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QIAGEN Tehnologije za uzorkovanije i testiranje

QIAGEN je vodeéi dobavlja¢ inovativnih tehnologija za uzorkovanie | testiranje, koje
omoguduju izolaciju i detekciju sadrzaja bilo kog bioloskog uzorka. Nasi proizvodi i
usluge, napredni i visoko kvalitetni, ¢ine da je od uzorka do rezultata uspeh siguran.

QIAGEN setovi su standardni u:

B Preti¢avanju DNK, RNK i proteina

B Testiranju nukleinskih kiselina i proteina

B Ispitivanju mikro RNK i iRNK

B Automatizaciji tehnologija za uzorkovanie i testiranje

Nasa misija je doa Vam pomognemo u postizanju izvanrednih rezultata i dostignuéa.
Za vise informacija, mozete posetiti www.giagen.com.
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Namena testa

Kit therascreen EGFR RGQ PCR je in vitro diagnosti¢ki test za detekciju 29 somatskih
mutacija u EGFR genu povezanim sa kancerom i daje kvalitativnu procenu statusa
mutacija.

Kit therascreen EGFR RGQ PCR treba da koristi obuéeno osoblje u profesionalnom
laboratorijskom okruzenju, sa uzorcima DNK ekstrahovanim iz tkiva nesitnoéelijskih
karcinoma pluéa (NSCLC) fiksiranog formalinom i ukloplienog u parafin. Rezultati
treba da pomognu klini¢arima u identifikaciji pacijenata sa NSCLC kod kojih tretman
inhibitorima tirozin kinaze moze dovesti do pobolj$anja.

Kit therascreen EGFR RGQ PCR namenijen je in-vitro dijagnosti¢koj primeni.

Pregled i objasnjenje testa

Therascreen EGFR RGQ PCR Kit je spreman za upotrebu i namenjen detekciji 29
somatskih mutacija na EGFR genu koji je povezan sa pojavom kancera, primenom
polimeraza lanéane reakcije (PCR) na Rotor-Gene Q instrumentu.

Koriste¢i Scorpions® i ARMS® tehnologije, therascreen EGFR RGQ PCR Kit omoguéuije
detekciju slede¢ih mutacija naspram nemutirane genomske DNK.

B 19 delecija na eksonu 19 (detektuje prisustvo neke od 19 delecija ali ih ne
razlikuje)

T790M

L858R

L861Q

G719X (detektuje prisustvo G719S, G719A, or G719C, ali ih ne razlikuje)
S768l

3 insercije u eksonu 20 (detektuje prisustvo neke od 3 insercija, ali ih ne razlikuje)

Koris¢ene metode su visoko selektivne i, u zavisnosti od prisutne koli¢ine ukupne DNK,
omogucuju detekciju malog procenta mutant naspram nemutirane (wild type)
genomske DNK. Ova selektivnost i osetljivost su superiorne u odnosu na tehnologije
kao $to je sekvenciranje sa obojenim “terminatorima”.
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Princip procedure

Therascreen EGFR RGQ PCR Kit koristi dve tehnologije — ARMS i Scorpions — u
detekciji mutacija u real-time PCR-u.

ARMS

Alel- ili mutacija-specifiéna amplifikacija postize se koris¢enjem ARMS (Amplification
Refractory Mutation System). Tag DNK polimeraza (Taq) je efektivna u razlikovaniju
izmedu match-a i mismatch-a na 3' kraju PCR prajmera. Specifi¢no mutirane sekvence
selektivno se amplifikuju, &ak i u uzorcima u kojima veéina sekvenci ne sadrzi
mutaciju. Kada je prajmer savr$eno “ukloplien” — full match —amplifikacija se
odigrava sa punom efikasno$éu. Kada je 3' baza mismatch, javlja se samo
pozadinska amplifikacija niskog intenziteta.

Scorpions

“Skorpion” probe se koriste za detekciju amplifikacije. To su bifunkcionalni molekuli
koji sadrze PCR prajmer kovalentno vezan za probu. Fluorofor sadrzan u probi
interaguje sa kvenéerom, takode inkorporiranim u probu, koji smanjuje (“gasi”)
fluorescenciju. U toku PCR-a, kada se proba veZe za amplikon, dolazi do razdvajanija
fluorofora i kvenéera, $to dovodi do poja¢anja fluorescencije u reakcionoj kiveti.

Format kita

U therascreen EGFR RGQ PCR Kit sadrzano je osam testova:
B Jedan kontrolni test (Ctrl)

B Sedam testova mutacija

Sve reakcione smese sadrze reagense koji detektuju target molecule, obelezene sa
FAM™ bojom, i inteRNAI kontrolni test obelezen bojom HEX™. Kontrola inteRNAI sluzi
detekciji inhibitora koji mogu prouzrokovati lazno negativne rezultate. FAM
amplifikacija moze zagusiti amplifikaciju inteRNAI kontrole a svrha inteRNAI kontrole
je samo da pokaZe da u uzorcima u kojima nije do$lo do FAM amplifikacije to
predstavlja stvarno negativni rezultat a ne neuspe$nu PCR reakciju.

Procedura

Therascreen EGFR RGQ PCR Kit sadrzi procedure koja se izvodi u dva koraka. U
prvom koraku, testira se kontrola da bi se utvrdila koli¢ina ukupne DNK u uzorku. U
drugom koraku, radi se i test mutacije i kontrola, da bi se ustanovilo prisustvo ili
odsustvo mutirane DNK.
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Testovi:
Kontrolni test

Kontrolni test, obelezen bojom FAM, koristi se za utvrdivanje koli¢ine ukupne DNK u
uzorku. U ovom testu se amplifikuje region eksona 2 EGFR gena. Prajmer i proba su
dizajnirani tako da su izbegnuti svi poznati EGFR polimorfizmi.

Za procenu koli¢ine ukupne DNK u uzorku izri¢ito preporuc¢ujemo kori$éenje Control
Reaction Mix-a (Cirl) koji je sadrzan u pakovaniju therascreen EGFR RGQ PCR Kita. U
kontrolnom testu se amplifikuje region eksona 2 EGFR gena. Preporuéujemo da se pri
izvodenju kontrolnog testa u instrumentu kao uzorci podese samo EGFR pozitivha
kontrola (PC) kao pozitivha kontrola i nukleaza-¢&ista voda (H,O) kao negativna
kontrola.

Napomena: Procena koli¢ine DNK treba da se zasniva na PCR-u i dobijene vrednosti
se mogu razlikovati od onih dobijenih tehnikama oé&itavanja absorbancije. Obezbeden
je dodatni kontrolni reakcioni miks (Control Reaction Mix (Cirl)) koji omoguéuje

procenu kvaliteta i koli¢ine DNK u uzorcima pre analize kitom therascreen EGFR RGQ
PCR.

Testovi mutacija

Svaki test mutacije sadrzi FAM-obeleZzenu Scorpion probu kao i ARMS prajmer koji
sluZe razlikovanju wild-type DNK i specifi¢no mutirane DNK.

Kontrole
Napomena: Svaka serija eksperimenata mora da sadrzi sledeée kontrole.
Pozitivna kontrola

Svaka serija mora da sadrzi pozitivnu kontrolu u tubicama 1-8. Therascreen EGFR
RGQ PCR Kit sadrzi EGFR pozitivnu kontrolu (PC) koja se koristi kao templejt u reakciji
pozitivne kontrole. Rezultati pozitivne kontrole ée biti procenjeni kako bi se utvrdilo da
performanse kita odgovaraju navedenim kriterijumima prihvatljivosti.

Negativna kontrola

Svaka serija mora da sadrzi negativnu kontrolu (“no template control”, NTC) u
tubicama 9-16. NTC se sastoji od vode ¢iste od nukleaza -Nuclease-Free Water (H,0)
i koristi se kao templejt za negativnu kontrolu. Ova kontrola sluzi da ukaze na
potencijalnu kontaminaciju tokom postavljanja reakcije i na uspe$nost inteRNA
kontrolne reakcije.

Procena uspesnosti InteRNAI kontrolne reakcije

Svaka reakciona smesa pored ciljne reakcije sadrzi internu kontrolu - inteRNAI
kontrolu. Ukoliko izostane amplifikacija ove kontrole to ukazuje na moguée prisustvo
inhibitora koji mogu dovesti do lazno negativnog rezultata, ili na postojanje greske u
radu prilikom postavljanja reakcije u toj tubici.
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Ukoliko inteRNAI nije uspela zbog postojanja PCR inhibicije, efekat inhibitora se moze
smanijiti razblazenjem uzorka ali treba napomenuti da ée ovim takode biti razblazena
i analizirana DNK. FAM amplifikacijo moze biti uspesnija od amplifikacije inteRNA
kontrole tako da dobijena IC C; (HEX) vrednost moze biti izvan zadatog opsega. Za

ove uzorke su FAM rezultati i dalje validni.
Materijal sadrzan v kitu

Sadrzaj kita

¢ista od nukleaza)

(uputstvo na engleskom)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)

Kataloski broj 870111

Broj reakcija 24

Crveno an’rrol Reaction Mix (Reakcioni Chrl 2 x 600 L
miks za kontrolu)

liiee L 7o Ree@om IS [IZZON o epng 600 L
Reakcioni miks)

y Deletions Reaction Mix

NarandZasto (Reakcioni miks za delecije) Del 600 uL

e ol Remdien i (LETER L858R 600 L
Reakcioni miks)

Zeleno L861Q Reaction Mix (L861Q 441 600 L
Reakcioni miks)

Juto G71 9?( Rgoc"non Mix (G719X G719X 600 ul
Reakcioni miks)

Sivo S768I'Regc’r|.on Mix (5768l 5768l 600 L
Reakcioni miks)
Insertions Reaction Mix

e (Reakcioni miks za insercije) I UL
EGFR Positive Control (EGFR

Braon Pozitivha kontrola) PC 300 uL

Tirkiz Taq DNA Polymerase (Tag DNK ot 138 L
polimeraza )

Belo Nuclease-Free Water (Voda H,O 2x1,9 mL
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Potreban materijal koji nije sadrzan v kitu

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuéi laboratorijski mantil, rukavice
za jednokratnu upotrebu i zadtitne naoéari. Vise informacija potraZite u odgovarajuéim
tehni¢kim specifikacijaoma (SDS) dostupnim kod dobavljaéa proizvoda.

