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Technologie QIAGEN pro zpracovani a analyzu
vzorkl

Spole¢nost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii pro
zpracovani a analyzu vzorkd, které umozriuji izolaci a detekci slozek
libovolného biologického vzorku. NaSe vyspélé, vysoce kvalitni produkty
a sluzby vam zajisti uspésny prabéh od odbéru vzorku az po vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

M purifikaci DNA, RNA a proteinu;

M rozbory nukleovych kyselin a proteinu;

B vyzkum microRNA a RNA;;

B automatizaci technologii pro pfipravu vzorku a jejich rozbory.

Nasim cilem je poskytovat co nejnovéjsi technologie, které vam zaruci
spolehlivé vysledky a dosazeni vyznamného pokroku. Vice informaci
naleznete na strankach www.giagen.com.
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Zamysleny ucel pouziti
Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit je ur€ena k in vitro detekci

29 somatickych mutaci s rakovinou spojeného genu EGFR a umoznuje
kvalitativni hodnoceni stavu mutaci.

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit je urCena k pouziti kvalifikovanymi
odborniky v profesionalnich laboratofich. Pouziva vzorky DNA extrahované ze
tkané nemalobuné&nych plicnich karcinomd NSCLC (Non-Small Cell Lung
Cancer) fixované formalinem zalité v parafinu. Vysledky jsou ureny jako
pomucka pro klinické pracovniky pfi identifikaci pacientd s NSCLC, ktefi by
mohli mit prospéch z |éCby tyrozinkinazovymi inhibitory.

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit pfekrocila datum exspirace.

Shrnuti a vysveétleni

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit pfedstavuje soupravu k
okamzitému pouziti k detekci 29 somatickych mutaci s rakovinou souvisejiciho
genu EGFR pomoci polymerazové fetézovée reakce (PCR = Polymerase Chain
Reaction) na pfistroji Rotor-Gene Q.

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit umoziuje detekci nasledujicich
mutaci vuci pozadi genomové DNA ,divokého® typu za vyuZiti technologii
Scorpions® a ARMS®.

B 19 deleci v exonu 19 (detekuje pfitomnost kterékoli z 19 deleci,
ale jednotlivé delece od sebe nerozliSuje)

T790M
L858R
L861Q

G719X (detekuje pfitomnost mutaci G719S, G719A nebo G719C,
ale jednotlivé mutace od sebe nerozliSuje)

S768I

B 3inzerce v exonu 20 (detekuje pfitomnost jakékoli ze 3 inzerci,
ale jednotlivé inzerce od sebe nerozliSuje)

Pouzité metody jsou vysoce selektivni a v zavislosti na celkovém mnoZzstvi
pfitomné DNA dokaZze souprava detekovat nizké procento mutované DNA
na pozadi genomoveé DNA divokého typu. Tato selektivita a detekCni limity
prevysSuji jiné technologie, jako je sekvenovani se znaCenymi terminatory.
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Princip postupu

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit vyuziva k detekci mutaci
kombinaci dvou technologii — ARMS a Scorpions pfi PCR v realném Case.

ARMS

Ke specifické amplifikaci alely nebo mutace pomoci metody ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Taq DNA polymeraza (Taq) je
mimoradné udinna pfi rozliSovani mezi shodou a neshodou na 3’-konci PCR
primeru. Specifické mutované sekvence lIze selektivné amplifikovat, dokonce i
v pfipadech, kdy vétSina sekvenci mutaci neobsahuje. Pokud se primer zcela
shoduje, zesileni pokracuje s plnou ucinnosti. Pokud se 3’-baze neshoduje,
probih& pouze nespecificka zesileni na nizké urovni v pozadi reakce.

Scorpions

Detekce zesileni se provadi pomoci detekénich sond Scorpions. Sondy
Scorpions jsou bifunkéni molekuly obsahujici PCR primer kovalentné vazany
na sondu. Fluorofor na sondé interaguje se zhaSeCem, 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 narustu intenzity
fluorescence v reakéni zkumavce.

Format soupravy

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit obsahuje osm analyz:
B Jedna kontrolni analyza (Ctrl)

B Sedm analyz mutaci

VSechny reakéni jsou duplexni a obsahuji reakéni ¢inidla k detekci cilt
oznacenych pomoci FAM™ a interni kontrolu analyzy oznacenou HEX™.
Interni kontrolni analyza umoznuje detekovat pfitomnost inhibitor, které
mohou vést k faleSné negativnim vysledkiim. Zesileni FAM muze nahradit
zesileni interni kontroly a ucelem této interni kontroly je jednodu$e ukazat, Ze
zde neni zadné zesileni FAM, jedna se o skute¢né negativni vysledek a nikoli
o selhani PCR reakce.

Postup

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit zahrnuje postup o dvou krocich.
V prvnim kroku se provadi kontrolni analyza ke stanoveni celkového mnozstvi
DNA ve vzorku. Druhym krokem je provedeni analyzy mutace a kontrolni
analyzy ke stanoveni pfitomnosti nebo nepfitomnosti mutované DNA.
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Analyzy:
Kontrolni analyza

Kontrolni analyza, znaCena FAM, se pouziva ke stanoveni celkového mnozstvi
DNA ve vzorku. Tato analyza amplifikuje oblast exonu 2 genu EGFR. Primer a
sonda jsou navrzeny tak, aby se vyhnuly v§em znamym polymorfismdm genu
EGFR.

Pro stanoveni celkové DNA ve vzorku dlrazné doporu€ujeme pouzivat
kontrolni reakéni smés (CTRL) dodanou v souprave therascreen EGFR RGQ
PCR Kit. Tato kontrolni analyza amplifikuje oblast exonu 2 genu EGFR.
Vzorky doporucujeme stanovit pouze pomoci této kontrolni analyzy za pouZiti
pozitivni kontroly EGFR (PC) jako pozitivni kontroly a vody bez obsahu
nukleazy (H,0) jako kontroly bez templéatu.

Poznamka: Vyhodnoceni DNA by mélo vychazet z PCR a muze se liSit od
kvantitativniho vyjadfeni na zakladé vysledkl absorbance. Soucasti dodavky
je i doplnkova kontrolni reakcni smeés (Ctrl) ke stanoveni kvality a kvantity DNA
ve vzorcich jesté pfed zahajenim analyzy soupravou therascreen EGFR RGQ
PCR Kit.

Analyza mutaci

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

Kontroly
Poznamka: VSechna zpracovni experimentl musi zahrnovat kontroly.
Pozitivni kontrola

Kazdé zpracovani musi obsahovat pozitivni kontrolu ve zkumavkéach 1-8.
Souprava therascreen EGFR RGQ PCR obsahuje pozitivni kontrolu EGFR
(PC), ktera se pouziva jako templat pfi pozitivni kontrolni reakci. Vysledky
pozitivni kontroly budou vyhodnoceny, aby se zajistilo, Ze souprava pracuje
v ramci stanovenych kritérii pfijatelnosti.

Negativni kontrola

Kazdé zpracovani musi obsahovat negativni kontrolu (,kontrolu bez templatu®)
ve zkumavkach 9-16. NTC se sklada z vody bez obsahu nukleazy (H,0),
kterd se pouziva jako ,templat* pro kontrolu bez templatu (NTC). Kontrola

bez templatu se pouziva k vyhodnoceni potencialniho znecisténi v pribéhu
nastaveni zpracovani a k vyhodnoceni vykonu reakce interni kontroly.
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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
faleSné negativni vysledky, nebo pro danou zkumavku doslo k chybé
operatora pfi jeji pripravé.

Jestlize k selh&ni interni kontroly dojde v disledku PCR inhibice, zfedéni
vzorku muUze snizit vliv inhibitoru; je vSak tfeba vést v patrnosti, ze by doSlo

i ke zfedéni cilové DNA. Zesileni FAM muZe nahradit amplifikaci interni
kontroly, takZe ziskana hodnota IC Ct (HEX) bude spadat mimo zadany
rozsah. Vysledky FAM jsou pro tyto vzorky nadale platné.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

(pFirucka v anglictiné)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Katalogové €. 870111
Pocet reakci 24
Cerveng  Sontrol Reaction Mix Ctrl 2 x 600 pl
(Kontrolni reakcni smés)
: . T790M Reaction Mix (Reakéni
Fialova smés pro T790M) T790M 600 pl
« . Deletions Reaction Mix
Oranzova (Reakéni smés pro delece) Del 600 wl
.~ . L858R Reaction Mix (Reakcni
RuzZova smés pro L858R) L858R 600 pl
. L861Q Reaction Mix (Reakéni
Zelena smés pro L861Q) L861Q 600 pl
S G719X Reaction Mix (Reakéni
Zluta smés pro G719X) G719X 600 pl
< S768I Reaction Mix (Reakéni
Seda smés pro S768l) S768l 600 pl
Modra Insert|9n§ Revactlon_Mlx Ins 600 ul
(Reak&ni smés pro inzerce)
Y s EGFR Positive Control
Hneda (Pozitivni kontrola EGFR) PC 300
. Tag DNA Polymerase (Taq
Tyrkysova DNA polymeraza) Taq 138 ul
Bil4 Nuclease-!:ree Water (Voda H,0 2x1.9ml
bez nukleazy)
therascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook 1
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DalSi potfrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecnostnich listech (SDS), které obdrzite

od dodavatele vyrobku.

