
2025년 10월

therascreen® KRAS RGQ PCR Kit
사용 지침(안내서)

24

버전 1

체외 진단용

처방 전용

Rotor-Gene® Q MDx (US) 기기와 함께 사용

QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit와 함께 사용

870021

QIAGEN, GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, 독일

R16

Sample to Insight



2 therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침  |  10/2025

목차

용도 5

요약 및 설명 6
절차의 원리 8

제공 품목 14
키트 내용물 14

필요하지만 제공되지 않는 재료 15

경고 및 예방조치 17
경고 17
예방 조치 17

시약 보관 및 취급 20

시료 취급 및 보관 22
시료 취급 22
결장직장암 조직의 DNA 추출을 위한 조직 시료 준비 22
비소세포폐암 조직의 DNA 추출을 위한 조직 시료 준비 23
시료 보관 23

프로토콜: DNA 추출 24
결장직장암 샘플을 위한 DNA 추출 24
비소세포폐암 샘플을 위한 DNA 추출 25

프로토콜: DNA 샘플 평가 27

프로토콜: KRAS 돌연변이 검출 43

결과 해석 55
분석 및 돌연변이 판정 55
Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그 56
비소세포폐암 및 결장직장암 전용 플래그 56
비소세포폐암 전용 플래그 58
결장직장암 전용 플래그 60



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 |  10/2025 3

문제 해결 가이드 63

품질 관리 64

금기 사항 64

제한 사항 64

CRC 시료의 성능 특징 66
분석 성능 66
컷오프 66
공백 한계 66
분석 표준 방법과의 비교 67
검출 한계(Limit of Detection, LOD) 70
투입 DNA의 영향 75
DNA 투입의 함수인 선형성/증폭 효율 76
돌연변이 비율에 따른 선형성/증폭 효율 78
간섭 물질 79
교차 오염 80
배타성/교차 반응성 81
반복성 및 재현성 83
샘플 처리 변동성 85
로트 상호 교환성 87

비소세포폐암 시료의 성능 특징 88
분석 성능 88
검출 한계(Limit of Detection, LOD) 88
세포주 상관 관계 연구 88
분석 표준 방법과의 비교 89
샘플 획득의 등가성 90
반복성 및 재현성 92
분석 정확도(임상 샘플 사용) 104
비특이적 증폭 105
투입 DNA의 영향 105
비특이적 증폭/교차 반응/배타성: 돌연변이 양성 KRAS DNA 107
샘플 처리 변동성 108
로트 상호 교환성 109
FFPE 절편의 안정성 110
간섭 물질 110



4 therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침  |  10/2025

보호대역 연구 111

임상적 성능 114
Erbitux(세툭시맙)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구 114
Vectibix(파니투무맙)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구 116
비소세포폐암에 대한 LUMAKRAS(소토라십)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구 119
비소세포폐암에 대한 Krazati(아다그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구 121
직장결장암에 대한 Krazati(아다그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구 123
CRC에 대한 파니투무맙 병용 LUMAKRAS(소토라십)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구125

참고 문헌 128

기호 131

연락처 정보 132

부록: Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package의 설치 133

주문 정보 136

문서 개정 이력 138



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 |  10/2025 5

용도

therascreen® KRAS RGQ PCR Kit는 포르말린 고정 파라핀 포매(Formalin-Fixed, Paraffin-

Embedded, FFPE) 결장직장암(Colorectal Cancer, CRC) 조직 및 비소세포폐암(Non-Small

Cell Lung Cancer, 비소세포폐암) 조직에서 추출한 DNA를 사용하여 인간 KRAS 종양 유전자

에서 일곱 가지의 체세포 돌연변이를 검출하기 위해 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에서 사용

되는 실시간 정성적 PCR 분석법입니다. 이 검사는 승인된 치료 제품 라벨에 따라 표 1에 나열

된 표적 치료제로 치료할 수 있는 환자를 식별하기 위한 동반 진단용입니다.

적응증 생체표지자 요법

결장직장암(Colorectal Cancer, CRC) KRAS 야생형(코돈 12 및 13
에 돌연변이 없음)

Erbitux®(세툭시맙)

Vectibix®(파니투무맙)

결장직장암(Colorectal Cancer, CRC) KRAS G12C Krazati®(아다그라시브) 및 Erbitux®

(세툭시맙) 병용

결장직장암(Colorectal Cancer, CRC) KRAS G12C Vectibix®(파니투무맙) 및
LUMAKRAS™(소토라십) 병용

비소세포

폐암(NSCLC)

KRAS G12C LUMAKRAS(소토라십)

Krazati(아다그라시브)

표 1. 동반진단적응증
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요약 및 설명

KRAS 종양 유전자 내 돌연변이는 사람의 암에서 자주 발견됩니다(1~3). 이런 돌연변이의 존

재는 전이성 결장직장암(Metastatic Colorectal Cancer, mCRC) 환자에게서의 특정한 EGFR

억제제 암 치료법에 대한 반응 부족과 관련이 있습니다(4, 5~13). KRAS 종양 유전자의 이런

돌연변이는 약 40%의 mCRC 사례에 존재합니다(14).

KRAS G12C 돌연변이는 특히 아미노산 위치 12의 글리신 잔류물을 시스테인 잔류물로 대체

하는 KRAS 단백질 형태의 발현을 초래합니다.

l 비소세포폐암 환자에서 이는 표적 KRAS 억제제 LUMAKRAS™(소토라십) 또는 Krazati®

(아다그라시브)를 사용한 치료에 적합할 가능성을 나타냅니다. 이 돌연변이는 비소세포폐

암 사례의 약 13%에 존재할 것으로 추정됩니다(15).

l CRC 환자의 경우 이는 Vectibix(파니투마뭅)과 병용한 표적 KRAS 억제제 LUMAKRAS

(소토라십) 또는 Erbitux(세툭시맙)과 병용한 Krazati(아다그라시브) 치료를 받을 수 있는

잠재적 자격을 나타냅니다. 이 돌연변이는 CRC 사례의 약 3%에 존재할 것으로 추정됩니

다(16).

Scorpions® (17)와 ARMS(Allele Refractory Mutation System) 기술(18, 19)을 사용하여

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 야생형 유전체 DNA(표 2)의 배경에서 KRAS 종양 유전자

의 코돈 12 및 13의 일곱 가지 돌연변이를 검출할 수 있습니다. COSMIC 데이터베이스

(2012 v59)의 데이터에 따르면, therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검출된 일곱 가지 돌연변이

는 결장직장암 환자에서 보고된 모든 KRAS 돌연변이의 97%를 넘습니다(20).
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돌연변이 염기변화 COSMIC ID*

GLY12ALA(G12A) GGT>GCT 522

GLY12ASP(G12D) GGT>GAT 521

GLY12ARG(G12R) GGT>CGT 518

GLY12CYS(G12C) GGT>TGT 516

GLY12SER(G12S) GGT>AGT 517

GLY12VAL(G12V) GGT>GTT 520

GLY13ASP(G13D) GGC>GAC 532

* COSMIC ID는 공공 데이터베이스인 Catalog of Somatic Mutations in Cancer에서 가져온 것입니다

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

표 2. 돌연변이및 COSMIC 개체목록

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
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절차의 원리

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 여덟 가지의 개별적 PCR 증폭 반응(KRAS 종양 유전자의

엑손 2의 코돈 12 및 13의 일곱 가지 돌연변이 특이적 반응과 엑손 4의 한 가지의 야생형 대조

물질)을 제공합니다. 아래는 키트 주요 구성품에 대한 설명입니다.

돌연변이 반응 혼합물

각 반응 혼합물은 돌연변이 특이적 증폭 불응 돌연변이 시스템(Amplification Refractory

Mutation System, ARMS) 프라이머를 사용하여 돌연변이 된 DNA를 선택적으로 증폭시킨 후

Scorpions 프라이머를 사용하여 증폭 생성물을 검출합니다.

ARMS

대립 유전자 특이적 증폭은 Taq DNA 중합효소가 PCR 프라이머의 3' 말단에서 일치 염기와

불일치 염기를 구별하는 능력을 이용하는 ARMS에 의해 달성됩니다. 프라이머가 완전히 일

치할 경우 최상의 효율로 증폭이 진행됩니다. 3' 염기가 일치하지 않으면 낮은 수준의 배경 증

폭 곡선만 발생할 수 있습니다. 그러므로 돌연변이 된 염기 서열은 대다수의 DNA가 돌연변이

를 갖고 있지 않은 샘플에서도 선택적으로 증폭됩니다.

Scorpions

증폭의 검출은 Scorpions를 사용하여 수행됩니다. Scorpions는 공유 결합으로 프로브에 연결

되는 PCR 프라이머를 포함하는 이작용기 분자들입니다. 이 프로브는 형광단 카르복시플루오

레세인(FAM™)과 소광제를 포함하고 있습니다. 후자는 형광단의 형광도를 감소시킵니다.

프로브가 PCR 중에 ARMS 앰플리콘과 결합되면, 형광단, 소광제가 분리되어 형광도가 검출

가능한 수준으로 증가합니다.
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대조 반응액

대조 반응 혼합물(튜브 CTRL)은 Scorpions 프라이머와 비표지 프라이머를 사용하여 KRAS 유

전자의 엑손 4의 짧은 서열을 증폭시킵니다. 대조 반응은 적절한 수준의 증폭 가능한 DNA가

샘플에 존재하는지를 결정하는 데 사용되며, 돌연변이 상태를 결정하는 데 사용되는 분석적

계산에 사용되는 요소입니다.

내부 대조물질

8개의 반응 혼합물 각각은 반응의 실패(예: 억제제의 존재로 인해)를 검출할 수 있도록 설계된

내부 대조물질을 포함합니다. 내부 대조물질을 대조물질 및 돌연변이 반응에서 FAM 표지

Scorpions와 구별하기 위해, 내부 대조물질은 KRAS와 관련되지 않은 올리고뉴클레오타이드

표적 서열, 비표지 프라이머 및 헥사클로로플루오레세인(HEX™)으로 표지된 Scorpions 프라

이머를 사용합니다.

양성 대조물질

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 KRAS 양성 대조물질(튜브 PC)도 포함하고 있습니다. 양성

대조물질은 키트에 의해 검출되는 각 돌연변이를 나타내는 합성 올리고뉴클레오타이드의 혼

합물입니다. 양성 대조물질의 검출은 키트의 각 반응 혼합물의 적절한 기능 여부를 확인해 줍

니다.

음성 대조물질

therascreen KRAS RGQ PCR Kit에는 ‘템플릿 없는 대조물질’ 반응을 위해 사용되는 템플릿 없

는 대조물질을 위한 탈핵산분해효소수(튜브 NTC)가 들어 있습니다. 템플릿 없는 대조물질은

음성 대조물질로 사용되며, 분석 설정 중의 잠재적인 오염을 평가합니다.
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Taq DNA 중합효소

Taq DNA 중합효소는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서 사용하는 중합효소 연쇄 반응을

위한 효소입니다.

플랫폼 및 소프트웨어

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 www.qiagen.com에서 다운로드할 수 있는 therascreen

KRAS Assay Package가 설치된 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에서 사용할 수 있도록 고안되

었습니다.

l 호환되는 RGQ 소프트웨어와 therascreen KRAS Assay Package 버전에 관해서는 ‘필요하

지만 제공되지 않는 재료’ 페이지의 15을 참고하십시오.

l 기기에 관한 사항은 기기 사용 설명서를 참고하십시오.

l 대조물질 및 샘플에 대한 플래그를 최소화하려면 설치 절차와 장소적 요건에 따라 Rotor-

Gene Q MDx (US) 기기를 배치할 때 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 지침을 엄

격하게 준수해야 합니다.

l ‘부록: Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package의 설치’ 페이지의 133 설치를 참고

하여 Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 설치 지침을 확인하십시오.

Rotor-Gene Q MDx (US) 기기를 기기 사용 설명서에 나와 있는 요건에 따라 유지보수해야 합

니다.

실행매개변수

Rotor-Gene Q MDx (US) 기기는 therascreen KRAS Assay Package를 사용하여 다양한 주기

매개변수 또는 ‘실행’을 위해 프로그래밍됩니다. therascreen KRAS Assay Package는 다음 두

개의 템플릿으로 구성되어 있습니다.

l therascreen KRAS QC 잠금 템플릿(DNA 샘플 평가용)

l therascreen KRAS 잠금 템플릿(KRAS 돌연변이 검출용)

http://www.qiagen.com/
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이 분석 템플릿은 PCR 실행 매개변수를 포함하고 있으며 결과를 계산합니다. 대조 반응 혼합

물을 이용한 DNA 샘플 평가 및 돌연변이 반응 혼합물을 이용한 KRAS 돌연변이 검출에 동일

한 실행 매개변수가 사용됩니다.

1. 95°C에서 15분간 유지하여 Taq DNA 중합효소를 활성화시킵니다.

2. 95°C에서 30초간 40주기의 PCR을 실시하여 변성시키고, 60°C에서 1분간 결합 및 신장시

킵니다.

특정 반응의 형광성이 therascreen KRAS Assay Package에 의해 주어진 사전 정의된 임곗값

을 교차할 때의 PCR 주기가 CT 값으로 정의됩니다.

DNA 샘플을 평가하기 위한 대조 반응을 사용하면 샘플이 분석에 적합한 수준의 DNA를 포함

하고 있으며, 분석 전에 어떤 샘플이 희석이 필요한지를 얻어진 CT 값에 기초하여 결정하는

것이 가능합니다.

다양한 돌연변이 반응 혼합물로 샘플을 평가하여 각 CT 값을 결정하면 therascreen KRAS

Assay Package 소프트웨어에서 다음 식을 사용하여 샘플의 ∆CT 값을 결정하기 위한 계산을

수행할 수 있습니다.

∆CT = [돌연변이 분석항목 CT 값] – [대조 분석항목 CT 값]

미리 결정된 분석 CT 및 ∆CT 값에 기초하여 Rotor-Gene Q 소프트웨어는 DNA 샘플의 돌연변

이 상태를 정성적으로 결정하고, 어떤 샘플이 어떤 돌연변이를 포함하고 있는지 보고합니다.*

*드물게, 한 개의 종양에 둘 이상의 돌연변이가 포함되어 있을 수 있습니다. 그러한 경우, 최저 ∆CT 값을 산출하는 돌연

변이가 식별됩니다.
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시약

반응 혼합물은 이중으로 구성되어, 표적을 검출하는 FAM 표지 시약과 내부 대조물질을 검출

하는 HEX 표지 시약을 포함하고 있습니다. 반응 혼합물 및 양성 대조물질 시약은 Tris EDTA

(에틸렌다이아민테트라아세트산) 완충액을 포함하고 있고, 양성 대조물질은 운반 핵산 Poly

A RNA를 포함하고 있습니다.

시약 성분 수량

대조 반응 혼합물 대조 비표지 프라이머, 대조 Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표
지 프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플
릿, 디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA
완충액, PCR 완충액

튜브 2개 x 600 µL

12ALA 반응 혼합물 12ALA ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

12ASP 반응 혼합물 12ASP ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

12ARG 반응 혼합물 12ARG ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

12CYS 반응 혼합물 12CYS ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

12SER 반응 혼합물 12SER ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

표 3. therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서공급되는시약
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시약 성분 수량

12VAL 반응 혼합물 12VAL ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

13ASP 반응 혼합물 13ASP ARMS 프라이머, Scorpions 프라이머, 내부 대조물질 비표지
프라이머, 내부 대조물질 Scorpion 프라이머, 내부 대조물질 템플릿,
디옥시뉴클레오티드 트리포스페이트, 염화 마그네슘, Tris EDTA 완충
액, PCR 완충액

튜브 1개 x 600 µL

KRAS 양성 대조물질 대조 템플릿, 12ALA 템플릿, 12ASP 템플릿, 12ARG 템플릿, 12CYS 템
플릿, 12SER 템플릿, 12VAL 템플릿, 13ASP 템플릿, Poly A RNA, Tris
EDTA 완충액

튜브 1개 x 250 µL

Taq DNA 중합효소 Taq DNA 중합효소: 50% 글리세롤/물 튜브 1개 x 80 µL

템플릿 없는 대조물
질

탈핵산분해효소수 튜브 1개 x 1.9 mL

템플릿 희석용 탈핵산분해효소수 튜브 1개 x 1.9 mL

표 3. therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서공급되는시약 (계속)
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제공 품목

키트 내용물

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

카탈로그번호 870021

준비수 24

색상 ID 튜브식별 용량

빨간색 대조 반응 혼합물 1 CTRL 2 x 600 µL

보라색 12ALA 반응 혼합물 2 12ALA 600 µL

주황색 12ASP 반응 혼합물 3 12ASP 600 µL

분홍색 12ARG 반응 혼합물 4 12ARG 600 µL

초록색 12CYS 반응 혼합물 5 12CYS 600 µL

노란색 12SER 반응 혼합물 6 12SER 600 µL

회색 12VAL 반응 혼합물 7 12VAL 600 µL

파란색 13ASP 반응 혼합물 8 13ASP 600 µL

베이지색 KRAS 양성 대조물질 9 PC 250 µL

박하색 Taq DNA 중합효소 Taq 80 µL

흰색 템플릿 없는 대조를 위한 탈핵산분해효
소수

NTC 1.9 mL

흰색 희석용 탈핵산분해효소수 Dil. 1.9 mL
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필요하지만 제공되지 않는 재료

화학 물질을 취급할 때는 항상 적합한 실험용 가운, 일회용 장갑, 보안경을 착용하십시오. 자

세한 내용은 제품 공급업체에서 구할 수 있는 적절한 안전보건자료(Safety Data Sheet, SDS)

를 참조해 주십시오.

제조업체 권고사항에 따라 기기를 점검 및 교정했음을 확인합니다.

l 새로운 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구

l 0.1 mL Strip Tubes and Caps, 72-Well Rotor와 함께 사용(QIAGEN, 카탈로그 번호 981103

또는 981106)

l 마스터 혼합물 준비용 탈핵산분해효소 마이크로 원심분리기 튜브

l 에어로졸 막이 있는 멸균 피펫 팁

l 유성펜

l 72-Well Rotor를 사용하는 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기(QIAGEN, 카탈로그 번호

9002035)

l therascreen KRAS Assay Package CD 버전 3.1.1을 포함하는 Rotor-Gene Q Software 버

전 2.3.1 이상(QIAGEN, 카탈로그 번호 9023818)

참고: Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package는 소프트웨어 버전 2.3.1 이상과 함

께 사용해야 합니다.

참고: 이전 버전의 분석 패키지는 새로운 소프트웨어 버전 2.3.1 이상과 호환되지 않습니

다.

l Loading Block 72 x 0.1 mL Tubes, 수동 반응 설정을 위한 알루미늄 블록(QIAGEN, 카탈로

그 번호 9018901)

l 샘플 준비 전용 피펫(조절식)
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l PCR 마스터 혼합물 준비 전용 피펫(조절식)

l 템플릿 DNA 분주 전용 피펫(조절식)

l 56°C, 70°C, 90°C에서 배양 가능한, 열교반기, 가열 회전 배양기, 가열 블록 또는 수조

l 1.5 mL 튜브용 로터 포함 실험대용 원심분리기

l 실험대 교반기

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit(QIAGEN, 카탈로그 번호 60404, ‘프로토콜: DNA 추출’

페이지의 24 참고)



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 |  10/2025 17

경고 및 예방조치

경고

체외 진단용

처방 전용

Rotor-Gene Q MDx (US) 기기와 함께 사용

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit와 함께 사용함

화학물질로 작업할 때는 항상 적합한 실험용 가운, 일회용 장갑 및 보안경을 착용하십시오.

자세한 정보는 적절한 안전보건자료(Safety Data Sheet, SDS)를 참고하시기 바랍니다. 이러

한 자료는 www.qiagen.com/safety에서 편리한 PDF로 온라인으로 제공되며, 해당 페이지

에서 각 QIAGEN 키트 및 키트 구성품에 대한 SDS를 검색하여 보고 인쇄할 수 있습니다.

예방 조치

사용자는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용할 때 항상 다음 사전 주의 사항을 준수해야

합니다.

l 이 테스트는 포르말린 고정 파라핀 포매 조직 시료에 사용하기 위한 것입니다.

l 모든 화학 물질과 생물학적 물질은 잠재적으로 위험합니다. 시료 및 샘플은 감염 가능성이

있으며 생물학적 유해물질로 취급해야 합니다.

l 샘플 및 분석 폐기물은 현지 안전 절차에 따라 폐기하십시오.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit용 시약은 최적의 상태로 희석되었습니다. 시약을 추가로

희석하면 성능 저하를 야기할 수 있으므로 추가로 희석하지 마십시오. 25 µl 미만 부피의

https://www.qiagen.com/safety
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반응액(반응 혼합물 + 샘플)을 사용하지 마십시오.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 모든 시약은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서 제공

하는 검사에 함께 사용하기 위해 특별히 조제되었습니다.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 제공되는 모든 시약은 동일한 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit에 제공되는 다른 시약과만 함께 사용해야 합니다. 성능에 영향을 줄 수 있으므로

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 내에서 또는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 간에 시약을

대체하지 마십시오.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 제공된 Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)만 사용하십시오.

동일한 유형 또는 다른 유형의 다른 키트에 제공된 Taq DNA 중합효소 또는 다른 공급업체

의 Taq DNA 중합효소로 대체하지 마십시오.

l 추가적인 경고, 예방 조치 및 절차는 Rotor-Gene Q MDx (US) 사용 설명서를 참고하십시

오.

l 유효 기간이 만료되거나 부적절하게 보관된 구성품은 사용하지 마십시오.

l 대조군 및 샘플에 대한 플래그를 최소화하려면, 다음을 포함하지만 이에 국한되지 않는

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침를 엄격하게 준수해야 합니다.

o 올바른 시약 혼합이 요구되며, 분석 설정 중 각 혼합 단계에서 이를 확실히 수행해야

합니다.

l 설치 절차 및 장소적 요건에 따른 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기 배치.

참고: 대조물질 및 반응액 혼합 시약이 양성 대조물질 시약에 들어 있는 합성 물질로 오염되

지 않도록 각별히 주의하십시오.

참고: 반응 혼합물을 설정하고 양성 대조물질 시약을 첨가할 때 개별적인 전용 피펫을 사용하

십시오.

참고: 양성 대조물질 첨가에 사용한 구역이 아닌 다른 구역에서 반응 혼합물을 준비하고 분주

하십시오.

참고: 실행이 끝날 때까지 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기를 열지 마십시오.
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참고: 실행이 끝날 때까지 Rotor-Gene Q 튜브를 열지 마십시오.

참고: 잘못된 샘플 혼입, 로딩 오류 및 피펫팅 오류에 특히 주의하여 정확한 샘플 검사가 이루

어지도록 신중해야 합니다.

다음과 같은 위험 및 예방조치 관련 문장은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 구성요소에 적

용됩니다.

Taq DNA 중합효소 내용물: 에톡실화 노닐페놀. 장기적인 영향으로 수
생생물에게 유해합니다. 환경에 방출되지 않게 하십
시오. 보호용 장갑/보호복/보안경/얼굴 보호대를 착
용하십시오. 내용물/용기를 승인된 폐기물 처리 시
설에 폐기합니다.
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시약 보관 및 취급

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 드라이아이스에 얹은 상태로 운송되며, 도착 시 동결 상태

여야 합니다. 도착 시, therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 구성품이 동결된 상태가 아니거나

운송 중에 외부 포장이 개봉되었거나 배송물에 포장 명세서, 사용 지침 또는 시약이 들어 있

지 않으면 QIAGEN 기술 서비스 부서 또는 현지 유통업체로 문의하십시오(www.qiagen.com

방문).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 수령하는 즉시 -30°C~-15°C의 항온 냉동고에 차광 보관해

야 합니다. 지정된 보관 조건에서 보관하는 경우 therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 명시된 유

통 기한까지 안정적입니다.

일단 개봉한 시약은 원래 포장재에 넣은 상태로 –30~–15°C에서 12개월간 또는 포장재에 표

시된 유통 기한까지 보관할 수 있습니다. 해동과 동결을 반복해서는 안 됩니다. 최대 6회의 동

결-해동 사이클을 초과하지 마십시오.

시약은 실온에서 최소 1시간, 최대 4.5시간 동안 해동해야 합니다. 시약을 사용할 준비가 되

면, PCR 반응을 설정할 수 있습니다. 마스터 혼합물과 DNA 샘플이 들어 있는 Rotor Gene Q

튜브는 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에 즉시 로드할 수 있습니다. PCR 반응액을 설정한 후

실행 전 총 시간이 다음 시간을 초과해서는 안 됩니다.

l 실온에서 보관 시 7시간

참고: 이 시간에는 PCR 설정 및 보관 시간이 모두 포함됩니다.

l 냉장고(2~8°C)에서 보관 시 18시간

참고: 이 시간에는 PCR 설정 및 보관 시간이 모두 포함됩니다.

참고: 반응 혼합물 시약의 Scorpions는 (모든 형광 표지 분자와 마찬가지로) 빛에 민감합니다.

광 표백을 방지하기 위해 대조물질 및 반응 혼합물 시약을 빛으로부터 보호하십시오.

http://www.qiagen.com/
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 시약은 최적으로 희석되어 있으므로 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침(이 문서)에 명시된 대로 분석에 사용하기 전에 추가로 정제하거

나 처리할 필요가 없습니다.

포장 상자와 라벨에 인쇄되어 있는 모든 구성품의 유효 기간과 보관 조건에 주의를 기울여야

합니다. 유효 기간이 만료되거나 부적절하게 보관된 구성품은 사용하지 마십시오.
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시료 취급 및 보관

시료 취급

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 결장직장암 또는 비소세포폐암 환자의 FFPE 종양 조직에

서 추출한 DNA 샘플에 사용하기 위한 것입니다. 종양은 유전자형과 표현형 모두에서 이질성

입니다. 돌연변이 양성 종양은 야생형 DNA를 포함할 수 있으며, 마찬가지로 조직학적으로 비

종양 조직의 영역을 나타낼 수 있습니다. 모든 조직 샘플은 잠재적으로 유해한 것으로 취급해

야 합니다.

