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1.  Wprowadzenie

1.1 Informacje ogdlne na temat systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System

W niniejszym podreczniku opisano system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System@. Podrecznik zawiera
podstawowe informacje o przeznaczeniu systemu, jego elementach sktadowych, ograniczeniach, stosowanym protokole,
rozwigzywaniu probleméw itp. System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System to posiadajacy oznakowanie CE wyrdb
medyczny do diagnostyki in vitro (IVD), w ktérym oznaczenie fluorescencyjne oparte na reakcji taficuchowej polimerazy (PCR)
wykorzystuje sie w ramach szerzej rozumianych procedur laboratoryjnych (rysunek 1) w celu przeanalizowania probek tkanek
utrwalonych w parafinie (FFPE) pod katem niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI). Do przeprowadzenia analizy produktéw
zamplifikowanych przy uzyciu systemu OncoMate® MSI Dx Analysis System metodg elektroforezy kapilarnej wymagany jest
standard matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard (nr kat. MD3850). Sposob obstugi standardu matrycy OncoMate® 5C Matrix
Standard opisano w instrukcji technicznej standardu matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard nr TM597.

Petna procedura, w ramach ktérej wykorzystuje sie system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System, polega na
ekstrakcji DNA z prébki tkanki utrwalonej w parafinie (FFPE), oznaczeniu ilosciowym DNA, amplifikacji okreslonych
markeréw mikrosatelitarnych przy uzyciu multipleksu PCR, analizie zamplifikowanych fragmentéw DNA metoda
elektroforezy kapilarnej oraz analizie danych z elektroforezy kapilarnej fragmentéw DNA przy uzyciu odpowiedniego
oprogramowania. Uzytkownicy systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System musza dobra¢ odpowiednie
elementy procedury w oparciu 0 wymogi przedstawione w czesci 3. Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w dokumentacji
technicznej dotyczacej wybranej metody ekstrakcji DNA, metody oznaczenia ilosciowego DNA, termocyklera, aparatu do
elektroforezy kapilarnej i oprogramowania do analizy fragmentéw DNA.
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Wyizolowanie DNA.

¢

Okreslenie ilosci DNA.
Odczynniki do ilosciowego oznaczania fluorescencyjnego DNA, aparaty lub jedno i drugie (patrz rozdziat 1.7)

¢

Wzmocnienie DNA.

OncoMate™ MSI Dx Analysis System (nr kat. MD3140, TM595)
Termocykler zdolny do narastania temperatury 3,9-5°C/sekunde

‘

Kalibracja widma barwnika.
Standardy matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard (nr kat. MD3850, TM597)

v

Oddzielenie i wykrycie.
Analizator genetyczny Applied Biosystem® 3500 Dx Genetic Analyzer
lub poréwnywalny instrument do elektroforezy kapilarnej

v

Analiza i interpretacja danych.
Oprogramowanie do analizy fragmentéw

Rysunek 1. Procedura laboratoryjna, w ramach ktorej wykorzystuje sie system do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System.

1.2 Nazwa produktu

OncoMate® MSI Dx Analysis System

nr kat. MD3140, 100 reakc;ji
100
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1.3  Skréty i definicje
bp — para zasad
CRC - rak jelita grubego
DCS — oprogramowanie do gromadzenia danych
dMMR — niezgodno$¢ deficytu naprawczego
dsDNA — faficuch dwuniciowy DNA
ESMO — Europejskie Towarzystwo Onkologii Medycznej
FFPE — tkanka utrwalona w parafinie
HNPCC — dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci
ICl — immunologiczny inhibitor punktu kontrolnego
LOH — utrata heterozygotycznosci
MMR — mechanizm naprawy btednie sparowanych zasad
MSI — niestabilno$¢ mikrosatelitarna
MSI-H — wysoka niestabilno$¢ mikrosatelitarna: wynik interpretacyjny probki, gdy co najmniej dwa markery sa niestabilne
MSS — stabilny mikrosatelitarnie: wynik interpretacyjny prébki, gdy mniej niz dwa markery s niestabilne
PCR — reakcja taicuchowa polimerazy
RFU — wzgledne jednostki fluorescenciji
QC — kontrola jakosci
NA — nie dotyczy
Allel: jedna z dwdch lub wiekszej liczby postaci markera DNA (np. réznigcych sie dtugoscig)

Przeciek: artefakt elektroforezy kapilarnej rejestrowany, gdy piki z jednego kanatu barwnika zostajg wykryte na drugim
kanale barwnika przy zblizonej wielkosci (liczbie par zasad, bp) fragmentow; zwany réwniez ,pikiem podciggnietym”

Marker DNA: sekwencja bedaca przedmiotem zainteresowania w obrebie genomu

Heterozygotyczny: allele markera DNA rdznig sie

Homozygotyczny: oba allele markera DNA maja te samg postac

Powtdrzenie mononukleotydéw: struktura DNA, w ktérej ta sama zasada nukleotydowa jest powtdrzona

Quasi-monomorficzny: marker DNA, w przypadku ktérego wiekszo$¢é osobnikéw jest homozygotyczna pod wzgledem tego
samego powszechnie wystepujacego allelu

Stabilny: nie stwierdzono zmiany wielko$ci allelu wskazujgcej na niezgodno$¢ deficytu naprawczego

Pik satelitarny: artefakt reakcji PCR spowodowany poslizgiem polimerazy w trakcie replikacji DNA w warunkach in vitro.
Piki satelitarne to jedna lub wieksza liczba powtarzajacych sie jednostek, ktdre sg krotsze lub dtuzsze niz prawdziwy pik allelu

Niestabilny: stwierdzono zmiane wielkosci allelu wskazujgca na niezgodno$é deficytu naprawczego
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1.4 Objasnienie stosowanych symboli

Symbol Objasnienie Symbol Objasnienie
IVD Wyréb medxczny do EU | REP Autoryzow.ar)y
diagnostyki in vitro przedstawiciel
-10°C Przechowywac N
w temperaturze Wytwérca
-30°C 0d -30°C do-10°C L ROMEGA
Madison, WI USA
c € Conformité Européenne Srodek draznigcy
REF Numer katalogowy LOT Numer partii
Zawiera ilos¢
Nie uzywa¢ ponownie wystarczajacq .
N do przeprowadzenia
<n> badan

Data waznosci

N/

/
\

N
)//.

Chroni¢ przed $wiattem

Sprawdzi¢ w instrukcji
uzytkowania
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1.5 Przeznaczenie

OncoMate® MSI Dx Analysis System to niezautomatyzowany jako$ciowy, oparty na reakcji PCR test do wymiarowania
fragmentéw DNA w celu okreslenia statusu niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI) oczyszczonego DNA wyekstrahowanego
z utrwalonych w parafinie (FFPE) probek ludzkich tkanek guzéw litych pacjentéw, u ktérych zdiagnozowano juz raka jelita
grubego. System analizy OncoMate® MSI Dx pomaga w diagnozowaniu pacjentéw z zespotem Lyncha, dziedzicznym
zespotem nowotworowym, poprzez identyfikacje pacjentéw z rakiem jelita grubego i guzami o wysokim stopniu
zaawansowania MSI, ktérzy mogg odnies$¢ korzysci z dodatkowych badan linii zarodkowej. System analizy OncoMate®
MSI Dx nie jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w wyborze lekdw dla pacjentéw onkologicznych.

System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System tworzy profile alleliczne na podstawie analizy utrwalonych

w parafinie probek tkanek guza i zdrowych (nienowotworowych) tkanek FFPE pobranych od tego samego pacjenta,
wykorzystujac multipleksowa amplifikacje reakcji taicuchowej polimerazy (PCR) 5 mononukleotydowych markeréw
mikrosatelitarnych DNA (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 i MONOQ-27), a nastepnie rozdziat wielko$ci amplifikowanych
markeréw przy uzyciu detekcji fluorescencji na urzadzeniu do elektroforezy kapilarnej. Status MSI okresla sig, poréwnujac
profile alleliczne. Zmiana dtugosci repetytywnych sekwencji w DNA komarki nowotworowej w poréwnaniu do DNA zdrowej
komorki pobranej od tego samego pacjenta oznacza MSI. Aby uzyskaé prawidtowe wyniki, zdrowa tkanka i tkanka guza
pobrane od tego samego pacjenta muszg by¢ badane w tym samym czasie, a dane dotyczace obu prébek musza by¢
dostepne do poréwnania.

Wyniki badan przeprowadzonych przy uzyciu niniejszego wyrobu muszg by¢ interpretowane przez pracownikdéw stuzby
zdrowia z uwzglednieniem innych danych klinicznych, wywiadu rodzinnego i danych laboratoryjnych. Produkt jest
przeznaczony wytacznie do uzytku profesjonalnego.
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1.6 Podstawowe informacje

Mikrosatelity to krotkie repetytywne sekwencje DNA sktadajgce sie z powtarzajacych sie jednostek o dtugosci od jednego
do szesciu nukleotyddw [np. (A),, (CA),, (AAAAG) ]. Sekwencje mikrosatelitarne s rozmieszczone w réznych miejscach
w obrebie ludzkiego genomu i wykazuja tendencje do bteddw insercji i delecji podczas replikacji DNA. Zazwyczaj takie
btedy sg naprawiane przez mechanizm naprawy btednie sparowanych zasad (MMR) komérkowego DNA. MSI obserwuje
sie w przypadku niezgodnosci deficytu naprawczego, gdy btedy replikacji DNA nie zostaja naprawione. Wowczas allele
mikrosatelitarne w probkach tkanek z niezgodnoscia deficytu naprawczego i prébkach zdrowych tkanek maja rézna
dtugosc¢ (Bacher, 2004; Boland, 2010; lonov, 1993; Umar, 2004; Wang, 2017). Mikrosatelitami, ktore najczesciej wykazujg
niestabilnos¢, s powtdrzenia mononukleotydéw (Bacher, 2004; lonov, 1993). Za niestabilno$¢ mikrosatelitarng moze
odpowiadac kilka mechanizméw, takich jak mutacja somatyczna i mutacja linii zarodkowej genéw MMR oraz zmiany

w regionach promotorowych genéw MMR. U osobnikéw z wadami MMR nagromadzenie mutacji moze prowadzi¢ do
zaburzenia funkcji komdrkowych, a w konsekwenciji do rozwoju raka (Boland, 2010; Le, 2015; Timmermann, 2010).

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna jest silnie skorelowana z zespotem Lyncha. Zespét Lyncha to zaburzenie dziedziczone
autosomalnie dominujgco, wywotywane przez mutacje linii zarodkowej w dowolnym z czterech gtéwnych genéw MMR
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Oznacza predyspozycje do rozwoju raka. Identyfikacja oséb z zespotem Lyncha umozliwia
wczesne wykrycie raka i interwencje w takim stadium rozwoju choroby, w ktérym fatwiej zwiekszy¢ szanse na przezycie.
Nie mozna stosowac testéw niestabilno$ci mikrosatelitarnej do diagnozy zespotu Lyncha. Zamiast tego test MSI jest
szybka i niedroga metoda wykrywania niedoboru MMR w komérkach nowotworowych CRC. Na poziomie genomu
wadliwy gen MMR skutkuje utratg ekspresji lub funkcji kodowanego biatka MMR. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna wynika
z niezgodnosci deficytu naprawczego, a przy uwzglednieniu historii choroby i wywiadu rodzinnego wskazuje na podatno$¢
genetyczna. Do czesto wystepujacych nowotworéw powigzanych z zespotem Lyncha nalezg m.in. rak jelita grubego;
jednakze zesp6t Lyncha stwierdzono w przypadku niemal wszystkich rodzajéw guzéw litych (Cortes-Ciriano, 2018;
Hause, 2016; Latham, 2018). Wiele stowarzyszen onkologii klinicznej, w tym Europejskie Towarzystwo Onkologii
Medycznej (ESMO; Stjepanovic, 2019) i Amerykariskie Towarzystwo Onkologiczne (Sepulveda, 2017; Stoffel, 2015)
popiera powszechne badania MMR lub MSI u wszystkich pacjentéw z historig raka jelita grubego lub odbytnicy w celu
identyfikacji kandydatéw do dalszych badan genetycznych w kierunku zespotu Lyncha.
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1.7 Zasada badania

System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System to oparty na multipleksie PCR test fluorescencyjny stuzacy do
wykrywania réznic w dtugosci sekwencji DNA w mikrosatelitarnych regionach DNA komarki nowotworowej wzgledem

tych samych regiondw w zdrowych komoérkach pacjenta. System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest
ukierunkowany na siedem markeréw mikrosatelitarnych: pie¢ markeréw powtérzeri mononukleotydéw (BAT-25, BAT-26, NR-21,
NR-24 i MONO-27) i dwa markery powtérzeri pentanukleotydéw (Penta C i Penta D; tabela 1, rysunek 2). Wymienione markery
powtorzerh mononukleotydéw analizuje sie w celu okreslenia statusu MSI, a wybrano je z uwagi na wysokg czuto$¢

i specyficzno$¢ wzgledem zmian w dtugosci powtdrzer w prébkach z niezgodnoscig deficytu naprawczego. W przypadku
kazdego z pieciu markeréw powtérzern mononukleotydéw poréwnuje sie wielkosci alleli (wyrazane jako liczba par zasad)

w probce tkanki guza i prébce zdrowej tkanki, aby wykryé ewentualng obecno$¢ nowego allelu wskazujgcego na MSI (rysunek
3). Marker jest interpretowany jako niestabilny, gdy zostaje wykryty nowy allel, w przypadku ktérego réznica wielkosci w
poréwnaniu do allelu wzorcowego w probce zdrowej tkanki wynosi co najmniej 2,75 bp (3 zasady minus 0,25 pary zasad, aby
uwzgledni¢ precyzje wymiarowania metodg elektroforezy kapilarnej). Probka guza jest uznawana za MSI-H, gdy co najmniej
dwa markery zostajg zinterpretowane jako niestabilne. Probke guza uznaje sie za MSS, gdy mniej niz dwa markery zostaja
zinterpretowane jako niestabilne (Hampel, 2008; Boland, 1998). Choc¢ takie markery sg quasi-monomorficzne (t]. takie,

w przypadku ktérych wiekszo$¢ osobnikdw jest homozygotyczna pod wzgledem tych samych powszechnie wystepujacych
alleli), a zdrowa tkanka zwykle wykazuje jednakowy rozktad pikéw dla poszczegéinych markeréw mononukleotydowych,
zaohserwowano rzadko wystepujaca heterozygotycznos¢, czyli rézng dtugosé alleli w zdrowej tkance u roznych osobnikéw.

Z uwagi na mozliwg heterozygotycznos$¢ dane dotyczace probek tkanek guza CRC i odpowiadajacych im prébek

zdrowych tkanek muszg by¢ interpretowane facznie, aby mozna byto okresli¢ status MSI guza. Dwa markery powtérzen
pentanukleotydéw analizuje sie w celu potwierdzenia tozsamosci probki DNA ze zdrowej tkanki i prébki DNA guza, a wybrano
je z uwagi na wysoki poziom polimorfizmu i nizszy stopier MSI (Bacher, 2004). Gdy wszystkie allele wykryte w prébce zdrowej
tkanki s3 obecne réwniez w prébce guza, tozsamos¢ probek (tj. fakt, ze pochodza od jednego pacjenta) zostaje potwierdzona.

Tabela 1. Oczekiwane zakresy wielkosci produktow amplifikacji oraz kanaty detekcji dla markerow wchodzacych w skiad
zestawu do amplifikacji sytemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Zakresy odpowiadaja wielko$ciom
oczekiwanym w odniesieniu do danych generowanych przy uzyciu polimeru POP-7® Polymer i zestawu kapilar 50 cm.

Markery mononukleotydowe Struktura powtdrzenia Kanat detekcji Zakres wielkosci produktéw amplifikacji
BAT-26 A Niebieski od 83 do 121 bp

NR-21 Ay Zielony od 83 do 108 bp

BAT-25 A Zielony od 110 do 132 bp

MONO-27 Ay Zielony od 134 do 168 bp

NR-24 Ay Z6tty (wysSwietlany jako czarny) od 103 do 138 bp

Markery pentanukleotydowe Struktura powtdrzenia Kanat detekcji Zakres wielkosci produktow amplifikacji
Penta D AAAGA, ., Niebieski od 123 do 253 bp

Penta C AAAAC, 6ty (wy$wietlany jako czarny) od 140 do 228 bp
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Rysunek 2. Przyktad danych z systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Pojedyncza matryce genomowego
DNA (1 ng) zamplifikowano przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System, a produkty reakcji PCR
przeanalizowano przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer z polimerem
POP-7® Polymer i zestawem kapilar 50 cm. Panel A. Elektroferogram przedstawiajacy jednoczesng detekcje wszystkich
znakowanych fluorescencyjnie fragmentéw DNA. Panele B-E. Dane mikrosatelitarne wy$wietlane wedtug kanatu detekc;ji
dla tatwiejszej interpretacji. Panel E przedstawia piki dla fragmentow standardu wielkosci Size Standard 500.
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Nazwa probki: Typ Repro_2_1ng: N

Nazwa probki: Typ Repro_2_1ng: T

Rysunek 3. Ocena stabilnosci markerow mononukleotydowych. W powyzszym przyktadzie zaznaczono allele
mikrosatelitarne bedace przedmiotem zainteresowania. W przypadku markera mononukleotydowego, jesli réznica
wielkosci miedzy nowym allelem w prébce tkanki guza a allelem wzorcowym w prébce zdrowej tkanki wynosi co
najmniej 2,75 bp, marker jest interpretowany jako niestabilny. W tym przyktadzie allel wzorcowy w prébce zdrowej tkanki
(gdrny elektroferogram) ma dtugos$¢ 101,55 bp, a nowy allel w probce tkanki guza (dolny elektroferogram) ma dtugosé
94,48 bp. Réznica wielkosci miedzy tymi dwoma allelami wynosi 7,07 bp; ta réznica jest > 2,75 bp, a zatem marker NR-21
jest interpretowany jako niestabilny.

Kazdy z siedmiu regiondw mikrosatelitarnych jest amplifikowany w ramach tej samej reakcji z wykorzystaniem
multipleksu PCR ze starterami znakowanymi barwnikiem fluorescencyjnym, aby uzyska¢ znakowane barwnikiem produkty
reakcji PCR. Nastepnie produkty reakcji PCR oraz znakowany fluorescencyjnie standard wielko$ci Size Standard 500 s
dodawane do formamidu i denaturowane metoda termiczng. Uzyskiwany faricuch jednoniciowy DNA jest wstrzykiwany
elektrokinetycznie do aparatu do elektroforezy kapilarnej, gdzie fragmenty DNA sg rozdzielane w zaleznos$ci od wielkosci

i wykrywane przy uzyciu zatagczonego znacznika fluorescencyjnego. Analiza standardu wielko$ci wraz z mikrosatelitarnymi
fragmentami DNA umozliwia doktadne wymiarowanie i bezposrednie poréwnanie wielko$ci fragmentéw pochodzacych

z réznych prébek. Po przeprowadzeniu elektroforezy kapilarnej pliki z danymi na temat fragmentéw DNA (w formacie .fsa)
wygenerowane przez aparat mozna przeanalizowa¢ przy uzyciu oprogramowania do analizy fragmentéw DNA, aby okresli¢
wielko$¢ fragmentdw i zidentyfikowac allele.
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2.  Elementy produktu i warunki przechowywania

2.1 Materialy dostarczane w zestawie z systemem do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System (nr kat. MD3140)
WUO Niniejszy produkt zawiera odczynniki w ilosci wystarczajacej do przeprowadzenia 100 reakcji (50 reakcji sparowanych).

Produkt zawiera nastepujace materiaty:

ELEMENT 1Los¢ NR ARTYKULU
Mieszanina starteréw OncoMate™ MSI 5X Primer Mix 200 pl MD705A

Zawartos$¢ zestawu: Znakowane i nieznakowane fluoroforem startery dla markeréw BAT-26, Penta D, NR-21, BAT-25,
MONO-27, NR-24 i Penta C w roztworze buforowanym.

-10°C 10°C
Mo
//T\ Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; J/ przed uzyciem; ) c/ﬂ/ po uzyciu.
-30°C o

“@"  Chroni¢ przed $wiattem.
ELEMENT 1LoS¢ NR ARTYKULU
Mieszanina podstawowa OncoMate® MSI 5X Master Mix 200 pl MD280A

Zawartos$¢ zestawu: Polimeraza DNA GoTaq® MDx Hot Start DNA Polymerase, trifosforany deoksyrybonukleotydéw
(dNTP), chlorek magnezu i sole w roztworze buforowanym ze stabilizatorami.

-10°C 10°C
Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; przed uzyciem; /u/ po uzyciu.
-30°C 2°C

ELEMENT 1Los¢ NR ARTYKULU
Kontrolny DNA 2800M Control DNA, 10 ng/pl 25l MD810A
Zawartos$¢ zestawu: Wzorzec meskiego genowego DNA uzyskanego z linii komérkowej w roztworze buforowanym.

-10°C 10°C
przed uzyciem; po uzyciu.
2°C
ELEMENT ILos¢ NR ARTYKULU

Warunki przechowywania: Obszar przedampliﬂkacyjny,

Water, Amplification Grade 1,25 ml MD193A
-10°C 10°C

Warunki przechowywania: Obszar przedampllﬁkacyjny, przed uzyciem; 2°c/u/ po uzyciu.

ELEMENT 1ILOSC NR ARTYKULU

Standard wielkosci Size Standard 500 100 pl MD500A

Zawarto$¢ zestawu: Znakowane fluoroforem fragmenty DNA w roztworze buforowanym.

-10° 10°C
/.T Warunki przechowywania: Obszar poamplifikacyjny; /u/ przed uzyciem; /u/ po pierwszym uzyciu.
Chronié przed $wiattem. -3¢ zc

12 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 2 www.promega.com



0

Promega

2.2 Przechowywanie systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System i obchodzenie sie z nim

Po odbiorze wszystkie elementy nalezy przechowywa¢ w temperaturze od -30°C do -10°C w zamrazarce niebezszronowej.
Kontrolny DNA 2800M Control DNA przed pierwszym uzyciem nalezy przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 10°C przez

/\\:'Q co najmniej 8 godzin. System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System po pierwszym uzyciu nalezy przechowywaé
//.{\ w temperaturze od 2°C do 10°C nie diuzej niz 3 miesigce. Mieszanina starteréw OncoMate® MSI 5X Primer Mix i standard

wielkosci Size Standard 500 sg $wiattoczute i musza by¢ przechowywane w ciemnosci. Nie nalezy ich ponownie
zamrazaé. Odczynniki przedamplifikacyjne i poamplifikacyjne nalezy przechowywaé w oddzielnych pomieszczeniach
i uzywacé do nich osobnych pipet, statywow na probdwki itp. Przechowywanie elementéw w warunkach innych niz
okreslone na etykietach moze skutkowac ich niewtasciwym dziataniem i wyptyna¢ negatywnie na uzyskiwane wyniki.

2.3 Materialy niedostarczane

Odczynniki laboratoryjne
System do ekstrakcji DNA (patrz czesci 3.3 i 3.4)
Standard matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard (nr kat. firmy Promega: MD3850)
Hi-Di™ Formamide (nr kat. firmy Applied Biosystems: 4404307)
Odczynniki do oznaczania ilosciowego dsDNA przy uzyciu barwnikéw fluorescencyjnych (patrz czesé 3.4)
Nuclease-Free Water (nr kat. firmy Promega: MC1191)
Uwaga: Bardzo wazne jest, aby uzywac wysokiej jakosci Hi-Di™ Formamide. Hi-Di™ Formamide nalezy zamraza¢ w porcjach,
w temperaturze od -30°C do -10°C. Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie badz dtuzsze przechowywanie w temperaturze od

2 do 10°C moze doprowadzi¢ do rozktadu formamidu. Formamid niskiej jako$ci moze zawieraé jony konkurujgce z DNA przy
iniekcji, co prowadzi do obnizenia wysokosci pikéw i zmniejszenia czutosci.
Materialy laboratoryjne
Uwaga: Nastepujacy sprzet laboratoryjny musi by¢ dostepny w dwdch odrebnych czesciach laboratorium, przeznaczonych
do przeprowadzania odpowiednio procedur przedamplifikacyjnych i poamplifikacyjnych.

Zestaw kalibrowanych pipet precyzyjnych do objetos$ci w zakresie od 1 pl do 1000

Koricowki pipet odporne na aerozole (od 10 pl do 1000 pl)

Probowki mikrowirowkowe 1,5 ml

Optyczna mikroptytka reakcyjna 96-dotkowa MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate z kodem kreskowym (nr kat.
firmy Thermo Fisher Scientific: 4306737),

Zestaw przezroczystych wieczek do ptytek MicroAmp® 8-Cap Strip (nr kat. firmy Thermo Fisher Scientific: N8010535)
(wytgcznie do procedur przedamplifikacyjnych)

Osobista mikrowirdwka (miniwiréwka)

Wiréwka kompatybilna z mikroptytkami 96-dotkowymi (np. wirdwka miniptytkowa)
Statywy na probéwki mikrowiréwkowe

Wytrzasarka

Zamrazarka niebezszronowa zapewniajaca zakres temperatur od -30°C do -10°C
Chtodziarka zapewniajgca zakres temperatur od 2°C do 10°C

Kruszony 16d (wytacznie do procedur poamplifikacyjnych)

Sprzet do ekstrakcji DNA (np. bloki grzejne, wiréwki) w oparciu o wybrang metode (wytacznie do procedur
przedamplifikacyjnych)
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Urzadzenia i akcesoria
Aparat do ekstrakcji DNA, jesli wybrano metode zautomatyzowang

. Aparat do oznaczania ilosciowego DNA wraz z odpowiednimi materiatami eksploatacyjnymi
Aparat do elektroforezy kapilarnej wraz z odpowiednimi materiatami eksploatacyjnymi
Termocykler do mikroptytek 96-dotkowych

Oprogramowanie

Oprogramowanie do analizy fragmentéw (tj. oprogramowanie umozliwiajgce analize plikdw w formacie
.fsa wygenerowanych przez aparat do elektroforezy kapilarnej)

3.  Przed rozpoczeciem

3.1 Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Ostrzezenie przed zagrozeniem ze strony substancji chemicznych: Niektdre odczynniki wykorzystywane podczas analizy
fragmentow to substancje potencjalnie niebezpieczne. Podczas obchodzenia sie z materiatami niebezpiecznymi oraz ich
utylizacji nalezy przestrzega¢ wytycznych obowigzujgcych w placéwce. Formamid (patrz cze$¢ 2.3 Materialy niedostarczane)
dziata drazniaco i teratogennie; nalezy unika¢ wdychania i kontaktu tej substanciji ze skorg. Nalezy przeczyta¢ etykiete
ostrzegawczg i podczas pracy z tg substancjg stosowaé odpowiednie Srodki ostroznosci. Podczas pracy z formamidem
nalezy zawsze nosic¢ rekawiczki i okulary ochronne. Przed uzyciem formamidu nalezy zapoznac sig z kartg charakterystyki
produktu dostarczong przez producenta.