B kit za DNK izolaciju (videti “DNK izolacija”, strana 12)
Ksilen
Etanol (96-100%)*

1.5 ml ili 2 ml mikrocentrifuske tubice (za korake liziranja)

1.5 ml mikrocentrifuske tubice (za korake eluiranja) (mogu se nabaviti od firmi
Brinkmann [Safe-Lock, kat.br. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock, kat.br.
0030 120.086], ili Sarstedt [Safety Cap, kat.br. 72.690])*

Pipete! (podesive zapremine) odredene za pripremu uzorka
Pipete! (podesive zapremine) odredene za pripremu PCR master miksa

Pipete! (podesive zapremine) odredene za razlivanje analizirane DNK*

DNAse, RNAse i DNA-free nastavci za pipette sa filtrima (radi izbegavanija
unakrsne kontaminacije, preporuéujemo nastavke za pipette sa aerosolnom
barijerom)

Termomikser, orbitalni incubator sa grejanjem, grejni blok ili vodeno kupatilo sa
moguéno$éu inkubacije na 90°C*

B Benchtop centrifuga* sa rotorom za reakcione tubice od 2 ml

Vorteks

B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrument*® sa fluorescentnim kanalima za
Cycling Green i Cycling Yellow (detekcija FAM, odnosno HEX)

B Rotor-Gene Q softver, verzija 2.0.2 ili novija

B Strip tubice i kapice, 0.1 ml, za kori$é¢enje sa rotorom od 72 mesta (kat.br.
981103 or 981106)

B DNAse, RNAse, i DNA-free mikrocentrifuske tubice za pripremu master mikseva

B Stalak za 72 x 0.1 ml tubice, aluminijumski stalak za manuelno postavljanje
reakcije jednokanalnom pipetom (QIAGEN, kat.br. 9018901)

* Nemoijte koristiti denaturisani alkohol, koji sadrzi druge supstance kao $to su
methanol ili metiletilketon.

" Ova lista ne obuhvata sve dobavljace.

¥ Vodite ra¢una da se instrumenti proveravaju i kalibri$u u skladu sa preporukama
proizvodaca.

¥ Instrument Rotor-Gene Q 5plex HRM, ako je primeniivo.
Poznat u nekim zemljoma i kao Rotor-Gene Q MDx.
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Upozorenja i mere predostroznosti

Za primenu u in vitro dijagnostici

Informacije o bezbednosti

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuéi laboratorijski mantil, rukavice
za jednokratnu upotrebu i zastitne naoéari. Vie informacija potraZite u odgovarajuéim
tehni¢kim specifikacijoma (SDS). Dostupni su na mreZi u prakti¢nom i kompaktnom
PDF formatu na adresi www.giagen.com/safety, na kojoj moZete da pronadete,
pogledate i od$tampate tehni¢ke specifikacije za svaki QIAGEN komplet i komponentu
kompleta.

24-éasovna hitna informacija

Pomo¢ u slu¢aju hemijske nezgode ili nesre¢e dostupna je 24 ¢asa na dan:
CHEMTREC

SAD i Kanada = Tel: 1-800-424-9300
Van SAD i Kanade = Tel: +1-703-527-3887 (prihvataju se i pozivi na na$ raéun)

Opste mere opreza
Korisnik uvek treba da void ra¢una o sledeéem.

B Koristite DNKse, RNKse, i DNK-free nastavke za pipette sa filterima i vodite
ra¢una da su pipete kalibrisane u skladu sa uputstvom proizvodada.

B Pozitivne materijale (uzorke i pozitivne kontrole) Euvajte i ekstrahujte odvojeno od
svih ostalih reagenasa, i dodajte ih u reakcionu smesu u odvojenoj prostoriji.

B Pre zapodinjanja testa sve komponente pazljivo otopite na sobnoj temperaturi

(15-25°C).

B Nakon otapanija, promesajte komponente okretanjem svake tubice 10 puta i
kratko centrifugiraijte.

Napomena: Budite izuzetno oprezni kako biste sprecili kontaminaciju PCR-a
sinteti¢kim kontrolnim materijalom. Preporuéujemo da se za postavljanje reakcionih
smesa i dodavanje DNK templejta koriste posebne pipete, odredene za tu svrhu.
Priprema i razlivanje reakcionih mikseva mora se izvoditi u prostoru odvojenom od
onog u kom se dodaje templejt. Rotor-Gene Q tubice se ne smeju otvarati nakon $to
je PCR serija zavr$ena. Razlog tome je prevencija kontaminacije laboratorije post-PCR
produktima.

Napomena: Reagensi su validirani za manuelno postavljanje. Ukoliko se koristi
automatizovana metoda, broj moguéih reakcija moze biti maniji zbog potrebne
koli¢ine reagenasa za popunjavanje “mrive zapremine” na ovim instrumentima.
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Napomena: Svi reagensi u therascreen EGFR RGQ PCR Kitu formulisani su specifi¢no
za date testove. Svi reagensi sadrzani u therascreen EGFR RGQ PCR Kitu namenijeni su
koris¢enju isklju¢ivo sa drugim reagensima u istom therascreen EGFR RGQ PCR kitu.
Da bi se zadrZala optimalna performansa ne smeju se menjati reagensi u kitu.

Napomena: Koristite samo Taq DNK polimerazu (Taq) koja je data u kitu. Nemoite je
zameniti Tag DNK polimerazom iz drugih kitova istog ili bilo kog drugog tipa , ili Taq
DNK polimerazom drugog proizvodada.

Napomena: Reagensi u therascreen EGFR RGQ PCR Kit su optimalno razblazeni. Ne
preporu¢ujemo dalje razblazenje reagenasa, jer to moze dovesti do pogorsanija
performansi testa. Ne preporuéujemo koridéenije reakcionih zapremina manijih od

25 ul, jer bi to povecalo rizik od lazne negativnosti.

Cuvanje i rukovanje reagensima

Therascreen EGFR RGQ PCR Kit se $alje na suvom ledu i mora biti jo$ uvek zaleden
prilikom dospeéa. Ako therascreen EGFR RGQ PCR Kit pri dospeéu nije zamrznut,
spoljasnje pakovanije je otvoreno tokom prenosa, ili posilika ne sadrzi dokument o
pakovaniju, uputstvo ili reagense, molimo da kontaktirate neko od odelienja QIAGEN
tehni¢ke podrske ili lokalnog distributera (videti spolja$nju stranu ili posetiti
www.giagen.com).

Therascreen EGFR RGQ PCR Kit treba odmah po dospeéu staviti na =15 do -25°C u
zamrziva¢ sa konstantnom temperaturom i zastiti od svetlosti. Kada se ¢uva pod
preporu¢enim uslovima i u originalnom pakovaniju, the kit je stabilan do isteka roka
trajanja navedenog na nalepnici. Treba izbegavati ponovljeno zamrzavanie i
otapanije. Preporuéujemo maksimalno 7 ciklusa zamrzavanja i otapanija.

Napomena: Da bi se obezbedili optimalna aktivnost i performanse, Scorpion probe
(kao i svi fluorescentno obeleZzeni molekuli) moraju se zastititi od svetlosti da bi se
izbeglo da izblede na svetlu.

Napomena: U cilju optimalnog koriéenja reagenasa u therascreen EGFR RGQ PCR
Kitu, uzorke treba testirati u serijoma. Ako se uzorci testiraju individualno, koristi¢e se

veca koli¢ina reagenasa i broj uzoraka koji se mogu testirati jednim therascreen EGFR
RGQ PCR Kitom bi¢e smanijen.

Cuvanje i rukovanje uzorcima

Napomena: Sve uzorke treba smatrati potencijalno infektivnim materijalom.

Uzorkovani materijal mora biti humana genomska DNK ekstrahovana iz formalinom
fiksiranih, parafinom ukalupljenih (FFPE) uzoraka nesitnoéelijskih karcinoma pluéa.
Uzorci se moraju transportovati u skladu sa standardnim patoloskim metodama da bi
se obezbedio kvalitet uzoraka.

Uzorci tumora su nehomogeni i podaci dobijeni testiranjem jednog tumorskog uzorka
mogu biti u neskladu sa drugim ise¢cima istog tumora. Tumorski uzorci takode mogu
sadrzati netumorsko tkivo. Nije oéekivano da DNK iz netumorskog tkiva sadrzi EGFR

mutacije koje detektuje therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Procedura

Odredivanje kolicine tumorskih ¢celija potrebnih za analizu
EGFR

Tkivo koje se koristi za analizu EGFR je fiksirano formalinom i ukaluplieno u parafinu
(FFPE), tkivo uzoraka nesitnoéelijskog karcinoma plué¢a (NSCLC). DNK ekstrahovana iz
¢elija ovog tumora u pogledu EGFR moze biti bez mutacija (wild type) ili moze sadrzati
jednu ili vise mutacija.

FFPE NSCLC tkivo koje se koristi za ekstrakciju moze takode sadrzati zdravo,
netumorsko tkivo, koje neée sadrzati mutacije EGFR. Wild type DNK iz ovog tkiva
moze razblaziti mutiranu DNK, moguée i do nivoa kad e vise nece biti moguée
detektovati ovim kitom. lpak, preporuéuje se da se ¢ak i uzorci sa malom koli¢inom
tumora testiraju jer postoji moguénost detekcije mutacija visokog nivoa i donosenja
odluke o terapiji za pacijenta.

Da biste maksimalno poveéali $anse za detekciju mutacije, postupite na sledeéi nadin.
B Bar jedan ise¢ak svakog uzorka pacijenta obojte hematoksilinom i eozinom.
B Neka patolog pregleda obojeni preparat kako bi uoéio prisustvo tumora.

B Ako je moguce, trebalo bi da patolog pregleda nekoliko ise¢aka iz razligitih
delova bloka FFPE.

B Svi uzorci u kojima je prisutan tumor mogu se testirati sa therascreen EGFR RGQ
PCR kitom.

DNK izolacija

DNK izolacija se mora izvoditi koriéenjem QIAamp® DNK FFPE Tissue Kita.

lzvedite precis¢avanje DNK prema uputstvima u QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
Uputstvu (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit Handbook) za upotrebu sa slede¢im
izmenama.

