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QIAGEN meginiy ir tyrimy technologijos

QIAGEN yra pirmaujanti inovaciniy meginiy ir tyrimy technologijy, leidzianciy
iSskirti ir aptikti bet kokiy biologiniy meginiy turinj, tiekéja. Pazangus, aukstos
kokybés musy produktai ir paslaugos uztikrina sékme nuo meéginio iki
rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy gryninimas

B Nukleino ragsciy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR tyrimai ir RNRI

B Méginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Masy tikslas — leisti Jums pasiekti s€kme ir laiméjimus. Daugiau informacijos
rasite svetainéje www.giagen.com.
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Numatytoji paskirtis

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra in vitro diagnostinis testas, skirtas
EGFR su véZiu susijusio geno 29 somatinéms mutacijoms aptikti ir kokybiniam
mutacijy bakliy jvertinimui pateikti.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" turi naudoti apmokytas personalas
specialioje laboratorinéje aplinkoje. Rinkinys skirtas tirti DNR méginiams,
iSskirtiems i$ formalinu fiksuoto ir parafine esan€io nesmulkialgstelinio plauciy
vézio (NSCLC) audinio. Rezultatai skirti padéti gydytojams identifikuoti
pacientus, turinCius NSCLC, kuriems gali bati naudingas gydymas tirozino
kinazés inhibitoriais.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* skirtas in-vitro diagnostikai.

Suvestineé ir paaiskinimas

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra paruoStas naudoti rinkinys, skirtas
EGFR su véZiu susijusio geno 29 somatinéms mutacijoms aptikti, naudojant
polimerazine grandinine reakcijg (PGR), dirbant su ,Rotor-Gene Q*
instrumentu.

Naudojant ,Scorpions®™ ir ARMS® technologijas, ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit* laukinio tipo genominés DNR fone galima nustatyti Sias mutacijas.

B 19 delecijy 19 egzone (aptinka bet kurios i$ 19 delecijy buvima, bet jy
neisskiria)

T790M

L858R

L861Q

G719X (nustato G719S, G719A arba G719C buvimag, bet jy neisskiria)
S768I

3 intarpus 20 egzone (nustato bet kurio i$ 3 intarpy buvimg, bet jy
neisskiria).

Naudojami metodai yra didelio selektyvumo laipsnio ir, atsizvelgiant j bendrg
DNR kiekj, laukinio tipo genominés DNR fone jais galima aptikti nedidele
mutacijy procentine dalj. Sios selektyvumo ir aptikimo ribos yra didesnés nei
kity technologijy, pvz., dazy terminatoriaus sekvenavimo.
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Proceduros principas

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit* naudoja dvi technologijas — ARMS ir
»Scorpions” — skirtas mutacijoms aptikti atliekant realiojo laiko PGR tyrimus.

ARMS

Aleliams arba mutacijoms badingos amplifikacijos gaunamos naudojant ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Taq DNR polimerazé (Taq)
efektyvi atskiriant sutapimg arba nesutapimg PGR pradmens 3’ gale.
Konkrec€ios mutavusios sekos gali bati selektyviai amplifikuotos net
meginiuose, kuriuose dauguma seky nemutuoja. Kai pradmuo visiskai
sutampa, amplifikacija vyksta visu greiciu. Kai 3' bazé nesutampa,
amplifikacija vyksta tik fone nedideliu greiciu.

Scorpions

Amplifikacija aptinkama taikant ,Scorpions” technologijg. ,Scorpions® yra
dvigubos funkcijos molekulés, turin€ios PGR pradmenj, kovalentiSkai sujungta
su zondu. Zonde esanciam fluoroforui reaguojant su slopinamaja medziaga,
taip pat esancCia zonde, sumazinama fluorescencija. Kai PGR tyrimo metu
zondas prisijungia prie stiprinamosios medziagos, fluoroforas ir slopinamoji
medZiaga atsiskiria. Dél Sios priezasties reakcijos meégintuvélyje padidéja
fluorescencija.

, Kit“ formatas

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudétyje yra astuoni tyrimai:
B Vienas kontrolinis tyrimas (Ctrl)

B Septyni mutacijy tyrimai

Visuose reakcijos miSiniuose yra reagenty, skirty FAM™ pazymétoms
ieSkomoms medziagoms aptikti, ir vidinés kontrolés medziagy, pazymety
HEX™. Sios vidinés kontrolés medziagos leidZia aptikti inhibitorius, kurie gali
lemti klaidingai neigiamus rezultatus. FAM amplifikacija gali nukonkuruoti
vidinés kontrolés amplifikacijg, nes vidinés kontrolés tikslas yra tiesiog
parodyti, kad tuo atveju, jei FAM amplifikacijos néra, tai yra teisingas
neigiamas rezultatas, o ne nepavykusi PGR reakcija.

Procedura

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudaro dviejy Zingsniy procedura.
Pirmajame etape kontrolinis tyrimas naudojamas visai méginio DNR jvertinti.
Antrajame etape mutacijos ir kontroliniai tyrimai atliekami siekiant nustatyti
mutavusios DNR buvimg ar nebuvima.
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Tyrimai:
Kontrolinis tyrimas

Kontrolinis tyrimas, pazymetas FAM, naudojamas visai DNR méginyje jvertinti.
Sio tyrimo metu amplifikuojama EGFR geno egzono 2 sritis. Pradmenys ir
zondai sukurti taip, kad baty iSvengta bet kokiy zinomy EGFR polimorfizmy.

Visam DNR kiekiui méginyje nustatyti primygtinai rekomenduojama naudoti
kontrolinés reakcijos misinj (Ctrl), pateikiamg su ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit". Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas EGFR geno 2 egzono
regionas. Rekomenduojama méginius nustatyti tik atlikti kontrolinj tyrimg kaip
teigiamas kontrolines medziagas naudojant EGFR teigiamas kontrolines
medziagas (PC), o kaip neSabloninz kontrolinz med, iagg naudojant vandenj be
nukleazés (H,0).

Pastaba: DNR jvertinimas turéty bati pagrjstas PGR ir gali skirtis nuo
apskaiCiavimo, pagrjsto absorbcijos rodmenimis. Papildomas kontrolinés
reakcijos misinys (Ctrl) tiekiamas, kad baty galima jvertinti méginiuose
esancios DNR kokybe ir kiekybe pries vykdant ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“ analize.

Mutacijy tyrimai

Kiekvieno mutacijy tyrimo sudétyje yra FAM pazymeétas ,Scorpion” zondas ir
ARMS pradmuo, naudojamas norint atskirti laukinio tipo DNR ir specifing
mutavusig DNR.

Kontrolés

Pastaba: Visy eksperimentiniy tyrimy serijose turi bati toliau iSvardytos
kontrolinés medZiagos.

Teigiama kontroliné medziaga

Kiekvienoje tyrimo sekoje 1-8 megintuvéliuose turi bati teigiama kontroliné
medziaga. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra EGFR teigiama kontroliné
medziaga (PC), kuri naudojama kaip teigiamos kontrolinés medziagos
reakcijos Sablonas. Teigiamos kontrolinés medziagos rezultatai jvertinami
siekiant jsitikinti, kad rinkinys veikia pagal nurodytus priimtinumo kriterijus.

Neigiamos kontrolinés medziagos

Kiekvienoje tyrimo sekoje 9—16 meégintuvéliuose turi bati neigiama kontroliné
medziaga (,nedabloniné kontroliné medziaga“, NTC). NTC sudaro vanduo be
nukleazés (H,O), naudojamas kaip ne$abloninés kontrolinés medziagos
,<Sablonas“. NeSabloniné kontroliné medziaga naudojama vertinti bet kokj
galimg uzterSimg nustatant tyrimg ir vidinés kontrolinés medziagos reakcijos
veiksminguma.
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Vidinés kontrolinés medziagos reakcijos jvertinimas

Kiekviename reakcijos misinyje kartu su tikslinés reakcijos medziaga yra
vidiné kontroliné medziaga. Nepavykusi reakcija rodo, kad gali bati inhibitoriy,
del kuriy gaunami klaidingai neigiami rezultatai, arba kad nustatydamas §;j
megintuveélj operatorius padareé klaida.

Jei vidinés kontrolinés medZiagos reakcija nepavyksta dél PGR inhibicijos,
inhibitoriy poveikj galima sumazinti praskiedus meéginj, taCiau reikia atminti,
kad praskiedziama ir tiksliné DNR. FAM amplifikacija gali nukonkuruoti vidinés
kontrolés amplifikacijg tiek, kad sugeneruota IC C; (HEX) reikSmé nepateks |
nurodytg diapazona. Siy méginiy FAM rezultatai vis tiek galioja.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

(angly k.)

,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* (24)

Katalogo Nr. 870111

Reakcijy skaicius 24

Raudona Control Rgactlon '\./.“X - Ctrl 2 x 600 pl
(Kontrolinés reakcijos misinys)

Ve U OSO RESIELEN B UEREh) e 600 ul
reakcijos misinys)

Oranzing Delétions Reaction Mix Del 600
(Delecijy reakcijos misinys)

Some oSl IReaman W (Lasei L858R 600 ul
reakcijos misinys)

5 alia L861(_3 Rea.cvt.|on Mix (L861Q L861Q 600 ul
reakcijos misinys)

Gl o VAR REROTO BE DX o 600 pl
reakcijos misinys)

pilka o068l Reaction Mix (S768l S768| 600 pl
reakcijos misinys)

Mélyna Insertions Rea}ptlon MIX Ins 600 ul
(Intarpy reakcijos misinys)

Ruda EC}ER Positive C.:o.ntrol (EGFR PC 300 il
teigiama kontroliné medziaga)

Melsvai Taq DNA Polymerase (Taq

Zalsva DNR polimerazé) Taq [l

Balta Nuclease-F.ree Water (Vanduo H,0 2x1.9ml
be nukleazés)
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook" 1
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Butinos, bet nepateikiamos priemoneés

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
maveékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.

B DNR iSskyrimo rinkinys (Zr. ,DNR iSskyrimas", 14 psl.)

