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Ugel pouziti

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je diagnosticky test in vitro ureny
k detekci deleci exonu 19, exonu 20 a substituci 21 (T790M a L858R) v genu EGFR
(receptoru epidermalniho rdstového faktoru), ktery poskytuje kvalitativni vyhodnoceni stavu
mutace. Vysledky jsou uréeny jako pomucka pro klinické pracovniky pfi identifikaci pacientt
s NSCLC, ktefi by mohli mit prospéch z 1é¢by pFipravkem IRESSA® (gefitinib), pokud neni

mozné vyhodnotit alikvot tkané.

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je ur€ena k pouziti kvalifikovanymi
odborniky v profesionalnich laboratofich. Pouziva alikvoty DNA extrahované z plazmy
ziskané z krve pacientd trpicich nemalobunéénym plicnim karcinomem (Non-Small Cell

Lung Cancer, NSCLC).

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je uréena pro diagnostické pouZiti in-vitro.
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Shrnuti a vysvétleni

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je souprava k okamzitému pouZiti uréena
k detekci mutaci s rakovinou souvisejiciho genu EGFR pomoci polymerazové fetézové reakce
(Polymerase Chain Reaction, PCR) na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit umozriuje detekci nasledujicich mutaci
genu EGFR oproti pozadi genomové DNA divokého typu za vyuziti technologii Scorpions®
a ARMS.

® Delece v exonu 19
e T790M
e | 858R

Pouzité metody jsou vysoce selektivni a v zavislosti na celkovém mnozstvi pfitomné DNA
dokaze souprava detekovat nizké procento mutace na pozadi genomové DNA divokého
typu. Tato selektivita a meze detekce prevySuji jiné technologie, jako je sekvencovani

s barevnym terminatorem.
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Princip testu

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit vyuziva k detekci mutaci kombinaci

dvou technologii — ARMS a Scorpions pfi real-time PCR.

ARMS

Amplifikace specifické pro alely nebo pro mutace je dosazeno pomoci metody ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Taq DNA polymeraza (Taq) je mimoradné
ucinna pii rozliSovani mezi shodou a neshodou na 3’ konci PCR primeru. Specifické
mutované sekvence Ize selektivné amplifikovat, dokonce i v alikvotach, kde vétsSina sekvenci
mutaci neobsahuje. Pokud se primer zcela shoduje, amplifikace pokracuje s plnou U&innosti.
Pokud se 3’ baze neshoduje, probiha pouze nespecificka amplifikace na nizké uUrovni

v pozadi reakce.

Scorpions

Detekce amplifikace se provadi pomoci detekénich sond Scorpions. Sondy Scorpions jsou
bifunkéni molekuly obsahujici PCR primer kovalentné vazany na sondu. Fluorofor na sondé
interaguje se zhasecCem, ktery je inkorporovany k sondé a snizuje fluorescenci. BEhem PCR
reakce, kdy se sonda navaze na amplikon, se fluorofor a zhase¢ od sebe oddéli. Tim dojde

k narlstu intenzity fluorescence v reakéni zkumavce.
Format soupravy
Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit obsahuje Ctyfi analyzy:

® Jednu kontrolni analyzu (Ctrl)

® Tfi analyzy mutaci
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V8echny reakéni smési obsahuji reakéni Cinidla k detekci cili oznacenych pomoci FAM™
a analyzu interni kontroly ozna¢eny HEX™. Interni kontrolni analyza umozriuje detekovat
pfitomnost inhibitort, které mohou vést k faleSné negativnim vysledkim. Amplifikace FAM
muze nahradit amplifikaci interni kontroly a u¢elem této interni kontroly je jednodus$e ukazat,
Ze zde neni zadna amplifikace FAM; jedna se o skuteCné& negativni vysledek, a nikoli
o selhani PCR reakce.

Analyzy

Kontrolni analyza

Kontrolni analyza, znacena FAM, se pouziva ke stanoveni celkového mnozstvi DNA
v alikvotu. Tato analyza amplifikuje oblast exonu 2 genu EGFR. Primer asonda jsou

navrzeny tak, aby se vyhnuly véem znamym polymorfismdm genu EGFR.

Analyzy mutaci

Kazda analyza mutace zahrnuje sondu Scorpions oznacenou FAM a primer ARMS pro
rozliSeni mezi pfirozenou DNA divokého typu a specifickou mutovanou DNA.
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Kontroly

VSechny cykly experimentl museji zahrnovat nasledujici kontroly:

Pozitivni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovat pozitivni kontrolu ve zkumavkach 1-4. Souprava therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit obsahuje pozitivni kontrolu EGFR (Positive Control, PC), ktera
se pouziva jako templat v reakci pozitivni kontroly. Vysledky pozitivni kontroly budou

vyhodnoceny, aby se zajistilo, Ze souprava pracuje v ramci stanovenych kritérii pfijatelnosti.

Negativni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovat negativni kontrolu (,beztemplatova kontrola®, NTC) ve
zkumavkach 9-12. NTC se sklada z vody bez nukleazy (H20), ktera bude pouzita jako
Ltemplat pro beztemplatovou kontrolu. Beztemplatova kontrola se pouziva k vyhodnoceni
potencialni kontaminace v pribéhu nastaveni cyklu a k vyhodnoceni vykonu reakce interni

kontroly.

Hodnoceni reakce interni kontroly

Kazda reakéni smés obsahuje vedle cilové reakce navic i interni kontrolni reakci. Selhani
indikuje, Ze bud jsou pfitomny inhibitory, které mohou zpUsobit fale$né negativni vysledky,

nebo pro danou zkumavku doslo k chybé obsluhy pfi jeji pfipravé.

Jestlize k selhani interni kontroly dojde v disledku PCR inhibice, zfedéni alikvotu muze
snizit vliv inhibitor(; je vSak tfeba vést v patrnosti, Ze by doSlo i ke zfedéni cilové DNA.
Amplifikace FAM muze nahradit amplifikaci interni kontroly, takze ziskana hodnota IC CT
(HEX) bude spadat mimo zadany rozsah. Vysledky FAM jsou pro tyto alikvoty nadale platné.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

10

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)
Katalogové ¢. 870311
Pocet reakci 24
Cervena Control Reaction Mix (kontrolni reakéni smés) Ctrl 2 % 600 pl
Fialova T790M Reaction Mix (reakéni smés pro T790M) T790M 600 pl
Oranzova Deletions Reaction Mix (reakéni smés pro delece) Del 600 pl
Rzova L858R Reaction Mix (reakéni smés pro L858R) L858R 600 pl
Bézova EGFR Positive Control (pozitivni kontrola EGFR) PC 300 pl
Zelenomodra Taq DNA Polymerase (Taq DNA polymeraza) Taq 2 x 80 pl
Bila Nuclease-Free Water for No Template ControlVoda bez NTC 1%x1,9ml
nukleazy pro kontrolu bez templatu
Bila Voda bez nukleazy k fedéni Dil 1x1,9ml

Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (pFirucka)
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,

jednorazové rukavice aochranné bryle. Dal$i informace si vyhledejte v pfislusnych

bezpecnostnich listech (BL) které obdrzite od dodavatele vyrobku.

*

+

Souprava na extrakci DNA (viz ,Postup®, strana 17)

Pipety* (nastavitelné), ur€ené vyhradné k pfipravé alikvotu

Pipety* (nastavitelné) ur¢ené vyhradné pro pfipravu PCR master mixu

Pipety* (nastavitelné) uréené vyhradné k davkovani templatu DNA

Sterilni Spicky pipet DNazy, RNazy a bez DNA s filtry (aby se predeSlo kiiZzové
kontaminaci, doporucujeme pipety s aerosolovymi bariérami)

Vodni lazen nebo podobné zafizeni schopné uchovat 50ml odstfedivkové zkumavky pfi
teploté 60 °C.

Topny blok nebo podobné zafizeni schopné zajistit inkubaci pfi teploté 56 °CT
Drceny led

Stolni odstfedivka® s rotorem na zkumavky po 2 ml

Vortex

PFistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*t s fluorescencnimi kanaly Cycling Green

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

Software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.3.5 nebo novéjsi

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, pro pouziti s 72-Well Rotor (kat. ¢is. 981103 nebo 981106)
Mikrocentrifuga¢ni zkumavky s DNazou, RNazou a bez DNA k pfipravé master mixu
Nakladaci blok zkumavek Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, hlinikovy blok k ru¢ni
pFipravé reakce pomoci jednokanalové pipety (QIAGEN, kat. ¢. 9018901)

Zaijistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.

