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1. POUZITI

RDNGSO0001 BioVendor fastGEN Solid Cancer kit slouzi pro rychlou pfipravu sekvenacni
knihovny, potfebné pro genotypizaci genu KRAS, NRAS (kodony 12, 13, 59, 60, 61, 117, 146)

a BRAF (kodon 600) rychlym masivné paralelnim sekvenovanim (NGS) na pfistroji lllumina®.

Sekvenacni data jsou analyzovana pomoci softwaru GENOVESA, modul fastGEN dostupného

online.

Informace o muta¢nim statusu RAS genl a BRAF genu je vyzadovana pro indikaci spravné

terapie metastazujicich nadoru a pfripadné pro hodnoceni prognézy onemocnéni.

Pouzité zkratky
BRAF

Ct

DNA

FAM/SYBR
FFPE

KRAS
LoD
NC
NGS
NRAS
PC
PCR
qPCR
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B-Raf Proto-Oncogene

Cislo cyklu (cycle threshold)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
6-karboxyfluorescein/asymmetrical cyanine dye

vzorky fixované formalinem a zalité v parafinu (formalin-fixed, paraffin-
embedded)

Ki-ras2 Kirsten.rat sarcoma virus oncogene homolog

limit detekce (limit of detection)

negativni kontrola (negative control)

masivneé paralelni sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)
Neuroblastoma RAS viral (V-ras) oncogene homolog

pozitivni kontrola (positive control)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

kvantitativni polymerazova retézova reakce (quantitative polymerase chain

reaction)



Zakladni charakteristika

2.

Evropska unie: pouziti pro in vitro diagnostiku

Ostatni staty: pouze pro vyzkumné ucely!

Celkova doba pfipravy sekvenacni knihovny je krat§i nez 3 hodiny a zahrnuje méné nez
30 minut laboratornich operaci.

Technologie je zaloZzena na rychlé a robustni jednokrokové pripravé sekvenacni
knihovny za ucelem genotypizace onkomarkert (KRAS, NRAS, BRAF).

Souprava obsahuje kompletni Master Mixy, v€etné indexu, urenych k pfimému pouziti
a také sekvenacni primery.

Pfiprava knihovny pomoci soupravy fastGEN Solid Cancer kit vyZaduje pouze pridani
izolované DNA ke konkrétnimu Master Mixu a analyzu pomoci Real-Time PCR
termocykleru.

Vstupnim materialem pro pfipravu sekvenaéni knihovny je DNA izolovana z nadorua. Postup
je vhodny i pro DNA izolovanou ze vzorka tkané z FFPE bloc¢ku.

Kapacita soupravy je 16 reakci/vzorkdl s unikatni kombinaci indext do jednoho
sekvenacniho béhu.

Sekvenacni data jsou analyzovana pomoci softwaru GENOVESA, modul fastGEN
dostupného online.

SKLADOVANI

Soupravu skladujte pfi —20 °C. Za téchto podminek jsou vSechny komponenty stabilni po dobu

exspirace uvedené na vnéjSim obalu.

Souprava fastGEN Solid Cancer kit je dodavana zamrazena na -20 °C.
Po dodani skladujte fastGEN Solid Cancer kit pfi teploté —20 °C.
Komponenty soupravy chrante pred svétlem.

Omezte opakované zmrazeni a rozmrazeni.

Nepouzivejte soupravu po vyprdeni doby exspirace.
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3. UvoD

Kolorektalni karcinom patfi mezi nejCastéji se vyskytujici maligni nadorova onemocnéni [1, 2].
Personalizovana terapie muze pro pacienty s riznymi druhy zavaznych nadorovych onemocnéni
znamenat velkou nadéji na prodlouzeni a zkvalitnéni zivota. Pro efektivni nastaveni terapie je
nutné rozlisit pacienty, ktefi budou mit z Ié€by benefit, od pacientd, jejichz karcinom je vici terapii
pfirozené rezistentni. Vhodné prediktivni molekularni markery umoznuji zvysit celkovou efektivitu
a snizit finan¢ni naklady na terapii [3, 4].
Informace o mutacnim statusu gend KRAS, NRAS (kodony 12, 13, 59, 60, 61, 117, 146) a BRAF
(kodon 600) je vyzadovana pro indikaci spravné terapie metastazujicich kolorektalnich karcinomu
léCivy panitumumab anebo cetuximab a pfipadné pro hodnoceni prognézy onemocnéni. Mutacni
status genu BRAF vypovida navic o indikaci pacientd s melanomem k Ié&bé vemurafenibem
[3-6].
V soucCasné dobé jsou k dispozici metody genotypizace zaloZzené na sekvenovani technologii
NGS, které nevyzaduji specifické sondy nebo primerové pary pro kazdou pfipustnou variantu
mutace, coz snizuje riziko faleSné negativnich vysledku.
Zakladem NGS genotypizace je pfiprava vhodného dvouviaknového DNA konstruktu
(tzv. sekvenacni knihovny), ktery musi obsahovat:

