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Pruvodce rychlym
spustenim modulu
plug-in BRAF Pyro®

Pro instalaci a pouzivani s pristroji PyroMark®
Q24 a softwarem PyroMark Q24 verze 2.0

— Sample to Insight QIAGEN —




O modulu plug-in BRAF Pyro

Bali¢ek modulu plug-in BRAF Pyro obsahuje:

® pravodce rychlym spusténim modulu plug-in BRAF Pyro,
® dva instala¢ni soubory,

e referenéni zpravu pro ovéreni funkce modulu plug-in BRAF Pyro.

Poznamka: Modul plug-in BRAF Pyro je ur€en jen pro pouZziti v kombinaci s vyhrazenymi
sadami BRAF Pyro indikovanymi pro aplikace popsané v pfislusnych pfiru¢kach k sadam
BRAF Pyro.

Instalace modulu plug-in BRAF Pyro

Dulezité: Modul plug-in BRAF Pyro musi byt instalovan na pfistrojich PyroMark Q24 se
softwarem PyroMark Q24 verze 2.0.

Zaviete software PyroMark Q24 2.0, pokud je otevieny.
Otevrete instala¢ni soubor *.zip a extrahujte soubory.
Dvojité kliknéte na soubor setup.exe.

Postupujte podle pokyna, které se zobrazi v dialogovych oknech.
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Spustte software PyroMark Q24 2.0. Zprava modulu plug-in BRAF Pyro se nyni objevi
pod polozkou ,AQ Add On Reports/BRAF* (Pfidat AQ zpravu/BRAF) v nabidce
.Reports* (Zpravy) v rezimu AQ.

6. Oveérfte funkénost modulu plug-in (viz ¢ast ,Ovéreni funkénosti modulu plug-in“ déle).
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Ovéreni funkcnosti modulu plug-in BRAF Pyro

Dulezité: Oveéfeni je tfeba provést pfi kazdé instalaci nebo upgradu nového softwaru

v pocitaci.

Nasledujici kroky popisuji zplsob ovéfeni, Ze software spravné funguje a nebyl ovlivnén

Zadnymi zménami v pocitaci.

1. V prohlizec€i klavesovych zkratek oteviete cyklus ,BRAF Example” (Pfiklad BRAF) ve
sloZce ,Shortcuts/Example Files/PyroMark Runs/BRAF" (Klavesové zkratky/Soubory
prikladu/Cykly PyroMark/BRAF).

2. Provedte analyzu ,BRAF* pro vS§echny jamky, jak je popsana v ¢asti ,Analyza cyklu
v systému PyroMark Q24" déle.

3. Vysledky porovnejte s referenéni zpravou. Jsou-li vysledky totozné, je potvrzena
spravna funkce modulu plug-in BRAF.

Analyza cyklu v systému PyroMark Q24

Dulezité: V modulu plug-in bude uvedena mutace (tabulka 1), kterd nejlépe odpovida

pozorovanému pyrogramu.

Dulezité: Nékteré konkrétni mutace v kodonu 600 a také kodony 469-469 nemusi byt

presné rozliSeny pfi hladinach mutace nizSich nez 10 %.

Nasledujici kroky popisuji analyzu mutace dokonéeného cyklu BRAF pomoci modulu plug-in
BRAF Pyro.

1. Zasunte USB jednotku obsahujici vytvofeny soubor cyklu do USB portu pocitace.
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2. Pomoci Prizkumniku Windows® piesurite soubor cyklu z USB jednotky do
pozadovaného umisténi v pocitaci.

3. Otevrete soubor cyklu v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24 bud zvolenim moznosti
,Open* (Otevfit) v nabidce ,File“ (Soubor) nebo dvojim kliknutim na soubor (E)

v prohlizedi zkratek.

4. V nabidce ,Reports” vyberte moznost ,AQ Add On Reports/BRAF* (obrazek 1).

@ File Tools | Reports | Window Help

S-P H AQ Analysis Statistics
E|___f ShoﬂcMs AQ Analysis Results
=] Example f AQ) Pyrogram Report
I

AQ Full Report ?LID‘
S ] T N
SNP Analysis Results EGFR ™" » J00 | BRAF codon 600 ||BRAF codon 600 FBRAF codon
SNP Pyrogram Report KRAS  » 000
SMP Full Report
SNP Overview Report

. { CTGA14
Obrazek 1. Analyza mutace dokonéeného cyklu BRAF pomoci modulu plug-in BRAF Pyro

5. V jamkach automaticky probé&hne analyza vSech mutaci uvedenych v tabulce 1.
Vysledky analyzy kodonu 600 genu BRAF a kodon(l 464—469 genu BRAF se zobrazi
v prehledné tabulce (obrazek 2) a nasleduji i podrobné vysledky, které zahrnuji grafy
Pyrograms® (Pyrogramy) a kvalitu analyzy.
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Tabulka 1. Mutace analyzované modulem plug-in BRAF Pyro

Substituce nukleové Substituce LOB LOD COSMIC ID*
kyseliny aminokyseliny (% jednotek) (% jednotek) (V70)

