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1. Wprowadzenie

1.1 Informacje ogélne 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,
rozwiazywaniu probleméw itp. System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System to posiadajacy oznakowanie CE
wyréb medyczny do diagnostyki in vitro (IVD), w ktérym oznaczenie fluorescencyjne oparte na reakeji faincuchowej
polimerazy (PCR) wykorzystuje sie w ramach szerzej rozumianych procedur laboratoryjnych (rysunek 1) w celu
przeanalizowania prébek tkanek utrwalonych w parafinie (FFPE) pod katem niestabilnoéci mikrosatelitarnej (MSI).

[:Iﬂ 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).
Sposdb obstugi standardu matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard opisano w instrukeji technicznej standardu
matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard nr TM597.

Pelna procedura, w ramach ktorej wykorzystuje sie system do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System, polega na
ekstrakeji DNA z probki tkanki utrwalonej w parafinie (FFPE), oznaczeniu ilo$ciowym 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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N -1
Izolowanie DNA.

=)
Oznaczanie iloSciowe DNA.

Odczynniki, aparaty do fluorescencyjnej analizy iloSciowej DNA lub jedno i drugie
(patrz czes$¢ 1.7)

Amplifikacja DNA.
System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System (nr kat. MD3140, TM595)
Termocykler zdolny do zmiany temperatury z szybkoscia 3,9—5°C/sekunde

‘

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

¢

Rozdzielanie i wykrywanie.
Analizator genetyczny Applied Biosystem® 3500 Dx Genetic Analyzer
lub poréwnywalny aparat do elektroforezy kapilarnej

¢

Analiza i interpretacja danych.
Oprogramowanie do analizy fragmentow

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

1.2 Nazwa produktu

OncoMate™ MSI Dx Analysis System

nr kat. MD3140, 100 reakeji
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 — laficuch dwuniciowy DNA

ESMO — Europejskie Towarzystwo Onkologii Medycznej
FFPE — tkanka utrwalona w parafinie

HNPCC — dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci
ICI — 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 sa niestabilne
PCR — reakcja fancuchowa polimerazy

RFU — wzgledne jednostki fluorescencji

QC — kontrola jako$ci

NA — nie dotyczy

Allel: jedna z dwdch lub wiekszej liczby postaci markera DNA (np. rézniacych sie dlugoécia)

Przeciek: artefakt elektroforezy kapilarnej rejestrowany, gdy piki z jednego kanatu barwnika zostaja 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 ré6znig sie

Homozygotyczny: oba allele markera DNA maja te samg postaé

Powtérzenie mononukleotydow: struktura DNA, w ktérej ta sama zasada nukleotydowa jest powtérzona

Quasi-monomorficzny: marker DNA, w przypadku ktérego wiekszo$¢ osobnikéw jest homozygotyczna pod wzgledem
tego samego powszechnie wystepujacego allelu
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Stabilny: nie stwierdzono zmiany wielkoSci allelu wskazujacej na niezgodno$¢ 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, ktére sa krétsze lub dluzsze niz

prawdziwy pik allelu

Niestabilny: stwierdzono zmiane wielkosci allelu wskazujaca na niezgodnos¢ deficytu naprawczego

1.4 Objasnienie stosowanych symboli

Symbol Objasnienie Symbol Objasnienie
Wyréb medyczny do Autoryzowany
IVD diagnostyki in vitro EC[REP przedstawiciel
—10°C Przechowywaé w N
temperaturze od -30°C Wytworca
-30°C do-10°C 255302:!' HEou(o;wARu
Madison, WI USA'
c € Conformité Européenne @ Srodek draznigcy
REF Numer katalogowy LOT Numer serii
Zawiera ilo§¢
L . t jaca d
Nie uzywac¢ ponownie wystarezajaca co
N przeprowadzenia <n>
badan
\\://
Data waznosci //|Y Chronié przed $wiatlem
e~
a
Sprawdz w instrukeji
uzytkowania
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1.5 Przeznaczenie

OncoMate™ MSI Dx Analysis System to oparty na reakeji PCR test do wymiarowania fragmentéw DNA w celu
okreslenia statusu niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI) oczyszczonego DNA wyekstrahowanego z utrwalonych
w parafinie (FFPE) prébek ludzkich tkanek guzéw litych.

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

w parafinie prébek tkanek guza i zdrowych tkanek pobranych od tego samego pacjenta. W tym celu przeprowadza sie
amplifikacje marker6w mikrosatelitarnych DNA metodg reakeji lanicuchowej polimerazy (PCR), po czym
zamplifikowane markery sa rozdzielane wedlug wielko$ci przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej. Status MSI
okresla sie, poréwnujac profile alleliczne. Wydtuzenie lub skrdocenie repetytywnych sekwencji w DNA komorki
nowotworowej w poréwnaniu do DNA zdrowej komoérki pobranej od tego samego pacjenta oznacza MSI. Aby uzyskac¢
prawidlowe wyniki, zdrowa tkanka i tkanka guza pobrane od tego samego pacjenta musza by¢ badane w tym samym
czasie, a dane dotyczace obu prébek musza by¢ dostepne do poréwnania.

System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System nie jest przeznaczony do diagnozowania konkretnych chorob.
System ten jest przeznaczony do uzycia w przypadku pacjentow, u ktorych juz zdiagnozowano raka, a ktérzy moga
skorzystaé z dodatkowych badan genetycznych. Wyniki badan przeprowadzonych przy uzyciu niniejszego wyrobu
musza byé interpretowane przez pracownikow stuzby zdrowia z uwzglednieniem innych danych klinicznych, wywiadu
rodzinnego i danych laboratoryjnych. Produkt jest przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.
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1.6 Podstawowe informacje

Mikrosatelity to krétkie repetytywne sekwencje DNA skladajace sie z powtarzajacych sie jednostek o dtugosci od
jednego do szeéciu nukleotydéw [np. (A) , (CA), , (AAAAG) ]. Sekwencje mikrosatelitarne sg rozmieszczone w réznych
miejscach w obrebie ludzkiego genomu i wykazuja tendencje do bledéw insercji i delecji podezas replikacji DNA.
Zazwyczaj takie bledy sa naprawiane przez mechanizm naprawy blednie sparowanych zasad (MMR) komorkowego
DNA. MSI obserwuje sie w przypadku niezgodnosci deficytu naprawczego, gdy bledy replikacji DNA nie zostaja
naprawione. Wowczas allele mikrosatelitarne w probkach tkanek z niezgodnoscia deficytu naprawczego i probkach
zdrowych tkanek maja rézna dtugosé (Bacher, 2004; Boland, 2010; Ionov, 1993; Umar, 2004; Wang, 2017).
Mikrosatelitami, ktore najczesciej wykazuja niestabilno$¢, sa powtérzenia mononukleotydéw (Bacher, 2004; Ionov,
1993). Za niestabilno$¢ mikrosatelitarnag moze odpowiada¢ 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 funkeji komérkowych, a w konsekwencji do rozwoju raka
(Boland, 2010; Le, 2015; Timmermann, 2010).

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna jest silnie skorelowana z zespolem Lyncha. Zesp6t Lyncha to zaburzenie dziedziczone
autosomalnie dominujaco, wywolywane przez mutacje linii zarodkowej w dowolnym z czterech gléwnych genéw MMR
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Oznacza predyspozycje do rozwoju raka. Identyfikacja 0sob z zespolem Lyncha
umozliwia wezesne wykrycie raka i interwencje w takim stadium rozwoju choroby, w ktérym latwiej zwiekszy¢ szanse
na przezycie. Na poziomie genomu wadliwy gen MMR skutkuje utrata ekspresji lub funkeji kodowanego biatka MMR.
Niestabilno$¢ mikrosatelitarna wynika z niezgodnosci deficytu naprawezego, a przy uwzglednieniu historii choroby

i wywiadu rodzinnego wskazuje na podatno$é genetyczng. Do czesto wystepujacych nowotworéw powiazanych

z zespotem Lyncha naleza m.in. rak jelita grubego i rak blony Sluzowej trzonu macicy; jednakze zesp6t Lyncha
stwierdzono w przypadku niemal wszystkich rodzajow guzéw litych (Cortes-Ciriano, 2018; Hause, 2016; Latham,
2018). Wiele stowarzyszen onkologii klinicznej, w tym Europejskie Towarzystwo Onkologii Medycznej (ESMO;
Stjepanovic, 2019), Narodowy Program Zwalczania Choréb Nowotworowych (CRC, EC) i Amerykanskie Towarzystwo
Onkologiczne (Sepulveda, 2017; Stoffel, 2015), popiera idee powszechnych badan przesiewowych pacjentéw z rakiem
jelita lub rakiem blony §luzowej trzonu macicy pod katem MSI, aby umozliwi¢ wytypowanie kandydatow do dalszych
badan genetycznych pod katem zespolu Lyncha.

Niedawno niestabilno$é mikrosatelitarna powiazano z odpowiedzig na leki bedace immunologicznymi inhibitorami
punktu kontrolnego (ICI) (Le, 2015; Overman, 2017). Terapie ICI sa ukierunkowane na receptory immunosupresyjne
lub ich ligandy, a przy odpowiednim leczeniu komorki uktadu odporno$ciowego pacjenta skuteczniej zwalczaja raka.
Z uwagi na wadliwe funkcjonowanie MMR w DNA guzy o wysokiej niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI-H) ulegaja
hipermutacji i wytwarzaja wiecej antygenoéw nowotworowych lub nowych epitopow, z ktérych niektére uwaza sie za
immunogenne i wywolujace odpowiedZ immunologiczna na raka (Le, 2017). W efekcie guzy MSI-H s3 czesto
antygeniczne i wykazuja wiekszg infiltracje limfocytowa — w takiej sytuacji istnieje prawdopodobiefnistwo, ze pacjent
odpowie na leczenie ICI. Identyfikacja pacjentéw, ktorzy mogliby skorzystac z tego leczenia, oferuje pracownikom
stuzby zdrowia dodatkowe mozliwosci, a takze stanowi zrédto dodatkowych informacji. MSI zaobserwowano

w przypadku wielu rodzajéw guza (Cortes-Ciriano, 2018; Hause, 2016; Latham, 2018), a odpowiedz na ICI wykazaly
guzy MSI-H pochodzace z wielu réznych pierwotnych ognisk nowotworowych (Le, 2015). Europejskie Towarzystwo
Onkologii Medycznej (ESMO) dostrzegto znaczenie badan pod katem MSI i niezgodnosci deficytu naprawczego dla
wsparcia procesu kwalifikacji pacjentéw do terapii ICI i podsumowalo swoje zalecenia dotyczace badaih MSI
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przeprowadzanych w tym celu (Luchini, 2019, Stjepanovic, 2019). Grupa Robocza ds. Badan Translacyjnych

i Medycyny Precyzyjnej ESMO zaleca przeprowadzanie badai MSI guzéw ze spektrum zespotu Lyncha z uwagi na
potencjalng przydatno$é ICI w leczeniu tych rodzajéw raka. Ponadto zidentyfikowanie zespolu Lyncha moze przyniesé
korzy$é rowniez czlonkom dalszej rodziny. Zaleca sie, aby analiza MSI z wykorzystaniem reakeji PCR oraz analiza
dMMR metoda THC byly przeprowadzane lacznie, poniewaz w przeszloéci odnotowywano wysoki odsetek wynikow
falszywie dodatnich testow opracowanych lokalnie na potrzeby laboratorium. Ponadto komitet zaleca stosowanie paneli
ztozonych z pieciu markeréw powtorzen mononukleotydéw z uwagi na ich wyzsza czuloéé i specyficzno$é w poréwnaniu
do paneli zawierajacych markery powtdrzen dinukleotydow (Luchini, 2019).

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 komérki nowotworowej wzgledem
tych samych regionéw w zdrowych komérkach pacjenta. System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System jest
ukierunkowany na siedem markeréw mikrosatelitarnych: pie¢ markeréw powtdrzen mononukleotydéw (BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24 i MONO-27) i dwa markery powtdrzen pentanukleotydéw (Penta C i Penta D; tabela 1,
rysunek 2). Wymienione markery powtérzen mononukleotydéw analizuje sie w celu okreslenia statusu MSI, a wybrano
je z uwagi na wysoka czulo$¢ i specyficznoéé wzgledem zmian w dtugo$ci powtorzen w prébkach z niezgodnoscia
deficytu naprawczego. W przypadku kazdego z pieciu markeréw powtdrzen mononukleotydéw poréwnuje sie wielkosci
alleli (wyrazane jako liczba par zasad) w probee tkanki guza i probcee zdrowej tkanki, aby wykryé ewentualng obecnosé
nowego allelu wskazujacego 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 probcee zdrowej tkanki
wynosi co najmniej 2,75 bp (3 zasady minus 0,25 pary zasad, aby uwzgledni¢ precyzje wymiarowania metoda
elektroforezy kapilarnej). Probka guza jest uznawana za MSI-H, gdy co najmniej dwa markery zostaja zinterpretowane
jako niestabilne. Probke guza uznaje sie za MSS, gdy mniej niz dwa markery zostaja zinterpretowane jako niestabilne
(Hampel, 2008; Boland, 1998). Cho¢ takie markery sa quasi-monomorficzne (tj. takie, w przypadku ktorych wiekszo$é
osobnikéw jest homozygotyczna pod wzgledem tych samych powszechnie wystepujacych alleli), a zdrowa tkanka zwykle
wykazuje jednakowy rozklad pikéw dla poszezegolnych markeréw mononukleotydowych, zaobserwowano rzadko
wystepujaca heterozygotycznoéé, czyli rozna dlugosé alleli w zdrowej tkance u roznych osobnikéw. Z uwagi na mozliwa
heterozygotyczno$é dane dotyczace probek tkanek guza CRC i odpowiadajacych im prébek zdrowych tkanek musza byé
interpretowane lacznie, aby mozna bylo okresli¢ status MSI guza. Dwa markery powtdrzen pentanukleotydéw analizuje
sie w celu potwierdzenia tozsamoéci probki DNA ze zdrowej tkanki i probki DNA guza, a wybrano je z uwagi na wysoki
poziom polimorfizmu i nizszy stopiefi MSI (Bacher, 2004). Gdy wszystkie allele wykryte w probce zdrowej tkanki sa
obecne réwniez w probcee guza, tozsamosé probek (tj. fakt, ze pochodza od jednego pacjenta) zostaje potwierdzona.
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Tabela 1. Oczekiwane zakresy wielkosci produktéow amplifikacji oraz kanaly detekcji dla markeréw
wchodzacych w sklad 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 Struktura Kanal detekeji Zakres wielkoSci
mononukleotydowe powtorzenia produktéw amplifikacji
BAT-26 Lo Niebieski 0od 83 do 121 bp

NR-21 Ay Zielony od 83 do 108 bp

BAT-25 A Zielony 0d 110 do 132 bp
MONO-27 Ay, Zielony od 134 do 168 bp

NR-24 A, Z6My (wyswietlany jako czarny)  od 103 do 138 bp
Markery Struktura Kanal detekeji Zakres wielko$ci
pentanukleotydowe powtdrzenia produktéw amplifikacji
Penta D AAAGA,_, Niebieski od 123 do 253 bp

Penta C AAAAC, ., Z6ty (wyswietlany jako czarny)  od 140 do 228 bp
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Rysunek 2. Przyklad 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 reakeji 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 jednocze-
sna detekcje wszystkich znakowanych fluorescencyjnie fragmentéw DNA. Panele B—E. Dane mikrosatelitarne

wyS$wietlane wedtug kanalu detekeji dla latwiejszej interpretacji. Panel E przedstawia piki dla fragmentéw standardu
wielkosci Size Standard 500.
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Rysunek 3. Ocena stabilno$ci markeréw mononukleotydowych. W powyzszym przykladzie zaznaczono allele
mikrosatelitarne bedace przedmiotem zainteresowania. W przypadku markera mononukleotydowego, jesli réznica
wielkoéci miedzy nowym allelem w probee tkanki guza a allelem wzorcowym w prébce zdrowej tkanki wynosi co
najmniej 2,75 bp, marker jest interpretowany jako niestabilny. W tym przykladzie allel wzorcowy w probcee zdrowej
tkanki (gorny elektroferogram) ma dlugo$é 101,55 bp, a nowy allel w prébcee tkanki guza (dolny elektroferogram) ma
dhugosé 94,48 bp. Roznica wielkosci miedzy tymi dwoma allelami wynosi 7,07 bp; ta roznica jest > 2,75 bp, a zatem
marker NR-21 jest interpretowany jako niestabilny.
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Kazdy z siedmiu region6w mikrosatelitarnych jest amplifikowany w ramach tej samej reakeji z wykorzystaniem
multipleksu PCR ze starterami znakowanymi barwnikiem fluorescencyjnym, aby uzyskaé znakowane barwnikiem
produkty reakcji PCR. Nastepnie produkty reakeji PCR oraz znakowany fluorescencyjnie standard wielko$ci Size
Standard 500 sa dodawane do formamidu i denaturowane metoda termiczna. Uzyskiwany tancuch jednoniciowy DNA
jest wstrzykiwany elektrokinetycznie do aparatu do elektroforezy kapilarnej, gdzie fragmenty DNA sg rozdzielane

w zalezno$ci od wielko$ci i wykrywane przy uzyciu zalaczonego znacznika fluorescencyjnego. Analiza standardu
wielko$ci wraz z mikrosatelitarnymi fragmentami DNA umozliwia dokladne wymiarowanie i bezposrednie poréwnanie
wielko$ci fragmentow pochodzacych z réznych prébek. Po przeprowadzeniu elektroforezy kapilarnej pliki z danymi na
temat fragmentéw DNA (w formacie .fsa) wygenerowane przez aparat mozna przeanalizowaé przy uzyciu
oprogramowania do analizy fragmentéw DNA, aby okresli¢ wielko$¢ fragmentow i zidentyfikowac allele.
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2.  Skladniki 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 iloci wystarczajacej do przeprowadzenia 100 reakeji (50 reakeji sparowanych).

Produkt zawiera nastepujace materialy:

ELEMENT ROZMIAR NR ARTYKULU
Mieszanina starterow OncoMate™ MSI 5X Primer Mix 200 pl MD705A

Zawartosc¢ 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
Ay
//'T Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; przed uiyciem po uzyciu.
/.\ Chronié przed $wiatlem. -30°C

ELEMENT ROZMIAR NR ARTYKULU
Mieszanina podstawowa OncoMate™ MSI 5X Master Mix 200 pl MD280A

Zawartosc zestawu: Polimeraza DNA GoTaq” MDx Hot Start DNA Polymerase, trifosforany deoksyrybonu-
kleotydéw (dNTP), chlorek magnezu i sole w roztworze buforowy 7:: stab|||zatoram|

10°C
przed uzyciem; 5o, po uzyciu.

Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; _30°¢

ELEMENT ROZMIAR NR ARTYKULU
Kontrolny DNA 2800M Control DNA, 10 ng/ul 25 pl MD810A
Zawartosc¢ zestawu: Wzorzec meskiego genowego DNA uzyskanego z linii komérkowej w roztworze buforo-
wanym.
-10°C 10°C
Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; przed uiyciem po uzyciu.
-30°C
ELEMENT ROZMIAR NR ARTYKULU
Water, Amplification Grade 1,25 ml MD193A
-10°C 10°C
Warunki przechowywania: Obszar przedamplifikacyjny; _30°c przed uzyciem; yo, po uzyciu.
ELEMENT ROZMIAR NR ARTYKULU
Standard wielkosci Size Standard 500 100 pl MD500A

Zawartosc zestawu: Znakowane fluoroforem fragmenty DNA w roztworze buforowanym.
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-10°C 10°C

Warunki przechowywania: Obszar poamplifikacyjny; przed uzyciem; po pierwszym
uzyciu. Chroni¢ przed $wiattem. —30°c 2t

2.2 Przechowywanie systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System i obchodzenie si¢ z nim

Po odbiorze wszystkie elementy nalezy przechowywaé 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 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 dluzej niz 3 miesigce. Mieszanina
starterow OncoMate™ MSI 5X Primer Mix i standard wielkoéci Size Standard 500 sg swiatloczute i musza by¢
przechowywane w ciemnoéci. Nie nalezy ich ponownie zamraza¢. Odeczynniki przedamplifikacyjne i poamplifikacyjne
nalezy przechowywac w oddzielnych pomieszczeniach i uzywaé do nich osobnych pipet, statywéw na probéwki itp.
Przechowywanie elementéw w warunkach innych niz okre§lone na etykietach moze skutkowa¢ ich niewlasciwym
dzialaniem i wyplynaé negatywnie na uzyskiwane wyniki.

2.3 Materialy niedostarczane

Odczynniki laboratoryjne

. System do ekstrakeji DNA (patrz czesci 3.3 1 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)

. Woda wolna od nukleaz (nr kat. firmy Promega: MC1191)

Uwaga: Bardzo wazne jest, aby uzywaé wysokiej jakoéci 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 doprowadzié¢ do rozkladu formamidu. Formamid niskiej jako$ci moze zawiera¢ jony
konkurujace z DNA przy iniekeji, co prowadzi do obnizenia wysokosci pikow i zmniejszenia czulosci.

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 objetoéci w zakresie od 1 pl do 1000 pl,

. koncowki pipet odporne na aerozole (od 10 pul do 1000 pl),

. probéwki mikrowiréwkowe 1,5 ml,

. optyczna mikroplytka reakeyjna 96-dotkowa z kodem kreskowym MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
with Barcode (nr kat. firmy Thermo Fisher Scientific: 4306737),

. zestaw przezroczystych wieczek do plytek MicroAmp® 8-Cap Strip (nr kat. firmy Thermo Fisher Scientific:
N8010535) (wylacznie do procedur przedamplifikacyjnych),

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516 15
www.promega.com TM595 - Wer. 0



o
Promega

. osobista mikrowiréwka (miniwiréwka),

. wiréwka kompatybilna z mikroplytkami 96-dotkowymi (np. wiréwka miniplytkowa),

. statywy na probowki mikrowiréwkowe,

. wytrzasarka,

. zamrazarka niebezszronowa zapewniajaca zakres temperatur od -30°C do -10°C,
. chlodziarka zapewniajaca zakres temperatur od 2°C do 10°C,

. kruszony 16d (wylacznie do procedur poamplifikacyjnych),

. sprzet do ekstrakeji DNA (np. bloki grzejne, wiréwki) w oparciu o wybrang metode (wylacznie do procedur
przedamplifikacyjnych)

Aparatura i akcesoria

. aparat do ekstrakeji DNA, jesli wybrano metode zautomatyzowana

. aparat do oznaczania iloSciowego DNA wraz z odpowiednimi materiatami eksploatacyjnymi

. aparat do elektroforezy kapilarnej wraz z odpowiednimi materiatami eksploatacyjnymi

. termocykler do mikroplytek 96-dotkowych

Oprogramowanie

. Oprogramowanie do analizy fragment6éw (tj. oprogramowanie umozliwiajace analize plikow w formacie .fsa
wygenerowanych przez aparat do elektroforezy kapilarnej)

3. Przed rozpoczeciem

3.1 Ostrzezenia i Srodki ostroznos$ci

Ostrzezenie przed zagrozeniem ze strony substancji chemicznych: Niektore odczynniki wykorzystywane
podczas analizy fragmentow to substancje potencjalnie niebezpieczne. Podczas obchodzenia sie z materiatami
niebezpiecznymi oraz ich utylizacji nalezy przestrzega¢ wytycznych obowiazujacych w placéwee. Formamid dziata
draznigco i teratogennie; nalezy unika¢ wdychania i kontaktu tej substancji ze skora. Nalezy przeczytaé etykiete
ostrzegawczg i podczas pracy z tg substancja stosowaé odpowiednie srodki ostrozno$ci. Podczas pracy z formamidem
nalezy zawsze nosié¢ rekawiczki i okulary ochronne. Przed uzyciem formamidu nalezy zapozna¢ sie z karta
charakterystyki produktu dostarczona 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 odczynnikéw, ktére wchodza w sklad zestawu, sa dostepne na stronie
internetowej pod adresem: www.promega.com/resources/msds/ lub na zadanie przestane do dzialu pomocy
technicznej firmy Promega na adres: genetic@promega.com
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Srodki ostroznosci dotyczace bezpieczenstwa biologicznego: System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis
System jest przeznaczony do stosowania z probkami tkanek utrwalonymi w parafinie. Podczas obchodzenia sig z takimi
tkankami oraz ich utylizacji nalezy przestrzega¢ wytycznych obowiazujacych w placowee.

Srodki ostroznosci dotyczace reakeji PCR: Jakoé¢ oczyszczonego DNA, niewielkie zmiany w buforach, sita
jonowa, stezenia starteréw, objetos¢ reakeji, dobor termocyklera oraz warunki cykli termicznych moga mie¢ wplyw na
prawidlowy przebieg reakcji PCR. Dlatego, uzywajac systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System, nalezy
Scile 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 ilo§ciami ludzkiego DNA. Podczas przygotowywania matrycowego DNA, obchodzenia
sie z elementami zestawu, przygotowywania reakeji amplifikacji i analizowania produktéw amplifikacji nalezy zachowaé
szezeg6lna ostroznosé, aby uniknaé zanieczyszezenia krzyzowego. Odcezynniki i materialy 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 reakeji. Nalezy uzywaé aparatury i materiatéw
przeznaczonych do konfiguracji amplifikacji. Nalezy zawsze uwzgledniaé reakcje kontroli ujemnej (tj. bez matrycy)
stuzaca do wykrywania zanieczyszczenia odczynnikéw oraz reakeje kontroli dodatniej stuzaca do weryfikacji
poprawnosci dzialania odczynnikéw. Aby zapobiec zanieczyszezeniu krzyzowemu, nalezy nosi¢ rekawiczki i uzywaé
pipet z koncowkami odpornymi na aerozole.

3.2 Wymogi dotyczace probki

Wycinki tkanek odpowiednie do oznaczania przygotowuje sie przy uzyciu 10% obojetnie buforowanego roztworu
formaliny zgodnie ze standardowymi praktykami stosowanymi w patologii. Zawieraja one wystarczajaca liczbe komérek
jadrzastych, a analiza patologiczna wykazuje zawarto$¢ komorek 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 spelniajacych 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 dlugotrwalego lub nieodpowiedniego utrwalenia prébki tkanki przed osadzeniem w parafinie,
a podczas ekstrakeji moze dojéé do zanieczyszezenia inhibitorami amplifikacji pochodzacymi z probki FFPE lub
zastosowanej metody ekstrakeji. Uzytkownik jest odpowiedzialny za sprawdzenie kompatybilno$ci wybranej metody
oczyszczania DNA z niniejszym oznaczeniem. Obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji w oczyszczonych ekstraktach DNA
mozna wykry¢ przy uzyciu kontroli oznaczen PCR.

Wiarygodno$¢ systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System oceniono na podstawie DNA
wyekstrahowanego z utrwalonych w parafinie prébek tkanek raka jelita grubego przy uzyciu zestawu Maxwell® CSC
DNA FFPE Kit (nr kat. AS1350) w polaczeniu z aparatem Maxwell® CSC Instrument (nr kat. AS6000). Wykazano, ze
obecno$¢ maksymalnie 5% etanolu lub maksymalnie 50 uM chlorowodorku guanidyny w wyekstrahowanym DNA nie
ma wplywu na wiarygodno$é systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System.
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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 ilociowo. Pomiar absorbancji promieniowania UV nie jest
wiarygodna metoda oznaczenia iloSciowego oczyszczonego dsDNA wyekstrahowanego z prébek tkanek FFPE. Do
oszacowania stezenia DNA zaleca sie uzy¢ barwnikéw fluorescencyjnych wiagzacych dsDNA lub ilosciowej metody PCR.
Obie metody pozwalaja na bardziej wiarygodne oznaczenie iloSciowe oczyszczonego DNA wyekstrahowanego z probek
tkanek FFPE, zwlaszcza gdy stezenia DNA sa niskie, lub gdy eluaty DNA zawieraja powszechnie wystepujace
zanieczyszczenia (np. RNA, wolne nukleotydy, rozpuszczalniki, detergenty, biatka lub sole).

Ocene dzialania systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System przeprowadzono z wykorzystaniem prébek
DNA CRC oznaczonych ilosciowo przy uzyciu barwnikéw wiazacych dsDNA, umozliwiajacych doktadny pomiar stezen
dsDNA, nawet tak niskich jak 0,05 ng/ul. W trakcie oceny wiarygodno$ci DNA oznaczono ilo$ciowo przy uzyciu
systemu QuantiFluor® dsDNA System (nr kat. E2670) przeznaczonego do ogblnego uzytku laboratoryjnego.

3.5 Wymogi dotyczace termocyklera

Wiarygodno$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 nastepujacych minimalnych
parametrach technicznych:

Maksymalna szybkoé¢ zmiany temperatury blokéw: od 3,9°C/sekunde do 5°C/sekunde
Dokladno$é temperatury: + 0,25°C (przy = 90°C)

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

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

Uzycie termocyklerow, ktorych parametry techniczne wykraczaja poza podane zakresy, moze mieé¢ negatywny wplyw na
wiarygodno$¢ oznaczenia.

3.6 Wymogi dotyczace aparatu do elektroforezy kapilarnej

Produkty amplifikacji uzyskane przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System sa rozdzielane
wedlug dlugosci (wielko$ci) fragmentéw metoda elektroforezy kapilarnej. Z wyjatkiem wyboru zestawu barwnikéw do
kalibracji spektralnej w oparciu o metode AnyDye (Dowolny barwnik), zastosowano domy$lna opcje Fragment Analysis
(Analiza fragment6w) dostepna w oprogramowaniu do gromadzenia danych, a czas iniekeji zréznicowano tak, aby
uzyska¢ odpowiednie wysokosci pikéw fragmentéw. W przypadku kontrolnego DNA 2800M Control DNA docelowa
wysoko$¢ piku dla siedmiu markeréw systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System wynosita okoto 8000
wzglednych jednostek fluorescencji (RFU). Wiarygodnoéé 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 podezas oceny wiarygodnosci
urzadzenia wymieniono w zalaczniku 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
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Dlugo$é zestawu kapilar: dlugosci zestawéw odpowiednie do uzyskania rozdzielezo$ci rownej jednej parze zasad, w tym
50 cm

Matryca separacyjna: POP-7® lub odpowiednik
Dlugoéé fali wzbudzenia (przyblizona): 480 nm do 520 nm

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

Zakres rozdzielczo$ci: Rozdzielczos¢ 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.

3.7 Wymogi dotyczace kalibracji spektralnej aparatu do elektroforezy kapilarnej

Przed pierwszym uzyciem nalezy przeprowadzi¢ kalibracje spektralna aparatu do elektroforezy kapilarnej przy uzyciu
standardu matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard (nr kat. MD3850). Kalibracje spektralna przeprowadza sie
zgodnie z instrukeja techniczng standardu matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard nr TM597 i instrukcja obstugi
aparatu do elektroforezy kapilarnej. Ta procedura dostarcza danych, kt6rych aparat do elektroforezy kapilarnej
potrzebuje do przeprowadzenia analizy naktadajacych sie na siebie sygnaléw 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 zalaczniku
A (w czeSci 11.1). Nowg kalibracje spektralng nalezy przeprowadzaé zgodnie z zaleceniami producenta aparatu do
elektroforezy kapilarnej. Na przyktad nowa kalibracja spektralna jest wymagana po wykonaniu kazdej istotnej
czynnos$ci 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 fragmentow zamplifikowanych przy uzyciu systemu do
analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System wymagane jest odpowiednie oprogramowanie. Takie oprogramowanie
odbierze pliki z danymi fragmentow (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 wy$wietli 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 jako$ci danych
(np. piki wykraczajace 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 zalaczniku C (cze$é 11.3).
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3.9 Wymogi dotyczace warto$ci progowej analizy

Przed przystapieniem do analizy danych uzytkownik musi okresli¢ warto$¢ progowa analizy (tj. prég wykrywalnosci)
oznaczenia. Warto$¢ progowa analizy to warto$é RFU, powyzej ktorej sygnaly probki mozna odréznié¢ od szumu
generowanego przez aparature, co ulatwia uzytkownikowi poprawna analize danych dotyczacych fragmentow. Ustalenie
warto$ci progowej analizy jest kluczowe dla zapewnienia odpowiedniej jako$ci danych pacjenta (patrz cze$é 7.5). Opisy
odpowiednich procedur okreslania warto$ci progowej analizy mozna znalez¢ w literaturze technicznej (np. Bregu,
2013). Podczas oceny wiarygodnoSci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System przy uzyciu analizatora
genetycznego Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer zastosowana warto$é progowa analizy wynosita 175 RFU
dla wszystkich kanatéw barwnikéw, przy czym wartosé te okreslono metoda gornej granicy, tj. w oparciu o regresje
liniowa intensywnosci pikéw wygenerowanych z probek zawierajacych rézne wejsciowe ilosci DNA (Bregu, 2013).
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4. Protokol oznaczenia

Odczynniki przedamplifikacyjne i poamplifikacyjne nalezy przechowywaé w oddzielnych pomieszezeniach.
Rozcieficzenia matrycowego DNA i reakcje amplifikacji nalezy przygotowywaé w pomieszezeniu przeznaczonym do
konfiguracji reakeji. Nalezy uzywacé aparatury i materialéw przeznaczonych do konfiguracji amplifikacji. Aby zapobiec
zanieczyszczeniu krzyzowemu DNA, nalezy nosi¢ rekawiczki i uzywaé pipet z konicowkami odpornymi na aerozole.
Dodajac poszczegolne probki DNA, kontrolny DNA 2800M Control DNA i wode do amplifikacji (w przypadku kontroli
ujemnych) do reakeji amplifikacji, nalezy za kazdym razem uzy¢ $wiezej koncowki pipety.

4.1 Rozcienczanie DNA wyekstrahowanego z tkanek FFPE

W przypadku systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System wymagana wejéciowa ilo§¢ dsDNA,
dodawanego w objetosci od 1 ul do 6 pl, wynosi 1,0 ng na reakcje. Zaleca sie rozcienczenie DNA do uzyskania stalego
stezenia we wszystkich probkach, tak aby umozliwi¢ dodanie do kazdej reakeji 1 ng DNA w stalej objetoSci. Podczas
oceny wiarygodno$ci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System wszystkie matryce DNA rozcienczono do
uzyskania stezenia 0,5 ng/pl, a nastepnie do kazdej reakeji dodano 2 pl rozcieniczonego matrycowego DNA.

W przypadku probek DNA, ktére wymagaja rozcienczenia przed amplifikacja, nalezy wykonaé nastepujace czynno$ei:

1.  Mieszaé probke DNA w wytrzasarce trzykrotnie po 5 sekund, za kazdym razem z maksymalna predkoscia,
a w razie potrzeby odwirowac¢ krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebra¢ prébke na dnie probowki.

Uwaga: Nieodpowiednie zmieszanie probek DNA i ich rozcienczen moze skutkowaé btednym oznaczeniem
iloSciowym i niska wiarygodnoscia systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System.

2. Rozciefiezyé probke DNA w wodzie wolnej od nukleaz (nr kat. MC1191) do uzyskania odpowiedniego stezenia,
tak aby umozliwi¢ dodanie do kazdej reakeji amplifikacji 1,0 ng dsDNA w wymaganej objetosci matrycy (patrz
cze$é 4.3). Podczas rozeienczania probki DNA odmierzyé za pomoca pipety objetosci > 1 ul, aby zapewnié jak
najwieksza dokladnoscé.

Uwaga: Jesli wymagane jest rozcieniczenie probki, nalezy uzyé wody wolnej od nukleaz. Na wydajnosé
amplifikacji metoda PCR znaczny wplyw moga mie¢ zmiany odczynu pH (wskutek dodania Tris-HC) lub zmiany
stezenia dostepnego magnezu (wskutek chelatowania przez EDTA) w reakeji amplifikacji w przypadku uzycia
rozcieficzalnikéw na bazie Tris lub Tris-EDTA. Nieodpowiednie zmieszanie probek DNA i ich rozcieficzen

moze skutkowaé blednym oznaczeniem ilo§ciowym i niska wiarygodnoscia systemu do analizy OncoMate™

MSI Dx Analysis System. Do kazdego doswiadczenia nalezy przygotowac $wieze rozcieficzenia probek DNA.
Przechowywanie probek rozcieficzonego DNA do pdzniejszego uzytku moze skutkowaé staba amplifikacja

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$é 7.3), a nie kontrole MSI.
System do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System jest przeznaczony do uzycia z kontrolnym DNA 2800M
Control DNA w ilo$ci wej$ciowej 1,0 ng, dostarczanej w objeto$ci od 1,0 pl do 6,0 pl. Kontrolny DNA 2800M Control
DNA w stezeniu 10 ng/pl przed uzyciem nalezy przechowywaé w temperaturze od 2°C do 10°C przez co najmniej

8 godzin. Zaleca sie rozcieficzenie kontrolnego DNA tak, aby jego stezenie bylo rowne stezeniu badanych prébek.
Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System kontrolny DNA 2800M Control
DNA rozcieniczono do uzyskania stezenia 0,5 ng/pl, a nastepnie do kazdej reakeji dodano 2 ul rozcieniczonego
kontrolnego DNA.

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

2. Rozcienczy¢ kontrolny DNA 2800M Control DNA w wodzie wolnej od nukleaz (nr kat. MC1191) lub wodzie do
amplifikacji tak, aby umozliwi¢ dodanie do reakeji kontroli dodatniej 1,0 ng w wymaganej objetosci (1—6 pl).
Przykladowe stezenia przedstawiono w tabeli 2. Podczas przygotowywania rozcienczen kontrolnego DNA 2800M
Control DNA odmierzy¢ za pomocg pipety objetosci > 1 ul, aby zapewni¢ jak najwieksza doktadnos$é.

Tabela 2. Rozcienczanie kontrolnego DNA 2800M Control DNA.

Objetosé kontrolnego
Objetosé matrycy DNA  DNA 2800M Control

na reakcje DNA (10 ng/pl) Objetosé wody!
1,0 ul 2,0l 18 ul

2,0 ul 2,0 ul 38 ul

3,0 ul 2,0 ul 58 ul

4,0 ul 2,0 ul 78 ul

5,0 ul 2,0 ul 98 ul

6,0 ul 2,0 ul 118 ul

'Woda wolna od nukleaz lub woda do amplifikacji

Uwaga: Do kazdego doswiadczenia nalezy przygotowac $wieze rozcieficzenie kontrolnego DNA 2800M Control DNA.
Przechowywanie rozcieficzonego kontrolnego DNA 2800M Control DNA do pézniejszego 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 calkowicie rozmrozi¢ mieszanine starteréow OncoMate™ MSI 5X Primer Mix,
mieszaning podstawowa OncoMate™ MSI 5X Master Mix i wode do amplifikacji. Po pierwszym uzyciu
przechowywaé odczynniki w temperaturze od 2°C do 10°C nie dtuzej niz 3 miesiace.

