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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN vezet6 gyartd az innovativ mintafeldolgozasi és vizsgalati
technologidk terén, melyek révén barmely biolégiai minta tartalmanak izolalasa
és detektalasa lehetévé valik. Korszer(, kivald minéségl termékeink és
szolgaltatasaink biztositjak a vizsgalatok sikerét a mintavételtél az
eredmények értelmezéséig.

A QIAGEN meghatarozé az alabbi terileteken:

B DNS, RNS és fehérjék tisztithsa

B Nukleinsav- és fehérjevizsgalatok

B Mikro-RNS-kutatas és RNSi

B Mintafeldolgozasi és vizsgalati technologidk automatizalasa

Kildetésiink, hogy hozzasegitsik Onoket a szakmai sikerek és attorések
eléréséhez. Tovabbi informaciokért latogasson el honlapunkra:
www.giagen.com.
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Alkalmazasi terllet

A therascreen KRAS Pyro Kit egy in vitro nukleinsav-szekvencia alapu, a
Pyrosequencing® technolégian alapulé detektal6 teszt az emberi
szovetmintakbdl kinyert genomi DNS emberi KRAS génje 12-es, 13-as és 61-
es kodonjaiban fellépd mutacidk mennyiségi kimutatasara.

A therascreen KRAS Pyro Kit azzal a céllal lett kialakitva, hogy segitsen azon
végbéldaganatos betegek azonositasaban, akiknél valoszinisithetobb, hogy
sikeres lesz az anti-EGFR terapia, példaul a panitumumabbal és cetuximabbal
vegzett kezelés. Invitro diagnosztikai hasznalatra.

Csak a PyroMark® Q24 rendszerrel hasznalando. A PyroMark Q24
rendszerbe az alabbiak tartoznak:

B APyroMark Q24 készilék és a PyroMark Q24 MDx készlilék.

B  APyroMark Q24 Vacuum Workstation és a PyroMark Q24 MDx
Vacuum Workstation.

B APyroMark Q24 Software (2.0-s verzié) és a PyroMark Q24 MDx
Software (2.0-s verzio).

A terméket csak képzett szakemberek — ugymint in vitro diagnosztikai
eliarasokban, molekularis biologiai technikdkban, és a PyroMark Q24
rendszer hasznalatdban jartas technikusok és orvosok — altali hasznalatra
szantak.

Osszefoglalas és magyarazat

Europaban komoly figyelem dsszpontosul a KRAS mutacidk analizisére; ez
annak tulajdonithatd, hogy az EurOpai Bizottsag feltételes piaci értékesitési
felhatalmazést adott az attétes vastagbélrak panitumumab és cetuximab
szerekkel valo kezelésére nem mutalodott (vad tipusti) KRAS génnel
rendelkez6 betegeknél. Ez gyakorlatilag azt jelenti, hogy a panitumumab és
cetuximab csak olyan betegeknek adhatd, akik atestek KRAS mutacios allapot
szlrésen.

A CE-IVD-vel jel6lt therascreen KRAS Pyro Kit a human KRAS gén 12., 13.
és 61. kodonjaiban létrejott mutaciok mennyiségi mérésére szolgal. A termék
két assay-bél all: az egyik a 12. és 13. kodonok mutacioit, a masik 61.
kodonban létrejott mutaciokat detektalja (lasd 1. abra). A két szakaszt kulon-
kalon amplifikaliak PCR-rel, és szekvenaljdk a meghatarozott régidban. A
meghatarozott poziciokat korulvevé szekvenciak normalizalasi és referencia
csucsokként szolgalnak az analizis soran a mennyiségi meghatarozashoz és

::::::
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1. abra: A KRAS assay képi illusztracidja. Az itt jelzett szekvencia egy vad tipust minta
kielemzett szekvenciaja. FP és FPB: Forward PCR primerek (a B jelzi a biotinilaciét); RP és
RPB: Reverz PCR primerek (a B jelzi a biotinilaciot); szekv.: szekvenald primerek.

Megjegyzés: A 12. és 13. kodonokat a forward iranyban, a 61. kodont a
reverz irdnyban szekvenaljak.

A termék egy PCR primer elegybdl, és mindkét assay szamara egy-egy
szekvenalo primerbdl all. A primerek oldat formajaban érkeznek. Minden
egyes fiola 24 pl primert vagy primer elegyet tartalmaz.

Az eljaras elve

A munkafolyamat illusztralja az assay eljarasanak lépéseit. Miutdn a PCR
felhasznalja a 12/13. és a 61. kodont célzo primereket, immobilizaljak az
amplikonokat Streptavidin Sepharose® High Performance gyongyokre.
El6készitik az egyszali DNS-t, és a megfelel6 szekvenald primerek
hozzakapcsolodnak a DNS-hez. A mintakat ezutan analizaljak a
PyroMark Q24 rendszeren egy futtatasi beallitasfajl és egy futtatasi fajl
segitségével.

A futtatds kielemzéséhez ajaniott a KRAS Plug-in Report beépilé modul
hasznalata. A KRAS Plug-in Report beéplld modul e-mail utjan szerezhet6 be
a pyro.plugin@giagen.com cimrél.

A futtatds azonban a PyroMark Q24 rendszerbe szervesen beépitett analizis
eszkdéz hasznalataval is kielemezhetd. A ,Sequence to Analyze” (Analizaland6
szekvencia) akkor bedllithatd a ritka mutaciok detektdlasara a futtatas utan
(lasd ,6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas elemzése”, 29. o.).

Megjegyzés: A munkafolyamat némiképp maddosult a PyroMark KRAS Kit
kézikonyvben és a therascreen KRAS Pyro Kit kézikonyv R1 atdolgozasaban
talalhatohoz képest (lasd ,2. protokoll: PCR a therascreen KRAS Pyro Kittel
szallitott PCR reagensek hasznalataval’, 18. o., és ,4. protokoll: A mintak
elékészitése a Pyrosequencing analizis elétt a PyroMark Q24 késziléken”,
23. 0.).
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A therascreen KRAS Pyro eljaras munkafolyamata

Assay és futtatas bedllitasa Minta-el6készités
Assay f4jl bedllitas PCR (2. protokoll)
(, A" fuggelék) ¥
Immobilizacio (3. protokoll)
v '
Futtatas fajl setup Mintak el6készitése (4. protokoll)

(1. protokoll)

\/

PyroMark Q24 futtatas (5. protokoll)

¥
A PyroMark Q24 futtatas analizise (6. protokoll)

\

Jelentés

Kontrollok

A kit része a metilalatlan kontroll DNS is, mint a PCR és szekvendalasi reakciok
pozitiv kontrollja. Ez a kontroll minta vad tipusu genotipust tartalmaz az ezen
kit hasznalataval szekvenalt régidkban, és szilkséges a hasznélata az
eredmények megfelel6 értelmezéséhez, és az alacsony szintli mutacidk
azonositasadhoz (lasd ,Interpretation of Results”, 33. 0.). Minden
Pyrosequencing futtatisnal hasznaljon egy metilalatlan kontroll DNS-t
tartalmaz6 mintat minden assay-hez.

Ezen felll, egy negativ (templat DNS nélkuli) kontrollnak is szerepelnie kell
minden PCR beallitAsban, legalabb egy assay esetében.
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Szallitott anyagok
A kit tartalma

therascreen KRAS Pyro Kit (2/1. doboz)

therascreen KRAS Pyro Kit (24)
Katalogusszam 971460
Reakciok szama 24
Seq Primer KRAS 12/13 24 ul
Seq Primer KRAS 61 24 ul
PCR Primer KRAS 12/13 24 ul
PCR Primer KRAS 61 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850
CoralLoad® Concentrate, 10x 1,2 ml
H20 3x1,9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ul 100 pl
(Metilalatlan kontroll DNS)
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therascreen pufferek ésreagensek (2/2. doboz)

therascreen pufferek és reagensek

PyroMark Binding Buffer 10 mi
PyroMark Annealing Buffer 10 mi
PyroMark Denaturation Solution* 250 mi
PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml
Enzyme Mixture 1 fiola
Substrate Mixture 1 fiola
dATPaS 1180 pl
dcTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Kézikonyv 1

* Natrium-hidroxidot tartalmaz.
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Szikseéges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfeleldé laboratériumi kopenyt,
egyszer hasznalatos keszty(t és védészemuveget. Tovabbi informacidkat a
megfeleld biztonsagi adatlapok (safety datasheets, SDS-ek) tartalmaznak,
amelyek az adott termék gyartojatdl szerezhetdk be.

B DNS-izolalo készlet (lasd ,DNS-izolalas”, 14. oldal)

B Pipettdk (&llithato)*

B Steril pipettahegyek (szlrékkel a PCR setuphoz)

B Asztali mikrocentrifuga*

B PCR készilék* és megfelel6 PCR csovek

B Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare,
katalbgusszam: 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

B PyroMark Q24 (katalbgusszam: 9001513 vagy 9001514)*7

B PyroMark Q24 Software (kataldgusszam: 9019063 vagy 9019062)7

B PyroMark Q24 Plate (katalogusszam: 979301)7

B PyroMark Q24 Cartridge (katalogusszam: 979302)"

B PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kataldbgusszam: 9001515 vagy
9001517)*t

B Talcas razogép* a gyongyok rogzitéséhez

B Fatéblokk*, amely képes 80 °C-ra felfiteni

B 24 tesztlyukas PCR lemez vagy cséflizér

B Csoflizér kupakok

B Nagy tisztasagu viz (Milli-Q® 18,2 MQ x cm, vagy azzal egyenértéki).

Megjegyzés: A kitben elegendé viz talalhatd a PCR-hez, DNS
rogzitéshez és az enzimkeverek és szubsztratelegy feloldasahoz; tovabbi
nagy tisztasagu vizre van szikség a 10x-es PyroMark Wash Buffer
mosopuffer felhigitasdhoz.

B Etanol (70%-0s)*

* Ellendrizze, hogy a mUszerek a gydrtd ajanldsai szerint rendszeresen lettek-e
ellendrizve éskalibralva.

t CE-IVD-jeldlésy, a 98/79/EK szamu EU irdnyelv nek megfelel&en. A tébbi felsorolt
termék nem CE-IVD-jeldlési a 98/79/EK szdmu EU irdnyelv alapjdn.

*Ne hasznaljon denaturalt alkoholt; a denaturalt alkohol mas anyagokat, példaul
metanolt vagy metil-etil-ketont is tartalmaz.
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Ajanlott talcas razogepek
Az 1. tAblazatban bemutatott talcas rdzdgépek hasznalata javasolt a
therascreen KRAS Pyro Kittel.

1. tablazat: A therascreen KRAS Pyro Kithez javasolt talcas razégépek

Gyarto Termék Katalébgusszam

Thermomixer comfort
(alap készullék)

Thermoblock for MTP 5363 000.012

5355 000.011

Eppendorf
Adapterlemez 96 x 0,2 ml PCR
tesztcsovekhez, a mikrotiter
lemezekhez megfelelé blokkok 5363 007.009
beillesztéséhez
Vi S 51410
arioma eleshake
H+P 2 (115 V = 51 410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115 v =51 110 L)

Figyelmeztetések és ovintézkedések

In vitro diagnosztikai hasznalatra

Biztonsagi informaciok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelelé laboratériumi kdpenyt,
egyszer hasznalatos keszty(it és védészemiveget. A tovabbi tudnivaldkat a
megfeleld biztonsagi adatlapok (SDS-ek) tartalmazzak. Ezek elérhetk online,
a www.giagen.com/safety weboldalon, jél kezelhetd, kompakt PDF
formatumban; a weboldalon megtalalhatd, megtekintheté és kinyomtathaté az
egyes QIAGEN kitek és kitben taldlhatd komponensek biztonsagi adatlapja.
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A kovetkezb6 veszélyességi és biztonsagi jelzések vonatkoznak a therascreen
KRAS Pyro Kit elemeire.

