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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 teruleteken:

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
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Tervezett felhasznalas

A therascreen BRAF Pyro Kit egy in vitro nukleinsavszekvencia-alapu teszt, a
human BRAF gén 600, illetve 464-469-es kodonjaban talalhaté mutaciok
mennyiségi Pyroszekvenalasa, szoveti mintabol szarmazé genomi DNS
alapjan.

A therascreen BRAF Pyro Kit-tel a klinikusok olyan informaciohoz juthatnak,
amivel, nagyobb valoszinliséggel ki tudjak valasztani azokat a rakbetegeket,
akiknél hatdsos lehet az anti-EGFR terdpia, mint a panitumumab és
cetuximab. In-vitro diagnosztikai hasznalatra.

Csak a PyroMark Q24 rendszeren torténé hasznalatra. A PyroMark Q24
rendszer az alabbiakat 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 biolégiai technikakban és ismerik a PyroMark Q24 rendszert.

Osszefoglalas és magyarazat

The therascreen BRAF Pyro Kitet a human BRAF gén 15-6s exonjanak 600,
illetve 11-es exonjanak 464-469-es kodonjaban talalhatdé mutaciok mennyiségi
Pyroszekvenalasara hasznéalhatjuk (1. abra).

Exon ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCT
15 AGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTG

TCTGGATCCATTTTGTGGATG

Exon AAAACACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATTCCTGATG
11 GGCAGATTACAGTGGGACAAAGAATTGGATCTIGGAITCATTTGGARCAGT
CTACAAGGGAAAGTGGCATG

1. abra. A human BRAF gén szekvenalt régidjanak genetikai tartalma (Ensembl ID
ENSG00000157764). A 600, 464, 466, and 469 kodonokat a négyzetek jelzik.

A kit 2 db assay-bél all: az egyik a 600-as kodonban, a masik a 464—-469
kodonokban hatarozza meg a mutaciokat (2. abra). A két regié PCR altal
kulon-kulon kerul amplifikalasra és szekvenalasra ezeken a teruleteken. A
meghatarozott poziciok korili szekvenciak normalizalasi és referencia
csucskeént szolgalnak a minéségi €s mennyiségi értékeléséhez.
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2. dbra. A BRAF vizsgdlat illusztraciéja. A szekvencia a vad-tipust minta analizalt
szekvencidjat jeloli. FP és FPB: Forward PCR primerek (B jel6li a biotinilaciot); RP és FPB:
Reverse PCR primerek (B jel6li a biotinilaciot) Seq: Szekvendld primerek.

Mindkét vizsgalat reverz irAnyban szekvenalt.

A termék minden vizsgalathoz 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 elve

A 6. oldali munkafolyamat a vizsgalatok menetét vazolja. A 600-as és 464-
469-es kodonokra célzott primerrel t6rténd PCR utdn az amplikonok
megkotédnek a Streptavidin Sepharose High Performance gyongyokon. A
termék egyszallsitasa utan a szekvendlé primerek kapcsolédasa kovetkezik
(annealing). A mintakat ezutan a PyroMark Q24 rendszeren analizaljuk egy
futtatasi-bedllitas file és egy futtatasi file hasznalataval.

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

Habar, a futtatast lehet analizalni a PyroMark Q24 rendszer szerves részét
képezb analizis modullal is. Ebben az esetben a ,Sequence to Analyze”
beadllithatd a ritka mutaciok elemzésére a futas utan (lasd ,6. Protokoll:
PyroMark Q24 futas elemzése”, 29. oldal).

Megjegyzeés: A munkafolyamat kissé modosult a therascreen BRAF Pyro Kit
Kézikonyv el6z6 verzidjahoz képest (1. kiadas, 2011 julius). Lasd ,4. Protokoll:
Mintatisztitas a PyroMark Q24-en térténd Pyrosequencing analizis elétt”, 23.
oldal..
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A therascreen BRAF Pyro procedudra munkafolyamata

Vizsgalati és futtatasi beallitas Minta el6készités
PCR (2. Protokoll)
Vizsgélati file bedllitas Il
(A Melléklet)
i Immobilizacié (3. Protokoll)
\j
A futtatasi file beallitasa Mintak elokészitése (4. Protokoll)

(1. Protokoll)

\/

PyroMark Q24 futtatas (5.Protokoll)

\{
PyroMark Q24 futtatas analizise (6.Protokoll)

\{
Jegyzokonyv (Report)

Kontrollok

A kit tartalmaz egy metilalatlan kontroll DNS-t, mint pozitiv kontrollt a PCR—hez
és a szekvenald reakciokhoz. Ez a kontroll DNS ,vad” genotipussal
rendelkezik azokon a szekvenalt terileteken, ahol a kit felhasznalasra kerul,
igy biztositja az eredmények megfelel6 értelmezését valamint az alacsony
szintli mutaciék beazonositasat (lasd: ,Az eredmények értelmezése”, 32.
oldal). Minden egyes vizsgalatnak tartalmaznia kell egy metilalatlan kontroll
DNS mintét is, minden piroszekvenalasi futtatas alkalmaval.

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 BRAF Pyro Kit (1/2-es doboz)

therascreen BRAF Pyro Kit (24) (24)
Kat. szam 971470
Reakciok szama 24
Seq Primer BRAF 600 24 ul
Seq Primer BRAF 464—-469 24 pl
PCR Primer BRAF 600 24 ul
PCR Primer BRAF 464-469 24 pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 pl
CoralLoad® Koncentratum, 10x 1.2 ml
H.O 3x1.9ml
Metilalatlan kontroll DNS, 10 ng/ul 100 pl

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

Puffers 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
therascreen BRAF Pyro Kit Kézikényv (angol nyelv() 1

* Natrium-hidroxidot tartalmaz.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Szikséges, de nem biztositott anyagok

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

DNS izolalo kit (lasd ,14DNS izolalas”, 14. oldal)
Pipettak (allithat6)*

Steril pipetta hegyek (szlrbével a PCR 6sszeallitasahoz)
Asztali mikrocentrifuga*

PCR készuléek* 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 szoftver (kat. szam 9019063 vagy 9019062)"

PyroMark Q24 Plate (kat. szam 979301) T

PyroMark Q24 Cartridge (kat. szam 979302)

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kat. szam 9001515 és 9001517)*"
plate mixer* a gyongyok immobilizalasahoz

Flthet6 blokk*, mely képes 80°C-t biztositani

24-csoves PCR plate vagy strip-ek

Strip kupakok

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

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

M Etanol (70%)*

" Bizonyosodjon meg arrdl, hogy a gyarté javaslatainak megfelelen tortént a késziilék
ellen6rzése és kalibralasa.

T CE-IVD jelblés a 98/79/EC EU-s el6irasnak megfeleléen. Minden mas termék a listaban a
98/79/EC EU-s El6iras alapjan nem CE-IVD jeldlésu.

* Ne hasznéljon denaturalt alkoholt, mely egyéb anyagokat tartalmaz, mint a metanol és
metiletilketon.
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Ajanlott plate mixerek

Az 1. tdblazatban feltlintetett plate mixerek ajanlottak a therascreen BRAF
Pyro Kit hasznalatdhoz.

1. tablazat. Plate mixerek, melyek a therascreen BRAF Pyro Kit
hasznalatdhoz ajanlottak.

Gyarto Termék Kat. szam

Termomixer komfort

(alap készilék) 5355 000.011

Eppendorf Termoblokk MTP-hez 5363 000.012

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

_ o 51410
Variomag™~ Teleshake

H+P (115 V = 51410 U)

Labortechnik

Gmbh 51110

Variomag® Monoshake
(115 V = 51110 U)

Ajanlott 24-well plate-ek

A 2. tablazatban feltiintetett 24-well plate-ek ajanlottak a therascreen BRAF
Pyro Kit hasznalatdhoz.
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2. tablazat. 24-well plate-ek, melyek a therascreen BRAF Pyro Kit
hasznalatahoz ajanlottak.

Gyarté Termeék Kat. szam
ABgene

L Thermo-Fast PCR Plate AB-0624
(Thermo Scientific)
Axygen 24 Well PCR Microplate PCR-24-C
titude FrameStar Break-a-way 96 wells, 44-1000

clear tubes

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030

Figyelmeztetések és ovintezkedések

Biztonsagi informacidk

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig viseljen megfelelé
laboratoriumi kdpenyt, eldobhato keszty(it és védészemuiveget. Tovabbi
informacidkeért, kérjuk, olvassa el a megfelel6 biztonsagi adatlapokat (SDS).
Ezek online elérhetbek praktikus és tomoér PDF formatumban a
www.giagen.com/safety oldalon, ahol megtalalhatd, olvashat6 és
kinyomtathato az SDS az egyes QIAGEN kitekre és kit komponensekre
vonatkozoéan.

Az alabbi figyelmeztetd (,H”) és dvintézkedésre vonatkozé (,P”) mondatok
vonatkoznak a(z) therascreen BRAF Pyro Kit termék 6sszetevdire.

PyroMark Denaturation Solution

@ Figyelem! Bérirritalé hatasu. Sulyos szemirritaciét okoz. Fémekre
korroziv hatasu lehet. A kiomlott anyagot fel kell itatni a korulvevé
anyagok karosodasanak megel6zése érdekében. Az eredeti
edényben tartando. Védbkesztyl/ védbéruha/ szemveédd/ arcvedd
hasznalata kotelez6.

