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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN, élvonalbeli termékkdrrel rendelkezik az innovativ minta- és
vizsgalati technologiak tertletén, lehetéveé téve barmilyen minta biologiai
tartalmanak izolalasat és kimutatasat. Korszer(i, magas szinvonall termékeink
és szolgéltatasaink biztositjak a sikert a mintatol az eredmeényig.

A QIAGEN iranyadoé az aldbbi tertleteken:

DNS, RNS és fehérje tisztitas

Nukleinsav és fehérje vizsgalatok

mikro RNS kutatds és RNSi

Minta- és vizsgalati technoldgiak automatizalasa

Kildetésiink, hogy On kimagaslo sikereket és tudomanyos attéréseket érjen
el. Tovabbi informéaciokeért, latogasson el honlapunkra: www.giagen.com.
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Rendeltetésszerii felhasznalas

A therascreen NRAS Pyro Kit egy piroszekvenalasi (Pyrosequencing®)
technologian alapul6 in-vitro nukleinsavszekvencia detektalo teszt, amely
képes kvantitativan kimutatni a human szévetminta genomi DNS-ébél az
NRAS gén 12-es, 13-as és 61-es kodonjat érinté mutaciokat.

A therascreen NRAS Pyro Kit altal a klinikusok olyan informaciohoz juthatnak,
amivel, nagyobb val6szinlséggel ki tudjak valasztani azokat a rakbetegeket,
akiknél hatasos lehet az anti-EGFR terapia. In-vitro diagnosztikai hasznalatra.

Csak a PyroMark® Q24 rendszeren hasznalhatd. A PyroMark Q24 rendszer az
alabbiakat tartalmazza:

B PyroMark Q24 készllék és PyroMark Q24 MDx készilék.

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

B PyroMark Q24 szoftver (2.0) és PyroMark Q24 MDx szoftver (2.0).

A termék olyan szakemberek, példaul technikusok és orvosok szamara
ajanlott, akik képzettséggel rendelkeznek az in-vitro diagnosztikai
folyamatokban, a molekularis biologiai technikakban és a PyroMark Q24
rendszer hasznalataban.

Osszefoglalas és magyarazat

A therascreen NRAS Pyro Kit a human NRAS gén 12-es, 13-as és 61-es
kodonjat érintdé mutacidk kvantitativ mérésére hasznalhaté.

A kit két kétféle vizsgalatot biztosit (1. Abra): az egyik detektalja a mutaciokat
a 12-es és 13-as kodonok esetében, a masik detektalja a mutaciokat a 61-es
kodon esetében

A két régio kulon-kulon keral amplifikdlasra a PCR soran és ezutan torténik a
meghatéarozott tertiletek szekvenaladsa. A meghatarozott poziciok koruli
szekvencidk normalizalasi és referencia csucsként szolgalnak a minéségi és
mennyiségi értékeléséhez.

FP Seq

) — GTT GGG AAA AG
Codons 12 and 13

!

RPB
FP Seq
) —> [CAAIGAA GAG

Codon 61

)

RPB

1. Abra. Az NRAS assay illusztracioja. A szekvencia a vad tipust minta analizalt
szekvencidjat jeloli. FP: Forward PCR primerek; RPB: Reverse PCR primerek (a B jeldli a
biotinilaciot); Seq: Szekvenald primerek.
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A szekvenalds mindkét vizsgéalat soran forward iranyba torténik

A termék minden vizsgéalathoz tartalmaz egy PCR primer mixet és egy
szekvenalo primert. A primerek oldat formajaban kertlnek szallitasra. Minden
fiola 24 pl primert vagy primer mix-et tartalmaz.

A folyamat alapjai

Az aldbbi munkafolyamat a vizsgalat menetét vazolja. A 12-es/13-as és 61-es
kodonokra vonatkozo, célzott PCR utan az amplikonok megkétédnek a
Streptavidin Sepharose® High Performance gydngyskon. A PCR termék
egyszalusitasa utan a szekvenald primerek kapcsolddasa kovetkezik
(annealing). A mintakat ezutan a PyroMark Q24 rendszeren analizaljuk egy
futtatasi-bedllitas file és egy futtatasi file hasznalataval. A ritka mutaciok
detektaldsahoz a “Sequence to Analyze” médosithato6 a futasok utan (lasd “6.
Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzése ”, 28. oldal).

Megjegyzés: A munkafolyamat kissé mddosult a therascreen NRAS Pyro Kit
Kézikonyv R1 revizigjahoz képest (lasd “4. Protokoll: Mintatisztitds a PyroMark
Q24-en torténd Pyrosequencing analizis elétt”, 22. oldal).

A therascreen NRAS Pyro munkafolyamat

A vizsgélat és a futtatas bedllitas: Minta el6készités
_ PCR (2. Protokoll)
Vizsgélat bedllitas (A Melléklet) '
' Immobilizacié (3. Protokoll)
\{
Futtatasi file beallitas (1. Mintak elékészitése (4. Protokoll)
Protokoll)

\/

PyroMark Q24 futtatas (5. Protokoll)

\{
A PyroMark Q24 futtatas analizise (6. Protokoll)

\;
Jegyz6konyv (Report)
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Kontrollok

A kit tartalmaz egy metilalatlan kontroll DNS-t, mint pozitiv kontrollt a PCR—hez
és a szekvenalo reakciokhoz. Ez a kontroll DNS ,vad” genotipussal
rendelkezik a kit altal vizsgalt szekvenalasi terlleteken, igy biztositja az
eredmények megfeleld értelmezését, valamint az alacsony szintlh mutacidk
azonositasat (lasd “Az eredmények értékelése ”, 30. oldal). Minden
piroszekvenalasi futas alkalmaval, vizsgalat tipusonként egy metilalatlan
kontroll DNS minta futtatasa sziikséges.

Tovabba, negativ kontrollt (DNS nélkdli) is kell tartalmaznia legalabb egy
vizsgalatnak minden PCR 6sszeméreés alkalmaval.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Biztositott anyagok

A kit tartalma

therascreen NRAS Pyro Kit (1/2-es doboz)

therascreen NRAS Pyro Kit (24) (24)
Kat. szam 971530
Reakciok szama 24
Seq Primer NRAS 12/13 24 l
Seq Primer NRAS 61 24 pl
PCR Primer NRAS 12/13 24 ul
PCR Primer NRAS 61 24 pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 pl
CoralLoad® Concentrate (koncentratum), 10x 1.2 ml
H.O 3x1.9ml
Unmethylated (metilalatlan) Control DNA, 10 ng/ul 100 pl
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therascreen pufferek és reagensek (2/2-es doboz)

therascreen pufferek és reagensek

PyroMark Binding Buffer 10 ml
PyroMark Annealing Buffer 10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml
Enzyme Mixture 1 vial
Substrate Mixture 1 vial
dATPIS 1180 pl
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Kézikdnyv 1

* Natrium-hidroxidot tartalmaz.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Szikséges, de nem biztositott anyagok

A kémiai anyagokkal hasznélata soran mindig viseljen megfelel6 laboratériumi
ruhazatot, eldobhato keszty(it és védészemuveget. Tovabbi informaciokert
olvassa el a megfeleld biztonsagi adatlapokat (SDS), amelyek a termék
forgalmazojatol szerezheték be.

B DNS izolal6 kit (lasd “DNS izolalas”, 14. oldal)
Pipették (allithatd)*

Steril pipetta hegyek (szlirével a PCR 6sszeméréshez)
Asztali mikrocentrifuga*

PCR készlléek* és hozzaill6 PCR csdvek

Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, kat. szam
17-5113-01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 (kat. szam 9001513 vagy 9001514)*

PyroMark Q24 Software (kat. szam 9019063 vagy 9019062)"

PyroMark Q24 Plate (kat. szam 979301)"

PyroMark Q24 Cartridge (kat. szam 979302)"

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kat. szam 9001515 és 9001517)*"
Plate mixer* a gyongyokon torténd immobilizalashoz

Flthetd blokk * mely képes 80°C-t biztositani

24 féréhelyes PCR plate vagy strip-ek

Strip kupakok

Nagytisztasagu viz (Milli-Q® 18.2 MQ x cm vagy ennek megfelels).

Megjegyzeés: A kitben 1évé viz elegendd a PCR-hez, a DNS
megkotéshez, az enzim mix és szubsztrat mix feloldasahoz; a tovabbi
nagytisztasagu viz a Pyromark mosé puffer, 10x-es higitasahoz
szlkseéges.

B Ethanol (70%)*

* Bizonyosodjon meg arrdl, hogy a gyarté javaslatainak megfelel6en tértént a készilék
ellen6rzése és kalibralasa.

T CE-IVD jelélésii a 98/79/EC EU-s eldirasnak megfeleléen. Minden mas termék a listdban a
98/79/EC EU-s el6iras alapjan nem CE-IVD jel6lés(.

* Ne hasznaljon denaturalt alkoholt, mely mas olyan anyagokat tartalmaz, mint a metanol és
metiletilketon.
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Ajanlott plate mixerek

Az 1. Tablazatban feltiintetett plate mixerek ajanlottak a therascreen NRAS

Pyro Kit hasznalatdhoz.

1. Tablazat. Plate mixerek, melyeket a therascreen NRAS Pyro Kit

hasznalatdhoz ajanlottak

Gyartoé Termek

Kat. szam

Thermomixer comfort
(alap készilék)

Eppendorf Thermoblock MTP-hez

Adapter plate 96 x 0.2ml-es PCR
csOvek mikrotiter plate-ek
blokkjaiba illesztéséhez

; ®
H+P Variomag~ Teleshake

Labortechnik

o Variomag Monoshake

5355 000.011

5363 000.012

5363 007.009

51410
(115 V =51410 V)

51110
(115V =51110 V)

Figyelmeztetések és ovintézkedések
In Vitro Diagnosztikai hasznéalathoz

Biztonsagi informaciok

A kémiai anyagokkal hasznalata soran mindig viseljen megfelel6 laboratériumi
ruhazatot, eldobhaté kesztylt és védészemulveget. Tovabbi informaciokért,
kérjuk, olvassa el a megfeleld biztonsagi adatlapokat (SDS). Ezek online

elérhetbek praktikus és tomor PDF formatumban a www.qiagen.com/safety

oldalon, ahol megtalalhatd, olvashatd és kinyomtathaté az SDS az egyes

QIAGEN kitekre és kit komponensekre vonatkozéan.

