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Toto je neautorizovany pracovni preklad anglického origindlu ndvodu k pouziti (IFU) do estiny, vyhotoveny pro interni referencni Gcely. Rozhodujici je vzdy anglicky origindlni dokument
vyrobce; pred pouzitim produktu si jej prosim ovérte.

Pouze pro diagnostiku in vitro

C€ | Made In India @ www.genes2me.com




‘G2M

c. Obsah Cislo strany
1. Ugel pouziti 3
2. Princip testu 3
3. Souhrn 3
4 Pfistroje kompatibilni se soupravou 4
5. Dodévany materidl 4
6. Materiél potfebny, ale nedodéavany 5
7. Pokyny pro uchovavani a stabilitu 5
8. Postup testu 5
9. Nastaveni pfistroje pro real-time PCR 7
10. Interpretace vysledki testu 8
12. Varovani a bezpe¢nostni opatfeni 10
13. Omezeni 10

EN-IFU/610020-1, Rev.00, Dt.30-03-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com 2212



G2M

Ucel pouziti
EML4-ALK Real-Time PCR Kit (Lung Fusion Panel) je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, ur¢eny ke kvalitativni
detekci fuzniho genu EML4-ALK a fizniho genu a transkriptu ROS1 v klinickych vzorcich.

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

EML4-ALK RT-PCR Kit je navrZena jako diagnosticky produkt vyuzivajici technologii real-time PCR k detekci cilovych sekvenci spojenych se
12 flznimi mutacemi flzniho genu EML4-ALK a 14 fiznimi mutacemi genu ROS1, spolu s genem interni kontroly (RNaseP). Specifické
sondy jsou oznaceny fluoroforem FAM pro detekci flznich mutaci EML4-ALK a ROS1 a fluoroforem VIC (HEX) pro interni kontrolu. Tato
souprava obsahuje Sest reakcnich pufrli (reaction buffer) takto: ALK Reaction Buffer-1: obsahuje smési primerli a sond pro detekci fiznich
mutaci EML4-ALK 1, 2, 3a, 3b, 4, 6 a 7. ALK Reaction Buffer-2: obsahuje smési primerl a sond pro detekci fiznich mutaci 5a, 5b, 5', 8a a 8h.
ROS1 Reaction Buffer-1/2/3 a 4: obsahuji primery a sondy pro detekci konkrétnich fiznich mutaci ROS1. Podrobné informace o konkrétnich
flznich mutacich cilenych kazdym reaction buffer naleznete v Tabulce 2. Test se provadi na RNA extrahované z lidskych vzorkd.
Fluorescence emitovana fluorofory FAM a VIC (HEX) je detekovana a méfena v redlném Case, coz umoznuje identifikaci pfitomnosti cilovych
faznich mutaci a genu interni kontroly a zaji$tuje presnost a spolehlivost vysledkil testu.