B Saokupite FFPE ise¢ke na staklenim plogicama.
B Ostruzite visak parafina oko ise¢ka tkiva koriste¢i nov sterilni skalpel.

B Isecke tkiva ostruzite u mikrocentrifuske tubice koriste¢i nov skalpel za svaki
uzorak iz kog se radi ekstrakcija.

B Digestiju proteinazom K treba izvoditi 1 sat.

B Precid¢ena genomska DNK mora se eluirati u 200 ul ATE pufera (Buffer ATE,
prilozen u QlAamp DNK FFPE Tissue Kitu).

B Preti¢enu genomsku DNK &uvajte na =15 do -30°C.

B Kada postoji informacija o tome, treba koristiti ise¢ak najblizi H&E obojenom
preparatu koji ima najveéi sadrzaj tumora.
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Napomena: Svi testovi u therascreen EGFR RGQ PCR Kitu stvaraju kratke PCR
produkte. Ipak, therascreen EGFR RGQ PCR Kit neée raditi sa jako fragmentisanom
DNK.
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Protokol: Procena uzorka

Ovo je protokol za procenu ukupne DNK u uzorcima koja se moze amplifikovati.

Vazno pre nego $to pocnete
B Pre zapodinjanja procedure proéitajte “Opéte mere opreza”, strana 10.

B Pre zapotinjanja protokola odvojte vreme za upoznavanje sa Rotor-Gene Q
instrumentom. Pogledajte uputstvo za upotrebu instrumenta.

B Nemoijte vorteksovati Tag DNK polimerazu (Taq) ili bilo koju sme$u koja sadrzi
Tag DNK polimerazu (Taq) jer se enzim time moze inaktivirati.

B Pipetirajte Tag DNK polimerazu (Taq) tako $to éete vrh nastavka za pipetu uroniti
tek malo ispod povrsine te¢nosti, da biste izbegli viSak enzima na spoljasnjoj
strani nastavka.

Stvari koje treba uraditi pre pocetka

B Pre svake upotrebe, sve reagense treba potpuno otopiti na sobnoj temperaturi
(15-25°C), promesati okretanjem 10 puta, i kratko centrifugirati kako bi se
sadrZaj spustio na dno tubice.

B Pre svake upotrebe sagekajte da Tag DNK polimeraza (Taq) dostigne sobnu
temperaturu (15-25°C). Kratko centrifugirajte tubicu da bi se enzim spustio na
dno.

Procedura

1. Otopite miks za kontrolnu reakciju (Ctrl), nukleaza-cistu vodu za negativnu
kontrolu (NTC), i EGFR pozitivhu kontrolu (PC) na sobnoj temperaturi (15-
25°C). Kada su reagensi otopljeni, promesajte invertovanjem svake tubice
10 puta da biste izbegli lokalizovano koncentrovanje soli zatim kratko
centrifugirajte kako bi se sadrzaj spustio na dno tubice.

2. Pripremite dovoljno master mikseva za uzorke DNK, jednu reakciju
pozitivne kontrole, i jednu reakciju negativne (no-template) kontrole
prema zapreminama datih u Tabela 1. Ura¢unajte reagense v visku za 1
dodatni uzorak da biste imali dovoljno za postavljanje PCR -a. Master
miks sadrzi sve komponente potrebne za PCR, osim uzorka.
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Tabela 1. Priprema master miksa za kontrolni test*

Komponenta Zapremina/reakcija (L)
Reakcioni miks za kontrolu

(Cirl) 19.5

Tag DNK polimeraza (Taq) 0,5

Totalna zapremina 20,0

* Kada pripremate master miks, pripremite dovoljno za jedan uzorak viska.

3. Promesajte pazljivo master miks laganim pipetiranjem gore i dole 10 puta.
Odmah dodajte 20 ul master miksa u PCR strip tubice (nisu sadrzane u
kitu).

Napomena: Za procenu uzorka, treba dodati master miks za kontrolni test u
jednu tubicu za pozitivnu kontrolu, jednu za negativnu kontrolu, i po jednu tubicu
za svaki uzorak.

4. Odmah dodajte 5 pl nukleaza-ciste vode (H,0) u kontrolnu tubicu za
negativnu kontrolu (PCR tubica broj 9) i zatvorite tubicu. Dodajte 5 ul DNK
uvzorka v tubice za uzorke i zatvorite ih. Dodajte 5 yl EGFR pozitivne
kontrole (PC) u tubicu za pozitivhu kontrolu (PCR tubica 1) i zatvorite.

5. Stavite PCR strip tubice na odgovarajué¢a mesta u rotoru i vizuelno
proverite da li sve tubice sadrze jednake zapremine tecnosti.

Napomena: Pazite da stripovi sa tubicama nisu okrenuti u pogre$nom smeru
kada ih prebacujete u rotor.

6. Ako rotor nije pun, preostala mesta popunite zatvorenim praznim
tubicama.

7. Odmah stavite rotor sa 72 radna mesta u instrument Rotor-Gene Q 5plex
HRM. Pazite da je prsten za zatvaranije (koji spada u dodatnu opremu
Rotor-Gene Q instrumenta) postavljen na vrh rotora kako bi tubice bile
fiksirane tokom izvodenja reakcije.

8. Proucite podesavanje Rotor-Gene Q instrumenta (videti
“Protokol: Rotor-Gene Q EGFR podesavanje”, strana 19) da biste kreirali
temperaturni profil i pokrenuli reakciju.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 2. Parametri cikliranja

ciﬁ[ﬁla Temperatura Vreme Ocditavanje podataka
1 95 °C 15 minuta Ne
i 95 °C 30 sekundi Ne
60 °C 60 sekundi Zeleno i zuto

9. Kada se serija zavrsi, analizirajte podatke u skladu sa “Procena uzoraka
analizom podataka”, strana 28.
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Protokol: Detekcija EGFR mutacija

Ovo je protokol za detekciju EGFR mutacija. Nakon $to je uzorak pro$ao procenu
uzorka, moze se testirati testovima na EGFR mutacije.

Vazno pre nego $to pocnete

Pre zapocinjanja procedure procitajte “Opste mere opreza”, strana 10.

Pre zapodinjanja protokola odvojte vreme za upoznavanije sa Rotor-Gene Q
instrumentom. Pogledajte uputstvo za upotrebu instrumenta.

Nemoijte vorteksovati Taqg DNK polimerazu (Taq) ili bilo koju smesu koja sadrzi
Tag DNK polimerazu (Taq) jer se enzim time moze inaktivirati.

Za efikasno kori$éenje therascreen EGFR RGQ PCR Kita, treba grupisati uzorke u
serije od po 7 da bi se napunio rotor sa 72 radna mesta. Manje serije znaée da
¢e jednim therascreen EGFR RGQ PCR Kitom biti testirano manje uzoraka.

Pipetirajte Tag DNK polimerazu (Taq) tako $to éete vrh nastavka za pipetu uroniti
tek malo ispod povrsine te¢nosti, da biste izbegli visak enzima na spoljasnjoj
strani nastavka.

Za svaki uzorak DNK, kontrola i i testovi mutacije moraju biti analizirani u istom
izvodenju PCR-a kako bi se izbegle run-to-run varijacije.

Stvari koje treba uraditi pre pocetka

B Pre svake upotrebe, sve reagense treba potpuno otopiti na sobnoj temperaturi
(15-25°C), promesati okretanjem 10 puta, i kratko centrifugirati kako bi se
sadrzaj spustio na dno tubice.

B Pre svake upotrebe sagekaijte da Tag DNK polimeraza (Taq) dostigne sobnu
temperaturu (15-25°C). Kratko centrifugirajte tubicu da bi se enzim spustio na
dno.

Procedura

1. Otopite reakcione mikseve, nukleaza-¢istu vodu za negativnu kontrolu
(NTC), i EGFR pozitivhu kontrolu (PC) na sobnoj temperaturi (15-25°C).
Kada su reagensi otopljeni, promesajte invertovanjem svake tubice 10
puta da biste izbegli lokalizovano koncentrovanije soli zatim kratko
centrifugirajte kako bi se sadrzaj spustio na dno tubice.

2. Pripremite dovoljno master mikseva za uzorke DNK, jednu reakciju

pozitivne kontrole, i jednu reakciju negativne (no-template) kontrole
prema zapreminama datih u Tabela 3. Urac¢unajte reagense u visku za
1 dodatni uzorak da biste imali dovoljno za postavljanje PCR -a.

Master miks sadrzi sve komponente potrebne za PCR, osim uzorka.
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Tabela 3. Priprema master miksa*

Komponenta Zapremina/reakcija (L)
Reakcioni miks 19,5
Tag DNK polimeraza (Taq) 0,5
Totalna zapremina 20,0

* Kada pripremate master miks, pripremite dovoljno za jedan uzorak viska.

3. Promesajte pazljivo master miks laganim pipetiranjem gore i dole 10
puta. Odmah dodaijte 20 yl master miksa u PCR strip tubice (nisu
sadrzane v kitu).

4. Odmah dodajte 5 ul nukleaza-¢iste vode (H,0) u kontrolne tubice za
negativnhu kontrolu (PCR tubice sa brojevima 9-16) i zatvorite tubice.
Dodajte 5 pyl DNK uzorka u tubice za uzorke (PCR tubice 17-72) i
zatvorite ih. Dodajte 5 yl EGFR pozitivne kontrole (PC) u tubice za
pozitivhu kontrolu (PCR tubice 1-8). Svaki uzorak DNK mora se testirati
kontrolnim i testovima za mutacije. Sema postavljanja uzoraka je
prikazana v Tabeli 4.

Tabela 4. Sema kontrolnih i testova mutacije

Kontrole Broj uzoraka
Test 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

8 16 24 32 40 48 56 64 72

Insercije

5. PCR strip tubice na odgovarajuéa mesta u rotoru i vizuelno Stavite
proverite da li sve tubice sadrze jednake zapremine teénosti.

Napomena: Pazite da stripovi sa tubicama nisu okrenuti u pogre$nom smeru
kada ih prebacujete u rotor.
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6. Ako rotor nije pun, preostala mesta popunite zatvorenim praznim

tubicama.