BRAF kodon 600

1799T>A V600E 0,4 2,4 476
1799T>G V600G 0,1 2,1(5) 6137
1799T>C V600A 0,2 22(7)t 18443
1798G>A V600M 0,4 2,4 1130
1799_1800TG>AA V600Ecomplex 0,4 2,4 475
1799_1800TG>AT V600D 23 43 477
1798_1799GT>AA V600K 0.1 2,1 473
1798_1799GT>AG V600R 0,2 2,2 474

BRAF kodony 464-469

1406G>A G469E 11 31 461
1406G>C G469A 12 38 460
1406G>T G469V 11 31 459
1405_1406GG>TC G469S 15 35 458
1397G>A G466E 4,1 8,6 453
1397G>T G466V 1,3 33 451
1391G>A G464E 1,3 34 449
1391G>T G464V 0,3 2,3 450

* Podle Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) dostupného online na strankach Gstavu Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
T Nejnizsi aroveri mutace ve vzorku, ktera vede k naméfeni frekvence = LOD.
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Summary

/ 1% See detailed results below.

WOTE: The result must be validated by comparing the observed peaks with the expected peak heights displayed as grey bars. For further information
about data evaluation and result interpretation please refer to the handbook.

Obrazek 2. Priklad prehledu vysledki analyzy modulu plug-in BRAF Pyro

Al Codon 600 WT control No mutation defected
A2 [Codon 600 K110652 Potential low level mutation (4.8 1790T=A V600E / I
A3 Codon 600 K110653 No mutation detected
A4 |Codon 600 |K110654 Mutati 346 1798 1799GT-AG |V60OR
A5 |Codon 600 K 100076 i 264 1798 1799GT-AA | V600K
Ab Codon 600 K110282 No mutation detected
€l Codons 464 to 469 | WT control No mutation detected
C2 Codons 464 to 460 |K110652 No mutation detected
€3 |Codons 464 to 460 |K110653 i 20.0 1406G=T G469V
Cc4 Codons 464 to 469 [K110654 No mutation defected
C5 Codons 464 to 469 [K100076 No mutation detected
€6 |Codons464to 469 |K110282 Mutation 278 1391G-A (G4G4E
/1

Interpretace vysledkl a detekce mutaci s nizkou

arovni vyskytu

Je dlrazné doporuceno, aby kazdy cyklus zahrnoval i vzorek divokého typu pro srovnani
a jako kontrolu Grovni v pozadi.

Dulezité: Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo) mize byt vyvolano

neoCekavanym usporadanim pikd. Tento jev mize poukazovat na pfitomnost neo¢ekavané

mutace, ktera neni soucasti analyzy dané ve zpravé v modulu plug-in. Takové vzorky by se

meély analyzovat manualné pomoci softwaru PyroMark Q24 a s ohledem na moZznost

Pyro.
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Dulezité: Pyrogram je nutné vzdy porovnat s histogramem, ktery se zobrazi v podrobnych
vysledcich ve zpravé v modulu plug-in a Ize jej zobrazit v softwaru PyroMark Q24 kliknutim
pravym tla¢itkem mysi na okno ,Pyrogram“. Pyrogram je nutné zkontrolovat, zda se v ném
nevyskytuji neocekavané piky. Pokud naméfené piky vyskové neodpovidaji sloupclim
histogramu a tento jev nelze vysvétlit vzacnymi nebo neocekavanymi mutacemi, neni podle

vysledku mozné posoudit stav mutaci. Doporuc€uje se provést novou analyzu vzorku.

Dilezité: Vzorky s hlaSenou potencidlni mutaci s nizkou Urovni vyskytu (frekvence
vrozmezi LOD az LOD + 3 % jednotek) je tfeba analyzovat duplicitné se vzorkem
s nemethylovanou kontrolni DNA. V takovém pfipadé se zobrazi upozornéni. Vzorek by mél
byt pokladan za pozitivni na vyskyt mutace, jen pokud oba duplikaty potvrdi vysledek
puvodni analyzy a budou zjevné odlisné od normalni kontroly. V opacném pfipadé by mél
byt vzorek posouzen jako divoky typ.

Dulezité: K podrobnéjSimu prozkoumani vzorku s hlaSenou potencialni mutaci s nizkou
urovni vyskytu doporu€ujeme provést dalSi analyzu vzorku ru¢né v softwaru PyroMark Q24,
napf. pro porovnani s frekvenci této mutace v kontrolnim vzorku (podrobné pokyny viz
pfislusny protokol). Zméfena frekvence prevySujici LOB v kontrolnim vzorku indikuje
v odpovidajicim cyklu vy$Si nez béznou hladinu pozadi, coz muze ovlivnit kvantifikaci alel
zvlasté u mutaci s nizkou hladinou. V tomto pfipadé podle hlagenych potencialnich mutaci
s nizkou Urovni vyskytu nelze posoudit stav mutaci a doporucuje se provést novou analyzu

vzorkl s potencialni mutaci s nizkou Grovni vyskytu.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v prislu§né pfirucce pro
sadu QIAGEN® nebo v pfiruéce uzZivatele. PFirucky a uZivatelské navody sady QIAGEN jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com, nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo svého lokalniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark® (QIAGEN Group); Windows® (Microsoft Corporation).
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