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QIAGEN tehnologije uzoraka i odredivanja

QIAGEN je vodedi dobavlja¢ inovativnih tehnologija za bioloske uzorke i
ispitivanja, omogucujudéi izolaciju i detekciju sadrzaja bilo kojeg bioloskog
uzorka. Nasi napredni, visokokvalitetni proizvodi i usluge osiguravaju uspje$an
put od uzorka do rezultata.

QIAGEN postavlja standarde u:

B Procis¢avanju DNA, RNA i proteina

B Ispitivanju nukleinskih kiselina i proteina

B Istrazivanju mikro-RNA i RNA|

B Automatizaciji tehnologije uzoraka i ispitivanja

Nasa je misija omoguditi Vam postizanje istaknutih uspjeha i otkri¢a. Za vise
informacija, posjetite www.giagen.com.
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Namjena

therascreen EGFR RGQ PCR Kit je in vitro dijagnosti¢ki test za detekciju 29
somatskih mutacija u EGFR-genu povezanom s karcinomom i daje kvalitativnu
procjenu statusa mutacija.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit je namijenjen za koristenje od strane
profesionalnih korisnika u profesionalnom laboratorijskom okruzenju, s DNA
ekstrahiranom iz formalinom fiksiranih u parafin uklopljenih tkiva karcinoma ne
malih stanica pluéa (NSCLC). Rezultati su namijenjeni za pomo¢ klini¢aru u
prepoznavanju bolesnika s NSCLC koji mogu imati koristi od lije¢enja
inhibitorima tirozin kinaze.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit je namijenjen za in vitro dijagnosti¢ku uporabu.

Sazetak i objasnjenje
therascreen EGFR RGQ PCR Kit je test spreman za uporabu za detekciju 29

somatskih mutacija u EGFR-genu povezanom s karcinomom pomoéu lanéane
reakcije polimerazom (PCR) na uredaju Rotor-Gene Q.

Koriste¢i tehnologije Scorpions® i ARMS® therascreen EGFR RGQ PCR Kit
omoguduje detekcije sliede¢ih mutacija u odnosu na pozadinsku genomsku
DNA divljeg tipa.

B 19 delecijo u eksonu 19 (detektira prisustvo bilo koje od 19 delecija ali ih
ne razlikuje)

T790M

L858R

L861Q

G719X (detektira prisustvo G719S, G719A, ili G719C, ali ih ne razlikuje)
S768lI

3 insercije u eksonu 20 (detektira prisustvo bilo koje od 3 insercije, ali ih
ne razlikuje)

Koristene metode su visokoselektivne i, ovisno o ukupnoj koli¢ini prisutne DNA,
omoguduju detekciju niskog postotka mutacija u odnosu na genomsku DNA
divljeg tipa. Razluéivost i granice detekcije su nadmoéne tehnologijama kao $to
je sekvenciranje ograni¢eno bojama.
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Nacelo postupka

therascreen EGFR RGQ PCR Kit koristi dvije tehnologije — ARMS i Scorpions —
za detekciju mutacija PCR-om u stvarnom vremenu.

ARMS

Umnozavanije specifi¢no za alel ili mutaciju (engl. allele- or mutation-specific
amplification) postize se koristenjem ARMS tehnologije. Tag DNA polimeraza
(Taq) je uéinkovita u razlikovanju podudaranja i nepodudaranja na 3’ kraju
PCR pocetnice. Specifi¢ni mutirani sljedovi selektivno se umnoZavaju ¢ak i u
uzorcima u kojima vedina slijeda nije nositelj mutacije. Kad je pocetnica u
potpunosti podudarna, umnoZavanje se nastavlja s potpunom uéinkovito$éu.
Ako je baza na 3’ kraju nepodudarna, pojavljuje se niza razina pozadinskog
umnozZavanja.

Scorpions

Detekcija umnoZavanja provodi se uporabom tehnologije Scorpions. Scorpions
su bifunkcionalne molekule koje sadrze PCR poéetnicu kovalentno vezanu za
fluorescentno obiljezenu sondu. Fluorofor u toj sondi je povezan s hvatadem
koji je takoder ugraden u sondu, a koji reducira fluorescenciju. Za vrieme PCR-
a, kad se sonda veze za umnozeni slijed, fluorofor i hvataé se razdvajaju. To
dovodi do mijerljivog porasta fluorescencije u reakcijskoj epruveti.

Oblikovanije kita

therascreen EGFR RGQ PCR Kitu se nalazi materijal za osam odredivanja:
B Jedan kontrolni test (Cirl)

M Sedam testova za mutacije

Sve reakcijske smjese sadrZe reagense za odredivanije ciljeva oznaéenih FAM™ -
om i unutarnju kontrolu koja je ozna¢ena HEX™ -om. Test unutarnje kontrole
provjerava prisustvo inhibitora koji mogu dovesti do lazno negativnih rezultata.
Umnozavanje FAM-a moze konkurirati umnoZavanju unutarnje kontrole i svrha
je unutarnje kontrole jednostavno pokazati da je tamo gdje nema umnozZavanja
FAM-a istinski negativan rezultat a ne neuspjela PCR reakcija.

Postupak

therascreen EGFR RGQ PCR Kit obuhvaéa postupak u dva koraka. U prvom
koraku provodi se kontrolno ispitivanje zbog procjene ukupne DNA prisutne u
uzorku. U drugom koraku provodi se i odredivanje kontrole i odredivanije
mutacije kako bi se utvrdilo prisustvo ili odsustvo mutirane DNA.
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Odredivanja:
Kontrolno odredivanije

Kontrolno odredivanije, obiljezeno FAM-om, koristi se za procjenu ukupne DNA
prisutne u uzorku. Ovo odredivanje umnoZava regiju eksona 2 EGFR gena.

Pocetnice i sonda pripremliene su za izbjegavanje svih poznatih polimorfizama
EGFR gena.

Izrazito se preporuéuje uporaba smijese Control Reaction Mix (Citrl) koja je u
sastavu therascreen EGFR RGQ PCR Kita za procjenu ukupne DNA prisutne u
uzorku. Kontrolno odredivanje umnozava regiju eksona 2 EGFR gena.
Preporuduije se postavljanje uzoraka samo uz kontrolna ispitivanja u kojima se
koristi EGFR pozitivna kontrola (PC) kao pozitivha kontrola i voda bez nukleaze
kao kontrola bez predloska.

Napomena: procjena DNA treba biti temeljena na PCR-u i moze se razlikovati
od kvantificiranja na temelju o&itanja apsorbancije. Dodatna smjesa za
kontrolnu reakciju (Ctrl) sastavni je dio kita a sluZi za procjenu kvalitete i
koli¢ine DNA u uzorcima prije analize therascreen EGFR RGQ PCR Kitom

Odredivanje mutacija

Svako ispitivanje mutacija sadrzi FAM-om oznaéenu Scorpion sondu i jednu

ARMS poéetnicu za razlikovanje izmedu divljeg tipa DNA i specifi¢no mutirane
DNA.

Kontrole

Napomena: Sve serije ispitivanja trebaju sadrZavati pozitivne i negativne
kontrole.

Pozitivha kontrola

Svaka serija treba sadrzavati pozitivnu kontrolu u epruvetama 1-8. therascreen
EGFR RGQ PCR Kit sadrzi EGFR pozitivnu kontrolu (PC) koju treba koristiti kao
predlozak u reakciji pozitivne kontrole. Rezultat pozitivhe kontrole treba
vrednovati zbog sigurnosti da je izvedba kita unutar navedenih kriterija
prihvatljivosti.

Negativna kontrola

Svaka serija treba sadrzavati negativnu kontrolu (“kontrolu bez predloska”,
NTC) u epruvetama 9-16. NTC se sastoji od vode bez nukleaza (H,O) koja se
koristi kao “predlozak” za kontrolu bez predloska. Kontrola bez predloska se
koristi za procjenu moguéih zagadenja tijekom postavljanja serije odredivanja
te za procjenu reakcije unutarnje kontrole.

Procjena reakcije unutarnje kontrole

Svaka reakcijska smjesa sadrzi unutarnju kontrolu dodatno na ciljnu reakciju.
Neuspjeh ukazuje na moguénost prisustva inhibitora koji mogu dovesti do lazno
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negativnih rezultata ili na pogresku u postavkama koja se dogodila od strane
operatera s ovom epruvetom.

Ako unutarnja kontrola nije uspjela zbog inhibicije PCR-a, razriedenje uzorka
moze umanijiti utjecaj inhibitora ali treba napomenuti da bi to takoder
razrijedilo cilinu DNA. Umnozavanje FAM-a moze konkurirati umnozavaniju
unutarnje kontrole tako da stvorena IC C; (HEX) vrijednost moze pasti izvan
specificiranog raspona. Za te uzorke rezultati FAM-a ipak vrijede.

Prilozeni materijali

Sadrzaj kita

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Kataloski br. 870111
Broj reakcija 24
Crveno Smijesa kontrolne reakcije Cirl 2 x 600 ul
Liubi¢asto  T790M reakcijska smjesa T790M 600 ul
Naranéasto Reakcijska smjesa za delecije Del 600 ul
RuZi¢asto  L858R reakcijska smjesa L858R 600 ul
Zeleno L861Q reakcijska smjesa L861Q 600 ul
Zuto G719X reakcijska smjesa G719X 600 ul
Sivo S768lI reakcijska smjesa S768lI 600 ul
Plavo Reakcijska smijesa za insercije Ins 600 ul
Smede EGFR pozitivha kontrola PC 300 ul
Tirkizno Taqg DNA polimeraza Taq 138 ul
Bijelo Voda bez nukleaza H,O 2x1.9ml
therascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook 1
(priruénik na engleskom)
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Potrebni materijali koji nisu prilozeni

Radedi s kemikalijama, uvijek nosite prikladnu laboratorijsku odjeéu,
jednokratne rukavice i zadtitne naodale. Vise informacija potraZite na
odgovarajuéim listovima sa sigurnosnim podacima (safety data sheet - SDS)
koje moZete dobiti od dobavljaéa proizvoda.

