cobas® KRAS Mutation Test cobas

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

cobas® DNA Sample Preparation Kit 24 Tests P/N: 05985536190
cobas® KRAS Mutation Test 24 Tests P/N: 05852170190

POZNAMKA: Diky koupi tohoto produktu muiize zakaznik provadét amplifikaci a detekci sekvenci nukleové kyseliny
pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) a pribuznych procest vyuzivanych v in vitro humanni diagnostice. Timto
se neudili zadny obecny patent ani jina licence jakéhokoliv typu mimo toto konkrétni pravo pouziti.

UCEL POUZITI

Test mutace genu KRAS cobas®, uréeny pro pouziti se systémem cobas® 4800, je test PCR v realném Case ureny pro
identifikaci mutaci v kodonech 12, 13 a 61 genu KRAS v DNA pochazejici z lidské tkané s kolorektalnim karcinomem (CRC)
fixované ve formalinu a zalité v parafinu.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Cetuximab a panitumumab jsou monoklonalni protilatky, jejichz cilem je receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) a jsou
schvalené pro lé¢bu pacientd s metastazujicim kolorektalnim karcinomem. Prestoze 50 % az 80 % kolorektalnich nadoru
exprimuje EGFR, exprese proteinu EGFR a amplifikace genu maji pouze omezenou prediktivni hodnotu pfi stanoveni
pravdépodobnosti odpovédi na cetuximab nebo panitumumab.’ Nicméné nyni existuje silny dikaz, ktery ukazuje, Ze pfitomnost
mutaci genu KRAS koreluje s nedostateénou odpovedi na Iécbu protilatkou zamérenou proti EGFR u pacientd s metastazujicim
kolorektalnim karcinomem a Ze, v nékterych situacich, pouZiti 1éEby protildtkou zaméfenou proti EGFR u této podskupiny
pacientdl muze byt $kodlivé.>® Podptirné dikazy pro tato zjisténi pochazeji z:

o Retrospektivni analyzy jednoramennych studii*®
e Retrospektivni analyzy randomizovanych studii®’

e Prospektivni randomizované studie.®

V dusledku t&chto studii nejvyznamnéjsi onkologické organizace v USA (ASCO, NCCN)*'° a v Evropé (ESMO)"" doporuéuji
testovani mutace genu KRAS pfi vybéru pacientd pro Iécbu protilatkou zaméfenou proti EGFR. Navic americké a evropské
regulaéni Grady omezily pouZiti téchto latek na pacienty s nadory vykazuijici divoky typ genu KRAS.'?"

Protein KRAS je ¢lenem superrodiny malych G-proteind. KRAS funguje jako pfepina¢ ovladany pomoci GDP/GTP, ktery
pfenese mimobunécné signaly, jez maji vliv na proliferaci a apoptézu bunék a pfestavbu aktinového cytoskeletu. Mutace
ovliviiujici aminokyseliny 12, 13 nebo 61, které se objevuji u riznych lidskych zhoubnych nadord, vcetné kolorektalniho
karcinomu (CRC) a nemalobuné¢ného karcinomu plic (NSCLC), uzamknou enzym ve vazbé na GTP, v jeho aktivované forme,
coZ ma za nasledek konstitutivni signalizaci a pfispivani k procesu tvorby nadoru. "

Mutace genu KRAS jsou pozorovany u 24 %-43 % kolorektalnich nadort.”"® Prestoze bylo identifikovano pres 3000 bodovych
mutaci genu KRAS, vétSinou se objevuji v kodonu 12 nebo 13 (~82 % v kodonu 12 a ~17 % v kodonu 13); mutace genu KRAS
VJInyCh kodonech (napf. v kodonu 61) jsou méné Casté (1 %-4 % mutaci). Pfestoze mutace v kodonu 61 nejsou Casté, ukazalo
se, Ze maiji za nasledek konstitutivni aktivaci genu KRAS stejné jako mutace kodont 12 a 13 " a publikované udaJe ukazup ze
mutace v kodonu 61 pfedpovidaji nepfitomnost odpovédi na Ié€bu monoklonalni protilatkou zamérenou proti EGFR. 181

Test mutace genu KRAS cobas® je test zalozeny na PCR, jehoz cilem je identifikace pfitomnosti somatickych mutaci
v kodonech 12, 13 a 61 protoonkogenu KRAS, tudiz identifikace pacientl s pokrocilym CRC, u kterych se nepfedpoklada pfinos
z 1é€by pomoci monoklonalnich protilatek proti EGFR.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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PRINCIPY POSTUPU

Test mutace genu KRAS cobas® je zaloZen na dvou zakladnich postupech: (1) manuaini pfiprava vzorku za ucelem ziskani
genomické DNA z tkani fixovanych ve formalinu a archivovanych v parafinovych blocich (FFPET) a (2) PCR amplifikace cilové
DNA pomoci komplementarniho part primerd a dvou oligonukleotidovych sond znaéenych fluorescenénim barvivem. Jedna
sonda je ur€ena k detekci sekvence kodonu 12/13 genu KRAS v exonu 2 a druha sonda je ur€ena k detekci sekvence kodonu
61 genu KRAS v exonu 3. Analyzator cobas z 480 provadi detekci mutace analyzou kfivky tani. V kazdém cyklu je zafazena
kontrola mutace, negativni kontrola a kalibrator pro potvrzeni platnosti cyklu.

Priprava vzorku

Pomoci soupravy pro pfipravu vzork DNA cobas®, coz je genericka manualni pfiprava vzorkd zaloZzena na vazbé nukleové
kyseliny na skelna vlakna, se zpracuji vzorky FFPET a izoluje se genomickd DNA. Sum fez FFPET vzorku zbaveny parafinu je
rozStépen inkubaci pfi zvySené teploté pomoci protedzy a chaotropniho lytického/vazebného pufru, ktery uvolfiuje nukleové
kyseliny a chrani uvolnénou genomickou DNA pfed plsobenim DNaz. Nasledné je k lytické smési pfidan isopropanol a tato
smés je pak centrifugovana ve sloupci s filtracni vlozkou ze skelného vlakna. P¥i centrifugaci se genomicka DNA navaze na
povrch filtru ze skelného vlakna. Nenavézané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni buné&&né nedistoty, jsou odstranény
centrifugaci. Adsorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a poté eluovany vodnym roztokem. Mnozstvi genomické DNA je
uréeno spektrofotometricky a upraveno na pevnou koncentraci pro pfidani k amplifikacni/detekéni smési. V analyzétoru cobas z
480 je ampllflkovana a detekovana cilova DNA pomoci amplifikacnich a detek&nich €inidel dodavanych v soupravé testu mutace
genu KRAS cobas®.

PCR ampilifikace

Volba cilové sekvence

Test mutace genu KRAS cobas® vyuziva primery, které definuji sekvence 85 parl bazi v exonu 2 obsahujici kodony 12 a 13
genu KRAS a sekvence 75 parll bazi v exonu 3 obsahujicim kodon 61 genu KRAS v lidské genomické DNA. Amplifikace
probiha pouze v oblastech genu KRAS mezi primery; cely gen KRAS amplifikovan neni.

Amplifikace cile

Pro amplifikaci cile se pouziva derivat DNA polymerazy Z05 druhu Thermus. Nejdfive se PCR reakéni smés zahfeje za ucelem
denaturace genomické DNA a tim se odhali cilové sekvence pro primer. B€hem ochlazovani smési dochazi k anelaci upstream
a downstream primer( k sekvencim cilové DNA. Z05 DNA polymeraza za pfitomnosti dvojmocnych kovovych ionti a nadbytku
dNTP kazdy anelovany primer prodluzuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se ukonCuje prvni cyklus PCR, ktery
poskytuje dvouretézcovou DNA kopii, ktera zahrnuje cilové oblasti 85 par(i bazi a 75 parl bazi genu KRAS. Tento proces se
nékolikrat opakuje a v kazdém cyklu se efektivné zdvojnasobuje mnoZstvi amplikonové DNA. Amplifikace probihd pouze
v oblastech genu KRAS mezi pary primeru; cely gen KRAS amplifikovan neni.

Automaticka detekce mutace v redlném case

Analyzator cobas z 480 je schopen v redlném Case méfit mnozstvi fluorescence generované specifickymi produkty PCR. Po
amplifikaci kazdy vygenerovany amplikon prochazi v testu mutace genu KRAS cobas® programem tani, pfi kterém se teplota
zvysi ze 40 °C na 95 °C (TagMelt). Sonda specificka pro divoky typ se pfi nizkych teplotach navaze jak na amplikon genu
divokého typu, tak genu mutace. V navazaném stavu je oznamovaci barvivo fluorescein na 5' konci sondy dostate¢né vzdaleno
od 3' konce tlumiciho barviva, coz umoziuje fluorescenénimu barvivu emitovat specifickou vinovou délku svétla. Pfi zvySovani
teploty se sonda uvolfiuje od amplikonu a umoZfiuje tak tlumicimu barvivu dostat se do t&sné blizkosti fluorescenéniho barviva,
¢imz se snizuje mnozstvi méfitelné fluorescence. Amplikony, které dokonale odpovidaji sondé (divoky typ), taji pfi vysSi teploté
nez amplikony s jednim nebo vice nesoulady (mutantni). MéFi se mnozstvi fluorescence pfi kazdém zvySeni teploty a vypocita
se teplota(y) tani. Kdyz jsou teploty tani ve specifikovanych rozmezich, je mozné detekovat pfitomnost mutantni sekvence KRAS
v exonu 2, kodonu 12 a 13 a v exonu 3, kodonu 61. Aby nedoSlo k detekci tichych mutaci kodonu 12 a kodonu 13 (bez zmény
aminokyseliny), slouzi modifikovana baze jako univerzalni baze a vytvafi teplotu tani v rozmezi divokého typu.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahUJe v testu mutace genu KRAS cobas® pouzitim
enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP) Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad
fetézcu DNA obsahujicich deoxyuridin, ale nikoliv DNA obsahujici thym|d|n Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je
vSak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouziti dUTP namisto thymidintrifosfatu jako jednoho z nukleotid trifosfatu v Cinidle
Reaction Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V dlsledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon
citlivy vaci destrukci enzymem AmpErase pfed amplifikaci cilové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsazZeny v Cinidle
Reaction Mix, katalyzuje rozStépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim
deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je Fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku pfi alkalickém pH
zahfivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je pfi teplotach nad
55°C, to je behem fazi tepelného cyklu, neaktivni, a proto ter€ovy amplikon nerozklada. Je prokazano, Ze test mutace genu
KRAS cobas® inaktivuje alespon 10° kopii mutantnich amplikont KRAS obsahujicich deoxyuridin na PCR.
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CINIDLA

cobas®DNA Sample Preparation Kit
Souprava pro pfipravu vzorki DNA cobas®
(P/N: 05985536190)

