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Ugel pouziti

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je diagnosticky test in-vitro uréeny
k detekci deleci exonul19, exonu20 asubstituci21 (T790M alL858R) v genu EGFR
(receptoru epidermalniho ristového faktoru), ktery poskytuje kvalitativni vyhodnoceni stavu
mutace. Vysledky jsouuréeny jako pomUcka pro klinické pracovniky pfi identifikaci pacientd
s NSCLC, ktefi by mohli mit prospéch zlé¢by pFipravkem IRESSA® (gefitinib), pokud neni

mozné vyhodnotitalikvot tkané.

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je ur€ena k pouziti kvalifikovanymi
odborniky v profesionalnich laboratofich. Pouziva alikvoty DNA extrahované z plazmy
ziskané z krve pacientl trpicich nemalobunéénym plicnim karcinomem (Non-Small Cell
Lung Cancer, NSCLC).

Soupravatherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kitje uréena pro diagnostické pouZiti in-vitro.
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Shrnuti a vysvétleni

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je souprava k okamzitému pouziti
ur¢ena k detekci mutaci s rakovinou souvisejiciho genu EGFR pomoci polymerazovée
fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM.

Soupravatherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit umoZriuje detekci nasledujicich mutaci
genu EGFR oproti pozadigenomové DNA divokéhotypu za vyuZiti technologii Scorpions®
a ARMS.

® Delecevexonul9

e T790M

® | 858R

Pouzité metody jsou vysoce selektivni av zavislosti na celkovém mnozZstvi pfitomné DNA
dokaze souprava detekovat nizké procento mutace na pozadi genomové DNA divokého
typu. Tato selektivita a meze detekce prevysuji jiné technologie, jako je sekvencovani

s barevnymterminéatorem.
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Princip testu

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit vyuziva k detekci mutaci kombinaci

dvoutechnologii—ARMS a Scorpions pfireal-time PCR.

ARMS

Amplifikace specifické pro alely nebo pro mutace je dosazeno pomoci metody ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Taq DNA polymeraza (Taq) je mimofradné
ucinna pfi rozliSovani mezi shodou aneshodou na 3’ konci PCR primeru. Specifické
mutované sekvence lze selektivné amplifikovat, dokoncei v alikvotach, kde vétSina sekvenci
mutaci neobsahuje. Pokud se primer zcela shoduje, amplifikace pokracuje s plnou u€innosti.
Pokud se 3' baze neshoduje, probihd pouze nespecifickd amplifikace na nizké drovni
v pozadireakce.

Scorpions

Detekce amplifikace se provadi pomocidetekénichsond Scorpions. Sondy Scorpions jsou
bifunk&nimolekuly obsahujici PCR primer kovalentné vazany nasondu. Fluoroforna sondé
interaguje se zhasecem, ktery je inkorporovany k sondé a snizuje fluorescenci. BEhem PCR
reakce, kdy se sondanavaze na amplikon, se fluorofor azhase¢ od sebe oddéli. Timdojde

k narlistuintenzity fluorescence v reakéni zkumavce.
Format soupravy
Soupravatherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit obsahuje Ctyfi analyzy:

e Jednukontrolnianalyzu (Ctrl)

® Tfianalyzy mutaci
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VSechny reakéni smési obsahuji reakéni ¢inidla k detekci cill oznac¢enych pomoci FAM™
a analyzu interni kontroly oznaeny HEX™. Interni kontrolni analyza umoZziuje detekovat
pfitomnost inhibitor(, které mohou vést k faleSné negativnim vysledkim. Amplifikace FAM
muze nahraditamplifikaciinterni kontroly a t¢elemtéto internikontrolyje jednodu$e ukazat,
Ze zde neni zadné amplifikace FAM; jedné se o skute€né negativni vysledek, a nikoli

o selhani PCR reakce.
Analyzy

Kontrolni analyza

Kontrolni analyza, znaena FAM, se pouziva ke stanoveni celkového mnozstvi DNA
v alikvotu. Tato analyza amplifikuje oblast exonu2 genu EGFR. Primer a sonda jsou

navrzeny tak, aby se vyhnuly v§em znamym polymorfismim genu EGFR.

Analyzy mutaci

Kazdé analyza mutace zahrnuje sondu Scorpions oznacenou FAM a primer ARMS pro

rozliSenimezi pfirozenou DNAdivokého typu a specifickou mutovanou DNA.
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Kontroly

VSechny cykly experimentll museji zahrnovat nasledujici kontroly:

Pozitivni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovatpozitivni kontrolu ve zkumavkéach 1-4. Souprava therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit obsahuje pozitivni kontrolu EGFR (Positive Control, PC), ktera
se pouziva jako templat v reakci pozitivni kontroly. Vysledky pozitivni kontroly budou

vyhodnoceny, aby se zajistilo, Ze souprava pracuje v ramci stanovenych kritérii pfijatelnost.

Negativni kontrola

Kazdy cyklus musi obsahovat negativni kontrolu (,beztemplatovad kontrola“, NTC) ve
zkumavkach 9-12. NTC se sklada z vody bez nukleazy (H20), ktera bude pouzita jako
Ltemplat“ pro beztemplatovou kontrolu. Beztemplatovéa kontrola se pouziva k vyhodnoceni
potencialni kontaminace v praibéhu nastavenicyklua k vyhodnocenivykonureakce interni

kontroly.

Hodnoceni reakce interni kontroly

Kazda reakéni smés obsahuje vedle cilové reakce navic i interni kontrolni reakci. Selhani
indikuje, Zze bud jsou pfitomny inhibitory, které mohou zpUsobit faleSné negativni vysledky,

nebo pro danou zkumavku doslo k chybé obsluhy pfijeji pfipravé.

Jestlize k selhaniinterni kontroly dojde v disledku PCR inhibice, zfedéni alikvotu mlze snizit
vlivinhibitord; je v§ak tfeba vést v patrnosti, ze by doSloi ke zfedénicilové DNA. Amplifikace
FAM m(ze nahradit amplifikaciinterni kontroly, takze ziskana hodnota IC Ct (HEX) bude

spadat mimo zadany rozsah. Vysledky FAM jsou protyto alikvoty nadale platné.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

(Voda bez nukleazy k fedéni)

therascreen EGFR PlasmaRGQ PCR Kit (24)
Katalogové ¢. 870311
Pocet reakci 24
Cervena Control Reaction Mix (kontrolni reakéni smés) Ctrl 2 x 600 pl
Fialova T790M Reaction Mix (reakéni smés pro T790M) T790M 600 pl
Oranzova Deletions Reaction Mix (reakéni smés pro delece) Del 600 pl
Ruzova L858R Reaction Mix (reakéni smeés pro L858R) L858R 600 pl
Bézova EGFR Positive Control (pozitivni kontrola EGFR) PC 300 pl
Zelenomodra  Tag DNA Polymerase (Taq DNA polymeraza) Taq 2x80ul
Bila Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Voda bez nukleazy pro kontrolu bez templatu)
Bila Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml
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DalsSi potrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi manipulaci s chemikdliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisludnych
bezpecnostnich listech (Safety Data Sheets, SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Soupravana extrakci DNA (viz,Postup“, strana 16)
Pipety * (nastavitelné), ur€ené vyhradné k pfipravé alikvotu
Pipety* (nastavitelné) ur€ené vyhradné pro pfipravu PCR master mixu

Pipety* (nastavitelné) uréené vyhradné k davkovani templatu DNA

Sterilni Spicky pipet DNazy, RNazy abez DNA sfiltry (aby se predeSlo kfizove
kontaminaci, doporu¢ujeme pipety s aerosolovymi bariérami)

Vodnilazefi nebo podobné zafizeni schopné uchovat 50ml odstfedivkové zkumavky pfi
teploté 60 °C.

Topny blok nebo podobné zafizeni schopné zajistitinkubaci pfiteploté 56 °C*

Drceny led

Stolniodstfedivka*s rotorem nazkumavky po 2 ml

Vortex

PFistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*t s fluorescenénimi kanaly ,Cycling Green*
a ,Cycling Yellow" (detekce FAMa HEX v uvedeném pofadi)

Software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.3

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, pro pouZiti s 72-Well Rotor (kat. ¢is. 981103 nebo 981106)

Mikrocentrifuga¢ni zkumavky s DNazou, RNazou a bez DNA k pFipravé master mixu

Nakladaci blok zkumavek Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, hlinikovy blok k ruéni
pfipravé reakce pomocijednokanalové pipety (QIAGEN, kat. ¢. 9018901)

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.

t V nékterych zemich mize byt dle potfeby pouZit pfistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM s datem vyroby kvéten 2011
nebo novéj$i. Datum vyroby Ize Zjistit ze sériového cisla uvedeného na zadni strané pfistroje. Sériové Cislo je ve
formatu ,mmrrnnn“, kde ,mm* oznacuje meésic vyroby v &islicich, ,rr oznacuje posledni dvé Cislice roku vyroby
a ,nnn“ oznacuje jedine¢ny identifikator pfistroje.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostické pouZitiin-vitro
Pro pouZitiodbornymi pracovniky

Informace o bezpec€nosti

Pfi manipulaci s chemikdliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorézové rukavice a ochranné bryle. BlizSi informace jsou uvedeny v pFislusnych
bezpec¢nostnich listech (Safety Data Sheets, SDS). Jsou k dispozici také online v PDF
formatu na strankach www.giagen.com/safety, kde mizete najit, pfec€ist a vytisknout

bezpeénostilisty vSech souprav asoucastisouprav QIAGEN.