Kit za izolaciju DNA (pogledaijte “Izolacija DNA”, stranica 13)
Ksilen

Etanol (96-100%)*

1.5 ml ili 2 ml epruvete za mikrocentrifugiranje (za korak liziranja)

1.5 ml epruvete za mikrocentrifugiranje (za korake eluiranja) (raspolozZive
od tvrtki Brinkmann [Safe-Lock, kat. br. 022363204], Eppendorf [Safe-
Lock, kat. br. 0030 120.086], ili Sarstedt [Safety Cap, kat. br. 72.690])

Namjenske pipete* (podesive) za pripremu uzorka
Namjenske pipete* (podesive) za pripremu PCR master mje$avine
Namjenske pipete* (podesive) za dispenziju predloska DNA*

Nastavci za pipetiranje s filtrima bez DNAza, RNAza i DNA (za
izbjegavanje medusobnog zagadenja, preporu¢ujemo nastavke za
pipetiranje s preprekom za aerosol)

Termo mijesalo, grijani orbitalni inkubator, grijaéi blok, ili vodena kupel; s
moguéno$éu inkubacije na 90°C*

Stolna centrifugat s rotorom za reakcijske epruvete od 2 ml
Vrtlozno mijesalo

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM uredaj*® s fluorescentnim kanalima za
Cycling Green i Cycling Yellow (detekcija FAM-a i HEX-a, redom)

Rotor-Gene Q, program verzije 2.0.2 ili vise

0.1 ml epruvete u nizu i poklopci, za uporabu s rotorom za 72 jozice
(QIAGEN, kat. br. 981103 ili 981106)

Epruvete za mikrocentrifugiranje bez DNAza, RNAza i DNA za pripremu
master mjesavina

Blok za unos 72 x 0.1 ml epruveta, aluminijski blok za ruéno postavljanje
reakcija s jednokanalnom pipetom (QIAGEN, kat. br. 9018901)

* Ne koristiti denaturirani alkohol koji sadrzi druge tvari kao $to su metanol ili metiletilketon.

T Ovo nije popis svih moguéih dobavlja¢a.

* Pobrinite se da su uredaiji provjereni i umjereni prema preporukama proizvodaca.

¢ Instrument Rotor-Gene Q 5plex HRM, ako je primjenijivo.
Takoder poznat kao Rotor-Gene Q MDx u nekim zemljoma.
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Upozorenja i mjere opreza

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

Sigurnosne informacije

Radedi s kemikalijama, uvijek nosite prikladnu laboratorijsku odjecu,
jednokratne rukavice i zastitne naodale. Vise informacija potraZite na
odgovarajuéim listovima sa sigurnosnim podacima (safety data sheet - SDS).
One su dostupne na mrezi, u praktiénom i kompaktnom PDF formatu na web-
adresi www.qgiagen.com/safety. Ondje mozete pronadi, pregledati i ispisati list
sa sigurnosnim podacima za svaki komplet i komponentu kompleta QIAGEN.

24- sata dostupne hitne informacije

Pomo¢ u hitnom sluéaju ili nesreéi koja ukljuéuje opasne kemijske tvari mozete
dobiti 24 sata dnevno od tvrike:

CHEMTREC
SAD i Kanada = Tel: 1-800-424-9300

IzZvan SAD-a i Kanade = Tel: +1-703-527-3887 (prihvaéaju se pozivi na
raéun primatelja)

Opca upozorenja
Korisnik uvijek treba obratiti paznju na sljedece.

B Koristiti nastavke za pipete s filtrima bez DNAza, RNAza i DNA i pobrinuti
se da su pipete kalibrirane prema uputama proizvodaca

W Cuvali i odvajati pozitivni materijal (uzorke i pozitivne kontrole) zasebno
od svih drugih reagensa i dodavati ih u reakcijsku smjesu u izdvojenoj
prostoriji.

M Prije izvodenja postupka potrebno je na sobnoj temperaturi (15-25°C)
potpuno otopiti sve sastavnice.

B Otoplijene sastavnice promijesati okretanjem svake epruvete 10 puta i
kratko centrifugirati.

Napomena: Posebno pazZljivo postupajte kako biste sprijecili zagadenje PCR-a
sintetskim kontrolnim materijalom. Preporu¢ujemo koristenje zasebnih pipeta
namijenjenih samo za pripremu reakcijskih smjesa i dodavanije kalupa DNA.
Pripremu i pipetiranje reakcijskih smjesa treba provesti u zasebnom podruéju
od onog u kojem se dodaje kalup. Rotor-Gene Q epruvete ne smiju se otvarati
nakon zavr$etka PCR-a zbog spre¢avanija laboratorijskog zagadenja
produktima nakon PCR-a.
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Napomena: Reagensi su validirani za ruéno postavljanje. Ako se koristi
automatizirana metoda, to moze smanijiti broj moguéih reakcija zbog reagensa
potrebnog za popunjavanje “mrtvih volumena” na tim uredajima.

Napomena: Svi reagensi u therascreen EGFR RGQ PCR Kitu posebno su
formulirani za optimalnu izvedbu. Svi reagensi u therascreen EGFR RGQ PCR
Kitu namijenjeni su za koristenje isklju¢ivo s drugim reagensima iz istog
therascreen EGFR RGQ PCR kita. Zbog o¢uvanja optimalne izvedbe, ne smije
se zamjenjivati reagense u kitu.

Napomena: Koristiti isklju¢ivo Tag DNA polimerazu (Taq) prilozenu u kitu. Ne
zamjenjivati Tag DNA polimerazom iz drugih kitova iste ili druge vrste, ili Tag
DNA polimerazom drugih dobavljaéa.

Napomena: Reagensi za therascreen EGFR RGQ PCR Kit optimalno su
razrijedeni. Ne preporuéujemo daljnja razrjedivanja reagensa jer bi mogla
rezultirati gubitkom izvedbe. Ne preporuéujemo koristenje reakcijskih volumena
manjih od 25 ul jer bi mogli povecati rizik od lazno negativnih rezultata.

Cuvanje reagensa i rukovanje reagensima

therascreen EGFR RGQ PCR Kit se isporuc¢uje na suhom ledu i prilikom dolaska
mora biti zamrznut. Ako therascreen EGFR RGQ PCR Kit nije zamrznut prilikom
dolaska, vanjsko pakiranje je bilo otvarano za vrileme prijevoza ili posilika ne
sadrzi napomenu o pakiranju, priruénik ili reagense, molimo kontaktirajte
jedan od ureda Tehni¢ke podrike QIAGEN-a ili lokalnog distributera
(pogledaijte straznju stranicu ili posjetite www.qgiagen.com).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit treba odmah nakon primitka pospremiti na —15
do -25°C na stalnu temperaturu na mjesto zastiéeno od svjetla. Kad se ¢uva pri
navedenim preporu¢enim uvjetima u originalnom pakiranju, kit je stabilan do
roka valjanosti istaknutog na naljepnici. Treba izbjegavati ponavljano
odmrzavanije i zamrzavanje. Nemoijte premasiti vise od 7 ciklusa zamrzavanja-
odmrzavanja.

Napomena: Za osiguranje optimalne aktivnosti i izvedbe, Scorpions (kao i sve
fluorescentno oznaéene molekule) treba zastiti od svietla kako bi izbjegli
slabljenje njihove fluorescencije.

Napomena: Za osiguranje optimalne iskoristivosti reagensa therascreen EGFR
RGQ PCR Kita, uzorke treba analizirati u serijama. Ako se uzorci ispituju
pojedinaéno, potrosit ¢e se vise reagensa i smanijiti ukupan moguéi broj
odredivanja therascreen EGFR RGQ PCR Kitom.
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Cuvanje uzoraka i rukovanje uzorcima
Napomena: Sve uzorke treba tretirati kao moguée zarazni materijal.

Uzorak treba biti ljudska genomska DNA izolirana iz formalinom fiksiranog u
parafin ukloplienog tkiva (engl. formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE)
karcinoma ne malih stanica pluéa. Zbog osiguranja kvalitete uzoraka, uzorke
treba transportirati u skladu s uobi¢ajenom metodologijom u patologiiji.

Uzorci tkiva nisu homogeni i rezultati dobiveni iz uzorka tumora ne moraju se
slagati s drugim rezom iz istog tumora. Tumorski uzorci takoder mogu
sadrzavati ne-tumorsko tkivo. DNA iz ne-tumorskog tkiva oéekivano ne sadrzi
EGFR mutacije koje detektira therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

|
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Postupak

Odredivanje razine tumorskih stanica potrebnih za EGFR
analizu

Tkivo kori$teno za EGFR analizu je formalinom fiksirano u parafin ukloplieno
(FFPE) tkivo karcinoma ne malih stanica pluéa (NSCLC). DNA ekstrahirana iz

stanica tog tumora moze, u odnosu na EGFR mutacije, biti divljeg tipa ili mozZe

nositi jednu ili vise mutacija.

FFPE NSCLC tkivo koristeno za ekstrakciju moze takoder sadrzavati normalno,

netumorsko tkivo, koje ée u odnosu na EGFR mutacije biti divljeg tipa. Divlji tip
DNA iz tog tkiva moze razrijediti mutiranu DNA, mogucée do razine kod koje se
vise neée modi detektirati kitom. Medutim, preporuéa se testiranje ¢ak i uzoraka

s niskom razinom tumora jer postoji moguénost za otkrivanje visoke razine
mutacija i donosenja odluke o lije¢enju bolesnika.

Da biste povecali moguénosti detekcije mutacija, postupite kako slijedi.

B Hematoksilinom i eozinom (H&E) obojite barem jedan preparat na
stakalcu od svakog uzorka bolesnika.

B Pobrinite se da patolog pregleda obojene preparate na prisustvo tumora.

B Ako je moguce, neka patolog pregleda nekoliko preparata iz FFPE bloka.

