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Alkalmazasi terulet

A therascreen RAS Extension Pyro Kit a human KRAS onkogén 59., 61., 117. és 146.
kodonjaiban és a human NRAS onkogén 12., 13., 59., 61., 117. és 146. kodonjaiban |év6
mutaciok kvantitativ kimutatdsara szolgaldé, Pyrosequencing® technolégian alapuld,
formalinban fixalt, paraffinba agyazott (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE),
metasztatikus colorectalis rakos (metastatic colorectal cancer, mCRC) human szdvetbdl
kivont DNS-t felhasznal6 in vitro diagnosztikai teszt.

A therascreen RAS Extension Pyro Kit az olyan mCRC betegek azonositasanak elésegitésére
szolgal, akiknél eredményesnek bizonyulhatnak az olyan anti-EGFR kezelések, mint a
cetuximab- és panitumumab-kezelés (1).

A therascreen RAS Extension Pyro Kit kizarélag a PyroMark Q24 rendszeren alkalmazhaté. A
PyroMark Q24 rendszerek az aldbbiakat tartalmazzak:

® A PyroMark Q24 késziilék vagy a PyroMark Q24 MDx késziilék.

® A PyroMark Q24 Vacuum Workstation vagy a PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation.

® A PyroMark Q24 Software (2.0-4s verzid) vagy a PyroMark Q24 MDx Software (2.0-as
verzio).

A therascreen RAS Extension Pyro Kit olyan szakemberek, pl. technikusok és orvosok altali

hasznalatra szolgal, akik képzettek az invitro diagnosztikai eljarasok és a molekularis
bioldgiai technikak teriiletén, valamint a PyroMark Q24 rendszer hasznalataban.

Osszefoglalas és magyarazat

A therascreen RAS Extension Pyro Kit a human KRAS gén 3. és 4. exonjaban és a human
NRAS gén 2., 3. és 4. exonjaban |[évd mutécidk kvantitativ mérésére szolgdl. A kit nyolc
tesztet tartalmaz (1. abra).
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FPB

Oy

KRAS - 59/61. kodonl

GTCGTCCAGTTICTC <::I k _
59 6 Szekv. RP

FP Szekv. 17
I:} ATAAATGTGAT

KRAS - 117. kodon

)
RPB
P Szekv. 146
) ATCAGCAAAGAC
KRAS - 146. kodon
RPB
FP Szekv. 12 13
CGTGGTIGTTIGGGA
NRAS - 12./13. kodon
RPB
FP Szekv. 59
s —— ACAGCTGGACAA
NRAS - 59. kodon
RPB
FP Szekv. 61
CAAGAAGAGTAC
NRAS - 61. kodon
RPB
FP Szekv. 117
) ——> AGTGTGATTTG
NRAS - 117. kodon
)
RPB
FP Szekv. 146
> CAGCCAAGACC
NRAS - 146. kodon
RPB

1. abra: A therascreen RAS Extension Pyro Kit tesztjei.
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A PCR kuldn-kilén amplifikélja a nyolc régiét, és szekvenalja a megadott région keresztiil.
A lefedett terileten talalhaté mutacidk kulonalld, a vad tipusd mintakbol szarmazé
lenyomatoktol megkuilonboztetheté mintazatokat eredményeznek a Pyrogram® lenyomaton.
A PyroMark® Q24 szoftverrel elemezheté mutaciokat a 15. tablazat (,A” fliggelék: A
therascreen RAS Extension Pyro tesztek bedllitdsa) ismerteti. A KRAS 117. és 146.
kodonjainak és az NRAS 12./13., 59., 61., 117. és 146. kodonjainak tesztjei el6refelé
szekvenaltak, a KRAS 59./61. kodonjainak tesztje pedig visszafelé szekvenalt. A termék
minden teszthez egy PCR primerkeveréket és egy szekvenalo primert tartalmaz. A primerek
oldatokba vannak vegyitve; minden oldatos Uveg 24 pl primert vagy primerkeveréket
tartalmaz.

Az eljaras elve

A teszteljards munkafolyamatéat a 2. bra (a kovetkezd oldalon) szemlélteti. A PCR mivelet
végrehajtdsa utdn a rendszer a primerekkel célba veszi a vizsgélt teriletet, és az
amplikonokat Streptavidin  Sepharose® High Performance gyongyokén immobilizalja.
Egyszalu DNS jon létre, és a megfelel§ szekvendld primerek hozzakapcsolddnak a DNS-
hez. A mintakat ezutan analizalja a PyroMark Q24 rendszer egy tesztbeallitasi fajl és egy
futtatasi fajl segitségével.

A ,Sequence to Analyze” (Analizaland6 szekvencia) lehetéség beallithaté a kilonb6z6
mutéaciok detektalasara a futtatas utan (lasd ,6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas
elemzése”, 32. oldal és ,,A” fiiggelék: A therascreen RAS Extension Pyro tesztek beéllitasa”,
61. oldal).
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Teszt és futtatas beallitasa Minta-el6készités

PCR (2. protokoll)
Tesztfajl beallitasa (,A” figgelék)

¥
Immobilizalas (3. protokoll)
\ ¥
Futtatasi fajl beallitasa (1. protokoll) Mintak el6készitése (4. protokoll)
PyroMark Q24 futtatasa (5. protokoll)
¥
A PyroMark Q24 futas elemzése (6. protokoll)
¥
Jelentés

2. &bra: A therascreen RAS Extension Pyro Kit eljaras munkafolyamata.

Kontrollok

A PCR és szekvenalasi reakciok pozitiv kontrolljaként a kit metilalatlan kontroll DNS-t
tartalmaz. A kitben 1évé kontroll DNS a szekvenalt régidkban vad tipusi genotipussal
rendelkezik. Minden Pyrosequencing futtatas minden egyes tesztjében legyen egy kontroll
DNS minta. Ez az eredmények megfeleld értelmezéséhez és az alacsony értéket add
mutéciok azonositasahoz szikséges (lasd ,6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas
elemzése”, 32. oldal).

Tovabba legalabb egy teszthez egy negativ (templat DNS nélkili) kontrollt is bele kell foglalni
minden PCR setupba.
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Szallitott anyagok

A kit tartalma

Doboz (1/2)

therascreen RAS Extension Pyro Kit
Katalégusszam

Készitmények szama

24
971590
24

Seq Primer KRAS 59/61

Seq Primer KRAS 117

Seq Primer KRAS 146

Seq Primer NRAS 12/13

Seq Primer NRAS 59

Seq Primer NRAS 61

Seq Primer NRAS 117

Seq Primer NRAS 146

PCR Primer KRAS 59/61

PCR Primer KRAS 117

PCR Primer KRAS 146

PCR Primer NRAS 12/13

PCR Primer NRAS 59

PCR Primer NRAS 61

PCR Primer NRAS 117

PCR Primer NRAS 146
PyroMark PCR Master Mix, 2x
CoralLoad® Concentrate, 10x-es
H20

Unmethylated Control DNA, 10 ng/pl

24 ul

24 ul

24 pl

24 ul

24 ul

24 pl

24 pl

24 ul

24 ul

24 pl

24 ul

24 ul

24 pl

24 pl

24 ul

24 pl

4 x 850 pl
1,2ml
6x1,9ml
3 x100 pl
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Doboz (2/2)

Pufferek és reagensek Térfogat
PyroMark Binding Buffer 2x10 ml
PyroMark Annealing Buffer 2 x10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 2 x 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 2 x25 ml
Enzyme Mixture 2 csé
Substrate Mixture 2 cs6
dATPaS 2 x1180 pl
dCTP 2x1180 pl
dGTP 2x 1180 pl
dTTP 2x 1180 pl
therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikényv (angol) 1db

* Natrium-hidroxidot tartalmaz.

Sziikseges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfeleld laboratériumi kopenyt, egyszer
hasznalatos keszty(it és véddszemiiveget. Tovabbi informacidékat a megfelel6 biztonsagi
adatlapok (safety data sheets, SDS-ek) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartojatol
szerezhetdk be.

Reagensek

® DNS-izol4l6 készlet (lasd ,DNS-izolalas”, 17. oldal)

® Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, kataldgusszam: 17-5113-01;

www.gelifesciences.com)

e Nagy tisztasagu viz (Milli-Q® 18,2 MQ x cm vagy azzal egyenértéki)
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Megjegyzés: A kitben elegendé viz talalhaté a PCR-hez, DNS immobilizaciéhoz és az
Enzyme Mixture enzimkeverék és Substrate Mixture szubsztratelegy feloldasahoz;
tovabbi nagy tisztasagu vizre van sziikség a 10x-es PyroMark Wash Buffer mosépuffer

felhigitasahoz.

e Etanol (70%)*

Fogyoeszkozok

e Steril pipettahegyek (szlirékkel a PCR setuphoz)

® 24-cellas PCR-lemezek (lasd ,Javasolt 24 cellas lemezek”, 12. oldal)
e Ontapadé folia

® PyroMark Q24 Plate (katalégusszam: 979301)*

® PyroMark Q24 Cartridge (katalégusszam: 979302)"

Felszerelés

® Pipettak (allithato)*

e Asztali mikrocentrifuga*

® PCR késziillék* és megfelels PCR csévek

e PyroMark Q24 MDx vagy PyroMark Q24 (katalogusszam: 9001513 vagy 9001514)*

® PyroMark Q24 MDx vagy PyroMark Q24 Vacuum Workstation (katalogusszam:
9001515 vagy 9001516 vagy 9001518 vagy 9001519)*

e Talcas razégép* a gydngydkbe torténé immobilizacidhoz (lasd ,Ajanlott talcas
razégépek”, 12. oldal)

e FitSblokk*, amely képes 80 °C-ra felfiiteni

* Ne hasznaljon denaturdlt alkoholt; a denaturalt alkohol méas anyagokat, példaul metanolt vagy metil-etil-ketont is
tartalmaz.

T CE-IVD-jellel ellatva a 98/79/EK direktiva alapjan. A tébbi felsorolt termék nem CE-IVD-jelélésii a 98/79/EK szamu
EU iranyelv alapjan.

* Ellendrizze, hogy a miszerek a gyarté ajanlasai szerint rendszeresen lettek-e ellenérizve és kalibralva.
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Ajanlott talcas razégépek

Az 1. tablazat altal felsorolt korkoros mozgasi talcas razogépek javasoltak a therascreen

RAS Extension Pyro Kittel torténé hasznalatra.

1. tablazat: A therascreen RAS Extension Pyro Kittel torténd hasznalatra javasolt talcas razégépek

Gyarté Termék Katalégusszam
Eppendorf ThermoMixer® C 5382000031
(alapeszkdz)
Eppendorf SmartBlock™ PCR 96, thermoblock 5306000006
for PCR plates 96
Thermo Fisher Scientific Variomag® Teleshake 10448791
Thermo Fisher Scientific Variomag Monoshake 10515882

Javasolt 24 cellas lemezek

A 2 tablazat altal felsorolt 24 cellas lemezek javasoltak a therascreen RAS Extension Pyro

Kittel térténé hasznalatra.

2. téblazat: A therascreen RAS Extension Pyro Kittel térténé hasznalatra javasolt 24 cellas lemezek

Gyarté Termék Katalégusszam

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

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

4titude FrameStar® Break-a-way 96 cella, 4ti-1000

atlatszo6 csoévek

Kisker Quali — PCR-lemezek, keret nélkul G030

therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikényv ~ 05/2016
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Figyelmeztetések és ovintezkedések

In vitro diagnosztikai hasznalatra

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelel laboratériumi képenyt, egyszer
hasznalatos keszty(it és véd6észemiiveget. A tovabbi tudnivalokat a megfeleld biztonsagi
adatlapok (SDS-ek) tartalmazzdk. Ezek elérheték online, a www.giagen.com/safety
weboldalon, jol kezelheté, kompakt PDF formatumban; a weboldalon megtalalhato,
megtekinthetd és kinyomtathatd az egyes QIAGEN® kitek és a kitben talalhaté komponensek
biztonsagi adatlapja.

Altalanos ovintézkedések
Mindig tartsa szem el6tt az alabbiakat:

® Ennek a terméknek a komponensi tesztenként 24 reakcié elvégzésére elegenddek.
e Steril pipettahegyeket (szirdkkel a PCR setuphoz) hasznéljon.

® A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok) minden mas reagenstél
elklonitve tarolja és dolgozza fel, és a reakcidelegyhez térben elkilonitett helyen adja

hozza 6ket.

e A futtatds megkezdése el6tt a komponensek hdmérsékletét szobahémeérsékletre
(15-25 °C) kell hozni.

® Felolvadas utan keverje meg (pipettazza tobbszor fel és le, vagy réviden vortexelje),

majd centrifugalja a komponenseket.