PyroMark Denaturation Solution

rrrrrr

korroziv hatasu lehet. A kiomlétt anyagot fel kell itatni a
korulvevé anyagok karosodasanak megelézése érdekében. Az
eredeti edényben tartando.
Védokesztyi/vedbruha/szemveédb/arcvédd hasznalata kotelezd.

O

PyroMark Enzyme Mixture
Tartalmazott anyag: (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol; ecetsav.

KERULES esetén: Tobb percig tartd Ovatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha konnyen megoldhato. Az
oblités folytatdsa. Expozicié vagy annak gyanUja esetén: Forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. A szennyezett
ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznalat elbtt ki kell mosni.
Védobkesztyi/védbruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelezd.

O

PyroMark Substrate Mixture
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szemirritacioét okoz. Ha a szemirritacio nem mulik el: Orvosi ellatast
kell kérni. A szennyezett ruhat le kell vetni és az (jboli hasznéalat
elétt ki kell mosni. Védbkeszty(/véddruha/szemvédé/arcvedd
hasznalata kotelez6.
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Altalanos 6vintézkedések
Megjegyzés: A felhasznalé mindig Ugyelien az alabbiakra.

B Az optimalis eredmények eléréséhez a felhasznaldi kézikdnyv pontos
kovetése szikséges. A reagensek ezen kézikonyvben leirtaktol eltérd
higitasa nem javasolt, és teljesitményromlast eredményez.

B A munkafolyamat némiképp mddosult (lasd ,2. protokoll: PCR a
therascreen KRAS Pyro Kittel szallitott PCR reagensek hasznalataval’,
18. 0., és ,4. protokoll: A mintak elékészitése a Pyrosequencing analizis
elétt a PyroMark Q24 készuléken”, 23. 0.) a PyyoMark KRAS Kit
kézikdnyvben és a therascreen KRAS Pyro Kit kézikonyv R1
atdolgozasaban leirtakhoz képest.

B Ezen termék Osszetevli elegendbek a 24 reakcio legfeliebb 5 fliggetlen
futtatdsban valé elvegzéséhez.
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B Hasznaljon szlrébetétes steril pipettahegyeket (a PCR kisérletekhez).

B Minden mas reagenst6l elkilonitve tarolja és dolgozza fel a pozitiv
anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok), és térben
elkilonitett helyen adja hozza azokat a reakcidelegyhez.

B A vizsgalat megkezdése elbtt a mintakat szobahémeérsékleten (15-25 °C)
teliesen ki kell olvasztani.

B Felolvadas utan keverje meg (pipettazza tébbszor fel és le, vagy réviden
vortexelje), majd centrifugélja le a reagenseket.

B A mutaciés allapotok megitélése nem alapulhat hibas eredményeken.

A reagensek tarolasa es kezelese

A therascreen KRAS Pyro Kitet két kiloén dobozban szallittak. A therascreen
KRAS Pyro Kit (2/1. doboz) szarazjégben érkezik. Megérkezése utan a
PyroMark PCR Master Mix, a CoralLoad koncentratum, a metilalatlan kontroll
DNS és az 6sszes primer -30 °C és -15 °C kozétt tarolando.

A therascreen pufferek és reagensek (2/2. doboz), vagyis a therascreen
pufferek, az enzimkeverék, a szubsztratelegy, a dATPaS, dCTP, dGTP és
dTTP (a Pyrosequencing analitika reagensei) hiitve érkeznek. Erkezésik utan
2-8 °C-on tarolja ezeket az Osszetevéket. Az aktivitasvesztés minimalizalasa
érdekében ajanlott az enzimkeveréket és a szubsztratelegyet is az eredeti
fioldjaban tartani.

A rekonstitualt enzim- és szubsztratelegyek legalabb 10 napon at stabilak
maradnak 2-8 °C-on. A rekonstitualt enzim- és szubsztratelegy ek
lefagyaszthatok és sajat fiolajukban tarolhatok -30 °C és -15 °C kdzott. A
fagyasztott reagenseket nem szabad haromnal tobbszor lefagyasztani és Ujra
felolvasztani.

Megjegyzés: A nukleotidokat nem szabad lefagyasztani.

A therascreen KRAS Pyro Kit a fenti kordlmények kozott tarolva mindségét
stabilan megérzi a feltintetett lejarati datumig.

A mintak kezelése és tarolasa
Minden mintat potencidlisan fertéz6 anyagnak kell tekinteni.

A vizsgalati mintaanyag veérbdl, vagy formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
(formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) szévetmintakbdl kivont human DNS.

Heparin-kezelés alatt all6 személyekb6l szarmazé mintak hasznalata tilos. Ne
hasznaljon olyan vérmintat, melyet heparinnal alvadasgatolt tesztcsovekben
vettek le. A heparin ugyanis befolyasolja a PCR-reakciot.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Eljaras

DNS-izolalas

A rendszer teliesitményét az EZ1® DNA Tissue Kit és a QlAamp® DNA FFPE
Tissue Kit hasznalataval hataroztdk meg, human DNS formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott tumorszévet mintakbol valo kivonasara. A QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit rendszer hatékonysagat egészséges donorok —
részlegesen tumor sejtekkel preparalt — vermintait felhasznalva hataroztak
meg.

Az 2. tAblazatban feltintetett QIAGEN® kitek ajanlottak a megadott human
mintatipusokbol kinyert DNS tisztitasara a therascreen KRAS Pyro Kittel valo
alkalmazéashoz. A DNS tisztitasat a kitek kézikdnyveiben leirtaknak
megfeleléen végezze el.

2. tablazat: A therascreen KRAS Pyro Kittel valé haszndlathoz ajanlott
DNS tisztitd kitek

Katalogusszam
Mintaanyag Nukleinsav izolacidos készlet (QIAGEN)
Paraffinba agyazott QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
szovet EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Vér Si'lf\amp DSP DNA Blood Mini 61104

* Kovesse a paraffinba agyazott szovettel valdé hasznélat protokolljat. Az EZ1 DNA Tissue
Kitet az alabbiakkal kombinalva haszndlja: EZ1 Advanced (katalbgusszam: 9001410 vagy
9001411) és EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (kataldgusszam: 9018298); EZ1
Advanced XL (katalébgusszam: 9001492) és EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section
Card (katalogusszam: 9018700), vagy BioRobot® EZ1 (katalogusszam: 9000705; mar nem
kaphato) és EZ1 DNA Paraffin Section Card (katalégusszam: 9015862).

T CE-IVD-jelblés, a 98/79/EK szamu EU iranyelvnek megfeleléen.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1. protokoll: Futtassa a PyroMark Q24 rendszer setup fajljat

A kezdés el6tt figyelembe veend6é fontos szempont

B Sziikség esetén az LOB meger6sitheté egy vad tipusu minta
hasznalataval, hogy létrehozzon egy telies lemeznyi eredményt. A
részletekért lasd a CLSI EP17-A jelG iranyelvét: ,Protocol for
determination of limits of detection and limits of quantitation; approved
guideline” (A kimutatasi és a kvantifikaciés hatarértékek
meghatarozasanak protokollja; jovahagyott iranyelv).

Kezdés elotti teendok

B Ha a KRAS Plug-in Report nincs installalva, hozzon létre egy Assay
Setup-ot (lasd ,A” fluggelék, 47. 0.). Ezt csak egyszer kell elvégezni, a
therascreen KRAS Pyro assay-k elsd futtatasa el6tt. Amennyiben a KRAS
Plug-in Report beépuld modul installalva van, az elére beallitott setup
paraméterek elérheték a PyroMark Q24 szoftver hivatkozasokat
tartalmazé bongészéjében, az ,Example Files/PyroMark Setups/KRAS”
(Mintafajlok/PyroMark beallitasok/KRAS) elérési utvonalon. A KRAS Plug-
in Report beépuld modul e-mail Utjan szerezhetdé be a
pyro.plugin@giagen.com cimrél.

Eljaras
1. Kattintson a @ ikonra az eszkdztarban.
Ezzel Iétrehoz egy (j futtatas fajit.

2. Adja meg afuttatasi paramétereket (lasd , Futtatasi paraméterek”,
16. 0.).

3. Allitsa be alemezt: adjon assay-ket mind a 12/13. kodonokra, mind a
61. kodonra, a megfelelé6 mintak analitikai vizsgalatahoz.
Megjegyzés: Minden PCR setup-nal szerepelnie kell egy negativ kontroll
(templat DNS nélkili) mintanak, legalabb egy assay-ben.

Megjegyzés: Minden Pyrosequencing futtatis minden egyes assay-ében
legyen egy metilalatlan kontroll DNS minta (lasd ,Kontrollok”, 7. o.).

4. Amikor bedllitotta a futtatast, és készen &ll elinditani azt a PyroMark
Q24 rendszeren, nyomtassa ki az enzimkeverékek, szubsztratelegyek
és nukleotidok szlikséges térfogatait, valamint a mintalemez setupot.
Valassza a ,,Pre Run Information” (Futtatas el6tti informaciék) opciot
a ,,Tools” (Eszk6zdk) menubdl, és amikor megjelenik a jelentés,
kattintson a 4 ikonra.

5. Zarja be a futtatas fajlt, és masolja fel azt egy USB-meghajtora (a
rendszerhez mellékelve) a Windows® Fajlkezel6é segitségével.
Megjegyzeés: A kinyomtatott ,Pre Run Information” (Futtatas el6tti
informaciok) sablonként hasznalhaté a minta setuphoz (lasd ,3. protokoll:
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A PCR termékek rogzitése Streptavidin Sepharose High Performance
gélgyongyokre”, 21. 0.).

A lemez futtatasdhoz a PyroMark Q24 rendszeren lasd ,5. protokoll: A
PyroMark Q24 futtatasa”, 27. o.

Futtatasi paraméterek

Run name:
(A futtatds neve)

Instrument method:
(Készulék mad)

Plate ID:
(Lemez
azonositészama)

Bar code:
(Vonalkod)

Kit ID:
(Kit azonositdszama)

Run note:
(Futtatassal
kapcsolatos
megjegyzes)

A futtatds nevét a fajl mentésekor kell megadni. A fajl
atnevezese a futtatdas nevét is megvaltoztatja.

Vélassza ki a készilék Uzemmaodjat a futtatashoz
hasznalt patronnak megfeleléen. Lasd a termékekhez
mellékelt hasznalati utasitasokat.

Opcionalis: Adja meg a PyroMark Q24 lemez
azonositdszamat.

Opciondlis: Irja be a mintalemez vonalkddja
szamsorat, vagy ha rendelkezik vonalk6d-
leolvasoval, és az csatlakoztatva van a
szamitogépéhez, vigye az egérmutatét a ,Barcode”
(Vonalkdd) jeldlénégyzethez (kattintson a négyzetre),
és szkennelje be a vonalkédot.

Opciondlis: Irja be a hasznélt therascreen KRAS
Pyro Kit tételszamat. A tételszam a termékcimkén
talalhato.

Megjegyzés: Azt javasoljuk, irja be areagens
azonositdbszamat és a kit azonositoszamat is, hogy a
reagensekkel adodo barmilyen varatlan probléema
nyomon kovethet6 legyen.

Opciondlis: irjon be egy megjegyzést, emlékeztetét
a futtatds tartalmara vagy céljara vonatkozéan.

Assay fajlok hozzaadasa

Egy assay és egy adott tesztlyuk tarsitasahoz tegye az alabbiak valamelyikét:

B Kattintson jobb egérgombbal a tesztlyukra, és valassza ki a ,Load Assay”
(Assay betolteése) opciot a megjelend kornyezeti menubél.

B Valassza ki a kivant assay-t a parancsikon-bongészébél, majd kattintson
ra, és hlzza éat a tesztlyukhoz.