2. Prébowki odwirowaé krotko (1-2 sekundy) w miniwiréwee, aby zawarto$é opadla na dno, a nastepnie
mieszaé¢ odezynniki w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem z maksymalna predkoscia.
Nie odwirowywac¢ po mieszaniu w wytrzasarce, poniewaz moze to doprowadzi¢ do powstania gradientu stezen
w probowce.

3. Oznaczy¢ nowa optyczng mikroplytke reakeyjng 96-dotkowa z kodem kreskowym MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode.

4. Okresli¢ liczbe reakeji do przygotowania. Nalezy przy tym uwzglednié¢ co najmniej jedna reakcje kontroli
dodatniej i jedna reakcje kontroli ujemnej amplifikacji na kazda przetwarzang mikroplytke. Dodaé¢ dodatkowe
reakcje, aby skompensowaé blad pipetowania. Cho¢ takie rozwiazanie wymaga zuzycia niewielkich ilosci
poszczegblnych odezynnikéw, zapewnia ilos¢ mieszaniny wystarczajaca do amplifikacji wszystkich probek
metodg PCR.

5. Przygotowac mieszanine do amplifikacji metoda PCR w sposéb opisany w tabeli 3. Dodaé konicowa objetos¢
wody do amplifikacji, mieszanine podstawowg OncoMate™ 5X Master Mix i mieszaning starteréw OncoMate™

5X Primer Mix do czystej proboéwki o pojemnosci 1,5 ml. Matrycowy DNA zostanie dodany do kazdego dotka
reakcyjnego osobno w kroku 7.

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

Tabela 3. Sklad mieszaniny do amplifikacji metoda PCR.

Skladnik mieszaniny Objetos¢ na reakcje Liczba reakcji Objetosé
do amplifikacji metoda PCR! X = koficowa
Woda do amplifikacji do objetosci koncowej 10 ul X =

Mieszanina podstawowa 2ul x =

OncoMate™ MSI 5X Master Mix*

Mieszanina starterow 2 ul X =

OncoMate™ MSI 5X Primer Mix

Matryca DNA (1,0 ng) maksymalnie 6 pl

Laczna objetosé reakeji 10 ul

Polaczyé wode do amplifikacji, mieszanine podstawowa OncoMate™ 5X Master Mix i mieszanine starteréw
OncoMate™ 5X Primer Mix w nowej probéwee o pojemnosei 1,5 ml. Matrycowy DNA zostanie dodany do
kazdego dotka reakcyjnego osobno w kroku 7.

27 mieszaniny podstawowej OncoMate™ MSI 5X Master Mix moze wytracac si¢ osad. Obecno$¢ osadu nie ma
wplywu na amplifikacje DNA przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System.
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Mieszanine do amplifikacji metodg PCR miesza¢ w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym

razem z maksymalng predko$cig, a nastepnie odmierzyé za pomoca pipety ilo§¢ mieszaniny amplifikacyjnej
odpowiadajaca pojedynczej reakeji i dodac ja do kazdego dotka mikroplytki lub mikroplytek reakeyjnych uzytych
na potrzeby prébek i kontroli.

Uwaga: Niewystarczajace wytrzasniecie mieszaniny do amplifikacji metoda PCR moze skutkowaé staba
amplifikacja lub brakiem r6wnowagi miedzy markerami. Mieszanine do amplifikacji metoda PCR nalezy dodaé
do dotkéw mikroplytki reakeyjnej bezposrednio po przygotowaniu. Nastepnie nalezy szybko przej$¢ do krokow
od 7 do 10, po czym nalezy natychmiast uzy¢ termocyklera.

Kazda probke rozcieniczonego matrycowego DNA wyekstrahowanego z tkanki FFPE (patrz opis przygotowania
w czeSci 4.1) miesza¢ w wytrzasarce trzykrotnie po 5 sekund, za kazdym razem z maksymalna predkoscia,

a nastepnie odwirowa¢ krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebrac ciecz na dnie probéwki. Za pomoca
pipety odmierzy¢ 1,0 ng prébki do wybranego dotka mikroplytki zawierajacego mieszanine do amplifikacji
metodg PCR. Kilkakrotnie wymiesza¢ poprzez pipetowanie.

Rozcienczony kontrolny DNA 2800M Control DNA (patrz opis przygotowania w czesci 4.2) mieszac

w wytrzasarce trzykrotnie przez 10 sekund, za kazdym razem z maksymalng predkoscia, i odwirowa¢ krotko
(1-2 sekundy) w miniwirowce, aby zebraé ciecz na dnie probéwki. Za pomocg pipety odmierzy¢ 1,0 ng
rozcienczonego kontrolnego DNA 2800M Control DNA i doda¢ do dotka lub dotkéw przeznaczonych dla reakeji
kontroli dodatniej. Kilkakrotnie wymieszaé poprzez pipetowanie.

Na potrzeby kontroli ujemnej amplifikacji odmierzy¢ za pomoca pipety objeto$é wody do amplifikacji rowna
objeto$ci matrycowego DNA i dodaé¢ do dotka lub dotkéw przeznaczonych dla reakeji kontroli ujemnej. Nie
dodawaé matrycowego DNA do reakeji kontroli ujemne;j. Kilkakrotnie wymiesza¢ poprzez pipetowanie.

Uwaga: Brak amplifikacji i analizy reakcji kontroli ujemnej i dodatniej moze uniemozliwié¢ jednoznaczna
interpretacje wynikéw i utrudnié rozwigzywanie probleméw. Kazda mikroplytka musi zawieraé reakeje kontroli
dodatniej i ujemne;j.

Przykry¢ dotki wieczkami z zestawu MicroAmp® 8-Cap Strips i odwirowac krotko w wiréwcee miniplytkowej, tak
aby zawarto$¢ dotkéw opadla na dno, co pozwoli réwniez usunaé pecherzyki powietrza.
Cykle termiczne

Upewni¢ sie, ze pokrywa zostala ogrzana do zaprogramowanej temperatury (103—105°C) i umie$ci¢ mikroplytke
reakcyjna w termocyklerze. Zamknaé pokrywe termocyklera.
Zaprogramowaé termocykler zgodnie z instrukcjami producenta, aby przeprowadzi¢ procedure wedlug protokotu

przedstawionego na rysunku 4. Upewnic sie, Ze objetosé reakeji ustawiono na 10 pl. Calkowity czas cykli, acznie
ze zmiang temperatury blokow, to okolo 1 godzina i 15 minut.
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Protokél 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:

utrzymywaé w temperaturze 4°C

10bjetos¢ reakeji: 10 pl; temperatura ogrzewanej
pokrywy: od 103° do 105°C

Rysunek 4. Protokét cykli termicznych dla systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System.

3. Po zakonczeniu protokotu cykli termicznych przeprowadzié analize fragmentow metoda elektroforezy kapilarnej
lub przechowywa¢ produkty amplifikacji przez noc w temperaturze od 2°C do 10°C lub przez dluzszy okres
\1,_ Wtemperaturze od -30°C do -10°C, chronigc przed $wiatlem.
~Ng—
//TY Uwaga: Dlugotrwale przechowywanie zamplifikowanych probek w temperaturze wyzszej niz -10°C moze
a prowadzi¢ do powstawania artefaktéw utrudniajacych analize danych.
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4.5 Przygotowanie aparatu do elektroforezy kapilarnej

Wymogi dotyczace aparatu do elektroforezy kapilarnej przedstawiono w czesci 3.6. Nalezy przestrzegaé instrukeji
producenta w zakresie obslugi i konserwacji wybranego aparatu do elektroforezy kapilarnej oraz stosowania
odpowiedniego polimeru i zestawow kapilar.

1. Upewni¢ sie, ze polimer i bufory uzywane w aparacie nie sa przeterminowane, a liczba dostepnych prébek lub
iniekeji jest wystarczajaca do przeprowadzenia zaplanowanej analizy.

2. Jedli 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 prébki byly przechowywane w temperaturze od -30°C do -10°C, rozmrozié je calkowicie
przed rozpoczeciem procedury. Miesza¢ mikroplytke w wytrzasarce przez 5 sekund i odwirowaé przez
5 do 10 sekund w wiréwce miniptytkowej, aby zebraé zawarto$é na dnie dotkéw.

2. Okresli¢ liczbe dotkéw wymagana do przeprowadzenia analizy wszystkich zamplifikowanych prébek,
uwzgledniajac rowniez reakcje kontroli dodatniej i ujemnej. Dodac¢ do tej liczby wszelkie nieuzywane dotki,
z ktorych bedzie inicjowana iniekcja, oraz dodatkowe dolki, aby skompensowaé btad pipetowania.

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

Uwaga: Formamid dziala draznigco i teratogennie; nalezy unika¢ wdychania i kontaktu tej substancji ze
skora. Nalezy przeczytac etykiete ostrzegawcza i podczas pracy z ta substancja stosowaé odpowiednie srodki
ostroznosci. Podczas pracy z formamidem nalezy zawsze nosié rekawiczki i okulary ochronne.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny do elektroforezy kapilarnej.

Mieszanina elektroforetyczna Objetosé na dolek x Liczba dotkéw = Objetosé koncowa
Hi-Di™ Formamide 9,5ul x =

Standard wielkosci Size Standard 500 0,5ul x =

Laczna objetosé 10 ul

4.  Miesza¢ mieszanine elektroforetyczng w wytrzasarce trzykrotnie po 3 sekundy, za kazdym razem z maksymalng
predkoscia, i odwirowac krétko (1-2 sekundy) w miniwiréwce, aby zebraé odczynniki na dnie probéwki.

5. Odmierzy¢ za pomoca pipety 10 pl mieszaniny elektroforetycznej i dodaé do kazdego wymaganego dotka
optycznej mikroplytki reakcyjnej 96-dotkowej MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate analizowanej przy
uzyciu wybranego aparatu do elektroforezy kapilarne;.

Uwaga: Mieszanina elektroforetyczna lub Hi-Di™ Formamide musza zosta¢ dodane do kazdego dolka, 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 dolka, z ktérego inicjowana jest
iniekcja, moze skutkowac uszkodzeniem zestawu kapilar i niepowodzeniem cyklu.
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6.  Dodaé 1 ul zamplifikowanej probki lub reakeji kontroli do kazdego wyznaczonego dotka.
7. Przykry¢ dolki septa zgodnie z instrukcjami producenta aparatu.

8.  Odwirowa¢ mikroplytke przez 5 do 10 sekund, tak aby mieszanina formamidu i prébki w poszczegdlnych dotkach
opadla na dno, co pozwoli réwniez usunaé pecherzyki powietrza.

9.  Denaturowaé probki w termocyklerze przez 3 minuty w temperaturze 95°C, a nastepnie natychmiast schlodzi¢
mikroplytke reakcyjna, umieszczajac ja na kruszonym lodzie na co najmniej 3 minuty. Probki zdenaturowaé
bezposrednio przed zatadowaniem plytki do aparatu do elektroforezy kapilarne;j.

Uwaga: Nie zamykaé ogrzewanej pokrywy termocyklera, poniewaz mogloby to skutkowac stopieniem septy
mikroplytki.

10. Zaladowa¢ mikroplytke do aparatu do elektroforezy kapilarnej zgodnie z instrukcjami producenta. Jesli dotyczy,
przed zaladowaniem upewni¢ sie, ze osiggnieto wymagang temperature pieca.

4.7 Wykrywanie zamplifikowanych fragmentéw metoda elektroforezy kapilarnej z detekcja
fluorescencyjna

Aby dowiedzieé sie, jak wlasciwie przeprowadzié cykl analizy fragment6éw, w tym jak odpowiednio skonfigurowaé
kalibracje spektralng i metody analizy fragmentdw, a takze jak doda¢ informacje o prébkach, zaladowaé zdenaturowane
probki do aparatu, zainicjowaé cykl i wezytaé dane dotyczace zakoniczonego cyklu, nalezy zapoznaé sie z instrukeja
techniczna wybranego aparatu do elektroforezy kapilarnej. Programowanie aparatu nalezy rozpocza¢ od ustawienia
domyslnej metody analizy fragmentéw dla konkretnej konfiguracji aparatu. Aby dostosowaé aparat do potrzeb
konkretnego laboratorium, konieczna moze by¢ optymalizacja czasu iniekcji. Uzytkownik jest odpowiedzialny za
sprawdzenie kompatybilno$ci wybranych warunkow elektroforezy kapilarnej z oznaczeniem. Aby uzyskaé wiecej
informacji, nalezy skontaktowaé sie z lokalnym oddzialem lub dystrybutorem firmy Promega lub wysta¢ wiadomosé
e-mail na adres genetic@promega.com.
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5. Analiza danych

5.1 Wprowadzenie

Elektroforeza kapilarna produktéw zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis
System skutkuje wygenerowaniem plikow z danymi (w formacie .fsa), ktore wymagaja dalszej analizy przy uzyciu
oprogramowania do analizy fragmentéw (rysunek 5). Analiza danych ma na celu dostarczenie podstawowych informacji
o0 jako$ci danych, zwymiarowanie pikow fragmentéw w zdefiniowanym zakresie wielko$ci, utatwienie filtrowania tzw.
pikow satelitarnych sposrod pikow alleli rejestrowanych dla poszezegélnych markeréw i podsumowanie wielko$ci alleli
kazdego z tych markeréw na potrzeby dalszej interpretacji wynikéw. Aby przeanalizowac dane z elektroforezy
kapilarnej przy uzyciu oprogramowania do analizy fragmentéw, nalezy wykona¢ nastepujace czynno$ci:

Wykonac raz, przed pierwsza analiza; patrz instrukeje w zalaczniku C (w czesei 11.3):

. Okresli¢ znane wielko$ci dla fragmentéw standardu wielkosci (tj. utworzy¢ lub zaimportowaé standard
wielkoS$ci oznaczenia).

. Przypisaé analizowany zakres wielko$ci do poszezegdlnych markerow (tj. utworzy¢ lub zaimportowaé
panele oznaczenia).

. Ustawi¢ parametry analizy (tj. utworzy¢ lub zaimportowaé¢ metode analizy).
. Opcjonalnie: Zarzadzac¢ widokiem danych (tj. utworzyé lub zaimportowacé ustawienia tabeli, wykresu i raportu).
Wykona¢ dla poszezeg6lnych partii analizowanych probek; patrz instrukeje w czesci 5.2:

. Zaimportowaé pliki z danymi.

. Wybra¢ dane wejéciowe analizy (tj. standard wielkosci oznaczenia, panele oznaczenia i metode analizy).
. Przeprowadzi¢ analize danych.
. Podsumowac wielkoéci alleli poszczegoélnych markeréw.

Do oceny wiarygodno$ci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System uzyto oprogramowania
GeneMapper® Software. Ustawienia koncowej analizy danych zastosowane w trakcie oceny wiarygodnoéci oznaczenia
przedstawiono informacyjnie w zalaczniku C (w czeéci 11.3). Te ustawienia zoptymalizowano tak, aby umozliwi¢
wykrycie najmniejszych (pod wzgledem liczby bp) odrebnych alleli poszczegdlnych markeréw powtérzen
mononukleotydéw oraz odréznienie pikow tych alleli od pikéw satelitarnych na potrzeby dalszej analizy. W okreslonych
warunkach odrebne allele obecne w probce mozna filtrowaé, stosujac zalecane ustawienia analizy. Takie odfiltrowane
allele nie stuza do okreslenia stabilnosci markera (patrz cze$¢ 6.4), poniewaz nie stanowia najmniejszych odrebnych
alleli tego markera. Przykladowa procedure analizy danych dotyczacych fragmentow, przeprowadzona przy uzyciu
oprogramowania GeneMapper® Software, przedstawiono na rysunku 5 i opisano ponizej w czesci 5.2. Dodatkowe
instrukcje analizy danych dotyczacych fragmentéw DNA przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® Software mozna
znalez¢ w Podreczniku uzytkownika dotyczqcym analizy fragmentéw DNA metodq elektroforezy kapilarnej,
opublikowanym przez firme Thermo Fisher Scientific.
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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 wymagaé modyfikacji plikéw paneli i metod analizy. Aby
uzyskaé pomoc, nalezy skontaktowac sie z lokalnym oddzialem lub dystrybutorem firmy Promega lub wystaé
wiadomo§é e-mail na adres genetic@promega.com.

2. Ustawienia metody analizy przedstawione w zalaczniku C moga postuzy¢ za wzoér ulatwiajacy odpowiednie
dobranie ustawien analizy do uzywanego systemu do elektroforezy kapilarnej. Jednakze wartoéci progowe
analizy (pozycja Peak Amplitude Thresholds (Progi amplitudy pikéw) w zakladce Peak Detector (Detektor pikow)
w oknie Analysis Method Editor (Edytor metody analizy) oprogramowania GeneMapper®) musza by¢ okre$lane
przez konkretne laboratorium na podstawie docelowej intensywnosci pikéw prébek, zakresu dynamicznego
aparatu i sygnalu szumu lub tla obserwowanego w analizowanych danych (patrz cze$¢ 7.5). Podczas oceny
wiarygodno$ci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System warto$é progowa analizy dla wszystkich
kanatéw barwnikéw (B, G, Y, O) wynosita 175 RFU. Warto$ci progowe analizy dla odpowiedniej aparatury do
elektroforezy kapilarnej zwykle mieszcza sie w zakresie od 50 RFU do 200 RFU. Prawidlowe stosowanie oraz
rezultaty otrzymywane przy zastosowaniu roznych ustawien analizy objasniono w Podreczniku uzytkownika
dotyczqcym analizy fragmentéw DNA metodq elektroforezy kapilarnej, opublikowanym przez firme Thermo
Fisher Scientific.

Pliki danych Analiza danych Kontrola jakolici danych Interpretacja :
z elekr:roforgzy } Wynik MSI:
el Wymiarowanie fragmentéw Ocena wynikéw analizy metodi Stwierdzanie niestabilnolici MsI-H/MSS
(w formacie .fsa) L " . . .
Wyodrilbnianie pikéw alleli elektroforezy kapilarnej Kontrola markera Pomiar
amplifikacji Potwierdzanie niestabilnolici probki

tollsamolici 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

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

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

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

3. Zaimportowac dane, klikajac ikone Add Samples To Project (Dodaj prébki do projektu) ( "ZH) na pasku narzedzi.

4. W menu rozwijanym Table Setting (Ustawienie tabeli) na pasku narzedzi wybraé pozycje OncoMate_MSI_
Dx_Table v1.0.

5. Jedli pole Sample Type (Typ prébki) nie jest wypelnione, wybraé opcje Sample (Prébka), Positive Control
(Kontrola dodatnia) lub Negative Control (Kontrola ujemna), aby opisa¢ poszczegdlne prébki.

6.  Dla wszystkich kontroli i probek 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 warto§¢ parametru Panel i pozycje OncoMate_MSI_Dx_ Size_v1.0 jako warto$¢ parametru Size
Standard (Standard wielkoSci).

7. Kliknaé ikone Analyze (Analizyj) ( ®) na pasku narzedzi, aby przeprowadzi¢ analize wszystkich prébek. Gdy
wys$wietli sie monit, podaé nazwe opisowa projektu w oknie podrecznym Save Project (Zapisz projekt) i kliknaé
przycisk OK.

