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QIAGEN Minta és Vizsgalati Technologiak

A QIAGEN vezet6 szerepet jatszik az innovativ minta- é€s vizsgalati
technoldgiak terén, lehetbve téve barmely biolégiai minta tartalmanak
izolalasat és feltarasat. Fejlett, magas szinvonall termékeink és
szolgaltatasaink biztositjak a sikert a mintatol az eredmeényig.

A QIAGEN iranyadoé az alabbi tertleteken::

B DNS, RNS és fehérje tisztitas

B Nukleinsav és fehérje vizsgalatok

B mikro RNS kutatas és RNSi

B Minta- és vizsgalati technol6gidk automatizalasa

Kildetésiink, hogy On kimagaslo sikereket és attéréseket érjen el.
Tovabbi informécidért latogasson el honlapunkra: www.giagen.com



http://www.qiagen.com/
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Tervezett felhasznalas

A therascreen EGFR Pyro Kit egy in-vitro nukleinsavszekvencia-alapu teszt, a
human EGFR gén 18, 19, 20 és 21-es exonjaban talalhaté mutaciok
mennyiségi Pyroszekvenalasa (Pyrosequencing®), széveti mintabél szarmazé
genomi DNS alapjan.

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

Csak a PyroMark Q24°® rendszeren torténd hasznalatra. A PyroMark Q24
rendszer az aladbbiakat tartalmazza:

B A PyroMark Q24 készulék és a PyroMark Q24 MDx készUlék.

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

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

A termék szakemberek szamara ajanlott, mint példaul technikusok és orvosok,
akik képzettséggel rendelkeznek in-vitro diagnosztikai folyamatokban,
molekularis bioldgiai technikdkban és ismerik a PyroMark Q24 rendszert.

Osszefoglalas és magyarazat

A therascreen EGFR Pyro Kit lehetévé teszi a human EGFR gén mutacidinak
mennyiségi vizsgalatat a 719-es, 768-0s, 790-es és 858-861-es kodonokon
csakugy, mint a delécidk és komplex mutaciok kimutatasat a 19-es exonban.

A kit 4 PCR vizsgalatbdl all (1. Abra) az alabbiak kimutatasara:
B Mutaciok a 719-es kodonban (18. exon)

B Mutaciok a 768-as és 790-es kodonokban (20. exon)

B Mutaciok a 858-t61 861-ig terjedd kodonokban (21. exon)
B Deléciok és komplex mutacidk a 19-es exonban

A négy régio PCR Aaltal kulon-kulon kertl amplifikalasra és szekvenalasra
ezeken a tertleteken. A 768-as és 790-es kodonok amplikonjat két szekvenal6
reakcio fedi. A meghatérozott poziciok korili szekvencidk normalizalasi és
referencia csucsként szolgalnak a minéségi és mennyiségi értékeléséhez.

Minden szekvenalasi vizsgalat forward irAnyba torténik.

A termék minden vizsgéalathoz tartalmaz egy PCR primer mixet és egy
szekvenalo primert. A primerek oldat formajaban kertilnek szallitasra. Minden
fiola 24 pl primert vagy primer mix-et tartalmaz.
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FP 719 Seq 719
18. exon ) —> [GGQ TCCGGTG
(kodon 719)
2229 RPB 719
FP Seq
Ex 19 del  Ex 19 del
19. exon > C—> TATCAAGGAATTAAGAGAAGC...
. X
RPB
Ex 19 del
FP 768 + 790 Seq 768
) —> GT
20. exon <)
(kodonok: 768 RPB 768 + 790
és 790) FP 768 + 790 Seq 790
) ——> ATC[ACQCA
RPB 768 + 790
FP 858-861 Seq 858-861
21. exon ) —>  [CTAGCCAAACTG CTGGG
(kodonok: 858-
861) : ®
RPB 858-861

1. Abra. Az EGFR vizsgalat illusztraciéja. A szekvencia a vad-tipus minta analizalt
szekvencidjat jeloli. FP: Forward PCR primerek; RPB: Reverse PCR primerek (B jeldli a
biotinilaciot); Seq: Szekvenald primerek.

A folyamat alapjai

Az aldbbi munkafolyamat a vizsgalatok menetét vazolja. A 18, 19, 20 és 21-es
exonokra specifikus primerrel torténé PCR utan az amplikonok megkoétédnek a
Streptavidin Sepharose High Performance gydngyodkon. A termék
egyszalusitasa utan a szekvenald primerek kapcsolodasa kovetkezik
(annealing). A mintakat ezutan a PyroMark Q24 rendszeren analizaljuk egy
futtatasi-bedllitas file és eqgy futtatasi file hasznalataval.

Ajanlott, az EGFR Plug-in Report-ot hasznalni a futtatas analizadlasahoz. Ezt
az alabbi e-mail cimen lehet igényelni: pyro.plugin@giagen.com

Habar, a futtatast lehet analizalni a PyroMark Q24 rendszer szerves részét
képezs analizis modullal is. Ebben az esetben az ,Sequence to Analyze”
beallithatd az 19-es exonban |évé deléciok, és a tobbi exonban [évé ritka
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mutaciok azonositasahoz is (lasd ,6. Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzése”,
28. oldal).

Megjegyzés: A munkafolyamat kissé modosult a therascreen EGFR Pyro Kit
Kézikonyv R1 revizidjahoz képest (lasd ,4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark
Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt”, 22. oldal).

A therascreen EGFR Pyro proceddra munkafolyamata

Vizsgalati és futtatasi beallitas Minta el6készités
PCR (2. Protokoll)
Vizsgalati file beallitas Il
(A Melléklet)
i Immobilizacioé (3. Protokoll)
\{
A futtatési file beallitasa Mintak elékészitése (4. Protokoll)

(1. Protokoll)

\/

PyroMark Q24 futtatas (5.Protokoll)

\ 4
PyroMark Q24 futtatas analizise (6.Protokoll)

\ 4
Jegyz6konyv (Report)

Kontrollok

A kit tartalmaz egy metilalatlan kontroll DNS-t, mint pozitiv kontrollt a PCR—hez
és a szekvenald reakcidkhoz. Ez a kontroll DNS ,vad” genotipussal
rendelkezik azokon a szekvenalt tertleteken, ahol a kit felhasznalasra kerdl,
igy biztositja az eredmények megfelel§ értelmezését valamint az alacsony
szintl mutaciok beazonositasat (lasd: ,Az erdmények értékelése”, 31. oldal).
Minden egyes vizsgalatnak tartalmaznia kell egy metilalatlan kontroll DNS
mintat is, minden piroszekvenalasi futtatas alkalmaval.

Tovabba negativ kontrollt (DNS nélkuli) is kell tartalmaznia legalabb egy
vizsgalatnak minden PCR 0sszeméres alkalmaval.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Biztositott anyagok

A kit tartalma

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

therascreen EGFR Pyro Kit (24)

Kat. szam 971480
Reakciok szama 24

Seq Primer EGFR 719 24 ul

Seq Primer EGFR Ex 19 Del 24 pl

Seq Primer EGFR 768 24 ul

Seq Primer EGFR 790 24 ul

Seq Primer EGFR 858-861 24 ul
PCR Primer EGFR 719 24 pl
PCR Primer EGFR Ex19 Del 24 pl
PCR Primer EGFR 768+790 24 pl
PCR Primer EGFR 858-861 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x 2 x 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x (CoralLoad® 1.2 ml
Koncentratum, 10x)

H20 5x1.9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ul (Metilalatlan 100 pl
kontroll DNS, 10 ng/ul)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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therascreen pufferek és reagensek (2/2-es doboz)

therascreen pufferek és reagensek

PyroMark Binding Buffer 2x 10 ml
PyroMark Annealing Buffer 2x10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 2 x 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 2 x 25 mi
Enzyme Mix 2 csO
Substrate Mix 2 cs6
dATPaS 2 x 1180 pl
dCTP 2 x1180 pl
dGTP 2 x1180 pl
dTTP 2 x1180 pl
Kézikdnyv 1

* Natrium-hidroxidot tartalmaz.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sziukséges, de nem bizositott anyagok

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig megfelel6 laboratoriumi
ruhazatot szukséges viselni, eldobhato kesztylket, és véd6szemuveget.
Tovabbi informaciokért olvassa el a megfelel6 biztonsagi adatlapokat (SDS),
amelyek a termék forgalmazdjatol szerezheték be.

B DNS izolalé kit (lasd ,DNS izolalas”, 14. oldal)

M Pipettak (allithato)*

B Steril pipetta hegyek (szirével a PCR dsszeallitasahoz)

B Asztali mikrocentrifuga*

B PCR készllék és hozzaillb6 PCR csdvek

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

B PyroMark Q24 (kat. szam 9001513 vagy 9001514)*"

B PyroMark Q24 szoftver (kat. szam 9019063 vagy 9019062)"

B PyroMark Q24 Plate (kat. szam 979301)

B PyroMark Q24 Cartridge (kat. szam 979302) T

B PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kat. szam 9001515 és 9001517)*"

B Fithetd blokk*, mely képes 80°C-t biztositani

B 24-cstves PCR plate vagy strip-ek

B Strip kupakok

B Nagytisztasagt viz (Milli-Q® 18.2 MQ x cm vagy annak megfeleld)

M Megjegyzés: Elegendd viz biztositott a kitben a PCR-hez, DNS
megkotéshez, az enzim mix és szubsztrat mix feloldasahoz; a tovabbi
nagytisztasagu viz a Pyromark mosé puffer, 10x higitasahoz szikséges.

B Etanol (70%)*

* Bizonyosodjon meg arrél, hogy a gyarté javaslatainak megfeleléen tortént a készulék
ellen6rzése és kalibralasa.

TCE-IVD jelélés a 98/79/EC EU-s elirasnak megfeleléen. Minden mas termék a listaban a
98/79/EC EU-s El6iras alapjan nem CE-IVD jeldlésu.

* Ne hasznéljon denaturélt alkoholt, mely méas olyan anyagokat tartalmaz, mint a metanol és
metiletilketon.
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Ajanlott plate mixerek

Az 1. Tablazatban feltiintetett plate mixerek ajanlottak a therascreen EGFR
Pyro Kit hasznalatdhoz.