® A mutacios allapotok megitélése nem alapulhat hibas eredményeken.
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A reagensek tarolasa és kezelése

A therascreen RAS Extension Pyro Kitet két kuilon dobozban szallitjak. A therascreen RAS
Extension Pyro Kit (2/1. doboz) szarazjégben érkezik. Megérkezése utan a PyroMark PCR
Master Mix, a CoralLoad koncentratum, a metilalatlan kontroll DNS és az 6sszes primer —
15 °C és —25 °C kozott tarolandd.

A puffereket, Enzyme Mixture enzimkeveréket, Substrate Mixture szubsztratelegyet,
dATPaS-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t (a Pyrosequencing elemzés reagenseit) tartalmazo
Pyro pufferek és reagensek (2/2. doboz) szallitasa hiitdcsomagolasban torténik. Ezeket a
komponenseket érkezés utan 2-8 °C-os hdémérsékleten kell tarolni. Az aktivitasvesztés
minimalizalasa érdekében ajanlott az enzimkeveréket és a szubsztratelegyet is az eredeti
fiolajaban tartani.

A rekonstitualt enzim- és szubsztratelegyek legalabb 10 napon at stabilak maradnak 2-8 °C-
on. A rekonstitualt enzim- és szubsztratelegyek lefagyaszthatok és sajat fiolajukban
tarolhatok —15 °C és —25 °C kozott. A fagyasztott reagenseket nem szabad hatndl t6bbszor
lefagyasztani és Ujra felolvasztani.

Megjegyzés: A nukleotidok nem fagyaszthatok le.

llyen tarolasi kortlmények kozott a therascreen RAS Extension Pyro Kit a kit lejarati idejéig
stabil.
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MintagyUijtés, elokeszités elemzeésre es tarolas

Megjegyzés: Minden mintat potencialisan fert6zé anyagnak kell tekinteni.

A mintaanyagnak FFPE szdvetbdl nyert human genomialis DNS-nek kell lennie. A mintak
minéségének biztositasa érdekében a mintakat a standard patologiai eljarasnak

megfelelen kell szallitani.

A tumormintak heterogének, ezért a tumor egy mintajabol kapott adatok eltérhetnek a tumor
mas metszeteib6l szarmazd adatoktdl. A tumormintdk nem tumoros szdvetet is
tartalmazhatnak. A nem tumoros szdvetbdl szdrmazé DNS véarhatéan nem tartalmaz
a therascreen RAS Extension Pyro Kit altal kimutathaté mutaciokat.

A szdvetmintak el6készitése

Megjegyzés: Szaraz kést hasznaljon. Ezt a Iépést ne laminaris aramlast biztosité vagy

elszivo fulkében végezze.

® Kaparja le a metszetekrél a tumoros szOvetet, és helyezze felcimkézett
mikrocentrifuga-csévekbe, minden egyes minta esetén Uj kést hasznalva.

Szovetmintak el6készitése DNS-extrakciéra

e Standard anyagok és modszerek hasznalataval fixalja a szovetmintat 10%-os neutralis
pufferelt formalinba (neutral buffered formalin, NBF), és agyazza paraffinba a
szdvetmintat. Mikrotommal vagjon 5 um-es sorozatmetszeteket a paraffinblokkbdl, és

helyezze Gket Uveg targylemezekre.

® Egy szakembernek (pl. patolégusnak) ki kell értékelnie egy Hematoxilyn & Eosin
(H&E)-festett metszetet a tumoros tartalom és teriilet meghatarozasa érdekében.
Jeldlje meg a festett metszetet, hogy elkilonitse a tumort a normal szévettél. A DNS-

extrakciéhoz sorozatmetszeteket hasznaljon.
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® Makrodisszekcio nélkili feldolgozashoz teriiletenként >20% tumortartalmi metszeteket
hasznaljon (l4sd a kdvetkezd pontot).
® A terlletenként <20% tumortartalmi metszetek esetén végezzen makrodisszekciot egy

vagy tébb metszeten. Artalmatlanitsa a nem tumoros szévetet.

e A <4 mm? terliletli metszetek esetén dolgozzon fel két vagy tobb metszetet, hogy a
teljes tumoros teriiletet legalabb 4 mm2-re novelje (makrodisszekcios és
makrodisszekcié nélkiili mintak esetén egyarant). Artalmatlanitsa a nem tumoros

szovetet.

® Egy Uj steril késsel kaparja le a szovetrél a felesleges paraffint.

Tarolas

Az FFPE blokkokat és targylemezeket szobahé&mérsékleten tarolja. A targylemezek DNS-
extrakci6 el6tt legfeljebb 4 hétig tarolhatdk kérnyezeti hémérsékleten.

A genomialis DNS extrakci6é utan 1 hétig tarolhaté 2—-8 °C-on, majd pedig hasznalat el6tt

legfeljebb 8 hétig —15 és —25 °C kdzotti hémérsékleten.
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Eljaras
DNS-izolalas

A megadott human mintatipus DNS-tisztitasara, valamint a therascreen RAS Extension Pyro
Kittel torténé hasznalatra a 3. tablazat altal ismertetett QIAGEN kit javasolt. Ennek a kitnek
a hasznalatahoz kévesse a kit kézikonyvének DNS-tisztitassal kapcsolatos utasitasait.

3. tablazat: A therascreen RAS Extension Pyro Kittel valo hasznéalathoz ajanlott DNS tisztitd kit

Mintatipus Nukleinsav izolacios készlet Katal6gusszam (QIAGEN)

Paraffinba agyazott szovet QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404

1. protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futtatasi bedllitasa

Kezdés el6tti teenddk

e Hozzon létre egy tesztbeallitast, lasd ,,,A” fiiggelék: A therascreen RAS Extension Pyro
tesztek bedllitasa”, 61. oldal. Ezt csak egyszer kell bedllitani, az RAS Extension Pyro

teszt elsé alkalommal torténé futtatasa elétt.

® Ne helyezzen ,templat nélkiili kontroll” cellak és varhatéan alacsony jell cellak mellé
magas jelintenzitast mintakat. Ez ugyanis ahhoz vezethet, hogy a rendszer az egyik
cella jelét a mellette 1évé cellaban is észleli.

Eljaras
1. Kattintson a & ikonra az eszkéztarban.
A rendszer (j futtatasi fajlt hoz létre.
2. Adja meg a futtatasi paramétereket (lasd ,Futtatasi paraméterek”, 18. o0.).

3. Készitse el6 a lemezt: adja hozza a tesztek a therascreen RAS Extension Pyro Kit mind a

nyolc tesztjéhez, az elemzendd mintaknak megfeleld cellakhoz.
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Megjegyzés: Legalabb egy teszthez egy negativ (templat DNS nélkiili) kontrollt is bele
kell foglalni minden PCR setupba.

Megjegyzés: Vad tipusu kontrollként hasznéljon egy metilalatlan kontroll DNS mintat
minden Pyrosequencing futtatas minden egyes tesztjéhez (lasd 2. abra, 8. oldal).

4. Amikor bedllitotta a futtatast, és készen all elinditani a PyroMark Q24 rendszeren,
nyomtassa ki az enzimkeverékek, szubsztratelegyek és nukleotidok sziikséges
térfogatait, valamint a mintalemez setupot. Valassza a , Tools” (Eszkdzok) meni ,Pre
Run Information” (Futtatas el6tti informaciok) elemét. A jelentés megjelenésekor

kattintson a = gombra.
5. Zarja be a futtatasi fajt és a Windows® Explorer hasznalataval méasolja at (a rendszerrel
egyutt szallitott) USB-adathordozora.

Megjegyzés: A kinyomtatott futtatas el6tti informaciok sablonként hasznalhatdk a
minta setuphoz (lasd ,3. protokoll: PCR termékek immobilizacidja Streptavidin

Sepharose High Performance gydngyokbe”, 23. oldal).

Megjegyzés: A lemez PyroMark Q24 rendszeren torténé futtatdsahoz lasd ,5.
protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa”, 29. oldal.

Futtatasi paraméterek

® Run name (Futtatas neve): A futtatdsnak a rendszer a fajl mentésekor ad nevet. A fajl
atnevezésével a futtatas neve is megvaltozik.

® Instrument method (Késziilékmad): Valassza ki a késziilékmddot a futtatashoz
hasznalt kazettanak megfelel6en; lasd a termékekhez mellékelt utasitasokat.

e Plate ID (Lemezazonositd) (opciondlis): Adja meg a PyroMark Q24 Plate azonositojat.
e Bar code (Vonalkdd) (opcionalis): irja be a mintalemez vonalkédja szamsorat, vagy ha
rendelkezik vonalkéd-leolvaséval, és az csatlakoztatva van a szamitégépéhez, vigye
az egérmutatét a ,Barcode” (Vonalkdd) jeldl6négyzethez (kattintson a négyzetre), és

szkennelje be a vonalkédot.
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e Kit and reagent ID (Kit- és reagensazonosité) (opcionalis): Adja meg a therascreen
RAS Extension Pyro Kithez hasznaland6 sarzsszamot. A sarzsszam a termékcimkén

talalhaté meg.

Megjegyzés: Javasoljuk mindkét sarzsszamot megadni, hogy a therascreen RAS

Extension Pyro Kit barmilyen varatlan problémaja visszakdvethetd legyen.

e Futtatasi megjegyzés (opcionalis): irjon be megjegyzést a futtatas 6sszetevéivel

vagy céljaval kapcsolatban.

Tesztfajlok hozzaadasa

Teszt celldhoz adasahoz tegye az alabbiak egyikét:

e Kattintson jobb egérgombbal a cellara, és valassza ki a ,Load Assay” (Teszt betdltése)

opciot a megjelend kdrnyezeti menubdl.

® Valassza ki a kivant tesztet a parancsikon-bongészébdl, majd kattintson ra, és huzza at

a cellahoz.

A cella a cellaba toltott tesztnek megfelelé szinkodolast kap.

Mintaazonositok és megjegyzések bevitele

Mintaazonosité vagy megjegyzés beviteléhez valassza ki a cellat, és vigye be a széveget.

Mintaazonositd vagy megjegyzés szerkesztéséhez vagy valassza ki a cellat (az aktualis
tartalom kerul kivalasztasra), vagy kattintson kétszer a cellara.
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2. protokoll: PCR a therascreen RAS Extension Pyro Kittel egyditt
szallitott PCR reagensek hasznalataval

Ez a protokoll a therascreen RAS Extension Pyro Kit hasznéalataval a human KRES gén 3. és
4. exonjaban és a human NRAS gén 2., 3. és 4. exonjaban lévé nyolc kiilénb6z6 tertilet PCR

amplifikaciojara szolgal.

A kezdés el6tt figyelembe veend6 fontos szempontok

e A PyroMark PCR Master Mix keverékben Iévé HotStarTag® DNS-polimeraz 15 perces,
95 °C-on végzett aktivaciot igényel.

e Készitsen el minden reakcidelegyet egy, a DNS tisztitasra hasznalt munkaterilettdl

kuldnallé helyen, hozzaadva a templatot a PCR-hez, PCR termék analizishez vagy

minta-elékészitéshez a Pyrosequencing elemzés elétt.

® A keresztszennyez6dés megel6zésére hasznaljon egyszer hasznalatos, hidrofob

sz(rét tartalmazo6 hegyeket.

Kezdés elétti teendbk
® A PCR primereket tartalmazé csévek felnyitasa elétt végezzen révid centrifugalast,
hogy a tartalom 6sszegydiljén a csé aljan.

® Ha sziikséges, allitsa a kontroll és a minta DNS koncentraciéjat 0,4—2 ng/ul értékre.

Eljaras
1. Olvassza ki az 6sszes sziikséges komponenst (4. tdblazat).
Hasznalat el6tt alaposan keverje 6ssze Gket.

2. A 4.tablazat tartalmanak megfeleléen készitsen egy reakciéelegyet minden egyes

PCR primerkészlethez.

A reakciéelegy, a mintat kivéve, a PCR-reakci6hoz sziikséges 0sszes komponenst

tartalmazza.
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Az 6sszes elvégzendd PCR teszthez sziikségesnél nagyobb mennyiségi

reakciéelegyet készitsen.

4. tablazat: Reakcidelegy készitése az egyes PCR primer keverékekhez

Komponens

Térfogat/reakcio (ul)

PyroMark PCR Master Mix, 2x
CoralLoad koncentratum, 10x

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

Viz (H20, a kit része)

12,5
2,5

Teljes térfogat

20

3. Keverje 6ssze alaposan a reakciéelegyet, majd adagoljon 20 pl-t minden egyes PCR

csébe.

A PCR csoOveket nem sziikséges jégen tarolni, mivel a HotStarTaq DNS polimeraz

szobahémérsékleten inaktiv.