7. Odmah stavite rotor u instrument Rotor-Gene Q 5plex HRM. Pazite da je
prsten za zatvaranje (koji spada u dodatnu opremu Rotor-Gene Q
instrumenta) postavljen na vrh rotora kako bi tubice bile fiksirane tokom

izvodenja reakcije.

8. Proudite podesavanje Rotor-Gene Q instrumenta (videti
“Protokol: Rotor-Gene Q EGFR podesavanje”, strana 20) da biste
kreirali temperaturni profil i pokrenuli reakciju.

Tabela 5. Parametri cikliranja

ciﬁ:-f:ia Temperatura Vreme Ocitavanje podataka
1 95 °C 15 minuta Ne
95 °C 30 sekundi Ne
60 °C 60 sekundi Zeleno i zuto

9. Nakon zavr$etka reakcije, analizirajte podatke kao $to je navedeno
“EGFR analiza podataka o mutaciji”, strana 31.
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Protokol: Rotor-Gene Q EGFR podesavanje

Ovaj protokol se pominje u “Protokol: Procena uzorka”, strana 12, and “Protokol:
Detekcija EGFR mutacija”, strana 16.

Procedura

1. Kreirajte temperaturni profil prema slede¢im koracima.
Podesavanije opstih parametera testa Slike 1-3
Inicijalna aktivacijo hot-start enzima Slika 4
Amplifikacijo DNK Slike 5-7
Podesavanie fluorescentnih kanala Slike 8-12
Zapotinjanje reakcije Slika 13

Ukratko, parametri cikliranja su sledeéi.

Tabela 6. Parametri cikliranja

Broj
ciklusa  Temperatura Vreme Oc¢itavanje podataka
1 95°C 15 minuta Ne
e 95°C 30 sekundi Ne
60°C 60 seckundi Zeleno i Zuto

Sve specifikacije se odnose na Rotor-Gene Q softver verziju 2.0.2. Molimo da
dalje informacije o programiranju Rotor-Gene pronadete u uputstvu za upotrebu
instrumenta. U ilustracijoma su ova podes$avanja uokvirena debelom crnom
linijom.

2. Kliknite dvaput na ikonu Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 softvera na
kompjuteru povezanom za Rotor-Gene Q 5plex HRM instrument.
Odaberite polje “Advanced” u prozoru “New Run” koji se pojavljuje.

3. Za kreiranje novog templejta, odaberite “Empty Run” i kliknite “New” da
biste usli u “New Run Wizard”.

4. Koo tip rotora odaberite 72-Well Rotor. Potvrdite da je prsten za
zakluéavanije prikacen i oznacite kuéicu”Locking Ring Attached” box.
Kliknite “Next” (Slika 1).
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New Run Wizard

Rator Type

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

X

36-4W'ell Rokar
Raokor

Raotar-Disc 100

P
2 - 4 v Locking Ring Attached

Skip Wizard |

[~

Slika 1. Prozor « New Run Wizard »

5. Unesite ime osobe koja radi. Unesite napomene, ukoliko ih ima, i unesite
zapremine reakcije 25. Proverite da pod “Sample Layout” pise “1,2,3...".
Kliknite “Next” (Slika 2).

New Run Wizard

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

Operatar : IQlAGEN I

Thig bos dizplags

X

help on elements in
the wizard. Far help
on an item, hover
wour mause over the
ke for help, Tou

Motes :

-ah also click on a
ornbo bowx to display
elp about itz
Available settings.

Reaction 2 o
3 Yolume [pLl:

Skip Wizard |

Sample Layout : |'I, 2.3 j

oo [T

Slika 2. PodeSavanje opstih parametara testa.

4

6. KLiknite na dugme “Edit Profile” u sledeéem prozoru “New Run Wizard”
(Slika 3) i programirajte temperaturni profil prema informacijama u
slede¢im koracima.
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New Run Wizard le

Temperature Profile : Click. this button ta
edit the prafile
shown in the box
above.

1-H{Eoree_]

Channel Setup :

Hame | Source | D etectar | G ain | Create Mew...

Green 470 510nm Edit
' ellowy 530nm  555nm
Orange  585mnm  B10nm Edit Gair...
Red E28nm  BEOnm
Crimzon  E80nm  710hp
HRk 460nm  510nm

Remove

b RS R g p R ) |

i

Reset Defaults

|

Gain O ptimization. .

Skip Wizard | << Back Mest 3> \

Slika 3. Menjanje profila.

7. Kliknite na dugme “Insert after” i odaberite New Hold at Temperature
(Slika 4).

M Edit Profile X
@, € H =]
Tew QOpen  Save As Help

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

Click. on a cycle below to modify it :

Cycling
Py Melk
Mew Hold at Temperature || 2

Copy of Current Step

Slika 4. Inicijalni korak inkubacije na 95 °C.

8. Promenite “Hold Temperature” na 95°C i “Hold Time” na 15 minuta.
Kliknite na dugme “Insert After” button i odaberite New Cycling (Slika 5).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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M Edit Profile
51 R @

Tew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Mew Cycling

—
Insert befare.., e e

Mew Hold at Temperature
Mew HRM Step

Femove

Copy of Current Step

Hold Temperature : 95 |
1 Hold Time : 15 |mins 0 |secs

Slika 5. Inicijalni korak inkubacije na 95 °C.

9. Promenite broj ponavljanja ciklusa na 40. Odaberite prvi korak i podesite

na 95°C na30 sekundi (Slika 6).

1™ Edit Profile
.U OH @

New Cpen  Save As Help

The run will take approximately 98 minutels] to complete. The graph below represents the un to be performed :

3

Click on a cycle belovw to modify it -

Haold Insert after...
Insert befare...
1 Remove

Thiz cycle repeatsl 40 DIme[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

-]+l

3% 30 geconds

Mot Acquiring

=g
gEr ‘ 955C for 30 zecs

[~ Long Range BOPC for 20 secs
[T Touchdown

7290 for 20 zecs /

Slika 6. Korak cikliranja na 95 °C.

10. Oznacdite drugi korak i podesite na 60°C na 60 sekundi. Tokom ovog
koraka omoguéite ocitavanjem podataka odabiranjem dugmeta “Not

Acquiring” (Slika 7).
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x)

™ Edit Profile
ST @

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

Click on a cycle below to modify it -

Hold Ingert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s).

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

Timed Step - B
" J 95C For 30 secs J J 1
T2oC for 20 zecs /
BORC for B0 secs /
[ Teuchdown ——
ak.

Slika 7. Etapa cikliranja na 60 °C.

11. Podesite Green and Yellow kao kanale za oéitavanje fluorescencije tako
Sto cete odabrati dugme “>" da ih prenesete sa liste “Available
Channels”. Kliknite “OK" (Slika 8).

Same az Previous : |[New Arquizition] ﬂ
Arquizition Configuration :
Ayallable Channels : Arquining Channels :
Name | ﬂ Name |
Crimzon Green 1
HEM < rellow

Orange
Fred <«

To acquire from a channel, select it fram the list in the left and click > To stop acquining fram a
channgl, select it in the right-hand izt and click < Ta remove all acquisitions, click <<

Dan't Acquire Help |

Dye Chart »»

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FardY' SYBR Green 1Y, Fluorescein, EvaGreens Alexa Fluor 4384

ellow [ 530nm [ 5556m JOE WG HEX, TET-, CAL Fluor Gald 540+, ' akima ‘v'ellaw-
Orange [ 585nm | E10nm RO, CAL Fluor Bed 610+, Cy3 .54, Texas Red™, Alexa Fluor 5534
E25nm | BEOnm | CySd Quasar G704 Alexa Fluor G334
B30nm | 710hp Quazar?05+, Alexa Fluor 620
460nm | 510nm | SYTO 9, EvaGreen

Slika 8. O¢itavanije fluorescencije u koraku cikliranja na 60°

12. Oznadite tredi korak i obrisite klikanjem na dugme “-“. Kliknite “OK"”
(Slika 9).
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3

M Edit Profile

.8 H | e

Tew Open  Save As Help
The run will take approzimately 135 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be perfoimed

Click on a cycle belaw ta madify it :

Hold Insert after...
Insert before...

Remaove
Thiz cycle repeats 40 | timels).

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

|| Timed Step ﬂ
720

20 seconds

Acquiring to Cycling B 720 for 20 secs

on Green
BOPC for B0 secs

95°C for 30 secs

[ Long Rangs
[~ Touchdawn

Slika 9. Uklanjanje koraka ekstenzije.
13. U slede¢em prozoru, kliknite na dugme “Gain Optimisation” (Slika 10).

Mew Run Wizard P§|

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

on an itemn, hower
pOLE mouse over the
itern far help. ou
can alzo click on a
camba b ta display

help about itz
available zettingz.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Gource | Detector | Gain | LCreate Mew... |

Green 470nm  510nm 5 Edit

rellow B30nm  555hm 5

Orange  B85nm B10nm ] Edit Gain...

Red E2Bnm  BEORm ]

Crimgzon  B20nm 710hp 7 Remove

HR 4B0nm B10nm 7 Reset Defaults
1_. Gain Optimization... I

SkipWizard | <cBack | Newt»> |

Slika 10. Optimizacija faktora optimizacije.

14. Kliknite dugme “Optimise Acquiring”. Za svaki kanal se tada pokazuje
podesavanje kanala. Prihvatite ove date vrednosti klikanjem “OK” za oba
kanala (Slika 11).
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15. Oznacdite kucicu “Perform Optimisation before 1st Acquisition”, i kliknite

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

Set temperature ta :II degrees.

Optimize Al I Optimize Acquinng I

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Channel Settings :
I— Chanrel : Green Tube Position : 1 j‘

Target Sample Range : 3 jFI up ta (10 j‘ Fl.

Acceptable Gain Range: |-10 ill ta |10 i

D o ] Coresl | Hep |

1.5~

dd...

EMmove

rnove All

H

| tdaraal... | Close | Help |

Slika 11. Auto-optimizacija faktora amplifikacije za zeleni kanal.

dugme “Close” da se vratite u wizard (Slika 12).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
o Auta-Gain Optimizatian will read the fluarezence on the inserted zample at
De different gain levelz until it findz one at which the fluorezcence levels are

acceptable. The range of Auorescence you are locking for depends an the
chemistry you are performing.