1. Tablazat. Plate mixerek, melyeket a therascreen EGFR Pyro Kit
hasznalatdhoz ajanlottak.

Gyarté Termeék Kat. szam

Termomixer komfort
(alap készilék)

Eppendorf Termoblokk MTP-hez 5363 000.012

5355 000.011

Adapter plate 96 x 0.2ml-es
PCR csotvek mikrotiter plate-ek 5363 007.009
blokkjaiba illesztéséhez

. ® 51410
Variomag™~ Teleshake
H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag® Monoshake
(115 V = 51110 U)

Figyelmeztetések és ovintézkedések

In Vitro Diagnosztikai hasznalathoz

Biztonsagi informaciok

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig viseljen megfeleld
laboratériumi kdpenyt, eldobhaté kesztyiit és védészemiveget. Tovabbi
informécidkeért, kérjik, olvassa el a megfeleld biztonsagi adatlapokat (SDS).
Ezek online elérhetbek praktikus és tomor PDF formatumban a
www.giagen.com/safety oldalon, ahol megtalalhatd, olvashat6 és
kinyomtathato az SDS az egyes QIAGEN kitekre és kit komponensekre
vonatkozoéan.
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Az alabbi figyelmeztetd (,H”) és évintézkedésre vonatkozo (,P”) mondatok
vonatkoznak a(z) therascreen EGFR Pyro Kit termék osszetevdire.

PyroMark Denaturation Solution

@ Figyelem! Bérirritalé hatasu. Sulyos szemirritaciét okoz. Fémekre
korroziv hatasu lehet. A kiomlott anyagot fel kell itatni a korulvevd
anyagok karosodasanak megelézése érdekében. Az eredeti
edényben tartandd. Védobkesztyl/ védéruha/ szemvédd/ arcvédd
hasznalata kotelezd.

PyroMark Enzyme Mixture

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

PyroMark Substrate Mixture

@ Tartalmaz: acetic acid. Figyelem! Bérirritald hatasu. Sulyos
szemirritaciot okoz. Ha a szemirritdcid6 nem mualik el: orvosi ellatast
kell kérni. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznélat
el6tt ki kell mosni. Védbkesztyl/ védéruha/ szemvédé/ arcvédd
hasznalata kotelezd.

Altalanos 6vintézkedések
Megjegyzés: A felhasznalonak mindig figyelmet kell forditania az aldbbiakra.

B Szigortan meg kell felelni a felhasznaléi kézikonyv elirasainak a
megfelel6 eredményért. A reagensek higitasa, masként, mint ahogy azt a
kézikdnyv taglalja, nem ajanlott és a teljesitmény csokkenését
eredményezi.

B A munkafolyamat kissé médosult a therascreen EGFR Pyro Kit Kézikbnyv

R1 revizidjahoz viszonyitva (lasd ,4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark
Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt”, 22. oldal).

B Ezen termék komponensei elegenddek 24 reakcid elkészitésére, akar 5
fuggetlen futtatashoz.

B Hasznaljon steril pipetta hegyeket szlrével (a PCR 6sszeallitasahoz).

B Téarolja, illetve nyissa fel a pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok, és
amplikonok) kilénalléan mas tovabbi reagensektdl és adja hozza a
reakcio keverékhez egy kulénallo helységben.
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B Olvassza fel az 6sszes komponenst szobahémérsékleten (15-25°C) az
analizis el6tt.

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

B A sikertelen eredmények nem hivatottak a mutacios statusz megitélésére.

Reagensek tarolasa és kezelése

A therascreen EGFR Pyro Kit-szallitasa 2 dobozban torténik. A therascreen
EGFR 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 ko6zott kell, hogy torténjen megérkezésik
utan.

A therascreen pufferek és reagensek (2/2-es doboz) tartalma: 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 aktivitasi
veszteséget minimalizalandd, ajanlott mind az enzim mixet mind a szubsztrat
mixet a mellékelt fiolakban tarolni.

Az Ujraalkotott enzim és szubsztrat mixek legaldbb 10 napig stabilak 2-8°C-on.
Az Ujraalkotott enzim és szubsztrat mixek lefagyaszthatéak és a fiolaikban
tarolhatok —30- —15°C kozo6tt. Lefagyasztott reagenseket nem lehet kitenni 3-
nal tébb fagyasztasi-kiolvasztasi folyamatnak.

Megjegyzés: A nukleotidok nem fagyaszthatok.

A therascreen EGFR Pyro Kit, ha a fenti kondicioknak megfelel6en vannak
tarolva, stabil a kit lejarati datumaig.

Mintakezelés és tarolas
Minden mintat, mint potencialis fert6z6 anyagot kell kezelni.

A mintaanyagok human DNS-ek, melyeket vérbél és formalin-fixalt paraffinba-
beagyazott (FFPE) mintakbdl vontak ki.

Heparin kezelés alatt allé emberekbél szarmazd mintak nem hasznalhatoak.
Az olyan csodvekben gyujtott vermintak, melyek antikoagulansként funkcionalo
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 QIAamp® DNA FFPE
Tissue Kit-ek hasznalataval lett kialakitva, amelyekkel a formalinban-fixalt
paraffinba-agyazott tumor mintakbol tértént a human DNS izolalasa. A
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit rendszerhez a teljesitmény bedllitasa
egészséges donor vérminta felhasznalasaval tortént, amelyet részben tumor
sejtekkel spike-oltak.

A therascreen EGFR 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 instrukcidknak megfelelben.

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

Kat. szam
Minta tipus 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

*Kodvesse a protokollt a paraffinba-agyazott szévet hasznalatakor. Az EZ1 DNA Tissue Kitet
kombinalva kell hasznalni az EZ1 Advanced (kat. szam 9001410 vagy 90014119) és az EZ1
Advanced DNA Paraffin Section Kartyaval (kat. szam 9018298), vagy az EZ1 Advanced XL
(kat. szam 9001492) és az EZ1 Advanced XL DNS Paraffin Section Kartyaval (kat. szam
9018700), vagy a BioRobot® EZ1 (kat. szam 9000705, nem elérheté tobbé) és az EZ1 DNA
Paraffin Section Kartyaval (kat. szam 9015862).

TCE-IVD jelélt termék 98/79/EC EU-s el6irasnak megfeleléen.
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1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi bedllitasa

Kezdés el6tti fontos szempontok

B Hakell, a LOB megerdsithetd egy vad-tipusu mintaval, hogy teljes plate-
es eredményhez jussunk. Részleteket a CLSI Iranyelv EP17-A ,A feltaras
€s mennyiségi limit meghatarozasa; jévahagyott utmutatd”-ban talélhat.

Kezdés elotti teendok

B Ha az EGRF Plug-In Report nincs installalva, készitsen egy Assay Setup
beallitast (lasd A Melléklet, 51. oldal). Ezt csak egyszer kell elvégezni a
therascreen EGFR Pyro vizsgalatok els6 futtatasakor. Abban az esetben,
ha a therascreen EGFR Plug-In Report mar installalva van, az elére
definialt Assays Setup-ok elérheték a PyroMark Q24 szoftverén az alabbi
elérési utvonalon: ,Example Files/PyroMark Setups/EGFR”. Az EGFR
Plug-In Report-ot e-mailen is lehet igényelni a pyro.plugin@giagen.com
cimen.

Procedura

1. Kattintson az © ikonra az eszkoztarban.
Egy (j futasi file-t kapunk.

2. Irja be a futasi paramétereket (lasd: ,,Futtatasi paraméterek”, 16.
oldal).

3. Allitsa 6ssze a plat-et, hozzaadva a csdvekhez, az analizalandé
mintaknak megfeleléen 5 kilonb6z6 szekvenalasi reakcié vizsgalatat.

Megjegyzés: Egy negativ kontroll mintat (DNS minta nélkul) mellékeljen
minden PCR 6sszeméréskor legalabb 1 vizsgalatban.

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

4. Amikor a futas dsszedllt és kész a ProMark Q24 futtatasra,
nyomtasson egy listat az enzim keverék, szubsztrat keverék és
nukleotidok kivant mennyiségéroél, illetve a plate beallitasrol.
Valassza a ,,Tools” menuibél a ,,Pre Run Information”-t, amint a
jelentés megjelenik, kattintson .

5. Zarja be a futtatas file-t és masolja egy pendrive-ra (a rendszer
tartozéka) Windows® Explorer-t hasznalva.

Megjegyzes: A nyomtatott El6futtatasi Informaciot, mintaként
hasznalhatja, az 6sszemeréshez (lasd: ,3. Protokoll: A PCR termék
kivonasa Streptavidin Sepharose High Performance gyéngydkkel”,
20. oldal).

A plate PyroMark Q24-en torténd futtatasahoz, lasd: ,5. Protokoll: A
PyroMark Q24 futtatasa”, 26. oldal.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Futtatasi paraméterek

Futtatasi név: A futtatas megnevezése a file mentésekor keril
megadasra. A file atnevezése szintén megvaltoztatja
a futtatds megnevezését.

Milszer metodus: Valassza ki a miszer mddszert a cartridge-nak
megfeleléen, amely a futtatashoz hasznalva lesz.

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

Vonalkéd: Opcionalis: Adjon meg egy vonalkod szamot a plate-
hez, vagy ha van egy vonalkdd olvasé a computerhez
csatlakoztatva, helyezze az egér kurzort a ,vonalkdd”
szoveg dobozra (a dobozra klikkelve) és szkennelje
be a vonalkodot.

Kit és reagens ID: Opcionalis: Adja meg a hasznalni kivant therascreen
EGFR 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 jegyzet: Opciondlis. Adjon meg egy jegyzetet a tartalomrol
vagy a futtatas céljardl.

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

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

A cs6 szin-kédos, 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.
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2. Protokoll: PCR a therascreen EGFR Pyro Kit-tel szallitott
PCR reagensekkel

Ez a protokoll 4 kilonb6z6 PCR amplifikalashoz valé a 719-es kodon (18.
exon), 768-as és 790-es kodon (20. exon), a 858-861-es kodon (21. exon),

vagy a 19-es exon esetén el6forduld delécidk és komplex mutaciok
detektaldsahoz a therascreen EGFR Pyro primereket hasznélva.