Ksilenas

Etanolis (96-100 %)*

1,5 ml arba 2 ml mikrocentrifugos mégintuvéliai (lizés etapuose)

1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvéliai (iSplovimo etapuose) (galima jsigyti
.Brinkmann* [,Safe-Lock", kat. nr. 022363204], ,Eppendorf* [,Safe-Lock",
kat. nr. 0030 120.086] arba ,Sarstedt* [,Safety Cap*, kat. nr. 72.690])"

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos méginiams ruosti

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams
miSiniams ruosti
B Specialios pipetés® (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti*

B Pipeciy antgaliai su filtrais be DNR-azés, RNR-azés ir DNR (siekiant
iSvengti kryzminio uzterSimo, rekomenduojame naudoti pipeciy antgalius
Su aerozoliniais barjerais)

B Termostatinis maiSytuvas, Sildomas Ziedinis maiSymo inkubatorius,
kaitinimo blokas arba vandens vonele, galinti inkubuoti esant 90 °ct

B Staliné centrifuga]t su rotoriumi 2 ml reakcijos mégintuvéliams
B Sidkuriné maisyklé (,vortex”)

B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentas*® su fluorescenciniais
kanalais, skirtais ,,Cycling Green“ ir ,Cycling Yellow* (atitinkamai FAM ir
HEX aptikimui)

B  Rotor-Gene Q“ programiné jranga, 2.0.2 versija arba naujesné

M, Strip Tubes and Caps” (mégintuvéliy ir dangteliy juostelés), 0,1 ml,
skirtos naudoti su 72 Sulinéliy rotoriumi (kat. Nr. 981103 arba 981106)

* Nenaudokite denatlruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar
metiletilketono.

" Sgrase nurodyti ne visi tiekéjai.
* Patikrinkite, ar visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

8 Rotor-Gene Q 5plex HRM" instrumentas, jei yra.
Kai kuriose Salyse dar vadinamas ,Rotor-Gene Q MDx".
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B Mikrocentrifuginiai mégintuvéliai be DNR-azés, RNR-azés ir DNR, skirti
pagrindiniams miSiniams ruosti

M Jkrovos blokas72 x 0,1 ml mégintuvéliams, aliuminio blokas rankiniam
reakcijos nustatymui su vieno kanalo pipete (QIAGEN, kat. nr. 9018901)

Perspeéjimai ir atsargumo priemonés

Skirtas ,,in vitro* diagnostikai

Saugos informacija

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS). Jie pateikiami
patogiu ir kompaktisku PDF formatu internete www.giagen.com/safety. Cia
galite rasti, perzidréti ir iSspausdinti kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy
komponenty SDS.

Skubi informacija visg parg

Pagalbg dél cheminio pavojaus arba nelaimingy atsitikimy visg parg teikia:
CHEMTREC

JAV ir Kanadoje = Tel.: 1-800-424-9300

Ne JAV ir Kanadoje = Tel.: +1-703-527-3887 (priimami skambuciai, kai apmoka
adresatas)

Bendrosios atsargumo priemonés
Naudotojas visada turi atkreipti démes;j:

B Naudokite pipeciy antgalius be DNR-azés, RNR-azés ir DNR, su filtrais ir
uztikrinkite, kad pipetés bty sukalibruotos pagal gamintojo nurodymus.

B Teigiamas medziagas (méginius ir teigiamas kontrolines medziagas)
laikykite ir ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos |
reakcijos misinj erdviskai atskirtoje patalpoje.

B Prie$ pradédami tyrimg visus komponentus gerai atSildykite kambario
temperataroje (15-25 °C).

M AtSilde, sumaiSykite komponentus (vartydami kiekvieng mégintuvél;
10 karty) ir trumpai centrifuguokite.

Pastaba: Blkite ypa€ atsargus, kad neuzterStuméte PGR reakcijy sintetine
kontroline medziaga. Reakcijos miSiniams paruosti ir DNR matricai pridéti
rekomenduojama naudoti atskiras specialias pipetes. Reakcijos miSiniai turi
bati ruoSiami ir paskirstomi kitoje vietoje nei ta, kurioje pridedama matrica.
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Pabaigus PGR tyrimy serijg ,Rotor-Gene Q" mégintuvéliy atidaryti negalima.
Taip iSvengsite laboratorijos uzterSimo galutiniais PGR produktais.

Pastaba: reagentai patvirtinti rankiniam nustatymui. Jei naudojamas
automatizuotas metodas, galimy reakcijy skaicius gali sumazeéti dél
instrumenty ,nulinj tarj“ reikalingo uzpildyti reagento.

Pastaba: Visi reagentai, esantys ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*, yra
pritaikyti naudoti apraSytiems tyrimams. Visi ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“ sudétyje esantys reagentai numatyti naudoti tik su kitais reagentais is to
paties ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit". Norint iSlaikyti optimaly rinkinio
veikimg, negalima naudoti reagenty pakaitaly.

Pastaba: Naudokite tik rinkinyje pateikiamg Taq DNR polimeraze (Taq).
Nepakeiskite jos kita Tag DNR polimeraze iS to paties ar kito tipo rinkinio, taip
pat nekeiskite Taq DNR polimeraze, gauta is kito tiekéjo.

Pastaba: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" reagentai yra optimaliai atskiesti.
Daugiau reagenty skiesti nerekomenduojama, nes gali sumazeéti jy
veiksmingumas. Nerekomenduojama naudoti mazesniy negu 25 pl reakcijos
tdriy, nes tai didina klaidingai neigiamy rezultaty rizikg.

Reagenty laikymas ir naudojimas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" turinys turi bati pristatomas ir pristatymo
metu laikomas Saldytas sausame lede. Jei pristatymo metu ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit“ nelaikomas Saldytas, pervezant atidaryta iSoriné
pakuoté, néra pakavimo lapy, naudojimo instrukcijy arba reagenty, susiekite
su vienu iS QIAGEN Techninio aptarnavimo skyriy arba vietiniy platintojy
(zr. virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ i§ karto reikia padéti laikyti nuo —15 °C iki
—25 °C temperatlroje, pastovig temperatirg palaikaniame ir apsaugotame
nuo Sviesos Saldiklyje. Laikant rekomenduojamomis laikymo sglygomis
originalioje pakuotéje rinkinys yra stabilus iki ant etiketés nurodytos tinkamumo
datos. Venkite pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti. Rekomenduojame ne daugiau
nei 7 uzSaldymo ir atSildymo ciklus.

Pastaba: norint uztikrinti optimaly aktyvumag ir eksploatacines savybes,
,ocorpions” (kaip ir visos fluorescenciskai pazymeétos molekulés) turi bati
saugomi nuo Sviesos, kad neisblukty.

Pastaba: norédami optimaliai panaudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*

sunaudojama daugiau reagenty, todél sumazéja méginiy, kuriuos galima istirti
naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*, skai€ius.
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Meginiy naudojimas ir laikymas

Pastaba: su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai
uzkreCiama medziaga.

Méginiy medziaga turi bati Zmogaus genomo DNR, gauta i$ formalinu fiksuoto
ir parafine esancio (FFPE) nesmulkialgstelinio plauciy véZio auglio meginiy.
Méginius batina transportuoti pagal standartinj patologinj metoda, kad bty
uztikrinta meéginiy kokybé.

Auglio méginiai yra nehomogeniski, o auglio méginio duomenys gali neatitikti
kity to paties auglio daliy méginiy duomeny. Auglio méginiuose taip pat gali
bati ne auglio audiniy. Ne auglio audinio DNR neturi EGFR mutacijy,
aptinkamy naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit".

Procedura

EGFR analizei reikalingo auglio Igsteliy lygio nustatymas

EGFR analizei naudojamas audinys yra formalinu fiksuoto ir parafine esantis
(FFPE) nesmulkialgstelinio plauciy vézio méginiy (NSCLC) audinys. IS Sio
auglio audinio Igsteliy gauta DNR gali bati laukinio tipo EGFR mutacijy
atzvilgiu arba turéti vieng ar daugiau mutacijy.

Ekstrahuoti naudojamame FFPE NSCLC audinyje gali bati normalaus, ne
auglio audinio, kuris EGFR mutacijy atzvilgiu bus laukinio tipo. IS Sio audinio
gautg laukinio tipo DNR galima skiesti mutavusia DNR, potencialiai iki tokio
lygio, kuris nebeaptinkamas naudojant rinkinj. TaCiau rekomenduojama tirti ir
tuos meéginius, kuriuose auglio kiekis nedidelis, nes juose galima aptikti aukstg
mutacijy lygj ir priimti sprendimg dél paciento gydymo.

Norédami maksimaliai padidinti mutacijy aptikimo galimybes, vykdykite toliau
pateiktus nurodymus.

B Dazykite hematoksilinu ir eozinu (H&E) bent vieng kiekvieno paciento
meéginio objektinj stiklel;.
B Pateikite nudazytg objektinj stiklelj patikrinti, ar yra auglys, patologui.

M Jei jmanoma, patologas turéty perzitreéti keletg objektiniy stikleliy i§ FFPE
bloko.

B Visus méginius su augliu galima tirti naudojant ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit*".
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DNR iSskyrimas
I8skirti DNR reikia naudojant ,QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit*.

Vykdykite DNR gryninimg pagal ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove
pateiktus nurodymus, atsizvelgdami j Siuos pakeitimus.

B FFPE pjavius surinkite ant stikliniy objektiniy stikleliy.

M Parafino pertekliy aplink audinio pjdvius paSalinkite naudodami naujg
sterily skalpel;.

B Nugramdykite audinio pjavio medziagos j mikrocentrifugos meégintuvélius
kiekvienam meéginiui naudodami naujg skalpel;.

B Proteinazés K veikimas turi bati vykdomas 1 valanda.

B 18gryninta genominé DNR turi bati iSplauta 200 pl ATE buferio
(pateikiamo ,,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit").

B 18grynintg genomine DNR laikykite nuo —15 °C iki —30 °C temperatiroje.

B Kai turima informacija, reikia naudoti objektinius stiklelius esancius greta
H&E dazyty objektiniy stikleliy, kuriuose yra didZiausias kiekis auglio.

Pastaba: visy ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" esanciy tyrimy metu
sugeneruojami trumpi PGR produktai. Vis délto ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“ neveiks stipriai fragmentuotos DNR.
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Protokolas: Méginiy jvertinimas

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamam DNR kiekiui méginiuose
jvertinti.

Svarbi informacija prieS pradedant

M Prie$ pradédami procedirg paskaitykite ,Bendrosios atsargumo
priemonés”, 11 psl.

B Prie$ pradédami protokolg skirkite laiko susipazinti su ,Rotor-Gene Q.
Perziarékite instrumento naudotojo vadova.

B Nevartykite Taqg DNR polimerazés (Taq) arba bet kokio miSinio, kuriame
yra Taq DNR polimerazeés (Taq), nes tai gali deaktyvinti fermenta.