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

1— F'erfu:urm Optimization Before 1zt Acguizition

26

[ Perform Optimisation &t 60 Degrees &t Beginning OF Run

Channel Settings

M arie | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain

Edit..

X

' ol e |

Green 1 5FI 10FI -10 10 Q
Telow 1 5FI 10FI A0 10 Remove
Rermove Al

< I [
| | I Cloze I Help |

Slika 12. Selekcija zelenih i zutih kanala.
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16. Kliknite “Next” kako bi sa¢uvali templejt na odgovarajuéoj lokaciji
selektovanjem “Save Template”.

17. Proverite rezime i kliknite “Start Run” da biste sa¢uvali fajl serije i
pokrenuli seriju (Slika 13).

MNew Run Wizard

Summary :

Setting W alue

Green Gain h

"Fellow Gain 4

Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Rator F2hfell Rotor

Sample Layout 1.2.3, .

Reaction Y olume [in microliters] 25

Start Fun

Once you've confirmed that pour run settings are conect, click Start Run to Save Template
beqin the run. Click Save Template to save zettings for fukure runz.

Skip \wizard | << Back |

Slika 13. Startovanije serije.

18. Kada se pokrene serija, pojavljuje se novi prozor u koji mozete uneti
nazive uzoraka odmah ili kliknuti “Finish” i uneti ih kasnije selektovanjem
tipke “Sample” u toku trajanja serije, ili onda kada se serija zavrsi.

19. Kada je serija zavrsena, analizirajte podatke prema odgovarajuéem
protokolu:

B Za procenu uzoraka, pogledajte “Procena uzoraka analizom podataka”, strana

28.

B Za procenu mutacija, pogledaijte “EGFR analiza podataka o mutaciji”, strana 31.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Interpretacija rezultata

AC; metod analize

Skorpion real-time testovi koriste onaj broj PCR ciklusa koji je neophodan za detekciju
fluorescentnog signala iznad pozadinskog signala za merenje ciljnih molekula
prisutnih na poéetku reakcije. Ta¢ka pri kojoj je detektovan signal iznad pozadinske
fluorescencije naziva se grani¢ni ciklus (cycle threshold, C;).

AC; vrednosti uzoraka ra¢unaju se kao razlika izmedu C; mutacije i C; kontrole iz
istog uzorka:
AC; = C; mutacije- C; kontrole

Napomena: Uzorci se klasifikuju kao pozitivni na mutaciju ako daju AC; maniji od
cut-off AC; vrednosti za taj test. Iznad ove vrednosti, uzorak moze ili sadrzati mutaciju
koja je toliko mala da se ne moze detektovati kompletom (ispod granice testova), ili je
uzorak negativan na mutaciju.

Napomena: Vrednosti C; mutacije od 40 ili vise bi¢e ocenjene kao negativne ili ispod
granica detekcije kompleta.

Kada se koriste ARMS prajmeri, moze doéi do nekog nepotpunog prajminga koji daje
kasni C; pozadine iz DNK koja ne sadrzi mutaciju. Sve AC; vrednosti koje se ra¢unaju
iz pozadinske amplifikacije bi¢e veée od cut-off AC; vrednosti i uzorak ée biti
klasifikovan kao negativan na mutaciju.

Procena uzoraka analizom podataka
Kada je serija zavriena, analiziraju se podaci prema sledeéoj proceduri.
Podesavanje softvera za analize

1. Otvorite odgovarajuéi fajl upotrebom Rorot-Gene Q serije softvera, verzije
(2.0.2) i novije.
2. Proverite da li su uzorci obelezeni.

3. Kada ste na strani praznog kanala za svaki detektor/kanal, kliknite
“Option” i unesite Crop start cycles. Na stranici sa “Remove data before
cycles”, unesite 15 i kliknite “OK”.

4. Kliknite “Analysis”. Na stranici analiza, kliknite “Cycling A (from 15),
Yellow” da proverite HEX kanal.

5. Proverite da li je markirana “dynamic tube”. Kliknite “Slope correct” i
“Linear scale”.

6. Podesite prag na 0.02 i proverite HEX C; vrednosti.

7. Na stranici analiza, kliknite “Cycling A (from 15), Green” kako biste
pogledali FAM kanal.

8. Dinamiénu tubica treba markirati. Kliknite “Slope correct” i “Linear scale”.
9. Podesite prag na 0.075 i proverite FAM C; vrednosti.

Nakon $to se zavrsi serija, analizirajte podatke na sledeéi nadin.
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B Negativna kontrola: Da ne bi doslo do kontaminacije templejta, NTC ne sme
davati, u zelenom (FAM) kanalu, vrednost za C; manju od 40. PotraZite u
“Napomene za interpretaciju podataka”, na strani 36, vazne informacije o
analizama kriva bez kontrole templejta (no template control, NTC). Da biste
ispravno postavili seriju, NTC mora pokazivati amplifikaciju od 31-37 u Zutom
(HEX) kanalu.

Rezultati uzoraka se moraju odbaciti ako se javi pozitivno pojadanije u
zelenom kanalu i/ili poja¢anije izvan opsega 31-37 u zutom signalu.

B Pozitivna kontrola: The EGFR Pozitivna Kontrola (Positive Control, PC) mora dati
C; kontrole (FAM kanal) od 26.26-30.95. Serija sa C; vrednosti izvan ovog
opsega ukazuje na problem u postavljaniju testa i seriju treba oznaditi kao
neuspelu. Ako je C; pozitivne kontrole od 26.26-30.95 (exon 2, FAM), a C;
unutrasdnje kontrole (HEX) izvan opsega 31-37, nastavite sa analizama.

Napomena: Podaci o uzorcima ne smeju se koristiti ako bilo koja od ove dve serije
kontrola nije uspela.

Kada su obe serije kontrola validne, C; vrednost svakog uzorka mora se nalaziti u
okviru opsega 23-30.69 u zelenom (FAM) kanalu. Ako je uzorak izvan ovog opsega,
predvideno e sledec¢e uputstvo.

B Uzorak sa C; kontrole <23: Uzorci sa C; kontrole <23 dove$ée do
preoptereéenja testova i moraju se razblozZiti. Da bi se detektovale sve male
koli¢ine mutiranih DNK, jako konucentrovani uzorci se moraju razblaZiti kako bi
upali u navedeni opseg s tim §to se razblazenjem na pola, C; povec¢ava za 1.

B Uzorak sa C; kontrole od 30.69-37: Oprezno interpretirajte po$to veoma
male koli¢ine mutiranih DNK mogu da produ nedetektovane.

B Uzorak sa C; kontrole od 37-40: Oprezno interpretirajte posto se mogu
detektovati samo velike koli¢ine mutiranih DNK.

B Uzorak sa C; kontrole >40: Uzorak ne sadrzi dovolino DNK da bi se izvela
analiza.

Napomena: Ako uzorak ne generi$e C; (npr., C; >40), to moze biti zbog prisustva
inhibitora, greske u postavci testa, ili ako ne sadrzi EGFR DNK koja se moze
amplifikovati.

B C,; vrednost unutrasnje kontrole od 31-37: Nema EGFR DNK koja se moze
amplifikovati.

B C,; vrednost unutrasnje kontrole ne nalazi se u opsegu 31-37: Ovo moze
da ukaZe na gresku u postavci testa ili prisustvo inhibitora. Efekat inhibitora moze
se redukovati razblazenjem uzorka, iako ée se na taj nadin razblaziti i DNK.
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FAM CT vrednost
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Interpretaciji
podataka na str.30
ublaZenije uslova
serije

Da li je FAM
C; kontrole
testa u opsegu

23,00-30,69 ¢

NEMA UBLAZENJE NE

Da li je HEX Da li je FAM
Cr u opsegu NE 3  NEIZVO[ENJE c
31.372 SERLE <23,00¢
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Prihvatanje ..
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C; u opsegu
kontrole 30,69-37,00 2
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FAM C; vrednost Da li je FAM C;
pozitivne kontrole U opsegu
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26,26 - 30,95 2 SERIJE inhibrio
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v
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Nastaviti sa
analizom uzorka

Slika 14. Tok rada kod analize procene uzorka.
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EGFR analiza podataka o mutaciji

Kada je zavrieno izvodenije testa, analizirajte podatke prema sledeéoj proceduri.

Postavljanje softvera za analize

1.

2.
3.

9.

Otvorite odgovarajuéi fajl koristeéi Rotor-Gene Q seriju softvera, verzije
(2.0.2) i novije.

Proverite da li su uzorci obelezeni.

Kada ste na stranici praznog kanala za svaki detektor/kanal, kliknite
“Options” i unesite Crop start cycles. Na stranici sa “Remove data before
cycle”, unesite 15 i kliknite “OK".

Kliknite “Analysis”. Na stranici analiza, kliknite “Cycling A (od 15),
Yellow” da biste videli HEX kanal.

Proverite da li je”dynamic tube” oznaéena. Kliknite “Slope correct” i
“Linear scale”.

Postavite prag (threshold) na 0.02 i proverite HEX CT vrednosti.

Na stranici analize, kliknite “Cycling A (od 15), Green” da biste videli FAM
channel.

Proverite da li je “dynamic tube” oznacena. Kliknite “Slope correct” i
“Linear scale”.

Postavite prag na 0.075 i proverite FAM CT vrednosti.

Analiza kontrole serije:

Pogledajte blok dijagram “Analiza kontrole serije” na Slici 15.

Negativna kontrola: Da biste bili sigurni da kontaminacije templejta nije
prisutna, NTC ne sme dati C;vrednost manju od 40 u zelenom (FAM) kanalu.
Pogledajte u “Napomenama za interpretaciju podataka “ strana 36 vazne
informacije o analizama kriva bez kontrole templejta (no template control, NTC).
NTC mora pokazati amplifikaciju od C; 31-37 u Zutom (HEX) kanalu, ako je
serija ispravno postavljena.

Ako postoji pozitivna amplifikacija u zelenom kanalu i/ili amplifikacija izvan
opsega 31-37 u Zutom signalu, rezultati uzorka se moraju odbaciti.