결장직장암 조직의 DNA 추출을 위한 조직 시료 준비

l 표준 물질과 방법을 사용하여 조직 시료를 10% 중성 완충액 포르말린(Neutral Buffered

Formalin, NBF)에 고정하고 조직 시료를 파라핀에 포매합니다. 박절기를 사용하여 파라핀

블록에서 5 µm의 연속 절편을 잘라내어 유리 슬라이드에 고정합니다.

l 종양 함량 및 면적 결정을 위해서는 훈련된 사람(예: 병리학자)이 헤마톡실린 & 에오신

(H&E) 염색 절편을 평가하도록 합니다. 염색된 슬라이드를 표시하여 정상 조직과 종양을

구별합니다. DNA 추출을 위해 연속 절편을 사용합니다.

l 육안 절제 없이 처리하려면 종양 함량이 면적당 >20%의 절편을 사용하십시오(아래 참조).

l 종양 함량이 면적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편을 육안 절제합니다. 종양조직

이 아닌 것을 폐기하십시오.

l 면적이 <4 mm2인 절편의 경우, 두 개 이상의 절편을 처리하여 총 종양 면적을 최소

4 mm2로 증가시킵니다(육안 절제를 하든 하지 않든 모든 샘플에 적용). 거시절제술을 시

행한 경우 종양조직이 아닌 것을 폐기하십시오.

l 새로운 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구를 사용하여 조직에서

과도한 파라핀을 긁어내십시오.
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참고: 건조를 마친 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구를 사용하십

시오. 기류식 후드 또는 흄 후드에서 이 단계를 수행하지 마십시오.

l 각 샘플에서 새로운 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구를 사용하

여 절편에서 종양 조직을 긁어내어 라벨이 부착된 마이크로 원심분리기 튜브에 넣습니다.

비소세포폐암 조직의 DNA 추출을 위한 조직 시료 준비

l 표준 물질과 방법을 사용하여 조직 시료를 10% NBF에 고정하고 조직 시료를 파라핀에 포

매합니다. 박절기를 사용하여 파라핀 블록에서 5 µm의 연속 절편을 잘라내어 슬라이드에

고정합니다.

l 훈련받은 사람(예: 병리학자)이 H&E 염색 절편을 평가하여 종양이 존재하는지 확인해야

합니다. DNA 추출을 위해 연속 절편을 사용합니다.

l 새로운 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구를 사용하여 조직에서

과도한 파라핀을 긁어내십시오.

l 현지 절차에 따라 통제된 방식으로 추출할 준비가 된 종양 시료, 블록, 슬라이드, 샘플 및

마이크로 원심분리기 튜브에 표지를 붙이고, 취급 및 보관합니다.

시료 보관

결장직장암 FFPE 블록과 슬라이드는 실온에서 보관하십시오. 슬라이드는 DNA 추출 전에 어

두운 곳에서 주변 온도로 최대 4주간 보관할 수 있습니다.

비소세포폐암 FFPE 블록과 슬라이드는 실온의 어두운 곳에 보관하십시오. 비소세포폐암 절

제 및 중심부 바늘 생검 슬라이드는 DNA 추출 전에 실온에서 최대 70주간 보관할 수 있습니

다. 비소세포폐암 미세 흡인 슬라이드는 DNA 추출 전에 실온에서 최대 56주간 보관할 수 있

습니다.

l 추출한 유전체 DNA는 사용 전 2~8℃에서 1주일간 보관할 수 있으며, –25~–15℃에서 최

대 8주까지 보관 가능합니다.
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프로토콜: DNA 추출

결장직장암 샘플을 위한 DNA 추출

FFPE 결장직장암 시료로 제조된 샘플의 유전체 DNA를 정제하기 위한 아래에 설명된 프로토

콜을 수정하여 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit(QIAGEN, 카탈로그 번호 60404)를 사용하

십시오.

참고: therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용하여 추출

된 DNA를 사용하여 검증되었습니다. 다른 DNA 추출 제품을 사용하지 마십시오.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 안내서에 나와 있는 지침에 따라 다음에 유의하여 DNA 추

출을 수행하십시오.

l DNA 추출에 앞서 시료를 준비하려면 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 안내서를사용 지

침을 참조하십시오.

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit는 수동으로만 사용해야 합니다. QIAamp DSP DNA

FFPE Tissue Kit 안내서에 설명되어 있는 QIAcube®를 위한 자동화된 프로토콜을 사용하

지 마십시오.

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 사용 지침에설명된 파라핀 제거를 위한 자일렌/에탄올

방법만 사용하십시오.

l 모든 필수 단계에는 분자생물학 등급 에탄올을 사용하십시오.*

l 추출 당 1 x 5 µm 절편을 사용합니다(절편에 ≤20%의 종양 함량 또는 절편이 부위 내

<4 mm2인 경우 제외; ‘ 결장직장암 조직의 DNA 추출을 위한 조직 시료 준비’ 페이지의 22

참조).

*메탄올 또는 메틸에틸케톤과 같은 기타 물질을 함유한 변성 알코올은 사용하지 마십시오.
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l 단백분해효소 K 분해법(QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 사용 지침에설명된 대로)은 1

시간 동안 수행되어야 합니다.

l 샘플은 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit의 200 µL 용출 완충액(Buffer ATE)을 사용하여

용출해야 합니다.

추출한 유전체 DNA는 사용 전 2~8℃에서 1주일간 보관할 수 있으며,–25~–15℃에서 최대 8

주까지 보관 가능합니다.

비소세포폐암 샘플을 위한 DNA 추출

FFPE 비소세포폐암 시료로 제조된 샘플의 유전체 DNA를 정제하기 위한 아래에 설명된 프로

토콜을 수정하여 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit(QIAGEN, 카탈로그 번호 60404)를 사용

하십시오.

참고: therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용하여 추출

된 DNA를 사용하여 검증되었습니다. 다른 DNA 추출 제품을 사용하지 마십시오.

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 사용 지침에나와 있는 지침에 따라 다음에 유의하여 DNA

추출을 수행하십시오.

l 추출당 2 x 5 µm 절편을 사용합니다.

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit는 수동으로만 사용해야 합니다. QIAamp DSP DNA

FFPE Tissue Kit 안내서에 설명되어 있는 QIAcube를 위한 자동화된 프로토콜을 사용하지

마십시오.

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 사용 지침에설명된 파라핀 제거를 위한 자일렌/에탄올

방법만 사용하십시오.

l 단백분해효소 K 분해법(QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 사용 지침에설명된 대로)은

1시간 동안 수행되어야 합니다.
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l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit의 60 µL 용출 완충액(ATE)을 추가하고 실온에서 2.5분

동안 배양합니다.

l 최고 속도로 1분간 원심 분리합니다.

l QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit의 60 µL 용출 완충액(ATE)을 더 추가하고 실온에서 2.5

분 동안 배양합니다.

l 최고 속도로 1분간 원심 분리합니다.

l 추출한 유전체 DNA는 사용 전 2~8℃에서 1주일간 보관할 수 있으며,–25~–15℃에서 최대

8주까지 보관 가능합니다.
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프로토콜: DNA 샘플 평가

이 프로토콜은 샘플 내 증폭 가능한 총 DNA를 평가하는 데 사용됩니다.

시작 전 중요 사항

참고: 샘플 내 총 증폭 가능 DNA만 대조 반응을 사용하여 평가하므로 DNA 샘플 평가는 PCR

억제제의 존재를 검출하도록 설계되지 않았습니다.

참고: 이 평가를 위해 분광 광도계 또는 기타 대체 방법이 아닌 아래에 설명된 대로 대조 반응

혼합물을 사용하는 것이 중요합니다. 심하게 분해된 DNA는 프라이머가 짧은 DNA 단편을 생

성하더라도 증폭되지 않을 수 있습니다.

l 사용 가능한 대조 반응 혼합물을 사용하여 최대 24개의 샘플을 평가할 수 있습니다.

l 테스트 전에 대조 반응 혼합물(튜브 CTRL)을 사용하여 DNA를 평가하십시오.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 시약을 효율적으로 사용하려면 가능한 한 DNA 샘플을

배치로 구성하여 완전히 채워진 실행을 만드십시오. 샘플을 개별적으로 또는 적은 수량으

로 테스트하면 시약이 더 많이 사용되고 한 개의 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 테스트

할 수 있는 전체 샘플의 수량이 줄어듭니다.

l Taq DNA 중합효소(튜브 Taq) 또는 Taq DNA 중합효소가 들어 있는 혼합물을 흔들지 마십

시오. 그렇게 하면 효소가 불활성화될 수 있습니다.

l 피펫 팁이 효소에 과도하게 덮이지 않도록 팁을 조심스럽게 액체 표면 바로 밑에 담가서

Taq DNA 중합효소를 피펫팅하십시오.

l 대조물질에 대한 플래그를 최소화하려면 올바른 시약 혼합과 관련하여 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 사용 지침을 엄격하게 준수하고, 분석을 설정하는 동안 각

혼합 단계에서 이를 반드시 확인해야 합니다.
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시작하기 전에 해야 할 일

l Rotor-Gene Q MDx (US) 기기를 처음 사용하기 전에 Rotor-Gene Q therascreen KRAS

Assay Package가 설치되었는지 확인하십시오(페이지의 ‘부록: Rotor-Gene Q therascreen

KRAS Assay Package의 설치’ 페이지의 133 참고).

l 각 사용 전에 모든 시약을 실온(15~25°C)에서 최소 1시간 동안 완전히 해동하고, 10회 거

꾸로 하여 혼합한 후, 짧게 원심 분리하여 튜브 바닥의 내용물을 채집합니다. 분석 설정 중

올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

l 각 사용 전에 Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)를 실온(15~25°C)에 둡니다. 튜브를 짧게 원심

분리하여 튜브 바닥에 있는 효소를 수집합니다.

l 모든 샘플을 완전히 해동한 다음 10회 뒤집어서 혼합했고, 튜브 바닥에 있는 내용물을 수

집하기 위해 짧게 원심분리했는지 확인하십시오.

절차

1. 대조 반응 혼합물(튜브 CTRL), 템플릿 없는 대조물질(No Template Control, NTC)를 위한

탈핵산분해효소수, KRAS 양성 대조물질(Positive Control, PC)을 실온(15~25°C)에서 최

소 1시간 동안 완전히 해동합니다.

실행 시작 전 시약 해동, PCR 설정 및 보관 시간은 에 기재되어 있습니다.

해동시간

최솟값 최댓값 PCR 설정후보관온도 최대 PCR 설정및보관시간

1시간 4.5시간 실온 15~25°C 7시간

1시간 4.5시간 2~8°C 18시간

표 4. 해동시간, PCR 설정시간및보관온도
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참고: PCR 설정은 실온에서 수행됩니다. ‘보관’이라는 용어는 PCR 설정 완료 시점부터

Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에서 PCR 실행을 시작하기까지의 시간을 말합니다.

참고: Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)를 다른 시약과 동시에 실온(15~25°C)으로 해동합니

다(참고:‘시약 보관 및 취급’ 페이지의 20). 튜브를 짧게 원심분리하여 튜브 바닥에 있는 효

소를 수집합니다.

2. 시약이 해동되면 염의 농도가 한 곳만 높지 않도록 각 튜브를 10회 뒤집어 혼합하고 잠깐

원심 분리하여 튜브 바닥에 있는 내용물을 수집합니다.

참고: 샘플을 10번 뒤집어서 섞은 다음 잠깐 원심분리해서 샘플 튜브 바닥에 있는 내용물

을 모읍니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

3. 표 5에 있는 용량에 따라 DNA 샘플을 위한 충분한 대조 분석 마스터 혼합물(대조 반응 혼

합물[튜브 CTRL] + Taq DNA 중합효소[튜브 Taq]), 한 개의 KRAS 양성 대조물질(튜브 PC)

반응 및 템플릿이 없는 대조(튜브 NTC)를 위한 한 개의 탈핵산분해효소수를 준비합니다.

PCR 설정에 충분한 여분을 확보할 수 있도록 1개의 추가 샘플에 대한 시약을 포함시킵니

다. 대조 분석 마스터 혼합물에는 대조 또는 샘플을 제외하고 PCR에 필요한 모든 구성 요

소가 포함되어 있습니다.
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대조물질분석마스터혼합물구성품 마스터혼합물에필요한용량

대조 반응 혼합물(튜브 CTRL) 19.76 µL x (n+1)*

Taq DNA 중합효소(튜브 Taq) 0.24 µL x (n+1)*

총용량 반응당 20 µL

* n = 반응액 수(샘플 + 대조군).

PCR 설정을 위한 여분으로 한 개의 추가 샘플(n+1)을 위한 충분한 마스터 혼합물을 준비합니다. n 값은 24(+ 대
조군)를 초과하면 안 됩니다. 24는 한 번의 실행에 적합한 최대 샘플 수입니다.

표 5. 대조물질분석마스터혼합물준비

참고: 대조 분석 마스터 혼합물을 준비할 때 필요한 용량의 대조 반응 혼합물을 해당 튜브

에 먼저 추가하고 마지막으로 Taq DNA 중합효소(Taq)를 추가합니다.

4. 표 6의 배치에 따라 적절한 수의 PCR 4-스트립 튜브(각 스트립에 4개의 튜브)를 로딩 블

록에 배치합니다. 번호는 로딩 블록 내 위치를 표시하며 최종 로터 위치를 나타냅니다.

튜브의 캡을 닫지 마십시오.

참고: 캡은 필요할 때까지 플라스틱 용기에 남겨 두십시오.

분석

대조물질 1(Positive Control, PC) 9 17 25 – – – – –

대조물질 2(NTC) 10 18 26 – – – – –

대조물질 3 11 19 – – – – – –

대조물질 4 12 20 – – – – – –

대조물질 5 13 21 – – – – – –

대조물질 6 14 22 – – – – – –

대조물질 7 15 23 – – – – – –

대조물질 8 16 24 – – – – – –

표 6. DNA 샘플평가를위한로딩블록의실행배치도
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5. 피펫을 총 반응 마스터 혼합물 용량보다 적은 용량으로 설정하고 위아래로 10회 완전 흡

인하여 완전히 혼합합니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

6. 각 PCR 스트립 튜브에 20 µL의 대조 분석 마스터 혼합물을 즉시 추가합니다. 튜브 배치는

표 6를 참조하십시오.

참고: DNA 샘플 평가를 위해서는 대조 분석 마스터 혼합물을 한 개의 PC 튜브, 한 개의

NTC 튜브 및 각 DNA 샘플 당 한 개의 튜브에 추가해야 합니다.

7. 템플릿 없는 대조 물질(No Template Control, NTC)를 위한 5 µL의 탈핵산분해효소수를

NTC 튜브(튜브 위치 2)에 즉시 첨가하고 튜브 캡을 닫습니다.

8. 샘플 튜브(튜브 위치 3~26)에 각 DNA 샘플 5 µL를 추가하고 튜브 캡을 닫습니다.

9. 5 µL의 KRAS 양성 대조물질(Positive Control, PC)을 PC 튜브(튜브 위치 1)에 추가하고 튜

브 캡을 닫습니다.

각 튜브에는 총 25 µL의 반응물 용량(20 µL의 대조 분석항목 마스터 혼합물 + 5 µL의

NTC/샘플/PC)이 들어 있어야 합니다.

10. 영구 마커로 각 PCR 4-스트립 튜브(예: 위치 1, 5, 9 등)의 가장 낮은 숫자 위치의 첫 번째

튜브 뚜껑에 표시하여 튜브가 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기의 72-Well Rotor에 로드되

는 방향을 표시합니다.

11. 캡을 덮은 튜브를 4회 뒤집어 샘플과 반응 혼합물을 섞습니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

12. 모든 PCR 4 스트립 튜브를 방향 표시를 사용하여 실행 배치에 따라 72-Well Rotor의 적절

한 위치에 배치합니다.

참고: 로터가 완전히 차지 않은 경우, 로터에 사용되지 않는 모든 위치를 캡이 씌워진 빈

튜브로 채워야 합니다. 이렇게 하면 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기의 열 효율이 유지됩니

다.
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13. Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에 72-Well Rotor를 배치합니다. 잠금 링(Rotor-Gene Q

MDx (US) 기기와 함께 공급됨)을 로터 상단에 설치하여 실행 중 튜브를 고정시킵니다.

14. Rotor- Gene Q MDx (US)  기 기 에 연 결 된 노 트 북 의 화 면 에 서 therascreen

KRAS QC Locked Template(therascreen KRAS QC 잠금 템플릿) 아이콘을 더블 클릭하

여 Rotor-Gene Q 소프트웨어를 시작하는 동시에 템플릿을 엽니다.

그림 1. therascreen KRAS QC 잠금템플릿.

15. 기본값에 따라 Setup(설정) 탭이 표시됩니다(1). 잠금 링이 적절히 부착되었는지 확인하

고, Locking Ring Attached(잠금 링 부착) 상자(2)에 체크합니다. Rotor-Gene Q MDx

(US) 기기 뚜껑을 닫습니다.
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그림 2. Setup(설정) 탭 및 Locking Ring Attached(잠금링부착됨) 상자. 1 = Setup(설정) 탭, 2 = Locking
Ring Attached(잠금 링 부착됨) 상자.

16. 현지 명명 규칙에 따라 Run ID(실행 ID) 필드(아래 예의 1)에 실행 ID를 입력합니다.
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17. 현지 명명 규칙에 따라 Sample Name(샘플 이름) 필드(3) 에 샘플 이름을 입력하고 리턴

키를 누릅니다.

이렇게 하면 샘플 이름이 아래의 샘플 목록(4)에 추가되고, 샘플에 Sample ID(샘플 ID)(1,

2, 3 등)가 할당됩니다. 또한 오른쪽에 있는 Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어

댑터 배치)(5) 패널 도 업데이트되어 샘플 이름이 포함됩니다.

중요: 샘플 이름을 입력할 때 샘플 ID가 섞이지 않도록 주의합니다. 또는 Import Samples

(샘플 가져오기) 버튼(2)을 사용하여 *.smp(Rotor-Gene Q 샘플 파일) 또는 *.csv(쉼표로

구분된 값) 형식으로 저장된 샘플 이름을 가져올 수도 있습니다. 이 방법을 사용하면 샘플

이름이 자동으로 채워집니다.
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참고: Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑터 배치) 패널에 추가한 샘플 이름이

색깔이 바뀌며 강조 표시되고, 샘플 이름이 샘플 위치에 있는지 확인하십시오.

참고: 8글자가 넘는 샘플 이름은 Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑처 배치)

패널에 모두 표시되지 않을 수 있습니다.

18. 17단계를 반복하여 모든 추가 샘플의 이름을 입력하십시오.

참고: 샘플 이름을 편집하려면 샘플 목록(4)에서 Sample Name(샘플 이름)을 클릭합니

다. 선택된 샘플이 위의 Sample Name(샘플 이름) 필드(3)에 나타납니다. 현지 명명 규칙

에 따라 샘플 이름을 편집하고리턴키를 눌러 이름을 업데이트합니다. 추가 샘플 이름이

Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑터 배치) 패널(5)에 표시됩니다.

19. 모든 샘플 이름을 입력한 후 이름이 정확한지 확인합니다. 필요하면 Notes(참고) 필드(1)

에 추가 정보를 추가하고, Start Run(실행 시작)(2)을 클릭합니다.
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참고: 사용되지 않는 로터 위치가 있을 경우 경고 메시지가 표시되며(아래 예의 3), 로터의

모든 미사용 위치를 캡을 씌운 빈 튜브로 채워야 함을 사용자에게 알려줍니다. 모든 미사

용 로터 위치가 캡을 씌운 빈 튜브로 채워졌는지 확인한 후, OK(확인)(아래 예의 1)를 눌러

서 진행합니다.
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20. Save As(다른 이름으로 저장) 창이 열립니다. 적절한 파일명을 선택한 다음 선택한 위치

에 PCR 실행을 *.rex 실행 파일로 저장합니다. Save(저장)를 클릭합니다.



38 therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침  |  10/2025

21. PCR 실행이 시작됩니다.

참고: 실행을 시작하면 Run Progress(실행 진행) 탭이 자동으로 열리고 온도 추적 및 남은

실행 시간이 표시됩니다.
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실행이 끝나면 Analysis(분석) 탭이 자동으로 열립니다. Analysis(분석) 탭이 열리지 않을

경우 Analysis(분석) 탭을 클릭합니다.
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22. 대조 결과가 QC Sample Result Table(QC 샘플 결과표)에 보고됩니다.

l 대조군을 실행합니다(PC 대조 및 NTC 대조, 각각 튜브 위치 1과 2).

결과가 허용 범위 이내이면 각각은 ‘Valid’(유효) 상태로 표시됩니다.

결과가 허용 범위 이내가 아니면 ‘Invalid’(무효) 결과가 표시됩니다.

l 샘플 대조 반응 CT 값이 >32.00이면, ‘Invalid’(무효) 결과가 표시됩니다.

DNA의 양이 돌연변이 분석에 충분하지 않습니다.

샘플을 재검사합니다. DNA의 양이 아직 충분하지 않으면 가능한 경우 종양 조직을

더 추출하십시오(참고: ‘Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그’ 페

이지의 56 및 ‘문제 해결 가이드’ 페이지의 63).
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l 샘플 대조 반응 CT 값이 <21.92면, ‘Invalid’(무효) 결과가 표시됩니다.

DNA 농도가 돌연변이 분석을 하기에 너무 높습니다.

희석용 탈핵산분해효소수(튜브 Dil.)로 희석한 후 다시 테스트합니다.

CT 값이 21.92~32.00가 되도록 희석합니다. 1:1 희석은 CT 값을 약 1.0 증가시킵니다.

l 샘플 대조 반응 CT 값이 21.92~32.00(경곗값 포함)이면, ‘Valid’(유효) 결과가 표시됩

니다.

DNA 농도가 돌연변이 분석을 하기에 적합합니다.

참고: 재추출 또는 희석이 필요할 경우 대조군 반응을 반복하여 DNA 농도가 사용하

기 적합한지 확인합니다.

23. Report(보고서) 를 클릭하여 보고서 파일을 생성합니다. Report Browser(보고서 브라우

저) 창이 열립니다. Templates(템플릿)에서 KRAS Analysis Report(KRAS 분석 보고서)를

선택한 후 Show(표시)를 클릭합니다.
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참고: 각 보고서 상단 왼쪽 구석에 있는 Save As(다른 이름으로 저장) 버튼을 클릭하면 보

고서를 다른 위치에 웹 아카이브 형식으로 저장할 수 있습니다.
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프로토콜: KRAS 돌연변이 검출

이 프로토콜은 KRAS 돌연변이를 검출하기 위한 것입니다.

시작 전 중요 사항

l 샘플 평가를 통과한 샘플은 KRAS 돌연변이 분석을 사용하여 검사할 수 있습니다.

l therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 효율적으로 사용하려면 샘플을 7개씩 배치로 묶어야 합

니다(72-Well Rotor를 채우기 위해). 배치 크기를 줄이면 therascreen KRAS RGQ PCR Kit

로 테스트할 수 있는 샘플 수가 줄어듭니다.

l 샘플은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 제공된 모든 반응 혼합물을 사용하여 테스트해

야 합니다.

l Taq DNA 중합효소(튜브 Taq) 또는 Taq DNA 중합효소가 들어 있는 혼합물을 흔들지 마십

시오. 그렇게 하면 효소가 불활성화될 수 있습니다.

l 피펫 팁이 효소에 과도하게 덮이지 않도록 팁을 조심스럽게 액체 표면 바로 밑에 담가서

Taq DNA 중합효소를 피펫팅하십시오.

참고: 대조물질 및 샘플에 대한 플래그를 최소화하려면 올바른 시약 혼합과 관련하여

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 사용 지침을 엄격하게 준수하고, 분석을 설정하는

동안 각 혼합 단계에서 이를 반드시 확인해야 합니다.

시작하기 전에 해야 할 일

l 각 사용 전에 모든 시약을 실온(15~25°C)에서 최소 1시간 동안 완전히 해동하고, 10회 거

꾸로 하여 혼합한 후, 짧게 원심 분리하여 튜브 바닥의 내용물을 채집합니다.

l 각 사용 전에 Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)를 실온(15~25°C)에 둡니다. 튜브를 짧게 원심

분리하여 튜브 바닥에 있는 효소를 수집합니다.
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l 모든 샘플이 완전히 해동되었고, 10회 뒤집어서 혼합했고, 튜브 바닥에 있는 내용물을 수

집하기 위해 짧게 원심분리했는지 확인하십시오.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

절차

1. 모든 반응 혼합물 튜브, 템플릿 없는 대조를 위한 탈핵산분해효소수(튜브 NTC), KRAS 양

성 대조물질(튜브 PC)을 실온(15~25°C)에서 최소 1시간 동안 완전히 해동합니다.

실행 시작 전 시약 해동, PCR 설정 및 보관 시간은 표 7에 기재되어 있습니다.

해동시간

최솟값 최댓값 PCR 설정후보관* 온도 최대 PCR 설정및보관시간

1시간 4.5시간 실온 15~25°C 7시간

1시간 4.5시간 2~8°C 18시간

표 7. 해동시간, PCR 설정시간및보관온도

참고: PCR 설정은 실온에서 수행됩니다. ‘보관’이라는 용어는 PCR 설정 완료 시점부터

Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에서 PCR 실행을 시작하기까지의 시간을 말합니다.

참고: Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)를 다른 시약과 동시에 실온(15~25°C)으로 해동합니

다(참고: ‘시약 보관 및 취급’ 페이지의 20). 튜브를 짧게 원심분리하여 튜브 바닥에 있는

효소를 수집합니다.