B Pipete jlainkite Tag DNR polimerazés (Taq): pipetés antgalj jkiskite
skyscio pavirSiuje, kad antgalis nepasidengty fermenty pertekliumi.

PrieS pradedant atliekami veiksmai

B Prie$ kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti
kambario temperatiroje (1525 °C), sumaisyti (vartant 10 karty) ir
trumpai centrifuguoti, kad turinj galima baty surinkti nuo mégintuveélio
dugno.

B Prie$ kiekvieng naudojimg leiskite Taq DNR polimerazei (Taq) pasiekti
kambario temperatirg (15-25 °C). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite,
kad jo apacioje susirinkty fermentas.

Procedira

1. AtsSildykite kontrolinés reakcijos misinj (Ctrl), vandenj be nukleazés,
skirtag nesabloninei kontrolinei medziagai (NTC), ir EGFR teigiama
kontroling medziagg (PC) kambario temperatiroje (15-25 °C).
Reagentams atSilus, sumaiSykite (vartydami 10 karty), kad
nesusikaupty druskos, ir trumpai centrifuguokite, kad turinj
galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

2. Paruoskite pakankamai pagrindiniy miSiniy DNR méginiams, vienai
teigiamos kontrolinés medziagos reakcijai ir vienai nesabloninés
kontrolinés medziagos reakcijai pagal Lentelé 1 tarius. |traukite
reagentus vienam papildomam meginiui, kad jy pakakty PGR
nustatyti.

Pagrindiniuose misiniuose yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus
meégin;.
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Lentelé 1. Kontrolinio tyrimo pagrindinio miSinio ruoSimas*

Komponentas Tuaris / reakcija (ul)
Kontrolinés reakcijos misinys

(Ctrl) 19.5

Taq DNR polimerazé (Taq) 0,5
Bendrasis turis 20,0

* Paruoskite pagrindinio misinio tiek, kad pakakty ir vienam papildomam méginiui.

3. Gerai sumaisykite pagrindinj misinj létai laSindami pipete j virSy ir j
apacia 10 karty. Nedelsdami pridékite 20 pl pagrindinio misSinio j PGR
megintuvéliy juostele (nepateikiama).

Pastaba: Norint jvertinti méginj, kontrolinio tyrimo pagrindinio misinio
reikia jpilti j vieng teigiamos kontrolinés medziagos Sulinélj, j vieng
neigiamos kontrolinés medziagos Sulinélj ir j vieng kiekvieno meéginio
Sulinél;.

4. Nedelsdami jpilkite 5 ul vandens be nukleazés méginio (H,0) j
nesabloninés kontrolinés medziagos mégintuvélj (PGR mégintuvélis
nr. 9) ir uzdenkite mégintuvélj dangteliu. |pilkite 5 ul DNR méginio j
meéginiy mégintuvélius ir uzdenkite mégintuvélius dangteliais. |pilkite
5 ul EGFR teigiamos kontrolinés medziagos (PC) j teigiamos
kontrolinés medziagos mégintuvélj (PCR mégintuvélis nr. 1) ir
uzdenkite mégintuvélj dangteliu.

5. |statykite PGR mégintuvéliy juosteles j atitinkamas rotoriaus vietas ir
apziurekite, ar visuose meégintuvéliuose tiriai vienodi.

Pastaba: jsitikinkite, kad perkeliant meégintuvéliy juosteles j rotoriy jos
nepersisuko.

6. Jeirotorius uzpildytas ne visas, | likusias vietas jstatykite uzdengtus
tuscius mégintuvélius.

7. Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy j ,,Rotor-Gene Q 5plex HRM*
instrumenta. |sitikinkite, ar fiksuojamasis ziedas (,,Rotor-Gene Q"
instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo serijos
metu meégintuveéliai buaty pritvirtinti.

8. Kaip sukurti temperatiros profilj ir pradéti vykdymo seka, zr. , Rotor-
Gene Q" instrumento nustatyma (zr. , Protokolas: , Rotor-Gene Q
EGFR" nustatymas*“, 21 psl.).
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Lentelé 2. Ciklo parametrai

Ciklai ~ Temperatura Laikas Duomeny gavimas
1 95°C 15 min. Néra
i 95°C 30 sek. Ijléra
60 °C 60 sek. Zalia ir geltona

9. Pabaige tyrimy serija, analizuokite duomenis pagal ,,Méginiy
jvertinimo duomeny analizé“, 30 psl.

I
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Protokolas: EGFR mutacijy aptikimas

Sis protokolas skirtas EGFR mutacijoms aptikti. Atlikus méginio jvertinima, jj
galima tirti naudojant EGFR mutacijos tyrimus.

Svarbi informacija priesS pradedant

B Prie$ pradédami procediirg paskaitykite ,Bendrosios atsargumo
priemonés*, 11 psl.

M Prie$ pradédami protokolg skirkite laiko susipazinti su ,Rotor-Gene Q.
Perzitrékite instrumento naudotojo vadova.

B Nevartykite Taqg DNR polimerazeés (Taq) arba bet kokio miSinio, kuriame
yra Taq DNR polimerazés, nes tai gali deaktyvinti fermenta.

B Norédami efektyviai naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“, méginius
sugrupuokite j partijas po 7, kad baty uzpildytas 72 Sulinéliy rotorius.
Naudodami mazesnes partijas, ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"
istirsite maziau meéginiy.

B Pipete jlaSinkite Taq: pipetés antgal;j jkiskite skysc&io pavirSiuje, kad
antgalis nepasidengty fermenty pertekliumi.

B Kiekvieno DNR meéginio kontrolinius ir mutacijy tyrimus batina iSanalizuoti
tos pacios PGR tyrimy serijos metu, kad baty iSvengta skirtumuy,
atsirandanciy dél skirtingy tyrimy serijy.

PrieS pradedant atliekami veiksmai

B PrieS$ kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti
kambario temperatiroje (15-25 °C), sumaisyti (vartant 10 karty) ir
trumpai centrifuguoti, kad turinj galima baty surinkti nuo mégintuvélio
dugno.

B Kiekvieng kartg prieS naudodami sitikinkite, kad Taq yra kambario
temperataros (15-25 °C). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo
apacioje susirinkty fermentas.

Procedura

1. Atsildykite reakcijos miSinius, vandenj be nukleazés, skirta
neSabloninei kontrolinei medziagai (NTC), ir EGFR teigiama
kontroline medziaga (PC) kambario temperatiroje (15-25 °C).
Reagentams atSilus, sumaiSykite (vartydami 10 karty), kad
nesusikaupty druskos, ir trumpai centrifuguokite, kad turinj
galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

2. Paruoskite pakankamai pagrindiniy misiniy DNR méginiams, vienai
teigiamos kontrolinés medziagos reakcijai ir vienai nesabloninés
kontrolinés medziagos reakcijai pagal Lentelé 3 tarius. |traukite
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reagentus vienam papildomam meginiui, kad jy pakakty PGR
nustatyti.

Pagrindiniuose miSiniuose yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus
meégin;.

Lentelé 3. Pagrindiniy misiniy ruoSimas*

Komponentas Taris / reakcija (ul)
Reakcijos miSinys 19,5
Taq DNR polimerazé (Taq) 0,5
Bendrasis tiris 20,0

* Paruoskite pagrindinio miSinio tiek, kad pakakty ir vienam papildomam meginiui.

3. Gerai sumaisykite kiekvieng pagrindinj misinj létai laSindami pipete j
virsy ir j apac€ig 10 karty. Nedelsdami jpilkite 20 ul pagrindinio misinio
i kiekvieng PGR mégintuvéliy juostele (nepateikiama).

4. Nedelsdami jpilkite 5 pl vandens be nukleazés (H,O) j neSabloninés
kontrolinés medziagos PGR mégintuvéliy juosteles (PGR
meégintuvéliai nr. 9-16) ir uzdenkite meégintuvélj dangteliu. |pilkite po
5 ul kiekvieno méginio j méginiy mégintuvélius (PGR mégintuvéliai
nr. 17-72) ir uzdenkite mégintuvélius dangteliais. |pilkite 5 ul EGFR
teigiamos kontrolinés medziagos (PC) j teigiamos kontrolinés
medziagos mégintuvélius (PCR mégintuvéliai nr. 1-8). Turi bati
atliktas kiekvieno DNR méginio ir kontrolinis, ir visy mutacijy tyrimai.
ISsidéstymas pavaizduotas Lentelé 4.

I
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Lentelé 4. Kontrolinio ir mutacijy tyrimy iSsidéstymas

Kontrolés Méginio numeris
Tyrimas PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 9 17 25 33 41 49 57 65

1
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delecijos 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
6
7
8

G719X 14 22 30 38 46 54 62 70
S768lI 15 23 31 39 47 55 63 71
Intarpai 16 24 32 40 48 56 64 72

5. |statykite PGR mégintuvéliy juosteles j atitinkamas rotoriaus vietas ir
apziarékite, ar visuose mégintuvéliuose turiai vienodi.

Pastaba: jsitikinkite, kad perkeliant mégintuvéliy juosteles j rotoriy jos
nepersisuko.

6. Jei rotorius uzpildytas ne visas, j likusias vietas jstatykite uzdengtus
tuscius mégintuvélius.

7. Nedelsdami jdékite rotoriy j ,,Rotor-Gene Q 5plex HRM* instrumenta.
Isitikinkite, ar fiksuojamasis ziedas (,,Rotor-Gene Q" instrumento
priedas) yra uzdeétas ant rotoriaus, kad tyrimo serijos metu
meégintuvéliai baty pritvirtinti.

8. Kaip sukurti temperatiros profilj ir pradéti vykdymo seka, zr. , Rotor-
Gene Q“ instrumento nustatyma (zr. , Protokolas: , Rotor-Gene Q
EGFR" nustatymas*“, 21 psl.).

Lentelé 5. Ciklo parametrai
Ciklai Temperatura Laikas Duomeny gavimas
1 95°C 15 min. Néra
i 95°C 30 sek. Néra
60 °C 60 sek. Zalia ir geltona

9. Pabaige tyrimy serija, analizuokite duomenis pagal ,,EGFR mutacijy
duomeny analizé“, 33 ps|.l
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Protokolas: , Rotor-Gene Q EGFR* nustatymas

Sis protokolas nurodytas ,Protokolas: Méginiy jvertinimas®, 15 psl., ir
.Protokolas: EGFR mutacijy aptikimas*®, 18 psl.