Pozitivna kontrola: EGFR Pozitivna Kontrola (PC) mora dati C; kontrole od
26.26-30.95 u zelenom kanalu. Serija sa C; vrednosti izvan ovog opsega
ukazuje na problem u postavci i seriju treba proglasiti neuspelom. Ako je C;
pozitivne kontrole od 26.26-30.95 (exon 2, FAM) ali C; unutrasnje kontrole (HEX)
izvan opsega 31-37, nastavite se sa analizom.

Izraéunaijte AC; vrednost za svaku mutaciju na sledeéi nacin, vodeéi raéuna da C;
vrednosti mutacije i kontrole poti¢u od pozitivne kontrole.

AC; = C; mutacije — C; kontrole

AC; vrednosti EGFR Pozitivne Kontrole (PC) treba da se nadu u okviru vrednosti
koje su date u Tabeli 7.
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Tabela 7. Oéekivane AC; vrednosti pozitivne kontrole *

Test AC; vrednost pozitivhe kontrole
T790M -2,88 do 3,01
Delecije -6,71 do 4,16
L858R -2,41 do 0,90
L861Q -4,61 do 1,48
G719X -2,89 do 1,03
S768l -3,37 do 2,31
Insercije -2,93do 1,28

* Rotor-Gene Q softver (version 2.0.2)

Napomena: Podaci o uzorku ne smeju se koristiti ako testiranje negativne ili pozitivne
kontrole ne uspe.
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PotraZiti u
Interpretaciji
podataka, na strani 30
ublaZenije uslova serije

FAM C; vrednost
negativne kontrole

Da li je FAM
Cr<402

Nema ublazenja

|

NE —— i NEIZVODENIE
SERIJE

DA
= Ublazenje uslova serije

Dalije HEX C; u
opsegu 31,00 -
37,002
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A A
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Da li je FAM AC;
tubice sa L858R
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do 0,90 2

Da li je FAM AC,
tubice sa L861Q u
opsegu  -4,61
do 1,482

Da li je FAM AC;
tubice sa G719X
U opsegu
2,89 do 1,03 2

Da li je FAM AC;
tubice sa S768I
U opsegu -
3,37 do 2,312

DA

DA DA

NE

v

NEIZVOPENIE DA

SERIE

|
NE

Da li je FAM AC;
tubice sa insercijom

u opsegu -2,93 do
1,282

DA > Prihvatanije pozitivne Nastaviti sa analizom
kontrole uzorka

Slika 15. Tok rada analize kontrole serije.

Analiza vzorka:

FAM C; vrednost kontrole uzorka

Ako su serije obe kontrole validne, C; vrednost kontrole svakog uzorka mora se
nalaziti u opsegu od 23-30.69 u zelenom kanalu. Pogledajte dijagram “Analiza
uzorka” na Slici 16.

C; kontrole uzorka<23: Uzorci sa C; kontrole <23 doves$ée do preoptereéenija

testova mutacije i moraju se razblaZiti. Da bi se detektovale sve male koli¢ine

mutiranih DNK, joko koncentrovani uzorci se moraju razblaziti kako bi se nasli u

gore navedenom opsegu s tim da razblaZivanjem na pola, C; raste za 1.

C; kontrole uzorka u opsegu od 30.69-37: Oprezno tumaditi, posto se jako

male koli¢ine mutiranih DNK moZda neée detektovati.

C; kontrole uzorka u opsegu od 37-40: Oprezno tumaciti, posto se samo
velike koli¢ine mutiranih DNK mogu detektovati.

C; kontrole uzorka >40: Uzorak ne sadrzi dovolino DNK za izvodenje analize.
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Napomena: Ako je FAM C; vrednost uzorka izmedu 23 i <37, nema potrebe da se
procenjuje unutradnja kontrola.

Napomena: Ako uzorak ne generi$e C; (npr., C; >40), to moze biti zbog prisustva
inhibitora, greske u postavci testa, ili ako nema EGFR DNK koja se moze
amplifikovati.

B C, vrednost unutrasnje kontrole od 31-37: Test korekino funkcionige, ali
nema EGFR DNK koja se moZe amplifikovati.

B C,; vrednost unutrainje kontrole nije u opsegu od 31-37: Ovo moze
ukazivati na gresku u postavci testa ili na prisustvo inhibitora. Razblazenjem
uzorka moguée je redukovati efekat inhibitora, iako ée se na ovaj nadin
razblaziti i DNK.

Napomena: Ako FAM reakcija u testu mutacije ne generise C; vrednost a reakcije
unutradnje kontrole generi$u C; vrednost izvan opsega od 31-37, podaci se moraju
odbaciti po$to mogu biti prisutni inhibitori, $to moze dovesti do laZzno negativnih
rezultata. Razblazivanjem uzorka moze se redukovati efekat inhibitora, ali treba
napomenuti da se na ovaj naéin razblazuje i DNK.

Razblaziti uzorak -« Uzorak f‘l".e'bq ¢ oA
razblaziti

FAM C; vrednost Dalije FAM C; Da lije FAM

kontrole uzorka kontrole uzorka u NE > .
opsegu 23,00 do Cr < 23,002
30,69 ¢ I
HEX C; vrednosti unutragnije Oprezno tumaciti
kontrole uzorka testova sa rezultate mutacije NE
DA mutacijom (.|
D.

Dalije FAM C;
u opsegu 30,69
do 37,00 2

Da li je svaki FAM
Cr mutacije u
opsegu 00,00 -
40,00 2

Da li je HEX C;

unutradnje kontrole

mutacije izmedu 31 i
372

FAM C; vrednosti
testova mutacije
uzorka

NE

NE

DA DA

DA
h ; ; Dalije FAMC u
opsegu 37,00 do
Kiveta je poziivna na FAM 5 L 40,00 ?
amplifikaciju Neispravan Mutacija nije
nirarals AntalAniimna
[] Tzratunati AC; vrednosti za svaku | | Uzorak moZzda ne sadrzi
mutaciju: DNK koja se moze
AC; = C; mutacije - C; kontrole amplifikovati ili sadrZi
inhibitor

po mutaciji.

Uporediti vrednosti AC; sa cut off vrednosti
Pogledajte priruznik, Tabela8, strana 38

Da li je bilo koja vrednost
AC; u okviru specifiénog
AC; opsega za taj fest ¢

Mutacija nij

Antaltavinna

NE

DA

v

Detektovana EGFR mutacija za test
mutacije

Slika 16. Tok rada analize mutacija.
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FAM C; vrednost mutacije uzorka

FAM vrednosti za svih sedam reakcionih mikseva mutacije treba uporediti sa
vrednostima navedenim u Tabeli 8.

Tabela 8. Prihvatljive vrednosti (FAM) reakcije mutacije uzorka *

Test Prihvatljiv opseg C; Cut offAC; vrednost
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 vrednosti se nalaze u opsegu i obuhvataju prikazane vrednosti..

B Ako su FAM CT u okviru navedenog opsega od15.00-40.00, to je FAM
amplifikacija pozitivno.

B Ako su FAM CT iznad navedenog opsega, ili nema amplifikacije, to je FAM
amplifikacija negativno.

lzra¢unaijte AC; vrednost za svaku mutaciju uzorka koja je pozitivna na amplifikaciju
na slededi nadin, vodedi ra¢una da C; vrednost mutacije i kontrole poti¢u od istog
uzorka.

AC; =C; mutacije-C; kontrole

Uporedite AC; vrednost za uzorak sa cut-off ta¢kom aktuelnog testa (Tabela 8), vodedi
rac¢una da se taéna cut-off ta¢ka primenjuje u svakom testu.

Cut-off ta¢ka je tac¢ka iznad koje pozitivan signal moze potencijalno biti zbog
signala pozadine ARMS prajmera na wild tipu DNK. Ako je AC; vrednost uzorka
veca od cut-off tacke, to se klasifikuje kao “mutacija nije detektovana” ili izvan
granica detekcije kompleta. Ako je vrednost uzorka na ili ispod cut-off tacke,
uzorak se smatra pozitivnim na mutacije detektovane ovim testom.

Napomena: Za uzorke koji ne pokazuju FAM C; mutacije, potrebno je proceniti (HEX)
C; unutrasnje kontrole kako bi se odredilo da i mutacija nije detektovana ili test nije
ispravan. Ako je HEX C; vrednost izmedu 31 i 37, tada mutacija nije detektovana. Ako
je HEX C; vrednost izvan opsega 31-37, tada uzorak nije ispravan.
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Ukratko, za svaki uzorak, svakoj reakciji mutacije bi¢e dodeljen status:
mutacija detektovana; mutacija nije detektovana, ili neispravna, upotrebom
slededih kriterijuma.

B Mutacija detektovana: FAM amplifikacija pozitivna i AC;su na ili ispod cut-off
vrednosti. Ako su detektovane viSestruke mutacije, sve moze biti prijavljeno.

B  Mutacija nije detektovana:

FAM amplifikacija pozitivna i AC; su iznad cut-off vrednosti.

FAM amplifikacija negativna i HEX (unutradnja kontrola) amplifikacija pozitivna.
M Neispravna:

FAM amplifikacija negativna i HEX amplifikacija izvan specifikacija.

Napomene za interpretaciju podataka
Linearna amplifikacija

Rotor-Gene Q krive svih reakcija treba proveriti. Povremeno se zapaza porast signala
fluorescencije u NTC i u negativnim uzorcima. Ako je ovo sluéaj i C; vrednost je
dostignuta, od korisnika se traZi da razgraniéi pojavu prave amplifikacije, $to bi
ukazalo na kontaminaciju u NTC, i linearan porast fluorescencije, koji se pojavio zbog
fluorescencije nedistoéa.

Analiza NTC

Slike17-18 pokazuju dva primera ponasanja NTC uzoraka. Na Slici 17, vidi se
nelinearna (prava amplifikacija) zbog kontaminacije uzorka. Ovu seriju treba odbaciti
i uzorke ponovo testirati. Na Slici 18, uo¢ava se linearna amplifikacija u NTC. Pod
ovim okolnostima, treba pregledati neobradenu oéitanu fluorescenciju. Odgovarajuéa
kriva neobradene oditane fluorescencije prikazana je na Slici 19, i ona pokazuje
linearni porast fluorescencije pre nego pojavu prave amplifikacije. Podaci o ovoj seriji
mogu se koristiti, pod uslovom da su pozitivna i interna kontrola prihvaéene. U
poredenju sa Slikom 19, Slika 20 pokazuje podatke o neobradenoj oéitanoj
fluorescenciji gde je do$lo do prave amplifikacije. Pod ovim uslovima, podatke treba
odbaciti i uzorke ponovo testirati posto ovo pokazuje da je prisutna kontaminacija.
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Slika 17. Kontaminacija kod NTC testa u analiziranoj seriji.
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Slika 18. Primer linearnog poveéanja fluorescencije u NTC reakcionom mestu.
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Slika 19. Neobradena fluorescencija sa Slike 18.
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Slika 20. Podaci neobradene oéitane fluorescencije koji pokazuju NTC reakciono
mesto sa pojavom prave amplifikacije.