PyroMark Enzyme Mixture

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

PyroMark Substrate Mixture

@ Tartalmaz: acetic acid. Figyelem! Bérirritald6 hatasu. Sulyos
szemirritaciot okoz. Ha a szemirritacid nem mulik el: orvosi ellatast
kell kérni. A szennyezett ruhat le kell vetni és az 0jbdli hasznélat
elétt ki kell mosni. Védbkesztyl/ védéruha/ szemvédd/ arcvedd
hasznalata kotelez6.

Altalanos ovintézkedések
Megjegyzés: A felhasznalonak mindig figyelmet kell forditania az alabbiakra.

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

B A munkafolyamat kissé médosult ( l1asd ,4. Protokoll: Mintatisztitas a
PyroMark Q24-en torténd Pyrosequencing analizis el6tt, 23. oldal) a
therascreen BRAF Pyro Kit Kézikbényv R1 revizidjahoz viszonitva

B Ezen termék komponensei elegendéek 24 reakcioé elkészitésére, akar 5
fuggetlen futtatashoz.

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

B Tarolja, illetve nyissa fel a pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok, és
amplikonok) kualonallban mas tovabbi reagensektdl és adja hozza a
reakcio keverékhez egy kulonallé helységben.

M Olvassza fel az 6sszes komponenst szobahémérsékleten (15-25°C) az
analizis eld6tt.

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

B A sikertelen eredmények nem hivatottak a mutacios statusz megitélésére.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reagensek tarolasa és kezelése

A therascreen BRAF Pyro Kit-szllitAsa 2 dobozban torténik. A therascreen
BRAF Pyro Kit (1/2-es doboz) szallithsa 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
aktivitasi veszteséget minimalizalando, 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 (jraalkotott enzim és szubsztrat mixek lefagyaszthatéak és a fiolaikban
tarolhatok -30 és -15°C kozott. Lefagyasztott reagenseket nem lehet kitenni 3-
nal tobb fagyasztasi-kiolvasztasi folyamatnak.

Megjegyzés: A nukleotidok nem fagyaszthatok.

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

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

A mintaanyagok human DNS-ek, melyeket vérbdl és formalin-fixalt paraffinba-
bedgyazott (FFPE) mintakbdl vontak Ki.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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A folyamat

DNS izolalas

A rendszer teljesitménye az EZ1® DNA Tissue Kit és a QlAamp® DNA FFPE
Tissue Kit-ek haszndalataval lett kialakitva, amelyekkel a formalinban-fixalt
paraffinba-agyazott tumor mintakbol tértént a human DNS izolalasa.

A therascreen BRAF Pyro Kit-hez a 3. tablazatban lathatd QIAGEN kitek
ajanlottak DNS tisztitasra a megjelolt human mintatipusokbdl. Végezze el a
DNS tisztitast, a kit kézikdnyvében leirt instrukcioknak megfeleléen.

3. tAblazat. DNS tisztit6 kitek, melyek ajanlottak a therascreen BRAF Pyro
Kithez.

Kat. szam
Minta tipus Nukleinsav izolal6 kit (QIAGEN)
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
Paraffinba-agyazott  (50) 56404
szovet _ _
EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034

* Kovesse a protokollt a paraffinba-agyazott szovet hasznalatakor. Az EZ1 DNA Tissue Kitet
kombinalva kell hasznalni az EZ1 Advanced (kat. szam 9001410 vagy 90014119) és az
EZ1 Advanced DNS 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 tébbé) és
az EZ1 DNS Paraffin Section Kartyaval (kat. szam 9015862).
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1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi bedllitasa

Kezdés elb6tti fontos szempontok

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

Kezdés elotti teendok

B Ha a BRAF Plug-In Report nincs installalva, készitsen egy Assay Setup
beallitast (lasd ,A Melléklet: A therascreen BRAF Pyro bedllitasa”, 47.
oldal). Ezt csak egyszer kell elvégezni a therascreen BRAF Pyro
vizsgalatok elsé futtatasakor. Abban az esetben, ha a therascreen BRAF
Plug-In Report mar installalva van, az el6re definialt Assays Setup-ok
elérhet6k a PyroMark Q24 szoftverén az alabbi elérési utvonalon:
,Example Files/PyroMark Setups/BRAF”. A BRAF Plug-In Report-ot e-
mailen is lehet igényelni a pyro.plugin@giagen.com cimen.

Procedura

1. Kattintson az ¥ ikonra az eszkdztarban.
Egy (j futési file-t kapunk.

2. Irjabe afutasi paramétereket (lasd: ,,Futtatasi paraméterek”, 17,
oldal).

3. Allitsa 6ssze a plate-et, hozzdadva assay-t mind a 600-as kodonhoz
mind a 464-469-es kodonhoz a vizsgalandé mintaszamhoz megfeleld
well-ekben.

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

Megjegyzes: Mellékeljen egy metilalatlan kontroll DNS-t minden egyes
vizsgalathoz, pyroszekvenalasi futdsonként (lasd: ,Kontrollok

* 6. oldal).

4. Amikor a futas 6sszedllt és kész a ProMark Q24 futtatasra,
nyomtasson egy listat az enzim keverék, szubsztrat keverék és
nukleotidok kivant mennyiségérol, illetve a plate beallitasrol.
Valassza a ,,Tools” meniibdl a ,,Pre Run Information”-t, amint a
jelentés megjelenik, kattintson =.

5. Zarja be afuttatas file-t és masolja egy pendrive-ra (a rendszer
tartozéka) Windows Explorer-t hasznalva.
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Megjegyzeés: A nyomtatott Eléfuttatasi Informaciot, mintaként hasznalhatja, az
O0sszeméréshez (lasd: ,3. Protokoll: A PCR termék kivonasa Streptavidin
Sepharose High Performance gyongyokkel”, 21. oldal). A plate PyroMark Q24-
en torténd futtatasahoz, lasd: ,5. Protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa”, 27.
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.

Miszer metodus: Valassza ki a miszer modszert 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 vonalkéd szamot a plate-
hez, vagy ha van egy vonalkdd olvas6 a computerhez
csatlakoztatva, helyezze az egér kurzort a ,vonalkod”
szoveg dobozra (a dobozra klikkelve) és szkennelje
be a vonalkodot.

Kit ID: Opcionalis: Adja meg a hasznalni kivant therascreen
BRAF Pyro Kit lot. szamat. A lot. szam a termék
cimkén talalhato.

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

Futtatasi jegyzet: Opcionalis: 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-kodos, a betoltott vizsgalatnak megfelelGen.

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 BRAF Pyro Kit-tel szallitott
PCR reagensekkel

Ez a protokoll a PCR amplifikdlashoz szolgal a 600-as valamint egy kilon
PCR amplifikalashoz a 464-469-es kodonokban a therascreen BRAF Pyro
kitet hasznalva.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A PyroMark Master Mix-ben talalhaté HotStarTaq® DNS polimeraz egy 15
percig tarté aktivacios Iépést 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 el6 a mintat piroszekvenalasi analizist megel6z6en.

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

Kezdés elotti teendok

B Miel6tt felnyitja a PCR primereket tartalmazé cséveket, roviden
centrifugazza le azokat, hogy tartalmuk a csé aljara gyuljon.

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

Procedura
1. Olvassza fel az 6sszes szukséges komponenst (lasd: 4. tablazat).
Jol keverje 0ssze hasznalat elbtt.

2. A 4.tabladzatban megadottak szerint készitsen egy reakcié mixet
minden egyes PCR primer szetthez.

A reakcidé mix tartalmazza az 6sszes komponenst, ami a PCR-hez
szlikséges, kivéve a mintét.

Készitsen olyan nagy mennyiségi reakcio mixet, amely nagyobb, mint a
végrehajtando PCR vizsgalatok szama.

18 therascreen BRAF Pyro Kit Kézikényv 03/2015



4. tablazat A reakcio mix elkészitése az egyes PCR primer mixekkel

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

PCR Primer BRAF codon 600

vagy 1.0

PCR Primer BRAF codons 464-469

Water (H,0, tartozék) 4.0
Ossztérfogat 20.0

3. Keverje dssze areakcio mixet és osszon 20pl-t minden egyes PCR
csébe.

Nem szilkséges a PCR cstveket jégben tartani, mert a HotStarTaq DNS
polimeraz inaktiv szobahémeérsékleten.

4. Adjon hozza 5ul minta DNS-t (2-10 ng genomikus DNS) az egyes PCR
csovekhez (lasd: 5. tdblazat) és jol keverje dssze.

Megjegyzés: Egy negativ kontrollt (DNS nélkiili) is kell tartalmaznia
legalabb egy vizsgalatnak minden PCR 6sszemeérés alkalmaval.

Megjegyzés: Hasznaljon egy metilalatlan kontroll DNS mintat minden egyes
piroszekvenalis futtatasban (lasd: ,Kontrollok

». 6. oldal).

5. tdblazat PCR készités

Osszetétel Térfogat/reakcio (ul)
Reakcid mix 20
Minta DNA 5
Ossztérfogat 25
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5. Programozza be a PCR késziiléket a gyartoé eldirasainak megfeleléen,
a 6. tablazatban vazolt kondiciokat hasznalva.