Kezdés elé6tti fontos szempontok

B A PyroMark Master Mix-ben talalhaté HotStarTaq® DNS polimeraz egy 15
percig tartd aktivacios lépést igényel 95°C-on.
M 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 el6 a mintat piroszekvenalasi analizist megel6z6en.

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

Kezdés elotti teendok

B Mielétt felnyitja a PCR primereket tartalmazé csoveket, roviden
centrifugazza le azokat, hogy tartalmuk a csé aljara gyuljon.

M Allitsa a kontroll és minta DNS koncentraciojat 0.4-2ng/pl-re, ha
szliikséges.

Procedura

1. Olvassza fel az 6sszes szikséges komponenst (lasd: 3. Tablazat).
Jol keverje 0ssze hasznalat el6tt.

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

Készitsen olyan nagy mennyiségi reakcio mixet, amely nagyobb, mint a
végrehajtand6 PCR vizsgalatok szama.
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3. Tablazat. A reakcid mix elkészitése az egyes PCR primer mixekkel

Osszetétel Térfogat/reakcio (ul)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12.5
CoralLoad Koncentratum, 10x 2.5
PCR Primer EGFR 719

vagy

PCR Primer EGFR Ex19 Del

vagy 1.0
PCR Primer EGFR 768 and 790

vagy

PCR Primer EGFR 858-861

Viz (H,0, tartozek) 4.0
Ossztérfogat 20.0

3. Keverje 6ssze areakcidé mixet és osszon 20ul-t minden egyes PCR
csébe.

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

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

Megjegyzés: Hasznaljon 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 DNA 5

Ossztérfogat 25

5. Programozza be a PCR késziiléket a gyarto eldirasainak megfeleléen,
az 5. Tablazatban vazolt kondicidékat hasznalva.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Tablazat. Optimalizalt PCR protokoll

Megjegyzések
Kezdeti aktivaciés 15 perc 95°C A HotStarTaq DNS
lépés: polimeraz aktivalédik
ezzel a fUtési lépéssel.
3-1épés:
Denaturéacié 20 masodperc 95°C
Feltapadas 30 masodperc 53°C
Lancépites 20 masodperc 72°C
Ciklusok szama 42
Végso extenzio: 5 perc 72°C

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

7. Az amplifikacioé utan, folytassa a ,,3. Protokoll: A PCR termék
kivonasa Streptavidin Sepharose High Performance gyéngydkkel”,
20. oldal.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. Protokoll: A PCR termék kivonasa Streptavidin
Sepharose High Performance gydngydkkel
A PyroMark Q24 analizist megel6z6en ez a protokoll irja le a templat DNS

kikotését Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare)
segitségével.

Kezdés elé6tti fontos szempontok

B Tegyulk lehetévé, hogy az dsszes szlikséges reagens és oldat felvegye a
szobahémérseékletet (15-25 C°) miel6tt dolgozni kezdunk veluk.

Procedura
1. Ovatosan razza fel a Streptavidin Sepharose High Performance
tvegét, amig homogén oldatot nem kapunk.

2. Keészitsen master mix-et a DNS kivonashoz a 6. Tablazatnak
megfelelden. Készitsen 10%-val nagyobb mennyiséget, mint ami
szukséges az 6sszes reakciohoz.

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 bedllitasa”, 15. oldal).

4. Adjon a 2. Protokoll alapjan készitett biotinilalt PCR termékbdl 10 pl-t
a master mix-et tartalmazo csévekbe, amelyeket megadott a futasi
beallitasoknal (lasd ,,1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi
bedllitasa”, 15. oldal).

Megjegyzés: 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.
Megjegyzés: Gy6z8djon meg rola, 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.

Megjegyzeés: Ezalatt készitse elé a PyroMark Q24 Vacuum Workstation-t
a mintatisztitashoz, a PyroMark Q24 User Manual alapjan.

7. Kozvetlenll folytassa ezzel: ,,4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark
Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt”, 22. oldal.
Megjegyzés: A szefardz gyodngyodk gyorsan ulepednek. A gydngyok
kifogasanak kdzvetlenll a mozgatast kovetéen kell megtérténnie..

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 szekvenal6 primereket tartalmazoé csévek kinyitasa elétt roviden
centrifugalja le azokat, hogy a tartalom a csé aljara keruljon.

B Adja az 5 kulénb6z6 szekvenald primer-t azonos médon, mint ahogy
meghatarozta azt a futasi beallitasban (lasd ,1. Protokoll: A PyroMark
Q24 rendszer futasi beallitdsa”, 15. oldal), az analizalni kivant régiotol
fuggbéen (719-es kodon [exon 18], 768-as és 790-es kodon [exon 20],
858-861-es kodonok [exon 21], vagy exon 19).

B A munkafolyamat kissé médosult a therascreen EGFR Pyro Kit Handbook
(step 18) R1 médositasahoz képest. A 80 C°-0s melegitést kdvetdéen ne
roviditse le a minta kihdlési idejét.

B Rendszeresen végezze el a sziir6 szondak funkcio tesztjét a PyroMark
Q24 User Manual alapjan és ha kell cserélje ki a szir6 szondakat.

Kezdés elotti teendok

B Helyezze a PyroMark Q24 Plate Holder-t egy 80 C°-ra elémelegitett
thermoblokkra a 17. [épésnél. Hagyja a masodik PyroMark Q24 Plate
Holder-t szobahdmérsékleten (15-25 C°) a 18. I1épéshez.

B 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).

Megjegyzés: Az 1x-es, hasznélatra kész PyroMark Wash Buffer oldat
eltarthat6 a jelzett lejarati idbig.

Procedura

1. Higitson elegendd mennyiséget az egyes szekvenalé primerekbdl
(Seq Primer EGFR 719, Seq Primer EGFR 768, Seq Primer EGFR 790,
Seq Primer EGFR 858-861, and Seq Primer EGFR Exon 19 Del)
PyroMark Q24 Annealing Buffer-t hasznalva a 7. Tablazat szerint.

Higitson nagyobb mennyiséget a szekvenald primerekbdl, mint amennyi
az 6ssze minta szekvenalashoz szikséges lenne (mintdk szama + egy
extra).
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7. Tablazat. Példa a szekvenalo primerek higitaséara

) Térfogat/minta Térfogat
Osszetétel () 9 + 1 reakcidra (ul)
Seq Primer EGFR 719
vagy
Seq Primer EGFR Ex 19 Del
vagy
Seq Primer EGFR 768 0.8 8
vagy
Seq Primer EGFR 790
vagy
Seq Primer EGFR 858-861
PyroMark Annealing Buffer 24.2 242

Ossztérfogat 25 250

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

Megjegyzés: 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).

Megjegyzés: Ellendrizze a plate helyes orientaciojat, a mintafelvitel
alapjan.

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

4. A vakuum bekapcsolaséaval hozzon létre vakuumot az eszkdzben.
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5. Ovatosan eressze le a sziird szondakat a PCR plate-be (vagy strip-
be), hogy 6sszegyiijtse a templat DNS-sel kotésben 1évé gyongyoket.
Tartsa a szondékat itt 15 masodpercig. Ovatosan emelje fel a vakuum
fejetl
Megjegyzés: A szefardz gydngyodk gyorsan ulepednek. A gydngyok
kifogasanak kozvetlenlul a mozgatast kovetéen kell megtorténnie.

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

6. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, 70%-os etanolt tartalmazo kadba (2.
Abra). Oblitse el a szlir6 szondakat 5 masodpercen keresztiil.

7. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, Denaturation Solution-t tartalmazo
kadba (2. Abra). Oblitse el a szlir6 szondakat 5 masodpercen
keresztul.

8. Helyezze a vakuum fejet az 50 ml, Wash Buffer-t tartalmaz6 kadba (2.
Abra). Oblitse el a sziiré6 szondakat 10 masodpercen keresztul.

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

3. Abra. A vakuum fej hatradodntése, a fiiggéleges 90°-on tul.

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

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

Megjegyzes: Vigyazzon, nehogy felsértse a PyroMark Q24 Plate felszinét,
megkarcolva azt a szrd 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.
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14. Emelje fel a vakuum fejet, majd 5 masodpercig dontse hatra, a
fligg6leges 90°-on tul, hogy a folyadék lecsurogjon a sziiré
szondakbol (3. Abra).

15. Zéarja a vakuum kapcsolo6t az eszkdzon (Off) és helyezze vakuum fejet
a Parking (P) pozicidba.

16. Kapcsolja ki a vAkuum pumpat.
Megjegyzes: A munkanap végén kidobhatja a keletkezett folyékony
hulladékot és a megmaradt oldatokat, valamint ellendrizheti, hogy maradt-

e por illetve folyadék altali szennyezédés a PyroMark Q24 Vacuum
Workstation-on (lasd B Melléklet, 55. oldal).

17. Az elémelegitett 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 tartérol 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”
menuben talalhaté (Iasd ,1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi
bedllitdsa”, 15. oldal), informaciot ad arrél, hogy mennyi nukleotid, enzim
és szubsztrat puffer sziikséges egy specifikus futashoz.

Kezdés elotti teendok

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

Procedura

1. Oldjafel a fagyasztva-szaritott enzim és szubsztrat mixeket is 620 pl
vizben (H,0, tartozek).

2. Az 6sszekeveredés érdekében forgassa meg 6vatosan a csdvet.
Megjegyzés: Ne vortexelje!
Megjegyzés: A biztos beoldodas 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 tolti. Ha
nem hasznalja fel azonnal a reagenseket, tegye jégre* vagy hitébe.

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

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

5. Toltse fel a PyroMark Q24 Cartridge-ot a sziikséges mennyiségii
nukleotidokkal, enzim és szubsztrat mixekkel a 4. Abranak
megfelelden.

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

* Amikor vegyszerekkel dolgozik, mindig viseljen megfeleld kdpenyt, eldobhaté gumikesztydit
és védészemilveget. 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
tartd csdveknek megfeleléek. A futasi beallitasok , Tools” menijében talalhaté Pre Run
informécios riport alapjan, mérje be a megfelelé mennyiségli 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 a plate-tarto keretet és a készllék fedelét.