Procedira

1. Sukurkite temperaturos profilj atlikdami toliau nurodytus veiksmus.

Pradinis ,hot-start” (karStojo paleidimo)
fermento aktyvinimas

Tyrimo serijos pradzia

Bendry tyrimo parametry nustatymas 1-3 pav.

DNR amplifikacija 5-7 pav.

Fluorescenciniy kanaly koregavimas 8-12 pav.

Toliau pateikti apibendrinti ciklo parametrai.

Lentelé 6. Ciklo parametrai

Ciklai Temperatura Laikas Duomeny gavimas
1 95 °C 15 min. Néra
40 95 °C 30 sek. Néra
60 °C 60 sek. Zalia ir geltona

Visy specifikacijy ieSkokite ,Rotor-Gene Q“ 2.0.2 versijos programinéje

jrangoje. Daugiau informacijos apie ,Rotor-Gene" instrumenty

programavimg ieskokite instrumento naudotojo vadove. lliustracijose Sie

nustatymai pateikiami pary$kintame juodame rémelyje.
2. Dukart spustelékite ,,Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2°

programinés jrangos piktogramg kompiuterio, sujungto su ,,Rotor-
Gene Q 5plex HRM* instrumentu, darbalaukyje. Pasirodziusiame
dialogo lange ,New Run® (Nauja tyrimy serija) pasirinkite skirtuka

y2Advanced” (ISpléstinis).

3. Norédami sukurti naujg Sablona, pasirinkite ,,Empty Run“ (Tus¢ia
tyrimy serija), tada spustelékite ,,New* (Nauja) ir jveskite ,,New Run

Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys).
4. Pasirinkite rotoriaus tipg 72-Well Rotor (72 Sulinéliy rotorius).

Patvirtinkite, kad fiksuojamasis zZiedas uzdétas, ir pazymeékite langelj
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,»Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis ziedas uzdeétas).
Spustelékite ,,Next“ (Testi) ( 1).

Mew Run Wizarnd §|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiatar Type
36-Well Rokor

ROt -
Rokar-Disc 100

Skip Wi | [~

1 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys).

5. |veskite operatoriaus varda. Jtraukite pastabas ir jveskite reakcijos
tarj 25. Patikrinkite, ar ,Sample Layout” (Méginio iSdéstymas) yra
»1,2,3...%. Spustelékite ,,Next” (Testi) (2).

New Run Wizard F§|

Thig bow dizplays
help oh elements in
the wizard. For help
oh an ikem, hover

Thiz screen dizplays mizcellaneous optiohz far the n. Complete the fields,
clicking Mest when pou are ready to move to the next page.

1 Operator : IQL"-\GEN I pour mouze over the
. : itern for help. You
otes an alzo chick on a

ombo box to display
elp about its
vailable zettings.

Reaction 2 =
Volume (L]

Sample Layout : |'|, 2,3 ﬂ

SkipWizard | << Back I Nestes 1) 4
e I ]

2 pav. Bendry tyrimo parametry nustatymas.

6. Kitame dialogo lange ,,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos
vedlys) spustelékite mygtuka ,,Edit Profile“ (Redaguoti profilj) (3) ir
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programuokite temperatiros profilj pagal paskesniuose veiksmuose
pateikta informacija.

Mew Run Wizard [‘S_(|

Temperature Profile : Click. this buttan to
edit the prafile
shown in the box
abiove.

1]

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm a] Edit
“ellow 530nm  555nm ]
Orange  585mnm  B10nm ] Edit Gain...
Red E2Bnm  BREOAm A
Crimgzon  630nm  7F10hp 7 Remove
HRM 4B60nm  510nm 7 Feset Dafaults
(3 ain D ptimization...

Skipwizard | <cBack | Mestss |

3 pav. Profilio redagavimas.

7. Spustelékite mygtuka ,,Insert after” (Jterpti po) ir pasirinkite , New
Hold at Temperature® (Naujas iSlaikymas esant temperatirai) (4).

1 Edit Profile 3
.8 H @

ety Open  Save As Help
The run will take approximately 0 second(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click. on a cycle below to modify it -

-Cycllng

Tt Melk

Copy of Current Step

4 pav. Pradinis inkubacijos Zingsnis esant 95 °C temperaturai.

I
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8. Pakeiskite ,,Hold Temperature* (ISlaikymo temperatiira) j 95 °C ir
,Hold Time“ (ISlaikymo laikg) j 15 min. Spustelékite mygtuka ,,Insert
After” (Jterpti po), tada pasirinkite ,New Cycling” (Naujas ciklas) (5).

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

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

Click on a cycle below ta modify it :

o

Insert before...

Mew Hold at Temperature

Remove

Mesw HRM Step

Hold Temperature ; e Copy of Current Step
1 Held Time : 15 mlns 0 |secs

5 pav. Pradinis inkubacijos Zingsnis esant 95 °C temperatirai.

9. Pakeiskite ciklo kartojimy skaiciy j 40. Pasirinkite pirmg zingsnj ir
nustatykite 95°C for 30 secs (95 °C — 30 sek.) (6).

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

The run will take approvimately 98 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run ta be performed :

Click ot a cycle below to madify it :

Hald Inzert after...
F_ bt
Remaove
1 This cycle repeatste{s].
Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

||Timed Step j

EAEr— I
0]
g 95°C for 30 secs 2
3 % 30 seconds
72 for 20 secs

Mot Acquiring

[~ Long Range

 Touchd B0°C for 20 secs
ouchdown  E—

6 pav. Ciklo Zingsnis esant 95 °C temperatirai.
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10. Pasirinkitve antra Zingsnj ir nustatykite 60 C for 60 secs (60 °C —
60 sek.). Siame zingsnyje jgalinkite duomeny gavimg pasirinkdami

mygtuk?® ,Not Acquiring® (Negaunama) (7).
1 Edit Profile
.8 W | e

ew Open  Save As Help
The run will take approzimately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed :

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 remove steps for this cycle.

Tirned St hd
" fmed atep N = 950C for 30 secs

1=

—

B0 seconds
Mot Acquiring T2°C for 20 secs
L. = Pt et
BOEC for B0 zecs /

7 pav. Ciklo zingsnis esant 60 °C temperatiirai.

11. Nustatykite Green (Zalia) ir Yellow (Geltona) gavimo kanalus
pasirinkdami mygtuka ,,>“, kad perkeltumeéte juos i$ ,,Available
Channels“ (Pasiekiamy kanaly) saraso. Spustelékite ,,OK* (Gerai) (8).

Same az Previous |[New Acquizition) j
Arquizition Configuration :
Ayallable Channels : Acquining Channgls :
M ame | Mame |

Crimzon
HRM
Orange
Fed

Ta acquire from a channel, select it fram the list in the [eft and click = To stop acquinng from a
chanrel, select it in the right-hand lizt and click <. To remove all acquisitions, click <<

Dye Chart »»

Dye Channel Selection Chart

JWDon't Acquire Help |

470nm | 510nm Fa L SYBR Green 1Y, Fluorescein, EvaGreend, Alewa Fluor 4384

“ellow [ 530nm [ 555600 JOE# WICY, HE=, TET, CAL Fluor Gold 540+, ' akima ‘v'ellaw-
Orange [ 585%nm 6106m RO, CAL Fluor Red B104, Cy3.5%, Texas Red, Alexa Fluor 565
E26nm | BEOnm Cy54', Quasar 6704, Alexa Fluor 5334
B30nm | 710hp Ouasarf05+, Alexa Fluor B0
460nm | 510nm S¥TO 9&, EvaGreen
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8 pav. Gavimas atliekant ciklo zingsnj esant 60 °C temperatirai.

12. Pazymeékite tre€ia zingsnj ir panaikinkite spustelédami mygtuka ,, -
Spustelékite ,,OK* (Gerai) (9).
W Edit Profile 3]
L @

ew T Open  Save s Help
The run will take approximately 135 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be perfarmed :

Click an a cycle belaw ta modify it :

Haold Inzert after...
Insert before. .

Remove
Thiz cycle repeats 40 | time(z).

Click on ane of the steps below to madify it, or press + or - to add and remave steps for this cycle.
|| Timed Step j I - I ity 2
on0 95°C for 30 secs

20 seconds

Acquiring to Cycling B

on Green

F20C for 20 secs
 LongR B0°C for B0 secs
ong Range

I~ Touchdown 1

9 pav. ISplétimo zingsnio pasalinimas.

13. Spustelékite mygtuka ,,Gain Optimisation“ (Gavimo optimizavimas)
(20).

Mew Run Wizard f'5_<|

Temperature Profils : This bow displays
help on elements in
the wizard, For help

ah &t item, hover
BOL mouse over the
iterm far help. 'ou
can alza click on a
combo bos bo display

help about itz

available zettingz.
Edit Profile ...

Channel Setup :

h ame | Source | D etector | Gain | Create New... |

Green 470nm  510nm ] Edit

rellaw B30nm  555nm 5

Orange  588nm BE10nm ] Edit Gain...

Red E2Bnm  BEOnm A

Crimson B80nm 710kp 7 Remove

HE M 460nm  510nm 7 Fiaset Defaults
1_. Gain Optimization. . I

skipwizard | <<Back | Memt»» |

10 pav. Gavimo optimizavimas.
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14. Spustelékite mygtuka ,,Optimise Acquiring“ (Optimizuoti gavima).
Rodomi kiekvieno kanalo nustatymai. Priimkite Sias numatytasias
abiejy kanaly reikSmes spustelédami ,,OK* (Gerai) (11).

Auto-Gain Optimisation Setup [ﬁ]

O ptimization :

g Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
% different gain levelz until it findz one at which the fluorescence levels are

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

Set temperature ta :II degrees,

Optimize Al I Optimize Acquiring I 1

[ Perforgmsaaas
A Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Chanrel Settings
Channel
I— Channel : Green Tube Position : 1 ﬁ e
. o =l ——
Hams Target Sample Range: B ;lFI up ta (10 ;IFl' E it
Acceptable Gain Fange: |10 ﬁ to (10 ﬁ emove
move o)l
D i e
| tanual... | Close | Help |

11 pav. Automatinis Zalio kanalo gavimo optimizavimas.
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15. Pazymeékite langelj ,,Perform Optimisation before 1st Acquisition*
(Atlikti optimizavima pries pirma gavimg), tada spustelékite mygtuka
»Close" (Uzdaryti) ir grjzkite j vedlj (12).

