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O modulu plug-in KRAS Pyro

Bali¢ek modulu plug-in KRAS Pyro obsahuje:

® pravodce rychlym spusténim modulu plug-in KRAS Pyro,
® dva instala¢ni soubory,

® referenéni zpravu pro ovéreni funkce modulu plug-in KRAS Pyro.

Poznamka: Modul plug-in KRAS Pyro je ur€en jen pro pouZziti v kombinaci s vyhrazenymi
sadami KRAS Pyro a RAS Extension Pyro indikovanymi pro aplikace popsané v pfislusnych
priruckach k sadam KRAS Pyro a RAS Extension Pyro.

Instalace modulu plug-in KRAS Pyro

Dulezité: Modul plug-in KRAS Pyro musi byt instalovan na pfistrojich PyroMark Q24 se
softwarem PyroMark Q24 verze 2.0.

Zaviete software PyroMark Q24 2.0, pokud je otevieny.
Otevrete instalacni soubor *.zip a extrahujte soubory.
Dvojité kliknéte na soubor setup.exe.

Postupujte podle pokyna, které se zobrazi v dialogovych oknech.

g & W nh ok

Spustte software PyroMark Q24 2.0. Zprava modulu plug-in KRAS Pyro se nyni objevi
pod polozkou ,AQ Add On Reports/KRAS" (Pfidat AQ zpravu/KRAS) v nabidce
.Reports* (Zpravy) v rezimu AQ.

6. Ovérte funkénost modulu plug-in (viz ¢ast ,Ovéfeni funkénosti modulu plug-in KRAS
Pyro“ déle).
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Ovéreni funkCnosti modulu plug-in KRAS Pyro

Dulezité: Oveéfeni je tfeba provést pfi kazdé instalaci nebo upgradu nového softwaru

v pocitaci.

Nasledujici kroky popisuji zplsob ovéfeni, Ze software spravné funguje a nebyl ovlivnén

Zadnymi zménami v pocitaci.

1. V prohlizedi klavesovych zkratek oteviete cyklus ,KRAS Example® (Pfiklad KRAS) ve
sloZce ,Shortcuts/Example Files/PyroMark Runs/KRAS" (Klavesové zkratky/Soubory
pfikladu/Cykly PyroMark/KRAS).

2. Provedte analyzu ,KRAS codon 12 and 13“ (Kodon 12 a 13 genu KRAS) pro vSechny
jamky, jak je popsana v ¢asti ,Analyza cyklu v systému PyroMark Q24" dale.

3. Vysledky porovnejte s referenéni zpravou. Jsou-li vysledky totozné, je potvrzena
spravna funkce modulu plug-in.

Analyza cyklu v systému PyroMark Q24

Nasledujici kroky popisuji analyzu mutace dokonéeného cyklu KRAS pomoci modulu plug-
in KRAS Pyro.

1. Zasunte USB jednotku obsahujici vytvofeny soubor cyklu do USB portu pocitace.

2. Pomoci Priizkumniku Windows® piesurite soubor cyklu z USB jednotky do
pozadovaného umisténi v pocitaci.

3. Otevrete soubor cyklu v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24 bud zvolenim moznosti

,Open“ (Otevfit) v nabidce ,File“ (Soubor) nebo dvojim kliknutim na soubor (‘B)

v prohlizedi zkratek.
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4. Z nabidky ,Reports” vyberte polozku ,AQ Add On Reports/KRAS" a pak ,Codon 12
and 13" (Kodon 12 a 13) nebo ,,Codon 61 (Kodon 61) (obrazek 1).
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Obrazek 1. Analyza mutace dokonéeného cyklu kodonu 12 a 13 genu KRAS pomoci modulu plug-in KRAS Pyro

SMP Analysis Results

KRAS 12413 KRAS 12413 KRAS 12+13

5. V jamkach automaticky probé&hne analyza vSech mutaci uvedenych v tabulce 1.
Vysledky se zobrazi v pfehledné tabulce (obrazek 2) a nasleduji i podrobné vysledky,
které zahrnuji grafy Pyrograms® (Pyrogramy) a kvalitu analyzy.

Dualezité: V modulu plug-in KRAS Pyro bude uvedena mutace (tabulka 1), jejiz
predpokladany signal nejlépe odpovida pozorovanému pyrogramu.
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Tabulka 1. Mutace analyzované modulem plug-in KRAS Pyro

Substituce nukleové Substituce LOB LOD COSMIC ID*
kyseliny aminokyseliny (% jednotek) (% jednotek) V72)

Kodon 12 (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT G12v 4,9 8 520
TGT Gi2C 0,5 21 516
AGT G12S 0,4 19 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT G12R 0,3 1,8 518

Kodon 13 (GGC)
GAC G13D 0,3 19 532

Kodon 61 (CAA), pfi analyze ve zpétném sméru (TTG)

GTG Q61H 0,8 2,8 554
TAG Q61L 1,2 31 553
TCG Q61R 1,6 3,5 552
ATG Q61H 0,7 2,6 555
TTC Q61E 1,2 31 550

* Podle Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) dostupného online na strankach Ustavu Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Summary
NOTE: Ounly the mutation with the highest frequency 1s reported.

