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Numatytoji paskirtis

stherascreen RAS Extension Pyro Kit* yra in vitro diagnostinis testas, paremtas
~Pyrosequencing® technologija, skirtas kiekybiniam mutacijy aptikimui Zmogaus KRAS
onkogeno 59, 61, 117 ir 146 kodonuose ir zmogaus NRAS onkogeno 12, 13, 59, 61, 117 ir
146 kodonuose, naudojant DNR, iSskirtg i§ formalinu fiksuoto parafine esancio (FFPE)
metastazavusio kolorektalinio vézio (metastatic colorectal cancer, mCRC) zmogaus
audinio.

sherascreen RAS Extension Pyro Kit* padeda nustatyti mMCRC sergancius pacientus,
kuriems gali padéti anti-EGFR gydymas, pvz. cetuksimabas arba panitumumabas (1).

stherascreen RAS Extension Pyro Kit“ skirtas naudoti tik su ,PyroMark Q24“ sistema.

~LPyroMark Q24" sistemas sudaro:

e PyroMark Q24" instrumentas arba ,PyroMark Q24 MDx" instrumentas.
e _PyroMark Q24 Vacuum Workstation“ arba ,PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation®.
e PyroMark Q24 Software” (2.0 versija) arba ,PyroMark Q24 MDx Software*

(2.0 versija).
stherascreen RAS Extension Pyro Kit“ turi naudoti tik specialistai, pvz., technikai ir
gydytojai, iSmokyti atlikti in vitro diagnostikos procedidras, naudoti molekulinés biologijos
metodus ir dirbti ,PyroMark Q24“ sistema.

Santrauka ir paaiSkinimas

Jtherascreen RAS Extension Pyro Kit* naudojamas Zmogaus KRAS geno 3 ir 4 egzony ir
Zzmogaus NRAS geno 2, 3, ir 4 egzony mutacijy kiekybiniams matavimams. Rinkinj sudaro

astuoni tyrimai (1 pav).
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FPB

KRAS 59/61 kodonai

KRAS 117 kodonas

KRAS 146 kodonas

NRAS 12/13 kodonas

NRAS 59 kodonas

NRAS 61 kodonas

NRAS 117 kodonas

NRAS 146 kodonas

GTCGTCCAGTTCTC <—Sek. <
59 61 RP
FP  Sek. 17
> ATAAATGTGAT
RPB
FP_ Sek. 146
mmmdp——— > ATCAGCAAAGAC
RPB
FP Sek. 12 13
) ——> GCTGGTIGTTIGGGA
RPB
FP  Sek. 59
> ACAGCTGGACAA
RPB
FP Sek. 61
> CAAGAAGAGTAC
RPB
FP sek. 117
) > AGTGTGATTTG
RPB
FP Sek. 146
> CAGCCAAGACC
RPB

1 pav. ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ tyrimai.
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Sie astuoni regionai amplifikuojami atskirai naudojant PGR ir atliekama sekoskaita
apibréztame regione. Apimamuose regionuose esancios mutacijos nulems skirtingus
rastus ,Pyrogram® kreivéje, kuriuos galima atskirti nuo kreiviy, gauty su laukinio tipo
méginiais. Mutacijos, kurias galima analizuoti su ,PyroMark® Q24 Software®, yra i§vardytos
15 lentelé (A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro“ tyrimy nustatymas). KRAS 117 ir
146 kodony bei NRAS 12/13, 59, 61, 117 ir 146 kodony tyrimy sekoskaita atliekama
tiesiogine kryptimi, o KRAS 59/61 kodono tyrimo sekoskaita atliekama atgaline kryptimi.
Gaminj sudaro kiekvieno tyrimo PGR pradmeny miSinys ir sekoskaitos pradmuo.
Pradmenys pateikiami tirpale, kiekviename buteliuke yra 24 yl pradmens ar pradmeny
misinio.

Proceduros principas

2 pav. (kitame psl.) iliustruojama tyrimo procediros darbo eiga. Atlikus PGR, pradmenys
naudojami nusitaikant | dominancig sritj, o amplifikacijos produktai imobilizuojami
LStreptavidin Sepharose® High Performance” rutuliukuose. Paruosiama vienos gijos DNR ir
atitinkami sekoskaitos pradmenys prisijungia prie DNR. Tada meéginiai analizuojami
~PyroMark Q24*, naudojant tyrimo sgrankos failus ir procedaros faila.

.~Sequence to Analyze“ (analizuotina seka) gali bdti sureguliuota jvairioms mutacijoms
aptikti po proceddros (zr. ,6 protokolas: ,PyroMark Q24“ tyrimo analizé” 31 psl. ir
»A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro* tyrimy nustatymas® 60 psl.).
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Analizés ir proceduros saranka Méginio paruosSimas
PGR (2 protokolas)
2\
Imobilizavimas (3 protokolas)
2\

Procediiros failo sgranka (1 protokolas) Méginiy paruosimas (4 protokolas)

Tyrimo failo sgranka (A priedas)

»PyroMark Q24“ procedira (5 protokolas)
v
»PyroMark Q24“ procediiros analizé (6 protokolas)
v

Ataskaita

2 pav. ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ procediros darbo eiga.

Kontrolinés medziagos

| rinkinj jtraukta nemetilinta kontroliné DNR kaip teigiama PGR ir sekoskaitos reakcijy
kontroliné medziaga. Sios kontrolinés DNR genotipas yra laukinio tipo regionuose, kuriy
sekoskaita atlikta Siuo rinkiniu. ] kiekvieng ,Pyrosequencing® procediros tyrimg jtraukite
kontrolinés DNR meéginj. Tai bdtina norint tinkamai aiskinti rezultatus ir nustatyti Zzemo lygio
mutacijas (Zr. ,6 protokolas. ,PyroMark Q24“ tyrimo analizé® 31 psl.).

Be to, j kiekvieng bent vieno tyrimo PGR sgrankg turi bati jtraukta neigiama kontroliné
medziaga (be DNR matricos).
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

1/2 dézuté
stherascreen RAS Extension Pyro Kit* (24)
Katalogo nr. 971590
Paruosimy skaicius 24
Seq Primer KRAS 59/61 (sekoskaitos pradmuo KRAS 59/61) 24 pl
Seq Primer KRAS 117 (sekoskaitos pradmuo KRAS 117) 24 pl
Seq Primer KRAS 146 (sekoskaitos pradmuo KRAS 146) 24 ul
Seq Primer NRAS 12/13 (sekoskaitos pradmuo NRAS 12/13) 24 pl
Seq Primer NRAS 59 (sekoskaitos pradmuo NRAS 59) 24 pl
Seq Primer NRAS 61 (sekoskaitos pradmuo NRAS 61) 24 ul
Seq Primer NRAS 117 (sekoskaitos pradmuo NRAS 117) 24 ul
Seq Primer NRAS 146 (sekoskaitos pradmuo NRAS 146) 24 pl
PCR Primer KRAS 59/61 (PGR pradmuo KRAS 59/61) 24 pl
PCR Primer KRAS 117 (PGR pradmuo KRAS 117) 24 ul
PCR Primer KRAS 146 (PGR pradmuo KRAS 146) 24 pl
PCR Primer NRAS 12/13 (PGR pradmuo NRAS 12/13) 24 pl
PCR Primer NRAS 59 (PGR pradmuo NRAS 59) 24 ul
PCR Primer NRAS 61 (PGR pradmuo NRAS 61) 24 ul
PCR Primer NRAS 117 (PGR pradmuo NRAS 117) 24l
PCR Primer NRAS 146 (PGR pradmuo NRAS 146) 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x 4 x 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x 1,2 ml
H20 6x1,9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ul (nemetilinta kontroliné 3 x 100l

DNR, 10 ng/ul)

therascreen RAS Extension Pyro Kit vadovas
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2/2 dézuté

RAS Extension Pyro Kit“ vadovas) (angly k.)

Buferiniai tirpalai ir reagentai Taris
PyroMark Binding Buffer 2x10 ml
PyroMark Annealing Buffer 2x10ml
PyroMark Denaturation Solution* 2 x 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 2x25ml
Enzyme Mixture (fermenty misinys) 2 buteliukai
Substrate Mixture (substrato miinys) 2 buteliukai
dATPaS 2 x1180 pl
dCTP 2 x 1180 pl
dGTP 2 x1180 pl
dTTP 2x1180 pl
therascreen RAS Extension Pyro Kit Handbook (,therascreen 1vnt.

* Yra natrio hidroksido.
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Reikalingos, taCiau nepateikiamos medziagos

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
mavekite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (safety data sheets, SDS), kuriuos gali pateikti

produkto tiekéjas.

Reagentai

® DNR iSskyrimo rinkinys (zr. ,DNR iSskyrimas®, 17 psl.)

e Streptavidin Sepharose High Performance” (,GE Healthcare®, kat. nr. 17-5113-01;
www.gelifesciences.com)

e Labai iggrynintas vanduo (,Milli-Q®* 18,2 MQ x cm arba atitinkamas)

Pastaba. Rinkinyje pateikiama pakankamai vandens PGR, DNR imobilizuoti, fermenty
miSiniui ir substrato misiniui iStirpdyti; labai iSgryninto vandens papildomai reikia
~PyroMark Wash Buffer” (10x) atskiesti.

Etanolis (70 %)*

Reikmenys

e SterilUs pipeciy antgaliai (su PGR sgrankos filtrais)

® 24 Sulinéliy PGR plokstelés (zr. ,Rekomenduojamos 24 Sulinéliy plokstelés® 13 psl.)
e Lipni folija

e  PyroMark Q24 Plate” (kat. nr. 979301)"

e PyroMark Q24 Cartridge“ (kat. nr. 979302)f

* Nenaudokite denatdruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.

T PaZyméta CE-IVD, atitinka ES direktyvg 98/79/EB. Visi kiti ivardyti produktai néra pazyméti CE-IVD remiantis ES
direktyva 98/79/EB.
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Jranga

e Kaitinimo blokas?, galintis pasiekti 80 °C temperatiirg

Pipetés (reguliuojamos)”

Staliné mikrocentrifuga*

Siluminio ciklo prietaisas? ir atiinkami PGR mégintuvéliai

,PyroMark Q24 MDx" arba ,PyroMark Q24“ (kat. Nr. 9001513 arba 9001514)*
,PyroMark Q24 MDx" arba ,PyroMark Q24 Vacuum Workstation“ (kat. nr. 9001515,

9001516, 9001518 arba 9001519)*
Ploksteliy mai$ytuvas?* rutuliukams imobilizuoti (Zr. ,,
e Rekomenduojami ploksteliy maigytuvai“ 12 psl.)

Rekomenduojami plok&teliy maidytuvai

1 lentelé nurodyti orbitiniai plokSteliy maiSytuvai yra rekomenduojami su
stherascreen RAS Extension Pyro Kit".
1 lentelé. Su ,,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ rekomenduojami naudoti ploksteliy maiSytuvai
Gamintojas Produktas Katalogo nr.
Eppendorf ThermoMixer® C 5382000031
(pagrindinis jrenginys)
Eppendorf SmartBlock™ PCR 96, thermoblock 5306000006
for PCR plates 96
Thermo Fisher Scientific Variomag® Teleshake 10448791
Thermo Fisher Scientific Variomag Monoshake 10515882
" Uztikrinkite, kad instrumentai bty patikrinti ir sukalibruoti laikantis gamintojo rekomendacijy.
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Rekomenduojamos 24 Sulinéliy plokstelés

2 lentelé nurodytos 24 Sulinéliy plokstelés yra rekomenduojamos naudoti su ,therascreen
RAS Extension Pyro Kit".

2 lentelé. 24 Sulinéliy plokstelés, rekomenduojamos naudoti su ,,therascreen RAS Extension Pyro Kit"

Gamintojas Produktas Katalogo nr.

Thermo Fisher Scientific Thermo-Fast PCR Plate, 24-well AB0624

Corning Axygen® 24 Well Polypropylene PCR PCR-24-C
Microplate

4titude FrameStar® Break-a-way 96 wells, 4ti-1000
clear tubes

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030

Jspéjimai ir atsargumo priemonés
Skirta in vitro diagnostikai

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada déveékite tinkamg laboratorinj chalata,
mavékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos
rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (safety data sheets, SDS). Juos patogiu ir
kompaktisku PDF formatu rasite interneto svetainéje www.giagen.com/safety. Cia galite
rasti, perskaityti ir i$sispausdinti kiekvieno QIAGEN® rinkinio ir rinkinio komponento SDS.
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Bendrosios atsargumo priemonés
Visada atkreipkite démesj | toliau aprasytus dalykus.

e Sio produkto komponenty uztenka 24 reakcijoms atlikti kiekviename tyrime.
® Naudokite sterilius pipeciy antgalius (su filtrais PGR nustatyti).

