INVALID

Niewazny wynik dla mutacji w
probéwce — warto$¢ Cr FAM jest
zbyt niska dla probki.

W prébce wykryto co najmniej jedng
mutacje i otrzymano dla niej/nich
wazny wynik, ale jednoczesnie dla co
najmniej jednej mutacji otrzymano
wynik niewazny (ostrzezenie, nie jest
to btad).

Jesli otrzymano niewazny status dla
probki, przygotowa¢ nowg reakcje
PCR, aby powtorzy¢ test dla prébki.
Jesli po ponownej reakcji PCR dla
probki zostanie zgtoszony wynik
niewazny, nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny ze $wiezych skrawkow
tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowa
reakcje PCR, aby przetestowac
$wiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony
wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje
przy uzyciu drugiego wyizolowanego
materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla prébki nie zostanie
zgtoszony wynik wazny, probce
nadawany jest nieokreslony status
mutacji i nie nalezy wykonywaé
dalszych testéw przy uzyciu tej probki.

Jesli otrzymano wazny status dla
probki — nie jest wymagane zadne
dziatanie.

Jesli otrzymano niewazny status dla
probki, przygotowac nowg reakcje
PCR, aby powtorzy¢ test dla prébki.
Jesli po ponownej reakcji PCR dla
prébki zostanie zgtoszony wynik
niewazny, nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny ze $wiezych skrawkow
tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowa
reakcje PCR, aby przetestowac
Swiezo wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony
wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje
przy uzyciu drugiego wyizolowanego
materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakgcji dla probki nie zostanie
zgtoszony wynik wazny, prébce
nadawany jest nieokreslony status
mutacji i nie nalezy wykonywac¢
dalszych testéw przy uzyciu tej probki.

Brak.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest testowana pod katem wstepnie
ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci produktow.

Ograniczenia

Test jest przeznaczony do wykrywania 7 mutacji w kodonach 12 i 13 genu KRAS.
W prébkach, dla ktérych zgtoszono wynik ,No Mutation Detected” (Nie wykryto zadnej mutacii),
mogg wystepowac¢ mutacje genu KRAS, ktore nie sg wykrywane przez oznaczenie (np. 13CYS).

To, czy mutacja zostanie wykryta, zalezy od stopnia integralnosci probki oraz ilosci
amplifikowalnego DNA obecnego w prébce. Jesli podczas analizy DNA obecnego w prébce
zostanie stwierdzona niewystarczajgca ilo$¢ DNA lub zbyt duze stezenie DNA do analizy mutacji,
nalezy powtdrzy¢ procedure.

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest uzywany w procedurze, w ktorej wykonywana jest
reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction, PCR). Tak jak w przypadku
wszystkich procedur, w ktérych wykonywana jest reakcja PCR, prébki mogg zostac
zanieczyszczone przez zewnetrzne zrédta DNA obecne w $rodowisku, w ktdrym wykonywany
jest test, lub przez DNA obecne w kontroli pozytywnej. Nalezy zachowa¢ ostroznos¢, aby unikngé
zanieczyszczenia probek i odczynnikéw mieszanin reakcyjnych.

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest przeznaczony wytgcznie do odréznienia DNA typu
dzikiego od zmutowanego DNA. Test opracowano w taki sposdb, aby kazda reakcja swoista
wzgledem mutacji charakteryzowata sie najwyzszg czutoscig wzgledem ocenianej mutagji.
Jednakze w probkach, w ktérych wykryto mutacje, moze dojs¢ do reaktywnosci krzyzowej
z pozostatymi reakcjami swoistymi wzgledem mutacji. Jesli wiecej niz jedna reakcja swoista
wzgledem mutacji da wynik pozytywny, bedzie wyswietlany wynik tylko dla tej reakgcji, w ktorej
uzyskano najnizszg wartos¢ ACr.
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Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest zwalidowany wytgcznie dla probek tkanek
FFPE raka CRC i NDRP.

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest zwalidowany wytagcznie do uzytku z zestawem
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. Do uzytku z zestawem therascreen KRAS RGQ PCR Kit
zwalidowano wytgcznie aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Parametry skutecznosci

Skutecznos$¢ analityczna

Specyficzne parametry skutecznosci zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit okreslono
w badaniach, do ktorych wykorzystano prébki tkanek FFPE pobrane od pacjentéw z CRC
i pacjentéw z NDRP. Prébki NDRP pobierano podczas biopsji gruboigtowych (BAG), biopsiji
aspiracyjnych cienkoigtowych (BAC) i resekgji. Dla kazdego typu probki wykorzystano po 8 probek
FFPE z ludzkich linii komérkowych, z ktérych 7 zawierato znane mutacje genu KRAS wykrywane
przez oznaczenie, a 1 zawierata gen KRAS typu dzikiego (tj. brak mutacji w kodonach 12 i 13).
Status mutacji probek potwierdzono metodg sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera.

Punkt odciecia

W badaniu wykonywanym metodg zgodng z wytycznymi CLSI EP17-A (2004) (8)
przetestowano 225 probek FFPE w celu okreslenia punktéw odciecia dla oznaczenia.
Ustalono, ze zakres wartosci Cr dla reakcji kontrolnej wynosi od 21,92 do 32,00. Punkty
odciecia otrzymane po odjeciu wartosci Ct reakcji kontrolnej od wartosci Ct reakcji swoistych
wzgledem mutacji (ACt) przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7 Punkty odciecia wyznaczone dla kazdego oznaczenia mutacji.

Oznaczenie mutac;ji

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
Punkt odcigcia (SACt) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 75 7,5

Granica proby Slepej

W celu oceny dziatania zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit w przypadku braku
matrycy pozytywnej wzgledem mutacji oraz w celu zapewnienia, ze préba $lepa nie generuje
sygnatu analitycznego, ktéry moze wskazywac na niskie stezenie mutacji, oceniono prébki
bez matrycy. Nie otrzymano wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli lub mutacji w zadne;j
probéwce z mieszaning reakcyjng swoistg wzgledem mutacji lub kontrolng mieszaning
reakcyjng (wszystkie wartos¢ Ct kontroli wewnetrznej bylty wazne).

Poréwnanie do analitycznej metody referencyjnej: CRC

Przeprowadzono dwa badania w celu wykazania zgodnosci statusu mutacji prébek CRC
ocenianego przy uzyciu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit oraz metoda
sekwencjonowania dwukierunkowego. Dla tagcznej liczby 137 prébek FFPE otrzymano
wazne wyniki przy uzyciu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit oraz metoda

sekwencjonowania dwukierunkowego.

Wyniki ogdlne, z wylgczeniem 6 prébek, w ktérych sekwencjonowanie dwukierunkowe
Sangera zakonczylo sie niepowodzeniem, przedstawiono w Tabeli 8. W Tabeli 9
przedstawiono analize zgodnosci miedzy wynikami otrzymanymi przy uzyciu zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit oraz metodg sekwencjonowania dwukierunkowego.
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Tabela 8. Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit a sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera

Zgtaszany status mutacji w przypadku sekwencjonowania dwukierunkowego

- Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP tacznie
&
§ Negatywny 80 - - 1 - - - 1 82
2 4
T K Pozytywny:
S5 12ALA - ¢ - - - - - - &
E 8 Pozytywny: _ _ _ 1 _ _ _ _ 1
S gﬁ’ 12ARG
5 < Pozytywny: _ _ _ _ _ _ _
g é 12ASP 2 A
€ § Pozytywny:
5§ 12¢Ys B - B - s B B B 8
% § Pozytywny: _ _ _ _ _ _ _ _ 0
> @ 12SER
£
] Pozytywny:
N
‘3 12VAL 2 - - - - - 14 - 16
]
N Pozytywny: _ _ _ _ _ _

13ASP 1 11 12

tacznie 83 3 0 22 3 0 14 12 137

Tabela 9. Analiza zgodnosci

Miara zgodnosci Czestos¢ (%) 95-procentowy przedziat ufnosci
(Confidence Interval, Cl)

Procentowa zgodno$é ogétem 152/157 (96,82) 93,69-98,44

Zgodnos$¢ procentowa wynikéw dodatnich 72/74 (96,30) 92,63-98,63

Zgodnos$¢ procentowa wynikow ujemnych 80/83 (96,39) 91,65-98,19

Przeprowadzono ocene drugiego unikalnego zestawu prébek w celu uzupetnienia danych
z pierwszego badania. Wykorzystano zestaw 271 prébek FFPE CRC; oceniono 250 prébek
0 nieznanym statusie mutacji i 21 o znanym statusie mutacji (aby wzbogaci¢ zestaw o probki
z mutacjami rzadkimi), a otrzymane wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi metodg

dwukierunkowego sekwencjonowania Sangera, zgodnie z opisem powyze;j.
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Analize zgodnos$ci przeprowadzono na podstawie danych z 247 probek, dla ktérych

otrzymano zaréwno wazne wyniki metodg dwukierunkowego sekwencjonowania Sangera,

jak i przy uzyciu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Dla 9 probek otrzymano

niezgodne wyniki. Zgodno$¢ ogdtem wynosita 96,82%. Dane potwierdzajg, ze zestaw
therascreen KRAS RGQ PCR Kit dziata w sposéb doktadny (Tabela 10 i Tabela 11).

Tabela 10. Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit a sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera (badanie drugie)

Negatywny

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

Zgtaszany status mutacji w przypadku zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Neg.

132

12ALA

10

12ARG  12ASP  12CYS

Zgtaszany status mutacji w przypadku sekwencjonowania dwukierunkowego

12SER  12VAL  13ASP  tacznie

11

133

tacznie

140

10

5 31 11

11

247

Tabela 11. Analiza zgodnosci (badanie drugie)

Miara zgodnosci

Czestosc (%)

95-procentowy przedziat ufnosci

(Confidence Interval, Cl)

dodatnich

ujemnych

Procentowa zgodno$¢ ogétem

Zgodnos¢ procentowa wynikow

Zgodnos¢ procentowa wynikow

238/247 (96,36)

106/107 (99,07)

132/140 (94,29)

93,73-98,09

95,64-99,95

89,93-97,13
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Poréwnanie do analitycznej metody referencyjnej: NDRP

W celu wykazania zgodnosci statusu mutacji probek NDRP ocenianego przy uzyciu zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit oraz metodg sekwencjonowania dwukierunkowego
Sangera pozyskano kliniczne probki FFPE NDRP podczas resekcji, BAG lub BAC. Przed
przetestowaniem prébek za pomocg zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit z kazdej
probki izolowano DNA. Wyniki otrzymane za pomoca tego testu poréwnano z wynikami
uzyskanymi metodg sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera.

Dla tgcznej liczby 360 probek otrzymano wazne wyniki zarbwno przy uzyciu zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit, jak i metodg sekwencjonowania dwukierunkowego
Sangera. Dla 340 prébek uzyskano zgodne wyniki.