Adjon hozza 5 pl templat DNS-t (2—10 ng genomialis DNS-t) az egyes PCR csovek

tartalmahoz (5. tablazat), és keverje 6ssze alaposan.

Megjegyzés: Legalabb egy teszthez egy negativ (templat DNS nélkiili) kontrollt is bele

kell foglalni minden PCR setupba.

Megjegyzés: Vad tipusu kontrollként hasznéljon egy metilalatlan kontroll DNS mintat

minden Pyrosequencing futtatas minden egyes tesztjéhez (lasd ,Kontrollok”, 8. oldal).

21

therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikonyv  05/2016



5. tdblazat: A PCR-vizsgalat el6készitése

Komponens Térfogat/reakcio (ul)
Reakcitelegy 20
DNS minta 5
Teljes térfogat 25

5. Programozza be a thermocyclert a gyarté utasitasai szerint, a 6. tablazat altal

ismertetett feltételek alkalmazaséaval.

6. tablazat: Optimalizalt cycling protokoll

1dé Hoémérséklet Megjegyzések

Kezdeti aktivalasi |épés: 15 perc 95 °C A HotStarTaq DNS polimerazt
ez a felf(itési 1épés aktivalja

3 lépéses cycling:

Denaturalas 20 mp 95 °C
Kapcsolédas 30 mp 53 °C
Lanchosszabbitas 20 mp 72°C
Ciklusok szama 42 -
Végso 5 perc 72 °C

lanchosszabbitasi |épés:

6. Helyezze a PCR csdveket a thermocyclerbe, és inditsa el a cycling programot.

7. Az amplifikdlas utan folytassa a ,3. protokoll: PCR termékek immobilizacidja
Streptavidin Sepharose High Performance gyongyokbe” protokollal, lasd 23. oldal.

A PCR mintak 2—-8 °C kozotti hémérsékleten legfeljebb 3 napig tarolhatok.
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3.

protokoll: PCR termékek immobilizacidja Streptavidin Sepharose

High Performance gyongyokbe

Ez a protokoll a templat DNS Streptavidin Sepharose High Performance gyongydkbe torténé

immobilizacidjara szolgal a PyroMark Q24 rendszeren végzett elemzés elbtt.

Kezdés el6tti teenddk

A kezdés el6tt hagyja, hogy minden sziikséges reagens és oldat szoba-hémérsékletiire
(15-25 °C) melegedjen.

A PyroMark Q24 rendszert a futtatas megkezdése el6tt legalabb 30 perccel kapcsolja
be. A f6kapcsold a készilék hatuljan talalhaté.

Helyezzen egy PyroMark Q24 lemeztart6t egy 80 °C-ra felmelegitett melegitblokkra.
Egy méasodik PyroMark Q24 lemeztartét hagyjon szobahémérsékleten (15-25 °C).

A PyroMark Wash Buffer 10x-es koncentratumként talalhato a kitben. Az elsé
hasznalat el6tt 25 ml 10x-es PyroMark Wash Buffer mosépufferhez 225 ml nagy
tisztasagu viz hozzaadasaval higitsa 1x-es munkaoldatta az anyagot (a végs6 térfogat
250 ml).

Megjegyzés: Az 1x-es PyroMark Wash Buffer mosépuffer munkaoldat 2—-8 °C koz6otti
hémérsékleten a jeldlt lejarati ideig stabil.

Készitse el a PyroMark Q24 Vacuum Workstation munkaallomést
mintaelSkészitéshez a PyroMark Q24 felhasznaldi kézikonyvben ismertetett madon.

Eljaras

1.

Ovatosan razza fel a Streptavidin Sepharose High Performance gydngyoket tartalmazé
palackot, amig tartalma egynem oldatta nem valik.
A 7. tablazat altal ismertetett médon készitsen mesterkeveréket a DNS

immobilizaciéhoz.
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Az 6sszes elvégzendd reakcidhoz sziikségesnél nagyobb térfogatmennyiséget
készitsen (az dsszes reakciéhoz + még egyhez).

7.tablazat: Mesterkeverék a DNS immobilizaciéhoz

Komponens Térfogat/reakcio (ul)
PyroMark Binding Buffer 40
Viz (H20, a kit része) 29
Streptavidin Sepharose High Performance 1
Teljes térfogat 70

3. A futtatasi beallitasban el6irtaknak megfeleléen adjon hozza 70 ul mesterkeveréket a
24 cellas PCR-lemez celldihoz (lasd ,1. protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futtatasi
beallitasa”, 17. oldal).

A Sepharose gyéngydk gyorsan ulepednek. Pipettaval vagy rovid vortexeléssel végzett
gyakori keveréssel gondoskodjon a mesterkeverék homogenitasarél. A
mesterkeveréket ne centrifugalja.

4. Adjon 10 pl biotinilalt PCR terméket a 2. protokollbdél minden egyes mesterkeveréket
tartalmazé cellahoz a futtatasi beallitasban elére meghatarozottak szerint (lasd ,2.
protokoll: PCR a therascreen RAS Extension Pyro Kittel egytt szallitott PCR reagensek
hasznalataval”, 20. oldal).
A cellankénti teljes térfogatnak a mesterkeverék és a PCR termék hozzdadasa utéan
80 pl-nek kell lennie.

5. Ontapadé foliaval zarja le a PCR-lemezt.
Gondoskodjon réla, hogy a cellak kozott ne lehessen szivargas.

6. Ré&zza a PCR-lemezt szobah&mérsékleten (15-25 °C) 5-10 percig, 1400 rpm
sebességgel.

A Iépés kdzben azonnal |épjen tovabb a 4. protokoll: Mintak el6készitése a PyroMark Q24
rendszeren végzett Pyrosequencing elemzés el6tt” miveletre, lasd 25. oldal.
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4. protokoll: Mintak el6készitése a PyroMark Q24 rendszeren
végzett Pyrosequencing elemzés el6tt

Ez a protokoll egyszalu DNS el6készitésére és a szekvenald primer templathoz torténé

annedlasara szolgal a PyroMark Q24 rendszeren végzett Pyrosequencing elemzés el6tt.

A kezdés el6tt figyelembe veendd fontos szempontok
® A szekvenalo primereket tartalmazo csovek felnyitasa el6tt végezzen rovid
centrifugélast, hogy a tartalom 6sszegydiljon a csdvek aljan.

® AKkulonbozé szekvenald primereket a futtatasi beallitas altal (lasd ,1. protokoll: A
PyroMark Q24 rendszer futtatasi beéllitasa”, 17. oldal) a lemezhez elGirt mintazat

szerint adja hozza, az elemzési régiotol fliggben.

® Rendszeres id6k6zénként végezze el a funkcidtesztet a szlir6szondakra, a PyroMark
Q24 felhasznaléi kézikonyv szerint, és a jelzett idépontokban cserélje ki a
szlir6szondakat.

Eljaras
1. Higitson fel megfeleld mennyiséget minden egyes szekvenald primerbél a PyroMark
Annealing Buffer pufferben a 8. tablazat altal ismertetett médon.

Az 6sszes szekvenalandé mintahoz sziikségesnél nagyobb térfogatmennyiségi higitott
szekvenalo primert készitsen (az 6sszes mintahoz + még egyhez).

Ne higitson és ne taroljon a sziikségesnél tébb szekvenald primert.
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8. tablazat: Példa szekvendl6 primerek higitasara

Komponens Térfogat/minta (ul)

Térfogat 9+ 1
reakciohoz (ul)

PyroMark Annealing Buffer 24,2

Seq Primer KRAS 59/61 vagy
Seq Primer KRAS 117 vagy
Seq Primer KRAS 146 vagy
Seq Primer NRAS 12/13 vagy
Seq Primer NRAS 59 vagy
Seq Primer NRAS 61 vagy
Seq Primer NRAS 117 vagy
Seq Primer NRAS 146

0,8

242

Teljes térfogat 25

250

2. A futtatasi beallitasnak megfeleléen adjon 25 pl higitott szekvenal6 primert a PyroMark

Q24 Plate minden egyes cellajahoz (lasd ,1. protokoll: A PyroMark Q24 rendszer

futtatasi bedllitasa”, 17. oldal).

Tartsa az egyik (a PyroMark Q24 Vacuum Workstation munkaallomassal szallitott)

PyroMark Q24 lemeztartdt szobahdmérsékleten (15-25 °C), és hasznalja segitségként

a lemez el6készitése és mozgatasa soran.

3. Kapcsolja be a PyroMark Q24 Vacuum Workstation vakuumpumpéjat.

4. Helyezze a 3. protokoll PCR-lemezét és a PyroMark Q24 Plate lemezt a vakuum

munkaallomasra (3. abra).

Vizsgélja meg a PCR-lemezt, és gy6z6djon meg réla, hogy a Sepharose gyéngyok

oldatban vannak-e. Gy6z&djon meg rola, hogy a PCR-lemez ugyanabban a helyzetben

van-e, mint a mintak betoltésekor.
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3. dbra: A PCR-lemez és a PyroMark Q24 Plate elhelyezése a vakuum munkaalloméason.

5. A vakuum bekapcsolasaval alkalmazzon vakuumot az eszkdzon.

6. Lassan eressze le a vakuumeszkdz sz(ir6szondait a PCR-lemezre az immobilizalt
templatot tartalmazé gyéngyok befogasahoz. Tartsa 15 mp-en at egy helyben a
szondakat. A vakuumeszkoz felemelésekor Gvatosan jarjon el.

Megjegyzés: A Sepharose gyongyok gyorsan tlepednek. A gydngyoket a felkeverés
utan azonnal be kell fogni. Ha a lemez felkeverése utan tdbb mint 1 perc eltelt, a
gyongyok befogésa el6tt keverje ismét 1 percig a lemezt.
Vizsgalja meg a PCR-lemezt, hogy a vakuumeszk6z minden mintat felszivott-e.

7. Vigye at a vakuumeszkozt a 40 ml 70%-os etanolt tartalmazé valytba (1. valyu;

3. &bra). Oblitse 5 mp-ig a szlirészondakat.

8. Vigye at a vakuumeszkozt a 40 ml denatural6 oldatot tartalmazé valydba (2. valyu;
3. bra). Oblitse 5 mp-ig a szlirészondakat.
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9. Vigye at a vakuumeszkodzt az 50 ml mosépuffert tartalmazé valyaba (3. valyd; 3. abra).
Oblitse 10 mp-ig a sz{ir6szondakat.

10. Emelje fel- és hatrafelé a vakuumeszkdzt 90°-nal nagyobb fliggdleges szégben, és
tartsa igy 5 mp-ig, hogy a folyadék lefolyhasson a szlrészondakrol (4. abra).

4. abra: A 90°-nal nagyobb fiiggdleges szogben felemelt vakuumeszkoz abrazolasa.

11. Kapcsolja ki a vakuumot, mikozben a vakuumeszkozt a PyroMark Q24 Plate folé tartja.

12. A sziir6szondak oldott szekvenald primerbe martasaval és a vakuumeszkdz 6vatosan
egyik oldalrél a masikra mozgatasaval engedje ki a gyongyoket a PyroMark Q24 Plate
lemezre.

Megjegyzés: Vigyazzon, nehogy a szlirészondakkal megkarcolja és megsértse a
PyroMark Q24 Plate fellletét.

13. Vigye at a vakuumeszkozt a nagy tisztasagu vizet tartalmazo valyaba (4. valyu;
3. abra), és razza 10 mp-ig a vakuumeszkozt.

14. Mértsa a szondakat a nagy tisztasagu vizet tartalmazo véalyiba, és mossa at a
sziir6szondakat (5. valyd; 3. abra), majd alkalmazzon vakuumot. Oblitse at a

szlirészondakat 70 ml nagy tisztasagu vizzel.

15. Emelje fel- és hatrafelé a vakuumeszkdzt 90°-nal nagyobb fliggéleges szogben, és
tartsa igy 5 mp-ig, hogy a folyadék lefolyhasson a szlir6szondakrdl (4. abra).
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16. Kapcsolja ki a vakuumeszkozt, és helyezze a vakuumeszkdz parkolé (P) allasba.
17. Kapcsolja ki a vakuumpumpat.

Megjegyzés: A munkanap végén a folyékony hulladékot és a maradék oldatokat
artalmatlanitani kell, és meg kell vizsgalni, hogy a PyroMark Q24 Vacuum Workstation
munkadllomason nincsenek-e por- vagy folyadéknyomok. Lasd ,,,B” fiiggelék: A
hulladéktartaly és a valyuk Uritése”, 66. oldal.

18. Az elémelegitett PyroMark Q24 lemeztartéval melegitse 80 °C-on 2 percig a mintakat
tartalmazé PyroMark Q24 Plate lemezt.