Souhrn

Rakovina plic je celosvétové nejcastéjsim malignim nadorem, pficemz 80-85 % pfipadi predstavuje nemalobunécny karcinom plic (NSCLC).
Genova flze echinoderm microtubule-associated protein-like 4 (EML4) a anaplastické lymfomové kindzy (ALK) je novym cilem u NSCLC;
geny EML4 a ALK se nachazeji na pasech P21 a P23 chromozomu 2 a jsou od sebe vzdaleny pfiblizné 12,7 milionu bazi. Bylo zjiSténo
nejméné 20 flznich variant, z nichz 12 flznich mutantl uvedenych v Tabulce 1 je béznych, pficemz mutant 1 (E13; A20) je nejcastéjsi,
nasledovan mutanty 3a a 3b (E6; A20), které tvofi priblizné 33 % a 29 % pacientl s NSCLC s flznim genem EML4-ALK. Inhibitory ALK, jejichz
zastupcem je Krizotinib, jsou nizkomolekularni cilené Iéky vyvinuté pro flzni mutace genu ALK. Inhibici aktivity oblasti tyrozinkindzy ALK a
blokovanim jejich downstream abnormalnich signélnich drah potlacuji rist nadorovych bunék a dosahuji tak cilené terapie nadord. Detekce
flzni mutace EML4-ALK je proto predpokladem a zakladem pro fizeni uZivani Iéku Krizotinib. Tato testovaci souprava se pouziva k fizeni
podavani inhibitord ALK a poskytuje podklad pro personalizovanou medicinu u pacientl s nemalobunécnym karcinomem plic. ROS1 je
transmembranova tyrozinkinaza z rodiny receptori inzulinu. Fizni gen ROS1 byl potvrzen jako dalsi dilezity fidici gen nemalobunécného
karcinomu plic. Jako zastupce nového unikdtniho molekuldrniho subtypu se vyskyt fizniho genu ROS1 u NSCLC pohybuje pfiblizné od 1 %
do 2 %; ROS1 podléha genové rearanzaci zejména v exonech 32, 34, 35 a 36. Po fizi s geny jako CD74, EZR, SLC34A2 a SDC4 dale aktivuje
oblast tyrozinkinazy ROS1. Tato souprava se pouziva ke kvalitativni detekci 12 typ mutaci fizniho genu EML4-ALK ve vzorcich lidskych
pacientl s nemalobunécnym karcinomem plic in vitro a 14 typ mutaci fizniho genu ROS1 v lidskych vzorcich nemalobunééného karcinomu
plic. Vysledky testu slouzi pouze pro klinickou referenci a nesmi byt pouzity jako jediny podklad pro individualizovanou léchu pacientd.

Tabulka 1a.

Obecny nazev  EML4 Splice Exon ALK Splice Exon  Cosmic ID  Obecny nazev  EML4 Splice Exon ALK Splice Exon  Cosmic ID

Variant 1 13 20 463 Variant 5b 2 20 480
Variant 2 20 20 465 Variant 5' 18 20 488
Variant 3a 6 20 474 Variant 6 13 20 1063
Variant 3b 6 20 493 Variant 7 14 20 1065
Variant 4 14 20 491 Variant 8a 17 20

Variant 5a 2 20 480 Variant 8b 17 20
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Tabulka 1b.
S/N Splice Gene Splice Exony ROS1 Splice Exony Cosmic ID
1 SLC34A2 Exon13 Exon32 COSF1260
2 SLC34A2 Exond Exon32 COSF1197
3 SDC4 Exon4 Exon32 COSF1279
4 SDC4 Exon2 Exon32 COSF1266
5 CD74 Exon6 Exon34 COSF1203
6 CD74 Exon6 Exon34 COSF1201
7 EZR Exon10 Exon34 COSF1268
8 SDC4 Exon4 Exon34 COSF1280
9 SLC34A2 Exon4 Exon34 COSF1198
10 SLC34A2 Exon13 Exon35 COSF1261
1 GOPC Exon8 Exon35 COSF1251
12 LRIG3 Exon16 Exon35 COSF1270
13 TPM3 Exon8 Exon36 COSF1274
14 GOPC Exon4 Exon36 COSF1295

Dodavany material
Tabulka 2. (Pro 25 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610020-1)
ALK Reaction Buffer 1 G2MA3-1631-2 1X 625l
ALK Reaction Buffer 2 G2MA3-1632-2 1X625pl
ALK Positive Control G2MA3-1634-2 1 X500 pl
ROS1 Reaction Buffer 1 G2MA3-1635-2 1X625pl
ROS1 Reaction Buffer 2 G2MA3-1636-2 1X625pl
ROS1 Reaction Buffer 3 G2MA3-1637-2 1X 625l
ROS1 Reaction Buffer 4 G2MA3-1638-2 1X 625l
ROS1 Positive Control G2MA3-1640-2 1 X500 pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-4 1 X500 pl