Wyniki analizy zgodnosci zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit z sekwencjonowaniem
dwukierunkowym przedstawiono w Tabeli 12. W dwdch prébkach wykryto po dwie mutacje
metodg sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera. Ze wzgledu na to, ze jedna z tych
dwoch mutacji byta zgodna z wynikiem otrzymanym za pomocg zestawu therascreen KRAS
RGQ PCR Kit, probki te sklasyfikowano jako zgodne i uwzgledniono w analizie zgodnosci
ogotem, zgodnosci wynikéw dodatnich i zgodnosci wynikéw ujemnych (Tabela 13).
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Tabela 12. Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit a sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera

Neg. 12ALA 12ARG
Negatywny 132 - -

Pozytywny: 10
12ALA

Pozytywny:
12ALA_ 5 - 5
12CYS

Pozytywny:
12ARG

Pozytywny:
12ASP

Pozytywny: 1
12CYS

Pozytywny:
12SER

Pozytywny: 2
12VAL

Pozytywny:
13ASP

Zgtaszany status mutacji w przypadku zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit
|
|
|

12ASP  12CYS

Zgtaszany status mutacji w przypadku sekwencjonowania dwukierunkowego

12SER 12VAL 13ASP  Lacznie

1 - - 133

= = = 10

- - - 10

= = = 31

Lacznie 140 10 5

14 25 1" 247

Tabela 13. Analiza zgodnosci

Miara zgodnosci

Czestos¢ (%)

95-procentowy przedziat ufnosci
(Confidence Interval, Cl)

Procentowa zgodno$¢ ogétem
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich

Zgodnos$¢ procentowa wynikéw ujemnych

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

92,03-96,29
94,21-99,94
90,20-95,51
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Granica wykrywalnosci (LOD)

Zakres roboczy zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest definiowany przez ilos¢
amplifikowalnego DNA obecnego w prébce wyznaczang przez warto$¢ Cr reakcji kontrolnej.
Okreslony zakres wejsSciowe;j iloSci materiatu genetycznego dla oznaczenia jest definiowany
przez wartos¢ Cr kontroli przy wstepnie okreslonym zakresie od 21,92 do 32,00. Granica
wykrywalnosci (limit of detection, LOD) to minimalny odsetek zmutowanego DNA wykrywalnego
w tle DNA typu dzikiego, gdy catkowita ilos¢ amplifikowalnego DNA miesci sie w okreslonym
zakresie wejsciowej ilosci i jest nizsza niz progowa warto$¢ ACt punktu odciecia.

CRC

Przeprowadzono badanie w celu okreslenia granicy LOD dla kazdej z 7 reakcji swoistych
wzgledem mutacji, zawartych w zestawie therascreen KRAS RGQ PCR Kit. W przypadku
zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit granice wykrywalnosci zmutowanego DNA
obecnego w tle DNA typu dzikiego zdefiniowano jako najmniejszy wspdtczynnik
rozcienczenia, przy ktérym 95% powtorzen testu dla kazdej probki pozytywnej wzgledem
mutacji daje wynik pozytywny.

Do kazdego oznaczenia osobno zastosowano modele regresji logistycznej dla zestawow danych
reprezentujacych niskie i wysokie wejsciowe ilosci DNA. W tych modelach zmienng odpowiedzi
byt binarny wynik okreslajacy wykrycie mutacji (wykrycie = 1) i niewykrycie mutacji (wykrycie =
0), a ciggtg zmienng objasniajgca byt log2 poziomu procentowego rozcienczenia mutacji. Granice
LOD obliczano jako poziom procentowy rozcienczenia mutacji, przy ktorym przewidywane

prawdopodobienstwo wykrycia byto réwne 0,95 (Tabela 14).
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Tabela 14. Wartosci LOD dla kazdego oznaczenia mutacji wyznaczone przy uzyciu probek FFPE z linii
komérkowych

Oznaczenie LOD Cgs (odsetek zmutowanego DNA w DNA typu dzikiego)
12ALA 0,77
12ARG 2,56
12ASP 6,43
12CYS 1,47
12SER 5,65
12VAL 1,60
13ASP 6,42
NDRP

Granice LOD dla oznaczen zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit wyznaczono
i zweryfikowano za pomoca tkanek CRC. Wyniki LOD ponownie zweryfikowano dla tkanek NDRP.

Badanie skfadato sie z 2 czesci. W czesci 1. 60 powtdrzen 7 prébek FFPE NDRP ze
zmutowanych linii komoérkowych reprezentujgcych kazdg mutacje rozcienczono do stezenia
odpowiadajgcego granicy LOD danego oznaczenia, a nastepnie przetestowano. Wszystkie
60 waznych powtdrzehn probek FFPE z linii komorkowych dla kazdej ocenianej probki
wykazato wykrywalnos¢ w odpowiedniej reakcji swoistej wzgledem mutacji na poziomie

100% przy ocenianej granicy LOD.

W czesci 2. 96 powtdrzen klinicznych probek FFPE NDRP, pozyskanych 3 metodami
(resekcja, BAG i BAC), reprezentujgacych kazda mutacje rozcienczono do stezenia

odpowiadajgcego granicy LOD danego oznaczenia, a nastepnie przetestowano.

We wszystkich (100%) 96 waznych powtérzeniach pod katem mutacji 12ALA, 12ASP,
12ARG, 12VAL i 13ASP otrzymano prawidtowy wynik statusu mutacji. W przypadku
oznaczen mutacji 12CYS i 12SER wykrywalnos$¢ przy granicy LOD wynosita 95,8%.
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Zweryfikowano tym samym wartosci LOD dla wszystkich oznaczer swoistych wzgledem
mutacji ustalone wczesniej poprzez ocene tkanek NDRP oraz klinicznych prébek FFPE
NDRP/prébek FFPE z linii komoérkowych/prébek dopasowanych do pacjenta.

Wejsciowa ilos¢ DNA i liniowos¢

Wpltyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt

Oczekuje sie, ze w przypadku prébek o takim samym odsetku zmutowanego DNA, ale innym
stezeniu catkowitego DNA, mierzone wartosci ACt pozostang spojne. DNA wyizolowanego
z 8 probek FFPE z linii komérkowych uzyto do utworzenia puli DNA o najnizszej osiggalne;j

wartosci Cr reakcji kontrolnej.

Zakres rozcienczen dla kazdej reakcji swoistej wzgledem mutacji oraz srednie wartosci
ACt uzyskano na podstawie wynikéw przedstawionych w Tabeli 15 i Tabeli 16. Ogdtem
wartosci ACt sg spdjne w zakresie roboczym zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit dla
wszystkich oznaczen, co wskazuje, ze stezenie DNA nie wptywa na dokladno$¢ wyniku
statusu mutacji DNA w prébce.

Tabela 15. Wplyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt w zakresie wejsciowej wartosci Crt
reakcji kontrolnej — préobki FFPE CRC z linii komérkowych

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

*  taczna liczba powtdrzen dla mutacji 12ASP wyniosta 27.
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Tabela 16. Wplyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt w zakresie wejsciowej wartosci Ct
reakcji kontrolnej — probki FFPE NDRP

ACr
Oznaczenie  Rozcienczenie1 Rozcienczenie 2 Rozcienczenie 3 Rozcieficzenie 4 Rozcieficzenie 5
~20-21 Cr ~23-24 Ct ~26-27 Ct ~29-30 Cr ~32-33 Cr

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31

12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 —*

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

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

12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 =

12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01

13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 =

*

Nie otrzymano zadnej wartoéci Cr reakcji swoistej wzgledem mutacji z powodu niskiego stezenia DNA
i w zwigzku z tym nie obliczono wartosci ACr.

Liniowosé/wydajnos¢ amplifikacji jako funkcja wejsciowej iloSci DNA

Wykazano liniowos$¢ i wydajnosé amplifikacji w reakcji PCR dla kazdej reakcji swoistej
wzgledem mutacji, w odniesieniu do reakcji kontrolnej, w catym zakresie roboczym zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Wydajno$¢ amplifikacji obliczono dla kazdej reakc;ji
swoistej wzgledem mutaciji i reakcji kontrolnej jako [2(—1/nachylenie)] —1.

Wydajnos¢ amplifikaciji reakcji kontrolnej w poréwnaniu do reakcji swoistej wzgledem mutacji
wskazuje, ze wartos¢ ACr, a co za tym idzie status mutacji, zachowuje sp6jno$¢ w catym

zakresie roboczym oznaczenia. Tabela 17 i Tabela 18 zawierajg podsumowanie danych.

Liniowo$¢é/wydajnos¢ amplifikacji jako funkcja odsetka mutacji

Celem tego badania byla ocena wplywu seryjnego rozcienczenia probki pozytywnej
wzgledem mutacji na wydajnos¢ amplifikacji, w catym zakresie roboczym zestawu
therascreen KRAS RGQ PCR Kit, poczawszy od pozioméw wejsciowych Ct okoto 22—23Cr.
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Izolaty DNA z prébek FFPE CRC linii komodrkowych i prébek NDRP poddawano wstepnej
ocenie poprzez pomiar OD przed wykonaniem reakcji PCR za pomoca zestawu therascreen
KRAS RGQ PCR Kit. Nastepnie przygotowano podstawowe roztwory DNA, tak aby wartos¢
Cr reakgji kontrolnej odpowiadata wartosci okoto 23Ct. Podstawowe roztwory rozciefnczono
seryjnie (kazdg kolejng probke rozcienczano dwukrotnie), uzywajac DNA typu dzikiego,
w celu zachowania statego poziomu DNA typu dzikiego przy zmiennym odsetku DNA
zmutowanego w matrycy.

Przygotowano pule DNA umozliwiajgce wykonanie 6 powtdrzen dla kazdej mutacii.
Obliczono wartosci Ct i ACt dla kazdej mutacji przy kazdym punkcie rozcienczenia.
Dopasowano model regresji liniowej, korzystajac z wartosci Ct reakcji swoistej wzgledem
mutacji w odniesieniu do logz rozcienczenia wejsciowej ilosci DNA. Badanie wykazato, ze
rozcienczenie mutacji na tle statego stezenia DNA typu dzikiego skutkowato wydajnoscig
amplifikacji, ktéra nie wykraczata istotnie poza wartosci okreslone w opisanym powyzej
badaniu liniowosci.
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Tabela 17. Wydajnos¢ amplifikacji w reakcjach kontrolnych i reakcjach swoistych wzgledem mutacji: Linie

komoérkowe CRC

Dolna Goérna
dwustronna dwustronna
granica 95- granica 95-
procentowego  procentowego
Biad przedziatu przedziatu Réznica
standardowy Blad ufnosci ufnosci Wydajnos¢  wydajnosci
Punkt punktu Obliczone  standardowy  (nachylenie) (nachylenie) amplifikacji  amplifikacji
Probka przecigcia _przecigcia nachylenie _(nachylenie)
12aLa  CrkontoiCr 21,060 0,060 -1,008 0,007 -1,023 -0993 0,989 003
12ALA 22,476 0,103 0,987 0,013 -1,013 0,961 1,019
12ARG Crkontroli Cr 20,825 0,083 -1,035 0,01 -1,056 -1,014 0,954 0,056
12ARG 23,237 0,083 —0,993 0,011 -1,016 0,97 1,01
12ASP Crkontroli Cr 20,385 0,13 -1,013 0,16 —1,046 -0,98 0,982 -0,003
12ASP 21,347 0,065 -1,015 0,008 -1,032 -0,999 0,979
q2cys  CrontoiCr 23437 0,063 0,981 0,01 —1,003 09 1,026 0032
12CYS 24,289 0,039 -0,961 0,006 -0,974 0,947 1,058
j2sER  CreonoiCr 22568 0,050 —1,003 0,008 1,02 -0986 0,996 0105
12SER 25212 0,087 -0,934 0,014 0,963 0,904 1,101
qavaL  CriontoiCr 21,208 0,047 0,995 0,006 —1,007 -0983 1,007 0033
12VAL 21,532 0,043 -0,972 0,005 0,983 0,961 1,04
jaasp  CreontoiCr 23207 0,056 —1,001 0,009 1,02 -0982 0,999 0145
12ASP 26,466 0,106 -0,909 0,017 —0,945 -0,873 1,144