6. tdblazat Optimalizalt PCR protokoll

Megjegyzések
Kezdeti aktivacios 15 perc 95°C A HotStarTag DNS
|épés: polimeraz aktivalédik

ezzel a fUtési Iépéssel.

3-l1épéses ciklus:

Denaturacio 20 masodperc 95°C
Feltapadas 30 méasodperc 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 amplifikacié utan, folytassa a ,,3. Protokoll: A PCR termék
kivonasa Streptavidin Sepharose High Performance gyéngydkkel”,
21. oldal.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. Protokoll: A PCR termék kivonasa Streptavidin
Sepharose High Performance gydngydkkel

Ez a protokoll irja le a templat DNS kik6tését Streptavidin Sepharose High
Performance (GE Healthcare) segitségével a PyroMark Q24 analizis el6tt.

Kezdés elotti teendok

B Engedjik, hogy az 6sszes szilkséges reagens é€s oldat felvegye a
szobahémérsekletet (15-25 C°) mielbtt dolgozni kezdunk veluk.

Kezdés elo6tti fontos szempontok

B A munkafolyamat kissé médosult a therascreen BRAF Pyro Kit Kézikonyv
el6z6 verzidjahoz képest (1. kiadas, 2011 julius).

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

2. Készitsen master mix-et a DNS kivonashoz a 7. tablazatnak
megfeleléen. Készitsen 10%-kal tébb mennyiséget, mint ami az
0sszes reakciohoz kell.

7. 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

Megjegyzés: Ez a protokoll olyan Streptavidin Sepharose High
Performance gyongyokre vonatkozik, amelynek lot szama 10057037
vagy magasabb. Amennyiben olyan Streptavidin Sepharose High
Performance gyongyot hasznalunk, amelynek Lot szdma alacsonyabb, gy
a mixben noveljik meg mintanként 2 ul-rel a gyongyok térfogatat, a vizét
pedig ennek megfeleléen csokkentsuk.
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3. Mérjen 70 pyl 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 beallitasa”, 15. oldal).

4. Adjon a 2. Protokoll alapjan készitett biotinilalt PCR termékbél 10 pl-t
a master mix-et tartalmazo6 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.
Megjegyzeés: Gydz6djon meg réla, hogy a csévek kdzott nincs szivargas.
6. Mozgassa a PCR plate-et 5-10 percig szobahémérsékleten (15-25 C°)
1400 rpm-vel.

Megjegyzés: Ezalatt készitse elé 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 torténé Pyrosequencing analizis el6tt”, 23. oldal.
Megjegyzeés: A szefardéz gyongyok gyorsan ulepednek. A gyongyok
kifogasanak kdzvetlenll a mozgatast kovetéen 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 el6tt
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4. Protokoll: Mintatisztitas a PyroMark Q24-en torténd
Pyrosequencing analizis el6tt

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

Kezdés elb6tti fontos szempontok

B A szekvenal6 primereket tartalmaz6 csovek kinyitasa elétt roviden
centrifugalja le azokat, hogy a tartalom a csé aljara keruljon.

B Adja a2 kiilénb6z6 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 régio6tol
fuggbéen (kodon 600, vagy kodon 464-469).

B A munkafolyamat kissé médosult a therascreen BRAF Pyro Kit Kézikonyv
el6zb verzidjahoz képest (1. kiadas, 2011 julius, 18. Iépés). A 80 C°-0s
melegitést kovetben ne roviditse le a minta kihdlési idejét.

B Rendszeresen végezze el a szlir6 szondak funkcio tesztjét a PyroMark
Q24 User Manual alapjan és ha kell cserélje ki a sz(ir6 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. Els6é 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, hasznalatra kész PyroMark Wash Buffer oldat
eltarthato a jelzett lejarati iddig.

Procedura

1. Higitson elegendd mennyiséget az egyes szekvenald primerekbdl
Seq Primer BRAF 600 és Seq Primer BRAF 464-469 a PyroMark Q24
Annealing Buffer-t hasznéalva a 8. tablazat szerint.

Higitson nagyobb mennyiséget a szekvenald primerekbdl, mint amennyi
az 0sszes minta szekvenalashoz sziikséges lenne (mintak szama + egy
extra).

Ne higitson ki és ne taroljon ennél tobb szekvenal6 primert.
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8. tablazat. Példa a szekvendal6 primerek higitasara

) Térfogat
Osszetétel Térfogat/minta (pl) 9 + 1 reakcidra (ul)
Seq Primer BRAF

600 vagy

Seq Primer BRAF 0.8 8
464-469

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

3. Helyezze a 3. Protokoll alapjan elékészitett PCR plate-et (vagy strip-
et) és a PyroMark Q24 Plate-et a munkaasztalra (3. abra).

sy

alapjan.

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

4. A vakuum bekapcsolasaval hozzon létre vakuumot az eszk6zben.
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5. Ovatosan eressze le a sziir6 szondakat a PCR plate-be (vagy strip-
be), hogy 6sszegylijtse a templat DNS-sel kotésben levé gyongyoket.
Tartsa a szondakat itt 15 masodpercig. Ovatosan emelje fel a vAkuum
fejet.

Megjegyzés: A szefardéz gyongyodk gyorsan llepednek. Ha tdbb mint 1

perc telik el a plate vagy a strip mozgatasat kovetéen, akkor ujra 1 percig
mozgatni kell a gyongyodket a kifogasuk el6tt.

Vizsgalja meg a PCR plate-et, hogy a vakuum az 6sszes mintat felszivta-
e.

6. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, 70%-o0s etanolt tartalmazo kadba (3.
abra). Oblitse el a szlir6 szondakat 5 masodpercen keresztiil.

7. Helyezze a vakuum fejet a 40 ml, Denaturation Solution-t tartalmazo
kaddba (3. 4bra). Oblitse el a sziiré6 szondakat 5 masodpercen
keresztil.

8. Helyezze a vakuum fejet az 50 ml, Wash Buffer-t tartalmazo kadba (3.
abra). Oblitse el a sziir6 szondakat 10 masodpercen keresztiil.

9. Emelje fel a vakuum fejet, majd 5 masodpercig dontse hatra, a
figgoleges 90°-on tul, hogy a folyadék lecsurogjon a sziir6
szondakbal (4. abra).

4. abra A vakuum fej hatradontésének illusztracidja, a fliggéleges 90°-on tul.

10. Mik6zben a vakuum fejet a PyroMark Q24 Plate folé tartja zarja le a
vakuum kapcsol6t az eszkdzon (Off).

11. Oldja le a gybngydket a PyroMark Q24 Plate-be, tgy hogy engedje a
szlir6 szondakat a higitott szekvenalé 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 (3.
abra) és mozgassa azt 10 masodpercig.

13. Nagytisztasagu vizbe meritve (3. abra) és vakuumot alkalmazva
mossa at a sziiré szondakat. Oblitse a szondakat 70 ml
nagytisztasagu vizzel.
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14. Emelje fel a vdkuum fejet, majd 5 masodpercig dontse hatra, a
fuggoleges 90°-on tul, hogy a folyadék lecsurogjon a sziir6
szondakbol (4. abra).

15. Zarja le a vakuum kapcsolot az eszk6zon (Off) és helyezze vakuum
fejet a Parking (P) pozicidba.

16. Kapcsolja ki a vakuum pumpat.

Megjegyzeés: 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, 50. oldal).

17. Az eldmelegitett PyroMark Q24 Plate Holder segitségével melegitse
fel a mintakat tartalmazo 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”, 27. 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
Felhasznaloi Kézikonyvében talal.

Kezdés el6tti fontos szempontok

B A Pre Run informacios riport, ami a futasi beallitdsoknal a ,Tools”
menuben talalhaté (Iasd ,1. Protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futasi
bedllitAsa”, 15. oldal), informacioét ad arrél, hogy mennyi nukleotid, enzim
és szubsztrat puffer szilkséges egy specifikus futashoz.

Kezdés elotti teendok

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

Procedura

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

2. Az 0sszekeveredés érdekében forgassa meg dvatosan a csovet.
Megjegyzés: Ne vortexelje!
Megjegyzés: A biztos beoldodas érdekében hagyja a csovet
szobahdmérsékleten (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 hdmérsékletet (20-25 C°).

4. Forditsa a PyroMark Q24 Cartridge-ot a jelzett oldalaval maga felé.

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

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

" Amikor vegyi anyagokkal dolgozik, mindig viseljen megfeleld laboratériumi kdpenyt,
eldobhaté keszty(t és véddszemuveget. Tovabbi informaciokért olvassa el a megfeleld
biztonsagi adatlapokat (SDS), amelyek a termék forgalmazojatdl szerezhetdk be.

therascreen BRAF Pyro Kit Kézikényy 03/2015 27



4 (5]
0®©
0

Label

H (=)

5. &bra. A PyroMark Q24 Cartridge fellilnézeti képe. A jeldlések az egyes reagens
tarté csoveknek megfelel6ek. A futasi beallitasok ,Tools” menujében 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). A “Label” a cimke fel6li oldalt jelenti.

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-tartd keretet és helyezze a plate-et a flithetd blokkra.