2. 시약이 해동되면 염의 농도가 한 곳만 높지 않도록 각 튜브를 10회 뒤집어 혼합하고 잠깐

원심 분리하여 튜브 바닥에 있는 내용물을 수집합니다. 샘플을 10번 뒤집어서 혼합하고

짧게 원심분리하여 샘플 튜브 바닥에 있는 내용물을 수집합니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.
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3. 아래의 표와 같이 8개의 탈핵산분해효소 마이크로 원심분리기 튜브(제공되지 않음)에 각

해당 반응 혼합물에 따라 라벨을 붙입니다. DNA 샘플을 위한 충분한 마스터 혼합물(대조

또는 돌연변이 반응 혼합물[튜브 CTRL, 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL 또

는 13ASP] + Taq DNA 중합효소[Taq]), 한 개의 KRAS 양성 대조물질(튜브 PC) 반응, 템플

릿 없는 대조 반응을 위한 한 개의 탈핵산분해효소수(튜브 NTC)를 표에 있는 용량에 따라

준비합니다. PCR 설정에 충분한 여분을 확보할 수 있도록 1개의 추가 샘플에 대한 시약을

포함시킵니다. 마스터 혼합물에는 샘플을 제외하고 PCR에 필요한 모든 구성품이 포함되

어 있습니다.

분석항목및반응혼합물튜브 반응혼합물의부피 Taq DNA 중합효소의용량

대조물질(튜브 CTRL) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12ALA(튜브 12ALA) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12ASP(튜브 12ASP) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12ARG(튜브 12ARG) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12CYS(튜브 12CYS) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12SER(튜브 12SER) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

12VAL(튜브 12VAL) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

13ASP(튜브 13ASP) 19.76 µL x (n + 1) 0.24 µL x (n + 1)

* n = 반응액 수(샘플 + 대조군).

PCR 설정을 위한 여분으로 한 개의 추가 샘플(n + 1)을 위한 충분한 마스터 혼합물을 준비합니다. n 값은 7(+ 대
조군)를 초과하면 안 됩니다. 7은 한 번의 실행에 적합한 최대 샘플 수입니다.

표 8. 마스터혼합물및해당볼륨*

참고: 분석항목 마스터 혼합물을 준비할 때 필요한 용량의 대조 또는 돌연변이 반응 혼합

물을 관련 튜브에 먼저 추가하고, 마지막으로 Taq DNA 중합효소(튜브 Taq)를 추가합니

다.
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4. 표 9의 배치에 따라 적절한 수의 PCR 4-스트립 튜브(각 스트립에 4개의 튜브)를 로딩 블

록에 배치합니다. 번호는 로딩 블록 내 위치를 표시하며 최종 로터 위치를 나타냅니다.

튜브의 캡을 닫지 마십시오.

참고: 캡은 필요할 때까지 플라스틱 용기에 남겨 두십시오.

분석 PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65

12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66

12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67

12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68

12CYS 5 13 21 29 37 45 53 61 69

12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70

12VAL 7 15 23 31 39 47 55 63 71

13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72

표 9. KRAS 돌연변이검출을위한로딩블록내실행레이아웃.

5. 피펫을 총 반응 혼합물 용량보다 적은 용량으로 설정하고 위아래로 10회 완전히 흡인하

여 분석 마스터 혼합물을 완전히 혼합합니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

KRAS 돌연변이 검출을 위해서는 20 µL 분석 마스터 혼합물을 8개의 PC 튜브, 8개의 NTC

튜브, 각 DNA 샘플 당 8개의 튜브에 추가해야 합니다.

6. 템플릿 없는 대조물질(No Template Control, NTC)용 5 µL의 탈핵산분해효소수를 즉시

NTC 튜브(튜브 위치 9~16)에 추가하고 튜브 캡을 닫습니다.

7. 샘플 튜브(튜브 위치 17~72)에 각 DNA 샘플 5 µL를 추가하고 튜브 캡을 닫습니다.
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8. 5 µL의 KRAS 양성 대조물질(Positive Control, PC)을 PC 튜브(튜브 위치 1~8)에 추가하고

튜브 캡을 닫습니다.

9. 영구 마커로 각 PCR 4-스트립 튜브(예: 위치 1, 5, 9 등)의 가장 낮은 숫자 위치의 첫 번째

튜브 뚜껑에 표시하여 튜브가 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기의 72-Well Rotor에 로드되

는 방향을 표시합니다.

10. 캡을 덮은 튜브를 4회 뒤집어 샘플과 반응 혼합물을 섞습니다.

참고: 분석 설정 중 올바른 시약 혼합을 확실히 수행해야 합니다.

11. 모든 PCR 4-스트립 튜브를 방향 표시를 사용하여 실행 배치에 따라 72-Well Rotor의 적

절한 위치에 배치합니다.

참고: 각 PCR 실행에 최대 7개의 샘플이 포함될 수 있습니다. 로터가 완전히 차지 않은 경

우, 로터에 사용되지 않는 모든 위치를 캡이 씌워진 빈 튜브로 채워야 합니다. 이렇게 하

면 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기의 열 효율이 유지됩니다.

12. Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에 72-Well Rotor를 배치합니다. 잠금 링(Rotor-Gene Q

MDx (US) 기기와 함께 공급됨)을 로터 상단에 설치하여 실행 중 튜브를 고정시킵니다.

13. Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에 연결된 노트북의 화면에서 therascreen KRAS Locked

Template(therascreen KRAS 잠금 템플릿) 아이콘을 더블 클릭하여 Rotor-Gene Q 소프

트웨어를 시작하는 동시에 템플릿을 엽니다.
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14. 기본값에 따라 Setup(설정) 탭이 표시됩니다(1). 잠금 링이 적절히 부착되었는지 확인하

고, Locking Ring Attached(잠금 링 부착) 상자(2)에 체크합니다. Rotor-Gene Q MDx

(US) 기기 뚜껑을 닫습니다.

15. 현지 명명 규칙에 따라 Run ID(실행 ID) 필드(아래 예의 1)에 실행 ID를 입력합니다.
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16. 현지 명명 규칙에 따라 Sample Name(샘플 이름) 필드(3)에 샘플 이름을 입력하고 리턴

키를 누릅니다.

중요: 샘플 이름을 입력할 때 샘플 ID가 혼동되지 않도록 주의합니다. 이렇게 하면 샘플 이

름이 아래의 샘플 목록에 추가되고, 샘플에 Sample ID(샘플 ID)(1, 2, 3 등)가 할당됩니다.

또한 오른쪽에 있는 Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑터 배치) 패널(5)도 업

데이트되어 샘플 이름이 포함됩니다.

또는 Import Samples(샘플 가져오기) 버튼(2)을 사용하여 *.smp(Rotor-Gene Q 샘플 파

일) 또는 *.csv(쉼표로 구분된 값) 형식으로 저장된 샘플 이름을 가져올 수도 있습니다. 이

방법을 사용하면 샘플 이름이 자동으로 채워집니다.

참고: Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑터 배치) 패널에서 추가된 샘플 이름

이 색깔이 바뀌어 강조 표시되고, 샘플 원 아래의 칼럼(6)에 여덟 개의 분석항목이 모두 강

조 표시되었는지 확인합니다.
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참고: 최대 7개의 샘플을 추가할 수 있습니다. 샘플 ID(샘플 원 안)에 자동으로 1~7이 배정

됩니다.

참고: 8글자가 넘는 샘플 이름은 Layout of the pipetting adapter(피펫팅 어댑처 배치) 패

널에 모두 표시되지 않을 수 있습니다.

17. 16단계를 반복하여 모든 추가 샘플의 이름을 입력하십시오.

참고: 샘플 이름을 편집하려면 샘플 목록(4)에서 샘플 이름을 클릭합니다. 선택된 샘플이

위의 Sample Name(샘플 이름) 필드(3)에 나타납니다. 현지 명명 규칙에 따라 샘플 이름

을 편집하고리턴키를 눌러 이름을 업데이트합니다.

18. 모든 샘플 이름을 입력한 후 이름이 정확한지 확인합니다. 필요하면 Notes(참고) 필드(아

래 예의 1)에 추가 정보를 추가하고, Start Run(실행 시작)(2)을 클릭합니다.

참고: 사용되지 않는 로터 위치가 있을 경우 경고가 표시되며(위의 3 및 아래 예의 1), 로터

의 모든 미사용 위치를 캡을 씌운 빈 튜브로 채워야 함을 사용자에게 알려줍니다.



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 |  10/2025 51

19. 모든 미사용 로터 위치가 캡을 씌운 빈 튜브로 채워졌는지 확인하고 OK(확인)를 눌러서

진행합니다.

20. Save As(다른 이름으로 저장) 창이 열립니다(1). 적절한 파일명(2)을 선택한 후 Save(저장)

(3)를 클릭하여 PCR 실행을 선택된 위치에 *.rex 실행 파일로 저장합니다.
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21. PCR 실행이 시작됩니다.

참고: 실행을 시작하면 Run Progress(실행 진행) 탭이 자동으로 열리고 온도 추적 및 남은

실행 시간이 표시됩니다.

22. 실행이 끝나면 Analysis(분석) 탭이 자동으로 열립니다.

참고: Analysis(분석) 탭이 열리지 않을 경우, Analysis(분석) 탭(1)을 클릭합니다.

참고: 계산 방법에 대한 설명은 ‘분석 및 돌연변이 판정’ 페이지의 55에 나와 있습니다.
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23. 분석항목 결과가 다음과 같이 보고됩니다.

l Run Controls, Positive Control(실행 대조물질, 양성 대조물질) 패널(2)

결과가 허용 범위 이내이면 Positive Control Status(양성 대조물질 상태)가 ‘Valid’

(유효)로 표시되며, 그렇지 않을 경우 ‘Invalid’(무효) 결과가 표시됩니다.

l Run Controls, Negative Control(실행 대조물질, 음성 대조물질) 패널(3)

NTC와 내부 대조물질 결과가 모두 허용 범위 이내이면 Negative Control Status
(음성 대조물질 상태)가 ‘Valid’(유효)로 표시되고 그렇지 않으면 ‘Invalid’(무효) 결과

가 표시됩니다.

l Sample Result Table(샘플 결과표) 패널(4)

구체적인 돌연변이 KRAS Mutation Status(KRAS 돌연변이 상태) 칼럼(5) 아래에 돌

연변이 양성 샘플로 보고됩니다.

24. Report(보고서)를 클릭하여 보고서 파일을 생성합니다. Report Browser(보고서 브라우

저) 창이 열립니다. Templates(템플릿)에서 KRAS Analysis Report(KRAS 분석 보고서)를

선택한 후 Show(표시)를 클릭합니다.
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참고: 각 보고서 좌측 상단에 있는 Save As(다른 이름으로 저장) 버튼을 클릭하면 보고서

를 다른 위치에 웹 아카이브 형식으로 저장할 수 있습니다.

비소세포폐암 및 결장직장암 샘플 참고 사항: 거짓 G12C(12CYS) 돌연변이 결과의 호출

을 피하기 위해 아래 나열된 플래그가 있는 샘플은 무효로 해석되어야 합니다. 플래그 해

석에 대한 자세한 내용은 표 11 페이지의 58 및 표 12 페이지의 60의 해석 권장 조치를 참

고하십시오.

l SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT

l SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID

l SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

l MUTATION_EARLY_CT

l SAMPLE_INVALID_DATA
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결과 해석

실행이 완료되면 Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에 의해 분석 및 돌연변이

판정이 자동으로 수행됩니다. 다음의 정보는 Rotor -Gene Q therascreen KRAS Assay

Package가 분석 및 돌연변이 판정을 수행하는 방법을 설명합니다.

분석 및 돌연변이 판정

특정 반응물의 형광도가 임곗값과 교차하는 PCR 사이클을 CT 값으로 정의합니다. CT 값은 특

정 투입 DNA의 양을 나타냅니다. 낮은 CT 값은 높은 투입 DNA 수준을 나타내고, 높은 CT 값

은 낮은 투입 DNA 수준을 나타냅니다. CT 값이 있는 반응은 양성 증폭으로 분류됩니다.

Rotor-Gene Q 소프트웨어는 두 가지 기록된 값 사이의 형광반응 신호를 보간합니다. 따라서

CT 값은 0~40 사이에 포함되는 어떠한 실수(정수로 한정되지 않음)도 될 수 있습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서 임곗값은 0.05 상대 형광 단위로 설정됩니다. 이 값은

Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에서 녹색 및 노란색 채널에 대하여 모두 구

성됩니다. 임곗값은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 개발 중에 정의되었습니다.

∆CT 값을 결정하기 위해 다음 수식을 사용하여 계산이 수행됩니다.

∆CT = [돌연변이 분석항목 CT 값] – [대조 분석항목 CT 값]

허용 가능한 CT 값이 충족되며, 반응이 정확하게 수행되었는지 확인하기 위해 실행 대조군(양

성 대조물질, NTC 및 내부 대조물질)이 평가됩니다.

샘플 ∆CT 값은 동일한 샘플로부터의 돌연변이 분석항목 CT와 대조 분석항목 CT 간의 차이로

계산됩니다. 계산된 값이 해당 분석항목의 컷오프 ∆CT 값 이하일 경우 샘플이 돌연변이 양성

으로 분류됩니다. 이 값보다 높으면 샘플이 therascreen KRAS RGQ PCR Kit가 검출할 수 있는
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돌연변이 비율 미만(분석 한계 초과)이 포함되어 있거나, 샘플이 돌연변이 음성이어서 ‘No

Mutation Detected’(돌연변이 검출되지 않음)로 보고됩니다.

돌연변이 반응에서 증폭이 없으면 ‘No Mutation Detected’(돌연변이 검출되지 않음)로 분류

됩니다. 배경 증폭으로 계산된 ∆CT 값이 컷오프 ∆CT 값보다 클 것으로 예상되는 경우 해당 샘

플은 ‘No Mutation Detected’(돌연변이 검출되지 않음)로 분류됩니다.

분석 결과는 ‘[mutation name] Detected’([돌연변이 이름] 검출), ‘No Mutation Detected’(돌

연변이 검출되지 않음), ‘Invalid’(무효) 또는 실행 대조가 실패일 경우, ‘Run Control Failed’(실

행 대조 실패)로 표시됩니다. 돌연변이 양성 샘플의 경우, 구체적인 돌연변이가 보고됩니다.

표시될 수 있는 다른 가능한 결과는 이 사용 지침의 ‘프로토콜: DNA 샘플 평가’ 페이지의 27

및 ‘문제 해결 가이드’ 페이지의 63에서 논의됩니다.

Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에 의해 생성된 플래그의 해석은 ‘Rotor-

Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그’ 아래를 참조하십시오.

참고: 드물게, 한 개의 종양에 둘 이상의 돌연변이가 포함되어 있을 수 있습니다. 그러한 경우,

최저 ∆CT 값을 산출하는 돌연변이가 식별됩니다.

Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그

결장직장암 및 비소세포폐암 샘플의 특정 용도에 따라 특정 플래그와 관련된 특정 작업이 있

습니다. 각 표시에 대한 플래그와 관련된 작업은 다음 섹션에 자세히 설명되어 있습니다.

비소세포폐암 및 결장직장암 전용 플래그

표 10는 Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에 의해 생성될 수 있는 플래그, 플

래그의 의미 및 취해야 할 조치를 보여줍니다.
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플래그 의미 조치

PC_CTRL_
ASSAY_FAIL

PCR 실행 무효 — FAM CT
가 대조 반응에서 양성 대
조물질의 범위를 벗어났습
니다

전체 PCR 실행을 반복합니다.

PC_MUTATION_
INVALID_DATA
(PC_돌연변이_무
효_데이터)

PCR 실행 무효 — 양성 대
조물질(돌연변이 반응 혼합
물)의 형광 데이터를 해석
할 수 없습니다

전체 PCR 실행을 반복합니다.

NTC_INT_CTRL_
FAIL

PCR 실행 무효 — 내부 대
조물질이 음성 대조물질의
범위를 초과합니다

전체 PCR 실행을 반복합니다.

NTC_INT_CTRL_
EARLY_CT(NTC_
내부_CTRL_조기_
CT)

PCR 실행 무효 — 내부 대
조물질이 음성 대조물질의
범위 미만입니다

전체 PCR 실행을 반복합니다.

NTC_INVALID_
CT

PCR 실행 무효 — 음성 대
조물질에 대해 FAM이 무효
입니다(한도보다 작음)

전체 PCR 실행을 반복합니다.

NTC_INVALID_
DATA

PCR 실행 무효 — 음성 대
조물질의 형광 데이터를 해
석할 수 없습니다

전체 PCR 실행을 반복합니다.

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA
(샘플_CTRL_무
효_데이터)

샘플 무효 — 샘플 대조군
의 형광 데이터를 해석할
수 없습니다

새로운 PCR 실행을 설정하여 관련 샘플을 반복합니다.

SAMPLE_CTRL_
HIGH_ CONC(샘
플_CTRL_높음_농
도)

샘플 무효 — 샘플 대조물
질에서 FAM CT가 너무 낮
습니다

샘플을 희석하여 대조 CT 값을 높입니다. 이 희석은 키트로 공급된
물을 사용하여 1:1로 희석했을 때 CT 값이 1.0 증가하는 것으로 가정
하여 계산해야 합니다. 샘플이 희석되면 새로운 PCR 실행을 설정하
여 샘플을 반복합니다.

표 10. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및권장조치
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비소세포폐암 전용 플래그

표 11는 Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에 의해 생성될 수 있는 플래그, 플

래그의 의미 및 비소세포폐암 샘플에 대해 취해야 할 조치를 보여줍니다.

플래그 의미 조치

SAMPLE_INT_CTRL_ FAIL
(샘플_내부_CTRL_실패)

내부 대조물질(HEX)의 CT
값이 너무 높음(또는 CT 값
이 없음), FAM 채널 돌연변
이 음성

거짓 G12C(12CYS) 돌연변이 결과를 무효로 해석해야 합
니다. 나머지 샘플을 DIL로 표시된 튜브의 물로 1/8로 희
석하여 최종 부피가 40 µL를 초과하도록 하고(예: DIL로
표시된 튜브의 DNA 10 µL 및 물 70 µL) 새 PCR 실행을 설
정하여 샘플을 반복합니다. 반복 PCR 실행에서 무효가 나
오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)에서 샘플을 추출합니
다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스트
합니다. 유효하지 않은 경우 나머지 샘플을 DIL로 표시된
튜브의 물로 1/8로 희석하여 최종 부피가 40 µL를 초과하
도록 한 다음 해당 희석을 테스트합니다. 이 실행 후에도
샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불
확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행
하지 않습니다.

SAMPLE_INT_CTRL_
EARLY_CT(샘플_내부_
CTRL_조기_CT)

돌연변이 튜브 무효 — 샘
플(내부 대조물질)에서 CT
HEX가 너무 낮습니다

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효가 나오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)
에서 샘플을 추출합니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새
로운 추출물을 테스트합니다. 무효인 경우 새로운 PCR 실
행을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테스트합니다. 이
실행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당
샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의
검사를 수행하지 않습니다.

SAMPLE_INVALID_ DATA
(샘플_무효_데이터)

돌연변이 튜브 무효 — 내
부 대조물질의 형광 데이터
를 해석할 수 없음

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효가 나오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)
에서 샘플을 추출합니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새
로운 추출물을 테스트합니다. 무효인 경우 새로운 PCR 실
행을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테스트합니다. 이
실행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당
샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의
검사를 수행하지 않습니다.

표 11. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및비소세포폐암샘플에대한권장조치
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플래그 의미 조치

MUTATION_EARLY_CT 돌연변이 튜브 무효 — 샘
플의 CT FAM 값이 너무 낮
습니다.

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효가 나오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)
에서 샘플을 추출합니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새
로운 추출물을 테스트합니다. 무효인 경우 새로운 PCR 실
행을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테스트합니다. 이
실행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당
샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의
검사를 수행하지 않습니다.

SAMPLE_POSITIVE_ AND_
INVALID(샘플_양성_및_무
효)

하나의 샘플에서 한 개 이
상의 돌연변이가 유효이고
양성이지만, 동시에 동일한
샘플의 한 개 이상의 돌연
변이가 무효입니다.

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효가 나오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)
에서 샘플을 추출합니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새
로운 추출물을 테스트하며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행
을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테스트합니다. 이 실
행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당
샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의
검사를 수행하지 않습니다.

SAMPLE_CTRL_FAIL 샘플 무효 — 샘플 대조 반
응의 FAM CT가 너무 높습
니다

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효가 나오면 새로운 FFPE 절편(절편 2개)
에서 샘플을 추출합니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새
로운 추출물을 테스트합니다. 무효인 경우 새로운 PCR 실
행을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테스트합니다. 이
실행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공하지 않으면 해당
샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여되며, 더 이상의
검사를 수행하지 않습니다.

표 11. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및비소세포폐암샘플에대한권장조치 (계
속)
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결장직장암 전용 플래그

표 12는 Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package에 의해 생성될 수 있는 플래그,

플래그의 의미 및 CRC 샘플에 대해 취해야 할 조치를 보여줍니다.

플래그 의미 조치

SAMPLE_CTRL_FAIL 샘플 무효 — 샘플 대조 반
응의 FAM CT가 너무 높습
니다

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다.

반복 PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면적이 4 mm²
이상이어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절편 ≥1개)을
반복하고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편을 추출에 사
용합니다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종양 함량이 면
적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편을 육안 절제
하여 총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합니다.

새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스트하
며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출된
샘플을 다시 테스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유효
한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연변
이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습니
다.

SAMPLE_INT_CTRL_ FAIL
(샘플_내부_CTRL_실패)

내부 대조물질(HEX)의 CT
값이 너무 높음(또는 CT 값
이 없음), FAM 채널 돌연변
이 음성

샘플에 유효 상태가 부여된 경우 - 조치 없음.

샘플에 무효 상태가 부여되면 새로운 PCR 실행을 설정하
여 샘플을 반복합니다.

반복 PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면적이 4 mm²
이상이어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절편 ≥1개)을
반복하고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편을 추출에 사
용합니다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종양 함량이 면
적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편을 육안 절제
하여 총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합니다.

새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스트하
며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출된
샘플을 다시 테스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유효
한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연변
이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습니
다.

표 12. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및결장직장암샘플에대한권장조치
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플래그 의미 조치

SAMPLE_INT_CTRL_
EARLY_CT(샘플_내부_
CTRL_조기_CT)

돌연변이 튜브 무효 — 샘
플(내부 대조물질)에서 CT
HEX가 너무 낮습니다

샘플에 유효 상태가 부여된 경우 — 조치 없음.

샘플에 무효 상태가 부여되면 새로운 PCR 실행을 설정하
여 샘플을 반복합니다.

반복 PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면적이 4 mm²
이상이어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절편 ≥1개)을
반복하고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편을 추출에 사
용합니다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종양 함량이 면
적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편을 육안 절제
하여 총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합니다.

새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스트하
며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출된
샘플을 다시 테스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유효
한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연변
이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습니
다.

SAMPLE_INVALID_ DATA
(샘플_무효_데이터)

돌연변이 튜브 무효 — 내
부 대조물질의 형광 데이터
를 해석할 수 없음

샘플에 유효 상태가 부여된 경우 — 조치 없음. 샘플에 무
효 상태가 부여되면 새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을
반복합니다. 반복 PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면
적이 4 mm² 이상이어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절
편 ≥1개)을 반복하고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편
을 추출에 사용합니다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종
양 함량이 면적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편
을 육안 절제하여 총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합
니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스
트하며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출
된 샘플을 다시 테스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유
효한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연
변이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습
니다.

표 12. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및결장직장암샘플에대한권장조치 (계속)
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플래그 의미 조치

MUTATION_EARLY_CT 돌연변이 튜브 무효 — 샘
플의 CT FAM 값이 너무 낮
습니다.

샘플에 유효 상태가 부여된 경우 — 조치 없음. 샘플에 무
효 상태가 부여되면 새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을
반복합니다. 반복 PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면
적이 4 mm² 이상이어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절
편 ≥1개)을 반복하고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편
을 추출에 사용합니다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종
양 함량이 면적당 ≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편
을 육안 절제하여 총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합
니다. 새로운 PCR 실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스
트하며, 무효인 경우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출
된 샘플을 다시 테스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유
효한 결과를 제공하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연
변이 상태가 부여되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습
니다.

SAMPLE_POSITIVE_ AND_
INVALID(샘플_양성_및_무
효)

하나의 샘플에서 한 개 이
상의 돌연변이가 유효이고
양성이지만, 동시에 동일한
샘플의 한 개 이상의 돌연
변이가 무효입니다

새로운 PCR 실행을 설정하여 샘플을 반복합니다. 반복
PCR 실행에서 무효인 경우 총 종양 면적이 4 mm² 이상이
어야 한다는 지침에 근거하여 추출(절편 ≥1개)을 반복하
고, 종양 함량이 면적의 >20%인 절편을 추출에 사용합니
다(육안 절개는 이루어지지 않음). 종양 함량이 면적당
≤20%인 절편에서는 하나 이상의 절편을 육안 절제하여
총 종양 면적이 4 mm² 이상인지 확인합니다. 새로운 PCR
실행을 설정하여 새로운 추출물을 테스트하며, 무효인 경
우 새로운 PCR 실행을 설정하여 재추출된 샘플을 다시 테
스트합니다. 이 실행 후에도 샘플이 유효한 결과를 제공
하지 않으면 해당 샘플에는 불확정 돌연변이 상태가 부여
되며, 더 이상의 검사를 수행하지 않습니다.

표 12. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package 플래그의미및결장직장암샘플에대한권장조치 (계속)
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문제 해결 가이드

이 문제 해결 가이드는 발생 가능한 문제를 해결하는 데 도움이 될 수 있습니다. 자세한 내용

은 당사 기술 지원 센터의 자주 묻는 질문 페이지 www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx

(연락처의 경우 www.qiagen.com방문)를 참고하십시오.

