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Nazev produktu

Human Endometrial Cancer Molecular Classification Detection Kit (High Throughput Sequencing)

Baleni

16 Testt/Kit, 32 Testi/Kit

ZamySlené pouZiti

Tato souprava se pouziva ke kvalitativni detekci muta¢niho stavu gentt POLE a TP53 ve vzorcich FFPE pacientek s karcinomem endometria a
k detekci 34 mikrosatelitovych lokust pro analyzu mikrosatelitni instability pacientek. Vysledky testi slouzi pouze k hodnoceni molekularnich
charakteristik pacientek s karcinomem endometria, aby poskytly klinickou referenci, a nemély by byt pouzivany jako jediny zaklad pro
individualizovanou 1écbu karcinomu endometria. Lékati by méli vzit v ivahu stav pacienta, indikace 1¢ki, odpoved’ na 1é¢bu a dalsi indikatory

laboratornich testt a dalsi faktory, aby mohli ucinit komplexni Gsudek o vysledcich testa.

Rakovina endometria je jednim z nejcastéjsich nadort zenského reprodukéniho systému, s témét 200 000 novymi piipady kazdy rok je tfetim
béznym gynekologickym zhoubnym nadorem vedoucim k imrti. Tradi¢ni klasifikace karcinomu endometria nemtize plné odrazet heterogenitu
nadoru. Proto existuji urcita omezeni v predikci progndzy pacientil a ucinku lécebné odpovédi. V roce 2013 identifikoval americky Cancer
Genome Atlas (TCGA) ¢tyti nové typy rakoviny endometria integraci genomickych ryst: ultra mutovany POLE, hypermutovand mikrosatelitni

instabilita (MSI-H), nizky pocet kopii (CN-L), vysoky pocet kopii (CN-H).

POLE ultra mutovany: POLE je katalyticka podjednotka DNA polymerazy e, ktera se podili na replikaci a opravé DNA. Mutace v doméné
exonukledzy POLE jsou pozorovany u 7 % karcinomti endometria. Tento typ je charakterizovan: mutacemi v doméné exonukledzy POLE

(exony 9 - 14) a prognoza je lepsi nez u jinych typu.

Typ hypermutacni mikrosatelitni instabilita (MSI-H): MSI je vyraznéjsi ve tkanich karcinomu endometria a obvykle piedpovida lepsi klinické
stadium. Karcinom endometria typu MSI je charakterizovan metylaci promotoru MLH1 nebo defektnimi mutacemi v genech souvisejicich s

opravou neshody DNA (MMR), coz povede k mikrosatelitni instabilit¢ (MSI).

Nizky pocet kopii (CN-L): Nizky pocet kopii u karcinomu endometria se objevuje u rakoviny endometria ve stupni 1 az 2 a se stabilnimi
mikrosatelity.

Zmény nizkého poctu kopii gentl jsou obvykle bez mutaci POLE a TP53. Nazyva se také nespecificky typ molekularniho podpisu. (NSMP).

Pocet kopii vysoky (CN-H): Zahrnuje vSechny serézni karcinomy a 1/4 karcinomti endometridzy 3. histologického stupné. Mezi jeho
molekularni charakteristiky patii: vice zmén v poctu kopii genu, vétSina piipadi ma mutaci TP53 (90%), znamou také jako mutace p53, a

prognoza je horsi nez u jinych typt.

Technologické principy
Vysokokapacitni sekvenovani, znamé také jako sekvenovani nové generace (NGS), umoziuje sekvenovani az miliont cilovych nukleovych
kyselin najednou, poskytuje bohaté informace o variantach v kratkém Case a za relativné nizké naklady, hraje vyznamnou roli ve vyzkumu

rakoviny.

Pouzitim DNA extrahované ze vzorki FFPE je cilovy gen amplifikovan a obohacen pomoci vice specifickych PCR primert. Poté je provedena
PCR amplifikace pomoci primerti s indexovymi sekvencemi a polymerazy RingCap-Taq pro ziskani knihovny vzorkt.. Knihovna se poté
sekvenuje prostfednictvim NGS. Kone¢né informace o genovych mutacich a mikrosatelitni instailite se ziskd pomoci pomoci bioinformatického