Az alabbi figyelmeztet6 (,H”) és ovintézkedésre vonatkozo (,P”) mondatok
vonatkoznak a(z) therascreen NRAS Pyro Kit termék 0sszetevdire.

PyroMark Denaturation Solution

@ Figyelem! Bérirritald hatasu. Sulyos szemirritdciot okoz. Fémekre
korroziv hatasu lehet. A kiomlott anyagot fel kell itatni a korulvevé

anyagok karosodasanak megel6zése érdekeben.

Az eredeti

edényben tartando. Védbkesztyl/ védbéruha/ szemveédd/ arcvedd

hasznalata kotelez6.

therascreen NRAS Pyro Kit Kézikonyv 03/2015
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PyroMark Enzyme Mixture

OO

Tartalmaz: (R*R*)-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diol; acetic acid.
Veszély! Boérirritald hatasu. Sulyos szemkarosodast okoz. SZEMBE
KERULES esetén: Tobb percig tartd 6vatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhat6. Az
Oblités folytatasa. Expozicié vagy annak gyanuja esetén: Forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. A szennyezett
ruhat le kell vetni és az ujbdli hasznalat el6tt ki kell mosni.
Védobkesztyl/ védbéruha/ szemveédd/ arcvédd hasznalata kotelezé.

PyroMark Substrate Mixture

O

Tartalmaz: acetic acid. Figyelem! Bdrirritald hatasu. Sulyos
szemirritaciot okoz. Ha a szemirritdcidé nem mulik el: orvosi ellatast
kell kérni. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznélat
el6tt ki kell mosni. Védbkesztyl/ védéruha/ szemvedé/ arcvédd
hasznalata kotelezd.

Altalanos ovintézkedések
A felhasznalonak mindig figyelmet kell forditania az alabbiakra.

B Szigoruan meg kell felelni a felhasznaloi kézikdnyv elbirasainak a
megfelel6 eredményért. A reagensek higitasa, masként, mint ahogy azt a
kézikonyv irja, nem ajanlott és a teljesitmény cstkkenését eredményezi.

B A munkafolyamat kissé modosult (lasd “4. Protokoll: Mintatisztitas a
PyroMark Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt”, 22. oldal) a
therascreen NRAS Pyro Kit Kézikdnyv R1 reviziéjahoz viszonyitva.

B Ezen termék komponensei elegendéek 24 reakcio elkészitéséhez, akar 5
fuggetlen futtatasban.

B Hasznaljon steril pipetta hegyeket szlrével (a PCR dsszeallitasahoz).

B A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok, és amplikonok) minden
mas reagensektdl kulonalléan tarolja, illetve nyissa fel €s ezeket egy
kuloénallé helységben adja hozza a reakcié keverékhez.

B Olvassza fel az 6sszes komponenst szobahémeérsékleten (15-25°C) a
vizsgalat el6tt.

B Amikor felolvadt, keverje 6ssze a komponenseket (fel-le pipettazassal,
vagy vortex-el) és roviden centrifugdlja le.

B A sikertelen eredmények nem hivatottak a mutaciés statusz megitélésére.

12
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Reagensek tarolasa és kezelése

A therascreen NRAS Pyro Kit-szallitasa 2 dobozban torténik. A therascreen
NRAS Pyro Kit (1/2-es doboz) szallitasa szarazjégen torténik. A PyroMark
PCR Master Mix, CoralLoad Koncentratum, metilalatlan kontroll DNS és
primerek tarolasa -30 és -15°C kozott kell, hogy torténjen megérkezésik utan.

A therascreen pufferek és reagensek (2/2-es doboz) tartalma: therascreen
pufferek, enzim mix, szubsztrat mix, dATPaS, dCTP, dGTP és dTTP (a
Pyroszekvenalasi analizishez sziikséges reagensek); szallitasuk jégakkuval
torténik. Ezen komponenseket 2-8°C-on kell tarolni megérkezés utan. Az
aktivitasbeli veszteség minimalizalasa érdekében, ajanlott mind az enzim
mixet, mind a szubsztrat mixet a mellékelt fiolakban tarolni.

Az Osszeallitott enzim és szubsztrat mixek legalabb 10 napig stabilak 2-8°C-
on. Az dsszeallitott enzim és szubsztrat mixek lefagyaszthatéak és a fiolaikban
tarolhatok -30 és -15°C kozott. A lefagyasztott reagenseket nem lehet kitenni
3-nal tobb fagyasztasi-kiolvasztasi folyamatnak.

Megjegyzés: A nukleotidok nem fagyaszthatok.

A therascreen NRAS Pyro Kit a lejarati datumig stabil marad, amennyiben a
fenti kondicioknak megfeleléen van tarolva.

A minta kezelése és tarolas

Minden mintat, mint potencialis fert6z6 anyagot kell kezelni.

A mintaanyag human DNS, melyet vérbél és formalin-fixalt paraffinba-
bedgyazott (FFPE) mintakbdl vontak Ki.

Heparin kezelés alatt allé6 emberekbdl szarmazo mintak nem hasznalhatéak.
Az olyan csdvekben gydjtott vermintak, melyek antikoagulansként heparint
tartalmaznak nem hasznalhatéak. A heparin befolyasolja a PCR-t.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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A folyamat

DNS izolalas

A rendszer teljesitménye az EZ1® DNA Tissue Kit és a QlAamp®DNA FFPE
Tissue Kit-ek hasznalataval lett megallapitva, amelyeket a formalinban-fixalt
paraffinba-agyazott tumor mintakb6l torténéd human DNS izolalasahoz
hasznaltak. A QlAamp DSP DNS Blood Mini Kit rendszer teljesitményének
megallapitdsa egészséges donor vérminta felhasznélasaval tortént, amelyet
részben tumor sejtekkel spike-oltak.

A therascreen NRAS Pyro Kit-hez a 2. Tablazatban lathatdo QIAGEN kitek
ajanlottak DNS tisztitasra a megjel6lt human mintatipusokbdl. Végezze el a
DNS tisztitast, a kit kézikonyvében leirt utasitasoknak megfeleléen

2. Tablazat. DNS tisztit6é kitek, melyek ajanlottak a therascreen NRAS
Pyro Kithez

Kat. szam
Mintatipus Nukleinsav izol&l6 kit (QIAGEN)
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
Paraffinba-agyazott (50) 56404
szovet
EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Vér QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit" 61104

* Kdvesse a protokollt a paraffinba-agyazott szovet hasznalatakor. Az EZ1 DNA Tissue Kitet
kombinalva kell hasznalni az EZ1 Advanced készulékkel (kat. szam 9001410 vagy
9001411) és az EZ1 Advanced DNS Paraffin Section Kartyaval (kat. szam 9018298), vagy
az EZ1 Advanced XL készilékkel (kat. szam 9001492) és az EZ1 Advanced XL DNS
Paraffin Section Kartyaval (kat. szam 9018700), vagy a BioRobot® EZ1 késziilékkel (kat.
szam 9000705, tobbé nem elérhetd) és az EZ1 DNS Paraffin Section Kartyaval (kat. szam
9015862).

T CE-IVD jelslt termék, a 98/79/EC EU-s el6irasnak megfeleléen.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi bedllitasa

Kezdés elb6tti fontos szempontok

B Hakell, a LOB megerdsithetd egy vad-tipusu mintaval, a teljes plate-nyi
eredményhez. Részleteket a CLSI Iranyelv EP17-A ,A detekcios limit
meghatarozasa és a mennyiségi limit meghatarozasa protokoll;
jévahagyott utmutat6”-ban talalhat.

Kezdés elotti teendok

B Készitsen egy Assay Setup beallitast a 41. oldal, A Melléklete alapjan. Ezt
csak egyszer kell elvégezni, a therascreen NRAS Pyro vizsgalatok elsé
futtatasa el6tt.

Procedura

1. Kattintson az ¥ ikonra az eszkdztarban.
Egy Uj futasi file-t kapunk.

2. Irjabe afutasi paramétereket (lasd “Futtatasi paraméterek”, 16.
oldal).

3. Allitsa 6ssze a plate-et, gy hogy a 12/13 kodon és a 61-es kodon
assay-ket hozzaadja a vizsgalandé mintdknak megfelelé well-ekhez.

Megjegyzés: Egy negativ kontroll mintat (DNS minta nélkil) mellékeljen
minden PCR dsszeméréskor legaldbb 1 vizsgalatban.

Megjegyzés: Mellékeljen egy metilalatlan kontroll DNS-t minden egyes
vizsgalathoz, pyroszekvenalasi futasonkeént (lasd “Kontrollok”, 7. oldal).

4. Ha afutast 6sszeallitotta és készen all a ProMark Q24 futtatasra,
nyomtasson egy listat az enzim keverék, szubsztrat keverék és
nukleotidok kivant mennyiségérdél, illetve a plate beallitasrol.
Valassza a ,,Tools” menubdl a ,,Pre Run Information”-t, majd
kattintson a < ikonra.

5. Zarja be afuttatas file-t és masolja egy pendrive-ra (a rendszer
tartozéka) Windows Explorer-t hasznalva
A nyomtatott El6futtatasi Informaciot, mintaként hasznalhatja, az
0sszemeéréshez (lasd “ 3. Protokoll: A PCR termék kotése Streptavidin
Sepharose High Performance gyéngyokhoz ”, 20. oldal).

A plate PyroMark Q24-en torténé futtatasahoz, lasd “5. Protokoll: A
PyroMark Q24 futtatasa ”, 26. oldal.
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Futtatasi paraméterek

Futtatasi név: A futés elnevezése a file mentéskor kertil megadasra.
A file atnevezésre is megvaltozik a futas elnevezése.

Milszer metodus: Véalassza a cartridge-hoz megfelel miszer
metodust, amely a futtatashoz hasznalva lesz. Lasd a
termékek mellékelt utasitasaban.