의견및제안

무효결과

a. 한 개 이상의 키트 구성품의 보관 조건이 ‘시약
보관 및 취급’ 페이지의 20에 제공된 지침에 부
합하지 않았습니다.

시약의 보관 조건과 유통 기한(라벨 참조)을 확인하고, 필요
한 경우 새 키트를 사용합니다.

b. therascreen KRAS RGQ PCR Kit가 만료되었습
니다.

시약의 보관 조건과 유통 기한(키트 라벨 참조)을 확인하고,
필요한 경우 새로운 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용
합니다.

NTC 샘플이 FAM 채널에서양성결과를나타냄

PCR 준비 중 오염이 발생했습니다. 새 시약으로 PCR을 반복 실행합니다.

가능하면, 검사할 샘플을 추가한 후에 바로 PCR 튜브를 닫으
십시오.

작업 공간과 기기의 오염을 정기적으로 제거해야 합니다.

http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/
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품질 관리

QIAGEN의 ISO 인증 품질 관리 시스템에 따라 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 각 로트는

일관된 제품 품질을 보장하기 위해 사전 결정된 규격에 대해 검사됩니다.

금기 사항

알려진 금기 사항은 없습니다.

제한 사항

이 테스트는 KRAS 유전자의 코돈 12 및 13의 7가지 돌연변이를 검출하도록 설계되었습니다.

결과가 No Mutation Detected(돌연변이 무검출)로 보고되는 샘플은 이 분석법으로 검출되

지 않는 KRAS 돌연변이(예: 13CYS)를 포함하고 있을 수 있습니다.

돌연변이의 검출은 샘플의 무결성과 시료에 존재하는 증폭 가능한 DNA의 양에 따라 달라집

니다. 샘플 내 DNA의 최초 평가 결과 샘플의 양이 KRAS 돌연변이 분석에 충분하지 않거나 너

무 많은 경우에는 절차를 반복해야 합니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 중합효소 연쇄 반응(Polymerase Chain Reaction, PCR) 절

차에 사용됩니다. 모든 PCR 절차에서와 마찬가지로 샘플이 검사 환경의 외부 DNA 소스나 양

성 대조물질의 DNA로 오염될 수 있습니다. 샘플 및 반응 혼합물 시약이 오염되지 않도록 주

의하십시오.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 질병의 진단에 사용되지 않습니다.

LUMAKRAS(소토라십) 또는 Krazati(아다그라시브)의 적격성을 결정하기 위한 샘플 테스트의

경우 therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 KRAS G12C 돌연변이를 식별하기 위한 것입니다.
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이 테스트는 각 돌연변이 반응이 측정되는 구체적인 돌연변이에 대하여 가장 민감하도록 설

계되었습니다. 그러나 돌연변이가 검출된 샘플에서 다른 돌연변이 반응과의 교차 반응이 발

생할 수 있습니다. 둘 이상의 돌연변이 반응이 양성이면 결과는 최저 ∆CT 값을 갖는 것입니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 결장직장암 조직 및 비소세포폐암 조직의 FFPE에 대해서

만 검증됩니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 오직 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit와의 사용에 대해

서만 검증되었습니다. Rotor-Gene Q MDx (US) 기기만 therascreen KRAS RGQ PCR Kit와 함

께 사용되도록 검증됨.
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CRC 시료의 성능 특징

분석 성능

therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 구체적인 성능 특징은 결장직장암 환자에게서 채취한

FFPE 조직 샘플 및 8개의 FFPE 사람 세포주(분석으로 검출된 7개의 알려진 KRAS 돌연변이와

1개의 KRAS 야생형(즉, 코돈 12 및 13에 돌연변이가 없음))를 사용한 연구에서 결정되었습니

다. 샘플의 돌연변이 상태는 양방향 생어 염기서열 분석법으로 확인했습니다.

컷오프

분석을 위한 컷오프를 설정하기 위하여 220개의 FFPE 샘플을 NCCLS EP17-A(21)의 지침에

따른 방법을 사용하여 테스트했습니다. 대조군 반응 CT 범위는 21.92~32.00로 확정되었습니

다. 돌연변이 반응의 Ct(∆Ct)에서 뺀 대조 반응 Ct에 기초한 컷오프 값을 표 13에서 볼 수 있습

니다.

돌연변이분석항목

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

컷오프(≤∆CT) 8.0 6.6 8.0 8.0 8.0 7.5 7.5

표 13. 각 돌연변이분석항목에대해확립된컷오프값

공백 한계

돌연변이 양성 템플릿이 없는 상태에서 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 성능을 평가하기

위해 그리고 공백 샘플이 낮은 농도의 돌연변이를 나타낼 수 있는 분석 신호를 생성하지 않도

록 템플릿이 없는 샘플을 평가했습니다. 결과는 어떤 돌연변이 또는 대조 반응 튜브도 검출

가능한 대조 또는 돌연변이 CT 값을 보이지 않았습니다(내부 대조물질 CT 값은 모두 유효했

음).
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분석 표준 방법과의 비교

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 테스트된 결장직장암 샘플의 돌연변이 상태와 양방향 염

기서열 분석과의 일치율을 확인하기 위한 두 건의 연구가 실시되었습니다. 첫 번째 연구에서

는 베이스라인 임상, 인구 통계 및 종양 시료 특징에 기초하여 결장직장암 환자들로부터 입수

한 350개의 종양 샘플을 선택했습니다. 통계적 무작위 샘플링 기법을 사용하여 돌연변이 상

태가 알려지지 않은 150개의 샘플을 평가를 위해 선정했습니다. 이 연구에서는 이 150개의

FFPE 샘플을 테스트하고, 이어서 CLSI EP12-A2 Guidance(22)의 일치/불일치 통계 척도를 사

용하여 분석했습니다. 총 137개의 FFPE 샘플이 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 및 양방향 염

기서열 분석에서 모두 유효한 결과를 나타냈습니다.

그 결과 therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 2개의 샘플을 음성으로 보고했는데, 그 중 1개에

대하여 양방향 염기서열 분석은 12ASP 양성을 판정했고, 다른 한 개는 양방향 염기서열 분석

에서 13ASP로 나타났습니다. 반면에 3개의 샘플은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 의해

KRAS 돌연변이를 갖고 있는 것으로 보고되었는데, 양방향 염기서열 분석에서는 양성으로 보

고되지 않았습니다. 또한 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 의해 12ARG로 식별된 1개의 샘

플은 양방향 염기서열 분석에서 12ASP로 판정되었습니다. 양방향 염기서열 분석에서 돌연변

이 음성으로 결정된 5개의 샘플은 therascreenKRAS RGQ PCR Kit에서 불확정(3개 샘플) 또는

무효(2개 샘플)였습니다(데이터 미표시). 생어 양방향 염기서열 분석에서 불확정이었던 한 개

의 샘플은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서는 12SER로 판정되었습니다(데이터 미표시).

이런 결과는 양성 일치율(Positive Percent Agreement, PPA) 96.3%, 음성 일치율(Negative

Percent Agreement, NPA) 96.3%, 전체 일치율(Overall Percent Agreement, OPA) 96.4%를

나타냈습니다. 6개의 실패한 생어 샘플을 제외한 전체 결과를 각 95% 신뢰 구간(Confidence

Interval, CI)과 함께 표 14에 표시되어 있습니다.
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일치율측정 빈도(%) 95% 신뢰구간(Confidence Interval, CI)

전체 일치율 132/137(96.35) 92.69~98.21

양성 일치율 52/54(96.30) 89.41~98.77

음성 일치율 80/83(96.39) 91.30~98.55

표 14. 일치분석

표 15은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit와 양방향 염기서열 분석 간 일치에 대한 세부 사항을

보여줍니다.

양방향염기서열분석의돌연변이판정

음성 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP 총계

therascreen
KRAS RGQ
PCR Kit 판정

음성 80 – – 1 – – – 1 82

12ALA – 3 – – – – – – 3

12ARG – – – 1 – – – – 1

12ASP – – – 20 – – – – 20

12CYS – – – – 3 – – – 3

12SER – – – – – – – – 0

12VAL 2 – – – – – 14 – 16

13ASP 1 – – – – – – 11 12

총계 83 3 0 22 3 0 14 12 137

표 15. therascreen KRAS RGQ PCR Kit 대 양방향 Sanger 염기서열분석

첫 번째 연구의 데이터를 보충하기 위하여 두 번째의 샘플 세트를 평가했습니다. 271개의

CRC FFPE 샘플 세트를 확보하여 돌연변이 상태가 알려지지 않은 250개의 샘플과 희귀 돌연

변이를 증대하기 위해 돌연변이 상태가 알려진 21개의 샘플을 위에서 설명한 생어 양방향 염

기서열 분석과 비교했습니다.
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총 13개(~5%)의 샘플에서 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 평가를 위해 육안 절제가 필요했

습니다. 양방향 염기서열 분석 결과가 나온 271개의 샘플 중에서 24개는 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit에서 불확정이었습니다(실패한 대조 CT 범위, 데이터 미표시). 일치율 분석

은 유효한 양방향 및 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 결과를 보인 247개 샘플에 대하여 실시

되었습니다. 9개의 불일치 샘플이 있었습니다. 247개 샘플 중 한 개는 양방향 염기서열 분석

에서 돌연변이 양성 결과를 보였으나 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에서는 ‘No Mutation

Detected’(돌연변이 검출되지 않음) 결과를 보였습니다. 여덟 개의 샘플은 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit에서 양성 결과를 보였으나 양방향 염기서열 분석에서는 음성 결과를 보

였습니다. 전체적으로 일치율은 96.4%였습니다. 이 데이터는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit

의 정확한 성능을 뒷받침합니다(표 16 및 표 17).

일치율측정 빈도(%) 95% 신뢰구간(Confidence Interval, CI)

전체 일치율 238/247(96.36) 93.73~98.09

양성 일치율 106/107(99.07) 95.64~99.95

음성 일치율 132/140(94.29) 89.93~97.13

표 16. 일치분석(두 번째연구)

표 17는 두 번째 연구에서의 therascreen KRAS RGQ PCR Kit와 양방향 염기서열 분석 간 일치

에 대한 세부 사항을 보여줍니다.
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양방향염기서열분석의돌연변이판정

음성 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP 총계

KRAS
Kit의
판정

음성 132 – – – – 1 – – 133

양성
12ALA

– 10 – – – – – – 10

양성
12ARG

5 – 5 – – – – – 10

양성
12ASP

– – – 31 – – – – 31

양성
12CYS

1 – – – 11 – – – 12

양성

12SER

2 – – – – 13 – – 13

양성
12VAL

5 – – – – – 25 – 27

양성
13ASP

– – – – – – – 11 11

총계 140 10 5 31 11 14 25 11 247

표 17. therascreen KRAS RGQ PCR Kit 대 생어염기서열분석(두번째연구)

검출 한계(Limit of Detection, LOD)

therascreenKRAS RGQ PCR Kit의 작동 범위는 시료 내 증폭 가능 DNA의 양에 기초하며, 대조

반응 CT 값으로 결정됩니다. 분석항목의 명시된 입력 범위는 대조 CT 사전 지정 범위

21.92~32.00로써 정의되었습니다. LOD란 총 증폭 가능 DNA가 명시된 입력 범위 내에 있으

면서 임계 컷오프 ∆CT 값보다 여전히 낮을 때 야생형의 배경에서 검출될 수 있는 돌연변이

DNA의 최소 비율입니다.
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therascreenKRAS RGQ PCR Kit에 포함된 7가지의 각 돌연변이 특이적 반응의 LOD를 측정하

기 위한 연구가 수행되었습니다. therascreenKRAS RGQ PCR Kit의 경우, 야생형 DNA 배경에

서의 돌연변이 DNA 검출 한계는 각 돌연변이 양성 샘플의 테스트 복제본의 95%가 양성으로

판정된 최저 희석 인자로 정의됩니다. 8개의 FFPE 세포주, 돌연변이 DNA 함량이 알려진 7개

와 1개의 야생형이 이 평가에 사용되었습니다.

총 증폭 가능 DNA 중 돌연변이의 비율(돌연변이 DNA의 비율)은 먼저 고정되지 않은 세포에

서 양방향 생어 염기서열 분석법으로 측정한 후 상대적 피크 분석을 사용하여 결정되었습니

다. 3개의 세포주의 경우, 돌연변이 함량은 100%였습니다(즉, 세포주 DNA가 동형접합 돌연

변이체임). 다른 세포주들은 혼합된 접합체였습니다. 각 샘플로부터 여러 개의 DNA 추출물을

모아서 DNA 스톡을 만들었습니다. 그런 다음, DNA 스톡을 정규화하여 표적 대조 반응 CT 값

을 얻었습니다. 정규화된 돌연변이 DNA 추출물을 정규화된 야생형 DNA 추출물로 희석하여

총 증폭 가능 DNA의 수준은 동일하지만 돌연변이 DNA 수준은 상이한 추출물 희석 시리즈를

만들었습니다. 그런 다음, 이 샘플들로부터 연속적 희석물을 만들어 여러 개의 복제본으로 테

스트를 실행했습니다.

첫 번째 희석 시리즈는 중간 범위의 대조 반응 CT 값(약 26)으로 만들어졌습니다. 희석물당 아

홉 개의 복제본을 테스트했습니다. 각 돌연변이 반응에서 희석의 함수로서 정확한 판정의 비

율은 표 18에 나와 있습니다. 강조 표시된 상자는 95%를 초과하는 복제본이 정확한 판정을

받은 비율을 나타냅니다.

정확한판정(%)

돌연변이희석(%) 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

0.78 100 0 33.3 55.6 22.2 66.7 0

1.56 100 33.3 100 100 88.9 100 0

3.13 100 77.8 100 100 100 100 66.7

6.25 100 100 100 100 100 100 100

표 18. 각 돌연변이반응에서희석의함수인정확한판정의비율
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정확한판정(%)

돌연변이희석(%) 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

12.5 100 100 100 100 100 100 100

25.0 100 100 100 100 100 100 100

50.0 100* 100 100 100 100 100 100

* 이 샘플의 돌연변이 희석은 40.0%였습니다.

표 18. 각 돌연변이반응에서희석의함수인정확한판정의비율 (계속)

첫 번째 희석 시리즈의 결과는 낮은 수준과 높은 수준이 모두 분석의 투입 범위 이내인 보다

좁은 반응 특이적 범위의 비율 돌연변이 희석을 사용하여 LOD 값을 확인하기 위한 희석물을

만드는 데 사용되었습니다. 높은 희석 시리즈의 경우, 각각 12개의 복제본이 평가되었습니다.

높은 희석 시리즈(목표값은 대략 CT 23-24)에서 희석의 함수인 정확한 판정의 비율이 표 19에

나와 있습니다. 강조 표시된 상자는 95%를 초과하는 복제본이 정확한 판정을 받은 비율을 나

타냅니다.

돌연변이 돌연변이희석높음(%)

12ALA

정확한 판정(%)

0.13

0

0.27

0

0.54

91.7

1.08

100

2.15

100

4.30

100

12ASP

정확한 판정(%)

0.56

0

1.13

8.3

2.25

3.33

4.50

83.3

9.00

100

18.00*

100

12ARG

정확한 판정(%)

0.16

0

0.33

0

0.65

8.3

1.30

100

2.60

100

5.20

100

12CYS

정확한 판정(%)

0.12

0

0.24

0

0.49

8.3

0.98

83.3

1.95

100

3.90

100

12SER

정확한 판정(%)

0.31

0

0.63

0

1.25

33.3

2.50

66.7

5.00

100

10.00

100

표 19. 높은희석시리즈에서희석의함수인정확한판정의비율
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돌연변이 돌연변이희석높음(%)

12VAL

정확한 판정(%)

0.17

0

0.34

0

0.69

16.7

1.38

100

2.75

100

5.50

100

13ASP

정확한 판정(%)

0.63

0

1.25

0

2.50

0

5.0

100

10.0

100

20.0

100

* 유효한 복제본의 수는 11이었습니다.

표 19. 높은희석시리즈에서희석의함수인정확한판정의비율 (계속)

낮은 시리즈에서는 명시된 경우를 제외하고, 희석당 24개의 복제본을 평가했습니다. 낮은 희

석 시리즈(목표값은 CT 31)에서 희석의 함수인 정확한 판정의 비율이 표 20에 나와 있습니다.

강조 표시된 상자는 95%를 초과하는 복제본이 정확한 판정을 받은 비율을 나타냅니다.

돌연변이 돌연변이희석높음(%)

12ALA

정확한 판정(%)

0.27

12.5

0.54

20.8

1.08

33.3

2.15

83.3

4.30

100

8.60

100

12.90

100

12ASP

정확한 판정(%)

0.56

0

1.13

8.3

2.25

3.33

4.50

83.3

9.00

100

18.0

100

27.0

100

12ARG

정확한 판정(%)

0.33

8.3

0.65

4.2

1.30

29.2

2.60*

52.2

5.20

95.8

10.40

100

15.60

100

12CYS

정확한 판정(%)

0.24

8.3

0.49

4.2

0.98

20.9

1.95

54.2

3.90

83.3

7.80

100

11.70

100

12SER

정확한 판정(%)

0.63

0

1.25

0

2.50

8.3

5.00

33.3

10.0

70.9

20.0

83.3

30.0

100

12VAL†

정확한 판정(%)

0.34

4.3

0.69

16.7

1.38

46.7

2.75

75.0

5.50

100

11.0

100

16.50

100

13ASP

정확한 판정(%)

0.63

0

1.25

4.2

2.50

8.3

5.0

33.3

10.0

70.8

20.0

100

30.0

100

* 2.60 희석에서 12ARG의 유효한 복제본의 수는 23이었습니다.

† 이 시리즈에서 12VAL의 유효한 복제본의 수는 23, 24, 15, 16, 13, 12 및 19였습니다.

표 20. 낮은희석시리즈에서희석의함수인정확한판정의비율
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낮은 투입 및 높은 투입 DNA 데이터세트에서 로지스틱 회귀 모델이 각 분석에 개별적으로 적

용되었습니다. 이 모델에서 반응 변수는 검출된 돌연변이(검출 = 1)와 검출되지 않은 돌연변

이(검출 = 0)의 이진 출력이었고, 연속 설명 변수는 log2% 돌연변이 희석이었습니다. LOD는

예측 검출 확률 0.95인 돌연변이 희석 비율로 계산되었습니다. 낮은 CT값 또는 높은 CT 값으

로 시작하는 희석 시리즈로부터 결정된 LOD가 표 21에 나와 있습니다.

분석 낮음 높음

12ALA 4.25 0.56

12ASP 10.23 6.43

12ARG 7.27 0.87

12CYS 6.90 1.21

12SER 25.75 4.20

12VAL 5.17 0.90

13ASP 18.83 4.16

표 21. 낮은 CT및높은 CT희석시리즈의로지스틱회귀데이터(LOD)

입력 CT 값이 대략 22~27 CT일 때 FFPE 세포주를 사용한 최종 LOD 값이 표 22에 나와 있습니

다. CT 입력 범위의 하단에서는 분석항목의 민감도가 하락합니다. 투입 DNA의 양은 작동 범

위의 높은 지점과 중간 지점에서 관찰되는 비율의 야생형 대 돌연변이 DNA의 동일한 비율을

뒷받침하기에 충분한 사본을 포함하지 않을 수 있습니다.
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분석 LoD C95(야생형 DNA 내돌연변이 DNA의비율)

12ALA 0.8

12ASP 6.4

12ARG 2.6

12CYS 1.5

12SER 5.6

12VAL 1.6

13ASP 6.4

표 22. FFPE 세포주를사용한각돌연변이분석항목의 LoD 값

투입 DNA의 영향

총 DNA 수준이 다양한 샘플들이 동일한 비율의 돌연변이 DNA를 포함하고 있으면 측정된

∆Ct 값은 일관성을 유지할 것으로 예상됩니다. 이 연구의 목적은 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit의 성능이 분석항목의 총 DNA 입력(대조 CT) 범위에서 일관성이 있음을 입증하는 것

이었습니다. 8개의 FFPE 세포주에서 추출한 DNA를 사용하여 달성 가능한 가장 낮은 대조 반

응 Ct를 가진 DNA의 풀을 준비했습니다. 이후 농축된 DNA 스톡을 희석하여 작동 범위에 걸

친 DNA를 만들었습니다(초기 농축 스톡을 포함한 총 5개의 희석물).

작동 범위 내의 각 지점에서 6개의 복제 테스트를 수행하기에 충분한 재료가 준비되었습니

다. 각 돌연변이 반응의 희석 범위와 결과에서 얻은 평균 ∆Ct 값이 표 23에 나와 있습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검출된 각 돌연변이에서 분석항목의 작동 범위에 걸친 다

양한 총 DNA 입력 수준에서 측정된 ∆CT 값은 연구에서 사전 설정된 수용 기준을 통과했습니

다. DNA 입력이 증가할 때 ∆CT에 약간의 증가가 있지만 ∆CT 값은 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit의 작동 범위에 걸쳐 사전 지정된 수용 기준 이내로 일관되었습니다.
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∆Ct

분석
희석 1
약 20~21 Ct

희석 2
약 23~24 Ct

희석 3
약 26~27 Ct

희석 4
약 29~30 Ct

희석 5
약 32~33 Ct

12ALA 1.56 1.25 1.16 1.14 1.27

12ARG 2.46 2.18 2.11 2.11 1.75

12ASP* 1.18 0.63 1.08 0.94 1.06

12CYS 0.29 0.25 0.15 0.26 –0.1

12SER 2.91 2.21 2.15 2.15 2.08

12VAL 0.98 0.71 0.58 0.81 0.67

13ASP 3.57 2.84 2.54 2.46 2.62

* 12ASP의 총 복제수는 27이었습니다.

표 23. DNA 투입이투입대조반응 Ct 범위에서 ∆Ct 값에미치는영향— FFPE 세포주

DNA 투입의 함수인 선형성/증폭 효율

therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 작동 범위에 걸쳐 각 돌연변이 반응에서의 PCR의 선형성

및 증폭 효율을 대조 반응과 비교하여 입증했습니다. 각 돌연변이 반응 및 대조 반응에서 증

폭 효율은 [2^(-1/기울기)]–1로 계산되었습니다. 돌연변이 반응에 비해 대조군의 증폭 효율은

∆CT(그리고 따라서 돌연변이 판정)가 분석항목의 작동 범위에서 일관성을 보인다는 것을 나

타냅니다. 대조 반응과 돌연변이 반응 간 증폭 효율의 최대 차이는 13ASP 분석에서 관찰되었

으며, 효율의 평균적 차이는 약 14.5%였습니다. 데이터는 표 24에 요약되어 있습니다.
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돌연변이 비율에 따른 선형성/증폭 효율

이 연구의 목적은 연속적으로 희석된 돌연변이 양성 샘플이 증폭 효율에 미치는 영향을 약

22~23 CT의 CT입력 수준으로 시작해서 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 작동 범위에 걸쳐

평가하는 것이었습니다. therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 OD 값은 초기에 FFPE 세포주에서

추출한 DNA를 사용하여 결정되었습니다. 그런 다음, 대조 반응 CT가 ~23 CT에 해당하는

DNA 스톡을 준비했습니다. 이 스톡을 야생형 DNA를 사용하여 매번 2배씩 연속적으로 희석

하여 템플릿의 총 야생형 DNA는 일정하게 유지하면서 돌연변이 DNA 비율을 변화시켰습니

다. 따라서 생성된 각 템플릿은 동일한 절대량 및 농도의 DNA를 가졌지만 야생형 대 돌연변

이 DNA의 비율은 달랐습니다.

돌연변이 당 6개의 복제본에 충분한 DNA 풀이 준비되었습니다. 각 희석 지점에서 각 돌연변

이의 CT 및 ∆CT 데이터를 계산했습니다. 돌연변이 반응 CT 값을 그래프로 그리고, 효율을 계산

했습니다. 대조 반응 CT 값은 각 돌연변이의 희석 시리즈에서 일관성이 있었습니다. 대조 반

응 CT 값이 지정된 범위(21.92~32.00) 이내에 속하는 각 샘플에서 ∆CT 값을 계산했습니다.

돌연변이 반응 CT 대 log2 DNA 입력 희석을 선형 회귀 모델로 분석했습니다. 기울기 및 95%

신뢰 구간이 보고되었습니다.

이 연구는 일정한 농도의 야생형 DNA의 배경에서 돌연변이의 희석이 위의 선형성 연구에서

결정된 값 밖에서 크게 다르지 않은 증폭 효율을 보였고, 증폭 효율은 ±10% 미만의 차이를 나

타냈음을 보여주었습니다. 데이터는 표 25에 요약되어 있습니다.
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샘플 절편 절편표준오차 계산된기울기
표준오차
(기울기)

양측 95%
하한

양측 95% 신뢰
상한(기울기) 증폭효율

12ALA 23.540 0.025 –0.968 0.010 –0.989 –0.947 1.047

12ASP 24.804 0.054 –1.030 0.022 –1.075 –0.985 0.960

12ARG 24.226 0.028 –1.008 0.11 –1-031 –0.984 0.990

12CYS 24.354 0.027 –0.981 0.011 –1.003 –0.959 1.027

12SER 25.376 0.054 –0.892 0.022 –0.937 –0.847 1.174

12VAL 22.703 0.035 –1.021 0.014 –1.050 –0.992 0.972

13ASP 27.555 0.057 –0.810 0.023 –0.857 –0.763 1.353

표 25. 증폭효율(돌연변이비율의함수) 데이터요약

간섭 물질

이 연구의 목적은 잠재적 간섭 물질이 therascreenKRAS RGQ PCR Kit의 성능에 미치는 영향

을 평가하는 것이었습니다. 이것은 두 가지 농도에서의 첨가 실험을 통해 각 물질이 ∆CT 값과

테스트 샘플의 돌연변이 상태에 미치는 영향을 분석함으로써 수행되었습니다. 농도는 표 26

에 나와 있습니다.