Uwaga: Po przeprowadzeniu analizy probki mozna posortowaé przy uzyciu opcji Sort... (Sortuj...) dostepnej
w menu Edit (Edycja) (np. Sort by Sample Type (Sortuj wedlug typu prébki) lub Sort by Sample
Name (Sortuj wedlug nazwy probki)). Zmiana kolejnosci probek w taki sposdb, aby poszczegélne pary
probek zdrowej tkanki i tkanki guza znajdowaly sie obok siebie na liscie, utatwi wy$wietlanie i przeglad prébek
w przypadku korzystania z dostarczonego pliku Plot Settings (Ustawienia wykresu) (patrz krok 8). Przy

uzyciu funkeji sortowania mozna tez upewnic sie, ze elektroferogramy dla poszczegélnych par probek zdrowej
tkanki i tkanki guza zostang wydrukowane na tych samych stronach (patrz krok 9c).

8.  Sprawdzi¢ jako$¢ probek kontrolnych i probek pobranych od pacjentéw w sposéb opisany w czescei 6.3.
Wybraé rzedy zawierajace probki kontrolne lub probki pobrane od pacjentéw i klikna¢ ikone Display
Plots (Wyswietl wykresy) ( 0y na pasku narzedzi, aby wy$wietli¢ podglad elektroferograméw oraz tabele
z danymi alleli. W menu rozwijanym Plot Setting (Ustawienie wykresu) na pasku narzedzi wybraé pozycje
OncoMate_MSI_Dx_Plot_v1.0.

Uwaga: Kontrola elektroferograméw préobek jest konieczna dla oceny jakoéci danych. Zaleca sie, aby najpierw
sprawdzi¢ probki kontrolne, a nastepnie probki pobrane od pacjentéw. Jednoczesny wybor probek kontrolnych
i probek pobranych od pacjentéw sprawi, ze okno Samples Plot (Wykres prébek) bedzie stale wyswietlane i nie
bedzie mozna go zminimalizowa¢, co ograniczy ilo$é wolnego miejsca na ekranie.

30 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 0 www.promega.com



o
Promega

9.  Sprawdzi¢ prawidlowe probki pobrane od pacjentéw pod katem statusu MSI w sposéb opisany w czesciach
6.416.5. Wyswietli¢ dane probek w sposob opisany w kroku 8. Aby ulatwi¢ interpretacje danych wymiarowania,
dane te mozna wyeksportowaé na rézne sposoby, z ktérych kilka opisano w niniejszym dokumencie.

Uwaga: Ponizsze opcje eksportowania danych przedstawiono wylacznie w celach informacyjnych.
Laboratorium przeprowadzajace badanie jest odpowiedzialne za wybér najbardziej odpowiedniego formatu
danych wykorzystywanych do okreslenia statusu MSI na dalszym etapie procedury. Aby uzyskaé pomoc

w opracowywaniu odpowiedniej metody raportowania dla laboratorium, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
oddzialem lub dystrybutorem firmy Promega lub wysta¢ wiadomos$¢ e-mail na adres genetic@promega.com.

a. Plik tekstowy zawierajacy filtrowane wielkoSci alleli i inne dane dotyczace prébek mozna wyeksportowaé
w postaci tabeli Genotypes Table (Tabela genotypow) w nastepujacy sposob:

i. Z poziomu gléwnego ekranu wybraé jedna lub wieksza liczbe probek kontrolnych i probek pobranych od
pacjentéw i kliknaé ikone Display Plots (Wyéwietl wykresy) (I ) na pasku narzedzi, aby otworzyé okno
Samples Plot (Wykres probek).

ii. Jesli widok Genotypes Table (Tabela genotypow) nie jest wy$wietlany ponizej elektroferogramu lub
elektroferograméw, kliknaé ikone Genotypes Table (Tabela genotypéw) (i) na pasku narzedzi.

iii. Wybraé pozycje Export Table (Eksportuj tabele) z menu File (Plik) i zapisa¢ plik do dalszej analizy.

b. Plik tekstowy zawierajacy filtrowane wielkosci alleli i inne dane dotyczace probek mozna wyeksportowaé jako
Report (Raport) w nastepujacy sposob:

i. Z poziomu gléwnego ekranu wybraé jedna lub wieksza liczbe probek kontrolnych i probek pobranych od
pacjentéw i klikng¢ ikone Report Manager (Menedzer raportow) (Z)na pasku narzedzi, aby otworzy¢
okno Report Manager (Menedzer raportow).

ii. W menu rozwijanym Report Setting (Ustawienie raportu) na pasku narzedzi wybraé pozycje OncoMate__
MSI_Dx_Report_v1.0.

iii. Wybraé pozycje Export... (Eksportuj...) z menu File (Plik), wprowadzié nazwe pliku i kliknaé przycisk
Export (Eksportuj).

Uwaga: Pola danych dostepne w przypadku eksportowania danych w postaci tabeli Genotypes Table (Tabela
genotyp6ow) rdznia sie od tych dostepnych w przypadku wyboru opcji Report (Raport). Istnieje mozliwosé
dodania pol, aby spelni¢ konkretne wymagania laboratorium. W tym celu nalezy edytowac pliki OncoMate™,
tj. Table Settings (Ustawienia tabeli) lub Report Settings (Ustawienia raportow), w Menedzerze GeneMapper®.

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

i. Z poziomu gtéwnego ekranu wybraé jedng lub wieksza liczbe prébek kontrolnych i probek pobranych
od pacjentow i klikna¢ ikone Display Plots (Wyéwietl wykresy) (& ), aby otworzy¢ okno Samples Plot
(Wykres probek).
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ii. Wybra¢ pozycje Print... (Drukuj...) z menu File (Plik). Dla opcji Print Service (Usluga drukowania)
wybra¢ ustawienie Microsoft Print to PDF (Drukuj w formacie PDF firmy Microsoft) (lub
odpowiednik), a dla orientacji wybra¢ ustawienie Landscape (Poziomo). Wybra¢ opcje Print (Drukuj)
i wprowadzi¢ nazwe dla generowanego pliku w formacie .pdf.

Uwaga: Jeéli w trakcie tego procesu generowanych jest kilka plikéw w formacie .pdf, musza one mie¢ rézne
nazwy. Z tego wzgledu laboratoria moga preferowac zapisywanie plikow 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 prébek analizowanych przy
uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System. Oprogramowanie do analizy fragmentow moze
oferowac wiele opcji wy$wietlania i przegladu danych. Na przyklad oprogramowanie GeneMapper® Software oferuje
wiele réznych opcji wyswietlania i podsumowywania danych dotyczacych prébek. Dodatkowe informacje na temat
przegladu danych mozna znalez¢ w Podreczniku uzytkownika dotyczqcym analizy fragmentéw DNA metodq
elektroforezy kapilarnej, opublikowanym przez firme Thermo Fisher Scientific.

6.1 Interpretacja danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate™ MSI Dx
Analysis System

W wyniku analizy produktéw reakeji PCR przeprowadzonych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx
Analysis System uzyskuje sie dane o dtugo$ci fragmentéw DNA w poszczegdlnych amplifikowanych regionach
mikrosatelitarnych. Dane dotyczace par probek zdrowej tkanki i tkanki guza sa interpretowane poprzez ocene pieciu
markeréw powtoérzen mononukleotydéw (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 i MONO-27) i dwoch markeréw powtorzen
pentanukleotydow (Penta C i Penta D) amplifikowanych za pomoca systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx

Analysis System.

Markery powtérzen mononukleotydéw analizuje sie w celu ustalenia statusu MSI pacjenta. W wyniku amplifikacji
markeréw powtérzef mononukleotydéw metoda PCR uzyskuje sie gléwny pik allelu oraz serie pobocznych pikéw
satelitarnych, ktorych rozklad ma ksztatt zblizony do dzwonu, przy czym odstep miedzy takimi pikami wynosi 1 bp
(Bacher, 2004). W kazdej pojedynczej serii pikow satelitarnych pik o najwyzszej wartosci fluorescencji (podawanej

w RFU) to pik allelu (rysunek 6). Mozliwe jest réwniez zarejestrowanie wiecej 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 fragment6w, takie
jak GeneMapper® Software, wykorzystuje algorytmy filtrowania pikéw, aby wyodrebnié piki alleli rejestrowane dla
poszczegdlnych markeréw spoérdd pikow satelitarnych. Wielko$é tych alleli jest wyswietlana na elektroferogramie

i przedstawiana w formie tabeli na potrzeby dalszej interpretacji pod katem MSI.
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Rysunek 6. Piki satelitarne (zaznaczone strzalkami) generowane przez poslizg polimerazy w trakcie

amplifikacji PCR krétkich powtérzen tandemowych sa wyraznie widoczne przy markerach

mononukleotydowych, w odstepach 1 bp od ,,prawdziwego”, czyli najwyzszego, piku allelu, jak ukazuje
powyzszy przyklad markera NR-24 (po lewej). Duzo mniejsze piki satelitarne mozna zauwazyé réwniez przy
markerach pentanukleotydowych w odstepie 5 bp od ,,prawdziwych” pikow alleli, jak ukazuje powyzszy przyklad

markera Penta C.
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Gdy marker w probce guza jest niestabilny, zostanie wykryty co najmniej jeden nowy allel rézniacy sie od allelu
obecnego w zdrowej tkance (rysunek 7). Roznice w wielkosci alleli wykrywa sie, poréwnujac dane prébki guza z danymi
odpowiadajacej jej probki zdrowej tkanki. Probki guza klasyfikuje si¢ jako MSI-H, gdy nowe allele wykryto

w przypadku > 40% marker6w powtérzen mononukleotydow (tj. gdy > 2 z 5 markeréw wykazuja ,zmienione profile
alleliczne”). Probki guza zawierajace mniej niz dwa zmienione markery powtérzei mononukleotydéw mozna
sklasyfikowa¢ jako MSS (Umar, 2004; Boland, 1998).
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Rysunek 7. Odpowiadajace sobie probki zdrowej tkanki (gorny 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. Obecnoéé nowych alleli w probce guza (zaznaczonych
strzatkami), ktérych nie wykryto we wzorcowej probce zdrowej tkanki, wskazuje na niestabilno$é markeréw. Przedsta-
wiona probka jest MSI-H, poniewaz > 2 markery powtdrzeh mononukleotydow wykazuja niestabilno$c.
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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$é miesci sie
w zakresie od 83 bp do okolo 90 bp (rysunek 8). Tego piku nie nalezy uznawac za allel podczas okre§lania stabilno$ci
markera NR-21. W przypadku markeréw powtérzen pentanukleotyddw, tj. Penta D i Penta C, czesto obserwuje sie
obecno$¢ pikow o niskiej intensywnosci i szerokosei n—1 bp.
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Rysunek 8. W obrebie markera NR-21 mozna zaobserwowa¢ artefakt amplifikacji (zaznaczony strzalka)

w postaci pojedynczego szerokiego piku, ktorego wielkos$¢ miesci sie w zakresie od 83 bp do okolo 90 bp.
Tego piku nie nalezy uznawacé za allel podczas okre§lania stabilnos$ci markera NR-21.

Inne artefakty amplifikacji mozna zaobserwowac, gdy do systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System
wprowadzi sie zbyt duza ilo$é wejsciowego DNA. Wéwezas linia odniesienia dla markera BAT-26 (niebieskiego kanatu)
moze by¢ podniesiona i postrzepiona. Z wyjatkiem bardzo duzych wej$ciowych iloéci DNA (np. > 4 ng kontrolnego
DNA 2800M Control DNA), zastosowanie sugerowanych parametréw filtrowania pikéw do analizy przy uzyciu
oprogramowania GeneMapper® (patrz zalacznik C) pozwoli odfiltrowac te artefakty podczas identyfikacji (tj. okreslania
wielko$ci) alleli markera BAT-26.
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Inne znane, aczkolwiek losowe, anomalie mozna zaobserwowa¢ podczas elektroforezy kapilarnej. Przewazaja trzy tego
typu anomalie: niepowodzenie iniekeji, szerokie piki i skoki sygnahu.

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

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

c.  Podczas elektroforezy kapilarnej mozna zaobserwowaé ,,skok” sygnalu w postaci piku o niemal zerowej szerokosci
rejestrowanego na wszystkich kanalach barwnikéw. Takie ,,skoki” sa wykrywane i ignorowane przez wiekszo$¢
programéw do analizy fragmentow podczas identyfikacji alleli.

6.3 Wymogi dotyczace kontroli jako$ci interpretacji danych

Ocena jakoéci danych z systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System jest kluczowa dla prawidlowej
interpretacji statusu MSI pacjenta. Nalezy uzy¢ zestawu kontroli oznaczen (kontroli dodatniej i ujemne;j), aby upewnié
sie, ze dane uzyskane za pomoca konkretnego oznaczenia i wykorzystane do interpretacji pod katem MSI sg wiarygodne
(cze$¢ 7). Zanim okredli sie status MSI probki, przeprowadza sie serie kontroli jako$ci danych (QC), aby stwierdzi¢, czy
jest ona wystarczajaca do uzyskania wiarygodnych wynikow (tabela 5). Wiekszo$é kontroli QC opisanych ponizej
wymaga oceny wzrokowej elektroferogramow probek; sama analiza tabeli z danymi alleli z okreslonej partii probek nie
wystarezy, aby upewnic 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 prébki tkanki pobranej od pacjenta zostanie okre$lony jako
ynieprawidlowy”, co oznacza, ze interpretacja pod katem MSI jest niemozliwa z powodu krytycznego niepowodzenia
kontroli QC danych, lub ,,prawidlowy”, co oznacza, ze nie odnotowano zadnego krytycznego niepowodzenia kontroli
QC, lub Ze pomimo nieudanej kontroli QC interpretacja statusu MSI probki pobranej od pacjenta jest nadal mozliwa na
podstawie instrukeji zamieszczonych w czescei 6.5.3. Gdy okreslone testy QC prébki kontrolnej zakoncza sie
niepowodzeniem, moze to mie¢ negatywny wplyw na jako$¢ wszystkich powiazanych probek pobranych od pacjentow.
Woéwezas wynik ,,nieprawidlowy” dotyczy wszystkich prébek 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 powiazany z niepowodzeniem
testu QC zalezy od tego, czy nieprawidlowosé zaobserwowano w przypadku kontroli dodatniej badz kontroli ujemne;j
amplifikacji, czy tej konkretnej probki. W przypadku prébek, ktére nie spelnilty wymogéw kontroli QC, mozna
postepowac¢ zgodnie z instrukcjami zamieszezonymi w niniejszym podreczniku w czeci ,,Rozwigzywanie probleméw”.
Zalecana kolejno$¢ kontroli jakoéci danych jest nastepujaca:

1. Ocenié jako$¢ wymiarowania wszystkich probek kontrolnych i probek pobranych od pacjentéow.
2. Oceni¢ kontrole partii (tj. dodatnia i ujemna kontrole amplifikacji).
3. Oceni¢ prébki pobrane od pacjentow.
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Tabela 5. Testy QC, ktére nalezy przeprowadzié¢ przed interpretacja pod katem MSI, aby zweryfikowa¢
jako$é danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System.

Status probki pobranej od

pacjenta, gdy odpowiedni test

QC prébki kontrolnej lub

prébki pobranej od pacjenta

zakonczy si¢ niepowodzeniem
Probki | Niepowodze- | Niepowodze-
podda- | nie testu QC | nie testu QC
wane prébki prébki

Czes¢ | Test QC Opis testu QC ocenie! | kontrolnej? pacjenta®

6.3.1 | Test QCjakosci | Wynik kontroli jakosci oblicza sie na +,—, N, | Wszystkie Prébka
wymiarowania podstawie ksztaltu pikéw, dopasowania T proébki sa nieprawidlowa

wielko$ci i krzywej okreslania wielkoSci. nieprawidlowe.

6.3.2 | Test QC kontroli | W przypadku kontroli ujemnej amplifikacji | — Wszystkie Probki pobrane
ujemne;j nie moga zosta¢ wykryte zadne piki, probki sa od pacjentéw

ktérych intensywno$é przekraczataby nieprawidlowe. | nie podlegaja
warto$¢ progowa analizy. ocenie.

6.3.3 | TestQC W przypadku dodatniej kontroli + Wszystkie Prébki pobrane
tozsamosci amplifikacji wykryte allele markeréw probki sa od pacjentéw
kontroli pentanukleotydowych nie moga réznic sie nieprawidlowe. | nie podlegaja
dodatniej od alleli oczekiwanych dla kontrolnego ocenie.

DNA 2800M Control DNA o wiecej niz
1,5 pary zasad.

6.3.4 | Test QC pikow Intensywnos$é (liczba RFU) pikow +, N, T | Wszystkie Probka
wykraczajacych | rejestrowanych w przypadku okre$lonej prébki sa nieprawidlowa
poza skale prébki nie moze wykraczaé poza nieprawidlowe.

maksymalny zakres detekeji aparatu do
elektroforezy kapilarnej.

6.3.5 | Test QC pikow Piki rejestrowane na r6znych kanalach +, N, T | Wszystkie Prébka
podciagnietych | barwnikéw dla jednakowych dtugosci probki sa nieprawidlowa

analizowanych fragment6w sa oceniane nieprawidlowe.
pod katem pikow podciagnietych (tj.

przecieku sygnatu miedzy kanatami

barwnikéw).

6.3.6 | TestQC Szeroko$¢ pikéw nie moze przekraczac +,N, T | Patrz przypis 4 | Patrz przypis 4
szerokich pikéw | wartoSci okreslonej dla analizy pod

katem MSI.
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6.3.7 | TestQC Dla kazdego markera musi zostaé +, N, T | Wszystkie Marker jest
amplifikacji alleli | zarejestrowany co najmniej jeden allel probki sa nieprawidlowy,
przekraczajacy warto$é progowa analizy. nieprawidlowe. | ale
interpretacja
wynikow dla
probki jest
nadal mozliwa.
6.3.8 | Test QC W przypadku probki zdrowej tkanki dla + N Wszystkie Préobka
zanieczyszczenia | kazdego markera pentanukleotydowego probki sa nieprawidlowa
DNA mozna zarejestrowaé maksymalnie dwa nieprawidlowe.
allele.
6.3.9 | Test QC W przypadku kazdego markera T Kontrole nie Patrz przypis 5
tozsamosci pentanukleotydowego allele wykryte podlegaja
prébek w probee zdrowej tkanki musza byé obecne ocenie.
pobranych od réwniez w prébee guza (przy czym réznica
pacjenta w dlugosci nie moze by¢ wieksza niz
1,5 pary zasad).
6.3.10 | Test QC sygnatu | W przypadku markeréw T Kontrole nie Marker jest
guza mononukleotydowych, ktére podlegaja nieprawidlowy,
zinterpretowano jako stabilne, wysokosci ocenie. ale
pikow alleli obecnych w probee guza musza interpretacja
by¢ wystarczajace, aby zapewni¢ wynikow dla
odpowiednig czulo$¢ oznaczenia. probki jest
Wymagana intensywno$¢ pikow zalezy od nadal mozliwa.
warto$ci progowej analizy oraz zawartoSci
komoérek nowotworowych w prébee.

!N oznacza probke zdrowej tkanki; T oznacza probke tkanki guza; + oznacza kontrole dodatnig; — oznacza kontrole ujemna.

2 Wynik interpretacyjny MSI dla calej partii probek pobranych od pacjentéw, gdy okreslony test QC probki kontrolnej zakoncezyt sie
niepowodzeniem.