19. Vegye le a PyroMark Q24 Plate lemezt a forr6 lemeztartdrél, és helyezze &t egy
masodik, szobahémérsékleten (15-25 °C) tartott PyroMark Q24 lemeztartéra 10—
15 percre, hogy a mintak szoba-hémérsékletiire hiilhessenek.

Folytassa azonnal a ,5. protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa” protokollal, lasd 29. oldal.

5. protokoll: A PyroMark Q24 futtatasa

Ez a protokoll a PyroMark Gold Q24 reagensek elékészitését és PyroMark Q24 Cartridge
kazettaba torténd betoltését, valamint a PyroMark Q24 futtatdsanak elinditasat és
befejezését ismerteti. A futtatas bedllitasat illetd részletesebb tajékoztatasért lasd a
PyroMark Q24 felhasznaldi kézikonyvet.

A kezdés el6tt figyelembe veendd fontos szempontok

e A futtatas elétti informaciok jelentés — amely megtalalhaté a , Tools” (Eszk&z6k)
meniiben a futtatasi beallitasban (lasd ,1. protokoll: A PyroMark Q24 rendszer futtatasi
beadllitasa”, 17. oldal) — informacidkat nyUjt egy adott specifikus futtatashoz sziikséges
nukleotidok, polimeraz enzim és szubsztrat puffer térfogatardl.

® A kazetta helyes miikddésének biztositasa érdekében (hidroféb sz(irék nélkdli) egyszer
hasznalatos hegyekkel toltse fel a kazettat.

Eljaras

1. Oldja fel a liofilizalt enzim- és szubsztratelegyeket 620 pl vizben (H20, mellékelve).
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2. Az liveg 6vatos forgatasaval keverje el.
Megjegyzés: Ne vortexelje!

A keverék teljes feloldodasa érdekében hagyja a keveréket 5-10 percig
szobahémérsékleten (15-25 °C). A PyroMark Q24 Cartridge kazettaba torténd betoltés
el6tt ellenérizze, hogy nem zavaros-e az oldat. Ha a reagenseket nem hasznalja fel

azonnal, tegye a reagensiivegeket jégre vagy h(itott taroldba.

3. Hagyja, hogy a reagensek és a PyroMark Q24 Cartridge elérje a kornyezeti
hémérsékletet (20—-25 °C).

4. A PyroMark Q24 Cartridge kazettat Ggy helyezze el, hogy a felirat On felé nézzen.

5. Toltse fel a PyroMark Q24 Cartridge kazettat a megfeleld térfogatt nukleotidokkal,
enzim- és szubsztratelegyekkel az 5 &bra szerint.

Ellenérizze, hogy nem kertlt-e at Iégbuborék a pipettabdl a kazettaba.

Label

5. 4bra: A PyroMark Q24 Cartridge abrazolasa feliilnézetbdl. A feliratok megfelelnek a reagensiivegeken talalhaté
cimkéknek. Adja hozza az enzimkeveréket (E), a szubsztratelegyet (S) és a nukleotidokat (A, T, C, G), a futtatasi
beallitasok ,Tools” (Eszk6zok) menijében talalhaté ,Pre Run Information” (Futtatas el6tti informéaciok) jelentésben
megadott térfogatok szerint.

6. Nyissa ki a kazetta ajtajat, és helyezze be a feltoltott reagenskazettat Ggy, hogy a
cimke kifelé nézzen. Nyomja be teljesen a kazettat, majd nyomja le.

7. Ellenérizze, hogy lathaté-e a kazetta el6tt a vonal, majd zarja be az ajtot.
8. Nyissa ki a lemeztartot keretet, és helyezze a lemezt a melegitéblokkra.

9. Zéarja be a lemeztart6 keretet, és a késziilék fedelét.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

22.

Helyezze a (futtatasi fajlt tartalmazd) USB-adathordozét a késziilék elején talalhato
USB-portba.

A futtatas befejez6dése el6tt ne tavolitsa el az USB-adathordozét.

A fémeniibdl valassza ki a ,Run” (Futtatas) parancsot (a « és v képerny6é-gombok
segitségével), majd nyomja meg az ,OK” lehet&séget.

A a és v képerny6égombokkal valassza ki a futtatasi fajlt.

Egy mappa tartalmanak megtekintéséhez valassza ki a mappat és nyomja meg a
»Select” (Kivalasztas) gombot. A korabbi nézethez t6rténd visszatéréshez nyomja meg
a ,Back” (Vissza) gombot.

A futtatasi fajl kivalasztasa utan a futtatas inditasahoz nyomja meg a ,Select”
(Kivalasztas) gombot.

Miutan a futtatas befejez6dott, és a késziilék megerdsiti, hogy elmentette a futtatasi
fajlt az USB-adathordozora, nyomja meg a ,,Close” (Bezaras) gombot.

Tavolitsa el az USB-adathordozoét.
Nyissa fel a készilék fedelét.

Nyissa ki a kazetta ajtajat, és a reagenskazettat felemelve és kifelé hizva vegye ki a
kazettét.

Zarja be az ajtot.

Nyissa ki a lemeztarto keretet, és vegye le a lemezt a melegitéblokkrol.

Zarja be a lemeztart6 keretet, és a készllék fedelét.

Artalmatlanitsa a lemezt, és a kazettahoz mellékelt terméktajékoztatoban szereplé
utasitasokat kovetve tisztitsa meg a kazettat.

Elemezze a futtatast a 6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas elemzése” szerint, lasd
32. oldal.
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6. protokoll: A PyroMark Q24 futtatas elemzése

Ez a protokoll egy PyroMark Q24 szoftverrel végzett, befejezett therascreen RAS Extension
Pyro futtatds mutaciéelemzését ismerteti.

Eljaras
1. Csatlakoztassa a feldolgozott futtatas fajljat tartalmaz6 USB-adathordozot a
szamitégép USB-csatlakozojahoz.

2. Maéasolja at a futtatasi fajlt az USB-adathordozorol a szamitégép kivant célmappéajaba a
Windows Explorer hasznalataval.

3. A PyroMark Q24 szoftverben AQ médban nyissa meg a futtatasi fajlt Ggy, hogy a ,File”
(Fajl) meniiben az ,Open” (Megnyitas) lehetéséget valasztja, vagy duplan kattint a
fajlra (ra) a hivatkozasokat tartalmazé béngészéfelileten.

4. Beépulé modul jelentés létrehozasahoz az RAS Extension Plug-in Report
hasznélataval valassza a menu ,Reports” (Jelentések) pontjaban az ,AQ Add On
Reports/RAS Extension” (AQ bévitmény jelentései / RAS Extension) lehetéséget
(6. &bra).

Megjegyzés: A KRAS 61. kodonjaban talalhaté mutaciok elemzését kilon kell
elvégezni a KRAS beéplilé modul hasznalataval, a ,Reports” (Jelentések) meni ,AQ
Add On Reports/KRAS/Codon 61” (AQ b&vitmény jelentései / KRAS / 61. kodon)
pontjanak kivalasztasaval.
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5. PyroMark Q24 206- [AQ Run Analysis‘—m...\m_mple Runs\RAS Extension example runl_t —

@ File Tools | Reports | Window Help

S-UzH AQ Analysis Statistics
E‘D ShortcLts AQ Analysis Results
=) Example f AQ Pyrogram Report
EI-D Pyro
AQ Full Report m
AQ Add On Reports v BRAF
SNP Analysis Results GIST KRAS 145
SNP Pyrogram Report | T | EUSSs
SNP Full Repert EGFR Rl ST (AT
SNP Overview Report KRAS » -
| . e s b i e e o
-4 RAS Bdension

6. abra: RAS Extension Plug-in Report mend.

A szoftver az dsszes cella esetében az 6sszes olyan mutacio elemzését automatikusan
elvégzi, amelynek szerepel az LOD-értéke a 9. tablazat felsorolasban, lasd 40. oldal.
Az eredményeket egy attekint6 tablazat fogja megjeleniteni (7. abra), amelyet a
részletes eredmények kovetnek, pyrogramot és elemzési minéséget is tartalmazva.
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Summary

Al KRAS Codon 59 wild-type control No mutation detected
A2 |ERAS Codon 117 | wild-type control No mutation detected

A3 KRAS Codon 146 | wald-type contral No 1om delecied

A NEAS Codon 12 wild-type control No muranon detected
and 13

A5 [NRAS Codon 59 wild-type control No 1om delecied

Ab [NRAS Codan 61 wild-type control No pom delecied

AT NRAS Codon 117 | wild-type control No muranon detected
As [NRAS Codon 146 | wild- ;- control No mutation detected

NEAS Codon 61 No muranon detected
N’RAS Cudon 117 s.lmplc Potential low level mutation 351G=C KI117TN
0 146 | samp No mutation detected

A
A
A
A
A
A
A
A

s See detailed results below

NOTE: The result must be validated by ing the ob d peaks with the expected peak heights displayed as grey bars. For further information
about data & and result please refer o the handbook.

7. dbra: RAS Extension Plug-in Report.

5. AQ elemzés hasznélata:

A futtatas elemzéséhez és az eredmények attekintéséhez kattintson az egyik ,Analyze”
(Elemzés) gombra.

m Osszes cella elemzése.
m Kivalasztott cellak elemzése.

Az elemzés eredményei (az allélgyakorisagok) és a mindségértékelés a pyrogram
lenyomaton a valtozo pozicidja felett jelennek meg. A futtatds elemzésével kapcsolatos
tovabbi informaciokért lasd a PyroMark Q24 felhasznaloi kézikonyvet.
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Lelet Iétrehozasahoz valassza a ,,Reports” (Jelentések) ment ,, AQ Full Report”
(Teljes AQ jelentés) vagy , AQ Analysis Results” (AQ elemzés eredményei)

lehetéségét.

Megjegyzés: A megbizhaté eredmények érdekében javasoljuk, hogy az 6nallo
csucsok magassagi kiiszobértéke 30 RLU feletti értékre legyen allitva. A
tesztbeallitasban a ,required peak height for passed quality” (megfelelt minéséghez
sziikséges csucsmagassag) elemnél adjon meg 30 RLU értéket, és allitsa az A-cslcs
csokkentési tényezéjét 0,86-ra az NRAS 61. kodon vizsgéalatahoz (lasd ,,,A” fiiggelék: A
therascreen RAS Extension Pyro tesztek bedllitdsa”, 61. oldal, és PyroMark Q24
felhaszndldi kézikdnyv).

Az ,AQ Analysis Results” (AQ analizis eredmények) jelentést hasznalja az allélok
mennyiségi meghatarozasanak dokumentalasara és értelmezésére. A pyrogramon
lathaté szamok kerekitettek, és nem a pontos kvantifikalast jelzik.

Megjegyzés: A pyrogramot mindig 6ssze kell hasonlitani a hisztogrammal, amely a
pyrogram ablakaban a jobb egérgombbal kattintva jelenitheté meg. A mért csucsoknak
egyezniuk kell a hisztogramoszlopok magassagaval. Lasd még: ,Az eredmények
értelmezése”, 37. oldal.

Az olyan mintak ismételt elemzése, amelyeknél nem detektalt mutéaciot a
standard , Sequence to analyze” (Elemzend6 szekvencia) program, vagy amelyek
,»Check” (Ellenérizendd) vagy ,,Failed” (Sikertelen) minéségértékelést kaptak.

A standard ,Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia) az elemzésbeallitasban
meghatarozottaknak megfelel6en a leggyakoribb pontmutaciokat célozza a therascreen
RAS Extension Pyro tesztekben.

Erdsen ajanlott az 6sszes olyan minta manualis Ujraclemzése, amelyeknél nem
detektalt mutaciot a standard ,Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia) program,
valamint amelyek ,Check” (Ellenérizendd) vagy ,Failed” (Sikertelen) minéségértékelést
kaptak. A ,Check” (Ellenérizendd) és a ,Failed” (Sikertelen) minéségértékelés jelezhet
olyan mutaciét, amelyre a standard ,Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia)
nem terjedt ki, ezaltal varatlan referenciacsticsokat eredményezve.
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Mas mutaciok ismételt elemzéséhez és megcélzasahoz lépjen az ,Analysis Setup”
(Elemzésbeallitas) fellletre, és valtson at ,Sequence to Analyze” (Elemzendd
szekvencia) lehetéségre minden olyan varians esetén, amely az ,A” fiiggelékben a 16.
tablazat és 17. tblazat alatt szerepel, vagy mas ritka vagy varatlan mutaciok variansai
esetén. Kattintson az ,Apply” (Alkalmaz) gombra, majd kattintson a , To All” (Minden
mintara) gombra, amikor megjelenik az ,,Apply Analysis Setup” (Elemzési bedllitasok
alkalmazasa) ablak.

