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Ucel pouziti
KRAS-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zalozeny na technologii real-time PCR, ur¢eny k detekci somatickych mutaci genu KRAS v
DNA extrahované z klinickych vzorki (Cerstvé a FFPE vzorky).

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

KRAS-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro urceny k detekci somatickych mutaci genu KRAS v genomové DNA extrahované z
Cerstvych, zmrazenych nebo formalinem fixovanych tkani zalitych v parafinu (FFPE). Souprava je zaloZena na specifické blokacni technice pro
sekvenci divokého typu (wild-type), ktera umoziuje alelové specifickou amplifikaci pouze mutantnich specifickych sekvenci ve vzorku. Souprava
umoznuje detekci osmi mutaci exonu 2 genu KRAS, pficemz nejCastéjSi mutace se nachézeji v kodonech 12 a 13. Detekce je dosazena pomoci
fluorescenénich Tagman sond znacCenych reportérem FAM a zhaSeéem BHQ2, ktery potlacuje signal v nepfitomnosti vazby na cil. Béhem
amplifikacniho kroku PCR vede hybridizace sondy se specifickou jednovlaknovou templatovou DNA k rozstépeni sondy diky 5 az 3'
exonukledzové aktivité DNA polymerdzy, coz zplsobi oddéleni reportérového a zhaseciho barviva a vznik fluorescencniho signalu, ktery je
sniman na platformé pro real-time PCR. Interni kontrola (IC) je zaméfena na relativné konzervovany tsek genu KRAS jako kontrola kvality
reagencii, kvality DNA a samotné operace.

Souhrn

Bodové mutace genu KRAS byly zjistény u fady typd lidskych nadord, s mirou mutace piblizné 17-25 % u nadord obecné, 15-30 % u pacientl s
karcinomem plic a 20-50 % u pacientii s kolorektalnim karcinomem. ProtoZe protein P21 kddovany genem KRAS se nachézi downstream od
signalni drahy EGFR, je po mutaci genu KRAS downstream signdlini dréha neustdle aktivovana a neni ovlivnéna léky cilené plisobicimi na EGFR
upstream, coz vede k trvalé maligni proliferaci bunék. Mutace genu KRAS obecné zplisobuiji rezistenci vici inhibitordm tyrosinkinazy EGFR u
pacientd s karcinomem plic a rezistenci vici anti-EGFR protildtkovym lékim u pacientd s kolorektalnim karcinomem. V roce 2008 vydala
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) klinické doporuceni pro kolorektalni karcinom, ve kterém uvedla, Ze mista mutaci zpGsobujici
aktivaci K-ras se nachazeji predevsim v kodonech 12 a 13 exonu 2, a doporucila, aby vSichni pacienti s pokroCilym metastatickym kolorektalnim
karcinomem mohli byt pred Iécbou testovani na mutaci KRAS. Rychla a presnd detekce mutace genu KRAS ma proto velky vyznam pro klinické
vedeni lécby (Tabulka 1). Tato souprava vyuziva DNA jako vzorek pro detekci a poskytuje kvalitativni hodnoceni stavu mutace, coz mlize pomoci
klinickym lékarGim pfi screeningu pacientd s kolorektalnim karcinomem, karcinomem plic a dal$imi nadorovymi onemocnénimi, ktefi mohou mit
prospéch z cilené Iécby.

Tabulka 1.
Mutace Kodon Zména baze Frekvence
Gly12Ala 12 GGT>GCT 112 %
Gly12Asp 12 GGT>GAT 7,02 %
Gly12Arg 12 GGT>CGT 0,67 %
Gly12Cys 12 GGT>TGT 2,33%
Gly12Ser 12 GGT>AGT 0,94 %
Gly12val 12 GGT>GTT 4,75 %
Gly13Asp 12 GGT>GAC 2,53 %
Gly13Cys 12 GGT>TGC 0,17 %

EN-IFU/610021-1,Rev.00,Dt.10-04-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com 3212



‘G2M

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby véechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovény podle pokyni a doporuceni vyrobce.
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)
RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 2. (Pro 25 testil)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610021-1)
K-ras IC Reaction Buffer G2MA3-0653-1 1X 440 pl
K-ras Reaction Buffer A G2MA3-0654-1 1X 440l
K-ras Reaction Buffer B G2MA3-0655-1 1X 440l
K-ras Positive Control G2MA3-0656-1 1X40pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-3 1X1,2ml