analytického softwaru.
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Obsah kitu
Tabulka 1. Obsah kitu
16 Testi/Kit 32 Testu/Kit
o Nazev obsahu . Barva
C. Soucdsti stripu | Objem | Mnozstvi 8-Tube | Objem Mnozstvi | 8-Tube Pozn.
Strip Strip
EC-1 Reaction | Primer, dNTPs, Mg?", 16 32 Kazda zkumavka
1 Strip PCR buffer Modra | 20 puL | zkumavek | 2 Stripy 20 puL | zkumavek | 4 Stripy | obsahuje stejnou
reakci
EC-2 Reaction [Primer, dNTPs, Mg**, 16 32 Kazda zkumavka
2 Strip PCR buffer Ruzova | 20 uL | zkumavek | 2 Stripy 20 uL | zkumavek | 4 Stripy | obsahuje stejnou
reakci
Index 1-48 Index primer, Mg*', 48 48 Kazda zkumavka
3 Reaction Strip dNTPs, PCR buffer (Bila 20 uL | zkumavek | 6 Stript 20 uL | zkumavek | 6 Stripti | obsahuje jeden
Index par
Index 49-96 Index primer, Mg?", 48 Kazda zkumavka
4 Reaction Strip dNTPs, PCR buffer |Bila e e e 20 uL | zkumavek | 6 Stripi | obsahuje jeden
Index par
5 Ring CIZI;-Taq ¢ Taq enzyme — 20 pL |1 zkumavka | —— 20 uL |2 zkumavek| —— —
EC Negative Wild type cell line |
6 Control DNA — 50 uL |1 zkumavka | —— 50 uL —_— —
zkumavka
DNA se specifickou
EC Positive mutacni sekvenci, 1
7 Control wild-type cell line — 50 uL |1 zkumavka | —— 50 uL Skumavka | —
DNA

Poznamka: Obsah rtiznych Sarzi nelze michat.

Potiebné vybaveni a ¢inidla

1.

7.
8.
9.

Souprava pro extrakci nukleovych kyselin: Doporucuje se pouzit kit pro extrakci nukleovych kyselin (FFPE) od XIAMEN SPACEGEN
CO.,LTD;

Fluorescence meter: Doporucuje se pouzivat Qubit™ 3 Fluorometer a Qubit™ 4 Fluorometer od Thermo Fisher Scientific, CAT. No.:
Q33216/Q33238 anebo Quantus™ Fluorometer od Promega, CAT. No E6150;

Soupravy pro kvantifikaci nukleovych kyselin: Qubit® dsDNA HS Assay Kit od Thermo Fisher Scientific, Cat. No. Q32851/Q32854;
QuantiFluor® dsDNA System od Promega, Cat. No. E2670;

Sekvenacni kity pro Illumina sekvenatory;

Ilumina PhiX Control V3(Illumina), CAT. No.: FC-110-3002;

Magnetické kuli¢ky pro purifikaci nukleovych kyselin: Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter), CAT. No: A63880/A63881/A6388
2, HighPrep™ PCR beads (Magbio), CAT. No:AC-60100;

Magneticky stojanek;

Ostatni reagencie: absolutni ethanol (analyticka tfida), Low TE solution (10 mM Tris and 0.1 mM EDTA, pH 8.0), voda bez nukleaz;

Ostatni spotfebni material:1.5 mL centrifuga¢ni zkumavky, Beznukleazové pipety a Spicky;

10. Software pro analyzu dat: High throughput sequencing data analysis system (XIAMEN SPACEGEN CO. LTD.).

Pieprava, stabilita a skladovani

1.

2.

Stav skladovani. Soupravu skladujte mimo dosah svétla -20+5°C, exspirace 12 mésict. Po otevieni je souprava stabilni -20+5°C do
uvedeného data expirace. Nepouzivejte kit po 5 cyklech zmrazeni a rozmrazenti;

Prepravni podminky. Souprava by méla byt pfepravovana v pénovych krabicich s ledovymi sacky, pticemz doba piepravy je kratsi nez
jeden tyden a pfepravni teplota je nizsi nez 25°C;

1. Zkontrolujte stitky s datem vyroby a datem expirace sady.

Pouzitelné nastroje

1.
2.

PCR piistroj pro ptipravu knihovny: ABI 9700, ABI 2720, ABI MiniAmp, ABI Veriti.

Sekvenatory Illumina.
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Material vzorku

Kvalita testované DNA je kriticka. Pred extrakci DNA odeberte vzorky podle nasledujicich doporu¢enych typl vzorkt a pozadavki:

1.
2.