—  cilovou sekvenci pro ucely'genotypizace (Usek DNA)

- adaptérovou sekvenci pro nasedani sekvenacénich primeru

- indexovou sekvenci, ktera je pro vzorek v daném béhu unikatni, slouzici ke ztotoznéni

ziskanych vysledk(l s odpovidajicim vzorkem DNA (pacientem) a umozrfiuje tak
paralelni sekvenovani vice vzorku (typicky vice nez deset) v jednom béhu

—  sekvenci pro navazani DNA konstruktu na povrch sekvenaéni komurky
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4. PRINCIP STANOVENI

Souprava fastGEN Solid Cancer kit slouzi k pfipravé vzorku na vySetfeni mutaéniho statusu
klinicky relevantnich onkomarkerd KRAS, NRAS a BRAF pomoci NGS. Vstupnim materialem je
izolovana DNA. Princip stanoveni vyuziva NGS sekvenovani kratkych amplikont ziskanych
pomoci jediné polymerazové fetézové reakce s tagovanymi hybridnimi primery, kdy se provede
amplifikace usekl o délce do 150 parl bazi a nasledné sekvenovani o vysokém pokryti. PouZiti
kratkych amplikonu zvySuje amplifikovatelnost DNA a diagnostickou vytéZznost. Master Mixy
dodavané ve formatu k pfimému pouziti umoznuji usporu celkového €asu na vySetfeni a snizeni
rizika chyby. Sekvenacni data jsou analyzovana pomoci softwaru GENOVESA, modul fastGEN,

dostupného online.

Priprava sekvenacni knihovny pomoci soupravy fastGEN Solid Cancer kit vyzaduje pouze
pridani izolované DNA ke konkrétnimu Master Mixu a amplifikaci pomoci Real-Time PCR
termocykleru.

K vyhodnoceni sekvenac¢nich dat je doporuéen software GENOVESA, modul fastGEN,

ktery je soucasti komplexniho reseni.

5. UPOZORNENI

— Pouze pro profesionalni pouziti.

- Komponenty soupravy fastGEN Solid Cancer kit neobsahuiji infekéni material.

—  Se vzorky pro testovani soupravou fastGEN Solid Cancer kit je tfeba zachazet jako
s potencialné infekénim materialem a je nutno dodrzovat standardni bezpecnostni opatieni.

- Nepijte, nejezte a nekufte v prostoru, kde se pracuje s biologickym materialem.

CZE.005.A



TECHNICKA DOPORUCENI

Souprava je urCena pro profesionalni pouziti vySkolenymi pracovniky v adekvatnim
laboratornim prostredi.

Pred a po kazdém testu musi byt pracovni prostfedi dekontaminovano vhodnymi prostredky
odstranujicimi RNazy, DNazy i standardnimi dezinfekénimi prostfedky. Prace v nevhodném
prostfedi mize vést ke kontaminaci komponent souprav.

Souprava fastGEN Solid Cancer kit je ur€ena pro 16 reakci na vySetfeni mutaci v genech
KRAS, NRAS a BRAF.

FastGEN Solid Cancer kit Master Mix je dodavan pro kazdy vySetfovany vzorek
v samostatné zkumavce. NedoporuCujeme alikvotovat a opakované rozmrazovat,
vicenasobné rozmrazeni muze negativné ovlivnit kvalitu testu.