V8eobecna bezpecCnostni opatieni
UZivatel by mél vzdy dbat na nésledujici:

® Pouzivejte pipetovaci$picky s DNazou, RNazou a bez DNA s filtry a zajistéte, aby pipety
byly kalibrovany v souladus navodemvyrobce.

® Pozitivnimaterialy (vzorky a pozitivni kontroly) skladujte a extrahujte oddélené od vSech
ostatnich Cinidel. Do reakéni smési je pfidavejte voddéleném prostoru.

® VSechny komponenty pfed poCatkem analyzy Uplné rozmrazte pfi pokojové teploté
(15-25 °C).

® Po rozmrazeni vSechny slozky promichejte (pfevracenim kazdé zkumavky 10krat)
a kratce odstredte.
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Poznamka: Pfi provadéni PCR dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci
reakci PCR syntetickym kontrolnim materialem. Pro pfipravu reak&nich smési apfidavani
templatu DNA se doporuCuje pouzivat zvlasté vyhrazené pipety. Pfiprava a davkovani
reakCnich smési museji byt provadény v prostoru oddéleném od mista, kde se provadi
davkovani templatu. Zkumavky pfistroje Rotor-Gene Q po dokonéeni PCR cyklu nikdy

neotevirejte. Pfedejdete tak laboratornikontaminaci produkty vzniklymi po PCR.

Poznamka: Cinidla jsou ovéfena pro manualni nastaveni. Pokud se pouZiva automaticka
metoda, mize to snizit poet moznych reakci v dusledku mnozstvi ¢inidel pozadovaného

pro zaplnéni,mrtvych objem(“ v téchto pFistrojich.

Poznamka: VSechna ¢&inidla v soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit maji
slozeni pfipravené specificky pro dané testy. VSechna ¢inidla dodavana v soupravé
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsouuréenak pouZitivyhradné s ostatnimi Cinidly

ve stejné soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Ma-li byt zachovan optimalni vykon testu, nelze se soupravou pouzivat zadna néhradni

¢inidla.

Poznamka: Pouzivejte vyhradné Tag DNA polymeréazu (Taq), kterd se dodavav soupravé.
Nenahrazujte ji Taq DNA polymerazou dodavanou jako soucastjiné soupravy stejného nebo

jiného typu, ani ji nezaménujte za Tag DNA polymerazu od jiného dodavatele.

Poznamka: Cinidla v soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou optiméalné
nafedéna. DalSi fedéni ¢inidel se nedoporu€uje a mize mit za nasledek zhorSeni kvality
provedeni testu. Pouziti men§ich reakénich objemud nez 25 pl se nedoporucuje, nebot tim

narusta riziko vyskytu faleSné negativnich vysledku.
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Pokud
nenijakakoliv souast soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit pfi dodanizmrzl4,
béhem pfepravy doslo k otevienivnéjSiho obalu nebo zasilka neobsahuje balici list, navod
k pouzitinebo €inidla, obratte se na oddélenitechnickych sluzeb spoleénosti QIAGEN nebo

na mistniprodejce (navstivte internetové stranky www.qiagen.com).

Soupravu therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ulozte ihned po dodani do mraznicky
a skladujte v temnu pfi konstantni teploté -30 az -15°C. Pfi ulozeni dle stanovenych
podminek je soupravatherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit stabilnido uvedeného data
exspirace.

Po otevfeni Ize cCinidla uloZit vplvodnich obalech pfi teploté -30 az -15 °C po dobu
12 mésict nebo az do data exspirace uvedeného na obalu podle toho, co nastane dfive.
Soupravu opakované nerozmrazujte a nezmrazujte. NepfekraCujte maximalni pocet osmi

cyklt zmrazeni/rozmrazeni.

Cinidla museji byt rozmrazovana pfi pokojové teploté minimalné 1 hodinu a maximalné
4,5 hodiny. Jakmile jsou €inidla pfipravena k pouZiti, Ize pfipravit reakce PCR; zkumavky
Rotor-Gene Q obsahujici master mixy a alikvot DNA by se mély okamzité vlozitdo pFistroje
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Celkovy ¢as od zaCatku pfipravy PCR do zacatku cyklu by

nemél prekrodit:

® 6 hodinvpfipadéulozenipfi pokojovéteploté

Poznamka: Tato dobazahrnuje pfipravu PCR i dobu skladovani.
® 18 hodinv pfipadéuloZeniv chladni¢ce (2-8 °C)

Poznamka: Tato dobazahrnuje pfipravu PCR i dobu skladovani.
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Poznamka: Sondy Scorpions (stejné jako u vSech fluorescenéné znacenych molekul)
v Cinidlech reak&nich smési jsou citlivé na svétlo. Kontroly a reakéni smési reagencie

chrarite pfed svétlem, aby nedoslok jejich optickému vyblednuti.

Cinidlav soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsou optimalné zfedéna a 7adna
dalSipurifikace nebojiné Upravy pfed jejich pouzitim pfi analyze dle pokynud v navodu k pouZti
soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (prirucka) nejsou nutné.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkdam skladovéani
vytis§ténym na obalu a Stitcich v8ech souc¢asti. Nepouzivejte soucasti s proSlym datem

exspirace ani nespravné skladované soucasti.
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Uchovavani a nakladani se vzorkem

Poznamka: Se vSemi alikvoty se musi zachéazet jako s potencialné infek&nimi.

Material alikvott musi byt lidskd genomova DNA extrahovana z plazmy. Vzorky museji byt
dopravovany v souladu se standardni patologickou metodologii, aby byla zajisSténa kvalita

vzorku.
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Postup

Extrakce DNA

Charakteristika funkénich vliastnosti této soupravy byla vytvofena pomoci DNA extrahované
pomoci soupravy QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (kat. &.55114). PouZivate-li
soupravu QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, provedte extrakci DNA podle pokynd

v pfiru€ce, pfiCemzvezméte navédomi:

® PocateCniobjem plazmy je 2 ml.

® PFed extrakci DNA je nutné odstfedit 2ml plazmy pfi otackach 3000 ot./min. po dobu
2 minut a supernatantpfenéstdo Cisté zkumavky.

® Objem proteinazy K by mél byt 250 pl.

® Rozklad vzorkupomociproteindzy K by mél probihat 1 hodinu pfiteploté 60 °C.

® Purifikovana genomova DNA musi byt eluovana v 55 yl pufru Buffer AVE (je souéasti
soupravy QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit).

® Purifikovanougenomovou DNA skladujte pfi teploté -30 az -15 °C.

Poznamka: Pfi vS§ech analyzach pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit se vytvareji kratké produkty PCR. Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

v8ak nebude fungovatse vzorky silné fragmentované DNA.
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Protokol: Detekce mutaci EGFR

Dulezité body pfed zahajenim pouzivani
Pfed zahajenim testu si pfectéte Cast ,VSeobecnabezpeCnostniopatfeni“, stranka 11.
Pfed zahajenim protokolu vénujte dostatek Casuseznameni se s pfistrojemrotor-Gene
Q MDx 5plex HRM. Viz uzivatelska pfiru¢kak pFistroji.

® Neprotfepavejte Taq DNA polymerazu (Taq) ani zZadnou smés obsahujici Taqg DNA
polymerazu, nebot by mohlo dojitk inaktivaci enzymu.

® Na jednédesti¢ceje mozné zpracovataz 16 alikvotu.

® Taqg pipetujtetak, Ze Spickupipety ponofitetésnépod hladinutekutiny, aby na vnéjSim
povrchu$picky neulpélonadmérné mnozstvienzymu.

® Pro kazdy alikvot DNA je tfeba provést kontrolni test a analyzu pfitomnosti mutace ve
stejném cyklu PCR reakce, aby byly vylou€eny rozdily mezi analyzami jdoucimi za

sebou.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Pfed kazdym pouZzitim museji byt vSechna €inidla zcela rozmrazena a po dobu nejméné
1 hodiny amaximalné po dobu4,5hodinytemperovana na pokojovou teplotu (15-25 °C),
promichana (pfevracenim kazdé zkumavky 10krat) a kratce odstfedéna, aby se obsah
usadil nadné zkumavky.