Auto-Gain Optimisation Setup §|

Optimization :
o Auta-Gain Optimization will read the Huarezence on the inzerted zample at
e different gain levelz until it findz one at which the fluorezcence levels are
acceptable. The range of fuarescence pou are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature o :II degrees.
O ptirnize All | O ptimize Acquinng |

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

Channel Settings :

' -] e |

M arne | Tube Pogition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | M ax Gain Edit.. |

Green 1 5F 10FI -10 10 Q

Yelow 1 GF 10FI A0 10 Bemove
Remowve Al

2
£

|
= | [ T

12 pav. Zalio ir geltono kanaly pasirinkimas.

16. Spustelékite ,,Next” (Testi), kad jraSytuméte Sablong atitinkamoje
vietoje, pasirinkdami ,,Save Template* (Jrasyti Sablona).
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17. Patikrinkite suvestine, tada spustelékite ,,Start Run“ (Pradéti tyrimy
serijg), kad jraSytumeéte tyrimy serijos failg ir pradétuméte tyrimy
serijg (13).

MNew Run Wizard

Surnmary :

Setting | Y alue

[Green Gain A

“rellow 3 ain a

Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Rotor F2fell Rotor

Sample Layout 1.2.3, ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

1

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Bun to Save Template
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13 pav. Tyrimo serijos pradZzia.

18. Prasidéjus tyrimy serijai pasirodo naujas langas, kuriame dabar
galite jvesti méginiy pavadinimus arba spusteléti ,,Finish* (Baigti) ir
jvesti juos veliau, tyrimo sekos vykdymo metu arba tyrimy sekai
pasibaigus pasirinke mygtuka ,,Sample“ (Méginys).

19. Pabaige tyrimy serija, analizuokite duomenis pagal atitinkama
protokola.

B Meéginio jvertinimg zr. ,Méginiy jvertinimo duomeny analizé“, 30 psl.

B Mutacijy analize zr. ,EGFR mutacijy duomeny analizé”, 33 psl.

I
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Rezultaty aiskinimas

AC+ analizés metodas

,Scorpions” realiojo laiko tyrimuose naudojamas toks PGR cikly skaiCius, kiek
reikia norint nustatyti, ar fluorescencinis signalas yra didesnis uz foninj signala.
Tai parodo reakcijos pradzioje esanciy tiksliniy molekuliy skai€iy. Momentas,
kurio metu signalas iSsiskiria i$ foninés fluorescencijos, vadinamas ,ciklo
slenksciu“ (Cy).

Meginio AC+ reikSmés apskaicCiuojamos kaip skirtumas tarp mutacijos tyrimo
C+ ir kontrolinio tyrimo C+ i$ to paties méginio.

AC+ = mutacijos Ct — kontrolinés medziagos Ct

Pastaba: Méginiai klasifikuojami kaip turintys mutacijy, jei jy ACt reikSmeé yra
mazesné nei Sio tyrimo kritinés ribos AC+t reikSmé. Jei reikSmé yra didesné,
meéginyje gali bati mazesnis mutacijy procentas, nei galima aptikti naudojant
rinkinj (uz tyrimo riby), arba meéginyje néra mutacijy.

Pastaba: Mutacijos Ct reikSmeés, lygios 40 arba didesnés, bus laikomos
neigiamomis arba esanciomis uz rinkinio riby.

Naudojant ARMS pradmenis, kai kurie pradmenys gali bGti neveiksmingi, todél
DNR, kurioje néra mutacijos, foniné C; reikSmé gali bati nustatoma labai vélai.
Visos foninés amplifikacijos AC+ reikSmés bus didesnés negu kritinés ribos
AC+ reik8més, todél méginys bus laikomas kaip neturintis mutacijos.

Meéginiy jvertinimo duomeny analizé

Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis pagal toliau pateiktg procedirg.

Programinés jrangos analizés nustatymai

1. Atidarykite atitinkama faila naudodami , Rotor-Gene Q" serijos
programinés jrangos versija 2.0.2 arba naujesne.

2. Patikrinkite, ar méginiai suzymeti.

3. Kiekvieno detektoriaus / kanalo neapdorotos medziagos kanalo
puslapyje spustelékite ,,Options“ (Parinktys) ir jveskite , Crop start
cycles” (Panaikinti pradinius ciklus). Puslapio skirtuke ,Remove data

before cycle” (Pasalinti duomenis pries ciklg) jveskite 15 ir
spustelékite ,,OK"” (Gerai).

4. Spustelékite ,,Analysis“ (Analize). Analizés puslapyje spustelékite
,Cycling A (from 15), Yellow*“ (A Ciklas (iS 15), geltona) ir patikrinkite
HEX kanalg.

5. Patikrinkite, ar pazymeétas ,,dinaminis mégintuvélis“. Spustelékite
»olope correct” (Teisingas nuolydis) ir ,,Linear scale” (Linijiné skalé).

6. Nustatykite slenksc¢io reikSme 0,02 ir patikrinkite HEX C reikSmes.

7. Analizés puslapyje spustelékite ,,Cycling A (from 15), Green*
(A Ciklas (is 15), zalia), kad perziuarétuméte FAM kanala.
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8. Turi buti pazymétas dinaminis mégintuvélis. Spustelékite ,,Slope
correct” (Teisingas nuolydis) ir ,,Linear scale” (Linijiné skalé).
9. Nustatykite slenksc¢io reikSme 0,075 ir patikrinkite FAM Ct reikSmes.

Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis, kaip aprasyta toliau.

B Neigiamos kontrolinés medziagos: norint jsitikinti, kad yra neSabloninis
uzterSimas, NTC zaliame (FAM) kanale neturi generuoti mazesnés nei 40
C+ reikSmés. Svarbig informacijg apie neSabloninés kontrolinés
medziagos (NTC) kreives zr. ,Duomeny aiSkinimo pastabos*, 38 psl.
Norint uztikrinti tinkama tyrimy serijos nustatyma, NTC turi rodyti
amplifikacijg 31-37 geltoname (HEX) kanale.

Jei amplifikacija zaliame kanale yra teigiama ir (arba) geltono signalo
amplifikacija yra uz 31-37 diapazono riby, méginio rezultatg reikia
atmesti.

B Teigiama kontroliné medziaga: EGFR teigiama kontroliné medziaga
(PC) turi pateikti kontrolinio tyrimo C+ reikSme (FAM kanalas)
26,26—30,95 diapazone. Tyrimy serija, kurios Ct reik§mé nepatenka j §j
diapazong, rodo tyrimo nustatymo problema, o tyrimy seka reikia laikyti
nepavykusia. Jei teigiamos kontrolinés medziagos tyrimo reikSmé C; yra
26,26—-30,95 (2 egzonas, FAM), o vidinés kontrolinés medZiagos reikSmé
C+t (HEX) nepatenka j 31-37 diapazong, analize teskite.

Pastaba: méginio duomeny naudoti negalima, jei nepavyko kuri nors i$ dviejy
kontroliniy medziagy tyrimy serijy.

Jei abi tyrimy sekos galioja, visos meéginio Ct reikSmés turi patekti j 23-30,69
diapazong zaliame (FAM) kanale. Toliau pateikiamos rekomendacijos, jei
meéginio reikSmeé nepatenka | §j diapazong.

B <23 méginio kontrolinio tyrimo C+: Méginiai, kuriy kontrolinés
medziagos C+ reikSmé yra < 23, perkraus mutacijos tyrimus, todél juos
reikia atskiesti. Noredami perzitréti kiekvieng nedidelio lygio mutacijg, per
daug koncentruotus meéginius atskieskite taip, kad jy reikSmés patekty |
ankscCiau nurodytg diapazona, ir praskiedus per puse Cr padidéty 1.

M 30,69-37 méginio kontrolinio tyrimo C+: aiSkinkite atsargiai, nes labai
nedidelio lygio mutacijos gali bati neaptinkamos.

B 37-40 méginio kontrolinio tyrimo C+: aiSkinkite atsargiai, nes
aptinkamos tik labai didelio lygio mutacijos.

B > 40 méginio kontrolinio tyrimo C;: méginyje nepakankamas kiekis
DNR analizei atlikti.
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Pastaba: jei méginys negeneruoja C+ (t. y. Ct > 40), tai gali bati dél
inhibitoriaus poveikio, tyrimo nustatymo klaidos arba néra amplifikuojamos
EGFR DNR.

B 31-37 vidinés kontrolinés medziagos C+: néra amplifikuojamos EGFR
DNR.

B Vidinés kontrolinés medziagos C; reik§mé nepatenka j 31-37
diapazona: Tai gali rodyti tyrimo nustatymo klaidg arba inhibitoriaus
buvima. Inhibitoriaus efektg jmanoma sumazinti méginj skiedziant, taCiau
tuomet praskiedziama ir DNR.

Neigiamos Kontrolinés
medziagos FAM Cr
reikSme

Meéginio kontrolinés
medziagos FAM Cr
reikSme

Patikrinkite duomeny
aiskinima 30 psl., ar
néra Svelninanciy
tyrimy serijos salygy

Ar Kontrolinés
medziagos tyrimo

Optimalus méginys

Ar FAM C+ TAIP p{  mutacijy analizei

FAM C; reikSmés iketi
patenka j 23,0— atlikti
30.69 diapazona?
NE o h
Svelninantios tyrimy serijos, Sugvelninimy néra NE
salygos v
’ Méginj reikia
Ar HEX Cr TYRIMY SERIJA Ar FAM Cr gskizsti
patenka j 31-37 NE NEPAVYKO < 23,007 TAIP P
diapazong? "
NE
TAIP
Neigiama Ar FAM Cr Mutacijy rezultatus

kontroliné

TAIP > vertinti reikia atsargiai
medziaga tinkama

reikSmés patenka
| 30,69 — 37,00

diapazona?

NE

Mutacijy
TAIP P rezultatus vertinti
reikia atsargiai

Teigiamos kontrolinés
medziagos FAM Cr
reikSme

Ar FAM Cr
reikSmés patenka
i 37,00-40.00
diapazona?

Meéginyje gali nebiiti

amplifikuojamos DNR arba
gali biiti inhibitoriy.

TYRIMU SERIJA
NE ) NEPAVYKO

Ar Kontrolinés
medziagos FAM Cr
reikSmés patenka |
26,26-30,95
diapazona?

AIP
h 4

Teigiama kontroliné
medziaga tinkama Teskite méginio
analize

14 pav. Méginiy jvertinimo analizés darby eiga.
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EGFR mutacijy duomeny analizé

Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis pagal toliau pateiktg proceddrg.