Doporucené typy vzorkd: FFPE tkar;

Vzorky FFPE: Ujistéte se, Ze vzorek obsahuje alesponi 20 % nadorovych bunék. Vyberte vzorky FFPE, které nebyly skladovany déle
nez 2 roky. Pro extrakci DNA pouzijte alespon 8 fezl o velikosti 5 pm nebo alesporti 5 fezil o velikosti 10 pm;

K extrakci DNA z vySe uvedenych vzorkd se dirazn¢ doporucuji komercni soupravy. Posud’te kvalitu vzorku DNA pomoci
ultrafialového spektrofotometru, pomér OD260/0D280 by mél byt v rozmezi 1,7 ~ 2,2. Ke stanoveni koncentrace DNA pouZijte
fluorometr, koncentrace DNA by méla byt >5 ng/ul a celkové mnozstvi DNA by mélo byt >50 ng. Jakmile by mnoZstvi nebo kvalita
DNA nebyla dobra, extrahujte DNA znovu s novymi fezy nebo vétSim mnozstvim vzorku. Pokracujte ve vytvareni knihovny nebo

skladujte DNA/cDNA pfi teploté -20+5 °C po dobu ne delsi nez 12 mésicu.

Experimentalni postup

Poznamka: Navrhuje se paralelni priprava knihovny spoku s EC pozitivni kontrolou (PC) a EC negativni kontrolou (NTC).

1. Obohacovani knihovny

a)

b)

©)
d)

e)

Ptiprava reagencii: Z mrazaku si vyndejte EC-1 reaction strip (modry) a EC-2 reaction strip (rizovy). Odstiihnéte si pottebny pocet
zkumavek ze stripu. Vyndejte si na led i RingCap-Taq Enzyme (1#);
Rozmrazte EC-1 reaction strip (modry) a EC-2 reaction strip (rizovy) pfi laboratorni teploté. Stocte stripy a RingCap-Taq (1#) pted
pouzitim.
Ptiprava DNA; nated’te extrahovanou DNA na 5 ng/puL, objem > 10 pL;
Pridejte 0.25 pL RingCap-Taq(1#) do pfipravenych EC-1 reaction strip (modré) a EC-2 reaction stript (riZové), poté kratce stocte;
Opatrné oteviete "EC-1 reaction zkumavky (modré)" a "EC-2 reaction zkumavky (rizové)", pfidejte 5 pL vzorkli DNA, zaviete
zkumavky a stocte. Pozor na tvorbu bublin.
Vlozte zkumavky do PCR cycleru a spust'te amplifika¢ni program dle Tabulky 2.

Tabulka 2 PCR amplifika¢ni program

Krok Teplota Cas Pocet cyklt
Pre-denaturace 98 °C 2 min 1
Denaturace 98 °C 15 sek
15
Annealing 65 °C 4 min
Hold 10 °C 2 min 1

Pozndmka: Pokradujte k &asti "Cisténi obohacenych reakei” nebo skladujte pii teploté 2-8 °C do 8 hodin nebo pti -20+5 °C do 24 hodin.

Skladovani déle neZ 24 hodin se nedoporucuje.

2. Cisténi obohacenych produkti

Poznimka: Pred pouzitim umistéte magnetické kuli¢ky na pokojovou teplotu a vortexujte, aby se magnetické kuli¢ky rozptylily;

Pripravte erstvy 70% ethanol s vodou bez nukleaz.

g)

h)
)

)

k)
D)

Smichejte produkty zkumavek EC-1 a EC-2 a pteneste smés do nové centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml, pfidejte 50 ul
magnetickych kulicek, promichejte pipetou, aby se suspenze magnetickych kulicek dukladné promichala s produktem;

Inkubujte 5 minut pfi RTe;

Vlozte zkumavky na magneticky stojanek a inkubuje po dobu 2 minut pii RT, opatrné odsajte a vyhodte supernatant, aniz byste

narusili magnetické kulicky. Poznamka: Nevyhazujte prosim magnetické kulicky, které obsahuji amplifikovanou knihovnu;

Pridejte 150 pl Cerstveé piipraveného 70% etanolu do zkumavek na mag. stojanku. Po Snasobném otoceni centrifuga¢ni zkumavky o
180° ve sméru / proti sméru hodinovych rucicek, inkubujte 2 minuty pti RT. Opatrné odsajte a vyhod’te supernatant, aniz byste narusili
magnetické kulicky;