B Svi uzorci s prisutnim tumorom mogu biti ispitani therascreen EGFR RGQ
PCR kitom.

Izolacija DNA

Izolaciju DNA treba provesti koriste¢i QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN,
kat. br. 56404).

Provedite pro¢iséavanje DNA prema uputama u priruéniku za QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit uz sljedeée izmjene.

B Sakupite FFPE rezove na stakalcima.

B Sastruzite suviSak parafina koji okruzuje rez tkiva koristeéi novi, sterilni
skalpel.

B Sastruzite rezove tkiva u epruvete za mikrocentrifugiranje koristeéi novi
skalpel za svaki uzorak koji treba ekstrahirati.

B Digestiju proteinazom K treba provesti u trajanju od 1 sata.

B Prodis¢enu genomsku DNA treba eluirati u 200 ul ATE pufera (sastavni dio

QIAamp DNA FFPE Tissue Kita).
B Procis¢enu genomsku DNA treba ¢uvati na —15 do -25 °C

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013
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B Gdje je dostupna informacija, treba koristiti rezove susjedne H&E
obojenim rezovima s najvise sadrzaja tumora.

Napomena: Sva odredivanja therascreen EGFR RGQ PCR Kitom stvaraju
kratke PCR produkte. Medutim, therascreen EGFR RGQ PCR Kit neée raditi s
jako fragmentiranom DNA.

|
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Protokol: Procjena uzorka

Ovaj se protokol koristi za procjenu ukupne DNA za umnoZavanje u uzorcima.

Vazne pojedinosti prije pocetka rada
M Prije pocéetka postupka proéitajte “Opéa upozorenja”, stranica 10.

M Prije pocéetka postupka polako se upoznajte s uredajem Rotor-Gene Q.
Pogledaite korisni¢ki priruénik uredaja.

B Nemoijte vrilozZiti Tag DNA polimerazu (Taq) ili bilo koju smjesu koja sadrZi
Tag DNA polimerazu, jer bi to moglo inaktivirati enzim.

M Pipetirajte Tag DNA polimerazu (Taq) uranjanjem nastavka za pipetiranje
odmah ispod povrsine tekudine da biste izbjegli oblaganje nastavka
suviskom enzima.

Sto uéiniti prije poéetka rada

B Prije svake uporabe potpuno otopite sve reagense tiekom najmanje
jednog sata na sobnoj temperaturi (15-25°C), promije$ajte preokretanjem
10 puta i kratko centrifugirajte da biste spustili sadrzaj na dno epruvete.

B Prije svake upotrebe provjerite da li je Tag DNA polimeraza (Taq) na
sobnoj temperaturi (15-25°C). Kratko centrifugiraijte epruvetu da biste
sakupili enzim na dnu epruvete.

Postupak

1. Otopite smjesu za kontrolne reakcije (Ctrl), vodu bez nukleaza za
kontrolu bez predloska (NTC) i EGFR pozitivhu kontrolu (PC) na
sobnoj temperaturi (15-25°C). Kad su se reagensi otopili,
promijesajte ih okretanjem svake epruvete 10 puta zbog
izbjegavanja lokaliziranog koncentriranja soli i zatim kratko
centrifugirajte da biste sakupili sadrzaj na dnu epruvete.

2. Pripremite dovoljno smjese master mikseva za uzorke DNA, jednu
reakciju pozitivne kontrole i jednu reakciju za kontrolu bez
predloska prema volumenima danim v Tablici 1. Ukljucite reagense
za jedan dodatni uzorak osiguravajuéi suvisak za postupak pripreme
PCR-a.

Smjesa master miks sadrZi sve sastavnice potrebne za PCR osim uzorka.

|
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Tablica 1. Priprema smjese master mix kontrolnog odredivanja*

Sastavnica Volumen/reakcija (ul)
Smiesa za kontrolne reakcije (Ctrl) 19.5
Tag DNA polimeraza (Taq) 0.5
Ukupni volumen 20.0

Kada pripremate master mix, pripremite dovoljno za jedan uzorak u suvisku.

3. Dobro promijesajte smjesu master miks pipetirajuéi gore-dolje 10
puta. Postavite odgovarajuéi broj epruveta u nizu u blok za unos
prema rasporedu na Slici 1. Odmah dodajte 20 yl smjese master
miks u svaku PCR epruvetu (nisu prilozene).

Napomena: Za procjenu uzorka treba dodati smjesu za kontrolno
odredivanje u jednu jazicu pozitivne kontrole, jednu jazicu negativne
kontrole i jednu jazicu za svaki uzorak.

4. Odmah dodajte 5 ul vode bez nukleaza (H,0) za kontrolu bez
predloska u epruvetu za kontrolu bez kalupa (PCR epruveta broj 9) i
zacepite epruvetu. Dodajte 5 plsvakog uzorka u epruvete za uzorke i
zacepite epruvete. Dodajte 5 yl EGFR pozitivhe kontrole (PC) u
epruvetu za pozitivhu kontrolu (PCR epruveta broj 1) i zacepite
epruvetu.

5. Postavite PCR epruvete u nizu u odgovarajuéa mjesta na rotoru i
pregledaijte da li sve epruvete sadrze jednaki volumen.

Napomena: Pobrinite se da nizovi epruveta nisu krivo orjentirani prilikom
prijenosa u rofor.

6. Ako rotor nije potpuno popunjen, sva prazna mjesta na rotoru treba
popuniti zacepljenim praznim epruvetama.

7. Odmah postavite rotor sa 72 jazice u uredaj Rotor-Gene Q 5plex
HRM. Provjerite da li je sigurnosni prsten (pribor uz uredaj
Rotor-Gene Q) postavljen na vrh rotora zbog osiguranja epruveta za
vrijeme rada.

8. Da biste kreirali profil temperature, pogledajte “Protokol: Postavke
za Rotor-Gene Q EGFR”, stranica 21 i pokrenite postupak.
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Tablica 2. Parametri ciklusa

Ciklus
i Temperatura Vrijeme Prikupljanje podataka
1 95°C 15 minuta Nema
/6 95°C 30 sekundi Nema
60°C 60 sekundi Zeleno i zuto

9. Nakon zavrsetka rada, analizirajte podatke prema postupku
“Analiziranje podataka procjene uzorka”, stranica 30.
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Protokol: Detekcija EGFR mutacija

Ovaj je protokol za detekciju mutacija EGFR-a. Kad je uzorak pro$ao procjenu,
moze se pristupiti analiziranju mutacijo EGFR-a.

Vazne pojedinosti prije pocetka rada
B Prije poéetka postupka proéitajte “Opéa upozorenja”, stranica 10.

B Prije pocetka postupka polako se upoznaite s uredajem Rotor-Gene Q.
Pogledaite korisni¢ki priruénik uredaja.

B Nemoijte vriloziti Tag DNA polimerazu (Taq) ili bilo koju smjesu koja sadrzi
Tag DNA polimerazu, jer bi to moglo inaktivirati enzim.

B Za uéinkovito koristenje therascreen EGFR RGQ PCR Kita, uzorci trebaju
biti grupirani u serije od 7 za popunjavanje rotora sa 72 jaZice. Manje
veli¢ine serija znaditi ¢e da s therascreen EGFR RGQ PCR Kitom moze biti
ispitano manje uzoraka.

B Pipetirajte Tag DNA polimerazu (Taq) uranjanjem nastavka za pipetiranje
odmah ispod povrsine tekuéine da biste izbjegli oblaganje nastavka
suviskom enzima.

B Za svaki uzorak DNA treba analizirati kontrolu i mutirani uzorak u istom
postupku PCR-a zbog izbjegavanja odstupanja izmedu serija.

$to uéiniti prije poéetka rada

B Prije svake uporabe, potpuno otopite sve reagense na sobnoj temperaturi
(15-25°C), promijedajte preokretanjem 10 puta i kratko centrifugirajte da
biste spustili sadrzaj na dno epruvete.

B Prije svake upotrebe provjerite da li je Tag na sobnoj temperaturi (15—
25°C). Kratko centrifugirajte epruvetu da biste sakupili enzim na dnu
epruvete.

Postupak

1. Otopite smjesu za kontrolne reakcije (Ctrl), vodu bez nukleaza za
kontrolu bez predloska (NTC) i EGFR pozitivhu kontrolu (PC) na
sobnoj temperaturi (15-25°C). Kad su se reagensi otopili,
promijesajte ih okretanjem svake epruvete 10 puta zbog
izbjegavanja lokaliziranog koncentriranja soli i zatim kratko
centrifugirajte da biste sakupili sadrzaj na dnu epruvete.

2. Pripremite dovoljno smjese master mikseva za uzorke DNA, jednu
reakciju pozitivnhe kontrole i jednu reakciju za kontrolu bez
predloska prema volumenima danim v Tablici 3. Ukljucite reagense
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za jedan dodatni uzorak osiguravajuéi suvisak za postupak pripreme
PCR-a.

Smijesa master miks sadrzi sve sastavnice potrebne za PCR osim uzorka.

Tablica 3. Priprema smjesa master mix*

Sastavnica Volumen/reakcija (ul)
Reakcijska smijesa 19.5
Tag DNA polimeraza (Taqg) 0.5
Ukupni volumen 20.0

Kada pripremate master mix, pripremite dovoljno za jedan uzorak u suvisku.

3. Dobro promijesajte smjese pazljivo pipetirajuci gore-dolje 10 puta.
Odmah dodajte 20 ul smjese master miks u svaku PCR epruvetu
(nisu prilozene).

4. Odmah dodajte 5 ul vode bez nukleaza (H,0) za kontrolu bez
predloska u epruvete za kontrolu bez predloska (PCR epruvete
brojeva 9-16) i zacepite epruvete. Dodajte 5 ul svakog uzorka u
epruvete za uzorke (PCR epruvete brojeva 17-72) i zadepite
epruvete. Dodajte 5 yl EGFR pozitivhe kontrole (PC) u epruvete za
pozitivhe kontrole (PCR epruvete brojeva 1-8) i zacepite epruvete.
Svaki uzorak DNA treba ispitati uz kontrolu i sva odredivanja
mutacija. Raspored je prikazan u Tablici 4.