V nékterych zemich maze byt dle potfeby pouzit pfistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM s datem vyroby kvéten 2011
nebo novéjsi. Datum vyroby Ize zjistit ze sériového Cisla uvedeného na zadni strané pristroje. Sériové ¢islo je ve
formatu ,mmrrnnn“, kde ,mm* oznacuje mésic vyroby v &islicich, ,rr“ oznacuje posledni dvé &islice roku vyroby a
,nnn“ oznacuje jedine¢ny identifikator pristroje.
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Varovani a bezpecnostni opatfeni

Pro diagnostické pouziti in-vitro
Pro pouziti odbornymi pracovniky

Informace o bezpecnosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecnostnich listech (BL). Ty jsou k dispozici také online v PDF formatu na strankach
www.qgiagen.com/safety, kde mizete najit, precist a vytisknout bezpecénosti listy vSech sad
a soucasti sad QIAGEN.

VSeobecna bezpeénostni opatfeni
Uzivatel by mél vzdy dbat na nasledujici:

® Pouzivejte pipetovaci $picky s DNazou, RNazou a bez DNA s filtry a zajistéte, aby
pipety byly kalibrovany v souladu s navodem vyrobce.

® Pozitivni materialy (vzorky a pozitivni kontroly) skladujte a extrahujte oddélené od
vSech ostatnich €inidel. Do reakeni smési je pfidavejte v oddéleném prostoru.

® V/Sechny komponenty pfed pocatkem analyzy uplné rozmrazte pfi pokojové teploté
(15-25 °C).

® Po rozmrazeni vSechny slozky promichejte prevracenim kazdé zkumavky 10krat
a kratce odstiedte.

Poznamka: Pfi provadéni PCR dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoSlo ke kontaminaci

reakci PCR syntetickym kontrolnim materialem. Pro pfipravu reakénich smési a pfidavani

templatu DNA se doporuCuje pouzivat zvlasté vyhrazené pipety. Pfiprava a davkovani

reakCnich smési museji byt provadény v prostoru oddéleném od mista, kde se provadi
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davkovani templatu. Zkumavky pfistroje Rotor-Gene Q po dokonéeni PCR cyklu nikdy

neotevirejte. Pfedejdete tak laboratorni kontaminaci produkty vzniklymi po PCR.

Poznamka: Cinidla jsou ové&fena pro manualni nastaveni. Pokud se pouZiva automaticka
metoda, mlzZe to snizit pocet moznych reakci v disledku mnozstvi €inidel poZadovaného

pro zaplnéni ,mrtvych objem0*” v téchto pfistrojich.

Poznamka: Vsechna c¢inidla v soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit maji
slozeni pfipravené specificky pro dané testy. V8echna Ccinidla dodavana v soupravé
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou ur€ena k pouziti vyhradné s ostatnimi Cinidly
ve stejné souprave therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Ma-li byt zachovan optimalni vykon testu, nelze se soupravou pouzivat zadna nahradni

Ginidla.

Poznamka: Pouzivejte vyhradné Taq DNA polymerazu (Taq), ktera se dodava v soupraveé.
Nenahrazujte ji Taqg DNA polymerazou dodavanou jako soucast jiné soupravy stejného nebo

jiného typu ani ji nezaménujte za Tag DNA polymerazu od jiného dodavatele.

Poznamka: Cinidla v soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou optimaln&
nafedéna. Dal$i fedéni Cinidel se nedoporucuje a mize mit za nasledek zhor$eni kvality
provedeni testu. Pouziti menSich reakénich objem( nez 25 pl se nedoporucuje, nebot tim

narusta riziko vyskytu fale$né negativnich vysledkd.
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Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Pokud
neni jakakoliv soucast soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit pfi dodani zmrzla,
béhem prepravy doslo k otevieni vnéjsiho obalu nebo zasilka neobsahuje balici list, navod
k pouziti nebo €inidla, obratte se na oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo

na mistni prodejce (navstivte internetové stranky www.qiagen.com).

Soupravu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ulozte ihned po dodani do mraznicky
a skladujte v temnu pfi konstantni teploté -30 az -15 °C. Pfi ulozeni dle stanovenych
podminek je souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit stabilni do uvedeného data

exspirace.

Po otevieni Ize Cinidla ulozit v plvodnich obalech pfi teploté -30 az -15°C po dobu
12 mésicl nebo az do data exspirace uvedeného na obalu podle toho, co nastane dfive.
Soupravu opakované nerozmrazujte a nezmrazujte. Neprekracujte maximalni pocet osmi
cyklt zmrazeni/rozmrazeni.

Cinidla museji byt rozmrazovana pfi pokojové teplot&¢ minimaln& 1 hodinu a maximaln&
4,5 hodiny. Jakmile jsou Cinidla pfipravena k pouziti, Ize pfipravit reakce PCR; zkumavky
Rotor-Gene Q obsahujici master mixy a alikvot DNA by se mély okamzité vlozit do pfistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Celkovy €as od za¢atku pfipravy PCR do zacatku cyklu by
nemél prekrocit:

® 6 hodin v pfipadé uloZeni pfi pokojové teploté
Poznamka: Tato doba zahrnuje pfipravu PCR i dobu skladovani.
® 18 hodin v pfipadé ulozeni v chladni¢ce (2—8 °C)

Poznamka: Tato doba zahrnuje pfipravu PCR i dobu skladovani.
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Poznamka: Sondy Scorpions (stejné jako u vSech fluorescenéné znacenych molekul)
v Cinidlech reakénich smési jsou citlivé na svétlo. Kontroly a reakéni smési reagencie
chrante pred svétlem, aby nedoslo k jejich optickému vyblednuti.

Cinidla v soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou optimalné zfedéna
a zadna dalsi purifikace nebo jiné Upravy pred jejich pouzitim pfi analyze dle pokyn(
v navodu k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (pfirucka) nejsou

nutné.
Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkam skladovani

vytisténym na obalu a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte souasti s proSlym datem

exspirace ani nespravné skladované soucasti.
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Uchovavani alikvotu a manipulace s nim

Poznamka: Se v3emi alikvoty se musi zachazet jako s potencialné& infek&nimi.
Material alikvotd musi byt lidska genomova DNA extrahovana z plazmy. Vzorky museji byt

dopravovany v souladu se standardni patologickou metodologii, aby byla zajisténa kvalita

vzorku.
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Postup

Extrakce DNA

Charakteristika funkénich vlastnosti této soupravy byla vytvofena pomoci DNA extrahované
pomoci soupravy QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (kat. 6. 55114). Pouzivate-li
soupravu QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, provedte extrakci DNA podle pokyn0

v pfiru€ce, pficemz vezméte na védomi:

® Pocatecni objem plazmy je 2 ml.
® Pred extrakci DNA je nutné odstredit 2 ml plazmy pfi otackach 3 000 ot./min. po dobu
2 minut a supernatant pfenést do Cisté zkumavky.
® Objem proteinazy K by mél byt 250 pl.
Rozklad vzorku pomoci proteinazy K by mél probihat 1 hodinu pfi teploté 60 °C.
e Purifikovana genomova DNA musi byt eluovana v 55 pl pufru Buffer AVE (je soucasti
soupravy QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit).
e Purifikovanou genomovou DNA skladujte pfi teploté -30 az -15°C.
Poznamka: P¥i vSech analyzach pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit
se vytvareji kratké produkty PCR. Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit v§ak

nebude fungovat se vzorky silné fragmentované DNA.
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Protokol: Detekce mutaci EGFR

Dulezité body pfed zahajenim pouzivani

K ziskani spravnych vysledku je tfeba zajistit, aby byl v kazdém kroku michani procesu
nastaveni analyzy proveden popsany postup michani.

PFi kazdém cyklu je mozné zpracovat az 16 alikvotu.

Pred zahajenim postupu si prectéte Cast ,VSeobecna bezpecnostni opatfeni®,

stranka 12.

Pfed zahajenim protokolu vénujte dostatek asu seznameni se s pfistrojem
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Viz uzivatelska pfirucka k pfistroji.

Neprotfepavejte Taqg DNA polymerazu (Taq) ani zadnou smés obsahujici Tag DNA
polymerazu, nebot by mohlo dojit k inaktivaci enzymu.

Taq pipetujte tak, ze Spicku pipety ponofite tésné pod hladinu tekutiny, aby na vnéjSim
povrchu 8pi¢ky neulpél nadbytecny enzym.

Pro kazdy alikvot DNA je tfeba provést kontrolni test a analyzu pfitomnosti mutace ve
stejném cyklu PCR reakce, aby byly vylouceny rozdily mezi analyzami jdoucimi za
sebou.