간섭물질 실제높은양[µL/200 µL 용출물] 실제낮은양[µL/200 µL 용출물]

파라핀 왁스(자일렌 내) 2.00 x 10-4 5.00 x 10-5

자일렌 2.00 x 10-4 5.00 x 10-5

에탄올 1.35 x 10-3 3.38 x 10-4

Buffer ATL 5.40 x 10-4 1.35 x 10-4

Proteinase K 1.32 x 10-5 3.30 x 10-6

Buffer AL 1.33 x 10-3 3.33 x 10-5

세척 완충액 Buffer AW1 0.50 1.25 x 10-1

세척 완충액 Buffer AW2 5.00 1.25

표 26. 각 분석항목에서테스트된간섭물질의양
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정상적인 사용 중 발생할 것으로 예상되는 농도에서 평가된 잠재적 간섭 물질 중 어느 것도

therascreen KRAS RGQ PCR Kit가 돌연변이 양성 샘플과 돌연변이 음성 샘플을 구별하는 능

력에 영향을 미치지 않습니다.

간섭 물질 연구 외에도 종양 샘플 내 높은 수준의 괴사 조직이 유효한 데이터를 생산하는 능

력에 영향을 미치는지를 확인하기 위해 임상 샘플에서 괴사의 잠재적 영향을 평가하였습니

다. ‘분석 표준 방법과의 비교’(‘분석 표준 방법과의 비교’ 페이지의 67 참조), 연구의 일부로 평

가된 총 421개의 샘플에서 29개의 샘플은 병리학적 검토에서 >50% 수준의 괴사가 있는 것으

로 결정되었습니다. 이 29개의 샘플 중 28개는 양방향 생어 염기서열 분석과 일치하는 유효한

결과를 보였습니다. 한 개의 결과는 DNA가 부족하여 무효였습니다.

교차 오염

이 연구의 목적은 therascreenKRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 잠재적으로 위양성 결과를 초

래하는 DNA 샘플 간 교차 오염의 정도를 결정하는 것이었습니다. 교차 오염의 잠재적인 원인

은 다음과 같습니다.

l 샘플 추출(예: 조각 스크래핑)

l 샘플 피펫팅

l 샘플 튜브의 폐쇄(‘캡 씌우기’)

l 사용 중 키트 시약의 오염

l Rotor-Gene Q MDx (US) 기기에 분석항목 튜브 로딩

이 연구에서는 FFPE 표준이 사용되었습니다: 야생형 표준 및 12ALA 표준(12ALA 반응은 키트

에서 최저 LOD를 보인 반응이기 때문).
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이 연구는 Rotor-Gene Q MDx (US) 기기 실행 이내 및 실행 간 오염 가능성을 조사하기 위해

고안된 10개 PCR 실행으로 구성되었습니다. 이들 테스트 실행에서 야생형 DNA가 들어 있는

튜브를 사용하여 돌연변이 DNA로부터의 오염을 테스트했습니다.

이 연구의 결과는 교차 오염을 검출하기 위한 어떤 야생형 DNA 추출물에서도 검출 가능한 오

염을 나타내지 않았습니다.

배타성/교차 반응성

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 8개의 개별 반응으로 구성되었으며, 이는 KRAS 유전자의

비다형적 영역을 검출하는 한 개의 대조 반응 및 7개의 돌연변이 특이적 반응입니다. 코돈 12

또는 13의 야생형 KRAS 서열을 구체적으로 측정하는 반응은 없습니다. KRAS ‘No Mutation

Detected’(돌연변이 무검출) 결과(즉, 야생형)는 돌연변이 양성 결과를 초래하는 7가지 돌연

변이 중 어떤 것도 없을 때 결정됩니다. 따라서 위양성 결과가 발생하지 않도록 과도한 양의

KRAS 야생형 DNA를 갖는 각 반응에서 발생하는 비특이적 증폭 또는 교차 반응의 양을 입증

해야 합니다. 마찬가지로, KRAS 돌연변이의 비특이적 증폭(이 반응은 검출하기 위한 것이 아

님)은 돌연변이 반응들 간의 교차 반응의 양이 과도한 양의 돌연변이 DNA가 존재할 때 잘못

된 돌연변이 판정을 초래하지 않는다는 것을 입증하기 위해 평가됩니다. 이 분석항목에서

DNA 입력은 대조 CT 범위(21.92~32.00)에 기초하기 때문에 최고 농도의 DNA 입력은 대조

CT 값이 약 22입니다. 이 평가를 위해 FFPE 임상 샘플 FFPE 세포주 DNA가 사용되었습니다.

비특이적 증폭/교차 반응: 야생형 KRAS DNA

구체적 돌연변이를 증폭하도록 고안된 반응 혼합물에 의한 야생형 DNA의 비특이적 증폭의

양을 해결하기 위해 야생형 FFPE 세포주 DNA 또는 최고 농도의 증폭 가능 DNA 투입 수준의

CRC 종양 조직에서 추출한 DNA의 60개 복제본을 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하

여 평가했습니다. FFPE 세포주에서 추출한 DNA의 경우, 대조 CT 값은 약 22~23이었습니다.

3개의 야생형 CRC 샘플의 대조 CT 값은 24~25였습니다. 이 결과는 ∆CT 값이 확정된 컷오프

를 초과함을 보여주었습니다. 각 반응에서 관찰된 평균 및 최저 ∆CT 값이 표 27에 나와 있습

니다.
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돌연변이반응 컷오프 관찰된최저 ∆CT
샘플 1 ∆CT평균
(최저)

샘플 2 ∆CT평균
(최저)

샘플 3 ∆CT평균
(최저)

12ALA 8 12.76 18.00(11.40) 18.62(11.50) 20.03(19.36)

12ASP 6.6 10.35 10.90(9.62) 10.34(8.84) 10.68(9.01)

12ARG 8 14.26 20.33(12.94) 20.02(13.20) 20.03(19.36)

12CYS 8 13.66 20.62(17.38) 20.29(19.62) 20.03(19.36)

12SER 8 11.97 17.26(11.14) 17.90(11.42) 18.05(10.44)

12VAL 7.5 11.81 14.87(11.46) 16.27(11.50) 18.68(11.36)

13ASP 7.5 10.94 12.35(9.08) 13.68(10.69) 14.82(9.97)

표 27. 돌연변이반응의야생형샘플에서관찰된최저평균 ∆CT

비특이적 증폭/교차 반응성: 돌연변이 양성 KRAS DNA

대조 반응 CT가 약 23이 되도록 각 FFPE 세포주로부터 DNA 샘플을 준비하여 고농도의 입력

DNA를 가진 돌연변이 샘플을 모든 반응 혼합물에 대해 테스트했습니다. 각 돌연변이 샘플의

여섯 개의 복제본을 평가했습니다. 샘플의 돌연변이 비율은 세포주 DNA의 돌연변이체 비율

에 의해 결정되었습니다. 평균 ∆CT 값이 표 28에 나와 있으며, 돌연변이 반응들 간에 교차 반

응이 있음을 보여줍니다. 12ALA 돌연변이는 증폭되었으며 12CYS, 12SER 및 12VAL 반응의

∆CT 임곗값보다 낮은 ∆CT 값을 생산했습니다. 12VAL 돌연변이는 증폭되었으며, 12ALA 반응

의 ∆CT 임곗값보다 낮은 ∆CT 값을 생산했습니다.

모든 사례에서 테스트 결과는 서로 짝을 이루는 돌연변이 반응에서 돌연변이 판정이 정확했

음을 보여줍니다(즉, 최저 ∆CT 값이 정확한 돌연변이 판정임). 다른 모든 테스트 사례는 검출

되지 않았거나 ∆CT 임곗값 밖에 있었습니다.
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분석항목 ∆CT

돌연변이 DNA 컷오프 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

12ALA 8 1.42* 12.66 – 5.81 2.78 6.31 13.21

12ASP 6.6 12.56 2.42* – – 13.44 11.21 13.55

12ARG 8 13.12 11.56 1.12* 11.42 – 13.43 12.66

12CYS 8 14.2 12.48 9.23 0.98* – 7.96 12.88

12SER 8 – 13.39 13.31 – 3.02* 12.99 13.97

12VAL 7.5 6.83 – – – 13.38 0.28* 13.74

13ASP 7.5 – 13.29 13.89 – – 14.36 4.5*

* 서로 짝을 이루는 반응들의 ∆CT는 굵게 표시되었습니다. 빈칸은 교차 반응이 없음을 나타냅니다.

컷오프보다 낮은 교차 반응적 반응들의 ∆CT는 강조 표시되었습니다.

표 28. 높은입력범위의 FFPE 세포주 DNA를사용한돌연변이반응들간의 ∆CT교차반응

반복성 및 재현성

therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 정밀성을 CLSI EP12-A 및 EP5-A2의 측면을 포함하는 프로

토콜을 사용하여 결정했습니다(22, 23). 임상 CRC 샘플을 이 평가에 사용했습니다. 한 개의 야

생형과 각 돌연변이마다 한 개의 샘플을 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 테스트

했습니다. 3개 기관에서 각각 2명의 실시자가 모든 샘플 및 대조물질을 3개 로트의

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 5일간 매일 하루 2회 테스트 실행했으며, 각 실행당 각 샘

플의 2개 복제본을 사용했습니다. 각 샘플의 각 반응에 대해 얻은 CT 및 ∆CT 값도 분산 성분

분석을 통해 분석했습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 재현성은 저수준 돌연변이체(3xLOD) 및 야생형 샘플에서

입증되었으며, 실험실 실험 이내 및 실험 간에 여러 로트, 플랫폼 및 실시자에 걸쳐 모든 분석

항목에서 최소 39/40의 정확한 돌연변이 판정이 나왔습니다. C50 및 3xLOD 샘플을 사용하여

입증된 분산 추정치(1x 표준편차)는 표 29 및 에 나와 있습니다.
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∆Ct의 %CV 돌연변이 Ct의 %CV 대조군 Ct의 %CV

분석 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT

12ALA 13.14 8.32 1.87 2.02 0.97 1.12 1.12

12ARG 10.79 8.04 1.59 1.96 1.24 1.51 1.15

12ASP 12.86 5.87 1.11 1.00 0.90 0.90 1.04

12CYS 17.61 10.83 1.86 2.02 1.54 1.22 1.15

12SER 13.97 10.43 1.71 2.11 0.94 1.19 1.15

12VAL 9.66 15.47 1.52 1.65 1.11 3.74 1.26

13ASP 13.73 9.35 1.91 2.08 1.11 1.41 1.19

표 29. 분석항목분산추정치

∆Ct의 %CV 돌연변이 Ct의 %CV 대조군 Ct의 %CV

분석 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT

12ALA 10.71 7.51 1.69 1.76 0.77 0.90 0.79

12ARG 9.83 8.04 1.21 1.76 0.84 1.33 0.90

12ASP 10.16 4.08 0.93 0.89 0.80 0.76 0.76

12CYS 13.15 8.80 1.31 1.76 1.40 1.01 0.76

12SER 6.76 6.18 1.10 1.48 0.80 0.90 0.90

12VAL 9.21 15.32 1.40 1.42 0.91 3.49 0.94

13ASP 8.67 7.01 1.30 1.65 0.91 1.19 0.97

표 30. 반복성정밀성추정치
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전체 및 각 사이트 내에서 돌연변이 및 야생형 샘플을 테스트한 3xLOD 샘플의 추정 비율을

보고했습니다. 모든 분석 및 샘플 조합에서 80개의 복제본 중 최소 79개가 정확한 돌연변이

판정을 받았습니다. 정확한 판정의 전체 비율은 99.6%(1115/1120)으로, 돌연변이 양성

(3xLOD) 샘플이 99.6%(558/560)였고, 돌연변이가 검출되지 않은 (야생형) 샘플이 99.5%

(557/560)였습니다().

정확한판정

돌연변이 3xLOD 샘플 야생형샘플(낮음)

12ALA 79/80 80/80

12ARG 80/80 79/80

12ASP 80/80 80/80

12CYS 79/80 80/80

12SER 80/80 79/80

12VAL 80/80 79/80

13ASP 80/80 80/80

표 31. 전체적정확한판정

샘플 처리 변동성

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 프로세스의 일부로 샘플 처리 변동성을 평가하기 위해 10개

의 FFPE CRC 샘플(야생형 3개 및 돌연변이 당 1개)에서 각각 30개의 순차적 5 µm 절편을 절

단했습니다. 이 절편들을 3개 테스트 기관 중 1곳으로 무작위 배정하여 각 기관이 FFPE 샘플

당 10개의 절편(총 100개)을 받도록 했습니다. 테스트된 300개의 DNA 추출물 중에서 298개

의 샘플이 유효했습니다.
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KRAS 돌연변이 판정과 관련한 3개 기관 간의 일치율은 99.33%였습니다. 각 분석항목에서

∆CT 값의 분산이 추정되었으며, 실험실 소스 간 및 실험실 소스 이내에서의 기여도는 ANOVA

분산 성분 모델을 사용하여 추정했습니다. 테스트 기관 내 분산은 12ASP(0.30)에서 가장 높았

습니다. 테스트 기관 간 분산은 12SER(0.05)에서 가장 높았습니다. 돌연변이 및 야생형 샘플

의 표준 편차(Standard Deviation, SD)를 사용한 평균 ∆CT 값의 사이트별 비교는 결과에서의

매우 근접한 일치를 보여주었습니다(표 32 및 표 33). 이런 결과는 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit와 관련한 DNA 추출 절차 및 샘플 처리의 일치도를 보여줍니다.

∆CT(표준편차)

12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

사이트 1 2.44(0.1) 2.62(0.3) 3.03(0.6) 2.24(0.1) 2.34(0.3) 2.51(0.1) 3.93(0.4)

사이트 2 2.44(0.2) 2.52(0.4) 3.01(0.7) 2.29(0.2) 2.10(0.4) 2.44(0.5) 4.15(0.7)

사이트 3 2.67(0.6) 2.52(0.2) 3.07(0.5) 2.29(0.2) 2.74(0.5) 2.56(0.2) 3.95(0.3)

표 32. 돌연변이유형샘플의평균 ∆CT(SD) 값의사이트별비교

∆CT(표준편차)

12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

사이트 1 12.46(0.3) –* 10.37(0.4) – 11.84(0.4) 12.36(0.5) 11.11(0.6)

사이트 2 12.09(0.6) 13.07(0.2) 10.17(0.5) – 11.71(0.7) 12.20(0.6) 11.00(0.9)

사이트 3 12.07(0.2) – 10.61(0.4) – 11.94(0.3) 12.28(0.6) 11.82(0.5)

* 돌파 현상이 관찰되지 않음으로 인한 결측값을 나타냅니다.

표 33. 야생형샘플의평균 ∆CT(SD) 값의사이트별비교
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로트 상호 교환성

돌연변이 검출에 영향을 미치는 로트-로트 변동성에 대한 잠재성이 평가되었습니다. 이 연구

에서는 3개 로트의 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit(FFPE 추출 키트) 및 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit가 각 로트의 FFPE 추출 키트를 사용하여 평가되었습니다. DNA는 3개 로

트의 FFPE 추출 키트를 사용하여 FFPE 세포주로부터 추출했으며, 대략 23, 26 및 31의 목표 대

조 CT 값을 갖는 DNA 샘플들을 만들었습니다. 이런 CT 값은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit

에서 정의된 작동 범위의 총 DNA 입력 수준에 걸치도록 선택되었습니다(대조 CT는

21.92~32.00 이내). 각 목표 CT 값에서의 여섯 개의 복제본 추출을 3개의 독립적 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit 로트로 각각 테스트했습니다. ∆CT 값 및 돌연변이 판정을 모든 테스트 샘

플에서 수집했습니다. 사전 정의된 연구 목표는 유효한 테스트의 100%에서 관찰된 정확한

돌연변이 판정으로 충족되었으며, 이것은 샘플 돌연변이 판정이 다양한 로트의 FFPE 추출 키

트 및/또는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하는 것에 영향을 받지 않음을 확인해 주었

습니다.
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비소세포폐암 시료의 성능 특징

분석 성능

검출 한계(Limit of Detection, LOD)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 LOD 값은 이전에 FFPE 세포주에서 추출한 DNA를 사용하

여 결정되었습니다. 이 연구의 목적은 DNA 농도가 제한 인자가 아닐 때, 비소세포폐암 시료

를 사용하여 각 돌연변이 분석의 LOD가 야생형 DNA의 배경에서 10% 돌연변이 함량 이하임

을 재검증하는 것입니다. LOD 재검증은 세포주 샘플 혼합물(12ALA, 12SER, 13ASP) 및 임상

FFPE 비소세포폐암 샘플(12ASP, 12ARG, 12CYS, 12VAL)을 사용하여 수행되었습니다. 추적

관찰 연구에서는 12ALA, 12SER, 13ASP 돌연변이를 나타내는 임상 샘플이 사용되었습니다.

돌연변이 양성 테스트 샘플에서 추출한 DNA 및 야생형 샘플(희석제로 사용)이 중간 DNA 투

입 수준으로 정규화되었습니다. 그런 다음 돌연변이 양성 샘플을 낮은 수준의 돌연변이 DNA

함량으로 희석하였습니다(이전에 결정된 LOD로 정의됨). 돌연변이 양성 DNA 샘플은 대조

반응 혼합물 및 관련 돌연변이 반응 혼합물을 사용하여 테스트했습니다. LOD 돌연변이 함량

수준으로 희석한 비소세포폐암 샘플은 관찰된 돌연변이 양성 검출률에 대해 편측 정확 95%

신뢰 상한이 95% 이상으로 다음에 나와 있는 결장직장암 샘플 LOD 값을 재검증했습니다.

세포주 상관 관계 연구

이 연구의 목적은 FFPE 세포주 샘플에서 추출한 DNA 및 임상 FFPE 비소세포폐암 조직 샘플

에서 추출한 DNA에 대해 확립된 검출 한계(Limit of Detection, LOD), 그 미만 및 초과에서의

적중률과 비교하여 임상 FFPE 비소세포폐암 샘플의 적절한 대체재로서 FFPE 비소세포폐암

세포주 샘플의 유용성을 결정하는 것입니다. 또한 이 연구는 FFPE 세포주 샘플이 KRAS 키트

를 사용하여 검사했을 때 임상 FFPE 비소세포폐암 샘플보다 성능이 떨어지지 않음을 입증하

기 위해 수행되었습니다.
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본 연구는 두 KRAS 돌연변이 양성 FFPE 세포주 샘플(KRAS Kit로 양성 검출)과 동일한 돌연변

이 상태의 두 KRAS 임상 FFPE 샘플을 사용했습니다. C100(1.5xLOD), C95(LOD), C75, C50,

C25, C5 비율의 정확한 돌연변이 판정을 제공할 것으로 예상되는 여섯 개의 희석 수준으로 각

샘플 패널 멤버에 대해 테스트했습니다. 가장 발생률이 높은 KRAS 코돈 12 돌연변이 중 두 가

지인 G12C(12CYS)와 G12D(12ASP)를 이 연구에 사용했습니다.

두 가지 프로빗 모델을 분석에 사용했습니다. KRAS G12D 돌연변이의 경우, 데이터 결과가 통

계적으로 유의하게 세포주와 임상 샘플 간에 성능의 차이가 없음을 나타내지 않았습니다. 그

러나 KRAS G12C 돌연변이의 경우, 세포주의 양성 비율이 여러 다른 희석 수준에서 임상 샘플

보다 낮았고, 세포주가 임상 샘플보다 성능이 우수하지 않음을 입증했습니다. 12ASP 및

12CYS 세포주는 해당 임상 샘플보다 성능이 우수하지 않았기에 연구 허용 기준이 충족되지

않았고, 이러한 세포주는 검증 연구를 위해 임상 샘플을 사용할 수 없을 때 대체재로 사용되

지 않았습니다.

분석 표준 방법과의 비교

이 연구의 목적은 양방향 생어 염기서열 분석과 비교하여 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 비

소세포폐암의 전체 돌연변이 상태의 일치율을 입증하는 것이었습니다(표 34).

생어상태 KRAS 상태

빈도(비율) 돌연변이양성 돌연변이검출되지않음 총계

돌연변이 양성 79

(21.94)

1

(0.28)

80

(22.22)

돌연변이 검출되지 않음 21

(5.83)

259

(71.94)

280

(77.78)

총계 100

(27.78)

260

(72.22)

360

(100.00)

표 34. 생어와 KRAS RGQ 결과간상관관계
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절제로 획득한 샘플, FNA 및 CNB의 혼합을 나타내는 입수한 360개의 임상 비소세포폐암

FFPE 샘플이 KRAS Kit와 생어 양방향 염기서열 분석 간의 일치율을 평가하기 위해 사용되었

습니다. DNA를 각 샘플에서 추출하여 KRAS Kit 및 양방향 생어 염기서열 분석으로 테스트했

습니다. 360개의 유효한 샘플 중, 340개의 샘플이 KRAS Kit와 양방향 염기서열 분석 간에 일

치하는 결과를 생성했습니다. 이러한 일치하는 샘플 중 두 개에서 하나는 KRAS Kit에 돌연변

이 판정을 보였지만 양방향 생어 염기서열 분석에는 이중 돌연변이로 나왔습니다. 이 중 하나

가 KRAS Kit의 한 판정과 일치하였고, 따라서 이 샘플에는 일치하는 결과가 나왔습니다.

표 35에 표시된 것처럼 PPA는 98.75%(94.21, 99.94), NPA는 93.21%(90.20, 95.51), OPA는

94.44%(92.03, 96.29)였습니다.

측정일치율 빈도 일치율 정확이항양측 90% 신뢰하한 정확이항양측 90% 신뢰상한

전체 일치율 340/360 94.44 92.03 96.29

양성 일치율 79/80 98.75 94.21 99.94

음성 일치율 261/280 93.21 90.20 95.51

표 35. 생어와 KRAS Kit 모두에서유효한결과가있는샘플의일치율

20개의 불일치 샘플이 있었습니다. 19개는 양방향 생어 염기서열 분석에 WT였지만 KRAS 키

트에서는 돌연변이 결과가 나왔습니다. 한 샘플은 KRAS 키트에 WT였지만 양방향 생어 염기

서열 분석에 돌연변이 양성(13ASP) 상태가 나왔습니다.

샘플 획득의 등가성

이 연구의 목적은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 결정되는 비소세포폐암 샘플의 돌연변

이 판정이 샘플 획득 방법에 영향을 받는지 평가하는 것이었습니다. 이 연구에서 평가한 3가

지 샘플 획득 방법은 절제, FNA, CNB였습니다.

이 연구를 위해, 수술적 절제(RES) 종양 샘플에서 ‘환자 일치(patient-matched)’ CNB 및 FNA

샘플을 추출하여 3가지 획득 방법으로 동일한 종양을 수집할 수 있게 했습니다. 각 샘플은

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 추출하여 테스트했습니다.
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일차 분석은 획득 유형 전반에 걸쳐 검출된 특정 돌연변이에 기초했습니다. 전체 일치율, 양

성 일치율, 음성 일치율의 측정은 각 쌍대 비교에 대해 정확 양측 95% 신뢰 한계와 함께 계산

했습니다(표 36).

비교 일치율 빈도 비율(%)
양측신뢰
하한(%)

양측 95%
신뢰상한(%)

CNB를 기준으로
하는 CNB 대 FNA

전체 일치율 148/156  94.87  90.15  97.76 

양성 일치율 29/35  82.86  66.35  93.44 

음성 일치율 119/121  98.35  94.16  99.80 

CNB를 기준으로
하는 CNB 대 RES

전체 일치율 148/156 94.87  90.15 97.76 

양성 일치율 29/35 82.86  66.35  93.44 

음성 일치율 119/121 98.35  94.16  99.80 

FNA를 기준으로
하는 FNA 대 CNB

전체 일치율 148/156  94.87  90.15  97.76 

양성 일치율 29/32  90.63  74.98  98.02 

음성 일치율 119/124  95.97  90.84  98.68 

FNA를 기준으로
하는 FNA 대 RES

전체 일치율 152/156 97.44 93.57 99.30

양성 일치율 30/32 93.75 79.19 99.23

음성 일치율 122/124 98.39 94.30 99.80

RES를 기준으로
하는 RES 대 CNB

전체 일치율 148/156 94.87 90.15 97.76

양성 일치율 29/32 90.63 74.98 98.02

음성 일치율 119/124 95.97 90.84 98.68

RES를 기준으로
하는 RES 대 FNA

전체 일치율 152/156 97.44 93.57 99.30

양성 일치율 30/32 93.75 79.19 99.23

음성 일치율 122/124 98.39 94.30 99.80

표 36. 샘플획득방법간일치(3가지획득방법모두를사용한유효한샘플포함)
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또한, Passing-Bablok 및 Deming 회귀 분석을 실시하여 여러 다른 샘플 획득 방법 간의 Ct와

Δct 값을 비교했습니다. 회귀 분석 결과, Ct 또는 ΔCt에 대해 RES, CNB, FNA 샘플 유형 간에

일관되거나 비례적인 차이가 존재함을 시사하는 증거가 없는 것으로 나타났습니다. 선형 회

귀 분석 또한 실시하여 관련 ΔCt 값에 대해 괴사 및 종양 조직의 비율에 영향이 있는지 조사했

습니다. 괴사 및 종양 비율 대 ΔCt에 대한 회귀선 기울기는 괴사 또는 종양 조직 비율이 증가

할 때 ΔCt 값에 의미 있는 변화가 있음을 시사하는 증거가 없음을 나타냅니다.

반복성 및 재현성

검사실 내 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 정밀성(반복성)을 평가하였습니다. 돌연변이 결

과의 올바름과 ΔCT 값의 정밀도(돌연변이 반응과 대조 반응 간 CT 값의 차이)가 모두 보고되

었습니다.