Plate ID (azonosito): Opcionalis: Adja meg a PyroMark Q24 Plate ID-jat.

Vonalkéd: Opcionalis: Adjon meg egy vonalkéd szamot a plate-
hez, vagy ha van egy vonalkéd olvasé a computerhez
csatlakoztatva, vigye az egér kurzort a ,Barcode”
szOvegdobozra (klikkeljen a dobozra) és szkennelje
be a vonalkodot.

Kit és reagens ID: Opciondlis: Adja meg a hasznalni kivant therascreen
NRAS Pyro Kit lot. szamat. A lot. szam a termék
cimkén talalhato.

Megjegyzés: Ajanlott mind a reagens és a kit ID-jait
megadni, hogy barmilyen a reagenst érinté problémat
nyomon lehessen kévetni.

Futtatasi megjegyzés: Opciondlis: Adjon meg egy jegyzetet a tartalomrol
vagy a futtatas céljarol.

Vizsgalati file-ok hozzaadésa
Ha egy assay-t egy cs6hoz szeretnénk rendelni, akkor vagy:
B Jobb-klikk a cs6re és ,Load Assay” kivalasztasa a tartalom menubél.

B A shortcut browser-ben valassza ki az assay-t majd hizza at azt a
cs6hoz.

A cs6 szin-kodos, a betdltott vizsgalatnak megfeleléen.

Adjon meg minta ID-ket és megjegyzéseket

Ahhoz, hogy megadjon minta ID-ket vagy megjegyzéseket, valassza ki a cellat
és irja be a szbveget.

Egy minta ID vagy egy megjegyzés szerkesztéséhez, vagy valassza ki a cellat
(az aktualis tartalom ki lesz valasztva) vagy klikkeljen duplan a cellara.

16 therascreen NRAS Pyro Kit Kézikbnyv 03/2015



2. Protokoll: PCR atherascreen NRAS Pyro Kit-hez
mellékelt PCR reagensekkel

Ez a protokoll a 12-es és 13-as kodonot is tartalmazo régio, illetve a 61-es
kodont tartalmazo régio PCR-es amplifikalasahoz szolgal a therascreen NRAS
Pyro kit hasznélataval.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A PyroMark Master Mix-ben talalhaté HotStarTaq® DNS polimeraz egy 15
percig tartd aktivaciés lépést igényel 95°C-on.

W Allitsa 6ssze az dsszes reakcié mixet egy, a DNS izolalastol fiiggetlen
helyen, adja a minta DNS-t a PCR-hez, elemezze a PCR terméket, vagy
készitse el a mintat piroszekvenalasi analizist megel6zéen.

B Hasznaljon eldobhaté hegyeket, melyek hidrofobikus szlréket
tartalmaznak a kereszt-szennyez6dés minimalizalasa érdekében.

Kezdés elotti teendok

B Miel6tt felnyitja a PCR primereket tartalmazé cséveket, réviden
centrifugazza le azokat, hogy tartalmuk a cs6 aljara gydljon.

W Allitsa a kontroll és minta DNS koncentraciojat 0.4-2ng/ul-re, ha
szlikséges.

Procedura

1. Olvassza fel az 6sszes szlikséges komponenst (lasd 3. Tablazat).
JOl keverje d0ssze hasznalat el6tt.

2. A 3. Tablazatban megadottak szerint készitsen egy reakciéo mixet
minden egyes PCR primer szetthez.
A reakcid mix tartalmazza az 6sszes komponenst, ami a PCR-hez
szlikséges, kivéve a mintét.

Készitsen olyan nagy mennyiségil reakcio mixet, amely nagyobb, mint a
végrehajtando PCR vizsgalatok szama.
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3. Tablazat. A reakcié mix elkészitése az egyes PCR primer mixekkel

Osszetétel Térfogat/reakcio (ul)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12.5
CoralLoad Concentrate, 10x 2.5

PCR Primer NRAS 12/13 1.0

vagy

PCR Primer NRAS 61

Viz (H,0, tartozeék) 4.0
Ossztérfogat 20.0

3. Keverje 0ssze areakcido mixet és osszon 20ul-t minden egyes PCR
csébe.

Nem sziikséges a PCR csotveket jégben tartani, mert a HotStarTagq DNS
polimeraz inaktiv szobahdmeérsékleten.

4. Adjon hozza 5ul minta DNS-t (2-10 ng genomikus DNS) az egyes PCR
csovekhez (lasd: 4. Tablazat) és jol keverje 6ssze.
Megjegyzés: Egy negativ kontrollt (DNS nélkuli) is kell tartalmaznia
legalabb egy vizsgélatnak minden PCR 6sszemérés alkalméval.

Megjegyzés: Haszndljon egy metilalatlan kontroll DNS mintat minden
egyes piroszekvenalis futtatasban (lasd “Kontrollok”, 7. oldal).

4. Tablazat. PCR készités

Osszetétel Térfogat/reakcid (ul)
Reakcié mix 20
Minta DNS 5
Ossztérfogat 25

5. Programozza be a PCR késziiléket a gyarto eldirasainak megfeleléen,

az 5. Tablazatban vazolt kondicidkat hasznalva.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Tablazat. Optimalizalt PCR protokoll

Megjegyzések
Kezdeti aktivacios 15 perc 95°C A HotStarTag DNS
lépés: polimeraz

aktivalodik ezzel a
fatési lépéssel.

3-lépéses ciklusok:

Denaturacio 20 masodperc 95°C
Feltapadas 30 masodperc 53°C
Lancépités 20 masodperc 72°C
Ciklusok szama 42

Végso extenzio: 5 perc 72°C

6. Helyezze a PCR cstveket a PCR készllékbe és inditsa el a
programot.

7. Az amplifikaci6 utan, folytassa a “ 3. Protokoll: A PCR termék kotése
Streptavidin Sepharose High Performance gyongytkhdoz ”, 20. oldal.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. Protokoll: A PCR termék kodtése Streptavidin Sepharose
High Performance gydngyodkhdz

Ez a protokoll irja le a PyroMark Q24 analizis el6tti templat DNS kikotéesét
Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare) segitségével.

Kezdés elé6tti fontos szempontok

B Tegylk lehetévé, hogy az 6sszes sziikséges reagens és oldat felvegye a
szobahdémeérsékletet (15-25 C°) miel6tt dolgozni kezdiink velik.

Procedura
1. Ovatosan rézza fel a Streptavidin Sepharose High Performance
Uvegét, amig homogén oldatot nem kap.

2. Keészitsen master mix-et a DNS kivonashoz a 6. Tablazatnak
megfeleléen. Készitsen 10%-val tobb mennyiséget, mint ami az
0sszes reakci6ohoz kell.

6. Tablazat. Master mix a DNS kikotéséhez

Osszetétel Térfogat/minta (ul)
Streptavidin Sepharose High Performance 2
PyroMark Binding Buffer 40
Viz (H,0, tartozék) 28
Ossztérfogat 70

3. Mérjen 70 pl master mix-et a 24 féréhelyes PCR plate vagy a strip
csoveibe, amelyet el6z6leg megadhat a futasi beallitasoknal (lasd “ 1.
Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi beéllitasa”, 15. oldal).

4. Adjon a 2. Protokoll alapjan készitett biotinilalt PCR termékbdl 10 pl-t
a master mix-et tartalmaz6 csévekbe, amelyeket megadott a futési
beallitasoknal (lasd “2. Protokoll: PCR a therascreen NRAS Pyro Kit-
hez mellékelt PCR reagensekkel”, 17. oldal).

A teljes térfogatnak 80 pl-nek kell lennie a master mix és a PCR termék
bemérése utan.

5. Zarjale a PCR plate-et (vagy a strip-et) strip sapkaval.
Gyb6z6djon meg réla, hogy a csdvek kdzott nincs szivargas.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. Mozgassa a PCR plate-et 5-10 percig szobahémérsékleten (15-25 C°)
1400 rpm-vel.

Ezalatt készitse el6 a PyroMark Q24 Vacuum Workstation-t a
mintatisztitashoz, a PyroMark Q24 User Manual alapjan.

7. Kozvetlenil folytassa ezzel “4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark
Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt”, 22. oldal.
Megjegyzés: A szefardz gyongyodk gyorsan llepednek. A gydngyok
kivételének kozvetlenil a mozgatést kdvetden kell megtorténnie.

Ha tobb mint 1 perc telik el a plate vagy a strip mozgatasat kovetden,
akkor ujra 1 percig mozgatni kell a gydngyodket a kifogasuk elétt.
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4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark Q24-en torténé
Pyrosequencing analizis el6tt

A PyroMark Q24 Pyrosequencing analizis el6tt ez a protokoll irja le az
egyszalu DNS el6készitését és a szekvenald primer templattal torténd
0sszekapcsolasat.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A szekvenalé primereket tartalmazé csovek kinyitasa el6tt roviden
centrifugalja le azokat, hogy a tartalom a csé aljara keruljon.

M Adja a 2 kiilénb6z6 szekvenald primer-t azonos mdédon, mint ahogy
meghatarozta azt a futasi beallitasban (lasd “ 1. Protokoll: A PyroMark
Q24 rendszer futasi beallitdsa”, 15. oldal), az analizalni kivant régiotol
fliggben (kodon 12 és 13, vagy kodon 61).

B A munkafolyamat kissé médosult a therascreen NRAS Pyro Kit Handbook
R1 modositasahoz képest (18. I1épés). A 80 C°-os melegitést kdvetden ne
roviditse le a minta kihUlési idejét.

B Rendszeresen végezze el a sz(ir6 filterek funkcié tesztjét a PyroMark Q24
User Manual alapjan és ha kell cserélje ki a szir6 filtereket.

Kezdés elotti teendok

B Helyezze a PyroMark Q24 Plate Holder-t egy 80 C°-ra elémelegitett
thermoblokkra a 17. Iépésnél. Hagyja a masodik PyroMark Q24 Plate
Holder-t szobahémérsékleten (15-25 C°) a 18. Iépéshez.

M A PyroMark Wash Buffer 10x-es koncentratum. Elsé hasznalat el6tt
higitsa 1x-es oldatta, ugy hogy adjon 225 ml nagytisztasagu vizet 25 m|
10x-es PyroMark Wash Buffer-hez (végtérfogat 250 ml).