Pro efektivni pouziti €inidel v soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit pouzijte co
mozna nejvice alikvoti DNA, abyste vytvofili kompletné naplnéné testovaci cykly. Pfi
testovani jednotlivych alikvot nebo v mensich mnozZstvich se spotfebuje vice Cinidel
a snizi se tak celkovy pocet alikvot(, ktery je mozné testovat pomoci jedné soupravy
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

18

PFed kazdym pouzitim museji byt vSechna Cinidla zcela rozmrazena a po dobu
nejméné 1 hodiny a maximalné po dobu 4,5 hodiny temperovana na pokojovou teplotu
(1525 °C), promichana prevracenim kazdé zkumavky 10 krat a kratce odstfedéna,
aby se obsah usadil na dné zkumavky.
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® Zajistéte, aby Taq byla pfed kazdym pouzitim temperovana na pokojovou teplotu
(15-25 °C). Zkumavku kratce odstfedte, aby se veskery enzym shromazdil na dné
zkumavky.

® Promichejte vSechny alikvoty tak, Ze je 10x prevratite, a kratce je odstfedte, aby se
obsah usadil na dné zkumavky.

Postup

1. UpIn& rozmrazte v&echny reakéni smési, vodu bez obsahu nukledzy pro beztemplatovou
kontrolu (No Template Control, NTC) a pozitivni kontrolu EGFR (Positive Control, PC) na
laboratorni teplotu (15-25 °C) po dobu nejméné 1 hodiny (Tabulka 1). Po rozmrazeni
reakéni smési tyto pfipravky promichejte prevracenim kazdé zkumavky (opakovanym
10krat), aby nedoslo k lokalni koncentraci soli, a poté je kratce odstfedte, aby se obsah
usadil na dné zkumavky.

Tabulka 1. Doby pro rozmrazeni, pripravu PCR a teploty skladovani

Minimalni doba pro Maximalni doba pro Skladovaci teplota po Maximalni doba pfipravy
rozmrazeni rozmrazeni pfipravé PCR PCR a doba skladovani

1 hodina 4,5 hodiny Pokojova teplota (15-25 °C) 6 hodin

1 hodina 4,5 hodiny 2-8°C 18 hodin

Poznamka: Priprava PCR musi byt provadéna pfi pokojové teploté. Pojem

,Skladovaci® se tyka doby od dokonceni pfipravy PCR do zahajeni cyklu PCR na

pristroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Poznamka: Nechte Tag DNA polymerazu (zkumavka Taq) ohfat na pokojovou teplotu

(15-25 °C) ve stejnou chvili jako ostatni €inidla (viz ,Skladovani €inidel a manipulace

s nimi“, strana 14). Zkumavku kratce odstredte, aby se veSkery enzym shromazdil na

dné zkumavky.

2. Provedte nasledujici kroky:

2a. Oznacte Ctyfi mikrocentrifugacni zkumavky (nejsou soucasti dodavky) dle
odpovidajici reakéni smési, jak je znazornéno v tabulce 2.

2b. Pripravte dostatek master mixt (kontrolni nebo mutacéni reakéni smés [zkumavka
CTRL, T790M, delece, L858R] plus Tag DNA polymeraza [Taq]) pro alikvoty DNA,
jednu pozitivni kontrolni (zkumavka PC) reakci EGFR a jednu vodu bez nukleazy pro
beztemplatovou kontrolu (zkumavka NTC) podle objem( uvedenych v tabulce 2.
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Poznamka: Zahrrite €inidla pro 1 alikvot navic, pfedstavujici dostatecny prebytek pro
nastaveni PCR.
Master mixy obsahuji vSechny slozky nutné k provedeni PCR kromé alikvotu.

Tabulka 2. Pfiprava smési master mixu*

Analyza Zkumavka s reakéni smési Objem reakéni smési Objem 7aq DNA polymerazy
(zkumavka Taq)

Kontrola CTRL 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n+ 1)

T790M T790M 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n + 1)

Delece Del 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n + 1)

L858R L858R 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n + 1)

* PFi pfipravé master mixu pfipravte mnozstvi dostatec¢né pro 1 alikvot navic, pfedstavujici dostate¢ny pfidavek pro
pfipravu PCR.

Poznamka: B&hem pfipravy master mixu je do pfislusné zkumavky nejprve pfidan
pozadovany objem kontrolni nebo mutacni reakéni smési (CTRL) a Tag DNA
polymeraza je pfidana naposledy.

3. Umistéte pfislusny pocet stript se 4 zkumavkami PCR (kazdy strip obsahuje
4 zkumavky) do plniciho bloku podle rozvrzeni v tabulce 3. Zkumavky neuzavirejte.

Poznamka: Ponechte vicka v plastové nadobé az do okamziku, kdy budou tfeba.

4. Uzavrete zkumavku €inidla master mix a 10krat prevrat'te, aby se ¢inidlo master mix
promichalo. Nasledné kratce odstfedte, abyste zajistili promichani smési na dné
zkumavky. Ihned pfidejte 20 pl master mixu do kazdé pfislusné stripové zkumavky PCR.

5. Ihned pfidejte 5 pl vody bez obsahu nukleazy (H20) do stripovych zkumavek PCR k
beztemplatove kontrole (zkumavky PCR 9-12) a zkumavky uzavrete vicky.
6. Do zkumavek pro vzorky s alikvoty (zkumavky PCR 5-8, 13-16 a 17—72) pfidejte 5 pl

kazdého alikvotu a zkumavky uzavriete vicky.

7. Pridejte 5 ul pozitivni kontroly (Positive Control, PC) EGFR do zkumavky na pozitivni
kontrolu (zkumavka PCR 1-4). Kazdy alikvot DNA se musi testovat pomoci kontroly
i vSech analyz mutaci. Uvedené rozvrzeni je zobrazeno v tabulce 3.
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Tabulka 3. Rozvrzeni kontroly a analyzy mutaci

Kontroly Cislo vzorku
Analyza PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 1 9 17 25 88} 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delece 8 1 19 27 85 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Cislo vzorku
Analyza 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ctrl 5 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Delece 7 15 23 8il 39 47 55] 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

8. Pomoci permanentniho popisovace oznacte vicka prvnich zkumavek v nejnizsi Ciselné
pozici v kazdém stripu se 4 zkumavkami PCR (napf. pozice 1, 5 a 9 atd.), aby byla
naznacena orientace k naplnéni zkumavek do rotoru se 72 jamkami pfistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

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

10. V8echny stripy se 4 zkumavkami PCR umistéte do pfislusnych pozic v rotoru 72-Well
Rotor a vizualné zkontrolujte, zda vS§echny zkumavky obsahuiji stejny objem.
Poznamka: Ovérte, Ze nedojde k pfevraceni stripl zkumavek pfi jejich pfenosu do
rotoru.

11. Pokud neni rotor piny, zapliite zbyvajici prostor prazdnymi zavi¢kovanymi zkumavkami.

12. Rotor ihned umistéte do pristroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Ujistéte se, Ze
pojistny krouzek (pfisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q MDx) je umistén v horni ¢asti
rotoru, aby zajistil zkumavky béhem cyklu.

13. Vytvoreni teplotniho profilu a spusténi cyklu je popsano v nastaveni pfistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (viz ,Protokol: Nastaveni pfistroje Rotor-Gene Q
EGFR’, strana 22).
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Protokol: Nastaveni pristroje Rotor-Gene Q
EGFR

Parametry cyklovani jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Parametry cyklovani

Cyklovani Teplota Cas Porizovani dat
1 95 °C 15 minut Zadné
e 95°C 30 sekund Zadné

60 °C 60 sekund Zelena a zluta

1. Dvakrat kliknéte na ikonu softwaru Rotor-Gene Q Series Software 2.3 na pracovni
ploSe laptopu pfipojeného k pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. V dialogu ,New
Run® (Novy cyklus), ktery se zobrazi, vyberte kartu ,Advanced* (Pokrocilé).

2. Chcete-li vytvofit novy templat, vyberte Empty Run (Prazdny cyklus) a potom kliknéte
na New (Novy).

Otevre se okno prtvodce ,New Run Wizard" (Priivodce novym cyklem).

3. Jako typ rotoru vyberte 72-Well Rotor (rotor se 72 jamkami). Ujistéte se, Ze je spravné

nasazen pojistny krouzek, a zaskrtnéte policko Locking Ring Attached (Pojistny

krouzek nasazen). Kliknéte na tlacitko Next (Dalsi) (obrazek 1).

New Run Wizard E|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Skip Wizard | ext >>

Obrazek 1. Dialogové okno priivodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym béhem).