DNATLB

(DNA tkanovy lyticky pufr)
Pufr Tris-HCI
Chlorid draselny
0,04 % EDTA
0,1 % Triton X-100
0,09 % azid sodny

PK
(Proteinaza K)

Proteinaza K (lyofilizovana)

Xn x Proteinaza K

Zdravi Skodlivy

DNA PBB
(Vazebny pufr pro DNA v parafinovych blocich)
Pufr Tris-HCI
49,6 % Guanidinhydrochlorid
0,05 % Urea
17,3 % Triton X-100

Xn x 49,6 % (hm) guanidin HCI

Zdravi Skodlivy

WB |
(DNA promyvaci pufr 1)

Pufr Tris-HCI
64 % Guanidinhydrochlorid

Xn x 64% (hm) guanidin HCI

Zdravi Skodlivy

WB Il
(DNA promyvaci pufr II)

Pufr Tris-HCI
Chlorid sodny

DNA EB
(DNA eluéni pufr)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

FT
(Filtragni zkumavky s vicky)

CT
(Odbérové zkumavky)

06322379001-01CS

24 testli

1x10 ml

1x 100 mg

1x10 ml

1x25ml

1x12,5ml

1x6ml

1x25ks

3x25ks
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cobas® KRAS Mutation Test

(P/N: 05852170190)

KRAS MIX
(Reakéni smés KRAS)
Tricinovy pufr
Octan draselny
Hydroxid draselny
Glycerol
4,76 % dimetylsulfoxid
0,1 % konzervantu ProClin 300
<0,9 % dNTPs
< 0,1 % Z05 DNA polymeraza (mikrobidlni)
< 0,1 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)

MGAC
(Octan hofecnaty)

Octan hofecnaty
0,09 % azid sodny

KRAS 12/13 OM
(Oligo smés pro kodon 12/13 genu KRAS)

Pufr Tris-HCI

EDTA

Poly-rA RNA (synteticka)

0,1 % konzervantu ProClin 300

< 0,01 % Upstream a downstream KRAS primery
< 0,01 % fluorescencné znacené sondy KRAS

KRAS 61 OM
(Oligo smés pro kodon 61 genu KRAS)

Pufr Tris-HCI

EDTA

Poly-rA RNA (synteticka)

0,1 % konzervantu ProClin 300

< 0,01 % Upstream a downstream KRAS primery
< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy KRAS

KRAS MC
(Kontrola mutace KRAS)

Pufr Tris-HCI

EDTA

Poly-rA RNA (synteticka)

0,05 % azid sodny

< 0,001 % plazmid DNA obsahujici exon 2 a 3 sekvence genu KRAS (mikrobialni)
< 0,001 % DNA divokého typu genu KRAS (bunécna kultura)

KRAS CAL
(Kalibrator KRAS)
Pufr Tris-HCI
EDTA
Poly-rA RNA (synteticka)
0,05 % azid sodny
< 0,001 % DNA divokého typu genu KRAS (bunééna kultura)

DNA SD
(Roztok pro fedéni vzork(i DNA)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny
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24 testl

4x0,3ml

4x0,2ml

2x0,3ml

2x0,3ml

4x0,1ml

4x0,1ml

2x3,5ml
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VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

A
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PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test se pouziva pro vzorky tkané s kolorektalnim karcinomem (CRC) fixované ve formalinu a archivované
v parafinovych blocich.

Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekutte.

Zamezte mikrobialni a DNA kontaminaci Cinidel.

Nespotfebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.
Nepouzivejte soupravy po uplynuti data expirace.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych souprav nebo Sarzi.

Je nutné nosit rukavice. Aby nedoSlo ke kontaminaci, musi se rukavice vymeénit mezi manipulaci se vzorky a manipulaci
s Cinidly.

Aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho Master mixu (pracovni MMX) vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadét
v misté oddéleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pfed pfipravou MMX peclivé vycistit. PFi
peclivém vycisténi je nutné vSechny stojany a pipetory fadné offit 0,5% roztokem chlornanu sodného* a poté oftfit 70%
roztokem etanolu.

DNA PBB a WB | obsahuje guanidinhydrochlorid. Pokud se kapalina obsahujici tento pufr rozlije, postizené misto vycistéte
vodou s vhodnym laboratornim detergentem. Jestlize dojde k rozliti potencialné infekénich latek, vycCistéte misto nejprve
vodou s vhodnym laboratornim ¢isticim prostfedkem a potom 0,5% chlornanem sodnym. Dojde-li k rozliti na analyzatoru
cobas z 480, postupuijte podle pokynu v pfiru¢ce obsluhy pro analyzator cobas z 480.

*POZN.: Béziné bélici prostiedky pro domadcnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25 %. Roztok

o koncentraci 0,5 % tak ziskadte zfedénim bélidla pro domadcnost v poméru 1:10.
Manipulace se vzorky se musi Fidit pravidly pro zachazeni s infek&nim materialem. Musi byt pouiivénél bezpecné laboratorni
postupy, n%gf. postupy uvedené v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories ' a v dokumentu CLSI
¢. M29-A3.
DNA TLB a DNA PBB obsahuiji Triton X-100, ktery drazdi sliznice. Zamezte styku s o€ima, pokoZkou a sliznicemi.
DNA TLB, DNA EB, MGAC, KRAS MC, KRAS CAL a DNA SD obsahuiji azid sodny. Ten m{ize reagovat s olovénym nebo
médénym potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. P¥i likvidaci roztok( obsahujicich azid sodny do laboratorniho
umyvadla proplachnéte odtok velkym mnozZstvim studené vody, abyste tak zabranili vytvareni azidu.

Xylen je nebezpe€na chemicka latka, musi se pouzZivat pod digestofi. Likvidujte ho s chemickym odpadem v souladu
s mistnimi, statnimi a federalnimi predpisy.

PFi praci s jakymikoliv €inidly pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to, aby se tyto
materialy nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte
velkym mnozstvim vody. Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Pokud dojde k rozliti, zfedte je
pfed vytfenim dosucha vodou.

VSechny polozky k jednorazovému pouziti pouzijte jen jednou. Nepouziveijte je opakované.

Polozky k jednorazovému pouziti nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

Pro Cidténi analyzatoru cobas z 480 nepouZivejte roztok chlornanu sodného (bélidlo). Dojde-li k rozliti na analyzator cobas
z 480, postupujte podle pokynu v pfirucce pro analyzator cobas z 480.

DalSi varovani, upozornéni a postupy pro snizeni nebezpeci kontaminace analyzatoru cobas z 480 najdete v pfirucce pro
analyzator cobas z 480.

Doporuduje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouZiti a SpiCky na pipety bez DNazy.
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POZADAVKY NA SKLADOVANi A MANIPULACI

A.

B.

Cinidla nezmrazuite.

DNA TLB, DNA PBB, WB |, WB II, DNA EB, PK, FT a CT uchovavejte pfi teploté 15-30 °C. Po otevieni jsou DNA TLB,
DNA PBB, WB |, WB II, DNA EB a PK stabilni az 8 pouziti po dobu 90 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

Po pfidani sterilni vody bez nukledazy do PK, uchovavejte nespotfebovanou rekonstituovanou PK v 450ul alikvotnich
podilech pfi -20 °C. Po rekonstituci je nutné PK pouZzit do 90 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

Po pfidani absolutniho etanolu uchovavejte WB | a WB I pfi 15-30 °C. Tyto pracovni roztoky jsou stabilni po dobu 90 dni
nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

KRAS MIX, MGAC, KRAS 12/13 OM, KRAS 61 OM, KRAS MC, KRAS CAL a DNA SD uchovavejte pfi 2-8 °C. Po
otevfeni jsou tato €inidla stabilni az 4 pouZiti po dobu 60 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

KRAS 12/13 OM, KRAS 61 OM a pracovni MMX (pfipraveny pfidanim KRAS 12/13 OM nebo KRAS 61 OM a MGAC do
KRAS MIX) musi byt chranény pred delSim vystavenim svétlu.

Pracovni MMX je nutné uchovavat pfi teploté 2-8 °C ve tmé. Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem 1 hodiny
od pfipravy pracovniho MMX.

Zpracované vzorky (extrahovana DNA) jsou stabilni maximalné 24 hodiny pfi teploté 20-30 °C, 14 dni pfi teploté 2-8 °C
nebo 60 dni pfi -20 °C. Zpracované vzorky jsou také stabilni pfi teploté -15 °C az -25 °C po 4 cyklech zmrazeni/rozmrazeni.

Amplifikace musi zacit do 1 hodiny od pfidani zpracovanych vzorkl a kontrol do pracovniho MMX (pfipraveného pfidanim
KRAS 12/13 OM nebo KRAS 61 OM a MGAC do KRAS MIX).