총 15개 패널 멤버를 준비했으며 therascreen KRAS RGQ PCR Kit(LOD 및 2xLoD에서), 그리

고 야생형(Wild Type, WT) 패널 멤버로 7개 돌연변이 각각에 대해 한 개가 검출되었습니다.

돌연변이 패널 멤버는 가용성에 따라 FFPE 세포주나 임상 샘플로 대표되었습니다. 모든 샘플

은 27의 대조물질 Ct로 정규화되었고 돌연변이 샘플은 야생형 DNA에 희석하여 1xLoD 및

2xLoD의 돌연변이 수준의 샘플을 위해 충분한 재료를 생성했습니다.



93 therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침  |  10/2025

각 검사 패널에 대한 정확한 판정 비율은 표 37에, 분산 성분 값은 표 38에 나와 있습니다.

그룹화변수 비율 양측 95% 신뢰한계

샘플수준 분석 분수 비율(%) 하한(%) 상한(%)

2xLoD 12ALA 28/28 100.00 87.66 100.00

12ARG* 28/28 100.00 87.66 100.00

12ASP 28/28 100.00 87.66 100.00

12CYS 28/28 100.00 87.66 100.00

12SER* 28/28 100.00 87.66 100.00

12VAL 28/28 100.00 87.66 100.00

13ASP* 28/28 100.00 87.66 100.00

LoD 12ALA 39/40 97.50 86.84 99.94

12ARG 40/40 100.00 91.19 100.00

12ASP 40/40 100.00 91.19 100.00

12CYS 40/40 100.00 91.19 100.00

12SER* 40/40 100.00 91.19 100.00

12VAL 40/40 100.00 91.19 100.00

13ASP* 38/40 95.00 83.08 99.39

WT 전체 28/28 100.00 87.66 100.00

* FFPE 세포주로 대표됨

표 37. 올바른돌연변이판정비율
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(0

.1
06

3,
0.

35
%

)
(0

.1
65

6,
0.

54
%

)
(0

.2
63

9,
0.

86
%

13
A
SP

28
31

.9
8

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.3

77
3,

1.
18

%
)

(0
.0

49
7,

0.
16

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

81
3,

0.
57

%
)

(0
.4

13
8,

1.
29

%

Lo
D

12
A
LA

40
32

.8
6

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

33
2,

0.
71

%
)

(0
.0

51
6,

0.
16

%
)

(0
.0

84
0,

0.
26

%
)

(0
.1

31
9,

0.
40

%
)

(0
.1

78
0,

0.
54

%
)

(0
.3

14
4,

0.
96

%
)

12
A
R
G

40
31

.9
0

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

18
6,

0.
69

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

28
9,

0.
72

%
)

(0
.1

51
9,

0.
48

%
)

(0
.3

10
6,

0.
97

%
)

12
A
SP

40
31

.0
2

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

76
2,

0.
57

%
)

(0
.1

09
3,

0.
35

%
)

(0
.1

29
6,

0.
42

%
)

(0
.2

49
2,

0.
80

%
)

(0
.1

00
5,

0.
32

%
)

(0
.2

90
8,

0.
94

%
)

12
C
YS

40
33

.1
4

(0
.1

21
6,

0.
37

%
)

(0
.0

49
3,

0.
15

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.3

46
8,

1.
05

%
)

(0
.0

50
1,

0.
15

%
)

(0
.3

15
5,

0.
95

%
)

(0
.4

21
6,

1.
27

%
)

12
SE

R
40

33
.0

8
(0

.0
83

2,
25

%
)

(0
.2

59
1,

0.
78

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

42
4,

.7
3%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.2
25

8,
0.

68
%

)
0.

38
64

,
1.

17
%
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분
석
변
수

샘
플
수
준

분
석

관
찰
수

평
균

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

잔
류
*

총
계

12
V
A
L

40
31

.6
2

(0
.2

85
8,

0.
90

%
)

(0
.0

95
1,

0.
30

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

24
4,

0.
71

%
)

(0
.0

34
4,

0.
11

%
)

(0
.1

76
3,

0.
56

%
)

0.
34

32
,

1.
09

%

13
A
SP

38
33

.0
9

(0
.3

23
7,

0.
98

%
)

(0
.1

00
9,

0.
31

%
)

(0
.1

40
9,

0.
43

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

78
5,

0.
84

%
)

0.
41

33
,

노
란

색
C
T

2x
Lo

D
12

A
LA

28
33

.2
0

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

51
5,

0.
16

%
)

(0
.0

33
0,

0.
10

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

60
7,

0.
18

%
)

(0
.2

11
7,

0.
64

%
)

(0
.2

23
5,

0.
67

%
)

12
A
R
G

28
33

.0
5

(0
.1

39
7,

0.
42

%
)

(0
.1

32
1,

0.
40

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

39
3,

0.
72

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.3

79
2,

1.
15

%
)

(0
.4

55
9,

1.
38

%
)

12
A
SP

28
33

.0
0

(0
.0

59
7,

0.
18

%
)

(0
.2

13
1,

0.
65

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

31
3,

0.
40

%
)

(0
.1

95
4,

0.
59

%
)

(0
.3

05
9,

0.
93

%
)

12
C
YS

28
33

.1
9

(0
.0

64
6,

0.
19

%
)

(0
.0

97
1,

0.
29

%
)

(0
.0

23
3,

0.
07

%
)

(0
.0

67
9,

0.
20

%
)

(0
.0

86
3,

0.
26

%
)

(0
.1

94
3,

0.
59

%
)

(0
.2

37
8,

0.
72

%
)

12
SE

R
28

32
.8

5
(0

.0
52

5,
0.

16
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
33

7,
0.

10
%

)
(0

.0
93

7,
0.

29
%

)
(0

.1
32

0,
0.

40
%

)
(0

.1
58

8,
0.

48
%

)

12
V
A
L

28
33

.1
1

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

02
6,

0.
31

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
14

69
,

0.
44

%
)

(0
.1

46
9,

0.
44

%
)

(0
.2

91
2,

0.
88

%
)

(0
.3

45
8,

1.
04

%
)

13
A
SP

28
33

.0
3

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

92
8,

0.
58

%
)

(0
.1

01
5,

0.
31

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

45
0,

0.
44

%
)

(0
.2

49
3,

0.
75

%
)

Lo
D

12
A
LA

40
33

.3
7

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

01
0,

0.
60

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

94
2,

0.
58

%
)

(0
.2

17
7,

0.
65

%
)

(0
.3

25
7,

0.
98

%
)

12
A
R
G

40
33

.1
4

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

16
8,

0.
65

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.3

06
1,

0.
92

%
)

(0
.1

63
7,

0.
49

%
)

(0
.1

74
8,

0.
53

%
)

(0
.3

71
7,

1.
12

0%

12
A
SP

40
32

.9
8

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

59
9,

0.
79

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

73
5,

0.
53

%
)

(0
.2

22
8,

0.
68

%
)

(0
.3

61
8,

1.
10

%
)

12
C
YS

40
33

.3
1

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

02
8,

0.
61

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

20
9,

0.
36

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

13
2,

0.
64

%
)

(0
.3

05
0,

0.
92

%
)

표
38
.S
D
및
%
C
V
에
대
한
분
산
성
분
–
반
복
성
(계
속
)



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침, 개정 16판  |  10/2025 97

분
석
변
수

샘
플
수
준

분
석

관
찰
수

평
균

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

검
사
일
간
*

잔
류
*

총
계

12
SE

R
40

33
.0

8
(0

.1
25

4,
0.

38
%

)
(0

.2
84

7,
0.

86
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.1
50

5,
0.

46
%

)
(0

.3
26

3,
0.

99
%

)

12
V
A
L

40
33

.2
9

(0
.3

13
3,

0.
94

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

62
1,

0.
79

%
)

(0
.3

57
4,

1.
07

%
)

13
A
SP

40
33

.1
3

(0
.1

10
1,

0.
33

%
)

(0
.1

32
6,

0.
40

%
)

(0
.1

66
6,

0.
50

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

92
5,

0.
58

%
)

(0
.2

80
4,

0.
85

%
)

노
란

색
C
T

W
T

12
A
LA

28
33

.4
1

(0
.1

44
3,

0.
43

%
)

(0
.1

99
7,

0.
60

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

26
9,

0.
68

%
)

(0
.3

24
8,

0.
97

%
)

12
A
R
G

28
33

.3
0

(0
.0

87
5,

0.
26

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.4

09
8,

1.
23

%
)

(0
.0

90
4,

0.
27

%
)

(0
.2

36
8,

0.
71

%
)

(0
.3

98
3,

1.
20

%
)

12
A
SP

28
33

.1
2

(0
.1

59
1,

0.
48

%
)

(0
.1

74
8,

0.
53

%
)

(0
.0

47
7,

0.
14

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

13
1,

0.
64

%
)

(0
.3

07
5,

0.
93

%
)

12
C
YS

28
33

.4
2

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

00
9,

0.
60

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

44
4,

0.
43

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

12
1,

0.
63

%
)

(0
.3

07
7,

0.
92

%
)

12
SE

R
28

33
.2

2
(0

.2
48

5,
0.

75
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
63

3,
0.

19
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.1
49

7,
0.

45
%

)
(0

.2
51

7,
0.

76
%

)

12
V
A
L

28
33

.3
5

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

59
1,

0.
78

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

42
9,

0.
43

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.2

72
1,

0.
82

%
)

(0
.3

86
3,

1.
16

%
)

13
A
SP

28
33

.4
5

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

19
4,

0.
36

%
)

(0
.0

52
6,

0.
16

%
)

(0
.0

34
1,

0.
10

%
)

(0
.0

00
0,

0.
00

%
)

(0
.1

65
1,

0.
49

%
)

(0
.2

07
8,

0.
62

%
)

*
SD

,%
C
V
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검사실 간 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 정밀성(재현성)을 평가하였습니다. 세 곳의 다른

실험실(테스트 기관)이 사용되었습니다. 이 시험에서는 재현성 시험에 대해 동일한 검사 패널

을 사용했습니다. 각 사이트, 실험실 조건은 RGQ 기기, 작업자, therascreen KRAS RGQ

PCR Kit 로트, 22일간 비연속으로 사이트당 총 88회 실행을 산출하기 위한 하루당 실행 횟수

에 따라 달랐습니다.

올바른 돌연변이 판정 비율은 표 39에 보고되어 있습니다. 정량적 정밀도 값은 표 40에 나와

있습니다. therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 총 재현성은 표 40의 총 횟수(SD, CV%) 열에 나

와 있습니다.

그룹화변수 비율 양측 95% 신뢰한계

샘플수준 분석 분수 비율(%) 하한(%) 상한(%)

2xLoD 12ALA

12ARG*

12ASP

12CYS

12SER*

12VAL

13ASP*

84/84

84/84

84/84

84/84

84/84

84/84

84/84

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

95.70

95.70

95.70

95.70

95.70

95.70

95.70

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

LoD 12ALA

12ARG

12ASP

12CYS

12SER*

12VAL

13ASP*

118/120

120/120

120/120

119/120

120/120

120/120

118/120

98.33

100.00

100.00

99.17

100.00

100.00

98.33

94.11

96.97

96.97

95.44

96.97

96.97

94.11

99.80

100.00

100.00

99.88

100.00

100.00

99.80

WT 전체 82/84 97.62 91.66 99.71

* FFPE 세포주로 대표됨.

표 39. 모든기관에서의올바른돌연변이판정비율
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분
석
변
수

샘
플
수
준

분
석

관
찰
수

평
균

기
관
간
*

기
관
내
검
사

일
간
*

기
관
내
실
행

N
간
*

기
관
내
Rg
q

간
*

검
사
일
키
트

로
트
간
*

검
사
일
작
업

자
간
*

잔
류
*

총
계

Δ
C
T

2x
Lo

D
12

A
LA

84
5.

48
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.1
66

9,
3.

05
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.1
28

7,
2.

35
%

)
(0

.1
67

9,
3.

07
%

)
(0

.2
64

0,
4.

82
%

)

12
A
R
G

84
4.

81
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.1
17

2,
2.

43
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.2
72

9,
5.

67
%

)
(0

.2
96

7,
6.

16
%

)

12
A
SP

84
4.

57
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
94

3,
2.

06
%

)
(0

.1
45

7,
3.

19
%

)
(0

.0
00

0,
0.

00
%

)
(0

.0
60

0,
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분석 정확도(임상 샘플 사용)

검증된 Droplet Digital PCR(ddPCR) 방법과 관련하여 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 돌연

변이 검출의 일치성을 입증하는 연구가 수행되었습니다. ddPCR 및 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit 둘 다에서 결과를 보인 총 319개의 샘플을 분석하여 양성 일치율(Positive Percent

Agreement, PPA), 음성 일치율(Negative Percent Agreement, NPA) 및 전체 일치율(Overall

Percent Agreement, OPA)을 평가했습니다.

분석에 사용된 319개의 샘플은 Amgen 임상 연구 20170543의 임상 샘플과 입수한 비소세포

폐암 샘플이 조합되어 있었습니다. 두 방법 모두, G12C 이외의 결과를 반환한 샘플이 이 분석

에 대해 돌연변이 음성인 것으로 간주되었습니다. 319개의 샘플 중 5개가 ddPCR로 유효하지

않았습니다.

상응하는 양측 95% 신뢰 구간(Confidence Interval, CI)과 함께 OPA, NPA, PPA가 표 41에 요

약되어 있습니다. OPA는 97.45%였습니다. 결과 분석은 표 42에 요약되어 있습니다.

그룹화변수 비율 양측 95% 신뢰한계

그룹 분수 비율 하한 상한

전체 일치율 (Overall Percentage Agreement, OPA) 306 / 314  97.45%  95.04%  98.89% 

양성 일치율(Positive Percent Agreement, PPA) 149 / 150  99.33%  96.34%  99.98% 

음성 일치율 (Negative Percent Agreement, NPA) 157 / 164  95.73%  91.40%  98.27% 

표 41. KRAS 키트대 ddPCR의 OPA, PPA 및 NPA(양측 95% 신뢰구간)
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therascreen KRAS G12C 결과 ddPCR G12C 결과

빈도 G12C G12C 미검출 무효 총계

G12C  149  7  4  160 

G12C 미검출  1  157  1  159 

총계  150  164  5  319 

표 42. 2x2 빈도표 KRAS 키트대 ddPCR

비특이적 증폭

이 연구의 목적은 KRAS 키트 작동 범위 내 투입 DNA 최고 농도를 가진 야생형 샘플에서 배경

증폭 수준을 평가하는 것이었습니다. 높은 DNA 투입 수준에서 임상 야생형인 60개 복제물

모두의 비특이적 증폭으로부터 관찰된 ΔCt 값은 반응 혼합물 컷오프 값을 초과했습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 는 60개 야생형 복제물을 모두 No Mutation Detected(돌연

변이 검출되지 않음)(야생형)으로 올바르게 식별했습니다.

투입 DNA의 영향

DNA 입력 수준은 샘플의 증폭 가능한 KRAS DNA(돌연변이 및 야생형 모두) 총량입니다. 이

는 대조 반응의 CT 값으로 결정됩니다. 여러 다른 총 DNA 수준의 샘플은 동일한 비율의 돌연

변이 DNA를 포함하고 있으며, 측정된 ΔCT 값(즉. 돌연변이 반응과 대조 반응 간 CT 값 의 차

이)는 여전히 일관되게 유지될 것이므로 샘플 돌연변이 결과는 DNA 입력 수준에 의존적이거

나 그 영향을 받지 않을 것으로 예상됩니다. 이 연구는 2개의 파트로 구성되었습니다.

파트 1은 입력 DNA 수준이 ∆CT 값에 미치는 영향을 설명하기 위해 설계되었습니다. 아홉 개

의 FFPE 비소세포폐암 샘플(4개 세포주 및 5개 임상)에서 추출한 DNA가 이 연구에서 사용되

었습니다. 샘플을 약 20.00~21.00 CT의 대조 반응 CT 값으로 희석했고 이로부터, 6개 복제물

에 충분한 각 돌연변이의 DNA 풀을 약 32.00~33.00 CT의 CT 값에 해당하는 4개 지점에 걸쳐

10배로 연속적으로 희석했습니다().
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희석계수 최초풀
x10
(희석 1)

x100
(희석 2)

x1000
(희석 3)

x10000
(희석 4)

예상 대조물질 CT 값  약 

20.00~21.00 CT

약 

23.00~24.00 CT

약 

26.00~27.00 CT

약 

29.00~30.00 CT

약 

32.00~33.00 CT

표 43. ∆CT 값의투입 DNA 수준에대한연구를위한희석시리즈

이 범위는 샘플의 DNA 입력 범위(21.92~32.00 CT의 대조 반응 CT)에 걸치도록 설계되었고,

허용 DNA 농도보다 높은 희석 지점 한 개와 허용 DNA 농도보다 낮은 희석 지점 한 개를 포함

합니다. 각 돌연변이에 대한 5개의 DNA 투입 수준은 모두 대조 반응 혼합물 및 해당 돌연변이

반응 혼합물을 사용하여 단일 PCR 실행에서 테스트했습니다.

대조물질 CT 작동 범위 내 희석물 전반에 걸쳐 각 돌연변이 유형에 대한 ΔCT 값을 보여주는

선형 회귀 그래프가 생성되었습니다. 대조물질 CT 작동 범위 내 3개 희석물에 대한 선형 회귀

선과 해당 양측 95% 신뢰 한계가 반복성 및 재현성 연구에서 계산된 대로 재현성에 대해 평

균 ± 1.96x 표준 편차 내에 있었으므로 연구의 파트 1에 대한 연구 허용 기준이 모든 돌연변이

에 대해 충족되었습니다. 모든 분석에 대해 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 작동 범위에서

∆CT 값이 일관되게 나타나 DNA 투입 수준이 샘플 돌연변이 판정에 영향을 미치지 않음을 보

여줍니다.

연구의 파트 2는 높은 DNA 투입 수준(약 23.00 CT)의 대조 반응)에서 다양한 돌연변이 비율로

샘플을 테스트하여 증폭 효율에 대한 돌연변이 양성 샘플 연속 희석의 영향을 평가하기 위해

설계되었습니다. 임상 FFPE 비소세포폐암 및 FFPE 세포주 샘플 풀의 DNA를 약 22.00~23.00

CT의 대조 반응 CT 값에 해당하는 광학 농도로 희석했습니다. 돌연변이 DNA를 정규화된 야

생형 DNA가 되도록 2배로 연속적으로 희석하여 다양한 돌연변이 비율(100%, 50%, 25%,

12.5%, 6.25% 돌연변이 비율을 목표로 함)의 돌연변이 DNA 샘플 당 5개의 희석 시리즈를 생

성했습니다.

표 43는 각 분석에 대한 모든 증폭 효율을 요약합니다. 샘플에 있는 돌연변이 DNA와 비교한

야생형 DNA의 증폭 효율은 ΔCT 값에 영향을 미치지 않았으므로 돌연변이 판정도 영향을 받

지 않았습니다.
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샘플 증폭효율

12ALA 0.921 

12ASP 1.034 

12ARG 1.039

12CYS 0.988 

12SER 1.047 

12VAL 1.082 

13ASP 1.085 

표 44. 돌연변이분석항목의증폭효율

비특이적 증폭/교차 반응/배타성: 돌연변이 양성 KRAS DNA

대조 반응 CT가 약 23이 되도록 각 FFPE 세포주로부터 DNA 샘플을 준비하여 고농도의 입력

DNA를 가진 돌연변이 샘플을 모든 반응 혼합물에 대해 테스트했습니다. 각 돌연변이 샘플의

여섯 개의 복제본을 평가했습니다. 샘플의 돌연변이 비율은 세포주 DNA의 돌연변이체 비율

에 의해 결정되었습니다. 평균 ∆CT 값이 표 45에 제공되었으며, 돌연변이 반응들 간에 교차

반응이 있음을 보여줍니다. 12ALA 돌연변이는 증폭되었으며 12CYS, 12SER 및 12VAL 반응의

∆CT 임곗값보다 낮은 ∆CT 값을 생산했습니다. 12VAL 돌연변이는 증폭되었으며, 12ALA 반응

의 ∆CT 임곗값보다 낮은 ∆CT 값을 생산했습니다. 12CYS 돌연변이는 증폭되었으며, 12ARG 반

응의 ∆CT 임곗값보다 낮은 ∆CT 값을 생산했습니다. 모든 사례에서 테스트 결과는 서로 짝을

이루는 돌연변이 반응에서 돌연변이 판정이 정확했음을 보여줍니다(즉, 최저 ∆CT 값이 정확

한 돌연변이 판정임). 다른 모든 테스트 사례는 검출되지 않았거나 ∆CT 임곗값 밖에 있었습니

다.
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분석

샘플 컷오프 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

12ALA 8 1.31 12.80 – 5.01 2.26 5.57 12.65

12ASP 6.6 12.61 1.66 – – – 10.30 12.69

12ARG 8 12.98 11.08 0.81 11.24 – 12.66 12.62

12CYS 8 – 12.22 7.84 0.56 – 13.06 11.84

12SER 8 – 12.87 13.21 – 1.93 13.25 12.93

12VAL 7.5 5.93 14.29 – – 13.14 0.45 12.39

13ASP 7.5 – – – – – – 2.02

표 45. 교차반응비소세포폐암

샘플 처리 변동성

동일한 임상 샘플 분석 시 여러 다른 실험실에서 동일한 결과를 생성하였음을 입증하기 위해

연구를 수행했습니다. 이 연구에서는 FFPE 세포주 및 임상 FFPE 비소세포폐암 샘플을 조합하

여 사용했습니다. 열세 개의 임상 FFPE 비소세포폐암 샘플을 사용했으며, 12ASP용 세 개,

12CYS용 세 개, 12VAL 돌연변이용 네 개(총 10개 돌연변이 샘플) + 야생형 샘플 세 개였습니

다. 돌연변이 12ALA, 12ARG, 12SER, 13ASP에 대해 양성인 네 개의 FFPE 세포주 샘플을 사용

했습니다. 샘플을 눈가림하여 돌연변이 상태가 세 개 테스트 사이트 각각의 작업자에게 알려

지지 않도록 했습니다. 세 개의 기관 각각에서는 돌연변이와 야생형당 20개의 FFPE 절편 배치

(즉, 10쌍)에서 DNA 추출을 수행했습니다. 세 개의 사이트에서 총 314회의 추출을 수행했습

니다. 3개의 개별 테스트 기관에서의 모든 샘플 준비는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사

용하여 테스트했을 때 일곱 개의 돌연변이 및 야생형 샘플 각각에 대해 올바른 돌연변이 판정

을 제공했습니다. 일곱 개의 돌연변이 및 야생형 샘플 각각에 대한 전체 판정은 100% 정확하

여 KRAS Kit를 사용한 DNA 추출 절차 및 돌연변이 검출에 대한 사이트 간 일관성을 입증했습

니다.
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이전 연구에서 이 돌연변이들을 대표하는 세포주 샘플을 사용한 것처럼 12ALA, 12ARG,

12SER 및 13ASP 돌연변이를 대표하는 임상 FFPE 임상 비소세포폐암 샘플을 사용하여 추가

샘플 처리 연구를 수행했습니다. 이 추가 연구는 이전 연구와 동일한 연구 설계를 따랐습니

다. 세 개의 개별 테스트 기관에서의 12ALA, 12ARG, 13ASP 돌연변이 샘플에 대한 모든 샘플

준비는 KRAS Kit를 사용하여 테스트했을 때 올바른 돌연변이 판정을 제공했습니다. 이러한

샘플에 대한 전체 올바른 판정은 100%였습니다. 12SER 돌연변이에 대한 샘플 준비는 세 개

의 개별 테스트 기관에서 28/30(93.33%와 동등한 올바른 판정 비율)의 올바른 돌연변이 판정

의 빈도를 제공했습니다. 이런 결과는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 테스트를

수행하는 데 사용되는 DNA 추출 절차 및 샘플 처리 작업 흐름의 일관성을 보여줍니다.

로트 상호 교환성

이 연구의 목적은 추출에 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit 및 KRAS 돌연변이 분석에

therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 여러 다른 로트로 사용 시 테스트한 샘플의 샘플 돌연변이

상태에 영향이 없음을 입증하는 것이었습니다. 각 키트의 세 로트를 사용하여 FFPE 비소세포

폐암 샘플을 검사했으며, QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit와 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit의 다른 로트를 사용해도 검사된 샘플의 돌연변이 상태에 영향을 미치지 않는다는 것

을 확인했습니다. 스물네(24) 개의 비소세포폐암 샘플(therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검

출된 일곱 개의 돌연변이에 대해 각 세 개 + 세 개의 야생형 샘플)이 연구에서 사용되었습니

다. 각 샘플은 세 개 로트의 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용하여 추출했습니다. 모

든 DNA 추출은 RGQ 기기의 동일한 PCR 실행 내에서 각각 세 개 로트의 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 테스트했습니다.

∆CT 값(돌연변이 반응과 대조 반응 간 CT 값의 차이) 및 돌연변이 판정은 여러 다른 QIAamp

DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용하여 추출한 모든 테스트 샘플에 대해 수집했고

therascreenKRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 테스트했습니다. ‘전체 비율에 대해 돌연변이 판

정의 95% 이상이 정확해야 한다’는 허용 기준은 각 돌연변이와 야생형이 100% 정확하게 판

정됨으로써 충족되었습니다.
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FFPE 절편의 안정성

이 연구의 주요 목표는 어두운 곳에서 상온에 보관 시 절제 FFPE 비소세포폐암 샘플로 준비한

절편이 안정적임을 입증하는 것이었습니다. 다섯 개의 KRAS 돌연변이 양성 임상 FFPE 비소

세포폐암 샘플(돌연변이 12ALA, 12ASP, 12CYS, 12VAL, 13ASP 각각에 대해 한 개)과 한 개의

KRAS 야생형 샘플로부터 획득한 샘플 절편을 절단하여 필요할 때까지 보관했습니다. 75주에

걸쳐 다섯 개 지점에서 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 절편을 테스트했습니다.