Tabela 18. Wydajnos¢ amplifikacji w reakcjach kontrolnych i reakcjach swoistych wzgledem mutacji: Prébki

NDRP
Dolna Goéma
dwustronna dwustronna
granica 95- granica 95-
procentowego  procentowego
Btad przedziatu przedziatu Réznica
standardowy Btad ufnosci ufnosci Wydajnos¢  wydajnosci
Punkt punktu Obliczone  standardowy  (nachylenie) (nachylenie) amplifikacji  amplifikacji
Prébka I ie K ie nachylenie _(nachylenie)
12aLa CrkontroliCr 22,74 0,04 -0,15 0,02 -0,19 -0,11 0,94 0,069
12ALA 24,11 0,16 -1,06 0,07 -1,20 -0,93 1,01
12ARG Crkontroli Cr 21,92 0,03 -0,07 0,01 0,09 -0,05 0,94 0,093
12ARG 24,44 0,02 -0,98 0,01 0,96 -0,96 1,04
12asp CrkontroliCr 21,73 0,05 -0,13 0,02 -0,17 -0,08 0,96 ~0,001
12ASP 22,69 0,03 -0,97 0,01 —-1,00 -0,95 0,96
12cys CrkontroliCr 21,73 0,04 -0,11 0,01 -0,14 -0,08 0,98 0,019
12CYS 22,77 0,03 -1,01 0,01 -1,03 =0,99 1,00
12SER Crkontroli Cr 22,03 0,05 -0,06 0,02 -0,10 -0,02 0,97 0,127
12SER 25,34 0,03 -0,97 0,01 —-0,99 0,94 1,09
12VAL Crkontroli Cr 22,13 0,04 -0,03 0,02 -0,07 0,01 0,92 0,011
12VAL 23,34 0,08 -0,95 0,03 -1,01 -0,88 0,91
13asp Crkontroli Cr - 22,63 0,02 -0,02 0,01 0,001 -0,04 0,94 0,066
12ASP 25,14 0,07 -0,94 0,03 —-1,00 -0,88 1,01
therascreen KRAS RGQ PCR Kit Instrukcja obstugi  11/2019 65



Substancje zaktécajgce

Celem tego badania byta ocena wptywu potencjalnie zakidcajacych substancji na
skutecznos¢ zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Badanie polegato na analizie
wplywu kazdej substancji na wartosci ACt i status mutacji badanych prébek po dodaniu
substancji przy réznych stezeniach. Substancje potencjalnie zaktdcajgce obecne podczas
procesu izolacji DNA, ktére przetestowano to: Buffer AL, Buffer ATL, etanol, parafina,
proteinaza K, Wash Buffer AW1, Wash Buffer AW2 i ksylen. Dotgczony do zestawu koncowy
bufor uzywany do elucji, Buffer ATE, przetestowano rowniez jako sSlepg probe kontrolng.

Przy stezeniach, ktére mogg wystepowaé przy normalnym uzytkowaniu, zadna
z potencjalnie zakitécajacych substancji nie wptywa na zdolno$¢ do rozrézniania prébek
pozytywnych i negatywnych wzgledem mutacji przez zestaw therascreen KRAS RGQ PCR
Kit.

Oprécz badania substancji zakldcajgcych oceniono réwniez potencjalny wptyw obecnosci
tkanki martwiczej w prébkach klinicznych w celu okreslenia, czy wysoki odsetek tkanki
martwiczej w probkach nowotworowych wptywa na generowanie waznych danych. Sposrod
421 probek ocenionych w ramach poréwnania do analitycznej metody referencyjnej,
w 29 prébkach odsetek tkanki martwiczej, okreslony przez patologa, wynosit >50%. Dla
28 sposréd tych 29 prébek otrzymano wazne wyniki, ktore byly zgodne z wynikami
otrzymanymi metodg sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera. Jeden wynik byt

niewazny z powodu zbyt matej ilosci DNA.
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Zanieczyszczenie krzyzowe

Celem tego badania byta ocena stopnia zanieczyszczenia krzyzowego miedzy prébkami

DNA przy stosowaniu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit, ktére moze potencjalnie

prowadzi¢ do wuzyskania fatszywie pozytywnych wynikdw. Potencjalne Zzrodta

zanieczyszczenia krzyzowego:

Izolacja prébki (np. skrobanie szkietek)

Pipetowanie probek

Zamykanie (zatyczkami) probowek z prébkami
Zanieczyszczenie odczynnikéw zestawu podczas pracy

tadowanie probdéwek, w ktérych bedg wykonywane oznaczenia, do aparatu Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM

Do tego badania wykorzystano wzorce probek FFPE: wzorzec typu dzikiego i wzorzec

mutacji 12ALA (poniewaz reakcja wykrywajgca mutacje 12ALA jest reakcjg o najnizszej

granicy LOD w zestawie).

W badaniu wykonano 10 reakcji PCR zaprojektowanych specjalnie w celu zbadania

mozliwosci zanieczyszczenia zaréwno w obrebie reakcji, jak i pomiedzy reakcjami

wykonywanymi w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. W reakcjach wykonywanych

w ramach badania probowki zawierajgce DNA typu dzikiego przetestowano pod katem

zanieczyszczenia zmutowanym DNA.

Wyniki tego badania nie wskazujg na obecnos¢ zadnego wykrywalnego zanieczyszczenia

w zadnym z izolatéw DNA typu dzikiego przeznaczonych do wykrywania zanieczyszczenia

krzyzowego.
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Test wykluczenia/reaktywnos¢ krzyzowa

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit sktada sie z 8 odrebnych reakcji, w tym jednej
reakcji kontrolnej, w ktorej wykrywany jest niepolimorficzny region genu KRAS, oraz 7 reakc;ji
swoistych wzgledem mutacji. Nie jest dostepna mieszanina reakcyjna, ktéra w swoisty
sposob mierzy sekwencje genu KRAS typu dzikiego w kodonie 12 lub 13. Wynik ,No
Mutation Detected” (Nie wykryto zadnej mutacji) dla genu KRAS (ij. typu dzikiego) jest
okreslany na podstawie braku pozytywnego wyniku dla ktérejkolwiek z 7 mutacji.

Z tego powodu konieczne jest wykazanie stopnia amplifikacji, czyli reaktywnosci krzyzowe;j,
wystepujacej w kazdej reakcji przy nadmiernej ilosci DNA genu KRAS typu dzikiego, aby
zapewnic, ze nie zostang wygenerowane fatszywie pozytywne wyniki. Analogicznie, stopien
nieswoistej amplifikacji jest oceniany w przypadku mutacji KRAS, ktére nie sg wykrywane
przez oznaczenie. Wskazuje to, ze stopien reaktywnos$ci krzyzowej pomiedzy reakcjami
swoistymi wzgledem mutacji nie prowadzi do generowania btednych statuséw mutaciji
w obecnosci nadmiernej ilosci zmutowanego DNA. Ze wzgledu na to, Zze wejsciowg ilosé
DNA do tego oznaczenia oparto na zakresie wartosci Ct kontroli (21,92-32,00), najwyzsze
wejsciowe stezenie DNA odpowiada wartosci Ct kontroli okoto 22.

Nieswoista amplifikacja/reaktywnos$¢ krzyzowa: DNA genu KRAS typu dzikiego

Okreslono stopien nieswoistej amplifikacji DNA typu dzikiego dla mieszanin reakcyjnych
przeznaczonych do amplifikacji okreslanych mutacji. Za pomocg zestawu therascreen KRAS
RGQ PCR Kit oceniono tgcznie 60 powtdrzen DNA typu dzikiego z probek FFPE z linii
komorkowej i 60 probek NDRP przy najwyzszym stezeniu wejsciowym amplifikowalnego
DNA.

Wartosci Ct kontroli wynosity okoto 22—-23. Wyniki wskazuja, ze wartosci ACt przekroczyty
ustalone punkty odciecia, a dla co najmniej 95% powtdrzen probek typu dzikiego otrzymano
prawidtowy status mutac;ji.

68 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Instrukcja obstugi  11/2019



Nieswoista amplifikacja/reaktywnos¢ krzyzowal/test wykluczenia: DNA genu
KRAS pozytywne wzgledem mutacji

Prébki z mutacjami o wysokim stezeniu wejsciowego DNA przetestowano za pomocag
wszystkich mieszanin reakcyjnych. Probki DNA przygotowano z kazdej prébki FFPE z linii
komorkowych CRC i NDRP w taki sposéb, aby wartos¢ Cr reakcji kontrolnej wynosita okoto
23. Oceniono po 6 powtérzen kazdej probki z mutacjg w takich rozcienczeniach. Odsetek
mutacji w prébce byt uzalezniony od odsetka mutacji w DNA linii komorkowe;.

Srednie wartoéci ACt przedstawione w Tabeli 19 i Tabeli 20 wskazuja, ze miedzy reakcjami
swoistymi wzgledem mutacji zachodzi reaktywnos¢ krzyzowa. We wszystkich przypadkach
wygenerowano prawidiowy status mutacji dla odpowiedniej reakcji swoistej wzgledem
mutacji (fj. najmniejsza wartos¢ ACt okre$lata prawidtowy status mutacji). W pozostatych
przypadkach nie wykryto wartosci ACt lub wykraczata ona poza wartos¢ progows.

Tabela 19. Reaktywnos¢ krzyzowa (ACT) miedzy reakcjami swoistymi wzgledem mutacji okreslona przy

uzyciu prébek DNA wyizolowanych z tkanek FFPE CRC z linii komérkowych przy wysokim zakresie
wejsciowym

ACt oznaczenia
ZmutowanePunkt 12ALA  12ASP  12ARG 12CYS  12SER  12VAL  13ASP
DNA odciecia
12ALA 8 1,42¢ 12,66 ND. 5,81t 2,78t 6,311 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42* ND. ND. 13,44 11,21 13,55
12ARG 8 13,12 11,56 1,12¢ 11,42 ND. 13,43 12,66
12cYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* ND. 7,96 12,88
12SER 8 ND. 13,39 13,31 ND. 3,02* 12,99 13,97
12VAL 75 6,831 ND. ND. ND. 13,38 0,28* 13,74
13ASP 7,5 ND. 13,29 13,89 ND. ND. 14,36 4,5

ND.: Nie wykryto reaktywnosci krzyzowe;.