® Zajistéte, aby Taq byla pfed kazdym pouzitim temperovana na pokojovou teplotu (15-25 °C).
Zkumavku kratce odstfedte, aby se veSkery enzym shromazdilna dné zkumavky.
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Postup

1.

UplInérozmrazte véechny reak&ni smési, vodu bez obsahu nukleazy pro beztemplatovou
kontrolu (No Template Control, NTC) a pozitivni kontrolu EGFR (Positive Control, PC)
nalaboratorniteplotu (1525 °C) po dobunejméné 1 hodiny(Tabulka 1). Po rozmrazeni
reakéni smeési tyto pfipravky promichejte pfevracenim kazdé zkumavky (opakovanym
10krét), aby nedosSlok lokalnikoncentracisoli, apoté je kratce odstredte, aby se obsah
usadil nadnézkumavky.

Tabulka 1. Doby pro rozmrazeni, pripravu PCR a teploty skladovani

Miniméalnidoba Maximéalnidoba Skladovaci teplota Maximalnidoba pripravy
pro rozmrazeni pro rozmrazeni po pfipravé PCR PCR adoba skladovani
1 hodina 4,5 hodiny Pokojova teplota 6 hodin

(15-25°C)
1 hodina 4,5 hodiny 2-8°C 18 hodin

Poznamka: Pfiprava PCR musi byt provadéna pfi pokojové teploté. Pojem ,skladovaci”
se tykadoby od dokonceni pfipravy PCR do zahajenicyklu PCR napfistroji Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM.

Poznamka: Nechte Taq DNA polymerazu (zkumavka Taq) ohfat na pokojovou teplotu
(15-25 °C) ve stejnou chvili jako ostatni €inidla (viz ,Skladovani ¢inidel amanipulace
s nimi“, strana 13). Zkumavku kratce odstfedte, aby se veSkery enzym shromazdil na
dné zkumavky.

. Provedte nasledujici kroky:

2a. Oznacte ¢tyfimikrocentrifugacni zkumavky (nejsou souc¢asti dodavky)dle odpovidajici
reakénismési, jak je znazornéno v tabulce 2.

2b. Ptipravte dostatek master mixd (kontrolni nebo mutaéni reakéni smés [zkumavka
CTRL, T790M, delece, L858R] plus Taq DNA polymeraza [Taq]) pro alikvoty DNA,
jednu pozitivni kontrolni (zkumavka PC) reakci EGFR ajednu vodu bez nukleazy pro
beztemplatovou kontrolu (zkumavka NTC) podle objemu uvedenych v tabulce 2.

Poznamka: Zahrite ¢inidla pro 1alikvot navic, pfedstavujici dostateény pfebytek pro
nastaveniPCR.
Master mixy obsahuji vS§echny slozky nutné k provedeni PCR kromé alikvotu.
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Tabulka 2. Pfiprava smési master mixu*

Analyza Zkumavka s reakéni Objem reakéni smési Objem Taq DNA polymerazy
smési (zkumavka Taq)

Kontrola CTRL 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n +1)

T790M T790M 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n +1)

Delece Del 19,50 pl x (n+ 1) 0,50 pl x (n +1)

L858R L858R 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n +1)

* Pfi pfipravé master mixu pfipravte mnozstvi dostate€népro 1 alikvot navic, pfedstavujici dostate¢ny pfidavek pro
pfipravu PCR.

Poznamka: Béhem pfipravy master mixu je do pfislusné zkumavky nejprve pfidan
pozadovany objem kontrolni nebo mutaéni reakéni smési (CTRL) aTagq DNA
polymerazaje pfidananaposledy.

3. Umistéte prisluSny pocet stripl se 4 zkumavkami PCR (kazdy strip obsahuje

4 zkumavky) do plniciho bloku podle rozvrzeniv tabulce 3. Zkumavky nezavirejte.
Poznamka: Ponechte vickav plastové nadobé azdo okamziku, kdy budou tfeba.
4. Uzaviete zkumavku Cinidla master mix a 10krat pfevratte, aby se €inidlo master mix

promichalo. Nasledné kratce odstfedte, abyste zajistili promichani smési na dné
zkumavky. Ihned pfidejte 20 yl master mixu do kazdé pfisludné stripové zkumavky PCR.

5. lhned pfidejte 5 ul vody bez obsahu nukleazy (H20) do stripovych zkumavek PCR
k beztemplatové kontrole (zkumavky PCR 9-12) a zkumavky uzavfete vicky.

6. Do zkumavek pro vzorky s alikvoty (zkumavky PCR 5-8, 13-16 a 17-72) pfidejte 5 pl
kazdého alikvotu a zkumavky uzaviete vicky.

7. Pridejte 5 pl pozitivni kontroly (Positive Control, PC) EGFR do zkumavky na pozitivni
kontrolu (zkumavka PCR 1-4). Kazdy alikvot DNA se musi testovat pomoci kontoly

i vSech analyzmutaci. UvedenérozvrZenije zobrazeno v tabulce 3.
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Tabulka 3. Rozvrzeni kontroly a analyzy mutaci

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

10.
11.

12.

. Pomoci permanentniho popisovace oznacte vicka prvnich zkumavek v nejnizsi ¢iselné
pozici vkazdém stripu se 4 zkumavkami PCR (napf.pozicel, 5 a 9 atd.), aby byla
naznaCenaorientace k naplnénizkumavek do rotoru 72-Well Rotor pfistroje Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM.

. VSechny stripy se 4 zkumavkami PCR umistéte do pfisluSnych pozic vrotoru 72-Well

Rotor a vizualné zkontrolujte, zda vSechny zkumavky obsahuji stejny objem.
Poznamka: Ovérte, Ze nedojde k pfevraceni stripd zkumavek pfi jejich pfenosudorotoru.
Pokud nenirotorplny, zaplite zbyvajici prostor prazd nymi zavickovanymi zkumavkami.

Rotorihned umistéte do pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Ujistéte se, Ze pojistny
krouzek (pfisluSenstvipfistroje Rotor-Gene Q MDx) je umistén v horni ¢asti rotoru, aby

zajistil zkumavky béhem cyklu.

Vytvofeniteplotniho profilu aspusténi cyklu je popsano v nastaveni pfistroje Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM (viz ,Protokol: Nastaveni pfistroje Rotor-Gene Q EGFR*, strana 21).

20
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Protokol: Nastaveni pristroje Rotor-Gene Q
EGFR

Parametry cyklovanijsouuvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Parametry cyklovani

Cyklovani Teplota Cas Pofizovanidat
1 95°C 15 minut Z&dné
0 95°C 30 sekund Zadné

60°C 60 sekund Zelena a Zluta

1. Dvakrét kliknéte naikonu softwaru Rotor-Gene Q Series Software 2.3 napracovni plose
laptopu pfipojeného k pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. V dialogu ,New Run*
(Novy cyklus), ktery se zobrazi, vyberte kartu ,Advanced” (Pokrogilé).

2. Chcete-li vytvofit novy templét, vyberte Empty Run (Prazdny cyklus) a potom kliknéte
na New (Novy).

Otevfe se okno pravodce ,New Run Wizard“ (Prdvodce novym cyklem).

3. Jako typ rotoru vyberte ,72-Well Rotor“ (Rotorse 72 jamkami). Ujistéte se, Ze je spravné

nasazen pojistny krouzek, a zaSkrtnéte policko Locking Ring Attached (Pojistny

krouzek nasazen). Kliknéte na tlacitko Next (DalSi) (obrazek 1).
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New Run Wizard @

Welcome lo the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

1-

o™
Rotor-Disc 100

N

Skip Wizard

Obrazek 1. Dialogové okno pravodce ,,NewRun Wizard“ (Privodce novym cyklem).

4. Zadejte jméno obsluhy. Zadejte poznamky areakéni objem jako 25. Ujistéte se, ze

hodnoty v poli Sample Layout (Rozlozeni alikvotu) jsou 1, 2, 3.... Kliknéte na tladitko
Next (Dal$i) (obrazek 2).

New Run Wizard EJ
Thiz screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, Thes bow displays
chcking Mext when pou are ready lo meve 1o the next page. rr?@?:ﬁrﬁriﬁ
: on an ibem, hover
e e 0 | T
. item for help. ‘You
Notes : |cana|wct:kona
cambo box to desplay
help about its
avaisble settings.
Reaction
4 Samphe Layoul : l1,2.3... jl
 Skipwizsd | << Back l Nest > | 5

Obréazek 2. Zadani jména obsluhy a objemu reakéni smési.
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5. V dialogovém okné ,New Run Wizard“ (Prdvodce novym cyklem) (obrazek 3) kliknéte na
tlacitko Edit Profile (Upravit profil) anaprogramujte parametry cyklu podle informaci

v nésledujicich krocich.