® Teigiamas medziagas (pavyzdzius, teigiamas kontrolines medziagas ir amplikonus)
laikykite ir ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos j reakcijos misinj
erdviSkai atskirtoje patalpoje.

® Prie$ pradédami tyrimg visus komponentus gerai at3ildykite kambario temperatiroje
(15-25 °C).

e AtSilde sumaiSykite komponentus (pakartotinai jsiurbdami ir laSindami pipete arba

naudodami impulsing sikuring maiSykle) ir trumpai centrifuguokite.

® Mutacijy bdsenos negalima vertinti remiantis nesékmingais rezultatais.

Reagenty laikymas ir naudojimas

stherascreen RAS Extension Pyro Kit“ pateikiamas dviejose déZutése. ,therascreen RAS
Extension Pyro Kit“ (dézuté 1/2) pristatomas uzSaldytas sausame lede. ,PyroMark PCR
Master Mix"“, ,CoralLoad Concentrate”, metilinta kontroliné DNR ir visi pradmenys pristatyti
turi bati laikomi nuo —15 iki —25 °C temperatiroje.

LPyro* buferiniai tirpalai ir reagentai (dézuté 2/2), kurie apima buferinius tirpalus, fermenty
miSinj, substrato misinj, dATPaS, dCTP, dGTP ir dTTP (,Pyrosequencing“ analizés
reagentus), pristatomi $altose pakuotése. Sie komponentai pristatyti turi bati laikomi 2—
8 °C. Kad nesumazéty aktyvumas, fermenty misinj ir substrato miSinj patariama laikyti

pateikiamuose buteliukuose.
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Atkurti fermenty ir substrato miSiniai yra stabilis bent 10 dieny laikant 2-8 °C
temperatiroje. Atkurtus fermenty ir substrato miSinius galima uz3aldyti ir laikyti jy
buteliukuose nuo —15 iki —25 °C temperatdroje. UzSaldytus reagentus galima uzSaldyti ir
atSildyti ne daugiau kaip SeSis kartus.

Pastaba. Nukleotidy Saldyti negalima.

Laikant Siomis saglygomis, ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ rinkinys iSlieka stabilus iki
rinkinio galiojimo datos.

Meéginiy rinkimas, paruosimas tyrimui ir laikymas

Pastaba. Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkre¢iama medziaga.

Meginiy medziaga turi bdti zmogaus genominé DNR, iSskirta i§ FFPE audinio. Méginius
bdtina transportuoti pagal standartinj patologinj metodg, kad baty uztikrinta méginiy
kokybé.

Auglio méginiai yra heterogeniski, o auglio méginio duomenys gali neatitikti kity to paties
auglio daliy méginiy duomeny. Auglio méginiuose taip pat gali bati ne auglio audiniy. Ne
auglio audinio DNR neturi mutacijy, aptinkamy naudojant ,therascreen RAS Extension
Pyro“ rinkin;.

Audiniy méginiy paruoSimas

Pastaba. Naudokite sausus skalpelius. Neatlikite Sio veiksmo laminarinio srauto arba
traukos spintoje.

® Nugrandykite auglio audinj nuo atpjovy j pazymétus mikrocentrifugos mégintuvélius,

kiekvienam meginiui naudodami naujg skalpel.
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Audiniy méginiy paruoSimas DNR iSskirti

Naudodami jprastas medziagas ir metodus, uZfiksuokite audinio méginj 10 % neutraliu
buferiniu skysc€iu atskiestame formaline (neutral buffered formalin, NBF), tada audinio
meéginj jdékite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite 5 um atpjovy sekg ir
uzdékite ant objektiniy stikleliy.

Patyres asmuo (pvz., patologas) turi jvertinti hematoksilinu ir eozinu (H&E) nudazyta
auglio Igsteliy atpjova ir nustatytg plotg. Pazymeékite nudazytg objektinj stiklelj, kad
atskirtumeéte auglj nuo jprasto audinio. DNR iSskirti naudokite sekos atpjovas.

Atpjovas, kuriy >20 % ploto uzima auglio lastelés, naudokite be makrodisekcijos (Zr.
kitg punktg).

Nuo atpjovy, kuriy <20 % ploto uzima auglio Iastelés, atskirkite vieng ar kelias atpjovas.

ISmeskite ne auglio audin;.

Jei atpjovos plotas <4 mm?, apdorokite dvi ar daugiau atpjovy, kad padidintuméte
bendrg auglio plotg bent iki 4 mm? (taikoma tiek méginiams be makrodisekcijos, tiek su
ja). ISmeskite ne auglio audinj.

Parafino pertekliy nuo audinio paSalinkite naudodami nauja sterily skalpelj.

Laikymas

FFPE blokus ir objektinius stiklelius laikykite kambario temperatiroje. Prie$ pradedant

iSskirti DNR, objektinius stiklelius galima laikyti kambario temperataroje iki 4 savaiciy.

Prie$ naudojima iSskirta genominé DNR gali biti laikoma 2-8 °C temperatlroje 1 savaite,

tada nuo —15 iki —25 °C temperatdroje iki 8 savaiciy.
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Procedura

DNR iSskyrimas

3 lentelé parodytas ,QIAGEN" rinkinys yra rekomenduojamas nurodyty Zzmoniy meéginiy
tipy DNR gryninti, taip pat naudoti su ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“. Norédami
naudotis rinkiniu, vykdykite DNR gryninimo instrukcijas, pateikiamas atitinkamo rinkinio

vadove.

3 lentelé. DNR gryninimo rinkinys, rekomenduojamas naudoti su ,,therascreen RAS Extension Pyro Kit“

Méginio tipas Nukleoriigsties iSskyrimo rinkinys Katalogo numeris (QIAGEN)

Parafine esantis audinys QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404

1 protokolas: ,PyroMark Q24“ sistemos procediros sgranka

Prie$ pradedant atliekami veiksmai

® Sukurkite tyrimo sgranka, kaip aprasSyta ,A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro*
tyrimy nustatymas®, 60 psl. Tai reikia nustatyti tik vieng kartg pries§ pradedant pirma
»,RAS Extension Pyro* tyrima.

® Stenkités nedéti méginiy su intensyviu signalu Salia Sulinéliy, kuriuose yra kontrolé be
matricos, ir Sulinéliy, i$ kuriy tikimasi silpno signalo. Dél to gali bati sumaisyti Sulinéliy

signalai, signalas i§ vieno Sulinélio aptinkamas gretimame Sulinélyje.

17 therascreen RAS Extension Pyro Kit vadovas  05/2016



Procedira

1.

Jrankiy juostoje spustelékite ﬁ.

Sukuriamas naujas proceddros failas.

|veskite procediros parametrus (zr. ,Procediros parametrai“, 19 psl.)

Nustatykite plokstele, pridédami tyrimy visiems astuoniems ,therascreen RAS
Extension Pyro Kit“ tyrimams prie Sulinéliy, atitinkanc¢iy analizuojamus méginius.
Pastaba. ] kiekvieng bent vieno tyrimo PGR sarankg turi bati jtrauktas neigiamas
kontrolinis méginys (be DNR matricos).

Pastaba. ] kiekvieng ,Pyrosequencing” procediros tyrima jtraukite méginj su
nemetilinta kontroline DNR kaip laukinio tipo kontroline medziaga (zr. ,2 pav®, 8 psl.).
Kai procedira nustatyta ir parengta paleisti ,PyroMark Q24" sistemoje, iSspausdinkite
fermenty misinio, substrato miSinio ir nukleotidy reikiamy tdriy sarasa ir plokstelés
saranka. Meniu ,Tools* (jrankiai) pasirinkite ,Pre Run Information” (iSankstinés
proceddros informacija). PasirodZius ataskaitai, spustelékite =}

Uzdarykite proceddiros failg ir naudodami ,Windows® Explorer nukopijuokite j USB
atmintine (pateikiama su sistema).

Pastaba. I1Sspausdintg iSankstinés procediros informacijg galima naudoti kaip
sgrankos pavyzdj (zr. ,3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas ,Streptavidin

Sepharose High Performance” rutuliukuose®, 23 psl.).

Pastaba. Informacijos apie plokstelés tyrimg ,PyroMark Q24“ sistemoje rasite
. protokolas: ,PyroMark Q24 tyrimas®, 29 psl.
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Proceddros parametrai
® ,Run name“ (procediiros pavadinimas): procediros pavadinimas suteikiamas
jrasant failg. Pervardijus failg, pakei¢iamas ir procediros pavadinimas.

e ,Instrument method“ (instrumento metodas): pasirinkite instrumento metodg pagal

proceduroje naudojama kasete, Zr. su produktais pateikiamas instrukcijas.
e ,Plate ID“ (plokstelés ID, pasirenkama): jveskite ,PyroMark Q24 Plate® ID.

e ,Bar code“ (bruksninis kodas, pasirenkama): jveskite plokstelés brikSninio kodo
numerj arba, jei turite prie kompiuterio prijungta briksniniy kody skaitytuvg, pelés
zymiklj perkelkite j teksto laukg ,Barcode” (briksninis kodas) ir nuskaitykite briksninj
koda.

e ,Kit and Reagent ID“ (rinkinio ir reagento ID, pasirenkama): jveskite naudojamo
stherascreen RAS Extension Pyro Kit* partijos numerj. Partijos numerj galima rasti ant

gaminio etiketés.

Pastaba. Rekomenduojame jvesti abu partijos numerius, kad bty galima stebéti, ar

nekyla nenumatyty ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ problemy.

® ,Run note” (procediiros pastaba, pasirenkama): jveskite pastabg apie procediros
turinj ir tiksla.

Tyrimo faily pridéjimas

Norédami prie Sulinélio pridéti tyrimg, galite atlikti vieng i$ Siy veiksmuy:

® DeSiniuoju pelés mygtuku spustelékite Sulinélj ir iS kontekstinio meniu pasirinkite ,Load
Assay” (jkelti tyrima).
® Nuorody meniu pasirinkite tyrimg, spustelékite ir nuvilkite jj prie Sulinélio.

Sulinélis nuspalvintas spalva, atitinkangia j $ulinélj jkeltg tyrima.
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Méginiy ID ir pastaby jvedimas

Norédami jvesti méginio ID ar pastabag, pasirinkite langelj ir jveskite tekstg.

Norédami redaguoti méginio ID ar pastabg, pasirinkite langelj (bus pazymétas dabartinis
turinys) arba dukart jj spustelékite.

2 protokolas: PGR naudojant su ,therascreen RAS Extension Pyro
Kit“ pateikiamus PGR reagentus

Sis protokolas skirtas astuoniy atskiry regiony PGR amplifikacijai Zmogaus KRAS geno 3 ir
4 egzonuose ir zmogaus NRAS geno 2, 3 ir 4 egzonuose, naudojant ,therascreen RAS

Extension Pyro Kit".

Svarbi informacija prie$ pradedant
e PyroMark PCR Master Mix“ esandiai ,HotStarTag® DNR polimerazei bitinas
15 minugiy aktyvinimo 95 °C temperatiroje veiksmas.

® Visus reakcijos miSinius nustatykite srityje, atskirtoje nuo tos, kurioje gryninama DNR, j
PGR pridedama matrica, atliekama PGR produkto analizé arba ruoSiami méginiai pries

.Pyrosequencing” analize.

e Kad baty iSvengta kryzminio uzter§tumo, naudokite vienkartinius antgalius su
hidrofobiniais filtrais.

Prie$ pradedant atliekami veiksmai

® PrieS atidarydami mégintuvélius su PGR pradmenimis, trumpai centrifuguokite, kad

baty surinktas turinys nuo meégintuvéliy dugno.

e Jeireikia, nustatykite, kad kontrolinés ir méginio DNR koncentracija bity 0,4—2 ng/ul.
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Procedira

1. AtSildykite visus reikalingus komponentus (4 lentel€).
Prie§ naudodami gerai iSmaiSykite.

2. Paruoskite kiekvieno PGR pradmens rinkinio reakcijos misinj, kaip nurodyta 4 lentelé.
Reakcijos miSinyje paprastai buna visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus méginj.