Az 1x-es, hasznalatra kész PyroMark Wash Buffer oldat 2—8°C-on
eltarthat6 a jelzett lejarati idbig.

Procedura

1. Higitson elegendd mennyiséget az egyes szekvenal6 primerekbdl
Seq Primer NRAS 12/13 és Seq Primer NRAS 61 a PyroMark Q24
Annealing Buffer-t hasznélva a 7. Tablazat szerint.

Higitson nagyobb mennyiséget a szekvenald primerekbdl, mint amennyi
az 0ssze minta szekvenalashoz szikséges lenne (mintdk szama + egy
extra).
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7. Tablazat. Példa a szekvendalo primerek higitasara

) Térfogat/minta Térfogat
Osszetétel () 9 + 1 reakcidra (ul)
Seq Primer NRAS 12/13

vagy 0.8 8

Seq Primer NRAS 61

PyroMark Annealing 24.2 242

Buffer

Ossztérfogat 25 250

2. Tegyen 25 pl-t a higitott szekvenal primer-bél a PyroMark Q24 Plate
egyes csoveibe a futasi beallitasoknak megfeleléen (lasd “ 1.
Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi bedllitasa”, 15. oldal).

Tartsa az egyik PyroMark Q24 Plate Holder-t (tartozék a PyroMark Q24
Vacuum Workstation-nak) szobahémérsékleten (15-25 C°) és hasznalja
tartoként, a plate el6készitése és mozgatasa soran.

3. Helyezze a 3. Protokoll alapjan el6készitett PCR plate-et (vagy strip-
et) és a PyroMark Q24 Plate-et a munkaasztalra (2. Abra).

2. Abra. A PCR plate (vagy strip) és a PyroMark Q24 Plate elhelyezése a vakuum
munkaasztalon.

4. A vakuum bekapcsolasaval hozzon létre vakuumot az eszkézben.

5. Ovatosan eressze le a sziir6 szondakat a PCR plate-be (vagy strip-
be), hogy 0sszegyiijtse a templat DNS-sel kotésben lévé gyongyoket.
Tartsa a szondakat itt 15 masodpercig. Ovatosan emelje fel a vakuum
fejet.
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Megjegyzeés: A szefardéz gyongyok gyorsan ulepednek. A gydngyok
kivételének kbézvetlenll a mozgatast kdvetden kell megtorténnie.

Ha tobb mint 1 perc telik el a plate vagy a strip mozgatasat kovetben,
akkor ujra 1 percig mozgatni kell a gyongyoket a kifogasuk elétt.

6. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, 70%-o0s etanolt tartalmaz6 kadba (2.
Abra). Oblitse a sziir6 szondakat 5 masodpercen keresztiil.

7. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, Denaturation Solution-t tartalmazo
kadba (2. Abra). Oblitse a sziiré6 szondakat 5 masodpercen keresztiil.

8. Helyezze a vakuum fejet az 50 ml, Wash Buffer-t tartalmazo kadba (2.
Abra). Oblitse a sziiré szondakat 10 masodpercen keresztiil.

9. Emelje fel a vakuum fejet, majd 5 masodpercig dontse hatra, a
fligg6leges 90°-on tul, hogy a folyadek lecsurogjon a sziiré
szondakbol (3. Abra).

3. Abra. A vakuum fej hatradontése, a fiiggdleges 90°-on tul.

10. Mik6zben a vdkuum fejet a PyroMark Q24 Plate folé tartja zarja le a
vakuum kapcsolot az eszk6zon (Off).

11. Oldja le a gyongyoket a PyroMark Q24 Plate-be, Ugy hogy engedje a
sz(iré szondakat a higitott szekvenal6 primer-be, majd 6vatosan
mozgassa az eszk6zt egyik oldalrél a masikra.

Vigyazzon, nehogy felsértse a PyroMark Q24 Plate felszinét, megkarcolva
azt a szr6 szondakkal.

12. Helyezze a vakuum fejet nagytisztasagu vizet tartalmazé kadba (2.
Abra) és mozgassa azt 10 masodpercig.

13. Nagytisztasagu vizbe meritve (2. Abra) és vakuumot alkalmazva
mossa at a sziiré szondakat. Oblitse a szondakat 70 mi
nagytisztasagu vizzel.

14. Emelje fel a vdkuum fejet, majd 5 masodpercig dontse hatra, a
fuggoleges 90°-on tul, hogy a folyadék lecsurogjon a sziir6
szondakbol (3. Abra).

15. Zarja le a vdkuum kapcsolot az eszk6zoén (Off) és helyezze vakuum
fejet a Parking (P) pozicidba.

16. Kapcsolja ki a vAkuum pumpat.
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Megjegyzés: A munkanap végén kidobhatja a keletkezett folyékony
hulladékot és a megmaradt oldatokat, valamint ellenérizheti, hogy maradt-
e por illetve folyadék altali szennyezédés a PyroMark Q24 Vacuum
Workstation-on, lasd B Melléklet, Fehler! Textmarke nicht definiert..
oldal.

17. Az eldmelegitett PyroMark Q24 Plate Holder segitségével melegitse
fel a mintdkat tartalmaz6 PyroMark Q24 Plate-et 2 percig 80 C°-ra.

18. Vegye le a PyroMark Q24 Plate-et a meleg plate tartorol és helyezze a
masik PyroMark Q24 Plate Holder-re, ami szobahémérsékleten (15-25
C°) volt tartva és hagyja, hogy a mintak 10-15 perc alatt
szobahémérsékletiire hiiljenek.

19. Folytassa ezzel “5. Protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa ”, 26. oldal.
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5. Protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa

A protokoll leirja a PyroMark Gold Q24 reagensek el6készitését és betoltését
a PyroMark Q24 Cartridge-ba, valamint egy PyroMark Q24 futas elinditasat és
leallitasat. A futtatas beallitasarol részletes leirast a PyroMark Q24 User
Manual-ban talal.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A Pre Run informacids riport, ami a futasi beallitasoknal a ,Tools”
meniben talalhatd (lasd “ 1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi
bedllitAsa”, 15. oldal), informacioét ad arrél, hogy mennyi nukleotid, enzim
és szubsztrat puffer szikséges egy specifikus futashoz.

Kezdés elotti teendok

B Kapcsolja be a PyroMark Q24 készuléket. A bekapcsol6 gombot a
készilék hatso oldalan taldlja.

Procedura

1. Oldjafel afagyasztva-szaritott enzim és szubsztrat mixeket is 620 pl
vizben (H,0, tartozék).

2. Az 0sszekeveredés erdekében forgassa meg Ovatosan a csovet.
Ne vortexelje!
A biztos beoldédas érdekében hagyja a csovet szobahémérsékleten (15-
25 C°) 5-10 percig. Gy6z6djon meg rola, hogy az oldat ne legyen zavaros,

miel6tt a PyroMark Q24 Cartridge-ba t6lti. Ha nem hasznalja fel azonnal a
reagenseket, tegye jégre* vagy hitébe.

3. Biztositsa, hogy areagensek és a PyroMark Q24 Cartridge elérje a
kornyezeti hdmérsékletet (20-25 C°).

4. Forditsa a PyroMark Q24 Cartridge-ot a cimkés oldalaval magafelé.

5. Toltse fel a PyroMark Q24 Cartridge-ot a sziikkséges mennyiség(i
nukleotidokkal, enzim és szubsztrat mixekkel a 4. Abranak
megfelelden.

Vigyazzon, hogy ne keruljon buborék a cartridge-ba a pipettazaskor.

* Amikor vegyszerekkel dolgozik, mindig viseljen megfelel6 kdpenyt, eldobhaté gumikeszty(it
és véddszemiuveget. Tovabbi informaciokért olvassa el a megfeleld biztonsagi adatlapokat
(SDS), amelyek a termék forgalmazéjatol szerezhetdk be.
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4. Abra. A PyroMark Q24 Cartridge feliilnézeti képe. A jeldlések az egyes reagens
tarté csdveknek megfeleléek. A futasi beallitasok , Tools” menijében talalhaté Pre Run
informacios riport alapjan, mérje be a megfelel6 mennyiségi enzim mix-et (E),
szubsztrat mix-et (S) és nukleotidokat (A, T, C, G).

6. Nyissa ki a cartridge kaput, helyezze be a feltoltott reagens cartridge-
ot a jelzett oldalaval kifele. Tolja be teljesen a cartridge-ot, majd
nyomja le.

7. Biztositsa, hogy a vonal legyen lathaté a cartridge el6tt és zarja a
kaput.

8. Nyissa ki a plate-tarto keretet és helyezze a plate-et a flithetd blokkra.

9. Zarja aplate-tarto keretet és a készilék fedelét.

10. Tegye a futasi file tartalmu USB eszkozt a készulék elején 1évé port-
ba.

Megjegyzés: Ne vegye ki az USB eszkdzt a futas befejezése elbtt.

11. Valassza a ,,Run” parancsot a fomeniiben (az érintoképerny a és «
gombjaival), majd nyomja meg az ,,OK”-t.

12. Valassza ki a futéasi file-t az érintéképernyé a és v gombjaival.
Megjegyzés: A mappa tartalmanak megtekintéséhez valassza ki a mappét
€s nyomja meg a ,Select’-et. Az el6z6 nézethez nyomja meg a ,Back”-ot.

13. Ha kivalasztotta a futasi file-t, a futas elinditasahoz nyomjon ,,Select”-
et.

14. Ha a futas befejez6dott és a késziilék megerdsitette, hogy a futasi
file-t az USB eszkodzre mentette, nyomjon ,,Close”-t.

15. HGzza ki az USB eszkdzt.
16. Nyissa fel a készulék fedelét.

17. Nyissa ki a cartridge kaput és vegye ki a reagens cartridge-ot, ugy
hogy el6szor emelje fel, majd huzza kifele.

18. Zéarja a kaput.
19. Nyissa ki a plate-tarto keretet és vegye ki a plate-et a fiithetd blokkrol.
20. Zarja le a plate-tarto keretet és a készllék fedelét.