모든 샘플이 모든 지점에서 올바른 돌연변이 상태 판정을 제공했습니다. 이 연구는 FFPE 절편

이 상온에서 최소 70주 동안 안정적임을 입증했습니다.

이 두 번째 연구는 어두운 곳에서 상온에 보관 시 FFPE 비소세포폐암 FNA 샘플로 준비한 절

편이 안정적임을 입증하기 위해 수행되었습니다.

이 연구에서는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검출된 일곱 개의 KRAS 돌연변이에 대해 야

생형인 FNA 샘플을 사용했습니다. 열 개의 KRAS 야생형 샘플로부터 획득한 절편을 사용했습

니다. 이러한 샘플은 한 개 로트의 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용하여 추출했습니

다. DNA를 추출하여 T0에서 테스트한 다음 T1(T0+52주), T2, T3에서 테스트했으며, 이 작업

은 T1 이후 추가 여덟 주에 걸쳐 수행되었습니다. 이 연구 중에 획득한 결과는 올바른 조건에

서 보관 시 FFPE 비소세포폐암 FNA 샘플이 최소 56주 동안 안정적이라는 증거를 제공합니다.

간섭 물질

이 연구는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용하여 테스트를 수행할 때 위양성 또는 위음

성 결과를 생성할 잠재적 간섭 물질의 존재를 입증하기 위해 설계되었습니다. DNA 추출 절차

에서 여덟(8)개의 잠재적 간섭 물질이 확인되었고 파라핀 왁스, 자일렌, 에탄올, Buffer ATL, 단

백분해효소 K, Buffer AL, Buffer AW1 및 Buffer AW2였습니다. 각 물질은 여덟 개의 FFPE 세포

주에서 추출한 DNA를 사용하여 테스트했으며, therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검출된 각

일곱 개의 돌연변이 및 야생형 샘플을 대표했습니다. 돌연변이 샘플은 검출 한계의 약 세 배

(3xLOD)에 해당하는 수준에서 테스트했습니다. 두 분석물질 모두(돌연변이 및 야생형 샘플)

에 세 개의 다른 수준(최고 예상 교차 오염(1x), 최고 예상 교차 오염의 열 배(10x), 최고 예상
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교차 오염의 백 배(100x))로 각 여덟 개의 잠재적 간섭 물질을 스파이크했습니다. 음성 대조물

질 역할을 할 수 있도록, 두 분석물질 모두 DNA 추출에서 최종 용출 완충액인 Buffer ATE로

스파이크했습니다. 연구는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 교차 오염을 발생시킬 수 있는

FFPE DNA 추출 키트에서 확인된 물질이 간섭 물질 1x 수준에서 분석 성능에 어떠한 부정적

인 영향도 미치지 않았으며, 항상 올바른 돌연변이 판정을 제공했고, 간섭 물질이 테스트한

조건의 샘플 대부분(58/64 조건, 1x 수준)에 대해 평균 ΔCT 차이에 통계적으로 유의한 영향을

미치지 않았음을 입증했습니다. 통계적으로 유의미한 차이를 보인 여섯 개 샘플의 경우, 각

샘플의 평균에서 관찰된 차이는 연구 허용 기준인 ±2xSD(재현성 연구에서 가져온 SD 추정

치) 이내였습니다.

헤모글로빈(Hb)이 therascreen KRAS RGQ PCR Kit에 미치는 영향을 평가하기 위해 추가 연구

를 수행했습니다. 이 연구에서는 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL, 12CYS, 13ASP 돌연변이에

대해 조달된 임상 절제 샘플을 사용했습니다. 돌연변이의 희귀성으로 인해 12SER 임상 샘플

은 평가하지 않았습니다. 임상 KRAS 야생형 FFPE 샘플은 연구 샘플 세트에 통합하여 돌연변

이 음성 상태인 샘플에서의 잠재적 간섭을 평가했습니다. 테스트 샘플은 두 가지 다른 농도의

Hb(최고 예상 교차 오염의 절반(0.5x) 및 최고 예상 교차 오염(1x))로 스파이크했습니다. 권장

테스트 농도(1x)는 CLSI EP07-A2에서 2g/L로 선택되었습니다.이 연구는 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit를 사용한 12ASP, 12ARG, 12VAL, 12CYS 및 13ASP 돌연변이의 검출이 잠

재적 간섭 물질 헤모글로빈의 영향을 받지 않음을 입증했습니다. 그러나 KRAS 키트를 사용한

12ALA 돌연변이의 검출은 0.50 µg/ µL Hb 이상의 농도에서 영향을 받습니다.

보호대역 연구

보호대역 연구의 목적은 KRAS 키트의 강건성을 확립하는 것이었습니다. 돌연변이 보고에 미

치는 잠재적 영향에 대해 변화를 평가했습니다. KRAS 키트의 강건성을 평가하기 위해 다음

연구를 수행했습니다.
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다양한 단백질분해효소 K 소화 시간

이 연구의 목적은 다양한 단백질분해효소 K 소화 시간(50, 55, 60, 65, 70분)에 대해

therascreen KRAS RGQ PCR System의 강건성을 입증하는 보호대역 연구 데이터를 제공하는

것이었습니다. KRAS 키트로 검출된 각 일곱 개의 돌연변이와 함께 한 개의 야생형(Wild Type,

WT)을 대표하는 여덟 개의 비소세포폐암(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) 샘플(네 개

FFPE 세포주 및 네 개 임상 FFPE 비소세포폐암 샘플)을 FFPE 추출 Kit를 사용하여 추출했고 한

개 로트의 KRAS Kit 비소세포폐암을 사용하여 테스트했습니다(6개 복제물). 샘플의 DNA 투

입 수준은 KRAS Kit 대조 반응 혼합물을 사용하여 측정했습니다. 돌연변이 샘플은 대조 반응

혼합물 및 관련 돌연변이 반응 혼합물을 사용하여 테스트했고 WT 샘플은 KRAS 키트의 여덟

개 반응을 모두 사용하여 테스트했습니다. ΔCT 값(돌연변이 반응과 대조 반응 간 FAM CT 값

차이) 및 모든 샘플에 대한 돌연변이 판정을 각 소화 시점에 획득했습니다.

55분, 60분, 65분의 여러 다른 단백분해효소 K 분해 시점에 모든 샘플이 100% 올바른 돌연변

이 판정으로 판정되었고, KRAS 시스템의 강건성을 입증했습니다. 전반적으로 다양한 단백분

해효소 K 분해 시간(50분~70분)은 KRAS 비소세포폐암 시스템의 성능에 유의한 영향을 미치

지 않았습니다. 전체 연구의 경우, 238/239개의 유효 샘플이 정확한 돌연변이 판정을 제공했

고 한 개의 유효 WT 복제물이 70분에 12ASP 돌연변이 결과를 제공했습니다. 이 샘플의 다른

복제물 다섯 개는 모두 예상된 WT 판정을 제공했으므로 조사를 개시하지 않았습니다.

12ARG 돌연변이를 대표하는 데 췌장 세포주를 사용한 초기 연구에서의 결함을 설명하기 위

해 12ARG 돌연변이(인간 폐 세포주 FFPE 샘플 사용)를 평가하는 추가 연구도 수행했습니다.

KRAS 키트로 검출된 12ARG 돌연변이를 대표했던 FFPE 세포주 샘플을 이 연구에서 테스트했

습니다. 위에 설명된 연구와 비슷하게 55분, 60분, 65분, 70분 동안 처리된 샘플을 평가했습니

다. 모든 반응 복제물(144개)에서 올바른 판정이 나왔습니다.

용적 허용범위에 대한 보호대역 연구

이 연구의 목적은 피펫팅 용량에 변동에 대한 therascreen KRAS Kit의 허용범위를 결정하는

것이었습니다. 이 연구에서는 세포주를 사용했습니다. 이 연구에서는 여덟 개의 FFPE 세포주

샘플(12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 13ASP 및 WT), 양성 대조물질(Positive
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Control, PC) 및 템플릿 없는 대조물질(No Template Control, NTC)을 사용했습니다. KRAS Kit

의 각 PCR 성분의 부피(즉, 각 반응 혼합물, 샘플 또는 Taq 중합효소)는 최대 약 ±20%까지 개

별적 및 점증적으로 달랐으나 기타 모든 성분은 키트에 대한 표준 용량으로 사용되었습니다.

각 변수가 테스트 조건(Test Condition, TC)으로 간주되었습니다. 각 실행은 피펫팅 용량만 제

외하고 표준 방식으로 설정되었습니다. 각 실행에 사용된 시약 용량이 다양하였으므로 총 23

개의 테스트 조건이 분석되었습니다. 이 보호대역 연구는 therascreen KRAS RGQ PCR

System이 12ASP 이외의 다른 모든 분석에 대해 최대 약 ±20%까지 다양한 피펫팅 용량에서

강건함을 입증했습니다. KRAS Kit의 각 PCR 성분의 용량은 개별적 및 점증적으로 다양했지만

기타 모든 성분은 표준 용량으로 사용했을 때, 돌연변이 판정에 변화가 없었고 모든 평균 ΔCT

의 차이는 12ASP 이외의 다른 모든 분석항목에 대해 반복성 및 재현성에서 ±2x의 관찰된 중

간 정밀도 내에 있었습니다. –21% Taq에 대한 용적 허용범위 수준에서 12ASP 분석으로 얻은

결과는 허용 기준을 통과하지 못했습니다. 12ASP 샘플은 ±8% 용적 허용범위의 허용 기준을

충족했으므로 이 반응에 대해 이 수준으로 설정했습니다.

12ARG 돌연변이를 대표하는 데 췌장 세포주를 사용한 초기 연구에서의 결함을 설명하기 위

해 12ARG 돌연변이(인간 폐 세포주 FFPE 샘플 사용)를 평가하는 추가 보호대역 연구도 수행

했습니다. KRAS 키트로 검출된 12ARG 돌연변이를 대표했던 FFPE 세포주 샘플을 이 연구에

서 테스트했습니다. 샘플은 23개의 테스트 조건 모두를 사용해서 3회 반복 테스트했습니다.

위양성 또는 위음성 결과를 초래할 가능성이 가장 높은 조건을 다시 만들기 위해, 여러 성분

의 용량(반응 혼합물, Taq, 샘플)을 동시에 변경했습니다. 연구의 허용 기준은 여러 다른 PCR

성분 수준 간 평균 델타 CT 값의 차이가 영과 유의하게 차이가 있거나 추정치가 반복성 및 재

현성 연구 중에 산출된 중간 정밀도 값의 두 배 이하여야 한다는 것이었습니다. 모든 결과가

이러한 요구 사항을 충족했습니다. 이 보호대역 연구는 KRAS Kit가 피펫팅 오류로 인한 최대

±20%의 시약 용량 허용범위 차이를 견디기에 충분히 강건함을 입증했습니다(다른 모든 인

자가 일정할 때).
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임상적 성능

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 KRAS 유전자의 코돈 12와 13에서 7가지의 KRAS 돌연변이

를 특이적으로 검출하도록 고안되었습니다. 이는 이들 코돈에서 야생형 서열을 특정적으로

검출하도록 고안되지 않았습니다. 테스트 결과는 ‘[mutation name] Detected’([변이 이름] 검

출) 및 ‘No Mutation Detected’(돌연변이 검출되지 않음)로 보고됩니다. 아래에 제시된 임상

연구들에서 KRAS 돌연변이 양성 결과는 종양 조직이 therascreenKRAS RGQ PCR Kit에 의해

검출된 7가지 돌연변이(G12A, G12D, G12R, G12C, G12S, G12V, G13D) 중 하나 이상에 대하

여 양성인 환자들입니다. KRAS 돌연변이 음성(야생형)은 종양 조직이 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit로 검출된 7가지 돌연변이에 대하여 음성인 환자를 말합니다(즉, 샘플이

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 동정되지 않은 돌연변이를 KRAS 유전자에 갖고 있을 수 있

음).

Erbitux(세툭시맙)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구

Erbitux(세툭시맙)를 사용한 치료를 위해 환자를 선택할 수 있도록 하는 동반 진단 테스트로

서의 therascreen KRAS RGQ PCR Kittherascreen KRAS RGQ PCR Kit의 임상적 유용성을 지

지하기 위한 데이터를 생성하기 위해 한 건의 임상적 성능 연구가 수행되었습니다. Erbitux(세

툭시맙)의 안전성과 효과는 CA225025 연구에서 입증되었습니다. CA225025는 이전에 치료

된 EGFR 발현 재발성 전이성 결장직장암(metastatic CRC, mCRC)를 가진 572명의 환자에서

수행된 다기관, 공개 라벨, 무작위 배정 임상시험이었습니다. 환자들은 Erbitux(세툭시맙) +

최선의 지지 치료(Best Supportive Care, BSC) 또는 BSC만을 받도록 무작위(1:1) 배정되었습

니다. Erbitux(세툭시맙)는 처음에 400 mg/m2으로 투여되었으며, 질병 진행이나 용납할 수

없는 독성이 나타날 때까지 매주 250 mg/m2씩 투여했습니다.

572명의 무작위 배정 환자의 연령(중앙값)은 63세였고, 남성은 64%, 백인은 89%였으며, 77%

는 베이스라인 ECOG 활동 상태가 0~1이었습니다. 인구 통계학 및 베이스라인 특징은 치료군

간에 유사했습니다. 모든 환자는 이리노테칸(irinotecan) 포함 요법과 옥살리플라틴

(oxaliplatin) 포함 요법을 포함한 이전 치료를 받고 진행을 보였습니다.
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453/572명(79%)의 환자에서 KRAS 돌연변이 상태를 확인할 수 있었습니다. therascreen

KRAS RGQ PCR Kit로 평가했을 때 245명(54%)의 환자는 KRAS 돌연변이 양성 종양이었고,

208명(46%)은 KRAS 돌연변이 음성 종양이었습니다.

이 연구의 주된 성과 척도는 전체 생존 기간(Overall Survival, OS)이었습니다. KRAS 돌연변이

음성(야생형) 집단의 경우, 생존 기간(중앙값)(95% CI)은 Erbitux(세툭시맙) + BSC 치료군이

8.6(7.0, 10.3)개월, BSC 치료군이 5.0(4.3, 5.7)개월이었습니다. BSC 대비 Erbitux(세툭시맙) +

BSC의 OS 위험비는 0.63이었습니다. 95% 신뢰 구간(Confidence Interval, CI)은 (0.47, 0.84)였

습니다.

KRAS 돌연변이 양성 집단의 경우, 생존 기간(중앙값)은 Erbitux(세툭시맙) + BSC 치료군이

4.8(3.9, 5.6)개월, BSC 치료군이 4.6(3.6, 4.9)개월이었습니다. 위험비는 0.91이었으며, 95% CI

(0.67, 1.24)였습니다. 결과는 표 46과 그림 3에 나와 있습니다.

모두무작위배정 야생형 KRAS 돌연변이음성 KRAS 돌연변이양성

Erbitux+
BSC N=287

BSC N=285 Erbitux+
BSC N=117

BSC N=128 Erbitux+
BSC N=108

BSC N=100

중앙값(개월)
(95% CI)

6.1

(5.4, 6.7)

4.6

(4.2, 4.9)

8.6

(7.0, 10.3)

5.0

(4.3, 5.7)

4.8

(3.9, 5.6)

4.6

(3.6, 4.9)

위험비
(95% CI)

0.77

(0.64, 0.92)

0.63

(0.47, 0.84)

0.91

(0.67, 1.24)

p-값* 0.0046 – –

* 층화 로그 순위 검정 기반.

표 46. 이전에치료된 EGFR 발현전이성결장직장암(모두무작위배정및 KRAS 상태)에서의전체생존기간
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그림 3. KRAS 돌연변이음성(야생형) 전이성결장직장암환자의전체생존기간에관한카플란-마이어곡선.

6개월 및 12개월에서 카플란-마이어 추정치에 기초한 전체 생존율은 KRAS 야생형 하위 집단

에서 Erbitux(세툭시맙) + BSC 치료군이 BSC 치료군에 비해 더 높았습니다. 이런 우위는

KRAS 돌연변이 하위 집단에서는 관찰되지 않았습니다.

Vectibix(파니투무맙)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구

Vectibix(파니투무맙)로 치료할 환자 파악에 도움이 되는 동반 진단 테스트로서 therascreen

KRAS RGQ PCR Kit의 임상적 유용성을 뒷받침하는 데이터를 생성하기 위해 한 건의 임상적

성능 연구가 수행되었습니다. 이 연구의 목적은 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 결정된

KRAS 돌연변이 상태를 Vectibix(파니투무맙) 치료의 이점을 누릴 수 있는 전이성 결장직장암

환자를 선택하는 데 사용할 수 있는지 평가하는 것이었습니다. 임상시험 20050203은 이전에

치료 받지 않은 재발성 mCRC 환자에서 옥살리플라틴, 5플루오로우라실(5-FU), 루코보린



117 therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침  |  10/2025

(FOLFOX)과 조합한 파니투무맙의 효능을 FOLFOX 단독 요법과 비교 평가하는 다기관, 전향

적, 공개 라벨, 무작위 배정 3상 연구였습니다.

20050203 연구에 참여한 환자들의 보관된 종양 샘플을 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 검

사하여 두 개의 하위 그룹을 식별했습니다. KRAS 종양 유전자의 엑손 2의 코돈 12와 13에 7가

지의 KRAS 돌연변이 중 최소 하나가 있는가 또는 전혀 없는가에 따라 KRAS 돌연변이 양성

(돌연변이 KRAS)과 KRAS 돌연변이 음성(야생형 KRAS). 후향적 분석에서 연구 20050203의

효능 데이터를 KRAS 하위군을 기준으로 층화했습니다. KRAS 분석의 주 목적은 KRAS 돌연변

이 종양 환자에 비해 KRAS 야생형 종양 환자에서 FOLFOX 단독 요법에 비해 Vectibix(파니투

무맙) + FOLFOX가 PFS의 전반적인 개선이 훨씬 더 크게 나타났는지 평가하는 것이었습니다.

미리 지정된 일차 효능 평가항목은 영상에 대한 독립적 중앙 맹검 평가에 의해 평가된 야생형

KRAS mCRC 환자군(n = 656)에서의 무진행 생존(Progression-Free Survival, PFS)이었습니

다. 다른 주요 효능 평가 항목은 OS 및 ORR이었습니다. 야생형 KRAS mCRC 환자에서의 효능

결과가 표 47와 그림 4에 나와 있습니다.

PFS

야생형 KRAS
모집단

중앙값(개월)
(95% CI)

위험비
(95% CI) p-값

ORR
(95% CI)

파니투무맙 + FOLFOX N=325 9.6

(9.2, 11.1)

0.80

(0.66, 0.97)

0.02 54%

(48%, 59%)

FOLFOX 단독 N=331 8.0

(7.5, 9.3)

47%

(41%, 52%)

표 47. 야생형 KRAS mCRC 환자에서의효능결과
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그림 4. 야생형 KRAS mCRC 환자의무진행생존(Progression-Free Survival, PFS)의 카플란-마이어곡선.

KRAS 돌연변이 종양 환자들 중에서 Vectibix(파니투무맙) + FOLFOX를 투여한 221명의 중앙

PFS는 7.3개월(95% CI: 6.3, 8.0)이었으며, FOLFOX를 단독 투여한 219명의 중앙 PFS는 8.8개

월(95% CI: 7.7, 9.4)이었습니다(HR = 1.29, 95% CI: 1.04, 1.62). 중앙 OS는 Vectibix(파니투무

맙) + FOLFOX를 투여한 환자들이 15.5개월(95% CI: 13.1, 17.6)이었으며, FOLFOX를 단독 투

여한 환자들은 19.3개월(95% CI: 16.5, 21.8)이었습니다(HR = 1.24, 95% CI: 0.98, 1.57).

야생형 KRAS mCRC 환자의 82%에서의 이벤트를 기반으로 업데이트된 정보를 사용한 OS 탐

색 분석에서 FOLFOX 단독 요법과 비교한 Vectibix(파니투무맙) + FOLFOX 병용 요법의 치료

효과를 추정했습니다. Vectibix(파니투무맙) + FOLFOX를 병용 투여한 야생형 KRAS mCRC 환

자 325명의 중앙 OS는 23.8개월(95% CI: 20.0, 27.7)이었으며, FOLFOX를 단독 투여한 331명
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의 환자의 중앙 OS는 19.4개월(95% CI: 17.4, 22.6)이었습니다(HR = 0.83, 95% CI: 0.70, 0.98).

결과는 그림 5에 나와 있습니다.

그림 5. 야생형 KRAS mCRC 환자의전체생존기간(Overall Survival, OS) 카플란-마이어곡선.

비소세포폐암에 대한 LUMAKRAS(소토라십)의 사용을 뒷받침하는 임
상 연구

LUMAKRAS(소토라십)을 사용한 치료를 위한 KRAS G12C positive 양성 비소세포폐암 환자의

파악에 도움이 되는 동반 진단 테스트로서의 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 임상적 유효

성을 입증하기 위해 한 건의 임상적 성능 연구가 수행되었습니다. 이 연구의 목적은

therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 결정된 G12C 돌연변이 상태를 LUMAKRAS(소토라십) 치
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료의 이점을 누릴 수 있는 진행성 비소세포폐암 환자를 선택하는 데 사용할 수 있는지 평가하

는 것이었습니다. 임상시험 20170543은 KRAS G12C 돌연변이를 가진 진행성 고형암 성인 시

험대상자에서 LUMAKRAS(소토라십)의 유효성 및 안전성을 평가하기 위해 설계된 공개, 다기

관, 제1/2상 연구였습니다. 이 연구의 비소세포폐암 제2상 부분에 대한 일차 분석에서 획득한

데이터가 동반 진단 테스트로서 therascreen KRAS RGQ PCR Kit의 임상적 유효성을 지지하

기 위해 사용되었습니다. 현지 실험실 결과에서 KRAS G12C 돌연변이 비소세포폐암으로 평

가된 시험대상자에게 등록이 제한되었고, 이는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용한 중

앙 테스트로 확인되었습니다.

이 연구의 비소세포폐암 제2상 부분의 일차 평가변수는 고형암의 반응 평가 기준(Response

Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST), 버전 1.1로 평가한 종양 객관적 반응률

(Objective Response Rate, ORR), KRAS G12C 돌연변이 진행성 종양이 있는 시험대상자에서

단독 요법으로서 LUMAKRAS(소토라십)의 기준을 평가하는 것이었습니다.

총 126명의 비소세포폐암 환자 중 124명의 시험 대상자가 전체 분석군에 포함되었습니다. 두

명의 시험대상자가 눈가림 상태의 독립적 중앙 검토(Blinded Independent Centralized

Review, BICR)에 따라 ≥1개의 측정 가능한 병변이 없었기 때문에 제외되었습니다. 컴퓨터 단

층촬영 또는 자기공명영상으로 측정했고 BICR 실험실에서 RECIST 1.1에 따라 KRAS G12C 돌

연변이 비소세포폐암 시험대상자에 대해 평가한 ORR(전체 반응 + 부분 반응)의 일차 평가 변

수는 36%(45/124명의 시험대상자, 95% CI: 28~45%)였으며, 두(2)명의 시험대상자(2%)가 완

전 반응을 달성했고 43명의 시험대상자(35%)가 부분 반응을 달성했다고 평가했습니다.*카플

란-마이어 방법의 반응 지속 기간(Duration Of Response, DOR) 중앙값은 10개월이었습니다

(범위: 1.3+, 11.1).

*2020년 12월 1일 기준 데이터 컷.
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비소세포폐암에 대한 Krazati(아다그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임
상 연구

KRAS G12C 돌연변이 검출 테스트 결과를 기반으로 Krazati(아다그라시브)를 사용하여 치료

할 비소세포폐암 환자를 식별하는 데 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 동반 진단으로 사용

하는 경우 이 키트의 임상 효능을 입증하기 위한 가교 연구를 수행했습니다. 이 결과는 임상

시험 849-001의 코호트 A에서 관찰된 임상적 효능과 비교되었습니다. 임상 효능은 KRAS

G12C 돌연변이 검출, KRAS G12C 돌연변이 미검출, KRAS G12C 돌연변이 미평가 시험대상자

에 대한 객관적 반응률(Objective Response Rate, ORR)을 각각 측정하여 평가했습니다.

임상시험 849-001은 KRAS G12C 돌연변이가 있는 진행성 고형암 환자를 대상으로 한 Krazati

(아다그라시브)의 1/2상 다중 확장 코호트 시험이었습니다. 이 임상시험의 일차 목적은 KRAS

G12C 돌연변이가 있는 진행성 악성 고형암 환자를 대상으로 Krazati(아다그라시브)의 안전성

과 내약성의 특징을 표현하고 Krazati(아다그라시브)의 약동학을 평가하는 것이었습니다. 코

호트 A는 이전에 백금 기반 요법과 면역 체크포인트 억제제로 치료를 받은 KRAS G12C 돌연

변이가 있는 진행성 비소세포폐암 환자를 등록했습니다. 효능 평가의 일차 종점은 RECIST 버

전 1.1에 따른 ORR이었습니다.

다중 임상시험 분석(Clinical Trial Assay, CTA)에 의해 등록된 코호트 A 시험대상자 총 116명

중 12명은 KRAS G12C 테스트에 보내지 않았는데, 이는 테스트하기에 종양이 충분하지 않아

후속 분석에 포함되지 않았기 때문입니다. 코호트 A 검체를 테스트하는 것 외에도 가교 연구

의 일환으로 조달한 임상 KRAS G12C 음성 시료 114개를 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로

테스트했습니다. 고유한 시험대상자 총 218명(코호트 A에서 104명 및 조달 114명)의 FFPE 조

직 시료를 therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 KRAS G12C 테스트를 수행하도록 중앙 실험실

로 보냈습니다.