Oswiadczenie dotyczace karty charakterystyki produktu: Wazne informacje dotyczace bezpiecznego transportu i utylizacji
niniejszego produktu oraz obchodzenia sie z nim zamieszczono w karcie charakterystyki produktu (Safety Data Sheet — SDS).
Karty SDS wszystkich odczynnikdw, ktére wchodza w skiad zestawu, sg dostepne na stronie internetowej pod adresem:
www.promega.com/resources/msds/ lub na zadanie Dziatu Ustug Technicznych Promega pod adresem: genetic@promega.com

Srodki ostroznosci dotyczace bezpieczeristwa biologicznego: System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest
przeznaczony do stosowania z prébkami tkanek utrwalonymi w parafinie. Podczas obchodzenia sie z takimi tkankami
oraz ich utylizacji nalezy przestrzega¢ wytycznych obowigzujacych w placéwce.

Srodki ostroznosci dotyczace reakcji PCR: Jako$¢é oczyszczonego DNA, niewielkie zmiany w buforach, sita jonowa,
stezenia starteréw, objeto$¢ reakcji, dobér termocyklera oraz warunki cykli termicznych moga mie¢ wplyw na prawidtowy
przebieg reakcji PCR. Dlatego, uzywajac systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System, nalezy $cisle
przestrzegac¢ zalecanych procedur amplifikacji i wykrywania fluorescencji opisanych w niniejszym podreczniku.

Minimalizowanie zanieczyszczenia: Analiza mikrosatelitarna w oparciu o reakcje PCR jest podatna na zanieczyszczenie
bardzo matymi ilosciami ludzkiego DNA. Podczas przygotowywania matrycowego DNA, obchodzenia sie z elementami
zestawu, przygotowywania reakcji amplifikacji i analizowania produktéw amplifikacji nalezy zachowa¢ szczegding
ostroznos¢, aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Odczynniki i materiaty do zastosowania przed amplifikacja
(mieszanina podstawowa OncoMate® MSI 5X Master Mix, mieszanina starteréw OncoMate® MSI 5X Primer Mix, kontrolny
DNA 2800M Control DNA i woda do amplifikacji) i po amplifikacji (standard wielkosci Size Standard 500) musza by¢
przechowywane i uzywane w oddzielnych pomieszczeniach. Reakcje amplifikacji nalezy przygotowywac w pomieszczeniu
przeznaczonym do konfiguracji reakcji. Nalezy uzywaé aparatury i materiatéw przeznaczonych do konfiguracji amplifikacji.
Nalezy zawsze uwzglednia¢ reakcje kontroli ujemnej (tj. bez matrycy) stuzacg do wykrywania zanieczyszczenia
odczynnikdéw oraz reakcje kontroli dodatniej stuzaca do weryfikacji poprawnosci dziatania odczynnikéw. Aby zapobiec
zanieczyszczeniu krzyzowemu, nalezy nosi¢ rekawiczki i uzywac pipet z koricéwkami odpornymi na aerozole.
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3.2 Wymogi dotyczace probki

Wycinki tkanek odpowiednie do oznaczania przygotowuije sie przy uzyciu 10% obojetnie buforowanego roztworu formaliny
zgodnie ze standardowymi praktykami stosowanymi w patologii. Zawierajg one wystarczajgca liczbe komdrek jadrzastych,
a analiza patologiczna wykazuje zawartos¢ komdrek nowotworowych > 20%. Ocene wiarygodnosci systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System przeprowadzono na podstawie DNA wyekstrahowanego przy uzyciu aparatu
Maxwell® CSC Instrument oraz zestawu Maxwell® CSC DNA FFPE Kit z utrwalonych w parafinie probek tkanek raka

jelita grubego spetniajacych powyzsze kryteria.

3.3 Metody ekstrakcji DNA i wymogi dotyczace jakosci DNA

Uzyskanie DNA o wystarczajaco wysokiej jakosci z tkanek utrwalonych w parafinie (FFPE) moze by¢ trudne. DNA moze
ulec degradacji z powodu dtugotrwatego lub nieodpowiedniego utrwalenia prébki tkanki przed osadzeniem w parafinie,
a podczas ekstrakcji moze dojs¢ do zanieczyszczenia inhibitorami amplifikacji pochodzacymi z probki FFPE lub
zastosowanej metody ekstrakcji. Uzytkownik jest odpowiedzialny za sprawdzenie kompatybilno$ci wybranej metody
oczyszczania DNA z niniejszym oznaczeniem. Obecnos¢ inhibitoréw amplifikacji w oczyszczonych ekstraktach DNA
mozna wykry¢ przy uzyciu kontroli oznaczer PCR.

Wiarygodnos¢ systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System oceniono na podstawie DNA wyekstrahowanego

z utrwalonych w parafinie probek tkanek raka jelita grubego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC DNA FFPE Kit (nr kat. AS1350)
w potgczeniu z aparatem Maxwell® CSC Instrument (nr kat. AS6000). DNA oczyszczone przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC
DNA FFPE Kit i urzadzenia Maxwell® CSC lub CSC 48 Instrument zachowuije stabilnos$¢ do 14 dni, jesli jest przechowywane

w temperaturze 4°C, lub do jednego miesigca, jesli jest przechowywane w temperaturze —20°C przed badaniem. W przypadku
korzystania z innej metody ekstrakcji DNA uzytkownik powinien zapoznac sie z instrukcjg obstugi uzywanego systemu
ekstrakciji DNA, aby uzyskaé informacje na temat stabilno$ci DNA. Wykazano, Ze obecno$¢ maksymalnie 5% etanolu lub
maksymalnie 50 pM chlorowodorku guanidyny w wyekstrahowanym DNA nie ma wptywu na wiarygodno$¢ systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System.

3.4 Wymogi dotyczace ilosci DNA

Zestaw do amplifikacji systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest przeznaczony do stosowania z 1 ng
DNA. DNA przed uzyciem musi zosta¢ oznaczony ilosciowo. Pomiar absorbancji promieniowania UV nie jest wiarygodna
metoda oznaczenia ilo$ciowego oczyszczonego dsDNA wyekstrahowanego z prébek tkanek FFPE. Do oszacowania
stezenia DNA zaleca sie uzy¢ barwnikdw fluorescencyjnych wigzacych dsDNA lub ilo$ciowej metody PCR. Obie metody
pozwalajg na bardziej wiarygodne oznaczenie ilosciowe oczyszczonego DNA wyekstrahowanego z prébek tkanek FFPE,
zwtaszcza gdy stezenia DNA sg niskie, lub gdy eluaty DNA zawierajg powszechnie wystepujace zanieczyszczenia

(np. RNA, wolne nukleotydy, rozpuszczalniki, detergenty, biatka lub sole).

Ocene dziatania systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System przeprowadzono z wykorzystaniem prébek DNA
CRC oznaczonych ilosciowo przy uzyciu barwnikéw wigzacych dsDNA, umozliwiajacych doktadny pomiar stezen dsDNA,
nawet tak niskich jak 0,05 ng/pl. W trakcie oceny wiarygodnosci DNA oznaczono ilo$ciowo przy uzyciu systemu
QuantiFluor® dsDNA System (nr kat. E2670) przeznaczonego do ogdlnego uzytku laboratoryjnego.
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3.5 Wymogi dotyczace termocyklera

Wiarygodnos$é systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System oceniono przy uzyciu termocykleréw
Thermo Fisher Scientific Veriti®, Eppendorf MasterCycler® i Bio-Rad C1000 Touch™ o nastepujgcych minimalnych
parametrach technicznych:

Maksymalna szybko$¢ zmiany temperatury blokéw: od 3,9°C/sekunde do 5°C/sekunde
Doktadno$¢ temperatury: £0,25°C (przy = 90°C)

Jednorodno$é rozktadu temperatury: < 0,5°C (przy = 90°C)

Ogrzewana pokrywa umozliwiajaca osiagniecie temperatury w zakresie od 103°C do 105°C

Uzycie termocykleréw, ktorych parametry techniczne wykraczaja poza podane zakresy, moze mie¢ negatywny wptyw na
wiarygodno$¢ oznaczenia.

3.6 Wymogi dotyczace aparatu do elektroforezy kapilarnej

Produkty amplifikacji uzyskane przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System sg rozdzielane
wedtug dtugosci (wielkosci) fragmentéw metoda elektroforezy kapilarnej. Z wyjatkiem wyboru zestawu barwnikéw do
kalibracji spektralnej w oparciu o metode AnyDye (Dowolny barwnik), zastosowano domysIng opcje Fragment Analysis
(Analiza fragmentdéw) dostepng w oprogramowaniu do gromadzenia danych, a czas iniekcji zréznicowano tak, aby
uzyska¢ odpowiednie wysokosci pikow fragmentéw. W przypadku kontrolnego DNA 2800M Control DNA docelowa
wysoko$é piku dla siedmiu markerédw systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wynosita okoto 8000
wzglednych jednostek fluorescenciji (RFU). Wiarygodno$¢ systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System
oceniono przy pomocy analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer skonfigurowanego do
uzycia z polimerem POP-7® Polymer i zestawem kapilar 50 cm. Warunki robocze podczas oceny wiarygodnosci urzadzenia
wymieniono w zatgczniku B (w czesci 11.2). Aparaty do elektroforezy kapilarnej kompatybilne z systemem do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System charakteryzuja sie nastepujacymi parametrami:

Liczba wykrywanych barwnikéw: = 5

Dlugos¢ zestawu kapilar: diugosci zestawéw odpowiednie do uzyskania rozdzielczosci rownej jednej parze zasad, w tym 50 cm
Matryca separacyjna: POP-7® lub odpowiednik

Dtugos¢ fali wzbudzenia (przyblizona): 480 nm do 520 nm

Elementy optyczne do wykrywania: Barwniki Promega wymagaja przechwytywania emisji o dtugosci fali od ok. 500 nm
do 630 nm

Zakres rozdzielczosci: Rozdzielczo$¢ 1 bp od 60 bp do > 300 bp
Precyzja wymiarowania (powtarzalno$¢, wyrazona jako odchylenie standardowe): < 0,15 bp w zakresie od 60 bp do > 300 bp

Uzytkownik jest odpowiedzialny za sprawdzenie kompatybilnosci wybranego aparatu do elektroforezy kapilarnej oraz wybranej
metody analizy z produktami zamplifikowanymi przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

16 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 2 www.promega.com



0

Promega

3.7 Wymogi dotyczace kalibracji spektralnej aparatu do elektroforezy kapilarnej

Przed pierwszym uzyciem nalezy przeprowadzi¢ kalibracje spektralng aparatu do elektroforezy kapilarnej przy uzyciu
standardu matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard (nr kat. MD3850). Kalibracje spektralng przeprowadza sie zgodnie

z instrukcjg techniczng standardu matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard nr TM597 i instrukcjg obstugi aparatu do
elektroforezy kapilarnej. Ta procedura dostarcza danych, ktérych aparat do elektroforezy kapilarnej potrzebuje do
przeprowadzenia analizy naktadajacych sie na siebie sygnatéw fluorescencyjnych pochodzacych z kilku znakowanych
barwnikiem fragmentéw DNA zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.
Ustawienia kalibracji zastosowane podczas oceny wiarygodnosci urzadzenia wymieniono w zatgczniku A (w czesci 11.1).
Nowa kalibracje spektralng nalezy przeprowadzac zgodnie z zaleceniami producenta aparatu do elektroforezy kapilarne;.
Na przyktad nowa kalibracja spektralna jest wymagana po wykonaniu kazdej istotnej czynnosci zwigzanej z konserwacja
systemu do elektroforezy kapilarnej, takiej jak wymiana Zrédta wzbudzenia (np. lasera), kalibracja lub wymiana elementéw
optycznych albo zmiana rodzaju polimeru lub zestawu kapilar.

3.8 Wymogi dotyczace oprogramowania do analizy danych

Do przeprowadzenia analizy danych z elektroforezy kapilarnej fragmentéw zamplifikowanych przy uzyciu systemu

do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wymagane jest odpowiednie oprogramowanie. Takie oprogramowanie
odbierze pliki z danymi fragmentéw (w formacie .fsa), obliczy wielko$ci fragmentéw metoda hybrydyzacji miejscowej
typu Southern blot, przypisze fragmenty do markeréw wedtug zakresu wielkosci i znacznika fluorescencyjnego (tj. koloru
barwnika), zestawi i wyswietli w tabeli dane dotyczace mieszaniny fragmentéw o réznej wielkosci (od > 65 bp do 300 bp)
i barwnikéw (> 5), a na koniec wydrukuje i eksportuje przeanalizowane dane wedtug markeréw i obliczonych wielkosci
alleli. Odpowiednie oprogramowanie wyswietli rowniez informacje dotyczace jakosci danych (np. piki wykraczajgce poza
skale) zarejestrowane w trakcie elektroforezy kapilarnej i obliczy podstawowe parametry QC (np. wykryje szerokie piki)
w oparciu o ustawienia uzytkownika.

Dane wygenerowane podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System
przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® Software w wersji 5.0, a ustawienia metody analizy
wymieniono w zatgczniku C (cze$¢ 11.3).

3.9 Wymogi dotyczace wartosci progowej analizy

Przed przystapieniem do analizy danych uzytkownik musi okresli¢ warto$¢ progowa analizy (tj. prég wykrywalnosci)
oznaczenia. Warto$¢ progowa analizy to warto$¢ RFU, powyzej ktérej sygnaty prébki mozna odréznié od szumu
generowanego przez aparature, co utatwia uzytkownikowi poprawng analize danych dotyczacych fragmentéw. Ustalenie
wartosci progowej analizy jest kluczowe dla zapewnienia odpowiedniej jakosci danych pacjenta (patrz cze$é 7.5). Opisy
odpowiednich procedur okreslania warto$ci progowej analizy mozna znalez¢ w literaturze technicznej (np. Bregu, 2013).
Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System przy uzyciu analizatora
genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer zastosowana warto$¢ progowa analizy wynosita 175 RFU
dla wszystkich kanatéw barwnikéw, przy czym warto$¢ te okreslono metoda gérnej granicy, tj. w oparciu o regresje liniowa
intensywnosci pikéw wygenerowanych z prébek zawierajgcych rézne wejsciowe ilosci DNA (Bregu, 2013).
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4. Protokot oznaczenia

Odczynniki przedamplifikacyjne i poamplifikacyjne nalezy przechowywac w oddzielnych pomieszczeniach. Rozciericzenia
matrycowego DNA i reakcje amplifikacji nalezy przygotowywaé w pomieszczeniu przeznaczonym do konfiguracji reakcji.
Nalezy uzywac¢ aparatury i materiatéw przeznaczonych do konfiguracji amplifikacji. Aby zapobiec zanieczyszczeniu
krzyzowemu DNA, nalezy nosic¢ rekawiczki i uzywac pipet z koricbwkami odpornymi na aerozole. Dodajac poszczegdine
prébki DNA, kontrolny DNA 2800M Control DNA i wode do amplifikacji (w przypadku kontroli ujemnych) do reakgji
amplifikacji, nalezy za kazdym razem uzyé $wiezej koncowki pipety.

4.1 Rozciericzanie DNA wyekstrahowanego z tkanek FFPE

W przypadku systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wymagana wejsciowa ilo$¢ dsDNA, dodawanego
w objetosci od 1 pl do 6 pl, wynosi 1,0 ng na reakcje. Zaleca sig rozciericzenie DNA do uzyskania statego stezenia

we wszystkich probkach, tak aby umozliwi¢ dodanie do kazdej reakcji 1 ng DNA w statej objetosci. Podczas oceny
wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wszystkie matryce DNA rozciericzono do
uzyskania stezenia 0,5 ng/pl, a nastepnie do kazdej reakcji dodano 2 pl rozcieiczonego matrycowego DNA.

W przypadku probek DNA, ktére wymagaja rozcieficzenia przed amplifikacjg, nalezy wykonaé nastepujgce czynnosci:

1. Mieszac probke DNA w wytrzgsarce trzykrotnie po 5 sekund, za kazdym razem z maksymalng predkoscia, a w razie
potrzeby odwirowaé krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebra¢ prébke na dnie probéwki.

Uwaga: Nieodpowiednie zmieszanie probek DNA i ich rozciericze moze skutkowa¢ btednym oznaczeniem
ilosciowym i niskg wiarygodnoscig systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

2. Rozcieficzy¢ probke DNA w wodzie wolnej od nukleaz (nr kat. MC1191) do uzyskania odpowiedniego stezenia,
tak aby umozliwi¢ dodanie do kazdej reakcji amplifikacji 1,0 ng dsDNA w wymaganej objetosci matrycy
(patrz czes¢ 4.3). Podczas rozciericzania probki DNA odmierzy¢ za pomocg pipety objetosci = 1 yl, aby
zapewni¢ jak najwiekszg doktadnosé.

Uwaga: Jesli wymagane jest rozciericzenie prébki, nalezy uzy¢ wody wolnej od nukleaz. Na wydajnos$é amplifikacji
metoda PCR znaczny wptyw moga mie¢ zmiany odczynu pH (wskutek dodania Tris-HCI) lub zmiany stezenia
dostepnego magnezu (wskutek chelatowania przez EDTA) w reakcji amplifikacji w przypadku uzycia rozcieficzalnikow
na bazie Tris lub Tris-EDTA. Nieodpowiednie zmieszanie prébek DNA i ich rozcieficzen moze skutkowac¢ btednym
oznaczeniem ilo$ciowym i niskg wiarygodnoscig systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Do kazdego
doswiadczenia nalezy przygotowac $wieze rozcieficzenia prébek DNA. Przechowywanie prébek rozcieiczonego DNA
do pézZniejszego uzytku moze skutkowaé stabg amplifikacjg i niepowodzeniem oznaczenia.
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4.2 Rozcienczanie kontrolnego DNA 2800M Control DNA

Kontrolny DNA 2800M Control DNA stuzy za kontrole dodatnig amplifikacji (patrz cze$¢ 7.3), a nie kontrole MSI. System

do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest przeznaczony do uzycia z kontrolnym DNA 2800M Control DNA w ilosci
wejsciowej 1,0 ng, dostarczanej w objetosci od 1,0 pl do 6,0 pl. Kontrolny DNA 2800M Control DNA w stezeniu 10 ng/ul przed
uzyciem nalezy przechowywac w temperaturze od 2°C do 10°C przez co najmniej 8 godzin. Zaleca sig rozciericzenie
kontrolnego DNA tak, aby jego stezenie byto réwne stezeniu badanych prébek. Podczas oceny wiarygodnosci systemu

do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System kontrolny DNA 2800M Control DNA rozcieficzono do uzyskania stezenia

0,5 ng/pl, a nastepnie do kazdej reakcji dodano 2 pl rozciericzonego kontrolnego DNA.

1. Mieszac¢ kontrolny DNA 2800M Control DNA w wytrzasarce trzykrotnie po 10 sekund, za kazdym razem
z maksymalng predkoscia.

2. Rozcieiczy¢ kontrolny DNA 2800M Control DNA w wodzie wolnej od nukleaz (nr kat. MC1191) lub wodzie do
amplifikacji tak, aby umozliwi¢ dodanie do reakcji kontroli dodatniej 1,0 ng w wymaganej objetosci (1-6 l).
Przyktadowe stezenia przedstawiono w tabeli 2. Podczas przygotowywania rozciericzen kontrolnego
DNA 2800M Control DNA odmierzyé za pomoca pipety objetosci > 1 pl, aby zapewni¢ jak najwiekszg doktadnosé.

Tabela 2. Rozcienczanie kontrolnego DNA 2800M Control DNA.

Objetos¢ matrycy DNA Objetos¢ kontrolnego DNA

na reakcje 2800M Control DNA (10 ng/pl)  Objetos¢ wody’
1,0 pl 2,0 pl 18 pl

2,0 pl 2,0 pl 38 ul

3,0l 2,0l 58 pl

4,0 pl 2,0 pl 78 pl

5,0 pl 2,0l 98 ul

6,0 pl 2,0l 118 pl

"Woda wolna od nukleaz lub woda do amplifikacji

Uwaga: Do kazdego doswiadczenia nalezy przygotowac $wieze rozciericzenie kontrolnego DNA 2800M Control DNA.
Przechowywanie rozcieficzonego kontrolnego DNA 2800M Control DNA do péZzniejszego uzytku moze skutkowac stabg
amplifikacja kontroli dodatniej i niepowodzeniem oznaczenia.
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4.3 Przygotowywanie reakcji amplifikacji przeprowadzanych przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System

1. Przed pierwszym uzyciem catkowicie rozmrozi¢ mieszanine starteréow OncoMate® MSI 5X Primer Mix, mieszanine
podstawowg OncoMate® MSI 5X Master Mix i wode do amplifikacji. Po pierwszym uzyciu przechowywa¢ odczynniki
w temperaturze od 2°C do 10°C nie dtuzej niz 3 miesigce.

2. Prébowki odwirowac krdtko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zawarto$¢ opadta na dno, a nastepnie mieszac
odczynniki w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem z maksymalng predkoscia. Nie odwirowywac
po mieszaniu w wytrzasarce, poniewaz moze to doprowadzi¢ do powstania gradientu stezeri w probéwce.

3. Oznaczy¢ nowg optyczng mikroptytke reakcyjng 96-dotkowg MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
z kodem kreskowym.

4. Okresli¢ liczbe reakcji do przygotowania. Nalezy przy tym uwzgledni¢ co najmniej jedng reakcje kontroli dodatniej
i jedna reakcje kontroli ujemnej amplifikacji na kazdg przetwarzang mikroptytke. Doda¢ dodatkowe reakcje, aby
skompensowac btad pipetowania. Cho¢ takie rozwigzanie wymaga zuzycia niewielkich iloci poszczegélnych
odczynnikdw, zapewnia ilo§¢é mieszaniny wystarczajaca do amplifikacji wszystkich prébek metodg PCR.

5. Przygotowac mieszanine do amplifikacji metodg PCR w sposdb opisany w tabeli 3. Doda¢ koficowa objeto$¢ wody
do amplifikacji, mieszanine podstawowg OncoMate® 5X Master Mix i mieszanine starterow OncoMate® 5X Primer
Mix do czystej probéwki o pojemnosci 1,5 ml. Matrycowy DNA zostanie dodany do kazdego dotka reakcyjnego
osobno w kroku 7.

Uwaga: W tabeli 3 przyjmuje sie, ze objeto$¢ matrycowego DNA dodawanego do reakcji w kroku 7 jest stata we
wszystkich probkach.

Tabela 3. Sktad mieszaniny do amplifikacji metoda PCR.

Sktadnik mieszaniny do Objetosc na Liczba Objetosé
amplifikacji metoda PCR’ reakcje x  reakcji = koricowa
Woda do amplifikacji do objetosci koricowej 10 pl ~ x =
Mieszanina podstawowa OncoMate® MSI 5X Master Mix? 2 pl x =
Mieszanina starterow OncoMate® MSI 5X Primer Mix 2.l x =

Matryca DNA (1,0 ng) maksymalnie 6 pl

Laczna objetosé reakcji 10 pl

"Potaczy¢ wode do amplifikacji, mieszaning podstawowg OncoMate® 5X Master Mix i mieszanine starteréw
OncoMate® 5X Primer Mix w nowej probdwce o pojemnosci 1,5 ml. Matrycowy DNA zostanie dodany do kazdego
dotka reakcyjnego osobno w kroku 7.

2Z mieszaniny podstawowej OncoMate® MSI 5X Master Mix moze wytraca¢ sie osad. Obecno$¢ osadu nie ma
wptywu na amplifikacje DNA przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

6. Mieszanine do amplifikacji metodg PCR miesza¢ w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem z maksymalng
predkoscig, a nastepnie odmierzy¢ za pomoca pipety ilos¢ mieszaniny amplifikacyjnej odpowiadajgcg pojedynczej reakcji
i dodac ja do kazdego dotka mikroptytki lub mikroptytek reakcyjnych uzytych na potrzeby prébek i kontroli.
Uwaga: Niewystarczajgce wytrzasniecie mieszaniny do amplifikacji metodg PCR moze skutkowac stabg amplifikacja
lub brakiem réwnowagi miedzy markerami. Mieszaning do amplifikacji metodg PCR nalezy doda¢ do dotkdw
mikroptytki reakcyjnej bezposrednio po przygotowaniu. Nastepnie nalezy szybko przejs¢ do krokéw od 7 do 10,
po czym nalezy natychmiast uzy¢ termocyklera.
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7. Kazda prébke rozciericzonego matrycowego DNA wyekstrahowanego z tkanki FFPE (patrz opis przygotowania
w czesci 4.1) mieszaé w wytrzasarce trzykrotnie po 5 sekund, za kazdym razem z maksymalng predkoscia,
a nastepnie odwirowac krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebra¢ ciecz na dnie probowki. Za pomoca pipety
odmierzy¢ 1,0 ng probki do wybranego dotka mikroptytki zawierajagcego mieszanine do amplifikacji metodg PCR.
Kilkakrotnie wymiesza¢ poprzez pipetowanie.

8.  Rozcienczony kontrolny DNA 2800M Control DNA (patrz opis przygotowania w czesci 4.2) miesza¢ w wytrzasarce
trzykrotnie przez 10 sekund, za kazdym razem z maksymalng predkoscig, i odwirowac krétko (1-2 sekundy)
w miniwiréwce, aby zebra¢ ciecz na dnie probéwki. Za pomocg pipety odmierzy¢ 1,0 ng rozcieficzonego kontrolnego
DNA 2800M Control DNA i doda¢ do dotka lub dotkdw przeznaczonych dla reakcji kontroli dodatniej. Kilkakrotnie
wymieszaé poprzez pipetowanie.

9.  Na potrzeby kontroli ujemnej amplifikacji odmierzy¢ za pomoca pipety objetos¢ wody do amplifikacji réwna
objetosci matrycowego DNA i doda¢ do dotka lub dotkéw przeznaczonych dla reakcji kontroli ujemnej. Nie dodawaé
matrycowego DNA do reakcji kontroli ujemnej. Kilkakrotnie wymiesza¢ poprzez pipetowanie.