Programinés jrangos analizés nustatymai

1. Atidarykite atitinkama faila naudodami ,,Rotor-Gene Q" serijos
programinés jrangos versija 2.0.2 arba naujesne.

2. Patikrinkite, ar méginiai suzymeti.

3. Kiekvieno detektoriaus / kanalo neapdorotos medziagos kanalo
puslapyje spustelékite ,,Options* (Parinktys) ir jveskite , Crop start

cycles” (Panaikinti pradinius ciklus). Puslapio skirtuke ,Remove data

before cycle” (Pasalinti duomenis pries ciklg) jveskite 15 ir
spustelékite ,,OK" (Gerai).

4. Spustelékite ,,Analysis“ (Analizé). Analizés puslapyje spustelékite

»Cycling A (from 15), Yellow*“ (A Ciklas (iS 15), geltona) ir perziturékite

HEX kanala.
5. Patikrinkite, ar pazymeétas ,,dinaminis mégintuvélis®. Spustelékite
»olope correct” (Teisingas nuolydis) ir ,,Linear scale” (Linijiné skalé
6. Nustatykite slenks¢io reikS8me 0,02 ir patikrinkite HEX C+ reikSmes.
7. Analizés puslapyje spustelékite ,,Cycling A (from 15), Green*
(A Ciklas (is 15), zalia), kad perziarétuméte FAM kanala.
8. Patikrinkite, ar pazymeétas ,,dinaminis mégintuvélis“. Spustelékite
»olope correct” (Teisingas nuolydis) ir ,,Linear scale” (Linijiné skalé

)-

).

9. Nustatykite slenks¢io reikSme 0,075 ir patikrinkite FAM Ct reikSmes.

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé:
Zr. schema , Tyrimo kontrolinés medziagos analizé“, esandig 15.
B Neigiamos kontrolinés medziagos: norint jsitikinti, kad yra neSablonin

is

uzterSimas, NTC Zaliame (FAM) kanale neturi generuoti mazesnés nei 40

C+ reik8més. Svarbig informacijg apie neSabloninés kontrolinés
medziagos (NTC) kreives zr. ,Duomeny aiSkinimo pastabos*, 38 psl.
Norint uztikrinti tinkama tyrimy serijos nustatyma, NTC turi rodyti C+
amplifikacijg 31-37 geltoname (HEX) kanale.

Jei amplifikacija zaliame kanale yra teigiama ir (arba) geltono signalo
amplifikacija yra uz 31-37 diapazono riby, meéginio rezultatg reikia
atmesti.

B Teigiama kontroliné medziaga: EGFR teigiama kontroliné medziaga
(PC) turi pateikti kontrolinio tyrimo C+ reikSme 26,26—30,95 diapazone.
Tyrimy serija, kurios Ct reikSmé nepatenka j §j diapazong, rodo tyrimo
nustatymo problema, o tyrimy sekg reikia laikyti nepavykusia. Jei
teigiamos kontrolinés medziagos tyrimo reikSmé C+ yra 26,26—30,95
(2 egzonas, FAM), o vidinés kontrolinés medziagos reikSmeé Ct (HEX)
nepatenka | 31-37 diapazonag, analize teskite.
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Apskaiciuokite kiekvieno mutacijy tyrimo AC+ reikSme, kaip parodyta, ir
jsitikinkite, kad mutacijos ir kontrolinés medziagos C+ reikSmés yra is$
teigiamos kontrolinés medziagos:

AC+ = mutacijos Ct — kontrolinés medziagos C+

EGFR teigiamos kontrolinés medziagos (PC) AC+ reikSmeés turi neperzengti
Lentelé 7 pateikiamy reikSmiy.

Lentelé 7. Numatytosios teigiamos kontrolinés medziagos AC; reikSmés*

Tyrimas Te.igvian_ms kontrolinés medziagos AC+
reikSmeé
T790M nuo —2,88 iki 3,01
Delecijos nuo —6,71 iki 4,16
L858R nuo —2,41 iki 0,90
L861Q nuo —4,61 iki 1,48
G719X nuo -2,89 iki 1,03
S768I nuo —3,37 iki 2,31
Intarpai nuo —2,93 iki 1,28

* JRotor-Gene Q" programiné jranga (2.0.2)

Pastaba: méginio duomeny naudoti negalima, jei neigiamos arba teigiamos
kontrolinés medziagos tyrimy seka nepavyko.
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Patikrinkite duomeny
aiskinimg 33 psl., ar
néra Svelninanciy tyrimy
serijos salygy

Neigiamos kontrolinés
medziagos FAM Cr
reikSme

Ar FAM Cr
<40?

Susvelninimy néra
TAIP

——  Svelninangios tyrimy
serijos salygos

L . Ar HEX Cr
Neigiama kontroliné ! TYRIMU SERIJA
<. . <-TAIP patenka j 31,00— NE »
medziaga tinkama 37,00 b NEPAVYKO
diapazona?

Ar kontrolinés
medziagos FAM Cr

Ar T790M FAM Ar delecijos FAM

Teigiamos kontrolinés

L megintuvelis ACr mégintuvélis ACr mégintuveélis
medziages FAMCT patenka j 26,26— TAIP atTenka j-2.88— TAIP atTenka j-6,71—
reikimé / /ACy reikdme  / i P L& P L

/ 30,95 diapazonag? 3,01 diapazong?

4,16 diapazong? -
, g

NE NE NE
\ 4 h 4
TYRIMUY SERIJA TYRIMU SERJA TYRIMU SERIJA
NEPAVYKO NEPAVYKO NEPAVYKO
A A
NE NE NE

Ar L858R FAM
ACr mégintuveélis
N patenka j -2.41—

. 0,90 diapazong?

Ar G719X FAM
ACr mégintuvélis
patenka j -2,89— G
1,03 diapazong? _/"

//

Ar L861Q FAM
ACr mégintuvélis
patenka j -4,61—
1,48 diapazong?

Ar 57681 FAM
ACr mégintuvélis
patenka j -3,37—
2,31 diapazong? _~

NE

v

TYRIMU SERIJA
NEPAVYKO

TAIP

NE Ar intarpy FAM
ACr mégintuvélis
patenka j -2,93—

1,28 diapazong?

) Teigiama kontroline Teskite méginio analiz
i medziaga fkama

15 pav. Tyrimo kontrolinés medziagos analizés darby eiga.

Méginio analizeé:
Méginio kontrolinés medziagos FAM C reikSmé

TAIP

Jei abi tyrimy sekos galioja, visos méginio kontrolinés medzZiagos C reikSmeés

turi patekti j 23—30,69 diapazong Zaliame kanale. Zr. schemg ,Méginio

analizé®, esancig 16.
B <23 méginio kontrolinio tyrimo C+: Méginiai, kuriy kontrolinés

medziagos C+ reikSmé yra < 23, perkraus mutacijos tyrimus, todél juos
reikia atskiesti. Noredami perzidréti kiekvieng nedidelio lygio mutacijg, per
daug koncentruotus meéginius atskieskite taip, kad jy reikSmés patekty |

ankscCiau nurodytg diapazong, ir praskiedus per puse C+ padidéty 1.

M 30,69-37 diapazono méginio kontrolinio tyrimo C+: aiSkinkite atsargiai,

nes labai nedidelio lygio mutacijos gali bati neaptinkamos.

B 37-40 diapazono méginio kontrolinio tyrimo C+: aiSkinkite atsargiai,

nes aptinkamos tik labai didelio lygio mutacijos.

B > 40 méginio kontrolinio tyrimo C;: méginyje nepakankamas kiekis

DNR analizei atlikti.
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Pastaba: Jei méginio FAM C+ reik8mé yra nuo 23 iki 37, vidinés kontrolinés
medziagos vertinti nereikia.

Pastaba: jei meginys negeneruoja C+ (t. y. Ct > 40), tai gali bati dél
inhibitoriaus poveikio, tyrimo nustatymo klaidos arba néra amplifikuojamos
EGFR DNR.

B 31-37 vidinés kontrolinés medziagos C+: Tyrimas veikia tinkamai,
taCiau néra amplifikuojamos EGFR DNR.

M Vidinés kontrolinés medziagos C; reik§mé nepatenka j 31-37
diapazona: Tai gali rodyti tyrimo nustatymo klaidg arba inhibitoriaus
buvima. Inhibitoriaus efektg jmanoma sumazinti méginj skiedziant, taCiau
tuomet praskiedziama ir DNR.

Pastaba: Jei mutacijy tyrimo FAM reakcija negeneruoja C+ reikSmés, o vidinés
kontrolinés medziagos reakcijos generuoja C+ reikSme, kuri nepatenka j 31-37
diapazong, duomenis reikia atmesti, nes gali bati inhibitoriy, kurie rodys
klaidingai neigiamus rezultatus. Atskiedus méginj galima sumazinti inhibitoriy
efektg, bet DNR taip pat bus atskiesta.

Skiesti méginj Al =T
< Meglru re_lkla ¢ TAIP
skiesti
Mégll.lio kontrolinés Ar kontrolinés ArFAM Cr
medziagos FAM Cr medziagos tyrimo NE < 23,007
reiksme FAM Cr reik$meés
patenka j 23,0—
30,69 diapazona? ]
Meéginio vidinés kontrolinés Mumﬂ__ll{ _l‘ezylt_atus
medziagos mutacijy tyrimo HEX vertinti r?l!(la NE
TAIP Cr reiksmes atsargiai

TAIP

Ar FAM Cr
reikSmés patenka j
30,69 — 37,00

Ar mutacijy FAM

L . Cr reikSmeés . . N 5
Meéginio mutacijy patenka j 00,00— NE - k(/)\l:lzﬁ:xécg;;;;:e; diapazong?
o kames 40,00 diapazona? HEX Cy roikémés NE
reiksmes T
patenka j 31-37

diapazona?

Y v_ v

Teigiamos FAM amplifikacijos - m
mégintuvélis Megmys Muta_cuu,
netinkamas neaptikta

Ar FAM Cr
reik§més patenka
i 37,00-40,00
diapazong?

Apskaiciuokite ACy reikdmes || Még.ifll}’je gali nebiiti
kiekvienos mutacijos: amplifikuojamos DNR
Cr = mutacijos Cr — kontrolinés arba gali buti
medziagos Cr inhibitoriu.

reikSmémis pagal mutacijg.

Palyginkite ACr reikSmes su kritinés ribos|
[ Zr. vadove 8 lentele, 37 psl. j|

Ar yra tyrimo ACr reik$miy
nurodytame ACr
diapazone?