B Souprava na izolaci DNA (viz ,Izolace DNA", strana 14)

B Xylen

B Etanol (96—-100 %)*

B Zkumavky do mikrocentrifugy o objemu 1,5 ml nebo 2 ml (pro postup
lyzy)

B Zkumavky do mikrocentrifugy o objemu 1,5 ml (pro postup eluce)
(k dodani od spole¢nosti Brinkmann [Safe-Lock, kat. €. 022363204,
Eppendorf [Safe-Lock, kat. €. 0030 120.086] nebo Sarstedt [Safety Cap,
kat. &. 72.690])"

B Pipety* (nastavitelng), vyhrazené k pripravé vzorku

B Pipety® (nastavitelné), uréené vyhradné k pripravé master mixu PCR

B Pipety® (nastavitelné), uréené vyhradné k davkovani templatu DNA*

B Sterilni hroty pipet DNAsy, RNAsy a bez DNA s filtry (aby se pfedesio
kfizové kontaminaci, doporucujeme pipety s aerosolovymi bariérami)

B Tepelna michacka, vyhfivany orbitalni inkubator, topny blok nebo vodni
lazen s moznosti inkubace pii teploté 90 °C*

B Stolni centrifuga® s rotorem na reakéni 2ml zkumavky

M Vortex

B Pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*® s fluorescenénimi kanaly
,Cycling Green" a ,Cycling Yellow" (detekce FAM a HEX v uvedeném
poradi)

B Software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.0.2 nebo vyssi

B Stripy zkumavek a vi¢ka 0,1 ml, pouziti s rotorem o 72 jamkéach
(katalogové Cislo 981103 nebo 981106)

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalSi latky, jako napfiklad metanol nebo
metyletylketon.

" Nejedna se o kompletni seznam dodavateld.
¥ Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a zkalibrovany podle doporuéeni vyrobce.

8 Popt. pFistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM.
V nékterych zemich se pouziva i oznaceni Rotor-Gene Q MDx.
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B Zkumavky s DNAsou, RNAsou a bez DNA do mikrocentrifugy k pfipravé
master mixu

B Nakladaci blok zkumavek 72 x 0,1 ml, hlinikovy blok k ru¢ni pfipravé
reakce pomoci jednokanéalové pipety (QIAGEN, kat. ¢. 9018901)

Upozornéni a bezpec¢nostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro.

Bezpeénostni informace

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si
vyhledejte v pfisludnych bezpe&nostnich listech (SDS). Jsou k dispozici také
online v PDF formatu na strankach www.giagen.com/safety, kde muzZete najit,
precCist a vytisknout bezpecCnosti listy vSech souprav a soucasti souprav
QIAGEN.

Nepfretrzité poskytovani informaci v naléhavych pripadech

Chemickou nouzovou asistenci nebo asistenci pfi nehodé poskytuje 24 hodin
denné spolec€nost:

CHEMTREC
USA a Kanada = Tel: 1-800-424-9300

Mimo USA a Kanadu = Tel: +1-703-527-3887 (hovory na ucet volaného
jsou pfijimany)

Obecna ustanoveni
Uzivatel by mél vzdy vénovat pozornost dodrzovani nasledujicich pravidel.

B PouzZivejte pipetovaci $picky s DNAsou, RNAsou a bez DNA s filtry a
zajistéte, aby pipeta byla kalibrovana v souladu s navodem vyrobce.

B Pozitivni materialy (vzorky a pozitivni kontroly) skladujte a extrahujte
oddélené od vSech ostatnich Cinidel. Do reakéni smési je pfidavejte v
oddéleném prostoru.

B Pred zahajenim analyzy dukladné rozmrazte vSechny slozky na
pokojovou teplotu (15 az 25 °C).

B Po rozmrazeni vSechny slozky promichejte (pfevracenim kazdé
zkumavky 10krat) a kratce odstredte.

Poznamka: Vénujte maximalni pozornost tomu, aby nedos$lo ke kontaminaci
PCR syntetickym kontrolnim materialem. K pfipravé reakcnich smési a
pfidavani templatu DNA se doporucuje pouzivat vyhrazené pipety. Pfiprava a
davkovani reakCnich smési musi byt provadény v prostoru oddéleném od
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mista, kde se provadi davkovani templatu. Zkumavky pfistroje Rotor-Gene Q
po dokonceni zpracovani PCR nikdy neotevirejte. Pfedejdete tak laboratorni
kontaminaci produkty vzniklymi po PCR.

Poznamka: Cinidla jsou ov&fena pro manualni nastaveni. Pokud se pouZiva
automaticka metoda, muze to snizit po¢et moznych reakci v dusledku
mnozstvi Cinidla pozadovaného pro zapInéni ,mrtvych objemu*“ v téchto
pFistrojich.

Poznamka: VSechny reagencie v soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit
maji slozeni pfipravené specificky pro dané testy. VSechna €inidla dodavana v
soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit jsou ur€ena k pouziti vyhradné s
ostatnimi Cinidly ve stejné soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit. M&-li
byt zachovan optimalni vykon testu, nelze se soupravou pouzivat Zzadna
nahradni Cinidla.

Poznamka: Pouzivejte vyhradné Tag DNA polymerazu (Taq), ktera se dodava
v soupravé. Nenahrazuijte ji Taq DNA polymerazou dodavanou jako soucast
jiné soupravy stejného nebo jiného typu, ani ji nezaménujte za TagDNA
polymerézu od jiného dodavatele.

Poznamka: Cinidla v soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit jsou
optimalné nafedéna. DalSi fedéni Cinidel se nedoporucuje a mize mit za
nasledek zhorSeni kvality provedeni testu. Pouziti mensich reak&nich objem
nez 25 ul se nedoporucuje, nebot tim nardsta riziko vyskytu faleSné
negativnich vysledka.

Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit se dodava v suchém ledu a pfi
dodani musi byt stale zmrzly. Pokud neni souprava therascreen EGFR RGQ
PCR Kit pfi dodani zmrzla, béhem prepravy doslo k otevieni vnéjSiho obalu
nebo zasilka neobsahuje balici list, manual nebo Cinidla, obratte se na
oddéleni technickych sluzeb QIAGEN Technical Service Department nebo
mistni prodejce (viz zadni obalka nebo navstivte stranky www.giagen.com).

Soupravu therascreen EGFR RGQ PCR Kit uloZte po dodani bez prodleni do
mrazni¢ky a skladujte v temnu pfi konstantni teploté —15 °C az —25 °C. P¥i
skladovani za doporu¢enych podminek a v plivodnim baleni je obsah
soupravy stabilni az do data expirace uvedeného na S&titku. Je tfeba zamezit
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Doporucujeme nejvyse 7 cykll
zmrazeni - rozmrazeni.

Poznamka: V zajmu zajisténi optimalni aktivity a u€innosti je tfeba sondy
Scorpions (stejné jako vSechny fluorescenci znacené molekuly) chranit pred
svétlem, aby nedoslo k jejich optickému vyblednuti.

Poznamka: Pro optimalni vyuZiti Cinidel soupravy therascreen EGFR RGQ
PCR Kit je vhodné zpracovavat vzorky v davkach. Pfi jednotlivém testovani
vzorkl se spotfebuje vice Cinidel a snizi se tim pocet vzorku, které Ize pomoci
soupravy therascreen EGFR RGQ PCR Kit testovat.
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Manipulace se vzorkem a jeho skladovani

Poznamka: VSechny vzorky jsou potencialné infekéni a podle toho se s nimi
musi zachazet.

Material vzork( musi byt lidska genomova DNA extrahovana ze vzork( tkani
nemalobunécného plicniho nadoru, fixovanych formalinem zalitych v parafinu
(FFPE). Vzorky musi byt dopravovany v souladu se standardni patologickou

metodologii, aby byla zajisténa kvalita vzorku.

Vzorky nadorl nejsou homogenni a naméfené vysledky ze vzorku nadoru se
nemusi shodovat s vysledky z jinych fezl téhoZ nadoru. Vzorky nadoru mohou
také obsahovat nenadorovou tkan. U DNA z nenadorové tkané se neocekava
pritomnost mutaci EGFR, které detekuje souprava therascreen EGFR RGQ
PCR Kit.

Postup

Stanoveni mnozstvi nadorovych bunék potrebnych pro
analyzu EGFR

Tkan pouzivana pro analyzu EGFR je vzorek tkané nemalobumécéného
karcinomu plic fixovaného formalinem zalitym v parafinu (FFPE). Extrahovana
DNA z bunék v nadorové tkani maze byt divokého typu s ohledem na mutace
EGFR nebo muze pfenaset jednu nebo vice mutaci.

Tkan FFPE NSCLC pouzivana pro tuto extrakci muze také obsahovat
normalni, nenadorovou tkan, ktera bude divokého typu s ohledem na mutace
EGFR. DNA divokého typu z této tkané muize ziedit mutantni DNA,
potencialné az na uroven, kde neni nadale sadou detekovatelna. Doporucuje
se vSak, aby byly testovany rovné vzorky s nizkym obsahem nadoru, protoze
existuje moznost vysoké urovné mutaci, které budou detekovany a rozhodnuti
o lécbé tykajici se pacienta.

Pro maximalizaci Sance na detekci mutaci pokracujte nasledujicim zpusobem.

B Hematoxylin a eosin (H&E) barvi nejméné jedno sklicko z kazdého
vzorku pacienta.

B Zajistéte, Zze patolog prozkouma obarvené skli¢ko na pfitomnost nadoru.

B Pokud je mozné, mél by patolog pfezkoumat nékolik skli¢ek napFi¢ bloku
FFPE.

B VSechny vzorky s pfitomnym nadorem mohou byt testovany sadou
therascreen EGFR RGQ PCR.
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Izolace DNA

Izolace DNA se musi provést pomoci soupravy QlAamp® DNA FFPE Tissue
Kit.

Purifikaci DNA provedte podle navodu v pfiru¢ce k soupravé QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (QlIAamp DNA FFPE Tissue Kit Handbook) s nasledujicimi
zménami.

B Rezy FFPE poloZte na podlozni sklicka.

B Nadbyte€ny parafin seSkrabnéte z okoli tkafilového Ffezu nepouzitym
sterilnim skalpelem.

B Material tkanového fezu seskrabejte do zkumavek mikrocentrifugy.
Pro kazdy vzorek k extrakci pouzijte dosud nepouzity sterilni skalpel.

B Rozklad vzorku pomoci proteindzy K by mél probihat 1 hodinu.

M Purifikovana genomova DNA musi byt eluovana ve 200 ul pufru ATE
(je soucasti soupravy QlIAamp DNA FFPE Tissue).

M Purifikovanou genomovou DNA skladujte pfi teploté —15 °C az —30 °C.

B Pokud jsou informace dostupné, je tfeba pouzit sklicka vedle obarveného
sklicka H&E s nejvyssi obsahem nédoru.