22 Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit 06/2022



4. Do pole Operator (Obsluha) zadejte jméno obsluhy. Pfidejte veSkeré poznamky a
nastavte hodnotu v poli Reaction Volume (Reakéni objem) na 25. Ujistéte se, Ze
hodnoty v poli Sample Layout (Rozlozeni alikvotu) jsou 1, 2, 3.... Kliknéte na tlacitko
Next (DalSi) (obrazek 2).

New Run Wizard g|
This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, IT:I: ::‘;e'm{: n
clicking Next when you ate ready to move to the next page. the wizard f‘ of help
g on an item, hower
1 ———peiR Oy NAME | lyour mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Notes :

Reaction :

Sample Lapout : |1.2.J.‘ ﬂl

Skipwizard | <cBack | New>> | 5

Obrazek 2. Zadani jména obsluhy a objemu reakéni smési.

5. V dialogovém okné ,New Run Wizard“ (Prlivodce novym cyklem) (obrazek 3) kliknéte
na tlacitko Edit Profile (Upravit profil) a naprogramujte parametry cyklu podle informaci
v nasledujicich krocich.

New Run Wizard X
Temperature Profie : Click this button to
edit the profile
shown in the box
above.
1 Edit Profile .. |
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain Create New...
Green  470nm  510nm 5
Yelow Sahm  55om 5 _ g |
Oange 585nm  E10nm & Edt Gain...
Red  625wm 680m 5
Crimson  680nm  710hp 7 M
HRM  d460nm  510nm 7 e Dl
Gain Optimisation...
SkipWizard | <cBack | Newt»» |

Obrazek 3. Uprava profilu.
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6. Kliknéte na tlacitko Insert after (Vlozit za) a vyberte New Hold at Temperature (Nové
pozastaveni pfi teploté) (obrazek 4).

7 Edit Profile X
@ . ¢ W @
PNewe Open SaveAs  Help

The run vl Lake 0 compiete. The graph below repe thy be pedomed

Chck on & cycle below to modiy & ©

New HRM Step
Copry of Current Step

Obrazek 4. Vlozeni kroku pocatecni inkubace.

7. Nastavte hodnotu v poli Hold Temperature (Teplota vydrZze) na 95 °C a hodnotu v poli
Hold Time (Doba vydrze) na 15 mins 0 secs (15 minut 0 sekund). Kliknéte na tlacitko
Insert after (VloZit za) a poté vyberte polozku New Cycling (Nové cyklovani)

(obrazek 5).

1 Edit Profile X
2.8 W| e
New Open Saveds | Help

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

Click on a cycle below to modify it :
Hold M " Hew Cyding

Insert before..

PIev T

MNew Hold at Temperature
Remave Mew HRM Step

Copy of Current Step

Hold Temperature: g5 |ep
1- Hold Time : i]m'mﬂse:s

Obrazek 5. Krok pocatecni inkubace pfi 95 °C.
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8. Nastavte pocet opakovani cyklovani na 40. Vyberte prvni krok a nastavte 95 °C na
30 sekund (obrazek 6).

M Edit Profile X

Tied Step - ==l
s S foe 30 soct ——2
3_ 30 second:
Not Acqueng 720C fox 20 secs
1 || ooboce S0 for 20 secs
™ Touchdown

ok |

Obrazek 6. Krok cyklovani pfi 95 °C.
9. Zvyraznéte druhy krok a nastavte na 60 °C na 60 sekund. Kliknutim na tlacitko Not

Acquiring (Nepofizuji se) aktivujte pofizovani dat béhem tohoto kroku. (Obrazek 7)

(Chick on & cycle below lo modéy
Hokd

et aites

It balors.

Remove
This cyce repeats 40 | tene(s)
Chck on one of O P - O sheps hor the cycie

Els]
SC for 2 vecs
1
\ TG or 20 vecs,
GORC for 60 seca /

Obrazek 7. Krok cyklovani pfi 60 °C.
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10. V seznamu Available Channels (Dostupné kanaly) vyberte moznost Green (Zeleny)
a Yellow (Zluty), poté kliknéte na tlagitko > a preneste je do seznamu Acquiring

Channels (Kanaly pofizovani). Kliknéte na tlacitko OK (obrazek 8).

Same as Previous : | (New Acquisition) -
Acquasition Conlfiguration :
Avadable Channels : Acquiing Channels :
Name | > || Name
Crimson een
HRM il Yelow 1
Orange
Red <«
To acquire from a channel, select it from the kst in the left and click > Tnmm.mhuna
channel, select &t in the right-hand list and click <. To remove all acquisttions, chck <<

Dye Chart >> @ DorftAcquie | Hep |

FAM-, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGireen, Alexa Fluor 488°
JOE, VICY, HEX, TET ™, CAL Fluor Gold 540, Yakima Yellow "’
ROX ", CAL Fluor Red 610, Cy35°, Texas Red", Alexa Fluor 563/
Cy5*, Quasar 670", Alexa Fluot 633"

Quasar705*, Alexa Fluor 680

SYT0 97, EvaGreen”

Obrazek 8. Porizovani pri kroku cyklovani 60 °C.
11. Zvyraznéte tfeti krok a provedte smazani kliknutim na tlacitko —. Kliknéte na tlacitko
OK (obrazek 9).

Chck an & cycle bekow to modly § ]
Insent aher
et bedcre
L
lhnﬁmij‘ll
ek by add and o i cycle
Tenad - 3 g 2
l@m ] ; I b 20 et u J
20 mcorts |
Acquing o CrclrgB | \
onGueen
F e SO for 60 secs / -1
I~ Touhdomn
—

Obrazek 9. Odstranéni rozsifujiciho kroku.
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12. V dal$im dialogovém okné kliknéte na tlacitko Gain Optimisation (Optimalizace zisku)
(obrazek 10).

New Run Wizard gl
Temperature Profile : This box displays

FaggEsy
sl
gaeidy

Edt Profe . | walitle seliro

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gan | Create New... |
Green  470nm  S510nm 5

Yelow 5%nm S50 5 _ e |
Oange  585em  610mm 5 Edit Gan..
Red 625w 650nm 5 Beacs|
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
HRM  460nm  510nm 7

Reset Defauls
1—-| Gain Oplimisation... I
Skip Wizaed | << Back | Nest >> |

Obrazek 10. Optimalizace zisku.

13. Kliknéte na tlacitko Optimise Acquiring (Optimalizovat pofizovani). Pro kazdy kanal
se zobrazi jeho nastaveni. Kliknutim na tlac¢itko OK pfijmete tyto vychozi hodnoty pro
oba kanaly. (Obrazek 11)

Optimisation - =
c‘ﬂl—lpﬁhﬁuﬂih&ndﬂdhhmlw-ﬁ-‘
acceptable. The range looking for depends on the
chemestry you are performing
sumnnaol_jm

Opiimise A8 [ Optiwse Acqurs 1

W Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings
Charrel: Green TubePoston: [I

Taget SampleRange: B —{Flpo[10 =R
Acceptable Gan Range: I'ITj o [m_j

2 o] o | we |

m .

il [
HTE

| Mawsl | O | hew |

Obrazek 11. Optimalizace automatického zvysovani citlivosti pro kanal Green.
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14. ZaSkrtnéte policko Perform Optimisation before 1st Acquisition (Provést

optimalizaci pfed 1. pofizenim) a poté se kliknutim na tlacitko Close (Zavfit) vratte do

pravodce (obrazek 12).

Auto-Gain Optimisation Setup FX
Ophmisabion
AuloG. RS hoi sample at
different gan levels unil i finds one at which the flucrescence levels are
able. The range looking for depends on the
chemesty you e performing.
Sdmmw[—jbgm.
Optimise Al Optimise Acquing
| ==L} Perform Optimisation B efore Tt Acquistior
I Pesform Optimisation At 60 Degrees At Begnning Of Run
Channel Settings
' =] _au |
Name | Tube Postion | Min R Max R Min Gan | Max Gan Edit..
Green 1 1071 10 10
Yelow 1 Bl 100 10 B |
Remove Al
< I >
[ ] o ] b

Obrazek 12. Vybér kanali Green a Yellow.

15. Kliknutim na tla¢itko Next (DalSi) ulozte templat do pfisluSného mista vybérem

moznosti ,Save Template* (UloZit templat).

28 Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit 06/2022



Analyza dat hodnoceni mutace vzorku

Po dokonceni cyklu analyzujte data nasledujicim postupem.

Nastaveni softwarové analyzy

1. Oteviete odpovidajici soubor pomoci softwaru pFistroje Rotor-Gene Q verze 2.3.5 nebo
vySSi.

2. Jestlize alikvoty nejsou pfed provedenim cyklu pojmenovany, kliknéte na moznost Edit
Samples (Upravit alikvoty).

3. Zadejte nazvy alikvot do sloupce Name (Nazev).
Poznamka: Ponechte nazvy pfipadnych prazdnych jamek nevyplnéné.

4. Kliknéte na tlacitko Analysis (Analyza). Na strané analyzy kliknéte na moznost

Cycling A Yellow a zkontrolujte kanal HEX.