9. Zarja a plate-tartd keretet és a készllék fedelét.

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

Megjegyzés: Ne vegye ki az USB eszkozt a futas befejezése el6tt.

11. Valassza a ,,Run” parancsot a fémeniiben (az érintdképernyd 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
mappat és nyomja meg a ,Select’-et. Az el6z6 nézethez nyomja meg a
,Back” gombot.

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

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

15. HGOzza 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. Zarja 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 készulék fedelét.

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

22. Elemezze a futast a 29. oldalon talalhaté ,,6. Protokoll: PyroMark Q24
futas elemzése” alapjan.
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6. Protokoll: PyroMark Q24 futas elemzeése
A protokoll leirja a BRAF futas mutécioé 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 médjaban,
ugy hogy a ,,File” menubél kivalasztja az ,,Open”-t, vagy ugy hogy
kettot klikkel a file-ra (@)az egyszeriisitett keresében.

4. Kétféleképpen elemezheti a futast. Ha a BRAF Plug-in Report-ot
hasznalja, menjen az 5. pontra. Ha a PyroMark Q24 integralt, AQ
analizist valasztja, folytassa a 6. ponttal.

Megjegyzeés: A BRAF Plug-in Report hasznalata kifejezetten ajanlott az
eredmények értelmezéséhez. A BRAF Plug-in Report elérhetd e-mailban:
pyro.plugin@giagen.com. Ez a riport biztositja, hogy a megfelel6 LOD
ertékek (9. tablazat) és a kulénbdz6 ,Sequence to Analyze” elemzések
felhasznaldsaval az 6sszes mutacié automatikusan detektalhato legyen.

Megjegyzés: BRAF 600-as és 469-es kodonjaban talalhaté komplex
mutécidkat nem lehet elemezni A Pyromark Q24 software AQ analizis
maodban. Ajanlott a BRAF plugin hasznalata a 600-as és 469 kodonban
taldlhaté komplex mutaaciok elemzéséhez.

Megjegyzés: Lehetséges, hogy néhany, a 600-as kodonban talalhaté
mutacio, valamint a G469A és G469S valtozas nem kilonitheto el
precizen 10%-0s mutacios szint alatt.

5. A BRAF plug-in report hasznélata

A Report készitéséhez valassza ki az AQ Add On Reports/BRAF
pontot a menuben (lasd a 6. abrat)
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2 PyroMark Q24 206 - [AQ Ran Analysis - G\ \ERAFIBRAF example run (Read Oy
@ File Took | Reports | Window Help
=-Ue AQ Analysis Statistics |
=4 Shosauts | AQ Analyss Results
- Eample B AQ Pyrogram Report
S PP Aq Full Repont l .

569 el
AQAddOnReports  »J]  BRAF

: j z SNP Analysis Results
-0 PyroM SNP Pyrogram Report
= J SNP Full Report

A SNP Overview Report

&) KRAS At sl (ool Ihaun el Lisraaaendl o o
&l CTGA 4
6. &bra BRAF Plugin Report meni

A 9. tablazatban talalhatdé LOD értékkel rendelkezd mutaciok mindegyike
automatikusan analizalodik. Az eredmények egy atfogo tablazatban
jelennek meg (7. abra), amelyet a részletes eredmények kdvetnek a
pirogramokkal és analizis mindségi jellemzéivel

BRAF codon 600
Kiigess

BRAF codon 600 | BRAF codon §

Summary
Al Condioes SIH) W cemrol s shitovind
A Cﬂfﬂ] K1 10682 Podemiial bow level muiaion | 4.5 1 FET= Wil E 1k
Al il M) K053 Mg ration detected
Ad 600 k110654 M s 1798 1709GT-AG_|veoor
AS &) K176 Mutation 264 1708 1 TENGT=AA [ VEDIK
Al oo S0H) K110282 Mo mugisiion detected
1
[ Codons 464 1o 469 'A"I'-.'mﬂ_n'll N nvistion detected
C2 t'mll.uleu-ll.'rl o A6 K 1652 M mntation detectad
110653 290 140661
LA O S04 1o 4060 K 154 M mstation detected
L] Codons 464 o 469 KT W ioe detected
Ch 264 o 469 |K110282 Mutation 27, 131 GA CSHE

Iy Sev dietaibed resulis below.
HNOTE: The result must be validaied by comparing the ohserved peaks with the expocted peak Beights displaved as grey bars, For funther information

abast data evalustion and resall merpretation please relier 1o the handbook
7. &bra BRAF plugin report

Felirat az abraban: Felkialtojel: A részletes eredményeket lasd alabb. MEGJEGYZES: Az
eredményeket validalni kell a kapott és elvart csicsmagassagok (sziirke oszlopok)
0sszehasonlitasaval. Tovabbi informacioért az adatok kiértékeléséhez és eredmények
értelmezéséhez olvassa el a kézikényvet.

Az AQ analizis hasznalata:
A futas elemzéseéhez és az atfogo eredmények megjelenitéséhez
kattintson az Analyze gombra.

m Osszes cs6 elemzése.
m Kivalasztott cs6 elemzése.

Az elemzés eredménye (allél gyakorisagok) és mindségi értékelések a
valtozékony régiok felett jelennek meg a Pyrogram® lenyomatnal. Tovabbi
részletekért lasd a PyroMark Q24 Felhasznal6i Kézikdnyvet.
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7. Arriport készitéséhez valassza az “AQ Full Report” vagy az ‘AQ
Analysis Results” pontot a “Reports” meniiben.

Megjegyzeés: Megbizhato eredményhez az ajanlott egyszeri
csucsmagassag legalabb 30 RLU (relativ lumineszcencia érték). A 30-as
RLU érték beallitdsahoz allitsa a “required peak height for passed quality”
értéket az vizsgalat 6sszeallitasanal (lasd az A mellékletet és a PyroMark
Q24 Felhasznaloi Kézikdnyvet).

Megjegyzeés: Az “AQ Analysis results” riportot kell az allél kvantifikacio
dokumentalasara és értelmezésére hasznalni. A pirogramban lathato
szamok csak kerekitett értékek és nem mutatjdk a pontos mennyiségi
ertékelést.

Megjegyzés: A pirogramot mindig 6ssze kell vetni a hisztogrammal, amely
egy jobb-klikkel eléhivhaté a Pirogram ablakbdl. A mért csicsnak egyeznie
kell a hisztogram oszlop magassagaval.

Ujboli elemzések olyan mintaknal, ahol nem volt GTG = GAG
mutacié vagy, ahol a minéségi értékek ,,Check=Ellen6rzendd” vagy
,Failed=Sikertelen” lettek

A leggyakoribb BRAF mutacié a GTG - GAG valtozas az 1799-es
nukleotidnal (600-as kodon masodik bazisa). Emiatt ez a standard mutacio
az elemzend6 szekvencianal (Sequence to Analyze), ami az esszé
Osszeallitasban talalhaté (lasd az ,A Melléklet: A therascreen BRAF Pyro
bedllitasa”, 47. oldal).

Ajanlott minden olyan minta Ujraelemzése, ahol a standard “Sequence to
Analyze” esetén nincsen mutacid, vagy amelyeknél a minta a
“Check=Ellenérzendd” vagy “Fail=Sikertelen” mindsitést kapta, illetve ahol
a csucsok nem egyeznek az elvart (hisztogram) értékekkel. A
“Check=Ellenérzendd” vagy “Fail=Sikertelen” minésités olyan mutaciot
jelezhet, amelyet a standard elemzendé szekvencia (Sequence to
Analyze) nem vizsgal.

Az 1798-as nukleotid vagy a 600-as kodon 1798-as nukleotid
mutaciojanak elemzéséhez és az Ujraelemzéshez valtoztassa meg az
analizaland6 szekvenciat (“Sequence to Analyze”) az “Analysis setup”-ban
az egyik tovabbi analizalando szekvenciara, amelyet az ,A Melléklet: A
therascreen BRAF Pyro bedllitasa” fejezetben talal, 47. oldal). Kattintson
az “Apply” gombra, majd valassza ki a “To All=6sszesre” opcidt, amikor az
“‘Apply Analysis Window” megjelenik.

A frissitett mutacios frekvencia adatok a human BRAF gén 600-as
kodonjaban on-line megtalalhatok a Sanger Intézet honlapjan:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Megjegyzeés: Az analizalando szekvencia (Sequence to Analyse)
megvaltoztatasa utan az egyedi csucsmagassag kuszbbértékét ne
felejtsiik el 30 RLU-ra allitani.

therascreen BRAF Pyro Kit Kézikényy 03/2015 31



Megjegyzeés: Tovabbi ritka vagy nem vart mutaciok is lehetnek a
szekvendlt régidban, amelyet alternativ, a nem vart mutaciokat figyelembe
vevl, elemzend szekvenciaval (Sequence to Analyse) vizsgalhatunk.

Megjegyzeés: Ha a mért csucsmagassagok nem egyeznek a
hisztogrammal és nem magyarazhatok ritka vagy varatlan mutaciokkal,
akkor ajanlott a mintak ujboli futtatasa, szekvenalasa.

Az eredmények értelmezése

Az elemzés eredményeinek értelmezése 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
gyakorisagnak a kontroll minta esetén kisebbnek vagy egyenlének kell lennie
az Ures minta hatarértékénél (LOB).