10. Tegye a futési file tartalmu USB eszk6zt a késziilék elején 1évé port-
ba.

Megjegyzeés: Ne vegye ki az USB eszkozt a futas befejezése elbtt.

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

12. Valassza ki a futasi file-t az érintéképernyé a és v gombjaival.

Megjegyzeés: A mappa tartalmanak megtekintéséhez valassza ki a
mappat és nyomja meg a ,Select’-et. Az el6z6 nézethez nyomja meg a
,Back”-ot.

13. Ha kivalasztotta a futasi file-t, a futas elinditdsahoz 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. Huzza ki az USB eszkozt.
16. Nyissa fel a készulék fedelét.

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

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

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

22. Elemezze a futast a 28. oldalon talalhatoé ,,6. Protokoll: PyroMark Q24
futas elemzese” alapjan.

therascreen EGFR Pyro Kit Kézikonyv 03/2015 27



6. Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzeése

A protokoll leirja az EGFR futas mutacio elemzését a PyroMark Q24
szoftverrel.

Procedura

1. Helyezze be a szamitdgép USB portjaba a feldogozott futasi file-t
tartalmazo USB eszkdzt.

2. Windows Explorert hasznalva helyezze el a futéasi file-t a
szamitbégépen.
3. Nyissa meg a futasi file-t a PyroMark Q24 Software AQ mdédjaban,
ugy hogy a ,,File” meniibdl kivalasztja az ,,Open”-t, vagy ugy hogy
kettot klikkel a file-ra (@)az egyszeriisitett keresében.
Kétféleképpen elemezheti a futast. Ha Plug-in Report-ot hasznal,
menjen az 5. pontra. Ha a PyroMark Q24 integralt, AQ analizist
valasztja, folytassa a 6. ponttal.

Megjegyzés: Az EGFR Plug-in Report hasznélata kifejezetten ajanlott az
eredmények értelmezéséhez. Az EGFR Plug-in Report elérheté e-mailban:
pyro.plugin@giagen.com. Ez a riport biztositja, hogy a megfelel6 LOD
értékek és a kulonb6z6 ,Sequence to Analyze” elemzések
felnasznalasaval az 6sszes mutacio és delécid, koztik a 19. exon hdsz
kllénb6zb delécidja és komplex mutaciodi automatikusan detektalhatoak
legyenek.

5. Az EGFR Plug-in Report hasznalata:
»AQ Add On Reports/EGFR”, majd ,,Exon 18 Codon 719” vagy ,,Exon
19 Deletions” vagy ,,Exon 20 Codon 768” vagy ,,Exon 20 Codon 790”
vagy ,,Exon 21 Codons 858 to 961” kivalasztasa a ,,Reports”-bal (5.
Abra).

P ryromark 024 2.0.6 - [AQ Run Analysis - C:\...\EGFRYEGFR. Example run]

2 File Tools W‘ Window  Help
o ﬁ =" &0 Analysis Statistics
= ) Shotcuts AQ Analysis Resulks
E|__; Example A0 Pyrogram Report 7 |
A0 Full Report kis Setup |
AQ Add On Reports | EGFR | Exon 18 Codon 719 p | [ 5 ]
P ety Reote (A N — L
N i £+om 20 Codors 790
SwP Full Report | T Exon 21 Codons 855 ko 861
0 verven et (GG R B B 190 )
e SITITTITORI I I — Wi oo

EGFR Exon 19de

EGFR Exon 19de

EGFR Exon 19de

5. Abra. Az AQ Run Analysis képernydje.
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A cstvek automatikusan analizalédnak az 6sszes mutaciora, amelyeknek
LOD értéke megtalalhato a 8. Tablazatban. Egy attekintd tablazatban (6.
Abra) jelennek meg az eredmények, valamint a részletes eredmények,
amelyek tartalmazzak a Pyrogramokat és az elemzés minfségét.

Summary

Al B104683 Mutation 34.0 del E746-A750

A2 B105072 Wildtype

A3 B116390 Mutation 26.6 delL747-P753insS

Ad B116389 Wildtype

AS B116301 Potential low level mutation 3.2 delK745-E749 Y
A6 B116392 Mutation 15.4 del E746-A750

A7 WT control Wildtiie

!y See detailed results for further explanation.

NOTE: For further information about data evaluation please refer to the handbook.

6. Abra. Az eredményeket dsszefoglal6 tablazat.
6. Az AQ analizis hasznalata:

Az EGFR futas elemzéséhez és az eredmények attekintéséhez
klikkeljen egyszer az Analyze gombokra.

om Minden cs6 analizise.
m A kivalasztott csovek analizise.

Az analizisek eredménye (allélgyakorisagok) és a mindség értékelés a
Pyrogram® lenyomat alatt kiilén poziciéban van jelélve. A futasok
elemzésének tovabbi részleteiért lasd a PyroMark Q24 User Manual-t.

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

Megjegyzés: Az Analysis Setup-ban meghatarozott standard ,Sequence
to Analyze” felismeri a leggyakoribb mutacidkat a 719-es, a 768-as, a 790-
es, a 858-as és a 861-es kodonban, valamint a leggyakoribb deléciokat a
19. exonban (lasd A Melléklet, 51. oldal). Ha a minta kevésbé gyakori
mutéciét tartalmaz, a ,Sequence to Analyze”-ban bedllithatd, hogy
elemezze a mutacio allapotat ebben a pozicidban is, ahogy az A Melléklet
irja.

A huméan EGFR gén mutaciok gyakorisdganak naprakész adatai
elérhetbéek a Sanger Institute honlapjarol:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Megjegyzes: Az értékelhetd eredmények érdekében ajanljuk, hogy az
egyes csucspont magassagok maradjanak 20 RLU alatt a 768 kodonnal
és 30 RLU alatt a tovabbi négy vizsgalatban. Az ,elfogadhaté minéséghez
szikséges csucsmagassag’-hoz éllitson be 20 vagy 30 RLU-t a vizsgalat
beallitasanal (lasd a PyroMark Q24 User Manual-t és az A Mellékletet).
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Megjegyzes: A 719-es és a 790 kodon kvantifikalasahoz, allitsa be a
hisztogram oszlopok magassagat a vizsgalati beallitasaban (lasd A
Melléklet, 51. oldal).

Megjegyzeés: Az allélkvantifikalas értékelésére és dokumentalaséara az
,AQ Analysis Results’-ot kell hasznalni. A szamok a Pyrogram-ban
kerekitett értékek és nem mutatnak pontos kvantifikaciot.

Megjegyzés: A Pyrogramot mindig 6ssze kell vetni a hisztogramal, amely
egy jobb-klikkel el6hivhatd a Pyrogram ablakbdl. A mért csucsnak
egyeznie kell a hisztogram oszlop magassagaval.

A mutéaciot standard ,,Sequence to Analyze”-val nem mutato és
,Check” vagy ,,Failed” mindségii mintak ujbdli elemzése

Kiemelten ajanlott elemezni minden mintat, amelyben nem mutatott ki
mutaciot a standard ,Sequence to Analyze”, valamint azokat a mintakat
amelyek ,Check” vagy ,Failed” minéségi értéket kaptak. A ,Check” vagy
,Failed” minéségi értékek utalhatnak mutaciora egy masik pontban, ahol
nem vart referencia csucsokat adnak.

Az elemzés Ujboli elvégzéséhez és az alacsony gyakorisagu mutaciok
detektalasahoz menjen az ,Analysis Setup”-ba és valtoztassa meg a
,Sequence to Analyze”-t azokra a variansokra, amelyek az A Mellékletben
talalhatoak, vagy mas ritka-, illetve varatlan mutaciéra. Klikkeljen az
LApply”-ra és aztan klikkeljen a ,To All’-ra, ha az ,Apply Analysis Setup”
ablak megjelenik.

Megjegyzés: A ,Sequence to Analyze” megvaltoztatasa utan biztositsa,
hogy a kusz6bérték az egy csucsnyi magassagnak és a hisztogaram
oszlopmagassagnak megfelel6en legyen beallitva (lasd A Melléklet, 51.
oldal).

Megjegyzés: Ha a mért csicsok nem egyeznek a hisztogram oszlop
magassagaval és nem magyarazhatoak ritka vagy varatlan mutaciokkal, az
eredmény nem lehet alapja a mutécids statusz megitélésének. Javasolt
Gjra futtatni a mintét.
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Az erdmények értékelése

Az analizis eredményeinek értekelése és az alacsony-
szintli mutaciok detektalasa

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

Minden mintat meg kell vizsgalni a detekcio hatarértékével kapcsolatban és a
kovetkezOképpen kell értekelni.

B Mutacios gyakorisdg < LOD: Vad tipus

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

Megjegyzés: Plug-in Report hasznalata kézben (lasd ,,6. Protokoll:
PyroMark Q24 futas elemzése” 5. Iépés, 28. oldal), ha ez térténik, egy
figyelmeztetés fog érkezni.

A lehetséges, alacsony gyakorisagu mutaciét hordozé mintat csak akkor
lehet mutéaciora pozitivként kezelni, ha azt meger6ésiti egy metilalatlan
kontroll DNS mintaval kiegészitett, duplan Gjra futtatott eredmeény.
Mindkét futasi eredmény értéke = LOD lehet csak, és az értékeknek
kalonbozniuk kell a kontrolltol. Masként a mintat vad tipusunak kell itélni

B Mutacios gyakorisag > LOD + 3% egység: Mutacié
EGFR Plug-in Report estében ez automatikus.

Megjegyzés: Az EGFR Plug-in Report hasznalata ajanlott az eredmények
értékeléséhez. A jelzett, lehetséges, alacsony gyakorisagu mutéciét hordozé
mintak kdzelebbi vizsgalatdhoz, ajanlott a tovabbi kézi analizis a szoftver
segitségével (pl.: viszonyitas a kontroll minta mutacios gyakorisdgahoz).