Az adott tesztlyuk szinkddot kap, az oda betdltott assay szerint.

16
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Minta-azonositoszamok és megjegyzések bevitele
Egy minta-azonositdészam vagy megjegyzés beviteléhez valassza ki az adott
cellat, és gépelie be a kivant szdveget.

Egy minta-azonositészam vagy megjegyzés szerkesztéséhez vagy valassza ki
a cellat (az aktualis cellatartalom ki lesz jellve) vagy kattintson duplan a
cellara.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2. protokoll: PCR a therascreen KRAS Pyro Kittel szallitott
PCR reagensek hasznalataval
Ez a protokoll egy a 12. és 13. kodonokat tartalmazé régio PCR

amplifikdlasara, és a 61. kodont tartalmazé régio egy kilon PCR
amplifikdlasara szolgél, a therascreen KRAS Pyro Kit hasznalataval.

A kezdés el6tt figyelembe veend6é fontos szempontok

B A munkafolyamat némiképp mddosult a PyroMark KRAS Kit kézikdnyvben
taldlhatohoz képest (5. lepés).

B A PyroMark Master Mix-ben 1évd HotStarTag® DNS polimeraz igényel egy
15 perces aktivalasi lépést 95 °C-on.

B Készitsen elé minden reakcidelegyet egy a DNS tisztitasra hasznalt
munkaterulettdl kulonalld helyen, hozzaadva a templat DNS-t a PCR-hez,
PCR termék analizishez, vagy minta-el6készitéshez a Pyrosequencing
analizis el6tt.

B Hasznaljon hidroféb szlrét tartalmazé eldobhatd pipettahegyeket a
kereszt-fert6zés minimalizalasa érdekében.

Kezdés elotti teendok

B Mielétt kinyitia a PCR primereket tartalmazo csoveket, réviden
centrifugalja le azokat, hogy Osszegyljtse a tartalmukat a csovek aljan.

B Szikség esetén dllitsa be a kontroll és minta DNS koncentraciokat 0,4-2
ng/ul koze.

Eljaras

1. Olvasszon fel minden szikséges reagenst (lasd 3. tablazat).
Hasznalat el6tt alaposan keverje Ossze.

2. Keszitsen reakcioelegyet minden egyes PCR primer szettnek, a 3.
tablazatban foglaltak szerint.
A reakciokeverék —a mintat kiveve— a PCR-reakcidhoz szikséges 0sszes
Osszetevét tartalmazza.

Nagyobb mennyiségl reakcioelegyet készitsen, mint ami az elvégezni
kivant 6sszes PCR assay-hez egyuttesen sziikséges.
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3. tablazat: A reakcidelegy elkészitése minden egyes PCR primer

keverékhez
Komponens Térfogat/reakcid (ul)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12,5
CoralLoad Concentrate, 10x 2,5

PCR Primer KRAS 12/13
vagy 1,0
PCR Primer KRAS 61

Viz (H20, a kit része) 4.0

Teljes térfogat 20,0

3. Alaposan keverje 6ssze a reakcioelegyet, és pipettazzon 20 pl-t
minden egyes PCR tesztcsoébe.

Nem szikséges jegen tartani a PCR tesztcséveket, mivel a HotStarTaq
DNS polimeraz szobahémérsékleten inaktiv.

4. Adjon 5l templat DNS-t (2-10 ng genomi DNS) az egyes PCR
tesztcsbvekhez (lasd 4. tablazat), és keverje 6ssze alaposan.
Megjegyzés: Minden PCR setup-nal szerepelnie kell egy negativ kontroll
(templat DNS nélkdli) mintanak, legalabb egy assay-ben.

Megjegyzés: Minden Pyrosequencing futtatis minden egyes assay-ében
legyen egy metilalatlan kontroll DNS minta (lasd ,Kontrollok”, 7. o.).

4. tablazat: A PCR-vizsgalat elokészitése

Komponens Térfogat/reakcio (ul)
Reakcitelegy 20
DNS minta 5
Teljes térfogat 25
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5. Programozza be a PCR késziléket a gyarto haszndalati utmutatéja
szerint, az 5. tablazatban feltlintetett feltételek hasznalataval.

5. tablazat: Optimalizalt ciklus protokoll

Megjegyzeések
Kezdeti aktivalasi 15 perc 95 °C A HotStarTag DNS
lépés: polimerazt ez a felf(itési

lépés aktivalja.
3 lépéses ciklus:
Denaturalas 20 masodperc 95 °C
Kapcsolodas 30 masodperc 53 °C

Lanchosszabbitas 20 masodperc 72 °C

Ciklusok szama 42

Végso 5 perc 72 °C
l[anchosszabbitasi

lépés:

6. Helyezze be a PCR tesztcsoveket a PCR készllékbe, és inditsa el a
ciklus programot.
7. Az amplifikadlas utan folytassa a, 3. protokoll: A PCR termeékek

rogzitése Streptavidin Sepharose High Performance gélgyéngydkre”
protokollal, lasd 21. o.
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3. protokoll: A PCR termékek rogzitése Streptavidin
Sepharose High Performance gélgyténgyokre

Ez a protokoll a templat DNS Streptavidin Sepharose High Performance

(nagyteliesitmény (i sztreptavidines szefaréz) (GE Healthcare) gyongyokre vald

rogzitésére szolgal, a PyroMark Q24 rendszeren végzett analizis el6tt.

Kezdés elotti teendok

B Akezdés elétt hagyja, hogy minden sziikséges reagens és oldat szoba-
hémérsékletire (15-25 °C) melegedjen.

Eljaras
1. Finoman razza fel a Streptavidin Sepharose High Performance
gélgyongyodket tartalmazo Uveget, amig homogén oldatot nem kap.

2. A 6. tablazatban foglaltak szerint készitsen egy DNS immobilizalé
mesterkeveréket. Készitsen az 0sszes elvégzendd reakcidohoz

egyuttesen szikségesnél 10%-kal nagyobb térfogatu reakcidelegyet.

6. tablazat: Mesterkeverék DNS immobilizalashoz

Komponens Térfogat/minta (pl)

Streptavidin Sepharose High 2
Performance (nagyteliesitmény
sztreptavidines szefar0z geélgyongy)

PyroMark Binding Buffer 40
Viz (H20, a kit része) 28
Teljes térfogat 70

3. Adjon 70 pl mesterkeveréket egy 24 tesztlyukas PCR lemez vagy
csofilizér tesztlyukaiba, a futtatasi setupban elére meghatarozottak
szerint (lasd , 1. protokoll: Futtassa a PyroMark Q24 rendszer setup
fajljat”, 15. o.).

4. Adjon 10 pl biotiniladlt PCR terméket a 2. protokollb6l minden egyes
mesterkeveréket tartalmazé tesztlyukhoz a futtatasi setupban elére

meghatérozottak szerint (lasd , 1. protokoll: Futtassa a PyroMark Q24

rendszer setup fajljat”, 15. oldal).

Megjegyzés: A telies reakcio-térfogat tesztlyukanként 80 pl legyen a
mesterkeverék és a PCR termék hozzdadasa utan.

5. Zarja le a PCR lemezt (vagy csofiizéreket) a csikkupakok
segitségével.
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Megjegyzeés: Gydzddjon meg réla, hogy nem lehetséges szivargas az
egyes tesztlyukak kozott.

6. Razassa a PCR lemezt szobahémérsékleten (15-25 °C) 5-10 percig,
1400 rpm-en.
Megjegyzés: Ezalatt az idd alatt készitse elé a PyroMark Q24 Vacuum

Workstation késziléket a minta-elékészitéshez, a PyroMark Q24
felhaszndl6i kézikonyvben leirtak szerint.

7. Folytassa azonnal a ,4. protokoll: A mintak elékészitése a
Pyrosequencing analizis el6tt a PyroMark Q24 készuléken
protokollal, lasd 23. o.

Megjegyzés: A szefar6z gélgyongyok gyorsan lellepszenek. A
gélgyongyok befogasat kozvetlenll az 6sszerdzas utan el kell végezni.

Ha tébb mint 1 perc telt el a mintalemez (vagy cséflzérek) razatasa ota,
razassa azokat ujra 1 percig a gélgyongyok befogasa elétt.
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4. protokoll: A mintak el6készitése a Pyrosequencing
analizis el6tt a PyroMark Q24 késziléken

Ez a protokoll az egyszali DNS el6készitésére, és a szekvenald primer a
templathoz valé kapcsolodasara szolgal a PyroMark Q24 készileken vegzett
Pyrosequencing analizis el6tt.

A kezdés el6tt figyelembe veend6é fontos szempontok

B Mielétt kinyitia a szekvenald primereket tartalmazé cséveket, réviden
centrifugdlia le azokat, hogy Osszegyljtse a tartalmukat a csovek aljan.

B Adja hozza a tesztlyukakhoz a 2 kiilébnb6z6 szekvenald primert a futtatasi
setupban elére meghatarozottak szerinti azonos mintazatban (lasd ,1.
protokoll: Futtassa a PyroMark Q24 rendszer setup fajljat” protokoll, 15.
0.), az analizisben vizsgalt régiétol (12. és 13. kodonok, vagy 61. kodon)
fuggben.

B A munkafolyamat némiképp modosult a therascreen KRAS Pyro Kit
kézikbnyv 1. atdolgozasaban taldlhatohoz képest (18. [épés). Ne roviditse
le a mintdk lehitési idejét, miutan felflitotte azokat 80 °C-ra.

B Rendszeres id6kdzonként végezze el a funkcidtesztet a szlir§ szondakra,
a PyroMark Q24 felhasznaloi kézikdnyv szerint, és a jelzett idépontokban
cserélie ki a szlr§ szondakat.

Kezdés elotti teendok

B Helyezzen egy PyroMark Q24 lemeztartot egy elémelegitett, 80 °C-os
fUtéblokkra, a 17. lépésben vald hasznalatra. Hagyjon egy masodik
PyroMark Q24 lemeztartét szobahémérsékleten (15-25 °C), a 18.
lépésben valdé hasznalatra.

B A PyroMark Wash Buffer 10x-es koncentratumként talalhaté a kitben. Az
225 ml nagy tisztasagu vizet 25 ml 10x PyroMark Wash Buffer (a végsé
térfogat 250 ml).

Megjegyzés: Az 1x PyroMark Wash Buffer munkaoldat 2—8 °C-on
mindségét stabilan megdrzi a jelzett lejarati datumig.

Eljaras
1. Higitson elegendé mennyiséget minden egyes szekvenalé primerbdl

— KRAS 12/13 szekvenalé primer és KRAS 61 szekvenalé primer — a
PyroMark Annealing Bufferben, a 7. tablazatban foglaltak szerint.
Készitsen nagyobb térfogatl higitott szekvenaldé primer oldatot annal, ami
az 6sszes szekvenalandd mintahoz egyittesen szikséges (a mintak
szamanak + egy extranak megfeleld mennyiséget).
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7. tablazat: A szekvendlé primerek példahigitasa

9 + 1 reakcionak
Térfogat/minta megdfelel6 térfogat
Komponens (ul) (ul)
Seq Primer KRAS 12/13
vagy 0,8 8
Seq Primer KRAS 61
PyroMark Annealing 242
24,2
Buffer
Teljes térfogat 25 250

2. Pipettazzon 25 pul higitott szekvenald primert a PyroMark Q24 lemez
minden egyes tesztlyukaba, a futtatasi setup szerint (lasd , 1.
protokoll: Futtassa a PyroMark Q24 rendszer setup fajljat” protokoll,
15. 0.).

Megjegyzés: Tartson egy PyroMark Q24 lemeztartét (a PyroMark Q24
Vacuum Workstation készllék tartozéka) szobahdmeérsékleten (15-25
°C), és hasznalja tamasztékként alemez el6készitésekor és
mozgatasakor.