Wartosci ACt z dopasowanych reakgji.
T Wartosci ACr z reakcji z reaktywnoscig krzyzowa ponizej punktu odciecia.
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Tabela 20. Reaktywnos¢ krzyzowa (ACT) miedzy reakcjami swoistymi wzgledem mutaciji okreslona przy uzyciu
probek DNA wyizolowanych z tkanek FFPE NDRP z linii komérkowych przy wysokim zakresie wejsciowym

ACt oznaczenia

ZmutowanePunkt 40 A 12ASP  12ARG  12CYS  12SER  12VAL  13ASP
DNA odciecia

12ALA 8 1,31* 12,8 ND. 5,01 2,26 5,57t 12,65
12ASP 6,6 12,61 1,66* ND. ND. ND. 10,3 12,60
12ARG 8 12,98 11,08 0,81 11,24 ND. 12,66 12,62
12CYS 8 ND. 12,22 7,841 0,56 ND. 13,06 11,84
12SER 8 ND. 12,87 13,21 ND. 1,93* 13,25 12,93
12VAL 75 5,93t 14,29 ND. ND. 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 ND. ND. ND. ND. ND. ND. 2,02¢

ND.: Nie wykryto reaktywnosci krzyzowej.

*

Wartosci ACt z dopasowanych reakgji.
T Wartosci ACr z reakcji z reaktywnoscig krzyzowg ponizej punktu odciecia.

Powtarzalnosc¢ i odtwarzalnos¢

Celem tego badania bytlo wykazanie precyzji zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit:
wewnatrzlaboratoryjnej (powtarzalnos¢) i miedzylaboratoryjnej (odtwarzalno$¢). Zgtaszano
prawidlowe wygenerowanie statusow mutacji oraz precyzje wartosci ACt (réznica wartosci
Ct miedzy reakcjg swoistg wzgledem mutacji a reakcjg kontrolng).

CRC

Do tej oceny wykorzystano kliniczne probki CRC. Jedng prébke typu dzikiego i po jednej
probce dla kazdej mutacji testowano za pomocg zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
Do testéw wszystkich probek i kontroli uzywano 3 serii zestawu therascreen KRAS RGQ
PCR Kit. Badania wykonywato 2 operatorow w 3 osrodkach, codziennie przez 5 dni, po
2 reakcje na dzieh. W kazdej reakcji uwzgledniano po 2 powtérzenia kazdej probki. Wartosci
Cr i ACt uzyskane z kazdej reakcji dla kazdej probki przeanalizowano réwniez, wykonujgc
analize zmiennych elementéw badania.
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Odtwarzalno$¢ zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit wykazano dla probek o niskim
poziomie mutacji (3x LOD) oraz prébek typu dzikiego, uzyskujgc co najmniej 39/40 prawidtowych
statusow mutacji dla wszystkich oznaczen przy uzyciu wielu serii, na ré6znych platformach oraz
podczas wykonywania testéw przez réznych operatoréw, zaréwno w tym samym laboratorium,
jak i pomiedzy laboratoriami. Podano szacowany odsetek prébek o stezeniu 3x LOD badanych
jako probki zmutowane i probki typu dzikiego fgcznie dla wszystkich osrodkéw oraz osobno dla
kazdego osrodka. W przypadku wszystkich kombinacji oznaczen i probek dla co najmniej 79 z 80

powtdrzen uzyskano prawidtowy status mutacji (Tabela 21).

Tabela 21. Prawidtowe statusy mutacji, tacznie

Prawidlowe statusy mutacji, oznaczenia mutacji

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

Mutacja, 3x LOD 79/80 80/80 80/80 79/80 80/80 80/80 80/80

Typ dziki (niski poziom)  80/80 79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80

NDRP

Dla kazdej z 7 prébek NDRP z mutacjg genu KRAS wykorzystano 3 prébki reprezentujgce
kazdy z 3 typéw metod pobierania prébek (resekcja, BAG i BAC). Do stworzenia puli
rozcienczen DNA typu dzikiego wykorzystano 6 dodatkowych prébek klinicznych (2 prébki

reprezentujgce kazdy z 3 typéw metod pobierania probek).

Dla kazdej z probek zawierajgcych mutacje potgczono wiele izolatéw w celu utworzenia
jednej puli probek na mutacje. Kazdg pule probek zawierajgcych mutacje rozcienczono, aby
uzyskaé prébki o stezeniach mutacji 1x LOD i 3x LOD.

W badaniu braty udziat laboratoria w 3 osrodkach. Warunki laboratoryjne byly zréznicowane
w kazdym osrodku w nastepujacy sposéb: 2 aparaty Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
2 operatorow, 2 serie zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit i 2 reakcje dziennie (na

jednego operatora) przez 16 nienastepujgcych po sobie dni.
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W przypadku wszystkich kombinacji oznaczen i prébek dla co najmniej 284 z 288 powtoérzen
uzyskano prawidtowy status mutacji. Ogélny odsetek prawidtowych statuséw mutacji, dla
wszystkich oznaczen tacznie, dla grupy o stezeniu 1x LOD wynosit 100%. Ogdlny odsetek
prawidtowych statuséw mutacji, dla wszystkich oznaczen tgcznie, dla grupy o stezeniu
3x LOD wynosit 99,6%. Ogoélny odsetek prawidtowych statuséw mutacji w przypadku prébek,
w ktérych nie wykryto mutaciji (typ dziki), wynosit 100% (Tabela 22).

Tabela 22. Prawidiowe statusy mutacji przy probkach 1x LOD, 3x LOD i typu dzikiego

Poziom Prawidtowe Prawidiowe Dolna dwustronna granica
mutacji Oznaczenie statusy mutac;ji statusy mutacji, %  90-procentowego CI
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
3x LOD 12CYS 284/288 98,61 96,85
12SER 284/288 98,61 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 287/287 100 98,96
Typ dziki 285/285 100 98,95
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Zmiennosc¢ wynikajgca ze sposobu postepowania z probkami

Celem tego badania byta ocena wptywu zmiennos$ci wynikajgcej ze sposobu postepowania
z prébkami, zwtaszcza izolacji DNA, na skutecznos$é¢ zestawu therascreen KRAS RGQ PCR
Kit. Badanie to stanowi uzupetnienie badania powtarzalnosci i odtwarzalnosci poprzez
analize zmiennosci wynikajgcej ze sposobu postepowania z probkami, gdy te same kliniczne
skrawki FFPE i skrawki FFPE z linii komdrkowych byly przetwarzane w 3 osrodkach,

a nastepnie testowane przy uzyciu zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

CRC

Z kazdej z 10 prébek FFPE CRC wycieto trzydziesci nastepujgcych po sobie skrawkéw
o grubosci 5 uym (3 typu dzikiego i po 1 na mutacje). Skrawki rozdzielono losowo miedzy
3 osrodki, tak aby kazdy osrodek otrzymat po 10 skrawkéw na probke FFPE (tacznie
100 skrawkow). 298 probek sposrod 300 izolatow DNA byto waznych. Zgodnosé wynikow
statuséw mutacji genu KRAS miedzy 3 osrodkami wynosita 99,33%.

Poréwnanie srednich wartosci ACt otrzymanych dla probek z mutacjami oraz prébek typu
dzikiego wykazato duzy stopien zgodnosci wynikéw. Wyniki pokazujg zgodnosé procedury
izolacji DNA i przetwarzania probek w potaczeniu z zestawem therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NDRP

Do tego badania wykorzystano 13 klinicznych prébek NDRP (3 x 12ASP, 3 x 12CYS,
4 x 12VAL i 3typu dzikiego) i 4 probki FFPE z linii komérkowych (12ALA, 12ARG,
12SER i 13ASP). Prébki odpowiadaty réznym metodom pobierania probek: resekcja
chirurgiczna, BAG i BAC. Linie komdrkowe byly uzywane do reprezentowania rzadkich
mutaciji, dla ktérych nie byta dostepna kliniczna prébka tkanki NDRP.

Trzy partie po 20 skrawkéw FFPE rozdzielono losowo do 3 os$rodkéw. W kazdym z tych
3 osrodkéw DNA izolowano z partii 20 skrawkéw FFPE (10 par) dla kazdej mutacji i typu
dzikiego.
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Po przetestowaniu wszystkich uzyskanych prébek w 3 poszczegdlnych osrodkach za
pomocg zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit dla kazdej z 7 mutacji oraz prébek typu
dzikiego wygenerowany zostat prawidtowy status mutacji. Ogolny odsetek prawidtowych
statusow mutacji dla kazdej z 7 mutacji oraz prébek typu dzikiego wynosit 100%, co
wskazuje na spojnos¢ izolacji DNA i wykrywania mutacji przy uzyciu zestawu therascreen
KRAS RGQ PCR Kit miedzy osrodkami.

Réwnowaznos$¢ metod pobierania probek (tylko NDRP)

Celem tego badania byta ocena, czy metoda pobierania probek NDRP wptywa na status mutacji
generowany dla tych probek przez zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit. W badaniu byty
oceniane 3 metody pobierania prébek: resekcja, BAC i BAG.

Do tego celéw tego badania ,dopasowane do pacjentéw” probki z BAG i BAC uzyskano z probek
guzdéw pobranych podczas resekgji chirurgicznej, aby umozliwi¢ pozyskanie tego samego guza
za pomoca 3 metod pobierania probek. Do tego badania wykorzystano igcznie 169 prébek
pobranych podczas resekgji, 169 probek z BAG i 169 probek z BAC.

Kazda prébke poddano izolacji i przetestowano za pomocg oznaczenia kontrolnego genu KRAS.
Kazda prébke, dla ktérej uzyskano wazny wynik (169 probek pobranych podczas resekcji, 169
prébek z BAG i 164 probek z BAC), przetestowano za pomoca wszystkich 8 oznaczen pod katem
genu KRAS.

Ponadto, dla kazdej klinicznej probki FFPE NDRP, wyizolowane DNA uzyte do analizy za
pomoca zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit oceniono rowniez metodg dwukierunkowego
sekwencjonowania Sangera w celu okreslenia poziomu zgodnosci wynikdw miedzy zestawem
therascreen KRAS RGQ PCR Kit a dwukierunkowym sekwencjonowaniem Sangera. We
wszystkich typach probek zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit umozliwit doktadne
okre$lenie statusu mutacji wzgledem dwukierunkowego sekwencjonowania Sangera.
Procentowa zgodnos¢ ogdtem wyniosta 96,96%.