% Gdy okreslony test QC prébki pobranej od pacjenta zakonczy sie niepowodzeniem, ta kolumna pomaga okreslié, czy status probki
jest nieprawidlowy, czy interpretacja wynikow jest nadal mozliwa, pomimo nieudanej weryfikacji konkretnego markera. Podane
wskazowki maja zastosowanie jedynie pod warunkiem, ze probki kontrolne pomysle przeszly wszystkie testy QC. Patrz wytyczne dla
interpretacji w czesci 6.5.

* Podczas kontroli QC danych nalezy pamietaé, 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 probki kontrolnej, wszystkie probki nalezy uznac za nieprawidtowe, a jesli szeroki pik inny niz znany artefakt markera
NR-21 zaobserwowano w przypadku probki pobranej od pacjenta, za nieprawidlowe nalezy uzna¢ powiazane markery.

5 W przypadku niepowodzenia testu QC tozsamo$ci probek pobranych od pacjenta z powodu braku allelu, interpretacja wyniku dla
okreslonej probki moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcja zamieszczong w czesci 6.5.3. W przeciwnym wypadku prébka jest
nieprawidlowa.
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6.3.1 Ocena wszystkich prébek pod wzgledem jako$ci wymiarowania (test QC jako$ci wymiarowania)

Skale pomiaru jakoSci wymiarowania zapewnia aparatura do elektroforezy kapilarnej i/lub jest ona wy$wietlana

w oprogramowaniu do analizy fragmentéw. Problemy dotyczace jako$ci wymiarowania wynikaja zwykle z blednie
przeprowadzonej analizy metoda elektroforezy kapilarnej i dotycza pojedynczych kapilar (a nie wszystkich kapilar
uzywanych do iniekeji). Prébki, w przypadku ktérych wystepuja problemy z jako$cia wymiarowania, beda
charakteryzowac sie brakiem (lub niewielka liczba) pikéw fragmentéw lub pikami fragmentéw rozszerzajacymi sie
(4. tracacymi rozdzielczo$¢) wraz ze wzrostem wielkoSci fragmentéw (rysunek 9). Wszystkie prébki i kontrole nalezy
oceni¢ pod katem jako§ci wymiarowania, poniewaz dane wymiarowania maja decydujace znaczenie dla wyniku testu.

Aby oceni¢ jakos¢ wymiarowania, nalezy upewnié sie, ze kanal barwnika dla standardu wielkosci Size Standard 500
(tj. kanal pomaraniczowy) jest wySwietlany w oprogramowaniu do analizy fragmentéw i wykazuje oczekiwane profile
pikow dla fragmentéw standardu wielkosci o dtugosci od 60 bp do 300 bp. Wynik probki pobranej od pacjenta lub
proébki kontrolnej jest nieprawidtowy, jesli wykryto ktérakolwiek z ponizszych cech wskazujacych na niska jako$é
wymiarowania:

a.  JakoS¢ wymiarowania zostala oznaczona flaga przez oprogramowanie do gromadzenia danych z elektroforezy
kapilarnej lub oprogramowanie do analizy fragmentéw.

Uwaga: Do wymiarowania markeréw MSI uzywa sie wylacznie fragmentéw standardu wielkosci Size Standard
500 o dtugosci od 60 bp do 300 bp. Pozorne problemy z jako$cia pikow standardu wielkosci Size Standard 500
rejestrowane przy dtugosci wigkszej niz 300 bp nie maja wplywu na wymiarowanie fragmentéw.

b.  Conajmniej jeden z 13 fragmentéw standardu wielkoSci Size Standard 500 o dlugosci 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 zostal oznaczony nieprawidtowo. Moze to by¢ spowodowane gwalttownym spadkiem
wysokosci kolejnych pikéw lub rozszerzaniem si¢ pikéw w obrebie standardu wielko$ci. Okazjonalnie podczas
elektroforezy kapilarnej mogg zosta¢ wykryte nieprawidtowe piki, ktore moga skutkowaé bledna identyfikacja
pikéw standardu wielkosci.
Uwaga: ,Skoki” sygnatu elektroforezy kapilarnej (j. piki o zerowej szeroko$ci) réwniez moga by¢ obecne, ale
nie beda mialy wplywu na wymiarowanie fragmentow, o ile nie zostaly blednie oznaczone jako piki standardu
wielkoSci przez oprogramowanie do analizy fragmentow.
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Rysunek 9. Gorny panel przedstawia oczekiwany wynik dla standardu wielko$ci Size Standard 500. Na
dolnym panelu zaobserwowano gwaltowny spadek wysokosci i wzrost szerokosci kolejnych pikow, co wskazuje na
problem z jako§cia wymiarowania.

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

Kontrole ujemna amplifikacji nalezy przeanalizowa¢ razem z prébkami pobranymi od pacjentéw. Piki fragmentéw o
intensywnoSci przekraczajacej warto$é progowa analizy zarejestrowane na kanatach barwnikéw proébki (tj. kanale
niebieskim, zielonym i zoltym/czarnym) dla kontroli ujemnej amplifikacji sugeruja, ze mogto dojéé do zanieczyszczenia.
Jesli kontrolna ujemna jest zanieczyszczona, ewentualne problemy z jakoécia danych moga dotyczy¢ calej partii probek.
A zatem, w przypadku niepowodzenia testu QC probki kontroli ujemnej, wszystkie probki pobrane od pacjentéw, ktére
wchodza w sklad tej partii, nalezy uznaé za nieprawidlowe.

6.3.3 Ocena markerow powtoérzen pentanukleotydéw w reakeji kontroli dodatniej pod katem tozsamosci
(test QC tozsamosci kontroli dodatniej)

Dodatnig probke kontrolng amplifikacji, przygotowang z wykorzystaniem kontrolnego DNA 2800M Control DNA,
nalezy przeanalizowa¢ razem probkami pobranymi od pacjentow, aby potwierdzi¢ prawidlowo$¢ 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$¢ dwach alleli kazdego markera
powtdrzen pentanukleotydéw, przy czym z oceny wiarygodnosci (przeprowadzonej w warunkach wymienionych

w zalacznikach B i C) wynika, ze wielko$¢ wykrywanych alleli (mierzona w bp) miesci sie w nastepujacych zakresach:

a.  PentaD:193,5-196,51199-202
b.  PentaC:176,5-179,51182-185
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Jesli kontrola dodatnia nie spelnia powyzszych kryteriow, ewentualne problemy z jakoscia danych moga dotyczy¢ calej
partii probek. A zatem, w przypadku niepowodzenia testu QC probki kontroli dodatniej, wszystkie probki pobrane od
pacjentow, ktore wehodza w sklad 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 detekeji sygnatéw fluorescencyjnych pochodzacych

z fragmentéw DNA znakowanych barwnikiem. W niektdorych sytuacjach intensywno$é sygnatu fluorescencyjnego
pochodzacego z produktow zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System
moze przekraczaé gorny prog wykrywalnosci detektora. W takim przypadku aparat oznaczy wynik testu QC pikow
wykraczajacych poza skale flaga, ktéra bedzie wyswietlana w oprogramowaniu do analizy fragmentéw. Piki o
intensywnos$ci wykraczajacej poza skale moga powodowa¢é przecieki sygnatu do innych kanalow barwnikéw (rysunek 10
w czescei 6.3.5). Z uwagi na fakt, ze uklad pikéw powstaly wskutek przecieku przypomina oryginalny wzorzec sygnatu,
taki przeciek moze by¢ mylnie uznany za wykrycie obecnosci allelu w prébce zdrowej tkanki lub prébee tkanki guza, co
utrudnia interpretacje wynikéw pod katem MSI. Jesli zaobserwowano wyniki wykraczajace poza skale, probke pobrang
od pacjenta lub probke kontrolng nalezy uznac za nieprawidtowa. Wyniki wykraczajace poza skale zaobserwowane

w przypadku kontroli dodatnich amplifikacji 2800M sugeruja problem systemowy podczas przygotowywania lub
amplifikowania reakeji przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System i oznaczaja, ze ewentualne
problemy z jako$cig danych moga dotyczy¢ calej partii probek. Jesli test QC kontroli dodatniej pod katem pikow
wykraczajacych poza skale zakonczyl sie niepowodzeniem, wszystkie probki w tej partii nalezy uznac za nieprawidlowe
i postepowa¢é zgodnie z instrukcjami w cze$ci 9. Ocene danych pod katem wynikow wykraczajacych poza skale nalezy
przeprowadzi¢ w odniesieniu do kazdej analizowanej prébki 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 niewlasciwa (np. z powodu regulacji elementéw optycznych podezas wykonywania prac serwisowych), sygnat
fluorescencyjny pochodzacy z fragmentéw znakowanych barwnikiem moze zosta¢ wykryty poza docelowym kanalem
barwnika, przy czym wielko$¢ (liczba bp) dla takiego sygnalu jest zblizona do wartosci rejestrowanej dla ,,prawdziwego”
sygnatu. W takiej sytuacji méwi sie o ,,pikach podciggnietych” lub ,,przeciekach”. Gdy przeciek zostanie wykryty na
innych kanalach barwnikow, wynik testu QC moze zostaé¢ oznaczony flaga przez oprogramowanie do analizy
fragmentéw.

Aby odpowiednio skonfigurowaé parametry wykrywania pikéw podciagnietych, nalezy zapozna¢ sie 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 zataczniku C.

Z uwagi na fakt, ze uklad pikow przypomina oryginalny wzorzec sygnalu, taki przeciek moze by¢ mylnie uznany za
wykrycie obecnosci allelu w probee zdrowej tkanki lub prébee tkanki guza, co utrudnia interpretacje wynikéw pod
katem MSI. Przecieki sygnatu rejestrowane dla kontroli dodatnich amplifikacji 2800M oznaczaja, ze ewentualne
problemy z jako$cia danych moga dotyczyé calej partii probek. Dlatego probki pobrane od pacjentéw lub prébki
kontrolne, w przypadku ktérych zaobserwowano przeciek powyzej wartosci progowej analizy, nalezy uznac za
nieprawidlowe. Ocene danych pod katem przeciekéw nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do wszystkich analizowanych
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probek pobranych od pacjentéw oraz dodatniej kontroli amplifikacji. Aby oceni¢ prébki pod katem pikéw wywolanych
przeciekami, nalezy wy$wietli¢ wszystkie kanaly barwnikéw jeden pod drugim (rysunek 10). Nalezy zwréci¢ uwage na
piki dla tych samych wielko$ci fragmentéw rejestrowane na co najmniej dwdch réznych kanatach barwnikéw.
»Prawdziwe” piki na kanale barwnika bedzie cechowala znacznie wyzsza intensywno$é niz piki wywolane przeciekami,
ktére zarejestrowano na innych kanatach barwnikéw. W przypadku fragmentéw uzyskanych przy uzyciu systemu do
analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System mozliwe sa nastepujace wzorce przeciekow:

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

o

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

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

d.  piki dla markera BAT-25 rejestrowane w panelach markeréw BAT-26, Penta D lub NR-24;

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

W niektérych sytuacjach ,,prawdziwe” piki fragmentéw 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 powtdrzy¢ oznaczenie, aby upewnié¢ sie, ze dane sa
prawidlowe i zostana wlasciwe zinterpretowane pod katem MSI.

42 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 0 www.promega.com



100 120 140 160 180 200 220
29000
24000
20000
16000
12000 \
000
4000
A A L
wiel.: 100,13 | wiel.: 114,06 wiel.: 190,25 wiel.: 195,36
wys.: 7988 wys.: 29 114 wys.: 15 361 s.: 14 691
_1nn [ sarz - ” i

28000

[ moNozr ]
120 140 160
24000
20000
16000
12000
8000
4000
o 4 '

wiel.: 101,20 wiel.: 123,51 wiel.: 152,79
wys.: 29 472 wys.: 27 492 wys.: 24 641

0 120

180 180 200 220

24000

140
20000
16000
12000 \
2000
4000
MU L
e

Wi 5,01 wiel.: 178,38 wiel.: 188,85
wys.: 22 857

wys.: 24 951 wys.: 21968

Rysunek 10. Prébka zdrowej tkanki z wynikiem wykraczajacym poza skale i wyraznym przeciekiem
miedzy kanalami barwnikéw. Poniewaz intensywno$¢ pikow rejestrowanych dla markera NR-21 przekracza
warto$é graniczna detekeji aparatu do elektroforezy kapilarnej, taki wynik zostaje oznaczony flaga jako wykraczajacy
poza skale, a podobny pik wywolany przeciekiem mozna zauwazy¢ réwniez przy innych markerach. Panel A. Markery
analizowane na niebieskim kanale, z zaznaczeniem skupiska pikéw podciagnietych wywolanych przeciekiem sygnalu
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 zotym/
czarnym kanale; piki podciggniete wywolane przeciekiem sygnatu markera NR-21 do tego kanalu barwnika nie
mieszcza sie w panelach markeréw.
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6.3.6 Ocena wszystkich markeréw pod katem szerokich pikow (test QC szerokich pikow)

Podczas analizy danych wygenerowanych przez system do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System mozna
zauwazy¢ szerokie piki fragmentow, ktére moga zosta¢ uznane za allele. Takie piki charakteryzuja sie tagodnym
wzrostem i spadkiem intensywnoéci na odcinku kilku par zasad i latwo je odr6znié¢ od ,,prawdziwych” pikéw
fragment6w, ktore cechuje ostry ksztalt i szerokos¢ od 1 bp do 2 bp. Szerokie piki obserwuje si¢ sporadycznie, gdy
amplifikacja metoda PCR lub analiza metoda elektroforezy kapilarnej zostaly przeprowadzone nieprawidtowo. Znany
artefakt amplifikacji w postaci szerokiego piku czesto obserwuje sie w zakresie dtugosci od 83 bp do 90 bp, ktory
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 zostaé oznaczony flaga przez
oprogramowanie do analizy fragment6w.

Aby odpowiednio skonfigurowaé¢ parametry wykrywania szerokich pikéw, nalezy zapoznaé sie z instrukeja techniczna
wybranego oprogramowania do analizy fragmentéw. Parametry odpowiadajace uzytym w trakcie oceny wiarygodnos$ci
systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System wymieniono w zalgczniku C (w cze$ei 11.3).

Probki pobrane od pacjentow oraz prébki kontrolne nalezy sprawdzié pod katem szerokich pikéw poszczegdlnych
marker6w, ktére zidentyfikowano jako piki alleli. Szeroki pik markera NR-21 obserwowany w zakresie od 83 bp do

90 bp nie ma zwiazku z niestabilno$cia mikrosatelitarng, a jego wykrycie nie oznacza niepowodzenia testu QC szerokich
pikéw. Wykrycie szerokiego piku dla jednego lub wigkszej liczby markeréw ma negatywny wplyw na jako$¢ danych.
Jednakze interpretacja danych w odniesieniu do markerdow, ktérych ten problem nie dotyczy, moze byé nadal mozliwa
zgodnie z instrukeja w czesci 6.5. Szerokie piki rejestrowane dla probek kontrolnych moga oznaczaé¢ mozliwe problemy
z jako$cia danych uzyskiwanych z calej partii probek. Jesli test QC probki kontrolnej pod katem szerokich pikow
zakonczyl sie niepowodzeniem, wszystkie probki w tej partii nalezy uznaé za nieprawidtowe i postepowaé zgodnie

z instrukcjami w cze$ci 9.

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

Nalezy sprawdzi¢, czy dla poszczegdélnych markeréw obecnych w prébkach pobranych od pacjentéw oraz kontrolach
dodatnich 2800M zostaly zarejestrowane ,,prawdziwe” piki fragmentow o intensywnosci przekraczajacej wartos¢
progowa analizy (patrz czeci 3.9 1 7.5). Jesli w przypadku jednego lub wiekszej liczby markeréw nie wykryto zadnych
alleli, oznacza to pogorszenie jakosci probki. Nalezy udokumentowaé wyniki dla markeréw, ktére nie przeszly
pomyslnie testu QC amplifikacji alleli. Jednakze interpretacja danych w odniesieniu do markeréw, ktérych ten problem
nie dotyczy, moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukeja w cze$ci 6.3. Uwaga: Aby mozna bylo zinterpretowaé wyniki
dla okre$lonego markera powtorzein 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 jako$cia danych moga dotyczy¢ calej partii probek. Jesli test QC probki kontroli
dodatniej pod katem amplifikacji alleli zakonczyl si¢ niepowodzeniem, wszystkie probki w tej partii nalezy uzna¢ za
nieprawidlowe i postepowac zgodnie z instrukcjami w czesci 9.
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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 niekt6rych przypadkach dostarczyé
informacji o zanieczyszezeniu prébki ludzkim DNA pochodzacym z zewnetrznych zrédel. Nalezy zliczy¢ allele
zidentyfikowane dla poszczegélnych markeréw powtoérzen pentanukleotydéw w kontroli dodatniej amplifikacji

i probkach zdrowej tkanki pobranych od pacjentéw. Niepowodzenie testu QC zanieczyszczenia DNA stwierdza sie

w przypadku wykrycia trzech lub wiekszej liczby alleli markeréw Penta C lub Penta D. Niestabilno$¢ genomowa
powiazana z niektorymi rodzajami guzow moze skutkowaé obecnos$cia wiecej niz dwdch alleli w probee guza. A zatem
ocena probek guza pobranych od pacjentéw za pomoca testu QC zanieczyszczenia DNA nie dostarcza zadnych istotnych
informacji. Niepowodzenie tego testu QC w przypadku probki kontroli dodatniej amplifikacji 2800M oznacza, ze
ewentualne problemy z jako$cia danych moga dotyczy¢ calej partii probek. Jesli test QC probki kontroli dodatniej pod
katem zanieczyszczenia DNA zakonczyl si¢ niepowodzeniem, wszystkie probki w tej partii nalezy uznaé za
nieprawidlowe i postepowaé zgodnie z instrukejami w czesei 9. Prébki zdrowych tkanek pacjenta, ktére nie przeszly
pomySlnie testu QC zanieczyszczenia DNA, nalezy uzna¢ za nieprawidlowe i postepowaé zgodnie z instrukcjami

w czesei 9.

6.3.9 Ocena markerow powtorzen pentanukleotydéw w probkach pobranych od pacjenta pod katem
tozsamosci (test QC tozsamosci préobek pobranych od pacjenta)

Nalezy poréwnac allele poszczegdlnych markeréw powtérzen pentanukleotydow, aby upewnic sie, ze probki zdrowej
tkanki i tkanki guza pochodzg od tego samego pacjenta. Pozytywny wynik testu QC tozsamosci probek pobranych od
pacjenta oznacza, ze wszystkie allele wykryte w prébce zdrowej tkanki sa obecne rowniez w probee guza. Niestabilnosé
genomowa powigzana z niektérymi rodzajami guzéw moze sprawic, ze w probce guza obecnych bedzie wiecej lub mniej
alleli niz w probce zdrowej tkanki. Obecno$é dodatkowych alleli w probce guza nie oznacza niepowodzenia testu QC
tozsamosci probek pobranych od pacjenta. Dodatkowe allele markerow Penta w probee guza nie oznaczaja MSI.
Natomiast brakujacy allel w probce guza moze oznaczaé zamiane probki lub utrate heterozygotycznosci (LOH) markera
(patrz czeéc¢ 6.5.3). Interpretacja wynikow dla par probek, ktore nie przeszly pomySlnie testu QC tozsamoéci probek
pobranych od pacjenta z powodu brakujacego allelu w prébee guza, jest nadal mozliwa zgodnie z wytycznymi
zamieszczonymi w czeSci 6.5.3. Pary probek, ktdre nie przeszly pomysSlnie testu QC tozsamoéci probek pobranych od
pacjenta z innych powodéw, nalezy uzna¢ za nieprawidlowe i postepowaé zgodnie z instrukcjami w czesci 9.