Reakcijos miSinio paruoskite daugiau nei i$ viso reikia visiems PGR tyrimams atlikti.

4 lentelé. Kiekvieno PGR pradmens misinio reakcijos misinio paruosimas

Komponentas Taris / reakcija (ul)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12,5
CoralLoad Concentrate, 10x 2,5

PCR Primer KRAS 59/61 arba
PCR Primer KRAS 117 arba
PCR Primer KRAS 146 arba
PCR Primer NRAS 12/13 arba

1
PCR Primer NRAS 59 arba
PCR Primer NRAS 61 arba
PCR Primer NRAS 117 arba
PCR Primer NRAS 146
Vanduo (Hz20, pateikiamas) 4
Bendras tiiris 20

3. Reakcijos misinj gerai sumaiSykite ir paskirstykite po 20 pl j kiekvieng PGR mégintuvél;.
PGR megintuvéliy nereikia laikyti lede, nes ,HotStarTag“ DNR polimerazé kambario
temperatiroje yra neaktyvi.

4. ] atskirus PGR meégintuvélius pridékite 5 pl DNR matricos (2—10 ng genominés DNR)
(5 lentelé) ir gerai sumaiSykite.

Pastaba. ] kiekvieng bent vieno tyrimo PGR sarankg turi bati jtrauktas neigiamas

kontrolinis méginys (be DNR matricos).

Pastaba. ] kiekvieng ,Pyrosequencing” procediros tyrimg jtraukite meéginj su
nemetilinta kontroline DNR, kaip laukinio tipo kontroline medziaga (2r. ,Kontrolinés

medziagos*, 8 psl.).
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5 lentelé. PGR paruosSimas

Komponentas Taris / reakcija (ul)
Reakcijos misinys 20
Méginio DNR 5
Bendras tiiris 25

5. UzZprogramuokite Siluminio ciklo prietaisg pagal gamintojo nurodymus naudodami 6
lentelé pateiktas sglygas.

6 lentelé. Optimizuotas cikly protokolas

Laikas Temperatira Komentarai
Pradinis aktyvinimo 15 min. 95°C ,HotStarTaq" DNR polimerazé
veiksmas: suaktyvinama atliekant §j

kaitinimo veiksmg

3 veiksmy ciklai:

Denaturacija 20s 95°C
Prisijungimas 30s 53°C
ISplétimas 20s 72°C
Cikly skaicius 42 -
Galutinis iSplétimas: 5 min. 72°C

6. ]dékite PGR mégintuvélius j Siluminio ciklo prietaisg ir pradékite cikly programa.
7. Po amplifikacijos pereikite prie ,,

8. 3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas ,Streptavidin Sepharose High
Performance” rutuliukuose®, 23 psl.

PGR meginius galima sandéliuoti 2—8 °C iki 3 dieny.
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3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas ,Streptavidin Sepharose
High Performance” rutuliukuose

Sis protokolas skirtas DNR matricai imobilizuoti ,Streptavidin Sepharose High

Performance* pries analizuojant ,PyroMark Q24" sistema.

Prie$ pradedant atliekami veiksmai

PrieS pradédami palaukite, kol visi reikalingi reagentai ir tirpalai atSils iki kambario
temperatiros (15-25 °C).

Jjunkite ,PyroMark Q24" maziausiai 30 minuciy prie$ procediros pradzig. Maitinimo
jungiklis yra instrumento galinéje dalyje.

Padékite vieng ,PyroMark Q24 Plate” laikiklj ant pasildyto kaitinimo bloko 80 °C.
Palikite antrg ,PyroMark Q24 Plate” laikiklj kambario temperatdroje (15-25 °C).

~PyroMark Wash Buffer” pateikiamas kaip 10x koncentratas. Prie§ naudodami pirmg
kartg atskieskite, kad gautysi 1x darbinis tirpalas, j 25 ml 10x ,PyroMark Wash Buffer”
jpildami 225 ml labai iSgryninto vandens (galutinis tdris — 250 ml).

Pastaba. 1x ,PyroMark Wash Buffer” darbinis tirpalas 2—8 °C temperatiroje yra
stabilus iki nurodytos galiojimo pabaigos datos.

Parenkite ,PyroMark Q24 Vacuum Workstation méginiui paruosti, kaip aprasyta
~PyroMark Q24“ naudotojo vadove (PyroMark Q24 User Manual).

Procedira

1.

Atsargiai papurtykite buteliukg su ,Streptavidin Sepharose High Performance®, kol
tirpalas taps vientisas.

Paruoskite DNR imobilizavimo pagrindinio miSinio reakcijos miSinj, kaip nurodyta 7
lentele.

Paruoskite didesnj trj, nei reikia bendram reakcijy skaiciui atlikti (reakcijy skai€ius +
vienas papildomas).

23
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7 lentelé. DNR imobilizavimo pagrindinis miSinys

Komponentas Taris / reakcija (ul)
PyroMark Binding Buffer 40
Vanduo (Hz0, pateikiamas) 29
Streptavidin Sepharose High Performance 1
Bendras tiris 70

3. Pridékite 70 pl pagrindinio miSinio j 24 Sulinéliy PGR plokstelés Sulinélius, kaip i$
anksto nustatyta procediros sarankoje (zr. ,1 protokolas: ,PyroMark Q24“ sistemos
proceddros sgranka“, 17 psl.).

»Sepharose” rutuliukai greitai nuséda. Uztikrinkite pagrindinio misinio homogeniskuma,
daznai mai8ydami pipete arba naudodami impulsing stkurine maisykle.
Necentrifuguokite pagrindinio misinio.

4. ] kiekvieng Sulinélj, kuriame yra pagrindinio misinio, pridékite 10 pl biotiniliuoto PGR
produkto i$ 2 protokolo, kaip i$ anksto nustatyta proceddros sgrankoje (zr.

»2 protokolas: PGR naudojant su ,therascreen RAS Extension Pyro Kit* pateikiamus

PGR reagentus®, 20 psl.).

Pridéjus pagrindinio miSinio ir PGR produkto bendras vieno Sulinélio tdris turi bati 80 pl.
5. Uzsandarinkite PGR plokstele lipnia folija.

Uztikrinkite, kad tarp Sulinéliy nebdty nuotékio.
6. Plakite PGR plokstele kambario temperatiroje (15-25 °C) 5-10 minuciy

1 400 apsis./min. greiCiu.

Sio veiksmo metu i karto pereikite prie ,4 protokolas: méginiy paruosimas pries

.Pyrosequencing” analize ,PyroMark Q24 sistema®“, 25 psl.
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4 protokolas: méginiy paruosimas pries ,Pyrosequencing” analize
,PyroMark Q24" sistema

Sis protokolas skirtas vienos gijos DNR paruoéti ir sekoskaitos pradmenims prisijungti prie

matricos prie$ ,Pyrosequencing” analize ,PyroMark Q24" sistema.

Svarbi informacija prie$ pradedant
® Prie$ atidarydami mégintuvélius su sekoskaitos pradmenimis, trumpai centrifuguokite,
kad baty surinktas turinys nuo mégintuvéliy dugno.

® Atsizvelgdami j analizés regiong, pridékite skirtingus sekoskaitos pradmenis pagal
modelj, kuris plokstelei i$ anksto nustatytas proceddros sgrankoje (zr. ,1 protokolas:

,PyroMark Q24* sistemos procediros sgranka“, 17 psl.).

® Reguliariai tikrinkite filtravimo zondy veikima, kaip aprasyta ,PyroMark Q24 naudotojo

vadove, ir, jei reikia, pakeiskite filtravimo zondus.

Procedira
1. Pakankamag kiekj kiekvieno sekoskaitos pradmens atskieskite ,PyroMark Annealing
Buffer®, kaip parodyta 8 lentelé.

Atskiesto sekoskaitos pradmens paruoskite daugiau, nei reikia bendro méginiy
skaiCiaus sekoskaitai atlikti (méginiy skaicius ir vienas papildomas).

Neatskieskite ir nesandéliuokite daugiau sekoskaitos pradmens, nei reikia.
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8 lentelé. Sekoskaitos pradmeny skiedimo pavyzdys

Tiris 9 +1
Komponentas Taris / méginys (pl) reakcijai (ul)
PyroMark Annealing Buffer 24,2 242

Seq Primer KRAS 59/61
arba

Seq Primer KRAS 117 arba
Seq Primer KRAS 146 arba

Seq Primer NRAS 12/13
arba 0,8 8

Seq Primer NRAS 59 arba
Seq Primer NRAS 61 arba
Seq Primer NRAS 117 arba
Seq Primer NRAS 146

Bendras tiiris 25 250

2. ] kiekvieng ,PyroMark Q24 Plate” Sulinelj pridékite 25 pl atskiesto sekoskaitos
pradmens, kaip nurodyta procediros sarankoje (Zr. 1 protokolas: ,PyroMark Q24*
sistemos proceddros sgranka®, 17 psl.).

Vieng ,PyroMark Q24 Plate” laikikliy (pateikiamg su ,PyroMark Q24 Vacuum
Workstation®) laikykite kambario temperatiroje (15-25 °C) ir naudokite kaip atramag
ruoSdami ir perkeldami plokstele.

3. ljunkite ,PyroMark Q24 Vacuum Workstation* vakuuminj siurblj.

4. PGR plokstele i§ 3 protokolo ir ,PyroMark Q24 Plate” padékite ant vakuuminés darbo
stoties (3 pav).
Patikrinkite PGR plokstele ir jsitikinkite, kad ,Sepharose” rutuliukai yra tirpale.
Isitikinkite, kad PGR plokstelés padétis yra tokia pati, kaip jdedant méginius.
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3 pav. PGR plokstelés ir ,,PyroMark Q24 Plate*“ déjimas j vakuumine darbo stotj.

5. Jjunge vakuuma, jrankyje sukurkite vakuumag.

6. Létai nuleiskite vakuumo jrankio filtravimo zondus j PGR plokstele, kad baty sukaupti
rutuliukai su imobilizuota matrica. Laikykite zondus vietoje mazdaug 15 sekundZiy.
Vakuuminj jrankj kelkite atsargiai.

Pastaba. ,Sepharose” rutuliukai greitai nuséda. Rutuliuky kaupimas turi vykti i$ karto
suplakus. Jei suplakus plokstele praéjo daugiau nei 1 minuté, dar kartg plakite
plokstele 1 minute ir tik tada kaupkite rutuliukus.
Patikrinkite PGR plokstele, ar visi méginiai buvo paimti vakuuminiu jrankiu.

7. Vakuuminj jrankj perkelkite j lovelj, kuriame yra 40 ml 70 % etanolio (1 lovelis; 3 pav).

Filtravimo zondus skalaukite 5 sekundes.

8. Vakuuminj jrankj perkelkite  lovelj, kuriame yra 40 ml denatdracijos tirpalo (2 lovelis; 3
pav). Filtravimo zondus skalaukite 5 sekundes.

9. Jrankj perkelkite j lovelj, kuriame yra 50 ml ,Wash Buffer” (3 lovelis; 3 pav). Filtravimo

zondus skalaukite 10 sekundziy.
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10. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, virSydami 90° vertikaly
kampa, kad nuo filtravimo zondy nubégty skystis (4 pav).

4 pav. Vakuuminio jrankio, pakelto didesniu nei 90° vertikaliu kampu, iliustracija.

11. Kol vakuuminis jrankis laikomas vir§ ,PyroMark Q24 Plate®, iSjunkite vakuuma.

12. Nuleide filtravimo zondus j atskiestg sekoskaitos pradmenj ir lengvai judindami
vakuuminj jrankj j Sonus, i$leiskite rutuliukus j ,PyroMark Q24 Plate".

Pastaba. Bikite atsargis, kad filtravimo zondais nesubraizytuméte ,PyroMark Q24
Plate” pavirSiaus.

13. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su labai iSgrynintu vandeniu (4 lovelis; 3 pav) ir
10 sekundziy skalaukite vakuuminj jrankj.

14. Filtravimo zondus nuplaukite panardine juos j labai iSgryninto vandens lovel;
(5 lovelis; 3 pav) ir naudokite vakuumg. Nuskalaukite zondus 70 ml labai iSgryninto
vandens.

15. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, virSydami 90° vertikaly
kampa, kad nuo filtravimo zondy nubégty skystis (4 pav).