NE Mutacijy
neaptikta

TAIP

v

Aptikta mutacijy tyrimo EGFR
mutacijy

16 pav. Mutacijy analizés schema.
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Méginio mutacijy tyrimo FAM C; reikSmé

Visy septyniy mutacijy reakcijy miSiniy FAM reikSmes reikia patikrinti pagal
Lentelé 8 pateiktas reikSmes.

Lentelé 8. Priimtinos meéginio mutacijy reakcijos reikSmés (FAM)*

Tyrimas Pr_iimtinas Cr Kritinés_; rvibo_s AC+
diapazonas reikSmé
T790M 15,00-40,00 6,38
Delecijos 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
Intarpai 15,00-40,00 7,91

*Priimtinos reikSmés yra patenkancios j diapazona, jskaitant nurodytas reikSmes.

B Jei FAM Cy patenka j nurodytg 15,00—40,00 diapazong, FAM amplifikacija
teigiama.

B Jei FAM C; nepatenka j nurodytg diapazong arba amplifikacijos néra,
FAM amplifikacija neigiama.

Apskaiciuokite kiekvieno mutacijy meéginio, rodancio teigiamg amplifikacija,
AC+ reikSme, kaip parodyta, ir jsitikinkite, kad mutacijos ir kontrolinés
medziagos C+ reikSmés yra iS to paties méginio.

AC+ = mutacijos Ct — kontrolinés medziagos Ct

Palyginkite méginio Ct reikSme su analizuojamo tyrimo kritinés ribos reikSme
(Lentelé 8) ir jsitikinkite, kad kiekvienam tyrimui taikomas tinkamas kritinés
ribos taskas.

Kritinés ribos taskas yra taskas, kurio signalas gali bati teigiamas dél laukinio
tipo DNR ARMS pradmens foninio signalo. Jei méginio AC+ reikSme yra
didesné nei kritinés ribos tasko reikSme, jis klasifikuojamas kaip ,mutacija
neaptikta“ arba neaptinkamas naudojant §j rinkinj. Jei méginio reikS§mé yra ties
kritinés ribos tasko reikSme arba mazesneé uz jg, meéginys klasifikuojamas kaip
teigiamas ir turintis tokiu tyrimu aptinkamy mutacijy.

Pastaba: Méginius, kuriuose nerodomos FAM mutacijos Cr, reikia jvertinti
atsizvelgiant j vidinés kontrolinés medziagos (HEX) C+ reikSmes, kad galima
baty nustatyti, ar mutacija neaptikta, ar tyrimas negalioja. Jei HEX C+ reikSmé
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yra nuo 31 iki 37, mutacija neaptikta. Jei HEX C+ reikSmé nepatenka j 31-37
diapazong, meéginys negalioja.

Apibendrinant, pagal toliau nurodytus kriterijus bus nustatyta visy méginiy
kiekvienos reakcijos busena: mutacija aptikta, mutacija neaptikta arba
negaliojanti.

B Mutacija aptikta: FAM amplifikacija teigiama, o ACt reikSmé yra ties
kritinés ribos reikSme arba mazesné. jei aptinkamos kelios mutacijos,
visas galima jtraukti j ataskaita.

B Mutacijy neaptikta:

FAM amplifikacija teigiama, o ACt reikSmé yra didesné uz kritinés ribos
reikSme.

FAM amplifikacija neigiama, o HEX (vidinés kontrolinés medZzZiagos)
amplifikacija teigiama.

B Negalioja:
FAM amplifikacija neigiama, o HEX amplifikacija netenkina specifikacijy.

Duomeny aiskinimo pastabos

Linijiné amplifikacija

Batina patikrinti visy reakcijy ,Rotor-Gene Q" kreives. Kartais fluorescencinio
signalo padidéjimas matomas NTC ir neigiamy medzZiagy méginiuose. Jei taip
atsitinka ir gaunama Cy reikSme, naudotojui reikia atskirti tikros amplifikacijos
atvejj, kuris parodo tarSg NTC, ir linijinj fluorescencijos padidéjima, kurj gali
sukelti fluorescencijos artefaktas.

NTC analize

17-18 pav. pateikti du NTC méginiy veikimo pavyzdziai. 17 matoma nelinijiné
(tikra amplifikacija), sukelta méginio tar$os. Sig tyrimy serijg reikia atmesti ir
méginius tirti pakartotinai. 18 matoma linijiné amplifikacija NTC. Tokiu atveju
reikia tirti tikrg fluorescencijg. Atitinkama tikros fluorescencijos kreivé matoma
19, rodanciame linijinj fluorescencijos padidejima, o ne tikros amplifikacijos
jvykj. Sios tyrimy serijos duomenis galima naudoti, jei teigiamy ir vidiniy
kontroliniy medziagy reakcijos tinkamos. 19 ir 20 palyginimas rodo tikrus
fluorescencijos duomenis, jvykus tikrai amplifikacijai. Tokiu atveju duomenis
reikia atmesti ir méginius tirti pakartotinai, nes tai nurodo esant tarsa.
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20 pav. Tikros fluorescencijos duomenys, rodomi NTC Sulinélyje jvykus tikrai
amplifikacijai.
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Méginiy analizé

21-22 pav. pateikti du amplifikacijos pavyzdziai méginiy reakcijose. Tikros
amplifikacijos pavyzdys tyrimy serijos méginio Sulinélyje matomas 21. Jei
tyrimy serija parodo §j riestinés amplifikacijos kreivés tipg, tai yra tikra
amplifikacija. Sios tyrimy serijos duomenis galima naudoti, jei teigiamy ir
vidiniy kontroliniy medziagy reakcijos tinkamos.

ik

05 Kreivés,
rodancios
0s <— tikrg
. amplifikacijg
§U4
03 /
¥

oz

a1

Threshald

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

21 pav. Tikra amplifikacija analizuojamos tyrimy serijos méginio Sulinélyje.

Linijinés amplifikacijos meéginio reakcijoje pavyzdys parodytas 22. Tokiu atveju
reikia tirti tikros fluorescencijos duomenis. Atitinkama tikros fluorescencijos
kreivé (23) rodo, kad 22 matomas linijinis padidéjimas atitinka linijinj tikros
fluorescencijos padidéjimg ir néra tikra amplifikacija. Sékmingai patikrinus
teigiamas ir vidines kontrolines medziagas, Siy tyrimy serijy méginio rezultatus
galima naudoti su sglyga, kad tokia linijiné amplifikacija vadinama ,ne C".

I
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Trik€iy salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali padéti alinant atsiradusias triktis. Daugiau
informacijos rasite musy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje
.Frequently Asked Questions* (dazniausiai uzduodami klausimai) adresu
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techniniy tarnyby mokslininkai
visada mielai atsako j klausimus apie Siame vadove pateiktg informacijg ir
protokolus arba apie méginiy ir tyrimy technologijas (kontaktiné informacija
pateikta virSelyje ir svetainéje adresu www.giagen.com).

Pastabos ir pasitalymai

Jokio signalo naudojant EGFR teigiamas kontrolines medziagas (PC)
fluorescenciniame kanale , Cycling Green*

a) PGR duomeny analizei Duomeny analizei pasirinkite ,Cycling Green*

pasirinktas fluorescencinj kanalg analitinei EGFR PGR ir
fluorescencinis ,Cycling Yellow® fluorescencinj kanalg — vidinés
kanalas neatitinka kontrolinés medziagos PGR.
protokolo

b) Neteisingas ,Rotor- Palyginkite temperataros profilj su protokolu ir,
Gene" instrumento jei neteisingas, pakartokite tyrimy serija.

temperaturos profilio
programavimas

c) Neteisinga PGR Patikrinkite savo darbo veiksmus naudodami
konfiglracija lasinimo pipete schema ir, jei reikia, pakartokite
PGR.

d) Vieno ar keliy rinkinio  Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir
komponenty laikymo tinkamumo laikg (zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,
salygos neatitiko naudokite naujg rinkin;.
nurodymy, pateikty
.Reagenty laikymas ir
naudojimas” (12 psl.).

e) Baigeési ,therascreen Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir
EGFR RGQ PCR Kit*  tinkamumo laikg (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,
tinkamumo laikas naudokite naujg rinkin;.
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Pastabos ir pasitalymai

Signalai naudojant neigiamas kontrolines medziagas analitinés PGR
fluorescenciniame kanale , Cycling Green*

a) PGR ruoSimo metu Pakartokite PGR, naudodami naujus reagentus
atsirado tarsa kartotiniam tyrimam.
Jei galima, jdéje reikiama tirti méginj, iS karto
uzdarykite PGR mégintuvélius.

Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai blty
reguliariai dezinfekuojami.

b) Ekstrahavimo metu Pakartokite tiriamo méginio ekstrahavimg ir
atsirado tarsa PGR, naudodami naujus reagentus.

Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty
reguliariai dezinfekuojami.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
.therascreen EGFR RGQ PCR Kit" partija iSbandoma pagal nustatytas
specifikacijas, siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe.

Apribojimai
Produkto rezultatai turi bati interpretuojami susijusiy klinikiniy ir laboratoriniy
duomeny kontekste, o nustatant diagnoze nenaudojami be konteksto.

Produktg turi naudoti tik personalas, specialiai apmokytas atlikti in vitro
diagnostines proceduras ir dirbti su ,Rotor-Gene Q" instrumentais.

Analitinio patvirtinimo tyrimai naudojant Zzmogaus DNR meéginius, iSskirtus iS
formalinu fiksuoty parafine esanciy auglio meginiy.

Produktg numatyta naudoti tik su ,Rotor-Gene Q“ realiojo laiko PGR cikly
valdikliu ,.5plex HRM Series*.

Siekiant uZztikrinti optimalius rezultatus reikia grieztai laikytis ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* vadovo nurodymy. Nerekomenduojama skiesti reagenty
kitaip, nei nurodyta Siame vadove, nes gali sumaZzéti jy veiksmingumas.

Pries atliekant meéginio analize su ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* svarbu
jvertinti méginio DNR kiekj ir kokybe. Papildomas kontrolinés reakcijos miSinys
(Ctrl) pateikiamas siekiant nustatyti, ar C reikSmé yra tinkama tyrimui.
Absorbcijos rodmeny negalima naudoti, nes jie nesusije su C reikSmémis
fragmentuotuose DNR meéginiuose.
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Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy
komponenty etikeCiy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti
negalima.