Tablica 4. Raspored kontrola i odredivanja mutacija
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Kontrole Broj uzorka
Odredivanje 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
Delecije 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
S768l 7 15 23 31 39 47 55 63 71
Insercije 8 16 24 32 40 48 56 64 72

5. Postavite PCR epruvete u nizu u odgovarajuéa mjesta na rotoru i
pregledajte da li sve epruvete sadrze jednaki volumen.

Napomena: Pobrinite se da nizovi epruveta nisu krivo orjentirani prilikom
prijenosa u rotor.

6. Ako rotor nije potpuno popunjen, sva prazna mjesta na rotoru treba
popuniti zacepljenim praznim epruvetama.
7. Odmah postavite rotor u uredaj Rotor-Gene Q 5plex HRM. Provijerite

da li je prsten za zakljuéavanije (pribor uz uredaj Rotor-Gene Q)
postavljen na vrh rotora zbog osiguranja epruveta za vrijeme rada.

8. Da biste kreirali profil temperature, pogledajte “Protokol: Postavke
za Rotor-Gene Q EGFR”, stranica 21 i pokrenite postupak.

Tablica 5. Parametri ciklusa

Ciklusi Temperatura Vrijeme Prikupljanje podataka
1 95°C 15 minuta Nema
P 95°C 30 sekundi Nema
60°C 60 sekundi Zeleno i zuto

9. Nakon zavrsetka rada, analizirajte podatke prema postupku
“Analiziranje podataka EGFR mutacija”, stranica 34.
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Protokol: Postavke za Rotor-Gene Q EGFR

Na ovaj se protokol poziva unutar odjeljaka “Protokol: Procjena uzorka”,
stranica 15, i “Protokol: Detekcijo EGFR mutacija”, stranica 18.

Postupak

1. Kreirajte profil temperature prema sljedeé¢im koracima.
Postavljanje opéih postavki odredivanja Slike 1-3
Poletna aktivacija enzima hot-start Slika 4
Umnozavanje DNA Slike 5-7
Prilagodavanie kanala fluorescencije Slike 8-12
Poletak analize Slika 13

Sazeto, postavke ciklusa su sliedece.

Tablica 6. Parametri ciklusa

Prikupljanje
Ciklusi Temperatura  Vrijeme podataka
1 95°C 15 minuta Nema
P 95°C 30 sekundi Nema
60°C 60 sekundi Zeleno i zuto

Sve se specifikacije odnose na Rotor-Gene Q program verzije 2.0.2.
Molimo potrazite dodatne informacije o programiranju uredaja Rotor Gene
Q u korisni¢kom priru¢niku uredaja. Na slikovnim prikazima ove su
informacije crno uokvirene i podebljane.

2. Dva puta kliknite na ikonu programa Rotor-Gene Q Series Software
2.0.2 na radnoj povrsini prijenosnog rac¢unala povezanog s
uredajem Rotor-Gene Q 5plex HRM. Odaberite karticu “Advanced” u
prozoru dijaloga “New Run”koiji se pojavljuje.

3. Da biste kreirali novi predlozak, odaberite “Empty Run” i zatim
odaberite “New” da biste usli u “New Run Wizard"”.
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4. Odaberite vrstu rotora sa 72 jazice (72-Well Rotor). Potvrdite da li je
sigurnosni prsten pric¢vrséen i oznacite polje “Locking Ring
Attached”. Odaberite “Next” (Slika 1).

New Run Wizard

Ratar Type

Welcome to the Advanced Run Wizard!

3

Skip wizard |

3

Slika 1. Prozor dijaloga “New Run Wizard”.

5. Unesite ime operatera. Dodajte bilo koju napomenu i provjerite da li
je reakcijski volumen postavljen na 25, a v polju”Sample Layout”
treba biti navedeno “1, 2, 3...”. Odaberite “Next” (Slika 2).

Mew Run Wizard

!

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

This box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

Operator : IGI.&GEN

on an item, hover
I wour mause over the

tern for kelp. vou

Mates :

Fan alzo click on a
zormbo bowx to display
elp about its
available ettings.

22

Reaction =
olume [yl

Sample Layout : |‘|, 2.3

[

Skip WWizard | << Back I Mewst »» I 4

Slika 2. Postavljanje op¢ih postavki analize.
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6. Odaberite tipku “Edit Profile” u prozoru dijaloga “New Run Wizard”
(Slika 3) i programirajte profil temperature prema informacijoma
prikazanim v sljedeé¢im koracima.

Mew Run Wizard

Temperature Profile :

)

Click this button to

| =t Edit Profile ...

Channel Setup :

edit the profile
zhown in the box
above.

Mame | Souce | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
rellow 530nm  B55Am 5
Orange  58Bnm B10nm ] E dit Gait...
Red E25nm  BEOnm ]
Crmszon  B30nm  710hp 7 Remaowve
HR M 460nm  B10nm 7 Reset Defaults
Gain Optimisation. . ‘

Skipwizard | <<Back | Mew>> |

Slika 3. Uredivanje profila.

7. Odaberite tipku “Insert after” te odaberite New Hold at Temperature

(Slika 4).
1™ Edit Profile
.8 | =]

e Open  Save As Help

The run will take approzimately 0 second(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

9

Click on a cycle below ta modify it :

Cyeling
Mew Melt
Mew Hold at Temperature 2

Mew HRM Step
Copy of Current Step

Slika 4. Korak pocetne inkubacije na 95°C.

|
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8. Promijenite “Hold Temperature” na 95°C i “Hold Time” na 15 mins 0
secs. Odaberite tipku “Insert After” a zatim New Cycling (Slika 5).

.8 H 2]

Mew Open  Save As Help
The run will take approximately 16 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed

Click on a cycle below to modify it :

Insert before,.| e e
s=———————  MewHold at Temperature
Remove Mew HRM Step
Hold Temperature: g5 oo Copy of Current Step

1 Huold Time : 15 |mins 0 |secs

Slika 5. Korak pocetne inkubacije na 95°C.

9. Promijenite broj ponavljanja ciklusa u 40. Odaberite prvi korak i
postavite na “95°C for 30 secs” (Slika 6).

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

The run will take approximately 98 minute(s] to complete. The araph below reprezents the run to be performed :

Click on a cucle below to modify it :
Hald Insert after...
F_ T
Remove
1 This cycle repeatsmme[s].
Click or one of the steps below to madify it. or press + or - to add and remove steps for thiz cycle.

S A . . ! —
geee . 2
3 30 seconds
Mot Acquiring T2 for 20 secs

[~ Long Range
™ Touchdawn

B0C for 200 secs

Slika 6. Korak ciklusa na 95°C.
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10. Oznacdite drugi korak i postavite na “60°C for 60 secs”. Za vrijeme
ovog koraka omoguéite prihvaéanje podataka odabirom tipke “Not
Acquiring” (Slika 7).

i Edit Profile X
.8 H @
ew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after..
Inzert befare. ..

Femove
This cycle repeats 40 | time(s).

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

|| Timed Step j J j

95°C for 30 secs

= — 1
2 - B0 seconds
| Mot Acquiing T729C for 20 zecs

I B0°C for B0 secs I /
———

Slika 7. Korak ciklusa na 60°C.
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11. Postavite “Green” i “Yellow” za kanale prihvaéanja odabirom tipke
“>" za njihovo prenosenije iz liste raspolozivih kanala “Available
Channels”. Odaberite “OK"” (Slika 8).

Same as Previous |[New Acquigition] j

Acquizition Canfiguration :

Available Channels : Arquiring Channels :
M arme | » L Mame
Crirmzan Green 1
HR M < Al vellow I
Orange
Red i

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

Don't Acquire Help |

Dipe Chart »»

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FaM SYBR Green 14, Fluorescein, EvalGireen®, Alexa Fluar 485

el 530nm | 555nm JOE, WICH, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540, akima ‘r'ellaw-
Orange | 585nm | 610nm RO+, CAL Fluor Red B10%, Cy3 54, Texaz Red®, Alexa Fluor 568
B25nm |BBOnm | Cy54, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
£80nm | 710khp Quasar705Y, Alexa Fluor 80
460nm | 510nm SYTO 94, EvaGreen!

Slika 8. Prihvaéanje u koraku ciklusa na 60°C.

12. Oznadite tredi korak i obrisite ga odabirom tipke “-*. Odaberite
“OK" (Slika 9).

i Edit Profile X
. 89 H @
New Open  Save As Help

The run will take approximately 135 minute(z) to complete. The graph below represents the run ta be perfarmed

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after...
Inzert before...

Remaove
This cycle repeats 40 | time(s].

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

|| Timed Step ﬂ |

2o 95°C for 30 secs

20 seconds

Acquiing to Cycling B

F20C for 20 secs

on Green
E0°C for B secs

" Long Range
[~ Touchdown

Slika 9. Uklanjanje koraka produljivanija.
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13. U sljedeéem prozoru dijaloga odaberite tipku “Gain Optimisation”
(Slika 10).

New Run Wizard r5_<|

Temperature Profile ; Thiz bax displays
help on elements in
the wizard. Far help
an &t ikem, hover
WOUr mouse over the
itern for help. vou
can alzo click on a
combo bow to display
help about itz

available zettings.
Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain | Create Mew. . |

Green 4700 510nm ] Edit

Tellow B30nm  555nm ]

Orange  58%nhm  B10nm 5 Edit Gait...

Fed E25nm  BEOnm A

Cririson 680nm 710hp 7 Remaove

HRM 460nm  510nm 7 Fieset Dafaults |
1— Gain Optirnisatiarn...

SkipWwizad | <cBack | Mewt>> |

Slika 10. Postizanje optimizacije (Gain optimisation).

14. Odaberite tipku “Optimise Acquiring”. Za svaki su kanal prikazane
postavke. Prihvatite ove dodijeljene vrijednosti odabirom tipke “OK”
za oba kanala (Slika 11).