New Run Wizard

l

Temperature Profile : Chick this button to
edit the profile
shown in the box
above.

1 Edit Profie .. |

Channel Setup :

Name [ Source ] Detector l Gain ] Create New... |
Green 470nm  510nm 5 LI
Yellow  530nm 555hm 5
Orange  585wm  B10nm 5 E dit Gain...
Red 625nm  BEOnm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove
HAW 4 51fomn 4 Reset Defaults
Gain Optimisation...

Skip Wizard [ << Back Nest >> |

Obréazek 3. Uprava profilu.
6. Kliknéte na tlacitko Insert after (VloZit za) a vyberte New Hold at Temperature (Nové
pozastavenipfiteploté) (obrazek 4).

# Edit Profile 3
@ . v W ]
Naww Open As | Hep

The run vall tske 0 omglete. The graph below reps the run 1o be pedomed

Chck on & cycle below to modly &

Newt HRM Step
Copy of Currert Step

Obréazek 4. Vlozeni kroku poéatecni inkubace.
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7. Nastavte hodnotuv poliHold Temperature (Teplotavydrze) na 95 °C a hodnotuv poli

Hold Time (Doba vydrze) na 15 mins 0 secs (15 minut 0 sekund). Kliknéte na tla¢itko

Insert after (Vlozit za) apoté vyberte polozku New Cycling (Nové cyklovani)

(obréazek 5).
¥ Edit Profile X

@ .8 W e

New Open SaveAs | Help
The run will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
Hold

Inseit after...

=)

Insert before...
————— New Hold at Temperature
Remove | ew HRM Step

Copy of Current Step

[Hold Temperature : g5 | o
1 " JHold Time : l‘mhsﬂsecﬁ

Obrazek 5. Krok pocétecni inkubace pfi 95 °C.
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8. Nastavte pocet opakovani cyklovani na 40. Vyberte prvnikrok a nastavte 95 °C na

30 sekund (obrazek 6).
M Edit Profile

@2 . 8 W
New ~ Cpen Savehs

e
Hep

The run vl tak imatels 98 () to complete. The graph bek

X

Ingert after
Ingeet bedore..
Remove
to modiy . of press + of - 1o add and remave steps for thes cycle.
Timed Step ;l _]LJ
I S5C for 30 secs : ———
—
3— 30 seconds
Not Acquang 72C foe 20 secs
1 I™ Long Range 60°C for 20 secs
I™ Touchdown e
_x |

Obrazek 6. Krok cyklovani pii 95 °C.

Prirucka k soupravé therascreenEGFR Plasma RGQ PCRKit 10/2019

25



9. Zvyraznéte druhy krok a nastavte na 60 °C na 60 sekund. Kliknutim na tla¢itko Not

Acquiring (Nepofizujise) aktivujte pofizovani datbéhem tohoto kroku. (Obrazek 7)
M Edit Profile X
@ . © W v
Newe Open  Save As Help
The run will Lake appecmamately 125 mirute(s] to complete. The graph below iepresents the run to be pedamed

AR A

Chck on 3 cycle below to modiy it
Held Insest after
Insedt before
Remove
Ths cyclerepeats 40 | temels)
Chck on one of the steps below to modify R, of press + o - 1o add and remave steps for this cycle.
Temed Step B _IL}
— SO for 30 secs
60 e — J
2 — 60 seconds / 1
Not Acqueng 72'(:!&20«:/
I™ Long Range| |__|
rT BORC for 60 secs /

ox

Obrazek 7. Krok cyklovani pii 60 °C.

10. Nastavte Zeleny a Zluty jako pofizujici kanaly stisknutim> a pfeneste je ze seznamu

Available Channels (Dostupnékanaly).Kliknéte natlacitko OK (obrazek 8).
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Same as Previous : | (New Acquisition) ~|
Acquisiion Configuration :
Avalable Channels : Acquiring Channels :
MName [ 5 || Name
Crimson _"I reen 1
HRM < i vetow I
Orange
Red «
To acquire from a channel, select & from the kst in the left and click >. Tusmpmmhma
channel, select i in the night-hand kst and click <. To remove all acquisitions, chck <

Dye Chait >>

] om0 |

FAM*Y, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 483"

B10nm | ROX", CAL Fluor Red 610, Cy3 5", Texas Red ", Alexa Fluor 568

660nm | CyS Y, Quasar 670, Alexa Fluor 6334

710hp Quasa705", Alexa Fluor 680

S10nm | SYTO 3%, EvaGireen "

555m  |JOE,VICY, HEX, TET, CAL Fluot Gokd 5407, Yakima Yelow "

Obréazek 8. Pofizovani pfi kroku cyklovani60 °C.

11. Zvyraznéte tfeti krok a provedte smazani kliknutim natlacitko —. Kliknéte natladitko OK

(obrazek 9).
M [dit Profile

a . 0 W w

Newr Open Saveds  Meb

The sun vl Lahs spceommatedy 135 menate(s] to comgiste The giph L

2

Chck on & cycle below 1o modily &

Hokd Insert altex.
F_ ————]M_“
__Pemon |

This cycle tepeats 40 | temeis]
(Cick onome of the steps below to modly &, or press + or - to dd and remove steps for this cycle

AR AR

Tred Step |
T

20 seconds /
Acqungto CyckrgB ||/

FOIC foe 30 secs

on Green
B0RC fou 60 secs

™ Long Range
™ Touchdown

Obrazek 9. Odstranéni rozsifujiciho kroku.
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12. V dalSimdialogovémokné kliknéte natlacitko Gain Optimisation (Optimalizace zisku)
(obréazek 10).

New Run Wizard EJ

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
pour mouse over the
item for help. You
can also chck on a
combo box to display
help about s
available settngs.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gan | Create New.. |

Green  470nm  510nm 5

Yelow 5%m 5B 5 _Ea. |

Orange  585m 610nm 5 Edit Gain...

Red 625am  650nm 5 —]

Crmson 680nm 710hp 7 Remove

HRM 460nm  510nm 7 Reset Dolads

1—-| Gmnwmum..l
Sk'p\'flzadl << Back I Mest >> I

Obréazek 10. Optimalizace zisku.

13. Kliknéte na tla¢itko Optimise Acquiring (Optimalizovat pofizovani). Pro kazdy kanal se
zobrazi jeho nastaveni. Kliknutim na tlacitko OK pfijmete tyto vychozihodnoty pro oba
kanaly. (Obrazek 11)
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Auto-Gain Optimisation Setup X

Optimisation :
X Auto-Gan Optimezation will read the fuoresence on the inseded sample at
- different gamn levels untl & finds one at which the fluorescence levels ae
3 bl The range of you aie looking for depends on the
chemistty you ate pertormang.
Suwmaml_jdum

B Auto-Gain Optimisation Channel Settings

o { Channel Settings : =
f— Channel: Green TubePosion: [1 = had .|
] Teout Sanpie Range: B Hrwoufit =n ks
Acceplable Gain Range: |-10 ::,l to [Tj st
rove Al
2 L o] s | e |
| Mawa. | cose | He |

Obréazek 11. Optimalizace automatického zvySovanicitlivosti pro zeleny kanal.

14. Zaskrtnéte policko Perform Optimisation before 1st Acquisition (Provést optimalizaci pfed

1. pofizenim) a poté se kliknutim na tlacitko Close (Zavifit) vratte do privodce (obrazek 12).

Auto-Gain Optimisation Setup 3

Oplimssation :
Auto-G ain Optre: s " sample al
§ diferent gain levels unti & finds one at which the fluorescence levels are
! acceptable. The range of fuorescence you are locking for depends on the.
perfomming.

chemistry you are
Set temperature to r_:l'doom

0f Run
[ x|
Name | Tube Pasition | Min Re Max R MinGain | Max Gain Edt.
Green 1 5F 101 10 10
Yelow 1 5A 10F1 10 10 E—I
Remove A}

Obréazek 12. Vybér kanalu Green a Yellow.
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15. Kliknutim natla¢itko Next (Dals$i) ulozZte templatdo pfislusného mista vybérem moznost
.Save Template” (Ulozittemplat).

Analyza dat hodnoceni mutace vzorku
Po dokon¢enicyklu analyzujte data nasledujicim postupem.