Pristroje kompatibilni se soupravou

A\ Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovény, kontrolovany a udrzovany podle pokynt a doporuceni vyrobce.
m QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

m CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

m LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

m RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)
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Material potrebny, ale nedodavany

m MagNXT FFPE DNA/RNA extraction kit (G2MBR4-0898, G2MBR4-0899) nebo SpiNXT FFPE DNA/RNA Extraction Kit (G2MBR4-
0798, G2MBR4-0799), Genes 2Me Private Limited, nebo QlAamp RNA FFPE Extraction kit (Qiagen), nebo Paraffin-embedded
Tissue RNA Rapid Extraction Kit (Qiagen)

m Stolni mikrocentrifuga

m Vortexer

= Mikropipety (nastavitelné)

m Jednorazové $picky s bariérovym filtrem
= Jednorazové bezpudrové rukavice

m Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

= Souprava ma dobu pouZitelnosti 12 mésict od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na
krabici soupravy a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévana podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovany a uchovavany pfi teploté -30 °C az -10 °C.

m Provadéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovani uchovavejte ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az
8 °C).

m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

& Chrafite pied pfimym slune¢nim zafenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Vzorky patologické tkdné nebo fezu zalité do parafinu. Odebrana ¢ast by méla byt pokud mozno ze stfedu parafinového bloku,
pocet parafinovych fezli by nemél byt mensi nez 3 a tloustka by méla byt 5-10 pm.

m Zabrafte kontaminaci b&hem odbéru, uchovavani a prepravy vzorku.

Priprava vzorku

m Extrakce specifické RNA by méla probihat podle doporucenych pokyni uvedenych v pfibalovém letdku soupravy.

m Za (Celem zabranéni kontaminaci extrahujte vzorky a uchovavejte je oddélene od vSech ostatnich Cinidel.

m Optimalni rozsah koncentrace vzorku RNA detekovaného touto soupravou je nasledujici: u vzorki zalitych do parafinu je

optimalni rozsah koncentrace 20 ng/pl-1 pg/pl. Pokud koncentrace pfekrocCi 20 ng/ul, mél by byt vzorek nafedén vodou
RNase/DNase Free Water na 20 ng/pl-1 pg/pl. Redici poméry jsou uvedeny v tabulce 3 niZe.

Tabulka 3.
21-40 ng/pl 1:1
41-60 ng/pl 1:2
61-100 ng/pl 1:4
101-200 ng/pl 1:9
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Tabulka 4a.
Komponenty Zkumavka 1 Zkumavka 2
ALK Reaction Buffer 1 25yl °
ALK Reaction Buffer 2 - 25 pl
Vzorek RNA 05 pl 05 pl
Konecny objem 30 ul 30 pl

Tabulka 4b.
Komponenty Zkumavka 3 Zkumavka 4 Zkumavka 5 Zkumavka 6
ROS1 Reaction Buffer 1 25 pl -
ROS1 Reaction Buffer 2 - 25l
ROS1 Reaction Buffer 3 - - 25l
ROS1 Reaction Buffer 4 = ° = 25l
Vzorek RNA 05yl 05 pl 05yl 05 pl
Konecny objem 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl
Priprava Cinidel
m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu 2 °C az 8 °C a pfed pouZitim kratce vortexujte po
dobu 20 sekund.

Priprava reakéni smési
m Pripravte reakcni smés podle nasledujici tabulky v oblasti pro pfipravu ¢inidel (Tabulka 4a a Tabulka 4b).
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A\ Pripravte zkumavku s qPCR reakci na ledu a rychle prejdéte k amplifikanimu kroku. Prodlouzena inkubace reaktni smési,
zejména pii pokojové teploté, ovliviiuje citlivost testu. Zkumavky pred vlozenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je treba
zabranit vzniku bublin v reakéni smési, protoze interferuji s detekci fluorescence.

m Pro No Template Control (NTC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vySe, pficemz vzorek RNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro reakci Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vySe, pficemz vzorek RNA nahradite cilové
specifickym Positive Control Template ve zkumavce.