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

6.3.10 Ocena markerow powtérzen mononukleotydé6w w prébkach guza pod katem intensywnos$ci
sygnalu (test QC sygnalu guza)

Jesli w probce guza nie wykryto zadnego nowego allelu konkretnego markera powtdérzeir mononukleotydow

w poréwnaniu do probki zdrowej tkanki, taki marker uznaje sie za stabilny. Jednakze, aby nowe allele mogly zostaé
wykryte powyzej wartoSci progowej analizy, standardowy (,wzorcowy”) allel w probce guza musi wykazywac
wystarczajaca intensywno$¢ sygnatu przy okre$lonej zawarto$ci komérek nowotworowych w prébcee. A zatem nalezy
sprawdzi¢ intensywno$¢ pikéw dla kazdego pozornie stabilnego markera powtérzeir mononukleotydéw i ustali¢, czy
intensywno$¢ sygnatu allelu jest wystarczajaca, aby zapewnié czuto$¢ oznaczenia odpowiednia do wykrywania
nowych alleli.
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Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System warto$é progowa analizy
okreslono na 175 RFU przy minimalnej zawartosci komoérek nowotworowych wynoszacej 20%, co odpowiada frakeji
komorek nowotworowych réwnej 0,2. Aby zapewni¢ odpowiednia czulo$¢ oznaczenia, minimalna wymagana
intensywno$¢ piku standardowego allelu, ktora dla pozornie stabilnych markeréw powt6rzeir mononukleotydéw

w prébkach guza wynosi 700 RFU, obliczono przy uzyciu nastepujacego wzoru:

1
intensywnoéé sygnalu guza (RFU) > wartoéé progowa analizy x x (1 — minimalna frakcja
Minimalna frakcja komoérek
komorek nowotworowych)
nowotworowych

Przy minimalnej intensywnosci piku wynoszacej 700 RFU oczekiwana wysoko$é piku nowego allelu przy zawartosci
komoérek nowotworowych réwnej 20% lacznej objetosci probki (co odpowiada frakeji guza 0,2) wynosi 175 RFU

(tj. 175 RFU stanowi 20% calkowitej intensywnosci sygnalu wynoszacej 875 RFU, a 700 RFU to 80% calkowitej
intensywnosci sygnatu wynoszacej 875 RFU). A zatem intensywno$¢ sygnalu jest wystarczajaca, aby mozna bylo
wiarygodnie okresli¢ stabilno$¢ markerow obecnych w probkach o zawartoéci komérek nowotworowych > 20%. Nalezy
udokumentowaé wyniki dla markeréw, ktore nie przeszly pomySlnie testu QC sygnatu guza. Jednakze interpretacja
danych w odniesieniu do markeréw, ktérych ten problem nie dotyczy, moze by¢ nadal mozliwa zgodnie z instrukcja

w czeSci 6.5. W przypadku kontroli dodatnich i ujemnych nie przeprowadza sie testu QC sygnatu guza.

6.4 Okreslanie stabilno$ci markeréw powtérzen mononukleotydéw

Analiza markeréw powtdrzef mononukleotydéw w odpowiadajacych sobie probkach zdrowej tkanki i probkach tkanki
guza pozwala okresli¢ stabilno$¢ markeréw, a tym samym status MSI guza. Stabilno$¢ ocenia sie kolejno dla
poszezegdlnych markerdw, a niestabilnosé okresla si¢ na podstawie obecnosci jednego lub wiekszej liczby nowych alleli
mikrosatelitarnych w prébcee guza w poréwnaniu do prébki zdrowej tkanki pobranej od tego samego pacjenta. Zmiany
alleli w niekt6rych guzach moga by¢ na tyle niewielkie, ze obecnie stosowane oprogramowanie do analizy fragmentow
nie jest w stanie ich wykry¢ jako odrebnych nowych alleli. W przypadku takich prébek niestabilno$¢ mozna okresli¢ na
podstawie wizualnego poréwnania elektroferograméw pod katem réznic. W innych prébkach guza, na przyklad
pobranych od pacjentéw z CRC o wysokiej MSI, zmiany w profilach mikrosatelitarnych sa wyrazne i rejestruje sie
odrebne piki dla nowych alleli, z towarzyszacymi pikami satelitarnymi o malejacej intensywnosci. Gdy stabilnosé
markera budzi watpliwosci lub nie mozna jej okresli¢, powtérzona analiza probki przy zastosowaniu zwiekszonej
zawarto$ci komérek nowotworowych i/lub innego czasu lub czaséw iniekeji elektroforezy kapilarnej moze dostarezyé
dodatkowych informacji (Guedes, 2017; Wang, 2017; Boyle, 2014). Proces okre§lania stabilno$ci markera
podsumowano na rysunku 11. W tabeli 6 podsumowano mozliwe wyniki analizy w celu okreslenia stabilnosci
markeréw powtérzen mononukleotydéw. Nie mozna okresli¢ stabilno$ci markeréw w prébkach pobranych od pacjenta,
ktére uznano za nieprawidlowe z powodu krytycznego niepowodzenia kontroli QC danych (patrz czesé 6.3).

Podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System zastosowano prosty algorytm
okreslania stabilno$ci markeréw: W przypadku kazdego z pieciu markeréw powtérzen mononukleotydéw w prébkach
zdrowej tkanki i probkach tkanki guza pobranych od pacjentéw najmniejszy zidentyfikowany allel uznawano za allel
bedacy przedmiotem zainteresowania do dalszych poréwnan. Nastepnie obliczano réznice wielkosci alleli bedacych

46 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
TM595 - Wer. 0 www.promega.com



o
Promega

przedmiotem zainteresowania w probkach zdrowej tkanki i probkach tkanki guza, aby okresli¢ stabilno$¢ markera. Gdy
ta réznica wynosila > 3 bp (przy czym w praktyce zastosowano warto$¢ > 2,75 bp, aby uwzgledni¢ precyzje
wymiarowania aparatu do elektroforezy kapilarnej), marker uznawano za niestabilny.

Tabela 6. Okreslanie stabilnos$ci markeréw powtérzen mononukleotydéw na podstawie poréwnania
alleli obecnych w prébkach zdrowej tkanki i probkach tkanki guza.

Status stabilno$ci markera

Status stabilnoSci przypisywany kazdemu markerowi w préobce
Wartosé Opis

Stabilny Nie wykryto niestabilnosci mikrosatelitarnej markera powtorzen mononukleotydow.
Nie wykryto zadnych nowych alleli w probce guza lub réznica wielkosci migdzy nowym allelem
w prébee guza a allelem wzorcowym w probce zdrowej tkanki nie byla znaczaca (< 2,75 bp).

Niestabilny Wykryto niestabilno$¢ mikrosatelitarng markera powtérzen mononukleotydéw. Wykryto nowy
allel w prébce guza, a réznica wielko$ci miedzy tym allelem a allelem wzorcowym w zdrowej
tkance byla znaczaca (> 2,75 bp).

Nieprawidlowy Ocena markera powtorzen mononukleotydow pod katem niestabilno$ci mikrosatelitarnej nie
byla mozliwa. Jako$¢ danych probki uznano za niewystarczajaca z powodu krytycznego
niepowodzenia kontroli QC (patrz czes¢ 6.3).
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W przypadku kazdego markera potworzenn mononukleotydow,
ktory pomysinie przeszedt kontrole QC:
( )

Zidentyfikowall piki alleli wzorcowych w prébce
zdrowej tkanki. Udokumentowall wielkollci alleli
wzorcowych.

I

Zbadall probkll guza. Czy oprocz pikéw alleli
wzorcowych zarejestrowano jeszcze jakiell piki? !

_ J
Nie I Tak

Czy intensywnollil pikéw alleli wzorcowych
w probce guza jest dolill wysoka, aby test QC
sygnallu guza zakoliczyll sill powodzeniem?

Czy rélinica wielkolici milldzy nowym allelem a
allelem wzorcowym wynosi > 2,75 bp?

Nie —I— Tak Nie —L Tak

Status stabilnolici
markera jest Marker jest stabilny Marker jest stabilny Marker jest niestabilny
nieprawidllowy 2

1. Probki guza czlisto zawierajll mieszaninll zdrowych i nowotworowych komérek; obecnolill standardowego allelu
wzorcowego w probce guza jest czllstym zjawiskiem.
2. Dodatkowe informacje molina znalelill w czlilici 9 — Rozwillzywanie probleméw.

Rysunek 11. Ogoélne instrukcje oceny stabilno$ci markerow powtorzein mononukleotydéw w prébkach
pobranych od pacjentow. Jesli okreslony marker powtérzen mononukleotydéw spelnia wymagania kontroli QC
danych okreslone w czesci 6.3, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami na schemacie. Nalezy udokumentowaé
stabilno$é poszezegolnych markeréw, a nastepnie przej$é do czesci 6.5 — Interpretacja statusu MSI guza. Uwaga: Aby
mozna bylo zinterpretowa¢ wyniki dla okre$lonego markera powtérzeih mononukleotydéw, taki marker musi pozytyw-
nie przej$¢ wszystkie kontrole QC, zar6wno w prébce zdrowej tkanki, jak i w prébce tkanki guza.
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6.5 Interpretacja statusu MSI guza

6.5.1 Podsumowanie

Proces interpretacji statusu MSI prébki na podstawie statuséw stabilno$ci okreslonych dla markerow systemu do
analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System podsumowano na rysunku 12. W tabeli 7 podsumowano konicowe
rezultaty interpretacji statusu MSI préobek guza. Ta metoda jest zgodna z zasadami okre$lania statusu MSI prébek
przyjetymi w drodze konsensusu podczas Warsztatow Amerykanskiego Narodowego Instytutu Raka na temat
Niestabilno$ci Mikrosatelitarnej (Boland, 1998). Jesli nie stwierdzono zadnych krytycznych niepowodzen kontroli QC,
status MSI probki interpretuje sie w nastepujacy sposob:

Prébka guza jest interpretowana jako MSI-H, gdy co najmniej dwa markery powtdorzeh mononukleotydow sa
niestabilne. Probka guza jest interpretowana jako MSS, gdy mniej niz dwa markery powtérzen mononukleotydéw
zostaja zinterpretowane jako niestabilne (Boland, 1998; Hampel, 2008; Umar, 2004).

Okreslenie statusu MSI jest nadal mozliwe, gdy uzyskano nieprawidlowe wyniki dla podzbioru markeréw (patrz czesé
6.5.2) lub gdy test QC tozsamosci probek pobranych od pacjenta zakonczyt sie niepowodzeniem (patrz cze$é 6.5.3).
Instrukcje interpretacji wynikow dla takich prébek przedstawiono ponizej. Wyniki dla probek, w ktorych stwierdzono
obecno$¢ mniej niz dwoch prawidlowych markeréw powtérzen mononukleotydéw, nie moga by¢ interpretowane.

W takim przypadku nalezy podstepowaé zgodnie z instrukcjami w czescei 9.

Tabela 7. Status MSI guza okre$lony na podstawie sumy wynikow stabilnosci markeréw.

Wartosé Opis
MSS Status MSS (stabilny mikrosatelitarnie) oznacza, ze niestabilno$¢ stwierdzono w przypadku
mniej niz dwdoch markeréw powtorzen mononukleotydow.

MSI-H Status MSI-H (wysoce niestabilny mikrosatelitarnie) oznacza, ze niestabilnoéé stwierdzono
w przypadku co najmniej dwoch markeréw powtérzen mononukleotydéw.

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

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

Instrukeje postepowania w przypadku niepowodzenia kontroli QC skutkujacej nieprawidtowymi
wynikami mozna znalezé w cze$ci podrecznika po$wieconej rozwiazywaniu probleméw.
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Interpretacja statusu MSI poszczegéinych probek pobranych od pacjentow:

TobKka pobrana od pacjenta Jest prawidlowa (1. nie stwierdzono Jadnych Krytycznyc
niepowodzel testéw QC).

I Nie | Tak —|

[ Status MS jest nieprawidﬂowy] [Test QC tollsamofici prébek pobranych od]

pacjenta zakollczyl sill niepowodzeniem.

Nie | Tak

Dla pificiu markeréw powtdrzell mononukleotydéw uzyskano wyllicznie wynik
stabilny lub niestabilny (tj. laden marker nie zostall zinterpretowany jako
nieprawidlowy).

| Tak I Nie
Niestabilnollll stwierdzono w przypadku
co najmniej dwoch markeréw powtdrzel Prébka spelinia kryteria interpretacji Probka spelinia kryteria interpretacji
mononukleotydéw. wymienione w czfilici 6.5.2. wymienione w czfilici 6.5.3.

Nie _I_

Status MSI jest

nieprawidlowy

Tak _I I_ Tak —I— Nie—I

Niestabilnollil stwierdzono Status MSI jest
w przypadku co najmniej nieprawidlowy
dwoch markeréw powtérzell
mononukleotyddw.

Tak J_ Nie
_|

Status MSI to Stabilnoliil stwierdzono w przypadku co
MSI-H najmniej czterech markerow powtérzell

I_ Nie J—Tak _I

Status MSI to Status MSI to
MSS MSI-H

mononukleotydéw.

Nie_I_Ta
|— ]

Status MSI jest
nieprawidiowy Status MSI to MSS

Rysunek 12. Ogoélne instrukcje okres$lania statusu MSI prébki guza. Jeéli okreslona probka pomy$lnie przeszlta
kontrole QC danych, nalezy postepowac zgodnie ze schematem.
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6.5.2 Interpretacja pod katem MSI w przypadku uzyskania nieprawidlowych wynikéw stabilnosci dla
podzbioru markeréow

Gdy intensywno$é pikéw alleli markeréw powtérzeir mononukleotydéw jest zbyt niska, aby mozna bylo ocenié¢ dane,
takie probki wykaza niepowodzenie testu QC sygnalu guza lub testu QC amplifikacji alleli, a status stabilno$ci
markerdow zostanie okreslony jako nieprawidlowy. Gdy szeroki pik utrudnia wymiarowanie pikow alleli, probka wykaze
niepowodzenie testu QC szerokich pikéow, a status stabilno$ci markeréw zostanie okreslony jako nieprawidlowy.

Gdy podzbi6r markeréw powtdrzen mononukleotydéw obecnych w konkretnej probee pobranej od pacjenta wykaze
nieprawidlowy status stabilnosci, interpretacja tej probki pod katem MSI moze by¢ nadal mozliwa, o ile zostana
spelnione nastepujace warunki:

1. Niskich wysoko$ci pikow markeréw nie mozna skorygowaé poprzez a) zwiekszenie wejsciowej ilosci DNA
w reakeji amplifikacji przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System lub b) ponowng
analize z uzyciem innego wycinka tkanki FFPE.

2. Oba markery powtérzen pentanukleotydow pomysSlnie przeszly wszystkie testy kontroli QC.

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

4. Status stabilny lub niestabilny przypisano co najmniej dwém markerom powtérzen mononukleotydéow.

Jesli powyzsze warunki zostaly spelnione, wynik dla prébki mozna zinterpretowac na podstawie pozostalych,
prawidlowych danych stabilno$ci zgodnie z ponizszymi wytycznymi (Boland, 1998):

1. Jesli co najmniej dwa markery powtorzen mononukleotydow sa niestabilne, wynik dla probki guza nalezy
zinterpretowac jako MSI-H.

2. Jedli co najmniej cztery markery powtérzen mononukleotydéw sa stabilne, wynik dla probki guza nalezy
zinterpretowac jako MSS.

3. W przeciwnym wypadku nie mozna zinterpretowaé wynikéw dla probki. Status MSI probki zostanie okreslony
jako nieprawidtowy.
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6.5.3 Interpretacja pod katem MSI w przypadku niepowodzenia kontroli QC tozsamo$ci probek
pobranych od pacjenta

Markery pentanukleotydowe w prébkach guza moga traci¢ allele lub wykazywa¢ obecno$é¢ dodatkowych alleli, ktére
utrudniaja interpretacje tozsamosci wzgledem probek zdrowej tkanki. Do zdarzen genomowych czesto obserwowanych
w tkance guza naleza LOH i uogdlniona niestabilno$¢ genomowa. Takie zdarzenia moga utrudniaé weryfikacje
tozsamosci probki (tj. potwierdzenie, ze probka zdrowej tkanki i probka tkanki guza pochodza od tego samego
pacjenta). Markery powtérzen pentanukleotydow moga wykazywaé rézna liczbe alleli w prébee guza i odpowiadajacej
jej probee zdrowej tkanki. Obecnosé dodatkowych alleli w prébee guza nie skutkuje niepowodzeniem kontroli

QC danych.

Z drugiej strony, przypadki wyraznego braku rownowagi allelicznej (np. utrata heterozygotycznosci, LOH) moga
skutkowaé obecnoscia w probee zdrowej tkanki allelu pentanukleotydowego, ktérego nie wykryto w prébee guza.
Powazny brak rownowagi 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 skutkowaé¢ pozornym niepowodzeniem testu QC tozsamosci probek pobranych od pacjenta.
Aby potwierdzié, ze taki ,,utracony” allel jest obecny powyzej wartoSci progowej analizy i zostal jedynie odfiltrowany
przez algorytm okreslania wielkoSci alleli oprogramowania, nalezy otworzy¢ plik probki w oprogramowaniu do analizy
fragment6w i przytrzymac kursor nad ,,utraconym” pikiem na elektroferogramie dla probki guza. Po przytrzymaniu
kursora nad potencjalnym ,,utraconym” pikiem w oprogramowaniu GeneMapper® zostanie wy$wietlona pionowa
czarna linia oznaczajaca, ze ten pik przekroczyt warto$é progowa analizy, ale zostal odfiltrowany, a zatem allel nie zostal
zidentyfikowany (rysunek 13). Alternatywnie mozna powigkszy¢ potencjalny ,,utracony” pik, aby upewnicé sie, ze jego
intensywnos$¢ przekracza warto$¢ progowa analizy. Jesli wybrane oprogramowanie do analizy fragmentéw nie obstuguje
tej funkcji, nalezy sprawdzié, czy wysoko$é piku utraconego allelu przekracza warto$¢ progowa analizy.

Gdy w przypadku probki pobranej od pacjenta stwierdzono pozorne niepowodzenie testu QC tozsamosci probek
pobranych od pacjenta, interpretacja pod katem MSI moze by¢ nadal mozliwa, o ile zostana spelnione
nastepujace warunki:

1.  Niepowodzenie kontroli QC stwierdzono w przypadku pojedynczego markera powtérzen pentanukleotydow (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 intensywnoéci
powyzej wartoSci granicznej analizy, ale pik ten zostal odfiltrowany jako pik satelitarny przez algorytm okreslania
wielko$ci alleli oprogramowania do analizy fragment6w z powodu zarejestrowania duzo wyzszego piku dla
innego allelu w tym samym panelu.

3. Markery powtdrzerr mononukleotydéw pomyslnie przeszly kontrole QC.
Jesli powyzsze warunki zostaly spelnione, dane mozna zinterpretowac zgodnie z ponizszymi wytycznymi:

1. Jesli co najmniej dwa markery powtorzen mononukleotydow sa niestabilne, wynik dla probki guza nalezy
zinterpretowac jako MSI-H.