DODAVANY MATERIAL

A.

cobas® DNA Sample Preparation Kit 24 testu

Souprava pro pfipravu vzork( DNA cobas®
(P/N: 05985536190)

DNA TLB
(DNA tkanovy lyticky pufr)

PK
(Proteindza K)

DNA PBB
(Vazebny pufr pro DNA v parafinovych blocich)

WB |
(DNA promyvaci pufr 1)

WB i
(DNA promyvaci pufr II)

DNA EB
(DNA eluéni pufr)

FT
(Filtraéni zkumavky s vicky)

CT
(Odbérové zkumavky)
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B.

cobas® KRAS Mutation Test

(P/N: 05852170190)

KRAS MIX
(Reakéni smeés) (Vicko s bezbarvym tlacitkem)

MGAC
(Octan hofecnaty) (Vicko se Zlutym tlacitkem)

KRAS 12/13 OM
(Oligo smés pro kodon 12/13 genu KRAS) (Vicko s bilym tlacitkem)

KRAS 61 OM
(Oligo smés pro kodon 61 genu KRAS) (Vicko se zlatym tlaitkem)

KRAS MC
(Kontrola mutace KRAS) (Vicko s ¢ervenym tlacitkem)

KRAS CAL
(Kalibrator KRAS) (Vi€ko s purpurovym tlacitkem)

DNA SD
(Roztok pro fedéni vzorkti DNA)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Xylen (Sigma, kat. €. 247642 nebo Fisher Scientific, kat. €. X5-4)

24 testl

Absolutni etanol (Sigma, kat. €. E7023 nebo Fisher Scientific, kat. €. BP2818-500)
Izopropanol (Sigma, kat. €. 190764 nebo Fisher Scientific, kat. ¢. A451-1)

Sterilni voda, bez nukleazy (Voda cCistoty pro PCR Applied Biosystems, kat. €. AM9937 nebo voda pro pouziti
v molekularni biologii Thermo Scientific, kat. €. SH-3053801)

Sterilni jednorazové sérologické pipety: 5 a 25 ml
Mikrotitracni destiCka (AD-desti¢ka) a zalepovaci félie (Roche P/N 05232724001) pro systém cobas® 4800

Nastavitelné pipetory™* (objem 10 ul, 20 ul, 200 ul a 1000 pl) s aerosolovou bariérou nebo Spi¢ky s pfimym vypuzovanim
bez DNazy

Pipetovaci pom(icka (Drummond P/N: 4-000-100 nebo ekvivalentni)

Stolni mikrocentrifuga 8 000 x g a 16 000 x g az 20 000 x g (Eppendorf 5417C nebo ekvivalentni)**

Dva (2) suché vyhfivaci bloky schopné vyhfat zkumavky do mikrocentrifugy na 56 °C a 90 °C**

1,5ml zkumavky Safe-Lock pro mikrocentrifugu, sterilni, prosté RNazy/DNéazy, Cistoty PCR (Eppendorf, kat. €. 022363212)
Spektrofotometr Nanodrop UV-Vis (Thermo Scientific ND-1000 nebo ND-2000)**

Vifivy mixér (Vortex)**

Stojany na zkumavky do mikrocentrifugy
Rukavice na jedno pouZiti bez pudru
Kalibrované teploméry pro suchy vyhfivaci blok**
Vodni laze”** schopna udrzet teplotu 37 °C
Cepel s jednim ostfim nebo podobna

Pipetory je nutné udrZzovat podle pokynuti vyrobce a musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, museji byt

pouZity Spicky s aerosolovou bariérou nebo Spi¢ky s prfimym vypuzovanim bez DNazy, aby se zabranilo degradaci vzorku
a vzajemné kontaminaci.

** VeSkeré vybaveni je nutné radné udrzovat podle pokynt vyrobce.
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Vybaveni a software

e Analyzator cobas z 480
e Ridici jednotka systému cobas® 4800 SR2 s Windows XP
e Software systému cobas® 4800 SR2 verze 2.0
e Softwarovy bali¢ek pro analyzu KRAS verze 1.0
e Ctecka carového kédu s USB
e Tiskarna HP P2055d
ODBER, PREPRAVA A SKLADOVANi VZORKU
POZN.: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi.
A. Odbér vzorkt
Vzorky FFPET s kolorektalnim karcinomem byly validovany pro pouziti s testem mutace KRAS cobas®.

B. Preprava vzorku

Vzorky FFPET je mozné pfepravovat pfi teploté 15 °C az 30 °C. Pfi prepravé vzorkl FFPET je tfeba dodrzovat celostatni i mistni
pfedpisy pro prepravu infek&nich biologickych materialt.

C. Skladovani vzorku

Vzorky FFPET s kolorektalnim karcinomem je mozné uchovavat pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu az 12 mésict od data
odebrani tkané. 5um Fezy na skli¢cich je mozné uchovavat pfi teploté 15 °C az 30 °C az 60 dnu.

NAVOD K POUZITI

POZN.: V testu mutace genu KRAS cobas® se pouzivaji pouze FFPET Fezy o tloustce 5 um, které obsahuiji alespori 10 %
nadorovych bunék. U vzorku, které obsahuji méné nez 10 % nadorovych bunék, je nutné pred deparafinizaci
provést makrodisekci.

POZN.: Viz uzivatelska prirucka pro analyzator cobas z 480, kde najdete podrobné postupy pro analyzator cobas z 480.

POZN.: Suché vyhrivaci bloky, schopné zahrfat zkumavky pro mikrocentrifugu, je nutné zapnout a nastavit na 56 °C
a 90 °C.

Velikost cyklu

Jeden cyklus mlze zahrnovat 1 az 45 vzorkud (plus kontroly a kalibrator) na mikrotitrani desticce s 96 jamkami. PFi zpracovani
vice neZ 24 vzorkil bude nutné pouzit vice testtl mutace genu KRAS cobas®.

Test mutace genu KRAS cobas® obsahuje mnozstvi Cinidel dostateéné pro testovani 3 vzork(l v 8 cyklech (plus kontroly
a kalibrator), tj. maximalné 24 vzorkd na soupravu.

Pracovni postup

Testovani pomoci testu mutace genu KRAS cobas® se sklada z manudlni pFipravy vzorku pomoci soupravy pro pfipravu vzorki
DNA cobas® nasledované amplifikaci/detekci na analyzatoru cobas z 480 pomoci soupravy testu mutace genu KRAS cobas®.
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Priprava ¢inidel

1.

Rekonstituujte proteinazu K (PK) pfidanim 4,5 ml sterilni (Cistoty pro PCR) vody bez nukledzy do lahvi€ky pomoci sterilni
5ml sérologické pipety na jedno pouziti. Promichejte tim, Ze lahvi¢ku 5krat az 10krat otocite. Oddélte alikvotni podily 450 pl
rekonstituované PK do 1,5ml zkumavek Safe-Lock pro mikrocentrifugu a uchovaveijte je pfi -20 °C. Jestlize jste jiz proteinazu
K rekonstituovali a zmrazili, rozmrazte pfed deparafinizaci pfislusny pocet alikvotnich podill, které jsou nutné pro cyklus (pro
kazdy vzorek je nutné 70 pl rekonstituované PK).

V8echny roztoky uchovavané pfi teploté 15-30 °C by mély byt iré. Pokud v jakémkoli Cinidle zpozorujete sraZeninu, zahfejte
roztok na 37 °C ve vodni lazni, az se srazenina rozpusti. Cinidla nepouzivejte, dokud se srazenina nerozpusti.

Pfipravte DNA promyvaci pufr | (WB I) pfidanim 15 ml absolutniho etanolu do I&hve WB I. Promichejte tim, Ze lahev 5krat az
10krat otocCite. Na lahviCku poznamenejte, Ze byl pfidan ethanol a datum pfidani. Uchovavejte pracovni WB 1 pfi teploté
15°C az 30 °C.

Pfipravte DNA promyvaci pufr Il (WB 1l) pfidanim 50 ml absolutniho etanolu do Iahve WB Il. Promichejte tim, Ze lahev 5krat
az 10krat otoCite. Na lahviCku poznamenejte, Ze byl pfidan ethanol a datum pfidani. Uchovavejte pracovni WB Il pfi teploté
15°C az 30 °C.

Deparafinizace FFPET ezl na skliécich

POZN.: Xylen je nebezpeéna chemicka latka. VSechny kroky pro odstranéni parafinu musi byt provedeny pod digestofi.

A
B
C.
D
E

m

G.
H

Dbejte pokynu uvedenych v éasti ,,Varovani a bezpec¢nostni opatreni*,
PFidejte sklicko s 5um FFPET fezem do nadoby s dostateCnym mnozstvim xylenu pro pokryti tkani a nechte 5 minut pusobit.
Preneste sklicko do nadoby s dostateCnym mnozstvim absolutniho etanolu pro pokryti tkani a nechte 5 minut plsobit.
Vyjméte sklicko z etanolu a ponechte fez zcela vyschnout na vzduchu (5 az 10 minut).
Jestlize vzorek obsahuje < 10 % nadorovych bunék, provedte makrodisekci.
Pro kazdy vzorek oznacte jednu 1,5ml zkumavku Safe-Lock pro mikrocentrifugu identifikaCnimi informacemi o vzorku.
PFidejte 180 ul DNA TLB do oznacené 1,5ml zkumavky Safe-Lock pro mikrocentrifugu.
Pridejte 70 ul rekonstituované PK do 1,5ml zkumavky Safe-Lock s obsahem DNA TLB.
Seskrabejte tkan ze sklicka do zkumavky Safe-Lock. Tkan ponofte do smési DNA TLB/PK.

PokraCujte krokem A postupu Izolace DNA.

Deparafinizace FFPET fezl neumisténych na skli¢cich

POZN.: Xylen je nebezpeéna chemicka latka. VSechny kroky pro odstranéni parafinu musi byt provedeny pod digestofi.

A.

mo o

m

H.

Dbejte pokynu uvedenych v éasti ,,Varovani a bezpecnostni opatreni*,

VloZte jeden 5um FFPET fez do 1,5ml zkumavky Safe-Lock pro mikrocentrifugu oznacené identifikaénim informacemi
kazdého vzorku.

Pridejte 500 ul Xylenu do zkumavky Safe-Lock, ktera obsahuje FFPET fez.
Dobie promichejte vifenim po dobu 10 sekund.

Ponechte zkumavku stat 5 minut pfi teploté 15 °C az 30 °C.

Pfidejte 500 pl absolutniho etanolu a promichejte vifenim po dobu 10 sekund.
Ponechte zkumavku stat 5 minut pfi teploté 15 °C az 30 °C.

Odstredujte pfi 16 000 x g az 20 000 x g po dobu 2 minut. Odstrainte supernatant bez poruseni pelety. Zlikvidujte
supernatant do chemického odpadu.

Pfidejte 1 ml absolutniho etanolu a smichejte vifenim po dobu 10 sekund.
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I.  Odstfedujte pfi 16 000 x g az 20 000 x g po dobu 2 minut. Odstrarite supernatant bez poruSeni pelety. Zlikvidujte
supernatant do chemického odpadu.