Nastaveni softwarové analyzy

1. Oteviete odpovidajici soubor pomoci softwaru pfistroje Rotor-Gene Q (verze 2.3).

2. Jestlize alikvoty dosud nebyly pfed provedenim cyklu pojmenovany, kliknéte na Edit
Samples (Upravitalikvoty).

3. Zadejte nazvy vzorkd do sloupce Name (Nazev).
Poznamka: Ponechte ndzvy pfipadnych prazdnychjamek nevyplnéné.

4. Kliknéte natlacitko Analysis (Analyza). Na strané analyzy kliknéte na Cycling A Yellow
a zkontrolujte kanal HEX.

5. Ujistéte se, Ze je zvyraznéna polozka Dynamic Tube (Dynamickazkumavka). Kliknéte
na tla¢itko Slope Correct (Kfivkaspravné)a ,Linear Scale (Linearni stupnice).

6. Kliknéte na tlacitko Take Off Adj. (Nastaveni bodu vyjmuti) a zadejte 15.01 a 20.01,
jak jeznazornéno naobrazku 13.

I'-;;. Dynamic Tub’l'-f;. Slope Correctl “& Ignore First
Take Off Point Adjustrment =2

Adjust the cycle to be used as take off paint.

If take off point was caloulated  [15,

before cycle

Then use the following cycle as [20.m

take off paint

0K | DnﬂnlAdiust| Cancel |

Obrazek 13. Nastaveni normalizace analyzy EGFR. 1 =, Dynamic Tube" (Dynamicka zkumavka), 2 = tla¢itko
,Slope Correct” (Kfivka spravné), 3 =, Take Off Adj.“ (Nastaveni bodu vyjmuti), 4 = dialogové okno s hodnotami
parametru , Take Off Point Adjustment.” (Nastaveni bodu vyjmuti).
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7. Nastavte prahovouhodnotuna0.02 a zkontrolujte hodnoty HEX Cr.

8. Na strané analyzy kliknéte na polozku Cycling A Green, aby se zobrazil kanal FAM.
Nastavte parametry dle obrazku 13 vySe.

Dynamicka zkumavka musi byt zvyraznéna.
9. Kliknéte na tla¢itko Slope Correct (Kfivka spravné)alinear Scale (Linearnistupnice).

10. Nastavte prahovouhodnotuna0.075 a zkontrolujte hodnoty[FAM C+{.

Analyza kontrol cyklu

Po dokon¢éenicyklu analyzujte datanasledovné.

® Negativni kontrola: Aby nedoSlo ke kontaminaci templatu, zadna z NTC nesmi
generovathodnotu Ctv zeleném kanalu (FAM) nizSineZ 40. Aby bylo zajiSténo spravné
nastavenianalyzy, nesmikontrola beztemplatu (No Template Control, NTC) zobrazovat
amplifikaci v rozsahu 29,85-35,84 ve Zlutém (HEX) kanalu (interni kontrola).
Jestlize je v zeleném kanalu pozitivni amplifikace a/nebo je zesileni mimo rozsah
29,85-35,84 ve Zlutém kandlu, je cyklus neplatny.

® Pozitivni kontrola: Pozitivni kontrola EGFR (Positive Control, PC) musi poskytnout
hodnotu Ct pro kazdou zpracovanoureakénismeés, dany rozsah je uveden v tabulce 5.
Hodnota pozitivni kontroly mimo tento rozsah indikuje problém s nastavenim analyzy
a znamena tedy selhani cyklu. Jestlize pozitivni kontrola poskytuje Ct v rdmci rozsahu
(FAM), avSak Ct (HEX) interni kontroly je mimo rozsah 29,85 az 35,84, pokracujte
v analyze.

Poznamka: Data alikvotu nelze pouzit, jestlize negativninebo pozitivni kontrola selhala
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Tabulka 5. Pfijatelny rozsah Crpro kontroly cyklu

Reakéni kontrola Analyza Kanal Rozsah Cr

Pozitivni kontrola Kontrola Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Delece Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81

Beztemplatovéa kontrola  VSechny ¢&tyfi reakéni smési Green (FAM) 240,00
VSechny &tyfi reakéni smési Yellow (HEX) 29,85-35,84

Spada
hodnota HEX Cr
do rozsahu
29,85-35,84?

Je hodnota
FAM C; < 40?

Hodnota negativni
kontroly FAM Cr

Ano Negativni
vysledek kontroly

Je zkumavka

Je zkumavka Je zkumavka

Hodnota pozitivni kontroly FAM Cr Ano T790M FAM Cr Ano deleci FAM C;
kontroly FAM Cr v rozsahu v rozsahu v rozsahu
28,13-34,59? 30,22-34,98? 28,90-34,90?

Ne Ne
v
SEL KLU SELHANI CYKLU SELHANI CYKLU
Ano

Ne

Je zkumavka
L858R FAM Cr
v rozsahu
29,97-34,812

Pokracujte analyzou alikvotu B2 tilslecel Ano-
kontroly

Obrazek 14. Analyza kontrol cyklu.
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Za pfedpokladu, ze oba vysledky kontrolnich cyklGjsou platné, vSechny hodnoty Cr alikvot

kontrolnianalyzy museji byt v rozsahu 23,70-31,10 v zeleném kanélu (FAM) (tabulka 6).

Tabulka 6. Prijatelny rozsah FAM C+ pro kontrolnireakci alikvot

Reakéni smés Kanal Prijatelnyrozsah Ct

Kontrola Green (FAM) 23,70-31,10

Je-lialikvotmimo tento rozsah, plati nasledujici pokyn.

e Kontrolni analyza alikvot Ct je < 23,70: Alikvoty vykazujici u kontroly hodnotu
Ct < 23,70 nadmérné zatézuji analyzy mutace a musi se proto zfedit. Aby bylo mozné
zachytit kazdou mutaci pfi nizké Urovni, nadmérné koncentrované alikvoty museji byt
fedény tak, aby spadaly do vySe uvedeného rozsahu za pfedpokladu, Ze rozfedéni
vzorku o polovinuzvySihodnotuCro 1.

e Kontrolnianalyza alikvotu Ctje > 31,10: Alikvot neobsahuje dostate¢né mnoZstvi DNA

pro provedenianalyzy.

Za pfedpokladu, Ze oba vysledky kontrol cyklujsouplatnéa kontrolnianalyzaje v rozsahu
uvedeném v tabulce 6, kazd4 hodnota Ct mutace alikvotu musi byt v rozsahu uvedeném

v tabulce 7 v zeleném (FAM) kandlu. Je-li alikvot mimo tento rozsah, plati nasledujici pokyn.

Tabulka 7. Pfijatelné hodnoty reakce mutacialikvot

Reakce Reakc¢ni smés Kanal Rozsah Ct

Mutaénireakce T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Delece Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
VSechny tfi mutace Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Poznamka: Pokud alikvot negeneruje Cr (tj., Ct>40), mize to byt v dusledku pfitomnost

inhibitoru, chyby v nastavenianalyzy nebo nepfitomnosti amplifikovatelné EGFR DNA.

e Hodnota Cr interni kontroly je v rozsahu 29,85-35,84: Neexistuje zde Zadn&
amplifikovatelnA EGFR DNA.

® Hodnotainterni kontroly Ctje mimo rozsah 29,85-35,84: MUze to indikovat chybu pfi
nastavenianalyzy nebo pfitomnostinhibitoru. Zfedéni alikvotu mdze snizit vliv inhibitor(;

je vSak tfeba vést v patrnosti, Ze by do$lo i ke zfredéni DNA.
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Zredény alikvot

Alikvot vyZaduje
zfedéni

Je hodnota
kontrolni analyzy

Hodnota kontroly

Je hodnota

FAM C;v rozsahu
23,70-31,102

alikvotu FAM Cy

Hodnoty HEX Cr
analyz mutaci
v alikvotu

Jsou néjaké
hodnoty mutace
HEX Cr < 29,857

NE

Spadé kazda
hodnota FAM C;
mutace do rozsahu
00,00-40,002

Hodnoty FAM C;
mutaci v alikvotu

ANO

Amplifikace FAM je
u zkumavky pozitivni

i

Vypotitejte hodnoty AC;
pro kazdou mutaci
ACr = mutace C; — kontrolni Cr

Srovnejte hodnotu ACr se
stanovenym rozsahem AC; pro
danou analyzu

Spadd néktera
hodnota ACr do
stanoveného rozsahu
AC; pro danou
analyzu?

Byla detekovana mutace
EGFR pro analyzu mutaci

Obréazek 15. Vyvojovy diagramanalyzy dat mutaci.

FAM C; < 23,70?

NE

Je hodnota
FAM C; > 31,107

Neplatny alikvot

Alikvot nesmi
obsahovat
amplifikovatelnou
DNA nebo miize
obsahovat inhibitor,

Hodnoty HEX Cy
analyz mutaci
v alikvotu

Je hodnota interni

kontroly mutace
HEX C; v rozsahu
29,85-35,84?