3. Helyezze a 3. protokollbol kapott PCR lemezt (vagy csoéfiizéreket) és a
PyroMark Q24 lemezt a munkaasztalra (2. abra).
Megjegyzés: Ugyelien ra, hogy alemez ugyanolyan iranyban alljon, mint
amikor a mintakat beletdltotte.
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2. abra: A PCR lemez (vagy csofuzérek) és aPyroMark Q24 lemez rahelyezése a
vakuumos munkaallomésra .

4. A vakuum-kapcsol6 megnyitasaval hozzon létre vakuumot a
készilékben.
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5. Ovatosan engedje bele a vakuumos eszkodz sziirdé szondait a PCR
lemezbe (vagy cséfiizérekbe), hogy befogja az immobilizalt templat
DNS-t tartalmazo gélgyéngyoket. Tartsa a helylkén a szondakat 15
méasodpercig. Ovatosan emelje ki a vakuumos eszkozt.

Megjegyzés: A szefar6z gélgydngyok gyorsan lellepszenek. A
gélgyongyok befogaséat kozvetlenlll az 6sszerdzas utan el kell végezni.

Ha tébb mint 1 perc telt el a mintalemez (vagy cséflizérek) razatasa ota,
rdzassa azokat Ujra 1 percig a gélgyongyok befogasa el6tt.

6. Helyezze at a vakuumos eszkozt a 40 ml 70%-os etanolt tartaimazo
teknébe (2. abra). Oblogesse a szlir6 szondakat 5 masodpercig.

7. Helyezze at a vakuumos eszkodzt a 40 ml denaturdlé oldatot
tartalmazé tekndbe (2. abra). Oblégesse a sziiré szondakat 5
masodpercig.

8. Helyezze &t a vdkuumos eszkdzt a 50 ml mosoépuffert tartalmazo
tekndbe (2. abra). Oblégesse a sziiré szondakat 10 masodpercig.

9. Emelje fel és vissza a vakuumos eszkdzt vertikalis 90° deréksz6gon
tul 5 masodpercig, hogy lecsorgasson minden folyadékot a sziird
szondakrdl (3. abra).

3. abra: lllusztracio a vakuumos eszkoz vertikalis 90° derékszogon tuli
kiemeléséral.
10. A PyroMark Q24 lemez f6l6tt tartva a vakuumos eszkozt, zéarja az
eszkdz vakuum-kapcsoléjat (Off (Ki) pozicid).
11. Engedje bele a gélgytngyotket a PyroMark Q24 lemezbe: eressze bele

a szliré6 szondakat a meghigitott szekvenalé primerbe, és finoman
mozgassa oldaliranyban ide-oda az eszkozt.

Megjegyzés: Ugyelien ra, nehogy megsértse a PyroMark Q24 lemezt; ha
nem ovatos, a sz(iré szondak megkarcolhatjak a fellletét.

12. Helyezze at a vakuumos eszkozt a nagy tisztasagu vizet tartalmazo
teknébe (2. abra), és razassa az eszkozt 10 masodpercig.

13. Mossa ki a szlir6 szondakat: engedje bele azokat a nagy tisztasagu
vizbe (2. &bra), és kapcsolja be a vakuumot. Oblitse ki a szondakat
70 ml nagy tisztasagu vizbe.
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14. Emelje fel és vissza a vAkuumos eszkozt vertikalis 90° derékszogon
tal 5 masodpercig, hogy lecsorgasson minden folyadékot a sziiré
szondakrdl (3. abra).

15. Zarja az eszkdz vakuum-kapcsolojat (Off (Ki) pozicio), és allitsa a
vakuumos eszkozt parkolé (P) pozicidba.

16. Kapcsolja ki a vAakuum-szivatty ut.

Megjegyzés: A munkanap végén ontse ki a hasznalt folyadékokat és
maradék oldatokat, és ellenérizze a PyroMark Q24 Vacuum Workstation
készlléket, nincs-e rajta por vagy csorgas (lasd ,B” fliggelék, 50. o0.).

17. Tartsa a mintakat tartalmazé PyroMark Q24 lemezt 80 °C-on 2 percig
az elére felfiitott PyroMark Q24 lemeztarté segitségével.

18. Vegye le a PyroMark Q24 lemezt a lemeztartorol, és helyezze at egy
masodik, szobahémérsékleten (15-25 °C) tartott PyroMark Q24
lemeztartora 10-15 percig, hogy a mintak szoba-hémérsékletiire
hiilhessenek.

19. Folytassa a, 5. protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa” protokollal, 27.
0.
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5. protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa

Ez a protokoll leirja, hogyan készitse el6 és toltse be a PyroMark Gold Q24
reagenseket a PyroMark Q24 patronba, és hogyan kezdjen el és fejezzen be
egy futtatast a PyroMark Q24 készlléken. Arrél, hogyan éllitson be egy
futtatast, részletes leirast talal a PyyvoMark Q24 felhasznaloi kézikoényvben.

A kezdés el6tt figyelembe veend6é fontos szempont

B A ,Pre Run Information” (Futtatas el6tti informacidk) jelentés — amely
megtalalhaté a ,Tools” (Eszk6zok) meniben a futtatdsi setupban (lasd ,1.
protokoll: Futtassa a PyroMark Q24 rendszer setup fajljat”, 15. 0.) —
informacidkat nyujt egy adott specifikus futtatashoz sziikséges
nukleotidok, polimeraz enzim és szubsztrat puffer térfogatarol.

Kezdés elotti teendok

B Kapcsolia be a PyroMark Q24 készuléket. A fékapcsold a készilék
hatuljan talalhato.

Eljaras

1. Oldja fel a fagyasztva szaritott enzimet és szubsztratelegyeket kilon-
kulon 620 pl vizben (H20, a kit tartalmazza).

2. Finom rézogatassal keverje 6ssze a fiola tartalmat.
Megjegyzés: Ne haszndljon vortexet a keveréshez!

Megjegyzeés: Annak biztositasa érdekében, hogy a keverék teljesen
feloldodott, hagyja szobahémeérsékleten (15-25 °C) pihenni 5-10 percig.
Gy6z6djon meg rola, hogy az oldat nem zavaros, miel6tt beletdlti a
PyroMark Q24 patronba. Ha a reagenseket nem hasznalja fel azonnal,
helyezze a reagenscsodveket jégre* vagy hitészekrénybe.

3. Varja meg, amig areagensek és aPyroMark Q24 patron eléri a
kornyezeti homérsékletet (20-25 °C).

4. Ugy helyezze el a PyroMark Q24 patront, hogy a cimkéje o6n felé
nézzen.

5. Toltse meg a PyroMark Q24 patront a megfelelé térfogatu
nukleotidokkal, enzimmel és szubsztratelegyekkel, a 4. abra szerint.

Ugyelien ra, hogy ne kerlilienek légbuborékok a pipettahegybdl a
patronba.

* \Vegyszerekkel val6 munka soran mindig viseljen megfelel6 laboratériumi képenyt, egyszer
hasznalatos keszty(t és véd6szemuveget. Tovabbi informacidkat a megfelel6 biztonsagi
adatlapok (SDS-ek) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartojatdl szerezheték be.
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4. dbra: lllusztracié a PyroMark Q24 patronrol, fellilnézetbdl. A magyarazé
megjegyzések megfelelnek a reagenscsoveken talalhatd cimkékkel. Adja hozza az
enzimkeveréket (E), a szubsztratelegyet (S) és a nukleotidokat (A, T, C, G), a futtatasi
beallitasok ,Tools” (Eszktz6k) menujében talalhaté ,Pre Run Information” (Futtatas el6tti
informé&ciok) jelentésben megadott térfogatok szerint.

6. Nyissa ki a patrontartd nyilasat, és helyezze be a reagensekkel
megtoltott patront, cimkéjével kifele. Tolja be a patront lGtkdzeésig,
majd nyomja lefelé.

7. Ugyeljen r4, hogy a vonal lathaté legyen a patron elétt, majd zarja be
a nyilast.

8. Nyissa ki a lemeztartd keretet, és helyezze ra a lemezt a fiitoblokkra.

9. Zarja vissza a lemeztarto keretet, és csukja le a készulék fedelét.

10. Csatlakoztassa az (a futtatas fajlt tartalmaz6) USB adathordozét a
készilék elejéen talalhato USB portba.

Megjegyzés: Ne tavolitsa el az USB-meghajtdt a futtatas befejezése elbtt.
11. A fdmeniibél valassza ki a ,,Run” (Futtatas) parancsot (a « és «
képernyd-gombok segitségével), majd nyomja meg az , OK”
(Rendben) lehetéséget.
12. A a és « képernyd-gombok segitségével valassza ki a futtatas fajlt.

Megjegyzés: Egy mappa tartaimanak megtekintéséhez jeldlie ki az adott
mappat, €s nyomja meg a ,Select’ (Kivalaszt) gombot. Az el6z6 nézethez
valé visszatéréshez nyomja meg a ,Back” (Vissza) gombot.

13. Amikor kivalasztotta a futtatasi fajlt, nyomja meg a, Select”
(Kivalaszt) gombot a futtatas elinditdséhoz.

14. Amikor a futtatas befejez6dott, és a készulék megerdsitette, hogy a
futtatas fajlt lementette az USB adathordozo6ra, nyomja meg a , Close
(Bezér) gombot.

15. Tavolitsa el az USB adathordozot.
16. Nyissa fel a készllék fedelét.

17. Nyissa ki a patrontartd nyiladsat, és tavolitsa el a reagenspatront:
emelje fel, majd huzza ki azt.

18. Csukja vissza a patrontartd nyilast.
19. Nyissa ki a lemeztarté keretet, és tavolitsa el a lemezt a fiitéblokkrol.
20. Zarja vissza a lemeztartd keretet, és csukja le a készulék fedelét.
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21. Dobja ki a lemezt, és tisztitsa meg a patront, a patronhoz mellékelt
terméktajékoztatd instrukcidi szerint.

22. Elemezze ki a futtatast, a, 6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas
elemzése” protokoll szerint, 29. o.

6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas elemzese

Ez a protokoll leirja egy befejezett KRAS futtatas mutaciés analizisének
menetét a PyroMark Q24 szoftver hasznélataval.

Eljaras
1. Csatlakoztassa a feldolgozott futtatas fajljat tartalmazé USB-
adathordozot a szamitégép USB-csatlakozojahoz.

2. Masolja at afuttatasi fajit az USB-adathordozorol a szamitogep kivant
célmappéjadba a Windows Explorer hasznélataval.

3. A PyroMark Q24 szoftverben AQ mddban nyissa meg a futtatasi fajlt
ugy, hogy a ,,File” (F3jl) menuben az ,,Open” (Megnyitas) lehetéséget
valasztja, vagy duplan kattint a fajlra (®) a hivatkozasokat tartalmazo
bongészobfelileten.

4. A futtatds kielemzéséhez 2 modszer kozul valaszthat. Ha a KRAS
Plug-in Report beépiild6 modult hasznalja, ugorjon az 5. Iépéshez. Ha
a PyroMark Q24-ba integrélt AQ analizist hasznalja, ugorjon a 6.
lépéshez.

Megjegyzés: Az eredmények kiértékeléséhez erbsen ajanlott a KRAS
Plug-in Report hasznalata. A KRAS Plug-in Report beéplld modul e-mail
utian szerezhetd be a pyro.plugin@aiagen.com cimrdl. Ez a jelentés
biztositia, hogy a megfelel6 LOD értékek (lasd 8. tablazat) és a kulonbdzé
.Sequences to Analyze” (Analizdlandd szekvencidk) fel lesznek hasznalva
az 6sszes mutacié automatikus detektalasara.