POZN.: Jestlize ve zbyvajicim supernatantu peleta plave, opét odstred’ujte 1 minutu pfi 16 000 x g az 20 000 x g.
Veskery zbyvajici supernatant odstrarite.

J.  Vysuste tkanovou peletu s otevienymi zkumavkami ve vyhfivacim bloku 10 minut pfi 56 °C.

POZN.: Pred dalsim krokem se ujistéte, Ze se etanol zcela odpafril a peleta je sucha.

POZN.: V pripadé potreby je mozné vysusené pelety skladovat pri teploté 2 °C az 8 °C az 24 hodin.
K. Resuspenduijte tkariovou peletu ve 180 ul DNA tkanového lytického pufru (DNA TLB).

L. Pfidejte 70 pl rekonstituované PK.

M. Pokracujte krokem A postupu Izolace DNA.

PRIPRAVA VZORKU

Postup pro izolaci DNA

POZN.: Negativni kontrolu zpracujte soubézné se vzorkem/vzorky. Pfipravte negativni kontrolu smichanim 180 ul DNA
tkariového lytického pufru (DNA TLB) a 70 ul roztoku PK v 1,5ml zkumavce Safe-Lock pro mikrocentrifugu

oznacené NEG CT. Negativni kontrolu je nutné zpracovat stejné jako vzorky.

A. Vifenim po dobu 30 sekund promichejte zkumavky obsahujici smés vzorku/DNA TLB/PK a smés s negativni kontrolou
(NEG CT).

POZN.: Tkan musi byt zcela ponorena ve smési DNA TLB/PK.

B. Vlozte zkumavky do suchého vyhfivaciho bloku a inkubujte 60 minut pfi teploté 56 °C.
C. Zkumavky michejte vifenim po dobu 10 sekund.

POZN.: Tkan musi byt zcela ponofena ve smési DNA TLB/PK.

D. VlozZte zkumavky do suchého vyhfivaciho bloku a inkubujte 60 minut pfi teploté 90 °C.

POZN.: Béhem inkubace si pripravte pozZadovany pocet filtracnich zkumavek (FT) s vicky. Viozte FT do odbérové
zkumavky (CT) a kazdé vicko FT oznacte spravnou identifikaci vzorku nebo kontroly.

POZN.: Kazdy vzorek bude potrebovat 1 FT, 3 CT a jednu eluéni zkumavku (1,5ml zkumavku pro mikrocentrifugu).

POZN.: Béhem inkubace oznacte pozZadovany pocet eluc¢nich zkumavek (1,5ml zkumavky pro mikrocentrifugu)
prislusnou identifikaci vzorku nebo kontroly.

E. Ponechte zkumavky vychladnout na teplotu 15 °C az 30 °C. Po ochlazeni odstfedte zkumavky v centrifuze, aby se odstranil
zbytek kapaliny z oblasti vi¢ek.

F. Pridejte do kazdé zkumavky 200 ul DNA PBB a pipetovanim 3x nahoru a dold smichejte.

Inkubujte zkumavky 10 minut pfi teploté 15 °C az 30 °C.

r ©

Pridejte do kazdé zkumavky 100 pl izopropanolu a pipetovanim 3x nahoru a dol(l lyzat smichejte.

Preneste lyzat do prfislusné oznacené jednotky FT/CT.
J. Odstfedte jednotky FT/CT pfi 8 000 x g po dobu 1 minuty.

K. Vlozte kazdou FT do nové CT. Pouzitou kapalinu ze starych CT zlikvidujte do chemického odpadu a fadné zlikvidujte pouzité
zkumavky CT.
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L.

Pridejte 500 ul pracovniho WB | do kazdé FT.

POZN.: Priprava pracovniho WB I je popsana v casti ,,Priprava Cinidel*.

M.

N.

0.

Odstredte jednotky FT/CT pfi 8 000 x g po dobu 1 minuty.
Pouzitou kapalinu ze starych CT zlikvidujte do chemického odpadu. Viozte FT zpét do stejné CT.

Pridejte 500 ul pracovniho WB Il do kazdé FT.

POZN.: Priprava pracovniho WB Il je popsdna v ¢asti ,,Pfiprava cinidel*.

P.

Q.

V.

W.

Odstredte jednotky FT/CT pfi 8 000 x g po dobu 1 minuty.

Vlozte kazdou FT do nové CT. Pouzitou kapalinu ze starych CT zlikvidujte do chemického odpadu a fadné zlikvidujte pouzité
zkumavky CT.

Odstreduijte jednotky FT/CT pfi 16 000 az 20 000 x g po dobu 1 minuty, aby vyschly membrany filtru.

Vlozte kazdou zkumavku FT do eluéni zkumavky (1,5ml zkumavka pro mikrocentrifugu) pfedem oznacenou identifikaci
vzorku nebo kontroly. Pouzitou kapalinu ze starych CT zlikvidujte do chemického odpadu a fadné zlikvidujte pouzité
zkumavky CT.

Pfidejte 100 ul DNA EB do stfedu kazdé membrany FT aniz byste se dotkli membrany FT.

Inkubuijte FT s eluéni zkumavkou pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu 5 minut.

Odstfedujte FT s elu¢ni zkumavkou pfi 8 000 x g po dobu 1 minuty, aby doSlo k nahromadéni eluatu do eluéni zkumavky.
Radné zlikvidujte pouZitou FT.

Uzaviete vicko na eluéni zkumavce. Eluéni zkumavka obsahuje zasobni DNA. Pokracujte krokem A v Casti Kvantifikace
DNA.

POZN.: Méreni koncentrace DNA je nutné provést pied uchovavanim okamzité po izolaci DNA.

Kvantifikace DNA:

A.
B.

Kazdou zasobni DNA michejte vifenim po dobu 5 sekund.

Spektrofotometrem Nanodrop UV-Vis (ND-1000 nebo ND-2000) kvantifikujfe DNA podle protokolu vyrobce. DNA EB
pouzijte pro zafizeni jako slepou. Primérné jsou nutna dvé konzistentni méfeni. Kdyz jsou hodnoty koncentrace DNA
> 20,0 ng/pl, tato dvé méFeni by méla byt v rozsahu + 10 % v0¢&i svym hodnotam. Pfi koncentraci DNA < 20,0 ng/ul musi byt
tato dvé méfeni v rozmezi + 2 ng/ul. Pokud hodnoty téchto dvou méfeni nejsou vici sobé v rozsahu + 10 %, kdyzZ jsou
koncentrace DNA = 20,0 ng/ul nebo v rozsahu * 2 ng/pl, kdyz jsou koncentrace DNA < 20,0 ng/pl, je nutné provést dalsi dvé
méfeni, az se dosahne danych pozadavkd. Poté je nutné vypocitat pramér téchto dvou méreni.

POZN.: Zasobni DNA ze zpracovanych negativnich kontrol (NEG CT) neni nutné mérit.

C.

Aby bylo mozné provést test mutace genu KRAS cobas®, musi byt koncentrace zasobni DNA ze vzorkll = 4 ng/ul. Kazdy
vzorek projde 2x amplifikaci/detekci. Pro kazdou amplifikaci/detekci se pouZije 25 pl roztoku zasobni DNA 2 ng/ul (celkem
50 ng DNA).

POZN.: Aby bylo mozné provést test mutace genu KRAS cobas®, kazdd zasobni DNA musi mit minimalni koncentraci

4 ng/ul. Pokud je koncentrace zasobni DNA < 4 ng/ul, je nutné deparafinizaci, izolaci DNA a kvantifikaci DNA pro
tento vzorek opakovat s pouZitim dvou 5um FFPET rezu. U vzorku na skliccich po deparafinizaci smichejte tkarn
z obou casti do jedné zkumavky, ponofte tkarn do DNA TLB + PK a proved'te izolaci DNA a kvantifikaci podle
popisu vyse. U vzorku bez sklicek smichejte tkan z obou ¢asti do jedné zkumavky, ponorte tkarn do DNA TLB +
PK a proved'te izolaci DNA a kvantifikaci podle popisu vyse. Pokud je koncentrace zasobni DNA stale < 4 ng/ul,
pozadejte dodavaci klinické pracovisté o dalSi FFPET vzorek.

POZN.: Zasobni DNA (zpracovany vzorek a negativni kontrolu) muzZete uchovavat pri teploté 2-8 °C az 2 tydny nebo pri

teploté -20 °C az 60 dni.
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AMPLIFIKACE A DETEKCE

POZN.: Aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho MMX vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadét v misté
oddéleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pred pripravou MMX peclivé vycistit.
P¥i peclivém vycisténi je nutné vsechny stojany a pipetory fadné otrit 0,5% roztokem chlornanu sodného a poté
otfit 70% roztokem etanolu. Béiné bélici prostredky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny
v koncentraci 5,25 %. Roztok o koncentraci 0,5 % tak ziskate zfedénim bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

Nastaveni zafizeni:

Viz uzivatelska pfiruka pro analyzator cobas z 480, kde najdete podrobné postupy pro analyzator cobas z 480.

Nastaveni kroku testu:

Podrobny pracovni postup pFi®testu mutace genu KRAS najdete v prov(gzni pfirucce k systému cobas® 4800 verze softwaru 2.0
pro test mutace KRAS cobas™ (Provozni pfiru¢ka k testu KRAS cobas™).

Vypocet fedéni zasobni DNA ze vzorku:

Vypocet fedéni zasobni DNA pii koncentracich od 4 ng/ul do 28 ng/ul

POZN.: Zasobni DNA ze vzorki je nutné redit bezprostredné pred amplifikaci a detekci.

POZN.: Kazdy vzorek projde dvakrat (2) amplifikaci/detekci. Pro kazdou amplifikaci/detekci se pouzije 50 ul (25 ul pro
kodon 12/13 a 25 ul pro kodon 61) roztoku zasobni DNA 2 ng/ul (celkem 100 ng DNA).