Poznamka: Pfi vSech analyzach pomoci soupravy therascreen EGFR RGQ
PCR Kit se vytvareji kratké produkty PCR. Souprava therascreen EGFR RGQ
PCR Kit vSak nebude fungovat se vzorky silné fragmentované DNA.

Protokol: Stanoveni vzorku

Tento protokol je ur€en ke zjisténi celkového amplifikovatelného obsahu DNA
ve vzorcich.

Dulezité body pred zahajenim

B Pred zahajenim postupu si prectéte ¢ast ,Obecna ustanoveni,
stranka 11.

B Pred zahajenim protokolu vénuijte dostatek Casu seznameni s pfistrojem
Rotor-Gene Q. Viz uZivatelska pfirucka pristroje.

B Neprotiepavejte Taq DNA polymerazu (Taq) ani zadnou smés obsahuijici
Tag DNA polymerazu, nebot by mohlo dojit k inaktivaci enzymu.

B Taq DNA polymerazu (Taq) pipetujte tak, ze Spicku pipety ponofrite tésné
pod hladinu kapaliny, aby na vnéjSim povrchu Spicky neulpélo nadmeérné
mnozstvi enzymu.
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Ukony pfed zahajenim

B Pfed kazdym pouzitim musi byt vSechna €inidla zcela rozmrazena na
pokojovou teplotu (15-25 °C), promichana (pfevracenim kazdé zkumavky
10krat) a kratce odstfedéna, aby se obsah usadil na dné zkumavky.

B Umoznéte, aby Taq polymeraza DNA (Taq) byla pfed kazdym pouZitim
temperovana na pokojovou teplotu (15—-25 °C). Zkumavku kratce
odstredte, aby se veskery enzym shromazdil na dné zkumavky.

Postup

1. Rozmrazte kontrolni reakéni smés (CTRL), vodu bez obsahu nukleazy
pro kontrolu bez templatu (NTC) a pozitivni kontrolu EGFR (PC)
temperujte na laboratorni teplotu (15-25 °C). Po rozmrazeni reakéni
smési tyto pripravky promichejte prevracenim kazdé zkumavky
(opakovanym 10krét), aby nedoSlo k lokélni koncentraci soli, a poté
je kratce odstred’te, aby se obsah usadil na dné zkumavky.

2. Pripravte dostatek master mixt pro vzorky DNA, jednu pozitivni
kontrolni reakci a jednu kontrolu bez templatu podle objemi
uvedenych v Tabulka 1. Zahrrite €inidla pro 1 vzorek navic (n+1),
predstavujici dostatec¢ny prebytek pro nastaveni PCR.

Master mix obsahuje viechny slozky nutné pro provedeni PCR kromé
vzorku.

Tabulka 1. Pfiprava kontrolniho master mixu analyzy*

Slozka Objem na reakci (ul)
Kontrolni reakéni smés

(CTRL) 19.5

Tag DNA polymeraza (Taq) 0,5
Celkovy objem 20,0

* P¥i pfipravé master mixu pfipravte dostatek smési pro 1 vzorek navic.

3. Master mixy diikladné promichejte opatrnym pipetovanim 10krat
nahoru a dolt. lhned pridejte 20 pul master mixu do zkumavky PCR
strip (neni soucasti dodavky).

Poznamka: Pro stanoveni vzorku je tfeba pfidat master mix kontrolni
analyzy do jedné z pozitivnich kontrolnich zkumavek, do jedné negativni
kontrolni zkumavky a do jedné zkumavky pro kazdy vzorek.

4. lhned pridejte 5 pl vody bez obsahu nukleazy (H,O) do zkumavky na
kontrolu bez templatu (zkumavka PCR ¢islo 9) a tuto zkumavku
uzaviete vickem. Do zkumavek se vzorky DNA pridejte po 5 pl ke
kazdému vzorku a zkumavky uzavrete viéky. Pridejte 5 ul pozitivni
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kontroly EGFR (PC) do zkumavky na pozitivni kontrolu (zkumavka
PCR 1) a zkumavku uzavrete vickem.

5. Stripové zkumavky PCR umistéte do prislusnych pozic v rotoru a
vizualné zkontrolujte, ze vSechny zkumavky obsahuji stejny objem.
Poznamka: Ovérte, Zze nedojde k prevraceni stripd zkumavek pfi jejich
pfenosu do rotoru.

6. Pokud neni rotor plny, zaplnte zbyvajici prostor prazdnymi
zavickovanymi zkumavkami.

7. Rotor se 72 jamkami ihned umistéte do pristroje Rotor-Gene Q 5plex
HRM. Ujistéte se, ze pojistny krouzek (prislusenstvi pristroje Rotor-
Gene Q) je umistén v horni ¢asti rotoru, aby zajistil zkumavky béhem
zpracovani.

8. Viz Nastaveni pristroje Rotor-Gene Q (viz , Protokol: Nastaveni
pristroje Rotor-Gene Q EGFR*, strana 20) pro vytvoreni teplotniho
profilu a spusténi analyzy.

Tabulka 2. Parametry cyklovani

Cykly  Teplota Cas Porizovani dat
1 95 °C 15 minut Zadné
40 95 °C 30 sekund Zadné
60 °C 60 sekund Zelena a zluta

9. Po dokonéeni zpracovani data analyzujte, ,,Analyza dat hodnoceni vzorku*“,
strana 29.
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Protokol: Detekce mutaci EGFR

Tento protokol plati pro detekce mutaci EGFR. Jakmile vzorek projde
stanovenim, Ize ho testovat pomoci analyz mutaci EGFR.

Dulezité body pred zahajenim

B Pred zahajenim postupu si prectéte ¢ast ,Obecna ustanoveni”, stranka
11.

B Pred zahajenim protokolu vénujte dostatek ¢asu seznameni s pristrojem
Rotor-Gene Q. Viz uzivatelska prirucka pristroje.

B Neprotiepavejte Taq DNA polymerazu (Taq) ani zadnou smés obsahuijici
Taq DNA polymerazu, nebot’ by mohlo dojit k inaktivaci enzymu.

B Pro efektivni pouZziti soupravy therascreen EGFR RGQ PCR Kit je nutné
vzorky usporadat do sad po 7 k naplnéni jednoho rotoru s 72 jamkami. V
pripadé menSich davek bude mozné soupravou therascreen EGFR RGQ
PCR Kit testovat méné vzorkd.

B Taq pipetujte tak, ze Spicku pipety ponofite tésné pod hladinu kapaliny,
aby na vnéjSim povrchu Spicky neulpélo nadmérné mnozstvi enzymu.

B Pro kazdy vzorek DNA je tfeba provést kontrolni analyzu a analyzu
pritomnosti mutace ve stejném zpracovani PCR reakce, aby byly
vylouc€eny rozdily mezi jednotlivymi zpracovani testu.

Ukony pfed zahajenim

B Pred kazdym pouzitim musi byt vSechna Cinidla zcela rozmrazena na
pokojovou teplotu (15-25 °C), promichana (pfevracenim kazdé zkumavky
10krat) a kratce odstfedéna, aby se obsah usadil na dné zkumavky.

B Zajistéte, aby Taq byla pfed kazdym pouzitim temperovana na pokojovou
teplotu (15-25 °C). Zkumavku kratce odstfedte, aby se vesSkery enzym
shromazdil na dné zkumavky.

Postup

1. Rozmrazte reakéni smeés, vodu bez obsahu nukleazy pro kontrolu bez
templatu (NTC) a pozitivni kontrolu EGFR (PC) temperujte na
laboratorni teplotu (15-25 °C). Po rozmrazeni reakéni smési tyto
pripravky promichejte prevracenim kazdé zkumavky (opakovanym
10krat), aby nedoSlo k lokalni koncentraci soli, a poté je kréatce
odstred’te, aby se obsah usadil na dné zkumavky.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2. Pripravte dostatek master mixt pro vzorky DNA, jednu pozitivni
kontrolni reakci a jednu kontrolu bez templatu podle objem
uvedenych v Tabulka 3. Zahriite €inidla pro 1 vzorek navic (n+1),
predstavujici dostatec¢ny prebytek pro nastaveni PCR.

Master mix obsahuje viechny slozky nutné pro provedeni PCR kromé
vzorku.

Tabulka 3. Priprava smési master mixu*

Slozka Objem na reakci (pl)
Reakéni smés 19,5
Tag DNA polymeraza (Taq) 0,5
Celkovy objem 20,0

* Pfi pfipravé master mixu pfipravte dostatek smési pro 1 vzorek navic.

3. Kazdy master mix dikladné promichejte opatrnym pipetovanim
10krat nahoru a dolt. lhned pridejte 20 ul master mixu do kazdé
zkumavky PCR strip (neni souc€asti dodavky).

4. lhned pridejte 5 pl vody bez obsahu nukleazy (H,O) do stripovych
zkumavek PCR ke kontrole bez templatu (zkumavky PCR €. 9-16) a
zkumavky uzavrete viéky. Do zkumavek se vzorky (zkumavky PCR
17-72) pridejte 5 yl kazdého vzorku a zkumavky uzavrete vi€ky.
Pridejte 5 ul pozitivni kontroly EGFR (PC) do zkumavky na pozitivni
kontrolu (zkumavka PCR 1-8). Kazdy vzorek DNA se musi testovat
pomoci obou analyz — kontrolni i vSech mutaci. Uvedené rozvrzeni je
zobrazeno Tabulka 4.
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Tabulka 4. Rozvrzeni kontroly a analyzy mutaci

Kontroly Cislo vzorku
Analyza PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delece 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
L861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
G719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70
S768I 7 15 23 31 39 47 55 63 71
Inzerce 8 16 24 32 40 48 56 64 72

5. Stripové zkumavky PCR umistéte do prislusnych pozic v rotoru a

vizualné zkontrolujte, ze vSechny zkumavky obsahuji stejny objem.

Poznamka: Ovérte, Zze nedojde k prevraceni stripl zkumavek pfi jejich
pfenosu do rotoru.

6. Pokud neni rotor plny, zaplnte zbyvajici prostor prazdnymi

zavickovanymi zkumavkami.