Zopakujte promyti ethanolem jesté jednou;

Odstrante veskery etanol ze zkumavky, ponechte zkumavku na magnetu po dobu 5 minut, aby magnetické kulicky uschly na vzduchu
(vyhnéte se presuseni);
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m)

n)

Vyjméte zkumavku z magnetického stojanu, pfidejte 30 pl roztoku s nizkym obsahem TE, aby se magnetické kuli¢ky zcela rozpustily.
Smés inkubujte 5 minut pti RT;
Vlozte zkumavku na magneticky stojan na 2 minuty pii RT, dokud neni roztok ¢iry, opatrné vyjméte a pfeneste supernatant do nové

centrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml, abyste ziskali vy¢istény produkt, uskladnéte nebo okamzité pokracujte k dalsimu kroku.

3. Konstrukce knihovny;

a)

b)
<)
d)
e)

Pfiprava ¢inidla pro ligaci indexu: Vyjméte potiebné Index reaction stripy z mrazaku do stojanku a nechte rozmrazit pti RT. RingCap-
Taq (1#) vlozte na led. Kratce stocte;

Pridejte 0.25 pL of RingCap-Taq (1#) do 5 pL purifikovaného produktu, lehce zvortexujte a kratce stocte;
Opatrné otevfete strip s indexy, pfidejte 5 uL templatu z pfedchoziho kroku a uzaviete;
Kratce stocte;
Vlozte zkumavky do PCR cycleru a spust'te amplifikaéni program dle Tabulky 3.
Tabulka 2 PCR amplifika¢ni program pro kontrukci knihovny

Krok Teplota Cas Pocet cykla
Pre-denaturace 98 °C 2 min 1
Denaturace 98 °C 15sek
25
Annealing 65 °C 4 min
Hold 10 °C 2 min 1

Poznamka: Pokradujte v &asti "Cisténi knihovny" nebo skladujte produkty pi teploté 2-8 °C po dobu 8 hodin nebo pii teploté -20+5 °C do 24

hodin. Skladovéni déle nez 24 hodin se nedoporucuje.

4. Cisténi knihovny

Poznamka: Pred pouzitim umistéte magnetické kulicky na pokojovou teplotu a vortexujte, aby se magnetické kuli¢cky rozptylily;

Pripravte erstvy 70% ethanol s vodou bez nukleaz.

a) Produkt indexové reakce se zcela pieneste do nové centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml, pridejte25 pl magnetickych kulicek a

promichejte pipetou;

b) Smés inkubujte 5 minut pii pokojové teplote;

¢) Vlozte zkumavky na magneticky stojanek a inkubuje po dobu 2 minut pfi RT, opatrné odsajte a vyhod’te supernatant, aniz byste

narusili magnetické kulicky. Pozndmka: Nevyhazujte prosim magnetické kuli¢ky, které obsahuji amplifikovanou knihovnu;

d) Pridejte 150 pl Cerstvé ptipraveného 70% etanolu do zkumavek na mag. stojanku. Po Snasobném otoceni centrifuga¢ni zkumavky o

180° ve sméru / proti sméru hodinovych rucicek, inkubujte 2 minuty pii RT. Opatrné odsajte a vyhod’te supernatant, aniz byste narusili

magnetické kulicky;

e) Zopakujte promyti ethanolem jesté jednou;

f) Odstrante veskery etanol ze zkumavky, ponechte zkumavku na magnetu po dobu 5 minut, aby magnetické kuli¢ky uschly na vzduchu

(vyhnéte se presuseni);

g) Vyjméte zkumavku z magnetického stojanu, ptidejte 30 pl roztoku s nizkym obsahem TE, aby se magnetické kuli¢ky zcela rozpustily.

Smés inkubujte 5 minut pfi RT;

h)

Vlozte zkumavku na magneticky stojan na 2 minuty pfi RT, dokud neni roztok ¢iry, opatrné vyjméte a pfeneste supernatant do nové

centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml, abyste ziskali vy¢istény produkt, uskladnéte nebo okamzité pokracujte k dalsimu kroku.
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5. Kvantifikace, fedéni a skladovani knihoven

a)

b)

©)
d)

Kontrola kvality (QC) knihovny vzorkt: pro kontrolu kvality fragmenti knihovny se doporucuje bioanalyzator; pro NTC knihovnu,
PC knihovnu a vzorkové knihovny by hlavni fragmenty mély byt kolem 250 ~ 350 bp. Pro méfeni koncentrace knihovny se
doporucuje fluorometr. Kvalifikovana koncentrace by méla byt vyssi nebo rovna 1 ng/pl;