Whyniki tego badania wskazuja, ze zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit generuje
rownowazne wyniki dla prébek pobranych dowolng z 3 metod, co okreslajg wskazniki
procentowej zgodnosci ogétem przedstawione parami:

® BAG w stosunku do BAC 97,52 (granice ufnosci 94,41-99,15)
® BAG w stosunku do resekcji 96,39 (granice ufnosci 92,99-98,41)
® BAC w stosunku do resekcji 98,76 (granice ufnosci 96,14—99,78)
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

I

IVD

>R R R

<N>

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakc;ji

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Zawiera

Liczba

R oznacza wydanie instrukcji obstugi, a n oznacza numer wers;ji

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

7

[ec]
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegétowych informacji nalezy odwiedzi¢
witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem www.qgiagen.com/Support,
zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowa¢ sie z jednym z dziatéw pomocy
technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona

www.giagen.com).
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Zatgcznik 1: therascreen KRAS RGQ
PCR Kit — Protokoét reczny

W tej czesci przedstawiono instrukcje dotyczace uzytkowania zestawu therascreen KRAS
RGQ PCR Kit z wersjg 2.3 oprogramowania RGQ w trybie otwartym (ij. bez pakietu
oznaczeh KRAS Assay Package).

Informacje ogdlne

e Liste materialtdbw wymaganych przedstawiono w czesci Materialty wymagane, ale
niedostarczone.

® Pelne instrukcje dotyczgce przygotowania prébki i uktadu probek przedstawiono

w czesciach Protokot: Ocena préobek DNA i Protokot: Wykrywanie mutaciji genu KRAS.

Protokét: Tworzenie profilu temperaturowego

Przed rozpoczeciem nalezy utworzyé profil temperaturowy dla analizy genu KRAS.

Parametry wykonywania cykli przeznaczone dla oceny prébek i mutacji sg takie same.

Procedura

Parametry wykonywania cykli przedstawiono w Tabeli 23.

Tabela 23. Parametry wykonywania cykli

Cykle Temperatura Czas Akwizycja danych
1 95°C 15 minut Brak
95°C 30 sekund Brak
40 60°C 60 sekund Kanat Green i Yellow
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1. Klikng¢ dwukrotnie ikong oprogramowania Rotor-Gene Q Series w wersji 2.3 na pulpicie
laptopa podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Wybra¢ karte
»+Advanced” (Zaawansowane) w wyswietlonym oknie New Run (Nowa reakcja).

2. Aby utworzyé nowy szablon, wybraé¢ opcje Empty Run (Pusta reakcja), a nastepnie
klikng¢ opcje New (Nowa), aby otworzy¢ okno New Run Wizard (Kreator nowej reakcji).

3. Wybra¢ opcje 72-Well Rotor (Rotor 72-dotkowy) jako typ rotora. Upewnié¢ sie, ze
pierscien blokujgcy jest zamocowany, i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring
Attached (Pierscien blokujagcy zamocowany). Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 21).

New Run Wizard §|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

Skip Wizard |

Ryc. 21. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu). 1 = ,Rotor type” (Typ rotora); 2 = pole
,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujgcy zamocowany); 3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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4. Wprowadzi¢ nazwisko w polu operator. Doda¢ wszelkie komentarze i wprowadzi¢
objetos¢ reakcyjng réwng 25. Upewni¢ sie, ze warto$¢ w polu Sample Layout (Uktad
probek) to 1, 2, 3.... Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 22).

New Run Wizard g|

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

1_ Operator : MAME

MHotes :

Thig box dizplays

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

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

Ryc. 22. Wprowadzanie nazwiska operatora i objetosci reakcyjnych. 1 = pole ,Operator”; 2 = pole
,Notes” (Uwagi); 3 = pole ,Reaction Volume” (Objetos$¢ reakcyjna); 4 = ,Sample Layout” (Uktad prébek);

5 = przycisk ,Next” (Dalej).

5. Klikng¢ przycisk Edit Profile (Edytuj profil) w oknie ,New Run Wizard” (Kreator nowej

reakcji) (Ryc. 23) i zaprogramowac profil temperaturowy zgodnie z informacjami

podanymi w ponizszych krokach.
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New Run Wizard

Temperature Profile ;

Edit Prafile ...

Charinel Setup ;

Mame | Source | Detector | Gain | Create New. .. |
Green 470nm S10nm I3 Edit
Yellow  530nm  558nm 5
Orange  585nm E10nm =3 Edit Gait...
Fed B28nm  BBOnm 5
Crimzon - B80nm F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm  510nm 7 Reset Defauls
Gain Optirisatior...

Skipwizard | << Back Nest>> |

Click. this button ta

edit the profile
shown in the box
abowve.

X

Ryc. 23. Edycja profilu.

6. Klikngé przycisk Insert after (Wstaw po) i wybraé opcje New Hold at Temperature

(Nowy etap wstrzymania przy temperaturze) (Ryc. 24).

1 Edit Profile
€ W

Open  Save As

=]
Help

Mew

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

X

Click on a cycle below to madify it :

e Cyeling

Few Melk

010 AT | eMperature

Copy of Current Step

Ryc. 24. Wstawianie etapu wstepnej inkubacji. 1 = przycisk ,Insert after” (Wstaw po); 2 = ,New Hold at
Temperature” (Nowy etap wstrzymania przy temperaturze).
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7. Ustawi¢ wartos$¢ w polu Hold Temperature (Temperatura wstrzymania) na 95°C, a warto$¢
w polu Hold Time (Czas wstrzymania) na czas 15 mins 0 secs (15 min 0 s). Klikng¢
przycisk Insert After (Wstaw po) i wybra¢ opcje New Cycling (Nowy cykl) (Ryc. 25).

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

The run will take approximately 16 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below ta madify it

Insert before...

Mew Hold at Temperature
Mew HRM Step
Hold Temperature 9% oo Copy of Current Step

Remove

-
1 Hald Time : 15 |ming 0 |secs

Ryc. 25. Etap wstepnej inkubacji w temperaturze 95°C. 1 = ,Hold Temperature” (Temperatura wstrzymania) i
,Hold Time” (Czas wstrzymania); 2 =, Insert after” (Wstaw po); 3 =,New Cycling” (Nowy cykl).
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8. Ustawic¢ liczbe powtorzen cykli na 40. Wybraé pierwszy etap i ustawi¢ opcje 95°C for
30 secs (95°C przez 30 sekund) (Ryc. 26).

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

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

Click on a cycle below to madify it :

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

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

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

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

720 for 20 secs

B0RC for 20 secs

Ryc. 26. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 95°C. 1 = pole ,Cycle repeats” (Powtdrzenia cyklu); 2 =
etap pierwszy: ustawienie temperatury; 3 = etap pierwszy: ustawienie czasu.
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9. Wybra¢ drugi etap i ustawi¢ opcje 60°C for 60 secs (60°C przez 60 sekund).
Aby wigczy¢é akwizycje danych podczas tego etapu, klikngé opcje Not Acquiring
(Brak akwizyciji) (Ryc. 27).

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

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

Click on a cycle below to modify it :

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

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

95°C for 30 secs J j

T2 for 20 zecs /
BO°C for B0 secs /

Timed Step

GORC
2 —— B0 seconds

Mot Acquiing

[~ Touchdown

Ryc. 27. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 60°C. 1 = etap drugi: ustawienie temperatury i czasu; 2 =
przycisk ,Not Acquiring” (Brak akwizyciji).
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10. Naliscie Available Channels (Dostepne kanaty) wybra¢ kanaty Green (Zielony) i Yellow

(Zotty), a nastepnie wybra¢ znak >, aby przeniesé te kanaty na liste Acquiring Channels

(Kanaty do akwizycji danych). Klikng¢ przycisk OK (Ryc. 28).

Arailable Channels ;

Acquisition Configuration :

Same az Previous ; |[New Acquizition] j

Acquining Channels

M ame |

Crimzan
HR
Orange
Red

Dye Chart »»

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

Dan't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FamM SYER Green 1Y, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4884
“ellow 530nm | 555nm JOE, I, HEX, TET, CAL Fluor Gald 5404, ¥ akima ‘' ellow -+
Orange | 585nm | 610nm RO, CaL Fluor Bed 8104, Cy3.5Y, Texas RedY', Alexa Fluor 563

B25nm |BBOnm | Cy5< Quazar 670, Alexa Fluor B33+

E20nm | 710kp Quazarfl5Y, Alewa Fluor G20

460nm  (510nm | SYTO 94, EvaGreen

Ryc. 28. Akwizycja danych na etapie cyklu wykonywanego w temperaturze 60°C.
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11. Wybra¢ trzeci etap i klikng¢ znak —, aby usuna¢ ten etap. Klikna¢ przycisk OK (Ryc. 29).

1 Edit Profile
g W @

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

X

Click on a cycle below to modify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s].

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.
|| Timed Step j
T2EC

20 seconds

95°C for 30 zecs

Acquiring to Cycling B

on Green
B0°C for B0 secs

[ Long Range
[~ Touchdown

Ryc. 29. Usuniecie etapu wydtuzania.
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12. W kolejnym oknie klikng¢ opcje Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia)
(Ryc. 30).

New Run Wizard El

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

on an item, hower
waur mouse over the
itern For help. ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
avallable settings.

Edit Praofile ...

Channel Setup

M ame | Source | Detector | G ain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 5 E di
ellow B30nm  B55nm 5
Orange  58%nm B10mm 5 Edit Gair..
Red E2Bnm  BROnm A
Crmzon  B30nm  F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm 51 0nm 7 Freset Defauls
1—
| Giain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Hest>> |

Ryc. 30. ,,Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia).
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13. Klikng¢ opcje Optimise Acquiring (Optymalizuj akwizycje). Zostang wyswietlone
ustawienia dla kazdego kanatu. Klikng¢ przycisk OK, aby zaakceptowac te wartosci

domysine. (Ryc. 31).

Auto-Gain Optimisation Setup

- Optimizatian :

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
% different gain lewels until it finds one at which the fluorescence levels are
chemigtry you are performing,

Set temperature ta |5 jdeglees.

Optimize &l I DEtimise Acauirina:

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Channel Settings :

 Channel
I_ Channel . Green Tube Pozitian : I'I j

Target Sample Range E :II Flupta |10 j Fl

d...

M ame JE dit... |
Acceptable Gain Range: |10 :ll ta I'I 0 j EMOVE |
move Al |
: aK I Cancel I Help
Start tanual . | Cloge Help

Ryc. 31. ,,Auto-Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia automatycznego) dla kanatu zielonego.
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14. Zaznaczy¢ pole Perform Optimisation before 1st Acquisition (Wykonaj
optymalizacje przed pierwszg akwizycjg), a nastepnie klikng¢ przycisk Close (Zamknij),
aby powrdci¢ do ekranu kreatora (Ryc. 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :

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

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

Set temperature ta :II deqress.

Optimize All | Optimize Acquiing |

fﬁéF’erfolm Optimigation Befare 1zt Acquisitior

I Perform Optimization At 50 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| -l e |

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

Green 1 5F 10F -0 10 Q

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

1
£ *

i PR e [T

Ryc. 32. Wybér kanatu zielonego i zéttego.

15. Klikng¢ przycisk Next (Dalej). Nastepnie klikng¢ przycisk Save (Zapisz), aby zapisac
szablon w odpowiedniej lokalizaciji.
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Protokot: Ocena prébek (reczna)

Ten protokot stuzy do oceny catkowitej ilosci amplifikowalnego DNA w probkach i nalezy go

wykonac przed analizg mutacji genu KRAS.