Poznamka: Koncentrace extrahované RNA by méla byt v rozsahu 20 ng/pl-1 mg/pl podle pfistroje Nanodrop.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pfed nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.
= NiZe je uveden pfiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96.

Nastaveni PCR pfistroje

m Vlozte zkumavku/desti¢ku s PCR reakei do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v
poradi do 8zkumavkového stripu.

Nastaveni kanalii fluorescence

m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kanalu detekce fluorescence (Tabulka 5).

Tabulka 5.
Cil Reportér Zhasec
EML4-ALK mutant 1\2\3a\3b\4\6\7 FAM Z&dny
EML4-ALK mutant 5a\5b\5'\8a\8b FAM Z&dny
ROS-1 (Exon-32) FAM Zadny

ROS-1 (Exon-34) FAM Z4dny
ROS-1 (Exon-35) FAM Z&dny
ROS-1 (Exon-36) FAM Zadny

Interni kontrola HEX Z&dny
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m Definujte nasledujici nastaveni teplotniho profilu a PCR cyklG. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 6).
Tabulka 6.

Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 37 30:00

95 10:00
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40 95 00:15

65 00:20

72 01:00

95 00:15

60* 00:35

*Data amplifikace jsou shirana pfi 60 °C po dobu 40 cykli pro pfislusné cilové kanaly - HEX a FAM.

m Po nastaveni vySe uvedenych podminek uloZte soubor a spustte program reakce.

Kontrola kvality

m No Template Control (NTC): V kanalech FAM a HEX pro Reaction Buffer 1, 2, 3 a 4 ROS-1 nejsou zadné hodnoty Ct. Obdobné u EML4-ALK
nejsou zadné hodnoty Ct v kanélech FAM a HEX pro Reaction Buffer 1 a 2.

m Positive Control: V kanalech FAM jsou zfetelné amplifikacni kfivky pro Reaction Buffer 1, 2, 3 ROS-1 a Reaction Buffer 1 EML4-ALK, s
hodnotou Ct <30. Zfetelna amplifikacni kfivka je i v kanalu FAM a VIC (HEX) pro Reaction Buffer 4 ROS-1 a Reaction Buffer 2 EML4-ALK, s
hodnotou Ct <30.

Vyse uvedené pozadavky musi byt spinény ve stejném experimentu, jinak je tento experiment neplatny.

Interpretace vysledkii testu

Mezni hodnota (Cut-off)

Mezni hodnota (cut-off) soupravy pro detekci flizni mutace EML4-ALK a ROS1 je hodnota Ct <38.

Pokud neni pfitomen zadny amplifikacni signdl nebo zietelnd amplifikaéni kfivka v kanalu FAM, je vysledek posouzen jako negativni.

Kanal FAM Ct <38 - vysledek je pozitivni.

Pokud je v kandlu FAM 38 < Ct < 40, doporucuje se opakovat test. Pokud je vysledek opakovaného testu stéle 38 < Ct < 40, je hlaSen jako

pozitivni. Pokud je hodnota Ct opakovaného testu 0 nebo chybi, je test negativni.

m Pokud je hodnota Ct interni kontroly >30 (kanal VIC/HEX) u Reaction Buffer 2 EML4-ALK a Reaction Buffer 4 ROS-1, znamena to, Ze RNA
miZe byt ¢astecné fragmentovana nebo degradovand. Pokud je pfitomen amplifikacni signal v kandlu FAM a Ct <38, vysledek je stale
platny a je pozitivni; jinak se doporuéuje znovu extrahovat RNA pro testovani.