Jednotlivé komponenty soupravy rozmrazujte tésné pred pouzitim. Minimalizujte dobu, kdy
jsou reagencie pfi bézné laboratorni teploté. Doporuujeme pouziti chladicich stojanku.
Pfed pouzitim reagencie promichejte jemnym vortexovanim a kratkou centrifugaci.
Pfipravu gPCR a post-amplifikacni kroky provadéjte v oddélenych laboratornich prostorech.
Zabrante kontaminaci vzorkl a reagencii. Z tohoto duvodu pouzivejte pro kazdy vzorek
a reagencie Spi¢ky na jedno pouZiti.

Nezaménujte reagencie s odliSnymi €isly Sarze.

Likvidaci spotfebovaného a nepouzitého materialu provadéjte v souladu s platnou

legislativou.
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7. SLOZENIi SOUPRAVY

Souprava fastGEN Solid Cancer kit je dodavana ve formatu k pfimému pouziti k provedeni
16 reakci pro geny KRAS, NRAS a BRAF (Tabulka €. 1). Soucasti soupravy jsou specifické

Master Mixy obsahujici vSechny potfebné komponenty reakce a sekvenaéni primery pro KRAS,

NRAS a BRAF.

Slozeni soupravy Sekvence Objem Pocet Forma
fastGEN Solid Cancer kit indexa  V* Z“(:[;‘av"e zkumavek  dodani
Solid Cancer kit Master Mix i701 ~  TAAGGCGA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i702  CGTACTAG 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i703  ~AGGCAGAA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i704 TCCTGAGC 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i705  GGACTCCT 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i706 TAGGCATG 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i707  CTCTCTAC 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i710 CGAGGCTG 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i711 ~ AAGAGGCA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i712 ~GTAGAGGA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i714 ~ GCTCATGA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i715  ATCTCAGG 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i716 ~ ACTCGCTA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i718 GGAGCTAC 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i719  GCGTAGTA 18 1 primé pouziti
Solid Cancer kit Master Mix i720 CGGAGCCT 18 1 primé pouziti

R1SP 12 1 k redéni
R2SP Solid Cancer 43 1 k fedéni
ISP Solid Cancer 43 1 k fedéni

Tabulka ¢. 1: SloZeni soupravy fastGEN Solid Cancer Kit.
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8.

DOPORUCENY MATERIAL (NEDODAVANY SE SOUPRAVOU)

Chemikalie

VySetfovana DNA (standardni koncentrace nejméné 10-200 ng/ul dle spektrofotometru,
resp. 1 ng/ul dle fluorimetru Qubit HS assay; méné koncentrovanou DNA je mozné vysetfit
ve specialnim rezimu, viz Tabulka €. 2)

Standardizovany vzorek obsahujici poZadované varianty vySetfovanych gent NRAS, KRAS
a BRAF (vhodny jako pozitivni kontrola)

Voda pro molekularni biologii (Nuclease Free Water, vhodna jako negativni kontrola)
[llumina sekvenacni kit

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies)

NaOH (p.a.)

Tween 20

Purifika€ni kit pro DNA pool

Komeréné dostupné roztoky pro dekontaminaci povrchu

Material

Zkumavky 0,2 ml a zkumavky 1,5-2 ml vhodné pro praci s nukleovymi kyselinami (RNase
+ DNase free, low binding nucleic acid tubes)

PCR zkumavky/stripy/desti¢ky dle pouzitého Real Time PCR termocykleru (vhodné pro
praci s nukleovymi kyselinami)

Adhezivni PCR folie

Stojanky na zkumavky

Chladici blo¢ky/lednice/mrazak/box s ledem pro vychlazeni zkumavek

Jednorazové utérky na opticka zafizeni

Jednorazové Spicky s filtrem

Ochranné pomcky (rukavice, odév)

Pristroje

Automatické pipety pro objemy 0,2—1 000 pl
Real-Time-PCR termocykler

Flowbox/PCR box

Fluorimetr

Vortex, combi-spin (centrifuga a vortex), centrifugy

Sekvenator lllumina®, Inc.
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9. PRIPRAVA REAGENCII

Pripravte odpovidajici po€et zkumavek s Master Mixy potfebnymi pro planovany test.
Nepouzivejte komponenty po uplynuti doby exspirace vyznacené na obalu.

Reagencie jsou dodavany ve formé k primému pouziti nebo k fedéni.

fastGEN Solid Cancer kit: Master Mix
Pro genotypizaci gend KRAS, NRAS a BRAF nechte pfed pfipravou reakce rozmrazit adekvatni
mnozstvi zkumavek Solid Cancer kit Master Mix a uchovejte v chladu do doby tésné pred

pouzitim.