Megjegyzés: Egy LOB alatti gyakorisag a kontroll mintaban, egy altalanosnal
magasabb hattérszintet ad az adott futas soran, amely hatassal lehet az
allélkvantifikalasra, kiléndsen alacsony mutacios szinteken. Ebben az esetben
a gyakorisag LOD (8. Tablazat) és LOD + 3% egység kozotti és nem lehet
alapja a mutacios statusz megitélésének. Javasolt Ujra futtatni a mintat egy
lehetséges alacsony-szintli mutaciéval.

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

COSMIC
Aminosav LOB LOD ID*
Mutaciok csere (% egység) (% egyséq) (V47)

19. exon delécidk
2233dell5 K745 E749del 0.6 1.6 26038
2235 2248>AATTC E746_A750>IP 0.8 1.6 13550
2235 2252>AAT E746_T751>I 1.1 2.8 13551
2235del15" E746_A750del 0.9 1.8 6223
2236del15" E746_A750del 0.2 1.2 6225
2237 _2252>T E746_T751>V 0.8 2.4 12386
2237 2255>T" E746_S752>V 0.6 1.6 12384
2237del15" E746_T751>A 0.9 1.9 12678
2237dell8 E746_S752>A 0.5 1.7 12367
2238 2248>GC L747 _A750>P 0.8 2.5 12422
2238 2252>GCA L747 T751>Q 0.2 0.6 12419
2238dell18 E746_S752>D 0.3 1.1 6220
2239 2248>C't L747 A750>P 1.8 2.5 12382
2239 2251>C L747 _T751>P 0.6 1.7 12383
2239 2258>CA L747 P753>Q 1.3 3.9 12387
2239del18" L747_S752del 0.6 1.5 6255
2239del9 L747_E749del 2.0 3.7 6218
2240del12 L747 T751>S 0.4 1.5 6210
2240del15" L747_T751del 0.9 1.9 12369
2240del18" L747 P753>S 0.9 1.9 12370

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer értékei, elérheté a Sanger Institute
honlapjarol: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T A 19. exon delécidinak LOD érték meghatarozasa = a LOB érték + iires mérések hat
szorasértéke.
A tablazat folytatédik a kdvetkezé oldalon
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8. Tablazat folytatasa

LOB LOD COSMI
Aminosav (% (% C ID*
Mutaciok csere egyséq) egyséqg) (VA7)
18. exon 719-es kodon (GGC)
AGC G719S 0.9 1.5 6252
TGC G719C 1.0 1.6 6253
GCC G719A 4.7 9.1 6239
20. exon 768-as kodon (AGC)
ATC S768lI 2.6 5.0 6241
20. exon 790-es kodon (ACG)
ATG T790M 7.0 10.7 6240
21. exon 858-as kodon (CTG)
CGG L858R 0.6 2.6 (5.5)F 6224
21. exon 861-es kodon (CTG)
CAG L861Q 3.2 4.3 6213
CGG L861R 1.9 4.2 12374

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer értékei, elérhetdé a Sanger Institute
honlapjarél: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
* A legalacsonyabb mutéaciés szint a mintaban = LOD gyakorisagot eredményez.
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Eredmények abrazolasa
Reprezentativ Pyrogram eredmények a 7-14. Abrakon.

2501
200
150

100
50 \
0r J—
T C A
5

C T C G T G
10

E S A T G

7. Abra. Pyrogram lenyomat, a 719-es kodonra vad genotipust hordoz6 minta
elemzését kovetéen “Sequence to Analyze” DGCTCCGGTGC.

G: 98%
T: 2% |
75F
50+

251

0OF ,“* P J A I

1
E S T C G A G T C G A T
5

8. Abra. Pyrogram lenyomat, a 768-as kodonra vad genotipust hordoz6 minta
elemzését kovetden “Sequence to Analyze” CAKCGTG.

100
75
50

25

E s ¢ A T ¢ G A C T G C A
5 10

9. Abra. Pyrogram lenyomat, a 790-es kodonra vad genotipust hordoz6 minta
elemzését kovetéen “Sequence to Analyze” ATCAYGCAG.
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10. Abra. Pyrogram lenyomat, a 858-861-es kodonokra vad genotipust hordoz6 minta
elemzését kovetéen “Sequence to Analyze” CKGGCCAAACDGCTGGGT.

GGAATTAAGAGAAGC: 99 %l
200¢

150+
100

o S

ESCTATCACTGTC CAGCTCGATCGTCATCGTC CATCGLC
5 10 15 20 25 30

11. Abra. Pyrogram lenyomat, vad genotipust hordozé minta a 19. exon elemzését
kovetden.

C: 62%
100 T: 38%
75 + /
50
25+
0+
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E S C A T C G A C T G C A
5 10

12. Abra. Pyrogram lenyomat, elemzését kdvetéen a masodik bazist érintd
ACG > ATG mutécié a 790-es kodonban (nyillal jel6lve).

O) 0 o
o

HaQ
~w
o o
o° oo,
Hao
OO

300}
200} /

100

E S A T C G T G C A A G C A T G C T G
5 10 15

13. Abra. Pyrogram lenyomat, elemzését kdvetden a masodik bazist érinté
CTG > CGG mutéaci6 a 858-as kodonban (nyillal jel6lve).
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________________ 339

GGAATTAAGAGAAGC: 67%
250+

2001
150}
100}

50

ESCTATCACTGTCAGCTCGATCGTC CATCGTC CATCGC
5 10 15 20 25 30

14. Abra. Pyrogram lenyomat, 2235del15 deléciot hordozo minta a 19. exon elemzését
kovetéen.

Hibaelharitasi utmutato

Ez a rész segithet megoldani a felmertlé problémakat. Tovabbi informaciokért
latogasson el a Technical Support Center: Gyakran Ismételt Kérdések lapjara:
www.giagen.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- témakorben (az elérhetéségeket megtalalja a hatoldalon,
vagy latogasson el a: www.giagen.com-ra).

Megjegyzés: A készllékre vonatkoz6 altalanos hibaelharitast a PyroMark
Q24 User Manual-ban talalja.

Megjegyzések és javaslatok

Jel a detektalasa a templat nélkili mintaban (negativ kontroll)

a) Csovek kozotti Egy cso jele detektalhaté a szomszédos
keresztzaj csOben. Kertlje el, hogy nagy jelintenzitasu
minta kerljon a templat nélkli minta mellé.

b) PCR szennyez6dés Hasznaljon steril, szir6s pipetta hegyet. Tarolja
€s csomagolja a mintakat, a kontrollokat és az
amplikonokat kilén a PCR reagensektdl.

Gyenge vagy varatlan szekvenciak
a) Gyenge minéségu Az alacsony min6éségi genomi DNS okozhatja a
genomi DNS PCR sikertelenségét. A PCR mintak
vizsgalatdhoz hasznaljon elektroforetikus
technikat (példaul: QIAxcel® rendszert, vagy
agaréz gélelektroforézist).
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Megjegyzések és javaslatok

,Check” vagy ,,failed” eredmény

a) Alacsony PCR 0sszeméres- vagy Pyroszekvenalas el6tti
cslucsmagassag mintapreparalas soran bekdvetkezd hiba
eredményez alacsony csucsokat. Végezzen
funkcié tesztet a sziiré szondakkal és cserélje ki
ha kell.

,Check” figyelmeztetéskor figyelmesen vesse
0ssze a Pyrogrammot a hisztogrammal, amely
egy jobb-klikkel el6hivhatd a Pyrogram ablakbdl.
Ha a mért csucs megegyezik a hisztogram
oszlop magassagaval az eredmény érvényes.
Mas esetben javasolt Ujra futtatni a mintat.

b) Muéci6 nem talalhatd  Allitsa be a ,Sequence to Analyze’-t a vizsgalati
a ,Sequence to beallitasban (lasd A Melléklet, 51. oldal) és
Analyze” soran elemezze Ujra a futast.

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 az adott ,Sequence to Analyze”
soran. Ezek a mintak analizalhatbéak egy
alternativ ,Sequence to Analyze”- funkcidval, a
nem vart mutacioknak megfeleléen.

d) Nagy csucsmagassag A Pyrogrammot figyelmesen dssze kell vetni a

eltérésre vonatkozo hisztogrammal, amely egy jobb-klikkel
figyelmeztetés az x el6hivhat6é a Pyrogram ablakbdl. Ha a meért
diszpenzaciénal csucsok nem egyeznek a hisztogram oszlop

magassagaval és nem magyarazhatéak ritka
mutécidkkal, javasolt Ujra futtatni a mintét.

d) ,Uncertain/Failed due A hattérzaj a T8 diszpenzidéndl a vart érték alatti.

to high peak hight Allitsa a hisztogram oszlop magasséagat a hiba
deviation at ertékhez (1.00, csak a PyroMark Q24 Software
dispensation: 8” elemzd eszkdzével van ra lehet6ség).

Uzenet a 790-es kodon

esetén
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Megjegyzések és javaslatok

e) ,Uncertain/Failed due = A CTG>CGG mutacié magas szintje a 858- as

to high peak hight kodonnal (L858R) eredményezi a

deviation at megemelkedett hattérzajt a G-10 és az A-12

dispensation: 10” diszpenzacidknal és a LOD alatti gyakorisagot

Uzenet megjelenése a az ATG>CAG mutacidban a 861-es kodonnal

858-861-es kodon (L861Q). Ebben az esetben csak a riportalt

vizsgalatban. L858R mutacié értékelhetd, a figyelmeztetés,
valamint a ,Check” minéség figyelmen kivul
hagyhato.

Megjegyzés: Az EGFR Plug-in Report csupan
egy mutaciot fog riportalni (a legmagasabb
gyakorisagl mutaciot).

f) ,Uncertain/Failed due = Egy magas szintl 2235del15 delécio

to high peak hight eredményezi ezt a figyelmeztetést. Ebben az
deviation at esetben a riportalt mutacio értékelhet6 és a
dispensation: 23" figyelmeztetés, valamint a ,Check” minéség

Uzenet a 2235del15 figyelmen kivul hagyhato.
delécié riportalasakor.