5. Ujistéte se, Ze je zvyraznéna polozka Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka). Kliknéte

na tlaCitko Slope Correct (Kfivka spravné) a Linear Scale (Linearni stupnice).

6. Kliknéte na tlacitko Take Off Adj. (Nastaveni bodu vyjmuti) a zadejte 15,01 a 20,01,
jak je znazornéno na obrazku 13.

3

| [ |
|I§§ D’ynam\cTub’Iﬁ Slope Correctl “& Ignore First | 5% Take Off Adj, |

Take Off Point Adjustment =]

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated |15 m
before cycle
Then use the following cycle as I2g m
take off paint
oKk | DoNotadust | Cancel |

Obrazek 13. Nastaveni normalizace analyzy EGFR. 1 = ,Dynamic Tube® (Dynamicka zkumavka), 2 = tla¢itko
,Slope Correct* (Kfivka spravné), 3 = ,Take Off Adj.“ (Nastaveni bodu vyjmuti), 4 = dialogové okno s hodnotami
parametru ,Take Off Adj.“ (Nastaveni bodu vyjmuti).
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7. Nastavte prahovou hodnotu na 0,02 a zkontrolujte hodnoty HEX Cr.

8. Na strané analyzy kliknéte na polozku Cycling A, Green, aby se zobrazil kanal FAM.
Nastavte parametry dle obrazku 13 vySe.

Dynamicka zkumavka musi byt zvyraznéna.
9. Kliknéte na tlacitko Slope Correct (Kfivka spravné) a Linear Scale (Linearni stupnice).

10. Nastavte prahovou hodnotu na 0,075 a zkontrolujte hodnoty FAM Cr.

Analyza kontrol cyklu

Po dokonc&eni cyklu analyzujte data nasledovné.

® Negativni kontrola: Aby nedoslo ke kontaminaci templatu, Zadna z NTC nesmi
generovat hodnotu Cr v zeleném kanalu (FAM) niz8i nez 40. Aby bylo zajisténo spravné
nastaveni analyzy, nesmi kontrola bez templatu (No Template Control, NTC) zobrazovat
amplifikaci v rozsahu 29,85-35,84 ve Zlutém (HEX) kanalu (interni kontrola).
Jestlize je v zeleném kanalu pozitivni amplifikace a/nebo je zesileni mimo rozsah
29,85-35,84 ve zlutém kanalu, je cyklus neplatny.

® Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola EGFR (Positive Control, PC) musi poskytnout
hodnotu Cr pro kazdou zpracovanou reakéni smés, dany rozsah je uveden v tabulce 5.
Hodnota pozitivni kontroly mimo tento rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy a
znamena tedy selhani cyklu. Jestlize pozitivni kontrola poskytuje Ct v rdmci rozsahu (FAM),
avsak Cr (HEX) interni kontroly je mimo rozsah 29,85 az 35,84, pokracujte v analyze.
Poznamka: Data alikvotu nelze pouzit, jestlize negativni nebo pozitivni kontrola selhala.

Tabulka 5. Pfijatelny rozsah Cr pro kontroly cyklu

Reakéni kontrola Analyza Kanal Rozsah Cr

Pozitivni kontrola Kontrola Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Delece Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81

Beztemplatova kontrola V8echny &tyfi reakéni smési Green (FAM) > 40,00
VSechny Ctyfi reakéni smési Yellow (HEX) 29,85-35,84
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ANO—>| Negativni
vysledek kontroly

Spada hodnota
HEX C; do rozsahu
29,85-35,847

Hodnota negativni kontroly
MGy

Je zkumavka
deleci FAM C;
v rozsahu

28,90-34,90?

Je zkumavka
T790M FAM
Crvrozsahu

30,22-34,98?

Je zkumavka

kontroly FAM Cr
v rozsahu

28,13-34,59?

NE

Hodnota pozitivni kontroly
FAM C;

NE

SELHANI CYKLU

>
z
o

NE

Je zkumavka
L858R FAM Cr

NE
SELHANI CYKLU SELHANI CYKLU
v rozsahu 29,97—

Vys|e|::|°ezkltll(\(l)r:1ltro|y D
34,817

Obrazek 14. Pracovni postup analyzy kontrol cyklu.
Za predpokladu, ze oba vysledky kontrolnich cykll jsou platné, vSechny hodnoty CT alikvot

kontrolni analyzy museji byt v rozsahu 23,70-31,10 v zeleném kanalu (FAM) (tabulka 6).

Ptijatelny rozsah Cr

Kanal
23,70-31,10

Tabulka 6. Prijatelny rozsah FAM Ct pro kontrolni reakci alikvot
Green (FAM)

Reakéni smés

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

o Kontrolni analyza alikvot Cr je < 23,70: Alikvoty vykazujici u kontroly hodnotu
Cr < 23,70 nadmérné zatézuji analyzy mutace a musi se proto zfedit. Aby bylo mozné
zachytit kazdou mutaci pfi nizké drovni, nadmérné koncentrované alikvoty museji byt

fedény tak, aby spadaly do vy3Se uvedeného rozsahu za pfedpokladu, Ze roziedéni

vzorku o polovinu zvySi hodnotu Cr o 1.

Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit  06/2022



o Kontrolni analyza alikvotu Cr je > 31,10: Alikvot neobsahuje dostate¢né mnozstvi

DNA pro provedeni analyzy.

Za predpokladu, ze oba vysledky kontrol cyklu jsou platné a kontrolni analyza je v rozsahu
uvedeném v tabulce 6, kazda hodnota Ct mutace alikvotu musi byt v rozsahu uvedeném
v tabulce 7 v zeleném (FAM) kanalu. Je-li alikvot mimo tento rozsah, plati nasledujici pokyn.

Tabulka 7. Prijatelné hodnoty reakce mutaci alikvot

Reakce Reakéni smés Kanal Rozsah Cr

Mutacéni reakce T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Delece Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
VSechny tfi mutace Yellow (HEX) 29,85-35,84

Poznamka: Pokud alikvot negeneruje Cr (tj., Ct > 40), muze to byt v disledku pfitomnosti

inhibitoru, chyby v nastaveni analyzy nebo nepfitomnosti amplifikovatelné EGFR DNA.

® Hodnota Cr interni kontroly je v rozsahu 29,85-35,84: Neexistuje zde zadna
amplifikovatelna EGFR DNA.

® Hodnota interni kontroly Ct je mimo rozsah 29,85-35,84: M(ze to indikovat chybu pfi
nastaveni analyzy nebo pfitomnost inhibitoru. Zfedéni alikvotu muze snizit vliv

inhibitoru; je vSak tfeba vést v patrnosti, Ze by doslo i ke zfedéni DNA.
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Zredte alikvot <

Alikvot vyZzaduje zfedéni
ANO

Je hodnota
kontrolni analyzy

Hodnota kontroly

Je hodnota

alikvotu FAM Cr FAM C; v rozsahu

23,70-31,10?

Hodnoty HEX Cr
analyz mutaci
v alikvotu

Jsou né&jaké
hodnoty mutace
HEX Cy < 29,85?

NE

Spada kazda
hodnota FAM C;
mutace do
rozsahu 00,00—
40,00?

Hodnoty FAM Cy
mutaci v alikvotu

ANO
A 4

Amplifikace FAM je
u zkumavky pozitivni

v

Vypotitejte hodnoty ACy
pro kazdou mutaci.
AC; = mutace Cr — kontrolni Cr

v

Srovnejte hodnotu ACr se
stanovenym rozsahem ACy
pro danou analyzu

AM Cr < 23, 7(

NE

Je hodnota
FAM G;>31,10?,

Neplatny alikvot

Alikvot nesmi
obsahovat
amplifikovatelnou
DNA nebo muize
obsahovat
inhibitor

Hodnoty HEX Cr
analyz mutaci
v alikvotu

pada néktera
hodnota AC; do
stanoveného rozsahu
ACy pro danou
analyzu

ANO

Byla detekovana mutace
EGFR pro analyzu mutaci

Obrazek 15. Vyvojovy diagram analyzy dat mutaci.
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Hodnota FAM Cr analyz mutace alikvotu

Hodnoty FAM vsech tfi reakénich smési mutaci je tfeba zkontrolovat s vyuzitim hodnot

uvedenych v tabulce 8.

Nasledujicim postupem vypocitejte hrani¢ni hodnotu ACt jednotlivych alikvott s mutacemi,
které indikuji kladnou hodnotu amplifikace, pficemz zajistéte, aby hodnoty mutace

a kontrolni hodnoty Ct pochazely ze stejného alikvotu.