Minden mintat meg kell vizsgalni a detektalasi klisz6bot figyelembe véve
(LOD, 9. tablazat) és a kovetkez6képpen kell értelmezni.

B Mutacios gyakorisag <LOD: Nincs mutacié Nem detektalt

B Mutacios gyakorisdg =2LOD és <LOD + 3 % egység: Lehetséges alacsony
szintl mutacié

Megjegyzés: Amennyiben a BRAF Plug-in Report-ot hasznalja (lasd 5.
lépés az ,5. Protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa” részben, 27. oldal) és a
fenti eset fordul el6, figyelmeztetés fog megjelenni a riportban.

Amennyiben a riportban lehetséges alacsony szintli mutacio jelenik meg
egy mintara, az csak akkor fogadhat6 el mutaciora pozitivnak,
amennyiben ez megerdsitést nyer egy duplikalt ujrafuttatas soran, ahol
kontrollként nem-metilélt kontroll DNS is szerepel. A duplikalt futtatas
esetén mindkét esetben LOD-nél nagyobb vagy egyenlé mutacios
gyakorisagot kell kapni és meért erteknek kilonboznie kell a kontroll
mintatol. Minden egyéb esetben, a mintara a “Mutacié nem detektalt”
értékelést kell adni.

B Mutécios gyakorisag >LOD + 3 % egység: Mutécio

Amennyiben a BRAF Plug-in Report-ot hasznalja a fentiek automatikusan
megallapitasra kertlnek.

Megjegyzés: A BRAF Plug-in Report hasznalata ajanlott az eredmények
ertékeléséhez. A jelzett, lehetséges, alacsony gyakorisagu mutaciot hordozé
mintak kdozelebbi vizsgalatahoz, ajanlott a tovabbi kézi analizis a szoftver
segitségével (pl.: viszonyitas a kontroll minta mutacios gyakorisagahoz).

Megjegyzés: Néhany, a 600-as kodonban, elemzendd mutacié esetén,
valamint a G469A és G469S valtozasnal el6fordulhat, hogy a valtozas nem
azonosithato precizen, amennyiben a mutécié szintje 10% alatt van.
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Megjegyzés: Az LOB-nél magasabb gyakorisag a kontroll minta esetében
atlagosnal magasabb hattér értéket jelez az adott futtatasban, amely
befolyasolhatja az allél gyakorisag meghatarozasat, kilonésen az alacsony
szint(i mutaciok esetében. Ebben az esetben, a LOD (9. tdblazat) és LOD +
3 % kdzé esd meért gyakorisagok nem szolgalhatnak alapul a mutacios szint
meghatarozasanal. Ajanlott ilyen esetekben az alacsony szintli mutaciét
mutaté mintak Ujrafuttatasa.

Megjegyzés: Tumoros beteg esetében egy kezelési dontés sosem alapulhat
csupan a BRAF mutéciés statuszan.
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9. tdblazat Specifikus mutaciok esetén meghatarozott LOB és LOD

értékek
COsSMIC

Nukleinsav Aminosav LOB LOD ID*
helyettesités helyettesités (% egység) (% egyséq) (V46)
600-as kodon (CTG) reverz orientaciéban vizsgalva (CAC)

1799T>A V600E 0.4 24 476
1799T>G V600G 0.1 2.1 (5) 6137
1799T>C V600A 0.2 2.2 (M) 18443
1798G>A V600M 0.4 24 1130
1799 1800TG>AA  V600Ekomplex 0.4 2.4 475
1799 1800TG>AT V600D 2.3 4.3 477
1798 1799GT>AA V600K 0.1 2.1 473
1798 1799GT>AG V600R 0.2 2.2 474
469-es kodon (CGA) reverz orientacidban vizsgalva (TCC)

1406G>A G469E 1.1 3.1 461
1406G>C G469A 1.2 3.8 460
1406G>T G469V 1.1 3.1 459
1405 1406GG>TC G469S 15 3.5 458
466-0s kodon (GGA) reverz orientaciéban vizsgalva (TCC)

1397G>A G466E 4.1 8.6 453
1397G>T G466V 1.3 3.3 451
464-es kodon (GGA) reverz orientacioban vizsgalva (TCC)

1391G>A G464E 1.3 3.4 449
1391G>T G464V 0.3 2.3 450

* A “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Rakban taldlhaté szomatikus mutéciok
katalbgusa) adatbazisbdl, amely a Sanger Intézet honlapjan érhet6 el on-line:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T A legalacsonyabb szint(i mutacio, amely a mintaban LOD-nél nagyobb mért gyakorisagot
eredményez.
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Reprezentativ eredmények

Reprezentativ pirogram eredmények a 8-10. abrakon lathatok.

A: 100%
175 . T: 0%
150 |
1251
100 |
75 L
50
25 L

0L —

E S T ¢ G T é T ¢ T G T A G
8. abra. Vad tipusu genotipus pirogram lenyomata a 600-as kodonnal, a vizsgalandé
szekvencia (Sequence to Analyze) CWCTGTAGC.

A: 0%
C: 100% A: 0%
G: 0% C: 100%

400
300

- ERTE | TET En |

E S A G c AT G C A T A C G A G C A T A C
10 15 20 25

9. abra. Vad tipusu genotipus pirogram lenyomata a 464-469.es kodonoknal, a
vizsgaland6 szekvencia (Sequence to Analyze) CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA.

125 F

100 -

75 J/
50 +

25 -

10. dbra. Pirogram lenyomat egy a 600-as kodon 2. nukleotidjaban Iévé (1799.
nukleotid, nyillal jel6lve az 4bran) GTG - GAG (V600E) mutaciot tartalmazé minta
esetén, ahol a vizsgélando szekvencia (Sequence to Analyze) CWCTGTAGC.
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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.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 témakoérben (elérhetéségeket a hatoldalon talal, vagy
latogasson el a: www.giagen.com-ra).

Megjegyzés: A készlilékre vonatkozé altalanos hibaelharitast a PyroMark Q24
Felhasznaloi Kézikbonyvben talal.

Megjegyzések és javaslatok

Jel 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.

Rossz mindségli vagy varatlan szekvenciak

a) Rossz min6seégu A rossz mindségi genomi DNS okozhatja a
genomi DNS PCR sikertelenségét. A PCR mintak
vizsgalatdhoz hasznaljon elektroforézis
technikat (pl.: QIAxcel® rendszert, vagy agaréz
gélelektroforézist).

,Check=Ellenérzendé” vagy ,,Failed=Sikertelen” eredmény

a) Alacsony PCR 0sszemérés- vagy Pyroszekvenalas el6tti
csucsmagassag mintapreparalas soran bekdvetkezd hiba
eredmeényez alacsony csucsokat.

Végezzen funkcio tesztet a szirdé szondakkal és
cserélje ki azokat, ha sziikséges.

,Check=Ellenérzendd” figyelmeztetéskor
figyelmesen vesse 6ssze a Pyrogram-ot a
hisztogrammal, amely jobb-klikkel el6hivhato a
Pyrogram ablakbol. Ha a mért csucs
megegyezik a hisztogram oszlop magassagaval
az eredmény érvényes. Mas esetben javasolt
jra futtatni a mintat.
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Megjegyzések és javaslatok

b) Mutécié nincs Allitsa be a sequence to analyze-t a vizsgélati
meghatarozva a bedllitasban (lasd A Melléklet, A therascreen
vizsgalando BRAF Pyro vizsgalat bedllitAsa részben, 46.
szekvenciaban oldal) és elemezze (jra a futast.

(Sequence to Analyze)

c) Varatlan ritka mutacié  ,Check=Ellenérzendd” vagy ,Failed=Sikertelen”
mindség értékelést okozhat egy nem vart csucs
mintazat. Ez jelezhet egy varatlan mutaciot,
amelyet nem analizal a beadott vizsgalando
szekvencia (Sequence to Analyze). Ezek a
mintak manudlisan analizalhatéak a PyroMark
Q24 Software hasznalataval, a nem vart
mutaciok figyelembe vételével.