Sekvenacni primery

Pfed denaturaci sekvenacni knihovny nechte rozmrazit a uchovejte je v chladu do doby tésné
pred pouzitim:

- 1 zkumavku: R1SP

- 1 zkumavku: R2SP Solid Cancer

- 1 zkumavku: ISP Solid Cancer

Doporuceni:
Do kazdého béhu testovani pomoci fastGEN Solid Cancer kitu je doporu€eno pfidavat pozitivni

kontrolu (PC; standardizovany vzorek obsahujici pozadované varianty vySetfovanych genu, neni
dodavan se soupravou) a negativni kontrolu (NC), pro zhodnoceni spravné pfipravy reakci
a vylou€eni kontaminace. Pfi nedodrZzeni tohoto doporuceni nelze vyloucit faleSné pozitivni
¢i negativni vysledky.

S pozitivni kontrolou manipulujte s opatrnosti a pipetuje jako posledni soucast reakce.
Pfi nevhodné manipulaci muze dojit ke kontaminaci testu a faleSné pozitivnim vysledkim.

Pfi podezfeni na kontaminaci test opakuijte.

CZE.005.A



10. PRIPRAVA VZORKU

Pracujte ve vhodném PCR boxu.

Jako vstupni vzorek pouzijte DNA izolovanou z nadorové tkané nebo DNA z nadorové tkané
fixované v FFPE bloccich.
Stanovte vhodné fedéni na zakladé koncentrace vstupni DNA dle Tabulky €. 2.
Spravného mnozstvi vstupni DNA v doporu€eném rozsahu dosahnete dle nasledujicich
postupu:
A) Vzorky o vysoké koncentraci DNA fedte 5x (1 ul DNA + 4 ul H20).
B) Vzorky o standardni koncentraci DNA nefedte.
C) Vzorky o velmi nizké koncentraci DNA nefedte a zahriite je do analyzy v
duplikatu (pipetujte 5 ul DNA do zkumavek s dvéma rtiznymi Master Mixy).
Do jedné reakce pipetujeme vzdy 5 ul DNA vzorku pfipraveného dle Tabulky €. 2.
Vzorek nafedény na vhodnou koncentraci je pfipraven k analyze. PokraCujte dle kapitoly

11. Postup stanoveni.

Koncentrace Koncentrace Qubit . T
Nanodrop HS Redéni Postup fedéni
A >200 ng/pl >20 ng/pl 5x 1 pl DNA + 4 pl H20
B 10-200 ng/ul 1-20 ng/ul bez fedéni 5 ul DNA
C <10 ng/pl <1 ng/ul bez fedéni 5 ul DNA v duplikatu

Tabulka ¢. 2: Stanoveni vhodného rfedéni DNA do PCR reakce.

Doporuceni:
Pozitivni kontrola (PC)

Neni soucasti soupravy. Kontrolni analyza PC je doporu€ovana v ramci kazdého béhu testovani

pro zhodnoceni spravné pfipravy reakci.

PC pfipravte obdobnym fedénim jako vySetfované vzorky DNA.

Upozornéni: Zkumavky s pozitivni kontrolou nikdy neotvirejte béhem pfipravy testu, vzdy je

pipetujte jako posledni soucast reakce. Pfi nevhodné manipulaci mize dojit ke kontaminaci testu

a faleSné pozitivnim vysledkum. Pfi podezfeni na kontaminaci test opakuijte.
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11. POSTUP STANOVENI

Technologie NGS umozZnuje sekvenovat vSechny poZadované uUseky DNA se
sekvenacnim pokrytim v fadu tisict Cteni pro kazdy vzorek. Metoda je proto vysoce citliva
a dokaze odhalit somatickou mutaci ve frekvenci od 1 %, pfipadné od 5 %.

Souprava je navrzena tak, aby bylo mozné zpracovat az 16 vzorkl pro genotypizaci KRAS, NRAS

a BRAF genu v jednom sekvenacnim béhu.

Vzorky

a master-mixy

s riznymi indexy
jsou smichané

PCR test

je spustén

na qPCR pfristroji
(2 hod.).