A human KRAS és NRAS génekben Iévé mutaciok frissitett gyakorisaga online
elérhetd a Sanger Institute oldalan, a www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
cimen.

Megjegyzés: A ,Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia) megvaltoztatasa utan
gondoskodijon arr6l, hogy az 6nallé csicsok magassagi kiiszobértéke 30 RLU-ra
legyen allitva, valamint arrél is, hogy az A-csucs csokkentési tényezdje az NRAS 61.
kodonjanak elemzéséhez 0,86-ra legyen allitva (lasd ,,,A” fiiggelék: A therascreen RAS
Extension Pyro tesztek bedllitasa”, 61. oldal).

Megjegyzés: A szekvenalt régidban tovabbi ritka vagy varatlan mutaciok lehetnek
jelen, amelyek masik ,Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia) hasznalataval
elemezhetdk, a varatlan mutaciokat figyelembe véve.

Megjegyzés: Ha a mért csucsok nem egyeznek a hisztogramoszlopok magasséagaval,

€s ez nem magyarazhato ritka vagy varatlan mutécioval, akkor az eredmény nem
hasznéalhatd a mutacios statusz megitélésére. Javasolt a minta Gjrafuttatasa.
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Az eredmények ertelmezése

Az elemzés eredményeinek értelmezése és az alacsony értéket add
mutaciok kimutatasa

Minden Pyrosequencing futtatds minden egyes tesztjében legyen egy kontroll DNS minta.
Ez az eredmények medfelel6 értelmezéséhez és az alacsony értéket add mutaciok
azonositasahoz, valamint a hattérszintek ellenérzéséhez sziikséges. A kontrollminta mért
gyakorisaganak a vak minta hatarértékénél (limit of blank, LOB) kisebbnek vagy azzal
egyenlének kell lennie. Egy mutacio jelenlétének meghatarozasakor hasznalhaték a
kézikényvben megadott LOB (vak minta hatarértéke) és LOD (kimutatasi hatarérték)
értékek. Ezeket az értékeket a vad tipusu vagy a relevans mutalédott szekvenciat hordozé
plazmid keverékekkel mérték.

A PyroMark Q24 szoftverrel vagy a beépiilé modul jelentésekkel végzett elemzés utan
harom eredmény lehetséges. LOD adatok esetén lasd 9. tablazat.

® Mutaciok gyakorisaga < LOD: Mutacié nem mutathaté ki
® Mutaciok gyakorisaga > LOD + 3 % egység: Mutacié

® Mutaciok gyakorisaga = LOD és < LOD + 3 % egység: Potencialis alacsony értéket ado
mutaciok

Megjegyzés: Ha az RAS Extension Plug-in Report hasznalatakor (lasd a ,6. protokoll: A
PyroMark Q24 futtatds elemzése” 5. Iépését a 32. oldalon) ez eléfordul, a rendszer
figyelmeztetést kild.
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Az LOD és LOD + 3 % egység kozotti tartomany optimalis korilmények kozott lehetbve teszi
az alacsony értéket adé mutaciok szenzitiv kimutatasat. Ha a metilalatlan kontrollmintanal
az LOB feletti gyakorisag tapasztalhat6, az a szokasosnal magasabb hattérértéket jelez az
adott futtatas esetében, amely hatassal lehet az allélkvantifikalasra, kiilonésen alacsony
értéket add mutacidknal. Ezért a ,Potential low level mutation” (Potencidlis alacsony értéket
ado6 mutacio) figyelmeztetéssel ellatott eredményeket koriltekintéen kell értékelni.

A potencialis alacsony értéket adé mutaciok jelzési mintédkat csak akkor szabad mutacio
szempontjabol pozitivnak tekinteni, ha azt egy parhuzamossal és egy metilalatlan kontroll
DNS-t tartalmazé mintaval végzett ismételt futtatds is megerdsiti. A két parhuzamos
eredményének ugyanazt a mutaciot kell jeleznie = LOD értékkel, a kontrolimintanak pedig
,No mutation detected” (Nem mutathatdé ki mutacié) jelzésiinek kell lennie. Ellenkezé
esetben a mintat ,No mutation detected” (Nem mutathaté ki mutacié) eredményiinek kell
tekinteni.

Egy mutécio fokozott hattérértéke a kézikdnyvben felsorolt LOB értékek és a metilalatlan
kontroll DNS-sel végzett mérések eredményeinek 6sszehasonlitdsaval mutathaté ki. A
potencialis alacsony értéket adé mutacio jelzésl mintak akkor tekintheték ismétlés nélkil
»Mutation not detected” (Nem mutathato ki mutacid) eredménylinek, ha a metilalatlan kontroll
DNS mért gyakorisdga nagyobb, mint a kézikdbnyvben a vonatkoz6 mutaciohoz megadott
LOB érték. Potencidlis alacsony értéket adé mutacio esetén ezért harom kiilénbdzé helyzet
lehetséges.

1. A metilalatlan kontroll DNS mért gyakorisaga nagyobb, mint az adott mutacié esetén
megadott LOB: A minta ismétlés nélkil ,Mutation not detected” (Nem mutathaté ki
mutaciod) eredményiinek tekintheté.

2. Két parhuzamos éaltal nem azonos eredményt adé mérés: Tekintse a mintat ,Mutation
not detected” (Nem mutathaté ki mutacio) eredményiinek.
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3. A két parhuzamos mérés azonos eredményt ad, és a metilalatlan kontroll DNS mért
gyakorisaga kisebb, mint az adott mutacié esetén megadott LOB: Mutacié mutathato ki.

Megjegyzés: A pyrogramot mindig dssze kell hasonlitani a hisztogrammal, amely a
pyrogram ablakaban a jobb egérgombbal kattintva jelenitheté meg. A mért csicsoknak
egyezniuk kell a hisztogramoszlopok magassagaval. Ellenérizni kell, hogy a pyrogramon
lathatok-e nem vart csucsok. Ha a mért csicsok nem egyeznek a hisztogramoszlopok
magassagaval, és ez nem magyarazhat6 ritka vagy varatlan mutéacioval, akkor javasolt
megismételni a minta futtatdsat. A mutaciéos allapotok megitélése nem alapulhat hibas
eredményen. Ervényes mutacié esetén a cslicsmagassag valtozasa mindig kapcsolédik egy
masik cslcs magassaganak kapcsolédd valtozasahoz. Egyetlen csics magassaganak

valtozasa nem tekinthetd mutéacidra utald jelnek.

Megjegyzés: Az eredmények értelmezéséhez javasolt az RAS Extension Plug-in Report
beépulé modult alkalmazni. Javasoljuk, hogy azon mintédk esetében, amelyeknél a jelentés
alapjan fennall az alacsony értéket adé mutacid lehetésége, végezzen el egy tovabbi
manudlis elemzést az alkalmazasszoftveren (pl. a kontrollminta mutacids gyakorisagaval
val6 dsszehasonlitas céljabdl).

Megjegyzés: A rakos betegek terapiajarél nem szabad kizarélag a KRAS és az NRAS
mutacids statusza alapjan dénteni.
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9. tadblazat: A specifikus mutaciok szamara meghatarozott LOB és LOD

LOB LOD COSMIC ID*
Nukleinsavcsere Aminosavcsere (% egység) (% egység) (V70)
KRAS - 59. kodon (GCA)
175G>A A59T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS - 61. kodon (CAA)
183A>C Q61H 0,8 2,8 554
182A>T Q61L 1,2 3,1 553
182A>G Q61R 1,6 3,5 552
183A>T Q61H 0,7 2,6 555
181C>G Q61E 1,2 3,1 550
KRAS — 117. kodon (AAA)
351A>C KL17N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS — 146. kodon (GCA)
436G>A AL46T 2,7 6,6 19404
436G>C Al46P 1,8 4,8 19905
437C>T Al46V 2,1 51 19900
NRAS - 12. kodon (GGT) 34
34G>A G12s 1,4 563
34G>T G12C 0,6 2,5 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 1,8 3,8 564
35G>T G1l2v 3,8 8,8 566
35G>C G12A 0,5 2,5 565
NRAS - 13. kodon (GGT)
37G>A G13s 12 3.2 571
37G>T G13C 1,2 3,2 (4" 570
37G>C G13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 573
38G>T G13v 0,0 2 (5)f 574
38G>C G13A 0,8 2,8 515
NRAS — 59. kodon (GCT)
175G>A A59T 38 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -
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LOB LOD COSMIC ID*
Nukleinsavcsere Aminosavcsere (% egység) (% egység) (V70)
KRAS - 59. kodon (GCA)
175G>A AS9T 0,5 35 546
NRAS — 61. kodon (CAA)
181C>A Q61K 41 6,7 580
182A>G Q61R 0,8 2,2 584
182A>T Q61L 0,7 2,1 583
183A>T Q61H 0,4 1,8 585
183A>C Q61H 54 8,0 586
183A>G Q61Q 2,1 58 587
NRAS —117. kodon (AAG)
351G>C K117N 1,4 4.4
351G>T K117N 3,0 6,0 -
NRAS — 146. kodon (GCC)
436G>A Al46T 1,4 4,4 27174
436G>C A146P 3,5 7,2 -
437C>T Al46V 4,8 7,8 -

*

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

T A = LOD gyakorisagot eredményezé legalacsonyabb mutaciéérték a mintaban.
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Reprezentativ eredmények

A reprezentativ pyrogrameredményeket a 8. dbra — 15. dbra tartalmazza.
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8. dbra: Vad genotipust minta KRAS 59/61 teszttel végzett elemzése utan kapott pyrogramlenyomat.
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9. &bra: Vad genotipust minta KRAS 117 teszttel végzett elemzése utan kapott pyrogramlenyomat.
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10. abra: Vad genotipust minta KRAS 146 teszttel végzett elemzése utan kapott pyrogramlenyomat.
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11. &bra:

13. 4bra: Vad genotipust minta NRAS 61 teszttel végzett elemzése utan kapott pyrogramlenyomat.

43 therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikényv 05/2016



c: 2%
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15. &bra: Vad genotipust minta NRAS 146 teszttel végzett elemzése utan kapott pyrogramlenyomat.
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Hibaelharitasi Utmutato

Ez a hibaelharitasi utmutaté barmely felmeriild hiba esetén segithet a megoldasban.
Tovabbi informaciokeért kérjik, olvassa el mliszaki tamogatasi oldalunkon a gyakran ismételt
kérdéseket: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN miszaki szolgdlat kutatd
szakemberei 6rdmmel allnak rendelkezésére, ha barmilyen kérdése van akar ennek a
kézikdnyvnek a tartalmaval és a benne szerepld protokollokkal kapcsolatban, akar a
mintafeldolgozasi és vizsgalati modszerekkel kapcsolatban (az elérhetéség a kézikonyv

héatlapjan vagy a kdvetkez6 cimen talalhatd: www.giagen.com).

Megjegyzések és javaslatok

,»Check” (Ellenérizendd) vagy ,,Failed” (Sikertelen) eredmény

a) Alacsony cslicsmagassag A PCR beallitas vagy a minta Pyrosequencing elétti elékészitése soran
vétett kezelési hibak alacsony cstcsokat okozhatnak.

Fontos, hogy a mintakat a vakuumeszkoz teljesen felszivja. Ugyeljen ra,
hogy a vadkuumeszkozt lassan engedje bele a mintakba, és hogy a PCR-
lemez vagy az immobilizaciéhoz hasznalt cséflizér geometridja lehetévé
tegye az 0sszes minta felszivasat.

Rendszeres id6k6zonként végezze el a funkcidtesztet a szlirészondakra,
a PyroMark Q24 felhasznal6i kézikényv szerint, és a jelzett idépontokban
cserélje ki a szlir6szondakat.

,Check” (Ellendrizendd) figyelmeztetés esetén gondosan hasonlitsa 6ssze
a pyrogramot a hisztogrammal, amely a pyrogram ablak&ban a jobb
egérgombbal kattintva jelenitheté meg. Ha a mért csucsok azonosak a
hisztogramoszlopok magassagaval, az eredmény érvényes. Ellenkezé
esetben javasoljuk a minta ismételt futtatasat.