Magas hattér

a) A nukleotidok nem Tarolja a nukleotidokat 2-8 C° kozott. A -15 és
megfelel tarolasa -25 C° kozo6tti tarolas hattér névekedését okoz.

b) A mintak Hagyja a mintdkat a PyroMark Q24 Plate
Pyroszekvenalasi Holder-en szobahémérsékleten (15-25 C°)
analizis el6tti tal rovid ~ 10-15 percig. Ne roviditse le a hitési id6ét.
hitése

c) A cartridge Ovatosan tisztitsa a cartridge-ot, a
szennyez6dése 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 megfeleléen.

b) A reagenseket nem Készitse el6 a therascreen reagenseket az ,5.
megfelel6en tarolta Protokoll: A PyroMark Q24 futtatdsa”, 26. oldal
vagy higitotta alapjan.
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Megjegyzések és javaslatok

c) PCR vagy minta PCR 6sszemérés-, PCR késziilék programozas-
preparalasi hiba vagy Pyroszekvenalas el6tti mintapreparalas
soran bekovetkezd hiba kovetkezménye, hogy
nincs jel. Végezzen funkcidé tesztet a sz(ir6é
szondakkal a PyroMark Q24 User Manual
alapjan és cserélje ki ha kell. Ismételje meg a
PCR-t és a Pyroszekvenalasi elemzést.

Minoségellendrzés

A QIAGEN ISO-mindsitett Min6ség Menedzsment Rendszere szerint, a
therascreen EGFR Pyro Kit minden lot. szamara tesztelve van az el6re
meghatarozott specifikaciokra, hogy biztositsak a folyamatos termék
minfséget.

Korlatozasok

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

A felhaszndlo felel6s az dsszes laboratériumban hasznalt folyamat validalt
teljesitményéért, amelyeket a QIAGEN teljesitmény vizsgalata nem fed le.
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Teljesitményjellemzdk

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 mutéciora meghataroztak plazmid
keverékek segitségével (9. tablazat). Mind az LOB, mind az LOD a
Laboratoriumi Szabvanyok Intézet (CLSI) EP17-A Iranyelve ,A detektalasi
hatarok és kvantifikalasi szabalyok meghatarozaséara vonatkozé protokoll;
mindsitett irdnyelv’—ben leirt ajanlasok alapjan lettek meghatarozva. a és 3
hibak (hibas negativ és hibas pozitiv) lettek 5%-ra bedllitva. Néhany ritka
deléciora a 19-es exonban az LOD ugy lett meghatarozva, hogy hat
szoOrasértéknyi Ures mérték lett hozzaadva az LOB értékéhez.

Az LOB értékek a vad tipusu mintaval kapott mért frekvenciat fejezik ki. Az
LOD értékek a legalacsonyabb pozitivhak mingsithet6 jelet (mért frekvencia)
képviselik egy adott mutaciora.

CTG = CGG mutaci6 a 858-as kodonban

A 858-as kodon CTG - CGG mutacidja esetében, az alacsony szint(
mutéciéju mintdk egy nem Gauss-eloszlast mutattak. LOD igy egy masik
modszerrel lett meghatarozva a CLSI EP17-A Iranyelv alapjan. 2% egységre
az alapkonfiguracio folott lett beallitva a legalacsonyabb jel, amely jelzi a
mutacio (LOD) jelenlétét ezekben a poziciokban, ahogyan az a 95-ik
szazalékos Ures mértékben meg lett hatarozva. Amikor egy 5.5%-0s mutacios
szint(i mintat elemeztink az eredmények 95%-a (n=72) olyan jelet
szolgaltatott, amelyet pozitivnak lehetett minésiteni (=LOD, i.e, 22,6%

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

LOB LOD COSMIC
(% (% ID*

Mutaciok Aminosav csere egység) egység) (V47)

19. exon delécioi
2233del15 K745 E749del 0.6 1.6 26038
2235 2248>AATTC E746_A750>IP 0.8 1.6 13550
2235_2252>AAT E746_T751>I 1.1 2.8 13551
2235del15" E746_A750del 0.9 1.8 6223
2236del15" E746_A750del 0.2 1.2 6225
2237 _2252>T E746_T751>V 0.8 2.4 12386
2237 2255>Tt E746_S752>V 0.6 1.6 12384
2237del15" E746_T751>A 0.9 1.9 12678
2237del18 E746_S752>A 0.5 1.7 12367
2238 2248>GC L747_A750>P 0.8 2.5 12422
2238_2252>GCA L747 T751>Q 0.2 0.6 12419
2238del18 E746_S752>D 0.3 1.1 6220
2239_2248>CJr L747_A750>P 1.8 2.5 12382
2239 2251>C L747_T751>P 0.6 1.7 12383
2239 2258>CA L747_P753>Q 1.3 3.9 12387
2239del18" L747_S752del 0.6 1.5 6255
2239del9 L747_E749del 2.0 3.7 6218
2240del12 L747 T751>S 0.4 1.5 6210
2240del15" L747 _T751del 0.9 1.9 12369
2240del18" L747 _P753>S 0.9 1.9 12370

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer értékei, elérheté a Sanger Institute

honlapjarél: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T A 19. exon delécidinak LOD érték meghatarozasa = a LOB érték + iires mérések hat

szorasértéke.

A tablazat folytatddik a kdvetkezé oldalon
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9. Tablazat folytatasa

LOB LOD COSMIC
Aminosav (% (% ID*

Mutaciok csere egység) egyséq) (V47)
18. exon 719-es kodon (GGC)

AGC G719S 0.9 1.5 6252
TGC G719C 1.0 1.6 6253
GCC G719A 4.7 9.1 6239
20. exon 768-as kodon (AGC)

ATC S768lI 2.6 5.0 6241
20. exon 790-es kodon (ACG)

ATG T790M 7.0 10.7 6240
21. exon 858-as kodon (CTG)

CGG L858R 0.6 2.6 (5.5 6224
21. exon 861-es kodon (CTG)

CAG L861Q 3.2 4.3 6213
CGG L861R 1.9 4.2 12374

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

Megjegyzés: Az értékek meghatarozasahoz olyan futtatasok lettek alapul
véve, amelyekben a vadtipust vagy mutalt szekvenciat hordozé plazmid
keverékek szolgaltak templatként a PCR amplifikdciéhoz.

Megjegyzés: Javasolt, hogy a metodus teljesitményt konfirmaljuk a
laboratoriumban.

42 therascreen EGFR Pyro Kit Kézikbnyv 03/2015


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

Linearitas

A linearitas meghatarozasahoz olyan plazmid keverékek szolgaltak alapul,
amelyek hordozz4k a vadtipust vagy mutalt szekvenciat a 719-es kodonban
GGC>AGC, a 790-es kodonban ACG>ATG, a 858 kodonban CTG>CGG,
valamint a 2235del15 és 2236del15 deléciokat a 19. exonban.

A plazmidok kilén mennyiségekben lettek bekeverve, annak érdekében, hogy
a mutacié négy szintet adjon (5, 10, 30 és 50%). Minden egyes keverék
harom kulonb6zé lot. szamu therascreen EGFR Pyro kit-el lett elemezve
harom piroszekvenalasi lefutassal €s harom ismétléssel

A 19. exonban a 2235del delécié eredményei (n=9 minden egyes mutacios
szintre) az CLSI EP6-A Iranyelve ,A kvantitativ mérési folyamatok
linearitasanak kielemzése: statisztikai megkdzelités; jovahagyott iranyelv”
alapjan lettek kielemezve az Analyse-it® Software v.2.21—el és a 15. abréban
vannak bemutatva.

Az eredmények linearisnak bizonyultak a megengedett 5% egységnyi non-
linearitason belil a tesztelt 5 és 50%-0s mutacios szintek k6zott. Hasonlo
eredményeket tapasztaltak a mutaciokra a GGC>AGC esetén a 719-es
kodonban, az ACG>ATG esetén a 790-es kodonban, a CTG>CGG esetén a
858-as kodonban, valamint a 19. exonban a 2235del delécioéra.

70 7
60 A
50 A
0] i
30 A
20 A

10 4

% measured frequency (% units)

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

% mutated plasmid (based on OD)

15. Abra. Linearitas a 19. exonban a 2235del deléciéra

Precizio

A preciziés adatok altal a vizsgalatok total varianciajat hatarozhatjuk meg. Ez
harom kulonb6zd szinten lett meghatarozva a fent emlitett plazmid mixek
elemzéseével, harom ismétléssel.
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Az ismételhetbség (repeatability — vizsgéalaton bellli és csoportok kozotti
variancia) a linearitds meghatarozasara szolgalé adatok segitségével lett
kiszamolva (ugyanazon napon tértént harom futtatassal harom kilénb6zé lot.
szamu therascreen EGFR Pyro kit segitségével). A kbzbensé precizid
(laboratériumon bellli variancia) meghatarozasa harom futtatassal tortént egy
laboratoriumon belul, harom kulonb6z6 napon mas kezelbkkel, a PyroMark
Q24 készuléken és a therascreen EGFR Pyro Kit kilénbdz6 lot-jaival. A
reprodukalhatosag (laboratoriumok kozoétti variancia) két-két futtatasbol lett
szamitva egy belsé illetve kiilsé laboratériumban a therascreen EGFR Pyro Kit
kUlonboz6 lot. szamaival.

A preciziés becslések, mint a mért mutacios frekvencidk szorasaként lettek
meghatarozva %-os egységben (10. Tablazat). Az ismétlédés, a kdzbensd
precizios adat valamint a re-produktivitas a 19. exonban a 2235del deléciora
0.8-1.2, 0.7-2.9 és 0.7-1.8 % egység volt a mért 5-50%-0s mutacio szinten.
Hasonld eredményeket tapasztaltak a mutaciékra a GGC>AGC esetén a 719-
es kodonban, az ACG>ATG esetén a 790-es kodonban, a CTG>CGG esetén
a 858-as kodonban, valamint a 19. exonban a 2235del delécidra.

10. Tablazat. A 2235del delécio precizidja a 19. exonban*

Koézbenso
% mutalt Ismételhetéség precizidés adat Reprodukalhatésag
plazmid?  Atlag  Széras Atlag Széras Atlag Szo6ras
5 7.7 0.8 7.4 0.7 7.4 0.7
10 14.7 1.1 14.5 1.3 14.4 1.1
30 41.8 1.2 40.0 2.0 41.5 1.7
50 594 1.0 58.2 2.9 60.7 1.8

* Minden adat % egységben. SD: Széras (n=9).
T OD,go mérések alapjan.