(10 min.).
=h
Indexované Spojend DNA
amplikony jsou je precisténa
spojeny (5 min.). (10 min.).
S.
DNA j
DNA je fedéné €
sekvenovana
a denaturovana na pHistroli
(10 min.). = . J.
lllumina Miseq.

Obrazek ¢. 1: Schéma postupu genotypizace pomoci soupravy fastGEN.
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11.1 Priprava DNA knihovny
11.1.1 Priprava vySetfované DNA

Pracujte ve vhodném PCR boxu.

Vzorky si pfipravte podle svého pracovniho rozpisu.

DNA vzorky kratce vortexujte a centrifugujte.

Do PCR desticky anebo stripu pipetujte 5 ul DNA o vhodné koncentraci (viz kapitola 10).

Doporuceni:

—  Zahrite mezi skupinu vySetfovanych vzorku také pozitivni (PC) a negativni (NC)
kontrolu.

- Pipetujte 5 pl DNA pozitivni kontroly o vhodné koncentraci (viz kapitola 10).

- Pipetujte 5 pl vody pro molekularni biologii jako negativni kontrolu.

11.1.2 Priprava Master Mixt

Pracujte ve vhodném PCR boxu v pre-PCR mistnosti.

Oznacte si PCR desku nebo stripy.

Po rozmrazeni Master Mixy kratce vortexujte a centrifugujte.

Ke kazdému vzorku nebo kontrole pfidejte 15 pl Master Mixu.

Celkovy objem PCR reakce je 20ul.

V jedné pozici mizete pouzit jenom jeden druh Master Mixu.

Maximalni mozny pocet soubézné vysetiovanych vzorku véetné kontrol je 16.

Jednotlivé Master Mixy otvirejte postupné a vzdy tésné pfed pfidanim do reakce, poté ihned
uzaviete. Zabrante sou€asnému otevirani vice Master Mix(, aby nedoslo k vzajemné
kontaminaci.

Zalepte destiCku lepici PCR folii nebo uzaviete mikrozkumavky, vortexujte, kratce

centrifugujte (15 s, 280x Q).

CZE.005.A



11.1.3 gPCR

Na Real-Time PCR termocykleru nastavte amplifikaCni program dle Tabulky €. 3.

v

Krok Cas Teplota
denaturace 2 min 95 °C
15s 95 °C
amplifikaéni cyklus 30s 62 °C 40 cykll
30s 72 °C*
finalni elongace 5 min 72 °C
melting 60 °C —-95°C

*Cteni signalu v kanalu FAM/SYBR

Tabulka ¢. 3: Program qPCR amplifikace.

—  Zadejte identifikaci vzorku do ovladaciho programu Real-Time PCR termocykleru.

—  Spustte nastaveny amplifikacni program se vzorky.

- Exportujte gPCR data a provedte kontrolu amplifikace. Hodnoty Ct uloZte pro pfipadnou

kontrolu.

- Produkty PCR uchovejte pro dalSi pouziti pfi 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani je uchovejte

pfi —20 °C.

11.2  Priprava sekvenatoru

- DoporucCujeme délat tento krok v dostateCném predstihu.

- Pfed pouzitim sekvenatoru, nejlépe v dobé, kdy probiha qPCR, sekvenator promyjte

(tzv. “maintenance wash”) a rozmrazte sekvenacni kazetu.

CZE.005.A



11.3 Spojeni amplikont v DNA pool, purifikace a kvantifikace
Cely proces pfipravy knihovny provadéjte v post-PCR mistnosti ve vhodném boxu a po celou

dobu, vyjma denaturace, udrzujte amplikony a DNA pool na ledu.

11.3.1 Spojeni amplikonu v DNA pool
- Po ukon&eni gPCR amplifikace kratce stocte zkumavky s amplikony.
- Pro vytvofeni knihovny pro genotypizaci geni NRAS, KRAS a BRAF:
—  Smichejte jednotlivé amplikony vSech vzorkG do jednoho DNA poolu ve stejném
pomeéru.
Priklad: Pfi poCtu 16 vzorku smichejte jednotlivé amplikony v mnozstvi 3 yl PCR
produktu z kazdého vzorku. Takto ziskate DNA pool v objemu 48 ul.
— Finalni objem DNA poolu stanovte dle pouzivaného kitu pro purifikaci DNA poolu.
Doporuceni: V pripadé, ze vzorek vykazuje hodnotu Ct > 31 pfidejte dvojnasobek,

ev. pro Ct > 34 trojnasobek objemu amplikonu do DNA poolu.