7. Rotor ihned umistéte do pristroje Rotor-Gene Q 5plex HRM. Ujistéte
se, ze pojistny krouzek (prislusenstvi pristroje Rotor-Gene Q) je

umistén v horni ¢asti rotoru, aby zajistil zkumavky béhem

zpracovani.

8. Viz Nastaveni pristroje Rotor-Gene Q (viz ,Nastaveni pristroje Rotor-
Gene Q EGFR*, strana 20) pro vytvoreni teplotniho profilu a spusténi

analyzy.

Tabulka 5. Parametry cyklovani

Cykly  Teplota Cas Pofizovani dat
1 95 °C 15 minut Zadné
40 95 °C 30 sekund Zadné
60 °C 60 sekund Zelena a Zluta

9. Po dokon¢eni zpracovani data analyzujte, ,Analyza dat mutaci EGFR",

strana 32.1
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Protokol: Nastaveni pfistroje Rotor-Gene Q EGFR

Na tento protokol odkazuje ¢ast ,Protokol: Stanoveni vzorku, strana 14, a
,Detekce mutaci EGFR", strana 17.

Postup

1. Nasledujicim postupem vytvorte teplotni profil.
Nastaveni obecnych parametrt analyzy Obrazky 1-3
PocatecCni aktivace enzymu s horkym Obréazek 4
startem
Zesileni DNA Obrazky 5-7
Nastaveni fluorescencénich kanal Obrazky 8-12
Spusténi zpracovani Obrazek 13
Parametry cyklovani jsou souhrnné nasleduijici.
Tabulka 6. Parametry cyklovani
Cykly  Teplota Cas Pofizovani dat
1 95 °C 15 minut Zadné
20 95 °C 30 sekund Zadné
60 °C 60 sekund Zelena a Zluta

20

VSechny specifikace viz software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.0.2.
Dalsi informace o programovani pfistroju Rotor-Gene Q jsou uvedeny v
uzivatelské pfiruCce pfristroje. Na obrazku jsou tato nastaveni oramovana

silnou ¢ernou c¢arou.

Poklepejte na ikonu aplikace Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 na
pracovni plose laptopu pripojeného k pristroji Rotor-Gene Q 5plex

HRM. V dialogu ,New Run“ (Nové zpracovani), ktery se zobrazi,
vyberte kartu ,,Advanced* (Pokrogilé).

Chcete-li vytvorit novou Sablonu, vyberte moznost ,,Empty Run*

(Prazdné zpracovani) a poté kliknéte na tla€itko ,,New* (Novy), €imz

vyvolate pravodce ,,New Run Wizard“ (Privodce novym
zpracovanim).
Jako typ rotoru vyberte 72-Well Rotor (Rotor se 72 jamkami).

Zkontrolujte, zda je spravné nasazen pojistny krouzek, a zaskrtnéte
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poli€ko ,,Locking Ring Attached“ (Pojistny krouzek nasazen).

Klepnéte na ,,Next“ (DalsSi) (Obrazek 1).

MNew Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiatar Type

X

36-Well Rokor

ST
Rokar-Disc 100

2 - ¥ Laocking Ring Attached

Skp Wz | .

Obrazek 1. Dialogové okno privodce ,,New Run Wizard“ (Privodce novym

Zpracovanim).

Zadejte jméno operatora. Zadejte poznamky a reakéni objem jako 25.

Zkontrolujte, zda pole ,Sample Layout" (Rozvrzeni vzorkul) obsahuje
hodnoty ,1, 2, 3...“. Klepnéte na ,,Next“ (Dalsi) (Obrazek 2).

Mew Run Wizard

Operatar : IumGEN I

Thiz screen displays mizcellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Mest when vou are ready to move to the next page.

Thiz bow dizplays

help on elements in
the wizard. For help
oh an ikem, hover

pour moLise over the
itern for kelp. “rou

Mates :

an alzo click on a
ombo box to display
elp about its
vailable zettings.

Reaction 5
3 olume [pL:

Sample Layout : |'|, 2,3

SkipWizard | << Back | | |

[-]

Obrazek 2. Nastaveni obecnych parametru analyzy.
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6. Kliknéte na tlacitko ,,Edit Profile“ (Upravit profil) v dalSim dialogovém okné
»,New Run Wizard“ (Privodce novym zpracovanim) (Obrazek 3) a
naprogramujte teplotni profil podle informaci v nasledujicich krocich.

New Run Wizard le
Temperature Profile - Click this buttarn ta
edit the prafile
zhown in the box
ahove.

1-H{Foree_]

Channel Setup

Marne | Source | Detector | it | Create Mew... |
[areen 470nm B10nm a Edit
o 530nm  555nm ]
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gair...
Red B28nm  BEOnm 5
Crimzon  G30nm  710kp 7 Remaove
HFk4 460nm  510nm 7 Fleset Defaults
(3 ain D ptimization...

Skipwizard | <<Back | Meat»> |

Obrazek 3. Uprava profilu.

7. Kliknéte na tlacitko ,,Insert after” (Vlozit za) a vyberte moznost New Hold at
Temperature (Nové pozastaveni pri teploté) (Obrazek 4).

1 Edit Profile X
@ . 8 H =]
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 0 second(z] to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed -

Click on a cycle below ta madify it 1

Cycling
Mew Melt
Mew Hold at Temperature 2

MEW HRM SLep

Copy of Current Step

Obréazek 4. Krok pocatecni inkubace pri 95 °C.
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8. Zmeénte ,Hold Temperature® (Teplota pozastaveni) na 95 °C a ,,Hold Time*
(Doba pozastaveni) na 15 min. Kliknéte na tlacitko ,.Insert after (Vlozit za)
a poteé vyberte polozku New Cycling (Nové cyklovani) (Obrazek 5).

M Edit Profile ]
I S, @
Mew Qpen  Save As Help

The run will take approximately 16 minute[s] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Mew Cycling

p—
Inset before... = e

Mew Hold at Temperature

Femove

Mew HRM Step
1 I Hold Temperature: g5 |op Copy of Current Step

Hald Time : 15 |min: 0 |szecs

Obrazek 5. Krok pocateéni inkubace pii 95 °C.

9. Kliknutim na cislo nastavte pocet opakovani cykli na 40. Vyberte prvni
krok a nastavte 95 °C for 30 secs (95 °C na 30 sekund) (Obréazek 6).

1 Edit Profile X
T . 8 H @
e Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after...
_ ot bt
Remove
Thig cycle repeats%ime{s].
Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

3 4 30 seconds
72°C for 20 secs

Mot Acquiring

[~ Long Range BOUC for 20 secs
[~ Touchdown ]

Obrazek 6. Krok cyklu pfi 95 °C.
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10. Zvyraznéte druhy krok a nastavte na 60°C for 60 secs (60 °C na 60 sekund).
Aktivujte porizovani dat v priibéhu tohoto kroku stiskem tlacitka ,,Not

Acquiring“ (Neporizuji se) (Obrazek 7).
M Edit Profile
.8 H | e

ew Open  Save As Help
The run will take approximately 125 minute(s) to complete. The graph below represents 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 to modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

|| Timed Step j

95°C for 30 zecs

R

BORC for B0 secs /

[~ Touchdown

T2oC for 20 zecs /

Obrazek 7. Krok cyklu pfi 60 °C.

11. Nastavte Green (Zeleny) a Yellow (Zluty) jako pofizujici kanaly stisknutim
tlacitka ,,>“ a preneste je ze seznamu , Available Channels” (Dostupné

24

kanaly). Klepnéte na ,,OK" (Obréazek 8).

Same az Previous |[New Acquizition) j

Acguizition Configuration ;
Available Channels © Acquiing Channels ;

M ame | M ame |

Crimzon
HRM
Orange
Fed

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

Dipe Chart Don't.t’-‘n.cquile Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm Fab'Y SYBR Green 14, Fluorescein, EvalGresn™, Alexa Fluor 4585
“ellow [ 530nm [ 555600 JOEY, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540, ' akima “rellaw-
Orange [ 585nm | E10nm RO, CAL Fluor Bed 6104, Cy3 54, Texas Redy, Alexa Fluor 553

B25nm  (BEOnm | Cy5+, Quasar 70, Alexa Fluor £33

B30nm | 710hp Ouasarf05+, Alexa Fluor B0

460nm | 510nm S¥TO 9&, EvaGreen

Obrazek 8. Pofizovani pfi kroku cyklu 60 °C.
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12. Zvyraznéte tieti krok a proved’te smazani kliknutim na tlacitko ,,—".
Klepnéte na ,,OK*“ (Obrézek 9).

1 Edit Profile 3]
. =]
ew Open  Save s Help

The run will take approximately 135 minute(s) to complete. The graph below represents the run tao be perfarmed :

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after...
Insert before...

Remove
Thiz cycle repeats 40 | time(z)

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

|| Timed Step j m 2

S5°C for 30 secs

720
20 seconds
Acquiring to Cycling B
on Green

B0°C for B0 secs
[~ Long Range I 1

I~ Touchdown

Obrazek 9. Odstranéni rozsirujiciho kroku.

13. V dalsSim dialogovém okné kliknéte na tlac¢itko ,,Gain Optimisation*
(Optimalizace zisku) (Obrézek 10).

Mew Run Wizard El

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

on an item, hover
your mouse over the
item for help, “ou
can alzo click on a
combo box to display

help about itz
available settings.

Edit Profile ..

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | LCreate Mew... |

Green 470nm 510nm 5 Edit

rellow B30nm  BBBrm ]

Orange  B8Bnm B10nm 5 Edit Gairn. ..

Red E28nm  BEOnm ]

Crimson  B80nm 710hp 7 Remove

HR k4 AB0nm B10mm 7 Reset Defaulte
1_. Gain Optimization. . I

Skipwizard | <cBack | Mew» |

Obrazek 10. Optimalizace zisku.
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14. Kliknéte na tlacitko ,,Optimise Acquiring“ (Optimalizovat pofizovani). Pro
kazdy kanal se potom zobrazi jeho nastaveni. Tyto vychozi hodnoty

Auto-Gain Optimisation Setup X
Optimigation :
Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inserted sample at
o different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemizstry pou are performing.