2. Jedli co najmniej cztery markery powtérzen mononukleotydéw sa stabilne, wynik dla probki guza nalezy
zinterpretowac jako MSS.
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Rysunek 13. Przyklad wyraznego braku réwnowagi allelicznej. W przypadku wyraznego braku rownowagi
allelicznej markeréw powtorzen pentanukleotydéw wy$wietlenie pionowej czarnej linii po przytrzymaniu kursora nad
pikiem zarejestrowanym dla probki zdrowej tkanki, ale ,,utraconym” na elektroferogramie probki guza, oznacza, ze ten
pik jest obecny, a jego intensywnos$¢ przekracza warto$¢ progowa analizy, ale zostat odfiltrowany jako pik satelitarny

z powodu zarejestrowania duzo wyzszego piku dla allelu o dtugoéci 168 bp w tym samym panelu.
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7.  Kontrole jako$ci oznaczenia

7.1 Kalibracja spektralna

W trakeie elektroforezy kapilarnej znakowane barwnikiem produkty amplifikacji uzyskane przy uzyciu systemu do
analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System sa rozdzielane wedlug rozmiaréw i wykrywane. Przed analiza wybrany
aparat do elektroforezy kapilarnej jest kalibrowany przy uzyciu standardéw matrycy, aby umozliwi¢ rozréznianie
poszczegblnych barwnikéw uzytych w oznaczeniu. Standard matrycy OncoMate™ 5C Matrix Standard (nr kat. firmy
Promega: MD3580) sklada sie z fragmentéw DNA znakowanych piecioma r6znymi barwnikami fluorescencyjnymi
(fluoresceing, JOE, TMR-ET, CXR-ET i WEN), umieszczonych w jednej probéwee. Kalibracje spektralng nalezy
przeprowadzi¢ zgodnie z 0gélnymi parametrami wymienionymi w zalaczniku A (cze$é 11.1). Wygenerowany plik
kalibracji spektralnej jest stosowany automatycznie podczas wykrywania probek, aby uwzgledni¢ naktadanie sie widm
barwnikéw, jak réwniez aby rozdzieli¢ nieprzetworzone sygnaly fluorescencji na sygnaly rejestrowane dla
poszczegblnych barwnikow.

7.2 Proébka zdrowej tkanki odpowiadajaca prébcee tkanki guza

Markery powtérzen mononukleotydéw moga wykazywaé heterozygotyczno$é, czyli r6zna dlugosé alleli w prébkach
zdrowej tkanki pobranych od réznych osob (Bacher, 2004). Aby uwzgledni¢ takie réznice w allelach obecnych

w zdrowej tkance, jednoczes$nie 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 zawieraja mieszanine zdrowych i nowotworowych komérek. Piki nowych alleli

w probee guza moga nakladac sie na piki satelitarne zdrowych komérek obecnych w prébee guza. W takich przypadkach
interpretacja danych moze wymagaé bezpoSredniego poréwnania tkanki guza ze zdrowa tkanka. Jesli analiza probki
tkanki guza lub prébki zdrowej tkanki musi zosta¢ powtérzona z jakiegokolwiek powodu, nalezy przeanalizowaé
réwniez druga 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 analizowaé razem z prébkami pobranymi od
pacjentow, aby zweryfikowa¢ wiarygodno$¢ oznaczenia. Kazda mikroplytka z probkami pobranymi od pacjentéw musi
zawiera¢ rowniez co najmniej jedna reakcje amplifikacji kontrolnego DNA 2800M Control DNA i jedna reakcje
amplifikacji kontroli ujemnej. Reakcje kontroli ujemnej analizuje sie, aby upewnic¢ sie, ze w reakcjach bez matrycy nie
nastapila nieprzewidziana amplifikacja. Nieprzewidziana amplifikacja w reakeji kontroli ujemnej sugeruje, ze doszlo do
zanieczyszczenia DNA, przez co wynik oznaczenia jest nieprawidlowy. W przypadku kontroli ujemnych nie powinno sie
rejestrowaé pikow amplifikacji o intensywnosci przekraczajacej warto$é progowa analizy. Reakcje kontroli dodatniej
analizuje sie, aby wykazaé, ze reakcja chemiczna amplifikacji przebiegla zgodnie z przewidywaniami. Jesli wyniki dla
kontroli dodatniej s3 niezgodne z oczekiwaniami, moze to oznaczaé, ze amplifikacja sie nie powiodta lub jej wydajnosé
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)*:2
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

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

2Roéznice w dziataniu aparatéw do elektroforezy kapilarnej w zalezno$ci od konkretnego aparatu
i dnia przeprowadzenia procedury moga skutkowac ok. +£1 bp réznicg wielkosci alleli oczekiwanych
dla kontrolnego DNA 2800M Control DNA.

7.4 Standardy do elektroforezy kapilarnej

Wszystkie analizowane probki i kontrole musza zawieraé 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 i 500 bp). Poszczegdlne fragmenty sa znakowane barwnikiem WEN

i wykrywane oddzielnie (jako czwarty kolor, pomaranczowy) podczas elektroforezy kapilarnej w obecnosci produktow
zamplifikowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System. Standard wielkosci Size
Standard 500 stuzy do przypisywania wielkosci do zamplifikowanych produktéw obecnych w poszczegélnych prébkach
i kontrolach przy uzyciu metody hybrydyzacji miejscowej typu Southern blot (Southern, 1979). Standard wielkosci
kontroluje réznice w precyzji wymiarowania poszczegdlnych kapilar w trakcie elektroforezy kapilarnej i umozliwia
bezposrednie poréwnanie probek analizowanych w jednym cyklu elektroforezy. Wylgcznie fragmenty o dhugosci od

60 bp do 300 bp sg analizowane przy uzyciu wybranego oprogramowania do analizy fragment6w.

7.5 Warto$¢ progowa analizy

Podczas analizy danych przy uzyciu oprogramowania do analizy fragmentéw nalezy okresli¢ i zastosowaé wartos$é
progowa analizy, aby wyniki interpretacji pod katem MSI byly wiarygodne. Istnieje kilka metod ustalania wartosci
progowej analizy. Ich opisy mozna znale¢ w odpowiednich publikacjach naukowych (np. Bregu, 2013). Podczas oceny
wiarygodno$ci systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System warto$é progowa analizy ustalono na

175 RFU, postugujac sie metoda gornej granicy oparta na regresji liniowej intensywnosci pikow wygenerowanych

z probek zawierajacych rézne wejsciowe ilosci DNA (Bregu, 2013).
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8. Ograniczenia szczegolne

Zawarto$¢ komorek nowotworowych w prébkach guza moze mieé¢ wplyw na identyfikacje alleli przez oprogramowanie
do wymiarowania fragmentéw. Zawarto$¢ komoérek nowotworowych musi wynosié > 20%, a liczebno$é¢ komérek
jadrzastych, okreslana standardowymi metodami patologicznymi, musi byé wystarczajaca. Probki tkanek, ktore nie
spehniaja tych kryteriow, 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 wejsciowego DNA
oczyszcezonego i wyekstrahowanego z probek 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 ekstrakeji DNA, aparatu do elektroforezy kapilarnej, oprogramowania do analizy
fragmentéw DNA lub metody analizy uzytkownik musi ustalié, czy te metody sa kompatybilne z zestawem do analizy
OncoMate™ MSI Dx Analysis System.

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

Loci mikrosatelitarne wchodzace w sklad systemu sa quasi-monomorficzne. W rzadkich przypadkach obserwuje sie
heterozygotyczne uklady alleli. Aby zapewni¢ doktadna interpretacje, nalezy poréwnaé probke tkanki guza z prébka
zdrowej tkanki pobranej od tego samego pacjenta.

Aparaty i akcesoria do aparatow uzywanych razem z systemem do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System musza
by¢ konserwowane zgodne z zaleceniami producenta i musza spelnia¢ kryteria dopuszczenia do uzytkowania
z niniejszym produktem.
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W przypadku probleméw, ktérych nie oméwiono w niniejszym dokumencie, nalezy zapozna¢ sie z instrukeja obstugi
stosowanego aparatu lub akeesorium albo skontaktowa¢ sie z lokalnym oddziatem lub dystrybutorem firmy Promega.
Informacje kontaktowe sa dostepne na stronie internetowej www.promega.com lub pod adresem e-mail:

genetic@promega.com.

Objawy

Przyczyny i komentarze

Test QC jakosci wymiarowania zakonczyl sie
niepowodzeniem z powodu niskiej rozdzielczosci
fragmentéw standardu wielkosci Size Standard 500,
wykrycia mniejszej liczby fragmentéw niz oczekiwana lub
niskiej intensywno$ci pikow (problem moze réwniez
dotyczy¢ amplikonéw).

W plynach obecnych w aparacie znajdowaly sie
pecherzyki powietrza. Nalezy przeprowadzié¢ procedure
usuwania pecherzykéw powietrza z ptynéw obecnych

w aparacie zgodnie z instrukeja producenta, a nastepnie
powtdrzy¢ analize probek, ktorych dotyczy problem,

w tym kontroli dodatnich i ujemnych, przy uzyciu
elektroforezy kapilarnej.

W polimerze obecne byly zanieczyszczenia lub osady
krysztalow. Przed uzupelianiem polimeru nalezy sie
upewnié, ze ogrzano go do temperatury pokojowej
zgodnie z instrukcjami producenta. Powtérzyé analize
probek, ktorych dotyczy problem, w tym kontroli
dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej.

Zablokowanie jednej lub wiekszej liczby kapilar. Nalezy
ponownie napelnic¢ zestaw kapilar i powtérzyé analize
probek, ktorych dotyczy problem, w tym kontroli
dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej. W razie koniecznosci nalezy zainstalowa¢
nowy zestaw kapilar.

Do mieszaniny do elektroforezy kapilarnej nie dodano
standardu wielko$ci Size Standard 500. Nalezy
przygotowac $wieza mieszanine do elektroforezy
kapilarnej, zawierajaca standard wielko$ci Size Standard
500, i powtorzy¢ analize wszystkich prébek i kontroli
przy uzyciu elektroforezy kapilarnej.
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Objawy

Przyczyny i komentarze

Test QC jakosci wymiarowania zakonczyl sie
niepowodzeniem z powodu niskiej rozdzielczosci
fragmentéw standardu wielkosci Size Standard 500,
wykrycia mniejszej liczby fragmentéw niz oczekiwana lub
niskiej intensywnosci pikow (problem moze réwniez
dotyczy¢ amplikonow). (ciag dalszy)

Koneowki kapilar nie mialy stycznosci z mieszaning
elektroforetyczna. Nalezy sie upewnié, ze do kazdego
wymaganego dotka 96-dotkowej mikroplytki dodano

11 pl mieszaniny elektroforetycznej zawierajacej probki,
a mikroplytke odwirowano krétko przed rozpoczeciem
cyklu elektroforezy kapilarnej. Powtorzy¢ analize probek,
ktorych dotyczy problem, w tym kontroli dodatnich

i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy kapilarnej. Aby
znalez¢ przyczyne zrodlowa bledu testu QC jakosci
wymiarowania, nalezy przeanalizowaé elektroferogram.

Nie udato sie rozpoczaé cyklu elektroforezy kapilarne;.

W plynach obecnych w aparacie do elektroforezy
kapilarnej znajdowaly sie pecherzyki powietrza. Nalezy
usunac pecherzyki powietrza zgodnie z instrukcjami
producenta. Nastepnie nalezy ponownie rozpoczac cykl
elektroforezy kapilarnej.

Wystapil blad w komputerze systemowym. Nalezy
ponownie uruchomié aparat do elektroforezy kapilarnej
oraz komputer aparatu zgodnie z instrukcjami
producenta, a nastepnie ponownie rozpoczaé cykl
elektroforezy kapilarnej.

Co najmniej jeden z materialéw eksploatacyjnych
uzywanych w aparacie jest przeterminowany lub
osiggnieto limit probek przewidziany dla tego materiatu.
Nalezy wymieni¢ przeterminowane lub zuzyte materialy
eksploatacyjne, a nastepnie ponownie rozpoczac cykl
elektroforezy kapilarnej.

Test QC jakosci wymiarowania zakonczy} sie
niepowodzeniem z powodu wykrycia nieprzewidzianych
pikéw na kanale barwnika standardu wielkosci Size
Standard 500.

Artefakty elektroforezy kapilarnej. Podczas elektroforezy
kapilarnej moga zostaé zaobserwowane nieprawidlowe
piki. Jesli dotyczy to pomaraniczowego kanalu barwnika,
takie nieprawidlowe piki moga nalozy¢ sie na piki
standardu wielkoSci Size Standard 500 lub wielkosci
moga zostaé nieprawidlowo przypisane przez
oprogramowanie do analizy fragmentéw. Powtérzyé
analize prébek, ktorych dotyczy problem, w tym kontroli
dodatnich i ujemnych, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej. Jeéli problem nadal wystepuje, nalezy
wymieni¢ materialy eksploatacyjne uzywane w aparacie
do elektroforezy kapilarnej. Aby znalez¢ przyczyne
zrédlowa bledu testu QC jakoSci wymiarowania, nalezy
przeanalizowa¢ elektroferogram.
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Zaobserwowano staba amplifikacje lub nierownomierng
intensywnos$¢ pikow alleli poszczegdlnych markeréow
kontrolnego DNA 2800M Control DNA (problem moze
dotyczy¢ rowniez probek).

Roztwor podstawowy kontrolnego DNA 2800M Control
DNA lub rozcieniczony kontrolny DNA 2800M Control
DNA nie zostaly odpowiednio zmieszane w wytrzasarce.
W takim przypadku mozna zaobserwowa¢ niskie lub
nadmierne intensywnosci pikéw, w tym nadmierna
amplifikacje alleli markera Penta D. Nalezy wowczas
powtérzyé reakeje amplifikacji oraz analize metoda
elektroforezy kapilarnej, uwzgledniajac rowniez kontrole
dodatnia i ujemna.

Mieszanina do amplifikacji metoda PCR nie zostala
odpowiednio zmieszana w wytrzasarce. Nalezy wowczas
powtorzyé reakcje amplifikacji oraz analize metoda
elektroforezy kapilarnej, uwzgledniajac rowniez kontrole
dodatnig i ujemna.

Rozcieficzony DNA 2800M Control DNA zostal
przygotowany wezesniej i uzyty ponownie. Nalezy
przygotowac $wieze rozcieficzenie kontrolnego DNA
2800M Control DNA i powt6rzy¢ reakcje amplifikacji
oraz analize metoda elektroforezy kapilarnej, uzywajac
$wiezo przygotowanej probki kontroli dodatniej

i kontroli ujemne;j.

Niskie wysokosci pikow zarejestrowane dla probek
zdrowej tkanki lub prébek tkanki guza. Mozliwe
niepowodzenie testu QC sygnatu guza w przypadku
prébek guza.

Niewystarczajjca ilos¢ matrycowego DNA. Niskie
wysokos$ci pikow mogg utrudniaé interpretacje danych.
Intensywnosci pikow alleli obecnych w probkach guza
musza by¢ odpowiednio wysokie, aby umozliwi¢
wykrywanie nowych alleli powyzej wartoéci progowe;j
analizy (patrz czes¢ 6.3.10). Intensywnosci alleli
obecnych w prébcee zdrowej tkanki musza by¢ wieksze lub
réwne warto$ci progowej analizy. Nalezy sie upewnic,

ze DNA zostal prawidlowo oznaczony ilo$ciowo

i rozcienczony, i powtdrzyé amplifikacje przy uzyciu

1,0 ng matrycowego DNA, jesli wykryto blad oznaczenia
iloéciowego. W przeciwnym wypadku nalezy powto6rzy¢
amplifikacje przy uzyciu wiekszej ilosci DNA. Jesli
problem nadal wystepuje, nalezy powtérzy¢ oznaczenie
przy uzyciu DNA wyekstrahowanego z innego wycinka
tkanki.
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Przyczyny i komentarze

Niskie wysokosci pikow zarejestrowane dla probek
zdrowej tkanki lub prébek tkanki guza. Mozliwe
niepowodzenie testu QC sygnatu guza w przypadku
probek guza. (ciag dalszy)

Zanieczyszczona matryca DNA. Zanieczyszczenie probek
DNA moze utrudnié¢ przeprowadzenie reakcji PCR. Aby
znaleZ¢ rozwigzane problemu, nalezy zapoznac sie
instrukcjami producenta dotyczacymi wybranej metody
ekstrakeji DNA. Jesli wybrana metoda ekstrakeji nie
zapewnia wystarczajacej jako$ci DNA, konieczna moze
by¢ zmiana metody. Podczas oceny wiarygodno$ci
systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System
uzyto DNA oczyszczonego i wyekstrahowanego z prébek
tkanek CRC FFPE przy uzyciu aparatu Maxwell® CSC
Instrument oraz zestawu Maxwell® CSC FFPE DNA Kit.
Inne metody mogg nie zapewniaé takiej samej jakosci
DNA.

Niska jako$¢ iniekcji podczas elektroforezy kapilarnej
(problem dotyczy réwniez pikéw standardu wielkosci
Size Standard 500). Nalezy powtorzyé analize probek,
ktérych dotyezy problem, przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej, uwzgledniajac réwniez kontrole dodatnig
iujemna.

Uzyto formamidu o niskiej jakoSci. Nalezy uzywaé
wylacznie Hi-Di™ 3500 Dx Series Formamide.

Wysokie stezenie soli lub zmieniony odczyn pH. Nie
nalezy rozcieficza¢ matrycy DNA FFPE w buforach TE.
Do rozcienczania matrycowego DNA nalezy uzywaé
wylacznie wody wolnej od nukleaz.

Problem z termocyklerem lub mikroplytka reakeyjna
(problem dotyczy réwniez reakeji kontroli dodatniej).
Nalezy sie upewnié, ze reakcja PCR zostala poprawnie
zaprogramowana, a wybrany termocykler spelnia kryteria
dopuszczenia do uzytkowania z systemem do analizy
OncoMate™ MSI Dx Analysis System (patrz cze$é 3.5).
Moze by¢ wymagana kalibracja bloku cieplnego. Nalezy
uzywaé wylacznie mikroplytek MicroAmp®.
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Niskie wysokosci pikow zarejestrowane dla probek
zdrowej tkanki lub prébek tkanki guza. Mozliwe
niepowodzenie testu QC sygnatu guza w przypadku
probek guza. (ciag dalszy)

Prébki nie zostaly poprawnie zdenaturowane przed
elektroforeza kapilarng. Probki nalezy denaturowac
metodg termiczng przez 3 minuty, a nastepnie schtadzaé
na kruszonym lodzie lub w lazni lodowej przez co
najmniej 3 minuty bezposrednio przed elektroforeza
kapilarng.

DNA jest niskiej jakoéci lub uleg} degradacji.
Nieprawidlowe lub dlugotrwale utrwalenie prébek

w parafinie moze skutkowaé niewielkim uzyskiem i niska
jakoscig DNA. Nieprawidlowe przechowywanie DNA po
skutecznej ekstrakeji rowniez moze spowodowac jego
degradacje. W takim przypadku nalezy powtdrzyé
amplifikacje, uzywajac wiekszej ilosci DNA, lub
ponownie wyekstrahowa¢ DNA z innego wycinka tkanki.

Skladniki reakeji amplifikacji nie znajdowaly sie na dnie
dotka podczas konfiguracji reakcji PCR. Przed
rozpoczeciem cykli termicznych nalezy odwirowac krétko
mikroplytke w wiréwce miniplytkowej, tak aby zawarto$é
dotkéw opadla na dno, co pozwoli réwniez usunaé
pecherzyki powietrza.