Material potrebny, ale nedodavany

m MagNXT FFPE DNA Extraction Kit (2M810007) nebo SpiNXT FFPE DNA Extraction kit (2M232121) Genes 2Me Private Limited, nebo QlAamp
DNA FFPE Extraction Kit (Qiagen), nebo Paraffin-embedded Tissue DNA Rapid Extraction Kit (Qiagen)

Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednordzové $picky s bariérovym filtrem
Jednorazové bezpudrové rukavice
Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava ma dobu pouzitelnosti 12 mésicli od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na krabici soupravy
a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévéna podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovéany a uchovavany pfi teploté -30 °C az -10 °C.
m Provédéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovéni uchovavejte Cinidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).
m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

ﬁ{ Chrarite pfed pfimym slune¢nim zafenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Pro optimélni vykon odeberte Cerstvé zmrazenou nebo formalinem fixovanou tkén zalitou v parafinu (FFPE) nebo fezy obsahujici >50 %
nadorovych bunék.

m KRAS-Q Real-Time PCR Kit vyZaduje ziskani parafinem zalitych patologickych tkani nebo fezli obsahujicich nadorové buriky. Je nezbytné
zajistit, aby byl vybrany Gsek tkdné umistén co nejbliZe stfedu parafinového bloku. Dale by mély byt odebrany alespon tfi parafinové fezy, kazdy
o tloustce 5 az 10 mikrometrd.

m Béhem procesu odbéru je nezbytné zamezit kontaminaci vzorkd. To zahrnuje dodrzovani opatieni pfi pfenosu, uchovavéani a manipulaci se
vzorky, aby se zabranilo jakékoli nedmysiné kontaminaci.
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m Sevzorky by se mélo zachazet s maximdlni opatrnosti, v souladu se zavedenymi protokoly a pokyny. DodrZovani spravnych postupl
manipulace pomaha udrZet integritu vzorkd a zajistuje presné vysledky testu.

m Doporucuje se nahlédnout do bezpecnostnich listl ohledné konkrétnich pfedpisd nebo pokyni tykajicich se manipulace a likvidace
vyzkumnych vzork(. Tyto listy obsahuji dlilezité informace o bezpecnostnich opatfenich a regulacnich pozadavcich souvisejicich s postupy
odbéru a manipulace se vzorky.

Priprava vzorku
Extrakce specifické DNA by méla probihat podle doporucenych pokynl uvedenych na piibalovém letaku soupravy.

Aby se zabranilo kontaminaci, extrahujte vzorky a uchovavejte je oddélené od vSech ostatnich reagencii.

Optimalni rozsah koncentrace vzorku DNA detekovatelné touto soupravou je nasledujici: pro vzorky zalité v parafinu je optimalni rozsah
koncentrace 0,5 az 10 ng/pl. Pokud koncentrace prekroci 10 ng/pl, nafedte vzorek vodou DNase/RNase Free Water tak, aby bylo dosazeno
koncentrace v rozsahu 0,5 az 10 ng/l. Redici poméry jsou uvedeny v tabulce 3 nize.

Tabulka 3.
10-20 ng/yl 1:1
21-30 ng/pl 1:4
31-40 ng/pl 1:5
41-50 ng/pl 1.7
51-100 ng/l 1:9
101-200 ng/pl 1:19

Priprava ¢inidel
m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky éinidel této soupravy na okolni teplotu (2 °C -8 °C) a pfed pouZitim krétce vortexujte po dobu 20 sekund.

Priprava reakéni smési
m Pfipravte smés podle nasledujici tabulky (Tabulka 4).

Tabulka 4.
Zkumavka-1 Zkumavka-2 Zkumavka-3

Obsah soupravy (Objem na reakci) (Objem na reakci) (Objem na reakci)
K-ras IC Reaction Buffer 17,5l
K-ras Reaction Buffer A - 17,54l
K-ras Reaction Buffer B = 2 17,5l
Vzorek DNA 2,54l 2,5l 2,54l
Konecny objem 20 pl 20 pl 20 pl

A Zkumavku s gPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikacnimu kroku. ProdlouZend inkubace reakéni smési, zejména pfi
pokojové teploté citlivost testu. Zkumavky pfed vloZzenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabranit vzniku bublin v reakéni smési,
protoze interferuji s detekci fluorescence.
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m Pro reakci No Template Control (NTC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro reakci Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite cilové specifickou
pozitivni kontrolou.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.
m 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.