5. A KRAS Plug-in Report hasznalata:

Jelentés létrehozasahoz vélassza ki az ,AQ Add On Reports/KRAS”
(AQ bovitmény jelentései / KRAS) és a ,,Codon 12 and 13” (12. és 13.
kodon) vagy , Codon 61" (61. kodon) opciékat a, Reports”
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(Jelentések) menubél.
&) PyroMark Q24 2.0.6 - [AQ Run Analysis - G:\\100318_KRAS Primer Test\100318 KRAS Primertest2]

# File Tools | Reports | Window  Help
(] - ﬁ & H AQ Analysis Statistics
Frwa = | AQ Analysis Results

AQ Pyrogram Report
- AQ Full Report " —_—

| AQ Add On Reports vl KRAS » | Codon 12and 13 |
SMP Analysis Results Codon 61 F

- ]

SMP Pyrogram Report

SMP Full Report }
SMP Overview Report

5. dbra: Az AQ futtataselemzés képernyé.

A szoftver automatikusan elvégzi az 6sszes mintahely esetében az dsszes
olyan mutacié elemzéseéet, amelynek szerepel az LOD-értéke a

8. tAblazatban. A rendszer 6sszefoglalé tablazatban jeleniti meg az
eredményeket (6. abra), és ez alatt talalhatok a Pyrogram lenyomatokat
és az elemzések mindségére vonatkoz6 adatokat tartalmazé részletes
eredmények.

Summary

NOTE: Only the mutation with the highest frequency 1s reported.

Al 106506B1 Mutation 28.8 GGT=AGT G128
A2 10908148 Wildtype

A3 110456B2 Potential low level mutation 2.3 GGT=AGT G128 LEN
A4 110457B2 Wildtype

AS 110462A2 Wildtype

Ab 110486A2 Mutation 249 GGT=GCT Gl2A
A7 111207A2 Mutation 31.6 GGT=GTT G12V
A8 111555A2 Mutation 39.9 GGT=GAT G12D
Bl 111565A2 Mutation 37.5 GGT=GAT G12D
B2 111667A2 Mutation 26.7 GGT=GTT G112V
B3 111670A2 Wildtype

'y See detailed results for further explanation.

6. dbra: Az eredmények 6sszefoglal6 tdblazata.

6. AQ analizis hasznalataval:

A futtatas kielemzéséhez és az eredmények attekintéséhez kattintson
az Elemzés gombok egyikére.
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T Minden tesztlyuk elemzése.

B A kijelolt tesztlyukak elemzése.

rrrrrr

megjelennek a valtoz6é pozicié folott a Pyrogram® lenyomaton. Arrdl,

hogyan elemezzen ki egy futtatast, részletes leirast talal a PyoMark Q24
felhasznaloi kézikdnyvben.

Jelentés |étrehozasahoz valassza ki az , AQ Full Report” (AQ teljes
jelentés) vagy , AQ Analysis Results” (AQ analizis eredmények)
opcidkat a ,,Reports” (Jelentések) menubébl.

Megjegyzés: A KRAS génben a leggyakoribb mutaciok a 35. nukleotidnal
(a 12. kodon masodik bazisandl) talalhatdék. Ezért a szabvany ,Sequence
to Analyze” (Analizdlandé szekvencia) a KRAS 12. és 13. kodon assay-
ben —amint azt az analizis setup meghatarozza — az ebben a poziciéban
megjelend mutacidkat vizsgalja (lasd ,A” figgelék, 47. 0.). Ha egy minta
mutaciot tartalmaz a 34. nukleotidnal (a 12. kodon elsé bazisanal), a
.Sequence to Analyze” (Analizaland6é szekvencia) megvaltoztathat6, hogy
az ebben a poziciéban 1évd mutacidk helyzetét is elemezze ki, az A’
fuggelékben leirtak szerint. Hasonléképpen, a ,Sequence to Analyze”
(Analizaland6 szekvencia) ugyanigy megvaltoztathaté a KRAS 61. kodon
assay esetében is, az ,A” flggelékben leirtak szerint.

A human KRAS gén 12/13. kodonjaiban és 61. kodonjaban eléforduld
mutaciok frekvenciairdl frissitett informacidkat talal online, a Sanger
Institute honlapjan, az aldbbi cimen:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Megjegyzés: Ha megbizhatdé eredményekre torekszik, javasoljuk, hogy a
30 RLU-nal magasabb, egyhegyl csucsokat vizsgalja. Az assay setupban
a ,required peak height for passed quality” (A pozitivnak mindsilé csucs
minimalis magassaga) értéket allitsa 30 RLU-ra (lasd az ,A” figgeléket, és
a PyyoMark Q24 felhasznaloi kézikonyvet).

Megjegyzés: Az ,AQ Analysis Results” (AQ analizis eredmények)
jelentést hasznalja az allélok mennyiségi meghatarozasanak
dokumentalasara eés értelmezésére. A Pyrogram lenyomatban latott
szamok kerekitve vannak, és nem a mennyiségi meghatarozas pontos
ertekeit mutatjak.

Megjegyzés: A Pyrogram lenyomatot mindig dssze kell vetni a
hisztogrammal, amely jobb egérgombbal a Pyrogram ablakba kattintva

jelenitheté meg. A mért csucsoknak egyezniuk kell a hisztogramoszlopok
magassagaval.
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Elemezze Ujra azokat a mintakat, ahol nem detektalt mutaciét a 35.
nukleotidnal (12. kodon) vagy 183. nukleotidnal (61. kodon), vagy
amelyek ,,Check” (Ellenérizendd) vagy ,,Failed” (Sikertelen) minéségi
értékelést kaptak.

Erésen ajanlott az 6sszes olyan minta Ujraelemzése, amelyeknél nem
detektalt mutaciét a szabvany ,Sequence to Analyze” (Analizdlando
szekvencia) program, valamint amelyek ,Check” (Ellenérizendd) vagy

::::::

rrrrrr

eltéré poziciéju mutaciét is jelezhet, ami a referencia diszpenzacidknal
csucsmagassagbeli eltéréseket eredményezhet. Példaul, az els6 3
diszpenzacié barmelyikénél talalhatd csucs azt mutatja, hogy mutacié van
jelen a 34. nukleotidnal.

A 34. nukleotid pozicidjaban megjelend mutaciok ujraelemzéséhez és
megcélzasdhoz az ,Analysis Setup” (Analizis beallitAsok) mentpontban a
~Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia) tartalmat irja at
GNTGRCGTAGGC-r6l NGTGRCGTAGGC-re. Kattintson az ,Apply”
(Alkalmaz) gombra, majd kattintson a,To Al (Minden mintara) gombra,
amikor megjelenik az ,Apply Analysis Setup” (Az analizis beallitasok
alkalmazasa) ablak.

A 182. nukleotidnal (a 61. kodon masodik pozicidjaban) fellépd mutaciok
Ujraelemzéséhez és megceélzasadhoz a 61. kodon assay ,Sequence to
Analyze” (Analizdland6 szekvencia) tartalmat cserélie az alabbi
szekvenciara.

CTCTHGACCTG

A 181. nukleotidnal (a 61. kodon els6 pozicidjaban) fellépd mutaciok
Ujraelemzéséhez és megcélzasdhoz a 61. kodon assay ,Sequence to
Analyze” (Analizdland6 szekvencia) tartalmat cserélie az alabbi
szekvenciara.

CTCTTSACCTG

Megjegyzeés: A ,Sequence to Analyze” (Analizalandé szekvencia)
megvaltoztatasa utan ugyelien ra, hogy az 6nallé csicsok magassagi
kiiszobértéke 30 RLU-ra legyen Aallitva.

Megjegyzés: Ha a mért csicsok nem egyeznek a hisztogramoszlopok
magassagaval, és ez nem magyarazhato ritka vagy varatlan mutaciéval,
akkor az eredmény nem hasznalhaté a mutaciés statusz megitélésére.
Javasolt a minta Ujrafuttatasa.
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Az eredmények értelmezése

Az analizis eredményeinek értelmezése, és az alacsony
értéket add mutaciok kimutatasa

Er6sen ajanljuk, hogy Osszehasonlitas, illetve a hattérértékek ellenérzése
céljabdl minden futtatdsban szerepelien a metildlatlan kontroll DNS minta is. A
kontroll minta mért gyakorisdganak kisebbnek vagy akkoranak kell lennie, mint
a vak minta hatarértéke (limit of blank; LOB).

Az 6sszes mintat a kimutatasi hatarérték (limit of detection; LOD, lasd 8.
tAblazat) vonatkozasaban kell megvizsgalni, és az alabbiak szerint értelmezni.

B Mutacidk gyakorisaga < LOD: Vad tipusi DNS

B Mutaciok gyakorisaga = LOD és < LOD + 3 % egység: Potencialis
alacsony szintl mutaciok
Megjegyzeés: Ha a Plug-In Report beépuld modult hasznalja (a ,6.
protokoll: A PyroMark Q24 futtatas elemzése” protokoll 5. lépése, 29. 0.),
és ez el6fordul, a rendszer figyelmeztetést kuld.

Azok a mintak, amelyekben a jelentés alapjan alacsony értéket add
mutacio lehet jelen, csak akkor tekintend6k pozitivnak az adott mutaciora
nézve, ha két parhuzamossal és egy metildlatlan kontroll DNS mintaval
megismételt futtatdssal megerdsiti az eredeti elemzésnél kapott
eredményt. Mindkét parhuzamos minta eredménye a kimutatasi hatarnal
nagyobb (= LOD), és a kontroll mintatél kialonbdzé kell, hogy legyen.
Ellenkez6 esetben a mintat vad tipusunak kell tekinteni.

B Mutaciok gyakorisaga >LOD + 3 % egység: Mutacio

Ha a KRAS Plug-in Report beépul6 modult hasznalja, a rendszer
automatikusan elégzi ezt.

Megjegyzés: Az eredmények értelmezéséhez ajaniott a KRAS Plug-in Report
beépulé modul hasznalata. Javasoljuk, hogy azon mintak esetében,
amelyeknél a jelentés alapjan fennall az alacsony szintl mutacio lehetGsége,
az alaposabb vizsgalatért végezzen el egy tovabbi manudlis elemzést a
szoftverrel (pl. a kontrollminta mutaciés gyakorisagaval valé 6sszehasonlitas
céliabal).

Megjegyzés: Ha a kontrollmintanal az LOB feletti gyakorisag tapasztalhatd, az
a szokasosnal magasabb hattérértéket jelez az adott futtatds esetében, amely
hatassal lehet az allélkvantifikalasra, kilonésen alacsony értéket add
mutacioknal. Ebben az esetben a LOD (lasd 8. tablazat) és a LOD + 3 %
egység kozotti tartomanyban meért gyakorisagok nem hasznalhatok a mutacios
statusz megitélésére. Ajanlott a potencialisan alacsony mutacids szinti mintak
Ujrafuttatasa.

Megjegyzés: A KRAS Plug-in Report beéplld modul algoritmusa segitségével
generéltdk a LOB és LOD adatokat. A PyroMark alkalmazas szoftver
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segitségével végzett manualis analizis — a 6. protokollban leirva (lasd 29. o.) —
kissé elter6 értékeket eredményezhet.

Megjegyzeés: A rakos beteg terapiajarél nem szabad kizardlag a KRAS
mutacios statusza alapjan donteni.

8. tablazat: A specifikus mutaciék szamara meghatarozott LOB és LOD

LOB LOD COSMIC
Nukleinsavcsere  Aminosavcsere (% egységek) (% egységek) ID*(V42)

12. kodon (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT Gl2v 0,0 1,0 (N 520
TGT Gl2C 0,5 2,1 516
AGT G12S 0,4 19 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT G12R 0,3 1,8 518
13. kodon (GGC)

GAC G13D 0,3 1,9 532
61. kodon (CAA), az assay-ben reverz irdnyban (TTG)

GTG Q61H 0,8 2,8 554
TAG Q61L 1,2 3,1 553
TCG Q61R 1,6 3,5 552
ATG Q61H 0,7 2,6 555
TTC Q61E 1,2 31 550

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (Szomatikus rakmutéciok katalogusa) értékei,
amely elérhetd a Sanger Institute honlapjan: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Az a legalacsonyabb mutéaciés szint egy mintaban, amely kimutatasi hatar feletti (>LOD)
meért gyakorisdgot eredményez.
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A PyroMark Q24 szoftverbe integralt AQ analizis hasznalataval kapott
reprezentativ eredmények

A reprezentativ Pyrogram eredmények a 7-11. abrakon lathatok.