Analyza neplatna

Mutace nebyla detekovana
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Hodnota FAM Cr analyz mutace alikvotu

Hodnoty FAM vs$ech tfi reakénich smési mutaci je tfeba zkontrolovat s vyuzitim hodnot

uvedenych v tabulce 8.

Nasledujicim postupem vypocgitejte hodnotu ACt jednotlivych alikvotl s mutacemi, které
indikuji kladnou hodnotu amplifikace; zajistéte, aby hodnoty mutace a kontrolni hodnoty

Ct pochézely ze stejného alikvotu.

ACt = Ct mutace — Ctkontroly

Porovnejte hodnotu ACr alikvotu s hrani€ni hodnotou pro zkoumanou analyzu (tabulka 8)

a zkontrolujte, Ze se pro kazdou analyzu pouzivaspravnahranic¢ni hodnota.

Tabulka 8. Mezni hodnoty mutacni analyzy

Analyza mutaci Hraniénihodnoty ACy
T790M <7,40
Delece <8,00
L858R <8,90

Hrani¢ni hodnota je bod, nad kterym mize dochazet k pozitivnimu signalu v dusledku
signalupozadiprimeru ARMS naDNA ,divokého* typu. Je-li hodnota ACt alikvotu vySSinez
hrani¢ni hodnota, vyhodnoti se jako ,mutation not detected” (mutace nedetekovana) nebo
lezici pod limity detekce soupravy. Pokud je hodnotaalikvotu niz8inez hrani¢nihodnota, je

alikvotpovazovéan zapozitivnizhlediska mutace detekované touto analyzou.

Poznamka: Pro alikvoty nevykazujici Zzadnou FAM mutaci Ct je vyZadovano posouzeni
internikontroly (HEX) Ct pro ur€eni,zda nejsou mutace zjistény nebo je analyza neplatna.
Pokud je hodnota HEX Ct mezi 29,85 a 35,84, Zzddna mutace neni detekovana. Pokud je

hodnota HEX Ct mimo tento rozsah, je alikvotneplatny.
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Souhrnné, pro vSechny alikvoty musi byt na zakladé nasledujicich kritérii kazda reakce

mutace vyhodnocenajako Mutace detekovana, Mutace nedetekovanaanebo Neplatné.

® Mutace detekovana: Pozitivni amplifikace FAM ahodnota ACt odpovidaji hraniéni
hodnoté nebo jsounizsi. Pokud je Zjisténo vice mutaci, mohou byt vykazany viechny.
® Mutace nedetekovana:
O Poztivniamplifikace FAMahodnota ACtje vy88inezZhrani¢nihodnotaa HEX (interni
kontrola) je v rozsahu 29,85-35,84.
O Amplifikace FAM je negativnia HEX (internikontrola) je v rozsahu 29,85-35,84.

® Neplatné: Amplifikace FAM je negativniaamplifikace HEX je mimo specifikace.
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Navod na feSeni potizi

Uvedenénavody mohoupomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi pracise systémem.

Dal$i informace muzete najittaké mezi ¢astymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)

na strankach naSeho centra technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Védci z technické podpory spolecnosti QIAGEN vzdy radi zodpovi vasSe otazky ohledné

udaji a protokolll vtéto pfiruc¢ce i obecné k technologiim pro pFipravu alikvotd a jejich

analyzy (moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte webové stranky

www.giagen.com).

Komentare a navrhy

Z&dny signal s EGFR pozitivnikontrolou (Positive Control, PC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Green

a)

b)

c)

d)

e)

Vybrany fluorescenéni kanal pro
analyzu dat PCR neodpovida
protokolu.

Nespravné naprogramovani
teplotniho profilu pfistroje Rotor
Gene Q MDx 5plex HRM

Nespravna konfigurace PCR

Podminky skladovani jednoho
nebo vice komponent( soupravy
neodpovidaji pfedpistim
uvedenym v kapitole ,Skladovani
¢inidel a manipulace s nimi*
(strana 13).

Souprava therascreen EGFR
Plasma RGQ PCRKit pfekrocila
datum exspirace.

Pro analyzu dat vyberte fluorescenéni kanal Cycling Green pro
analytické EGFR PCR a fluorescenénikanal Cycling Yellow pro
interni kontroly PCR.

Porovnejte teplotni profil s protokolem; je-li nespravny, potom dany
cyklus zopakujte.
Zkontrolujte své pracovni kroky podle schématu pipetovani, pfipadné

PCR zopakujte.

Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz Stitek sady)
¢inidel a pfipadné pouZijte novou soupravu.

Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz Stitek sady)
¢inidel a pfipadné pouZijte novou soupravu.

Signéaly s negativnimi kontrolami ve fluorescenénim kanalu Cycling Green analytického PCR

Béhem pfipravy PCR doslo
ke kontaminaci.

Zopakujte PCR's novymi €inidly.

Uzavfiete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vioZeni
zkoumaného alikvotu.

Zkontroluijte, zda jsou pristroje a pracovisté pravideiné dekontaminovany.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni jakosti spole¢nosti QIAGEN, certifikovanym podle ISO,
je kazda vyrobni Sarze souprav therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit testovana podle

pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajiSt€éna konzistentnikvalita prod uktu.
Omezeni

Vysledky ziskané pomoci produktu musi byt interpretovany v kontextu vSech relevantich

klinickych alaboratornich nalez(ia nejsou uréeny k pouZziti samostatné jen pro diagnostiku.

Produkt je uréen k pouziti personalem specialné instruovanym avySkolenym v postupech

diagnostikyin-vitro pomoci pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Analytické validaéni studie zahrnovaly lidskou DNA extrahovanou ze vzorkd plazmy.

Produktje uréen k pouzitipouze s cyklerem pro real-time pfistroje PCR Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.

Pro ziskavani optimalnich vysledku je nutné pfisné dodrzovat pokyny uvedené v pfirucce
k soupraveé therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Jiné fedéni ¢inidel nez to, které je popsano

v této pfiru¢ce, se nedoporucuje a miize mit za nasledek zhorseni kvality provedeni testu.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkdm skladovéani
vytisténym na obalu a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte souéasti s proSlym datem

exspirace ani nespravné skladované soucasti.

Primery v reakénismési pro delece EGFR byly navrzeny tak, aby cilily navice deleciexonu
19, pokryvajici nukleotidy 55174772 az 55174795 (GRCh38chr7),rozsah 23 bp.
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Prestoze byla analyza deleci exonu 19 analyticky validovana a bylo prokéazano, Ze detekuje
specifické delece v ramci exonu 19 (viz tabulka 13 této pfiru¢ky), mize v8ak reakéni smés
pro delece amplifikovat dal§i mutace (v€etné&, mimo jiné, dalSich deleci exonu 19, inzerci

exonu 19 a mutace L747P).

Pokud jsou takové dodate€né mutace pfitomny, povedou u daného pacientského alikvotu

k vysledku ,Deletions Detected” (Detekovany delece).

Kromé toho je mozné pomocireakénismeési L858R detekovat mutaci L858Q. Pokud je tedy
v pacientském alikvotu pfitomna, mize mutace L858Q vést k vysledku ,L858R Mutation
Detected” (Detekovana mutace L858R).
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Charakteristika funkCnich vlastnosti

Analyticka citlivost — mez slepého vzorku (Limit of Blank,LOB)

K vyhodnoceni u€innostisoupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kitbez pfitomnost
templatu a aby se zajistilo, Ze slepy alikvot nebo alikvot s DNA divokého typu nevytvafi
analyticky signal, ktery mize ukazovat na nizkou koncentraci mutace, bylo vyhodnoceno
59 rlGznych alikvott plazmy NSCLC EGFR s DNA divokéhotypu. Kritéria pfijatelnosti studie
(nejméné 95 % alikvotl divokéhotypumusi mit hodnotu ACt vy$Sinez ptisluSnou hraniéni

hodnotu) bylasplnéna.

Limit detekce (Limit of Detection, LOD)

LOD je minimalni procentni podil mutantni DNA, ktery Ize detekovat na pozadi DNA
divokéhotypu, kdy se pficelkové amplifikovatelné DNA (v rdmci vstupniho rozsahu) doséhlo
spravného stanoveni mutace u 95 % vSech alikvotl pozitivnich na mutaci (C95). Uvedeny
vstupni pracovni rozsah DNA pro analyzu je definovan pfedem stanovenym rozsahem
hodnot Ctkontroly 23,70 az 31,10.