A. Pro kazdy vzorek vypoctéte objem (ul) potfebné zasobni DNA:

Objem zasobni DNA v pl = (70 pl x 2 ng/ul) + koncentrace zasobni DNA [ng/ul]

B. Pro kazdy vzorek vypoctéte objem (pl) roztoku pro fedéni vzorki DNA (DNA SD):
uI DNA SD = 70 pl — ul zasobni DNA

Priklad:
Koncentrace zasobni DNA = 6,5 ng/ul
A. plzasobni DNA = (70 ul x 2 ng/ul) = 6,5 ng/ul = 21,5 pl
B. pl DNA SD = (70 pl — 21,5 ul) =48,5

Vypocet fedéni zasobni DNA pii koncentracich > 28 ng/ul

POZN.: Zasobni DNA ze vzorki je nutné redit bezprostredné pred amplifikaci a detekci.

POZN.: Kazdy vzorek projde dvakrat (2) amplifikaci/detekci. Pro kazdou amplifikaci/detekci se pouzije 50 ul (25 ul pro
kodon 12/13 a 25 ul pro kodon 61) roztoku zasobni DNA 2 ng/ul (celkem 100 ng DNA).

A. Pri koncentraci zasobni DNA > 28 ng/ul pouzijte nasledujici vzorec pro vypocet mnozstvi roztoku pro fedéni DNA vzork(
(DNA SD) pozadovaného k pfipravé alespor 70 pl nafedéné zasobni DNA. Diky tomu kazdy vzorek pouzije minimalné 5 pl
zasobni DNA.

B. Pro kazdy vzorek vypocitejte objem (uL) DNA SD potfebné k fedéni 5 ul zasobni DNA na 2 ng/pl:

Objem potiebného DNA SD v pul = [(5 pl zasobni DNA x konc. zasobni DNA v ng/ul) / (2 ng/ul)] — 5 ul

Priklad:

Koncentrace zasobni DNA = 31,7 ng/ul
A. Objem poZadovaného DNA SD v pl = [(5 pl x 31,7 ng/pl) / 2 ng/pl] — 5 pl = 74,3 pl

B. Pouzijte vypocteny objem DNA SD k fedéni 5 ul zasobni DNA.
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Redéni vzorku

A. Pripravte si pfislusné mnozstvi 1,5ml zkumavek Safe-Lock pro mikrocentrifugu pro fedéni zasobni DNA a oznacte je
pfisludnou identifikaci vzorku.

B. Pomoci pipetoru se $pi¢kou branici vzniku aerosoll napipetujte vypoctené objemy DNA SD do kazdé oznacené zkumavky.
Napipetujte 35 ul DNA SD do zkumavky Safe-Lock oznacené NEG CT.

C. Virte kazdou zasobni DNA a negativni kontrolu po dobu 5 az 10 sekund.

. Pomoci pipetoru se Spickou s aerosolovou bariérou (pro kazdé pipetovani pouzijte novou $piCku) opatrné napipetujte
vypocteny objem kazdé z&sobni DNA do pfislusné znacené zkumavky obsahujici DNA SD. Do zkumavky NEG CT
napipetujte 35 pl negativni kontroly (extrahovany eluat).

E. Zkumavky uzaviete a kazdou nechte 5 az 10 sekund vifit.
F. Vyménte rukavice.

Priprava pracovnich Master Mixt (MMX 12/13 a MMX 61)

POZN.: KRAS 12/13 OM, KRAS 61 OM a pracovni MMX jsou citlivé na svétlo a je nutné je chranit pred dlouhodobym
pusobenim svétla.

POZN.: KRAS MIX a pracovni MMX pipetujte kvili jejich viskozité pomalu a ujistéte se, Ze je smés ze Spicky zcela
vytlacena.

POZN.: KRAS MIX, KRAS 12/13 OM a KRAS 61 OM mohou byt c¢iré az zZluté. To nema vliv na ucinnost cinidel.

Do jednotlivych 1,5ml zkumavek Safe-Lock pro mikrocentrifugy pfipravte dva pracovni MMX. Jednu s obsahem KRAS 12/13
OM a druhou s obsahem KRAS 61 OM.

A. Vypoctéte objem potfebného KRAS MIX pro kazdy pracovni MMX pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného KRAS MIX = (pocet vzork( + 2 kontroly + 1 kalibrator + 1) x 10 pl

B. Vypoctéte objem pozadovaného KRAS 12/13 OM nebo KRAS 61 OM pro kazdy MMX pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného KRAS 12/13 OM nebo KRAS 61 OM = (pocet vzorku + 2 kontroly + 1 kalibrator + 1) x 10 pl
C. Vypoctéte objem potiebného MGAC pro kazdy pracovni MMX pomoci nasledujiciho vzorce:

Objem pozadovaného MGAC = (pocet vzorkd + 2 kontroly + 1 kalibrator + 1) x 6 pl

Tabulku 1 pouzijte ke stanoveni objemu kazdého Cinidla potfebného pro pfipravou pracovniho MMX na zakladé poctu vzorku
v cyklu.

Tabulka 1
Objemy cinidel potfebnych pro pracovni MMX 12/13 a pracovni MMX 61

Objemy cinidel potiebné pro pracovni MMX
Pocet vzorka*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
KRAS MIX 10yl 5 60 70 8 90 100 110 120 130 140
KRAS 12/13 OM nebo KRAS610M 10pl 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
MGAC 6 pl 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84
Celkovy objem pl 130 156 182 208 234 260 286 312 338 364

* Zahrnuje dostatecny objem pro 1 zkumavku na vzorek, 2 kontrolni zkumavky, 1 zkumavku s kalibratorem a 1 zkumavku navic

D. Vyjméte pfislusny pocet lahvicek KRAS MIX, KRAS 12/13 OM, KRAS 61 OM a MGAC z mista skladovani o teploté 2-8 °C.
Pfed pouzitim kazdé Cinidlo michejte 5 sekund vifenim, a shromézdéte kapalinu ve spodni ¢asti zkumavky. Oznacte sterilni
zkumavku pro mikrocentrifugu pro pracovni MMX 12/13 a pracovni MMX 61.

E. Pridejte vypocteny objem KRAS MIX do zkumavek pro pracovni MMX.

F. Pridejte vypocteny objem KRAS 12/13 OM nebo KRAS 16 OM do odpovidajicich zkumavek pro pracovni MMX.
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G. Pridejte vypocteny objem MGAC do zkumavek s pracovnim MMX.
H. Zkumavky vifenim po dobu 3 az 5 sekund promichejte, aby doslo k dostate¢nému promichani.

POZN.: Vzorky, kontroly a kalibrator je nutné dat na mikrotitracni desticku (AD-desticku) do jedné hodiny po pripravé
pracovniho MMX.

POZN.: Pouiivéejte pouze mikrotitraéni desticku (AD-desticku) a zalepovaci folii (Roche P/N 05232724001) pro systém
cobas™ 4800.

Obrazek 1
Rozvrzeni desti¢ky se vzorky

Rozvrzeni desticky se vzorky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A KRASMC KRASMC  Vzorek 6 Vzorek 6 Vzorek 14  Vzoreki14 Vzorek22  Vzorek 22
12/13 61 12/13 61 12/13 61 12/13 61

B NEGCTL NEGCTL  Vzorek7 Vzorek7  Vzorek 15  Vzorek'15 Vzorek 23  Vzorek 23
12/13 61 12/13 61 12/13 61 12/13 61

c KRAS CAL KRAS CAL Vzorek 8 Vzorek 8 Vzorek 16 ~ Vzorek 16  Vzorek 24  Vzorek 24

12/13 61 12/13 61 12/13 61 12/13 61
D Vzorek 1 Vzorek 1 Vzorek 9 Vzorek9 Vzorek 17  Vzorek 17

12/13 61 12/13 61 12/13 61
E Vzorek 2 Vzorek 2  Vzorek 10  Vzorek 10 Vzorek 18  Vzorek 18

1213 61 12/13 61 12/13 61

F Vzorek 3 Vzorek3  Vzorek 11 Vzorek 11 Vzorek 19  Vzorek 19
12/13 61 1213 61 12/13 61

G Vzorek 4 Vzorek 4  Vzorek 12 Vzorek 12 Vzorek 20  Vzorek 20
12/13 61 12/13 61 12/13 61

H Vzorek 5 Vzorek 5  Vzorek 13  Vzorek 13 Vzorek 21  Vzorek 21
12/13 61 12/13 61 12/13 61

A. Do kaZdé reakeni jamky na mikrotitracni desti¢ce (AD-destiCce), ktera je potfebna pro cyklus, pfidejte 25 ul pracovniho
MMX. Spicka pipety se nesmi dotknout desti¢ky mimo danou jamku.

e Do lichych sloupecku (1, 3, 5 atd.) s jamkami na mikrotitracni desticce (AD-desticce) pfidejte pracovni MMX 12/13
(obsahujici KRAS 12/13 OM)

o Do sudych sloupecku (2, 4, 6 atd.) s jamkami na mikrotitracni desticce (AD-desticce) pfidejte pracovni MMX 61
(obsahujici KRAS 61 OM).

B. Napipetujte 25 ul KRAS MC do jamek A1 a A2 mikrotitracni desticky (AD-desticky); pipetou dobfe promichejte - odsajte
a davkuijte v jamce alespori dvakrat.

C. Pomoci nové pipetovaci Spicky napipetujte 25 yl NEG CT do jamek B1 a B2 na mikrotitracni desti¢ce (AD-desticce)
a pomoci pipety dobfe promicheijte - odsajte a davkujte v jamce alespon dvakrat.

D. Pomoci nové pipetovaci 3picky napipetujte 25 yl KRAS CAL do jamek C1 a C2 na mikrotitraCni desti€ce (AD-destiCce)
a pomoci pipety dobfe promichejte - odsajte a davkujte v jamce alespori dvakrat.

POZN.: Kazdy cyklus musi obsahovat pozitivni kontrolu (KRAS MC) v jamkach A1 a A2, negativni kontrolu (NEG CT)
v jamkach B1 a B2 a kalibrator (KRAS CAL) v jamkach C1 a C2. V opacném pripadé analyzator cobas z 480
cyklus zneplatni.

POZN.: Podle potifeby mérnite rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky a kontaminaci PCR reakéni zkumavky
zvnéjsku.