Diagnosztikai ertékelés

A therascreen EGFR Pyro kit kiértékelése Sanger szekvenalassal és a
therascreen EGFR RGQ kit-el 6sszehasonlitva tortént. A DNS izolalas 100
formalinban—fixalt parafinba—agyazott (FFPE) nem-kissejtes tidd tumorbdl
(NSCLC) szarmazd mintabol tortént es vizsgalatok a 719-es, 768-as, 790-es
és 858-861-es mutaciokra valamint 19.-es exonban 1évé delécidkra és
komplex mutaciokra terjedtek ki.

A DNS izolalas a QlAamp DNA FFPE Tissue kit-el tortént. A vizsgalatokat a
therascreen EGFR Pyro kit-el végezték el a PyroMark Q24-es készlléken
valamint a therascreen EGFR RGQ kit-el a Rotor Gene-Q 5plex HRM Il
szérigjan. A Sanger szekvenalas az ABI® 3130 Genetic Analyzer-én tortént.
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A 100 vizsgalt minta kdzl 97 mintara meghatarozhato volt a mutacio statusza
az 6sszes kodonra és a 19.-es exonra mindharom metodussal. Két mintanal
nem volt kimutathaté a mutacios statusz piroszekvenalassal a 768-as
kodonnal, egy minta esetében pedig a harom kdzul egyik moédszer sem jart
sikerrel a legtébb kodon esetében, amely arra engedett kdvetkeztetni, hogy a
DNS min&sége nem volt elég jo az amplifikalashoz.

A T790M rezisztencia mutacio egy mintaban lett detektalva mindharom
maodszerrel, mig az L861Q mutacioé egy mintaban lett detektalva
piroszekvenalassal. Tizenharom, tizenkett6 és tizenhat delécié és komplex
mutacio lett detektalva piroszekvenalassal, Rotor-Gene Q-val és Sanger
szekvendlassal a 19-es exonban. Harom Sanger szekvenalassal detektalt
delécio a 19-es exonban nem volt reprodukélhato6 se piroszekvenalassal sem
pedig a Rotor-Gene Q-val. AZ L858R mutaciot harom minta esetében
mindharom modszerrel sikertilt detektalni, két minta esetében pedig
piroszekvenalassal és barmely masik mdodszerrel a tébbi kdzul, egy minta
esetében csak piroszekvenalassal és egy masik minta esetében pedig csak a
Rotor-Gene Q készulékkel. Az eredményeket a 11-14-es Tablazatokban
talalhatjuk.

A 719-es és 768-as kodonokra a 100 minta kozll egyikben sem detektaltak
mutaciot egyik modszerrel sem.

Azokon a mintakon, amelyek egy vagy tébb metddussal sem jartak sikerrel, a
therascreen EGFR Pyro kit és a Sanger szekvenalas is 100%-0s, 98%:-0s,
99%-0s és 97%-0s konkordanciat jelzett az eredményekben a 790-es, 858-as,
861-es kodonoknak és a 19.-es exonnak megfeleléen. Mig a therascreen
EGFR Pyro kit és a therascreen EGFR RGQ kit 100%-0s, 97%-0s, 99%-0s €és
99%-0s konkordanciat jelzett az eredményekben a 790-es, 858-as, 861-es
kodonoknak és a 19.-es exonnak megfeleléen (11-14 Tablazatok).
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11. Tablazat. A vizsgalt NSCLC tumor mintak eredményei a 790-es
kodonnal

Sanger szekvenalas
Vad )
Mutans tipus Ismeretlen  Osszes
Mutans 1 0 1 2
therascreen
EGFR Pyro  Vad tipus 0 98 0 98
Kit Ismeretlen 0 0 0 0
Osszes 1 98 1 100
therascreen EGFR RGQ Kit
Vad
Mutans tipus Ismeretlen  Osszes
Mutéans 1 0 1 2
therascreen
EGFR Pyro  Vad tipus 0 98 0 98
Kit Ismeretlen 0 0 0 0
Osszes 1 98 1 100
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12. Tablazat. A vizsgalt NSCLC tumor mintak eredményei a 858-es
kodonnal

Sanger szekvenalas
Vad )
Mutans  tipus Ismeretlen  Osszes
Mutans 4 2 0 6
therascreen
EGFR Pyro Vad tipus 0 93 0 93
Kit Ismeretlen 0 0 1 1
Osszes 4 95 1 100
therascreen EGFR RGQ Kit
Vad
Mutans  tipus Ismeretlen Osszes
Mutans 4 2 0 6
therascreen
EGFR Pyro Vad tipus 1 92 0 93
Kit Ismeretlen 0 1 0 1
Osszes 5 95 0 100
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13. Tablazat. A vizsgalt NSCLC tumor mintak eredményei a 861-es
kodonnal

Sanger szekvenalas
Vad )
Mutdns tipus Ismeretlen Osszes
Mutans 0 1 0 1
therascreen
EGFR Pyro Vad tipus 0 98 0 98
Kit Ismeretlen 0 1 0 1
Osszes 0 100 0 100
therascreen EGFR RGQ Kit
Vad
Mutans tipus Ismeretlen Osszes
Mutans 0 1 0 1
therascreen
EGFR Pyro Vad tipus 0 98 0 98
Kit Ismeretlen 0 0 1 1
Osszes 0 99 1 100
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14. Tablazat. A vizsgalt NSCLC tumor mintak eredményei a 19-es exonnal

Sanger szekvenélas
Vad
Mutans  tipus  Ismeretlen Osszes
Mutans 13 0 0 13
therascreen
EGFR Pyro  Vad tipus 3 84 0 87
Kit Ismeretlen 0 0 0 0
Osszes 16 84 0 100
therascreen EGFR RGQ Kit
Vad )
Mutans  tipus Ismeretlen  Osszes
Mutans 12 1 0 13
therascreen
EGFR Pyro Vad tipus 0 86 1 87
Kit Ismeretlen 0 0 0 0
Osszes 12 87 1 100

Megjegyzés: Az dsszes teljesitményjellemzé meghatarozasahoz inditott
futtatas esetében a jel 20 RLU f6l6tt volt a 768-as kodon vizsgalatnal és 30
RLU folétt volt a maradék négy vizsgalat esetében, megszokott médon nyert
10 ng DNS-bdl, amelyet formalinban—fixalt parafinba—agyazott (FFPE)
szovetbdl izolaltak. A piroszekvenalas adatai az EGFR Plug-in Riport
segitségével lettek kielemezve.

Referenciak

A QIAGEN egy széleskorl naprakész online adatbazissal rendelkezik a
QIAGEN termékeivel kapcsolatos tudomanyos publikacidkrél. Az atfogo
kereso6funkcid altal konnyen megtalalja a keresett cikket egy egyszeri
kulcsszo belutésével vagy a szilkité funkcié segitségével — applikaciora,
kutatasi tertletre, cimre, stb. vonatkozolag.

A referencidk teljes listajaért kérjik, keresse fel a QIAGEN Referencia Online

Adatbazist a www.giagen.com/RefDB/search.asp cimen vagy konzultaljon a
helyi disztributoraval.
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Symbols

W N> N> tesztre elegendé reagenst tartalmaz

g Eddig elhasznélando

IVD In vitro diagnosztikai orvosi készulék
REF Kataldgus szam

LOT Lot. szam

Anyagszam

COMP Komponensek

CONT Tartalmaz

NUM Szam

Natrium-hidroxid
Globalis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

Hémeérsékletkorlatozas

Gyarto

Nézze at a hasznalati utasitast

@L%@E

Kontaktinformacio

Technikai segitségeért illetve tovabbi informaciéért kerjuk, 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.giagen.com).
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A Melléklet: therascreen EGFR Pyro vizsgalat
beallitasai

Ha az EGFR Plug-in Riport installalasa mar megtortént elérhetbéek a 719-es,
768-as, 790-es és 858-861-es kodonok valamint a 19.-es exon delécidi a
PyroMark Q24 szoftver bongészéjében az ,Example Files/PyroMark
Setups/EGFR” utvonal alatt. Tovabbi Iépések ebben az esetben nem
szikségesek. Az EGFR Plug-in Riport e-mail-en keresztil is igényelhetd:
pyro.plugin@giagen.com.

Kifejezetten ajanljuk az EGFR Plug-in Riport hasznalatat manudlis analizis
esetében. Komplex mutaciok nem adhatéak hozza manualisan a ,Sequence to
Analyze”-hoz és a kiértékelésik a plug-in segitségével torténhet csak. A Plug-
in installalasat kovetéen illetve minden alkalommal, amikor egy 0j szoftver-t
telepitlink, vagy frissitiink a szamitdgépen, a plug-in megfelel6 funkcioit
ellen6riznlnk kell az EGFR Plug-in Quick Guide alapjan.

Abban az esetben, ha az EGFR Plug-in Riport nem lett installalva az assay
file-t manualisan kell bedllitani a therascreen EGFR Pyro assay elsé futtatasa
el6tt. Az alabbiak szerint allitsak be a PyroMark Q24-es Szoftvert az EGFR
719-es, 768-as, 790-es és 858-861-es kodonjaira valamint a 19.-es exon
delécioira.

Procedura

EGFR 719-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.
DGCTCCGGTGC
Megjegyzés: A legfrekventaltabb mutécié a 719-es kodonban, a 2155-6s
nukleotidnal lesz detektalva a ,Sequence to Analyze” segitségével.

A ,Sequence to Analyze” valtoztathat6 a futas utan a 2156-os nukleotid
mutacioinak a vizsgalatara. A kdvetkez6 szekvenciat kell megadni a
~Sequence to Analyze”-hoz annak érdekében, hogy meg tudjuk vizsgalni
van-e jelenlévé mutacio a 2156-0s nukleotidnal.

GSCTCCGGTGC

Megjegyzés: Ugyeljiink arra, hogy az egyéni csucsértékek kiiszobe a 30
RLU-hoz legyen allitva. Arra is figyeljink, hogy a hisztogram tengelyeinek
a magassagai megfeleléen legyenek beallitva (lasd alabb).