Set temperature ta :II degrees,

Optimize Al I Optimize Acquinng I 1

[ Perforgmsaaas
A Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Chanrel Settings :
Channel
Channel : Green Tube Position : 1 =l
= idld...
Hame Target Sample Range : 3 ;lFI up ta (10 ;IFl' E dit
Acceptable Gain Range: |10 ) te 10 = EMOYE
e Al
D —— T
| tanual... | Close | Help |

Obrazek 11. Optimalizace automatického zvySovani citlivosti pro zeleny kanél.
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15. Zaskrtnéte policko ,,Perform Optimisation before 1st Acquisition“ (Provést
optimalizaci pred 1. pofizenim) a poté se kliknutim na tlaéitko ,,Close*
(Zavrit) vrat'te do privodce (Obrazek 12).

Auto-Gain Dptimisation Setup

O ptimization :

Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at

™ different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to :II deqrees.
Optirnize Al | Optimize Acquinng |
1—E_@_r_[_g_r_m_I;!ptimisatiu:un Betore 13t Acquisition

[ Perform Optimisation At 60 Degrees &t Beginning OF Bun

Channel Settings :

| o] b |

Mame | Tube Pasition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |

Green 1 5FI 10FI 10 10

Tellow 1 aFl 10F 10 10 Bemove
Remove Al

2
; |
[ | [ T

Obrézek 12. Vybér zeleného a Zlutého kanélu.

16. Kliknutim na tlacitko ,,Next” (Dalsi) ulozte templat do prisluSného mista
vybérem moznosti ,Save Template” (Ulozit templat).
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17. Zkontrolujte souhrn a poté kliknutim na tla€itko ,,Start Run“ (Spustit
zpracovani) ulozte soubor zpracovani a spust’te zpracovani (Obrazek 13).

MNew Run Wizard

Surmnmary :

Setting Walue

[Green Gain 5

ellaw G ain 5

Auto-Gain Optimization Before First Acquizition
Rator F2awfell Rotor

Sample Layout 1.2.3. ...

Reaction Yalume [in micraliters) 25

Start Bun

Once vou've confirmned that your run settings are comect, click Start Bun to S ave Template
begin the run. Click Save Template to save settings far future runs.

Skipwizard | << Back |

Obrazek 13. Spusténi zpracovani.

18. Po spusténi zpracovani se zobrazi nové okno, ve kterém lze zadat nazvy
vzorku nebo kliknout na tlacitko ,,Finish“ (Dokoncit) a zadat je pozdéji
vybérem tlacitka ,,Sample“ (Vzorek) v prabéhu zpracovani nebo po jeho
skong¢eni.

19. Po dokon¢€eni zpracovani data analyzujte podle prislusného protokolu.

B  Stanoveni vzorku viz ,Analyza dat hodnoceni vzorku“, strana 29.
B Analyza mutace viz ,Analyza dat mutaci EGFR*, strana 32.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Interpretace vysledku

Metoda analyzy AC+

Analyza v realném Case se sondami Scorpions je zaloZzena na poctu cykld PCR
potfebnych k detekci fluorescencniho signalu pfevysSujiciho uroven signalu pozadi,
jako miry cilovych molekul pfitomnych na zacCatku reakce. Bod, pfi kterém dojde k
detekci signalu prevysSujiciho fluorescenci pozadi, se nazyva ,prah cyklu“ (Cy).

Hodnoty AC+ vzorku se pocitaji jako rozdil mezi C+ analyzou mutaci a Cy kontrolni
analyzou u stejného vzorku:

ACt = mutace Cy — kontroly C+

Poznamka: Vzorky jsou hodnoceny jako pozitivni z hlediska mutace, pokud vykazuji
hodnoty ACt menSi nez hraniéni hodnota AC+ pro danou analyzu. Nad touto
hodnotou muze vzorek obsahovat méné nez danou procentualni hodnotu mutace,
kterou Ize detekovat soupravou (mimo limit analyzy), nebo je vzorek z hlediska dané
mutace negativni.

Poznamka: Mutace Ct u vzorkld s mutaci o hodnoté 40 nebo vysSi se hodnoti jako
negativni nebo pod detekénimi limity soupravy.

PFi pouziti primerd ARMS muze dochazet k neu€innému primingu, ktery se projevi
velmi pozdnim Ct pozadi u DNA neobsahujici mutaci. VSechny hodnoty AC+

vypoctené ze zesileni pozadi budou vy38i nez hrani¢ni hodnota AC+. Takovy vzorek
je hodnocen z hlediska dané mutace jako negativni.

Analyza dat hodnoceni vzorku

Po dokonc&eni zpracovani analyzujte data nasledujicim postupem.

Nastaveni softwarové analyzy

1. Otevrete odpovidajici soubor pomoci softwaru pristroje Rotor-Gene Q
(verze 2.0.2) a vySSi.

2. Zkontrolujte oznaceni vzorku.

3. Na strance hrubého kanalu pro jednotlivé detektory/kanaly kliknéte na
,Options® (Moznosti) a zadejte Crop start cycles (Smazat cykly startu). Na
strance ,,Remove data before cycle” (Odebrat data pred cyklem) zadejte 15
a kliknéte na ,,OK*.

4. Kliknéte na ,,Analysis“ (Analyza). Na strané analyzy kliknéte na ,,Cycling A
(from 15), Yellow* (Cyklovani A (z 15), ZIutd) a zkontrolujte kanal HEX.

5. Musi byt zvyraznéna polozka ,,dynamic tube“ (dynamicka zkumavka).
Kliknéte na ,,Slope correct” (Smérnice spravné) a ,,Linear scale“ (Linearni
stupnice).

6. Nastavte prahovou hodnotu na 0,02 a zkontrolujte hodnoty HEX Cx.

7. Na strané analyzy kliknéte na ,,Cycling A (from 15), Green“ (Cyklovani A
(z 15), Zelena) pro zobrazeni kanalu FAM.

8. Dynamicka zkumavka musi byt zvyraznéna. Kliknéte na ,,Slope correct*
(Smérnice spravné) a ,,Linear scale” (Linearni stupnice).

9. Nastavte prahovou hodnotu na 0,075 a zkontrolujte hodnoty FAM Cx.
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Po dokon&eni zpracovani analyzujte data nasledovné.

B Negativni kontrola: Aby nedoslo ke kontaminaci templatu, Zadna z kontrol
templatu nesmi generovat hodnotu C+ v zeleném kanalu (FAM) niZsi nez 40.
Viz ,Poznamky pro data interpretace” na strané 37, kde jsou dulezité informace
pro analyzu diagramu kontroly bez templatu (NTC). Aby bylo zajisténo spravné
nastaveni analyzy, nesmi kontrola bez templatu (NTC) zobrazovat zesileni v
rozsahu 31-37 ve Zlutém (HEX) kanalu.

Jestlize je v zeleném kanalu pozitivni zesileni a/nebo je zesileni mimo rozsah
31-37, vysledek vzorku se musi vyradit.

B Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola EGFR (PC) musi vykazovat hodnotu Ct
(kanal FAM) kontrolni analyzy v rozsahu mezi 26,26 a 30,95. Hodnota C+ mimo
tento rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy a znamené tedy selhani
stanoveni. Pokud pozitivni kontrola Cr je 26,26-30,95 (exon 2, FAM), ale interni
kontrola Ct (HEX) je mimo rozsah 31-37, pokracujte v analyze.

Poznamka: Data vzorku nelze pouzit, jestlize kterakoliv z t&chto dvou kontrol
zpracovani selhala.

Za predpokladu, Ze oba vysledky kontrolnich zpracovani jsou platné, vSechny
hodnoty vzorkd Ct musi byt v rozsahu 23—-30,69 v zeleném (FAM) kanalu. Je-li
vzorek mimo tento rozsah, plati nasledujici pokyn.

B Kontrolni analyza vzorku Ct je <23: Vzorky vykazujici u kontroly hodnotu C+
<23 nadmérné zatézZuji analyzy mutace a musi se proto zfedit. Aby bylo mozné
zachytit kazdou mutaci pfi nizké urovni, nadmérné& koncentrované vzorky musi
byt fedény tak, aby spadaly do vySe uvedeného rozsahu za pfedpokladu, ze
roziedéni vzorku o polovinu zvySi hodnotu Ct o 1.

B Kontrolni analyza vzorku Cr v hodnoté 30,69 — 37: Vysledek interpretujte
opatrné, protoZe mutace s nizkou hladinou nemusi byt detekovany.

B  Kontrolni analyza vzorku Ct v hodnoté 37 — 40: Vysledek interpretujte
opatrné, protoze detekovany budou pouze mutace s velmi vysokou hladinou.

B Kontrolni analyza vzorku Ct je >40: Vzorek neobsahuje dostateéné mnozZstvi
DNA pro provedeni analyzy.

Poznamka: Pokud vzorek negeneruje Cr (tj., C+ >40), muze to byt v disledku
pritomnosti inhibitoru, chyby v nastaveni analyzy nebo nepfitomnosti
amplifikovatelné EGFR DNA.

B Hodnota interni kontroly Ct je 31-37: Neexistuje zde zadna amplifikvatelna
EGFR DNA.

B Hodnota interni kontroly Ctje mimo rozsah 31-37: Muze to indikovat chybu
pfi nastaveni analyzy nebo pfitomnost inhibitoru. Zfedéni vzorku muaze snizit vliv
inhibitory; je v8ak tfeba vést v patrnosti, ze by doslo i ke zfedéni DNA.
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Obrazek 14. Prabéh analyzy stanoveni vzorku.
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Analyza dat mutaci EGFR

Po dokonceni zpracovani analyzujte data nasledujicim postupem.

Nastaveni softwarové analyzy

1. Oteviete odpovidajici soubor pomoci softwaru pristroje Rotor-Gene Q
(verze 2.0.2) a vySSi.

2. Zkontrolujte, zda jsou vzorky oznaceny.

3. Na strance hrubého kanalu pro jednotlivé detektory/kanaly kliknéte na
,Options® (Moznosti) a zadejte Crop start cycles (Smazat cykly startu). Na
strance ,Remove data before cycle”“ (Odebrat data pred cyklem) zadejte 15
a kliknéte na ,,OK*.