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

eltérésre vonatkozé hisztogrammal, amely egy jobb-klikkel
figyelmeztetés egy el6hivhat6 a Pyrogram ablakbdl. Ha a mért
diszpenzaciénal csucsok nem egyeznek a hisztogram oszlop

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

e) Nagy csucsmagassdg A Pyrogram-ot figyelmesen dssze kell vetni a

eltérésre vonatkozo hisztogrammal, amely egy jobb-klikkel
figyelmeztetés a 6. eléhivhatd a Pyrogram ablakbol. Abban az
diszpenzaciénal a 600- esetben, amikor a T6-0s diszpenzéacional a

as kodon vizsgalat hattér érték a vart értéknél alacsonyabb és a
esetén a tovabbi mért csicsmagassagok megfelelnek a
CAYCTGTAGC hisztogram oszlopok magasséagainak, a

vizsgéaladd szekvencia “Check=Ellen6rzendd” vagy “Failed=Sikertelen”
(Sequence to Analyze) mindségellendrzeési Uzenetek figyelmen kivul
esetén hagyhatok.

f) Nagy csucsmagassag A Pyrogram-ot figyelmesen 6ssze kell vetni a
eltérésre vonatkozo hisztogrammal, amely egy jobb-klikkel
figyelmeztetés a 3. és  el6hivhaté a Pyrogram ablakbdl. Abban az
4. diszpenzacio esetén esetben, amikor a G3 vagy T4 diszpenzacional a

a 600-as kodon hattér érték a vart értéknél alacsonyabb és a
vizsgalata esetén a tovabbi mért csicsmagassagok megfelelnek a
CVCTGTAGC hisztogram oszlopok magasséagainak, a
vizsgalado “Check=Ellenérzendd” vagy “Failed=Sikertelen”
szekvenciaval min&ségellenérzési Uzenetek figyelmen kivul

(Sequence to Analyze) hagyhatok.
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Megjegyzések és javaslatok

g) A szekvencia Abban az esetben, ha a mért csicsmagassagok
kevesebb referencia illeszkednek a hisztogram oszlopok
csucsot tartalmaz, mint magassagahoz, a “Check=Ellenérzend§”
szikséges min&ségellenérzési Uzenet figyelmen kivl

figyelmeztetd Gzenet  hagyhatd.
megjelenése a 600-as

kodon vizsgalatanal,

ha a vizsgalando6

szekvencia (Sequence

to Analyze)
CVCTGTAGC

Magas hatteér

a) A nukleotidok nem Téarolja a nukleotidokat 2-8 C° kdzott. A -15 és
megfeleld tarolasa -25 C° kozotti tarolas héattér novekedését 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 therascreen reagenseket az 5.
megfelel6en tarolta Protokollban leirtak szerint ,5. Protokoll: A
vagy higitotta PyroMark Q24 futtatasa”, 27. oldal.

c) PCR vagy minta PCR 0sszemérés-, PCR késziilék programozas-
preparalasi hiba vagy Pyroszekvenalas el6tti mintapreparalas

soran bekovetkez6 hiba kdvetkezménye, hogy
nincs jel. Végezzen funkcio tesztet a szird
szondakkal a PyroMark Q24 Felhasznaloi
Kézikbnyve alapjan és cserélje ki azokat, ha
szikséges. Ismételje meg a PCR-t és a
Pyroszekvenalasi elemzést.
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Minoségellendrzés

A QIAGEN ISO-minésitett Min6ség Menedzsment Rendszere szerint, a
therascreen BRAF Pyro Kit minden sarzsat, elére meghatarozott specifikacio
alapjan tesztelik, hogy biztositsak a mindig egyenletes termék minéséget.

Korlatozasok

Barmilyen létrehozott diagnosztikai eredményt, mas klinikai vagy laboratoriumi
eredmények figyelembevételével egyitt kell értelmezni.

A felhasznalé felels az 6sszes laboratériumban hasznalt folyamat
rendszerteljesitményének validalasaért, amelyeket a QIAGEN teljesitmény
vizsgalata nem fed le.
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Teljesitményjellemzék

Az Ures minta hatarértéke és a detektalas hatara

Az Ures minta hatarait (Limit of blank — LOB), illetve a detektalasi hatarokat
(Limit of detection — LOD) szamos mutaciora meghataroztak plazmid
keveréekek segitségével (10. tdblazat). Mind a LOB, mind a LOD értékeit a
Laboratoriumi Szabvanyok Intézet (CLSI) EP17-A Iranyelve ,A detektalasi
hatarok és kvantifikalasi szabalyok meghatarozasara vonatkozo protokoll;
mindsitett iranyelv’—ben leirt ajanlasai alapjan hataroztak meg. Az a és 3
hibakat (hibds negativ és hibas pozitiv) 5%-ra allitottdk. A LOB értékek a vad
tipusu mintaval kapott, mért frekvenciat fejezik ki. A LOD értékek a
legalacsonyabb, pozitivnak mindsithetd jelet (mért frekvencia) képviselik egy
adott mutaciora

A 600-as kodon mutacidi (GTG 2 GGG) és (GTG = GCG) és
a 464-es kodon mutacioi (GGA 2> GAA)

Ezeknél a mutacidknal, az tres mérések vagy konzisztensen kozel voltak a

0 % egységhez (n=72), nem Gauss-eloszlast eredményezve vagy az alacsony
szintl mutaciét hordozé mintaknal az eredmények nem Gauss eloszlast
kovettek. A LOD értéket ezért mas modszerrel hataroztdk meg a CLSI EP17-A
IrAnyelv alapjan. A legalacsonyabb jelet, ami a mutacio jelenlétét jelzi (LOD)
ezekben a pozicidkban, 2 % egységgel a megfeleld alapvonal folé allitottak
be, amit az Gres mintak mérése soran a 95-0s percentilis alapjan hataroztak
meg (a mérések 95 %-a ez ald az értek ala esik). Amikor a 10. tablazatban a
zarOjelben megadott mutacios szintl mintakat vizsgaltak, akkor az
eredmények 95 %-a (n=72) pozitivhak mindsithetd jelet/eredményt adott
(>LOD).

40 therascreen BRAF Pyro Kit Kézikényv 03/2015



10. tadblazat. A specifikus mutaciokra meghatarozott LOB és LOD értékek

COSsMIC

Nukleinsav Aminosav LOB LOD ID*
helyettesités helyettesités (% egység) (% egyséq) (V46)
600-as kodon (GTG) reverz orientacidoban vizsgéalva (CAC)

1799T>A V600E 0.4 24 476
1799T>G V600G 0.1 2.1 (5) 6137
1799T>C V600A 0.2 2.2 ()" 18443
1798G>A V600M 0.4 24 1130
1799 1800TG>AA  V600Ekomplex 0.4 2.4 475
1799 1800TG>AT V600D 2.3 4.3 477
1798 1799GT>AA V600K 0.1 2.1 473
1798 1799GT>AG V600R 0.2 2.2 474
469-es kodon (GGA), reverz orientaciéban vizsgélva (TCC)

1406G>A G469E 1.1 3.1 461
1406G>C G469A 1.2 3.8 460
1406G>T G469V 1.1 3.1 459
1405 1406GG>TC (G469S 15 3.5 458
466-0s kodon (GGA),reverz orientacidéban vizsgélva (TCC)

1397G>A G466E 4.1 8.6 453
1397G>T G466V 1.3 3.3 451
464-es kodon (GGA), reverz orientaciéban vizsgélva (TCC)

1391G>A G464E 1.3 3.4 449
1391G>T G464V 0.3 2.3 450

* A “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Rakban talalhatdé szomatikus mutaciok
katalbgusa) adatbazisbdl, amely a Sanger Intézet honlapjan érhet6 el on-line:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T A legalacsonyabb szint(i mutaciés szint, amely a mintdban LOD-nal nagyobb mért
gyakorisagot eredményez.

Megjegyzés: Ezek az értékek olyan futtatasokon alapulnak, ahol a PCR
templat, vad tipusu és a megfeleld mutacidkat hordozo plazmidok keveréke
volt.
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Megjegyzés: Ajanlott a modszer teljesitményének ellendrzése a
laboratériumban.

Linearitas

A linearitdas meghatarozasahoz plazmid keverékeket hasznaltak, amelyek a
vad tipust BRAF vagy a 600-as kodon V600E (GTG > GAG) mutéciés
szekvenciat hordoztak. A plazmidokat olyan aranyban keverték, amely 4
mutacios szintet (5, 10, 30 és 50%) eredményezett. Minden keveréket 4
kilénb6z6 sarzsbdl szarmazoé therascreen BRAF Pyro Kittel vizsgaltak, 3
piroszekvenalo futtatassal és 3 ismétlésben (minden mintanal).

Az eredményeket (n=9 minden mutacios szintre) a CLSI EP6-A ajanlasnak
megfeleléen elemezték (Kvantitativ mérések linearitdsanak meghatarozasi
modszerei: statisztikai megkozelités, elfogadott vezérfonal) az Analyse-it®
Software v2.21 segitségevel. Az eredmények a 11. abran lathatok a 600-as
kodon V600E (GTG > GAG) mutaciojara

Az eredmények linearisak (a megengedett 5%-0s nem-linearitast figyelembe
véve) a vizsgalt 5-50%-0s mutacios szinteken.

on) o2}
o o
I ]

N
o
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N
o
I

% meért gyakorisag (% egyséq)
5 8

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

mutaciot hordozé plazmid % (OD,g, alapjan)

11. &bra. Linearitas a 600-as kodon V600E (GTG - GAG) mutacios vizsgalatara

Precizitas

A precizitasi adat lehetbvé teszi a vizsgalat teljes variabilitasanak
meghatarozasat, melyet 3 kilénbdz6 szinten hataroztak meg a fent emlitett
plasmid keverékek elemzésével, 3 ismétlésben mindegyik esetén.

Az ismételhetbséget (vizsgalaton bellli és vizsgalatok kozotti) linearitasi
adatok alapjan hataroztak meg (3 futtatas ugyanazon a napon, kulonb6zé lot
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szamu therascreen BRAF Pyro Kit hasznalataval). Az intermedier precizitast
(laboratériumok kozotti variabilitast) laboratoriumonként 3 futtatassal, 3
kllénb6zd napon, 3 kildnb6zé PyroMark Q24 készulékkel és kezelbvel és
kllénb6zb6 sarzsbol szarmazo therascreen BRAF Pyro Kittel allapitottak meg.
A reprodukalhatésagot (laboratoriumok kdzétti variabilitast) 2-2 futtatas alapjan
egy kulsé és belsé laboratériumban, kilénbdz6 sarzsszamu therascreen
BRAF Pyro Kittel hataroztak meg.