21. Dobja ki a plate-et és tisztitsa ki a cartridge-ot a mellékelt
terméklapon talalhaté utasitasok alapjan.

22. Elemezze a futast a “6. Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzése ”, 28.
oldal alapjan.
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6. Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzeése
A protokoll leirja a NRAS futas mutécié elemzését a PyroMark Q24 szoftverrel.

Procedura

1. Helyezze be a szamitégép USB portjdba a feldogozott futasi file-t
tartalmazé USB eszko6zt.

2. Windows Explorert hasznélva helyezze el a futasi file-t a
szamitogépen.

3. Nyissa meg a futési file-t a PyroMark Q24 Software AQ mddjaban,
ugy hogy a ,,File” menubél kivalasztja az ,,Open”-t, vagy ugy hogy
kettot klikkel a file-ra (@)az egyszeriisitett keresében.

4. Ellendrizziik, hogy az A-csucs redukcios faktor (Analysis Parameters
ful a Analysis Setup ful alatt) 0.86-ra van beallitva az NRAS Codon
61-es vizsgalathoz.

5. Hogy analizaljuk a futtast és legyen egy 6sszképlink az
eredményekrdl klikkeljink az egyik analizis gombra.

OW Minden well analizalasa
0@@ Csak a kivalasztott well analizalasa.

Az elemzett eredmények (allél frekvenciak) és a minéségbiztositas a
Pyrogram® vonal variabilis pozici6ja felett lathatd. Tovabbi informacioért
kérjuk, nézze meg a PyroMark Q24 kézikdnyvet.

6. Riportkészitéshez valassza az ,,AQ Full Report”-ot vagy az ,,AQ
Analysis Results”-ot a ,,Reports” meniiben.

A leggyakoribb mutaciok mind a harom vizsgalt NRAS kodonra a 35.
nukleotidnal (masodik bazis a 12. kodonban), a 38. nukleotidnal (masodik
bézis a 13. kodonban) valamint a 182. nukleotidnal (mésodik béazis a 61.
nukleotidnal) talalhatoak. Ezért a standard ,Sequence to Analyze”-a, amit
meghatarozott az Analysis Setup-ban, felismeri a mutaciokat ebben a
poziciéban (lasd A Melléklet, 41. oldal). Ha a minta tartalmaz egy
mutaciot a 34., a 37., a 181., vagy a 183. nukleotidnél, a ,Sequence to
Analyze” atirhato ugy, hogy elemezze a mutaciét ebben a pozicioban is,
ahogy az A Melléklet irja.

A human NRAS gén 12/13 kodon és 61 kodon mutaciok gyakorisaganak
naprakész adatai elérhetéek a Sanger Institute honlapjarol:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Megjegyzeés: Az értékelheté eredményekhez ajanlott a 30 RLU alatti
egyes csucsmagassag. A vizsgalat beallitasnal legyen 30 RLU a
,megfelel6 minéség csucsmagassaga” (PyroMark Q24 User Manual és A
Melléklet).
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Megjegyzeés: Az allélkvantifikalas értékelésére és dokumentalaséara az
,AQ Analysis Results”-ot kell hasznalni. A szamok a Pyrogram-ban
kerekitett értékek €s nem mutatnak pontos kvantifikaciot.

Megjegyzeés: A Pyrogramot mindig 6ssze kell vetni a hisztogrammal,
amely egy jobb-klikkel el6hivhaté a Pyrogram ablakbdl. A mért csucsnak
egyeznie kell a hisztogram oszlop magassagaval.

A 35., a 38. nukleotidnal vagy a 182. nukleotidnél detektalhato
mutaciét nem mutaté mintak, vagy ,,Check” illetve ,,Failed” minéségii
mintak Ujboli elemzése.

Kiemelten ajanlott elemezni minden mintat, amelyben nem mutatott ki
mutaciot a standard ,Sequence to Analyze” a 35., a 38. vagy a 182.
nukleotidban, valamint azokat a mintakat amelyek ,Check” vagy ,Failed”
min&ségi értéket kaptak. A ,Check” vagy ,Failed” minéségi érték utalhat
mutaciora a 35., 28. és a 182. nukleotidhoz képest eltéré pozicidkban,
cslcsmagassag eltéréseket okozva a referencia diszpenzacioknal. Példaul
egy csucs megjelenése az elsd harom diszpenzacio soran a 12/13-as
kodonban azt mutatja, hogy a 34. nukleotidnal (12. kodon) mutéacié van.

Ujboli elemzéshez és a 34., 37. nukleotid mutacidinak detektalasahoz az
»<Analysis Setup”-ban valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze”-t
GNTGNTGTTGGGAAAAGC-r8l NGTNGTGTTGGGAAAAGC-re. Klikkeljen
az ,Apply’-ra, majd a ,To All’-ra, ha az ,Apply Analysis Setup” ablak
megjelenik.

Ujboli elemzéshez és a 181. nukleotid mutacidinak detektalasahoz
valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze” beallitasanal a kovetkez6
szekvenciat: CNAGAAGAGTA, erre: VAAGAAGAGTA

Ujboli elemzéshez és a 183. nukleotid mutacidinak detektalasahoz
valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze” beallitasanal a szekvenciat,
erre: CANGAAGAGTA. Klikkeljen az ,Apply’-ra, majd a ,To All’-ra, ha az
LApply Analysis Setup” ablak megjelenik.

Megjegyzes: A ,Sequence to Analyze” megvaltoztatasa utan biztositsa,
hogy az egy csucsnyi kiiszobértek magassag legyen beallitva 30 RLU-ra.

Megjegyzés: Ha a mért csucsok nem egyeznek a hisztogram oszlop
magassagaval, nem magyarazhatok ritka vagy varatlan mutécioval, akkor
ez nem lehet alapja a mutacios statusz megitélésének. Futtassa Ujra a
mintat.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
therascreen NRAS Pyro Kit Kézikonyv 03/2015 29



Az eredmények értékelése

Az analizis eredményeinek értekelése és az alacsony-
szintli mutacidk detektalasa

Az 6sszehasonlitas, valamint a hattér szint ellenérzése miatt kiemelten ajanlott
metilalatlan kontroll DNS vizsgalata minden futas alkalmaval. A mért
gyakorisag a kontroll minta esetén kisebb vagy egyenld, mint az Gres minta
hatarértéke (LOB).

Minden mintat meg kell vizsgalni a detekci6 hatarértékével kapcsolatban
(LOD, lasd 8. Tablazat) és a kovetkezéképpen kell értékelni.

B Mutacios gyakorisdg < LOD: Vad tipus

B Mutacios gyakorisag =2 LOD és < LOD + 3% egység: Lehetséges
alacsony-szintli mutacié

B Mutacios gyakorisdg > LOD + 3% egység: Mutacio

A jelzett, lehetséges, alacsony gyakorisagu mutaciét hordozé mintak csak
akkor tekinthetéek pozitivnak, ha konfirmaltuk egy metilalatlan kontroll DNS
minta duplikalt Gjrafuttatasaval. Mindkét duplikatum eredménye = LOD és
nem egyezik a kontroll mintaval. Egyéb esetben vadtipusként kell kezelni.

A LOB feletti gyakorisag a kontroll mintaban, egy altalanosnal magasabb
hattérszintet ad az adott futas soran, amely az allélkvantifikalasra lehet
hatassal, kulondsen alacsony mutéacios szinteken. Ekkor a gyakorisag LOD (8.
Tablazat) és LOD+3% egység kdzotti és nem lehet alapja a mutéciés statusz
elbiralasanak. Futtassa Ujra a mintat egy lehetséges alacsonyszint
mutacioval.

Megjegyzés: Tumoros beteg esetében egy kezelési dontés sosem alapulhat
csupan az NRAS mutacios statuszan.
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8. Tablazat. A LOB és LOD értékek meghatarozzak a specifikus mutaciot

Nukleinsav Aminosav LOB LOD COSMIC
csere csere (% egyséqg) (% egyséqg) ID* (V42)

kodon 12 (GGT)

AGT G12S 1.4 3.4 563
TGT G12C 0.6 2.5 562
CGT G12R 0.4 2.4 561
GAT G12D 1.8 3.8 564
GTT G1l2v 3.8 8.8 566
GCT G12A 0.5 2.5 565
kodon 13 (GGT)

AGT G13S 1.2 3.2 571
TGT G13C 1.2 3.2 (4)7 570
CGT G13R 0.3 2.3 569
GAT G13D 0.8 2.8 573
GTT G13V 0.0 2.0 (5)" 574
GCT G13A 0.8 2.8 575
kodon 61 (CAA)

AAA Q61K 4.1 6.7 580
CGA Q61R 0.8 2.2 584
CTA Q61L 0.7 2.1 583
CAT Q61H 0.4 1.8 585
CAC Q61H 54 8.0 586
CAG Q61Q 2.1 5.8 587

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer értékei, elérhet6 a Sanger Institute
honlapjarél: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
TA legalacsonyabb mutacids szint a mintaban = LOD gyakorisagot eredményez.
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Reprezentativ eredmények
Reprezentativ Pyrogram eredmények a 5-9. Abrakon.
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5. Abra. Pyrogram lenyomat, a 12-es és 13-as kodonra vad genotipust hordoz6 minta
elemzését kovetden.
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6. Abra. Pyrogram lenyomat, a 61-es kodonra vad genotipust hordozé minta elemzését
kovetéen.
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7. Abra. Pyrogram lenyomat, a 12-es kodon, 2-es bazisanal GGT-> GAT mutaciot
hordozé minta elemzését kovetéen (a 35. nukleotid nyillal jelolt) a ,,Sequence to
Analyze”-al GNTGNTGTTGGGAAAAGC.
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8. Abra. Pyrogram lenyomat, a 12-es kodon, 1-es bazisanal GGT> TGT mutéciot
hordozé6 minta elemzését kovetéen (a 34. nukleotid nyillal jel6lt), ahol a “Sequence to
Analyze” GNTGNTGTTGGGAAAAGC a 12-es kodon 2-es baziséat célozza (35.
nukleotid). A piros szin jeldli, hogy ez a szekvencia nem vart és ellenérzést igényel.
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9. Abra. Pyrogram lenyomat és eredmény, a 8. Abra mintajanak ujra torténé elemzését
kovetéen. A GGT-> AGT mutécio Ujra lett elemezve a “Sequence to Analyze”
NGTNGTGTTGGGAAAAGC altal a 12-es kodon 1-es bazisat célozva (34. nukleotid).
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Hibaelharitasi utmutato

Ez a rész segithet megoldani a felmerulé problémakat. Tovabbi informaciokért
lasd a Technical Support Center Gyakran Ismételt Kérdések lapjat:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN Technical Services kutatoi
mindig 6rommel valaszolnak barmilyen kérdésére, akar informaciokkal vagy
protokollokkal kapcsolatban ezt a kézikonyvet illetéen, akar a sample and
assay technologies témakérben (elérhetéségeket a hatoldalon talal, vagy
latogasson el a: www.giagen.com-ra).