Podle koncentrace knihovny namétené fluorometrem se k pfevodu molarni koncentrace knihovny pouZije nasledujici vzorec, délka

DNA pro vypoctenou hodnotu je 300 bp;

DNA koncentrace (ng/uL) x 10°

Koncentrace knihoven: nM=

DNA délka (bp) * 650

Podle prevedené molarni koncentrace knihovny zied'te na 4nM vodou bez DNaz a RNaz;

Netedénou knihovnu lze skladovat pii teploté -20+5 °C po dobu 7 dnti; Namichanou zfedénou knihovnu se doporucuje pouzit

okamzité.

6. Sekvenovani

Pro kazdy vzorek se doporucuje alespont 0,4 Gb dat. Phix Control V3 se doporucuje pocitat s 5 - 15%;

a)

Sekvenovani knihovny provadéjte s ohledem na pouzity sekvenator.

7. Analyza dat

a)

b)

<)

d)

g)

Pouzijte software Illumina Sequencing Analysis Viewer v1.9.1 k provedeni analyzy kvality sekven¢nich dat. Kvalita dat Q30 by méla
byt vyssi nez 75 %;

Nahrajte soubor FastQ na server. Provadéjte kontrolu kvality dat, zarovnani sekvenci, analyzu mutaci, anotaci mutaci a analyzu
mikrosatelitnich instabilit pomoci softwaru vyvinutého spole¢nosti XIAMEN SPACEGEN CO. LTD;

Pouzijte modul kontroly kvality analytického systému (zaloZeny na Trimmomatic v0.36) k odstranéni sekvenci primert a nekvalitnich
bazi v pivodnich datech;

Zarovnani sekvence: Pomoci modulu sekvencniho zarovnani softwaru (zalozeného na BWA v(0.7.17 a SAMtools v1.9) porovnejte
filtrované soubory FastQ s lidskym referenénim genomem (verze hg19), generujte soubory BAM a soubory BAI;

Analyza mutaci: Pouzijte modul detekce mutaci analytického systému (zalozeny na Pisces v5.2.9) k detekci bodovych mutaci a mutaci
s deleci inzerce v cilové oblasti "SG_EC _target.region V1.0.bed";

Anotace mutaci: Pomoci modulu anotace variant softwaru (zalozeného na ANNOVAR v20180426) anotujte identifikované bodové
mutace a mutace s deleci inzerce v souladu s pokyny AMP-ASCO-CAP 2017,

Analyza mikrosatelitni instability: Pomoci modulu analyzy MSI (zaloZzeného na SG-MSI v1.2) analyzujte kazdé misto mikrosatelitu
k posouzeni stavu instability mikrosatelitii pomoci chi-kvadrat testu porovnavajiciho distribuci délky ¢teni v nadoru a normalnich

vzorcich (vychozi hodnota) a spocitejte MSI-skore.

Hodnota pozitivniho usudku

1.
2.

Zobrazeni a stazeni vysledkl analyzy ze softwaru,

Standardy kontroly kvality dat: cilovy pomér sekvenaénich dat se doporucuje vyssi nez 80 %, zatimco stfedni hloubka se doporucuje byt

vy$si nez 2000 X, rovnomeérnost je vyssi nez 75 %;

Pozitivni usudek: Ve vysledcich analyzy somatickych mutaci, pokud frekvence mutaci neni mensi nez 5 %, je hodnocena jako pozitivni.

V opacném piipadé je posouzena jako negativni nebo je detekce nizsi nez detekeni limit soupravy na zékladé efektivni hloubky sekvenovani

neni mens$i nez 100 x;

Analyza mikrosatelitnich instabilit podle MSI-Score k posouzeni nestabilniho stavu mikrosateliti:
Micro satellite stable (MSS): MSI-Score < 0.3;
Micro satellite instability (High-frequency MSI, MSI-H): MSI-Score > 0.3.
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Interpretace vysledki

1.