Uwaga: Brak amplifikacji i analizy reakcji kontroli ujemnej i dodatniej moze uniemozliwié jednoznaczna interpretacje
wynikdw i utrudni¢ rozwigzywanie probleméw. Kazda mikroptytka musi zawierac reakcje kontroli dodatniej i ujemnej.

10.  Przykry¢ dotki wieczkami z zestawu MicroAmp® 8-Cap Strips i odwirowac krétko w wirdwce miniptytkowej,
tak aby zawarto$¢ dotkéw opadta na dno, co pozwoli réwniez usunagé pecherzyki powietrza.
4.4 Cykle termiczne

1. Upewni¢ sie, ze pokrywa zostata ogrzana do zaprogramowanej temperatury (103-105°C) i umiesci¢ mikroptytke
reakcyjng w termocyklerze. Zamkna¢ pokrywe termocyklera.

2. Zaprogramowac termocykler zgodnie z instrukcjami producenta, aby przeprowadzi¢ procedure wedtug protokotu
przedstawionego na rysunku 4. Upewnic sig, ze objetos¢ reakcji ustawiono na 10 pl. Catkowity czas cykli, tacznie
ze zmiang temperatury blokdw, to okoto 1 godzina i 15 minut.

Protokot cykli termicznych'

96°C przez 1 minute, nastepnie:

96°C przez 10 sekund
58°C przez 1 minute
72°C przez 30 sekund
przez 29 cykli, nastepnie:

60°C przez 10 minut, nastepnie:

utrzymywac w temperaturze 4°C

'0bjetos¢ reakcji: 10 pl; temperatura ogrzewanej pokrywy: od 103° do 105°C

Rysunek 4. Protokét cykli termicznych dla systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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3. Po zakoriczeniu protokotu cykli termicznych przeprowadzi¢ analize fragmentéw metoda elektroforezy kapilarnej
lub przechowywa¢ produkty amplifikacji przez noc w temperaturze od 2°C do 10°C lub przez dtuzszy okres
w temperaturze od -30°C do -10°C, chronigc przed $wiattem.

Uwaga: Dlugotrwate przechowywanie zamplifikowanych prébek w temperaturze wyzszej niz =10°C moze prowadzi¢

[l
25
/.\\ do powstawania artefaktow utrudniajacych analize danych.

4.5 Przygotowanie aparatu do elektroforezy kapilarnej

EE] Wymogi dotyczace aparatu do elektroforezy kapilarnej przedstawiono w czesci 3.6. Nalezy przestrzegaé instrukcji
producenta w zakresie obstugi i konserwacji wybranego aparatu do elektroforezy kapilarnej oraz stosowania
odpowiedniego polimeru i zestawdw kapilar.
1. Upewni¢ sig, ze polimer i bufory uzywane w aparacie nie sg przeterminowane, a liczba dostepnych prébek lub
iniekcji jest wystarczajgca do przeprowadzenia zaplanowanej analizy.
2. Jesli dotyczy, nagrzac piec do elektroforezy kapilarnej zgodnie z instrukcjami producenta co najmniej 30 minut
przed rozpoczeciem cyklu.

4.6 Przygotowanie fragmentow zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System do analizy metoda elektroforezy kapilarnej

1. Jesli zamplifikowane prdbki byty przechowywane w temperaturze od -30°C do -10°C, rozmrozi¢ je catkowicie przed
rozpoczeciem procedury. Miesza¢ mikroptytke w wytrzasarce przez 5 sekund i odwirowac przez 5 do 10 sekund
w wiréwce miniptytkowej, aby zebra¢ zawartos$¢ na dnie dotkdw.

2. Okreslic¢ liczbe dotkéw wymagana do przeprowadzenia analizy wszystkich zamplifikowanych prébek, uwzgledniajac
réwniez reakcje kontroli dodatniej i ujemnej. Dodac¢ do tej liczby wszelkie nieuzywane dotki, z ktérych bedzie
inicjowana iniekcja, oraz dodatkowe dotki, aby skompensowac btad pipetowania.

3. Miesza¢ standard wielko$ci Size Standard 500 w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem
z maksymalna predkoscia, i przygotowaé mieszanine do elektroforezy kapilarnej wedtug instrukcji w tabeli 4.

Uwaga: Formamid dziata draznigco i teratogennie; nalezy unika¢ wdychania i kontaktu tej substancji ze skéra.
Nalezy przeczytac etykiete ostrzegawcza i podczas pracy z tg substancjg stosowa¢ odpowiednie Srodki
ostroznosci. Podczas pracy z formamidem nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki i okulary ochronne.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny do elektroforezy kapilarne;j.

Mieszanina elektroforetyczna Objetosc na dotek x  Liczba dotkéw = Objetos¢ koricowa
Hi-Di™ Formamide 9,5 ul 3 =

Standard wielko$ci Size Standard 500 0,5pl X =

Laczna objetosé 10ul

4. Mieszaé mieszanine elektroforetyczng w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem z maksymalng
predkoscig, i odwirowac krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebra¢ odczynniki na dnie probowki.

5. Odmierzy¢ za pomoca pipety 10 ul mieszaniny elektroforetycznej i doda¢ do kazdego wymaganego dotka optycznej
mikroptytki reakcyjnej 96-dotkowej MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate analizowanej przy uzyciu wybranego
aparatu do elektroforezy kapilarnej.

Uwaga:Mieszanina elektroforetyczna lub Hi-Di™ Formamide muszg zosta¢ dodane do kazdego dotka, z ktérego
inicjowana jest iniekcja, niezaleznie od tego, czy zamplifikowane produkty réwniez dodaje sie do tego dotka, czy
nie. Niedodanie mieszaniny elektroforetycznej lub Hi-Di™ Formamide do dotka, z ktérego inicjowana jest iniekcja,
moze skutkowa¢ uszkodzeniem zestawu kapilar i niepowodzeniem cyklu.
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Doda¢ 1 pl zamplifikowanej prébki lub reakcji kontroli do kazdego wyznaczonego dotka.
Przykry¢ dotki septa zgodnie z instrukcjami producenta aparatu.

Odwirowac mikroptytke przez 5 do 10 sekund, tak aby mieszanina formamidu i prébki w poszczegélnych dotkach
opadta na dno, co pozwoli réwniez usuna¢ pecherzyki powietrza.

9.  Denaturowaé probki w termocyklerze przez 3 minuty w temperaturze 95°C, a nastepnie natychmiast schtodzié
mikroptytke reakcyjna, umieszczajac jg na kruszonym lodzie na co najmniej 3 minuty. Probki zdenaturowaé
bezposrednio przed zatadowaniem plytki do aparatu do elektroforezy kapilarnej.

Uwaga: Nie zamyka¢ ogrzewanej pokrywy termocyklera, poniewaz mogtoby to skutkowac stopieniem septy mikroptytki.
10.  Zatadowa¢ mikroptytke do aparatu do elektroforezy kapilarnej zgodnie z instrukcjami producenta. Jesli dotyczy,
przed zatadowaniem upewni¢ sig, ze osiggnieto wymagana temperature pieca.
4.7 Wykrywanie zamplifikowanych fragmentow metoda elektroforezy kapilarnej z detekcja fluorescencyjna

Aby dowiedzie¢ sig, jak wtasciwie przeprowadzi¢ cykl analizy fragmentéw, w tym jak odpowiednio skonfigurowac kalibracje
spektralng i metody analizy fragmentéw, a takze jak dodaé informacje o prébkach, zatadowac¢ zdenaturowane prébki do
aparatu, zainicjowac cykl i wezyta¢ dane dotyczace zakofczonego cyklu, nalezy zapozna¢ sie z instrukcja techniczna
wybranego aparatu do elektroforezy kapilarnej. Programowanie aparatu nalezy rozpocza¢ od ustawienia domysinej metody
analizy fragmentdw dla konkretnej konfiguraciji aparatu. Aby dostosowac aparat do potrzeb konkretnego laboratorium,
konieczna moze by¢ optymalizacja czasu iniekcji. Uzytkownik jest odpowiedzialny za sprawdzenie kompatybilnosci
wybranych warunkow elektroforezy kapilarnej z oznaczeniem. Aby uzyskaé wiecej informacii, nalezy skontaktowaé sie

z lokalnym oddziatem lub dystrybutorem firmy Promega lub wystaé wiadomo$¢ e-mail na adres genetic@promega.com.

5.  Analiza danych

5.1 Wprowadzenie

Elektroforeza kapilarna produktéw zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System
skutkuje wygenerowaniem plikéw z danymi (w formacie .fsa), ktére wymagaja dalszej analizy przy uzyciu oprogramowania
do analizy fragmentéw (rysunek 5). Analiza danych ma na celu dostarczenie podstawowych informacji o jakosci danych,
zwymiarowanie pikow fragmentéw w zdefiniowanym zakresie wielko$ci, utatwienie filtrowania tzw. pikéw satelitarnych
sposréd pikow alleli rejestrowanych dla poszczegdlnych markeréw i podsumowanie wielko$ci alleli kazdego z tych markeréw
na potrzeby dalszej interpretaciji wynikéw. Aby przeanalizowa¢ dane z elektroforezy kapilarnej przy uzyciu oprogramowania
do analizy fragmentdw, nalezy wykona¢ nastepujgce czynnosci:

Wykonac raz, przed pierwszg analizg; patrz instrukcje w zatgczniku C (w czesci 11.3):

Okresli¢ znane wielkosci dla fragmentéw standardu wielkosci (tj. utworzy¢ lub zaimportowa¢ standard wielkosci
oznaczenia).

Przypisa¢ analizowany zakres wielkosci do poszczegdlnych markeréw (tj. utworzy¢ lub zaimportowac panele oznaczenia).

Ustawic parametry analizy (tj. utworzy¢ lub zaimportowa¢ metode analizy).

Opcjonalnie: Zarzadzac¢ widokiem danych (tj. utworzy¢ lub zaimportowac ustawienia tabeli, wykresu i raportu).
Wykona¢ dla poszczegdlnych partii analizowanych probek; patrz instrukcje w czesci 5.2:

Zaimportowac pliki z danymi.

Wybra¢ dane wejsciowe analizy (tj. standard wielkosci oznaczenia, panele oznaczenia i metode analizy).

Przeprowadzi¢ analize danych.

Podsumowac wielkosci alleli poszczegélnych markeréw.
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Do oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System uzyto oprogramowania GeneMapper®
Software. Ustawienia koficowej analizy danych zastosowane w trakcie oceny wiarygodnos$ci oznaczenia przedstawiono
informacyjnie w zatagczniku C (w czesci 11.3). Te ustawienia zoptymalizowano tak, aby umozliwi¢ wykrycie najmniejszych
(pod wzgledem liczby bp) odrebnych alleli poszczegdinych markeréw powtdrzer mononukleotydéw oraz odréznienie
pikéw tych alleli od pikéw satelitarnych na potrzeby dalszej analizy. W okreslonych warunkach odrebne allele obecne

w prébce mozna filtrowaé, stosujac zalecane ustawienia analizy. Takie odfiltrowane allele nie stuzg do okreslenia
stahilnosci markera (patrz czes¢ 6.4), poniewaz nie stanowig najmniejszych odrebnych alleli tego markera. Przyktadowa
procedure analizy danych dotyczacych fragmentéw, przeprowadzong przy uzyciu oprogramowania GeneMapper®
Software, przedstawiono na rysunku 5 i opisano ponizej w czesci 5.2. Dodatkowe instrukcje analizy danych dotyczacych
fragmentdw DNA przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® Software mozna znalez¢é w Podreczniku uzytkownika
dotyczacym analizy fragmentéw DNA metodg elektroforezy kapilarnej, opublikowanym przez firme Thermo Fisher Scientific.

Uwagi:

1. Ustawienia metody analizy i paneli dla systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System okreslono na
podstawie danych wygenerowanych przez analizator genetyczny Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer
z polimerem POP-7® Polymer i zestawem kapilar 50 cm. Analiza danych uzyskanych przy zastosowaniu innych
konfiguracji aparatu do elektroforezy kapilarnej moze wymaga¢ modyfikacji plikéw paneli i metod analizy. Aby
uzyska¢ pomoc, nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym oddziatem lub dystrybutorem firmy Promega lub wysta¢
wiadomos$¢ e-mail na adres genetic@promega.com.

2. Ustawienia metody analizy przedstawione w zataczniku C moga postuzy¢ za wzér utatwiajacy odpowiednie
dobranie ustawien analizy do uzywanego systemu do elektroforezy kapilarnej. Jednakze wartos$ci progowe analizy
(pozycja Peak Amplitude Thresholds (Progi amplitudy pikéw) w zaktadce Peak Detector (Detektor pikéw) w oknie
Analysis Method Editor (Edytor metody analizy) oprogramowania GeneMapper®) musza by¢ okreslane przez
konkretne laboratorium na podstawie docelowej intensywnosci pikéw prébek, zakresu dynamicznego aparatu
i sygnatu szumu lub tta obserwowanego w analizowanych danych (patrz czes$¢ 7.5). Podczas oceny wiarygodnosci
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wartos¢ progowa analizy dla wszystkich kanatéw
barwnikéw (B, G, Y, 0) wynosita 175 RFU. Warto$ci progowe analizy dla odpowiedniej aparatury do elektroforezy
kapilarnej zwykle mieszczg sie w zakresie od 50 RFU do 200 RFU. Prawidtowe stosowanie oraz rezultaty
otrzymywane przy zastosowaniu réznych ustawien analizy objasniono w Podreczniku uzytkownika dotyczacym
analizy fragmentow DNA metoda elektroforezy kapilarnej, opublikowanym przez firme Thermo Fisher Scientific.

Pliki danych A . s . . .
2 elektroforezy Analiza danych Kontrola jakosci danych Interpretacja Wynik MSI:
kapilarnej Wymiarowanie fragmentéw Ocena wynikow analizy Stwierdzanie niestabilnosci markera MSI-H/MSS

(w formacie .fsa) Wyodrebnianie pikow alleli metoda elektroforezy kapilarnej Pomiar niestabilnosci probki

Kontrola amplifikacji
Potwierdzanie tozsamosci probki

Rysunek 5. Procedura analizy danych z elektroforezy kapilarnej uzyskanych przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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5.2 Analiza danych

Instrukcje analizy danych przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® Software zamieszczono w niniejszym dokumencie
dla wygody uzytkownika. W tych instrukcjach przyjeto zatozenie, ze uzytkownik zaimportowat dostepne pliki ustawien
oprogramowania GeneMapper® opisane w zatgczniku C (cze$¢ 11.3) lub utworzyt podobne pliki ustawier. W przypadku
korzystania z innego oprogramowania do analizy danych nalezy zapozna¢ sie z informacjami i instrukcjami zawartymi
w odpowiednim podreczniku uzytkownika.

1. Otworzyé program GeneMapper® Software w wersji 5.0 lub 6.0.

2. Klikngc¢ ikone New Project (Nowy projekt) ( ) na pasku narzedzi i wybra¢ opcje Microsatellite (Mikrosatelita)
jako typ projektu.

3. Zaimportowac dane, klikajgc ikone Add Samples To Project (Dodaj prébki do projektu) () na pasku narzedzi.
4. W menu rozwijanym Table Setting (Ustawienie tabeli) na pasku narzedzi wybra¢ pozycje OncoMate_MSI_Dx_Table_v1.0.

5. Jesli pole Sample Type (Typ prébki) nie jest wypetnione, wybra¢ opcje Sample (Prébka), Positive Control
(Kontrola dodatnia) lub Negative Control (Kontrola ujemna), aby opisa¢ poszczegéine probki.

6.  Dla wszystkich kontroli i prébek pobranych od pacjentéw wybra¢ pozycje OncoMate_MSI_Dx_Analysis_v1.0 jako
warto$¢ parametru Analysis Method (Metoda analizy), pozycje OncoMate_MSI_Dx_Panels_v1.0 jako wartos¢
parametru Panel i pozycje OncoMate_MSI_Dx_Size_v1.0 jako warto$¢ parametru Size Standard (Standard wielkosci).

7. Klikna¢ ikone Analyze (Analizuj) () na pasku narzedzi, aby przeprowadzi¢ analize wszystkich prébek. Gdy wyswietli
sie monit, podaé nazwe opisowa projektu w oknie podrecznym Save Project (Zapisz projekt) i klikna¢ przycisk OK.

Uwaga: Po przeprowadzeniu analizy probki mozna posortowaé przy uzyciu opcji Sort... (Sortuj...) dostepnej w menu
Edit (Edycja) (np. Sample Type (Typ prébki) lub Sample Name (Nazwa prébki)). Zmiana kolejnosci probek w taki
sposab, aby poszczegdline pary probek zdrowej tkanki i tkanki guza znajdowaly sie obok siebie na liscie, utatwi
wyswietlanie i przeglad prébek w przypadku korzystania z dostarczonego pliku Plot Settings (Ustawienia wykresu)
(patrz krok 8). Przy uzyciu funkcji sortowania mozna tez upewnic sie, ze elektroferogramy dla poszczegéinych par
prébek zdrowej tkanki i tkanki guza zostang wydrukowane na tych samych stronach (patrz krok 9.c).

8.  Sprawdzi¢ jakos$¢ probek kontrolnych i probek pobranych od pacjentéw w sposéb opisany w czesci 6.3. Wybraé
rzedy zawierajace probki kontrolne lub prébki pobrane od pacjentow i kliknaé ikone Display Plots (Wys$wietl
wykresy) () na pasku narzedzi, aby wyswietli¢ podglad elektroferograméw oraz tabele z danymi alleli. W menu
rozwijanym Plot Setting (Ustawienie wykresu) na pasku narzedzi wybra¢ pozycje OncoMate_MSI_Dx_Plot_v1.0.

Uwaga: Kontrola elektroferograméw prébek jest konieczna dla oceny jakosci danych. Zaleca sig, aby najpierw

sprawdzi¢ probki kontrolne, a nastepnie prébki pobrane od pacjentow. Jednoczesny wybér probek kontrolnych
i prébek pobranych od pacjentdw sprawi, ze okno Samples Plot (Wykres prébek) bedzie stale wyswietlane i nie
bedzie mozna go zminimalizowag, co ograniczy ilos¢ wolnego miejsca na ekranie.

9.  Sprawdzi¢ prawidtowe prébki pobrane od pacjentéw pod katem statusu MSI w sposéb opisany w czesciach 6.4
i 6.5. Wyswietli¢ dane prébek w sposéb opisany w kroku 8. Aby utatwi¢ interpretacje danych wymiarowania,
dane te mozna wyeksportowac na r6zne sposoby, z ktérych kilka opisano w niniejszym dokumencie.

Uwaga: Ponizsze opcje eksportowania danych przedstawiono wytacznie w celach informacyjnych. Laboratorium
przeprowadzajgce badanie jest odpowiedzialne za wybér najbardziej odpowiedniego formatu danych
wykorzystywanych do okreslenia statusu MSI na dalszym etapie procedury. Aby uzyska¢ pomoc w opracowywaniu
odpowiedniej metody raportowania dla laboratorium, nalezy skontaktowac sie z lokalnym oddziatem lub
dystrybutorem firmy Promega lub wysta¢ wiadomos$¢ e-mail na adres genetic@promega.com.
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a. Plik tekstowy zawierajacy filtrowane wielkosci alleli i inne dane dotyczace prébek mozna wyeksportowaé
w postaci tabeli Genotypes Table (Tabela genotypéw) w nastepujgcy sposob:

i. Z poziomu gtéwnego ekranu wybra¢ jedng lub wiekszg liczbe prébek kontrolnych i prébek pobranych
od pacjentéw i klikng¢ ikone Display Plots (Wyswietl wykresy) () na pasku narzedzi, aby otworzy¢ okno
Samples Plot (Wykres prébek).

ii. jesli widok Genotypes Table (Tabela genotypéw) nie jest wyswietlany ponizej elektroferogramu lub
elektroferograméw, klikng¢ ikone Genotypes Table (Tabela genotypéw) () na pasku narzedzi.

iii. wybra¢ pozycje Export Table (Eksportuj tabele) z menu File (Plik) i zapisac plik do dalszej analizy.
b. Plik tekstowy zawierajacy filtrowane wielkosci alleli i inne dane dotyczace prébek mozna wyeksportowac jako
Report (Raport) w nastepujacy sposéb:
i. Z poziomu gtéwnego ekranu wybra¢ jedng lub wigkszg liczbe prébek kontrolnych i prébek pobranych od
pacjentéw i kliknaé ikone Report Manager (Menedzer raportéw) (=) na pasku narzedzi, aby otworzyé okno
Report Manager (Menedzer raportow).

ii. w menu rozwijanym Report Setting (Ustawienie raportu) na pasku narzedzi wybra¢ pozycje
OncoMate_MSI_Dx_Report_v1.0.
iii. wybra¢ pozycje Export... (Eksportuj...) z menu File (Plik), wprowadzi¢ nazwe pliku i klikng¢ przycisk
Export (Eksportuj).
Uwaga: Pola danych dostepne w przypadku eksportowania danych w postaci tabeli Genotypes Table (Tabela
genotypow) réznig sie od tych dostepnych w przypadku wyboru opcji Report (Raport). Istnieje mozliwo$¢ dodania
pol, aby spetni¢ konkretne wymagania laboratorium. W tym celu nalezy edytowac pliki OncoMate®, tj. Table Settings
(Ustawienia tabeli) lub Report Settings (Ustawienia raportéw), w GeneMapper® Manager.

c. Podsumowanie danych w formacie dokumentu przenos$nego (.pdf), zawierajace elektroferogramy oraz tabele
z rozmiarami alleli, mozna zapisaé¢ w nastepujacy sposob:

i. Z poziomu gtéwnego ekranu wybra¢ jedng lub wiekszg liczbe prébek kontrolnych i prébek pobranych od pacjentéw
i klikna¢ ikone Display Plots (Wyswietl wykresy) (), aby otworzy¢ okno Samples Plot (Wykres probek).

ii. wybrac pozycje Print... (Drukuj...) z menu File (Plik). Dla opcji Print Service (Ustuga drukowania) wybrac
ustawienie Microsoft Print to PDF (Microsoft — drukuj w formacie PDF) (lub odpowiednik), a dla
orientacji wybraé¢ ustawienie Landscape (Poziomo). Wybra¢ opcje Print (Drukuj) i wprowadzi¢ nazwe dla
generowanego pliku w formacie .pdf.

Uwaga: Jesli w trakcie tego procesu generowanych jest kilka plikow w formacie .pdf, musza one mie¢ r6zne nazwy.
Z tego wzgledu laboratoria moga preferowaé zapisywanie plikéw w formacie .pdf osobno dla kazdej pary probek.

6.  Przeglad i interpretacja wynikow

W tej czesci zawarto uwagi dotyczace oceny jakosci danych i interpretacji statusu MSI probek analizowanych przy uzyciu
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Oprogramowanie do analizy fragmentéw moze oferowac wiele
opcji wyswietlania i przegladu danych. Na przyktad oprogramowanie GeneMapper® Software oferuje wiele réznych opcji
wyswietlania i podsumowywania danych dotyczacych prébek. Dodatkowe informacje na temat przegladu danych mozna
znalez¢ w Podreczniku uzytkownika dotyczacym analizy fragmentow DNA metoda elektroforezy kapilarnej, opublikowanym
przez firme Thermo Fisher Scientific.
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6.1 Interpretacja danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System

W wyniku analizy produktéw reakcji PCR przeprowadzonych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis
System uzyskuje sie dane o dtugosci fragmentéw DNA w poszczeg6lnych amplifikowanych regionach mikrosatelitarnych.
Dane dotyczace par probek zdrowej tkanki i tkanki guza sg interpretowane poprzez ocene pieciu markeréw powtdrzen
mononukleotydéw (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 i MONO-27) i dwdch markeréw powtdrzen pentanukleotydéw (Penta C

i Penta D) amplifikowanych za pomocg systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Markery powtérzer mononukleotyddw analizuje sie w celu ustalenia statusu MSI pacjenta. W wyniku amplifikacji
markeréw powtdrzen mononukleotydéw metodg PCR uzyskuje sie gtdwny pik allelu oraz serie pobocznych pikéw
satelitarnych, ktérych rozktad ma ksztatt zblizony do dzwonu, przy czym odstep miedzy takimi pikami wynosi 1 bp
(Bacher, 2004). W kazdej pojedynczej serii pikdw satelitarnych pik o najwyzszej wartosci fluorescencji (podawanej w RFU)
to pik allelu (rysunek 6). Mozliwe jest réwniez zarejestrowanie wigcej niz jednego piku allelu z towarzyszacymi pikami
satelitarnymi dla poszczegdlnych markeréw w probkach zdrowej tkanki (w przypadku heterozygotycznosci) lub

w prébkach guza (w przypadku heterozygotycznosci lub niestabilnosci). Oprogramowanie do analizy fragmentdw,

takie jak GeneMapper® Software, wykorzystuje algorytmy filtrowania pikéw, aby wyodrebni¢ piki alleli rejestrowane

dla poszczegdinych markeréw sposréd pikéw satelitarnych. Wielko$é tych alleli jest wyswietlana na elektroferogramie

i przedstawiana w formie tabeli na potrzeby dalszej interpretacji pod katem MSI.

Rysunek 6. Piki satelitarne (zaznaczone strzatkami) generowane przez poslizg polimerazy w trakcie amplifikacji PCR
krétkich powtorzen tandemowych sa wyraznie widoczne przy markerach mononukleotydowych, w odstepach 1 bp od
+prawdziwego”, czyli najwyzszego, piku allelu, jak ukazuje powyzszy przyktad markera NR-24 (po lewej). Duzo mniejsze
piki satelitarne mozna zauwazy¢ réwniez przy markerach pentanukleotydowych w odstepie 5 bp od ,prawdziwych”

pikéw alleli, jak ukazuje powyzszy przyktad markera Penta C.
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Gdy marker w probce guza jest niestabilny, zostanie wykryty co najmniej jeden nowy allel réznigcy sie od allelu obecnego

w zdrowej tkance (rysunek 7). Réznice w wielkosci alleli wykrywa sie, poréwnujac dane prébki guza z danymi odpowiadajacej
jej probki zdrowej tkanki. Probki guza klasyfikuje sie jako MSI-H, gdy nowe allele wykryto w przypadku > 40% markeréw
powtdrzen mononukleotyddw (tj. gdy > 2 z 5 markerédw wykazuja ,zmienione profile alleliczne”). Prébki guza zawierajace
mniej niz dwa zmienione markery powtdrzert mononukleotydéw mozna sklasyfikowac jako MSS (Umar, 2004; Boland, 1998).