E. Pomoci novych pipetovacich Spi¢ek pro kazdy nafedény vzorek DNA pfidejte 25 ul prvniho vzorku DNA do jamek D1 a D2
na mikrotitracni destice (AD-desti¢ce); pomoci pipety dobfe promichejte - odsajte a davkujte v jamce alespori dvakrat.
Opakuijte tento postup i u nafedéné DNA druhého vzorku (jamky E1 a E2). Postupujte podle vzoru na obrazku 1, az budou
vSechny nafedéné vzorky DNA na mikrotitracni desticce (AD-destiCce). Ujistéte se, Ze je veSkera kapalina umisténa na dné
jamky.

F. Zalepte mikrotitraCni desticku (AD-desticku) zalepovaci folii (dodanou s desti¢kou). Pomoci aplikatoru k zalepovaci folii
pfilepte zalepovaci folii pevné k mikrotitraéni desti¢ce (AD-desti¢ce).
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G. Pred zahajenim PCR se ujistéte, Ze je veSkera kapalina umisténa na dné jamek.

POZN.: Amplifikace a detekce musi zacit do 1 hodiny od okamziku pridani prvniho Fedéni vzorku DNA do pracovniho
MMX.

Zahajeni PCR

Podrobné pokyny pracovniho postupu KRAS najdete v provozni pfiru¢ce k testu KRAS cobas®.

INTERPRETACE VYSLEDKU
POZN.: Veskerou validaci cyklu a vzorkii provéadi software cobas® 4800.
POZN.: Platny cyklus mizZe zahrnovat jak platné tak i neplatné vysledky vzorkii.

Jestlize je méfeni platné, Ize vysledky vzorku interpretovat zplisobem, ktery je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2

Interpretace vysledki testu mutace genu KRAS cobas®
Vysledky testu Vysledek mutace Interpretace
Mutation Kodon 12/13 nebo kodon 61 Mutace detekovana v kodonu KRAS 12/13 nebo 61 nebo
Detected (pfitomny mohou byt oba) v obou.
Mutation Not N/A Mutace nebyla detekovana v kodonu 12/13 a 61 KRAS.
Detected”
Invalid N/A Vysledek vzorku je neplatny. Opakujte testovani vzorki

s neplatnymi  vysledky podle pokynli v ¢&asti nize
Opakované testovani vzorki s neplatnymi vysledky.

Failed N/A Neuspésny cyklus zplsobeny poruchou hardwaru nebo
softwaru. Vyzadejte si od mistniho zastoupeni spole¢nosti
Roche technickou pomoc.

* Vysledek ,Mutation Not Detected” nevylucuje pfitomnost mutace genu KRAS v kodonu 12/13 nebo 61, protoZe vysledky zavisi
na procentnim mnoZstvi mutantnich sekvenci, integrité pfislusného vzorku, nepfitomnosti inhibitori a dostatecném mnoZstvi
detekované DNA.

Opakované testovani vzorkia s neplatnymi vysledky

A. Opakujte fed&ni neplatné zasobni DNA ze vzorku od postupu Vypocet fedéni zasobni DNA ze vzorku a Redéni vzorku
v Casti AMPLIFIKACE A DETEKCE.

B. Po nafedéni zasobni DNA na koncentraci 2 ng/ul, jak je uvedeno v Redéni vzorkii pokradujte &asti PFiprava pracovnich
Master Mixt (MMX 12/13 a MMX 61) a zbyvajici ¢asti amplifikace a detekce.

POZN.: Jestlize je vzorek po novém testovani stdle neplatny nebo nebylo dostate¢éné mnozstvi zasobni DNA pro
pripravu dal$iho fedéni v kroku A, ¢dsti ,,Opakované testovani vzorku s neplatnymi vysledky*, opakujte cely
test s danym vzorkem pocinaje deparafinizaci a izolaci DNA s novym 5um fezem FFPET.

KONTROLA KVALITY

V kazdém cyklu je zahrnuta jedna sada, ktera obsahuje kontrolu pro test mutace KRAS cobas® (KRAS MC), negativni kontrolu
(NEG CT) a kalibrator KRAS (KRAS CAL) pro pracovni MMX 12/13 a pracovni MMX 61. Cyklus je platny, jestlize jsou platné
jamky s kontrolami mutace KRAS (KRAS MC) (A1 a A2), jamky s negativnimi kontrolami (NEG CT) (B1 a B2) a jamky
s kalibratorem KRAS (KRAS CAL) (C1 a C2). Jestlize jsou kontrola mutace KRAS (KRAS MC), negativni kontrola (NEG CT)
nebo kalibrator KRAS (KRAS CAL) pro pracovni MMX 12/13 nebo pracovni MMX 61 neplatné, cyklus je neplatny cely a musi se
opakovat. Cerstvé si nafedte jiz dfive izolovanou zasobni DNA ze vzorku a pfipravte si novou mikrotitraéni desti¢ku (AD-desti¢ku)
s kontrolami pro amplifikaci a detekci.
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Pozitivni kontrola

Vysledek kontroly mutace KRAS (KRAS MC) musi byt ,Valid“ jak pro pracovni MMX 12/13, tak pro pracovni MMX 61. Pokud
jsou vysledky kontroly KRAS MC soustavné neplatné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou
pomoc.

Negativni kontrola

Vysledek negativni kontroly (NEG CT) musi byt ,Valid“ jak pro pracovni MMX 12/13, tak pro pracovni MMX 61. Pokud jsou
vysledky kontroly NEG CT soustavné neplatné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadeijte si technickou pomoc.

Kalibrator

Vysledek kalibratoru KRAS (KRAS CAL) musi byt ,Valid“ jak pro pracovni MMX 12/13, tak pro pracovni MMX 61. Pokud jsou
vysledky KRAS CAL soustavné neplatné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyZadejte si technickou pomoc.

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim pozadavkem dodrzovat principy
spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba dbat opatrnosti, aby mezi Cinidly
a amplifikacnimi smésmi nedoslo ke kontaminaci.

PROCEDURALNi OMEZENI

1. Testujte pouze indikované typy vzorku. Test mutace genu KRAS cobas® byl validovan pro pouziti jen s FFPET vzorky
kolorektalniho karcinomu.

2. Test mutace genu KRAS cobas® byl validovan jen se soupravou pro pfipravu vzork(i DNA cobas® (Roche P/N:
05985536190).

3. Detekce mutace zavisi na tom, kolik kopii genu je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i integrita vzorku, mnozstvi izolované
DNA a pfitomnost interferenénich latek.

4. Kziskani spolehlivych vysledku je tfeba dodrzovat pfislusné postupy fixace vzorkd, transportu, skladovani a zpracovani
vzorku. Postupuijte dle krokd uvedenych v pfibalovém letaku a v pfiru¢ce obsluhy pro KRAS cobas®.

5. Prfidani enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix testu mutace genu KRAS cobas® umoznuje selektivni amplifikaci cilové
DNA. Aby se vSak predeslo kontaminaci ¢inidel, je tfeba uplatfiovat zasady spravné laboratorni praxe a disledné dodrzovat
postupy uvedené v tomto pfibalovém letaku.

6. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vyskoleny v technikach PCR a v pouzivani systému cobas® 4800.

7. Pouze analyzator cobas z 480 byl validovan pro pouziti s timto produktem. S timto produktem se nesmi pouzivat zadny jiny
termocykler s optickou detekci v realném Case.

8. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed pfechodem od jedné technologie k druhé
provedli ve své laboratofi studie pro stanoveni rozdilll mezi témito technologiemi.

9. Vlivy jinych proménnych, jako jsou proménné fixace vzorku, hodnoceny nebyly.

10. | kdyz vzacné, mutace v oblastech genomické DNA genu KRAS pokryté primery a/nebo sondami test mutace genu KRAS
cobas® mohou vést k selhani detekce mutace.

11. PFitomnost inhibitord PCR mize vyvolavat faleSné negativni nebo neplatné vysledky.

12. Zfidka (< 0,2 %), test mutace genu KRAS cobas® vykazuje vysledek ,Mutation Not Detected” u nékterych komplexnich
a viceCetnych mutaci kodonu 12/13 a kodonu 61 a omezenou zkfiZzenou reaktivitu (vysledky ,Mutation Detected* u mutaci
lemujicich kodon 12/13 v exonu 2 a kodon 61 v exonu 3.
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VYHODNOCENi LABORATORNICH VYSLEDKU
Analyticka citlivost
Analyticka citlivost testu mutace genu KRAS cobas® byla zjisStovana pomoci dilu¢nich paneld pfipravenych ze &tyf typu vzorku:

« Smési bunécné linie pfipravené smichanim zasobnich DNA ziskanych z bunééné linie s mutaci genu KRAS a z bunéc¢né
linie divokého typu genu KRAS.

o Plazmidové smési pfipravené smichanim plazmidu obsahujiciho mutaci KRAS a zasobni DNA z bunééné linie divokého
typu KRAS.

o Smési vzorku pfipravenych smichanim zasobnich DNA ziskanych z FFPET vzorkd s mutaci genu KRAS a FFPET vzork(
divokého typu genu KRAS.

« Zasobni DNA extrahované z jednotlivych FFPET vzorkd.

VSechny vzorky pouzité v této studii byly sekvenovany pomoci 454 genomického sekvenceru FLX Titanium (sekvenovani 454),
aby bylo mozné stanovit procentualni mutaci kazdého vzorku.

Analyticka citlivost testu mutace genu KRAS cobas® pomoci smési bunééné linie nebo plazmidi

DNA z buné&énych linii obsahujicich mutaci v kodonu 12 nebo 13 exonu 2 genu KRAS byly extrahovany a smichany s extrakty
DNA z bunécné linie divokého typu genu KRAS a vznikl tak vzorek s 5% mutaci ovéfeny 454 sekvenovanim. Tri jednotlivé
diluéni panely obsahovaly nasledujici fedéni (50,0; 25,0; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6; 0,8 a 0,4 ng/25 pl). Pomoci tfi Sarzi testu mutace
genu KRAS cobas® bylo testovano dvacet &tyfi (24) replikatd kazdého ¢lena panelu (n=72/replikatd celkem). Citlivost byla

Tabulka 3
Citlivost testu mutace genu KRAS cobas® pomoci smési bunééné linie nebo plazmidu
Mnozstvi DNA v ¢lenu panelu (ng/25 pl)
Procento nutné k dosazeni miry pozitivity
Mutace KRAS Typ vzorku mutace* »,Mutation Detected" = 95%
(N=72 replikatd)
Kodon 12 Smés bunécné 0
(Exon 2) linie 53 % 038
Kodon 13 Smés bunécné
(Exon 2) linie 4.9 % 16
E(é’foon”g Smés plazmidu 5.8 % 6,3

* Primérné procento mutace uréené sekvenovanim 454

Test mél miru pozitivity ,Mutation Detected* 95% pfi 0,8 ng/25 pul, 1,6 ng/25 yl a 6,3 ng/25 pl, (fedéni 1:64, 1:32 a 1:8
doporucené koncentraci DNA 50 ng/25 ul) pro mutace kodonu 12, 13 a 61 genu KRAS. To znamena, Ze tento test bude
detekovat mutaci genu KRAS, kdyz bude 87 % DNA degradovano nebo neamplifikovatelné kvUli procesu fixace, za pfedpokladu,
Zze DNA smési bunéc¢né linie plazmidd obsahovaly 100 % neporusené a amplifikovatelné DNA.