— Pro purifikaci pfeneste DNA pool do nové 1,5 ml zkumavky.
- Pavodni PCR desti¢ku/stripy s amplikonyuchovejte zmrazené pro pfipadné opakovani

purifikace DNA poolu.

11.3.2 Purifikace DNA poolu
- Pro purifikaci DNA poolu postupujte dle navodu vyrobce purifikaéniho kitu.

- Purifikovany DNA pool uchovejte dle pokynu vyrobce purifikacniho kitu.

CZE.005.A



11.3.3 Kvantifikace DNA poolu

Fluorimetricky stanovte koncentraci DNA poolu po jeho precisténi.

DNA pool udrzujte na ledu.

Doporu¢ena koncentrace DNA poolu je cca 40-80 ng/ul; nejnizSi akceptovatelna
koncentrace je 10 ng/ul.

Z naméfené hmotnostni koncentrace vypocitejte molaritu DNA poolu podle vzorce:
. [n
pi [_g] x 10°
ul
(660 x 155)

c[nM] =

- pi je hmotnostni koncentrace DNA
- 155 je orientaCni primérna velikost molekuly DNA po indexaci v bp

— 660 g/mol je prumérna molarni hmotnost jedné baze (1bp)

11.4 Priprava na sekvenaci

11.4.1 Zadani runu
Pro zadani runu vyuZijte vzorovy SampleSheet ,fastGEN-sample-sheet.xIsx“ na strankach

www.biovendor.com, ktery editujte (zadejte datum, ID béhu a identifikatory vzorka dle pouzitych

indexa).

11.4.2 Redéni purifikovaného DNA poolu

Nafedte DNA pool (sekvenaéni knihovnu) vodou pro molekularni biologii na koncentraci
2 nM.

Koncentrace fedéného DNA poolu musi byt v rozsahu 1,6 nM-2,4 nM.

Ovérte koncentraci nafedéného DNA poolu napf. metodou Qubit HS. Pro méfeni pouzijte
minimalné 10 pl nafedéného DNA poolu.

Redé&ni je mozné upravit tak, aby bylo dlouhodobé& dosahovano hodnot sekvenaéni hustoty
v rozsahu 1000-1200 kilo-klustri/mm?. V pfipadé neoptimalnich densit klustra (>1200 kilo-
klustrd/mm?) je vhodné snizit fedéni poolu na 1,8 nM, v pfipadé densit <1000 kilo-

klustrG/mm? na 2,2 nM. Pro usnadnéni fedéni vyuzijte nastroj “fastGEN-pool-dilution.xlsx’

dostupny na strankach www.biovendor.com.

V opacném pripadé musi byt DNA pool nafedén a proméfen znovu.
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11.4.3 Denaturace DNA poolu

— Pripravte Cerstvy 0,2 M roztok NaOH: 480 pl H20 + 20 pul 5 M NaOH.

—  Smichejte 10 pl nafedéného DNA poolu s 10 pl erstvé pripraveného 0,2 M NaOH (1:1).
Vzdy je nutno pouzit Cerstvy roztok NaOH.

—  Spolecné inkubujte alesporn 5 min pfi pokojové teploté.

11.4.4 Redéni sekvenaénich primert
- Pfipravte si nové zkumavky pro nafedéni sekvenacnich primerd a v prubéhu denaturace
nafedte sekvenacni primery podle nasledujiciho postupu:
- Read1 sekvenacni primery (R1SP): 3 ul R1SP + 597 ul HT1
- Index sekvenacni primery (ISP): 13,5 ul ISP Solid Cancer + 586,5 pyl HT1
- Read2 sekvenacni primery (R2SP): 13,5 ul R2SP Solid Cancer + 586,5 ul HT1

11.4.5 Redéni denaturovaného DNA poolu

Zfedte denaturovany DNA pool vychlazenym roztokem HT1 z lednice na finalni koncentraci
10 pM (napf. 10 yl DNA pool + 990 ul HT1). Ziskany DNA pool je pripraven do sekvenacni
kazety. Pfed aplikaci uchovejte DNA pool v lednici.