® Przygotowac prébki zgodnie z opisem w czesci Protokét: Ocena probek DNA.

® Przygotowac reakcje PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zgodnie z opisem
w czesci Protokét: konfiguracja zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

® Po ukonczeniu reakcji przeanalizowac¢ dane zgodnie z instrukcjami w czesci Analiza

wynikéw oceny probek.

Protokét: Wykrywanie mutacji genu KRAS (recznie)

Po pomyslnej ocenie probki mozna przetestowac prébke w celu wykrycia mutacji genu KRAS.

® Przygotowac probki zgodnie z opisem w czesci Protokdt: Wykrywanie mutacji genu
KRAS.

® Przygotowac reakcje PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zgodnie z opisem

w czesci Protokét: konfiguracja zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

® Po ukonczeniu reakcji przeanalizowa¢ dane zgodnie z instrukcjami w czesci Analiza

wynikéw wykrywania mutacji genu KRAS.

Protokét: konfiguracja zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit
1. Uruchomi¢ oprogramowanie Rotor-Gene Q Series w wersji 2.3, a nastepnie otworzy¢
odpowiedni, utworzony profil temperaturowy.
2. Utworzy¢ profil temperaturowy zgodnie z czescig Protokot: Tworzenie profilu
temperaturowego.
Upewni¢ sie, ze wybrano prawidtowy rotor, i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring
Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany). Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 33).
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X

Mew Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Type

Rotar-Disc 100

2- Iv Locking Ring Attached

SkipWizard| I Mewt 3> :

Ryc. 33. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) i ekran gtéwny.
1 = ,Rotor type” (Typ rotora); 2 = pole ,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujacy zamocowany);

3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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3. Wprowadzi¢ nazwisko w polu operator. Dodaé wszelkie uwagi i upewni¢ sie, ze warto$¢

w polu Reaction Volume (Objetos¢ reakcyjna) to 25, a warto$¢ w polu Sample Layout
(Uktad prébek) to 1, 2, 3.... Klikngé przycisk Next (Dalej) (Ryc. 34).

Mew Run Wizard

This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,

clicking Mext when you are ready to move to the next page.

]

This bowx displays

help on elements in
the wizard. For help

pOUr Mouze over the
item for help. Y'ou
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

Operator : WAME
Motes :

Reaction o5 =
Volume [pL]: I =1

Sample Layout : I'I, 2.3

3

Skip'izard | << Back

Ryc. 34. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu). 1 = pola ,Operator” oraz ,Notes” (Uwagi);
2 = pole ,Reaction Volume” (Objetos$¢ reakcyjna) i ,Sample Layout” (Uktad prébek); 3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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4. Nie zmienia¢ wartos$ci w kolejnym oknie. Profilu temperaturowego nie trzeba edytowac,

jesli utworzono go zgodnie z instrukcjami podanymi w czesci Protokot: Tworzenie profilu

temperaturowego. Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 35).

Temperature Profile -

Edit Prafile

Channel Setup

MName | Source | Detector | Gain |

Create New..

Green 47 0nm
Yellow  530nm
Orange  585nm
Red E25nm
Crimzon  E80nm
HFik4 460nm

510nm
558nm
E10nm
B&lnm
T10hp
510mm

=4~

i

Gain Optimization

Skip \wizard | <¢ Back I Hext>»

Ryc. 35. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) i ekran edycji temperatury.

1 =,Next” (Dalej).

Edi...
Edit Gain...
Remaove

Reset Defaults

This bax displays

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

1
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5. Przejrze¢ podsumowanie, a nastepnie klikng¢ przycisk Start Run (Uruchom reakcje),

aby zapisac plik reakc;ji i uruchomic¢ reakcje (Ryc. 36).

New Run Wizard E|
Summary :
Setting Walue
Green Gain 5
ellow Gain 5
Auta-G ain Optimization Befare First Acquisition
Riotar 72-well Flotar
Sample Layout 1.2.3...
Reaction Volume (in microlters] 25

-1

Once you've confirmed that your run settings are corect, click Start Fun to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard | <{ Back |

Ryc. 36. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu). 1 = Przycisk ,Start
Run” (Rozpocznij reakcje).

Uwaga: Po uruchomieniu reakcji zostanie wyswietlone nowe okno, w ktérym mozna
wprowadzi¢ nazwy prébek lub klikngé przycisk Finish (Zakoncz) i wprowadzi¢ je
pdzniej, wybierajgc opcje Sample (Probka) podczas reakcji lub po ukonczeniu reakgc;ji.
Po wybraniu opcji Finish and Lock Samples (Zakoncz i zablokuj prébki) nie mozna juz
edytowac¢ nazw prébek. Aby testom i analizie zostata poddana odpowiednia prébka,
podczas wprowadzania nazw probek nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznosc.
Uwaga: Podczas nadawania nazw probkom pola w kolumnie ,Name” (Nazwa)
odpowiadajgce pustym dotkom powinny pozosta¢ puste.

6. Po zakonczeniu reakcji nalezy przeanalizowaé dane zgodnie z instrukcjami podanymi
w czesci Analiza wynikdow oceny probek lub w czesci Analiza wynikow wykrywania
mutacji genu KRAS, odpowiednio do potrzeb.

7. Jesli wymagany jest raport z oznaczenia ilosciowego, nalezy klikngé ikone Reports
(Raporty) na pasku narzedzi w pliku reakcji Rotor-Gene Q.
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Interpretacja wynikéw (reczna)

Po ukonczeniu reakcji wykonywanej w celu analizy probek lub w celu analizy mutacji nalezy

przeanalizowa¢ dane zgodnie z ponizszg procedura.

Ustawienia oprogramowania do analizy

. Otworzy¢ odpowiedni plik za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q Series

w wersji 2.3.

. Jesli prébki nie zostaty nazwane przed wykonaniem reakgciji, klikng¢ opcje Edit Samples

(Edytuj probki).

. Wprowadzi¢ nazwy probek do kolumny Name (Nazwa).

4. Klikng¢ opcje Analysis (Analiza). Na stronie analizy klikng¢ opcje Cycling A. Yellow,

aby wyswietli¢ kanat HEX.

. Klikngé opcje Named On (Nazwane).

Uwaga: Gwarantuje to, ze puste dofki nie bedg uwzgledniane w analizie.

. Wybra¢ opcje Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna).

7. Wybra¢ opcje Linear Scale (Skala liniowa).

. Klikng¢ opcje Outlier Removal (Usuwanie wartosci odstajgcych) i wprowadzi¢ 10%

jako wartos¢ NTC Threshold (Prog NTC).

. Ustawi¢ wartos¢ progowg na 0.05 i sprawdzi¢ wartosci CT kanatu przeznaczonego dla

barwnika HEX.

. Na stronie analizy klikng¢ opcje Cycling A. Green, aby wyswietli¢ kanat FAM.

. Upewni¢ sie, ze zaznaczona jest opcja Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna).

Klikng¢ opcje Linear Scale (Skala liniowa).

. Klikng¢ opcje Outlier Removal (Usuwanie wartosci odstajgcych) i wprowadzi¢ 10%

jako warto$s¢ NTC Threshold (Prog NTC).

. Ustawi¢ wartos¢ progowag na 0.05 i sprawdzi¢ wartosci CT kanatu przeznaczonego dla

barwnika FAM.
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Analiza wynikéw oceny probek

Analiza kontroli reakcji

Nalezy zapoznac sie ze schematem ,Analiza kontroli reakcji” przedstawionym na Ryc. 37.

Kontrola negatywna: Aby mozna byto stwierdzi¢ brak zanieczyszczen mieszaniny
reakcyjnej, wartos¢ Ct wygenerowana przez kontrole bez matrycy w kanale zielonym nie
moze by¢ nizsza niz 40. Aby mozna byto stwierdzi¢ prawidtowe przygotowanie ptytki,
kontrola NTC musi wykazywaé¢ amplifikacje w kanale zéttym na poziomie 31,91-35,16.
Okreslone wartosci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmuja je.

Kontrola pozytywna: Kontrola pozytywna KRAS (PC) musi da¢ wartos¢ Cr w kanale
zielonym, mieszczaca sie w zakresie 23,5-29,5 dla kazdego z 8 oznaczen. Okreslone
wartodci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmujg je. Warto$¢ poza tym zakresem
wskazuje na problem zwigzany z przygotowaniem oznaczenia i tym samym uniewaznia
reakcje.

Uwaga: Danych uzyskanych dla probki nie nalezy bra¢ pod uwage, jesli wyniki ktérejkolwiek

z dwdch reakgji kontroli sg niewazne.

Przyjmujac, ze obie kontrole reakcji sg wazne, wartos¢ Cr kazdej probki musi miesci¢ sie

w zakresie 21,92-32,00 w kanale zielonym. Je$li warto$¢ otrzymana dla probki jest poza

tym zakresem, nalezy oprze¢ sie na przedstawionych ponizej wytycznych.

Analiza probek — oznaczenie kontrolne

Wartos¢ Ct oznaczenia kontroli probki <21,92: Probki, dla ktérych uzyskano warto$é
Cr oznaczenia kontroli <21,92, nalezy rozcienczyc¢, gdyz warto$c¢ ta reprezentuje dolng
granice zwalidowanego zakresu oznaczenia. Aby wykry¢ kazdg mutacje przy niskim
poziomie, nadmiernie stezone probki nalezy rozcienczy¢ tak, aby otrzymywana dla nich
warto$¢ miescita sie w okreslonym powyzej zakresie, przyjmujac, ze rozcienczenie

o potowe zwieksza wartos¢ Cr o 1.
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Jesdli wartos¢ prébki jest bliska 21,92, zalecane jej rozcienczenie prébki w celu
upewnienia sie, ze wynik pochodzi z testu prébki (wykrywanie mutacji genu KRAS).
Prébki nalezy rozcienczaé, uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda wolna od

nukleaz do rozcienczen [DIL]).

® Warto$¢ Ct oznaczenia kontroli probki >32: Zalecane jest ponowne przeprowadzenie izolacji
probek, gdyz niewystarczajgca poczgtkowa ilos¢ matrycy DNA w probce uniemozliwia
wykrycie wszystkich mutacji genu przy punktach odciecia okreslonych dla oznaczenia.

Analiza wynikow wykrywania mutacji genu KRAS

Analiza kontroli reakcji

Nalezy zapozna¢ sie ze schematem ,Analiza kontroli reakcji” (Ryc. 37).

e Kontrola negatywna: Aby mozna byto stwierdzi¢ brak zanieczyszczen mieszaniny
reakcyjnej, wartos¢é Ct wygenerowana przez kontrolge bez matrycy w kanale zielonym nie
moze by¢ nizsza niz 40. Aby mozna byto stwierdzi¢ prawidtowe przygotowanie ptytki,
kontrola NTC musi wykazywac¢ amplifikacje w kanale zéttym na poziomie 31,91-35,16.

Okreslone wartosci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmujg je.

e Kontrola pozytywna: Kontrola pozytywna KRAS (PC) musi da¢ warto$¢ Ct w kanale
zielonym, mieszczacy sie w zakresie 23,5-29,5 dla kazdego z 8 oznaczen. Okreslone
wartosci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmuja je. Warto$¢ poza tym zakresem
wskazuje na problem zwigzany z przygotowaniem oznaczenia i tym samym uniewaznia
reakcje.