Megjegyzés: A készlilékre vonatkozé altalanos hibaelharitast a PyroMark Q24
User Manual-ban talalja.

Megjegyzések és javaslatok

Jel a detektalasa a templat nélkuli mintaban (negativ kontroll)

a) Csovek kozotti Egy cso jele detektalhaté a szomszédos
keresztzaj cs6ben. Kerulje el, hogy nagy jelintenzitasu
minta kerlljon a templat nélkuli minta mellé.

b) PCR szennyez6dés Hasznaljon steril, szlrés pipetta hegyet. Tarolja
€s csomagolja a mintakat, a kontrollokat és az
amplikonokat kilén a PCR reagensektél.

Gyenge vagy varatlan szekvenciak

a) Gyenge minéségl Az alacsony min6ségi genomi DNS okozhatja a
genomi DNS PCR sikertelenségét. A PCR mintak
vizsgalatdhoz hasznaljon elektroforézis
technikat (pl.: QlAxcel® rendszert, vagy agardz
gélelektroforézist).

,Check” vagy ,,failed” eredmény

a) Alacsony PCR 0sszemérés- vagy Pyroszekvenalas el6tti
csucsmagassag mintapreparalas soran bekdvetkezd hiba
eredmeényez alacsony csucsokat. Végezzen
funkcio tesztet a szlré szondakkal és cserélje ki
ha kell.

,Check” figyelmeztetéskor figyelmesen vesse
0ssze a Pyrogram-ot a hisztogrammal, amely
egy jobb-klikkel el6hivhaté a Pyrogram ablakbal.
Ha a mért csucs megegyezik a hisztogram
oszlop magassagaval az eredmény érvenyes.
Mas esetben javasolt Ujra futtatni a mintat.

b) Mutécio nem talalhatd  Allitsa be a sequence to analyze-t a vizsgalati
a ,Sequence to beallitasban (lasd A Melléklet, 41. oldal) és
Analyze” soran elemezze Ujra a futést.
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Megjegyzések és javaslatok

c) Varatlan ritka mutacié A ,Check” vagy ,failed” minéség értékelést
okozhat egy nem vart csucs mintazat. Ez
jelezhet egy varatlan mutaciot, amely nem lett
elemezve a plug-in report altal. Ezek a mintak
analizalhat6ak manualisan a PyroMark Q24
Software hasznalataval, a nem vart
mutacioknak megfeleléen.

d) Nagy csucsmagassag A Pyrogram-ot figyelmesen dssze kell vetni a

eltérésre vonatkozo hisztogrammal, amely egy jobb-klikkel
figyelmeztetés egy eléhivhat6 a Pyrogram ablakbol. Ha a mért
diszpenzaciénal csucsok nem egyeznek a hisztogram oszlop

magassagaval és nem magyarazhatoéak ritka
mutaciokkal, javasolt Ujra futtatni a mintat.

Magas hatter

a) A nukleotidok nem Téarolja a nukleotidokat 2-8 C° kdzott. A -15 és
megfeleld tarolasa -25 C° kozotti tarolas héattér ndvekedését okoz.

b) A mintak Hagyja a mintdkat a PyroMark Q24 Plate
Pyroszekvenalasi Holder-en szobahémérsékleten (15-25 C°) 10-
analizis el6tti tul rovid 15 percig. Ne roviditse le a hitési id6t.
hitése

c) A cartridge Ovatosan tisztitsa a cartridge-ot, a
szennyezddése terméklapnak megfeleléen. Tarolja a cartridge-

ot portdl és fénytél védve.
Nincs jel a pozitiv kontrollban (metilalatlan kontroll DNS)

a) Elégtelen enzim vagy  Biztositsa a PyroMark Q24 Cartridge feltbltését

szubsztrat mix a a ,Tools” menuben talalhato ,Pre Run
csovekben Information”-nak megfelel6en.

b) A reagenseket nem Készitse el6 a PyroMark Q24 Gold reagenseket
megfelel6en tarolta az "5. Protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa “,
vagy higitotta 26. oldal alapjan.

c) PCR vagy minta PCR 6sszemérés-, PCR késziilék programozas-
preparalasi hiba vagy Pyroszekvenalas el6tti mintapreparalas

soran bekovetkez6 hiba kdvetkezmeénye, hogy
nincs jel. Végezzen funkcio tesztet a szlirdé
szondakkal a PyroMark Q24 User Manual
alapjan és cserélje ki ha kell. Ismételje meg a
PCR-t és a Pyroszekvenalasi elemzeést.
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Minoségellendrzés

A QIAGEN ISO-minésitett Min6ség Menedzsment Rendszere szerint, a
therascreen NRAS Pyro Kit minden lot. szamara tesztelve van az elére
meghatarozott specifikaciokra, hogy biztositsak a folyamatos termék
mindséget.

Korlatozasok

A diagnosztikai eredményeket eértelmezni kell mas klinikai és laboratoriumi
leletekkel kapcsolatba.

A felhasznal6 felels az dsszes laboratériumban hasznalt folyamat validalt
teljesitményéért, amelyeket a QIAGEN teljesitmény vizsgalata nem fed le.
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Teljesitmény jellemzok

Az Ures minta hatarértéke és a detektalas hatara

Az Ures minta hatérait (Limit of blank — LOB), illetve a detektalasi hatarokat
(Limit of detection — LOD) szamos mutaciora meghataroztak plazmid
keverékek segitségével (9. Tablazat). Mind a LOB, mind a LOD a
Laboratoriumi Szabvanyok Intézet (CLSI) EP17-A Iranyelve ,A detektalasi
hatarok és kvantifikalasi szabalyok meghatarozaséara vonatkozé protokoll;
mindsitett iranyelv’—ben leirt ajanlasok alapjan lettek meghatarozva. a és 3
hibak (hibas negativ és hibas pozitiv) lettek 5%-ra beallitva.

A LOB értékek a vad tipusu mintaval kapott mért frekvenciat fejezik ki. A LOD
értékek a legalacsonyabb pozitivnak minésithet6 jelet (mért frekvencia)
képviselik egy adott mutaciora.

GGT =2 TGT és GGT = GTT mutacié a 13-as kodonban

Ennél a mutacional, az Ures mérések konzisztensen kdzel voltak a 0 %
egységhez egy nem Gauss-eloszlast eredményezve. LOD igy egy masik
modszerrel lett meghatarozva a CLSI EP17-A Iranyelv alapjan. 2% egységre
lett beallitva a legalacsonyabb jel az alapvonal felett, amely jelzi a mutécid
(LOD) jelenlétét ezekben a pozicidokban, ami egyértelmlen az Ures mérés 95-
dik szazaléka felett van. Amikor egy olyan mintat elemeztiink, amelynek a
mutacios szintje a 9. tablazat zarojeles részével megegyez6 mutacios szintd,
az eredmények 95%-a (n=72) olyan jelet szolgaltatott, amelyet pozitivhak
lehetett mindsiteni (=LOD).

therascreen NRAS Pyro Kit Kézikonyv 03/2015 37



9. Tablazat. LOB és LOD értékek meghatarozzak a specifikus mutaciot

Nukleinsav Aminosav LOB LOD COSMIC
csere csere (% egyseéqg) (% egyseéq) ID* (VA7)

kodon 12 (GGT)

AGT G12S 14 3.4 563
TGT G12C 0.6 2.5 562
CGT G12R 0.4 2.4 561
GAT G12D 1.8 3.8 564
GTT G1l2v 3.8 8.8 566
GCT G12A 0.5 2.5 565
kodon 13 (GGT)

AGT G13S 1.2 3.2 571
TGT G13C 1.2 3.2 (4)T 570
CGT G13R 0.3 2.3 569
GAT G13D 0.8 2.8 573
GTT G13V 0.0 2.0 (5)1 574
GCT G13A 0.8 2.8 575
kodon 61 (CAA)

AAA Q61K 4.1 6.7 580
CGA Q61R 0.8 2.2 584
CTA Q61L 0.7 2.1 583
CAT Q61H 0.4 1.8 585
CAC Q61H 54 8.0 586
CAG Q61Q 2.1 5.8 587

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer értékei, elérhet6 a Sanger Institute
honlapjarél: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
* A legalacsonyabb mutéciés szint a mintaban = LOD gyakorisagot eredményez.

Megjegyzeés: Az ertekek meghatarozasdhoz olyan futtatasok lettek alapul
véve, amelyekben a vadtipust vagy mutalt szekvenciat hordozé plazmid
keverékek szolgaltak templatként a PCR amplifikaciéhoz.

Javasolt, hogy a metddus teljesitményt konfirmaljuk a laboratériumban.
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Linearitas

A lineritas meghatarozasanal a vadtipust vagy mutans szekvenciat hordozo
plazmidok lettek 6sszekeverve a 12 és 13 kodon GGT>GAT mutacidk
esetében valamint a 61 kodon CAA>CGA esetében. A plazmidok, kiilénb6zé
mennyiségekben lettek 0sszekeverve, annak érdekében, hogy a kovetkez6
négy mutacios szinteteket adjak (5, 10, 30, és 50%). Az egyes keveréket
harom kalénb6zd LOT szamu therascreen NRAS Pyro kit-el elemezték harom
Pryoszekvenalo futassal, mindet harom ismétléssel.