11.4.6 Priprava sekvenacni kazety
- Zkontrolujte, Ze sekvenalCni kazeta je dokonale rozmraZzena a zamichejte jeji obsah
prevracenim (3x).
- Pipetujte 600 pl nafedéné 10 pM DNA knihovny a nafedénych sekvenacnich primert do
sekvenacni kazety do pozic 17-20 v uvedeném poradi:
pozice 17: DNA knihovna v HT1
pozice 18: nafedény R1SP v HT1
pozice 19: nafedény ISP v HT1
pozice 20: nafedény R2SP v HT1
—  Pripravte flowcellu podle pokynl vyrobce.

—  Spustte sekvenacni program (lllumina software). Postupuijte podle pokynU vyrobce pfistroje.

Poznamka: V pfipadé, ze DNA pool pfidavate k jiné knihovné, postupujte dle doporuceni pro

michani knihoven ,fastGEN-pool-mix.docx”, ktery je dostupny na strankach www.biovendor.com,

pripadné kontaktujte aplikacni podporu.
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12. VYHODNOCENI

Pro vyhodnoceni sekvenacnich dat pouzijte software GENOVESA, modul fastGEN, ktery je

dostupny online na adrese www.biovendor.com.

GENOVESA modul fastGEN

Jedna se o cloudové all-in-one feSeni pro analyzu hrubych dat sekvenatord (FASTQ files)
s technickou a aplikacni podporou v Cestiné.

Software umoznuje:

- pokrocCilou kontrolu kvality sekvenacnich dat

automatické upozornéni na regiony s nizkym pokrytim
—  jednoduchou filtraci relevantnich variant

- meésicni update anotacnich databazi

- moznost customizace

- ukladat pacientska data a varianty do interni databaze

- report na jedno kliknuti

12.1 Genotypizace KRAS, NRAS a BRAF
Vysledek genotypizace KRAS, NRAS a BRAF je povazovany za pozitivni (detekovana mutace),

pokud byla detekovana mutace pro kodony 12 a 13 genu KRAS s frekvenci 2 1 % a pro ostatni
kodony genti KRAS, NRAS a BRAF s frekvenci 2 5 %.

V pfipadé pozitivniho nalezu mutace v KRAS, NRAS a BRAF v rozsahu frekvence 1 % az 5 %
doporucujeme vySetfeni zopakovat nebo verifikovat jinou metodou.

Vysledek genotypizace pro vzorky s velmi nizkou koncentraci DNA (<10 ng/ul; méfeno na
pristroji nanospektrofotometr) je povazovan za validni, pokud se vysledek detekce varianty genu

shoduje pro oba replikaty s odliSnymi Master Mixy.

12.2 Negativni vysledek
Pokud nejsou dané varianty detekovany, nebo nedosahuije jejich Cetnost pfedepsané frekvence,

vysledek genotypizace je negativni (bez mutace).
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12.3 Interpretace PC a NC

Zahrnuti pozitivni a negativni kontroly pro kazdy béh testu (skupinu vzork( méfenou soucasné)

je doporucené pro kontrolu spravného provedeni pfipravy DNA knihovny a vylouCeni technickych

problému.

Pozitivni kontrola musi spliiovat nasledujici kritéria:

—  V gPCR amplifikacnim kroku pfipravy knihovny je detekovana s hodnotou minimalné o 3 Ct
niz8i nez NC (Ctpc +3 < Cinc).

- Po vyhodnoceni sekvenacnich dat vykazuje pfitomnost danych variant gentl KRAS, NRAS

a BRAF v predepsanych frekvencich.

Negativni kontrola musi splhovat nasledujici kritéria:
— V gPCR amplifikaénim kroku pfipravy knihovny neni detekovana nebo ma Ct hodnotu

minimalné o 3 Ct vySSi nez posledni vzorek/PC.

Pokud PC a NC nespliiuje jeden z parametrl, test neprobéhl zcela spravné a je nezbytné
individualné zhodnotit dopad na interpretaci dat. Mulzete kontaktovat aplikacni podporu

www.biovendor.com.

Vice informaci v kapitole 15. Casto kladené dotazy.
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13. LIMITACE SOUPRAVY

—  Souprava fastGEN Solid Cancer kit je validovana na vzorcich DNA izolované z nadorové
tkané a DNA z nadorové tkané fixované v FFPE bloccich.