Az 0%
C: 0%
G: 100% Az 1%
T: 0% G: 99%

1251
100 [

75 T
50
25

7. 4bra: A 12. és 13. kodonban vad genotipusu minta elemzése utan kapott Pyrogram
lenyomat.
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8. dbra: A 61. kodonban vad genotipusu minta elemzése utan kapott Pyrogram
lenyomat.
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9. &bra: A 12. kodon masodik bazisaban (35. nukleotid, nyillal jelolve) GGT - GAT
mutacidéval rendelkezé mintak elemzése utan kapott Pyrogram lenyomat.
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C: 1%
G: 92% Az 1%
T: 6% G: 99%
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10. abra: A 12. kodon elsé bazisaban (34. nukleotid, nyillal jeldlve) GGT > TGT
mutaciéval rendelkezé mintak elemzése utan kapott Pyrogram lenyomat, ahol a
GNTGRCGTAGGC, Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia)a12. kodon 2.
bazisat (a 35. nukleotidot) célozza. A sarga szin azt jelzi, hogy ez a szekvencia nem vart,
igy le kell ellenérizni.

A 2%
C: 1%
G

: 78% Az 1%
T: 20% G: 99%
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100
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25
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11. &bra: A 10. abran bemutatott minta Ujraelemzése utan kapott Pyrogram lenyomat
és eredmeények. A GGT = TGT mutécio Gjraelemzése, ahola NGTGRCGTAGGC
»Sequence to Analyze” (Analizdlando6 szekvencia)al12. kodon 1. bazisat (a 34.
nukleotidot) célozza.
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Hibaelharitasi Utmutato

Ez a hibaelharitasi utmutaté barmely felmertldé hiba esetén segithet a
megoldasban. Tovabbi informaciokeért kérjuk, olvassa el miszaki tamogatasi
oldalunkon a gyakran ismételt kérdéseket:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN kutatd szakemberei 6rommel
allnak rendelkezéseére, ha barmilyen kérdése van akar ennek a kézikonyvnek
a tartalmaval és a benne szereplé protokollokkal, akar a minta- és vizsgalati
technologiakkal kapcsolatban (az elérhet6ségeket lasd a kézikonyv hatlapjan,
vagy a kovetkezd cimen: www.giagen.com).

Megjegyzés: A készilek altalanos hibaelharitasaval kapcsolatban lasd a
PyroMark Q24 felhaszndldi kézikdnyveét.

Megjegyzések és javaslatok

Jelek a templat nélkili kontrollban (negativ kontroll)

a) Keresztszennyez6dés Az egyik tesztlyuk jele egy szomszédos
a tesztlyukak kozott tesztlyukban is detektalhatd. Lehetbleg ne
helyezzen magas jelintenzitast mintakat templat
nélkuli kontroll tesztlyukak mellé.

b) PCR szennyez6dés Hasznaljon szirés steril pipettakat. A PCR
reagensektol elkulonitve tarolja és készitse elb
a kisérleti anyagokat, ugymint a vizsgalati
mintdkat, kontrollokat és amplikonokat.

Gyenge vagy varatlan szekvencia

a) Silany minéségi A silany minéségli genomi DNS okozhatja a
genomi DNS PCR reakcio sikertelenségét. Analizélja a PCR
mintakat valamilyen elektroforetikus technika
(példaul a QIAxcel® System, vagy agarézos gél-
elektroforézis) segitségevel.
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»Check” (Ellenérizendd) vagy ,failed” (Sikertelen) eredmény

a) Alacsony
cslicsmagassag

b) A ,Sequence to
Analyse” (Analizadlando
szekvencia) altal nem
meghatarozott mutacio

c) Varatlan, ritka mutacio

d) Nagy
cslcsmagassagbeli
eltérések
figyelmeztetés
diszpenzéaciéra

A kezelési hibadk a PCR setupban vagy a minta-
elbkészitésben a Pyrosequencing el6tt alacsony
jelcsucsokat eredményezhetnek. Rendszeres
id6kdzonként végezze el a funkcidtesztet a
szlir6 szondakra, a PyroMark Q24 felhasznaloi
kézikdnyv szerint, és a jelzett idépontokban
cserélie ki a sz(ir6 szondakat.

,Check” (Ellen6rizendd) figyelmeztetés esetén
gondosan vesse 0ssze a Pyrogramot és a
hisztogramot, amely a Pyrogram
programablakban a jobb egérgomb kattintdsaval
megjelenithetd. Ha a mért csucsok egyeznek a
hisztogramoszlopok magassagaval, az
eredmény érvényes. Maskllonben javasolt a
minta Ujrafuttatasa.

Modositsa az analizadland6 szekvenciat az
assay setupban (lasd ,A” fliggelék, 47. o0.), majd
elemezze (jra a futtatds eredményeét.

A ,Check” (Ellenérizend6) vagy ,Failed’
(Sikertelen) mindségi értékelést a nem vart
csucsmintazat okozhatja. Ez jelezhet egy olyan
varatlan mutaciét, amelyet nem elemzett a plug-
in report beépul6 modul. Ezen mintak elemzését
manualisan, a PyroMark Q24 szoftver
hasznalataval kell eivégezni, figyelembe véve
azt, hogy nem vart mutaciokat tartalmazhatnak.

A Pyrogram lenyomatot gondosan dssze kell
vetni a hisztogrammal, amely jobb egérgombbal
a Pyrogram ablakba kattintva jelenithet6 meg.
Ha a mért csucsok nem egyeznek a
hisztogramoszlopok magassagaval, és ez nem
magyarazhat6 ritka mutaciokkal, akkor ajanlott a
minta Ujrafuttatasa.
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Magas hattérérték

a) A nukleotidok helytelen Tarolja a nukleotidokat 2—8 °C kdzott
tarolasa hémérsékleten. A -15 és -30 °C kozotti tarolas
novelheti a hattérjelet.

b) A mintdk tdl rovid ideig Tartsa a mintdkat egy PyroMark Q24

tartd hitése a lemeztarton, szobahdmeérsékleten, 10-15
Pyrosequencing percig. Ne roviditse le a hilési idét.
analizis el6tt

c) A patron Gondosan tisztitsa meg a patront, a
beszennyez6dése terméktajékoztatdon talalhatod leirasnak

megfeleléen. Tarolja a patront fénytdl és portdl
védett helyen.

Nincs értékelhetd jel a pozitiv kontrollban (metilalatlan kontroll DNS-
ben)

a) Nem elegend6 enzim- Gy6zddjon meg réla, hogy a , Tools” (Eszkdzok)
vagy szubsztratelegy menu ,Pre Run Information” (Futtatas el6tti
minden tesztlyukhoz informaciok) pontjanak megfeleléen toltotte-e

meg a PyroMark Q24 Cartridge patront.

b) Helytelenll tarolt vagy Az adott reagensekhez mellékelt instrukcioknak

higitott reagensek megfeleléen készitse el6 a PyroMark Q24 Gold
reagenseket.

c) A HotStarTaq DNS A HotStarTag DNS polimerdz a PyroMark PCR
polimeraz elégtelen Master Mixben 15 perces aktivalasi lépést
aktivalasa igényel 95 °C-on.

d) Hibas PCR- vagy A kezelési hibadk a PCR setupban, a PCR
minta-elékészités készllék programozasaban, vagy a minta-

elékészitésben a Pyrosequencing elétt az
ertékelhetd jel hianyat eredményezheti.
Végezze el a funkcidtesztet a sz(ir6 szondakra,
a PyrvoMark Q24 felhasznal6i kézikdnyv szerint,
és a jelzett id6pontokban cserélie ki a szlrd
szondakat. Ismételie meg a PCR és
Pyrosequencing analizist.
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Mindség-ellendrzés

,,,,,,

therascreen KRAS Pyro Kit minden egyes gyartasi tételét leellenérzik, hogy
az megfelel-e az elbirt paramétereknek, ezzel biztositva a kit egyenletes és
kifogastalan mindségét.

Korlatozasok

Barmilyen kapott diagnosztikai eredményt mindig az egyéb klinikai vagy
laboratoriumi leletekkel vald Osszefiiggésben kell értelmezni.

A felhasznalé feleléssége, hogy validalja a rendszer teliesitményét a
laboratoriumaban alkalmazott barmely olyan eljarasra, amely nem része a
QIAGEN teljesitmény-értékeld vizsgalatoknak.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Teljesitményjellemzok

A vak minta hatarértéke (LOB) és kimutatasi hatarérték
(LOD)

A vak minta hatarértékét (LOB) és a kimutatasi hatarértéket (LOD) szamos
mutacio esetében meghataroztak plazmidelegyek segitségével (9. tablazat).
Az LOB és LOD értékeket a Clinical and Laboratory Standards Institute
(Klinikai és Laboratoriumi Szabvanyok Intézete, CLSI) EP17-A jell, ,Protocol
for determination of limits of detection and limits of quantitation; approved
guideline” (A kimutatasi és a kvantifikacios hatarértékek meghatarozasanak
protokollja; jovahagyott iranyelv) cimi iranyelvének ajanlasai szerint
hataroztak meg. A o és B (fals pozitiv és fals negativ) hibakat 5% értekre
allitottak.

A LOB értékek egy vad tipusu DNS-t tartalmazé mintabdl meért gyakorisagot
jelentik. A LOD értékek azt a legalacsonyabb jeler6sséget (mért gyakorisagot)
jelentik, amely mar pozitivként értékelhetd a kérdéses mutacid
vonatkozasaban.

A GGT - GTT mutacié a 12. kodonban

Ezen mutacio esetében a vak mérések kovetkezetesen a 0 % egységhez
kozelitettek (n=72), ami nem Gauss-eloszlast eredményezett. Ezért az LOD
erteket egy masik modszerrel hataroztak meg, a CLSI EP17-A jell
iranyelvének ajanldsai szerint. A legalacsonyabb jelet, amely jelzi egy mutacio
jelenlétét (LOD) ebben az adott pozicidban, 1 % egységre allitottak, ami
nyilvanvaléan magasabb a 0 % egység kovetkezetesen kapott alapvonal
szintienel (LOB). Egy 7% mutacios gyakorisagd minta elemzésekor az
eredmények 95%-a (n=89) adott pozitivként értékelhetd jelet (>LOD, azaz >1
% egyseéq).
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9. tablazat: A specifikus mutaciék szamara meghatarozott LOB és LOD

LOB LOD COSMIC
Nukleinsavcsere  Aminosavcsere (% egységek) (% egységek) ID*(V42)

12. kodon (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT G12V 0,0 1,0 (7)1 520
TGT Gl2C 0,5 2,1 516
AGT G12S 0,4 1,9 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT G12R 0,3 1,8 518
13. kodon (GGC)

GAC G13D 0,3 1,9 532
61. kodon (CAA), az assay-ben reverz iranyban (TTG)

GTG Q61H 0,8 2,8 554
TAG Q61L 1,2 3,1 553
TCG Q61R 1,6 3,5 552
ATG Q61H 0,7 2,6 555
TTC Q61E 1,2 3,1 550

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (Szomatikus rakmutéciok katalogusa) értékei,
amely elérhetd a Sanger Institute honlapjan: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Az a legalacsonyabb mutéaciés szint egy mintaban, amely kimutatasi hatar feletti (>LOD)
meért gyakorisdgot eredményez.