Rysunek 7. Odpowiadajace sobie probki zdrowej tkanki (gérny panel) i tkanki guza (dolny panel) przeanalizowane przy
uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Jeden nanogram DNA zamplifikowano i przeanalizowano
przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer z polimerem POP-7® Polymer

i zestawem kapilar 50 cm. Obecno$¢ nowych alleli w probce guza (zaznaczonych strzatkami), ktdrych nie wykryto we
wzorcowej probce zdrowej tkanki, wskazuje na niestabilno$¢ markeréw. Przedstawiona prébka jest MSI-H, poniewaz > 2
markery powtdrzer mononukleotydéw wykazujg niestabilnos¢.
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6.2 Podsumowanie znanych artefaktéw amplifikacji oraz anomalii elektroforezy kapilarnej

Gdy do elektroforezy kapilarnej uzywa sie polimeru POP-7® Polymer i zestawu kapilar 50 cm, w obrebie markera NR-21
odnotowuje sie znany artefakt amplifikacji w postaci pojedynczego szerokiego piku, ktérego wielko$¢ miesci sie w zakresie
od 83 bp do okoto 90 bp (rysunek 8). Tego piku nie nalezy uznawac za allel podczas okreslania stabilno$ci markera NR-21.
W przypadku markeréw powtdrzen pentanukleotyddw, tj. Penta D i Penta C, czesto obserwuije sie obecnos¢ pikdw o niskiej
intensywnosci i szerokos$ci n—1 bp.

Rysunek 8. W obrebie markera NR-21 mozna zaobserwowacé artefakt amplifikacji (zaznaczony strzatka) w postaci
pojedynczego szerokiego piku, ktérego wielkos¢ miesci sie w zakresie od 83 bp do okoto 90 bp. Tego piku nie nalezy
uznawac za allel podczas okreslania stabilnosci markera NR-21.

Inne artefakty amplifikacji mozna zaobserwowac, gdy do systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System
wprowadzi sie zbyt duza ilo$¢ wejsciowego DNA. Wéwczas linia odniesienia dla markera BAT-26 (niebieskiego kanatu)
moze by¢ podniesiona i postrzepiona. Z wyjatkiem bardzo duzych wejsciowych ilosci DNA (np. = 4 ng kontrolnego DNA
2800M Control DNA), zastosowanie sugerowanych parametréw filtrowania pikow do analizy przy uzyciu oprogramowania
GeneMapper® (patrz zatgcznik C) pozwoli odfiltrowac te artefakty podczas identyfikacji (tj. okreslania wielkosci) alleli
markera BAT-26.
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Inne znane, aczkolwiek losowe, anomalie mozna zaobserwowaé podczas elektroforezy kapilarnej. Przewazajg trzy tego
typu anomalie: niepowodzenie iniekcji, szerokie piki i skoki sygnatu.

a.  Niepowodzenie iniekcji ma miejsce, gdy prdbka DNA wstrzykiwana do zestawu kapilar jest zbyt mata lub nie zostaje
wstrzyknieta w ogéle. Skutkuje to niepowodzeniem testu QC jakos$ci wymiarowania (patrz tabela 5) z powodu braku
(lub niskiej jakosci) pikéw standardu wielkosci Size Standard 500. Sizing Quality (Jako$¢ wymiarowania) to funkcja
oprogramowania GeneMapper® Software, w ktdrej wynik oblicza sie na podstawie ksztattu pikéw, dopasowania
wielkosci i krzywej okreslania wielkosci. To ustawienie mozna znalez¢ w parametrach wybranej metody analizy.

b.  Podczas elektroforezy kapilarnej moze zostaé wykryty pik o szerokiej (tj. nieostrej) morfologii. Szeroki pik moze by¢
spowodowany migracja krysztatéw lub innego nieprawidtowego materiatu przez zestaw kapilar.

c. Podczas elektroforezy kapilarnej mozna zaobserwowac ,skok” sygnatu w postaci piku o niemal zerowej szerokosci
rejestrowanego na wszystkich kanatach barwnikéw. Takie ,skoki” sg wykrywane i ignorowane przez wiekszos¢
programdw do analizy fragmentéw podczas identyfikaciji alleli.

6.3 Wymogi dotyczace kontroli jakosci interpretacji danych

Ocena jako$ci danych z systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest kluczowa dla prawidtowej
interpretacji statusu MSI pacjenta. Nalezy uzy¢ zestawu kontroli oznaczen (kontroli dodatniej i ujemnej), aby upewnic sie,
ze dane uzyskane za pomoca konkretnego oznaczenia i wykorzystane do interpretaciji pod katem MSI sg wiarygodne
(cze$¢ 7). Zanim okresli sie status MSI probki, przeprowadza sie serie kontroli jakosci danych (QC), aby stwierdzic,

czy jest ona wystarczajaca do uzyskania wiarygodnych wynikéw (tabela 5). Wigkszo$¢ kontroli QC opisanych ponizej
wymaga oceny wzrokowej elektroferograméw prébek; sama analiza tabeli z danymi alleli z okreslonej partii probek nie
wystarczy, aby upewni¢ sie co do jakosci danych.

Typy probek ocenianie podczas kazdej kontroli QC oraz skutki niepowodzenia kontroli QC przedstawiono w tabeli 5.

Po przeprowadzeniu kontroli jakosci danych status kazdej probki tkanki pobranej od pacjenta zostanie okreslony jako
Jhieprawidtowy”, co oznacza, ze interpretacja pod katem MSI jest niemozliwa z powodu krytycznego niepowodzenia kontroli
QC danych, lub ,prawidtowy”, co oznacza, ze nie odnotowano zadnego krytycznego niepowodzenia kontroli QC, lub ze
pomimo nieudanej kontroli QC interpretacja statusu MSI prébki pobranej od pacjenta jest nadal mozliwa na podstawie
instrukcji zamieszczonych w czesci 6.5.3. Gdy okreslone testy QC prébki kontrolnej zakoriczg sie niepowodzeniem, moze to
mie¢ negatywny wptyw na jako$¢ wszystkich powigzanych prébek pobranych od pacjentow. Woéwczas wynik ,nieprawidtowy”
dotyczy wszystkich probek w partii. Gdy kontrola dodatnia i kontrola ujemna pomyslnie przejda wszystkie testy QC,
pozytywne lub negatywne wyniki testéw QC danych uzyskanych z probek pobranych od pacjentéw zalezg od konkretnej
probki. Status probki pobranej od pacjenta powigzany z niepowodzeniem testu QC zalezy od tego, czy nieprawidtowos$¢
zaobserwowano w przypadku kontroli dodatniej badz kontroli ujemnej amplifikacji, czy tej konkretnej prébki. W przypadku
prébek, ktdre nie spetnity wymogdw kontroli QC, mozna postepowac zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w niniejszym
podreczniku w czesci ,Rozwigzywanie probleméw”. Zalecana kolejno$¢ kontroli jakosci danych jest nastepujaca:

1. Oceni¢ jako$¢ wymiarowania wszystkich prébek kontrolnych i prébek pobranych od pacjentéw.
2. Oceni¢ kontrole partii (tj. dodatnia i ujemna kontrole amplifikacji).
3. Oceni¢ probki pobrane od pacjentow.
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Tabela 5. Testy QC, ktére nalezy przeprowadzi¢ przed interpretacja pod katem MSI, aby zweryfikowa¢ jakos¢

danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Status probki pobranej od pacjenta, gdy
odpowiedni test QC probki kontrolnej lub
probki pobranej od pacjenta zakoriczy
sie niepowodzeniem

Probki Niepowodzenie

poddawa- | testu QC probki | Niepowodzenie testu

Czes¢ | TestQC Opis testu QC ne ocenie’ | kontrolnej? QC probki pacjenta®

6.3.1 | TestQC Wynik kontroli jakosci oblicza sie na podstawie +-,N,T | Wszystkie Probka nieprawidtowa
jakosci ksztattu pikéw, dopasowania wielkosci i krzywej probki sg
wymiarowania | okreslania wielkosci. nieprawidfowe.

6.3.2 |TestQC W przypadku kontroli ujemnej amplifikacji nie moga | - Wszystkie Prébki pobrane od
kontroli zostac wykryte zadne piki, ktorych intensywnos¢ prébki sa pacjentow nie
ujemnej przekraczataby warto$¢ progowa analizy. nieprawidtowe. | podlegajg ocenie.

6.3.3 | TestQC W przypadku dodatniej kontroli amplifikacji wykryte | + Wszystkie Prébki pobrane od
tozsamosci allele markerdéw pentanukleotydowych nie moga prébki sa pacjentow nie
kontroli réznic sie od alleli oczekiwanych dla kontrolnego nieprawidfowe. | podlegaja ocenie.
dodatniej DNA 2800M Control DNA o wigcej niz 1,5

pary zasad.

6.3.4 | TestQC pikdw | Intensywnos¢ (liczba RFU) pikéw rejestrowanychw |+ N, T Wszystkie Prébka nieprawidtowa
wykraczaja- przypadku okreslonej probki nie moze wykraczaé prébki sg
cych poza poza maksymalny zakres detekcji aparatu do nieprawidtowe.
skale elektroforezy kapilarnej.

6.3.5 | Test QC pikéw | Piki rejestrowane na réznych kanatach barwnikéw | +,N, T Wszystkie Prébka nieprawidtowa
podciagnietych | dla jednakowych dtugosci analizowanych fragmen- prébki sa

téw sg oceniane pod katem pikow podciggnietych nieprawidtowe.
(tj. przecieku sygnatu miedzy kanatami barwnikéw).

6.3.6 |TestQC Szerokos¢ pikow nie moze przekracza¢ wartosci +N,T Patrz przypis 4 | Patrz przypis 4
szerokich okreslonej dla analizy pod katem MSI.
pikéw

6.3.7 | TestQC Dla kazdego markera musi zostac zarejestrowany | +,N, T Wszystkie Marker jest nieprawi-
amplifikacji co najmniej jeden allel przekraczajacy warto$é prébki sa dtowy, ale interpreta-
alleli progowg analizy. nieprawidfowe. | cja wynikdw dla probki

jest nadal mozliwa.

6.3.8 | TestQC W przypadku prébki zdrowej tkanki dla kazdego +N Wszystkie Prébka nieprawidtowa
zanieczyszcze- | markera pentanukleotydowego mozna zarejestro- prébki sa
nia DNA wac maksymalnie dwa allele. nieprawidfowe.

6.3.9 |TestQC W przypadku kazdego markera pentanukleotydowe- | T Kontrole nie Patrz przypis 5
tozsamosci go allele wykryte w probce zdrowej tkanki musza podlegajg
probek by¢ obecne réwniez w prébce guza (przy czym ocenie.
pobranych réznica w dtugosci nie moze by¢ wieksza niz
od pacjenta 1,5 pary zasad).

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Status probki pobranej od pacjenta, gdy
odpowiedni test QC probki kontrolnej lub
probki pobranej od pacjenta zakoriczy
sie niepowodzeniem
Probki Niepowodzenie
poddawa- | testu QC probki | Niepowodzenie testu
Czes¢ | TestQC Opis testu QC ne ocenie’ | kontrolnej? QC probki pacjenta®
6.3.10 | TestQC W przypadku markeréw mononukleotydowych, ktdre | T Kontrole nie Marker jest nieprawi-
sygnatu guza | zinterpretowano jako stabilne, wysokosci pikow podlegajg dtowy, ale interpreta-
alleli obecnych w prébce guza musza by¢ wystar- ocenie. cja wynikéw dla prébki
czajace, aby zapewni¢ odpowiednig czuto$¢ jest nadal mozliwa.
oznaczenia. Wymagana intensywnos¢ pikéw zalezy
od wartosci progowej analizy oraz zawartosci
komdrek nowotworowych w probce.

' N oznacza prébke zdrowej tkanki; T oznacza prébke tkanki guza; + oznacza kontrole dodatnia; - oznacza kontrole ujemna.

2 Wynik interpretacyjny MSI dla cafej partii probek pobranych od pacjentéw, gdy okreslony test QC probki kontrolnej zakoriczyt sie niepowodzeniem.
% Gdy okreslony test QC prébki pobranej od pacjenta zakoriczy sie niepowodzeniem, ta kolumna pomaga okreslic, czy status prébki jest
nieprawidtowy, czy interpretacja wynikéw jest nadal mozliwa, pomimo nieudanej weryfikacji konkretnego markera. Podane wskazéwki majg
zastosowanie jedynie pod warunkiem, ze prébki kontrolne pomysle przeszly wszystkie testy QC. Patrz wytyczne dla interpretacji w czesci 6.5.
*Podczas kontroli QC danych nalezy pamietac, ze znany artefakt w postaci szerokiego piku, rejestrowany dla markera NR-21 przy
dtugosci od 83 bp do 90 bp, nie oznacza braku stabilnosci. Jesli szeroki pik inny niz znany artefakt markera NR-21 zaobserwowano

w przypadku prébki kontrolnej, wszystkie probki nalezy uznac za nieprawidtowe, a jesli szeroki pik inny niz znany artefakt markera NR-21
zaobserwowano w przypadku prébki pobranej od pacjenta, za nieprawidtowe nalezy uzna¢ powiazane markery.

5 W przypadku niepowodzenia testu QC tozsamosci prébek pobranych od pacjenta z powodu braku allelu, interpretacja wyniku dla okreslonej
prébki moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcjg zamieszczong w czesci 6.5.3. W przeciwnym wypadku probka jest nieprawidtowa.

6.3.1 Ocena wszystkich probek pod wzgledem jako$ci wymiarowania Sizing Quality (Sizing Quality QC)

Skale pomiaru jakosci wymiarowania zapewnia aparatura do elektroforezy kapilarnej i/lub jest ona wyswietlana

w oprogramowaniu do analizy fragmentéw. Problemy dotyczace jako$ci wymiarowania wynikaja zwykle z btednie
przeprowadzonej analizy metodg elektroforezy kapilarnej i dotycza pojedynczych kapilar (a nie wszystkich kapilar
uzywanych do iniekcji). Prébki, w przypadku ktérych wystepuja problemy z jako$cig wymiarowania (Sizing Quality),
beda charakteryzowaé sie brakiem (lub niewielka liczba) pikéw fragmentéw lub pikami fragmentéw rozszerzajacymi sie
(tj. tracgcymi rozdzielczo$c) wraz ze wzrostem wielkosci fragmentow (rysunek 9). Wszystkie prébki i kontrole nalezy
oceni¢ pod katem jakosci wymiarowania, poniewaz dane wymiarowania maja decydujace znaczenie dla wyniku testu.

Aby oceni¢ jako$¢ wymiarowania, nalezy upewni¢ sie, ze kanat barwnika dla standardu wielkosci Size Standard 500
(tj. kanat pomarariczowy) jest wyswietlany w oprogramowaniu do analizy fragmentéw i wykazuje oczekiwane profile
pikéw dla fragmentéw standardu wielkosci o dtugosci od 60 bp do 300 bp. Wynik prébki pobranej od pacjenta lub prébki
kontrolnej jest nieprawidtowy, jesli wykryto ktdrakolwiek z ponizszych cech wskazujacych na niska jako$¢ wymiarowania:
a.  Jakos$¢ wymiarowania zostata oznaczona flaga przez oprogramowanie do gromadzenia danych z elektroforezy
kapilarnej lub oprogramowanie do analizy fragmentéw.
Uwaga: Do wymiarowania markeréw MSI uzywa sie wytacznie fragmentéw standardu wielkosci Size Standard 500
o dtugosci od 60 bp do 300 bp. Pozorne problemy z jako$cig pikéw standardu wielkosci Size Standard 500
rejestrowane przy dtugosci wiekszej niz 300 bp nie maja wptywu na wymiarowanie fragmentéw.
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b.  Conajmniej jeden z 13 fragmentdéw standardu wielkosci Size Standard 500 o dtugosci od 60 bp do 300 bp (tj. 60 bp,
65 bp, 80 bp, 100 bp, 120 bp, 140 bp, 160 bp, 180 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp i 300 bp) nie zostat oznaczony lub
zostat oznaczony nieprawidtowo. Moze to byé spowodowane gwattownym spadkiem wysokosci kolejnych pikéw lub
rozszerzaniem sie pikéw w obrebie standardu wielkosci. Okazjonalnie podczas elektroforezy kapilarnej moga zosta¢
wykryte nieprawidtowe piki, ktére moga skutkowac btedng identyfikacja pikow standardu wielkosci.

Uwaga: ,Skoki” sygnatu elektroforezy kapilarnej (tj. piki o zerowej szerokosci) réwniez moga by¢ obecne, ale nie
bedg miaty wptywu na wymiarowanie fragmentéw, o ile nie zostaty btednie oznaczone jako piki standardu wielkosci
przez oprogramowanie do analizy fragmentow.

Oczekiwana wydajnosé
rejestrowana dla standardu ILS

Przyktad malejacych wysokosci i rozszerzania sig pikow rejestrowanych dla standardu ILS

 ‘

Rysunek 9. Gorny panel przedstawia oczekiwany wynik dla standardu wielkosci Size Standard 500. Na dolnym
panelu zaobserwowano gwattowny spadek wysokosci i wzrost szerokosci kolejnych pikéw, co wskazuje na problem
z jakoscia wymiarowania.

6.3.2 Ocena reakcji kontroli ujemnej amplifikacji (test QC kontroli ujemnej)

Kontrole ujemng amplifikacji nalezy przeanalizowac razem z prébkami pobranymi od pacjentéw. Piki fragmentéw

o intensywnosci przekraczajgcej warto$¢ progowa analizy zarejestrowane na kanatach barwnikéw prébki (tj. kanale
niebieskim, zielonym i z6ttym/czarnym) dla kontroli ujemnej amplifikacji sugeruja, ze mogto dojs¢ do zanieczyszczenia.
Jesli kontrolna ujemna jest zanieczyszczona, ewentualne problemy z jako$cig danych moga dotyczyé catej partii prébek.
A zatem, w przypadku niepowodzenia testu QC prébki kontroli ujemnej, wszystkie prébki pobrane od pacjentdéw, ktére
wchodzg w sktad tej partii, nalezy uznac za nieprawidtowe.
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6.3.3 Ocena markerow powtorzen pentanukleotydow w reakcji kontroli dodatniej pod katem tozsamosci
(test QC tozsamosci kontroli dodatniej)

Dodatnig prébke kontrolng amplifikacji, przygotowang z wykorzystaniem kontrolnego DNA 2800M Control DNA, nalezy
przeanalizowac razem prébkami pobranymi od pacjentéw, aby potwierdzi¢ prawidtowos$¢ oznaczenia (tj. uzyskanie
oczekiwanych wynikow). Test QC tozsamosci kontroli dodatniej przeprowadza sie z wykorzystaniem markeréw Penta D

i Penta C. Dodatnia prébka kontrolna amplifikacji wykazuje obecno$¢ dwdch alleli kazdego markera powtérzen
pentanukleotydéw, przy czym z oceny wiarygodnosci (przeprowadzonej w warunkach wymienionych w zatacznikach B i C)
wynika, ze wielko$¢ wykrywanych alleli (mierzona w bp) miesci sie w nastepujacych zakresach:

a. Penta D: 193,5-196,5i 199-202
b. Penta C: 176,5-179,5i 182-185

Jesli kontrola dodatnia nie spetnia powyzszych kryteriéw, ewentualne problemy z jako$cig danych moga dotyczyé catej
partii prébek. A zatem, w przypadku niepowodzenia testu QC prébki kontroli dodatniej, wszystkie prébki pobrane od
pacjentdw, ktére wchodza w skiad tej partii, nalezy uznaé za nieprawidtowe.

6.3.4 Ocena intensywnosci pikow pod katem wynikéw wykraczajacych poza skale (test QC pikow wykraczajacych poza skale)

Aparaty do elektroforezy kapilarnej cechuje ograniczony zakres detekcji sygnatow fluorescencyjnych pochodzacych

z fragmentéw DNA znakowanych barwnikiem. W niektdrych sytuacjach intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego
z produktow zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System moze przekraczaé goérny
prég wykrywalnosci detektora. W takim przypadku aparat oznaczy wynik testu QC pikéw wykraczajacych poza skale flaga,

ktéra bedzie wyswietlana w oprogramowaniu do analizy fragmentéw. Piki o intensywnosci wykraczajacej poza skale moga
powodowac przecieki sygnatu do innych kanatéw barwnikéw (rysunek 10 w czesci 6.3.5). Z uwagi na fakt, ze uktad pikow
powstaty wskutek przecieku przypomina oryginalny wzorzec sygnatu, taki przeciek moze by¢ mylnie uznany za wykrycie
obecnosci allelu w prébce zdrowej tkanki lub prébce tkanki guza, co utrudnia interpretacje wynikéw pod katem MSI.

Jesli zaobserwowano wyniki wykraczajgce poza skalg, probke pobrang od pacjenta lub probke kontrolng nalezy uznaé za
nieprawidtowa. Wyniki wykraczajace poza skale zaobserwowane w przypadku kontroli dodatnich amplifikacji 2800M sugeruja
problem systemowy podczas przygotowywania lub amplifikowania reakcji przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx
Analysis System i oznaczaja, ze ewentualne problemy z jakoscig danych mogga dotyczyc¢ catej partii probek. Jesli test QC kontroli
dodatniej pod katem pikéw wykraczajacych poza skale zakonczyt sie niepowodzeniem, wszystkie probki w tej partii nalezy
uznac za nieprawidtowe i postepowaé zgodnie z instrukcjami w czesci 9. Ocene danych pod katem wynikéw wykraczajacych
poza skale nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do kazdej analizowanej probki oraz kontroli amplifikacji 2800M.

6.3.5 Ocena wszystkich markeréw pod katem pikéw podciagnietych (test QC pikow podciagnietych)

Gdy zaobserwowano wyniki wykraczajace poza skale, lub gdy kalibracja spektralna aparatu do elektroforezy kapilarnej
jest niewtasciwa (np. z powodu regulacji elementéw optycznych podczas wykonywania prac serwisowych), sygnat
fluorescencyjny pochodzacy z fragmentdw znakowanych barwnikiem moze zosta¢ wykryty poza docelowym kanatem
barwnika, przy czym wielko$¢ (liczba bp) dla takiego sygnatu jest zblizona do wartosci rejestrowanej dla ,prawdziwego”
sygnatu. W takiej sytuacji mowi sie o ,pikach podciggnietych” lub ,przeciekach”. Gdy przeciek zostanie wykryty na innych
kanatach barwnikdéw, wynik testu QC moze zostaé oznaczony flagg przez oprogramowanie do analizy fragmentéw.

Aby odpowiednio skonfigurowac parametry wykrywania pikdw podciagnigtych, nalezy zapoznac sig z instrukcja
techniczng wybranego oprogramowania do analizy fragmentéw. Parametry odpowiadajace uzytym w trakcie oceny
wydajnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wymieniono w zatgczniku C.
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Z uwagi na fakt, ze uktad pikéw przypomina oryginalny wzorzec sygnatu, taki przeciek moze by¢ mylnie uznany za wykrycie
obecnosci allelu w prébce zdrowej tkanki lub prébce tkanki guza, co utrudnia interpretacje wynikéw pod katem MSI. Przecieki
sygnatu rejestrowane dla kontroli dodatnich amplifikacji 2800M oznaczajg, ze ewentualne problemy z jakoscig danych moga
dotyczy¢ catej partii prébek. Dlatego prébki pobrane od pacjentéw lub prébki kontrolne, w przypadku ktérych zaobserwowano
przeciek powyzej wartosci progowej analizy, nalezy uzna¢ za nieprawidtowe. Ocene danych pod katem przeciekéw nalezy
przeprowadzi¢ w odniesieniu do wszystkich analizowanych prébek pobranych od pacjentdw oraz dodatniej kontroli
amplifikacji. Aby oceni¢ probki pod katem pikow wywotanych przeciekami, nalezy wyswietli¢ wszystkie kanaty barwnikéw
jeden pod drugim (rysunek 10). Nalezy zwréci¢ uwage na piki dla tych samych wielko$ci fragmentéw rejestrowane na co
najmniej dwoch réznych kanatach barwnikéw. ,Prawdziwe” piki na kanale barwnika bedzie cechowata znacznie wyzsza
intensywnos¢ niz piki wywotane przeciekami, ktére zarejestrowano na innych kanatach barwnikéw. W przypadku fragmentéw
uzyskanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System mozliwe sg nastepujace wzorce przeciekéw:

piki dla markera BAT-26 rejestrowane w panelach markeréw NR-21 lub BAT-25;

piki dla markera Penta D rejestrowane w panelach markeréw BAT-25 lub MONO-27;

piki dla markera NR-21 rejestrowane w panelach markeréw BAT-26 lub NR-24;

piki dla markera BAT-25 rejestrowane w panelach markeréw BAT-26, Penta D lub NR-24;
piki dla markera MONO-27 rejestrowane w panelach markerdw Penta D, NR-24 lub Penta C;
piki dla markera NR-24 rejestrowane w panelach markeréw NR-21, BAT-25 lub MONO-27;
piki dla markera Penta C rejestrowane w panelu markera MONO-27.

@ ~o 20 oo
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W niektérych sytuacjach ,prawdziwe” piki fragmentow o tej samej wielko$ci moga by¢ rejestrowane na réznych kanatach
barwnikéw i mylnie uznane za przeciek. W takich przypadkach nalezy ponownie przeprowadzi¢ kalibracje spektralng
aparatu do elektroforezy kapilarnej, a nastepnie powtérzy¢ oznaczenie, aby upewnic sig, ze dane sg prawidtowe i zostang
wiasciwe zinterpretowane pod katem MSI.