A precizitas becslését, a mért mutaciés frekvenciak standard deviacidinak
meghatarozasaval (% egységben megadva) hataroztak meg (11. tablazat). Az
ismételhetdség, koztes precizitas és reprodukalhatésag a 600-as kodon
V600E (GTG - GAG) mutaciora 0,6-2,1, 0,7-1,8 és 0,8-2,1 % egyseg volt az
5-50%-0s mutacios szint tartomanyban.

11. tdblazat. A 600-as kodon V600E (GTG - GAG) meghatarozasi
precizitasa*

Intermedier
Mutalt Ismételhetéség precizitas Reprodukalhatésag
plazmid % T Kozép SD Koézép  SD Kdzép SD
5 5.2 0.6 4.4 0.7 5.1 0.8
10 9.1 1.0 9.6 1.0 9.6 1.3
30 28.1 2.1 27.9 1.8 28.3 2.1
50 46.9 1.2 46.3 1.5 47.9 1.7

* Minden érték % egységben megadva. SD: standard deviécio (n=9).
T OD,go Mérés alapjan.

Diagnosztikai kiértékelés

A therascreen BRAF Pyro Kit kiértékelése a Sanger szekvenalas
dsszehasonlitasaval tortént. A DNS izolalas 100 formalinban fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) b6r tumor mintabdl tértént, melyeket a 600-as és 464-469-es
kodonok mutéacidinak elemzésével vizsgaltak.

A DNS izolélas a QlAamp DNA FFPE Tissue Kittel tortént. A piroszekvenalasi
elemzést a therascreen BRAF Pyro Kittel végezték a PyroMark Q24
rendszeren, mig a Sanger szekvenalast az ABI™ 3130 Genetic Analyzer-rel
végezték.

A 100 minta analizise soran, a 600-as kodon és a 464-469-es kodonok mutacios
statusza 99 esetben kerult megallapitasra Sanger szekvenalassal és a
therascreen BRAF Pyro Kittel (12. és 13. tablazat).

100 mintabdl 4 esetén a V60OE (GTG - GAG) mutaciot ki lehetett mutatni a
Sanger szekvenalassal. A 4 mintabol 3 esetén az eredmény megegyezett a
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therascreen BRAF Pyro Kittel kapottal, mig 1 esetben a piroszekvenalasi
elemzés nem sikerllt a 600-as kodon esetén, az alacsony piroszekvenalasi
csucsok miatt. A 464-469 kodon vizsgalatban megfeleld, bar szamottevéen
kisebb pirogram csucsok jottek, mint a tobbi minta esetén. Ez jelezte, hogy a
DNS min6sége rossz volt. Egyetlen ritka mutaciot sem detektaltak a 464-469-
es kodonokban egyik médszerrel sem

Az egy minta kivételével (amely egy vizsgalatban nem adott eredményt), a
therascreen BRAF Pyro Kit és Sanger szekvenalasi eredmények 100%-ban
egyeztek (teljes konkordancia) mind a 600-as kodon, mind a 464-469-es
kodonok vizsgalatakor (12. és 13. tablazat).

12. tdblazat. A 600-as kodon mutaciés vizsgalati eredményei bér tumor
mintak esetén

Sanger szekvenalas

Mutans  Vad tipus Ismeretlen Osszes

Mutans 3 0 0 3
therascreen
BRAF Pyro Vad tipus 0 96 0 96
Kit Ismeretlen 1 0 0 1
Osszes 4 96 0 100

13. tAblazat. A 464-469-es kodonok mutacios vizsgalati eredményei bér
tumor mintak esetén

Sanger szekvenalas

Mutans  Vad tipus  Ismeretlen Osszes

Mutans 0 0 0 0
therascreen
BRAF Pyro Vad tipus 0 99 0 99
Kit Ismeretlen 0 1 0 1
Osszes 0 99 0 100

Megjegyzeés: Minden, a teljesitményjellemz6k meghatarozasahoz végzett
futtatasban, a jel 30 RLU felett volt, jellemzéen a formalinban fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) szovetekbdl izolalt, piroszekvenalashoz hasznalt 10 ng DNS
templat esetében tapasztaltakhoz. A piroszekvenalasi adatok elemzése a
BRAF Plug-in Report-tal tortént.
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Referenciak

A QIAGEN széleskor(, naprakész online adatbazissal rendelkezik a QIAGEN
termékeivel kapcsolatos tudomanyos publikaciokrol. Az atfogé kereséfunkcio
altal konnyen megtalalja a keresett cikket egy egyszerl kulcsszé beutésével
vagy a szlkité funkcio segitségével — applikaciora, kutatasi terdletre, cimre,
stb. vonatkozolag.

A referenciak teljes listajaert kérjik, keresse fel a QIAGEN Referencia Online

Adatbéazist a www.giagen.com/RefDB/search.asp cimen vagy konzultaljon a
QIAGEN Technical Services-vel, vagy a helyi disztributoraval.

Szimbdolumok

A kovetkez6 szimbolumok megjelenhetnek a csomagolason vagy a cimkéken:

W N> <N> tesztre elegendé reagenst tartalmaz

8 Eddig felhasznalando

IVD In vitro diagnosztikai orvosi készulék
REF Katalogus szam

LOT Lot szam

Anyagszam

COMP Osszetevdk

CONT Tartalmaz

NUM Szam

Natrium-hidroxid
GTIN Globalis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

Hémeérséklet korlatozas

Gyarto

E- g
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Diﬂ Nézze meg a hasznalati Gtmutatot

Kontakt informacio

Technikai segitségeért illetve tovabbi informacidért 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.qgiagen.com).
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A Melléklet: A therascreen BRAF Pyro beallitasa

Amennyiben a BRAF Plug-in Report mar telepitve van a gépre, akkor elére
definialt vizsgalatok (assay setup) allnak rendelkezésre a 600-as, 464-469-es
kodonokra, a PyroMark Q24 szoftver bongészdjében (bal oldal), az “Example
Files/PyroMark Setups/BRAF” utvonal alatt. Ebben az esetben nem kell a
telepitést (tovabbi részek) elvégezni. A BRAF Plug-in Report email-en
keresztll igényelhetd a kdvetkezd cimrdl: pyro.plugin@giagen.com.

Kifejezetten ajanlott a BRAF Plug-in Report hasznalata, szemben a manudlis
modszerrel. Komplex mutaciét nem lehet manualisan hozzaadni az elemzendé
szekvenciahoz (Sequence to Analyze) és azokat csak a Plug-in segitségével
lehet elemezni. A plug-in telepitése utan, vagy amikor a szoftver Ujra
telepitésre kerul, ellendrizni kell a BRAF Plug-in helyes mikodését a “BRAF
Plug-in Quick Guide” alapjan.

Amennyiben a BRAF Plug-in Report nincsen telepitve, akkor a vizsgalati
(assay) fajlt manualisan kell Iétrehozni, mielétt a therascreen BRAF Pyro
vizsgalatot el6szor futtatnank. Hozzuk létre a vizsgélati f4jit (assay) a BRAF
600-as, 464-469-es kodonjara a PyroMark Q24 programmal, a kdvetkezdk
szerint.

Folyamat

BRAF 600-as kodon

Al. Kattintson a =#-ra az eszkdztarban és valassza a “New AQ Assay”-t.

A2. Gépelje be a kovetkez6 szekvenciat az elemzendd szekvencia helyre,
“Sequence to Analyze”.
CWCTGTAGC

Megjegyzés: A 600-as kodon leggyakoribb mutacitja a GTG > GAG
valtozas az 1799-es nukleotid poziciéban (masodik kodon pozicio).

A vizsgalando szekvencia (Sequence to Analyze) a futas utan is
megvaltoztathatd, mas helyen Iévé mutaciok vizsgalatahoz.

Az 1798-as pozicidban lIévé mutacio meglétének ellenbrzésére
valtoztassuk meg a vizsgalando szekvenciat (Sequence to Analyze) a
kovetkezore.

CAYTGTAGC

Tovabbi, az 1799-es helyen |évé, ritka mutaciok kimutatasara, a
vizsgalandoé szekvenciahoz (Sequence to Analyze) a CVCTGTAGC
nukleotid sorrendet is vizsgalni kell.

Megjegyzés: Allitsuk az egyszeri cslics-magassagot (single height peak)
30 RLU-ra.

Megjegyzes: A BRAF 600-as kodon komplex mutacioi nem elemezhetdk a
PyroMark Q24-es program AQ (allél kvantifikalas) és Sequece to Analyze
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funkciojaval. Javasolt a BRAF Plug-in Report hasznalata a 600-as kodon
komplex mutaciodinak vizsgalatahoz.

A3. Manualisan vigylik be a kovetkez6 adagolasi sorrendet (Dispensation

Order).