Analiza vzoraka

Slike 21-22 pokazuju dva primera amplifikacije u reakcijama uzorka. Primer prave
amplifikacije u reakcionom mestu uzorka u analiziranoj seriji uoéava se na Slici 21.

Ako serija pokazuje ovaj tip sigmoidalne krive amplifikacije, to je prava amplifikacija i
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podaci iz ove serije mogu se upotrebiti, po uslovom da su pozitivna i interna kontrola
prihvaéene.

a7
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pravu
amplifikaciju

Morm. Fluoro.
=) o
= o

o
%)

: /

o1

Threshald

00
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Slika 21. Prava amplifikacija u reakcionom mestu uzorka v analiziranoj seriji.

Na Slici 22 prikazan je primer linearne amplifikacije u reakciji uzorka. Pod ovim
uslovima, treba pregledati podatke neobradene oéitane fluorescencije. Odgovarajuéa
kriva neobradene oéitane fluorescencije (Slika 23) pokazuje da linearan porast koje se
uocava na Slici 22 korespondira sa linearnim porastom kod neobradene
fluorescencije i nije prava amplifikacija. Pod uslovom da su pozitivna i interna kontrola
prihvaéene, rezultate uzorka iz ovih serija mozete oprezno koristiti, tako da se linearna
amplifikacija naziva “no C;"..

0s

Kriva pokazuje ,
pravu
amplifikaciju.

oy
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Morm. Fluoro.
o
=

Linearan porast

03 ..
fluorescencije u
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Slika 22. Primer linearnog porasta fluorescencije u reakcionim mestima dva uzorka.
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Slika 23. Neobradena oéitana fluorescencija sa Slike 22.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|
40 Uputstvo za potrebu therascreen EGFR RGQ PCR Kit 06/2013



Vodi¢ za reSavanje problema

Ovaj vodi¢ za re$avanije problema moze pomoéi u re$avaniju svih problema koji se
mogu pojaviti. Vide informacija moZete nadi na stranici the Frequently Asked
Questions u nasem Centru za tehni¢ku podrsku (Technical Support Center):

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Nauénici u QIAGEN Tehni¢kim Sluzbama uvek
¢e rado odgovoriti na sva va$a pitanja koja moZete imati o informacijama i

protokolima u ovom priruéniku ili o tehnologijama uzorkovanja i testiranja (za kontakt

informacije pogledaijte zadnju koricu ili posetite www.giagen.com).

Komentari i sugestije

Nema signala sa EGFR Pozitivnom Kontrolom (PC) u kanalu fluorescencije
Cikliranje Zeleno

a) Odabran kanal Za analizu podataka, odaberite kanal fluorescencije
fluorescencije za PCR Cikliranje Zeleno za analiticki EGFR PCR i kanal
analizu podataka ne fluorescencije Cikliranje Zuto za PCR unutragnje
odgovara protokolu kontrole.

b) Pogres$no programiranje  Uporedite temperaturni profil sa protokolom i ako je
temperaturnog profila pogresan, ponovite seriju.
Rotor-Gene instrumenta

c) Neispravna konfiguracija Proverite vase korake u radu posredstvom $eme
PCR-a pipetiranja i ponovite PCR, ako je potrebno

d) Uslovi skladistenja za Proverite uslove skladistenja i rok trajanja (pogledaite
iedan ili vise komponenti  etiketu na kompletu) reagenasa i upotrebite novi kit,
kompleta ne odgovaraju  ako je potrebno.
instrukcijama datim u
“Cuvanie i rukovanie
reagensima” (stranica
11)

e) Therascreen EGFRRGQ  Proverite uslove skladistenja i rok trajanja (pogledaijte
PCR Kitu je istekao rok etiketu na kompletu) reagenasa i upotrebite novi kit,
trajanja ako je potrebno.

Signali sa negativnim kontrolama u kanalu fluorescencije Cikliranje Zeleno
analitickog PCR

a) Kontaminacija se Ponovite PCR sa novim reagensima u replikatima.
pojavila tokom pripreme

PCR Ako je moguée, zatvorite PCR mikrotube direktno

posle dodavanja uzoraka koje treba testirati.

Uverite se da se radni prostor i instrumenti redovno
dekontaminiraju.
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Komentari i sugestije

b) Kontaminacija se Ponovite ekstrakciju i PCR uzorka koji se testira
pojavila tokom upotrebom novih reagensa.
ekstrakcije

Uverite se da se radni prostor i instrumenti redovno
dekontaminiraju

Kontrola kvaliteta

U skladu sa QIAGEN's ISO-sertifikovanim sistemom za upravljanje kvalitetom, svaki
lot therascreen EGFR RGQ PCR Kita testira se na unapred odredene specifikacije
kako bi se obezbedio konzistentan kvalitet produkta.

Ogranicenja

Rezultate produkta treba tumaditi u kontekstu svih relevantnih klini¢kih i laboratorijskih
nalaza i ne treba ih izdvojeno koristiti za postavljanje dijagnoze.

Produkt treba da koristi isklju¢ivo specijalno obuéeno i uvezbano osoblje za in vitro
dijognosti¢ke procedure i Rotor-Gene Q.

Studije analiticke validnosti obuhvataju humanu DNK ekstrahovanu iz uzoraka
tumorskog tkiva koji su fiksirani formalinom i ukalupljeni u parafinu.

Ovaj produkt je predviden za upotrebu samo na Rotor-Gene Q real-time PCR cycler,
5plex HRM serije.

Potrebno |e strikino se pridrzavati therascreen EGFR RGQ PCR Kit Uputstva_kako bi se
dobijali optimalni rezultati. Ne preporuéuije se razblaZivanje reagenasa na nadin koji
nije opisan u priruéniku posto moze dovesti do smanjenja performance.

Vazno je da se koli¢ina i kvalitet DNK u uzorku procenjuje pre izvodenja analize
uzorka koristeéi therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Dodatni Kontrolni Reakcioni Miks
(Ctrl) je obezbeden kako bi se odredilo da li je C; vrednost prihvatljiva za test. Ne
treba koristiti ¢itanja apsorbancije, posto ne koreliraju sa C; vrednostima u
fragmentiranim uzorcima DNK.

Treba obratiti paznju na rokove trajanja i uslove skladistenja koji su od$tampani na
kutiji i etiketama svih komponenti. Nemoijte koristiti komponente kojima je istekao rok
ili koje su nepravilno skladisteni.

Karakteristike Performance

Cut-off vrednosti

171 FFPE uzorak e testiran upotrebom metode prema vodi¢u u NCCLS EP17-A
(2004). Podaci od 159 uzoraka upotrebljeni su za postavljanje cut-off vrednosti za
komplet. Ustanovlien C; opseg za kontrolu je 23.00 do 30.69 C;. Cut-off vrednosti su
ustanovlijene i prikazane u Tabeli 8.
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Granica detekcije (Limit of detection, LOD)

Kako bi se odredila LOD za Therascreen EGFR RGQ PCR Kit, set uzoraka je dobijen
mesanjem sintetickog mutant DNK sa wild tipom genomske DNK kako bi se simulirao
opseg razli¢itih procenata mutacije za svaki od 29 mutacija. LOD svakog testa
definisan je kao procenat mutacije pri kojem se 95% replikata defini$e kao pozitivan
pomodu therascreen EGFR PCR RGQ Kita. LOD vrednosti date su u Table 9. Za
testove multipleks formata, koji detektuju videstruke mutacije (G719X, delecije i
insercije), data je vrednost za reakciju koja daje najveéu LOD.

Tabela 9. LOD za svaki od sedam EGFR testova mutacije

Mutacije Procenat detektovane mutacije (%)
T790M 7,02
Delecije 1,64
L858R 1,26
L861Q 0,50
G719X 5,43
S768l 1,37
Insercije 2,03
Preciznost

Za odredivanje preciznosti therascreen EGFR RGQ PCR Kita, komplet uzoraka je
dobijen mes$anjem sintetickog mutant DNK sa wild tipom genomske DNK kako bi se
simulirao mali procenat mutacije za svaki od sedam testova mutacije. Preciznost je
procenjena testiranjem uzoraka na jednom mestu za testiranje, upotrebom vise $arzi
kita, operatera i izvodenja testa tokom razli¢itih dana, sa dva replikata za svaki
uzorak. Uoéena varijabilnost, u vidu procenjene standardne devijacije iz Variance
Component Analysis, bila je manja od 1 AC; i moze se koristiti kao procena
preciznosti (Tabela 10).
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Tableau 10. Rezultati intra-laboratorijskih testova

Procenat pozitivnih

Test rezultc.l.ta testiranjem Procena Standardne Devijacije (AC;)
mutacija

T790M 100 % 0,33

Delecije 100 % 0,40

L858R 100 % 0,45

L861Q 100 % 0,49

G719X 97.9 % 0,59

S768l 97.9 % 0,31

Insercije 97,9 % 0,38

* 93 replikata testirano je za svaku mutaciju.

Reproducibilnost

Reproducibilnost procenjena je testiranjem uzoraka sa visokim stepenom mutacije u
pozadini wild tipom genomske DNA na tri mesta za testiranje, upotrebom visetrukih kit
batches, operators i serija, tokom razli¢itih dana, sa dva replikata od svakog uzorka.
Za svih sedam testova mutacije 96.1-100% uzoraka mutantnih DNK bilo je pozitivho
na mutaciju. Uzorci wild tipa bili su negativni na mutaciju u svim testovima za sva
mesta.