Rysunek 10. Prébka zdrowej tkanki z wynikiem wykraczajacym poza skale i wyraznym przeciekiem miedzy kanatami
barwnikow. Poniewaz intensywnos$¢ pikéw rejestrowanych dla markera NR-21 przekracza warto$¢ graniczng detekcji
aparatu do elektroforezy kapilarnej, taki wynik zostaje oznaczony flagg jako wykraczajacy poza skale, a podobny pik
wywotany przeciekiem mozna zauwazy¢ réwniez przy innych markerach. Panel A. Markery analizowane na niebieskim
kanale, z zaznaczeniem skupiska pikéw podciggnietych wywotanych przeciekiem sygnatu markera NR-21 do panelu
markera BAT-26. Panel B. Markery analizowane na zielonym kanale, z zaznaczeniem pikéw fragmentéw wykraczajacych
poza skale rejestrowanych dla markera NR-21. Panel C. Markery rejestrowane na zéttym/czarnym kanale; piki podciagniete
wywotane przeciekiem sygnatu markera NR-21 do tego kanatu barwnika nie mieszczg sie w panelach markeréw.
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6.3.6 Ocena wszystkich markerow pod katem szerokich pikéw (test QC szerokich pikow)

Podczas analizy danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System mozna zauwazy¢
szerokie piki fragmentéw, ktére moga zostaé uznane za allele. Takie piki charakteryzujg sie tagodnym wzrostem i spadkiem
intensywnosci na odcinku kilku par zasad i tatwo je odr6zni¢ od ,prawdziwych” pikéw fragmentéw, ktére cechuje ostry ksztatt
i szerokos$¢ od 1 bp do 2 bp. Szerokie piki obserwuje sie sporadycznie, gdy amplifikacja metodg PCR lub analiza metoda
elektroforezy kapilarnej zostaly przeprowadzone nieprawidtowo. Znany artefakt amplifikacji w postaci szerokiego piku czesto
obserwuije sie w zakresie dtugosci od 83 bp do 90 bp, ktéry odpowiada markerowi NR-21 systemu do analizy OncoMate®

MSI Dx Analysis System (wiecej informacji na ten temat zawiera cze$¢ 6.2). W przypadku zaobserwowania szerokich pikow
wynik testu QC moze zosta¢ oznaczony flagg przez oprogramowanie do analizy fragmentéw.

Aby odpowiednio skonfigurowa¢ parametry wykrywania szerokich pikdw, nalezy zapoznac sie z instrukcja techniczna
wybranego oprogramowania do analizy fragmentéw. Parametry odpowiadajgce uzytym w trakcie oceny wiarygodnosci
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System wymieniono w zatgczniku C (w czesci 11.3).

Probki pobrane od pacjentdw oraz prdbki kontrolne nalezy sprawdzi¢ pod katem szerokich pikéw poszczegolnych markerdw,
ktére zidentyfikowano jako piki alleli. Szeroki pik markera NR-21 obserwowany w zakresie od 83 bp do 90 bp nie ma zwigzku
z niestabilno$cia mikrosatelitarna, a jego wykrycie nie oznacza niepowodzenia testu QC szerokich pikéw. Wykrycie
szerokiego piku dla jednego lub wigkszej liczby markeréw ma negatywny wptyw na jako$¢ danych. Jednakze interpretacja
danych w odniesieniu do markerdw, ktérych ten problem nie dotyczy, moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcja w czgsci
6.5. Szerokie piki rejestrowane dla prébek kontrolnych mogg oznacza¢ mozliwe problemy z jakoscig danych uzyskiwanych

z calej partii probek. Jesli test QC probki kontrolnej pod katem szerokich pikéw zakonczyt sie niepowodzeniem, wszystkie
prébki w tej partii nalezy uznac za nieprawidtowe i postepowaé zgodnie z instrukcjami w czesci 9.

6.3.7 Ocena wszystkich markeréw pod katem amplifikacji alleli (test QC amplifikacji alleli)

Nalezy sprawdzi¢, czy dla poszczegdinych markeréw obecnych w probkach pobranych od pacjentéw oraz kontrolach dodatnich
2800M zostaty zarejestrowane ,prawdziwe” piki fragmentéw o intensywnosci przekraczajacej warto$¢ progowa analizy (patrz
czesci 3.917.5). Jesli w przypadku jednego lub wiekszej liczby markeréw nie wykryto zadnych alleli, 0znacza to pogorszenie
jakosci probki. Nalezy udokumentowaé wyniki dla markeréw, ktdre nie przeszty pomysinie testu QC amplifikacji alleli. Jednakze
interpretacja danych w odniesieniu do markerdw, ktorych ten problem nie dotyczy, moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcja
w czesci 6.3. Uwaga: Aby mozna byto zinterpretowac wyniki dla okreslonego markera powtdrzert mononukleotydéw, co najmniej
jeden allel tego markera musi zosta¢ wykryty zaréwno w probce zdrowej tkanki, jak i w prébce tkanki guza. Brakujace allele

w kontroli dodatniej amplifikacji 2800M oznaczaja, ze ewentualne problemy z jakoscig danych moga dotyczy¢ catej partii
prébek. Jesli test QC prébki kontroli dodatniej pod katem amplifikacji alleli zakoriczyt sie niepowodzeniem, wszystkie probki

w tej partii nalezy uznac za nieprawidtowe i postepowac zgodnie z instrukcjami w czesci 9.

6.3.8 Ocena kontroli dodatniej amplifikacji i probek zdrowej tkanki pobranych od pacjentéw pod katem
zanieczyszczenia DNA (test QC zanieczyszczenia DNA)

Analiza liczby wykrytych alleli markeréw powtdrzen pentanukleotydéw moze w niektérych przypadkach dostarczy¢ informacii
0 zanieczyszczeniu probki ludzkim DNA pochodzacym z zewnetrznych zrédet. Nalezy zliczy¢ allele zidentyfikowane dla
poszczegolnych markeréw powtérzen pentanukleotyddw w kontroli dodatniej amplifikacji i probkach zdrowej tkanki pobranych
od pacjentdw. Niepowodzenie testu QC zanieczyszczenia DNA stwierdza sie w przypadku wykrycia trzech lub wiekszej liczby
alleli markeréw Penta C lub Penta D. Niestabilno$¢ genomowa powigzana z niektérymi rodzajami guzéw moze skutkowaé
obecnoscig wiecej niz dwdch alleli w prébce guza. A zatem ocena prébek guza pobranych od pacjentéw za pomocg testu QC
zanieczyszczenia DNA nie dostarcza zadnych istotnych informacji. Niepowodzenie tego testu QC w przypadku prébki kontroli
dodatniej amplifikacji 2800M oznacza, ze ewentualne problemy z jakoscia danych moga dotyczy¢ catej partii probek. Jesli test
QC prébki kontroli dodatniej pod katem zanieczyszczenia DNA zakoriczyt sie niepowodzeniem, wszystkie prébki w tej partii nalezy
uznac za nieprawidtowe i postepowac zgodnie z instrukcjami w czesci 9. Prébki zdrowych tkanek pacjenta, ktore nie przeszly
pomyslnie testu QC zanieczyszczenia DNA, nalezy uznaé za nieprawidtowe i postepowac zgodnie z instrukcjami w czesci 9.
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6.3.9 Ocena markerow powtdrzen pentanukleotydow w probkach pobranych od pacjenta pod katem tozsamosci
(test QC tozsamosci probek pobranych od pacjenta)

Nalezy poréwnac allele poszczeg6lnych markerdw powtdrzen pentanukleotydéw, aby upewnic sig, ze probki zdrowej
tkanki i tkanki guza pochodzg od tego samego pacjenta. Pozytywny wynik testu QC tozsamosci prébek pobranych od
pacjenta oznacza, ze wszystkie allele wykryte w probce zdrowej tkanki sg obecne réwniez w probce guza. Niestabilnos¢
genomowa powigzana z niektorymi rodzajami guzéw moze sprawic, ze w probce guza obecnych bedzie wiecej lub mniej
alleli niz w prébce zdrowej tkanki. Obecno$¢ dodatkowych alleli w prébce guza nie oznacza niepowodzenia testu QC
tozsamosci probek pobranych od pacjenta. Dodatkowe allele markeréw Penta w prébce guza nie oznaczaja MSI.
Natomiast brakujacy allel w prébce guza moze oznacza¢ zamiane prébki lub utrate heterozygotycznosci (LOH) markera
(patrz czesé 6.5.3). Interpretacja wynikéw dla par prébek, ktore nie przeszty pomysinie testu QC tozsamosci probek
pobranych od pacjenta z powodu brakujacego allelu w prébce guza, jest nadal mozliwa zgodnie z wytycznymi
zamieszczonymi w czesci 6.5.3. Pary probek, ktdre nie przeszty pomysinie testu QC tozsamosci probek pobranych

od pacjenta z innych powoddw, nalezy uzna¢ za nieprawidtowe i postepowac zgodnie z instrukcjami w czesci 9.

W przypadku kontroli dodatnich i ujemnych nie przeprowadza sie testu QC tozsamosci prébek pobranych od pacjenta.

6.3.10 Ocena markerow powtorzern mononukleotydow w probkach guza pod katem intensywnosci sygnatu
(test QC sygnatu guza)

Jesli w prébce guza nie wykryto zadnego nowego allelu konkretnego markera powtdrzert mononukleotydéw w poréwnaniu
do prébki zdrowej tkanki, taki marker uznaje sie za stabilny. Jednakze, aby nowe allele mogly zosta¢ wykryte powyzej
wartosci progowej analizy, standardowy (,wzorcowy”) allel w prébce guza musi wykazywac wystarczajaca intensywnos¢
sygnatu przy okreslonej zawartosci komdrek nowotworowych w prébce. A zatem nalezy sprawdzi¢ intensywnos¢ pikow
dla kazdego pozornie stabilnego markera powtdrzer mononukleotyddw i ustali¢, czy intensywnos¢ sygnatu allelu jest
wystarczajaca, aby zapewni¢ czuto$¢ oznaczenia odpowiednig do wykrywania nowych alleli.

Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System warto$¢ progowa analizy
okreslono na 175 RFU przy minimalnej zawartosci komérek nowotworowych wynoszacej 20%, co odpowiada frakcji
komdrek nowotworowych réwnej 0,2. Aby zapewni¢ odpowiednig czuto$¢ oznaczenia, minimalng wymagang intensywnos$¢
piku standardowego allelu, ktdra dla pozornie stabilnych markeréw powt6rzen mononukleotydéw w prébkach guza wynosi
700 RFU, obliczono przy uzyciu nastepujacego wzoru:

1
intensywnos¢ sygnatu guza (RFU) > warto$¢ progowa analizy x x (1 - minimalna frakcja

Minimalna frakcja komérek nowotworowych)
komorek nowotworowych

Przy minimalnej intensywnosci piku wynoszacej 700 RFU oczekiwana wysokos$¢ piku nowego allelu przy zawartosci komérek
nowotworowych réwnej 20% tgcznej objetosci probki (co odpowiada frakciji guza 0,2) wynosi 175 RFU (tj. 175 RFU stanowi
20% catkowitej intensywnosci sygnatu wynoszacej 875 RFU, a 700 RFU to 80% catkowitej intensywnosci sygnatu wynoszace;j
875 RFU). A zatem intensywnos$¢ sygnatu jest wystarczajgca, aby mozna byto wiarygodnie okresli¢ stabilno$¢ markeréw
obecnych w prébkach o zawarto$ci komérek nowotworowych > 20%. Nalezy udokumentowa¢ wyniki dla markerdw, ktdre nie
przeszty pomysinie testu QC sygnatu guza. Jednakze interpretacja danych w odniesieniu do markeréw, ktérych ten problem
nie dotyczy, moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcjg w czesci 6.5. W przypadku kontroli dodatnich i ujemnych nie
przeprowadza sie testu QC sygnatu guza.
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6.4 Okreslanie stabilnosci markerow powtorzen mononukleotydow

Analiza markeréw powtérzer mononukleotydéw w odpowiadajacych sobie prébkach zdrowej tkanki i prébkach tkanki guza
pozwala okresli¢ stabilno$¢ markerdw, a tym samym status MSI guza. Stabilno$¢ ocenia sig kolejno dla poszczegéinych
markerdw, a niestabilno$¢ okresla sig na podstawie obecnosci jednego lub wigkszej liczby nowych alleli mikrosatelitarnych
w prébce guza w poréwnaniu do probki zdrowej tkanki pobranej od tego samego pacjenta. Zmiany alleli w niektérych guzach
moga by¢ na tyle niewielkie, ze obecnie stosowane oprogramowanie do analizy fragmentdw nie jest w stanie ich wykry¢ jako
odrebnych nowych alleli. W przypadku takich probek niestabilno§¢ mozna okresli¢ na podstawie wizualnego poréwnania
elektroferograméw pod katem réznic. W innych prébkach guza, na przyktad pobranych od pacjentéw z CRC o wysokiej MS,
zmiany w profilach mikrosatelitarnych sa wyrazne i rejestruje sie odrebne piki dla nowych alleli, z towarzyszacymi pikami
satelitarnymi o malejacej intensywnosci. Gdy stabilno$¢ markera budzi watpliwosci lub nie mozna jej okresli¢, powtdrzona
analiza prébki przy zastosowaniu zwiekszonej zawartosci komérek nowotworowych i/lub innego czasu lub czasdow iniekcji
elektroforezy kapilarnej moze dostarczy¢ dodatkowych informacji (Guedes, 2017; Wang, 2017; Boyle, 2014). Proces okreslania
stabilnosci markera podsumowano na rysunku 11. W tabeli 6 podsumowano mozliwe wyniki analizy w celu okreslenia
stabilno$ci markeréw powtérzen mononukleotydéw. Nie mozna okre$li¢ stabilnosci markeréw w prébkach pobranych od
pacjenta, ktére uznano za nieprawidtowe z powodu krytycznego niepowodzenia kontroli QC danych (patrz czes¢ 6.3).

Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System zastosowano prosty algorytm
okreslania stabilnosci markeréw: W przypadku kazdego z pieciu markeréw powtérzeri mononukleotyddéw w probkach zdrowej
tkanki i prébkach tkanki guza pobranych od pacjentéw najmniejszy zidentyfikowany allel uznawano za allel bedacy
przedmiotem zainteresowania do dalszych poréwnar. Nastepnie obliczano réznice wielkosci alleli bedacych przedmiotem
zainteresowania w probkach zdrowej tkanki i prébkach tkanki guza, aby okresli¢ stabilno$¢ markera. Gdy ta réznica wynosita
> 3 bp (przy czym w praktyce zastosowano warto$¢ = 2,75 bp, aby uwzglednié precyzje wymiarowania aparatu do
elektroforezy kapilarnej), marker uznawano za niestabilny.

Tabela 6. Okreslanie stabilnosci markeréw powtorzen mononukleotydéw na podstawie poréwnania alleli obecnych
w probkach zdrowej tkanki i probkach tkanki guza.

Status stabilnosci markera
Status stabilno$ci przypisywany kazdemu markerowi w prébce

Wartosé Opis

Stabilny Nie wykryto niestabilnosci mikrosatelitarnej markera powtdrzen mononukleotydéw. Nie wykryto
zadnych nowych alleli w prébce guza lub réznica wielko$ci miedzy nowym allelem w prébce guza
a allelem wzorcowym w prébce zdrowej tkanki nie byta znaczaca (< 2,75 bp).

Niestabilny Wykryto niestabilno$¢ mikrosatelitarng markera powtdrzer mononukleotyddw. Wykryto nowy allel
w prébce guza, a réznica wielkosci miedzy tym allelem a allelem wzorcowym w zdrowej tkance
byta znaczaca (2 2,75 bp).

Nieprawidtowy Ocena markera powtérzert mononukleotydéw pod katem niestabilnosci mikrosatelitarnej nie byta

mozliwa. Jako$¢ danych prébki uznano za niewystarczajacg z powodu krytycznego niepowodzenia
kontroli QC (patrz czes¢ 6.3).
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W przypadku kazdego markera powtérzen mononukleotydoéw,
ktéry pomysinie przeszedt kontrole QC:

( )

Zidentyfikowa¢ piki alleli wzorcowych
w prébce zdrowej tkanki. Udokumentowaé
wielkosci alleli wzorcowych.

I

Zbadac probke guza. Czy oprdcz pikéw alleli
wzorcowych zarejestrowano jeszcze jakie$ piki? !

- _J

Nie Tak —I

Czy intensywnos¢ pikéw alleli wzorcowych
w prébce guza jest do$¢ wysoka, aby test QC
sygnatu guza zakoriczyt sie powodzeniem?

Nie —I— Tak —I I— Nie —L Tak

Czy réznica wielkosci miedzy nowym allelem
a allelem wzorcowym wynosi 2 2,75 bp?

Status stabilno$ci markera

jest nieprawidiowy ? Marker jest stabilny Marker jest stabilny Marker jest niestabilny

1. Prébki guza czesto zawierajg mieszanine zdrowych i nowotworowych komérek; obecno$¢
standardowego allelu wzorcowego w prébce guza jest czestym zjawiskiem.
2. Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w czesci 9 — Rozwigzywanie problemow.

Rysunek 11. Ogolne instrukcje oceny stabilnosci markeréw powtérzein mononukleotydéw w probkach pobranych

od pacjentow. Jesli okreslony marker powtdrzenn mononukleotydéw spetnia wymagania kontroli QC danych okreslone

w czesci 6.3, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami na schemacie. Nalezy udokumentowacé stabilnos¢ poszczegéinych
markerdw, a nastepnie przejs¢ do czesci 6.5 — Interpretacja statusu MSI guza. Uwaga: Aby mozna byto zinterpretowac wyniki
dla okreslonego markera powtérzen mononukleotyddw, taki marker musi pozytywnie przej$¢ wszystkie kontrole QC, zaréwno
w prébce zdrowej tkanki, jak i w probce tkanki guza.
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6.5 Interpretacja statusu MSI guza

6.5.1 Podsumowanie

Proces interpretacji statusu MSI prébki na podstawie statusow stabilno$ci okreslonych dla markeréw systemu do
analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System podsumowano na rysunku 12. W tabeli 7 podsumowano koricowe rezultaty
interpretacji statusu MSI prébek guza. Ta metoda jest zgodna z zasadami okreslania statusu MSI prébek przyjetymi

w drodze konsensusu podczas Warsztatow Amerykarskiego Narodowego Instytutu Raka na temat NiestabilnosSci
Mikrosatelitarnej (Boland, 1998). Jesli nie stwierdzono zadnych krytycznych niepowodzen kontroli QC, status MSI probki
interpretuje sie w nastepujacy sposoéb:

Prébka guza jest interpretowana jako MSI-H, gdy co najmniej dwa markery powtérzeri mononukleotydéw sg niestabilne.
Prébka guza jest interpretowana jako MSS, gdy mniej niz dwa markery powtérzed mononukleotydéw zostajg
zinterpretowane jako niestabilne (Boland, 1998; Hampel, 2008; Umar, 2004).

Okreslenie statusu MSI jest nadal mozliwe, gdy uzyskano nieprawidtowe wyniki dla podzbioru markeréw (patrz czesé 6.5.2)
lub gdy test QC tozsamosci probek pobranych od pacjenta zakoriczyt sie niepowodzeniem (patrz cze$¢ 6.5.3). Instrukcje
interpretacji wynikéw dla takich prébek przedstawiono ponizej. Wyniki dla prébek, w ktérych stwierdzono obecno$é mniej
niz dwdch prawidtowych markeréw powtérzen mononukleotydéw, nie moga by¢ interpretowane. W takim przypadku nalezy
podstepowaé zgodnie z instrukcjami w czesci 9.

Tabela 7. Status MSI guza okreslony na podstawie sumy wynikow stabilno$ci markerow.

Wartosé Opis

MSS Status MSS (stabilny mikrosatelitarnie) oznacza, ze niestabilno$¢ stwierdzono w przypadku mniej
niz dwéch markeréw powtérzeri mononukleotydéw.

MSI-H Status MSI-H (wysoce niestabilny mikrosatelitarnie) oznacza, ze niestabilno$¢ stwierdzono
w przypadku co najmniej dwdéch markeréw powtdrzen mononukleotyddw.

Nieprawidtowy Status nieprawidtowy oznacza, ze jako$¢ danych prébki uznano za niewystarczajacg z powodu
krytycznego niepowodzenia kontroli QC danych (patrz tabela 5). Interpretacja takich danych pod
katem MSI nie jest mozliwa.

Gdy kontrola QC danych dotyczacych partii prébek zakonczy sie niepowodzeniem z powodu
problemu z dodatnig lub ujemna kontrola amplifikacji, wyniki dla wszystkich prébek w tej partii
nalezy zinterpretowac jako nieprawidtowe.

Instrukcje postepowania w przypadku niepowodzenia kontroli QC skutkujgcej nieprawidtowymi
wynikami mozna znalezé w czeSci podrecznika poswieconej rozwigzywaniu problemow.
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Interpretacja statusu MSI poszczegéinych probek pobranych od pacjentow:

( Prébka pobrana od pacjenta jest prawidtowa (t]. nie stwierdzono zadnych krytycznych niepowodzen testéw QC). )

Nie Tak
_l

[ Status MSI jest nieprawidtowy ] Test QC tozsamosci probek pobranych od
pacjenta zakoriczyt sie niepowodzeniem.

| Nie Tak

Dla pieciu markeréw powtdrzeri mononukleotydéw uzyskano wytacznie
wynik stabilny lub niestabilny (tj. zaden marker nie zostat
zinterpretowany jako nieprawidtowy).

Tak I Nie

Niestabilno$¢ stwierdzono w przypadku
co najmniej dwoch markeréw

powtérzef mononukleotydéw. wymienione w czesci 6.5.2. wymienione w czesci 6.5.3.

I—Nie J— Tak _I Nie Tak _I I_ Tak —I— Nie —I

Status MSI Status MSI Status MSI jest Niestabilno$¢ stwierdzono Status MSI jest
to MSS to MSI-H nieprawidtowy w przypadku co najmniej nieprawidtowy
dwéch markeréw powtérzen
mononukleotyddw.

Tak J— Nie
_|

Status MSI Stabilno$¢ stwierdzono w przypadku
to MSI-H co najmniej czterech markeréw

Prébka spetnia kryteria interpretacji ] [ Prébka spetnia kryteria interpretacji

powtdrzer mononukleotydéw.

e —I— Tak—l

Status MSI jest
. : Status MSI to MSS

nieprawidtowy

Rysunek 12. Ogodlne instrukcje okreslania statusu MSI probki guza. Jesli okreslona probka pomysinie przeszta kontrole
QC danych, nalezy postepowac zgodnie ze schematem.
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6.5.2 Interpretacja pod katem MSI w przypadku uzyskania nieprawidtowych wynikéw stabilnosci dla podzbioru markeréw

Gdy intensywnos$¢ pikéw alleli markeréw powtdrzen mononukleotydéw jest zbyt niska, aby mozna byto oceni¢ dane,

takie prébki wykaza niepowodzenie testu QC sygnatu guza lub testu QC amplifikacji alleli, a status stabilnos$ci markeréw
zostanie okreslony jako nieprawidtowy. Gdy szeroki pik utrudnia wymiarowanie pikéw alleli, probka wykaze niepowodzenie
testu QC szerokich pikdw, a status stabilnosci markerdw zostanie okreslony jako nieprawidtowy.

Gdy podzbiér markeréw powtérzerh mononukleotyddw obecnych w konkretnej proébce pobranej od pacjenta wykaze
nieprawidtowy status stabilno$ci, interpretacja tej probki pod katem MSI moze by¢ nadal mozliwa, o ile zostang spetnione
nastepujgce warunki:

1. Niskich wysokosci pikéw markeréw nie mozna skorygowac poprzez a) zwiekszenie wejsciowej ilo§ci DNA w reakcji
amplifikacji przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System lub b) ponowng analize z uzyciem
innego wycinka tkanki FFPE.

2. Oba markery powtdrzen pentanukleotydéw pomysinie przeszty wszystkie testy kontroli QC.

3. Jedyne zaobserwowane niepowodzenia kontroli QC danych dotyczg testu QC sygnatu guza, testu QC amplifikacji
alleli i/lub testu QC szerokich pikéw.

4. Status stabilny lub niestabilny przypisano co najmniej dwém markerom powtdrzeri mononukleotydéw.

Jesli powyzsze warunki zostaty spetnione, wynik dla prébki mozna zinterpretowac na podstawie pozostatych, prawidtowych

danych stabilnosci zgodnie z ponizszymi wytycznymi (Boland, 1998):

1. Jesli co najmniej dwa markery powt6rzer mononukleotydéw sg niestabilne, wynik dla prébki guza nalezy
zinterpretowac jako MSI-H.

2. Jesli co najmniej cztery markery powt6rzen mononukleotydéw sg stabilne, wynik dla prébki guza nalezy
zinterpretowac jako MSS.

3. W przeciwnym wypadku nie mozna zinterpretowa¢ wynikow dla probki. Status MSI prébki zostanie okreslony
jako nieprawidtowy.
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6.5.3 Interpretacja pod katem MSI w przypadku niepowodzenia kontroli QC tozsamosci probek pobranych od pacjenta

Markery pentanukleotydowe w prébkach guza moga tracié allele lub wykazywac¢ obecno$é dodatkowych alleli, ktére
utrudniajg interpretacje tozsamosci wzgledem prébek zdrowej tkanki. Do zdarzeh genomowych czesto obserwowanych

w tkance guza nalezg LOH i uogélniona niestabilno$¢ genomowa. Takie zdarzenia mogg utrudnia¢ weryfikacje tozsamosci
prébki (tj. potwierdzenie, ze probka zdrowej tkanki i probka tkanki guza pochodzg od tego samego pacjenta). Markery
powtdrzen pentanukleotydow moga wykazywac rézng liczbe alleli w prébce guza i odpowiadajacej jej probce zdrowej
tkanki. Obecno$¢ dodatkowych alleli w prébce guza nie skutkuje niepowodzeniem kontroli QC danych.

Z drugiej strony, przypadki wyraznego braku réwnowagi allelicznej (np. utrata heterozygotycznosci, LOH) moga skutkowaé
obecnoscig w prébce zdrowej tkanki allelu pentanukleotydowego, ktdrego nie wykryto w probce guza. Powazny brak
réwnowagi allelicznej obserwuje sie w przypadku utraty jednego z alleli pentanukleotydéw w tkance guza w poréwnaniu
do zdrowej tkanki (tj. w przypadku znacznego zmniejszenia wysokosci piku tego allelu, przez co nie jest on wykrywany).
Moze to skutkowac pozornym niepowodzeniem testu QC tozsamosci prébek pobranych od pacjenta. Aby potwierdzic, ze
taki ,utracony” allel jest obecny powyzej wartosci progowej analizy i zostat jedynie odfiltrowany przez algorytm okreslania
wielkosci alleli oprogramowania, nalezy otworzy¢ plik prébki w oprogramowaniu do analizy fragmentdw i przytrzymac
kursor nad ,utraconym” pikiem na elektroferogramie dla prébki guza. Po przytrzymaniu kursora nad potencjalnym
L,utraconym” pikiem w oprogramowaniu GeneMapper® zostanie wyswietlona pionowa czarna linia oznaczajaca, ze ten

pik przekroczyt warto$¢ progowa analizy, ale zostat odfiltrowany, a zatem allel nie zostat zidentyfikowany (rysunek 13).
Alternatywnie mozna powiekszy¢ potencjalny ,utracony” pik, aby upewnic sie, ze jego intensywnos$¢ przekracza warto$¢
progowa analizy. Jesli wybrane oprogramowanie do analizy fragmentdéw nie obstuguje tej funkcji, nalezy sprawdzic,

czy wysokos$¢ piku utraconego allelu przekracza warto$¢ progowa analizy.