"

b) A ,Sequence to Analyze Allitsa be a ,Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia) lehetdséget

(Elemzend6 szekvencia) a tesztbeallitasban (lasd ,,A” fiiggelék: A therascreen RAS Extension Pyro
éltal,n_e,m meghatéarozott tesztek bedllitasa”, 61. oldal), majd elemezze Ujra a futtatas eredményét.
mutacio A ,Sequences to Analyze” (Elemzendd szekvenciak) altal nem lefedett

mutécidk a mintazatszimulacios eszkdzzel azonosithatok.

c) Varatlan ritka mutéacio A ,Check” (Ellenérizendd) vagy ,Failed” (Sikertelen) min&ségi értékelést
a nem vart csticsmintazat okozhatja. Ez jelezhet egy olyan varatlan
mutéciét, amelyet az adott ,Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia)
nem elemez. Ezeknek a mintdknak az elemzését masik ,Sequence to
Analyze” (Elemzendé szekvencia) hasznalataval, a varatlan mutaciokat
figyelembe véve kell elemezni. A ,Sequences to Analyze” (Elemzendé
szekvenciak) altal nem lefedett mutaciok a mintazatszimulaciés eszkozzel
azonosithatok.
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Megjegyzések és javaslatok

d) Nagy csucsmagasséagbeli A pyrogramot gondosan 6ssze kell hasonlitani a hisztogrammal, amely a
eltérések figyelmeztetés pyrogram ablak&ban a jobb egérgombbal kattintva jelenithet6 meg. Ha a
diszpenzaciéra mért csticsok nem egyeznek a hisztogramoszlopok magassagaval, és ez

nem magyarazhato6 ritka mutaciéval, akkor javasoljuk a minta ismételt
futtatasat.

Magas hattérérték

a) Nukleotidok helytelen A nukleotidokat 2—8 °C-os hémérsékleten tarolja. A —15 és —25 °C kozotti
tarolasa tarolas miatt a hattérérték megndvekedhet.

b) A mintak révid lehdlési Tartsa a mintakat a PyroMark Q24 lemeztartoban szobahémérsékleten
ideje a Pyrosequencing 10-15 percig. Ne réviditse le a hilési idét.

elemzés el6tt

c) Szennyezett kazetta A terméktajékoztato utasitasait kovetve dvatosan tisztitsa meg a kazettat.
A kazettat fénytél és portol védett helyen tarolja.

Nincs jel a pozitiv kontrollban (metildlatlan kontroll DNS)

a) Az Osszes cellahoz nem Gy6z6djon meg rdla, hogy a ,Tools” (Eszk6z6k) meni ,Pre Run Information”
elegendd enzim- vagy (Futtatas elétti informaciok) pontjanak megfeleléen toltotte-e meg a
szubsztratelegy PyroMark Q24 Cartridge kazettat.

b) Helytelenul tarolt vagy A reagenseket a kdvetkezd részekben szerepl6 utasitasok szerint készitse
higitott reagensek eld: ,A reagensek tarolasa és kezelése”, 14. oldal és ,5. protokoll: A

PyroMark Q24 futtatasa”, 29. oldal.

c) PCR-vagy minta- A terméktajékoztato utasitasait kovetve dvatosan tisztitsa meg a kazettat.
el6készitési hiba A kazettat fénytél és portol védett helyen tarolja.
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MinOség-ellendrzes

A QIAGEN ISO-mindsitett minéségiranyitasi rendszerének megfeleléen a therascreen RAS
Extension Pyro Kit minden egyes gyartasi tételét leellendrzik, hogy az megfelel-e az eldirt
paramétereknek, ezzel biztositva a kit egyenletes és kifogastalan minéségét.

Korlatozasok

A teszt 37 mutacié kimutatasara szolgal a KRAS vagy az NRAS génekben. A ,No Mutation
Detected” (Nem mutathaté ki mutacid) jelzésli mintak tartalmazhatnak a teszt altal nem
észlelt KRAS vagy NRAS mutéacidkat.

A mutaciok kimutatasa fiigg a minta integritdsatol és a mintdban taldlhaté amplifikalhato

DNS mennyiségétol.

A therascreen RAS Extension Pyro Kitet egy polimeraz lancreakciét (PCR-t) alkalmazo eljaras
sordn hasznaljak. Mint minden PCR eljaras esetén, a mintak szennyez&dhetnek
a tesztkornyezet kils6 DNS-forrasai és a pozitiv kontrollban [évé DNS altal. A mintak és
areakcioelegy reagensek szennyez&désének megelézése érdekében koriltekintéen
jarjon el.

A kapott diagnosztikai eredményeket mindig az egyéb klinikai vagy laboratériumi leletekkel
Osszefliggésben kell értelmezni.

A felhasznald felelGssége, hogy validélja a rendszer teljesitményét a laboratériumaban
alkalmazott barmely olyan eljarasra, amely nem része a QIAGEN teljesitmény-értékeld
vizsgalatoknak.
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Teljesitmeényjellemzok

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

A vak minta hatarértékét (LOB) és a kimutatasi hatarértéket (limit of detection, LOD) szamos
mutacié esetében meghataroztak plazmidelegyek segitségével (10. tadblazat). Az LOB és
LOD értékeket a Klinikai és Laboratériumi Szabvanyok Intézete (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) EP17 A2 jel(, ,,Protocol for determination of limits of detection and
limits of quantitation; approved guideline” (A kimutatasi és a kvantifikaciés hatarértékek
meghatarozasanak protokollja; jovahagyott iranyelv) cimd iranyelvének ajanlasai szerint
hataroztak meg. Az o- és B-hibak (alpozitiv és alnegativ) beallithsa 5%. Az LOB értékek a
vad tipusu mintaval mért gyakorisagot jelzik. Az LOD értékek az adott mutaciéhoz pozitivnak
tekinthetd legalacsonyabb jelet (mért gyakorisag) jelzik.
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10. tablazat: A specifikus mutaciok szaméara meghatarozott LOB és LOD

Nukleinsavcsere Aminosavcsere LOB LOD COSMIC ID*
(% egység) (% egység) (V70)
KRAS — 59. kodon (GCA)
175G>A A59T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS — 61. kodon (CAA)
183A>C Q61H 0,8 2,8 554
182A>T Q61L 0.2 3,1 553
182A>G Q61R 16 3,5 552
183A>T Q61H 0,7 2,6 555
181C>G Q61E 1.2 31 550
KRAS — 117. kodon (AAA)
351A>C K117N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS — 146. kodon (GCA)
436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 18 48 19905
437C>T A146V 2,1 5,1 19900
NRAS — 12. kodon (GGT) 34
24GA G12S 14 563
34G>T G12C 0,6 2,5 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 18 3,8 564
35G>T G12v 3,8 8,8 566
35G>C G12A 0,5 2,5 565
NRAS — 13. kodon (GGT)
37G>A G13s 12 3,2 571
37G>T G13C 0.2 3,2 (&) 570
37G>C G13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 573
38G>T G13V 0,0 25 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575
NRAS - 59. kodon (GCT)
175G>A ASQT 3,8 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -
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Nukleinsavcsere Aminosavcsere LOB LOD COSMIC ID*
(%egyséy)  (%egység)  (V70)

KRAS - 59. kodon (GCA)

175G>A AS9T 0,5 35 546

NRAS — 61. kodon (CAA)

181C>A Q61K 41 6,7 580

182A>G Q61R 0,8 2,2 584

182A>T Q61L 0,7 2,1 583

183A>T Q61H 0,4 1,8 585

183A>C Q61H 54 8,0 586

183A>G Q61Q 2,1 58 587

NRAS —117. kodon (AAG)

351G>C K117N 1,4 4.4

351G>T K117N 3,0 6,0 -

NRAS — 146. kodon (GCC)

436G>A Al46T 1,4 4,4 27174

436G>C A146P 3,5 7,2 -

437C>T Al46V 4,8 7,8 -

*

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

T A = LOD gyakorisagot eredményezé legalacsonyabb mutaciéérték a mintaban.

GGT >TGT és GGT > GTT mutaciok az NRAS 13. kodonjaban

Ezeknél a mutacioknal a vak minta mérések legtdbbszér nem Gauss-féle eloszlast
eredményezd, 0 szazalék egységek voltak. Az LOD értéket ezért mas, a CLSI Guideline
EP17-A dokumentumban javasolt moédszerrel hataroztak meg. A mutacié jelenlétét jelzd
legalacsonyabb jelet (LOD) ezekben a pozicidkban a vak minta mérések 95. percentilise
altal meghatarozott adott alapszint feletti 2 szazalék egységre allitottak be. A 9. tablazatban
zaréjelben megadott mutacios szintl minta elemzésekor az eredmények 95%-a (n=72) adott
pozitivnak tekinthetd jelet (=LOD). Az LOB/LOD értékeket lasd 10. tablazat
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Megjegyzés: Az NRAS 12., 13. és 61. kodonja esetén a PCR és Pyrosequencing primereket
a therascreen NRAS Pyro Kit (katalogusszam: 971530) tartalmanak megvaltoztatasa nélkiil
alkalmaztak. Ezeknek az NRAS kodonoknak a teljesitményadatai valtozatlanok maradnak.

Linearitas

A linearitast vad tipust vagy a kovetkezd mutaciok mutans szekvencigjat hordozo
plazmidkeverékekkel hataroztdk meg: 176C>G a KRAS 59. kodonjaban, 351A>T a KRAS
117. kodonjaban, 436G>C a KRAS 146. kodonjaban, 34G>A az NRAS 12. kodonjaban,
37G>A az NRAS 13. kodonjaban, 175G>A az NRAS 59. kodonjaban, 182A>G az NRAS 61.
kodonjaban, 351G>C az NRAS 117. kodonjaban és 437C>T az NRAS 146. kodonjaban. A
plazmidokat négy mutacioszintnek (5, 10, 30 és 50%) megfelelé aranyban keverték ki.
Minden egyes keveréket elemeztek a therascreen RAS Extension Pyro Kit harom kiilénb6zé
sarzsaval, 3 Pyrosequencing futtatassal, egyenként harom parhuzamossal.

Az eredményeket (n = 9 mindegyik mutéciészint esetén) a CLSI EP6-A2 jeld, ,Evaluation of
the linearity of quantitative measurement procedures: a statistical approach; approved
guideline” (A mennyiségi mérési eljardsok linearitasanak kiértékelése: statisztikai
megkozelités; jovahagyott iranyelv) cimi iranyelvének ajanlasai szerint, a 2.21-es verziéja
Analyse-it® szoftverrel elemezték. Az eredményeket a 16. abra tartalmazza.

Az eredmények az 5-50%-0s mutacioszintek vizsgalt tartomanyaban lineérisak voltak, 5 %
egységnyi megengedett nem linearitassal. A KRAS 59., 117. és 146. kodonjaban és az
NRAS 12., 13., 59., 61., 117. és 146. kodonjaban az 0sszes lefedett mutaciora hasonlé
eredmények szilettek.
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16. abra: A KRAS 59. kodonjaban Iévé 176C>G mutacio linearitasa.

A KRAS 59., 117. és 146. kodonjaban és az NRAS 12., 13., 59., 61., 117. és 146.
kodonjaban az 6sszes lefedett mutaciora hasonlé eredmények szilettek.

Precizitas

A harom kilénb6z6é koncentraciéban, a fent emlitett plazmidkeverékek elemzésével,
egyenként harom parhuzamossal kapott precizitasi adatokkal meghatarozhaté a tesztek
teljes variabilitasa.

A megismételhetéség (teszten beliili és sarzsok kdzotti variabilitas) szamitasa a linearitas
meghatarozasara szolgalé adatok alapjan toértént (ugyanazon a napon harom futtatas,
a therascreen RAS Extension Pyro Kit klilonb6z6 sarzsainak hasznalataval). A laboratériumon
bellli precizitas (laboratériumon belili variabilitas) meghatarozasa egy laboratériumon belil
harom kullénb6z6 napon végzett harom futtatassal tortént. A futtatasokat kilonbozé kezel6k
végezték PyroMark Q24 készilékek, valamint tobb therascreen RAS Extension Pyro Kit
hasznalataval. A reprodukalhatésag (laboratériumok k&zétti variabilitas) szamitasa két
kiilénb6z6 laboratdriumban végzett két futtatasbol tortént, kildnbdzé therascreen RAS
Extension Pyro Kit sarzsok hasznalataval.
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A precizitasbecslések % egységben megadott, a mért mutacidgyakorisagtél valé standard
eltérésként vannak megadva (11. tablazat).