Knihovna DNA vzorku by méla mit silny pas kolem 250 ~ 350 bp po testu kapilarni elektroforézy. Uniformita by méla byt vyssi nez 75 %,
zatimco efektivni primérna hloubka sekvenovani by mela byt vyssi nez 2000 x po vysokokapacitnim sekvenovani;

U knihovny NC (negativni kontrola), pokud je fragment kolem 250 ~ 350 bp, jsou vysledky somatické mutace hodnoceny jako negativni.
Neni-li mikrosatelit nestabilni misto detekovano, povazuje se kontrola kvality knihovny negativni kontroly za kvalifikovanou. V opa¢ném
ptipadé mize dojit ke kontaminaci DNA;

Pokud je u knihovny PC (pozitivni kontrola) fragment pfiblizné 250 ~ 350 bp, kvalifikované vysledky detekce by mély byt v souladu s

informacemi v tabulce pozitivnich kontrol (tabulka 2 v dodatku). V opa¢ném ptipad¢ je detekce neplatna.

Omezeni kitu

1.

Vysledky detekce jsou urceny pouze pro vyzkumné Gcely. U mutacnich mist, ktera nejsou kitem detekovana nebo byla DNA extrahovana

ze vzorkt FFPE uchovavana déle, nez je pozadovano, se vysledky neinterpretuji;

2. Negativni vysledky nemohou vylouéit mutace. Negativni vysledek mtze zptsobit i pfili§ malo nadorovych bunék, nadmérna degradace
nebo koncentrace DNA pod detekénim limitem;

3. Nepfiméfeny odbér vzorki, pfeprava, zpracovani, nespravna obsluha a experimentalni prostfedi mohou vést k falesn¢ negativnim nebo
pozitivnim vysledktim;

4. Nadorové tkan¢ (buitky) mohou mit velkou heterogenitu, rtizné vysledky testti mohou byt ziskany odbérem rtiznych ¢asti.

Fyzicka vykonnost

1. Souprava by méla mit thledny vzhled, jasné Stitky a bez uniku. V nezmrazeném stavu musi byt ¢inidla ¢ira, bez usazenin;

2. Bylo testovano 24 kopii pozitivnich referen¢nich produktd podniku, 16 narodnich pozitivnich referen¢nich produkti bylo testovano na
mikrosatelitni instabilitu (MSI) a mira shody pozitivnich referen¢nich produkti byla 100 %;

3.V detekénim rozsahu je 8 kopii negativnich referencnich a stabilnich mikrosatelitii a byly testovany 3 narodni negativni referen¢ni produkty
s mikrosatelitni instabilitou (MSI). Mira koincidence negativnich referen¢nich produkti byla 100 %;

4. Kit detekuje genové mutace jiz od 5 % ve vzorku DNA o hmotnosti 25 ng;

5. Detekeéni limit mikrosatelitové nestability je 5 % obsahu DNA nadorovych buné¢k;

6. 2 kopie pozitivni opakovatelné reference, ktera byla testovana 10krat a vysledky testli byly vSechny odpovidajici jak typy mutaci tak i
mikrosatelitni instabilitou; Byla testovana 1 kopie negativni reference, ktera se opakovala 10krat, vysledky byly: v§echny mutace negativni
a mikrosatelity stabilni;

7. Pokud koncentrace hemoglobinu, parafinu, formalinu a ethanolu zbyvajicich ve vzorku nukleové kyseliny neni vyssi nez 2 g/l, 1%V/V,

0,005 % obj./v, 1 % obj./v, vysledky nebudou ovlivnény.

Bezpecfnostni opatieni a varovani

1.
2.

Pted experimentovanim si prosim peclivé piectéte tento navod;

Provadéjte experimenty v souladu s laboratornimi ptfedpisy, aby se snizila kiizova kontaminace produkti nebo ¢inidel; pokud mozno
oddgélte oblasti experimentu na rizné funkéni zony;

Pred experimentem ocistéte experimentalni prostory 10% kyselinou chlornou a poté oplachnéte vodou. Sterilizujte prostredi a pipety 10%
kyselinou chlornou, 75% ethanolem nebo UV zafenim;

Vyhnéte se pouzivani krajnich jamek PCR cycleru; udrzujte prostor mezi vzorky, aby se zabranilo kiizové kontaminaci;

Vysledky testovani mohou byt ovlivnény zdroji vzorki, procesem odbéru vzorki, kvalitou vzorku, podminkami pfepravy, manipulaci se
vzorkem atd.; také to mize byt omezeno kvalitou DNA, typy pfistroji, provoznim prostfedim a omezenim soucasné molekularni
biotechnologie, coz v§e muize vést k faleSné pozitivnim/negativnim vysledkim. Uzivatelé by méli byt diikladné informovani o moznych
chybach a omezeni piesnosti;