ACt = Ct mutace — Ct kontroly

Porovnejte hodnotu ACrt alikvotu s hraniénim rozsahem ACt pro zkoumanou analyzu
(Tabulka 8) a zkontrolujte, Ze se pro kazdou analyzu pouziva spravna hrani¢ni hodnota.

Tabulka 8. Analyza mutaci, hraniéni rozsah ACt

Analyza mutaci Hrani€ni rozsah ACr
T790M -10,00 2 az < 7,40
Delece —-10,00 2 az < 8,00
L858R —10,00 = az < 8,90

Horni mez hrani¢niho rozsahu ACr je bod, nad kterym muze dochazet k pozitivnimu signalu
v dusledku signalu pozadi primeru ARMS na DNA divokého typu. Je-li hodnota ACr alikvotu
vyS§Si nez horni bod hraniéniho rozsahu ACr, vyhodnoti se jako ,Mutation not detected"
(Mutace nedetekovana) nebo lezici pod limity detekce soupravy. Pokud je hodnota alikvotu
v mezich hrani¢nich hodnot ACr, je alikvot povazovan za pozitivni z hlediska mutace
detekované touto analyzou. Pokud je hodnota alikvotu pod spodni hranici hraniéniho
rozsahu ACr, pak by to mohlo byt potencialné zplsobeno fluorescenénim artefaktem.

Poznamka: Pro alikvoty nevykazujici zadnou FAM mutaci Ct je vyZadovano posouzeni

interni kontroly (HEX) Ct pro urceni, zda nejsou mutace zjistény nebo je analyza neplatna.
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Pokud je hodnota HEX Crt mezi 29,85 a 35,84, zadna mutace neni detekovana. Pokud je
hrani¢ni hodnota HEX ACt mimo tento rozsah, je alikvot neplatny.

Souhrnné, pro vSechny alikvoty musi byt na zakladé nasledujicich kritérii kazda reakce
mutace vyhodnocena jako ,mutace detekovana“, ,mutace nedetekovana“ anebo ,neplatné*“.

o Mutace detekovana: Pozitivni amplifikace FAM a hodnota ACt odpovidaji meznimu
rozsahu ACt nebo jsou nizsi. Pokud je zjiSténo vice mutaci, mohou byt vykazany
vSechny.

® Mutace nedetekovana:

O Pozitivni amplifikace FAM a hrani¢ni hodnota ACt je nad hraniénim rozsahem ACt
a HEX (interni kontrola) je v rozsahu 29,85-35,84.
O Amplifikace FAM je negativni a HEX (interni kontrola) je v rozsahu 29,85-35,84.

o Neplatné: Amplifikace FAM je negativni a amplifikace HEX je mimo specifikace.

O Vypoctena hodnota ACrt je pod hrani¢nim rozsahem ACta HEX (interni kontrola) je
v oCekavaném rozsahu. Hodnota ACr niz$i nez —10,00 naznacuje, ze mohlo dojit k

fluorescenénimu artefaktu.

Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit 06/2022 35



Navod pro feSeni potizi

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

Dal8i informace muzete najit také mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)

na strankach nasSeho centra technické podpory: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

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

Udaju a protokoll v této pfirucce iobecné k technologiim pro pfipravu alikvotd a jejich

analyzy (moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte webové stranky

www.giagen.com).

Komentare a navrhy

Zadny signal s EGFR pozitivni kontrolou (Positive Control, PC) ve fluorescenénim
kanalu Cycling Green

a)

b)

d)

e)

36

Fluorescencni kanal zvoleny
pro analyzu dat PCR
neodpovida protokolu.

Nespravné naprogramovani
teplotniho profilu pFistroje
Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM

Chybna konfigurace PCR

Skladovaci podminky jedné
nebo nékolika soucasti
soupravy neodpovidaly
instrukcim v &asti ,Skladovani
¢inidel a manipulace s nimi“
(na strané 14)

Souprava therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit
prekrocila datum exspirace

Pro analyzu dat vyberte fluorescenéni kanal Cycling
Green pro analytické EGFR PCR a fluorescenc¢ni
kanal Cycling Yellow pro interni kontroly PCR.

Porovnejte teplotni profil s protokolem; je-li
nespravny, potom dany cyklus zopakujte.

Zkontrolujte své pracovni kroky podle schématu
pipetovani, pfipadné PCR zopakujte.

Zkontrolujte podminky skladovani a datum
exspirace (viz Stitek soupravy) reagencii a pfipadné
pouzijte novou soupravu.

Zkontrolujte podminky skladovani a datum
exspirace (viz Stitek soupravy) reagencii a pfipadné
pouZijte novou soupravu.
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Komentare a navrhy

Signaly s negativnimi kontrolami ve fluorescenénim kanalu a Cycling Green
analytického PCR
a) Béhem pfipravy PCR doSlo ke  Zopakujte PCR s novymi €inidly.

kontaminaci Uzavfete jednotlivé PCR zkumavky pokud moZno

ihned po vliozeni zkoumaného alikvotu.

Zkontrolujte, zda jsou pfistroje a pracovisté
pravidelné dekontaminovany.

Nékolikanasobné prekroceni prahové hodnoty nebo hodnota ACt pod hrani¢nim
rozsahem

a) Nespravné promichani béhem  Opakujte PCR, pokud to ovlivni kontrolu, nebo
nastaveni analyzy znovu otestujte nezdafeny alikvot.

Postupujte podle navodu k pouziti, pfi¢emz vénujte
zvlastni pozornost krokim michani.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni jakosti spolecnosti QIAGEN, certifikovanym podle ISO, je
kazda vyrobni Sarze souprav therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit testovana podle

predem stanovenych specifikaci, aby byla zajist€na konzistentni kvalita produktu.
Omezeni

Vysledky ziskané pomoci produktu musi byt interpretovany v kontextu vSech relevantnich
klinickych a laboratornich nalez(i a nejsou uréeny k pouziti samostatné jen pro diagnostiku.

Produkt je ur€en k pouziti personalem specialné instruovanym a vyskolenym v postupech
diagnostiky in-vitro pomoci pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Analytické valida¢ni studie zahrnovaly lidskou DNA extrahovanou ze vzorkd plazmy.

Produkt je uréen k pouziti pouze s cyklerem pro real-time PCR pfistroje Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.

Pro ziskavani optimalnich vysledkd je nutné pfisné dodrzovat pokyny uvedené v pfirucce
k soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Jiné fedéni Cinidel nez to, které je popsano

v této pfirucce, se nedoporucuje a mdZe mit za nasledek zhorSeni kvality provedeni testu.
Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkam skladovani
vytisténym na obalu a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte soucasti s proSlym datem

exspirace ani nespravné skladované soucasti.

Primery v reakéni smési pro delece EGFR byly navrzeny tak, aby cilily na vice deleci exonu
19, pokryvajici nukleotidy 55174772 az 55174795 (GRCh38 chr7), rozsah 23 bp.
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Prestoze byla analyza deleci exonu 19 analyticky validovana a bylo prokazano, Ze detekuje
specifické delece v ramci exonu 19 (viz tabulka 13 této pfiru¢ky), maze v§ak reakéni smés
pro delece amplifikovat dal$i mutace (v€etn&, mimo jiné, dalSich deleci exonu 19, inzerci

exonu 19 a mutace L747P).

Pokud jsou takové dodate¢né mutace pfitomny, povedou u daného pacientského alikvotu
k vysledku ,Deletions Detected” (Detekovany delece).

Kromé toho je mozné pomoci reakéni smési L858R detekovat mutaci L858Q. Pokud je tedy

v pacientském alikvotu pfitomna, mize mutace L858Q vést k vysledku ,L858R Mutation
Detected” (Detekovana mutace L858R).
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Charakteristika funkcnich vlastnosti

Analyticka citlivost — mez slepého vzorku (Limit of Blank, LOB)

K vyhodnoceni t¢innosti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit bez pfitomnosti
templatu a aby se zajistilo, ze slepy alikvot nebo alikvot s DNA divokého typu nevytvari
analyticky signal, ktery mize ukazovat na nizkou koncentraci mutace, bylo vyhodnoceno
59 rtiznych alikvot plazmy NSCLC EGFR s DNA divokého typu. Kritéria pfijatelnosti studie
(nejméné 95 % alikvotu divokého typu musi mit hrani¢ni hodnotu ACt vysSi nez pfislusnou

hrani¢ni hodnotu) byla spinéna.