Az eredmények (n=9 minden egyes mutacios szintben) meghatarozasa a CLSI
EP6-A Iranyelve ,Kvantitativ mérési folyamatok linearitasanak becslése:
statisztikai megkozelités; jévahagyott iranyelv’—ben leirtaknak megfelel6éen
tortént és az Analyse-it® Software v.2.21—el (Analyse-it Software, Kft., UK)
lettek kielemezve és a 10. Abran vannak bemutatva a 12 kodon GGT>GAT
mutaciora.

Az eredmények linearisak voltak egy megengedett 5% egység nem-
linearitasban a tesztelt 5-50% mutéacioés szint tartomanyban. Hasonlo
eredményt kaptunk

N w N (6, ] [ N
o o o (@) o o
1 1 1 1 1 1
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% measured frequency (% units)
o
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% mutated plasmid (based on OD,4)
10. Abra. A 12. kodon GGT = GAT mutéacidjanak linearitasa

Precizio

A preciziés adatok altal meghatarozhatjuk a vizsgalatok teljes variabilitasanak
Osszegét. Harom kulonboz6 szinten lett meghatarozva a fent emlitett plazmid
keverekekkel, harom ismétléssel.
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A folyamatossagot (assay-kozti és batch-kozti variabilitas) a linearitas
meghatarozasara szélgald adatok alapjan szamoltak ki (harom futas
ugyanazon a napon a therascreen NRAS Pyro Kit harom kilénb6zé LOT-
javal). A kozbensé precizid (inter-laboratorium variabilitas) harom kulonb6z6
napon, harom kulonbo6zé futtasban lett meghatarozva egy laboron bell,
valtakoz6 operatorral. A PyroMark Q24 készuléken folytak a vizsgalatok és a
therascreen NRAS Pyro Kit-ek LOT-jaival. A reprodukalhatésag (inter-
laboratorium variabilitas) két kilonboz6 futasbdl lett kiszamolva egy kulsé és
egy belsd laboratériumba a therascreen NRAS Pyro Kit kilonb6zé LOT-jaival.

A precizios becslések a mért mutacios frekvenciak szorasabol vannak
kifejezve % egységben (10. tablazat). A folyamatossag, a kdzbensd precizio,
és a reprodukalhatésag a GGT>GAT mutéacié 12 kodonjaban 1.2-1.9, 1.0-2.0
volt, és 1.3-3.1 % egyseég, egyenkeént, a mért 5-50% mutacios szinten.
Hasonlo eredmények szilettek a GGT>GAT mutaciokra a 13 kodonban és a
CAA>CGA —re a 61 kodonban.

Kozbensd
% mutalt Folyamatossag precizié Reprodukalhatésag
plazZmid?  Atlag  SD Atlag  SD Atlag SD
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 3.1

* Minden adat % egységben.
T OD,go mérések alapjan. SD: Szoras. (n=9 a folyamatossdg és kdzbend precizié esetén,
n=12 reprodukdlhatéség esetén).

Diagnosztikai ertékelés

A therascreen NRAS Pyro Kit kiértékelése a Sanger szekvenalassal
0sszehasonlitva tortént. A DNS izolalas 100 formalinban—fixalt parafinba—
agyazott (FFPE) prospektiv csontvel6 tumor mintakbdl tortént és analizalva lett
a 12./ 13. kodon illetve 61 kodon mutacioira.

A tesztelési DNS izoldlasdhoz QIAamp DNA FFPE Tissue Kit volt hasznalva
és az analizis a therascreen NRAS Pyro Kit-tel tortént a PyroMark Q24-en
valamint a sanger szekvenalas ABI 3130 Genetic Analyzer-al.

A 100 vizsgalt minta kdzil 97 mintara meghatarozhato volt a mutacio statusza
a sanger szekvenalassal a 12./ 13. kodon illetve 61 kodonra. A therascreen
NRAS Pyro Kit 97 illetve 98 minta mutacios statuszat volt képes meghatarozni
a 12./ 13. kodon illetve 61 kodonra egymasutan.
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A 100-bdl négy minta esetében a 12 és 13 kodonban mutaciot detektalt a
sanger szekvenalas.Ezekbdl kettbben a mutacids statusz reprodukalhaté volt

az therascreen NRAS Pyro kit-el, kettében pedig nem jelentkezett mutacié. Az
eredményeket a 11 és 12 tablazat illusztralja. A 61 kodonban semmilyen

mutacidé nem volt detektalhato.

Kivéve azokat a mintakat, amelyek nem mutattak egyezést a sanger

szekvenalas és a therascreen NRAS Pyro Kit 98% és 100% hasonlésagot
mutatott a 12/13 és 61-es kodonokban (11 és 12 tablazat).

11. Tablazat: Elemzett csontvel6 mintak eredménye a 12/13 kodonban

Sanger szekvenalas

Ismeretle  Oss
Mutans  Vadtipus n zes
Mutans 2 0 0 2
therascreen
NRAS Pyro Vad tipus 2 90 3 95
Kit Ismeretlen 0 3 0 3
Osszes 4 93 3 100

12. Tablazat: Elemzett csontvel6 mintak eredménye a 61 kodonban

Sanger szekvenalas

Ismeretle  Oss
Mutans Vadtipus n zes
Mutans 0 0 0 0
therascreen ,
NRAS Pyro Vadtipus 0 95 3 98
Kit Ismeretle 0 2 0 2
n
Osszes 0 97 3 100

Megjegyzeés: Az 6sszes teljesitményjellemzd meghatarozasahoz inditott
futtatas esetében a jel 30 RLU f6l6tt volt, mint megszokott médon 10 ng DNS-
nél, amelyet formalinban—fixalt parafinba—agyazott (FFPE) szdvetbdl izolaltak.

Referenciak

A QIAGEN egy széleskorl naprakész online adatbazissal rendelkezik a
QIAGEN termékeivel kapcsolatos tudomanyos publikaciokrél. Az atfogo
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keres6funkcid altal kdonnyen megtalalja a keresett cikket egy egyszeri
kulcsszo beltésével vagy a szlikitdé funkcid segitségével — applikécidra,
kutatasi tertletre, cimre, stb. vonatkozolag.

77 7

A referenciék teljes listgjaért kerjik, keresse fel a QIAGEN Referencia Online
Adatbazist a www.giagen.com/RefDB/search.asp cimen vagy konzultaljon a
QIAGEN Technical Services-vel, vagy a helyi disztributoraval.

Szimbdolumok

W N> N> tesztre elegendd reagenst tartalmaz

E Eddig elhasznélando

IVvVD In vitro diagnosztikai orvosi készulék
REF Katalogus szam

LOT Lot. szam

Anyagszam

COMP Komponensek

CONT Tartalmaz

NUM Szam

Natrium-hidroxid
GTIN Globdlis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

Hémeérsékletkorlatozas

Gyarto

Nézze at a hasznalati utasitast

@L%IE

»
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Kontaktinformacio

Technikai segitségeért illetve tovabbi informacidért kérjik, keresse fel a
Technical Support Kézpontot: www.giagen.com/Support, vagy keresse a
QIAGEN Technical Service Osztalyt vagy helyi disztributorat (lasd hatsé oldal

vagy www.qgiagen.com).
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A Melléklet: therascreen NRAS Pyro vizsgalat
bedllitasai

Miel6tt els6 alkalommal futtatnank a therascreen NRAS Pyro Assay-t, be kell
allitanunk az assay file-t. Allitsuk be az assay-t az NRAS Kodon 12/13 és
Kodon 61-re a PyroMark Q24 Software segitségével, az aldbbiak szerint.

Procedura

NRAS 12-es és 13-as kodon

Al. Klikkeljen = az eszkoztarba és valassza ki a ,New AQ Assay”-t.

A2. Az alabbi szekvenciat irja be a ,,Sequence to Analyze” részhez.
GNTGNTGTTGGGAAAAGC

A legfrekventaltabb mutacio a 12-es és 13-as kodonban, a 35-0s és 38-as
nukleotidnal (masodik pozicid) lesz detektalva a ,Sequence to Analyze”
segitségével.

A ,Sequence to Analyze” megvaltoztathat6 a futds utan, annak érdekében,
hogy mas mutéciokat is tudjunk elemezni mas poziciokban.

A 34-es és 37-es nukleotidnal (elsd pozicid) 1évé mutacidé elemzéséhez,
valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze’t a kovetkezd szekvenciara
NGTNGTGTTGGGAAAAGC

Megjegyzés: Allitasa be az egy csticsmagassag kiiszobértéket 30 RLU-
re.

A3. Manualisan adja hozza a kovetkez6 ,,Dispensation Order”-t.
TACGACTCAGCATCGTAGAG

OHNWAMA
T T 1 1

11. Abra. A 12-es kodon (35-6s nukleotid) és a 13-as kodon (38-as nukleotid)
hisztogram-ja, ahol a ,,Sequence to Analyze” GNTGNTGTTGGGAAAAGC.

OHNWAM
T Tt 1 1

12. Abra. A 12-es kodon (34-6s nukleotid) és a 13-as kodon (37-as nukleotid)
hisztogram-ja, ahol a ,,Sequence to Analyze” NGTNGTGTTGGGAAAAGC.
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A4. Klikkeljen az ,,Analysis Parameters”-re és emelje a ,,Peak Height
Threshold — Required peak height for passed quality”-t 30-ra.

A5. Klikkeljen d az eszk6ztarba, mentse az assay-t, mint ,NRAScodon
12+13”.

NRAS 61-es kodon

Al. Klikkeljen = az eszkoztarba és valassza ki a ,,New AQ Assay”-t.

A2. Az alabbi szekvenciat irja be a ,,Sequence to Analyze” részhez.
CNAGAAGAGTA

A legfrekventaltabb mutacié a 61-es kodonban, a 183-as nukleotidnal
(méasodik pozicid) lesz detektalva a ,Sequence to Analyze” segitségével.

A ,Sequence to Analyze” megvaltoztathato a futas utan, annak érdekében,
hogy mas mutéacidkat is tudjunk elemezni mas pozicidkban.