Optimization :
o Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inzerted zample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are loaking for depends an the
chemiztry pou are performing.

Set temperature to :II degrees.

Optimize &l I Ophimize Acquinng I 1

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Chanrnel Settings :

I— Channel : Green Tube Position : 1 j‘ b dd

B o = ——
Name Target Sample Rangs : |6 ;IFI up ta (10 JFI- e it
Acceptable Gain Range: |-10 j ta |10 j‘ EMmove
rnove All
D o ] Coresl | Hep |

Slika 11. Automatsko postizanje optimizacije za zeleni kanal.

|
therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013 27



15. Odaberite kuéicu “Perform Optimisation before 1st Acquisition” a
zatim odaberite tipku “Close” da biste se vratili u izbornik (Slika 12).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
) Auto-Gain Ophtimization will read the fluoresence on the inserted zample at
e different gain levels until it findz one at which the Auorezscence levels are
acceptable. The rahge of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizty pou are performing.

Set temperature to :II degrees.
Optirnize Al | Optimize Acguining |

1— F'erfu:urm Optimization Before 1zt Acouizitior
[ Perform Optimization &t 60 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

' =] aw |

Mame | Tube Position | tin Reading | Max Reading | tin G ain | bax Gain Edi... |
Green 1 5F 10FI -10 10 Q
Yellow 1 EFI 10F1 10 11 Remove

Remove Al

<

Cloze Help
I | | |

Slika 12. Odabir zelenog i Zutog kanala.

2
|

16. Odaberite “Next” da biste spremili predlozak na odgovarajuce
mijesto odabirom “Save Template”.
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17. Provjerite sazetak i odaberite “Start Run” da biste spremili podatke o
analizi i pokrenuli je (Slika 13).

New Run Wizard

Surmmary ;

Setting | Walue

Green Gain 5

ellow Gain a

Auto-G ain Dptimization Before First Acguisition
Fator F2wiell Rotor

Sample Layout 1.2.3. ...

Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Fun

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Bun to Save Template

begin the run. Click Save Template to zave sethings for future runs.

SkipWwizard |  <<Back |

Slika 13. Pokretanje analize.

18. Nakon pokretanja analize, pojavljuje se novi prozor u koji mozete
unijeti imena uzoraka ili odabrati “Finish” i unijeti ih kasnije
odabirom tipke “Sample” za vrijeme rada ili nakon zavrsetka
analize.

19. Nakon zavrsetka rada, analizirajte podatke prema odgovarajuéem
protokolu:

B Za procjenu uzorka pogledajte “Sample assessment data analysis”,

stranica 30.

B Za analizu mutacija pogledaijte “EGFR mutation data analysis”, stranica
34.

|
therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013 29



Interpretacija rezultata

AC; metoda analize

Scorpions odredivanja u stvarnom vremenu koriste broj PCR ciklusa koji je
potreban za detekciju fluorescentnog signala iznad signala pozadine kao mjera
prisustva ciline molekule s poéetka reakcije. To¢ka u kojoj se detektira signal
iznad fluorescencije pozadine zove se granica prihvaéanja ciklusa (C4).

AC; vrijednosti uzorka ra¢unaju se kao razlika izmedu C; odredivanja mutacije
i C; kontrolnog odredivanija za isti uzorak:
AC; = C; mutacije —C; kontrole

Napomena: Uzorci se razvrstavaju kao pozitivni na mutaciju ako daju AC;
maniji od graniéne vrijednosti AC; za doti¢no odredivanje. lznad te vrijednosti,
uzorci mogu ili sadrzavati manji postotak mutacije koji se ne moze detektirati
kitom (ispod granice odredivanija), ili je uzorak negativan na mutacije.

Napomena: C; vrijednost mutacija od 40 ili iznad ¢e biti razvrstana koo
negativna ili izvan granica kita.

Kada se koriste ARMS pocetnice, moze se pojaviti neuinkovito zapodinjanije
koje ¢e dati vrlo kasni C; pozadine za DNA koja ne sadrzi mutaciju. Sve
vrijednosti AC; izraunate iz umnozavanja pozadine bit ée veée od graniéne
vrijednosti AC; i uzorak ée biti razvrstan kao negativan na mutacije.

Analiziranje podataka procjene uzorka

Kad je odredivanje zavréeno, analizirajte podatke prema sljedeéem postupku.

Postavke programa za analiziranje

1. Otvorite odgovarajudi zapis koriste¢i program Rotor-Gene Q series
(verzije 2.0.2 ili vise).

2. Provjerite da li su uzorci oznaceni.

3. Kad ste na pocetnoj stranici kanala za svaki detektor/kanal,
odaberite “Options” i unesite Crop start cycles. Na stranici s
“Remove data before cycle”, unesite 15 i odaberite “OK”.

4. Odaberite “Analysis”. Na stranici za analiziranje odaberite “Cycling
A, (od 15). Yellow” da biste pogledali kanal HEX.

5. Treba biti ozna¢eno “dynamic tube”. Odaberite “Slope correct” i
“Linear scale”.

6. Postavite granicu (treshold) na 0.02 i provjerite HEX C; vrijednosti.

7. Na stranici za analiziranje odaberite “Cycling A (od 15), Green” da
biste pogledali kanal FAM.

30 therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013



8. Treba biti oznaceno “dynamic tube”. Odaberite “Slope correct” i
“Linear scale”.

9. Postavite granicu (treshold) na 0.075 i provjerite FAM C; vrijednosti.

Kad je odredivanije zavr§eno, analizirajte podatke kako slijedi.

B Negativnha kontrola: Da biste bili sigurni da nema zagadenja predloska,
NTC ne smije stvoriti C; vrijednost na zelenom kanalu ispod 40. Za vazne
informacije o analizi dijagrama kontrole bez predloska (NTC), pogledajte
“Napomene za interpretaciju podataka” na stranici 40. Da biste bili
sigurni da je analiza ispravno postavljena, NTC mora pokazati
umnozavanje u rasponu od 31-37 na zZutom (HEX) kanalu. Ako je
pozitivno umnozavanije prisutno na zelenom kanalu/ili je umnozavanije
izvan raspona 31-37 za Zuti signal, rezultate uzorka treba odbaciti.

B Pozitivna kontrola: EGFR pozitivha kontrola (PC) mora dati kontrolno
odredivanje C; (FAM kanal) od 26.26-30.95. Odredivanije s vrijednosti C;
izvan ovog raspona ukazuje na problem te je stoga serija odredivanja
neispravna. Ako je odredivanje C; pozitivne kontrole 26.26-30.95 (ekson
2, FAM) ali C; (HEX) unutarnije kontrole izvan raspona 31-37, nastavite s
analizom.

Napomena: Podaci o uzorcima se ne smiju koristiti ako je bilo koje od ova dva
kontrolna odredivanja neispravno.

Ako su obje kontrole odredivanja ispravne, svaka vrijednost C; uzorka mora biti
unutar raspona 23-30.69 zelenog (FAM) kanala. Ako je uzorak izvan tog
raspona, na raspolaganju je sliede¢a preporuka.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijednosc¢u C; <23: Uzorci s
kontrolom C; <23 ¢ée preopteretiti odredivanje mutacija i moraju se
razrijediti. Da biste odredili svaku mutaciju na donjoj granici,
prekoncentrirani uzorci se moraju razrijediti kako bi upali unutar gornjeg
raspona |er ¢e dvostruko razrjedivanje poveéati C;za 1.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijednosc¢u C; 30.69-37:
Interpretirajte s oprezom jer vrlo niske razine mutacija mozda neée biti
detektirane.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijednoséu C; 37-40: Interpretirajte s
oprezom jer vrlo visoke razine mutacija mozda neée biti detektirane.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijedno§éu C; >40: Uzorak ne
sadrzava dovoljino DNA za dozvoljavanije analize.
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Napomena: Ako uzorak ne generira C; (npr., C; >40), to moze biti zbog

prisustva inhibitora, pogreske u postavljanju odredivania, ili nema EGFR DNA
Zo umnozavanje.

B Vrijednost C; unutarnje kontrole 31-37: Nema EGFR DNA za
umnozavanije.

M Vrijednost C; unutarnje kontrole nije unutar raspona 31-37: Ovo
moze ukazivati na pogreske u postavljanju odredivanja ili prisustvo

inhibitora. Moguée je smaniiti utjecaj inhibitora razrjedujuéi uzorak, iako ¢e
to takoder razrijediti DNA.
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Analiziranje podataka EGFR mutacija

Kad je odredivanje zavréeno, analizirajte podatke prema sljedeéem postupku.

Postavke programa za analiziranje

1. Otvorite odgovarajuéi zapis koristeé¢i program Rotor-Gene Q series
(verzije 2.0.2 ili vise).
2. Provjerite da li su uzorci oznaceni.

3. Kad ste na pocetnoj stranici kanala za svaki detektor/kanal,
odaberite “Options” i unesite Crop start cycles. Na stranici s
“Remove data before cycle”, unesite 15 i odaberite “OK".

4. Odaberite “Analysis”. Na stranici za analiziranje odaberite “Cycling
A, (od 15). Yellow” da biste pogledali kanal HEX.

5. Treba biti ozna¢eno “dynamic tube”. Odaberite “Slope correct” i
“Linear scale”.

6. Postavite granicu (treshold) na 0.02 i provjerite HEX C; vrijednosti.

7. Na stranici za analiziranje odaberite “Cycling A (od 15), Green” da
biste pogledali kanal FAM.

8. Treba biti ozna¢eno “dynamic tube”. Odaberite “Slope correct” i
“Linear scale”.

9. Postavite granicu (treshold) na 0.075 i provjerite FAM C; vrijednosti.

Analiziranje kontrola serije:
Pogledaite dijagram “Analiziranje kontrola odredivanja” na Slici 15.