LOD byl stanoven pfi nizkych vstupnich hladinach DNA (Ct kontroly pfiblizné 30,10)
s pouZitim DNA odvozené z tkané FFPE pro soupravu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
LOD byl stanoven s pouzitim klinickych vzork( FFPE i bunéc¢né linie FFPE pfi nizkych
vstupnich hladinach DNA pro tyto mutace EGFR.

Hodnoty LOD stanovené pomocitkané FFPE byly ovéfeny pro soupravu therascreen EGFR

plasmaRGQ PCR Kit s DNA odvozenou ze vzorkd plazmy zamérné pozitivnich na mutaci.

Konec&nélimity LOD, uvedenév tabule 9 na dalSistrance, oznacuji procento mutace, které

poskytlo 95% predikovanou pravdépodobnostspravné detekce pro kazdou mutaci.
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Tabulka9. LOD pro kazdé stanovenianalyzy mutaci EGFR

Exon Mutace COSMIC ID* % LOD
20 T790M 6240 17,5*
6223 6,4%
13551 4,24*
12728 2,431
12419 16,87"
12422 3,24"
6218 9,83"
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Delece 12678 10,40"
12367 4,39"
12384 7,541
6225 6,5%
6220 2,7+
6255 0,81*
12382 1,45*
12383 4,58*
12387 4,91"
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

* LOD stanoveniovérené v plazmé jako soucasti potvrzovaci studie LOD soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ

T Tyto mutace nebyly potvrzeny v plazmé.

PCR Kit.
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Analyticka citlivost — hrani¢ni hodnoty ACt

Pristup nabazi rizika byl pfijats ohledem namiru fale$né pozitivnich vysledk pfi stanoveni
hrani¢nich hodnot analyzy aodhadované hodnoty LOB byly pouzity jako jedna soucast pfi
tvorbé hrani¢nich hodnot. Pfislu§né hraniéni hodnoty ACt pro kazdou analyzu mutace

v soupravétherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit jsouuvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10. Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit — hraniéni hodnoty ACr

Analyza mutaci Hraniénihodnoty ACr
T790M <7,40
Delece <8,00
L858R <8,90

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Opakovatelnost a reprodukovatelnost byly posouzeny testovanim hladiny mutace pfi
3 x LOD napozadigenomové DNA divokého typunatfech pracovistichpomocivice Sarzi
souprav, obsluh a béhem nékolika dni se dvéma replikacemi kazdého alikvotu. U vSech
3 analyz mutace bylo 100 % alikvot s mutantni DNA testovano jako pozitivni na mutaci.
Testované alikvoty divokého typu byly s negativnireakcinamutace ve vSech analyzach na

vSech pracovistich.

Vliv vstupni hladiny DNA na hodnoty Cr

Vstupni hladina DNA je definovana jako celkové mnozstvi amplifikovatelné DNA EGFR v alikiovu
dle stanoveni zhodnot Cr zkontrolni reakce. K prokazani, ze je u€innost soupravy
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit konzistentni v celém rozsahu Ct kontrolni reakce
(23,70-31,10), byly uvSech 3analyz mutaci EGFR provedeny testy oproti sérii Sestifedéni
vpomeéru 1: 3 (DNA extrahovana zbunéénych linii FFPE). Cilova hodnota Ct pro fedénijedna
byla pro kazdou mutaci pfiblizné24,70. Posledni fedéni, které poskytlo hodnotu

Cr pfiblizné 32—-33, bylo mimo rozsah Ct kontrolnireakce.
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Celkové byly hodnoty ACt zméfené pfi rdznych celkovych vstupnich hladinach DNA

konzistentniv celém pracovnim rozsahu soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
Interferujici latky

Endogenni interferujici latky

Potencialnéinterferujicilatky byly pfidanydo vzork( plazmy zamérné pozitivnich na mutaci
pfi 3 x LOD. Alikvoty poté byly testovany pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Alikvoty obsahujici potencialn&interferujicilatky byly porovnany se vzorky plazmy
zamérné pozitivnina mutaci pfi 3 x LOD bez obsahuinterferujicich latek. Kazd 4 interferujici

latka byla otestovanave 4 replikatech.

Rozdil > 2 x smérodatné odchylky (Standard Deviation, SD) (pfevzato ze studie pfesnost)
mezi ,testem” a kontrolou” ACt (tj. bez interferujicilatky) byl povazovan za indikaci momé

interference. U téchto latek je uveden pozorovany rozdilv ACr.

Koncentrace testu uvedené v tabulce 11 byly zvoleny na zakladé pokynl uvedenych
v pokynech CLSI EP07-A2 a pfedstavuji maximalni o¢ekavané koncentrace v klinickém
alikvotu.

Poznamka: Tyto endogenni slozky byly pfidany do vzorkl plazmy zamérné pozitivnich na
mutaci, které zahrnovaly plazmu od zdravych darcu. Tyto endogenni slozky by proto byly
pfirozenou soucasti alikvot pfi neznamé koncentraci pfed pfidanim. Kone¢na koncentrace
kazdé testované potencidlni endogenniinterferujici latky by byla pravdépodobné vyssinez

koncentrace testu.
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Tabulka 11. Potencialné interferujici endogenni latky

Potencidlni interferujici latka (Interfering Substance, IS) Koncentrace testu

Nekonjugovany bilirubin 150 mg/dl
Hemoglobin (lidsky) 0,2 g/dl
Triglyceridy 3g/dl

Analyza T790M

Ukazalo se, Ze nasledujici endogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji
vliv>2 x SD (0,40 ACt) na u€innostanalyzy T790M:

® Triglyceridy,rozdil 1,37 ACt

Analyza deleci

Uké&zalo se, Ze nasledujici endogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji

vliv>2 x SD (0,71 ACt)na u€innostanalyzy deleci:

® Hemoglobin,rozdil 0,80 ACt

Analyza L858R

Ukazalo se, Ze nasledujici endogenni sloZky v koncentracich uvedenych v tabulce 11 maji
vliv>2 x SD (0,56 ACt)na G€innostanalyzy L858R:

® Bilirubin,rozdil 1,13 ACt
® Triglyceridy,rozdil1,53 ACt
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Exogenni interferujici latky

Potencialnéinterferujicilatky byly pfidanydo vzork( plazmy zamérné pozitivnich na mutaci
pfi 3 x LOD. Alikvoty poté byly testovany pomoci soupravy therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Alikvoty obsahujici potencidlnéinterferujicilatky byly porovnany se vzorky plazmy
zamérné poztivnina mutaci pfi 3 x LOD bez obsahu interferujicich latek. Kazd 4 interferujici

latka byla otestovanave 4 replikatech.

Rozdil >2 xsmérodatné odchylky (pfevzato ze studie pfesnosti) mezi ACt ,testu” a
ACt kontroly” (tj. bez interferujici latky) byl povazovan za indikaci mozné interference.

U téchto latek je uveden pozorovany rozdil v ACr.

Koncentrace testu uvedené v tabulce 12 byly zvoleny na zakladé pokynU uvedenych

ve smérnici CLSI EP07-A2 a ve vSech pfipadech piekracujiléCebné koncentrace.

Tabulka 12. Potencialné interferujici endogennilatky

Potencidlni interferujici 1atka (Interfering Substance, IS) Koncentrace testu (ug/ml)
Citalopram hydrobromid 0,75

Paroxetin hydrochlorid hemihydrat 1,14

Sertralin hydrochlorid 0,67

Fluoxetin hydrochlorid 3,87

Acetaminofen 200,7

K2 EDTA 3600

Analyza T790M

Ukazalo se, Ze nésledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji
vliv>2 x SD (0,40 ACT) na vykon analyzy T790M:

e Citalopramhydrobromid, rozdil 0,52 ACt
® Sertralin hydrochlorid, rozdil 0,47 ACt
® Fluoxetin hydrochlorid, rozdil 0,48 ACt
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Analyza deleci

Ukazalo se, Ze nésledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji

vliv>2 x SD (0,71 ACt)na G€innostanalyzy deleci:

® Fluoxetin, rozdil 0,73 ACt

Analyza L858R

Ukazalo se, Ze nasledujici exogenni slozky v koncentracich uvedenych v tabulce 12 maji
vliv>2 x SD (0,56 ACT) na vykon analyzy L858R:

Citalopram hydrobromid, rozdil 0,72 ACt

Paroxetin hydrochlorid hemihydréat, rozdil 0,92 ACt
Sertralin hydrochlorid, rozdil 0,82 ACt

Fluoxetin hydrochlorid, rozdil 0,98 ACt
Acetaminofen, rozdil 0,81 ACt

K2 EDTA, rozdil 0,57 ACt
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Klinicka ucinnost

Klinické hodnoceni NCT01203917 byla oteviena, jednoramennastudie faze IV k posouzeni
ucinnosti a bezpe€nosti/snasenlivosti pfipravku gefitinibu prvni linie 1é¢by u béloSské

populace pacienttis NSCLC stadia IIIA/B/IV pozitivnim namutaci EGFR.