Analyticka citlivost stanovena pomoci FFPET vzorkt a smési vzorku

Extrakty DNA FFPET mutovanych vzorkd s kodony 12, 13 a 61 genu KRAS byly smichany s extrakty FFPET vzorku divokého
typu genu KRAS, &imz vznikly vzorky s hladinou mutace 5 %. K testovani mutace kodonu 12 genu KRAS byl pouZit jeden
pfirozeny vzorek. Kone¢na hladiny mutace vSech vzork( byly ovéfeny sekvenovanim 454. Kazdy vzorek/smési vzorkd byly
rozfedén(y), aby vznikl panel se ¢leny (50,0; 25,0; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6; 0,8 a 0,4 ng/25 ul). Clen panelu 50 ng/25 ul nebyl testovan
na smés #2 exon 3, kodon 61.

Pomoci tfi SarZi testu mutace genu KRAS cobas® bylo testovano osm (8) replikatt kazdého ¢lena panelu (n=24/¢lena panelu).

Detected” alespori 95 %, viz tabulka 4.
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Tabulka 4
Citlivost testu mutace genu KRAS cobas® pomoci vzorku a smési vzorki

Mnoistv[ DNA v c::Ien,u panelu (ng/25 pl)
Mutace KRAS Typ vzorku Pr';l%iggéo nl{f&%g?ﬁi:ég?éé%g‘ [);ngglo\/?ty
=24 replikata
FFPET vzorek 4.3% 3,1
:‘E‘;ffn";)z Smés FFPET 42 % 3.1
Smés FFPET 47 % 3,1
Smés FFPET 5,0 % 3.1
g(%‘:‘";f Smés FFPET 46 % 16
Smés FFPET 7.2 % 1,6
Smés FFPET 4.4 % 3,1
:‘E‘;%%";)“ Smés FFPET 5,5 % 3.1
Smés FFPET 3,8 % 6,3

Tato studie ukazuje, ze test mutace genu KRAS cobas® dokaze detekovat mutace kodonu 12, 13 a 61 genu KRAS pfi hladiné
mutace 5 % pfi pouziti standardni koncentrace 50 ng/25 pl. Schopnost testu detekovat mutace pfi nizSich vstupnich hladinach
koncentrace DNA ukazuje, Zze vzorky mohou obsahovat DNA degradovanou fixaénim procesem nebo neamplifikovatelnou DNA
a presto bude mutace detekovana.

Korelace s referenéni metodou

Pomoci kazdé ze 2 Sarzi testu mutace genu KRAS cobas® bylo testovano 188 FFPET vzork( s kolorektalnim karcinomem.
U v8ech vzork(l bylo provedeno srovnavaci teséovéni pomoci 2X dvousmérné Sangerovy sekvenaéni metody. Neshodné
vysledky mezi testem mutace genu KRAS cobas™ a 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenaéni metodou byly dofedeny pomoci
sekvenovani 454.

Vysledky testu mutace genu KRAS cobas® a 2X dvousmérné Sangerovy sekvenaéni metody

Informace o vzorcich a vysledky 2X dvousmérné Sangerovy sekvenacni metody u 188 vzork( jsou shrnuty v tabulce 5.
Osmdesat jeden (81) ze 188 vzork(l obsahoval mutaci v kodonu 12/13 genu KRAS a 7 mutaci v kodonu 61 genu KRAS.
107 vzorkd bylo bud divokého typu genu KRAS nebo s mutaci jinou nez kodonu 12/13 dle Sangerovy sekvenaéni metody
a 181 vzorek byl bud divokého typu genu KRAS nebo s mutaci jinou nez kodonu 61 genu KRAS.

Tabulka 5
Stadium nadoru vs. Sangerova sekvenaéni metoda
Vysledky 2X dvousmérné Sangerovy

Stadium sekvenaéni metody

nadoru Kodon 12 | Kodon 13 | Kodon 61 | Divoky typ | Celkem | Celkem %
Stadium | 6 2 0 3 11 5,8 %
Stadium Il 20 5 3 37 65 34,4 %
Stadium IlI 21 8 1 38 68 36,0 %
Stadium IV 17* 3* 3 20 43 22,8 %
Neznamé

stadium 0 0 0 2 2 1.1 %

Celkem 64 18 7 100 189 100,0 %

* Jeden z 81 vzork( s mutaci v kodonu 12/13 obsahoval mutace jak v kodonu 12, tak v kodonu 13.
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V tabulce 6 jsou vysledky testovani 188 vzorkl kolorektalniho karcinomu testované testem mutace genu KRAS cobas® ve
srovnani s vysledky ziskanymi 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenalni metodou u mutaci KRAS v kodonu 12/13 exonu 2
a mutaci v kodonu 61 exonu 3.

Srovnani testu mutace genu KRAS cobas.(’@-aab lZI)I? szousmérné Sangerovy sekvenaéni metody
2X dvousmérna Sangerova 2X dvousmérna Sangerova
Kodon 12/13 sekvenaéni metoda Kodon 61 sekvenaéni metoda
MD MND Celkem MD MND Celkem
o MD 79 6* 85 o | MD 6 1 7
s MND |2 101 103 s | MND [ 180 | 181
Celkem | 81 107 188 Celkem | 7 181 188
Shoda pozitivnich = 97,5% (95% Cl = 91,4 az 99,3%) Shoda pozitivnich = 85,7% (95% Cl = 48,7 az 97,4%)
Shoda negativnich = 94,4% (95% CIl = 88,3 az 97,4%) Shoda negativnich = 99,4% (95% CIl = 96,9 az 99,9%)
Celkova shoda = 95,7% (95% Cl = 91,8 az 97,8%) Celkova shoda = 98,9% (95% CIl = 96,2 az 99,7%)
MD: Mutace detekovana v kodonu 12/13 MD: Mutace detekovana v kodonu 61
MND: Divoky typ nebo mutace v jiném kodonu nez 12/13 MND: Divoky typ nebo mutace v jiném kodonu nez 61

* Kromé dvou vzorkt byly vSechny vysledk%jak pro kodony 12/13, tak pro kodon 61 u vSech vzorkli mezi dvéma samostatnymi
Sarzemi testu mutace genu KRAS cobas™ konzistentni. Oba vzorky vykazaly vysledky MD pomoci testu mutace genu KRAS
cobas® a MND pomoci 2X dvousmérné Sangerovy sekvenacni metody pro kodon 12/13 — jeden vzorek pomoci jedné Sarze
Cinidel testu mutace genu KRAS cobas®a druhy vzorek pomoci druhé Sarze &inidel testu mutace genu KRAS cobas®.

Celkova shoda testu mutace genu KRAS cobas® ve srovnani s 2X dvousmérmou Sangerovou sekvenacni metodou mutaci
kodonu 12/13, exonu 2 genu KRAS byla 95,7 % (celkem 8 neshodnych vysledk() pro obé (prvni i druhou) Sarze Cinidel testu
mutace genu KRAS cobas®. Vysledky ziskané u obou vzorkl pomoci testu mutace genu KRAS cobas® ve srovnani s vysledky
ziskanymi 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou u mutaci v kodonu 61 exon 3 genu KRAS by(IQ/ pro prvni i druhou
Sarzi Cinidel testu mutace genu KRAS cobas® stejné. Celkova shoda testu mutace genu KRAS cobas™ ve srovnani s 2X
dvousmérnou Sangerovou sekvenacni metodou mutaci kodonu 61, exonu 3 genu KRAS byla 98,9 % (celkem 2 neshodné
vysledky) pro obé (prvni i druhou) Sarze Cinidel testu mutace genu KRAS cobas™. Nesouhlasné vysledky byly dofeSeny pomoci
sekvenovani 454.

Testovani nesouhlasnych vysledkil sekvenovanim 454

Neshodné vysledky mezi testem mutace genu KRAS cobas® a 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenacéni metodou kodonu 12/13,
exon 2 a kodonu 61, exon 3 genu KRAS byly dofeSeny pomoci sekvenovani 454 a jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7
Test mutace genu KRAS cobas® ve srovnani s 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenaéni metodou
a dorfeseni pomoci sekvenovani 454

Sangerovavsgkvenaéni ) Sangerovavsgkvenaéni )
Kodon 12/13 sekvenovani4s4 . |  Kodon61 sekvenovani 454 |
MD MND Celkem MD MND Celkem
o MD 84 1* 85 o | MD 7 0 7
covas MND 0 103 103 e | MnD 0 181 181
Celkem 84 104 188 Celkem 7 181 188
Shoda pozitivnich = 100 % (95% CI = 95,6 az 100 %) Shoda pozitivnich = 100 % (95% CI = 64,6 az 100 %)
Shoda negativnich = 99,0% (95% CI = 94,8 az 99,8%) Shoda negativnich = 100 % (95% CI = 97,9 az 100 %)
Celkova shoda = 99,5% (95% Cl = 97,0 az 99,9%) Celkova shoda = 100 % (95% Cl = 98,0 az 100 %)
MD: Mutace detekovana v kodonu 12/13 MD: Mutace detekovana v kodonu 61
MND: Divoky typ nebo mutace v jiném kodonu nez 12/13 MND: Divoky typ nebo mutace v jiném kodonu nez 61

* Kromé dvou vzorkl byly vSechny vysledk%jak pro kodony 12/13, tak pro kodon 61 u vSech vzorkli mezi dvéma samostatnymi
Sarzemi testu mutace genu KRAS cobas™ konzistentni. Oba vzorky vykazaly vysledky MD pomoci testu mutace genu KRAS
cobas® a MND pomoci 2X dvousmérné Sangerovy sekvenaéni metody a dofe$eny byly pomoci sekvenovani 454 — jeden
vzorek pomoci jedné SarZe &inidel testu mutace genu KRAS cobas® a druhy vzorek pomoci druhé Sarze €inidel testu mutace
genu KRAS cobas®.
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Poté, co byly sekvenovanim 454 dofeSeny neshodné vysledky testu mutace genu KRAS cobas® a 2X dvousmérné Sangerovy
sekvenalni metody pfi testu mutace kodonu 12/13, exon 2 genu KRAS, celkova shoda se zlepSila na 99,5 % u prvni i druhé
Sarze Cinidel testu mutace genu KRAS cobas®. Poté, co byly sekvenovanim 454 dofeSeny neshodné vysledky testu mutace
genu KRAS cobas® a 2X dvousmémé Sangerovy sekvenacni metody pfi testu mutace kodonu 61, exon 3 genu KRAS, celkova
shoda se zlepSila na 100 % u prvni i druhé Sarze €inidel testu mutace genu KRAS cobas®.