Al |106506B1 Mutati 288 GGT=AGT G125
A2 10908148 Wildtype

A3 11045682 Potential low level mutation 2.3 GGT-AGT G128 j:!,a,
A4 11045782 Wildtype

AS 11046242 Wildtype

A6 |110486A2 Muati 249 GGT-GCT Gl2a
A7 11120742 Mutation 316 GGT-GTT G12V
A8 11155542 Mugati 397 GGT-GAT G12D
Bl  |111565A2 Mutation 3a1s GGT-GAT G12D
B2 11166742 Mutation |26.7 GGT>GIT Gl2v
B3 111670A2 Wildtype

B4 |11167242 Mutati 211 GGT>GTT G12V
BS 11230742 Wildtype

B6 11307042 Wildtype

B7 113188A1 Mutati 55.1 GGT-TGT Gl12C
BS 11320041 Wildtype

Obrazek 2. Priklad prehledu vysledki analyzy modulu plug-in KRAS Pyro

Interpretace vysledku a detekce mutaci s nizkou
urovni vyskytu

Je darazné doporuéeno, aby kazdy cyklus zahrnoval i vzorek divokého typu pro srovnani
a jako kontrolu Urovni v pozadi.
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Dulezité: Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo) maze byt vyvolano
neo¢ekavanym usporadanim pikd. Tento jev miiZe poukazovat na pfitomnost neoéekavané
mutace, ktera neni soucasti analyzy dané ve zpravé v modulu plug-in. Takové vzorky by se
mély analyzovat manualné pomoci softwaru PyroMark Q24 a s ohledem na moZnost
pritomnosti neo¢ekavanych mutaci. BlizSi informace viz pfislusna pfirucka k sadé KRAS
Pyro nebo RAS Extension Pyro.

Dulezité: Pyrogram je nutné vzdy porovnat s histogramem, ktery se zobrazi v podrobnych
vysledcich ve zpravé v modulu plug-in a Ize jej zobrazit v softwaru PyroMark Q24 kliknutim
pravym tlacitkem mysSi na okno ,Pyrogram“. Pyrogram je nutné zkontrolovat, zda se v ném
nevyskytuji neo¢ekavané piky. Pokud naméfrené piky vyskové neodpovidaji sloupcim
histogramu a tento jev nelze vysvétlit vzacnymi nebo neocekavanymi mutacemi, neni podle

vysledku mozné posoudit stav mutaci. Doporucuje se provést novou analyzu vzorku.

Dulezité: Vzorky s hlaSenou potencidlni mutaci s nizkou arovni vyskytu (frekvence
vrozmezi LOD az LOD + 3 % jednotek) je tfeba analyzovat duplicitné se vzorkem
s nemethylovanou kontrolni DNA. V takovém pfipadé se zobrazi upozornéni. Vzorek by mél
byt pokladan za pozitivni na vyskyt mutace, jen pokud oba duplikaty potvrdi vysledek
plvodni analyzy a budou zjevné odlisné od normaini kontroly. V opaéném pfipadé by mél
byt vzorek posouzen jako divoky typ.

Dulezité: K podrobnéjSimu prozkoumani vzorkl s hldSenou potencialni mutaci s nizkou
urovni vyskytu doporucujeme provést dal§i analyzu vzorku ruéné v softwaru PyroMark Q24,
napf. pro porovnani s frekvenci této mutace v kontrolnim vzorku (podrobné pokyny viz
JProtokol 6: ,Analyza cyklu v systému PyroMark Q24“ v pfislusné pfirucce k sadé RAS
Extension Pyro). Zméfena frekvence prevySujici LOB v kontrolnim vzorku indikuje
v odpovidajicim cyklu vy$Si nez béznou hladinu pozadi, coz muze ovlivnit kvantifikaci alel
zvlasté u mutaci s nizkou hladinou. V tomto pfipadé podle hlaSenych potencialnich mutaci
s nizkou Urovni vyskytu nelze posoudit stav mutaci a doporucuje se provést novou analyzu

vzorkl s potencialni mutaci s nizkou Grovni vyskytu.
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Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v pfislusné pfirucce pro
sadu QIAGEN® nebo v pfiruce uZivatele. Prirucky a uZivatelské navody sady QIAGEN jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com, nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo svého lokalniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark® (QIAGEN Group); Windows® (Microsoft Corporation).
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