Limit detekce (Limit of Detection, LOD)

LOD je minimalni procentni podil mutantni DNA, ktery Ize detekovat na pozadi DNA
divokého typu, kdy se pfi celkové amplifikovatelné DNA (v ramci vstupniho rozsahu) dosahlo
spravného stanoveni mutace u 95 % vSech alikvotd pozitivnich na mutaci (C95). Uvedeny
vstupni pracovni rozsah DNA pro analyzu je definovan pfedem stanovenym rozsahem
hodnot Ct kontroly 23,70 az 31,10.

LOD byl stanoven pfi nizkych vstupnich hladinach DNA (Ct kontroly pfiblizné 30,10)
s pouzitim DNA odvozené z tkané FFPE pro soupravu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
LOD byl stanoven s pouzitim klinickych vzorkd FFPE ibunééné linie FFPE pfi nizkych
vstupnich hladinach DNA pro tyto mutace EGFR.

Hodnoty LOD stanovené pomoci tkané FFPE byly ovéfeny pro soupravu therascreen EGFR

plasma RQG PCR Kit s DNA odvozenou ze vzorku plazmy zamérné pozitivnich na mutaci.

Konecné limity LOD, uvedené v tabulce 9 na dalSi strance, oznaluji procento mutace, které

poskytlo 95% predikovanou pravdépodobnost spravné detekce pro kazdou mutaci.
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Tabulka 9. LOD pro kazdé stanoveni analyzy mutaci EGFR

Exon Mutace COSsMIC ID* % LOD

20 T790M 6240 17,5*

13551 4,24*

12419 16,871

6218 9,837

6254 10,2*

-
©

Delece 12678 10,401

12384 7,541

6220 2,7*

12382 1,45*

12387 4,911

21 L858R 6224 5,94*
* LOD stanoveni ovéfené v plazmé jako soucasti potvrzovaci studie LOD soupravy therascreen EGFR Plasma

RGQ PCR Kit.
T Tyto mutace nebyly potvrzeny v plazmé.
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Analyticka citlivost — Ahrani¢ni hodnoty Ct a hraniéni rozsah ACt

PFistup na bazi rizika byl pfijat s ohledem na miru fales$né pozitivnich vysledkl pfi stanoveni
hrani¢nich hodnot analyzy a odhadované hodnoty LOB byly pouzity jako jedna soucast pfi
tvorbé hrani¢nich hodnot.

PFislusné hrani¢ni rozsahy ACt stanovené pro kazdou analyzu mutace v soupravé
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10. Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — hrani¢ni rozsahy ACt

Analyza mutaci Hrani€ni rozsah ACr
T790M -10,00 2 az < 7,40
Delece -10,00 2 az < 8,00
L858R -10,00 = az < 8,90

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Opakovatelnost a reprodukovatelnost byly posouzeny testovanim hladiny mutace pfi 3 x LOD na
pozadi genomové DNA divokého typu na tfech pracovistich pomoci vice Sarzi souprav, obsluh
a béhem nékolika dni se dvéma replikacemi kazdého alikvotu. U vSech 3 analyz mutace bylo
100 % alikvot s mutantni DNA testovano jako pozitivni na mutaci. Testované alikvoty divokého
typu byly s negativni reakci na mutace ve vSech analyzach na vSech pracovistich.

Vliv vstupni hladiny DNA na hodnoty Cr

Vstupni hladina DNA je definovana jako celkové mnozstvi amplifikovatelné DNA EGFR v aliktovu
dle stanoveni z hodnot Ct z kontrolni reakce. K prokazani, Ze je U¢innost soupravy therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit konzistentni v celém rozsahu Ct kontrolni reakce (23,70-31,10),
byly u vSech 3 analyz mutaci EGFR provedeny testy oproti sérii Sesti fedéni v poméru 1 : 3 (DNA
extrahovana z bunécnych linii FFPE). Cilova hodnota Cr pro fedéni jedna byla pro kazdou mutaci
priblizné 24,70. Posledni fedéni, které poskytlo hodnotu Cr pfiblizné 32—-33, bylo mimo rozsah
Cr kontrolni reakce. Celkové byly hraniéni hodnoty ACt zméfené pfi rliznych celkovych vstupnich
hladinach DNA konzistentni v celém pracovnim rozsahu soupravy therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit.
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Interferujici latky
Endogenni interferujici latky

Potencialné interferujici latky byly pfidany do vzork( plazmy zamérné pozitivnich na mutaci
pfi 3 x LOD. Alikvoty poté byly testovany pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Alikvoty obsahujici potencialné interferujici latky byly porovnany se vzorky plazmy
zamérné pozitivni na mutaci pfi 3 x LOD bez obsahu interferujicich latek. Kazda interferujici
latka byla otestovana ve 4 replikatech.

Rozdil > 2 x smérodatné odchylky (Standard Deviation, SD) (pfevzato ze studie presnosti)
mezi ,testem® a ,kontrolou” ACr (ij. bez interferujici latky) byl povazovan za indikaci mozné
interference. U téchto latek je uveden pozorovany rozdil v ACr.

Koncentrace testu uvedené v tabulce 11 byly zvoleny na zakladé pokyna uvedenych
v pokynech CLSI EP07-A2 a pfedstavuji maximalni o¢ekavané koncentrace v klinickém
alikvotu.

Poznamka: Tyto endogenni slozky byly pfidany do vzork( plazmy zamérné pozitivnich na
mutaci, které zahrnovaly plazmu od zdravych darcd. Tyto endogenni slozky by proto byly
pfirozenou soucasti alikvot pfi neznamé koncentraci pred pfidanim. Kone¢na koncentrace
kazdé testované potencialni endogenni interferujici latky by byla pravdépodobné vys$Si nez
koncentrace testu.
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Tabulka 11. Potencialné interferujici endogenni latky

Potencialni interferujici latky (Interfering Substance, IS) Koncentrace testu
Nekonjugovany bilirubin 15 mg/dl
Hemoglobin (lidsky) 0,2 g/dl
Triglyceridy 3 g/dl

Analyza T790M

Ukazalo se, ze nasledujici endogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji
vliv > 2 x SD (0,40 ACt) na ucinnost analyzy T790M:

e Triglyceridy, rozdil 1,37 ACt

Analyza deleci

Ukéazalo se, Ze nasledujici endogenni sloZky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji
vliv>2 x SD (0,71 ACr) na ucinnost analyzy deleci:

® Hemoglobin, rozdil 0,80 ACt

Analyza L858R

Ukazalo se, ze nasledujici endogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji
vliv>2 x SD (0,56 ACt) na ucinnost analyzy L858R:

e Bilirubin, rozdil 1,13 ACt
® Triglyceridy, rozdil 1,53 ACt
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Exogenni interferujici latky

Potencialné interferujici latky byly pfidany do vzork( plazmy zamérné pozitivnich na mutaci
pfi 3 x LOD. Alikvoty poté byly testovany pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Alikvoty obsahujici potencialné interferujici latky byly porovnany se vzorky plazmy
zamérné pozitivni na mutaci pfi 3 x LOD bez obsahu interferujicich latek. Kazda interferujici

latka byla otestovana ve 4 replikatech.

Rozdil > 2 x smérodatné odchylky (pfevzato ze studie pfesnosti) mezi ACt ,testu” a ACt
.kontroly” (tj. bez interferujici latky) byl povazovan za indikaci mozné interference. U téchto

latek je uveden pozorovany rozdil v ACr.

Koncentrace testu uvedené v tabulce 12 byly zvoleny na zakladé pokyn( uvedenych ve

smérnici CLSI EP07-A2 a ve vSech pfipadech prekracuji Ié€ebné koncentrace.

Tabulka 12. Potencialné interferujici endogenni latky

Potencialni interferujici latka (Interfering Substance, IS) Koncentrace testu (ug/ml)
Citalopram hydrobromid 0,75

Paroxetin hydrochlorid hemihydrat 1,14

Sertralin hydrochlorid 0,67

Fluoxetin hydrochlorid 3,87

Acetaminofen 200,7

K2 EDTA 3600
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Analyza T790M

Ukazalo se, Ze nasledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji
vliv > 2 x SD (0,40 ACt) na vykon analyzy T790M:

e Citalopram hydrobromid, rozdil 0,52 AC+
e Sertralin hydrochlorid, rozdil 0,47 ACt
® Fluoxetin hydrochlorid, rozdil 0,48 ACt

Analyza deleci

Ukazalo se, Zze nasledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji
vliv>2 x SD (0,71 ACt) na u¢innost analyzy deleci:

® Fluoxetin, rozdil 0,73 ACt

Analyza L858R

Ukazalo se, Ze nasledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji
vliv>2 x SD (0,56 ACt) na vykon analyzy L858R:

Citalopram hydrobromid, rozdil 0,72 ACt
Paroxetin hydrochlorid hemihydrat, rozdil 0,92 AC+
Sertralin hydrochlorid, rozdil 0,82 ACt

Fluoxetin hydrochlorid, rozdil 0,98 ACt
Acetaminofen, rozdil 0,81 ACt

Kz EDTA, rozdil 0,57 ACt

46 Navod k pouziti soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit 06/2022



Klinicka uc¢innost

Klinické hodnoceni NCT01203917 byla oteviena, jednoramenna studie faze IV k posouzeni
ucinnosti a bezpecnosti/snasenlivosti pfipravku gefitinibu prvni linie Iécby u béloSské
populace pacientd s NSCLC stadia IlIA/B/IV pozitivnim na mutaci EGFR.