A 181-es nukleotidnal (els6 pozicid) 1évé mutacio elemzéséhez,
valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze”-t a kdvetkezbre
VAAGAAGAGTA

A 183-es nukleotidnal (harmadik pozicid) 1évé mutacio elemzéséhez,
valtoztassa meg a ,Sequence to Analyze”-t a kdvetkezd szekvenciara
CANGAAGAGTA

Megjegyzés: Allitasa be az egy cslicsmagassag kuszobértéket 30 RLU-
re. Ellendrizze, hogy az A-csucs redukcios faktora is 0.86-ra van allitva az
NRAS 61 kodonjanak vizsgalatahoz.

A3. Manualisan adja hozza a kovetkez6 ,,Dispensation Order”-t.
TCGTATCGAGAG

2
{ || L] IJLIL
0— C G T A T C G A

5 10

13. Abra. A 61-es kodon (182-as nukleotid) és hisztogram-ja, ahol a ,,Sequence to
Analyze” CNAGAAGAGTA.

A 7 C G A

5 10

o = N W
T 1 1

14. Abra. A 61-es kodon (181-as nukleotid) és hisztogram-ja, ahol a ,,Sequence to
Analyze” VAAGAAGAGTA.
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GA T C G T

15. Abra. A 61-es kodon (183-as nukleotid) és hisztogram-ja, ahol a ,,Sequence to
Analyze” CANGAAGAGTA.

A4 Klikkeljen az ,,Analysis Parameters”-re és emelje a ,,Peak Height
Threshold — Required peak height for passed quality”-t 30-ra.

A5. Klikkeljen az “Analysis Parameters”-re, és csokkentse a “A-peak
reduction factor:”-t 0.86-ra.

A6. Klikkeljen | az eszkdztarba, mentse az assay-t, mint ,NRAScodon
61”.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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B Melléklet: A szeméttarold és a szemetes tartalyok
KiGiritése
WARNING | Veszélyes Vegyi Anyagok

A vakuum munkaallomasnal hasznalt Denaturation Solution
natrium hidroxid tartalmu, ami szemre és boérre irritald hatasu.

Mindig viseljen biztonsagi szemuveget, kesztylt és kopenyt.

Egy felelés személynek (pl.: laboratérium menedzser) musza;j
megtennie az elengedhetetlen elévigyazatossagi lépéseket,
hogy biztositsa a munkahely biztonsagat és azt, hogy a miszert
kezel6 személyzet ne legyen kitéve semmilyen veszélyes
toxikus anyagnak (vegyi vagy biolégiai), mint az a alkalmazando
Anyagbiztonsagi Adatlapon (SDSs) vagy OSHA-ban, ACGIH'-
ban vagy COSHH*-ban le van irva.

A gazok és veszélyes hulladékok szel6zését a nemzeti, allami
és helyi egészseéguigyi és biztonsagi szabalyozasok és
torvények alapjan kell megoldani.

* OSHA: Foglalkozasi Biztonsag és Egészségligyi Apparatus (Amerikai Egyesiilt Allamok)
T ACGIH: Ipari Higiéniai Kormanyzat Amerikai Kongresszusa (Amerikai Egyesiilt Allamok)
* COSHH: Veszélyes és Egészségiigyi Anyagok Kontrollja (Egyesiilt Kiralysag)

A laboratériumi hulladékok elhelyezésével kapcsolatban vegye figyelembe a
kdzponti, allami és helyi kbrnyezetvédelmi szabalyozasokat.

Kezdés elo6tti fontos szempont

M Ez a protokoll magas tisztasagu vizmin&séget igényel (Milli-Q 18.2 MQ x
cm, www.millipore.com, vagy vele egyenértékdt).

Procedura

B1.Biztositsa, hogy a vakuum eszkdz ne legyen vakuum alatt. A vakuum
legyen lekapcsolva (Off) és a vakuum pumpa is legyen ki kapcsolva.

B2. Uritse ki a tartalyokban lévé anyagokat.

B3. Oblitse ki a tartalyokat magas vizminéségli tiszta vizzel vagy cserélje
ki azokat, ha sziukséges.

B4. Uritse ki a hulladéktarolat.
Megjegyzés: A fedd a gumicsé levalasztasa nélkiil is levehetd.

B5. Ha a vakuum munkaallomast tisztitani kell (példaul por vagy kiémlés
miatt), kérjuk, kbvesse a PyroMark Q24 kézikdnyvben leirtakat.
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Megrendelési Informaciok

Termék Tartalom Kat.

szam
therascreen NRAS 24 reakciora a PyroMark Q24-es 971530
Pyro Kit (24) rendszeren: kit (24) Seq primerek, PCR

primerek, metilalatlan kontroll DNS,
PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad
koncentratum, PyroMark binding puffer,
PyroMark Annealing puffer, PyroMark
denaturaciés oldat, PyroMark moso
puffer, Enzim mix, Sszubsztrat mix,
dATPaS, dCTP, dGTP,dTTP és H,O

PyroMark Q24 MDx Szekvencia alapu detekcio platform 24 9001513
parallel minta piroszekvenalasara

PyroMark Q24 Szekvencia alapu detekcio platform 24 9001514
parallel minta piroszekvenalasara
PyroMark Q24 MDx Vakuum munkaallomas (220V) 9001517*
Vacuum Workstation* 24 minta parallel elkészitésére PCR 9001515
termékbdl egyszalu templatta
PyroMark Q24 Vacuum Vakuum munkaallomas (220 V) 24 9001518
Workstation minta parallel elkészitésére PCR
termékbdl egyszalu
templatta
PyroMark Q24 MDx Applikacids szoftver 9019063
Software
PyroMark Q24 Analizis Szoftver 9019062
Software
Kiegészitok
PyroMark Q24 Plate 24 csoves szekvenalo-reakcid plate 979301
(100)
PyroMark Q24 Nukleotidok és reagensek 979302
Cartridge (3) diszpenziojara szikséges patronok
PyroMark Vacuum Ujrahasznalhato filter probak a 979010
Prep Filter Probe (100) PyroMark vakuum munkaallomas Q96
€s Q24-hez
* UK csak.

 a Vilag tébbi részén.
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Termék Tartalom Kat.

szam

PyroMark Control Oligo A rendszer installacio ellenérzésére 979303
PyroMark Q24 A rendszer teljesitmény 979304
Validation Oligo konfirmaciojara
Kapcsolddo termékek
QlAamp DNA FFPE 50 DNS prep-nek: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® oszlop, Proteinase K,

Pufferek, Gyljtécsévek (2ml)
EZ1 DNA Tissue Kit 48 DNS prep-nek: reagens patronok 953034
(48) (szbvet), Eldobhaté filter hegyek,

eldobhat6 hegytartok, minta csovek (2

ml), ellcids csovek (1,5 ml), puffer G2,

Proteinase K
QlAamp DSP DNA 50 prep-nek: QIAamp Mini Spin 61104
Blood Mini Kit oszlop, pufferek, reagensek, csovek,

VacConnectors

A legfrissebb licenc informé&ciéért és termék specifikus jogi nyilatkozatért,
kerjuk, keresse a megfelelé QIAGEN kit kézikdnyvet, vagy hasznalati

utasitast. A QIAGEN kit kézikonyvek és hasznalati utmutaték megtalalhatéak a
www.giagen.com cimen vagy lekérhetéek a QIAGEN Technical Service-t6l
vagy a helyi disztributoratdl.
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Szandékosan uresen hagyva
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Az alkalmaz6 orszagoknak:

A TERMEK MEGVASARLASAVAL A VASARLONAK LEHETOSEGE VAN HASZNALNI EZT DIAGNOSZTIKAI SZOLGALTATAS
TELJESITESERE HUMAN IN VITRO DIAGNOSZTIKABAN. MAS JOGGAL, ALTALANOS SZABADALOMMAL VAGY EGYEB LICENCEL NEM
RUHAZ FEL A VASARLAS, MINT EZ A SPECIFIKUS JOG A HASZNALATRA.

Védjegyek: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLload®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®,
therascreen® (QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies Corporation); Analyse-it®(Analyse-it Software, Ltd., UK); Milli-Q® (Millipore Corporation);
Sepharose® (GE Healthcare); Variomag (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Meghatéarozott Licenc Megéallapodas
A Therascreen NRAS Pyro Kit vasarl6ja, vagy hasznaldja tudomasul veszi az alabbi feltételeket:

1.  Atherascreen NRAS Pyro Kit csak a therascreen NRAS Pyro Kit Kézikdnyv alapjan hasznalhato és csak a kitben 1évé alkatrészek
hasznalhatéak hozza. A QIAGEN semmilyen licencet nem biztosit arra az esetre, ha nem kizaroélag a kit-ben talalhat6 alkatrészek
keriilnek felhasznéalasra vagy mas alkatrészekkel keriilnek egyesitésre, mint a therascreen NRAS Pyro Kit Kézikdnyvében leirtak,
illetve a www.giagen.com oldalrél letdlthetd tovabbi protokollokban leirtak.

2. A QIAGEN - hatarozottan megallapitott licenc-en kivill - semmilyen garanciat nem vallal arra, hogy a kit és a felhasznalasa egy
harmadik fél jogait nem sérti.

3. Akit és komponenseinek a licence-e egy felhasznéalasra szélnak és nem Gjrahasznosithat6, feldjithat6 vagy eladhat6.
4. A QIAGEN visszautasit barmilyen egyéb licenc-et, ami mas mint a hatarozottan kozolt.

5. Akit vevgje illetve felnasznaldja hozzajarul ahhoz, hogy nem tesz semmilyen 1épést és nem segit el6 masokat semmilyen olyan
|épésben, ami a fenti tiltott tevékenységekhez vezethet. A QIAGEN ezen Meghatarozott Licenc Megallapodas barmilyen megszegése
esetén jogi Utra Iéphet barmely bir6sagon és vissza fogja kapni a kivizsgalasi és birdsagi koltségeket, beleértve az tigyvédi dijat,
barmilyen esetben érvényesill ez a Meghatéarozott Licenc Megallapodas vagy azok a szellemi tulajdonjogok, amik a Kit-hez és/vagy az
Osszetevdihez kapcsolddnak.

Frissebb licenc részletekért keresse fel a www.giagen.com oldalt.

© 2015 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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