B Negativnha kontrola: Da biste bili sigurni da nema zagadenja predloska,
NTC ne smije stvoriti C; vrijednost na zelenom kanalu ispod 40. Za vaine
informacije o analizi dijagrama kontrole bez predloska (NTC), pogledajte
“Napomene za interpretaciju podataka” na stranici 40. Da biste bili
sigurni da je analiza ispravno postavljena, NTC mora pokazati
umnozavanje u rasponu od 31-37 na Zutom (HEX) kanalu. Ako je
pozitivno umnozavanije prisutno na zelenom kanalu/ili je umnoZavanie
izvan raspona 31-37 za zuti signal, rezultate uzorka treba odbaciti.

B Pozitivna kontrola: EGFR pozitivna kontrola (PC) mora dati kontrolno
odredivanje C; (FAM kanal) od 26.26-30.95. Odredivanije s vrijednosti C;
izvan ovog raspona ukazuje na problem te je stoga serija odredivanija
neispravna. Ako je odredivanje C; pozitivne kontrole 26.26-30.95 (ekson
2, FAM) ali C; (HEX) unutarnije kontrole izvan raspona 31-37, nastavite s
analizom.
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Izraunaite vrijednost AC; za svako odredivanje mutacije kako slijedi,
osiguravajuéi da su vrijednosti C; za mutaciju i kontrolu potekle od pozitivne
kontrole.

AC; = C; mutacije —C; kontrole

Vrijednosti AC; pozitivne kontrole EGFR-a (PC) trebaju biti unutar vrijednosti
navedenih u Tablici 7.

Tablica 7. Oéekivane vrijednosti AC; pozitivhe kontrole*

Odredivanje AC; vrijednost pozitivhe kontrole
T790M -2.88 to 3.01
Deletions -6.71t04.16
L858R -2.41 10 0.90
L861Q -4.61to 1.48
G719X -2.89 10 1.03
S768l -3.37 t0 2.31
Insertions -2.93t0 1.28

* Rotor-Gene Q program (2.0.2)

Napomena: Ne smiju se koristiti podaci za uzorke ukoliko nisu uspjela
odredivanja bilo negativne bilo pozitivne kontrole.
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Analiziranje uzoraka:
Vrijednost FAM C; kontrole uzorka

U sluéaju da su oba kontrolna odredivanja ispravna, svaka C; vrijednost uzorka
mora biti unutar raspona od 23-30.69 na zelenom kanalu. Pogledajte
“Analiziranje mutacija” na Slici 16.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijedno§éu C; <23: Uzorci s
kontrolom C; <23 ¢e preopteretiti odredivanje mutacije i moraju se
razrijediti. Da biste odredili svaku mutaciju na donjoj granici,
prekoncentrirani uzorci se moraju razrijediti kako bi upali unutar gornjeg
raspona jer ¢e dvostruko razriedivanje poveéati C; za 1.

M  Odredivanje kontrole uzorka s vrijednoséu C; u rasponu 30.69-37:
Interpretirajte s oprezom jer vrlo niske razine mutacija mozda nece biti
detektirane.

M Odredivanje kontrole uzorka s vrijednoséu C; u rasponu 37-40:
Interpretirajte s oprezom jer vrlo visoke razine mutacija mozda nece biti
detektirane.

B Odredivanje kontrole uzorka s vrijednoséu C; >40: Uzorak ne
sadrzava dovoljno DNA za dozvoljavanje analize.

Napomena: Ako je vrijednost FAM C; izmedu 23 and <37, nema potrebe za
vrednovanjem unutarnje kontrole.

Napomena: Ako uzorak ne generira C; (npr., C; >40), to moze biti zbog
prisustva inhibitora, pogreske u postavljanju odredivania, ili nema EGFR DNA
Zo umnozavanje

M Vrijednost C; unutarnje kontrole 31-37: Odredivanije ispravno
funkcionira, ali nema EGFR DNA za umnozZavanije.

M Vrijednost C; unutarnje kontrole nije unutar raspona 31-37: Ovo
moze ukazivati na pogreske u postavljanju odredivanja ili prisustva
inhibitora. Moguée je smaniiti utjecaj inhibitora razrjedujuéi uzorak, iako ¢e
to takoder razrijediti DNA.

Napomena: Ako kod odredivanja mutacije reakcija FAM-a ne stvori vrijednost
C; i reakcija unutarnje kontrole stvori vrijednost C; izvan raspona 31-37,
podatke treba odbaciti zbog moguéeg prisustva inhibitora koji mogu navesti na
laZno negativne rezultate. Razriedivanje uzorka moze umaniiti u¢inak inhibitora
ali treba napomenuti da ée to takoder razrijediti DNA.
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Vrijednost FAM C; odredivanja mutacija uzorka

Vrijednosti FAM-a treba provijeriti za svih sedam reakcijskih smjesa prema
vrijednostima navedenim u Tablici 8.

Tablica 8. Prihvatljive vrijednosti reakcija odredivanja mutacija uzorka
(FAM)*

Odredivanje Prihvatljivi raspon C; Grani¢na AC; vrijednost
T790M 15.00-40.00 6.38
Delecije 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
S768lI 15.00-40.00 9.26
Insercije 15.00-40.00 7.91

*Prihvatljive vrijednosti su unutar i ukljuéuju prikazane vrijednosti.

M Ako FAM C;upada u navedeni raspon 15.00-40.00, FAM umnozavanie je
pozitivno.

B Ako je FAM C;iznad navedenog raspona ili nema umnoZavanja, FAM
umnozavanje je negativno.

Izra¢unaijte AC; vrijednost za svaku epruvetu s mutacijom koja je pozitivna za
umnozavanje FAM-a kako slijedi, uz sigurnost da C; vrijednosti mutacije i
kontrole pripadaju istom uzorku.

AC; = C; mutacije —C; kontrole

Usporedite vrijednosti AC; za uzorak s grani¢énom vrijednosti doti¢nog
odredivanja (Tablica 8), provjeravajuéi da je primjenjena odgovarajuéa
graniéna vrijednost za svaki test.

|
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Grani¢na vrijednost je to¢ka iznad koje pozitivni signal moguée moze biti od
pozadinskog signala poéetnice ARMS divljeg tipa DNA. Ako je DC; vrijednost
uzorka via od graniéne vrijednosti, klasificira se kao “mutacija nije
detektirana” ili izvan granica detekcije kita. Ako je vrijednost uzorka pri ili ispod
grani¢ne vrijednosti, uzorak se smatra pozitivnim za mutaciju detektiranu tim
odredivanjem.

Napomena: Za uzorke koji ne pokazuju C; mutacije FAM-q, potrebna je
procjena vrijednosti C; unutarnije kontrole (HEX) za procjenu da li mutacije nije
detektirana ili je odredivanje neispravno. Ako je vrijednost HEX C; izmedu 31 i
37 tada mutacija nije detektirana. Ako je vrijednost HEX C; izvan raspona 31—
37, tada je uzorak neispravan.

Za svaki uzorak, svakoj reakciji mutacije ¢e biti dodijeljen status detektirana
mutacija, mutacija nije detektirana ili neispravno, prema sljedeéim kriterijima.

M Detektirana mutacija: umnozavanje FAM-a pozitivno i AC;su pri ili ispod
grani¢ne vrijednosti. Ako su odredene vi$estruke mutacije, prikazana ¢ée
biti mutacija s najmanjom vrijednosti AC;.

B Mutacija nije detektirana:

UmnoZavanje FAM-a je pozitivno i vrijednosti AC; su iznad grani¢ne
vrijednosti.

Umnozavanje FAM-a je negativho i umnozavanje HEX-a (unutarnja
kontrola) je pozitivno.

B Neispravno:

UmnoZavanja FAM-a i HEX-a su izvan specifikacija

Napomene za interpretaciju podataka
Linearno umnozavanje

Treba provieriti ispise svih reakcija na Rotor-Gene Q. Povremeno se vidi porast
fluorescentnog signala za NTC i negativne uzorke. Ako je to sluéaj i dobivena je
vrijednost C;, korisnik treba razlikovati izmedu istinskog umnozavanja, koje bi
ukazalo na zagadenje NTC, i linearnog porasta fluorescencije, koje je mozda
nastalo zbog fluorescentnih artefakata.

Analiziranje NTC

Slike 17-18 prikazuju dva primjera ponasanja NTC uzoraka. Na Slici 17, vidi
se nelinearno (pravo umnozavanije) zbog zagadenja uzorka. Tu seriju treba
odbaciti a uzorke ponovo testirati. Na Slici 18 prikazano je linearno
umnozavanje NTC. U tim slu¢ajevima treba ispitati poéetnu fluorescenciju.
Odgovarajuéi prikaz poéetne fluorescencije prikazan je na Slici 19, pokazuje

40 therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013



linearno poveéanje fluorescencije koje nije pravo umnoZavanje. Podaci iz ove
serije mogu se upotrijebiti ako su uredne pozitivna i unutarnja kontrola. Za
usporedbu sa Slikom 19, Slika 20 prikazuje podatke o poéetnoj fluorescenciji
zbog pravog umnozavanija. U tim okolnostima podatke treba odbaciti a uzorke

ponovo testirati jer to ukazuje na prisustvo zagadenija.

030
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Slika 3. Zagadenje u odredivanju NTC v ispitivanoj seriji.

[uk:]

k]

a7

=
o

Morm. Fluoro.
=
o

Linearni porast
fluorescencije u
03 NTC |OiIC|

hN

o1

=
=

Threshold

LU ==

T y T T u T T T
33 34 35 36 3T 35 39 40
Cycle

T T T T u y u u T y u u y y u u u
J 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 7 28 28 30 kil 32

Slika 4. Primjer linearnog porasta fluorescencije u NTC jazici.
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Slika 6. Podaci o poéetnoj fluorescenciji pokazuju NTC jazZicu s pravim

umnozZavanjem.