m Pokud kanal interni kontroly (VIC/HEX) u Reaction Buffer 2 EML4-ALK a Reaction Buffer 4 ROS-1 nevykazuje zadny amplifikacni signal,

znamend to, Ze RNA je silné fragmentovana nebo degradovand, pfipadné obsahuje inhibitor, a vzorek musi byt znovu extrahovén pro
detekci (Tabulka 7a a Tabulka 7b).
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Tabulka 7a.
Cil qPCR signal
ALK Reaction Buffer 1 (FAM) +
ALK Reaction Buffer 2 (FAM) 5 +
Internal Control (HEX) 2 + +
No Template Control (NTC) - 5 - +
Vysledek o _ o _ »
SRR S z =
Es 323 2z 2
223 2x g 2 =
>3 Z3z S g
£32 s32 5 =
e 528 5 g
ot oW = =
a a
Tabulka 7b.
Cil qPCR signal
ROS1 Reaction Buffer 1 (FAM) +
ROS1 Reaction Buffer 2 (FAM) - +
ROS1 Reaction Buffer 3 (FAM) - . +
ROS1 Reaction Buffer 4 (FAM) = s - +
Internal control (HEX) = = - n +
No Template Control (NTC) = = - - . +
Vysledek o o o o
N sx s e k- 3
L 3L 8L 3L ® s
=5 @ @ @ = £
=0 = O = O = O © =,
o o o o = =
[=8 o o [=9
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Pro diagnostické Gcely by mély byt vysledky vzdy pouzivany v kombinaci s dalSimi Iékafskymi nalezy, jako jsou symptomy, vysledky
jinych testd, klinicky dojem apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi nalezy, doporucuje se provést dopliujici testovani k
potvrzeni vysledku.

Varovani a bezpecnostni opatreni

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pfi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zasteéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovany do reakéni smési a Zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

Dodrzujte nezbytna opatieni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoze
testované vzorky jsou klasifikovany jako nebezpecné.

Bylo prokézano, Ze heparin inhibuje PCR. Nepouzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledki zavisi na
fadném odbéru vzorki a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte bézna laboratorni bezpe¢nostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednorazové rukavice
a laboratorni plasté.

Po manipulaci se vzorky a €inidly soupravy si dikladné umyijte ruce.

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrarite styku Ginidla s kiizi, oéima a
sliznicemi, coz by mohlo zpisobit kozni podrazdéni. Pfi styku s témito ¢inidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto
¢inidel postupuijte podle vhodnych postupi pro zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinujte ¢inidla ze souprav s riznymi &isly Sarzi.

Zabrante mikrobialni a nukleazové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infek¢ni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a
pfistroji musi byt dodrZzovana v§echna nezbytna opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovavani inidel musi byt striktné dodrZovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.

Omezeni

Pro dosazeni optimalnich vysledk( je nezbytné dlisledné dodrzovat pfibalovy letak soupravy neboli ndvod k pouziti (IFU).
Vysledky tohoto testu jsou citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovévani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou
vést k nepresnym vysledkim. Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize
vést k falesné pozitivnim vysledkim.

Test je omezen na specifikovana extrakeni cinidla, typy vzork( a pfislusné pfistroje.

Pro optimalini provedeni tohoto testu je nezbytné disledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).

Pripadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi ndvrhu soupravy, mohou vést k
nekonzistentnim vysledkdm.

Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle Césti ,interpretace

ou

vysledkd” tohoto navodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nalezy.

EN-IFU/610020-1, Rev.00, Dt.30-03-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com 10212



G2M

Symboly pouzité na oznaceni

Symboly

Definice

&
.
W

I}“'
Z

CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENiM

o~

TEPLOTNi OMEZENi

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO

VD
4+ TOUTO STRANOU NAHORU
j‘z RIDTE SE NAVODEM K POUZITi
1
KOD SARZE
LOT
KATALOGOVE CiSLO
REF
DATUM POUZITELNOSTI
DATUM VYROBY
VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENI

NEPOUZIVEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

ACHETARC AR

EVROPSKA SHODA
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I Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni ¢isla: +91
18001 214030 / +91 88000 23600 / +91 8800821778, E-mail: contact@genes2me.com

OBELIS S.A. Bd General Wahis 53 B-1030 Brussels Belgium, Tel: +3227325954, Fax: +3227326003, E-mail: mail@obelis.net
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