Sygnal fluorescencyjny dla pikéw alleli przekroczyt zakres
dynamiczny wybranego aparatu do elektroforezy
kapilarnej.

Zbyt duza iloé¢ matrycowego DNA. Nalezy sie upewnic,
ze DNA zostal prawidlowo oznaczony ilo$ciowo

i rozcienczony. Jesli stwierdzono blad oznaczenia
iloéciowego, nalezy powtérzy¢ amplifikacje przy uzyciu
1,0 ng matrycowego DNA. W przeciwnym wypadku
nalezy zastosowac jedno z ponizszych rozwigzan:

1) powtorzy¢ reakcje amplifikacji z uzyciem mniejszej
iloéci DNA lub 2) rozcienczyé produkty amplifikacji

w mieszaninie elektroforetycznej w proporcji 1:8

(np. 1 ul produktéw amplifikacji na 7 ul mieszaniny
elektroforetycznej; patrz tabela 4, aby odpowiednio
dobra¢ sklad mieszaniny elektroforetycznej) i powtérzyé
analize metodg elektroforezy kapilarnej z uzyciem 1 pl
rozciefnczonych produktow amplifikacji. Nalezy sie
upewnié, ze metoda ekstrakeji DNA jest odpowiednia dla
konkretnych probek tkanek FFPE, a DNA
przechowywano w sposéb adekwatny do zastosowanej
metody.
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Sygnal fluorescencyjny dla pikow alleli przekroczyl zakres DNA z prébki tkanki FFPE ulegt degradacji lub
dynamiczny wybranego aparatu do elektroforezy sieciowaniu. Zdegradowany lub usieciowany matrycowy
kapilarnej. (ciag dalszy) DNA z probki tkanki FFPE moze wykazywac

preferencyjna amplifikacje mniejszych markeréw,

w szczegolno$ci NR-21. Nalezy zapewnié prawidlowe
warunki przygotowywania probek tkanek FFPE

i przechowywania ekstraktow DNA z takich probek.

W przypadku probek, ktérych wyniki wykraczaja poza
skale, mozna zastosowac jedno z ponizszych rozwigzan:
1) powtorzy¢ reakcje amplifikacji z uzyciem mniejszej
iloSci DNA lub 2) rozcienczy¢ 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¢ sklad mieszaniny elektroforetycznej) i powtérzyé
analize metodg elektroforezy kapilarnej z uzyciem 1 pl
rozcienczonych produktow amplifikacji. Jesli problem
nadal wystepuje, nalezy powtérzy¢ amplifikacje przy
uzyciu mniejszej iloéci DNA. Moze by¢ konieczne
ponowne przygotowanie DNA i powtdrzenie analizy

z uzyciem innego wycinka tkanki.

Zaobserwowano nieprzewidziane piki dla co najmniej Piki satelitarne zostaly mylnie uznane za allele

jednego koloru barwnika. mikrosatelitarne. W wyniku amplifikacji markeréw
mikrosatelitarnych powstaja artefakty widoczne jako
mniejsze piki rejestrowane dla fragmentéw o 1 bp
mniejszych lub wiekszych niz wyrazne allele markeréw
powtdrzen mononukleotydéw, lub o 1 bp albo 5 bp
mniejszych lub wiekszych niz allele markeréw powtérzen
pentanukleotydéw. Wysokosci pikéw 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 iloci > 4 ng
moze skutkowaé artefaktami o podniesionej linii
odniesienia dla markera BAT-26 oraz wieksza liczba
pikéw satelitarnych.
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Zaobserwowano nieprzewidziane piki dla co najmniej
jednego koloru barwnika. (ciag dalszy)

Pik podciagniety lub przeciek. Pik podciagniety,
nazywany roéwniez przeciekiem, moze zostaé
zarejestrowany w przypadku zbyt duzych wysokosci
pikow lub niskiej jakoSci kalibracji spektralnej. Nalezy
powtérzyé kalibracje spektralng wybranego aparatu do
elektroforezy kapilarnej. Nalezy si¢ upewni¢, ze DNA
zostal prawidlowo oznaczony ilo$ciowo i rozcienczony.
Nalezy powtorzy¢ amplifikacje przy uzyciu 1,0 ng
matrycowego DNA. Jesli problem nadal wystepuje,
nalezy powtorzy¢ amplifikacje przy uzyciu mniejszej
ilosci DNA.

Prébki nie zostaly odpowiednio zdenaturowane przed
zaladowaniem. Pr6bki nalezy denaturowaé metoda
termiczng przez 3 minuty, a nastepnie schtadza¢ na
kruszonym lodzie lub w tazni lodowej przez co najmniej
3 minuty bezposrednio przed elektroforeza kapilarna.

Artefakty elektroforezy kapilarnej. Podczas elektroforezy
kapilarnej mogg zosta¢ zaobserwowane nieprawidlowe
piki. Przed instalacja i uzyciem nalezy sie upewnié, ze
polimer zostal ogrzany do temperatury pokojowe;j.
Powtorzy¢ iniekcje. Jesli problem nadal wystepuje,
nalezy powtorzy¢ amplifikacje i analize metoda
elektroforezy kapilarnej.

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

Niestabilna probka guza podczas analizy zostala omylko
uznana za wzorcowa probke zdrowej tkanki. Nalezy
sprawdzi¢, czy probki zostaly prawidlowo
zidentyfikowane i oznaczone. Probki, w przypadku
ktérych zaobserwowano problem, nalezy ponownie
zamplifikowaé i przeanalizowa¢ metoda elektroforezy
kapilarnej, aby potwierdzié¢ prawdopodobna przyczyne
zrédlowa problemu.
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Objawy

Przyczyny i komentarze

Preferencyjna amplifikacja mniejszych markeréw

DNA ulegt sieciowaniu. DNA wyekstrahowany z probek
utrwalonych w parafinie czesto ulega sieciowaniu z innym
DNA lub czasteczkami bialka, co uniemozliwia
amplifikacje dtuzszych fragmentéw DNA. W takim
przypadku nalezy powtérzyé amplifikacje z uzyciem
wiekszej ilosci DNA. Jesli po uzyciu wiekszej ilosci DNA
obserwuje sie saturacje mniejszych markeréw, nalezy
powtérzyé ekstrakcje DNA i analize probek, uzywajac
innego wycinka tkanki. Jesli problem nadal wystepuje,
jako§¢ probki tkanki FFPE moze by¢ zbyt niska, aby
mozna bylo przeprowadzi¢ skuteczna analize.

Zdegradowane DNA. Matryca DNA ulegla degradacji do
mniejszych fragmentow, a wieksze markery wykazuja
zmniejszony uzysk. Nalezy sie upewnic, ze kontrolny
DNA 2800M Control DNA i prébki DNA FFPE
przechowywano w odpowiednich warunkach. Nalezy
powtorzyé reakcje amplifikacji z uzyciem wiekszej ilosci
DNA. Jesli po uzyciu wiekszej ilosci DNA obserwuje sie
saturacje mniejszych marker6w, nalezy powtorzyé
ekstrakcje DNA i analize probek, uzywajac innego
wycinka tkanki. Jegli problem nadal wystepuje, jako$¢
proébki tkanki FFPE moze by¢ zbyt niska, aby mozna bylo
przeprowadzi¢ skuteczng analize.

Niewystarczajaca ilos¢ matrycowego DNA. Nalezy sie
upewnic, ze DNA zostal prawidlowo oznaczony iloéciowo
irozcienczony, a nastepnie powtorzy¢ amplifikacje przy
uzyciu 1,0 ng matrycowego DNA, jesli wykryto btad
oznaczenia ilo§ciowego. Jesli problem nadal wystepuje,
nalezy ponownie przeprowadzié¢ reakcje amplifikacji

z uzyciem wiekszej iloci DNA lub ponownie
wyekstrahowa¢ DNA z innego wycinka tkanki.
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Przyczyny i komentarze

W prébce guza nie stwierdzono obecnosci co najmniej
jednego allelu pentanukleotydowego obecnego w préobee
zdrowej tkanki

Probki DNA ze zdrowej tkanki i tkanki guza pobrane od
réznych oséb zostaly przeanalizowane jako para prébek
pobranych od tej samej osoby. Nalezy sie upewnic, ze
probki zdrowej tkanki lub prébki tkanki guza zostaly
odpowiednio sparowane na mikroplytce reakcyjnej PCR
i podczas analizy metodg elektroforezy kapilarnej. Nalezy
sie upewni¢, ze probki zostaly odpowiednio oznaczone.
Nalezy powtorzy¢ analize probek, ktorych dotyczy
problem, przy uzyciu elektroforezy kapilarnej,
upewniajac sie, ze probki zostaly odpowiednio
sparowane. Nalezy przy tym uwzgledni¢ reakcje kontroli
dodatniej i ujemnej. Jesli problem nadal wystepuje,
nalezy powtorzy¢ reakcje amplifikacji.

Prébka guza wykazuje utrate heterozygotycznosci. Patrz
cze$é 6.5.3 i rysunek 13, aby uzyskaé wiecej informacji na
temat interpretacji danych z takich prébek guza.
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11. Informacje dodatkowe

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

11.1 Zalacznik 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 barwnikéw): AnyDye (Dowolny barwnik) (3500 Series)

Dye order (Kolejno$é barwnikéw): 5, blue (niebieski); 4, green (zielony); 3, yellow (z6tty); 2, red (czerwony); 1, orange
(pomaranczowy) (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$é): 0,4

Minimum Quality Score (Minimalna warto$¢ jako$ci): 0,95
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11.2 Zalacznik B

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

B Edit Size Standard Size_Stand_500 (22a)

Setup a Size Standard

* Size Standard | Size Stand_500 [ Locked

Description:

i by @ comma, space, or return then click the "Add Size(s) > =" button to add them to the current size standard definition.

Enter new Size Standard definition: (e.q. 11.0, 34.2, 55 * Current Size Standard definition: | Delete Selected Sizes

g 60.0

65.0

80.0

100.0
1200
1400
160.0
180.0
200.0
225.0
250.0
275.0
300.0

Close Save

Rysunek 14. Definiowanie parametru Size Standard (Standard wielko$ci) aparatu do elektrofore-
zy kapilarnej.
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:_!j Edit Instrument Protocol FragmentAnalysis50_POPT_MSLAnyDye_ 11s

Setup an Instrument Protocol

Instrument Protocol Setup Help @

Application Type: | Fragment Capillary Length: |50 cm

Dye Set: | OncoMate MSI - [T Disable Name Filter

Instrument Protocol Properties

Polymer: |POPT

* Run Module: [FragmentAnaI)rsisSU_POP? '] Run Modules for & capillary are only available in the list,

* Protocol Name: | FragmentAnalysis50_POPT_MSL AnyDye 11s [ Locked
Description:  11s injection time; for use with 50cm capillary array and POP-7 polymer.
Oven Temperature (*C): 60 Run Voltage (kVeolts): 185 PreRun Veoltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 1.6
Run Time (sec.): 1330 PreRun Time (sec.): 180 Injection Time (sec.): 11 Data Delay (sec.): 1

« Advanced Options

Following values are not recommended to be changed.

Voltage Tolerance (kVoltsp 0.7 Voltage # of Steps (nk): 30 Voltage Step Interval (sec.): 15

First Read Out Time (ms): 200 Second Read Out Time (ms): 200

Meormalization Target:  4500.0 Mermalization Factor Threshold Min: 0.3 Meormalization Factor Threshold Max: 3.0

Close

2ave

Rysunek 15. Ustawienia funkcji Instrument Protocol (Protokdél aparatu) aparatu do elektroforezy
kapilarnej.
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:_!j Edit Sizecalling Protocol Fragment_Analysis_MSI @

Setup a Sizecalling Protocol

* Protocol Mame: | Fragment_Analysis_MSI [ Locked
Description: MSI Fragment Sizing, Size Standard 500
Size Standard:  [Size_Stand_500 -

Sizecaller: SizeCallervil0d -
Analysis Settings | QC Settings

Analysis Range: Sizing Range: Size Calling Method: |Local Southern =
Analysis Start Point: | 0 Sizing Start Size: |0 Primer Peak:

Analysis Stop Point: | 1000000 Sizing Stop Size: | 100000
Blue Green Yellow Red [ Purple Orange
Minimum Peak Height 175 175 175 175 175 175

Commeon Settings

Use Smoothing | [Mone -

Use Baselining (Baseline Window (Pts)} 51

Minimum Peak Half Width 2

Peak Window Size 11

Polynomial Degree 3

Slope Threshold Peak Start 0.0

Slepe Threshold Peak End 0.0

Close Save

Rysunek 16. Ustawienia funkeji Sizecalling Protocol (Protokol okreslania wielkos$ci) aparatu do
elektroforezy kapilarnej.
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:_!j Edit Assay Promega_OncoMate MSI_Dx

Setup an Assay @

/ Setup Help @

* Assay Mame: | Promega_OncoMate MSI_Dx [ Locked Color:
Application Type: [C] Disable Filters

Protocels

Do you wish to assign multiple instrument protocols to this assay? @ No () Yes

* Instrument Protocol: [FragmentAnaIyswsSU_POP?_MSI_AnyD) V]
* Sizecalling Protocol: [Fragment_Ana\y;is_MSl ']

Close Save

Rysunek 17. Ustawienia funkcji Assay (Oznaczenie) aparatu do elektroforezy kapilarnej.
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11.3 Zalacznik C

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

Uwaga: Nazwy plikéw ustawien oprogramowania GeneMapper® oraz instrukcje analizy podano dla wygody
uzytkownika i odnosza si¢ one wylacznie 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 uzywaja innych konfiguracji aparatu do elektroforezy
kapilarnej, musza sprawdzié, 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 ustawien do oprogramowania GeneMapper

Aby ulatwi¢ analize danych wygenerowanych przy uzyciu systemu do analizy OncoMate™ MSI Dx Analysis System,
utworzono pliki (Panels (Panele), Analysis Method (Metoda analizy), Size Standard (Standard wielkoSci), 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 pobra¢ ze strony internetowej firmy Promega
pod adresem: www.promega.com/OncomatePanels. Ponadto ponizej podano definicje parametréw Panels
(Panele), Size Standard (Standard wielkosci) i Analysis Method (Metoda analizy) (tabele 91 10, rysunek 19).
Dodatkowe informacje mozna znalezé w dokumentacji technicznej oprogramowania GeneMapper® Software w wersji
5.016.0.

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

2 Wybraé pozycje Tools (Narzedzia), a nastepnie pozycje Panel Manager (Menedzer panelu).

3. Wybraé pozycje Panel Manager (Menedzer panelu) w lewym gérnym panelu (rysunek 18).

4 Rozwingé menu File (Plik) i wybraé opcje Import Panels (Importuj panele). Aby opcja Import Panels
(Importuj panele) byla dostepna do wyboru, ikona Menedzera panelu musi by¢ zaznaczona (pod$wietlona na
niebiesko).

5. Przej$é do lokalizacji w komputerze uzytkownika, w ktdrej zapisano plik tekstowy paneli. Wybraé plik
OncoMate_MSI_Dx_Panels_v1.0 i klikna¢ przycisk Import (Importuj).

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

7. Wybrac pozycje Tools (Narzedzia), a nastepnie pozycje GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper).
Wybraé zakladke Size Standard (Standard wielkosci), a nastepnie klikna¢ przycisk Import (Importuj) w dolnej
cze$ci okna GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper).

9.  Przej$é do lokalizacji w komputerze uzytkownika, w ktorej zapisano plik Size Standard (Standard wielkosci).
Wybraé plik OncoMate_MSI_Dx_Size_v1.0, a nastepnie klikna¢ przycisk Import (Importuj).

10. Pozostawiajac okno GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper) otwarte, powtorzy¢ czynnoéci opisane
w krokach 819, aby zaimportowaé pozostale pliki ustawien (Analysis Method (Metoda analizy), Plot Settings
(Ustawienia wykresu), Table Settings (Ustawienia tabeli) i Report Settings (Ustawienia raportu)).

11.  Po zaimportowaniu wszystkich plikow ustawien, kliknaé przycisk Done (Gotowe) w dolnej czesci okna
GeneMapper Manager (Menedzer GeneMapper).
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™= Panel Manager s

File Edit Bins View

O X |0 EE | W= |onse VfLEEE EEEEEES
OK Cancel Apply

Rysunek 18. Okno Panel Manager (Menadzer panelu) oprogramowania GeneMapper® z zaznaczong
ikona 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$wietlona na niebiesko).
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Tabela 9. Zdefiniowane warto$ci parametru Marker Panel (Panel markerow).

Kanal Zakres panelu (w bp)! Typ
Marker barwnika od Do powtérzen?
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 76ty 103 138 1
Penta C 76ty 140 228 5

10czekiwany zakres wielko$ci amplikonow dla poszczegolnych markerow musi zostaé zdefiniowany w wybranym oprogramowaniu do

analizy fragmentow.

*Typ mikrosatelity w niniejszej tabeli zdefiniowano jako 1 (w przypadku markeréw powtorzen mononukleotydow) lub 5 (w przypadku
markerow powtorzen pentanukleotydéow).

Tabela 10. Zdefiniowane warto$ci parametru Size Standard (Standard wielko$ci). Standard wielkosci Size

Standard 500 umozliwia rejestracje pikow fragmentéw w zakresie od 60 bp do 500 bp, choé analiza pikéw fragmentow
w zakresie od 60 bp do 300 bp jest wystarczajaca do wymiarowania fragmentow przy uzyciu systemu do analizy
OncoMate™ MSI Dx Analysis System.

Nr fragmentu Wielkos¢
standardu wielkoSci  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

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Tel. bezptatny w USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Faks 608-277-2516
WwWw.promega.com

TMS595 - Wer. 0

75



o
Promega

Analysis Method Editor - Microsatellite X Analysis Method Editor - Microsatellite X
Peak Detector Peak Quality Quality Flags General Allele Peak Quality Quality Flags
BinSet: | None ~ Peak Detection Algorithm: | Advanced =
Marker Repeat Type Ranges Peak Detection
[[] use marker-specific stutter ratio if available :‘":v’s Peak Amplitude Thresholds:
Vvalues for dinudeotide repeats are calculated automatically. Stari Plf“ 0 B > R 175
U — G: |175 p: 175
Mono Tri Tetra Penta Hexa Stop Pt: (10000
I ¥: (175 0: 175
Cut-off value {3.036 0.0 0.0 0.1 0.0 and Baselining
) Min. Peak Half Width: 2 pts
PlusA ratio 9999 0.0 0.0 0.3 | 0.0 » g:; : Polynomial Degree: 3
Phush distance |s0.0 0.0 0.0 16 0.0 O Heavy Peak Window Size: i pIs
Boseine Window: |51 |pts [[Shope Thweshald
Stutter ratio |.5999 0.0 0.0 03 0.0 Peak Start: 0.0
[Size Callng Method————————————————— [
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 Peak End: b
S L - - (O 2nd Order Least Squares -
To (1.5 0.0 0.0 1.6 0.0 O 3rd Order Least Squares Size Standard Normalization——————
(O Cubic Spline Interpolation -
(@) Local Southern Method o 2
(O Global Southern Method Note: For 35XX series
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Rysunek 19. Ustawienia analizy uzyte podczas oceny wiarygodnosci systemu do analizy OncoMate™ MSI
Dx Analysis System.
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