Uwaga: Danych prébki nie nalezy bra¢ pod uwage, jesli wyniki ktorejkolwiek z 2 reakcji

kontroli sg niewazne.
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Wartos¢ Cy
kontroli
negatywnej

w kanale
barwnika FAM

arto$¢ Gr
w kanale barwnika
AM <402

NIE

arto ¢ Gy
w kanale barwnika
HEX w zakresie
,91-35,162

A4
Powodzenie

TAK- NIEPOWODZENIE REAKCJI

NIEPOWODZENIE REAKCII/
Niewazny wynik kontroli
wewn etrznej

TAK

Warto$é C;
kontroliwewnetrznej
w kanale barwnika
HEX jest<31,912

NIE

Wartos¢ Cr
kontroliwewnetrznej
w kanale barwnika
HEX jest>35,162

TAK

NIEPOWODZENIE REAKCJI/
Negatywny wynik kontroli
wewnetrznej pod wzgledem
amplifikacji w kanale
barwnika HEX

kontroli
negatywnej

strona 101

Przejé¢ do czesci,Analiza probek’, | o
Y

Wartode G
kontroli
pozytywnej

w kanale
barwnika FAM

Wartos¢
C; kontroli w kanale
barwnika FAV w zakresie
235-295?

TAK

Wartoéc C;
‘mutacji 2ALAW kanale
barwnika FAV w zakresie
235-295?

mutacji 12ASP w kanale
barwnika FAM w zakresie.

Wartoéé C;
mutacji 12ARG w kanale
barwnika FAVl w zakresie

Wartoéé Cy
‘mutacji 12CYS w kanale
barwnika FAVl w zakresie
235-295?

Wartoéé ¢y
mutacji 125 ER w kanale
barwnika FAV w zakresie
235-295?

Wartoéé C;
mutacji 12VAL w kanale
barwrika FAV w zakresie

Wartoéé C;
mutacji 13ASP w karale
barwnika FAVl w zakresie
235-295?

TAK

v

Powodzenie
kontroli

pozytywnej

NIE NIEPOWODZENIE
REAKCI

NIE NIEPOWODZENIE
REAKCI

NIE NIEPOWODZENIE
REAKCI

NIEPOWODZENIE

N REAKCII

=

NIE NIEPOWODZENIE
REAKCI

NIE NIEPOWODZENIE
REAKCI

Ryc. 37. Schemat analizy kontroli reakcji.
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Analiza prébek

Nalezy zapozna¢ sie ze schematem ,Analiza probek” przedstawionym na Ryc. 38.

Wartos¢ Cr kontroli probki w kanale barwnika FAM

Przyjmujgc, ze obie kontrole reakcji dla oznaczenia kontrolnego sg wazne, wartos¢
Cr kontroli kazdej probki musi miescic sie w zakresie 21,92-32,00 w kanale zielonym.

Jesli warto$¢ otrzymana dla probki jest poza tym zakresem, nalezy oprze¢ sie na
przedstawionych ponizej wytycznych.

e Wartos¢ Ct oznaczenia kontroli prébki <21,92: probki, dla ktérych warto$¢ Cr kontroli
jest <21,92, spowodujg przetadowanie oznaczen mutacji; nalezy je rozcienczy¢. Aby
wykry¢ kazdg mutacje przy niskim poziomie, nadmiernie stezone prébki nalezy
rozcienczy¢ tak, aby otrzymywana dla nich wartos¢ miescita sie w okreslonym powyzej
zakresie, przyjmujac, ze rozcienczenie o potowe zwieksza warto$¢ Cr o 1. Probki nalezy
rozciencza¢, uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda wolna od nukleaz do
rozcienczen [DIL]).

® Wartos¢ Cr oznaczenia kontroli prébki >32: zalecana ostroznos¢ przy interpretacji,

poniewaz bardzo niskie stezenia mutacji moga nie zosta¢ wykryte.
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Prébka niewama
Zachowaéostrozno& pray
NIE-P>| interpretacji wyniku
Dodatkowe informace:

patrz strona 97

Wartosé Cr
kontroli prébki w
kanale barwnika

artosé Cr kontroli oznaczenia w kanale
barwnika FAM
w zakresie 21,92-32,002

TAK

Wartosci Cr kontroli
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obecnych w kanale barwnika HEX jest <31,91? ystacz wyniku uzyskaneg
° dla probowki
w probce w kanale

barwnika HEX

NIE

Negatywny wynik amplifikacj

w kanale dla barwnika HEX dia

TAKD>| probowki

Dodatkowe informace:
patrz strona 101

Wartoéc Cr ktoregokolwiek oznaczenia
w kanale barwnika HEX jest >35,16?

NIE

Wartoci Cr
oznaczen mutacji
obecnychw
probce wkanale
barwnika FAM

Wartosé Cr
kazdej mutacji wkanale
barwnika FAM w zakresie
00,00-40,00?

Negatywny wy nik amplifika cji

w kanale dla barwnika FAM dia

NIE-P> probéwki

Patrz Ryc. 37 (strona 100)
istrona 101

TAK

A 4

Probéwka jest pozytywna
wzgledem amplificacjiw kanale
barwnika FAM

Obliczy¢ wartosci ACy dla kade]j mutacji
ACr = Cy mutagji- Cr kontroli

Poréwnacwartosci ACy z punktami
odciecia dla pozczegélnych mutacj
Patrz Tabela 24, strona 103

Ktdrakolwiek
wartosé ACr miesci sig w zakresie
wartosci ACr okreslonym dla oznaczenia
(pozytywny wynik
amplifikacji)?

Nie wykryto mutacji

TAK

v

Wykryto mutacje genu KRAS
w oznaczeniu mutacji znajnizszg wartoécig ACy

Ryc. 38. Schemat analizy prébek.
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Wartosci Ct kontroli wewnetrznej oznaczen mutacji obecnych w probce w kanale
barwnika HEX

Nalezy zapozna¢ sie ze schematem ,Analiza probek” przedstawionym na Ryc. 38.
Nalezy przeanalizowa¢ wszystkie dotki dla kazdej probki. Sprawdzi¢, czy kazdy dotek daje
sygnat HEX dla kontroli wewnetrznej. Mozna sie spotkaé¢ z 3 réznymi sytuacjami.

e Jesli wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej miesci sie w okreslonym zakresie (31,91-35,16),
wynik jest pozytywny pod wzgledem amplifikacji w kanale dla barwnika HEX.

e Jedli wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej znajduje sie powyzej okreslonego zakresu
(>35,16), wynik jest negatywny pod wzgledem amplifikacji w kanale dla barwnika HEX.

e Jesli wartos¢ Ct kontroli wewnetrznej znajduje sie ponizej okreslonego zakresu (<31,91),
wynik jest niewazny.

Jesli niepowodzenie reakcji kontroli wewnetrznej jest spowodowane inhibicjg reakcji PCR,

wplyw inhibitoréw mozna zmniejszy¢, rozcienczajgc prébke. Nalezy jednak pamigta¢ o tym,

ze docelowa sekwencja DNA rowniez zostanie rozcienczona. Zestaw zawiera wode

przeznaczong do rozcienczania probek (DIL).

Warto$¢ Ct oznaczen mutacji obecnych w prébce w kanale barwnika FAM

Wartosci barwnika FAM otrzymane dla wszystkich 7 mieszanin reakcyjnych swoistych

wzgledem mutacji nalezy sprawdzi¢ wzgledem wartosci wymienionych w Tabeli 24.

Tabela 24. Akceptowalne wartosci dla oznaczen mutacji w probkach (FAM)*

Oznaczenie Akceptowalny zakres wartosci Ct Zakres wartosci 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

* Akceptowalne wartosci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmujg je.
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o Jesli wartos¢ Cr FAM miesci sie w okreslonym zakresie, wynik jest pozytywny pod
wzgledem amplifikacji w kanale dla barwnika FAM.

e Jesli wartos¢ Cr FAM dla prébki jest powyzej okreslonego zakresu jest negatywna
wzgledem amplifikacji w kanale dla barwnika FAM.

Obliczy¢ warto$¢ ACt dla kazdej probdwki zawierajacej mutacje genu, pozytywnej wzgledem

amplifikacji FAM, z ponizszego wzoru, upewniajgc sie, ze podstawiono wartosci

Cr z oznaczenia mutacji i z oznaczenia kontroli otrzymane dla tej samej prébeki.

ACT = warto$¢ Cr z oznaczenia mutacji — wartos¢ Ct z oznaczenia kontroli

Poréwna¢ wartos¢ ACt dla probki z punktem odciecia dla danego oznaczenia (Tabela 24),
upewniajgc sie, ze zastosowano wiasciwy punkt odciecia dla kazdego oznaczenia.

Punkt odciecia to punkt, powyzej ktérego sygnat pozytywny moze wynika¢ z sygnatu tta
generowanego przez starter ARMS przytaczony do DNA typu dzikiego. Jesli wartos¢ ACt
probki przekracza punkt odciecia, probka jest klasyfikowana jako negatywna lub poza
granicami wykrywalnosci zestawu.

Dla kazdej probki, kazdej reakcji wykrywajgcej mutacje zostanie nadany odpowiedni status:
~Wykryto mutacje”, ,nie wykryto mutacji” lub ,niewazny”, przy zastosowaniu nastepujgcych

kryteriéw:

Wykryto mutacje:

® Pozytywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; wartosci ACt
réwne punktowi odciecia lub nizsze. Jesli zostanie wykryta wiecej niz jedna mutacja,
powinna zosta¢ zgtoszona mutacja z najnizszg wartoscig ACr.

Nie wykryto mutaciji:
® Pozytywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; wartosci ACt
powyzej punktu odciecia.

o Negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; pozytywny

wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX (kontrola wewnetrzna).
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Niewazny:

e Wynik dla barwnika HEX (kontrola wewnetrzna) jest niewazny.

o Negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM; negatywny

wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla barwnika HEX.

Jesli dla prébki uzyskano negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla
barwnika HEX w jednej probdwce, ale pozytywny wynik amplifikacji w kanale
przeznaczonym dla barwnika FAM w drugiej probéwce, wéwczas wynik ,wykryto mutacje”
otrzymany dla drugiej probéwki mozna uzna¢ za wazny, ale mutacja zidentyfikowana

w prébce moze nie by¢ wiarygodnie przypisana.

e Jedli dla probki uzyskano negatywny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla
barwnika HEX w jednej probowce i pozytywny wynik amplifikacji w kanale
przeznaczonym dla barwnika FAM w tej samej probdéwce, woéwczas wynik ,wykryto

mutacje” nalezy uzna¢ za wazny.

e Jesli dla probki uzyskano niewazny wynik amplifikacji w kanale przeznaczonym dla
barwnika HEX (kontrola wewnetrzna), nie nalezy uzywaé¢ wyniku dla tej probki.