16. ISjunkite vakuumg ir padékite jrankj j laikymo (P) padét;.

17. ISjunkite vakuumo siurblj.
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Pastaba. Darbo dienos pabaigoje skysciy atliekas ir tirpaly likuCius reikia iSmesti ir
patikrinti, ar ,PyroMark Q24 Vacuum Workstation* néra dulkiy ir i8siliejimy. Zr.
,B priedas: atlieky konteinerio ir loveliy iStustinimas®, 66 psl.

18. ,PyroMark Q24 Plate” su méginiais 2 min. pakaitinkite 80 °C temperatdroje naudodami
pasildytg ,PyroMark Q24 Plate” laikikl].

19. ISimkite ,PyroMark Q24 Plate” i$ karSto plokstelés laikiklio ir padékite ant antro
.PyroMark Q24 Plate“ laikiklio, kuris buvo laikomas kambario temperattroje (15—

25 °C), kad méginiai 10-15 min. austy iki kambario temperatdros.

IS karto pereikite prie ,5 protokolas: ,PyroMark Q24 tyrimas*, 29 psl.

5 protokolas: ,PyroMark Q24“ tyrimas

Siame protokole aprasomas ,PyroMark Gold Q24 reagenty paruo$imas ir jkélimas
i ,PyroMark Q24 Cartridge“, procediros ,PyroMark Q24 pradéjimas ir uzbaigimas. 1Ssamy
apras$a, kaip nustatyti procedira, rasite ,,PyroMark Q24“ naudotojo vadove.

Svarbi informacija prie$ pradedant

® |Sankstinés procediros informacijos ataskaitoje, kurig galima rasti meniu , Tools®
(jrankiai) proceddros sgrankos dalyje (zr. ,1 protokolas: ,PyroMark Q24“ sistemos
procediros sgranka“, 17 psl.), pateikiama informacija apie nukleotidy, fermenty ir
substrato buferinio tirpalo tdrj, reikalingg konkreciai proceddrai atlikti.

e |dékite kasete su vienkartiniais antgaliais (be hidrofobiniy filtry), norédami uztikrinti
tinkamg kasetés veikima.

Procedira

1. Atskirai istirpinkite sausai uzsaldyty fermenty miSinj ir substrato misinj 620 pl vandens
(H20, pateikiama).

2. SumaiSykite, lengvai pasukinédami buteliuka.

Pastaba. Nevartykite!
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Norédami jsitikinti, kad misSinys visiSkai istirpes, palikite miSinj kambario temperatiroje
(15-25 °C) 5-10 min. Jsitikinkite, kad tirpalas néra sudrumstas, prie$ uzpildydami
,PyroMark Q24 Cartridge“. Jei reagentai nebus naudojami i$ karto, laikykite juos
sausame lede arba Saldytuve.

3. Palaukite, kol reagentai ir ,PyroMark Q24 Cartridge* atSils iki kambario temperataros
(20-25 °C).

4. ,PyroMark Q24 Cartridge“ jdékite taip, kad etiketé bty nukreipta j jus.

5. Jkelkite j ,PyroMark Q24 Cartridge” atitinkama nukleotidy, fermenty ir substrato misinio
tarj, kaip nurodyta 5 pav.

UZtikrinkite, kad | kasete i$ pipetés nepatekty oro burbuliuky.

(e) (o) (5]
0®
< OJ

Etiketé

85

5 pav. ,PyroMark Q24 Cartridge“ iliustracija, vaizdas i$ virSaus. Komentarai atitinka reagenty buteliuky etiketes.
Pridékite fermenty misinio (E), substrato misinio (S) ir nukleotidy (A, T, C, G) pagal turio informacija, pateiktg
iSankstinés procediros informacijos ataskaitoje, kurig galima rasti meniu ,Tools” (jrankiai) procediros sgrankos
dalyje.

6. Atidarykite kasetés sklende ir jdékite uzpildytg reagenty kasete, kad etiketé baty
nukreipta j iSore. VisiSkai jstime kasete, stumkite jg zemyn.

7. |sitikinkite, kad kasetés priekyje matyti linija, ir uzdarykite sklende.

8. Atidarykite plokstele laikantj rémg ir padékite plokstele ant kaitinimo bloko.

9. Uzdarykite plokstele laikantj rémg ir instrumento dangt;.

10. Jterpkite USB atmintine (su proceddiros failu) j instrumento priekyje esancig USB jungt;.

Neistraukite USB atmintinés, kol nesibaigs procedira.
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11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

Pagrindiniame meniu pasirinkite ,Run® (procedira) (naudodami a ir v ekrano

mygtukus) ir paspauskite ,OK* (gerai).

Naudodami « ir v ekrano mygtukus pasirinkite procediros failg.

Norédami perzidréti aplanko turinj, pasirinkite aplanka ir paspauskite ,Select”
(pasirinkti). Norédami grjzti j ankstesnj rodinj, paspauskite ,Back* (atgal).

Pasirinke procediros faila, paspauskite ,Select” (pasirinkti), kad bty pradétas tyrimas.

Kai procedira bus baigta ir instrumentas patvirtins, kad proceddros failas iSsaugotas
USB atmintinéje, paspauskite ,Close“ (uzdaryti).

IStraukite USB atmintine.

Atidarykite instrumento dangtj.

Atidarykite kasetés sklende ir keldami j virSy reagenty kasete jg iStraukite.

Uzdarykite sklende.

Atidarykite plokstele laikantj réma ir iSimkite plokstele i$ kaitinimo bloko.

UzZdarykite plokstele laikantj rémga ir instrumento dangt;.

ISmeskite plokstele ir iSvalykite kasete, kaip nurodyta su kasete pateikiamoje produkto
instrukcijoje.

ISanalizuokite procedirg, kaip nurodyta ,6 protokolas: ,PyroMark Q24“ tyrimo analizé®,
31 psl.

6 protokolas: ,PyroMark Q24" tyrimo analizé

Siame protokole aprasoma uZbaigtos ,therascreen RAS Extension Pyro“ procediros

mutacijy analizé naudojant, ,PyroMark Q24 Software®.

Procedira

1.
2.

|statykite USB atmintine su apdorotu procedaros failu j kompiuterio USB jungtj.

Naudodami ,Windows Explorer” perkelkite procedaros failg i USB atmintinés j norimg

vietg kompiuteryje.

31
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3. Meniu ,File* (failas) pasirinke ,Open® (atidaryti) arba dukart spusteléje failg (0)
nuorody narsykléje, atidarykite procedaros failg ,PyroMark Q24 Software” AQ rezimu.
4. Naudodami ,RAS Extension Plug-In Report® priedo ataskaitai kurti, meniu pasirinkite

,Reports” (ataskaitos) ir ,AQ Add On Reports/RAS Extension® (AQ priedo ataskaitos /
RAS iSplétimas) (6 pav).

Pastaba. KRAS 61 kodono mutacijas reikia papildomai analizuoti KRAS priedu meniu

pasirenkant ,Reports” (ataskaitos), tada pasirenkant ,AQ Add On
Reports/KRAS/Codon 61“ (AQ priedo ataskaitos / KRAS / 61 kodonas) .

5 PyroMark Q24 206- [AQ Run Ammisﬁ..\%mple Runs\RAS Extension example run] —
@ File Tools | Reports | Window Help
-V 4 AQ Analysis Statistics
=) Shoteuts AQ Analysis Results
=) Example f AQ Pyrogram Report
=) M?Z"’B AQ Full Report =
| AQAddOnReports  » BRAF
SNP Analysis Results GIST
SNP Pyrogram Report | RAS Extension ] O R
SNP Full Report EGFR I el e Meor e e el
SNP Overview Report

(Vx 471 RAS Bxtension

6 pav. Meniu ,,RAS Extension Plug-In Report“.

Automatiskai analizuojami visy mutacijy, kuriy LOD nurodyta 9 lentelé, 38 psl.,
Sulinéliai. Rezultatai bus pateikti apzvalginéje lenteléje (7 pav), po kuria pateikiami

iSsamis ,Pyrogram* kreiviy ir analizés kokybés rezultatai.
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Summary

B8 NRAS Codon 146

Al KRAS Codon 59 wild-type control No mutation detected
A2 KRAS Codon 117 | wild-type control No mutation detected
A3 KRAS Codon 146 | wild-type control No mutation detected
A4 |NRAS Codon 12 wild-type control No mutation detected
and 13
A5 NRAS Codon 59 wild-type control No mutation detected
A6 |NRAS Codon 61 wild-type control No mutation detected
A7 |NRAS Codon 117 | wild-type control No mutation detected
A8  |NRAS Codon 146 | wild-type control No mutation detected
Bl KRAS Codon 59 sample Mutation 350 175G=A A5S9T
B2 KRAS Codon 117 | sample No mutation detected
B3 KRAS Codon 146 | sample Mutation 29.6 437C=T Al46V
B4 NRAS Codon 12 sample No mutation detected
and
B5 NRAS Codon 59 sample 20.5 176C=G A39G
B6 NRAS Codon 61 sample No mutation detected
B7 NRAS Codon 117 | sample Potential low level mutation |5.0 351G>C KI117TN A

sample

A\ See detailed results below.

No mutation detected

BEBE R R

NOTE: 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.

7 pav. ,RAS Extension Plug-In Report“.

5. Jei naudojama AQ analizé:

Norédami analizuoti procediirg ir gauti rezultaty apzvalga, spustelékite vieng i$

mygtuky ,,Analyze“ (analizuoti).

QO
(B 7]

Analizuoti visus Sulinélius.

Analizuoti pasirinktg Sulinél;.

Analizés rezultatai (aleliy dazniai) ir kokybés vertinimas rodomas vir§ kintamojo

padéties ,Pyrogram* kreivéje. Daugiau informacijos, kaip analizuoti procedira, rasite

L~PyroMark Q24 naudotojo vadove.

33

therascreen RAS Extension Pyro Kit vadovas



Norédami sugeneruoti ataskaita, meniu ,,Reports“ (ataskaitos) pasirinkite ,,AQ
Full Report* (iSsami AQ ataskaita) arba ,,AQ Analysis Results“ (AQ analizés
rezultatai).

Pastaba. Kad baty gauti patikimi rezultatai, rekomenduojame naudoti atskiras virStnes
vir§ 30 RLU. Tyrimo sarankoje nustatykite 30 RLU kaip ,required peak height for
passed quality“ (virSinés auksc€io riba — batinas virsinés aukstis, kad baty tinkama
kokybé) ir jsitikinkite, kad A vir§Gnés mazinimo koeficientas NRAS 61 kodono analizei
nustatytas kaip 0,86 (zr. ,A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro* tyrimy
nustatymas®, 60 psl., ir ,PyroMark Q24 naudotojo vadovg).

Ataskaita ,AQ Analysis Results (AQ analizés rezultatai) turi bati naudojama aleliy
kiekybiniam vertinimui dokumentuoti ir aiskinti. ,Pyrogram* kreivéje pateikti skaiciai yra
suapvalinti ir nerodo tikslaus kiekybinio vertinimo.

Pastaba. ,Pyrogram“ kreivé visada turi bati lyginama su histograma, kurig galima
perziaréti deSiniuoju pelés mygtuku spusteléjus lange ,Pyrogram®. ISmatuotos vir§inés
turi atitikti histogramos stulpeliy aukstj. Taip pat zr. ,Rezultaty aiSkinimas*®, 35 psl.
Méginiy, kuriuose neaptikta mutacijy naudojant standartine ,,Sequence to
analyze“ (analizuoting seka) ar gautas kokybinio vertinimo rezultatas ,,Check”

(patikrinkite) arba ,,Failed“ (nepavyko), pakartotiné analizé.

Standartiné ,Sequence to Analyze® (analizuotina seka), kaip apibrézta ,Analysis Setup”
(analizés sgrankoje) apima dazniausias taSky mutacijas ,therascreen RAS Extension

Pyro* tyrimuose.

Primygtinai rekomenduojame rankiniu badu pakartotinai iSanalizuoti visus méginius,
kuriuose neaptikta mutacijy naudojant standartine ,Sequence to Analyze“ (analizuoting
seka) ar gautas kokybinio vertinimo rezultatas ,Check® (patikrinkite) arba ,Failed”
(nepavyko). Kokybés jvertinimai ,Check® (patikrinkite) ir ,Failed“ (nepavyko) gali reiksti
mutacijg, kurios neapima standartiné ,Sequence to Analyze“ (analizuotina seka), todél

gaunamos nenumatytos nuorodinés virStnés.
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Norédami pakartotinai iSanalizuoti ir aptikti kitas mutacijas, eikite j ,Analysis Setup*
(analizés sgrankg) ir parinktyje ,Sequence to Analyze“ (analizuotina seka) pasirinkite A
priede 16 lentelé ir 17 lentelé apraSytus variantus arba kity rety ar nenumatyty
mutacijy variantus. Spustelékite ,Apply“ (taikyti), tada pasirodZius langui ,Apply
Analysis Setup” (taikyti analizés sgranka) spustelékite , To All* (visiems).