Analiziranje uzoraka

Slike 21-22 prikazuju dva primjera umnozavanja u reakcijama uzoraka.
Primjer pravog umnoZavanja u jozici s uzorkom u analiziranoj seriji prikazan je

na Slici 21. Ako serija pokazuje ovu

42

vrstu sigmoidalne krivulje umnoZavania, to
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je pravo umnozavanje i podaci iz ove serije se mogu koristiti ako su uredne
pozitivna i unutarnja kontrola.
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Slika 7. Pravo umnozavanje v jazici uzorka analizirane serije.

Primjer linearnog umnozavanja u reakciji uzorka prikazan je na Slici 22. U tim
slu¢ajevima treba ispitati poéetnu fluorescenciju. Odgovarajuéi prikaz poéetne
fluorescencije (Slika 23) pokazuje da linearno poveéanije primjeéeno na Slici 22
odgovara podetnoj fluorescenciji te nije pravo umnozavanije. Ako provjere
pozitivne i unutarnje kontrole zadovoljavaju, rezultati za uzorke iz ove se serije
mogu koristiti, a takvo se linearno umnozavanje naziva “no C;”.
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Slika 8. Primjer linearnog poveéanja fluorescencije u dvije jaZice s uzorcima.
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Vodi¢ za otkrivanje i rjesavanje pogresaka

Ovaj vodi¢ za otkrivanje i rieSavanje pogre$aka moze biti od koristi u rieSavanju
problema koji se mogu pojaviti. Za vige informacija pogledaite jog i Cesto
postavljana pitanja na stranici nadeg Sredista za tehni¢ku podrsku:
www.giagen.com/fag/faglist.aspx. Znanstvenici u Tehni¢koj podrsci QIAGEN-a

uvijek rado odgovaraju na svako pitanje koje mozete imati bilo o
informacijama i protokolima u ovom priruéniku ili tehnologijama uzorka i
odredivanja (za informacije o kontaktu, pogledajte straznju stranicu ili posjetite
www.giagen.com).

Komentari i prijedlozi

Nema signala s EGFR pozitivnom kontrolom (PC) na fluorescencijskom
kanalu Cycling Green

a)

Odabrani
fluorescencijski kanal
za PCR analizu ne
odgovara protokolu

Neto¢no programiranije
profila temperature na
uredaju Rotor-Gene

Netoéno konfiguriranje
PCR-a

Uvjeti éuvanja za jednu
ili viSe sastavnica kita
nisu bili u skladu s
uputama danim u
“Cuvanie reagensa i
rukovanije reagensima”
(stranica 11)

Istekao je rok valjanosti
therascreen EGFR RGQ
PCR Kita

Za analizu podataka odaberite fluorescencijski
kanal Cycling Green za analiticki EGFR PCR a
fluorescencijski kanal Cycling Yellow za
unutarnju kontrolu PCR-a.

Usporedite profil temperature s protokolom i ako
je netoéan, ponovite seriju odredivania.

Provijerite radne korake pomocu sheme
pipetiranja i ponovite PCR, ako je potrebno.

Provjerite rok valjanosti reagensa (vidi naljepnicu
na kitu) pa ako je potrebno, upotrijebite novi kit.

Provjerite rok valjanosti reagensa (vidi naljepnicu
na kitu) pa ako je potrebno, upotrijebite novi kit.
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Komentari i prijedlozi

Signali s negativnom kontrolom na fluorescencijskom kanalu Cycling
Green analitickog PCR-a

a) Doslo je do zagadenja  Ponovite PCR u duplikatu s novim reagensima.
tijekom pripreme PCR-
a

Ako je moguée, zatvorite PCR epruvete odmah
nakon dodavanja ispitivanog uzorka.

Provjerite da i su radna prostorija i instrumenti
dekontaminirani u propisanim vremenskim
razmacima.

b) Doslo je do zagadenja  Ponovite ekstrakciju i PCR uzorka kojeg treba
tijekom ekstrakcije ispitati koristeéi nove reagense.

Provijerite da li su radna prostorija i instrumenti
dekontaminirani u propisanim vremenskim
razmacima.

Kontrola kvalitete

U skladu s QIAGEN-ovim ISO-certificiranim Sustavom za cjelokupno
upravljanjem kvalitetom, svaka proizvodna serija artus therascreen EGFR RGQ
PCR Kita je ispitana prema predodredenim specifikacijoma zbog osiguranja
dosljedne kvalitete proizvoda.

Ogranicenja

Rezultati dobiveni upotrebom ovog proizvoda trebaju biti interpretirani u
kontekstu svih vaznih klini¢kih i laboratorijskih nalaza i ne trebaju se u
dijagnostici koristiti samostalno.

Proizvod treba iskljuéivo koristiti osoblje posebno obuéeno i educirano za in
vitro dijagnosti¢ke postupke i uredaj Rotor-Gene Q 5plex HRM.

Analiti¢ka validacija je provedena upotrebom ljudske DNA ekstrahirane iz
formalinom fiksiranih u parafin ukloplienih tumorskih uzoraka.

Proizvod je validiran uz kori$tenje QIAGEN-ovih proizvoda za proéiséavanije

DNA.

Proizvod je namjenjen za uporabu jedino na uredaju Rotor-Gene Q za PCR u
stvarnom vremenu, iz serije 5plex HRM.

Za optimalne rezultate potrebno je strogo pridrzavanije Priruénika za
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Nije preporuéljivo razrjedivanje reagensa
drugadije nego je opisano u ovom priruéniku, koje bi rezultiralo gubitkom
izvedbe.
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Vazno je procijeniti koli¢inu i kvalitetu DNA u uzorku prije izvodenja analize s
therascreen EGFR RGQ PCR Kitom. PriloZzena je dodatna kontrolna smjesa (Cirl)
zbog odredivanja prihvatljive vrijednosti C;. Ne smiju se koristiti oitanja
apsorbancije jer ne koreliraju s C; vrijednostima u fragmentiranim uzorcima

DNA.

Treba obratiti paznju na rokove valjanosti i uviete éuvanija ispisane na kutiji i
naljepnicama svih sastavnica. Ne koristite istekle ili nepravilno skladistene
sastavnice.

Karakteristike izvedbe

Granicne vrijednosti odbacivanja

Ispitano je 171 FFPE uzoraka uporabom metode navedene u preporukama
NCCLS EP17-A (2004). Za odredivanje graniéne vrijednosti kita upotrijeblijeni
su podaci dobiveni od 159 uzoraka. Raspon vrijednosti C; kontrolne reakcije je
uspostavljen od 23.00 do 30.69 C;. Postavliene su grani¢ne vrijednosti
odbacivanja prikazane u Tablici 8.

Granica odredivanja (LOD)

Da bi odredili LOD za therascreen EGFR RGQ PCR Kit, napravliena je serija
uzoraka mije$anjem sintetske mutirane DNA s divljim tipom genomske DNA
zbog simulacije raspona udjela mutacija za svaku od 29 mutacija. LOD je za
svako odredivanje odreden kao postotak mutirane DNA kod kojeg ¢e 95%
ponavljanja therascreen EGFR RGQ PCR Kitom dati pozitivnu reakciju za
mutaciju. LOD vrijednosti su dane u Tablici 9. Za visestruka odredivanja, koja
odreduju videstruke mutacije (G719X, delecije i insercije), dana je vrijednost one
reakcije s najveé¢im LOD.

Tablica 8. LOD za svaki od sedam odredivanja mutacija EGFR-a
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Mutacija Detektabilni postotak mutacije (%)
T790M 7.02
Delecije 1.64
L858R 1.26
L861Q 0.50
G719X 5.43
S768lI 1.37
Insercije 2.03
Preciznost

Preciznost therascreen EGFR RGQ PCR Kita je odredena mijeSanjem sintetske
mutirane DNA s divljim tipom genomske DNA zbog simulacije niskog udijela
mutacija za svaku od sedam odredivanja mutacija. Preciznost je odredena
ispitivanjem uzoraka na jednom mijestu, koristeéi vise serija kitova, operatera i
serija odredivanja kroz razli¢ite dane, uz dva ponavljanja za svaki uzorak.
Analiza sastavnica varijance bila je manja od 1 AC; i moze se koristiti kao
procjena preciznosti (Tablica 10).

Tablica 9. Rezultati ispitivanja unutar laboratorija*

II;z:;LanI;}:spltamh Procjena standardnog
Odredivanje mutacija odstupania (AC;)
T790M 100% 0.33
Delecije 100% 0.40
L858R 100% 0.45
L861Q 100% 0.49
G719X 97.9% 0.59
S768lI 97.9% 0.31
Insercije 97.9% 0.38

* Za svaku mutaciju je ispitano 93 ponavljanja.
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Ponovljivost

Ponovljivost je procijenjena ispitivanjem uzoraka s visokom razinom mutacija u
odnosu na divlji tip genomske DNA na tri ispitna mjesta, koristeéi vise serija
kitova, operatera i serija odredivanja kroz razli¢ite dane, s dva ponavljanja za
svaki uzorak. Za svih sedam ispitivanja mutacija 96.1-100% uzoraka s
mutiranom DNA je dalo pozitivan rezultat. Uzorci divljeg tipa su dali negativan
rezultat na mutacije u svim odredivanjima na svim ispitnim mjestima.

Ucinak pocetne koncentracije DNA

U¢inak ukupne ulazne razine DNA na status odredivanja mutacija uporabom
therascreen EGFR RGQ PCR Kita je procjenjen analiziranjem podataka
dobivenih blizu LOD-a. Serija uzoraka za svih 29 mutacija je nadinjena
mijeSanjem sintetske mutirane DNA s divljim tipom genomske DNA za
dobivanje uzoraka s niskim, srednjim i visokim ukupnim poéetnim razinama

DNA.

Visoke i niske razine poéetne DNA su ciljano predstavljale C; raspon vrijednosti
kontrolnog odredivanija (23.50 to 29.50).

Procjena pocetnih podataka DNA (29 mutacija, kod koncentracija blizu LOD i
tri razli¢ite pocetne razine DNA) dala je 95.44% udjela pozitivnih mutacija.