TCGTATCTGTAG

1

0— c e T A T

A
5 10

12. 4bra. A 600-as kodon hisztogramja (1799-es nukleotid) a CWCTGTAGC
vizsgalandé szekvencia (Sequence to Analyze) esetén.

2

0 1 . 1 1 . ! 1 1
T C G T T C T

A G T A G
VN
5 10

13. abra. A 600-as kodon hisztogramja (1798-as nukleotid) a CAYTGTAGC
vizsgalandé szekvencia (Sequence to Analyze) esetén.

1

0 1 . 1 1 1 1 1 1 . . . .
C G T A T C T G T G

5 10

14. dbra. A 600-as kodon hisztogramja (1799-es nukleotid) a CVCTGTAGC
vizsgalandé szekvencia (Sequence to Analyze) esetén.

A4. Kattintson az “Analysis Parameters” flllre és novelje a “Peak Height
Threshold - Required peak height for Passed quality:” értéket 30-ra.
(Szukseéges csucs magassag az elfogadott minéségi értékhez.)

A5. Kattintson a H-re az eszkdztarban, majd mentse el a vizsgalatot
(assay) “BRAFcodon 600” néven.
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BRAF 64-469-es kodonok

Al. Kattintson a =-ra az eszkdztarban és valassza a “New AQ Assay”-t.

A2. Irja be a vizsgalandé szekvencia helyre (Sequence to Analyze) a
kovetkez6t.
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA

Megjegyzeés: A BRAF 469-ess kodon komplex mutacioi nem elemezhetdk
a PyroMark Q24-es program AQ (allél kvantifikalas) és Sequece to
Analyze funkcigjaval. Javasolt a BRAF Plug-in Report hasznalata a 469-es
kodon komplex mutacidinak vizsgalatahoz.

A3. Kézzel irjuk be a kovetkez6 adagolasi sorrendet “Dispensation
Order”.
AGCTCGTAGCATGCATACGAGCATAC

3
2
A AL 11 1]
A G C T G CATGCAT C GA GCATAC
10 15 20 25

L
C G TA A
-~ 5

15. abra. A 464-469-es kodon (1391-es nukleotid [464-es kodon], 1397-es nukleotid
[466-0s kodon] és 1406-0s nukleotid [469-es kodon] hisztogramja.

A4. Kattintson az “Analysis Parameters” fiillre és ndvelje meg a “Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” értéket
30-ra.

A5. Kattintson a d-re az eszkoztarban és mentse el a vizsgélatot (assay)
“BRAFcodons 464-469” néven.
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B Melléklet: A hulladék tartaly és reagens tartok
kilritése
WARNING | Veszélyes Vegyi Anyagok

A A vakuum munkadllomasnal hasznalt denaturalé oldat natrium

hidroxid tartalmu, ami szemre és bérre irritalé hatasu.
Mindig viseljen biztonsagi szemuveget, kesztylt és kopenyt.

A felel8s testuletnek (pl.: laboratorium menedzser) meg kell
tennie a sziikséges elévigyazatossagi lépéseket, hogy biztositsa
a kérnyezd munkahely biztonsdgossagat és azt, hogy a miszert
kezel6 személyzet ne legyen kitéve veszélyes szintl toxikus
anyagnak (vegyi vagy bioldgiai), ahogyan azt az
Anyagbiztonsagi Adatlapon (SDSs), az OSHA", ACGIHT vagy
COSHH* dokumentumokban meghataroztak.

A gazok/g6zok kiszellbzését/eltavolitasat és a veszélyes
hulladékok elhelyezését a nemzeti, allami és helyi egészségugyi
€s biztonsagi szabalyozasok és torvények alapjan kell
megoldani.

* OSHA: Foglalkozas-Biztonsagi és Egészségligyi Apparatus (Amerikai Egyesdilt Allamok)
T ACGIH: Ipari Higiéniai Kormanyzat Amerikai Kongresszusa (Amerikai Egyesiilt Allamok)
* COSHH: Egészségre Veszélyes Anyagok Kontrollja (Egyesiilt Kiralysag)

A laboratériumi hulladékok elhelyezésével kapcsolatban vegye figyelembe a
szovetségi, allami és helyi kdrnyezetvédelmi szabalyozasokat.

Fontos szempont a kezdés elott
B A protokoll nagytisztasagu vizet igényel.

Folyamat

B1. Gondoskodjon rola, hogy a vakuum eszkdz ne legyen vakuum alatt. A
vakuum legyen kikapcsolva (Off) és a vakuum pumpat is kapcsolja ki.

B2. Uritse ki a miianyag tartalyban Iévé anyagokat.

B3. Oblitse el a tartalyokat nagytisztasagu vizzel vagy cserélje ki azokat,
ha sziikséges.

B4. Uritse ki a hulladéktartalyt.
Megjegyzeés: A kupak eltavolithatd a csé levalasztasa nélkiil is.
B5. Amennyiben a vakuum munkaallomast tisztitani kell (példaul por

vagy folyadék kiomlés miatt), kérjuk, kovesse a PyroMark Q24
kézikbnyvében leirtakat.
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Kat.

szam.
therascreen BRAF For 24 reactions on PyroMark Q24 971470
Pyro Kit (24) systems: Seq Primers, PCR Primers,

Unmethylated Control DNA, PyroMark
PCR Master Mix, CoralLoad
Concentrate, PyroMark Binding Buffer,
PyroMark Annealing Buffer, PyroMark
Denaturation Solution, PyroMark Wash
Buffer, Enzyme Mixture, Substrate
Mixture, dATPOS, dCTP, dGTP, dTTP,
and H,O

PyroMark Q24 MDx Sequence based detection platform for =~ 9001513
Pyrosequencing of 24 samples in

parallel

PyroMark Q24 Sequence based detection platform for 9001514
Pyrosequencing of 24 samples in
parallel

PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation (220 V) for 9001517*

Vacuum Workstation preparing 24 samples in parallel, from 9001515
PCR product to single-stranded

template
PyroMark Q24 Vacuum Vacuum Workstation (220 V) for 9001518
Workstation preparing 24 samples in parallel, from

PCR product to single-stranded

template
PyroMark Q24 MDx Application software 9019063
Software
PyroMark Q24 Analysis software 9019062
Software
Accessories
PyroMark Q24 Plate 24-well sequencing reaction plate 979301
(100)
PyroMark Q24 Cartridges for dispensing nucleotides 979302
Cartridge (3) and reagents

* Csak az Egyestilt Kirdlysagban
T A vilag tobbi részén
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Termék Tartalom Kat.

szam.
PyroMark Vacuum Reusable filter probes for PyroMark 979010
Prep Filter Probe (100) Vacuum Workstation Q96 and Q24
PyroMark Control Oligo For installation check of system 979303
PyroMark Q24 For performance confirmation of 979304
Validation Oligo system
Related products
QlAamp DNA FFPE For 50 DNA preps: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns, Proteinase K,

Buffers, Collection Tubes (2 ml)

EZ1 DNA Tissue Kit For 48 preps: Reagent Cartridges 953034

(48) (Tissue), Disposable Filter-Tips,
Disposable Tip-Holders, Sample
Tubes (2 ml), Elution Tubes (1.5 ml),
Buffer G2, Proteinase K

A legfrissebb licenc informéacioért és termék specifikus jogi nyilatkozatért,
kérjik, nézze meg a megfeleld QIAGEN kit kézikdnyvet, vagy hasznalati
utasitast. A QIAGEN kit kézikonyvek és hasznélati utmutatok megtalalhatoak a
www.giagen.com cimen, lekérhetéek a QIAGEN Technical Service-t6l vagy a
helyi disztributortol.
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Szandékosan uresen hagyva
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Szandékosan uresen hagyva
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Szandékosan uresen hagyva
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Védjegyek: QIAGEN®, QIAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLload®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen®
(QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag (Florida
Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Az ebben a dokumentumban talalhaté regisztralt nevek, védjegyek stb., nem tekinthet6k jog altal nem védetteknek, még akkor sem, ha ez nem kerl kifejezetten
kinyilvanitasra.

Felelésség kizarasa

Nem hasznalhat6 az endometriézis kialakulas rizik6janak meghatarozasara.

Korlatozott licensz megallapodas

A jelen termék hasznalataval a therascreen BRAF Pyro Kit vasarléja vagy felhasznaldja belegyezik a kdvetkezd megallapodasba:

1.

o > w N

A therascreen BRAF Pyro Kit csak a therascreen BRAF Pyro Kit felhasznaloi kézikdnyvben leirtaknak megfeleléen, csak a kitben megtalalhatd 6sszetevokkel
hasznalhato. A QIAGEN nem ad jogot arra, szellemi tulajdonjoga alapjan, hogy a kitben nem Iévé 6sszetevbket beépitsék vagy hasznéljak a kithez, kivéve, ha
azt a therascreen BRAF Pyro Kit kézikdnyvben, vagy tovabbi protokollokban leirtak, melyek a www.giagen.com helyen elérheték

A kifejezetten megjelenitett licenszen kivil, a QIAGEN nem vallal felel6sséget arra, hogy a kit és/vagy annak hasznalata nem sérti harmadik fél jogat.
Ez a kit és 0sszetevéi egyszeri hasznalatra engedélyezettek, nem hasznalhatdk fel jra, nem ujithatok fel vagy nem adhatok el Gjra.
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