Atnaujintus zmogaus KRAS ir NRAS geny mutacijy daznius internete pateikia Sangerio
institutas www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Pastaba. Pakeite ,Sequence to Analyze* (analizuotina seka), jsitikinkite, kad atskiros
vir§inés aukscio riba nustatyta ties 30 RLU ir jsitikinkite, kad A virS8inés mazinimo
koeficientas NRAS 61 kodono analizei nustatytas kaip 0,86 (zr. ,A priedas:
stherascreen RAS Extension Pyro® tyrimy nustatymas®, 60 psl.).

Pastaba. Regione, kurio sekoskaita atlikta, gali bati papildomy rety arba netikéty
mutacijy ir jas galima analizuoti naudojant alternatyvig ,Sequence to Analyze*
(analizuotina seka), atsizvelgiant j netikétas mutacijas.

Pastaba. Jei iSmatuotos virSlinés neatitinka histogramos stulpeliy aukscio ir to
negalima paaiskinti retomis ar nenumatytomis mutacijomis, rezultatu negalima remtis
vertinant mutacijos biseng. Rekomenduojama pakartotinai iStirti mégin;.

Rezultaty aiSkinimas

Analizés rezultaty aiSkinimas ir Zemo lygio mutacijy aptikimas

| kiekvieng ,Pyrosequencing® proceddros tyrimg jtraukite kontrolinés DNR méginj. Tai
bitina norint tinkamai aiSkinti rezultatus ir nustatyti Zemo lygio mutacijas, taip pat fono lygiy
kontrolei. ISmatuotas kontroliniy méginio daznis turi bati mazesnis arba lygus tustumo ribai
(limit of blank, LOB). Vadove nurodytos LOB (tustumo ribos) ir LOD (aptikimo ribos)
reikSmés gali biti naudojamos nustatant mutacijos buvima. Sias reikSmes galima gauti

naudojant plazmidziy misinius su laukinio tipo arba susijusia mutavusia seka.
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Po analizés su ,PyroMark Q24 Software“arba ,Plug-In Reports®, galimi trys rezultatai. LOD
duomeny ieskokite 9 lentelé.

® Mutacijos daznis < LOD: Mutacijy neaptikta
® Mutacijos daznis > LOD + 3 % vienety: mutacija

® Mutacijos daznis 2 LOD ir < LOD + 3 % vienety: galimai Zzemo lygio mutacija

Pastaba. Jei toks rezultatas gaunamas naudojant ,RAS Extension Plug-In Report* (zr.
,0 protokolas: ,PyroMark Q24“ tyrimo analizé“ 5 veiksmg, 31 psl.), rodomas jspéjimas.

Diapazonas nuo LOD iki LOD + 3 % vienety uztikrina jautrumg aptinkant zemo lygio
mutacijas optimaliomis sglygomis. Jei nemetilintame kontroliniame méginyje iSmatuotas
daznis virSija LOB, tai rodo didesnj nei jprastai foninj lygj atitinkamoje procediroje, kuris
gali turéti jtakos aleliy kiekybiniam vertinimui, ypa¢ esant Zemo lygio mutacijoms. Todél
rezultatai su perspéjimu ,Potential low level mutation (galimai Zzemo lygio mutacija) turi

bati vertinami atidziai.

Méginiai, kuriuose nustatoma galima Zemo lygio mutacija, turi bati laikomi turinCiais
mutacijg tik jei tai patvirtinama pakartotinai iStyrus kartu su nemetilinta kontroline DNR.
Abiejy kopijy rezultatas turéty rodyti tg pacig mutacijg su reikSmémis = LOD, o kontrolinis
méginys turi rodyti ,No mutation detected* (mutacija neaptikta). Kitaip méginys turi bdati
vertinamas kaip ,No mutation detected” (mutacija neaptikta).

Padidéjusj mutacijos fong galima aptikti lyginant vadove nurodytas LOB reikSmes su
matavimu, gautu su nemetilinta kontroline DNR. Méginiai su galimai zemo lygio mutacija
gali bati vertinami kaip ,Mutation not detected“ (mutacija neaptikta) be pakartojimo, jei
nemetilintos kontrolinés DNR iSmatuotas daznis virSija susijusios mutacijos LOB reikSme,

nurodytg vadove. Todél galimy zemo lygio mutacijy atveju galimi trys skirtingi scenarijai.
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1. Matavimo daznis su nemetilinta kontroline medziaga DNR >LOB S$iai mutacijai: Méginj
galima vertinti kaip ,Mutation not detected” (mutacija neaptikta) be pakartojimo.

2. Kopijoje nepakartotas toks pat rezultatas: vertinti méginj kaip ,Mutation not detected®
(mutacija neaptikta).

3. Toks pat rezultatas pakartotas su kopija ir nemetilinta kontroline DNR <LOB susijusiai
mutacijai: mutacija aptikta.

Pastaba. ,Pyrogram® kreivé visada turi biti lyginama su histograma, kurig galima perziaréti

deSiniuoju pelés mygtuku spusteléjus lange ,Pyrogram®. ISmatuotos virStnés turi atitikti

histogramos stulpeliy aukstj. Reikia patikrinti, ar ,Pyrograms” kreivéje néra nenumatyty

virSdniy. Jei iSmatuotos virSinés neatitinka histogramos stulpeliy auks¢io ir to negalima

paaiSkinti retomis arba netikétomis mutacijomis, rekomenduojama pakartotinai iStirti

méginj. Mutacijy blsenos negalima vertinti remiantis nesékmingu rezultatu. Tinkamos

mutacijos atveju, virSinés auks$Cio pokytis visada susijes su atitinkamu kitos virSinés

pokyciu. Atskiros virStinés auks¢io pokytis negali bati vertinamas kaip mutacijos poZymis.

Pastaba. Aiskinant rezultatus rekomenduojama naudoti ,RAS Extension Plug-in Report".
Norint nuodugniau istirti méginius, kuriuose gali biti Zemo lygio mutacija, rekomenduojame
papildomai iSanalizuoti méginj rankiniu bddu, naudojant programine jrangg (pvz., mutacijy

dazniui kontroliniame méginyje palyginti).

Pastaba. Véziu serganciy pacienty gydymas negali biti paremtas vien tik KRAS ir NRAS

mutacijy bisenomis.
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9 lentelé. Nustatytos konkrec¢iy mutacijy LOB ir LOD

Nukleoriagsties LOB LOD COSMIC ID*
pakaitalas Aminorugsties pakaitalas (% vienetai) (% vienetai) (V70)
KRAS 59 kodonas (GCA)

175G>A A59T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS 61 kodonas (CAA)

183A>C Q61H 0,8 2,8 554
182A>T Q61L 1,2 3,1 553
182A>G Q61R 16 3,5 552
183A>T Q61H 0,7 2,6 555
181C>G Q61E 1,2 3,1 550
KRAS 117 kodonas

(AAA) 40

351A>C K117N 1,0 ; 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS 146 kodonas

(GCA)

436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 1,8 4,8 19905
437C>T Al46V 2,1 51 19900
NRAS 12 kodonas (GGT) 34

34G>A G12s 1,4 563
34G>T Gi12C 0,6 2,5 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 1.8 3,8 564
35G>T Gilz2v 3,8 8,8 566
35G>C G12A 0,5 2,5 565
NRAS 13 kodonas (GGT)

37G>A G13s 1,2 3,2 571
37G>T G13C 1,2 3,2 (4)t 570
37G>C G13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 573
38G>T G13v 0,0 2 (5t 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575
NRAS 59 kodonas (GCT)

175G>A A59T 38 6,9 578
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Nukleoriigsties LOB LOD COSMIC ID*

pakaitalas Aminoragsties pakaitalas (% vienetai) (% vienetai) (V70)
176C>G A59G 0,0 3,0 -
NRAS 61 kodonas (CAA)

181C>A Q61K 4,1 6,7 580
182A>G Q61R 0,8 2,2 584
182A>T Q61L 0,7 2,1 583
183A>T Q61H 0,4 1,8 585
183A>C Q61H 54 8,0 586
183A>G Q61Q 2,1 5,8 587
NRAS 117 kodonas

(AAG) -
351G>C KLL7N 14 4.4

351G>T K117N 3,0 6,0 —
NRAS 146 kodonas

(GCC)

436G>A A146T 1,4 4.4 27174
436G>C Al46P 3,5 7,2 -
437C>T Al46V 4,8 7,8 -

* |§ ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer* (Somatiniy vézio mutacijy katalogo), kurj galima rasti Sangerio
instituto svetainéje www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Zemiausias mutacijos lygis méginio rezultatuose, kai matuojamas daznis 2LOD.
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Tipiniai rezultatai

Tipiniai ,Pyrogram® rezultatai pateikiami 8 — 15 pav.14 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta i$analizavus

méginj su laukinio tipo genotipu NRAS 117 tyrimu.

9 pav. ,Pyrogram* kreivé, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu KRAS 117 tyrimu.

A: 0%
c: 0%
G: 100%

E E] G A

oo

10 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu KRAS 146 tyrimu.
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11 pav. ,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu NRAS 12/13 tyrimu.
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12 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu NRAS 59 tyrimu.
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13 pav. ,Pyrogram* kreive, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu NRAS 61 tyrimu.
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c: 2%
8%
®

15 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu NRAS 146 tyrimu.
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TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trikiy $alinimo vadovas gali padéti $alinant atsiradusias triktis. Daugiau informacijos
rasite mdsy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,Frequently Asked Questions*
(dazniausiai uzduodami klausimai) adresu www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
QIAGEN techninése tarnybose dirbantys mokslininkai visada mielai atsakys j visus jums
kilusius klausimus apie Siame vadove ir protokoluose pateikta informacijg, méginius ir
tyrimy technologijas (kontaktine informacijg Zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite

www.giagen.com).

Pastabos ir pasitlymai

Rezultatas ,,Check* (patikrinkite) arba ,,Failed“ (nepavyko)

a) Mazas virSunés aukstis Mazos vir§inés gali bati dél PGR nustatymo klaidy apdorojimo arba méginiy
ruosimo prie$ ,Pyrosequencing”.
Svarbu, kad vakuuminiu jrankiu méginiai bty visiSkai surinkti. Vakuuminj
jrankj stenkités létai nuleisti j méginius ir pasirdpinkite, kad imobilizavimo
PGR plokstelés ar juosteliy geometriné forma leisty visikai surinkti
méginius.
Reguliariai tikrinkite filtravimo zondy veikima, kaip aprasyta ,PyroMark Q24
naudotojo vadove, ir pakeiskite filtravimo zondus, kai nurodoma.
Jei yra jspéjimas ,Check” (patikrinkite), atidZiai palyginkite ,Pyrogram*“ kreive
su histograma, kurig galima perziaréti deSiniuoju pelés mygtuku spusteléjus
lange ,Pyrogram®. Jei iSmatuotos vir§anés atitinka histogramos stulpeliy
aukstj, rezultatas yra tinkamas. Kitu atveju rekomenduojame pakartotinai

istirti mégin;.

b) Mutacija neapibrézta Pakoreguokite ,Sequence to Analyze” (analizuoting seka) tyrimo sgrankoje
parinktyje ,Sequence to (zr. ,A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro“ tyrimy nustatymas®,
Analyze" (analizuotina 60 psl.) ir i naujo atlikite procediira. Mutacijas, kuriy neapima ,Sequence to
seka) Analyze" (analizuotina seka), galima aptikti modelio simuliavimo jrankiu.

c) Nenumatyta mutacija Kokybés vertinimo rezultatus ,Check” (patikrinkite) arba ,Failed* (nepavyko)

gali sukelti nenumatytas vir§taniy modelis. Tai gali rodyti nenumatytg
mutacijg, neiSanalizuotg pagal pateiktg ,Sequence to Analyze“ (analizuoting
seka). Siuos méginius reikia i$analizuoti naudojant alternatyvig ,Sequence
to Analyze* (analizuoting sekg), atsizvelgiant j nenumatytas mutacijas.
Mutacijas, kuriy neapima ,Sequence to Analyze* (analizuotina seka), galima
aptikti modelio simuliavimo jrankiu.

d) Didelio vir§tnés auksgio 4Pyrogram* kreivé turi bati atidZiai palyginta su histograma, kurig galima
nuokrypio jspéjimas dél perzidréti deSiniuoju pelés mygtuku spusteléjus lange ,Pyrogram®. Jei
paskirstymo iSmatuotos virSinés neatitinka histogramos stulpeliy aukscio ir to negalima

paaiskinti retomis mutacijomis, rekomenduojame pakartotinai istirti méginj.
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Pastabos ir pasitlymai

Didelis fonas

a) Netinkamai laikomi
nukleotidai

b) Trumpas méginiy ausinimo
laikas prie$
4Pyrosequencing” analize

c) Uztersta kaseté

Nukleotidus laikykite 2—8 °C temperatdroje. Laikant nuo —15 iki —25 °C gali
padidéti fonas.