Przypisywanie statusu mutacji do probki

Gdy wszystkie probéwki, w ktérych wykonywano reakcje swoiste wzgledem mutacji, zostang

ocenione, nalezy oznaczy¢ status mutacji w probce w nastepujgcy sposob:

e Wykryto mutacje: Pozytywny wynik dla co najmniej jednej z 7 reakcji swoistych
wzgledem mutacji. Jesli zostanie wykryta wigcej niz jedna mutacja, powinna zostaé
zgtoszona mutacja z najnizszg wartoscig ACr.

o Nie wykryto mutacji: Negatywny wynik dla wszystkich 7 reakcji swoistych wzgledem
mutacji.

e Niewazny: Dla zadnej reakcji swoistej wzgledem mutacji nie uzyskano wyniku
pozytywnego, a dla co najmniej jednej reakcji swoistej wzgledem mutacji uzyskano wynik

niewazny.
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Uwaga: Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest przeznaczony do wykrywania mutacji
genu KRAS w préobce DNA. Po wykryciu mutacji genu KRAS w probce zostanie zgtoszona
tylko jedna okreslona mutacja. Jesli zostanie wykryta wiecej niz jedna mutacja, powinna
zostac¢ zgtoszona mutacja z najnizszg wartoscig ACr.

Miedzy reakcjami swoistymi wzgledem mutacji moze w pewnym stopniu dojs¢ do
reaktywnosci krzyzowej. Na przyktad jesli jest obserwowany wysoki poziom mutacji 12ALA,
w przypadku innych reakcji mutacji rowniez mogg zosta¢ wygenerowane wyniki pozytywne.
Wynika to z faktu, ze startery ARMS wykrywajg inne mutacje o podobnej sekwencji. Jesli
drugie oznaczenie swoiste wzgledem mutacji daje wynik pozytywny, prawdopodobnie
doszto do reaktywnosci krzyzowej. W rzadkich przypadkach obserwowane sg podwdjne
mutanty genu.

Jesli co najmniej jedna reakcja swoista wzgledem mutacji jest niewazna, ale co najmniej
jedna z nich jest pozytywna, probce wcigz mozna nadaé¢ wynik ,wykryto mutacje genu
KRAS". Jednakze zgtoszony wynik mutacji moze nie by¢ doktadny i moze by¢ wynikiem
reaktywnosci krzyzowej. Z tego wzgledu dla takiej probki nalezy raportowaé wynik ,wykryto
mutacje genu KRAS” bez podawania konkretnej mutacji.
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Zatgcznik 2: Instalacja pakietu oznaczen
therascreen KRAS Assay Package

Zestaw therascreen KRAS RGQ PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i rotorem 72-Well Rotor. Pakiet oznaczen
therascreen KRAS Assay Package jest dostepny oddzielnie, na ptycie CD (nr kat. 902264 1).
Pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package jest dostepny do pobrania ze strony
internetowej odpowiedniego produktu therascreen KRAS RGQ PCR Kit pod adresem
www.giagen.com. Informacje dotyczgce pobierania mozna znalez¢ pod czescig ,Product
Resources” (Zasoby dotyczace produktu) pod kartg ,Supplementary Protocols” (Protokoty
dodatkowe). Pakiety oznaczen mozna réwniez zamowic na plycie CD.

Pakiet zawiera szablon ,therascreen KRAS CE QC Locked Template” (Zablokowany
szablon therascreen KRAS CE QC) oraz szablon ,therascreen KRAS CE Locked Template”
(Zablokowany szablon therascreen KRAS CE).

Uwaga: Pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package bedzie dziatat tylko
z odpowiednig wersjg 2.3 oprogramowania Rotor-Gene Q z pakietem oznaczenh therascreen
KRAS Assay Package w wersji 3.1.1 (QIAGEN, nr kat. 9023675). Przed instalacjg pakietu
oznaczen therascreen KRAS Assay Package nalezy upewni¢ sie, ze zainstalowana jest
odpowiednia wersja oprogramowania Rotor-Gene Q.

Procedura (pobieranie pliku)

1. Pobra¢ pakiet oznaczen therascreen KRAS Assay Package ze strony internetowej
odpowiedniego produktu therascreen KRAS RGQ PCR Kit pod adresem
www.giagen.com.

2. Otworzy¢ pobrany plik .zip, klikajac dwukrotnie plik, a nastepnie wypakowac¢ plik
z archiwum.

3. Klikng¢ dwukrotnie plik therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe, aby
rozpoczgc¢ instalacje.
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Procedura (ptyta CD)

1. Zaméwi¢ od firmy QIAGEN ptyte CD z pakietem oznaczen therascreen KRAS RGQ
Assay Package CE w wersji zgodnej z wersjg zainstalowanego oprogramowania Rotor-
Gene Q (patrz wyzej).

Wersja 3.1.1. Nr kat. 9023675.

2. Wiozy¢ ptyte CD do napedu CD laptopa poditgczonego do aparatu Rotor Gene Q MDx
5plex HRM.

3. Klikng¢ dwukrotnie plik therascreen_KRAS_Assay Package 3.1.1.exe lub plik
therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe, aby rozpocza¢ instalacje.

Zostanie wyswietlony kreator konfigurac;ji.
4. Klikng¢ przycisk Next (Dalej), aby kontynuowac (Ryc. 39).
[ 19 Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package = !ﬁﬁ

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

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

kis recommendied that you ciose all ather appications before
continuing

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

e 4

Ryc. 39. Okno dialogowe ,,Setup” (Konfiguracja). 1 = ,Next” (Dalej).
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5. Przeczyta¢ umowe licencyjng w oknie dialogowym ,License Agreement’” (Umowa

licencyjna) i zaznaczy¢ pole | accept the agreement (Akceptuje warunki umowy).

Klikng¢ przycisk Next (Dalej), aby kontynuowac¢ (Ryc. 40).

150 Setup - Rator-Gene 0 therascreen KRAS CE Assay Package i

License Agreement
Plamse read the folowing important information befiore continuing.

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

Licance Agraemant -

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

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

2. Licence x

Iijmh" t !

|
1 raot sscioent the somement

] G

—2

h

4

Ryc. 40. Okno dialogowe , License Agreement” (Umowa licencyjna). 1 = opcja ,| accept the agreement”

(Akceptuje warunki umowy); 2 = przycisk ,Next” (Dalej).

Konfiguracja szablonu rozpocznie sie automatycznie.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Instrukcja obstugi  11/2019

109



6. W ostatnim oknie Setup (Konfiguracja) klikng¢ przycisk Finish (Zakoncz), aby wyj$¢

z kreatora konfiguracji. (Ryc. 41).
]ﬁ_‘ Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Pa ckag ;[:lil

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

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

Click Finish to exit Setup.

Ryc. 41. Zamykanie kreatora.

7. Zrestartowaé komputer. Skréty do szablonéw therascreen KRAS QC Locked
Template” (Zablokowany szablon therascreen KRAS QC) i ,therascreen KRAS Locked
Template” (Zablokowany szablon therascreen KRAS) zostang wygenerowane

automatycznie i bedg widoczne na pulpicie.
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

therascreen KRAS RGQ PCR
Kit (24)

therascreen KRAS Assay
Package CD (version 3.1.1)

Rotor-Gene Qi akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Rotor-Gene Q MDx

Na 24 reakcje: 1 oznaczenie
kontrolne, 7 oznaczeh mutacji,
kontrola pozytywna, woda,
polimeraza DNA Taq

Pakiet protokotéw oprogramowania
do uzytku z zestawem therascreen
KRAS RGQ PCR Kit i aparatem
QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM z rotorem 72-Well Rotor

Cykler do reakc;ji real-time PCR

i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne; nie
obejmuje instalacji i przeszkolenia

Cykler do reakcji real-time PCR

i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, z6tty,
pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne;
obejmuje instalacje i przeszkolenie

874011

9023675

9002032

9002033
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Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji
jednokanatowg pipetg w uktadzie
72 probéwek o pojemnosci 0,1 ml

250 paskéw po 4 probowki i zatyczki
na 1000 reakcji

10 x 250 paskéw po 4 probowki
i zatyczki na 10 000 reakgji

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — do oczyszczania genomowego
DNA z tkanek zatopionych w parafinie

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(50)

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci

Na 50 przygotowan DNA: kolumny
QIAamp MinElute®, proteinaza K,
bufory, probéwki Collection Tubes
(2 ml)

9018901

981103

981106

56404

dla

poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu

QIAGEN s3 dostepne w witrynie www.qgiagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Data

Zmiany

R4, styczen 2019 r.

R5, listopad 2019 .

Dodano dane upowaznionego przedstawiciela (na pierwszej stronie okfadki)
Zaktualizowano czg$¢é Symbole
Zaktualizowano szablon

Zmieniono dane oficjalnego producenta (na stronie tytutowej)
Usunigto symbol EC + REP ze strony tytutowej i czg$ci Symbole

Zmieniono nazwe aparatu Rotor-Gene Q MDx na Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, aby
odpowiadata ona nazwie znajdujgcej sig¢ na etykiecie aparatu

Zaktualizowano protokot wykrywania mutacji w genie KRAS, uwzgledniajgc dodatkowy
krok przygotowywania mieszanin Master Mix

Poprawiono wartosci w kolumnach ,Czesto$¢” i ,95-procentowy przedziat ufnosci” w
Tabeli 9.

Zmieniono odsetek zgodnosci ogétem dla CRC z 96,4% na 96,82%
Poprawiono wartosci w kolumnie ,LOD Cgs” w Tabeli 14
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1.

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezgcymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan
QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzar QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacii przez
firmg QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencii, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron trzecich.

Zestaw oraz jego skiadniki s3 na mocy licencji przeznaczone wylgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywa¢, regenerowa¢ ani
odsprzedawac.

Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowa¢ dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowaé przestrzeganie zakazéw
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sadowych, w tym wynagrodzen prawnikdw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci
intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne sg dostepne na stronie www.giagen.com.

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

Zastrzezonych nazw, znakow towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac
za niechronione przepisami prawa.

Produkt nie jest przeznaczony do uzytku z probkami katu.

Produkt nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami moczu.

Produkt nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami pozakomérkowych kwaséw nukleinowych wyizolowanych z krwi.

Produkt nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami szpiku kostnego niezawierajgcymi komérek.

Produkt nie jest przeznaczony do uzytku z prébkami $liny.

ZAKUP TEGO PRODUKTU DAJE NABYWCY PRAWO DO UZYTKOWANIA PRODUKTU, NA MOCY OKRESLONYCH PATENTOW FIRMY ROCHE, WYLACZNIE
W CELU SWIADCZENIA UStUG W ZAKRESIE DIAGNOSTYKI IN VITRO U LUDZI. NINIEJSZYM NIE UDZIELA SIE ZADNEGO PATENTU OGOLNEGO ANI
ZADNEJ INNEJ LICENCJI INNEGO RODZAJU POZA POWYZSZYM PRAWEM DO UZYTKOWANIA WYNIKAJACYM Z NABYCIA PRODUKTU.

1119793 HB-1861-005 11-2019 © 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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