Zpusobilost pacient pro zafazeni do klinického hodnoceni NCT01203917 byla stanovena
pfitomnosti senzitizujicich mutaci EGFR. Stav mutace EGFR u pacientd s NSCLC byl
vyhodnocen s pouzitim testu klinického hodnoceni (Clinical Trial Assay, CTA), s DNA
z odpovidajicich vzork(l tkané a plazmy. Tato studie zahrnovala pfedem planovany
vyzkumny cil pro biomarkery za u¢elem stanoveni, zda by vzorky plazmy mohly byt vzaty
v uvahu pro analyzu mutace, pokud nejsou k dispozici alikvoty tkané. Vysledky ukazaly
vysokou miru shody mezi odpovidajicimi vzorky tkané a plazmy pfi koncentraci 94,3 %, se
specificitou analyzy 99,8 % a citlivosti 65,7 %.

Zpétné testovani vzorkl plazmy od pacient(, ktefi prosli screeningem klinického hodnoceni
NCT01203917, bylo provedeno pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
Paralelni studie byla provedena za u¢elem vyhodnoceni shody soupravy therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit s CTA pouzité kvybéru pacientd pro klinické hodnoceni
NCT01203917. Byla prokazana rovnocennost mezi CTA a soupravou therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit.
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory na internetové
adrese www.qgiagen.com/Support, volejte na telefonni Cislo 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni spolecnosti QIAGEN anebo nase mistni distributory (viz

zadni strana obalu nebo navstivte webové stranky www.qiagen.com).
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Symboly

V navodu k pouziti anebo na obalu a znadeni se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol Definice symbolu

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

Pouzijte do

"

<
o

- EEEEE

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové Cislo

—

(o) Cislo sarze

Cislo materialu (tj. oznageni dilu)

Komponenty

Obsahuje

Cislo

GTIN Globalni éislo obchodni polozky

R oznacuje revizi navodu k pouziti a n je Cislo revize

Teplotni rozmezi

Vyrobce
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Symbol Definice symbolu

EII] Viz navod k pouziti

Varovani/upozornéni
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Priloha A: Podrobné informace o mutacich

Tabulka 13 uvadi kdédy mutaci (COSMIC ID) prevzaté z katalogu somatickych
mutaci pfi nadorovych onemocnénich (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer,

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tabulka 13. Pfehled mutaci a katalogu COSMIC ID

Mutace Exon Zména baze COsSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (komplexni) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (komplexni) 12384
2236_2250del15 6225
2238 _2255del18 6220
2238_2248>GC (komplexni) 12422
Delece 19 2238 2252>GCA (komplexni) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239 _2248TTAAGAGAAG>C (komplexni) 12382
2239_2258>CA (komplexni) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (komplexni) 12383
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Informace pro objednani

Produkt Obsah Kat. €.
Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — pro detekci
mutaci v genu EGFR
therascreen EGFR Plasma Pro 24 reakci: 1 kontrolni analyza, 870311
RGQ PCR Kit (24) 7 analyz mutaci, pozitivni kontrola,
Taq DNA polymeraza
Pristroj Rotor-Gene Q MDx a pfisluSenstvi
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM CykKler pro real-time PCR a analyzator 9002033
System Melt s vysokym rozlisenim s 5 kanaly
(zelenym, Zlutym, oranzovym,
¢ervenym, karminovym) plus HRM
kanalem, prenosny pocita¢, software,
pfisluSenstvi, ro€ni zaruka na vSechny
Casti a provedeni; instalace a Skoleni
nejsou zahrnuty
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cykler pro real-time PCR a analyzator 9002032
Platform Melt s vysokym rozliSenim s 5 kanaly
(zelenym, Zlutym, oranzovym,
¢ervenym, karminovym) plus HRM
kanalem, pfenosny pocitac, software,
pfislusenstvi, ro¢ni zaruka na vSechny
Casti a provedeni; instalace a Skoleni
Loading Block 72 x 0.1 ml Hlinikovy blok k ruéni pfipravé reakce 9018901
Tubes pomoci jednokanalové pipety ve
zkumavkach 72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 stripd po 4 zkumavkach 981103
(250) s uzavery, pro 1 000 reakci
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Produkt

Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Souvisejici vyrobky

QlAamp Circulating Nucleic
Acid Kit

10 x 250 stripi po 4 zkumavkach 981106
s vicky na 10 000 reakci

Pro pFipravu 50 alikvotd: Kolonky 55114
QlAamp Mini, prodluZzovace zkumavek

(20 ml), QIAGEN Proteinase K, nosi¢

RNA, pufry, VacConnectors

a odbérové zkumavky Collection

Tubes (1,5 mla 2 ml)

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny

v pfiru€ce pro soupravu QIAGEN nebo uzivatelské pfiru¢ce. PFirucky k soupravam QIAGEN

a uzivatelské prirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.qiagen.com nebo si je

Ize vyzadat od technické podpory spolec¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Revize

Popis

R4, fijen 2019

R5, ¢erven 2020

R6, ¢erven 2022

Zména u zakonného vyrobce (titulni strana)

PFizplisobeni nazvu pfistroje z Rotor-Gene Q MDx na
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tak, aby odpovidal nazvu
uvedenému na §titku pfistroje

Opravené pokyny pro skladovani ¢inidel od 90 dnl do
12 mésicl nebo do data exspirace.

Cast Omezeni aktualizovana a doplnéna informacemi
o analyze deleci exonu 19 a analyze L858R.

Revidovana tabulka 9, aby se nahradil duplikovany exon
21 L858R za delece exonu 19

Z titulni stranky a ¢asti Symboly odstranén symbol EC + REP.

Aktualizovany odkazy na verzi softwaru RGQ z 2.3 na
2.3.5 nebo vysSi

Aktualizovany tabulky 8 a 10 se zavedenim nového
hraniéniho rozsahu ACt a odpovidajicim zplisobem byly
upraveny vSechny pfislusné popisy v celé prirucce.
Aktualizovany vSechny kapitoly protokolu tak, aby
zahrnovaly informace o dllezitosti michani v dilezitych
bodech pred zahajenim sekci; zvyraznéni podrobnosti
michani ve vSech krocich michani.

DoplInén krok michani do ¢asti ,Protokol: Detekce mutaci
EGFR*.

Aktualizovana ¢ast Reseni potizi a dopinéna fe$eni pro
vicenasobné prekroceni prahové hodnoty.

Aktualizovana tabulka v oddile Interferujici latky s cilem

zmeénit testovaci koncentraci pro nekonjugovany bilirubin
ze 150 na 15 mg/dbl
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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O ali éni pro p EGFR Plasma RGQ PCR Kit
Pouzivanim tohoto produktu vyjadiuje kazdy kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouziti pouze s komponenty
dodanymi v panelu. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouZzivani nebo za¢lenéni soucasti, které jsou obsazeny v tomto
panelu, spolecné s kterymikoliv sougastmi, které nejsou v tomto panelu obsazeny, s vyjimkou pfipad( popsanych v této pfiru¢ce a dalsich protokolech dostupnych
na strankach www.qiagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokolil byly poskytnuty uzivateli vyrobkd spolecnosti QIAGEN pro jiné uzivatele vyrobki QIAGEN.
Tyto protokoly nebyly spole¢nosti QIAGEN dukladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporuduji
prava tretich stran.

2. Spoleénost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tento panel a/nebo jeho pouZziti nenarusuje prava
tretich stran.

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.

4. Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané cinnosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN miZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat
kompenzaci za veSkeré naklady vynaloZené na vysetfovani a soudni vylohy véetné poplatkd za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti s panelem a/nebo jeho soucastmi.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.);
IRESSA® (AstraZeneca Group). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ takto nejsou konkrétné oznaceny, nesméji byt povazovany
za nechranéné zakonem.

Cerven 2022 HB-1898-007 1127512CS © 2022 QIAGEN, véechna prava vyhrazena.
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