Méginius ,PyroMark Q24 Plate” laikiklyje 10—15 minugiy laikykite kambario

temperatdroje. Netrumpinkite ausinimo laiko.

Kruops$ciai iSvalykite kasete, kaip aprasyta produkto instrukcijoje. Kasete
laikykite vietoje, apsaugotoje nuo Sviesos ir dulkiy.

Néra teigiamos kontrolinés medziagos (nemetilintos kontrolinés DNR) signaly

a) Fermenty ir substrato
misinio nepakanka visiems
Sulinéliams

b) Reagentai laikomi arba

atskiesti netinkamai

c) PGR ar méginiy paruoSimo
klaida

Isitikinkite, kad ,PyroMark Q24* kaseté pripildyta, kaip nurodyta meniu
,Tools” (jrankiai) dalyje ,Pre Run Information” (iS8ankstinés procediros
informacija).

Reagentus paruoskite, kaip nurodyta instrukcijose, pateiktose ,Reagenty
laikymas ir naudojimas” 14 psl. ir ,5 protokolas: ,PyroMark Q24 tyrimas*“ 29
psl.

Kruopsciai iSvalykite kasete, kaip aprasyta produkto instrukcijoje. Kasete
laikykite vietoje, apsaugotoje nuo Sviesos ir dulkiy.

therascreen RAS Extension Pyro Kit vadovas  05/2016

44



Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena ,therascreen
RAS Extension Pyro Kit* partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat
iSlaikyti produkty kokybe.

Apribojimai

Testas skirtas 37 mutacijoms KRAS arba NRAS genuose aptikti. Méginiuose, kuriy
pateiktas rezultatas buvo ,No Mutation Detected” (mutacijy neaptikta), gali bati KRAS arba
NRAS mutacijy, kuriy tyrimas neaptinka.

Mutacijy aptikimas priklauso nuo méginio vientisumo ir meginyje esancio amplifikuotinos
DNR kiekio.

sherascreen RAS Extension Pyro Kit* naudojamas proceddrai, kuriai naudojama
polimerazés grandinés reakcija (PGR). Kaip ir atliekant visas PGR proceddras, méginiai
gali bati uzterSti iSoriniais DNR S$altiniais tyrimo aplinkoje arba teigiamos kontrolinés
medziagos DNR. Bikite atsargis, kad neuzterStumete méginiy ir reakcijy misiniy reagenty.

laboratoriniais rezultatais.

Naudotojas atsako uz sistemos efektyvumo tikrinimg, jei laboratorijoje atliekamos
proceddros, kuriy neapima QIAGEN efektyvumo tyrimai.
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Efektyvumo charakteristikos

Tustumo riba ir aptikimo riba

Mutacijy tustumo riba (LOB) ir aptikimo riba (limit of detection, LOD) buvo nustatyta
naudojant plazmidziy miSinius (10 lentelé). LOB ir LOD buvo nustatytos pagal
rekomendacijas, pateiktas Klinikiniy ir laboratorijos standarty instituto (CLSI) dokumente
EP17 A2 ,Aptikimo riby nustatymo ir kiekybinio jvertinimo riby protokolas; patvirtinta
rekomendacija“. a ir B klaidos (atitinkamai klaidingai neigiama ir klaidingai teigiama) buvo
nustatytos kaip 5 %. LOB reikSmés nurodo iSmatuotg daznj, gauta naudojant laukinio tipo
meéginj. LOD reikSmés nurodo silpniausig signalg (iSmatuotg daznj), kurj galima laikyti

teigiamu vertinant atitinkamg mutacija.
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10 lentelé. Nustatytos konkreciy mutacijy LOB ir LOD

Nukleoriagsties Aminoragsties pakaitalas LOB LOD COSMIC ID*
pakaitalas (% vienetai) (% vienetai) (V70)
KRAS 59 kodonas (GCA)

175G>A A59T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS 61 kodonas (CAA)

183A>C Q61H 0,8 2,8 554
182A>T Q61L 1,2 3,1 553
182A>G Q61R 16 3,5 552
183A>T Q61H 0,7 2,6 555
181C>G Q61E 1,2 3,1 550
KRAS 117 kodonas

(AAA) 40

351A>C K117N 1,0 ; 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS 146 kodonas

(GCA)

436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 1,8 4,8 19905
437C>T Al46V 2,1 51 19900
NRAS 12 kodonas (GGT) 34

34G>A G12s 1,4 563
34G>T Gi12C 0,6 2,5 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 1.8 3,8 564
35G>T Gilz2v 3,8 8,8 566
35G>C G12A 0,5 2,5 565
NRAS 13 kodonas (GGT)

37G>A G13s 1,2 3,2 571
37G>T G13C 1,2 3,2 (4)t 570
37G>C G13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 5778
38G>T G13v 0,0 2 (5t 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575
NRAS 59 kodonas (GCT)

175G>A A59T 38 6,9 578
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Nukleoriigsties Aminorugsties pakaitalas LOB LOD COSMIC ID*

pakaitalas (% vienetai) (% vienetai) (V70)
176C>G A59G 0,0 3,0 -
NRAS 61 kodonas (CAA)

181C>A Q61K 4,1 6,7 580
182A>G Q61R 0,8 2,2 584
182A>T Q61L 0,7 2,1 583
183A>T Q61H 0,4 1,8 585
183A>C Q61H 54 8,0 586
183A>G Q61Q 2,1 5,8 587
NRAS 117 kodonas

(AAG) -
351G>C KLL7N 14 4.4

351G>T K117N 3,0 6,0 -
NRAS 146 kodonas

(GCC)

436G>A A146T 1,4 4.4 27174
436G>C Al46P 3,5 7,2 -
437C>T Al46V 4,8 7,8 -

* |§ ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer* (Somatiniy véZio mutacijy katalogo), kurj galima rasti Sangerio
instituto svetainéje www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

t Zemiausias mutacijos lygis méginio rezultatuose, kai matuojamas daznis =LOD.

Mutacijos GGT >TGT ir GGT > GTT NRAS 13 kodone

Siy mutacijy atveju, tustieji matavimai daZniausiai buvo 0 procentiniy vienety, todél
skirstinys nebuvo Gauso. Todél LOD buvo nustatyta naudojant kitg metodg, atsizvelgiant j
CLSI gairéje EP17-A pateiktas rekomendacijas. Silpniausias signalas, nurodantis
mutacijos buvimg, (LOD) Siose vietose buvo nustatytas kaip 2 procentiniy vienety vir$
atitinkamos pradinio tasko lygio, kaip apibrézia 95-as tusCiojo matavimo procentilis.
Analizuojant méginj su 9 lenteléje lauztiniuose skliaustuose nurodytu mutacijos lygiu, 95 %
rezultaty (n = 72) pateiké signalg, kurj galima laikyti teigiamu (=LOD). LOB / LOD ieSkokite
10 lentelé.
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Pastaba. PGR ir ,Pyrosequencing” pradmenys NRAS 12, 13 ir 61 kodonams be pakeitimy
paimami i$ ,therascreen NRAS Pyro Kit* (kat. nr. 971530). Siy NRAS kodony efektyvumo
duomenys nepakinta.

TiesiSkumas

TiesiSkumas buvo nustatytas naudojant plazmidZiy miSinius su laukinio tipo arba mutacijos
176C>G KRAS 59 kodone, 351A>T KRAS 117 kodone, 436G>C KRAS 146 kodone,
34G>A NRAS 12 kodone, 37G>A NRAS 13 kodone, 175G>A NRAS 59 kodone, 182A>G
NRAS 61 kodone, 351G>C NRAS 117 kodone ir 437C>T NRAS 146 kodone mutavusig
seka. Plazmidés buvo sumaisytos tokiomis proporcijomis, kad baty gauti keturi mutacijy
lygiai (5, 10, 30 ir 50 %). Kiekvienas miSinys iSanalizuotas naudojant tris skirtingas
stherascreen RAS Extension Pyro Kit* partijas atlikus ,Pyrosequencing“ proceddras ir po 3
kiekvienos jy pakartojimus.

Rezultatai (kiekvieno mutacijos lygio n = 9) iSanalizuoti atsizvelgiant | CLSI rekomendacijg
EP6-A2 ,Kiekybinio matavimo procediry tiesiSkumo jvertinimas: statistinis poZidris;
patvirtinta rekomendacija“ naudojant ,Analyse-it® Software* versijg v2.21. Sie rezultatai
pateikti 16 pav.

Tirtame 5-50 % intervale mutacijy lygiy rezultatai buvo tiesiniai su leidziamu 5 % vienety
netiesiSkumu. PanasSds rezultatai buvo gauti su visomis apimamomis mutacijomis KRAS
59, 117, 146 kodonuose ir NRAS 12, 13, 59, 61, 117 ir 146 kodonuose.
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16 pav. Mutacijos 176C>G KRAS 59 kodone tiesiSkumas.

Pana$is rezultatai buvo gauti su visomis apimamomis mutacijomis KRAS 59, 117, 146
kodonuose ir NRAS 12, 13, 59, 61, 117 ir 146 kodonuose.

Tikslumas

Naudojant tikslumo duomenis galima nustatyti bendrg tyrimy kintamuma. Sie duomenys
gauti trimis skirtingai lygiais analizuojant anksciau minétus plazmidziy miSinius ir po tris jy

pakartojimus.

Pakartojamumas (tyrimo viduje ir tarp jvairiy partijy) apskaiciuotas remiantis tiesiSkumo
nustatymo duomenimis (vieng dieng buvo atliktos trys proceddros naudojant jvairias
stherascreen RAS Extension Pyro Kit“ partijas). Vidutinis tikslumas (kintamumas vienoje
laboratorijoje) buvo nustatytas atlikus tris procedlras vienoje laboratorijoje per tris
skirtingas dienas. Procedlras atliko skirtingi operatoriai, naudojantys ,PyroMark Q24
instrumentus, taip pat daug ,therascreen RAS Extension Pyro Kits“. Atkuriamumas
(kintamumas tarp laboratorijy) buvo apskaiCiuotas atlikus dvi proceddras dvi
nepriklausomose laboratorijose ir naudojant jvairias ,therascreen RAS Extension Pyro Kit*

partijas.
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Tikslumo apskai€iavimas iSreikStas kaip iSmatuoty mutacijy daznio standartinis nuokrypis
% vienetais (11 lentelé).