A3. Manualisan adja hozza a kdvetkez6 ,,Dispensation Order”-t.
ATGTCACTCGTG
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16. Abra. A 719-es kodon (2155-6s nukleotid) hisztogram-ja a ,,Sequence to
Analyze” DGCTCCGGTGC utén. A piros téglalap a hisztogram oszlop aljan, a C5
diszpenzaciénal, a tengely magassaganak modositasat jelzi.

17. Abra. 719-es kodon (2156-0s nukleotid) hisztogram-ja a ,,Sequence to
Analyze” GSCTCCGGTGC utan. A piros téglalap a hisztogram oszlop aljan, a C5
diszpenzacibénal, a tengely magassaganak mdodositasat jelzi.

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

A5. Vigye az egér kurzorat a hisztogramban oszlop fels6 részéhez a C5
diszpenzacional és klikkeljen mikézben nyomva tartja a ,,Ctrl”
gombot. Egy kis ablak fog megjelenni, amely a hisztogram oszlop
alap beallitott magassagat fogja jel6Ini (1.00). Emelje a magassagot
1.04-re a ,,Sequence to Analyze” DGCTCCGGTGC esetében és 2.04-re
a ,,Sequence to Analyze” GSCTCCGGTGC esetében.

AG6. Klikkeljen H az eszk6ztarba és mentse el az assay-t, mint ,,EGFR
codon 719”.

EGFR 768-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.
CAKCGTG

A3. Manualisan adja hozza a kdvetkez6 ,,Dispensation Order”-t.
TCGAGTCGAT
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18. Abra. A 768-as kodon (2303-as nukleotid) hisztogram-ja a ,,Sequence to
Analyze” CAKCGTG utan.

A4. Klikkeljen d az eszkdztarba, mentse az assay-t ,,EGFR codon 768”
néven.

EGFR 790-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:
ATCAYGCAG

A3. Manualisan adja hozza a kdvetkez6 ,,Dispensation Order”-t:
CATCGACTGCA

1’>

0 L l l l L l L l l l

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

19. Abra. A 790-es kodon (2369-es nukleotid) hisztogram-ja a ,,Sequence to
Analyze” ATCAYGCAG utan. A piros téglalap a hisztogram oszlop aljan, a T8
diszpenzéacional, a tengely magassaganak médositasat jelzi.

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

A5. Vigye az egér kurzorat a hisztogramban oszlop fels6 részéhez a T8
diszpenzacional és klikkeljen mikézben nyomva tartja a ,,Ctrl”
gombot. Egy kis ablak fog megjelenni, amely a hisztogram oszlop
alap beallitott magassagat fogja jel6Ini (1.00). Emeljuk a magassagot
1.03-ra.

A6. Klikkeljen d az eszkdztarba és mentse el az assay-t, mint ,EGFR
codon 790”.

EGFR 858-861-es kodonok

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

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

A3. Manualisan adja hozza a kdvetkez6 ,,Dispensation Order”-t:
ATCGTGCAAGCATGCTG
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20. Abra. A 858-861-es kodon hisztogram-ja a ,,Sequence to Analyze”
CKGGCCAAACDGCTGGGT utan.

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

A5. Klikkeljen | az eszkdztarba, mentse az assay-t, mint ,,EGFR codons
858-861".

EGFR 19. Exon del

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

A2. Az alabbi szekvenciat irja be a ,,Sequence to Analyze” részhez.
TATCAA[GGAATTAAGAGAAGC]AACATCTCCGAAAGCCAACAAGGA
A 19. exonban a legfrekventaltabb delécié a 2235dell15. Ahhoz, hogy mas
delécidkra is vizsgalhassa, a ,Sequence to Analyze”-t at kell allitania a
meghatérozott delécio alapjan.
Hasznalja a vadtipusu szekvenciat:
TATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAACAAGGAA
ATCCTCGAT
és a delécid kezdeténél és végénél adjon hozza szdgletes zarojelet.
A masodik leggyakoribb delécio esetében a 19-es exonra (2236del15),

valtoztassa a ,Sequence to Analyze”-t a kdvetkezére.
TATCAAG[GAATTAAGAGAAGCA]JACATCTCCGAAAGCCAACAAGGA

A3. Manualisan adja hozza a kovetkezd ,,Dispensation Order”-t:.
CTATCACTGTCAGCTCGATCGTCATCGTCACGC

}Ol—‘NwJ}

1
C TA TCACTSGTC

21. Abra. A 19. exon del hisztogram-ja.
A4. Klikkeljen a ,,Analysis Parameters”-re és emelje a ,,Peak Height
Threshold - Required peak height for passed quality”- t 30-ra.

A5. Klikkeljen d az eszkdztarba, mentse az assay-t, mint ,,EGFR Exon 19
del”.

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

A A vakuum munkaalloméasnal hasznalt Denaturation Solution

natrium hidroxid tartalma, ami szemre és bérre irritalé hatasu.
Mindig viseljen biztonsagi szemuveget, keszty(t és kdpenyt.

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 bioldgiai), mint az a alkalmazando
Anyagbiztonsagi Adatlapon (SDSs) vagy OSHA™-ban, ACGIHT -
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 Egészségiigyi Apparatus (Amerikai Egyesult 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
kozponti, allami és helyi kbrnyezetvédelmi szabalyozéasokat.

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 vdkuum pumpa is legyen ki kapcsolva.

B2. Uritse ki a tartalyokban Iévé anyagokat.

B3. Oblitse ki a tartalyokat magas vizmindségli tiszta vizzel vagy cserélje
ki azokat, ha szikséges.

B4. Uritse ki a hulladéktarolot.
Megjegyzés: A fedd a gumicsé levalasztasa nélkul is levehetd.

B5. Ha a vakuum munkaallomast tisztitani kell (példaul por vagy kiéomlés
miatt), kérjuk, kovesse a PyroMark Q24 kézikonyvben leirtakat.
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Megrendelési Informaciok

Termék Tartalom Kat.

szam
therascreen EGFR 24 reakciora a PyroMark Q24-es 971480
Pyro Kit (24) rendszeren: kit (24) Seq primerek,

PCR primerek, metilalatlan kontroll
DNS, PyroMark PCR Master Mix,
CoralLoad

koncentratum, PyroMark binding
puffer, PyroMark denaturécios oldat,
PyroMark moso puffer, Enzim mix,
szubsztrat mix, dATPaS, dGTP,dTTP
és H,O

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

PyroMark Q24 Szekvencia alapu detekcio platform 24 9001514
paralell minta piroszekvenalasara
PyroMark Q24 MDx Véakuum munkadllomas (220V) 9001517*
Vacuum Workstation* 24 minta parallel elkészitésére PCR 9001515
termékbdl egyszalu templatta
PyroMark Q24 Vacuum Vakuum munkaéllomés (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-reakcio plate 979301
(100)

PyroMark Q24 Nukleotidok és reagensek 979302
Cartridge (3) diszpenziojara szikséges patronok
* UK csak.

T a Vilag tébbi részén.
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Termék Tartalom Kat.

szam
PyroMark Vacuum Ujrahasznalhato filter probak a 979010
Prep Filter Probe (100) PyroMark vakuum munkaallomas Q96

és Q24-hez

PyroMark Control Oligo A rendszer installacio ellenérzésére 979303
PyroMark Q24 A rendszer teljesitmény 979304
Validation Oligo konfirmaciojara
Kapcsoldédo termékek
QlAamp DNA FFPE 50 DNS prep-nek: 50 QlAamp 56404

Tissue Kit (50) MinElute® oszlop, Proteinase K,
Pufferek, Gyljtécsovek (2ml)

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

eldobhat6 hegy tartok, minta tubusok

(2 ml), eldciés tubusok (1,5 ml), puffer

G2, Proteinase K

QlAamp DSP DNA 50 prep-nek: QlAamp Mini Spin 61104
Blood Mini Kit oszlop, pufferek reagensek, tubusok,
VacConnectors

A legfrissebb licenc informéacioért és termék specifikus jogi nyilatkozatért,
kérjuk, keresse a megfeleld QIAGEN kit kézikdnyvet, vagy hasznalati

utasitast. A QIAGEN kit kézikonyvek és hasznélati utmutatok megtalalhatoak 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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Védjegyek: QIAGEN®, QlAamp®, QIAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN Group); ABI (Life Technologies Corporation); Analyse—it® (Analyse-it Software, Ltd.); MiIIi—Q® (Millipore
Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Meghatéarozott Licenc Megallapodas

A therascreen EGFR Pyro Kit vasarl6ja, vagy hasznal6ja tudomasul veszi az alabbi feltételeket:

1.

A therascreen EGFR Pyro kit csak a therascreen EGFR Pyro kit kézikdnyv alapjan hasznalhaté és csak a kitben 1évé alkatrészek
hasznéalhat6ak hozza. A QIAGEN semmilyen licencet nem biztosit arra az esetre, ha nem kizarélag a kit-ben talalhaté alkatrészek kertilnek
felhasznalasra vagy mas alkatrészekkel keruilnek egyesitésre, mint a therascreen EGFR Pyro kit kézikdnyvében leirtak, illetve a
www.giagen.com oldalrdl letdlthetd tovabbi protokollokban leirtak.

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

A kit és komponenseinek a licence-e egy felhasznéalasra szélnak és nem Ujrahasznosithatd, feldjithat6 vagy eladhato.
A QIAGEN visszautasit barmilyen egyéb licenc-et, ami mas mint a hatarozottan kozolt.

A kit vevdje illetve felhasznaldja hozzajarul ahhoz, hogy nem tesz semmilyen [épést és nem segit el6 masokat semmilyen olyan Iépésben, ami
a fenti tiltott tevékenységekhez vezethet. A QIAGEN ezen Meghatarozott Licenc Megallapodas barmilyen megszegése esetén jogi Utra Iéphet
barmely biréségon és vissza fogja kapni a kivizsgalasi és birésagi koltségeket, beleértve az tigyvédi dijat.

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

© 2015 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sample & Assay Technologies