4. Kliknéte na ,,Analysis“ (Analyza). Na strane analyzy kliknéte na ,,Cycling A
(from 15), Yellow" (Cyklovani A (z 15), Zlutd) pro zobrazeni kanalu HEX.

5. Musi byt zvyraznéna polozka ,,dynamic tube“ (dynamicka zkumavka).
Kliknéte na ,,Slope correct” (Smérnice spravné) a , Linear scale“ (Linearni
stupnice).

6. Nastavte prahovou hodnotu na 0,02 a zkontrolujte hodnoty HEX Cx.

7. Na strané analyzy kliknéte na ,,Cycling A (from 15), Green* (Cyklovani A
(z 15), Zelena) pro zobrazeni kanalu FAM.

8. Musi byt zvyraznéna polozka ,,dynamic tube“ (dynamicka zkumavka).
Kliknéte na ,,Slope correct” (Smérnice spravné) a ,,Linear scale“ (Linearni
stupnice).

9. Nastavte prahovou hodnotu na 0,075 a zkontrolujte hodnoty FAM Cx.

Analyza kontrol zpracovani:
Viz schematické znazornéni analyzy kontroly zpracovani, viz Obrazek 15.

B Negativni kontrola: Aby nedoslo ke kontaminaci templatu, Zadna z kontrol
templatu (NTC) nesmi generovat hodnotu Ct v zeleném (FAM) kanalu nizSi nez
40. Viz ,Poznamky pro data interpretace” na strané 37, kde jsou dilezité
informace pro analyzu diagramu kontroly bez templatu (NTC). Aby bylo
zajisténo spravné nastaveni analyzy, nesmi kontrola bez templatu (NTC)
zobrazovat zesileni v rozsahu Ct 31-37 ve Zlutém kanalu.

Jestlize je v zeleném kanalu pozitivni zesileni a/nebo je zesileni mimo rozsah
31-37, vysledek vzorku se musi vyradit.

B Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola EGFR (PC) musi vykazovat hodnotu Ct
kontrolni analyzy v rozsahu 26,26—-30,95 v zeleném kanalu. Hodnota C+ mimo
tento rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy a znamené tedy selhani
stanoveni. Pokud pozitivni kontrola Cr je 26,26-30,95 (exon 2, FAM), ale interni
kontrola Ct (HEX) je mimo rozsah 31-37, pokracujte v analyze.

Nasledujicim postupem vypocitejte hodnotu Ctkazdé analyzy mutaci a zajistéte, aby
hodnoty mutace a kontrolni hodnoty Ct pochazely ze stejného vzorku.

ACt = mutace Ct — kontroly Cy
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Pozitivni kontrola EGFR (PC) hodnot C+ musi vykazovat hodnoty v rozsahu, ktery
uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7. O€ekavané pozitivni kontrolni hodnoty AC+*

Analyza Pozitivni kontrolni hodnota AC+
T790M —-2,88 az 3,01
Delece —6,71 az 4,16
L858R -2,41 az 0,90
L861Q -4,61 az 1,48
G719X -2,89 a7 1,03
S768lI -3,37az 2,31
Inzerce -2,93 az 1,28

* Software pristroje Rotor-Gene Q (2.0.2)

Poznamka: Data vzorku nelze pouZit, jestlize pozitivni nebo negativni kontrola
zpracovani selhala.
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L861Q FAM ACr
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Pozitivni vysledek
kontroly
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Pokracujte analyzou vzorku

Obrazek 15. Analyza kontrol zpracovani.

Analyza vzorki:
Hodnota kontroly vzorku

FAM C+

Za predpokladu, Ze jsou oba vysledky kontrolnich zpracovani platné, se musi
vSechny hodnoty Ct kazdého vzorku pohybovat v rozsahu 23-30,69 v zeleném
kanalu. Viz schematické znazornéni analyzy vzorku, Obrazek 16.

Kontrolni analyza vzorku Cr je <23: Vzorky vykazujici u kontroly hodnotu C+

<23 nadmérné zatéZuji analyzy mutace a musi se proto zfedit. Aby bylo mozné
zachytit kazdou mutaci pfi nizké urovni, nadmérné koncentrované vzorky musi

byt fedény tak, aby spadaly do vySe uvedeného rozsahu za pfedpokladu, ze
rozfedéni vzorku o polovinu zvysi hodnotu Ct 0 1.

Kontrolni analyza vzorku Ct v rozsahu 30,69-37: Vysledek interpretujte

opatrné, protoZe mutace s nizkou hladinou nemusi byt detekovany.
Kontrolni analyza vzorku Ct v rozsahu 37-40: Vysledek interpretujte opatrné,

protoze detekovany budou pouze mutace s velmi vysokou hladinou.

Kontrolni analyza vzorku Cr je >40: Vzorek neobsahuje dostate€né mnozstvi

DNA pro provedeni analyzy.

Poznamka: Pokud je hodnota vzorku FAM Ct mezi 23 a <37, neni Zzadna potieba
hodnotit interni kontrolu.
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Poznamka: Pokud vzorek negeneruje Cr (tj., Ct+ >40), muze to byt v disledku
pritomnosti inhibitoru, chyby v nastaveni analyzy nebo nepfitomnosti
amplifikovatelné EGFR DNA.

B Hodnotainterni kontroly Ct je 31-37: Stanoveni funguje spravné, ale
neexistuje zde zadna amplifikvatelna EGFR DNA.

B Hodnota interni kontroly Ctje mimo rozsah 31-37: MdGze to indikovat chybu
pfi nastaveni analyzy nebo pfitomnost inhibitoru. Zfedéni vzorku muze snizit vliv
inhibitory; je vSak tfeba vést v patrnosti, ze by doslo i ke zfedéni DNA.

Poznamka: Pokud reakce FAM mutace nevedla k hodnoté C+ a interni kontrolni
reakce poskytly C+ mimo rozsah 31-37, musi se naméfena data vyradit, nebot’ to
muze sveédcCit o pfitomnosti inhibitord, coz by mohlo vést k faleSné negativnim
vysledkdm. Zfedéni vzorku muze snizit vliv inhibitoru; je vSak tfeba vést v patrnosti,
Ze by doslo i ke zfedéni DNA.

Zfedény vzorek Vzorek vyzaduje lg§———ANO

A

zfedéni
Hodnota kontroly \ hada hodnota Je hodnota FAM
ontrolni analyzy NE Cy <23.00?
vzorku FAM Cy FAM Cr do rozsahu e
23,00-30,69?
|
Hodnoty HEX Cr VyZaduje se h
interni kontrolnf . /U pID
ANO analyzy mutaci interpretaci vysledné
vzorku mutace
NO
Spada FAM Cr
do rozsahu
A5k 30,69 — 37,007
Hodnoty FAM Cr hugﬁ:?:g:\zr\jac Je hodnota internf
analyz mutaci ve do rozsahu i NE kontroly HEX Cr mezi ~ g
vzorku 00.00-40.00? 31-37? NE
ANO ANO
ANO .
v I h Spada FAM Cr
do rozsahu
" : 37,00- 40,007
Zesileni FAM ki . ' '
estient pozi{i?/rLlll'Z umavky Neplatny vzorek Mutace nebyla
detekovana. x

Vypottéte hodnoty ACy pro kazdou | | V?(’_rek nesmi obsahovat
mutaci amplifikovatelnou DNA nebo
Cr = mutace Cr — kontrola Cr muze obsahovat inhibitor.

Porovnejte hodnoty ACr s hrani¢nimi
hodnotami podle mutaci
Viz tabulku 8 na strané 36 pfirucky.

Spada nekterd hodnota ACy
do stanoveného rozsahu
ACy pro danou analyzu?

NE Mutace nebyla
detekovana.

ANO

v

Byla detekovana mutace EGFR pro
analyzu mutaci

Obrazek 16. Vyvojovy diagram analyzy dat mutaci.
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Hodnota FAM C+t analyz mutace vzorki

Hodnoty FAM v3ech sedmi reakénich smési je tfeba zkontrolovat s vyuZitim hodnot
uvedenych, které uvadi Tabulka 8.

Tabulka 8. Prijatelné hodnoty reakce mutaci vzorka (FAM)*

Analyza Prijatelny rozsah C; Mezni hodnota AC+
T790M 15,00-40,00 6,38
Delece 15,00-40,00 9,06
L858R 15,00-40,00 8,58
L861Q 15,00-40,00 9,26
G719X 15,00-40,00 9,31
S768l 15,00-40,00 9,26
Inzerce 15,00-40,00 7,91

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

B Jestlize hodnota FAM Ct spada do stanoveného rozsahu 15,00-40,00, je
zesileni FAM pozitivni.

B Jestlize hodnota FAM C+ ptresahuje uvedeny rozsah nebo nedo$lo k Zadnému
zesileni, je zesileni FAM negativni.

Nasledujicim postupem vypocitejte hodnotu C+ jednotlivych vzorkl s mutacemi, které
indikuji kladnou hodnotu zesileni; zajistéte, aby hodnoty mutace a kontrolni hodnoty
Ct pochazely ze stejného vzorku.

ACt = mutace Cy — kontroly C+

Porovnejte hodnotu ¢t vzorku s hrani¢ni hodnotou pro zkoumanou analyzu
(Tabulka 8) a zkontrolujte, ze se pro kazdou analyzu pouziva spravna hranicni
hodnota analyzy.

Hrani¢ni hodnota je bod, nad kterym muze dochazet k pozitivnimu signalu v
dUsledku signalu pozadi primeru ARMS na DNA ,divokého* typu. Je-li hodnota ¢t
vzorku vysSi nez hrani¢ni hodnota, vyhodnoti se jako ,mutace nedetekovana“ nebo
lezici pod detekEnimi limity soupravy. Pokud je hodnota vzorku niz§i nez hranicni
hodnota, je vzorek povazovan za pozitivni z hlediska mutace detekované touto
analyzou.

Poznamka: Pro vzorky nevykazujici Zzadnou FAM mutaci C+ je vyZadovano
posouzeni interni kontroly (HEX) C+ pro ur€eni, zda nejsou mutace zjistény nebo je
analyza neplatna. Pokud je hodnota HEX Ct mezi 31 a 37, Zadn&a mutace neni
detekovana. Pokud je hodnota HEX C+ mimo rozsah 31-37, vzorek je neplatny.
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Souhrnné, pro vSechny vzorky musi byt na zakladé nasledujicich kritérii kazda
reakce mutace vyhodnocena jako detekovana mutace, nedetekovanid mutace
nebo neplatna.