11. tdblazat: Mutéaciok precizitasa*

Megismételhetéség Laboratériumon belili Reprodukalhatésag
- precizitas
% Mutalédott ) . )
plazmid*® Atlag SD Atlag SD Atlag SD

176C>G a KRAS 59. kodonjaban

5 4,0 0,7 3,8 0,6 4,2 11
10 8,4 1,2 8,5 1,0 8,4 1,4
30 26,1 1,2 26,3 11 26,8 1,2
50 43,9 15 44,0 0,7 43,7 13

351A>T a KRAS 117. kodonjaban

5 55 1,6 55 2,2 7,1 2,0
10 11,0 1,7 10,8 1,4 12,5 2,9
30 30,6 1,7 30,6 2,0 31,9 2,7
50 52,8 2,0 53,5 13 54,5 1,6

436G>C a KRAS 146. kodonjaban

5 4,2 0,6 4,1 0,5 3,7 1,2
10 9,6 0,9 9,1 0,9 8,6 13
30 29,0 0,9 28,8 1,0 28,1 11
50 47,5 15 46,8 0,7 45,6 1.9

34G>A az NRAS 12. kodonjaban'

5 75 1,2 7,3 1,0 6,7 1,3
10 14,6 1,3 13,5 11 13,7 1,3
30 37,8 1,9 37,9 15 36,1 2,9
50 59,8 1,7 60,4 2,0 57,5 31

175G>A az NRAS 59. kodonjaban

5 7,8 0,9 7,3 0,5 7,1 1,3
10 11,9 1,0 11,6 2,0 12,5 1,7
30 29,5 11 29,6 12 29,9 e
50 49,0 11 48,3 1,3 48,9 14

182A>G az NRAS 61. kodonjaban

5 6,4 0,9 6,8 0,7 7,2 1,0
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Megismételhetéség Laboratériumon belili Reprodukalhat6sag

% Mutal6dott , | Precizitas ,

plazmid*® Atlag SD Atlag SD Atlag SD
10 11,7 0,9 11,8 1,1 11,8 1,0
30 34,1 1,3 34,6 1,7 33,8 2,5
50 53,1 1,5 53,3 1,8 53,1 2,0
351G>C az NRAS 117. kodonjaban

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

5 4.4 0,7 4,6 0,5 4,1 0,9
10 8,8 0,9 8,7 0,8 9,1 0,8
30 28,4 1,1 27,9 0,6 28,4 0,8
50 47,9 1,1 48,1 1,4 48,0 11

* Minden érték % egységként van megadva. SD: standard deviation (standard eltérés) (a megismételhet6ség és
a laboratériumon beluli precizitas esetén n = 9, a reprodukalhatésag esetén n = 12).

T Fluometrias mérés alapjan, az NRAS 12. kodonjaban lévé 34G>A esetén, OD 260 alapjan.
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Diagnosztikai kiértékelés

A therascreen RAS Extension Pyro Kitet két kiilonb6z6 vizsgalat soran, a Sanger

szekvenalassal 0sszehasonlitva értékelték ki.

El6zetesen elvégeztek egy vizsgalatot, amely soran a therascreen NRAS Pyro kitet
értékelték a Sanger szekvenalassal dsszehasonlitva. A DNS-t 100, formalinban fixalt,
paraffinba agyazott (FFPE), csontvel6bdl nyert tumormintdbdl vontak ki, és a 12./.13.

kodonban és a 61. kodonban lévé mutacidkra elemezték.

Mivel a therascreen NRAS Pyro kit NRAS 12./13. és 61. kodonjat lefed6 tesztjei a therascreen
RAS Extension Pyro Kitben mddositas nélkul talalhatok meg, a therascreen NRAS Pyro Kit

kiértékelésébdl szarmazéd eredményeket mutatjuk be.

A méasodik vizsgalatban a DNS-t 110, formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mCRC
tumormintabdl vontak ki, és a human KRAS gén 59., 61., 117. és 146. kodonjanak és
a human NRAS gén 59., 117. és 146. kodonjanak mutacidjara elemezték. A kis gyakorisagu
mutaciokat vad tipusi FFPE DNS-sel preparalt plazmid DNS-sel elemezték.

A DNS-t mindkét vizsgalatban a QlAamp DNA FFPE Tissue Kittel izolaltak, majd a therascreen
RAS Extension Pyro Kit tesztjeivel, a PyroMark Q24 rendszeren elemezték. A Sanger
szekvenalast az Applied Biosystems® 3730xI Genetic Analyzer készllékkel végezték.

Az NRAS 12, 13. és 61. kodonjanak kiértékelése

A Sanger szekvenalassal elemzett 100 minta k6zil a mutaciés allapotot 97 mintaban
azonositottak mind a 12./13., mind a 61. kodon esetén. A 100 minta k6zil négyben a 12.
vagy a 13. kodon mutéciéjat kimutattdk Sanger szekvenalassal.
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A 100 minta kézill kett6ben reprodukaltak a mutaciés allapotot a therascreen NRAS Pyro Kit
hasznalataval, és nem jelentettek mutaciot. Az eredményeket a 12. tdblazat tartalmazza. A
61. kodonban nem mutattak ki mutaciot.

Azokat a mintakat kizarva, amelyek eredménye egyik vagy mindkét modszerrel sikertelen
volt, a therascreen NRAS Pyro Kit és a Sanger szekvenalas 98%-os, illetve 100%-0s
konkordanciat mutatott a 12./13. és a 61. kodon eredményeit illetéen; lasd 12. tablazat).

12. tablazat: Az NRAS 12., 13. és 61. kodonjahoz elemzett mintak eredményei

Sanger szekvenalas
Mutans a Mutans a 61.
12./13. kodonban Vad tipus Ismeretlen Osszesen
kodonban
Mutans a 2 - - - 2
12./13.
g kodonban
Z = 4
=S Mutéans a 61. B _ B B B
g ° kodonban
Q
§ & Vad tipus 2 - 90 3 95
(1)
= Ismeretlen - - 3 - 3
Osszesen 4 - 93 3 100

A KRAS 59., 61., 117. és 146., valamint az NRAS 59., 117. és 146. kodonjanak
kiértékelése

A DNS-t 110, formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mCRC tumormintabdl vontak ki,
és a human KRAS gén 59., 61., 117. és 146. kodonjanak és a human NRAS gén 59., 117.
és 146. kodonjanak mutéaciéjara elemezték. A klinikai mintak esetén varhat6 alacsony
gyakorisag miatt a therascreen RAS Extension Kit altal lefedett 6sszes mutaciét tovabbi 56,
vad tipusi FFPE DNS-sel preparalt plazmid DNS mintdban is elemezték. Minden mutéaciét

mind a Pyrosequencing, mind a Sanger szekvenalas megtalalt.

A 166 elemzett mintabol a therascreen RAS Extension Pyro Kit és a Sanger szekvenalas kozott
137 mintanal talaltak egyez6 eredményeket (83%).
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A nem egyezd eseteket szamos tényezd magyarazhatja.

A magas hattérérték miatt az NRAS 59. kodonjara a Sanger szekvenalas elemzése 20 minta
esetén lett sikertelen.

A Sanger szekvenalas nem mutatta ki a KRAS 59. és a KRAS 61. kodonjanak mutéaciéit az
egy, illetve harom mintaban. A Pyrosequencing mind a négy mutaciéra kis gyakorisagi
eredményt mutatott (7,5-13,1%). Ez azzal magyarazhaté, hogy a Sanger szekvenalasnak
alacsonyabb a szenzitivitasa (15—-20%) a Pyrosequencing szenzitivitasahoz képest (5%) (2).
Minden mas érvényes minta mindkét technika esetén vad tipusu volt.

Egy mintat a Pyrosequencing két detektalt mutacié miatt (KRAS 59-61) ismeretlennek
értékelt.

Négy, hozzaadott plazmid DNS-t tartalmaz6 minta a KRAS 350. szekvendlasi pozicidjdban
tovabbi A>G mutéciét mutatott, amelyet a therascreen RAS Extension Pyro Kit nem képes
kimutatni. A mutacidkat manualis elemzéssel mutattak ki.
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13. tablazat: A KRAS 59., 61., 117. és 146. kodonjaira, valamint az NRAS 59., 117. és 146. kodonjaira elemzett
minték eredményei

KRAS KRAS KRAS KRAS KRAS® NRAS® wt UK Ossze-
59 61 117 146 sen
KRAS 59 8 - - - - - - 1 9
KRAS 61 - 6 - - - - 2 1 9
+ KRAS117 - - 4 - - - - - 4
2 &
= o KRAS146 - - _ 3 s - _ _ =
s
8 Krast - - - - 6 - - - 16
$ .6
$ 5 NRAS - - - - - 28 - - 28
£
wt - - - - - 71 16 87
UK 1 - - - - - 3 2 6
Osszesen 9 6 4 3 20 28 76 20 166

UK: ismeretlen; vt: vad tipus.
2 Mind a KRAS 117., mind a 146. mutacidjat hordozé preparalt KRAS mintak.
b az NRAS 59., 117. és 146. mutaciojat hordozé preparalt NRAS mintak.

* Egy mintaban a rendszer mutaciét mutatott ki a KRAS 146. esetén, de az NRAS 117. esetén érvénytelen
eredményt adott.

A tesztek kodononkénti szenzitivitdsat és specificitdsat a 14. tablazat tartalmazza.

14. tdblazat: A KRAS 59, 61., 117. és 146. kodonjéara, valamint az NRAS 59., 117. és 146. kodonjara végzett
tesztek szenzitivitasa és specificitasa

Szenzitivitas Specificitas Lefedett mutacio
Mutécié — KRAS 59. 100% 99% 175G>A/ 176C>G
Mutécié — KRAS 61. 100% 97% 181C>G / 182A>T / 183A>C /
183A>T
Mutécié — KRAS 117. 100% 100% 351A>C / 351A>T
Mutécié — KRAS 146. 100% 100% 436G>A [ 436G>C / 437C>T
Mutécié — NRAS 59. 100% 100% 175G>A/ 176C>G
Mutécié — NRAS 117. 100% 100% 351G>C / 351G>T
Mutéacié — NRAS 146. 100% 100% 436G>A | 436G>C / 437C>T

Megjegyzés: A teljesitményjellemz&k meghatarozasara hasznalt minden futtatas esetén a
jel 30 RLU felett volt, és 10 ng formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szbévetbdl izolalt
DNS-bél, rutinszerlien nyerték ki. A Pyrosequencing adatokat RAS Extension Plug-in Report
hasznalataval elemezték a KRAS 59., 117., 146. és az NRAS 59., 117. és 146. kodonjaira.
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Hémérséklet-korlatozas

Gyarto

Lasd a haszndlati Gtmutatét

Figyelem!

Kapcsolatfelvételi adatok

Mdiszaki

segitségnyujtasért és tovabbi informaciokért

meg miszaki

tgyfélszolgalatunk weblapjat a www.giagen.com/Support cimen, hivja a 00800-22-44-

6000 telefonszamot, vagy forduljon a QIAGEN valamelyik miszaki szervizosztalyahoz vagy
a terlletileg illetékes forgalmazoéhoz (lasd a hatsé boriton vagy a www.giagen.com

webhelyen).
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A" fuiggelék: A therascreen RAS Extension Pyro
tesztek beallithsa

Az RAS Extension Plug-in Report telepitése utan a KRAS 59./61., 117. és 146. kodonjanak
és az NRAS 12./13., 59., 61., 117. és 146. kodonjanak elére meghatarozott tesztbeallitasai
elérhetévé valnak a PyroMark Q24 szoftver hivatkozasokat tartalmazo béngészéfellletén.
Kbdvesse az ,Example Files/PyroMark Setups/RAS Extension” (Mintafajlok / PyroMark
bedllitdsok / RAS Extension) Utvonalat. Ekkor az alabbi lépéseket nem kell végrehajtani.

Az RAS Extension Plug-in Report letdltheté a www.giagen.com weboldal megfeleld

kataldgusoldalarél, a Protocol Files (Protokollfajlok) rész ,Product Resources”
(Termékdokumentacid) lapjarol.

Kifejezetten javasoljuk az RAS Extension Plug-in Report hasznéalatat manualis elemzés
helyett.

A beépiild modul telepitése utan, vagy barmikor, amikor Uj szoftvert telepitenek vagy
frissitenek a szamitdogépen, az RAS Extension Plug-In révid Gtmutatéjaban ismertetett

maodon ellendrizni kell a beépuld modul helyes mikddését.

Ha nem telepitették az RAS Extension Plug-in Report beépulé modult, a tesztfajlt a
therascreen RAS Extension Pyro teszt elsé alkalommal torténd futtatasa elétt manudlisan kell
beéllitani. A PyroMark Q24 szoftver hasznalataval az alabbiakban ismertetett médon allitsa
be a KRAS 59./61., 117. és 146., valamint az NRAS 12., 13., 59., 61., 117. és 146.
kodonjanak tesztjeit.

Eljaras
1. Kattintson a = ikonra az eszkdztarban, és valassza ki a ,New AQ Assay” (Uj AQ teszt)
opcioét.

61 therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikényv 05/2016



. A 15. tablazat tartalmazza a ,Sequences to Analyze” (Elemzend6 szekvencia)
ismertetését mind a nyolc RAS Extension Pyro teszt elemzéséhez. irja be a

tesztspecifikus szekvenciat a ,Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia) mezébe.