Megjegyzés: Ezek az értékek olyan futtatasokon alapultak, ahol a vad tipusu
vagy mutans génszekvenciat hordozé plazmidok elegyét hasznaltak
templatként a PCR amplifikalashoz.

Megjegyzés: A KRAS Plug-in Report beéplld modul algoritmusa segitségével
generéltdk a LOB és LOD adatokat. A PyroMark Q24 Application szoftver

segitségével végzett manudlis analizis — a 6. protokollban leirva (lasd 29. o.) —
kissé eltéer6 értékeket eredményezhet.

Megjegyzés: Javasolt a modszer teliesitményének laboratoriumi
megerdsitése.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/

Linearitas

A linearitast a CLSI EP6-A jel, ,Evaluation of the linearity of quantitative
measurement procedures: a statistical approach; approved guideline” (A
mennyiségi mereési eljarasok linearithsanak kiértékelése: statisztikai
megkozelités; jovahagyott iranyelv) cimi iranyelvének ajanlasai szerint
hataroztak meg.

Vad tipusu és mutans szekvenciakat hordozé plazmidokat kevertek Ossze
olyan aranyban, hogy az alabbi mutaciés gyakorisagi szinteket kapjak: 0, 12,5,
25, 37,5 és 50%. Az elegyeket négy parhuzamos mintaként, véletlenszeri
mintazatban vitttk PCR lemezre, és elemezték. A 12. kodon GGT > TGT
mutaciojat az Analyse-it® szoftver (Analyse-it Software, Ltd., UK) 2.04-es
verzidjaval elemezték ki; az eredmények a 12. abran lathatok.

60 -

Aktudlis (%)

60

Vart (%)

12. &bra: A GGT = GTT mutécio linearitdsa a 12. kodonban.

A telies ismételhetéség 1,64 % egység volt, az eredmények pedig a 3 %
egység megengedhetd nemlinearitason belll linearisak. Hasonld
eredményeket kaptak a GGC > GAC mutaciokra a 13. kodonban.

Kbzepes pontossag

A GGT - TGT mutacio linearithsdnak meghatarozasat a 12. kodonban 3
operator ismételte meg 3 kilénbdzé napon, a PyroMark Q24 keészilékek és
reagensek kulonb6zé kombinacioit hasznalva. A 3 futtatds eredményeit a
12. tablazat foglalja Ossze.
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12. tablazat: Kézepes pontossag*

% 1. futtatas 2. futtatas 3. futtatas Osszegzés
mutacion

atesett ] ) ) )

plazmid’ Atlag SD Atlag SD Atlag SD Atlag SD
0,0 0,6 0,2 1,7 0,7 0,7 0,2 1,0 0,6
12,5 13,3 15 16,2 1,9 14,6 3,0 14,7 1,4
25,0 23,8 1,4 26,8 2,4 26,9 2,9 25,8 1,8
37,5 420 19 417 05 385 26 407 2,0
50,0 49,7 2,4 50,5 1,8 49,1 4,8 49,8 0,7

* Minden érték % egységként van megadva. SD: standard deviation (standard deviacio)
(szbrés).
T Az OD2s0 mérések alapjan.

A kdzepes pontossag, avagy szoéras (SD) értékek ezeért 0,6-2,0 % egységnek
addédtak a 0-50% mutaciés gyakorisagi szint mért tartomanyaban.

Diagnhosztikai kiértékelés

A therascreen KRAS Pyro Kit kiértékelése a DxS KRAS MutationKittel
0sszehasonlitva tortént. 100 formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
varhatéan végbélrdkos tumorszdvet-mintabol kivontdk a DNS-t, és a 12. és 13.
kodonokban eléforduld mutacidk szempontjabdl analizaltak azokat.

A vizsgalathoz kinyert DNS-t az EZ1 DNA Tissue Kit segitségével izolaltak, és
magat az analizist a therascreen KRAS Pyro Kit segitségével kiviteleztéek a
PyroMark Q24 késziléken, valamint a DxS KRAS Mutation Kit segitségével
az ABI PRISM® 7900HT SDS késziléken.

A DxS KRAS MutationKit segitségével az elemzett 100 mintabdl 91 minta
esetében sikerilt meghatarozni a mutacios statuszt. A therascreen KRAS
Pyro Kittel 94 minta mutacios statuszat lehetett meghatarozni.

Az egyik vagy mindkét kittel sikertelen mintak kizardsa utan a therascreen
KRAS Pyro Kit és a DxS KRAS Mutation Kit az eredmények 100%-0s
egyezését mutatta.

A therascreen KRAS Pyro Kit diagnosztikai szenzitivitasa és diagnosztikai
specificitasa egyarant 100%-o0s volt (13. tablazat).
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13. tablazat: Az elemzett varhatéan veégbélrdkos tumorszovet-mintak 12.
és 13. kodonra vonatkoz6 vizsgalatanak eredményei

A DxS KRAS Mutation Kit
Mutans Vad Ismeretlen  Osszes
DNS tipusu
DNS
Mutans 33 0 1 34
DNS
therascreen Vad
Ismeretlen 0 1 5 6
Osszes 33 58 9 100

A 61. kodon elemzése

Ugyanazt a 100 mintat a 61. kodon mutacidira vonatkozéan is kielemezték a
therascreen KRAS Pyro Kit hasznalataval. A 61. kodon assay-re minddssze
egy minta esetében volt sikertelen a minéségi értékelés. Ez a minta a 12. és
13. kodonra vonatkozé therascreen KRAS Pyro Kit és DxS assay-k esetében
sem adott értékelhetd eredményt, ami azt jelzi, hogy a DNS-tartalma
valészinltleg tul silany min6ségu volt. A 61. kodon assay sikeres
eredményeinek magasabb aranya azt jelzi, hogy ez a therascreen KRAS Pyro
Kit és a DxS kit hasznalataval egyarant kevésbé fuggott a DNS mindsegétél,
mint a 12. és 13. kodon assay-k esetében. Mivel a DxS assay nem vizsgalja a
61. kodon mutacioit, az assay-k kozvetlen 6sszehasonlitasa nem lehetséges.

A 61. kodon mutacidit a 99 mintdbol dsszesen 4-ben sikerdlt kimutatni. Harom
kozuluk a 61. kodonban gyakori mutaciokat (CAC, CAT, CTA) tartalmazott,
mig a negyedik minta a 60. kodonban (GGT-> GGA) és a 61. kodonban
(CAA>AAA) is mutatott mutaciot.

Megjegyzés: A mért jelek a teliesitmény-jellemzék meghatarozasahoz
hasznalt minden futtatas esetében 60 RLU fol6tt voltak, amint az rutinszer(ien
elérhetd formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szdvetekbdl izolalt 10 ng
DNS esetében.

Irodalomjegyzék

A QIAGEN egy nagy és naprakész online adatbazist tart fent olyan
publikaciokbdél, amelyek QIAGEN termékek hasznalatan alapulnak. A kivant
cikk megtalalasat elb6seqitik a sokrétl keresési lehetéségek (pl. egyszeri
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kulcsszo, vagy az alkalmazasra, a kutatasi teruletre, a cimre torténé szlrés
sth.).

A hivatkozasok teljes listjat lasd a QIAGEN online szakirodalmi
adatbazisaban a www.giagen.com/RefDB/search.asp cim alatt, vagy vegye fel
a kapcsolatot a QIAGEN miszaki ugyfélszolgalataval vagy a helyi
forgalmazoval.

Szimbdélumok

;; <N> teszthez elegendd reagenst tartalmaz

<N>

E Lejarati datum

IVD In vitro diagnosztikai alkalmazasra szolgalo orvosi eszkoz
REF Katalogusszam

LOT Sarzsszam

Anyagszam

comp| Osszetevdk

CONT | Tartalom

NUM Szam

Globalis kereskedelmi aruazonosité szam

Homérséklet-korlatozas

Gyarto

Lasd a hasznalati Utmutatot

=8 S
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Kapcsolatfelvételi adatok

Mlszaki segitségnyujtasert és tovabbi informaciokért tekintse meg miszaki
tAmogatasunk weblapjat a www.giagen.com/Support cimen, hivia a QIAGEN
valamelyik miszaki szervizosztalyat, vagy forduljon a teruletileg illetékes
forgalmazohoz (lasd a hatsé boritdn vagy a ww.giagen.com webhelyen).

,A” Fliiggelék: A therascreen KRAS Pyro assay-k
bedllitasa

Amennyiben a KRAS Plug-in Report beépuldé modul installalva van, a 12. és
13., valamint a 61. kodon assay-k elére beallitott setup paraméterei elérhettk
a PyroMark Q24 szoftver hivatkozasokat tartalmaz6é bongészéjében, az
.Example Files/PyroMark Setups/KRAS” (Mintafajlok/PyroMark
beallitAsok/KRAS) elérési utvonalon. Az alabbi lépéseket nem muszaj

elvegezni. A KRAS Plug-in Report beépulé modul e-mail Utjan szerezhet6 be a
pyro.plugin@aqiagen.com cimrol.

Er6sen ajanlott a KRAS Plug-in Report beépuld modul hasznalata a kézi
analizis helyett. A beépllé modul telepitése utan —vagy valahanyszor (j
szoftvert telepit vagy frissit az irodai szamitogépen — mindig ellenérizze a
beéplld modul helyes mikddését, a Plug-In Quick Guide (Beépuldé modul
gyors utmutatdja) instrukcioi szerint.

Ha a KRAS Plug-in Report beépuldé modul nincs telepitve, az assay fajit kézi
aton kell beallitani a therascreen KRAS Pyro assay legelsé futtatasa elétt.
Allitsa be a KRAS 12. és 13. kodon, valamint a KRAS 61. kodon assay-t a
PyroMark Q24 szoftver segitségével, az alabb leirtak szerint.

Eljaras

KRAS 12. és 13. kodon

1. Kattintson aikonra az eszkdztarban, és valassza ki a, New AQ
Assay” (Uj AQ assay) opciot.

2. Gépelje be a kovetkezd szekvenciat a ,Sequence to Analyze”
(Analizaland6 szekvencia) szovegmezdébe.
GNTGRCGTAGGC

Megjegyzés: Ezen ,Sequence to Analyze” (Analizdlando szekvencia)
hasznalataval a 12. kodonban a 35. nukleotidnal (méasodik pozicidban)
eléforduld leggyakoribb mutacidk lesznek kimutatva. Annak ellenérzésére,
hogy jelen van-e mutaciéo a 34. nukleotidnal (els6é pozicid), irja at a
.Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia) tartalmat az alabbi
szekvenciara.

NGTGRCGTAGGC
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Megjegyzés: Ugyelien ra, hogy az 6nallé csicsok magassagi
kiiszobértéke 30 RLU-ra legyen Aallitva.

3. Kézi uton gépelje be az aladbbi , Dispensation Order” (Diszpenzacios
rendet) értéket.
TACGACTCAGATCGTAG

PG

13. abra: A 12. kodon (35. nukleotid) és a 13. kodon (38. nukleotid) hisztogramja az
aldbbi , Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia) szekvenciaval:
GNTGRCGTAGGC.

PA—=—N

14. abra: A 12. kodon (34. nukleotid) és a 13. kodon (38. nukleotid) hisztogramja az
aldbbi , Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia) szekvenciaval:
NGTGRCGTAGGC.

4. Kattintson az , Analysis Parameters” (Az analizis paraméterei)
lapflilre, és novelje a, Peak Height Threshold - Required peak height
for Passed quality:” (Csucsmagassag-kiszobérték — A sikeres
mindsitéshez sziikséges csucsmagassag) értéket 30-ra.