11 lentelé. Mutacijy tikslumas*

Pakartojamumas Vidutinis tikslumas Atkuriamumas
% mutavusi Vidurkis SD Vidurkis SD Vidurkis SD
plazmideét
176C>G KRAS 59 kodone
5 4,0 0,7 3,8 0,6 4,2 1,1
10 8,4 12 8,5 1,0 8,4 1,4
30 26,1 1,2 26,3 1,1 26,8 1,2
50 43,9 1,5 44,0 0,7 43,7 1,3
351A>T KRAS 117 kodone
5 55 1,6 55 2,2 7,1 2,0
10 11,0 1,7 10,8 1,4 12,5 2,9
30 30,6 1,7 30,6 2,0 31,9 2,7
50 52,8 2,0 53,5 1,3 54,5 1,6
436G>C KRAS 146 kodone
5 4,2 0,6 4,1 0,5 3,7 1,2
10 9,6 0,9 9,1 0,9 8,6 1,3
30 29,0 0,9 28,8 1,0 28,1 1,1
50 47,5 15 46,8 0,7 45,6 1,9
34G>A NRAS 12 kodonet
5 7,5 1,2 7,3 1,0 6,7 1,3
10 14,6 1,3 13,5 1,1 13,7 1,3
30 37,8 1,9 37,9 15 36,1 2,9
50 59,8 1,7 60,4 2,0 57,5 31
175G>A NRAS 59 kodone
5 7,8 0,9 7,3 0,5 7,1 1,3
10 11,9 1,0 11,6 2,0 12,5 1,7
30 29,5 11 29,6 1,2 29,9 1,9
50 49,0 1,1 48,3 1,3 48,9 1,4
182A>G NRAS 61 kodone
5 6,4 0,9 6,8 0,7 7,2 1,0
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Pakartojamumas Vidutinis tikslumas Atkuriamumas

% mutavusi Vidurkis SD Vidurkis SD Vidurkis SD
plazmidét

10 11,7 0,9 11,8 11 11,8 1,0
30 34,1 1,3 34,6 1,7 33,8 2,5
50 53,1 15 5888 1,8 53,1 2,0
351G>C NRAS 117 kodone

5 4,9 0,2 5,0 0,3 45 0,8
10 9,4 0,4 10,3 15 9,4 0,5
30 28,7 0,9 28,8 0,7 28,3 1,3
50 48,5 0,4 48,8 0,6 48,8 0,6
437C>T NRAS 146 kodone

5 4,4 0,7 4,6 0,5 4,1 0,9
10 8,8 0,9 8,7 0,8 9,1 0,8
30 28,4 11 27,9 0,6 28,4 0,8
50 47,9 11 48,1 1,4 48,0 11

* Visos reikSmés pateiktos % vienetais. SD: standartinis nuokrypis (pakartojamumo ir vidutinio tikslumo n = 9,

atkuriamumo n = 12).

T Remiantis fluorimetriniu matavimu 34G>A NRAS 12 kodone, remiantis OD2go.
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Diagnostinis jvertinimas

stherascreen RAS Extension Pyro Kit“ buvo jvertintas lyginant su Sangerio sekoskaita
dviejuose atskiruose tyrimuose.

Pirmasis tyrimas buvo atliktas anksciau, norint jvertinti ,therascreen NRAS Pyro* rinkinj,
lyginant su Sangerio sekoskaita. DNR buvo iSgauta i§ 100 formalinu fiksuoty parafine
esanciy (FFPE) auglio méginiy i$ kauly Ciulpy ir iSanalizuota dél mutacijy 12/13 kodonuose
ir 61 kodone.

NRAS 12/13 ir 61 kodonus ,therascreen NRAS Pyro kit apimantys tyrimai jeina |
sherascreen RAS Extension Pyro Kit“ be pakeitimy, parodyti rezultatai yra i$ ,therascreen
NRAS Pyro Kit“ vertinimo.

Antrajame tyrime DNR buvo iSgauta iS§ 110 formalinu fiksuoty parafine esanciy (FFPE)
mCRC auglio méginiy ir analizuota dél mutacijy Zmogaus KRAS geno 59, 61, 117 ir 146
kodonuose bei zmogaus NRAS geno 59, 117 ir 146 kodonuose. Zemo daZnio mutacijos

buvo analizuotos naudojant plazmidziy DNR, kurioje buvo jterpta laukinio tipo FFPE DNR.

Abiejy tyrimy atveju DNR buvo i8skirta naudojant ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit*, tada
analizuota tyrimais, kurie jeina j ,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ su ,PyroMark Q24“.
,Applied Biosystems® 3730xI Genetic Analyzer” atliko Sangerio sekoskaitg.

NRAS 12, 13 ir 61 kodono vertinimas

IS 100 méginiy, analizuoty Sangerio sekoskaita, mutacijos blsena buvo aptikta 97
méginiuose abiejuose kodonuose — tiek 12/13, tiek 61. Keturiuose i§ 100 meéginiy buvo
aptikta mutacija 12 arba 13 kodone, naudojant Sangerio sekoskaitg.
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Dviejuose i§ 100 méginiy mutacijos bisena buvo atkartota, naudojant ,therascreen NRAS
Pyro Kit* ir mutacijy nustatyta nebuvo. Rezultatai parodyti 12 lentelé. 61 kodone mutacijy
neaptikta.

Atmetus meginius, kuriy nepavyko iSanalizuoti naudojant vieng arba abu metodus,
stherascreen NRAS Pyro Kit* ir Sangerio sekoskaitos rezultaty atitikimas 12/13 kodony ir
61 kodono atveju buvo atitinkamai 98 % ir 100 % (Zr. 12 lentelé).

12 lentelé. NRAS 12, 13 ir 61 analizuoty méginiy rezultatai

Sangerio sekoskaita
Mutacija
12/13 Mutacija 61 Laukinio
kodone kodone tipo Nezinoma IS viso
Mutacija 2 - - - 2
12/13
%) kodone
&
Z Mutacija 61 _ _ _ _
c X kodone
g
S Laukinio 2 - 90 3 95
o tipo
Q
<
= Nezinoma - - 3 - 3
IS viso 4 - 93 3 100

KRAS 59, 61, 117, 146 kodony ir NRAS 59, 117, 146 kodony vertinimas

DNR buvo iSgauta i$ 110 formalinu fiksuoty parafine esanciy (FFPE) mCRC auglio méginiy
ir analizuota dél mutacijy zmogaus KRAS geno 59, 61, 117 ir 146 kodonuose bei Zmogaus
NRAS geno 59, 117 ir 146 kodonuose. Dél numatyto mazo kiekio klinikiniuose méginiuose,
visos ,therascreen RAS Extension Kit“ apimamos mutacijos buvo iSanalizuotos 56
papildomuose meéginiuose, naudojant plazmidziy DNR, jterpta j laukinio tipo FFPE DNR.
Visas mutacijas aptiko ,Pyro-“ ir Sangerio sekoskaita.

I 166 analizuoty méginiy bendrai atitinkantys rezultatai tarp ,therascreen RAS Extension
Pyro Kit* ir Sangerio sekoskaitos buvo nustatyti 137 méginiy (83 %).
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Priestaringi atvejai gali bati paaiSkinami pagal kelis veiksnius.

Dél auksto fono 20 meginiy NRAS 59 Sangerio sekoskaitos analizé nepavyko.

Sangerio sekoskaita neaptiko mutacijy KRAS 59 ir KRAS 61 atitinkamai 1 ir 3 méginiuose.

Visy keturiy mutacijy rezultatai buvo Zemo daznio, naudojant ,Pyrosequencing” (7,5-13,1

%). Tai galima paaiskinti mazesniu Sangerio sekoskaitos jautrumu (15-20 %), lyginant su

.Pyrosequencing® (5 %) (2). Visi kiti tinkami méginiai buvo laukinio tipo abiems metodams

Vieng meéginj ,Pyrosequencing® jvertino kaip nezinoma dél aptiktos dvigubos mutacijos

(KRAS 59-61).

Keturiuose méginiuose su jterpta plazmidziy DNR buvo aptikta papildoma A>G mutacija

KRAS kodavimo sekos 350 padétyje, kurios neapima ,therascreen RAS Extension Pyro

Kit“. Mutacijos buvo aptiktos rankinés analizés badu.

13 lentelé. ISanalizuoty KRAS 59, 61, 117, 146 kodony ir NRAS 59, 117, 146 kodony méginiy rezultatai

KRAS KRAS KRAS KRAS KRAS2 NRASP wt UK IS viso
59 61 117 146
KRAS 59 8 - - - - - - 1 9
KRAS 61 - 6 - - - - 2 1 9
n = KRAS117 - - 4 - - - — _ 4
4
X o KRAS 146 - - - 3 4 - - - 7
= >
o4
L KRAS? - - - - 16 - - - 16
55 NRASP - - - - - 28 - - 28
s X
uowt - - - - - - 71 16 87
UK 1 - - - - - 3 2 6
IS viso 9 6 4 3 20 28 76 20 166
UK: Nezinoma; wt: Laukinio tipo.
2 KRAS jterpti méginiai, kuriuose yra KRAS 117 ir 146 mutacijos.
5 NRAS jterpti méginiai su NRAS 59, 117 ir 146 mutacijomis.
* Viename méginyje buvo aptikta KRAS 146 mutacija, taciau gautas netinkamas NRAS 117 rezultatas.
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Kiekvieno kodono tyrimo jautrumas ir specifiSkumas nurodyti 14 lenteléje.

14 lentelé. KRAS 59, 61, 117, 146 kodony ir NRAS 59, 117, 146 kodony tyrimy jautrumas ir specifiSkumas

Jautrumas SpecifiSkumas Apimamos mutacijos
KRAS 59 mutacija 100% 99% 175G>A/ 176C>G
KRAS 61 mutacija 100% 97% 181C>G / 182A>T / 183A>C /
183A>T

KRAS 117 mutacija 100% 100% 351A>C / 351A>T

KRAS 146 mutacija 100% 100% 436G>A [ 436G>C / 437C>T
NRAS 59 mutacija 100% 100% 175G>A/ 176C>G

NRAS 117 mutacija 100% 100% 351G>C / 351G>T

NRAS 146 mutacija 100% 100% 436G>A/ 436G>C / 437C>T

Pastaba. Atliekant visus efektyvumo charakteristiky nustatymo tyrimus, signalas buvo vir§

30 RLU, jprastai gautas i§ 10 ng DNR, iSskirtos i§ formaline fiksuoto ir parafine esancio

(FFPE) audinio. ,Pyrosequencing® duomenys buvo iSanalizuoti, naudojant ,RAS Extension
Plug-in Report* KRAS 59, 117, 146 kodonams ir NRAS 59, 117 ir 146 kodonams.
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Simboliai

Ant pakuotés ir etike€iy gali bati pateikti Sie simboliai:

Simbolio apibrézimas

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms atlikti

Tinka naudoti iki

:
o
o
A 7]
=z
\

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Partijos numeris

—

TR~§F § §HEEAS

MedZiagos numeris

Komponentai

Sudetyje yra

Numeris

GTIN Visuotinis prekés numeris

Temperataros apribojimai

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas
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Simbolis Simbolio apibrézimas

& Démesio

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite misy techninés
pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support, skambinkite tel. 00800-22-44-6000
arba kreipkités | vieng i§ masy QIAGEN techninés priezitros skyriy ar vietiniy pardavéjy

(2r. galinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).
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A priedas: ,therascreen RAS Extension Pyro*
tyrimy nustatymas

Jei jdiegta ,RAS Extension Plug-in Report®, i§ anksto nustatytos tyrimy sgrankos KRAS
59/61, 117 ir 146 kodonams bei NRAS 12/13, 59, 61, 117 ir 146 kodonams yra prieinamos
.PyroMark Q24 Software” nuorody narSykléje. Kelias — ,Example Files/PyroMark
Setups/RAS Extension®. Siuo atveju, toliau nurodyty veiksmy atlikti nereikia.

,RAS Extension Plug-in Report“ galima atsisiysti i$§ susijusio katalogo puslapio, adresu
www.giagen.com, skirtuke ,Product Resources® (Produkty iStekliai), dalyje ,Protocol Files*
(protokoly failai).

Primygtinai rekomenduojame naudoti ,RAS Extension Plug-in Report®, uzuot analizavus
rankiniu badu.

|diegus §j priedg arba kiekvieng karta, kai kompiuteryje jdiegiama nauja programiné jranga
ar ji atnaujinama, reikia patikrinti, ar tinkamai veikia priedas, kaip aprasyta ,RAS Extension
Plug-In“ trumpajame vadove.

Jei ,RAS Extension Plug-in Report® nejdiegta, prie$ atliekant ,therascreen RAS Extension
Pyro“ tyrimg pirma kartg reikia rankiniu badu nustatyti proceddros failg. Nustatykite KRAS
59/61, 117 ir 146 kodony bei NRAS 12, 13, 59, 61, 117 ir 146 kodony tyrimg naudodami
.PyroMark Q24 Software, kaip apraSyta toliau.

Procedira

1. Jrankiy juostoje spustelékite = ir pasirinkite ,New AQ Assay“ (naujas AQ tyrimas).

2. 15 lentelé parodytos ,Sequences to Analyze® (analizuotinos sekos), analizuojamos
visiems astuoniems ,RAS Extension Pyro“ tyrimams. Lauke ,Sequence to Analyze*
(analizuotina seka) jraSykite konkretaus tyrimo seka.
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Po procediros ,Sequence to Analyze* (analizuoting seka) taip pat galima pakeisti, kad
baty analizuojamos mutacijos skirtingose padétyse (zr. ,,6 protokolas: ,PyroMark Q24*

tyrimo analizé®, 31 psl.).