Gdy w przypadku prébki pobranej od pacjenta stwierdzono pozorne niepowodzenie testu QC tozsamosci probek pobranych
od pacjenta, interpretacja pod katem MSI moze by¢ nadal mozliwa, o ile zostang spetnione nastepujgce warunki:

1. Niepowodzenie kontroli QC stwierdzono w przypadku pojedynczego markera powtérzen pentanukleotydéw
(tj. albo markera Penta C, albo markera Penta D, ale nie obu tych markeréw jednoczesnie).

2. Utracony” allel obecny w zdrowej tkance jest réwniez obecny w tkance guza, na co wskazuje pik o intensywnosci
powyzej wartosci granicznej analizy, ale pik ten zostat odfiltrowany jako pik satelitarny przez algorytm okreslania
wielkosci alleli oprogramowania do analizy fragmentéw z powodu zarejestrowania duzo wyzszego piku dla innego
allelu w tym samym panelu.

3. Markery powt6rzen mononukleotydéw pomysinie przeszty kontrole QC.
Jesli powyzsze warunki zostaty spetnione, dane mozna zinterpretowaé zgodnie z ponizszymi wytycznymi:

1. Jesli co najmniej dwa markery powt6rzerh mononukleotydéw sa niestabilne, wynik dla prébki guza nalezy
zinterpretowac jako MSI-H.

2. Jesli co najmniej cztery markery powtérzer mononukleotydéw sg stabilne, wynik dla prébki guza nalezy
zinterpretowac jako MSS.
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Rysunek 13. Przyklad wyraznego braku rownowagi allelicznej. W przypadku wyraznego braku réwnowagi allelicznej
markeréw powtdrzen pentanukleotydéw wyswietlenie pionowej czarnej linii po przytrzymaniu kursora nad pikiem
zarejestrowanym dla prébki zdrowej tkanki, ale ,utraconym” na elektroferogramie probki guza, oznacza, ze ten pik jest
obecny, a jego intensywnos$¢ przekracza warto$é progowa analizy, ale zostat odfiltrowany jako pik satelitarny z powodu
zarejestrowania duzo wyzszego piku dla allelu o dtugosci 168 bp w tym samym panelu.
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7.  Kontrole jakosci oznaczenia

7.1 Kalibracja spektralna

W trakcie elektroforezy kapilarnej znakowane barwnikiem produkty amplifikacji uzyskane przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System s rozdzielane wedtug rozmiardw i wykrywane. Przed analizg wybrany aparat do
elektroforezy kapilarnej jest kalibrowany przy uzyciu standardéw matrycy, aby umozliwi¢ rozréznianie poszczegéinych
barwnikéw uzytych w oznaczeniu. Standard matrycy OncoMate® 5C Matrix Standard (nr kat. firmy Promega: MD3580)
sktada sie z fragmentéw DNA znakowanych piecioma réznymi barwnikami fluorescencyjnymi (fluoresceina, JOE, TMR-ET,
CXR-ET i WEN), umieszczonych w jednej probéwce. Kalibracje spektralng nalezy przeprowadzic¢ zgodnie z ogdlnymi
parametrami wymienionymi w zatgczniku A (cze$¢ 11.1). Wygenerowany plik kalibracji spektralnej jest stosowany
automatycznie podczas wykrywania probek, aby uwzgledni¢ naktadanie sie¢ widm barwnikéw, jak réwniez aby rozdzieli¢
nieprzetworzone sygnaty fluorescencji na sygnaty rejestrowane dla poszczegélnych barwnikéw.

7.2 Probka zdrowej tkanki odpowiadajaca probce tkanki guza

Markery powtérzer mononukleotydéw moga wykazywacé heterozygotyczno$é, czyli rézng dtugos¢ alleli w prébkach
zdrowej tkanki pobranych od réznych oséb (Bacher, 2004). Aby uwzglednic takie réznice w allelach obecnych w zdrowej
tkance, jednoczesnie z probka tkanki guza nalezy analizowa¢ odpowiadajaca jej probke zdrowej tkanki. Ponadto analiza
probki zdrowej tkanki moze by¢ istotna podczas oceny prébki guza pod katem niewielkich zmian dtugosci alleli. Probki
guza zwykle zawierajg mieszanine zdrowych i nowotworowych komoérek. Piki nowych alleli w prébce guza moga naktadac
sie na piki satelitarne zdrowych komoérek obecnych w prébce guza. W takich przypadkach interpretacja danych moze
wymagac bezposredniego poréwnania tkanki guza ze zdrowa tkanka. Jesli analiza prébki tkanki guza lub prébki zdrowej
tkanki musi zostaé powtérzona z jakiegokolwiek powodu, nalezy przeanalizowa¢ réwniez drugg prébke z pary, aby
uwzgledni¢ mozliwe réznice miedzy poszczegdlnymi cyklami.

7.3  Kontrola dodatnia i kontrola ujemna

Reakcje amplifikacji kontroli dodatniej i kontroli ujemnej (bez matrycy), przeprowadzane przy uzyciu odpowiednio
kontrolnego DNA 2800M Control DNA lub wody do amplifikacji, nalezy analizowac¢ razem z prébkami pobranymi od
pacjentow, aby zweryfikowac¢ wiarygodnos$¢ oznaczenia. Kazda mikroptytka z prébkami pobranymi od pacjentéw musi
zawiera¢ réwniez co najmniej jedna reakcje amplifikacji kontrolnego DNA 2800M Control DNA i jedng reakcje amplifikacji
kontroli ujemnej. Reakcje kontroli ujemnej analizuje sie, aby upewnic sie, ze w reakcjach bez matrycy nie nastapita
nieprzewidziana amplifikacja. Nieprzewidziana amplifikacja w reakcji kontroli ujemnej sugeruje, ze doszto do
zanieczyszczenia DNA, przez co wynik oznaczenia jest nieprawidtowy. W przypadku kontroli ujemnych nie powinno sie
rejestrowac pikow amplifikacji o intensywnosci przekraczajacej warto$¢ progowg analizy. Reakcje kontroli dodatniej
analizuje sie, aby wykazad, Ze reakcja chemiczna amplifikacji przebiegta zgodnie z przewidywaniami. Jesli wyniki dla
kontroli dodatniej sg niezgodne z oczekiwaniami, moze to oznaczac, ze amplifikacja sie nie powiodta lub jej wydajnos¢
jest niezadowalajaca. Oczekiwane wyniki dla kontrolnego DNA 2800M Control DNA podano w tabeli 8.
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Tabela 8. Oczekiwane wyniki przy zastosowaniu 1 ng kontrolnego DNA 2800M Control DNA.

Nazwa markera Allele 2800M (bp)"-?
NR-21 101

BAT-26 115

BAT-25 124,5

NR-24 134

MONO-27 152,5

Penta C 178,5,184

Penta D 195,5, 200,5

"Wielko$ci alleli okreslono przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx
Genetic Analyzer z polimerem POP-7® Polymer i zestawem kapilar 50 cm. Wielkosci okreslone przy
uzyciu innej aparatury lub innej konfiguracji materiatéw eksploatacyjnych moga sie nieco réznic.

2Réznice w dziataniu aparatéw do elektroforezy kapilarnej w zaleznosci od konkretnego aparatu i dnia
przeprowadzenia procedury moga skutkowac ok. +1 bp réznica wielkosci alleli oczekiwanych dla
kontrolnego DNA 2800M Control DNA.

7.4 Standardy do elektroforezy kapilarnej

Wszystkie analizowane prébki i kontrole muszg zawiera¢ standard wielkosci Size Standard 500. Standard wielkoSci

Size Standard 500 sktada sie z serii 21 fragmentéw DNA o znanych dtugosciach (60, 65, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 i 500 bp). Poszczegdine fragmenty sg znakowane barwnikiem WEN
i wykrywane oddzielnie (jako czwarty kolor, pomaraficzowy) podczas elektroforezy kapilarnej w obecnos$ci produktow
zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Standard wielko$ci Size
Standard 500 stuzy do przypisywania wielkosci do zamplifikowanych produktéw obecnych w poszczegdinych prébkach

i kontrolach przy uzyciu metody hybrydyzacji miejscowej typu Southern blot (Southern, 1979). Standard wielkosci
kontroluje réznice w precyzji wymiarowania poszczegélnych kapilar w trakcie elektroforezy kapilarnej i umozliwia
bezposrednie poréwnanie probek analizowanych w jednym cyklu elektroforezy. Wytgcznie fragmenty o dtugosci od 60 bp
do 300 bp sg analizowane przy uzyciu wybranego oprogramowania do analizy fragmentéw.

7.5 Wartos¢ progowa analizy

Podczas analizy danych przy uzyciu oprogramowania do analizy fragmentéw nalezy okresli¢ i zastosowac warto$¢ progowa
analizy, aby wyniki interpretacji pod katem MSI byty wiarygodne. Istnieje kilka metod ustalania wartosci progowej analizy.

Ich opisy mozna znalez¢ w odpowiednich publikacjach naukowych (np. Bregu, 2013). Podczas oceny wiarygodnosci systemu
do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System warto$¢ progowa analizy ustalono na 175 RFU, postugujac sie metoda gdrnej
granicy opartg na regresji liniowej intensywnosci pikow wygenerowanych z prébek zawierajacych rézne wejsciowe ilosci DNA
(Bregu, 2013).
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8.  Ograniczenia szczegdlne

Zawarto$¢ komoérek nowotworowych w probkach guza moze mieé¢ wptyw na identyfikacje alleli przez oprogramowanie do
wymiarowania fragmentdw. Zawarto$¢ komérek nowotworowych musi wynosi¢ > 20%, a liczebno$¢ komdérek jadrzastych,
okreslana standardowymi metodami patologicznymi, musi by¢ wystarczajaca. Prébki tkanek, ktére nie spetniajg tych
kryteriéw, nie moga by¢ analizowane przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Ocene systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System przeprowadzono przy uzyciu wej$ciowego DNA
oczyszczonego i wyekstrahowanego z prébek tkanek FFPE okreznicy przy uzyciu aparatu Maxwell® CSC Instrument

oraz zestawu Maxwell® CSC FFPE DNA Kit, a uzyskane produkty amplifikacji przeanalizowano przy uzyciu analizatora
genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer z oprogramowaniem GeneMapper® Software w wersji 5.0.
Przed uzyciem innej metody ekstrakcji DNA, aparatu do elektroforezy kapilarnej, oprogramowania do analizy fragmentéw
DNA lub metody analizy uzytkownik musi ustali¢, czy te metody sg kompatybilne z zestawem do analizy OncoMate®

MSI Dx Analysis System.

System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest przeznaczony do stosowania z DNA wyekstrahowanym
z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) probek tkanek pobranych od pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Nie sprawdzono wydajnosci testu z DNA pochodzacym z innych rodzajéw prébek lub srodkéw utrwalajacych.

Oprogramowanie do wymiarowania fragmentéw moze cechowaé rézna zdolno$¢ identyfikacji zmienionego allelu w prébce
guza lub odmiennego uktadu markeréw mikrosatelitarnych. Aby zapewni¢ doktadng interpretacje, nalezy poréwnaé prébke
tkanki guza z prébka zdrowej tkanki pobranej od tego samego pacjenta.

Loci mikrosatelitarne wchodzace w sktad systemu sg quasi-monomorficzne. W rzadkich przypadkach obserwuje sie
heterozygotyczne ukfady alleli. Aby zapewni¢ doktadng interpretacjeg, nalezy poréwnac prébke tkanki guza z prébka
zdrowej tkanki pobranej od tego samego pacjenta.

Aparaty i akcesoria do aparatéw uzywanych razem z systemem do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System musza
by¢ konserwowane zgodne z zaleceniami producenta i muszg spetnia¢ kryteria dopuszczenia do uzytkowania
z niniejszym produktem.

Nie ustalono wydajnosci klinicznej tego urzadzenia w zakresie wspomagania decyzji terapeutycznych u pacjentow
z MSI-H lub MSS.
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W przypadku probleméw, ktérych nie oméwiono w niniejszym dokumencie, nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi stosowanego
urzadzenia lub akcesorium albo skontaktowac sie z lokalnym oddziatem lub dystrybutorem firmy Promega. Informacje
kontaktowe sg dostepne na stronie internetowej: www.promega.com lub pod adresem e-mail: genetic@promega.com

Objawy

Przyczyny i komentarze

Test QC jakosci wymiarowania zakoriczyt sie
niepowodzeniem z powodu niskiej
rozdzielczosci fragmentéw standardu
wielkosci Size Standard 500, wykrycia
mniejszej liczby fragmentow niz oczekiwana
lub niskiej intensywnosci pikéw (problem
moze réwniez dotyczy¢ amplikondw).

W ptynach obecnych w aparacie znajdowaty sie pecherzyki powietrza.
Nalezy przeprowadzi¢ procedure usuwania pecherzykdw powietrza

z ptynédw obecnych w aparacie zgodnie z instrukcja producenta,

a nastepnie powtdrzy¢ analize prébek, ktérych dotyczy problem, w tym
kontroli dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy kapilarnej.

W polimerze obecne byty zanieczyszczenia lub osady krysztatéw.
Przed uzupetnianiem polimeru nalezy sie upewni¢, ze ogrzano go do
temperatury pokojowej zgodnie z instrukcjami producenta. Powtdrzy¢
analize prébek, ktérych dotyczy problem, w tym kontroli dodatnich

i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy kapilarne;.

Zablokowanie jednej lub wigkszej liczby kapilar. Nalezy ponownie
napetni¢ zestaw kapilar i powtérzy¢ analize prébek, ktérych dotyczy
problem, w tym kontroli dodatnich i ujemnych, przy uzyciu
elektroforezy kapilarnej. W razie konieczno$ci nalezy zainstalowac
nowy zestaw kapilar.

Do mieszaniny do elektroforezy kapilarnej nie dodano standardu
wielkosci Size Standard 500. Nalezy przygotowac $wiezg mieszanine
do elektroforezy kapilarnej, zawierajaca standard wielkosci Size
Standard 500, i powtdrzy¢ analize wszystkich prébek i kontroli przy
uzyciu elektroforezy kapilarnej.

Koricéwki kapilar nie miaty stycznosci z mieszaning elektroforetyczna.
Nalezy sie upewni¢, ze do kazdego wymaganego dotka 96-dotkowej
mikroptytki dodano 11 pl mieszaniny elektroforetycznej zawierajace;j
prébki, a mikroptytke odwirowano krétko przed rozpoczeciem cyklu
elektroforezy kapilarnej. Powtdrzyé analize prébek, ktorych dotyczy
problem, w tym kontroli dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej. Aby znalez¢ przyczyne zrédtowa btedu testu QC jakosci
wymiarowania, nalezy przeanalizowac elektroferogram.
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Objawy

Przyczyny i komentarze

Nie udato sie rozpoczaé cyklu
elektroforezy kapilarne;.

W ptynach obecnych w aparacie do elektroforezy kapilarnej znajdowaty
sie pecherzyki powietrza. Nalezy usuna¢ pecherzyki powietrza zgodnie
z instrukcjami producenta. Nastepnie nalezy ponownie rozpocza¢ cykl

elektroforezy kapilarne;j.

Wystapit btad w komputerze systemowym. Nalezy ponownie uruchomi¢
aparat do elektroforezy kapilarnej oraz komputer aparatu zgodnie

z instrukcjami producenta, a nastepnie ponownie rozpoczaé cykl
elektroforezy kapilarnej.

Co najmniej jeden z materiatéw eksploatacyjnych uzywanych w aparacie
jest przeterminowany lub osiagnieto limit prébek przewidziany dla

tego materiatu. Nalezy wymieni¢ przeterminowane lub zuzyte

materialy eksploatacyjne, a nastepnie ponownie rozpocza¢ cykl
elektroforezy kapilarne;.

Test QC jakosci wymiarowania zakoriczyt

sie niepowodzeniem z powodu wykrycia
nieprzewidzianych pikéw na kanale barwnika
standardu wielkosci Size Standard 500.

Artefakty elektroforezy kapilarnej. Podczas elektroforezy kapilarnej
moga zosta¢ zaobserwowane nieprawidtowe piki. Jesli dotyczy to
pomaraiczowego kanatu barwnika, takie nieprawidtowe piki moga
natozy¢ sie na piki standardu wielko$ci Size Standard 500 lub wielkoSci
moga zostac nieprawidtowo przypisane przez oprogramowanie do
analizy fragmentéw. Powtérzy¢ analize probek, ktérych dotyczy
problem, w tym kontroli dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej. Jesli problem nadal wystepuije, nalezy wymieni¢ materiaty
eksploatacyjne uzywane w aparacie do elektroforezy kapilarnej. Aby
znalez¢ przyczyne Zroédtowa btedu testu QC jakosci wymiarowania,
nalezy przeanalizowa¢ elektroferogram.

Zaobserwowano stabg amplifikacje lub
nieréwnomierng intensywnos¢ pikéw alleli
poszczegdlnych markeréw kontrolnego DNA
2800M Control DNA (problem moze dotyczy¢
réwniez probek).

Roztwér podstawowy kontrolnego DNA 2800M Control DNA lub
rozcieficzony kontrolny DNA 2800M Control DNA nie zostaly odpowiednio
zmieszane w wytrzasarce. W takim przypadku mozna zaobserwowac
niskie lub nadmierne intensywnosci pikéw, w tym nadmierng amplifikacje
alleli markera Penta D. Nalezy wowczas powtdrzyé reakcje amplifikacji
oraz analize metoda elektroforezy kapilarnej, uwzgledniajgc réwniez
kontrole dodatnig i ujemna.

Mieszanina do amplifikacji metoda PCR nie zostata odpowiednio
zmieszana w wytrzgsarce. Nalezy wowczas powtorzyc reakcje
amplifikacji oraz analize metodg elektroforezy kapilarnej, uwzgledniajac
réwniez kontrole dodatnig i ujemna.

Rozciericzony DNA 2800M Control DNA zostat przygotowany wczesniej
i uzyty ponownie. Nalezy przygotowac Swieze rozcieficzenie
kontrolnego DNA 2800M Control DNA i powtdrzy¢ reakcje amplifikacji
oraz analize metoda elektroforezy kapilarnej, uzywajac Swiezo
przygotowanej prébki kontroli dodatniej i kontroli ujemnej.
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Niskie wysokosci pikéw zarejestrowane dla Niewystarczajaca ilo$§¢ matrycowego DNA. Niskie wysokosci pikow
probek zdrowej tkanki lub prébek tkanki guza. moga utrudniac interpretacje danych. Intensywnosci pikow alleli
Mozliwe niepowodzenie testu QC sygnatu obecnych w prébkach guza muszg byé odpowiednio wysokie, aby

guza w przypadku probek guza. (ciag dalszy) umozliwi¢ wykrywanie nowych alleli powyzej warto$ci progowej analizy
(patrz czes¢ 6.3.10). Intensywnosci alleli obecnych w probce zdrowej
tkanki musza by¢ wigksze lub réwne wartosci progowej analizy. Nalezy
sie upewnic, ze DNA zostat prawidtowo oznaczony ilosciowo
i rozciefczony, i powtdrzyé amplifikacje przy uzyciu 1,0 ng matrycowego
DNA, jesli wykryto btad oznaczenia ilosciowego. W przeciwnym wypadku
nalezy powtdrzy¢ amplifikacje przy uzyciu wiekszej ilosci DNA. Jesli
problem nadal wystepuje, nalezy powtérzyé oznaczenie przy uzyciu DNA
wyekstrahowanego z innego wycinka tkanki.

Zanieczyszczona matryca DNA. Zanieczyszczenie prébek DNA moze
utrudni¢ przeprowadzenie reakcji PCR. Aby znalez¢ rozwigzane
problemu, nalezy zapozna¢ sie instrukcjami producenta dotyczacymi
wybranej metody ekstrakcji DNA. Jesli wybrana metoda ekstrakcji nie
zapewnia wystarczajgcej jakosci DNA, konieczna moze by¢ zmiana
metody. Podczas oceny wiarygodnos$ci systemu do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System uzyto DNA oczyszczonego

i wyekstrahowanego z probek tkanek CRC FFPE przy uzyciu aparatu
Maxwell® CSC Instrument oraz zestawu Maxwell® CSC FFPE DNA Kit.
Inne metody moga nie zapewniac takiej samej jakosci DNA.

Niska jako$¢ iniekcji podczas elektroforezy kapilarnej (problem dotyczy
réwniez pikéw standardu wielko$ci Size Standard 500). Nalezy powtdrzy¢
analize probek, ktorych dotyczy problem, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej, uwzgledniajac réwniez kontrole dodatnig i ujemna.

Uzyto formamidu o niskiej jakosci. Nalezy uzywac wytacznie
Hi-Di™ 3500 Dx Series Formamide.
Wysokie stezenie soli lub zmieniony odczyn pH. Nie nalezy rozcieficzaé

matrycy DNA FFPE w buforach TE. Do rozciericzania matrycowego DNA
nalezy uzywac wytgcznie wody wolnej od nukleaz.

Problem z termocyklerem lub mikroptytkg reakcyjng (problem dotyczy
réwniez reakcji kontroli dodatniej). Nalezy sie upewnic, ze reakcja PCR
zostata poprawnie zaprogramowana, a wybrany termocykler spetnia
kryteria dopuszczenia do uzytkowania z systemem do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System (patrz czes¢ 3.5). Moze by¢ wymagana kalibracja
bloku cieplnego. Nalezy uzywa¢ wytacznie mikroptytek MicroAmp®.

Prébki nie zostaty poprawnie zdenaturowane przed elektroforeza
kapilarng. Prébki nalezy denaturowa¢ metoda termiczng przez 3 minuty,
a nastepnie schtadza¢ na kruszonym lodzie lub w tazni lodowej przez co
najmniej 3 minuty bezposrednio przed elektroforeza kapilarna.
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Niskie wysokosci pikéw zarejestrowane dla DNA jest niskiej jakosci lub ulegt degradacji. Nieprawidtowe lub
probek zdrowej tkanki lub prébek tkanki guza. dtugotrwate utrwalenie probek w parafinie moze skutkowac¢ niewielkim
Mozliwe niepowodzenie testu QC sygnatu uzyskiem i niska jako$cig DNA. Nieprawidtowe przechowywanie DNA

guza w przypadku probek guza. (ciag dalszy) po skutecznej ekstrakcji réwniez moze spowodowac jego degradacje.
W takim przypadku nalezy powtérzy¢ amplifikacje, uzywajac wiekszej
ilosci DNA, lub ponownie wyekstrahowa¢ DNA z innego wycinka tkanki.

Sktadniki reakcji amplifikacji nie znajdowaty sie na dnie dotka podczas
konfiguracji reakcji PCR. Przed rozpoczeciem cykli termicznych nalezy
odwirowac krétko mikroptytke w wiréwce miniptytkowej, tak aby
zawartos$c¢ dotkdw opadta na dno, co pozwoli réwniez usungé
pecherzyki powietrza.

Sygnat fluorescencyjny dla pikéw alleli Zbyt duza ilo$¢ matrycowego DNA. Nalezy sie upewnié, ze DNA zostat
przekroczyt zakres dynamiczny wybranego prawidtowo oznaczony ilosciowo i rozcienczony. Jesli stwierdzono btad
aparatu do elektroforezy kapilarnej. oznaczenia ilo$ciowego, nalezy powtoérzyé amplifikacje przy uzyciu

1,0 ng matrycowego DNA. W przeciwnym wypadku nalezy zastosowac
jedno z ponizszych rozwigzan: 1) powtérzy¢ reakcje amplifikaciji z
uzyciem mniejszej ilosci DNA lub 2) rozcieficzy¢ produkty amplifikacji
w mieszaninie elektroforetycznej w proporcji 1:8 (np. 1 ul produktéw
amplifikacji na 7 pl mieszaniny elektroforetycznej; patrz tabela 4, aby
odpowiednio dobra¢ sktad mieszaniny elektroforetycznej) i powtérzyé
analize metodg elektroforezy kapilarnej z uzyciem 1 pl rozcieficzonych
produktéw amplifikacji. Nalezy sie upewnié, ze metoda ekstrakcji DNA
jest odpowiednia dla konkretnych prébek tkanek FFPE, a DNA
przechowywano w sposdb adekwatny do zastosowanej metody.

DNA z prébki tkanki FFPE ulegt degradacji lub sieciowaniu.
Zdegradowany lub usieciowany matrycowy DNA z prébki tkanki FFPE
moze wykazywac preferencyjng amplifikacje mniejszych markeréw,

w szczegdlnosci NR-21. Nalezy zapewni¢ prawidtowe warunki
przygotowywania probek tkanek FFPE i przechowywania ekstraktéw DNA
z takich prébek. W przypadku probek, ktorych wyniki wykraczajg poza
skale, mozna zastosowac jedno z ponizszych rozwigzan: 1) powtérzy¢
reakcje amplifikacji z uzyciem mniejszej ilosci DNA lub 2) rozcierczy¢
produkty amplifikacji w mieszaninie elektroforetycznej w proporcji 1:8
(np. 1 pl produktéw amplifikacji na 7 pl mieszaniny elektroforetyczneyj;
patrz tabela 4, aby odpowiednio dobra¢ sktad mieszaniny
elektroforetycznej) i powtdrzy¢ analize metodg elektroforezy kapilarnej
z uzyciem 1 pl rozcieiczonych produktow amplifikacji. Jesli problem
nadal wystepuije, nalezy powtdrzy¢ amplifikacje przy uzyciu mniejszej
ilosci DNA. Moze by¢ konieczne ponowne przygotowanie DNA i
powtdrzenie analizy z uzyciem innego wycinka tkanki.
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Zaobserwowano nieprzewidziane piki dla co Piki satelitarne zostaty mylnie uznane za allele mikrosatelitarne. W wyniku

najmniej jednego koloru barwnika. amplifikacji markeréw mikrosatelitarnych powstaja artefakty widoczne
jako mniejsze piki rejestrowane dla fragmentéw o 1 bp mniejszych lub
wiekszych niz wyrazne allele markerdw powtdrzeri mononukleotyddw, lub
o 1 bp albo 5 bp mniejszych lub wiekszych niz allele markeréw powtdrzen
pentanukleotydéw. Wysokosci pikow satelitarnych beda wieksze, jesli
uzyto zbyt duzej ilosci matrycowego DNA.