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

Tabulka 5.
Cil Reportér Zhasec
KRAS Kanal FAM BHQ2
Interni kontrola Kanél FAM BHQ2

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 6).

Tabulka 6.
Faze Pocet cyklu Teplota (°C) Cas (min:sec)
1 50 02:00
Denaturace
1 95 10:00
95 00:15
5 53 01:00
75 02:00
Cyklickd denaturace, annealing a extenze 95 00:15
65 00:20
40
553 00:35
75 01:00

*Data amplifikace jsou shirdna pfi 55 °C po dobu 40 cykli pro cilové kanaly - FAM. Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

m Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.
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Interpretace vysledkii testu

m Mezni hodnota (cut-off) byla analyzovana pomoci analyzy ROC kfivky. Referenéni hodnota ACt pro K-ras Reaction Buffer A je stanovena jako
ACt <10, pficemz 10<ACt<14 predstavuje Sedou zénu; referencni hodnota ACt pro K-ras Reaction Buffer B je ACt <12, pficemz 12<ACt<14
predstavuje Sedou zénu.

Validace interni kontroly

m Pro analyzu interni kontroly vybirejte pouze ,testované vzorky“. Vyberte barvivo FAM a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni
kontrola by neméla byt amplifikovana v negativnich a pozitivnich kontrolach. Pozdni Sumovy amplifikacni graf FAM v jamkach NTC a PC
ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

m Pro PC plati, Ze existuje zfetelnd amplifikacni kfivka a hodnota Ct <30 v kandlu FAM. Pro NTC plati, Ze v kanalu FAM ¢inidla K-ras IC Reaction
Buffer neni Zadna hodnota Ct nebo je hodnota Ct >35, a kanal FAM zbyvajicich reakcnich pufrl nema zadnou hodnotu Ct.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kandlu FAM postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikaéni grafy pro kvalitativni interpretaci vysledkd (Tabulka 7).

m UrCete, zda kvalita vzorku spliiuje pozadavky.

Tabulka 7.
Typ Vysledek KRAS Internal Control Reaction Buffer
vzorku
Vzorek Hodnota Pokud je hodnota Ct nizsi nez stanoveny rozsah, znamena to, Ze pfidany vzorek je nadmérny, a vzorek by mél byt nafedén na
FFPE / Ct pozadovanou koncentraci a znovu testovan; pokud je hodnota Ct vy$Si nez stanoveny rozsah nebo nedochazi k amplifikaci,
Vzorek mezi 19- znamena to, Ze extrakce DNA selhala nebo je mnozstvi extrahované DNA pfilis nizké, pfipadné vzorek obsahuje inhibitory PCR, a
DNA 27 meél by byt znovu extrahovan.

A\ Poznamka: Pro diagnostické Gcely by mély byt vysledky vzdy porovnavény s dalSimi lékafskymi nalezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych
diagnostickych testd, vyzkumné zavéry apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s dostupnymi vyzkumnymi dlikazy, doporucuje se provést dopliujici
testovani k potvrzeni vysledka.

Interpretace vysledku

m Pokud neni u Reaction Buffer A a Reaction Buffer B Zddna hodnota Ct nebo je hodnota Ct >38, nebo pokud neni zfetelnd amplifikacni kfivka,
vysledek mGZze byt hodnocen jako KRAS mutace negativni.

m Pokud existuje alespon jedna zfetelna amplifikacni kfivka u Reaction Buffer A a Reaction Buffer B a hodnota Ct je <38, Ize vysledek mutace
analyzovat podle ACt (ACt=CtA/B-CtIC) (Tabulka 8).

m Pokud ACt>mezni hodnota Delta Ct a hodnota se nachazi mimo Sedou zénu detekce ACt, jde o KRAS mutaci negativni nebo o hodnotu mimo
detekeni rozsah.

m Pokud ACt < mezni hodnota ACt, jde o KRAS mutaci pozitivni.