5. Kattintson ald ikonra az eszkbztarban, és mentse el az assay-
bedllitast , KRAScodon 12+13” néven.

KRAS 61. kodon

6. Kattintson a=:ikonra az eszkoztarban, és valassza ki a, New AQ
Assay” (Uj AQ assay) opciot.

7. Gépelje be a kovetkez6é szekvenciat a,,Sequence to Analyze”
(Analizalandé szekvencia) szovegmezdbe.
CTCDTGACCTG

Megjegyzés: Ezen ,Sequence to Analyze” (Analizdland6 szekvencia)
hasznalataval a 61. kodonban a 183. nukleotidnal (harmadik poziciéban)
el6forduld leggyakoribb mutacidk lesznek kimutatva. Annak ellenérzésére,
hogy jelen van-e mutacio a 182. nukleotidnal (masodik pozicio), irja at a
.Sequence to Analyze” (Analizdland6é szekvencia) tartalmat az alabbi
szekvenciara.

CTCTHGACCTG
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Annak ellenérzésére, hogy jelen van-e mutacié a 181. nukleotidnal (elsé
pozicid), irja at a ,Sequence to Analyze” (Analizalandd szekvencia)
tartalmat az alabbi szekvenciara.

CTCTTSACCTG

Megjegyzés: Ugyelien ra, hogy az 6nallé csiicsok magassagi
kiiszobértéke 30 RLU-ra legyen Aallitva.

8. Kézi uton adja hozza az alabbi , Diszpenzacios rendet”.

GCTCAGTCAGACT

a G C T C A G T C A G A C T
5 10

15. abra: A 61. kodon (183. nukleotid) hisztogramja az alabbi ,, Sequence to
Analyze” (Analizdland6 szekvencia) szekvenciaval: CTCDTGACCTG.

I..I_IJ_L

a G C T C A G T C A G A C T
5 10

16. abra: A 61. kodon (182. nukleotid) hisztogramja az alabbi ,, Sequence to
Analyze” (Analizalando6 szekvencia) szekvenciaval: CTCTHGACCTG.

A C T

a G C T C A G T C A G
5 10

17. abra: A 61. kodon (182. nukleotid) hisztogramja az alabbi ,, Sequence to
Analyze” (Analizalando szekvencia) szekvenciaval: CTCTTSACCTG.

9. Kattintson az ,, Analysis Parameters” (Az analizis paraméterei)
lapfilre, és novelje a, Peak Height Threshold - Required peak height
for Passed quality:” (Csucsmagassag-kiszobérték — A sikeres
mindsitéshez sziikséges csucsmagassag) értéket 30-ra.

10. Kattintson a ld ikonra az eszkdztarban, és mentse el az assay-
beallitast , KRAScodon 61" néven.
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,B” fuggelék: A hulladéktartalyok és teknok kiuritése
VIGYAZAT | Veszélyes vegyi anyagok

A vakuumos munkaallomassal hasznalt denaturald oldat
natrium-hidroxidot tartalmaz, amely szem- és bdérirritaciot
okoz.

Mindig viselien védészemuveget, keszty(it és laboratoriumi
kopenyt.

A felelés személynek (pl. laborvezetének) meg kell tennie a
szikséges odvintézkedéseket, hogy biztositsa a munkahelyi
kornyezet biztonsagossagat, €s azt, hogy a készilékek
kezel6személyzete nincs kitéve egészségre veszélyes
mennyiségl mérgez6 (vegyi vagy bioldgiai) vegyuleteknek, a
vonatkozé Biztonsagi adatlapok (Safety Data Sheets; SDSSs)
vagy OSHA,* ACGIH," vagy COSHH* dokumentumok
eldirasainak megfeleléen.

A vegyi gbzok kiszellbztetése és a hulladékanyagok
biztonsagos eltavolitdsa soran figyelembe kell venni az
0sszes vonatkozO orszagos és helyi egészségigyi €s
biztonsagi elbirast és jogszabalyt.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Munkavéedelmi és Munka-
egészségugyi Hivatal, Amerikai Egyesiult Allamok)

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Amerikai Kormanyzati
Iparhigiénikusok Konferencigja, Amerikai Egyestlt Allamok)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Egészségre artalmas anyagok
ellenérzése, Egyesult Kiralysag)

Ugyelien ra, hogy betartia a laboratoriumi veszélyes hulladékok eltavolitasara
vonatkoz6 szovetségi, allami és helyi kornyezetvédelmi elbirasokat.

A kezdés el6tt figyelembe veend6é fontos szempont

B Ez a protokoll nagy tisztasagu viz (Milli-Q 18,2 MQ x cm,
www. millipore.com, vagy azzal egyenértékll) hasznalatat igényli.

Eljaras
1. Ugyeljen ra, hogy a vakuumos eszkdzben ne legyen bekapcsolva a

vakuumszivas. Gy6zédjon meg roéla, hogy a vakuum zérva van (Off
(Ki) pozicid), és a vakuumszivattyu ki van kapcsolva.

2. Ontsén ki a teknékben maradt minden hasznalt folyadékot.

3. Mossa ki a tekndket nagy tisztasagu vizzel, vagy sziikség esetén
cserélje ki azokat.

4. Uritse ki a hulladékgydijté tartalyt.
Megjegyzés: A kupakja eltavolithatd a csatlakozd csovek kihtzasa nélkil.
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5. Ha avakuumos munkaalloméast meg kell tisztitani (példaul por vagy
kiomlott folyadék miatt), kovesse a PyroMark Q24 felhasznaloi
kézikdnyv instrukcioit.
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Rendelési informaciok

Termék Tartalomjegyzék Katalogusszam
therascreen KRAS 24 reakciora elegend6 kit a 971460
Pyro Kit (24) PyroMark Q24 rendszereken:
Seq Primers, PCR Primers,
Unmethylated Control DNA,
PyroMark PCR Master Mix,
CoralLoad Concentrate,
PyroMark Binding Buffer,
PyroMark Annealing Buffer,
PyroMark Denaturation
Solution, PyroMark Wash Buffer,
Enzyme Mixture, Substrate
Mixture, dATPaS, dCTP, dGTP,
dTTP és H20
PyroMark Q24 MDx Szekvencia-alapu detektalo 9001513
platform 24 minta parhuzamos
Pyrosequencing vizsgalatara
PyroMark Q24 Szekvencia-alapu detektald 9001514
platform 24 minta parhuzamos
Pyrosequencing vizsgalatara
PyroMark Q24 MDx Vakuumos munkaallomas (220 V) 9001517*
Vacuum 24 minta parhuzamos 90015151
Workstation* e|6kéSZ|'téSére, PCR termékektol
az egyszalu templatokig
PyroMark Q24 Vakuumos munkaéllomas (220 V) 9001518
Vacuum 24 minta parhuzamos
Workstation elékészitésére, PCR termékektdl
az egyszalu templatokig
PyroMark Q24 MDx Alkalmazas szoftver 9019063
Software
PyroMark Q24 Elemzdszoftver 9019062
Software
Tartozékok
PyroMark Q24 Plate 24 tesztlyukas lemez szekvenalasi 979301

(100)

reakciohoz

* Csak az Egyesult Kiralysagban.

T Avilag tébbirészen.
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Termék Tartalomjegyzék Katalogusszam

PyroMark Q24 Patronok a nukleotidok és 979302
Cartridge (3) reagensek kiadagolasahoz
PyroMark Vacuum  Tobbszor hasznalhaté sziird 979010
Prep Filter Probe szondak a PyroMark Vacuum
(100) Workstation Q96 es Q24

készilékhez
PyroMark Control A rendszer telepitésének 979303
Oligo ellenérzésére
PyroMark Q24 A rendszer teliesitményének 979304
Validation Oligo ellendrzesére

Kapcsol6odo termékek

QlAamp DNA FFPE 50 DNS-preparalashoz: 50 56404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute® oszlop,

proteindz K, pufferek,

gy(jtécsdvek (2 mi)

EZ1 DNA Tissue Kit 48 szovetminta preparalasahoz: 953034
(48) reagens patronok (szévet),

eldobhaté szirbs pipettahegyek,

eldobhaté pipettahegy-tartok,

mintacsovek (2 ml), ledblitd

csovek (1,5 ml), G2 puffer,

proteinaz K enzim

QlAamp DSP DNA 50 szdvetminta preparalasahoz: 61104
Blood Mini Kit QlAamp Mini Spin oszlopok,
pufferek, reagensek, tesztcsovek,
vakuum-csatlakozok

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informéaciok és a termékspecifikus jogi
nyilatkozatok a megfeleld QIAGEN kit kézikbnyveben vagy felhasznaldi
kézikonyveben taladlhatok. A QIAGEN kitek kézikdonyvei és felhasznaloi
Utmutatéi a www.giagen.com webhelyen érheték el, vagy a QIAGEN Miszaki
ugyfélszolgalattél vagy a teruletileg illetékes forgalmazdétdl szerezhetbk be.
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Ez az oldal szandékosan lett Uresen hagyva
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Az érintett orszagokban:

EZEN TERMEK VASARLOJA JOGOSULT A TERMEK HUMAN IN VITRO DIAGNOSZTIKAI CELRA TORTENO FELHASZNALASARA. A
VASARLOT A TERMEK MEGVASARLASAVAL MEGSZERZETT HASZNALATI JOGON KiVUL SEMMILYEN MAS ALTALANOS SZABADALOM
VAGY LICENC NEM ILLETI MEG.

Védjegy ek: QIAGEN®, QIlAamp® QIAx cel® BioRobot® Coralload® EZ1®, HotStarTaq® MinElute® Pyro® Pyrogram® PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen®(QIAGEN Group); ABI PRISM® (Life Technologies Corporation); Analyse-it® (Analyse-it Softw are, Ltd.);
Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag® (Florida Scientific Services, Inc.); Window s® (Microsoft
Corporation).

Korlatozott licencmegallapodas

Ennek a terméknek a hasznélataval atherascreenKRAS Pyro Kit minden v asarléja és hasznéldja elf ogadja az alabbi feltételeket:

1.

A therascreen KRASPyro Kit kizarélag a therascreen KRAS Pyro Kit kézikdnyvben leirtaknak megfeleléen, és csak a kitben talalhato
komponensekkel hasznélhat6. A QIAGEN semmily en szellemi tulajdonjoga alapjan nem jarul hozza, hogy felhasznaljak az ezen kitbenlévé
komponenseket a kitben nem megtalalhaté mas komponensekkel vagy ily enekbe beépitsék 6ket, kivéve abban az esetben, ha és ahogy an az
szerepel a therascreen KRAS Pyro Kit kézikdnyvben vagy a www.giagen.com honlapon talalhaté tov abbi protokollok valamely ikében.

Az itt leirt licenceken kiv il a QITAGEN nem v éllal garanciat arra, hogy ez a kit és/vagy ennek hasznélata nem sérti harmadik felek jogait.
A kit és komponenseinek licence csak egy szeri haszndlatra jogosit; a komponensek Ujraf elhasznalasa, felljitdsavagy Gjraértékesitése tilos.
A QIAGEN az itt lefrtakon kiv ul kif ejezetten kizar minden mas konkrét vagy v élelmezett jogot.

A kit v asarloja és felhasznaldja elf ogadja, hogy semmily en oly an [épést nem tesz, és masnak sem engedély ezi semmily en oly an |épés
megtételét, amely afentiekben eldirtak megszegéséhez vezet vagy azt elésegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerz6désben
foglalt tilalmak barmely birésagon keresztili érvény esitésére és azazzal kapcsolatban felmeriil6 6sszes vizsgalati és perkoltség

kov etelésére, beleértv e a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerz6dés vagy a kittel és/vagy komponenseiv el kapcsolatos barmily en szellemi
tulajdonjog érv ény esitése céljabdl inditott peres eljaras tigy v édi koltségeit.

A legujabb licencfeltételekrél a www.giagen.com oldalon tajékozdédhat.

© 2015 QIAGEN, minden jog fenntartva.



www.giagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada= Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

HongKong = Orders 800933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11= Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 . . . . .

USA= Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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