Zbyt duza ilo$¢ DNA. Nalezy uzy¢ 1,0 ng matrycowego DNA.
Amplifikacja matrycowego DNA w ilosci > 4 ng moze skutkowaé
artefaktami o podniesionej linii odniesienia dla markera BAT-26 oraz
wiekszg liczba pikow satelitarnych.

Pik podciagniety lub przeciek. Pik podciagniety, nazywany réwniez
przeciekiem, moze zosta¢ zarejestrowany w przypadku zbyt duzych
wysokosci pikéw lub niskiej jakosci kalibracji spektralnej. Nalezy
powtorzy¢ kalibracje spektralng wybranego aparatu do elektroforezy
kapilarnej. Nalezy sie upewnié, ze DNA zostat prawidtowo oznaczony
ilosciowo i rozciericzony. Nalezy powtdrzy¢ amplifikacje przy uzyciu
1,0 ng matrycowego DNA. Jesli problem nadal wystepuije, nalezy
powtorzy¢ amplifikacje przy uzyciu mniejszej ilosci DNA.

Prébki nie zostaty odpowiednio zdenaturowane przed zatadowaniem.
Prébki nalezy denaturowa¢ metoda termiczng przez 3 minuty,

a nastepnie schtadzac na kruszonym lodzie lub w tazni lodowej przez
co najmniej 3 minuty bezposrednio przed elektroforeza kapilarna.

Artefakty elektroforezy kapilarnej. Podczas elektroforezy kapilarnej
moga zosta¢ zaobserwowane nieprawidtowe piki. Przed instalacjg

i uzyciem nalezy sie upewni¢, ze polimer zostat ogrzany do temperatury
pokojowej. Powtdrzyc¢ iniekcje. Jesli problem nadal wystepuije, nalezy
powtérzy¢ amplifikacje i analize metodg elektroforezy kapilarne;.

Zanieczyszczenie kontroli lub prébki pobranej od pacjenta innym
matrycowym DNA lub produktem amplifikacji. Zanieczyszczenie
krzyzowe moze stanowi¢ problem. Nalezy uzywacé pipet z koricdwkami
odpornymi na aerozole i regularnie zmienia¢ rekawiczki.

Niestabilna prébka guza podczas analizy zostata omytko uznana

za wzorcowg prébke zdrowej tkanki. Nalezy sprawdzi¢, czy probki
zostaty prawidtowo zidentyfikowane i oznaczone. Prébki, w przypadku
ktérych zaobserwowano problem, nalezy ponownie zamplifikowaé

i przeanalizowa¢ metodg elektroforezy kapilarnej, aby potwierdzié
prawdopodobng przyczyne Zrédtowa problemu.
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Preferencyjna amplifikacja DNA ulegt sieciowaniu. DNA wyekstrahowany z prébek utrwalonych
mniejszych markeréw w parafinie czesto ulega sieciowaniu z innym DNA lub czasteczkami

biatka, co uniemozliwia amplifikacje dtuzszych fragmentéw DNA.

W takim przypadku nalezy powtérzyé amplifikacje z uzyciem wiekszej
ilosci DNA. Jesli po uzyciu wigkszej ilosci DNA obserwuije sie saturacje
mniejszych markerdw, nalezy powtdrzy¢ ekstrakcje DNA i analize
prébek, uzywajac innego wycinka tkanki. Jesli problem nadal
wystepuije, jakos¢ probki tkanki FFPE moze by¢ zbyt niska, aby mozna
byto przeprowadzié skuteczng analize.

Zdegradowane DNA. Matryca DNA ulegta degradacji do mniejszych
fragmentow, a wieksze markery wykazujg zmniejszony uzysk. Nalezy
sie upewnic, ze kontrolny DNA 2800M Control DNA i probki DNA FFPE
przechowywano w odpowiednich warunkach. Nalezy powtérzy¢ reakcje
amplifikacji z uzyciem wiekszej ilosci DNA. Jesli po uzyciu wigkszej
ilosci DNA obserwuije sie saturacje mniejszych markeréw, nalezy
powtdrzy¢ ekstrakcje DNA i analize prébek, uzywajac innego wycinka
tkanki. Jesli problem nadal wystepuije, jakos¢ probki tkanki FFPE moze
by¢ zbyt niska, aby mozna byto przeprowadzi¢ skuteczng analize.

Niewystarczajaca ilo$¢ matrycowego DNA. Nalezy sie upewnic, ze DNA
zostat prawidtowo oznaczony ilosciowo i rozcieficzony, a nastepnie
powtorzyé amplifikacje przy uzyciu 1,0 ng matrycowego DNA, jesli
wykryto btad oznaczenia ilosciowego. Jesli problem nadal wystepuje,
nalezy ponownie przeprowadzi¢ reakcje amplifikacji z uzyciem wiekszej
ilosci DNA lub ponownie wyekstrahowa¢ DNA z innego wycinka tkanki.

W prébce guza nie stwierdzono obecnoscico  Probki DNA ze zdrowej tkanki i tkanki guza pobrane od réznych os6b

najmniej jednego allelu pentanukleotydowego  zostaly przeanalizowane jako para probek pobranych od tej samej

obecnego w prébce zdrowej tkanki osoby. Nalezy sie upewnié, ze probki zdrowej tkanki zostaty
odpowiednio sparowane na mikroptytce reakcyjnej PCR i podczas
analizy metodg elektroforezy kapilarnej. Nalezy sie upewnié, ze probki
zostaty odpowiednio oznaczone. Nalezy powtorzy¢ analize probek,
ktérych dotyczy problem, przy uzyciu elektroforezy kapilarnej,
upewniajac sie, ze probki zostaty odpowiednio sparowane. Nalezy przy
tym uwzgledni¢ reakcje kontroli dodatniej i ujemnej. Jesli problem
nadal wystepuije, nalezy powtdrzyc¢ reakcje amplifikacji.

Prébka guza wykazuje utrate heterozygotycznosci. Patrz czes¢ 6.5.3
i rysunek 13, aby uzyskac¢ wiecej informacji na temat interpretacji
danych z takich probek guza.

Wszelkie powazne incydenty, ktére miaty miejsce w zwiazku z urzadzeniem, ktére doprowadzity lub moga prowadzi¢ do
$mierci lub powaznych obrazen uzytkownika lub pacjenta, nalezy niezwtocznie zgtasza¢ producentowi. Uzytkownicy
majacy siedzibe w Unii Europejskiej powinni rdwniez zgtasza¢ wszelkie powazne incydenty wtasciwemu organowi
panistwa cztonkowskiego, w ktérym uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe.
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11. Informacje dodatkowe:

Dla tego produktu dostepne jest Podsumowanie bezpieczeristwa i wydajnosci (SSP), zgodnie z wymogami artykutu 29
Rozporzadzenia (UE) 2017/746. SSP bedzie publicznie dostepne w EUDAMED, gdy EUDAMED osiagnie petna
funkcjonalno$¢. Do tego czasu dokument mozna uzyskacé, sktadajac o niego bezposredni wniosek w firmie Promega.

Informacje kontaktowe s dostepne na stronie internetowej www.promega.com; e-mail: genetic@promega.com

11.1 Zatacznik A

Ponizej przedstawiono ustawienia kalibracji spektralnej uzyte podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer.

Ponizsze ustawienia sa odpowiednie do wykonania kalibracji spektralnej przy uzyciu analizatoréw genetycznych
Applied Biosystems® 3500 Series:

Dye set template (Szablon zestawu barwnikw): AnyDye (Dowolny barwnik) (3500 Series)

Dye order (Kolejno$¢ barwnikow): 5, blue (niebieski); 4, green (zielony); 3, yellow (z6tty); 2, red (czerwony); 1, orange
(pomarariczowy) (purple (fioletowy) niezaznaczony)

Matrix Condition Number Upper Limit (Gérny limit liczby warunkéw dla matrycy): 8,0
Locate Start Point After Scan (Lokalizacja punktu startowego po skanowaniu): 300

Locate Start Point Before Scan (Lokalizacja punktu startowego przed skanowaniem): 5000
Limit Scans To (Ograniczenie skanéw do): 6500

Sensitivity (Czuto$¢): 0,4

Minimum Quality Score (Minimalna wartos¢ jakosci): 0,95
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11.2 Zatacznik B

Ponizej przedstawiono ustawienia analizy fragmentdéw uzyte podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer.

Rysunek 14. Definiowanie parametru Size Standard (Standard wielkosci) aparatu do elektroforezy kapilarne;.
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Rysunek 15. Ustawienia funkcji Instrument Protocol (Protokét aparatu) aparatu do elektroforezy kapilarnej.
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Rysunek 16. Ustawienia funkcji Sizecalling Protocol (Protokét okreslania wielkosci) aparatu do elektroforezy kapilarnej.
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Rysunek 17. Ustawienia funkcji Assay (Oznaczenie) aparatu do elektroforezy kapilarnej.

60 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w Stanach Zjednoczonych 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 2 www.promega.com



0

Promega

11.3 Zatacznik C

Ustawienia analizy danych oprogramowania GeneMapper® 5.0 uzyte w trakcie oceny wiarygodnosci systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Uwaga: Nazwy plikdw ustawieri oprogramowania GeneMapper® oraz instrukcje analizy podano dla wygody uzytkownika
i odnosza sie one wytacznie do danych z elektroforezy kapilarnej wygenerowanych przy uzyciu zestawu kapilar 50 cm

i polimeru POP-7® Polymer. Uzytkownicy, ktérzy do analizy produktéw zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System uzywajg innych konfiguracji aparatu do elektroforezy kapilarnej, musza sprawdzic,
czy instrukcje analizy danych odpowiadaja konkretnej stosowanej przez nich konfiguracji. W przypadku niektérych
konfiguracji aparatu korzystniejsze moze by¢ zastosowanie metod analizy utworzonych przez uzytkownika.

Importowanie plikow ustawier do oprogramowania GeneMapper

Aby utatwi¢ analize danych wygenerowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System,
utworzono pliki (Panels (Panele), Analysis Method (Metoda analizy), Size Standard (Standard wielko$ci), Plot Settings
(Ustawienia wykresu), Table Settings (Ustawienia tabeli) i Report Settings (Ustawienia raportu)) do zaimportowania

do oprogramowania GeneMapper® Software w wersji 5.0 i 6.0. Mozna je pobrac ze strony internetowej firmy Promega
pod adresem: www.promega.com/OncomatePanels. Ponadto ponizej podano definicje parametréw Panels (Panele),

Size Standard (Standard wielko$ci) i Analysis Method (Metoda analizy) (tabele 9 i 10, rysunek 19). Dodatkowe informacje
mozna znalez¢ w dokumentacji technicznej oprogramowania GeneMapper® Software w wersji 5.0 i 6.0.

1. Otworzy¢ program GeneMapper® Software w wersji 5.0 lub 6.0.

2 Wybra¢ pozycje Tools (Narzedzia), a nastepnie pozycje Panel Manager (Menedzer panelu).
3. Wybra¢ pozycje Panel Manager (Menedzer panelu) w lewym gérnym panelu (rysunek 18).
4

Rozwinaé menu File (Plik) i wybra¢ opcje Import Panels (Importuj panele). Ikona Menedzera panelu musi by¢
zaznaczona (pod$wietlona na niebiesko), aby opcja Import Panels (Importuj panele) byta dostepna do wyboru.

5. Przejs¢ do lokalizacji w komputerze uzytkownika, w ktérej zapisano plik tekstowy paneli. Wybra¢ plik
OncoMate_MSI_Dx_Panels_v1.0 i klikna¢ przycisk Import (Importuj).

6. W dolnej czesci okna Panel Manager (Menedzer panelu) wybra¢ opcje Apply (Zastosuj), a nastepnie klikng¢
przycisk OK.

7. Wybra¢ pozycje Tools (Narzedzia), a nastepnie pozycje GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper).

8.  Wybra¢ zaktadke Size Standard (Standard wielkosci), a nastepnie kliknaé przycisk Import (Importuj) w dolnej czesci
okna GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper).

9.  Przej$c do lokalizacji w komputerze uzytkownika, w ktorej zapisano plik Size Standard (Standard wielkos$ci).
Wybraé plik OncoMate_MSI_Dx_Size_v1.0, a nastepnie klikngé przycisk Import (Importuj).

10.  Pozostawiajac okno GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper) otwarte, powtérzy¢ czynnosci opisane
w krokach 8 i 9, aby zaimportowac¢ pozostate pliki ustawieri (Analysis Method (Metoda analizy), Plot Settings
(Ustawienia wykresu), Table Settings (Ustawienia tabeli) i Report Settings (Ustawienia raportu)).

11.  Po zaimportowaniu wszystkich plikéw ustawien, klikng¢ przycisk Done (Gotowe) w dolnej czesci okna GeneMapper
Manager (Menedzer GeneMapper).
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Rysunek 18. Okno Panel Manager (Menadzer panelu) oprogramowania GeneMapper® z zaznaczong ikong Panel Manager
(Menedzer panelu). Opcja Import Panels (Importuj panele) (krok 4) jest dostepna w menu File (Plik), gdy ikona Panel Manager
(Menedzer panelu) jest zaznaczona (pods$wietlona na niebiesko).
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Tabela 9. Zdefiniowane wartosci parametru Marker Panel (Panel markeréw).

Zakres panelu (w bp)’
Marker Kanat barwnika 0od Do Typ powtorzen?
BAT-26 niebieski 83 121 1
Penta D niebieski 123 253 5
NR-21 zielony 83 108 1
BAT-25 zielony 110 132 1
MONO-27 zielony 134 168 1
NR-24 26ity 103 138 1
Penta C 26tty 140 228 5

'Oczekiwany zakres wielko$ci amplikondw dla poszczegdlnych markeréw musi zostaé zdefiniowany w wybranym oprogramowaniu do
analizy fragmentow.

Typ mikrosatelity w niniejsze] tabeli zdefiniowano jako 1 (w przypadku markeréw powtdrzen mononukleotydéw) lub 5 (w przypadku
markeréw powtdrzen pentanukleotydéw).

Tabela 10. Zdefiniowane wartos$ci parametru Size Standard (Standard wielkosci). Standard wielkosci Size Standard 500
umozliwia rejestracje pikéw fragmentow w zakresie od 60 bp do 500 bp, cho¢ analiza pikéw fragmentow w zakresie od
60 bp do 300 bp jest wystarczajaca do wymiarowania fragmentdw przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx
Analysis System.

Nr fragmentu Wielkosé
standardu wielko$ci  fragmentu (w bp)
1 60
2 65
3 80
4 100
5 120
6 140
7 160
8 180
9 200
10 225
11 250
12 275
13 300
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Rysunek 19. Ustawienia analizy uzyte podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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12. Ocena analityczna

Wszystkie badania analityczne przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w instrukcji systemu do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System nr TM595. Materiaty i sprzet uzyte w procesie produkcyjnym spetniajg wymagania zawarte

w niniejszym Podreczniku technicznym. Doktadniej, ekstrakcje DNA w tych badaniach przeprowadzono przy uzyciu
urzadzenia Maxwell® CSC Instrument oraz zestawu Maxwell® CSC DNA FFPE Kit, a ilosciowe oznaczenie DNA
przeprowadzono przy uzyciu systemu QuantiFluor® dsDNA System. Rozdziat i detekcje wzmocnionych fragmentéw DNA
przeprowadzono przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx z wykorzystaniem polimeru POP-7®

i 50-centymetrowej kapilary. Na koniec przeprowadzono analize danych przy uzyciu oprogramowania, ktére nie jest dostepne
w Europie. W zwigzku z tym przeprowadzono badanie zgodnosci w celu pordwnania alternatywnej metody analizy danych
wykorzystujacej oprogramowanie GeneMapper® 5.0 do okreslania rozmiaru fragmentéw i podstawowej oceny jakosci
danych z oprogramowaniem stosowanym w badaniach, aby wykaza¢ rownowaznos¢.

12.1 Ekstrakcja DNA

Przydatnosc¢ zestawu Maxwell® CSC DNA FFPE Kit z wykorzystaniem urzadzenia Maxwell® CSC Instrument do ekstrakcji DNA
wykazano, wykonujac ekstrakcje DNA z lokdw FFPE (tkanka o gestosci 0,1-2,0 mm?) pobranych z trzech prébek guza MSI-H,
trzech prébek guza MSS i dopasowanych probek zdrowych. Zawarto$¢ guza w probkach MSI-H wynosita 20-30%,

a w prébkach MSS wynosita 20-60%. Ekstrakcje DNA przeprowadzito dwdch operatoréw, uzywajac trzech partii zestawu
Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Zestaw DNA FFPE byt uzywany przez réznych operatoréw naprzemiennie (np. operator 1 uzywat
zestawu 1w 1. dniu, a operator 2 uzywat zestawu 2 w 1. dniu). Po wyizolowaniu wyekstrahowane DNA poddano ilosciowemu
okresleniu przy uzyciu systemu QuantiFluor® dsDNA System i amplifikacji przy uzyciu zestawu do amplifikacji OncoMate®
MSI Dx Analysis System. Wzmocnione DNA poddano elektroforezie kapilarnej przy uzyciu analizatora genetycznego Applied
Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer i przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania do analizy fragmentéw.

W badaniu 96,4% (81/84) wyodrebnionych pojedynczych lokéw FFPE dato wyniki zgodne z ustalonym wczesniej statusem
MSI. 95% przedziaty ufnosci (CI) dla procentu poprawnych i niepoprawnych wynikéw wynosity odpowiednio 89,9-99,3%
i0,7-10,1%.

Badanie wykazato, ze urzadzenie Maxwell® CSC Instrument wykorzystujgce zestaw Maxwell® CSC DNA FFPE Kit do ekstrakcji
DNA spetnito wymagania ekstrakcyjne do stosowania z systemem do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

12.2 Zakres normalny i punkt odciecia

System analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jest przeznaczony do pomiaru zmian dtugo$ci amplifikowanych
fragmentdéw. Badanie zakresu normalnego i punktu odciecia przeprowadzono w celu sprawdzenia zdolno$ci systemu
do rozrdzniania amplikonéw réznigcych sie o 23 pary zasad. W ramach badania przeanalizowano dwa zestawy siedmiu
syntetycznych fragmentéw DNA (,markeréw rozdzielczosci”). Fragmenty te sktadaja sie z amplikonow znakowanych
barwnikiem o znanej wielkosci, ktdre sg oddzielone od siebie 0 1 pb w kazdym zestawie, przy czym dwa zestawy
zaprojektowano tak, aby ograniczaty gérny (duzy) i dolny (maty) koniec zakresu wielko$ci amplikonéw markeréw MSI
(83-168 pb).

Markery rozdzielczo$ci poddano elektroforezie kapilarnej przy uzyciu analizatora genetycznego Applied Biosystems®
3500 Dx Genetic Analyzer i przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® 5.0. Markery rozdzielczosci
analizowano albo mieszajac je tylko z Size Standard 500, albo mieszajac je oddzielnie z dwiema prébkami guza MSS
i Size Standard 500. Okreslono precyzje okreslania rozmiaru poszczeg6lnych fragmentow znacznikéw rozdzielczosci
(Tabela 11), obliczono réznice miedzy wszystkimi fragmentami oddzielonymi o 3 pb i usredniono je.
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Rozmiary fragmentdw o okreslonej rozdzielczosci byly precyzyjnie dobrane, a odchylenia standardowe dla 20 analizowanych
replik miescity sie w zakresie 0,07-0,13 pb. Srednie roznice bezwzgledne obliczone dla fragmentéw rozdzielonych 3 pb byty
réwniez precyzyjne i miescity sie w zakresie 3,06-3,40 pb dla wartosci obserwowanych. W zwigzku z tym badanie spetnito
cel rozdzielczosci = 3 par zasad i wykazato precyzje pomiaru poszczegdlnych markeréw rozdzielczosci (odchylenia
standardowe < 0,13 par zasad), ktora byta wystarczajgca do wykrycia réznic w wielkosci pojedynczych par zasad.

Tabela 11. Statystyki opisowe dotyczace rozmiaru pary zasad znacznika rozdzielczosci.

95% CI

rozxitllt(: i:)éci N Minimum | Maksimum Mediana Srednia s?:::ﬂ::‘i; Dolna Gérna

granica granica
Duzy 20 180,60 180,95 180,77 180,75 0,10 180,71 180,80
Duzy_2 20 181,67 182,02 181,89 181,83 0,10 181,78 181,88
Duzy_3 20 182,75 182,97 182,85 182,86 0,08 182,83 182,90
Duzy_4 20 183,70 184,04 183,88 183,85 0,09 183,80 183,89
Duzy_5 20 184,66 184,99 184,83 184,80 0,09 184,76 184,85
Duzy_6 20 185,73 186,06 185,90 185,88 0,10 185,83 185,93
Duzy_7 20 186,80 187,01 186,91 186,91 0,07 186,88 186,94
Maty 20 84,29 84,71 84,62 84,57 0,13 84,51 84,63
Maty_2 20 85,52 85,95 85,83 85,79 0,13 85,72 85,85
Maty_3 20 86,66 87,14 86,95 86,92 0,13 86,86 86,98
Maty_4 20 87,71 88,15 87,99 87,97 0,13 87,91 88,03
Maty_5 20 88,73 89,18 89,04 89,02 0,12 88,96 89,07
Maty_6 20 89,96 90,40 90,25 90,21 0,13 90,15 90,27
Maty_7 20 91,06 91,55 91,39 91,34 0,13 91,28 91,41
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12.3 Granica pustego miejsca

Przeprowadzono badanie granicy $lepej préby, aby potwierdzi¢, ze $lepa proba (w tym badaniu prébka MSS) nie daje
pozytywnych wynikéw MSI-H. W badaniu przetestowano cztery znane probki MSS z trzech serii zestawéw amplifikacyjnych,
dwaoch operatoréw i 60 replik kazdej prébki MSS — tacznie 1440 wynikéw testow.

Wszystkie testy (1440/1440; 100%) doprowadzity do ostatecznych wynikéw interpretacyjnych MSS. 1440 wynikéw testow
odpowiada 7200 oznaczeniom alleli locus mononukleotydéw. W przypadku loci mononukleotydowych 99,99% (7199/7200)
wynikéw okreslajacych stabilno$¢ markera brzmiato ,stabilne”. Odnotowano pojedynczy przypadek, w ktérym locus NR-21
nazwano niestabilnym. Pojedynczy niestabilny locus skutkuje ostatecznym wynikiem interpretacyjnym MSS; pojedynczy
niestabilny locus nie ma wptywu na koricowy wynik testu. Podsumowujac, system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis
System zapewnia wyniki MSS, kt6re sg wysoce powtarzalne i nie sg zalezne od partii ani operatora.

12.4 Granica wykrywalnosci

Czutos¢ analityczng systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System okreslono, wykorzystujac wyekstrahowane
DNA wyizolowane z sze$ciu prébek guzéw MSI-H i dopasowanych prébek zdrowych, a takze serie miareczkowan
kontrolnego DNA 2800M Control DNA. Kontrolne DNA 2800M Control DNA traktowano jako probke MSS. Aby uzyskac¢ 20%
zawartosci guza (minimalna wymagana zawartos$¢ guza), prébki guza zmieszano z dopasowanymi prébkami normalnymi,
w razie potrzeby. Probki MSI-H i probki MSS testowano przy stezeniu DNA wynoszacym 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 i 2,5 ng na reakcje
amplifikacji, w 20 powtdrzeniach dla kazdej prébki i ilo$ci DNA (pie¢ przypadkéw MSI-H x 20 powtérzeri). Aby ocenié
wplyw zawartosci guza na granice wykrywalno$ci (LOD), jedna prébke guza potgczono z odpowiadajaca jej probka
zdrowa, aby symulowa¢ zawarto$¢ guza wynoszacg 5%, 10%, 15% i 20%.

Dwach operatoréw amplifikowato cztery repliki kazdej prébki DNA, uzywajac po dwie partie odczynnikéw z zestawu
amplifikacji OncoMate® MSI Dx Analysis System przez pie¢ dni. Do okre$lenia warto$ci LOD konieczna byta dodatkowa
ilo$¢ przetestowanego DNA, poniewaz nie stwierdzono nieprawidtowosci w ilo$ci przetestowanego DNA. Przygotowano
nowa serie rozcienczen prébek do testowania przy stezeniu 0,1 ng na reakcje, uzywajac prébek zawierajacych 20% guza,
a takze prébki zawierajacej 2,5% guza.

Podsumowanie wynikdw interpretacyjnych dla przypadkéw MSI-H przedstawiono w tabeli 12, dla przypadkéw MSS -
w tabeli 13, a dla zawartosci guza - w tabeli 14. W tabeli 15 wymieniono najnizsze stezenia DNA, dla ktérych wynik byt
w 100% dodatni, dla kazdej grupy prébek.

Warto$¢ LOD dla systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System zostata okreslona w dwéch wymiarach:

1) catkowitej ilosci DNA wej$ciowego uzytego do badania oraz 2) frakcji DNA guza obecnej w probce. Warto$¢ LOD dla
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System zostata ustalona na poziomie 0,5 ng DNA wejsciowego przy 100%
(200/200) dodatniosci przy uzyciu minimalnej zawartosci 20% guza. Potaczona analiza partii wykazata 99,5% (199/200)
wynikéw pozytywnych przy stezeniu DNA wynoszacym 0,2 ng. Przy 0,2 ng DNA uzyskano nieprawidtowy wynik testu dla
jednego z dwudziestu powtérzen dla tego przypadku prébki z pojedyncza partig odczynnika (tabela 12) z powodu stabego
sygnatu. Warto$¢ LOD dla systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System zostata ustalona na poziomie 5%
zawartosci guza przy 100% (40/40) dodatnim wyniku przy uzyciu zalecanej ilosci 1 ng DNA i prébek, w ktérych zawartosc¢
guza zostata dostosowana przez zmieszanie z DNA wyekstrahowanym z dopasowanej zdrowej tkanki.
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Tabela 12. Czestotliwos¢ wynikow interpretacyjnych z zestawu rozciericzonych prébek MSI-H do badania
wprowadzania DNA, wedtug partii odczynnika.