. A ,Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia) érték a futtatas utan is moédosithatd
a mutaciok kulénb6zé poziciokban térténd elemzése érdekében (lasd ,6. protokoll: A
PyroMark Q24 futtatas elemzése”, 32. oldal).

. Annak vizsgalatara, hogy a nukleotidokban jelen vannak-e mutaciok, modositsa a
L~Sequence to Analyze” (Elemzend6 szekvencia) értékét a 15. tablazat szerint. A
~Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia) értéke a futtatas utan modosithato
(ha nincs zarolva).

Megjegyzés: Ugyeljen ra, hogy az 6nallé cslicsok magassagi kiiszobértéke 30 RLU-ra
legyen allitva. Tovabba arra is tigyeljen, hogy az NRAS 61. kodonjanak elemzéséhez
az A-csucs csokkentési tényezéje 0,86 legyen.

Manualisan vigye be a 15. tablazat tesztspecifikus ,Dispensation Order”
(Diszpenzécids rend) értékét.

Megjegyzés: Ne hasznalja a ,Generate Dispensation Order” (Diszpenzaciés rend
létrehozasa) gombot. Mind a ,Sequence to Analyze” (Elemzendd szekvencia), mind
a ,Dispensation Order” (Diszpenzacios rend) értéket manualisan kell bevinni.

Kattintson az ,Analysis Parameters” (Elemzési paraméterek) lapra, és ndvelje meg a
.Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Csicsmagassag
kiisz6bértéke — Megfelelt min6séghez sziikséges csicsmagasséag:) értéket 30-ra.
Kattintson az eszkdztarban a ‘=l gombra, és mentse el a tesztet ,KRAS 59/61” vagy

KRAS 117" vagy ,KRAS 146" vagy ,NRAS 12/13" vagy ,NRAS 59" vagy ,NRAS 61"
vagy ,NRAS 117" vagy ,NRAS 146" néven.
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15. tablazat: Tesztbeallitas: ,,Sequence to analyze” (Elemzendé szekvencia) és ,,Dispensation order
(Diszpenzacios rend) a therascreen RAS Extension Pyro Kit nyolc tesztjéhez

therascreen RAS

Extension teszt Elemzend6 szekvencia Diszpenzaciés rend

KRAS 59/61 CTCDTGACCTGCTGT GCTCAGTCAGACTAGCATGA
KRAS 117 ATAAHTGTGA GATGACTCGTG

KRAS 146 ATCAVCAAAGA GATCAGCTGAGC

NRAS 12/13 GNTGNTGTTGGGAAAAGC TACGACTCAGCATCGTAGAG
NRAS 59 ACAGNTGGAC TGACTAGCATGA

NRAS 61 CNAGAAGAGTA TCGTATCGAGAG

NRAS 117 ABTGTGATTT GACGTGTGA

NRAS 146 CANCCAAGACCA GCAGTCAGAC

16. tablazat: A therascreen RAS Extension Pyro Kit altal kimutatott altalanos mutaciok a human KRAS génben és
a vonatkozo6 ,,Sequence to analyze” (Elemzendé szekvencia) értékek

Nukleinsavcsere Aminosavcsere Elemzend6 szekvencia Cosmic ID (V70)*

KRAS - 59. kodon (GCA)

175G>A A59T CTCTTGACCTGNTGT 546
176C>G A59G CTCTTGACCTNCTGT 28518
KRAS — 61. kodon (CAA)

183A>C Q61H CTCDTGACCTGCTGT 554
182A>T Q61L CTCTHGACCTGCTGT 553
182A>G Q61R CTCTHGACCTGCTGT 552
183A>T Q61H CTCDTGACCTGCTGT 555
181C>G Q61E CTCTTSACCTGCTGT 550
KRAS — 117. kodon (AAA)

351A>C K117N ATAAHTGTGA 19940
351A>T K117N ATAAHTGTGA 28519
KRAS — 146. kodon (GCA)

436G>A AL146T ATCAVCAAAGA 19404
436G>C A146P ATCAVCAAAGA 19905
437C>T Al46V ATCAGBAAAGA 19900

*

A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (Szomatikus rakmutaciok katalégusa) értékei, amely elérhetd a
Sanger Institute honlapjan: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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17. tablazat: A therascreen RAS Extension Pyro Kit altal kimutatott altalanos mutaciok a human NRAS génben és
a vonatkozo ,,Sequence to analyze” (Elemzendé szekvencia) értékek

Nukleinsavcsere Aminosavcsere Elemzend6 szekvencia Cosmic ID (V70)*
NRAS - 12. kodon

(GGT)

34G>A G125 NGENCTCTTGGGAAA 563
34G>T 612G NGTNGTGTTGCGAA 562
34G>C GI2R NG LNGTGTTGGGAAA 561
35GoA 612D GNTGNTGTTGGGAA s64
35G>T Gl2v SLLCNTCTTCGGAAA 566
35G>C G12A fg'(T:GNTGTTGGGAAA 565
NRAS - 13. kodon

(GGT)

37G>A G13s NG LNGTGTTCGGAAA 571
37G>T G13C oG CTCTTCCOAAA 570
37G>C G13R NG INGTGTTGGGAAA 569
38G>A G13D SLLCNTCTTCGGAAA 573
38G>T G13v ONLCNTGTTGGGAAA 574
38G>C G13A ONLCNTGTTGGGAAA 575
NRAS - 59. kodon

(GCT)

175G>A AB9T ACAVCTGGAC 578
176C>G AB9G ACAGNTGGAC -
NRAS — 117. kodon (AAG)

351G>C K117N ABTGTGATTT -
351G>T K117N ABTGTGATTT -
NRAS - 61. kodon

(CAA)

181C>A Q61K VAAGAAGAGTA 580
182A>G Q61R CNAGAAGAGTA 584
182A5T Q61L CNAGAAGAGTA 583
183A>T Q61H CANGAAGAGTA 585
183A>C Q61H CANGAAGAGTA 586
183A>G 061Q CANGAAGAGTA 587
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NRAS — 146, kodon (GCC)

436G>A Al46T CANCCAAGACCA 27174
436G>C Al146P CANCCAAGACCA -
437C>T Al46V CAGBCAAGACCA -

* A Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (Szomatikus rakmutaciok katalégusa) értékei, amely elérheté a
Sanger Institute honlapjan: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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,B” fuggelek: A hulladéktartaly és a valyuk
uritése

Veszélyes vegyi anyagok

VIGYAZAT A vakuum munkaallomassal hasznalt denatural6é oldat natrium-hidroxidot

tartalmaz, amely irritalja a szemet és a bért.

Minden esetben viseljen véd6észemiveget, kesztylit és laboratoriumi
koépenyt.

A felelés személyeknek (pl. laborvezetd) a vonatkozé biztonsagi
adatlapoknak vagy az OSHA,* ACGIH' és COSHH* dokumentumoknak
megfeleléen meg kell tennilk a szikséges O&vintézkedéseket annak
biztositasa érdekében, hogy a munkahelyi kérnyezet biztonsagos legyen,
és a késziilék kezelbi ne legyenek veszélyes szintl toxikus (kémiai vagy

biologiai) anyagnak kitéve.

A vegyi g6zok kiszell6ztetését és a hulladékok artalmatlanitésat az 6sszes
orszagos és helyi egészségligyi és biztonsagi eldirasnak és jogszabalynak

megfeleléen kell elvégezni.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Munkavédelmi és Munkaegészségtigyi Hivatal, Amerikai
Egyesilt Allamok).

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Amerikai Kormanyzati Iparhigiénikusok
Konferenciaja, Amerikai Egyesult Allamok).

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

A laboratériumi hulladék artalmatlanitasat illetéen tartson be minden helyi, allami és unios

el6irast.
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A kezdés el6tt figyelembe veendd fontos szempont

® Ez a protokoll nagy tisztasagu vizet igényel.

Eljaras

1. Gyb6zbdjon meg arrdl, hogy a vakuumeszkdz nincs-e vakuum alatt. Ellendrizze, hogy
a vakuum le van-e zarva (Off (Ki) pozicio), és a vakumpumpa ki van-e kapcsolva.

2. Artalmatlanitson minden, a valyikban maradt oldatot.

3. Oblitse at nagy tisztasagu vizzel a valyukat, vagy szilkség esetén cserélje ki dket.

4. Uritse ki a hulladéktartalyt.

5. A kupak a csovek levalasztasa nélkill is eltavolithatd.

Ha a vakuumos munkaallomast meg kell tisztitani (példaul por vagy kiomlott folyadék miatt),
kovesse a PyroMark Q24 felhasznaloi kézikonyv instrukcidit.

67 therascreen RAS Extension Pyro Kit kézikényv 05/2016



Rendelési informaciok

Termék Tartalomjegyzék Kataldg-
usszam
therascreen RAS Extension Pyro 24 reakciohoz: Szekvenal6 primerek, 971590
Kit (24) PCR primerek, Unmethylated Control
DNA, PyroMark PCR Master Mix,
CoralLoad koncentratum, pufferek és
reagensek
PyroMark Q24 MDx Szekvencia-alapu detektal6 platform 9001513
24 minta parhuzamos Pyrosequencing
vizsgalatara
PyroMark Q24 MDx Vacuum Vakuumos munkaéllomas 24 minta 9001515
Workstation parhuzamos el6készitésére, PCR
termékektél az egyszalu templatokig
PyroMark Q24 MDx Software Elemz38szoftver 9019063
Tartozékok
PyroMark Q24 Plate (100) 24 cellas lemez szekvenalasi 979301
reakciéhoz
PyroMark Q24 Cartridge (3) Nukleotidok és reagensek 979302
adagolasara szolgal6 kazetta
PyroMark Vacuum Prep Filter Tobbszor hasznalhato szlirészondak a 979010
Probe (100) PyroMark Vacuum Workstation Q96
és Q24 késziilékhez
PyroMark Control Oligo A rendszer telepitésének 979303
ellendrzésére
PyroMark Q24 Validation Oligo A rendszer teljesitményének 979304

megerdsitéséhez
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Termék Tartalomjegyzék Katalog-

usszam

Kapcsolédo termékek

QIlAamp DNA FFPE Tissue Kit 50 DNS-preparalashoz: 50 QlAamp 56404
(50) MinElute® oszlop, proteinaz K,
pufferek, gydjtécsovek (2 ml)

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok
a megfelel6 QIAGEN kit kézikonyvében vagy felhaszndléi uUtmutatéjdban talalhatok.
A QIAGEN kitek kézikbnyvei és felhasznal6i Utmutatéi a www.giagen.com webhelyen
érheték el, vagy a QIAGEN Muiszaki Ugyfélszolgalattol vagy a teriletileg illetékes
forgalmazétdl szerezhetSk be.
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Ez az oldal szandékosan lett Gresen hagyva
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Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlIAamp®, CoralLoad®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN
Group); Analyse-it® (Analyse-it Software Ltd); Applied Biosystems®, Variomag® (Thermo Fisher Scientific); Axygen® (Corning Inc.); FrameStar® (4titude Ltd); Milli-Q®
(Merck Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); SmartBlock™, ThermoMixer® (Eppendorf AG); Windows® (Microsoft Corporation).

Korlatozott li &dés a th RAS ion Pyro Kit hasznalatahoz
A termék hasznalataval a termék vasarléja vagy felhasznaldja elfogadja a kdvetkezd feltételeket:

1. Aterméket kizardlag a hozza tartoz6 protokollok és a jelen kézikonyv szerint, valamint a panelhez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képezé termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a panelhez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban, a
jelen kézikényvben és a www.giagen.com webhelyen elérhetd tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a panelhez tartozé komponensekbe beépitsék
vagy azokkal egyiitt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaldi bocsatjak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére. A QIAGEN nem
végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és nem garantdlja azt sem,
hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

2. Azittleirt licenceken kivill a QIAGEN nem véllal garanciét arra, hogy ez a panel és/vagy ennek hasznélata nem sérti harmadik felek jogait.
3. A panel és komponenseinek licence csak egyszeri haszndlatra jogosit; Gjrafelhasznalasuk, feltjitasuk vagy Ujraértékesitésik tilos.
4. A QIAGEN az itt leirtakon kivil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

5. A panel vésarldja és felhasznaldja elfogadja, hogy semmilyen olyan lépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan lépés megtételét, amely a
fentiekben eléirtak megszegéséhez vezet vagy azt el6segiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon keresztiili
érvényesitésére és az azzal kapcsolatban felmer(ilé dsszes vizsgalati és perkéltség kdvetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerz6dés vagy a
panellel ésivagy komponenseivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabél inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legujabb licencfeltételekrdl a www.giagen.com oldalon tajékozédhat.

May-16 HB-1882-002 © 2016 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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