Vyhnéte se zbyte¢nému zmrazovani a rozmrazovani ¢inidel, ¢inidla by neméla podstoupit vice nez 5 cykli zmrazovani a rozmrazovand;

Na kvalité¢ DNA do zna¢né miry zalezi kvalita experimentalnich vysledcich, proto co nejdfive prejdéte k dalsimu kroku nebo po dokonceni
extrakce skladujte pii doporuéené teploté;

Nenahrazujte zddné originalni ¢inidla obsaZena v soupravé. Nemichejte ¢inidla riznych Sarzi;

Dirazné se doporucuje pouziti filtrovanych Spicek, aby se zabranilo falesné pozitivnim vysledkiim zptisobenym kontaminaci ¢inidel;

. Davejte si pozor na kontaminaci vné&j§i DNA; Pouzivejte specifické pipety a $picky pro piipravu reagencii a pfidavani templati. Oblast

ptipravy ¢inidla by méla byt oddélena od oblasti pfidavani templatu;
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11. VSechna pouzivana ¢inidla jsou potencialné nebezpecna. Tuto soupravu mohou pouzivat pouze osoby, které maji pracovni povoleni pro
laboratofe PCR. Pfi prvnim pouziti této sady mizete absolvovat Skoleni od nasi technické podpory. Veskery pouzity obsah soupravy by
mél byt povazovan za infek¢ni odpad a mél by byt fadné zlikvidovan;

12. Vsechny vzorky véetné pozitivni kontroly v soupravé by mély byt povazovany za potencialni infekéni latky. Mélo by se s nimi zachazet

opatrné.
Poznamky
Symbol Legenda
[:]1 Oznacuje, Ze je nutné, aby si uzivatel prostudoval navod k pouziti.
Oznacuje zdravotnicky prostfedek, ktery je uréen k pouziti jako diagnosticky zdravotnicky
lVD prostiedek in vitro.
@ Oznacuje datum, kdy byl zdravotnicky prostfedek vyroben.
LOT Oznaéuje kod $arze vyrobee, aby bylo mozné $arzi nebo $arzi identifikovat.
/ﬂ/ Oznacuje teplotni limity, kterym lze zdravotnicky prostfedek bezpecné vystavit.
g Oznacuje datum, po kterém se zdravotnicky prostiedek nesmi pouZzivat.
T T To je spravna vzpiimena poloha distribucnich obalti pro pfepravu nebo skladovani.
f Oznacuje zdravotnicky prostredek, ktery je tieba chranit pted vlhkosti.
1
>/\0/<\ Oznacuje zdravotnicky prostedek, ktery potfebuje ochranu pred svételnymi zdroji.
a
“ Oznacuje vyrobce zdravotnického prostredku.
EC |REP Oznacuje zplnomocnéného zastupce v Evropském spolecenstvi/Evropské unii.
c E Vyrobek spliuje zakladni pozadavky evropské smérnice o diagnostickych zdravotnickych
prostiedcich in vitro 98/79/ES.
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PriloZena tabulka 1

Detekéni rozsah kitu

Gen/Polozka Detekéni rozsah
TP53 Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
POLE Exony 9-14 a spojeni exonu-intronu
MLH1 Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
MSH2 Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
MSH6 Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
PMS2 Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
EPCAM Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
PTEN Kompletni kodujici region (CDS) a spojeni exonu-intronu
CTNNBI1 Exony 3
KRAS Exony 2-4
PIK3CA Exony 10, 14, 21
MSI 34 mikro satelitni lokusy

PriloZena tabulka 2

Informace o pozitivni kontrole tohoto kitu

Informace o variantach systému
Nazev Zakladni mutace Aminokyselinova mutace | Cosmic ID Typ mutace
genu
POLE c.1366G > C p.A456P 937318 Bodova
mutace
MSH6 c.3261del p-F1088Sfs*2 330655 Delece
MLHI1 c.1513del p-S505V{s*3 26802 Delece
PTEN c.464A>G p.Y155C 5144 Delece
PTEN €.955 958del p.-T319* 4898 Delece
TP53 c.377A> G p.Y126C 11517 Bodova
mutace
TP53 ¢.267_268insC p-S90Lfs*59 131024 Inzerce
Mikro satelitni instabilita: MSI-H

10/10