Efekat na koncentraciju ulazne DNK

Da bi se odredio efekat promene koncentracije ulazne DNK na rezultate dobijene
therascreen EGFR RGQ PCR Kitom bliske LOD, napravljen je set uzoraka za svih 29
mutacija me$anjem sinteti¢ke mutantne DNK sa wild tipom genomske DNK da bi se
dobili uzorci sa niskim, srednjim i visokim ukupnim nivoima ulazne DNK.

Visoki i niski nivoi ulazne DNK birani su tako da predstavljaju opseg C; vrednostu za
kontrolu (23.50 do 29.50).

Procena podataka seta ulaznih DNK (29 mutacija, pri koncentracijom bliskim LOD i
pri tri razli¢ita nivoa ulazne DNK) pokazuju nivo od 95.44% pozitivnih mutacija.

Ovi podaci pokazuju da promenom nivoa ulazne DNK, u okviru radnog opsega testa,
ne dolazi do uticaja na AC; ili procenu prisustva mutacije uzorka.

Interferirajuce supstance

Procenijen je efekat supstanci koje bi se potencijalno mogle preneti iz QIAGEN®
QIAamp DNK FFPE Tissue Kita tokom obrade FFPE uzoraka na performanse kita.
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Formalin, parafinski vosak, ksilen, etanol, pufer ATL, proteinaza K, pufer AL, puffer za
ispiranje AWT, i pufer za ispiranje AW2 upotrebljeni si pri najvisim (“najgori sluéaj”)
olekivanim koncentracijoma (pod pretpostavkom da svaki korak ispiranija ili
precis¢avanja u protokolu kita za ekstrakciju dovodi do redukcije koncentracije
komponente za 1 log).

U studiji su se pre koristili LOD uzorci tri puta pre nego jako visok nivo mutacije kako
bi se sigurno detektovala potencijalna interferencija.

Smatra se da razlika AC; od =3 standardne devijacije (preuzeto iz studije o

T [acij I
preciznosti) izmedu “testa” i “kontrole” (i.e., nema interferirajuée supstance) ukazuje
na potencijalnu interferenciju.

Nijedna od potencijalno interferijaéih supstanci koje su procenjene nije imala
promenu AC; =1 standardne devijacije u poredenju sa kontrolama.

Reference

QIAGEN odrzava veliku, azuriranu online bazu podataka nauénih publikacija utilizing
QIAGEN products. Opcije uporedne pretrage omoguéavaju vam da pronadete &lanke
koji su vam potrebni, pretragom pomo¢u jednostavne kljuéne reéi ili pomoéu
aplikacije, oblasti istraZivanja, naslova, itd.

Da biste dobili kompletnu listu referenci, posetite online bazu podataka QIAGEN
Referenci na www.giagen.com/RetDB/search.asp ili kontaktirajte QIAGEN Tehni¢ke
sluzbe ili vaseg lokalnog distributera.

Symbols

W Sadrzi reagense dovoljno za <N> testova
<N>

E Upotrebljiv do

IVD In vitro diagnosti¢ki medicinski uredaj

Uputstvo za rad therascreen EGFR RGQ PCR Kit 06/2013 45


http://www.qiagen.com/RefDB/search.asp

REF Kataloski broj

LOT Broj lota

Broj materijala
COMP Komponente
CONT Sadrzi

NUM Broj

Ograniéenje temperature

H Proizvoda¢
i

Proucite uputstvo za upotrebu

Informacije o kontaktu

Tehni¢ku pomoé i viSe informacija potrazite u nasem Centru za tehni¢ku podrsku na
adresi www.giagen.com/Support, telefon 00800-22-44-6000 ili se obratite jednom
od QIAGEN odeljenja za tehni¢ku pomoé ili lokalnim dobavlja¢ima (pogledaite
poledinu ili posetite adresu www.qgiagen.com).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|
46 Uputstvo za potrebu therascreen EGFR RGQ PCR Kit  06/2013



Dodatak: Detalji o Mutacijama

Svi COSMIC ID su preuzeti iz Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/).

Tabela 11. Lista mutacija i odgovarajué¢ih COSMIC ID.

Mutacija Exon Promena 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
2307 _2308ins9 12376
Insercije 20 2319 2320insCAC 12377
2310 2311insGGT 12378
2235 2249del15 6223
2235 2252>AAT (kompleks) 13551
2236 _2253del18 12728
2237 2251del15 12678
2237 2254del18 12367
2237 2255>T (kompleks) 12384
Delecije 19
2236_2250del15 6225
2238 2255del18 6220
2238 2248>GC (kompleks) 12422
2238 2252>GCA (kompleks) 12419
2239 2247del9 6218
2239 2253del15 6254
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Tabela 11. Lista mutacija i odgovarajuéih COSMIC ID (nastavak)

Mutacije Exon Promena baze COSMIC ID

2239 2256del18 6255

(Zki ?::Eé i;l)STTAAGAGAAG>C 12382

2239 2258>CA (kompleks) 12387
Delecije 19 2240 2251del12 6210

2240 2257del18 12370

2240 2254del15 12369

2239 2251>C (kompleks) 12383
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Informacije o Porudzbini

Produkt Sadrzaj Kat.br.
therascreen EGFR RGQ Za 24 reakcije: 1 Test Kontrola, 7 Testova 870111
PCR Kit (24) Mutacije, Pozitivna Kontrola, Tag DNK

Polimeraza
Rotor-Gene Q i dodaci
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler i High Resolution Melt 9002033
5plex HRM System analizator sa 5 kanala (zeleni, zuti,

narandzasti, crveni, tamno crveni) plus

HRM kanal, laptop kompijuter, softver,

dodaci, 1 godine garancije za delove |

upotrebu, instalacija i obuka nisu

obezbedeni
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler i High Resolution Melt 9002032
5plex HRM Platform analizator sa 5 kanala (zeleni, Zuti,

narandzasti, crveni, tamno crveni) plus

HRM kanal, laptop kompijuter, softver,

dodaci, 1 godina garancije za delove i

upotrebu, instalacija i obuka
Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler i High Resolution Melt 9001650
HRM System analizator sa 5 kanala (zeleni, zuti,

narandzasti, crveni, tamno crveni) plus

HRM kanal, laptop kompijuter, softver,

dodaci, 1 godina garancije za delove i

upotrebu, instalacija i obuka nisu

obezbedeni
Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler i High Resolution Melt ~ 9001580
HRM Platform analizator sa 5 kanala (zeleni, Zuti,

narandzasti, crveni, tamno crveni) plus

HRM kanal, laptop kompijuter, softver,

dodaci, 1 godina garancije za delove i

upotrebu, instalacija i obuka
Loading Block 72 x Aluminijski blok za ruéno postavljanje 9018901
0.1 ml Tubes reakcije sa jednokanalnom pipetom u 72 x

0.1 ml mikrotuba
Strip Tubes and Caps, 250 stripova od 4 mikrotube i zatvaraéi za 981103
0.1 ml (250) 1000 reakcija
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stripova od 4 mikrotube i 981106

0.1 ml (2500)

zatvaradi za 10,000 reakcija
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Sve novije informacije o licenciranju i odricanjima specifiénim za produkt, potraZite u
odgovarajuéem QIAGEN kit priruéniku ili uputstvu za koriséenje. QIAGEN kit priruénici
i uputstva za kori$éenje dostupni su na www.qgiagen.com a mozete ih traZiti i od
QIAGEN Tehni¢kog servisa ili od vaseg lokalnog distributera.
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Ova stranica je namerno ostavljena prazna.
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Kupovinom ovog produkta kupac moZe da ga koristi za izvodenje dijagnosti¢kih usluga u humanoj in vitro dijagnostici. Ovim nije dozvoliena
nijedna zajednigka dozvola ili druga licenca bilo koje druge vrste osim ovog specifi¢nog prava na kori§éenje ste¢enog kupovinom.

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

Therascreen EGFR RGQ PCR Komplet je CE-obelezen dijagnosti¢ki komplet u skladu sa Evropskom In Vitro Dijagnostii¢kom Direktivom 98/79/EC.
Nije dostupna u svim zemljama.

Sporazum o ograniéenoj licenci za komplet therascreen EGFR RGQ PCR

Upotreba ovog produkta oznaéava saglasnost kupca ili korisnika produkta sa slede¢im uslovima:

1.

o > LN

Ovaj proizvod sme da se koristi samo u skladu sa protokolima navedenim uz proizvod i u ovom uputstvu i samo sa komponentama koje se
nalaze u kompletu. QIAGEN ne odobrava licencu u okviru svoje intelektualne svojine za kori$éenie ili kombinovanie isporu¢enih komponenti sa
komponentama koje nisu deo ovog kompleta, osim kao 3to je opisano u protokolima navedenim uz proizvod, u ovom uputstvu i dodatnim
protokolima dostupnim na adresi www.giagen.com. Neke od ovih dodatnih protokola su obezbedili korisnici QIAGEN proizvoda za korisnike
QIAGEN proizvoda. Kompanija QIAGEN nije detaljno testirala niti optimizovala te protokole. QIAGEN ne daje garancije za njih niti tvrdi da oni
ne krde prava nezavisnih proizvodaéa.

Osim posebno navedenih dozvola, QIAGEN ne pruza garanciju da ovaj komplet i/ili njegova upotreba(e) ne naru$ava prava treéih strana.
Dozvoljeno je ovaj Komplet i njegove komponente jednom upotrebiti i ne mogu se ponovo koristiti, osveziti ili ponovo prodati.
QIAGEN naro¢ito ne priznaje druge licence, direkino navedene ili one koje se podrazumevaju osim onih posebno navedenih.

Kupac i korisnik Kit pristaje da ne ustupa ili dopusta drugom licu da preduzima bilo kakve korake koji mogu dovesti do ili olak3ati bilo koje
nedozvolijene radnje gore nevedene. QIAGEN moZe staviti na snagu zabranu Ugovora o ograni¢enoj licenci u bilo kom Sudu, i pokriée sve
trogkove istrage i sudske troskove, ukljuéujuéi angaZovanje advokata u bilo kom postupku da se pribavi ovaj Ugovor o ograni¢enoj licenci ili
bilo koja prava na intelektualnu svojinu koja se odnose na Komplet i/ili njegove komponente.

Za sve azurirane uslove licence, posetite www.giagen.com.

© 2012-2013 QIAGEN, sva prava zadrzana.
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