두 개의 시료는 동일한 조달 시험대상자로부터 얻은 것이므로 총 219개 시료의 KRAS G12C

돌연변이 상태를 테스트했습니다. 코호트 A의 샘플 세 개에는 종양이 없거나 테스트할 샘플

이 충분하지 않았습니다. 테스트 가능한 샘플 216개 중 210개에서 평가 가능한 결과가 나왔

습니다. 고유 시험대상자 218명 중 209명에게서 평가 가능한 결과가 나왔습니다.
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit로 테스트했을 때 조달된 임상 KRAS G12C 음성 시료 중

KRAS G12C 양성으로 확인된 시료는 없었습니다.

임상 가교 연구를 기반으로 therascreen KRAS RGQ PCR Kit(CDx)와 임상시험 등록 분석(CTA)

간 양성 일치율(Positive Percent Agreement, PPA)과 음성 일치율(Negative Percent

Agreement, NPA)을 계산했습니다(PPA: 88.78%, NPA: 100%)(표 48). NPA 100%는 의도된 사

용 모집단에서 CDx로 테스트한 KRAS G12C 돌연변이 양성 환자의 최종 예상 약효(ORR)가

849-001 임상시험의 코호트 A 일차 효능 모집단에서 관찰한 CDx 양성 환자의 예상 약효와

동일함을 나타냅니다.

CTA 양성, n CTA 음성, n 총계

CDx 양성, n 87 0 87

CDx 음성, n 11 111 122

총계 98 111 209

양성 일치율[95% CI(1)] 88.78%

(80.80%, 94.26%)

음성 일치율[95% CI(1)] 100.00%

(96.73%, 100%)

(1)95% CI는 직접확률법(클로퍼-피어슨)으로 계산됨

표 48. therascreen KRAS RGQ PCR Kit(CDx)와 임상시험등록분석(CTA) 간 일치율

누락된 therascreen KRAS G12C 테스트 결과에 대한 임상 효능 추정치의 견고성을 평가하는

민감도 분석을 다양한 대체 방법을 사용하여 수행했습니다. 기기의 의도된 사용 모집단에서

therascreen KRAS G12C 돌연변이 양성 시험대상자의 임상 효능(ORR)은 관찰 및 귀속 결과

를 기반으로 다양한 가정 시나리오에 따라 추정되었습니다. 이 민감도 분석에서는 예상 임상

효능의 견고성을 입증했습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 Krazati(아다그라시브)를 사용한 치료를 위해 KRAS G12C

돌연변이 검출로 환자를 식별하는 데 효능이 있는 것으로 입증되었습니다. 측정 가능한 질병
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이 있는 KRAS G12C 돌연변이 검출 환자의 일차 객관적 반응률(Objective Response Rate,

ORR) 종점은 43%(36/83, 95% CI: (33%, 55%))로, 표준 치료에서 23%로 보고된 가정 응답률

을 초과하고 연구 수용 기준을 충족했습니다.

직장결장암에 대한 Krazati(아다그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임상
연구

양성 KRAS G12C 돌연변이 테스트 결과를 기반으로 세툭시맙과 병용한 Krazati(아다그라시

브)를 사용하여 치료할 전이성 직장결장암(mCRC) 진단을 받은 환자를 식별하는 데

therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 동반 진단(CDx)으로 사용하는 경우 이 키트의 임상 유용성

을 평가하기 위한 가교 연구를 수행했습니다. 가교 연구의 결과는 Mirati Therapeutics가 수행

한 1/2상 임상시험 (849-001, KRYSTAL 1)에서 관찰된 임상적 효능과 비교되었습니다. 임상

효능은 1상 하위 연구 및 2상 코호트 G에 등록한 피험자의 전반적인 반응 비율(Overall

Response Rate, ORR)을 측정하여 평가했습니다. KRAS G12C 돌연변이 검출, KRAS G12C 돌

연변이 미검출, 미평가/테스트 불능 피험자에 대한 ORR을 각각 측정하여 평가했습니다.

임상시험 849-001은 KRAS G12C 돌연변이가 있는 진행성 고형암 환자를 대상으로 한 세툭시

맙 병용 Krazati(아다그라시브)의 1/2상 다중 확장 코호트 시험이었습니다. 직장결장암 환자

는 1상 하위 연구, 1b상 용량 최적화 코호트 및 2상 코호트 G에 등록되었습니다. 2상 코호트 G

에 등록한 환자는 이전에 최소한 플루오로피리미딘, 옥살리플라틴, 이리노테칸 및

VEGF/VEGFR 억제제로 치료를 받았습니다. 이 임상시험의 일차 목적은 KRAS G12C 돌연변이

가 있는 진행성 악성 고형암 환자를 대상으로 Krazati(아다그라시브)의 안전성과 내약성의 특

징을 표현하고 Krazati(아다그라시브)의 약동학을 평가하는 것이었습니다. RECIST 버전 1.1의

기준에 따른 ORR은 임상 효능을 평가하는 주요 평가변수였습니다.

환자는 QIAGEN therascreen KRAS RGQ PCR Kit 이외의 여러 KRAS 돌연변이 검출 검사를 기

반으로 849-001에 등록되었습니다. 이러한 분석항목은 임상시험 분석(Clinical Trial Assay,

CTA)이었습니다. KRAS G12C+/- 코호트에 대한 ORR의 비교로 확인된, 임상시험에 사용된

therascreen Kras Kit(CDx) 및 CTA 간의 일치성을 확립하기 위해 가교 연구가 수행되었습니

다.
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CTA로 검사한 mCRC가 있는 KRAS G12C+ 대상자 121명으로부터의 샘플은 Mirati 연구

849-001의 1상 하위 연구(피험자 32명), 1b상 용량 최적화(피험자 27명) 및 2상 코호트 G(피

험자 62명)에 등록되었습니다. 이 121명의 피험자 중 35개 샘플(1상 14개, 1b상 7개, 2상 14

개)은 종양 조직이 부족하거나 추가 테스트에 대한 동의가 없어 테스트할 수 없었고

therascreen KRAS 키트를 사용하여 평가하거나 효능 분석에 포함되지 않았습니다. 1/2상의

86개 테스트 가능 샘플에 추가로 상용 공급 업체로부터 조달한 KRAS G12C가 결과에서 감지

되지 않은 91개 mCRC 샘플이 추가되었습니다. 총 177명의 고유한 피험자(Mirati 연구 849-

001의 1/2상에서 86명, 조달된 91명)의 FFPE 조직 시료가 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를

사용한 KRAS G12C 테스트를 위해 중앙 실험실로 보내졌습니다. 샘플 177개 중 171개에서 평

가 가능한 결과가 나왔습니다.

표 49에 나와 있는 것과 같이 임상 가교 연구를 기반으로 therascreen KRAS RGQ PCR Kit

(CDx)와 임상시험 등록 분석(CTA) 간 양성 일치율(Positive Percent Control, PPA)과 음성 일

치율(Negative Percent Control, NPA)을 계산했습니다(PPA: 92.50%, NPA: 100%). CTA와

CDx의 일치는 CTA를 기준 방법으로 사용했기 때문에 나타납니다.

CTA 양성, n CTA 음성, n 총계

CDx 양성, n 74 0 74

CDx 음성, n 6 91 97

총계 80 91 171

양성 일치율[95% CI(1)] 92.50%

(84.39%, 97.20%)

음성 일치율[95% CI(1)] 100.00%

(96.03%, 100%)

(1)95% CI는 직접확률법(클로퍼-피어슨)으로 계산됨

표 49. Therascreen KRAS RGQ PCR Kit(CDx)와 임상시험등록분석(CTA) 간 일치율
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누락된 therascreen KRAS G12C 테스트 결과에 대한 임상 효능 추정치의 견고성을 평가하는

민감도 분석을 다양한 대체 방법을 사용하여 수행했습니다. 기기의 의도된 사용 모집단에서

therascreen KRAS G12C 돌연변이 양성 시험대상자의 임상 효능(ORR)은 관찰 및 귀속 결과

를 기반으로 다양한 가정 시나리오에 따라 추정되었습니다. 이 민감도 분석에서는 예상 임상

효능의 견고성을 입증했습니다.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 Krazati(아다그라시브) 및 세툭시맙을 사용한 치료를 위해

KRAS G12C 돌연변이 검출로 mCRC 환자를 식별하는 데 효능이 있는 것이 일차 유효성 모집

단의 피험자를 대상으로 입증되었습니다. 가교 연구에서 측정 가능한 질병이 있는 CDx KRAS

G12C 돌연변이 검출 환자의 일차 평가 변수인 ORR은 34.6%(19/55, 95% CI: 22.2%, 48.6%)였

습니다. 이 값은 KRYSTAL-1 연구의 수용 기준을 초과했습니다(즉, 표준 치료에서 보고된 가

정된 반응 비율이 5%이며 KRYSTAL-1 연구에서 나타난 ORR 값(34.0%)과 비슷했음).

CRC에 대한 파니투무맙 병용 LUMAKRAS(소토라십)의 사용을 뒷받침
하는 임상 연구

Amgen과 QIAGEN은 협력하여 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 새로운 지표에 대해 평가했

습니다. 대장암(Colorectal Cancer, CRC) 환자 식별에 도움이 되는 동반 진단 테스트 KRAS

G12C 돌연변이가 있는 환자는 파니투무맙과 병용한 소토라십으로 치료에서 혜택을 얻을 수

있습니다. 이 연구는 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 KRAS G12C 돌연변이 양성 종양이 있

는 CRC 환자를 식별하기 위한 3상 Amgen 임상 연구(프로토콜 번호 20190172)의 선별검사

로 활용하도록 설계되었습니다. 이 연구에서 얻은 데이터는 향후 의료기기-약물 조합에 대한

규제 제출을 뒷받침하기 위해 약물-의료기기 효능을 확인하는 데 사용되었습니다.

총 219명의 피험자가 이 Amgen 연구 번호 20190172에 등록하기 위해 선별되었고, 160명이

소토라십 240 mg + 파니투무맙 치료군(피험자 53명), 소토라십 960 mg + 파니투무맙 치료

군(피험자 53명), 또는 대조군(트리플루리딘과 티피라실 또는 레고라페닙)(피험자 54명)으로

무작위 배정되었습니다. 대조군에서 3명의 피험자(5.6%)는 연구 대상 제품을 전혀 받지 못했

습니다(부적격 판정 피험자 1명, 피험자 요청 1명, 기타 사유 피험자 1명[모두 1.9%]). 반면, 소

토라십 + 파니투무맙 그룹의 모든 피험자는 연구 대상 제품을 받았습니다. 219명의 피험자
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중 211명이 CDx로 검사를 받았습니다(8명은 CDx 검사 전에 선별검사에 실패함). 등록 및 무

작위 배정된 160명의 피험자 모두 CDx 검사에서 G12C 양성 결과를 보였습니다. 나머지 51명

의 선별검사 불합격자 중 27명은 CDx G12C 양성 결과, 12명은 G12C 음성 결과, 9명은 평가

불능, 3명은 유효하지 않은 결과를 보였습니다.

모든 샘플은 CDx로 검사하기 전에 양성 국소 검사 결과를 보였습니다. CDx와 국소 결과 사이

의 PPA는 94.0%(187/199)였습니다. 연구에 사용된 CDx와 다양한 국소 검사 방법 사이의 PPA

는 표 50에서 확인할 수 있습니다. 이 연구에서는 CDx로 검사할 수 있는 국소 음성 검사 샘플

이 제공되지 않았습니다. 하지만 CRC 시료에서 CDx에 대한 NPA는 CRC에 대한 Krazati(아다

그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구에서 확인되었습니다.

CTA 양성, n CTA 음성, n* 총계

CDx 양성, n 187 0 187

CDx 음성, n 12 91 103

총계 199 91 290

양성 일치율[95% CI(†)] 94.0%

(89.7%, 96.8%)

음성 일치율[95% CI(†)] 100.00%

(96.0%, 100.0%)

* CRC에 대한 Krazati(아다그라시브)의 사용을 뒷받침하는 임상 연구에서 얻은 91개 CTA 음성 샘플의 데이터를 사용
하여 계산됨.

† 95% CI는 직접확률법(클로퍼-피어슨)으로 계산됨.

표 50. therascreen KRAS RGQ PCR Kit(CDx)와 임상시험등록분석(CTA) 간 일치율

무진행 생존기간(Progression-Free Survival, PFS)에 대한 1차 분석을 위한 데이터 컷오프 날

짜는 2023년 6월 19일이었습니다.
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데이터 컷오프 날짜(2023년 6월 19일)까지 총 97건의 PFS 사건이 보고되었습니다. 소토라십

240 mg + 파니투무맙 치료군의 중앙값 PFS(95% CI)는 3.9개월(3.6, 5.8)이었고, 대조군은 2.0

개월(1.9, 3.9)이었습니다. 소토라십 960 mg + 파니투무맙 치료군의 중앙값 PFS(95% CI)는

5.6개월(4.2, 6.3)이었고, 대조군은 2.0개월(1.9, 3.9)이었습니다.

소토라십 240 mg + 파니투무맙은 대조군 대비 질병 진행 또는 사망에 대한 위험비(Hazard

Ratio, HR)(95% CI)가 0.6(0.4, 1.0; 양측 p-값 = 0.06)이었고, 소토라십 960 mg + 파니투무맙

의 HR은 대조군 대비 0.5(0.3, 0.8; 양측 p-값 = 0.011)였습니다. 이는 소토라십 960 mg + 파니

투무맙 치료군에서 PFS가 통계적으로 유의미하게 향상되었음을 보여줍니다.

PFS 결과는 FAS(Full Analysis Set) 분석에서 관찰된 결과와 일치합니다.

결론적으로, 소토라십 960 mg + 파니투무맙은 KRAS 모집단, 전체 분석 세트에서와 같이, 높

은 수준으로 사전 치료된 모집단 대상 표준 치료와 비교했을 때 therascreen KRAS RGQ

PCR Kit를 사용하여 확인된 KRAS p.G12C 돌연변이 mCRC를 가진 피험자에서 PFS의 통계적

으로 유의미한 개선과 OS 개선 추세를 보였습니다.

Erbitux, Vectibix, LUMAKRAS, Krazati 적응증에 관한 자세한 정보는

www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm에 있는 최신 의약품 라벨을

참고하십시오.

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm
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기호

사용 지침 또는 포장물 및 라벨에는 다음과 같은 기호가 표시됩니다.

기호 기호정의

<24>

<N>회 반응에 충분한 시약 포함

사용 기한

처방전 전용

체외 진단용 의료 기기

카탈로그 번호

로트 번호

재료 번호(즉, 구성품 라벨)

내용물

구성품

수

Rn R은 사용 지침의 개정 버전을 나타내며, n은 개정 번호임
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기호 기호정의

온도 제한

제조업체

사용 지침 참고

직사광선을 피할 것

연락처 정보

기술 지원 및 자세한 정보는 www.qiagen.com/Support에서 기술 지원 센터를 참조하거나

1-800-362-7737800-426-8157로 전화하거나 QIAGEN 기술 서비스 부서 또는 현지 유통업체

에 연락하십시오(뒤표지를 참조하거나 www.qiagen.com을 방문하시기 바랍니다).

http://www.qiagen.com/Support
http://www.qiagen.com/
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부록: Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay
Package의 설치

therascreen KRAS RGQ PCR Kit는 72-well rotor를 사용하는 Rotor-Gene Q MDx (US)와 함께

사용하도록 고안되었습니다. therascreen KRAS Assay Package는 www.qiagen.com에서 별

도로 다운로드할 수 있습니다.

참고: Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package는 해당 Rotor-Gene Q Software 버전

2.3.5과 함께 작동합니다. therascreen KRAS Assay Package를 설치하기 전에 Rotor-Gene Q

소프트웨어의 최신 버전이 설치되어 있는지 확인하십시오.

이 패키지에는 ‘therascreen KRAS QC 잠금 템플릿’ 및 ‘therascreen KRAS 잠금 템플릿’이 포

함되어 있습니다. 이 분석 패키지에는 또한 실험을 기록하는 데 사용할 수 있는 인쇄 가능한

플레이트 맵과 QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit를 사용한 FFPE 샘플 준비, therascreen

KRAS RGQ PCR Kit를 사용한 DNA 샘플 평가 및 therascreen KRAS RGQ PCR Kit를 사용한

KRAS 돌연변이 검출을 위한 PCR 프로토콜을 정의한 실행 템플릿도 포함되어 있습니다.

다음 절차에 따라 therascreen KRAS Assay Package를 설치합니다.

1. www.qiagen.com에서 Rotor-Gene Q KRAS Assay Package 버전 3.1.1을 다운로드하

십시오.

2. 바이러스가 없는 이동식 저장소를 사용하여 Rotor-Gene Q MDx 기기에 연결된 노트북으

로 Assay Package를 전송합니다.

3. therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe을 두 번 클릭하여 설치를 시작합니다.

설정 마법사가 나타납니다.

http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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4. Next(다음)를 클릭하여 계속합니다.

License Agreement(라이선스 계약) 대화상자가 열립니다.
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5. License Agreement (라이선스 계약) 상자의 라이선스 계약을 읽고 I accept the

agreement(계약에 동의함)(1) 문장에 체크 표시합니다.

6. Next(다음)(2)를 클릭하여 계속합니다.

템플릿 설정이 자동으로 시작되고 최종 Setup(설정) 대화상자가 열립니다.

7. Finish(종료)(1)를 클릭하여 설정 마법사를 종료합니다.

8. 컴퓨터를 재시작합니다.

therascreen KRAS QC 잠금 템플릿 및 therascreen KRAS 잠금 템플릿의 바로 가기가 자

동으로 생성되어 바탕 화면에 표시됩니다.



therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 사용 지침 |  10/2025 136

주문 정보

제품 목차 카탈로그번호

therascreen KRAS RGQ PCR Kit(24) 24회 반응분: 대조물질 분석항목 1개, 돌연
변이 분석항목 7개, 양성 대조물질, 물, Taq
DNA 중합효소

870021

therascreen KRAS Assay Package 버전 3.1.1(CD) therascreen KRAS RGQ PCR Kit 및 QIAGEN
Rotor-Gene Q MDx (US) 기기와 함께 사용
할 수 있는 소프트웨어 프로토콜 패키지
(Rotor Gene Q 소프트웨어 버전 2.3과 호환
됨)

9023818

therascreen KRAS Assay Package CD therascreen KRAS RGQ PCR Kit 및 72-well
로터가 있는 Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM 기기와 함께 사용하기 위한 소프트웨
어 프로토콜 패키지

9023675

Rotor-Gene Q 및액세서리

Rotor-Gene Q MDx Platform (US) Real-time PCR 사이클러, 노트북 컴퓨터,
소프트웨어, 부속장치, 1년 보증(부품 및 인
건비)

9002035

Rotor-Gene Q MDx System (US) Real-time PCR 사이클러, 노트북 컴퓨터,
소프트웨어, 부속장치, 1년 보증(부품 및 인
건비), 설치 및 교육

9002036

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5가지 채널(녹색, 노란색, 주황색, 적색, 진홍
색) + HRM 채널, 노트북 컴퓨터, 소프트웨
어, 부속품을 갖춘 real-time PCR 사이클러
및 고해상도 멜트(high resolution melt) 분
석기: 부품 및 공임 1년 보장, 설치 및 교육은
포함되지 않음

9002032

Rotor-Gene Q MDx 72 x 0.1 ml 튜브의 단일 채널 피펫을 사용한
수동 반응 설정을 위한 알루미늄 블록

9002033

Loading Block 72 x 0.1 mL Tubes 72 x 0.1 mL 튜브의 단일 채널 피펫을 사용
한 수동 반응 설정을 위한 알루미늄 블록

9018901
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제품 목차 카탈로그번호

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL (250) 1,000회 반응을 위한 250개 스트립(4개 튜
브) 및 캡

981103

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL (2500) 10,000회 반응을 위한 10 x 250개 스트립
(4개 튜브) 및 캡

981106

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit — 파라핀포매조직으로부터유전체 DNA 정제용

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50) DNA 준비 50회분: QIAamp Mini Spin
Column, 단백질 분해 효소 K, 완충액,
시약 및 Collection Tubes (2 mL)

60404

최신 라이선스 정보 및 제품별 면책 사항은 각 QIAGEN 키트 사용 지침을 참고하십시오.

QIAGEN 키트 사용 지침은 www.qiagen.com에서 확인하거나 QIAGEN 기술 서비스 또는 현

지 유통업체에 요청할 수 있습니다.

http://www.qiagen.com/
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문서 개정 이력

개정판 Description(설명)

R14 2023년 8월 비소세포폐암 적응증에 대한 플래그 관련 조치와 관련하여 참고 사항에 플래그 해석 표에 대
한 참조를 추가

희석 단계 조치를 제거하기 위해 결장직장암 플래그 SAMPLE_INT_CTRL_FAIL에 대한 조치를
업데이트함

해석의 모호성을 해소하기 위해 비소세포폐암 플래그 SAMPLE_INT_CTRL_FAIL에 대한 동작
을 업데이트함

12ARG 및 12ASP 샘플 데이터 할당에 대한 라벨링 오류를 수정하기 위해 표 18 업데이트

1페이지와 문서 개정 내역 섹션에서 캡처된 안내서 개정 번호가 본 안내서 개정판 13에서 잘
못 표기되었습니다. 이는 이후 문서 개정 내역 섹션의 이번 개정(R14)에서 업데이트됨

R15, 2024년 10월 Krazati CRC에 대한 정보를 추가하기 위해 의도된 사용 및 임상적 성능 섹션이 업데이트됨

여러 단계에서 혼합하는 것의 중요성을 명확히 함

플래그를 더 명확히 하고 표시에 따라 동작이 다른 플래그를 분할

FFPE 보관을 위한 문구 추가

12ASP를 13ASP로 오타 수정

R16, 2025년 10월 Vectibix 병용 LUMAKRAS의 CRC에 대한 정보를 포함하도록 용도 표 업데이트됨

요약 및 설명 섹션에서 CRC 환자에 관한 표현 개정

새로운 메스, 면도날 또는 이와 유사한 날카로운 칼날이 있는 도구에 대한 정보를 업데이트하
기 위해, 필수이지만 제공되지 않는 재료 및 시료 취급 및 보관 섹션을 개정함

표 30의 Ct 값에 대한 12VAL 3x LOD % CV에 대해 소수점 2자리가 포함됨

표 46의 12ARG 및 13ASP에 대한 증폭 효율 값이 업데이트됨; 표 각주 제거됨

임상적 성능 섹션 아래에 CRC 임상 연구에 관한 새로운 섹션이 추가됨

처방 전용 기호 추가됨
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therascreen® KRAS RGQ PCR Kit에 관한제한적라이선스계약

이 제품의 구매자 또는 사용자는 이 제품을 사용하면 다음 약관에 동의하는 것으로 간주됩니다.

1. 이 제품은 제품과 함께 제공된 프로토콜과 본 사용 지침에 따라 사용해야 하며, 패널에 포함된 구성품과만 함께 사
용할 수 있습니다. QIAGEN은 제품과 함께 제공된 프로토콜 및 본 사용 지침, www.qiagen.com에 제공된 추가 프로
토콜에서 설명한 경우를 제외하고 지식 재산권에 따라 본 패널에 동봉된 구성품을 본 패널에 포함되지 않은 구성
품과 통합하거나 사용하도록 라이선스를 부여하지 않습니다. 이러한 추가 프로토콜 중 일부는 QIAGEN 사용자를
위해 QIAGEN 사용자가 제공한 것입니다. QIAGEN에서 이 프로토콜을 철저히 검사하거나 최적화하지 않았습니다.
QIAGEN은 이를 보증하거나 해당 내용이 제삼자의 권한을 침해하지 않는다는 것을 보장하지 않습니다.

2. 명시적으로 설명한 라이선스를 제외하고, QIAGEN은 이 패널 및/또는 이 패널의 사용이 제삼자의 권리를 침해하지
않음을 보증하지 않습니다.

3. 이 패널 및 구성품은 1회 사용에 대해 라이선스가 부여되며 재사용, 리퍼비시 또는 재판매할 수 없습니다.

4. QIAGEN은 명시적으로 설명한 경우 이외에 명시 또는 암시한 다른 라이선스는 명확히 부인합니다.

5. 패널의 구매자 및 사용자는 위에서 금지한 행위로 이어지거나 그러한 행위를 조장할 수 있는 조치를 취하거나 다
른 사람이 그렇게 하도록 허용하지 않는다는 데 동의합니다. QIAGEN은 모든 법정에서 이 제한적 라이선스 계약의
금지를 시행할 수 있으며, 패널 및/또는 해당 구성품과 관련된 이 제한적 라이선스 계약 또는 지식 재산권을 행사하
는 데 필요한 모든 조치에서 변호사 비용을 포함하여 모든 조사 및 법정 비용을 회수할 수 있습니다.

라이선스 조항의 업데이트는 www.qiagen.com을 참고하십시오.

상표: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAcube®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen®
(QIAGEN 그룹); Erbitux®(ImClone LLC., Eli Lilly 및 회사의 전액 출자 자회사); Vectibix®(Immunex Corp.), FAM™, HEX™
(Life Technologies, Inc.) LUMAKRASTM, KRAZATI®. 이 문서에 사용된 등록된 이름, 상표 등은 별도로 표시되지 않은 경
우에도 법적 보호를 받는 것으로 간주해야 합니다.

이 제품을 구매함으로써 특정 ROCHE 특허에 따라 구매자에게 사람을 대상으로 한 체외 진단 서비스 제공 용도로만 사
용할 수 있는 권리가 부여됩니다. 이 계약에 따라 구매에 따른 특정 사용권 이외에 어떠한 일반적 특허 또는 다른 라이선
스는 허여되지 않습니다.

10/2025 HB-1257-017  © 2025 QIAGEN, 모든 권리 보유.
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