B Detekovana mutace: Pozitivni zesileni FAM a hodnota Ct odpovidaji hraniéni
hodnoté nebo jsou nizsi. Pokud je zjisténo vice mutaci, mohou byt vykazany
vSechny.

B Mutace nebyla detekovana:
Pozitivni zesileni FAM a hodnota C+ jsou nad hrani¢ni hodnotou.
Zesileni FAM je negativni a zesileni HEX (interni kontrola) je pozitivni.
B Neplatné:
Zesileni FAM je negativni a zesileni HEX je mimo specifikace.

Poznamky pro data interpretace
Lineérni zesileni

Zkontrolujte vystupy Rotor-Gene Q ze vSech reakci. Ob&as mlze byt pozorovatelny
rust signalu fluorescence v NTC a u negativnich vzorku. Jestlize tento pfipad
nastane a dojde k naméfeni hodnoty Cr, uzivatel musi rozliSovat mezi skuteCnou
udalosti zesileni, kterd by znamenala kontaminaci v NTC, a linearnim naristem
fluorescence, ktery miize vzniknout v disledku fluorescenéniho artefaktu.

Analyza NTC

Obrazky 17—18 ukazuji dva priklady chovani NTC vzorkld. Obrazek 17 znazorrnuje
nelinearni, tzn. skute¢nou amplifikaci v disledku kontaminace vzorku: Toto
zpracovani je tfeba vyfradit a vzorky otestovat znovu. Obrazek 18 zobrazuje linearni
amplifikaci v NTC. Za téchto okolnosti je tfeba proveéfit hrubou fluorescenci.
Odpovidajici vystup hrubé fluorescence zobrazuje Obrazek 19; indikuje linearni
zvySeni fluorescence, ne skutecnou udalost zesileni. Data z tohoto zpracovani lze
pouzit za pfedpokladu spinéni podminek pozitivni a interni kontroly. Pro srovnani s
pfikladem, ktery znazorriuje Obrazek 19, Obrazek 20 znazorriuje data hrubé
fluorescence, kde probéhlo skuteéné zesileni. Za téchto okolnosti musi byt data
vyfazena a vzorky znovu otestovany, protoze tento nalez znamena, ze doslo ke
znecisténi.
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Obrazek 18. Priklad linearniho zvySovani fluorescence v NTC jamce.
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Obrézek 20. Data hrubé fluorescence zobrazuji jamku NTC se skute¢nou udalosti
zesileni.
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Analyza vzorku

Obrazky 21-22 ukazuji dva priklady zesileni reakce vzorkl. Pfiklad skute¢ného
zesileni v jamce vzorku v analyzovaném zpracovani, jak znazorriuje Obrazek 21.
Jestlize zpracovani ukaze tento typ esovité kfivky zesileni, jde o skute¢né zesileni a
data z daného zpracovani lze pouzit za pfedpokladu spInéni podminek pozitivni a
interni kontroly.

ik

05 \

Vystupy
«— Znazornujici
skute&nou
amplifikaci

Marm. Fluora
o o
= o

=)
&

oz

a1

Threshald

0.0 T T T T T
ﬁ‘ 15 20 25 30 35 40
Crcle

Obrazek 21. Skuteéné zesileni v jamce vzorku v analyzovaném zpracovani.

Obrazek 22 znazorfiuje linearni zesileni v reakci vzorku. Za téchto okolnosti je tfeba
provéfit data hrubé fluorescence. Odpovidajici vystup hrubé fluorescence

(Obrazek 23); indikuje, Ze linearni zvySeni, Obrazek 22, odpovida linearnimu zvyseni
hrubé fluorescence. V téchto zpracovanich Ize ziskat vysledky vzorku za
predpokladu splnéni podminek pozitivni a interni kontroly, pficemz je tfeba
postupovat opatrné; takove linearni zesileni se oznacuje jako ,no C+*.
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Obrazek 22. Priklad linearniho zvySovani fluorescence ve dvou jamkach vzorku.
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se
systémem. Dal$i informace muzZete najit také mezi Castymi dotazy (FAQ) na
strankach nasSeho centra technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx.
Védecti pracovnici, ktefi pracuji v technickych sluzbach spolecnosti QIAGEN, vam
vzdy ochotné odpovi na jakékoli dotazy tykajici se informaci i protokoll v této
pFiru€ce nebo technologii pfipravy vzorkud €i zpracovani analyz (kontaktni informace
najdete na zadni strané obalky nebo na strankach www.giagen.com).

Komentare a navrhy

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

a) Vybrany fluorescenéni  Pro analyzu dat vyberte fluorescen¢ni kanal
kanal pro analyzu dat  Cycling Green pro analytické EGFR PCR a

PCR neodpovida fluorescencni kanal Cycling Yellow pro interni
protokolu kontroly PCR.

b) Nespravné Porovnejte teplotni profil s protokolem; je-li
naprogramovani nespravny, potom dany zpracovani zopakujte.

teplotniho profilu
pfistroje Rotor-Gene

c) Nespravna konfigurace Zkontrolujte své pracovni kroky podle schématu
PCR pipetovani, pfipadné PCR zopakujte.
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Komentare a navrhy

d) Skladovaci podminky

jedné nebo nékolika
soucasti soupravy
neodpovidaly
instrukcim v Casti
~oSkladovani Cinidel a
manipulace s nimi“ (na
strané 12)

Souprava therascreen
EGFR RGQ PCR Kit
prekrocCila datum

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum
expirace (viz Stitek soupravy) reakcnich Cinidel
a v pfripadé potfeby pouzijte novou soupravu.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum
expirace (viz Stitek soupravy) reakcénich Cinidel
a v pfipadé potfeby pouZzijte novou soupravu.

exspirace

Signaly s negativnimi kontrolami ve fluorescenénim kanalu Cycling

Green analytického PCR

a) Béhem pfipravy PCR
doSlo ke kontaminaci

Zopakujte PCR s novymi reak&nimi Cinidly v
replikatech.

Je-li to mozné, zaviete zkumavky PCR pfimo po
pridani testovaného vzorku.

Zkontrolujte, zda jsou pfistroje a pracovisté
pravidelné dekontaminovany.

b) Béhem extrakce doslo
ke kontaminaci.

Zopakujte extrakci a PCR testovaného vzorku;
pouzivejte nova Cinidla.

Zkontrolujte, zda jsou pristroje a pracovisté
pravidelné dekontaminovany.

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni jakosti spole¢nosti QIAGEN, certifikovanym podle
ISO, je kazda vyrobni Sarze souprav therascreen EGFR RGQ PCR Kit testovana
podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajiSténa konzistentni kvalita
produktu.

Omezeni

Vysledky ziskané pomoci produktu musi byt interpretovany v kontextu vSech
relevantnich klinickych a laboratornich nalezl 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 a v pouZiti pfistroje Rotor-Gene Q.
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Analytické validac¢ni studie zahrnovaly lidskou DNA, extrahované ze vzorku tkané
tumord, které byly fixované formalinem a zalité v parafinu.

Produkt je ur€en k pouziti pouze s cyklerem pro PCR v realném Case Rotor-Gene Q,
fady S5plex HRM.

Pro ziskavani optimalnich vysledku je nutné pfisné dodrzovat pokyny uvedené v
pfirucce k soupravé therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Jiné fedéni Cinidel nez to,
které je popsano v této pfirucce, se nedoporuc€uje a mize mit za nasledek zhorseni
kvality provedeni testu.

Dulezité je, aby mnozstvi a kvalita DNA ve vzorku byly vyhodnoceny jesté pred
provedenim analyzy vzorku pomoci soupravy therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
DalS$i kontrolni reakéni smés (Ctrl) je k dispozici za u€elem stanoveni, zda je hodnota
C+ pro danou analyzu pfijatelna. Zjisténé hodnoty vstfebatelnosti se nesmi pouZzivat,
protoze nekoreluji s hodnotami Ct ve fragmentovanych vzorcich DNA.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkam skladovani
vytisténym na obalu a Stitcich vSdech soucasti. Nepouzivejte soucasti s proslou dobou
exspirace ani nespravné skladované soucasti.

Charakteristiky funkénich vlastnosti analyz

Hraniéni hodnoty

171 vzorkd FFPE bylo otestovano metodou, kterd odpovida smérnicim v NCCLS
EP17-A (2004). Pro ur€eni hraniéni hodnot byla pouzita data z 159 vzork(l. Rozsah
hodnot Ct kontrolni reakce byl stanoven na 23,00 az 30,69 Cr. Hraniéni hodnoty byly
zavedeny a odpovidaji tabulce 8.

Limit detekce (LOD)

Pro urceni LOD pro therascreen EGFR RGQ PCR Kit, byla pfipravena sada vzorku
smisSenim synterické mutantni DNA z genomické DNA divokého typu pro simulaci
rozsahu procenta mutaci pro kazdou z 29 mutaci. LOD pro kazdé stanoveni je
definovano jako procento mutace, pfi kterém 95 % replikaci budu therascreen EGFR
PCR RGQ Kit urCeno pozitivné. Hodnoty LOD jsou uvedeny v Tabulka 9. Pro
multiplexni analyzy, které zjistuji vice mutaci (G719X, delece a inzerce), je uvedena
hodnota pro reakci, ktera dala nejvyssi LOD.
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Tabulka 9. LOD pro kazdé ze sedmi stanoveni mutaci EGFR

Mutace Detekovatelné procento mutace (%)
T790M 7,02
Delece 1,64
L858R 1,26
L861Q 0,50
G719X 5,43
S768l 1,37
Inzerce 2,03
Presnost

Pro urceni pfesnosti therascreen EGFR RGQ PCR Kit byla pfipravena sada vzorku
smiSenim syntetické mutantni DNA z genomické DNA divokého typu pro simulaci
rozsahu procenta mutaci pro kazdou ze sedmi analyz mutaci. Pfesnost byla
posouzena zkousenim vzorkd na jednom pracovisti pomoci vice Sarzi souprav,
operatort a béhem nékolika dni se dvéma replikacemi kazdého vzorku. Pozorovana
variace, v pojmu odhadované smérodatné odchylky ziskané analyzou slozky
variance, byla mensi nez 1 ACt a muZze byt pouzita pro odhad pfesnosti

(Tabulka 10).