Partia wedtug ostatecznej objetosci Interpretacja wynikow OncoMate® Lacznie
wejéciowej DNA (ng) MSI-H Nieprawidtowy

0,1 20 80 100

0,2 99 1 100

0,5 100 0 100

Partia 1

1,0 100 0 100

2,0 100 0 100

2,5 100 0 100

0,1 24 76 100

0,2 100 0 100

. 0,5 100 0 100

Partia 2

1,0 100 0 100

2,0 100 0 100

2,5 100 0 100

0,1 44 156 200

0,2 199 1 200

) 0,5 200 0 200

Wszystkie

1,0 200 0 200

2,0 200 0 200

2,5 200 0 200

'Jeden nieprawidtowy ze wzgledu na wykryta niska wysoko$¢ piku allelu.
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Tabela 13. Czestotliwos¢ wynikow interpretacyjnych z zestawu rozciericzonych prébek MSS do badania
wprowadzania DNA, wedtug partii odczynnika.

Partia wedtug ostatecznej objetosci Interpretacja wynikow OncoMate® Lacznie
wejéciowej DNA (ng) MSS Nieprawidtowy
0,1 0 20 20
0,2 20 0 20
0,5 20 0 20
Partia 1
1,0 20 0 20
2,0 20 0 20
2,5 20 0 20
0,1 0 20 20
0,2 20 0 20
0,5 20 0 20
Partia 2
1,0 20 0 20
2,0 20 0 20
2,5 20 0 20
0,1 0 40 40
0.2 40 0 40
. 0,5 40 0 40
Wszystkie
1,0 40 0 40
2,0 40 0 40
2,5 40 0 40
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Tabela 14. Czestotliwos¢ wynikow interpretacyjnych z zestawu mieszanych prébek MSI-H do badania stezenia guza,
wedtug partii odczynnika.

Interpretacja wynikow OncoMate®
Partia wedtug zawartosci guza (%) Lacznie
MSI-H MSS
2,5 0 20 20
5 20 0 20
Partia 1 10 20 0 20
15 20 0 20
20 20 0 20
2,5 0 20 20
5 20 0 20
Partia 2 10 20 0 20
15 20 0 20
20 20 0 20
2,5 0 40 40
5 40 0 40
Wszystkie 10 40 0 40
15 40 0 40
20 40 0 40
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Tabela 15. Najnizszy poziom wejsciowy DNA dla 100% wyniku dodatniego (Hi = 1,00)" dla badania wartosci LOD
wejsciowego DNA dla kazdej grupy probek.

Najnizsza objeto$¢ wejsciowa DNA (ng)
Grupa probek Zestaw probek
Partia 1 Partia 2
CRC-066 0,2 0,2
CRC-079 0,2 0,2
CRC-081 RozciefAczone MSI-H 0,2 0,2
CRC-084 0,2 0,2
CRC-213 0,52 0,2
2800M Rozciericzone MSS 0,2 0,2

'Warto$¢ LOD ustalono na podstawie najnizszego poziomu wejsciowego, ktéry osiggnat 100% dodatniosci, Hi = 1,00. ,Dodatni”
odpowiadat prawidtowemu wynikowi interpretacii.

% gczna analiza partii wskazuje na 99,5% (199/200) wynikéw dodatnich przy stezeniu DNA wynoszacym 0,2 ng (patrz tabela 12).
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12.5 Specyficznos¢ analityczna

Pary starteréw dla siedmiu markeréw systemu analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System sprawdzono pod katem
specyficznosci docelowej przy uzyciu publicznie dostepnego narzedzia wyszukiwania Primer BLAST na stronie internetowej
amerykariskiego Narodowego Centrum Informacii Biotechnologicznej (https:/nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/,
dostep 01.14.2020). Startery wykazujg 100% identycznosci z zamierzonymi celami, a wyniki testu Primer BLAST pozwalaja
przewidzie¢ specyficzng amplifikacje celu.

Badanie specyficzno$ci analitycznej ocenito specyficznos$¢ starteréw systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis
System i wykazato kompatybilno$é systemu z réznymi modelami termocykleréw.

Powtérzenia kontrolne DNA 2800M Control DNA traktowano jako probki MSS. Prébki amplifikowano przy uzyciu zestawu
do amplifikacji OncoMate® MSI Dx Analysis System, stosujac 1 ng, 2 ng lub 4 ng DNA w kazdym z trzech réznych modeli
termocykleréw. Termocyklery (Applied Biosystems Veriti® 96-Well Thermal Cycler, Eppendorf MasterCycler® Nexus SX1
Thermal Cycler i BioRad C1000 Touch™ Thermal Cycler) spetniajg nastepujace wymagania dotyczace wydajnosci:

Maksymalna szybko$¢ zmiany temperatury blokéw: od 3,9°C/sekunde do 5°C/sekunde
Doktadno$¢ temperatury: £0,25°C (przy = 90°C)

Jednorodnos$¢ rozktadu temperatury: < 0,5°C (przy = 90°C)

Ogrzewana pokrywa umozliwiajaca osiagniecie temperatury w zakresie 103-105°C

W przypadku wszystkich prébek stwierdzono 100% zgodno$ci (36/36) pomiedzy oczekiwanym a obserwowanym
odczytem MSS. Nie zaobserwowano zadnych artefaktéw, ktére mogtyby zaktéci¢ zdolno$¢ systemu do dostarczania
oczekiwanych wynikdw interpretacyjnych podczas uzywania réznych termocykleréw.

12.6 Substancje zakiécajace

Przeprowadzono badanie majace na celu ustalenie potencjalnego wptywu substancji zaktocajgcych na wydajnos¢
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System, w szczegélnosci soli chaotropowych, alkoholu, czasu dziatania
proteinazy K, tkanki martwiczej, hemoglobiny, tréjglicerydéw i mucyny. DNA zostato wyekstrahowane z prébek lokdw
(tkanka 0,1-2 mm?). Dla kazdej probki wykonano dwie ekstrakcje DNA w kazdych warunkach testowych, wykorzystujac
aparat Maxwell® CSC Instrument i zestaw Maxwell® CSC DNA FFPE Kit.

W pierwszej serii eksperyment6w lizaty z czterech prébek guzéw i odpowiadajacych im prébek zdrowych przed ekstrakcja
DNA wzbogacono hemoglobing (stezenie koricowe 2 mg/ml), tréjglicerydami (stezenie koricowe 37 mM) lub mucyna
(stezenie koricowe 1 mg/ml). Po przeprowadzeniu analizy za pomocg systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis
System wszystkie prébki daty oczekiwany wynik.

Cztery prébki guza i odpowiadajace im prébki normalne (dwa powtdrzenia na probke, tacznie 16 ekstrakeji) inkubowano
w temperaturze 56°C w obecnosci proteinazy K przez 20 minut, 30 minut (zalecane warunki) lub 40 minut przed
oczyszczeniem. Wszystkie probki daty oczekiwany wynik.

Przebadano dwanascie prébek guzow z tkanka martwiczg w zakresie od 0% do okoto 75% oraz odpowiadajace im probki
zdrowe. Wszystkie probki daty oczekiwany wynik.

Aby oceni¢ wptyw potencjalnego przenoszenia alkoholu lub soli guanidyny z procesu oczyszczania DNA, do alikwot
wyekstrahowanego DNA z probek guza i dopasowanych prébek zdrowych o réznym stopniu martwicy tkanek (od 0% do
okoto 75%) dodano etanol (5% stezenia koricowego), chlorowodorek guanidyny (50 pM stezenia koricowego) lub wode
przed amplifikacjg i analizg. Wszystkie probki daty oczekiwany wynik.
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Podsumowujac, system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System nie wykazat statystycznie istotnego wptywu
na wydajnos¢ testu substancji zaktécajacych, w szczegdlnosci soli chaotropowych (50 uM chlorowodorku guanidyny),
etanolu (5%), tkanki martwiczej (0-75%), hemoglobiny (2 mg/ml), triglicerydéw (37 mM) i mucyny (1 mg/ml) ani czasu
trawienia proteinaza K [20, 30 (standard) lub 40 minut] badanych w tym badaniu (tabela 16).

Tabela 16. System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System - leczenie probek na podstawie wynikow interpretacyjnych.

Interpretacja wynikow’
Lacznie

MSI-H MSS
Leczenie prébek N % N % N %
20 minut w temperaturze 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
30 minut w temperaturze 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
40 minut w temperaturze 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
Wzrost zawartosci etanolu 8 50,0 8 50,0 16 100
Wzrost zawartosci guanidyny 8 50,0 8 50,0 16 100
Hemoglobina 4 50,0 4 50,0 8 100
Mucyna 4 50,0 4 50,0 8 100
Martwica 14 58,3 10 41,7 24 100
Triglicerydy 4 50,0 4 50,0 8 100
Wzrost zawartosci wody 8 50,0 8 50,0 16 100
Lacznie 62 51,7 58 48,3 120 100

"Wszystkie prébki daty oczekiwany wynik (MSS lub MSI-H) w eksperymentach z substancjami zaktdcajgcymi.

12.7 Zanieczyszczenie krzyzowe

Zanieczyszczenie krzyzowe migdzy prébkami w systemie do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System zostato ocenione
przy uzyciu wyekstrahowanego DNA z prébki MSI-H i probki MSS, obejmujacej zaréwno guz, jak i odpowiadajgca mu
probke zdrowa. Prébki i odczynniki do préb kontrolnych rozmieszczono na ptytkach 96-dotkowych w formie siatki. W tym
uktadzie ptytek amplifikacje, elektroforeze kapilarng i analize wykonywano codziennie przez tacznie 10 dni. Oczekiwane
wyniki obejmowaty MSI-H, MSS i nieprawidtowe wyniki testow. Oczekiwano nieprawidtowego wyniku testu dla
odczynnikéw pustych. Wynikéw nie usredniono, a wszelkie zaohserwowane przeniesienia zostaty zgtoszone.

W przypadku 470 przeanalizowanych prébek zaobserwowano 100% zgodnosci pomiedzy zaobserwowanymi wynikami
interpretacyjnymi a oczekiwanymi wynikami, nie zaobserwowano tez zadnych zaktdcen w interpretacji danych. Badanie
wykazato, ze system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System nie jest podatny na krzyZzowe zanieczyszczenie
miedzy prébkami.
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12.8 Odtwarzalnosé

Doktadnosé i powtarzalno$¢ systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System oceniano w r6znych os$rodkach,

u réznych operatoréw, przy réznych przebiegach, dniach, powtérzeniach i partiach zestaw6w testowych. Dane oceniono
pod katem powtarzalno$ci i precyzji miedzy osrodkami, miedzy operatorami, miedzy seriami, miedzy dniami, w ramach
serii i miedzy partiami.

Panel testowy sktadat sie z siedmiu prébek CRC (cztery przypadki MSI-H i trzy przypadki MSS), ujemnej kontroli
amplifikacji (Water, Amplification Grade) i dodatniej kontroli amplifikacji (kontrolne DNA 2800M Control DNA). Dwie probki
MSI-H dostosowano do 20% obcigzenia guzem (minimalna zawarto$¢ guza) poprzez zmieszanie DNA wyekstrahowanego
z prébki guza z dopasowanym normalnym DNA. Prébki zostaty zaslepione i przekazane operatorom w kazdym z miejsc
testowych. Panel probek zostat przebadany przez dwdch operatoréw znajdujacych sie w kazdym z trzech osrodkéw,

przy uzyciu trzech aparatéw (po jednym w kazdym osrodku). Na trzy osrodki testowe ztozyly sie dwa osrodki zewnetrzne

i jeden osrodek wewnetrzny. Przebadano dwie repliki kazdej prdbki, stosujac trzy partie odczynnikéw, wykonujac dwa
przebiegi dziennie przez trzy nienastepujace po sobie dni.

Obliczono czestosci bezwzgledne i wzgledne wynikéw interpretacyjnych wedtug osrodka, operatora, dnia, partii
i powtorzenia, a dane przedstawiono w tabeli 17.

Dodatnie zgodnosci procentowe (PPA) dla MSI-H i ujemne zgodnosci procentowe (NPA) dla wynikdw interpretacyjnych
MSS w poréwnaniu z oczekiwanymi wynikami (tabela 18) byty powtarzalne dla danego osrodka, operatora, dnia, partii,
przebiegu i powtdrzenia. Wskazniki PPA dla lokalizacji, operatora, dnia, partii, przebiegu i powtérzenia miescity sie

w zakresie 95,2-100%, a wskazniki NPA wyniosty 100%, co dowodzi powtarzalnos$ci kazdego testowanego czynnika.
Catkowita powtarzalnosc dla PPA (95% CI) i NPA (95% Cl) wyniosta odpowiednio 98,6% (96,4-99,6%) i 100% (98,3-100%).

Wszystkie probki byty w 100% zgodne i powtarzalne z oczekiwanymi wynikami w odniesieniu do wszystkich czynnikéw,
z wyjatkiem jednej probki MSI-H, dla ktérej zgodnos$¢é wyniosta 93,8% (60/64). W tej probce zawarto$¢ guza wynosita co
najmniej 20%. Osiem z 72 oczekiwanych wynikéw dla tej prébki nie zostato uwzglednionych w analizie, gdyz nie daty one
wiarygodnych wynikéw z powodu stabego sygnatu.

Podsumowujac, badanie to wykazato, ze system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System oraz odczynniki sg
powtarzalne w réznych osrodkach, u réznych operatoréw, dni, partii, przebiegéw i powtdrzen.
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Tabela 17. Czestotliwosci bezwzgledne i wzgledne dla wynikéw interpretacyjnych wedlug stanowiska, operatora, dnia,
przebiegu, partii i powtérzenia.

Wynik odniesienia
MSI-H MSS
Catkowite Catkowite
Wynik MSI-H MSS tacznie MSI-H MSS Lacznie analizo.w.ane oczeki\-n?ne

interpretacyjny wyniki wyniki

N % N % N % N % N % N % N N

1 96 100 0 0 96 100 0 0 70 100 70 100 166 168

0srodek 2 86 97,7 2 23 88 100 0 0 72 100 72 100 160 168
3 94 97,9 2 2,1 96 100 0 0 72 100 72 100 168 168

1 48 100 0 0 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84

2 48 100 0 0 48 100 0 0 34 100 34 100 82 84

3 40 95,2 2 48 42 100 0 0 36 100 36 100 78 84

Operator

4 46 100 0 0 46 100 0 0 36 100 36 100 82 84

5 48 100 0 0 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84

6 46 95,8 2 4,2 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84

1 90 95,7 4 43 94 100 0 0 70 100 70 100 164 168

Dziefi 2 92 100 0 0 92 100 0 0 72 100 72 100 164 168
3 94 100 0 0 94 100 0 0 72 100 72 100 166 168

1 94 97,9 2 2,1 95 100 0 0 72 100 72 100 168 168

Partia 2 92 97,9 2 2,1 95 100 0 0 70 100 70 100 164 168
3 90 100 0 0 90 100 0 0 72 100 72 100 162 168

Powtarzal- | ! 138 | 98,6 2 14 140 100 0 0 107 100 107 100 247 252
nos¢ 2 138 | 986 2 14 140 100 0 0 107 100 107 100 247 252
tacznie 276 | 98,6 4 14 280 100 0 0 214 100 214 100 494 504
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Tabela 18. Podsumowanie PPA i NPA dla wyniku interpretacyjnego w poréwnaniu z wynikiem odniesienia.

PPA NPA
inter‘;':vryer:;l::yjny Obserwowany/oczekiwany MSI-H Obserwowany/oczekiwany MSS
% (liczba/n) 95% ClI % (liczba/n) 95% ClI
1 100% (96/96) [96,2; 100] 100% (70/70) [94,9; 100]
Osrodek 2 97,7% (86/88) [92,0;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
3 97,9% (94/96) [92,7;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
1 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
2 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (34/34) [89,7; 100]
3 95,2% (40/42) [83,8; 99,4] 100% (36/36) [90,3; 100]
Operator 4 100% (46/46) [92,3; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
5 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
6 95,8% (46/48) [85,7;99,5] 100% (36/36) [90,3; 100]
1 95,7% (90/94) [89,5; 98,8] 100% (70/70) [94,9; 100]
Dzien 2 100% (92/92) [96,1; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
3 100% (94/94) [96,2; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
1 97,9% (94/96) [92,7;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
Partia 2 97,9% (92/94) [92,5;99,7] 100% (70/70) [94,9; 100]
3 100% (90/90) [96,0; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
) A | 98,6%(138/140) [94,9; 99,8] 100% (108/108) [96,6; 100]
Przebieg B 98,6% (138/140) [94,9; 99,8] 100% (106/106) [96,6; 100]
1 98,6% (138/140) [94,9; 99,8] 100% (107/107) [96,6; 100]
Powtarzalno$¢
2 98,6% (138/140) [94,9; 99,8] 100% (107/107) [96,6; 100]
Lacznie 98,6% (276/280) [96,4; 99,6] 100% (214/214) [98,3; 100]
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12.9 Ocena zgodnosci miedzy metodami analizy danych

Przeprowadzono badanie zgodnosci w celu poréwnania metody analizy danych MSI opisanej w instrukcji technicznej systemu
do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System nr TM595 przeznaczonym do uzytku w Europie z oprogramowaniem
stosowanym w badaniach analitycznych i klinicznych systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Dopasowane probki DNA guza i zdrowia pochodzace od 84 pacjentow z rakiem jelita grubego poddano analizie przy uzyciu
systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Surowe pliki danych wygenerowane przy uzyciu analizatora
genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer zostaly przeanalizowane i zinterpretowane pod katem statusu
MSI przy uzyciu obu metod analizy, zgodnie z procedurami opisanymi w odpowiednich instrukcjach. Na podstawie tych
wynikéw dokonano ilo$ciowej oceny zgodnosci interpretacyjnej pomiedzy metodami poprzez obliczenie dodatniej zgodnosci
procentowej (PPA), ujemnej zgodnosci procentowej (NPA) i ogéinej zgodnosci procentowej (OPA). Przyjeto kryterium
akceptacji OPA > 95%.

Wykazano, ze obie metody analizy danych sg réwnowazne, a ogélna zgodnosé procentowa wyniosta 100%. Wyniki
interpretacyjne MSI wygenerowane zgodnie z instrukcjami podanymi w instrukcji technicznej systemu do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System nr TM595 sg réwnowazne wynikom wygenerowanym przy uzyciu oprogramowania 0 ograniczonej
dystrybucji, stosowanego w badaniach analitycznych i klinicznych. Tabele 19 i 20 podsumowuja wyniki zgodnosci

i porozumienia. Wyniki te wygenerowano przy uzyciu metody analizy opisanej w instrukcji technicznej systemu do analizy
OncoMate® MSI Dx Analysis System nr TM595, a nie przy uzyciu oprogramowania o ograniczonej dystrybucji, stosowanego
w badaniach analitycznych i klinicznych.

Tabela 19. Ocena zgodnosci wynikéw MSI.

Oprogramowanie interpretacyjne
o0 ograniczonej dystrybuciji

MSI-H MSS Nieprawidlowy  tacznie

MSI-H 43 0 0 43
GeneMapper® 5.0* MSS 0 41 0 41
Nieprawidtowy 0 0 0 0

Lacznie 43 4 0

* Analiza danych wykonana zgodnie z opisem w instrukcji technicznej systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System nr TM595

Tabela 20. Ocena zgodnosci wynikow MSI przy uzyciu GeneMapper® 5.0 lub oprogramowania o ograniczonej dystrybuciji.

Szacunek Dolna granica = 95% Cl Gorna granica 2 95% CI
PPA 100% 91,8% 100%
NPA 100% 91,4% 100%
OPA 100% 95,6% 100%

Dodatnia zgodnos¢ procentowa (PPA), ujemna zgodnosé procentowa (NPA) i ogéina zgodnosé procentowa (OPA).
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13.  Wydajnos¢ kliniczna

Gtéwnym celem oceny skuteczno$ci klinicznej byto wykazanie skutecznosci systemu do analizy OncoMate® MSI Dx
Analysis System w identyfikowaniu niestabilnosci mikrosatelitarnej w warunkach klinicznych w poréwnaniu z inng
najnowoczes$niejszg metoda. Przeprowadzono poréwnanie metod systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System
i panelu VENTANA™ MMR IHC Panel, ktéry stuzy do barwienia w celu wykrycia obecnosci lub braku biatek naprawiajgcych
niezgodnos$ci DNA.

Badanie przeprowadzono, testujgc kolejng serie prébek pobranych od pacjentéw z rakiem jelita grubego, wzbogacong

o drugi zestaw probek podejrzewanych o zespét Lyncha, dla tacznie 146 przypadkéw. Dopasowane prébki DNA
normalnego i nowotworowego pochodzace od 146 przypadkéw raka jelita grubego (CRC) o nieznanym statusie MSI
zostaly zrandomizowane, a nastepnie przeanalizowane za pomocg systemu analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System.
Prébki lokéw, uzyskane z blokéw tkankowych FFPE, dostarczono do zewnetrznego laboratorium w celu wykonania badan
immunohistochemicznych. Wykonano immunohistochemie wszystkich 146 probek guza w celu okreslenia ekspres;ji biatka
genéw MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 i BRAF przy uzyciu panelu VENTANA™ MMR [HC na dostarczonych probkach zgodnie

z instrukcjg uzytkowania VENTANA™ i standardowymi procedurami operacyjnymi laboratorium.

13.1 System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System w porownaniu z wynikami IHC

Wyniki poréwnania systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System i panelu VENTANA IHC MMR dla 146 prébek
przedstawiono w tabeli 17. £acznie 106 probek oceniono jako MSS przy uzyciu systemu do analizy OncoMate® MSI Dx
Analysis System oraz MMR Intact dla wszystkich czterech biatek MMR przy uzyciu panelu VENTANA IHC MMR Panel.

W trzydziestu siedmiu prébkach stwierdzono utrate barwienia IHC dla co najmniej jednego z czterech bhiatek MMR (dMMR).
Sposrod tych 37 probek 36 zostato ocenionych przez system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System jako MSI-H.
Podejrzenie, ze dwadziescia trzy probki sg wynikiem zespotu Lyncha, wysunieto na podstawie IHC (utrata ekspresji biatka
MMRi dzikiego typu BRAF) i MSI-H za pomoca systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System. Trzynas$cie probek
zostato poddanych analizie MSI-H za pomoca systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System i wykazato utrate
ekspres;ji biatka MLH1 i PMS2. Prébki te wykazaty mutacje BRAF V600E, co jest zgodne z mutacjg sporadyczng. Jedna
probka byta MSS, ale wykazywata utrate zardwno MLHT1, jak i PMS2 bez dowoddw mutacji BRAF V600E.

Trzy probki zostaty ocenione jako MSI-H przez system do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System, ale w przypadku
wszystkich czterech biatek MMR uzyskano wynik nienaruszony w barwieniu IHC. W literaturze podaje sie, ze odsetek
nienaruszonego statusu IHC szczepionki MMR i MSI-H wynosi 5-10% (16). Mozna przypuszczad, ze jest to spowodowane
dysfunkcja biatka MMR, ktére nadal zachowuje miejsca wigzania epitopu (tj. zachowuje reaktywno$é krzyzowg

z przeciwciatem). Zebrane w niniejszym badaniu wyniki pokrywaja sie z wynikami przedstawionymi w literaturze (16).
Dane podsumowano w tabelach 21 i 22.

Dodatnia zgodno$¢ procentowa (PPA) wyniosta 97,3%, ujemna zgodno$¢ procentowa (NPA) 97,2%, a ogdlna zgodno$é
procentowa (OPA) wyniosta 97,3% dla obu metod. System do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System skutecznie
zidentyfikowat guzy z niedoborem MMR i wykazat wysoka zgodnos¢ z panelem VENTANA MMR IHC Panel.
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Tabela 21. Porownanie systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System z IHC (MMR: Utracony/Nienaruszony).
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. IHC
System do analizy tacznie
OncoMate® Utracony MMR Nienaruszony MMR
MSI Dx Analysis System N % N % N %
MSI-H 36 97,3 3 28 39 26,7
MSS 1 2,7 106 97,2 107 733
tacznie 37 100 109 100 146 100

Tabela 22. Poréwnanie systemu do analizy OncoMate® MSI Dx Analysis System z IHC (MMR: Utracony/Nienaruszony):

Pomiary wynikajace z umowy.

System do analizy OncoMate®
MSI Dx Analysis System Szacunek Dolne 95% CI Gorne 95% Cl
w poréwnaniu z IHC
PPA 97,3 86,2 99,5
NPA 97,2 92,2 99,1
OPA 97,3 93,2 98,9

14 Podsumowanie zmian

A

Edytowano cze$¢ 10, Bibliografia.

Zaktualizowano w celu zapewnienia zgodnosci z IVDR.

Zaktualizowano symbol upowaznionego przedstawiciela.

Zmieniono oktadke i zaktualizowano czcionke dokumentu.

Zastagpiono symbol znaku towarowego zarejestrowanym znakiem towarowym dla OncoMate.
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@Amerykanska publikacja patentowa Nr 7,749,706 i 7,902,343

®Amerykariska publikacja patentowa nr 9,139,868, europejska publikacja patentowa Nr 2972229 oraz inne zgtoszone wnioski patentowe.
©Barwniki TMR-ET, CXR-ET i WEN to produkty chronione patentem.

©2019-2026 Promega Corporation. Wszelkie prawa zastrzezone.

GoTag, Maxwell, OncoMate i QuantiFluor to zastrzezone znaki towarowe firmy Promega Corporation.

Applied Biosystems, GeneMapper i Veriti to zastrzezone znaki towarowe firmy Applied Biosystems. C1000 Touch jest znakiem towarowym firmy Bio-Rad
Laboratories, Inc. MasterCycler jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Eppendorf. Hi-Di jest znakiem towarowym firmy Applera Corporation. MicroAmp
i POP-7 to zastrzezone znaki towarowe firmy Thermo Fisher Scientific.

Produkty moga by¢ przedmiotem zgtoszonych badz przyznanych patentéw lub moga podlegaé pewnym ograniczeniom. Wiecej informacji mozna znalez¢ na
naszej stronie internetowej. Wszystkie ceny i dane techniczne moga ulec zmianie bez wczesniejszego powiadomienia.

Oswiadczenia dotyczace produktow mogg ulec zmianie. Aby uzyskac aktualne informacje na temat produktéw firmy Promega, nalezy skontaktowac sie z dziatem
Promega Technical Services lub zapozna¢ sie z katalogiem produktéw firmy Promega dostepnym w Internecie.
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