m Pokud ACt>mezni hodnota ACt a hodnota se nachézi v Sedé zéné detekce, znamend to, Ze vzorek mlize obsahovat mutace, avsak jejich

koncentrace je nizkd, nebo je obsah nadorovych bunék v extrahovaném vzorku pfili§ maly; doporucuje se vzorek znovu testovat nebo znovu
extrahovat. Pokud je vysledek opakovaného testu stale v Sedé zoné, je hodnocen jako slabé pozitivni.
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Tabulka 8.
Interpretace Reaction Buffer A
Pozitivni ACt<10
Negativni ACt<14
Sed4 zéna 10<ACt<14

m Positive Control: Existuje zfetelna amplifikacni kfivka a hodnota Ct <30 v kandalu FAM.

Reaction Buffer B
ACts12
ACts14

12<ACt<14

= No Template Control (NTC): V kanalu FAM ¢inidla K-ras IC Reaction Buffer neni Zddna hodnota Ct nebo je hodnota Ct >35, a kanal FAM

zbyvajicich reakénich pufrd nema zadnou hodnotu Ct.
Positive samples: Vzorky pozitivni na patogen vykazuji charakteristickou ,sigmoidalni“ amplifikaéni kfivku.

Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.
(o Parametr
1 Analyticka citlivost
2 Analyticka specificita
3 Pravdivost (bias)
4 Presnost (opakovatelnost)
5 Presnost (reprodukovatelnost)
6 Presnost (vysledek pravdivosti a presnosti)
7 Meze detekce a kvantifikace
8 Rozsah méfeni
9 Linearita

10 Mezni hodnoty (cut-off)
11 Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky

12 Identifikace a kontrola zndmych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek [parafinovy vosk (v
xylenu) a hemoglobin]

13 Kiizové reakce (gen KRAS, gen BRAF, gen PIK3CA, genomové DNA divokého typu lidského plvodu)
14 Klinicka citlivost

15 Klinicka specificita

Pozorovani
100 %
100 %
98 %

CV<3%
CV<3%
99 %

LOD: 1 % frekvence genové
mutace

10-10° kopii/reakce
R2=0,998
Hodnota Ct: <38
Rédné pokyny pro manipulaci

Dobre kontrolovéno
74dné kiizova reaktivita
99 %

99 %
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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 zastéru, rukavice a masku.

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

DodrZujte nezbytnd opatfeni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoZe testované vzorky

jsou klasifikovany jako nebezpecné.

m Bylo prokdzéno, Ze heparin inhibuje PCR. Nepouzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledk{ zavisi na fadném
odbéru vzorkd a spravnych postupech prepravy.

m Pouzivejte bézna laboratorni bezpeCnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednordzové rukavice a
laboratorni plaste.

m Po manipulaci se vzorky a ¢inidly soupravy si diikladné umyijte ruce.

m Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrafite styku ¢inidla s kiiZi, oéima a sliznicemi, coz by
mohlo zplsobit kozni podrazdéni. Pfi styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto Cinidel postupujte podle
vhodnych postupd pro zvladani rozliti.

m NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinujte €inidla ze souprav s r(iznymi &isly arzi.

m Zabrante mikrobidlni a nukledzové kontaminaci ¢inidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

m Vsechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpeéné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji
musi byt dodrzovana v§echna nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy.

m Podminky uchovévéni Cinidel musi byt striktné dodrzovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.

m Zlikvidujte veskery biologicky nebezpecny odpad v souladu s mistnimi pfedpisy.
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Omezeni

m Pro dosazeni optimalnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat piibalovy letak soupravy neboli navod k pouziti (IFU).
Vysledky tohoto testu jsou citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou
vést k nepresnym vysledkim. Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovéna, mize
vést k falesné pozitivnim vysledkim.

m Test je omezen na specifikovana extrakcni Cinidla, typy vzork( a pfislusné pristroje.

m Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné dlsledné dodrZovani spravné laboratorni praxe (GLP).

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

m Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢asti ,interpretace
vysledku“ tohoto nédvodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nélezy.
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Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice
e CHRANTE PRED SLUNECNIM ZARENIM
AN
"ﬂ/ TEPLOTNi OMEZENI
DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
VD
-+ TOUTO STRANOU NAHORU
= 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

EN-IFU/610021-1,Rev.00,Dt.10-04-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com

11z12



‘G2M

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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