—  Vysledek genotypizace je ovlivnén kvalitou vzorku. Spravny postup odbéru, transportu,
izolace DNA a skladovani vzorkU je pro vySetfeni dulezity.

—  Vysledky genotypizace by mély byt hodnoceny odbornym pracovnikem ve zdravotnictvi.

—  Souprava fastGEN Solid Cancer kit je navrzena pro rychlou pfipravu sekvenacéni knihovny,
potfebné pro genotypizaci geni KRAS, NRAS (kodony 12, 13, 59, 60, 61, 117, 146) a BRAF
(kodon 600) technologii NGS.

- Metoda je urCena pro vySetreni mutaéniho statusu onkomarkert ve vzorcich nadorové
tkané, negativni vysledek nevylucuje mutace pod limitem detekce metody.

Pfi provedeni testu by mély byt dodrzeny vSechny instrukce uvedené v tomto dokumentu. Jejich

nedodrzeni muze ovlivnit kvalitu a spolehlivost vysledku.

14. CHARAKTERISTIKA SOUPRAVY

Vyhodnocenim dat v ramci analytické charakteristiky soupravy fastGEN Solid Cancer kit firmy
BioVendor byly stanoveny parametry analytické senzitivity a specificity. Pro soupravu byl
stanoven limit detekce metody a ovéfena kfizova reaktivita primer0 (in silico). Byla testovana
opakovatelnost a robustnost metody na sérii totoznych vzorkl ve tfech nezavislych
experimentech s definovanou zménou podminek. Diagnosticka presnost (senzitivita a specificita)
testu byla stanovena na zakladé analyzy klinickych a referencnich vzorki se znamym mutaénim
statusem. Vysledky stanoveni genotypi KRAS, NRAS a BRAF byly ve vSech typech vzorkul

spravné ve vSech pfipadech véetné opakovani (senzitivita a specificita 100 %).
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15. CASTO KLADENE DOTAZY

1. Kolik vzorku Ize sekvenovat sou¢asné v 1 béhu?

Na jeden vzorek pfi procteni alespon 1 000x a s alelovou frekvenci 1-5 % potfebujeme 100 000
pair end readu. MiSeq Reagent kit v2 Nano, ktery ma 2 mil pair end readu, je dostacujici az pro
16 vzorkd.

2. Lze pouziti jiny nastroj na analyzu dat?

Ano. Je mozné pouzit i lllumina® Experiment Manager.

3. Jaky typ sekvenatoru je vhodny pro analyzu vzork pripravenych kity fastGEN?

Pro sekvenovani knihoven pfipravenych pomoci souprav fastGEN jsou vhodné sekvenatory
znacky lllumina®.

4. Lze kombinovat soupravy na genotypizaci?

Ano, je mozné vzajemné kombinovat vSechny soupravy z fady fastGEN. V pfipadé, Zze DNA pool
pridavate k jiné knihovné, postupujte dle doporu€eni pro michani knihoven ,fastGEN-pool-
mix.docx”, ktery je dostupny na strankach www.biovendor.com, pfipadné kontaktujte aplikacni
podporu.

5. Jak pristoupit k hodnoceni vysledki v pripadé, ze PC a NC nespliuji dana kritéria?
PFi¢iny nestandardnich vysledkd PC 'a NC mohou byt rizné. DoporuCujeme ovéfit kvalitu
a spravny typ pouzité PC (musi obsahovat mutace v cilovych genech a jejich variantach), dale
ovéfte nastaveni technického vybaveni, ovéfte, zda nedo$lo k manualni chybé pfi pfipravé

knihovny Ci kontaminaci materialu. V pfipadé nejasnosti se obratte na zakaznickou podporu.
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17. DALSI INFORMACE

Jakakoliv zavazna udalost, k niz doslo v souvislosti s prostfedkem, musi byt oznamena vyrobci

a pfislusnému organu Clenského statu, ve kterém se uzivatel nebo pacient nachazi.
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18. VYSVETLIVKY K SYMBOLUM

REF

Katalogoveé Cislo

LOT

Sarze

s

Pouzit do data

/H/—ZO °C

Horni mez teploty

Vyrobce

wl
BH

www _biovendor.com

Ctéte elektronicky navod k pouziti

N/

16

Obsah postacuje pro 16 testu

IVD

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

C€

Oznaceni shody CE
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