Tabulka 10. Vysledky test v ramci laboratore*

Analyza p;rzci)t?\?r?itr?o Odhad smér(c;o(I;aTt)né odchylky
zkouSeni mutace
T790M 100% 0,33
Delece 100% 0,40
L858R 100% 0,45
L861Q 100% 0,49
G719X 97,9% 0,59
S768l 97,9% 0,31
Inzerce 97,9% 0,38

* 93 replikatt bylo zkoumano pro kazdou mutaci.
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla posouzena zkousenim vzorkd s vysokou hladinou mutaci
na pozadi genomické DNA divokého typu na tfech pracovistich pomoci vice Sarzi
souprav, operatort a béhem nékolika dni se dvéma replikacemi kazdého vzorku. Pro
vSech sedm analyz mutace bylo 96,1 — 100 % vzorkd s mutantni DNA testovano
pozitivné. Testované vzorky divokého typu byly negativni ve vSech analyzach na
vSech pracovistich.

Uéinky vstupni koncentrace DNA

Pro ur€eni u€inku zmény vstupni koncentrace DNA na vysledky ziskané pomoci
therascreen EGFR RGQ PCR Kit v blizkosti LOD byla pfipravena sada vzork( pro
vSech 29 mutaci smichanim syntetické mutantni DNA s genomickou DNA divokého
typu pfi nizkych, stfednich a vysokych celkovych vstupnich hladinach DNA.

Vysoké a nizké hladiny vstupni DNA byly sledovany pro zastoupeni kontrolniho
rozsahu hodnoty C+ (23,50 az 29,50).

Posouzeni datového souboru vstupni DNA (29 mutaci v koncentraci blizko LOD a pfi
tfecch rdznych hladinach vstupni DNA) odhalily 95,44% pozitivni miru mutace.

Tato data indikuji, Ze zména urovné vstupni DNA v pracovnim rozsahu stanoveni,
nema vliv na ACt nebo faleSné detekci mutace ve vzorku.

Interferujici latky

Byl posouzen vliv na vykon soupravy slozek, které mohou byt potencialné pfeneseny
z QIAGEN® QlAamp DNA FFPE Tissue Kit b&hem zpracovani vzorki FFPE.

Formalin, parafinovy vosk, xylen, etanol, pufr ATL, proteinaza K, pufr AL, promyvaci
pufr AW1 a promyvaci pufr AW2 byly pouzity pfi nejvyssi (,nejhorsi pripad®)
oCekavané koncentraci (za pfedpokladu, Ze kazdy krok promyvani nebo Cisténi v
protokolu extrakce vede ke sniZzeni koncentrace slozky o 1 log).

Ve studii byly pouzit vzorky s trojnasobkem LOD misto vzorkli s mnohem vysSi
urovni mutaci pro zajisténi, ze bude mozné zjistit mozné ruseni.

Rozdil ACt 23 smérodatné odchylky (pfevzato ze studie pfesnosti) mezi ,testem” a
.kontrolou“ (tj. bez ruSivé slozky) byl povazovan za indikaci mozného ruseni.

Z&dna z moznych hodnocenych rusicich latek nezpsobila zmé&nu ACr =1
smérodatnou odchylku ve srovnani s kontrolami.

Odkazy

Spole¢nost QIAGEN udrzuje velkou aktualni online databazi védeckych publikaci
vyuzivajicich produkty QIAGEN. Pfehledné moznosti vyhledavani umozniuji najit
pozadované ¢lanky jednoduchym hledanim podle kliCovych slov nebo uréenim
aplikace, oblasti vyzkumu, nazvu atd.

Kompletni seznam odkazl na literaturu najdete v online referenéni databazi QIAGEN
na strdnkach www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo se muzete obratit na
technické sluzby spoleénosti QIAGEN nebo mistniho dodavatele.
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Symboly

Y Obsahuje &inidla pro <N> test

E Datum pouzitelnosti

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
REF Katalogové Cislo
E Cislo 8arze

MAT Cislo materialu

COMP Soucasti

CONT Obsahuje

Cislo

NUmM

/ﬂ/ Teplotni omezeni
‘ Vyrobce
i

Viz navod k pouziti

Kontaktni tdaje

Technickou pomoc a dalSi informace si vyhledejte v naSem centru technické
podpory na strankach www.qgiagen.com/Support, nebo se obratte telefonicky
na telefonni €islo 00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékteré z technickych
servisnich oddéleni spolecnosti QIAGEN Technical Service Departments
nebo mistniho distributora (viz zadni strana obalky nebo navstivte stranky
Www.giagen.com).
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Priloha: Podrobné informace o mutacich

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

Tabulka 11. Prehled mutaci a katalogu COSMIC ID.

Mutace Exon Zmeéna baze COSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
L861Q 21 2582T>A 6213
S768I 20 2303G>T 6241
G719A 18 2156G>C 6239
G719S 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253
2307_2308ins9 12376
Inzerce 20 2319 2320insCAC 12377
2310_2311insGGT 12378
2235_2249del15 6223
2235 2252>AAT (komplexni) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251dell15 12678
2237_2254del18 12367
Selece i 2237_2255>T (komplexni) 12384
2236_2250del15 6225
2238 _2255del18 6220
2238_2248>GC (komplexni) 12422
2238 2252>GCA (komplexni) 12419
2239 _2247del9 6218
2239 _2253dell5 6254
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Tabulka 11. Prehled mutaci a katalogu COSMIC ID (pokra¢ovani)

Mutace Exon Zména baze COSMIC ID
2239 2256dell18 6255
(2k203r25i:2xdrf1?)TTAAGAGAAG>C 12382
2239 2258>CA (komplexni) 12387

Delece 19 2240 2251del12 6210
2240 2257dell8 12370
2240 2254dell5 12369
2239 2251>C (komplexni) 12383
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Informace pro objednavky

Vyrobek Obsah Kat. €.
therascreen EGFR Pouziti pro 24 reakci: 1 kontrolni 870111
RGQ PCR Kit (24) analyza, 7 analyz mutaci, pozitivni

kontrola, Tag DNA polymeraza

Pristroj Rotor-Gene Q a prislusenstvi

Rotor-Gene Q 5plex Cykler pro PCR v realném Case a 9002033
HRM System analyzator Melt s vysokym rozliSenim s

5 kanaly (zelenym, Zlutym, oranZzovym,

¢ervenym, karminovym) plus HRM

kanalem, pfenosny pocitac, software,

prislusenstvi, roCni zaruka na vSechny

¢asti a provedeni; instalace a Skoleni

nejsou zahrnuty.

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator Melt s vysokym rozliSenim s

5 kanaly (zelenym, Zlutym, oranZzovym,

¢ervenym, karminovym) plus HRM

kanalem, pfenosny pocitac¢, software,

prislusenstvi, roCni zaruka na vSechny

Casti a provedeni; instalace a Skoleni

nejsou zahrnuty.

Rotor-Gene Q 5plex Cykler pro PCR v realném Case a 9001650
HRM System analyzator Melt s vysokym rozliSenim s

5 kanaly (zelenym, Zlutym, oranZzovym,

cervenym, karminovym) plus HRM

kanalem, pfenosny pocitac¢, software,

prislusenstvi, ro¢ni zaruka na vSechny

Casti a provedeni; instalace a Skoleni

nejsou zahrnuty.

Rotor-Gene Q 5plex Cykler pro PCR v realném Case a 9001580
HRM Platform analyzator Melt s vysokym rozliSenim s

5 kanaly (zelenym, zZlutym, oranzovym,

cervenym, karminovym) plus HRM

kanalem, pfenosny pocitac, software,

prislusenstvi, ro¢ni zaruka na vSechny

Casti a provedeni; instalace a Skoleni

nejsou zahrnuty.
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Vyrobek Obsah Kat. €.

Loading Block Hlinikovy blok k ru¢ni pfipravé reakce 9018901
72 x 0,1 ml Tubes pomoci jednokanalové pipety ve
zkumavkach 72 x 0,1 ml

Strip Tubes and Caps, 250 stripu po 4 zkumavkach a vi¢ka na 981103
0,1 ml (250) 1000 reakci

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stript po 4 zkumavkach a 981106
0,1 ml (2500) vi¢ka na 10 000 reakci

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz pfislusny
manual soupravy QIAGEN nebo uzivatelska pfirucka. Manualy souprav QIAGEN a
uzivatelské prirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je lze
vyzadat od technickych sluzeb spolenosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Koupé tohoto produktu opraviiuje kupujiciho k pouziti produktu pro provadéni diagnostickych sluzeb pro lidskou diagnostiku in vitro. Timto neni
udélen zadny vS8eobecny patent ani jina licence jakéhokoliv druhu, s vyjimkou tohoto specifického prava k pouziti po koupi.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QIAamp®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Limited); FAM™,
HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Souprava therascreen EGFR RGQ PCR Kit je diagnosticka souprava s ozna¢enim CE v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady
98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro. Neni k dispozici ve vSech zemich.

Omezena licenéni smlouva pro soupravu therascreen EGFR RGQ PCR Kit
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel soupravy svUij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mlze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouziti pouze
s komponenty dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni
soucasti, které jsou obsazeny v této soupravé, spole¢né s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadl
popsanych v této pfiru¢ce a dalSich protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokold byly
poskytnuty uZivateli vyrobkdl QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobkt QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dukladné testovany ani optimalizovany
spole¢nosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tfetich stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje zadné zaruky, Zze dana souprava nebo jeji uzivani
neporucuje prava tfetich stran.

3. Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany jen k jednorazovému pouziti a je zakdzano je znovu pouZivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spoleénost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

5. Kupujici a uzivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit
kterykoliv ¢in zakazany vySe. Spole¢nost QIAGEN mUze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyZadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatk(i 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
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