Specificita

Specificita testu mutace genu KRAS cobas® byla stanovena pomoci testovani 188 FFPET vzorkd s kolorektalnim karcinomem
ve spojeni se studii korelace vUgi referenéni metodé.

Sangerova sekvenaéni metoda

Specificita testu mutace genu KRAS cobas® byla vypoétena stanovenim procenta FFPET vzork(l identifikovanych
2X dvousmeérnou Sangerovou sekvenaéni metodou jako divoky typ genu KRAS a spravné vyhodnocenych jako divoky typ
testem mutace genu KRAS cobas™ (procentni shoda negativnich vzorka).

Specificita (procentni shoda negativnich vzork() ziskana pfi testovani 188 vzorkd nadoru na vyskyt mutace v kodonu 12/13,
exon 2 genu KRAS pomoci testu mutace genu KRAS cobas® ve srovnani s 2X dvousmérnou Sangerovou sekvenacéni metodou
&inila 94,4 % (tabulka 6) u prvni i druhé 3arze ginidel testu mutace genu KRAS cobas®. Specificita ziskana pfi testovani stejnych
vzorkll nadoru na vyskyt mutace v kodonu 61, exon 3 genu KRAS pomoci testu mutace genu KRAS cobas® ve srovnani s 2X
dvousmérnou@Sangerovou sekvenacéni metodou byla 99,4 % (tabulka 6) pfi pouziti kterékoli ze 2 Sarzi €inidel testu mutace genu
KRAS cobas™.

Testovani nesouhlasnych vysledkl sekvenovanim 454

P¥i testovani mutaci v kodonu 12/13, exon 2 genu KRAS se specificita zlepSila na 99,0 % u prvni i druhé Sarze (tabulka 7) Cinidel
testu mutace Jgenu KRAS cobas® po pouziti sekvenovani 454 pro dofeSeni neshodnych vysledkl mezi testem mutace genu
KRAS cobas™ a 2X dvousmérnou Sangerovou DNA sekvenaéni metodou. Pfi testovani mutaci v kodonu 61, exon 3 genu KRAS
se specificita zlepsila na 100 % u obou $arzi testu mutace genu KRAS cobas® (tabulka 7).

Ke zlepSeni specificity testu mutace genu KRAS cobas® po provedeni rozliSovaciho sekvenovani 454 doslo diky schopnosti
sekvenovani 454 detekovat mutace KRAS, které Sangerova sekvenaéni metoda nedetekovala kvdli nizSi citlivosti Sangerovy
sekvenalni metoda ve srovnani se sekvenovanim 454.

Zkiizena reaktivita

ZkfiZzena reaktivita testu mutace genu KRAS cobas® byla vyhodnocena nasledujicimi studiemi:

e Testovani plazmidd tiché mutace KRAS.
e Testovani homologl plazmidi KRAS.
e Testovani stfevnich mikroorganizm(.

ZkFizena reaktivita byla vyhodnocena na zakladé toho, zda pfitomnost plazmidl tiché mutace KRAS nebo homologl plazmidu
KRAS nebo stfevnich mikroorganizma interferovala s detekci mutaci v kodonu 12, 13 a 61 genu KRAS.

Plazmidy s tichou mutaci KRAS

Byly pfipraveny a testovany plazmidové vzorky na pozadi buné&cné linie DNA divokého typu na nasledujici tfi tiché mutace
v kodonu 12, exon 2 genu KRAS: GGA, GGC a GGG; tfi tiché mutace v kodonu 13, exon 2 genu KRAS: GGA, GGT a GGG.
Nebyla zjisténa Zadna zkFizena reaktivita plazmidi s tichymi mutacemi kodonu 12 nebo 13, exon 2 genu KRAS.

Byly pfipraveny smési plazmidd s kodonem 12 nebo kodonem 13 KRAS pfi 5% mutaci na pozadi bunécné linie DNA divokého

typu a testovany za pfitomnosti jejich plazmidu s tichou mutaci a nebyla detekovana zadna interference plazmidd s tichou
mutaci.
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Homology plazmidii KRAS

Byly pfipraveny vzorky obsahujici kazdy ze Sesti homologl plazmidi (kodon 12/13 pseudogenu KRAS, kodon 61 pseudogenu,
NRAS exon 2, NRAS exon 3, HRAS exon 2 a HRAS exon 3) na pozadi bunécné linie divokého typu DNA a testovany ve tfech
kopiich pomoci testu mutace genu KRAS cobas®. U zadného plazmidového vzorku nebyla pozorovana zadna zkfizena
reaktivita.

Byly pfipraveny smési plazmidd s kodonem 12, kodonem 13 nebo kodonem 61 KRAS pfi 5% mutaci na pozadi bunécéné linie
DNA divokého typu a testovany za pfitomnosti jejich homologl plazmid( a nebyla detekovana zadna interference homologu
plazmidd.

Stfevni mikroorganizmy

Zjistilo se, ze v testu mutace genu KRAS cobas® nasleduJ|C| stfevni mikroorganizmy zkfizené nereaguji, kdyz jsou pfidany do
5 vzork( divokého typu, kodony 12, 13a61s 1 x 10° CFU b&hem lyzy tkané:

1. Bacteroides caccae

2. Prevotella intermedia

3. Escherichia coli (E. coli)

Testované mikroorganizmy rovnéz neinterferovaly s detekci mutaC| kodonu 12 KRAS (2 vzorky), kodonu 13 (1 vzorek) nebo

kodonu 61 (2 vzorky), kdyz bylo béhem lyzy tkané pfidano 1 x 10° CFU vzorku obsahujiciho mutaci genu KRAS v koncentracich
uvedenych v tabulce 8.

Tabulka 8
Procento mutace vzorku testovanych na interferenci zptisobenou stfevnimi mikroorganizmy

ch;g,llfu Stav mutace Proce:jr:g;rr‘r%utace
sekvenovanim 454

1 Kodon 12 15,9

2 Kodon 12 16,1

3 Kodon 13 42,8

4 Kodon 61 17.0

S Kodon 61 19,8

Interference

Ukazalo se, ze trlg%ceridy (s 37 mM, CLSI doporuéené vysoké koncentrace®), hemoglobin (< 2 mg/ml, CLSI doporu¢ené
vysoké koncentrace®) a < 50% nekroticka tkan neinterferuji s testem mutace genu KRAS cobas™, kdyz potencialné interferujici
latka byla pfidana do lyzy b&éhem pfipravy vzorku.

Odolnost testu

Odolnost testu mutace genu KRAS cobas® byla stanovena pomoci jednoho FFPET vzorku kolorektalniho karcinomu s mutaci
v kodonu 12, exon 2 genu KRAS a jednoho FFPET vzorku kolorektalniho karcinomu s mutaci v kodonu 61, exon 3 genu KRAS
s procentem mutace 13,1 % a 17 %. Pro provedeni analyzy bylo u kazdého vzorku provedeno 100 5um FfezQ.

Pomoci soupravy pro pfipravu vzorkii DNA cobas® byla z kazdého Fezu extrahovana genomicka DNA. Z kazdého ze 100 Fezl
kazdého ze 2 vzork(l byl testovan jeden replikat extrahované genomlcke DNA. Testem mutace genu KRAS cobas® bylo
vyhodnoceno deset jednotlivych cykll, kde kazdy cyklus obsahoval 20 fezl. Test mutace genu KRAS cobas® vyhodnotil 100 %
replikatt vzorku mutace v kodonu 12 genu KRAS a vzorku mutace v kodonu 61 genu KRAS jako ,Mutation Detected®, coz
predstavuje faleSnou negativitu 0 %.
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Opakovatelnost

Opakovatelnost testu mutace genu KRAS cobas® byla vyhodnocena pomoci Sesti FFPET vzorku kolorektalniho karcinomu. Dva
vzorky obsahovaly mutaci v kodonu 12 genu KRAS, dva vzorky obsahovaly mutaci v kodonu 61 genu KRAS a dva vzorky byly
s genem KRAS divokého typu. Charakteristiky vzorkl ukazuje tabulka 9.

Vzorky byly testovany v duplikatu dvéma obsluhami, pomoci dvou rliznych Sarzi €inidel a na ¢tyfech analyzatorech cobas z 480
v praibéhu 4 dni (n=32/vzorek).

Tabulka 9
Opakovatelnost testu mutace genu KRAS cobas®
Cislo Stav mutace % mutace Mutation Mutation Not Procentni
vzorku genu KRAS Detected (n=32) Detected shoda
1 Kodon 12 11,2 % 32 0 100 %
2 Kodon 12 13,6 % 32 0 100 %
3 Kodon 61 18,9 % 32 0 100 %
4 Kodon 61 19,1 % 32 0 100 %
5 Divoky typ - 0 32 100 %
6 Divoky typ - 0 32 100 %

Test mutace genu KRAS cobas® mél korektni spravnost 100 % (192/192) pfi vSech kombinacich dni, vzorkd, replikatd, obsluhy
a Sarzi Cinidel.
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