Zpusobilost pacientl pro zatazeni do klinického hodnoceni NCT01203917 byla stanovena
pfitomnosti senzitizujicich mutaci EGFR. Stav mutace EGFR u pacientd s NSCLC byl
vyhodnocen s pouZitim testu klinického hodnoceni (Clinical Trial Assay, CTA), s DNA
z odpovidajicich vzork( tkané aplazmy. Tato studie zahrnovala pfedem planovany
vyzkumny cil pro biomarkery za u€elem stanoveni, zda by vzorky plazmy mohly byt vzaty
v Gvahu pro analyzu mutace, pokud nejsou k dispozici alikvoty tkané. Vysledky ukazaly
vysokoumiru shody mezi odpovidajicimi vzorky tkané a plazmy pfi koncentraci 94,3 %, se
specificitou analyzy 99,8 % a citlivosti 65,7 %.

Zpétnétestovanivzorkd plazmy od pacientd, ktefi prosli screeningem klinického hodnoceni
NCTO01203917, bylo provedeno pomocisoupravytherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
Paralelnistudie byla provedena za u¢elem vyhodnoceni shody soupravytherascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit s CTA pouZité kvybéru pacientd pro klinické hodnoceni
NCTO01203917. Byla prokdzanarovnocennost mezi CTA a soupravou therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit.
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Pro technickou podporu avice informaci navstivte centrum technické podpory na
internetové adrese www.giagen.com/Support, volejte na ¢&islo 00800-22-44-6000,
kontaktujte jedno ztechnickych servisnich oddéleni spole€¢nosti QIAGEN nebo nase mistni

distributory (vizposledni strdnka obalu nebo navstivte webové stranky www.qiagen.com).
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Symboly

Na obalua znagenise mohouobjevitnasledujici symboly:

Symbol Definice symbolu

Obsahuje dostatek ¢inidel pro <N> reakci
N>

PouZijte do

"4

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in-vitro
Katalogové ¢islo
LO Cislo $arze

Cislo materialu

0 —
EEELELE
:

Soucasti
CONT Obsahuje
Cislo
GTIN Globalni gislo obchodni polozky

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouZiti

Upozornéni

9@&“?'@

5

o

Prirucka k soupravé therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit 10/2019



Priloha A: Podrobné informace o mutacich

Tabulka 13 uvadi kody mutaci (COSMIC ID) pfevzaté z katalogu somatickych mutaci
pfinadorovych onemocnénich (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer,

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

Tabulka 13. Pfehled mutaci a katalogu COSMIC ID

Mutace Exon Zména baze COSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249dell5 6223
2235_2252>AAT (komplexni) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251dell5 12678
2237_2254dell18 12367
2237_2255>T (komplexni) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (komplexni) 12422
Delece 19 2238_2252>GCA (komplexni) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253dell5 6254
2239_2256del18 6255
2239_2248TTAAGAGAAG>C (komplexni) 12382
2239_2258>CA (komplexni) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (komplexni) 12383
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Informace pro objednani

Produkt Obsah Kat. €.

Souprava therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit — pro detekci

mutaciv genu EGFR

therascreen EGFR Pro 24 reakci: 1 kontrolnianalyza, 3analyz 870311
Plasma RGQ PCR Kit mutaci, pozitivnikontrola, Taqg DNA polymeraza
(24)

Pristroj Rotor-Gene Q MDx a pfisluSenstvi

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro real-time PCR a analyzator Melt 9002033
5plex HRM System s vysokymrozliSenims 5 kandly (zelenym,
Zlutym, oranzovym, ¢ervenym, karminovym)
plus HRM kanalem, pfenosny pocita¢, software,
pfFisluSenstvi, ro¢ni zarukana vSechny ¢asti
a provedeni;instalace aSkoleninejsou

zahrnuty
Rotor-Gene Q MDx Cykler pro real-time PCR a analyzator Melt 9002032
5plex HRM Platform s vysokymrozliSenims 5 kanaly (zelenym,

Zlutym, oranzovym, €ervenym, karminovym)
plus HRM kanalem, pfenosny pocita¢, software,
pfisluSenstvi, ro€ni zarukana v8echny €asti

a provedeni;instalace aSkoleni

Loading Block 72 x Hlinikovy blok k ruéni pFipraveé reakce pomoci 9018901
0.1 ml Tubes jednokanélové pipety ve zkumavkach

72 x0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 striptpo 4 zkumavkéach s uzavéry, pro 981103
0.1 ml (250) 1 000 reakci
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 striplipo 4 zkumavkach a vickana 981106
0.1 ml (2500) 10 000 reakci
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Produkt Obsah Kat. €.

Souvisejici vyrobky

QIlAamp Circulating Na 50 pfiprav: Minikoliny QlAamp Mini, 55114
Nucleic Acid Kit prodluzovace zkumavek (20 ml), QIAGEN

Proteinase K, Carrier RNA, pufry,

VacConnectors aodbérové zkumavky

Collection Tubes (1,5ml a 2 ml)

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiru¢ce pro soupravu QIAGEN nebo uzivatelské ptiru¢ce. Pfiru¢ky k soupravam QIAGEN
a uzivatelské pfirucky jsou k dispozicina strankachwww.giagen.com nebo si je Ize vyzadat

od technickych sluzeb spole€nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Dokument

Zmény

R2, duben 2018

R3, leden 2019

R4, Fijen 2019

Aktualizace na znacku Sample to Insight

Objasnéni nastaveni ateploty pfi skladovani v dokumentu ,Skladovani cinidel
a manipulace s nimi“ a tabulce 1.

Obrazek 15: Pole ,Je hodnota FAM Ct < 31,10?“ zménéno na ,Je hodnota FAM Ct
> 31,10?" adrobné Gpravy v textu.

Cast ,Uginek vstupni koncentrace DNA® byla odstranéna a nahrazena novou &asti ,U éinek
vstupni hladiny DNA na hodnoty ACr*

Tabulka 11: Oprava testované koncentrace hemoglobinu (lidského) z2 g/dl na 0,2 g/dlI.
Drobné zmény textu v celém dokumentu.

Doplnéni autorizovaného zastupce (titulni strana). Aktualizace ¢asti ,Symboly*.

Zména u zakonného vyrobce (titulni strana)

Prizpisobeninazvu pfistroje z Rotor-Gene Q MDx ha Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tak,
aby odpovidal nazvu na Stitku nastroje.

Opravené pokyny pro skladovani ¢inidel od 90 dnti do 12 mésictinebo do data exspirace.

Cast Omezeni aktualizovana a doplnéna informacemi o analyze deleci exonu 19 a analjze
L858R.

Revidované tabulka 9, aby se nahradil duplikovany exon21 L858R za delece exonu 19.
Z titulni stranky a ¢asti Symboly odstranénsymbol EC + REP.
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o] a licenéni pro p th 1 EGFR Plasma RGQ PCR Kit

1 Pouzivanim tohoto produktu vyjadiuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

2. Tento vyrobek se miZze pouZivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfirudkou a pro pouziti pouze s komponenty dodanymi
v sadé. Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaClenéni soucasti, které jsou obsazeny v této sadé, spolecné
s kterymikoliv soucéastmi, které nejsou v této sadé obsaZeny, s vyjimkou pfipadl popsanych v této pfiruce adalSich protokolech dostupnych na strankéch
www.qgiagen.com. Nékteré z téchto doplfijicich protokold byly poskytnuty uZivateldm vyrobkd spole¢nosti QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobki QIAGEN. Tyto
protokoly nebyly spole¢nosti QIAGEN dikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezaruéuje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji
préva tfetich stran.

3. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Z&dnou jinou zéruku neZ vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti nenaruSuje prava
tretich stran.

4. Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouziti a nesmi se pouZivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.

5. Spole¢nost  QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalSi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjmkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

6. Kupujici a uzivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Z&dné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakézané cinnosti, pfipadné ji usnadnily. Spolecnost QIAGEN miZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, abude
vyzadovat kompenzaci za veskeré ndklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkii za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho

sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prév k duSevnimu viastnictvi v souvislosti se sadou a/nebo jejimi sou¢astmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.qiagen.com.

Ochranné znamky: QIAGENE®, Sample to Insight®, QlAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.);
IRESSA® (AstraZeneca Group). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ takto nejsou konkrétné oznaCeny, nesméji byt
povazovany za nechranéné zakonem.

1119189 10-2019 HB-1898-005 © 2019 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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