Norédami patikrinti, ar yra mutacijy kituose nukleotiduose, ,Sequence to Analyze*
(analizuoting seka) pakeiskite pagal 15 lentelé. ,Sequence to Analyze® (analizuotinos
sekos) keitimas galimas po proceddiros (jei neuzrakinta).

Pastaba. Batinai nustatykite atskiros virStinés aukscio ribg kaip 30 RLU. Be to,
jsitikinkite, kad A vir§iinés mazinimo koeficientas nustatytas ties 0,86 NRAS 61 kodono
analizei.

Rankiniu badu jveskite konkretaus tyrimo ,Dispensation Order” (paskirstymo tvarka) i$
15 lentelé.

Pastaba. Nenaudokite mygtuko ,Generate Dispensation Order” (generuoti paskirstymo
tvarkg). ,Sequence to Analyze® (analizuoting sekq) ir ,Dispensation Order” (paskirstymo
tvarkg) reikia jvesti ranka.

Spustelékite skirtukg ,Analysis Parameters” (analizés parametrai) ir padidinkite ,Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:* (virSGnés aukscio riba —
bitinas virStnés aukstis, kad baty tinkama kokybé:) iki 30.

Jrankiy juostoje spustelékite i iSsaugokite tyrimg kaip ,KRAS 59/61°, ,KRAS 117,
,KRAS 146", NRAS 12/13%, ,NRAS 59 ,NRAS 61, ,NRAS 117“ arba ,NRAS 146".

61
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15 lentelé. ,Assay Setup“ (tyrimo saranka): ,,Sequence to analyze“ (analizuotina seka) ir ,,Dispensation

order” (paskirstymo tvarka) astuoniems ,,therascreen RAS extension Pyro Kit“ tyrimams

stherascreen RAS
Extension“ tyrimas »Sequence to analyze“
(analizuotina seka)

,Dispensation order*
(paskirstymo tvarka)

KRAS 59/61 CTCDTGACCTGCTGT
KRAS 117 ATAAHTGTGA

KRAS 146 ATCAVCAAAGA

NRAS 12/13 GNTGNTGTTGGGAAAAGC
NRAS 59 ACAGNTGGAC

NRAS 61 CNAGAAGAGTA

NRAS 117 ABTGTGATTT

NRAS 146 CANCCAAGACCA

GCTCAGTCAGACTAGCATGA
GATGACTCGTG
GATCAGCTGAGC
TACGACTCAGCATCGTAGAG
TGACTAGCATGA
TCGTATCGAGAG
GACGTGTGA
GCAGTCAGAC
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16 lentelé. Jprastos zmogaus KRAS geno mutacijos, aptiktos ,,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ su
atitinkama ,,Sequence to analyze“ (analizuotina seka)

Nukleoriigsties Aminoragsties »Sequence to analyze“ Cosmic ID (V70)*
pakaitalas pakaitalas (analizuotina seka)

KRAS 59 kodonas

(GCA)

175G>A A59T CTCTTGACCTGNTGT 546
176C>G A59G CTCTTGACCTNCTGT 28518
KRAS 61 kodonas

(CAA)

183A>C Q61H CTCDTGACCTGCTGT 554
182A>T Q61L CTCTHGACCTGCTGT 553
182A>G Q61R CTCTHGACCTGCTGT 552
183A>T Q61H CTCDTGACCTGCTGT 555
181C>G Q61E CTCTTSACCTGCTGT 550
KRAS 117 kodonas

(AAA)

351A>C K117N ATAAHTGTGA 19940
351A>T K117N ATAAHTGTGA 28519
KRAS 146 kodonas

(GCA)

436G>A A146T ATCAVCAAAGA 19404
436G>C A146P ATCAVCAAAGA 19905
437C>T Al46V ATCAGBAAAGA 19900

*

IS ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer* (Somatiniy vézio mutacijy katalogo), kurj galima rasti Sangerio
instituto svetainéje www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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17 lentelé. Jprastos zmogaus NRAS geno mutacijos, aptiktos ,,therascreen RAS Extension Pyro Kit“ su
atitinkama ,,Sequence to analyze“ (analizuotina seka)

Nukleoriigsties
pakaitalas

Aminoragsties

»Sequence to analyze“
(analizuotina seka)

Cosmic ID (V70)*

NRAS 12 kodonas
(GGT)

34G>A

34G>T

34G>C

35G>A

35G>T

35G>C
NRAS 13 kodonas

(GGT)

37G>A
37G>T
37G>C
38G>A
38G>T

38G>C
NRAS 59 kodonas

(GCT)
175G>A

176C>G
NRAS 117 kodonas

(AAG)
351G>C

351G>T
NRAS 61 kodonas

(CAA)

181C>A
182A>G
182A>T
183A>T
183A>C

G12S
G12C
G12R
G12D
Gil2v
G12A

G13S
G13C
G13R
G13D
G13Vv
G13A

A59T
A59G

K117N
K117N

Q61K
Q61R
Q61L
Q61H
Q61H

NGTNGTGTTGGGAAAAGC
NGTNGTGTTGGGAAAAGC
NGTNGTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC

NGTNGTGTTGGGAAAAGC
NGTNGTGTTGGGAAAAGC
NGTNGTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC
GNTGNTGTTGGGAAAAGC

ACAVCTGGAC
ACAGNTGGAC

ABTGTGATTT
ABTGTGATTT

VAAGAAGAGTA
CNAGAAGAGTA
CNAGAAGAGTA
CANGAAGAGTA
CANGAAGAGTA

563
562
561
564
566
565

571
570
569
573
574
575

578

580
584
583
585
586
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Nukleoriigsties

Aminoragsties

»Sequence to analyze“

Cosmic ID (V70)*

pakaitalas pakaitalas (analizuotina seka)

183A>G Q61Q CANGAAGAGTA 587
NRAS 146 kodonas

(GCC)

436G>A Al46T CANCCAAGACCA 27174
436G>C Al46P CANCCAAGACCA -
437C>T Al46V CAGBCAAGACCA -

* 1§ ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Somatiniy vézio mutacijy katalogo), kurj galima rasti Sangerio
instituto svetainéje www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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B priedas: atlieky konteinerio ir loveliy
IStustinimas

AN

|SPEJIMAS

Pavojingos cheminés medZiagos

Denatdracijos tirpale, naudojamame vakuuminéje darbinéje stotyje, yra

natrio hidroksido, kuris dirgina akis ir odg.

Visada mivékite apsaugines pirStines, dévékite apsauginius akinius ir

laboratorinj apsiausta.

Atsakingas asmuo (pvz., laboratorijos vadovas) turi imtis batiny atsargumo
priemoniy, kad uztikrinty darbo vietos saugg ir apsaugoty instrumento
operatorius nuo toksiniy medziagy (cheminiy arba biologiniy) pavojingy lygiy
poveikio, kaip nurodyta taikomuose saugos duomeny lapuose (SDS) arba
OSHA*, ACGIHt ar COSHH?* dokumentuose.

Gary védinimas ir atlieky iSmetimas turi bati atliekami atsizvelgiant j vietinius

ir Salies sveikatos ir saugos reikalavimus ir teisés aktus.

* OSHA: Profesinés saugos ir sveikatos administracija (angl. Occupational Safety and Health Administration)
(Jungtinés Amerikos Valstijos).

T ACGIH: Amerikos vyriausybiniy pramonés higienisty konferencija (angl. American Conference of Government
Industrial Hygienists) (Jungtinés Amerikos Valstijos).

* COSHH: Pavojingy sveikatai medziagy kontrolé (angl. Control of Substances Hazardous to Health) (Jungtiné

Karalysté).

Uztikrinkite, kad baty laikomasi Salies ir vietiniy laboratorijos atlieky iSmetimo aplinkos

apsaugos reikalavimy.
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Svarbi informacija prie$ pradedant

e Siam protokolui reikalingas labai i§grynintas vanduo.

Procedira

1. |sitikinkite, kad vakuuminiame jrankyje néra vakuumo. |sitikinkite, kad iSjungtas (,Off“)
vakuumo jungiklis ir ijungtas vakuumo siurblys.

2. Pasalinkite visg loveliuose likusj skystj.

3. ISskalaukite lovelius labai iSgrynintu vandeniu arba, jei reikia, juos pakeiskite.

4. |Stustinkite atlieky konteinerj.

5. Dangtelj galima nuimti neatjungus vamzdeliy.

Jei reikia iSvalyti vakuumine darbo stotj (pvz., susikaupus dulkéms ar iSsiliejus skysciy),
vykdykite ,,PyroMark Q24 naudotojo vadove pateiktus nurodymus.
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UZsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
therascreen RAS Extension 24 reakcijoms: sekoskaitos 971590
Pyro Kit (24) pradmenys, PGR pradmenys,

nemetilinta kontroliné DNR, ,PyroMark
PCR Master Mix"“, ,CoralLoad
Concentrate®, buferiniai tirpalai ir
reagentai
PyroMark Q24 MDx 24 méginiy lygiagreciai atliekamos 9001513
.Pyrosequencing” analizés seka
pagrjsta aptikimo platforma
PyroMark Q24 MDx Vacuum »vacuum Workstation®, lygiagreciai 9001515
Workstation paruoSianti 24 méginius nuo PGR
produkto iki vienos gijos matricos
PyroMark Q24 MDx Software Analizés programiné jranga 9019063
Priedai
PyroMark Q24 Plate (100) 24 3Sulinéliy sekoskaitos reakcijos 979301
plokstelé
PyroMark Q24 Cartridge (3) Nukleotidy ir reagenty paskirstymo 979302
kasetes
PyroMark Vacuum Prep Filter ~PyroMark Vacuum Workstation“ Q96 979010
Probe (100) ir Q24 daugkartiniai filtravimo zondai
PyroMark Control Oligo Skirta sistemos diegimo patikrai 979303
PyroMark Q24 Validation Oligo Skirta sistemos efektyvumui tikrinti 979304
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Produktas Turinys Kat. Nr.

Susije produktai

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit 50 DNR preparaty: 50 ,QlAamp 56404
(50) MinElute® Columns®, ,Proteinase K*,
.Buffers®, ,Collection Tubes* (2 ml)

Norédami gauti naujausios informacijos apie licencijavimg ir atsakomybés uz produktus
apribojimus, Zr. atitinkamg QIAGEN rinkinio vadovg arba naudotojo vadovg. QIAGEN
rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti svetainéje www.giagen.com arba galite jy
paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tugias
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Prekiy Zenklai: ,QIAGEN®, ,Sample to Insight®™, ,QlAamp®, ,CoralLoad®, ,HotStarTag®, ,MinElute®", ,Pyro®", ,Pyrogram®, ,PyroMark®, ,Pyrosequencing®,
Jtherascreen®™ (,QIAGEN Group"); ,Analyse-it™ (,Analyse-it Software Ltd"); ,Applied Biosystems®, ,Variomag® (,Thermo Fisher Scientific*); ,Axygen®" (,Corning
Inc.”); ,FrameStar®™ (,4titude Ltd"); ,Milli-Q®* (,Merck Millipore Corporation“); ,Sepharose® (,GE Healthcare"); ,SmartBlock™", ,ThermoMixer® (,Eppendorf AG");
,Windows® (,Microsoft Corporation®).

wtherascreen RAS Extension Pyro Kit“ ribotosios licencijos sutartis
Naudodamas $§j produktg pirkéjas ar naudotojas sutinka su Siomis salygomis:

1. Produkty galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanéiais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus $io komplekto komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, i$skyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com. QIAGEN naudotojams pateikiami keli
papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop$giai patikrino ir optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad $ie protokolai nepazeidzia tregiujy $aliy teisiy.

2. Jei aiskiai nenurodyta licencijose, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisiy.
3. Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng kartg; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.
4. QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity isreiksty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiskiai nurodytas licencijas.

5. Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti anks€iau nurodytus draudziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir turi atgauti visas tyrimo ir teismo iSlaidas, jskaitant
iSlaidas advokatams, pateikusi ieskinj dél Sios ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Atnauijintas licencijos salygas rasite www.giagen.com.

Geg-2016 HB-1882-002 © QIAGEN, 2016. Visos teisés saugomos.
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UZsakymas www.giagen.com/contact | Techniné pagalba support.qgiagen.com | Svetainé www.giagen.com

1085873LT 154023134