Efektyvumo charakteristikos

Kritinés ribos

171 FFPE meginiai buvo tirti naudojant pagal NCCLS EP17-A (2004)
rekomendacija parengtg metoda. Rinkinio kritinés ribinés reikSmeés buvo
nustatytos pagal 159 méginiy duomenis. Nustatytas kontrolinés reakcijos C+

diapazonas nuo 23,00 iki 30,69 C. Nustatytos ribinés reikSmés pateiktos
8 lenteléje.

Aptikimo riba (LOD)

Siekiant nustatyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* LOD, sumaiSius sintetine
mutavusig DNR su laukinio tipo genomine DNR buvo sudarytas meginiy
rinkinys, skirtas modeliuoti kiekvienos iS 29 mutacijy procento diapazong.
Kiekvieno tyrimo LOD apibréziamas kaip mutacijy procentas, kai naudojant
.therascreen EGFR PCR RGQ Kit" buvo aptikta 95 % pakartojimy. LOD
reikSmés pateiktos Lentelé 9. Sudétiniuose tyrimuose, kai aptinkamos kelios
mutacijos (G719X, delecijos ir intarpai), nurodoma didziausios LOD reakcija.

Lentelé 9. Kiekvieno i$ septyniy EGFR mutacijy tyrimy LOD

Mutacija Aptinkamy mutacijy procentas (%)
T790M 7,02
Delecijos 1,64
L858R 1,26
L861Q 0,50
G719X 5,43
S768I 1,37
Intarpai 2,03
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Tikslumas

Siekiant nustatyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* tikslumg, sumaiSius
sintetine mutavusig DNR su laukinio tipo genomine DNR buvo sudarytas
méginiy rinkinys, skirtas modeliuoti kiekvieno i§ septyniy mutacijy tyrimy Zzema
mutacijy procento lygj. Tikslumas buvo nustatytas tiriant méginius vienoje
laboratorijoje, naudojant keliy partijy rinkinius, tyrimg atliko keli operatoriai,
tyrimy serijos buvo atliekamos kelias dienas, atliekant du kiekvieno meéginio
pakartojimus. Gauta variacija, jvertinus standartinj nuokrypj nuo variacijos
komponenty analize, buvo mazesné nei 1 AC+ ir gali bati naudojama vertinant
tikslumg (Lentelé 10).

Lentelé 10. Laboratoriniy tyrimy rezultatai*

Tyrimas Tei_giamo mutacijos .Stan.da}rtinio nuokrypio
tyrimo procentas jvertinimas (AC+)
T790M 100% 0,33
Delecijos 100% 0,40
L858R 100% 0,45
L861Q 100% 0,49
G719X 97,9% 0,59
S768l 97,9% 0,31
Intarpai 97,9% 0,38

* iStirti 93 kiekvienos mutacijos pakartojimai.

Atkartojamumas

Atkartojamumas buvo nustatytas tiriant didelio lygio mutacijy meéginius laukinio
tipo genominés DNR fone trijose laboratorijoje, naudojant keliy partijy
rinkinius, tyrimg atliko keli operatoriai, tyrimy serijos buvo atliekamos kelias
dienas, atliekant du kiekvieno méginio pakartojimus. Visy septyniy mutacijy
tyrimy 96,1-100 % mutavusios DNR meéginiy istirti kaip teigiamos mutacijos.
Laukinio tipo méginiai visuose tyrimuose, atliktuose visuose laboratorijose,
buvo neigiamos mutacijos.

Jvesties DNR koncentracijos poveikis

Siekiant nustatyti jvesties DNR koncentracijos kitimo poveikj nhaudojant
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* gautiems LOD artimiems rezultatams, visy
29 mutacijy méginiy rinkinys buvo sukurtas sumaisius sintetine mutavusig
DNR su laukinio tipo genomine DNR, kad galima buty sukurti Zemo, vidutinio ir
auksto bendros jvesties DNR lygio meéginius.
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Aukstas ir zemas jvesties DNR lygio méginiai skirti nurodyti kontrolinio tyrimo
C+ reikSmiy diapazong (nuo 23,50 iki 29,50).

Jvesties DNR duomeny rinkinio (29 mutacijos, kai koncentracijos artimos LOD,
trijuose skirtinguose jvesties DNR lygiuose) jvertinimas pateiké 95,44 %
teigiamy mutacijy rodiklj.

Sie duomenys rodo, kad kintamas jvesties DNR lygis darbiniame tyrimo
diapazone neturi jtakos méginio AC+ arba mutacijy jvertinimui.

Trukdanéios medziagos

Buvo tirtas komponenty, kurie apdorojant FFPE meéginius potencialiai gali bati
pernesti is ,,QIAGEN® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit*, poveikis rinkinio
veikimui.

Naudojamos didziausios jmanomos (,blogiausio atvejo“) formalino, parafino,
ksileno, etanolio, ATL buferio, proteinazés K, AL buferio, AW1 plovimo buferio
ir AW2 plovimo buferio koncentracijos (tariant, kad po ekstrakcijos rinkinio
protokolo plovimo ir gryninimo Zingsniy komponento koncentracija sumazéjo
1 log).

Tirti trigubos LOD méginiai ir gerokai aukStesnis mutacijy lygis, kad buty
uztikrintas potencialaus trukdymo aptikimas.

Potencialiu trukdymu laikytas = 3 AC+ standartiniy nuokrypiy (paimty i$
tikslumo tyrimy) skirtumas tarp ,tyrimo“ ir ,kontrolinés“ medziagos (t. y.
medziagos be trukdanciy medziagy).

Né vienos i$ jvertinty potencialiai trukdanciy medziagy AC+ nepakito = 1
standartinj nuokrypj lyginant su kontrolinémis medziagomis.

Literatura

QIAGEN palaiko didele atnaujinamg internetine moksliniy publikacijy apie
QIAGEN produkty utilizavimg duomeny baze. Visapusés paieSkos parinktys
leis Jums rasti reikiamus straipsnius, ieSkant tiesiog pagal raktinj zodj arba
nurodant pritaikymo sritj, moksliniy tyrimy sritj, pavadinimg ir kt.

Norédami pamatyti visg literatliros sgrasa, apsilankykite internetinéje QIAGEN
literatiros duomeny bazéje adresu www.qgiagen.com/RefDB/search.asp arba
kreipkités j QIAGEN technines tarnybas ar vietinj platintoja.
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Simboliali

V Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> testams
<N> atlikti

E Tinka iki

IVD .In vitro* diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Serijos numeris

s &

Medziagos numeris

COMP Komponentai

CONT Sudétyje yra

Numeris

NUM

Jq/ Temperatlros apribojimai
‘ Gamintojas
Hi

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite masy
techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite
tel. 00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng i§ misy QIAGEN techninio
aptarnavimo skyriy ar vietiniy pardaveéjy (zr. galinj virSelj arba apsilankykite
www.giagen.com).
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Priedas: Informacija apie mutacijas

COSMIC ID paimti i$ ,,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer® (Somatiniy
vézio mutacijy katalogo) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Lentelé 11. Mutacijy ir COSMIC ID sarasas.

Mutacija Egzonas Bazinis pokytis 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
Intarpai 20 2319 2320insCAC 12377
2310 2311insGGT 12378
2235 2249dell5 6223
LN s
2236_2253dell18 12728
2237_2251dell5 12678
2237_2254dell18 12367
Delecijos 19 2237 2255>T (kompleksas) 12384
2236 _2250dell5 6225
2238 2255del18 6220
2238_2248>GC 12422

(kompleksas)

2238 _2252>GCA 12419

(kompleksas)
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Lentelé 11. Mutacijy ir COSMIC ID sarasas (tesinys)

Mutacija Egzonas Bazinis pokytis COSMIC ID
2239 _2247del9 6218
2239_2253dell5 6254
2239 _2256del18 6255

2239 2248TTAAGAGAAG>C
(kompleksas)

2239 2258>CA (kompleksas) 12387

12382

Delecijos 19

2240 2251del12 6210
2240 2257del18 12370
2240 2254del15 12369

2239 2251>C (kompleksas) 12383
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
therascreen EGFR 24 reakcijoms: 1 kontrolinis tyrimas, 870111
RGQ PCR Kit (24) 7 mutacijy tyrimai, teigiama kontroliné

medziaga, Taq DNR polimerazé
, Rotor-Gene Q“ ir priedai

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002033
5plex HRM System didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui. Diegimas ir mokymas

nejtrauktas.

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002032
5plex HRM Platform didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesSiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui, diegimas ir mokymas

Rotor-Gene Q 5plex Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9001650
HRM System didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesSiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui. Diegimas ir mokymas

nejtrauktas.

Rotor-Gene Q 5plex Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9001580
HRM Platform didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai, 1 mety garantija dalims

ir darbui, diegimas ir mokymas
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Produktas Turinys Kat. Nr.

Loading Block Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901
72 x 0.1 ml Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete

72 x 0,1 ml mégintuveliuose
Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981103
0.1 ml (250) dangtelius, skirty 1 000 reakcijy

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981106
0.1 ml (2500) dangtelius, skirty 10 000 reakcijy

Naujausia informacija apie licencijavima ir tam tikry produkty garantiniy
jsipareigojimy atsisakymai pateikti atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba
naudotojo vadove. QIAGEN rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti
adresu www.qgiagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar
vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tuscias
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Sis puslapis specialiai paliktas tuscias
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|sigijes §j produktg pirkéjas jj gali naudoti diagnostinéms paslaugoms teikti Zmogaus in vitro diagnostikos tikslais. Joks bendras patentas ar kita
licencija, i§skyrus 8ig konkrecia jsigijimo suteikiama teise, nesuteikiama.

Prekiy Zenklai: QIAGEN®, QlAamp®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (,QIAGEN Group®); ARMS® (,AstraZeneca Limited“); FAM™, HEX™
(,Life Technologies, Inc.“).

JLtherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ CE pazenklintas diagnostikos rinkinys pagal Europos direktyvg 98/79/EB dél in vitro diagnostikos medicinos
prietaisy. Tiekiama ne j visas $alis.

.therascreen EGFR RGQ PCR Kit" ribotosios licencijos sutartis
Sio produkto naudojimas reikia pirkéjo ar naudotojo sutikima su Siomis sglygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais.
QIAGEN nesuteikia jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j §j rinkinj
nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose,
esangiuose www.giagen.com. QIAGEN vartotojams pateikiami keli papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruopsgiai patikrino ir
optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepazeidzia treciujy $aliy teisiy.
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