Ti podaci ukazuju da variranje razine poéetne DNA, unutar radnog raspona
testa, ne utjec¢e na AC; ili na odaziv mutacija uzorka.

Interferirajuce tvari

Procijenjen je u¢inak mogu¢ih zagadenija prenesenih iz QIAGEN® QlAamp
DNA FFPE Tissue Kita za vrijeme procesiranja FFPE uzoraka.

Formalin, parafinski vosak, ksilen, etanol, pufer ATL, proteinaza K, pufer AL,
pufer za ispiranje AW, i pufer za ispiranje AW2 koristeni su kod naijvisih
olekivanih koncentracija (“najgori sluéaj”) (podrazumijevajuéi da je svaki korak
ispiranja ili prosi$éavanja u protokolu ekstrakcije rezultirao u smanjenju
koncentracije tvari za 1 log).

Ispitivanije |e koristilo uzorke s trostrukim LOD radije nego mnogo vise razine
mutacija zbog osiguranja detekcije moguéih interferencija.

Razlika u AC; od =3 standardna odstupanija (preuzeta iz ispitivanja preciznosti)
izmedu “testa” i “kontrole” (npr., bez interferirajuée tvari) smatrana je da
upuduje na mogudu interferenciju.

Niti jedna od ispitanih moguée interferirajuéih tvari nije pokazala promjenu AC;
od =1 standardnog odstupanja u usporedbi s kontrolama.
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Bibliografija

QIAGEN odrzava veliku, azuriranu internetom dostupnu bazu podataka
znanstvenih publikacija u kojima se koriste QIAGEN proizvodi. Sveobuhvatne
mogucénosti pretrazivanja pomodéi ¢ée Vam pronadi élanke koje trebate, bilo
jednostavnim pretrazivanjem kljué¢ne rijedi ili specificiranjem aplikacije,
podruéja istrazivanja, naslova i sl.

Za potpuni popis referenci, posjetite QIAGEN-ovu bibliografsku bazu na

www.giagen.com/RefDB/search.asp ili kontaktirajte QIAGEN-ovu tehni¢ku
podrsku ili Vaseg lokalnog distributera.

|
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Oznake

W N> Sadrzaj reagensa dovoljan za <N> reakcija
E Upotrijebiti do

IVD In vitro dijagnosti¢ki medicinski proizvod
REF Kataloski broj

LOT Broj lota
Broj materijala

COMP Sastavnice

CONT Sadrzaj

NUM Broj

Ogranicenja temperature

H Proizvoda¢
i

Pogledati upute za upotrebu

Informacije o kontaktu

Za tehni¢ku pomod i vise informacija posjetite nas Centar za tehni¢ku pomoé
na www.giagen.com/Support, nazovite na broj 00800-22-44-6000 ili se
obratite jednom od tehni¢kih odjela tvrtke QIAGEN ili lokalnim distributerima
(pogledaite poledinu ili posjetite web-stranicu www.giagen.com).
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Dodatak: Pojedinosti o mutacijama

COSMIC ID-ovi su preuzeti iz Kataloga tielesnih mutacija raka (Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer) www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tablica 10. Lista mutacija i identifikacijske oznake COSMIC ID.

Mutacija Ekson Promjena baze COSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 25737>G 6224
L861Q 21 2582T>A 6213
S768lI 20 2303G>T 6241
G719A 18 2156G>C 6239
G719S 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253
2307 _2308ins9 12376
Insercije 20 2319 2320insCAC 12377
2310 2311insGGT 12378
2235 2249del15 6223
2235 2252>AAT (complex) 13551
2236 _2253del18 12728
2237 2251del15 12678
Deleciie 19 2237 2254del18 12367
2237 2255>T (complex) 12384
2236_2250del15 6225
2238 2255del18 6220
2238 2248>GC (complex) 12422
2238 2252>GCA (complex) 12419
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Tablica 11. Lista mutacija i identifikacijske oznake COSMIC ID
(nastavak)

Mutacija Ekson Promjena baze COSMIC ID
2239 2256del18 6255
2239 2247del9 6218
2239 2253del15 6254
2239 2248TTAAGAGAAG>C 12382
(complex)

Deleciie 19 1939 2258>CA (complex) 12387
2240 2251del12 6210
2240 2257del18 12370
2240 2254del15 12369
2239 2251>C (complex) 12383

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Priruénik 06/2013 53



Informacije o narucivanju

Proizvod Sadrzaj Kat.br.
therascreen EGFR RGQ Za 24 reakcije: 1 kontrolno 870111
PCR Kit (24) odredivanje, 7 odredivanja mutacija,

pozitivna kontrola, Tag DNA

Polimeraza

Rotor-Gene Q i pribor

Rotor-Gene Q MDx Uredaj za PCR cikluse u stvarnom 9002033
5plex HRM System vremenu i visokorazluéivi analizator

talienja s 5 kanala (zeleni, Zuti,

naranéasti, crveni, grimizni) plus HRM

kanal, prijenosno raé¢unalo, program,

pribor, 1-godisnje jamstvo na dijelove i

servis, instalacija i izobrazba

Rotor-Gene Q MDx Uredaj za PCR cikluse u stvarnom 9002032
5plex HRM Platform vremenu i visokorazluéivi analizator

talienja s 5 kanala (zeleni, Zuti,

naranéasti, crveni, grimizni) plus HRM

kanal, prijenosno raéunalo, program,

pribor, 1-godisnje jamstvo na dijelove i

servis, instalacija i izobrazba nisu

ukljuéeni
Rotor-Gene Q 5plex Uredaj za PCR cikluse u stvarnom 9001650
HRM System vremenu i visokorazluéivi analizator

talienja s 5 kanala (zeleni, Zuti,
naranéasti, crveni, grimizni) plus HRM
kanal, prijenosno raé¢unalo, program,
pribor, 1-godi$nje jamstvo na dijelove i
servis, instalacija i izobrazba

Rotor-Gene Q 5plex Uredaj za PCR cikluse u stvarnom 9001580
HRM Platform vremenu i visokorazluéivi analizator

talienja s 5 kanala (zeleni, Zuti,

naranéasti, crveni, grimizni) plus HRM

kanal, prijenosno raéunalo, program,

pribor, 1-godisnje jamstvo na dijelove i

servis, instalacija i izobrazba nisu

ukljuéeni
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Proizvod Sadrzaj Kat.br.

Loading Block 72 x 0.1 Aluminijski blok za ru¢no postavljanije 9018901
ml Tubes reakcija s jednokanalnom pipetom za
72 x 0.1 ml epruvete

Strip Tubes and Caps, 250 nizova od 4 epruvete s éepovima 981103
0.1 ml (250) za 1000 reakcija

Strip Tubes and Caps, 10 x nizova od 4 epruvete s ¢epovima 981106
0.1 ml (2500) za 10,000 reakcija

Za azurirane informacije o licenciranju te za proizvode specifi¢na ograniéenia,
pogledajte odgovarajué¢i QIAGEN priru¢nik ili uputu. QIAGEN priruénici i upute
dostupni su na www.giagen.com ili ih mozete zatraZiti od QIAGEN-ove tehni¢ke
podrske ili Vaseg lokalnog distributera.
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Ova je stranica namjerno ostavljena praznom.
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Naruéivanje ovog proizvoda dozvoljava naruéitelju njegovo koristenje u dijagnosti¢ke svrhe za ljudsku in vitro dijagnostiku. Naru&ivanjem se ne
dodjeljuje opée patentno pravo ili druga dozvola bilo koje vrste osim specifiénog prava koristenja.

Zasticena imena: QIAGEN®, QlAamp®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Grupa); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Life
Technologies, Inc.).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit je CE oznagen dijagnosti¢ki kit prema European In Vitro Diagnostic Directive 98/79/EC. Nije raspoloZiv u svim
zemljoma.

Ugovor o ograniéenoj licenci za komplet therascreen EGFR RGQ PCR
Koristenje ovog proizvoda znaé&i sporazumnost bilo kojeg naruéitelja ili proizvoda sliede¢im uvjetima:

1. Proizvod se moze upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporu&eni s proizvodom i ovim priruénikom i namijenjen je samo za
upotrebu s komponentama koje su sadrzane u kompletu. QIAGEN ne daje nikakvu licencu za svoje intelektualno vlasnistvo za upotrebu ili
ugradivanje komponenata ovog kompleta s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom kompletu, osim kako je opisano u
protokolima koji su isporuéeni s proizvodom, koji se nalaze u ovom priruéniku i drugim protokolima dostupnim na stranici www.giagen.com.
Neke od tih dodatnih protokola ustupili su korisnici tvrtke QIAGEN drugim korisnicima. Tvrtka QIAGEN nije temeljito pregledala ili optimizirala
te protokole. Tvrtka QIAGEN ne daje na njih nikakva jamstva niti jamé&i da ne krie prava treéih strana.

Osim izri¢ito navedene licence, QIAGEN ne daje nikakva jamstva da ovaj kit i/ili njegova upotreba ne proturjedi pravima treée strane.
Ovaj kit i njegove sastavnice licencirane su za jednokratnu upotrebu i ne mogu biti ponovno koritene, preradene ili preprodane.

QIAGEN specifi¢no porie bilo koje druge licence, izrazene ili nagovijestene, osim ovih izri¢ito navedenih.

o > LN

Narutitelj i korisnik ovog kita suglasan je da neée poduzeti niti dozvoliti drugima da poduzmu korake koji mogu dovesti do ili omoguéiti bilo
koji &in koiji je ovdje zabranjen. QIAGEN se moze pozvati na zabrane ovog Ograniéenija licenciranja na bilo kojem sudu te povratiti svoje
istrazne i sudske troskove, uklju¢ujuéi naknadu za odvjetnika, u vezi bilo kojeg djela koje narusava ovo ograniéenie licenciranja ili intelektualno
vlasnistvo koje je u vezi s ovim kitom i/ili njegovim sastavnicama.

© 2012-2013 QIAGEN, sva prava pridrzana.
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