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Przeznaczenie zestawu

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro jest testem in vitro opartym na technologii
pirosekwencjonowania i stuzy ilosciowej detekcji mutacji w kodonach 59, 61, 117 i 146
ludzkiego onkogenu KRAS oraz kodonéw 12, 13, 59, 61, 117 i 146 ludzkiego onkogenu
NRAS z DNA pochodzgcego ze skrawkow tkanek zatopionych w bloczkach parafinowych
(FFPE — ang. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded).

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit ma na celu pomoc w identyfikcaji pacjentéw z
przerzutujgcym rakiem jelita grubego (ang. MCRC — metestatic colorectal carcinoma), ktorzy
mogg skorzystac z terapii anty-EGFR z zastosowaniem np. cetuximabu oraz panitumumabu (1).

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro jest przeznaczony tylko do uzytku z systemem
PyroMark Q24. Systemy PyroMark Q24 zawierajg jak nastepuje:

® Aparat PyroMark Q24 lub aparat PyroMark Q24 MDx.
® Stacja prézniowa PyroMark Q24 lub stacja prézniowa PyroMark Q24 MDXx.

® Oprogramowanie PyroMark Q24 Software (wersja 2.0) lub PyroMark Q24 MDx Software
(wersja 2.0).

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit jest przeznaczony dla wykwalifikowanych

uzytkownikow, takich jak technicy oraz lekarze przeszkoleni w tematyce procedur

diagnostycznych in vitro, technik biologii molekularnej oraz obstugi aparatu PyroMark Q24.

Streszczenie i Wyjasnienia

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit stuzy ilosciowej detekcji mutacji w eksonach 3
i 4 ludzkiego onkogenu KRAS oraz eksonach 2, 3, i 4 ludzkiego onkogenu NRAS. Zestaw
sktada sie z oSmiu analiz (
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FPB

Oy

KRAS codons 59/61

GTCGTCCAGTTCTC <— Seq

59 6 RP
Ep seq 117
) ATAAATGTGAT
KRAS codon 117
RPB
Fp Seq 146
C—> ATCAGCAAAGAC
KRAS codon 146
RPB
FP Seq 1213
—> GGTGGCTIGTTGGGA
NRAS codon 12/13
RPB
FP Seq 59
> ACAGCTGGACAA
NRAS codon 59
RPE
FP Seq 61
> CAAGAAGAGTAC
NRAS codon 61
RPB
Ep Seq 117
) AGTGTGATTTG
NRAS codon 117
RPB
FP Seq 146
——> CAGCCAAGACC
NRAS codon 146
RPB

Rysunek 1).
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Oy

KRASkodony 59/61

GTCGTCCAGTTCTC <— Seq

59 6 RP

Ep seq 117
) ATAAATGTGAT

KRAS kodon 17

RPB
Fp Seq 146
C—> ATCAGCAAAGAC
KRAs kodon 46
RPB
FP Seq 12 13
—> GGTGGTIGTTGGGA
NRAS kodon 2/13
RPB
FP Seq 59
) —— ACAGCTGGACAA
NRAS kodon i9
RPB
FP Seq 61
> CAAGAAGAGTAC
NRAS kodon 1
RPB
P Seq 117
) AGTGTGATTTG
NRAS kodon 17
RPB
FP Seq 146
——> CAGCCAAGACC
NRAS kodon 46
RPB

Rysunek 1. Analizy zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit.
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Osiem rejonow jest osobno amplifikowanych przez PCR oraz sekwencjonowane w badanym
rejonie. Mutacje w badanym rejonie bedg odpowiadaty réznym wzorcom Pyrogramu®,
réznigcym sie od tych dla prébek typu dzikiego. Mutacje, ktére moga by¢ analizowane przy
pomocy oprogramowania PyroMark® Q24 Software sg wymienione w Tabela 15 (Dodatek
A: Przygotowanie analiz therascreen RAS Extension Pyro). Analizy KRAS dla kodonéw 117
i 146, oraz NRAS dla kodonoéw 12/13, 59, 61, 117 i 146 sg sekwencjonowane w orientaciji
do przodu (forward), natomiast analiza KRAS dla kodonu 59/61 jest sekwencjonowana w
orientacji odwrdconej (reverse). Produkt skiada sie¢ z mieszaniny starterow PCR oraz
startera sekwencyjnego dla kazdej reakcji. Startery sg dostarczane jako roztwér, gdzie
kazda probowka zawiera 24 pl kazdego ze starterow lub mieszaniny starterow.

Zasada Procedury

Rysunek 2 przedstawia zarys przebiegu procedury. Produkty PCR powstate z uzyciem
starterébw dla rejonu docelowego zostajg immobilizowane na czasteczkach sefarozy
optaszczonych streptawidyng (Streptavidin Sepharose® High Performance beads).
Przygotowane zostaje jednoniciowe DNA, do ktdrego przytaczajg sie odpowiednie startery
sekwencyjne. Nastepnie probki zostajg analizowane (sekwencjonowane) na aparacie
PyroMark Q24 przy pomocy zaprogramowanych wcze$niej protokotdéw (‘run setup file’ oraz
‘run file’).

Rejon ‘Sequence to Analyze’ (sekwencja do analizy) moze zosta¢ dostosowany do detekg;ji
réznych mutacji po wykonanej analizie (patrz *
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Protokot 6: Analiza reakcji PyroMark Q24', strona 42, oraz ‘Dodatek A: Przygotowanie analiz
therascreen RAS Extension Pyro‘, strona 70).

Przygotowanie plikow analizy i reakciji Przygotowanie probek
Przygotowanie pliku ‘assay file’ PCR (Protokst 2)
(Dodatek A) v
Immobilizacja (Protokot 3)
v ¥
Przygotowanie pliku ‘run file’ (Protokot 1) Przygotowanie probek (Protokot 4)

Reakcja (‘run’) na aparacie PyroMark Q24 (Protokét 5)
¥
Analiza reakcji z aparatu PyroMark Q24 (Protokot 6)
¥
Raport

Rysunek 2. Przebieg procedury dla zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Kontrole

W zestawie zawarte jest niemetylowane DNA, ktdre stuzy jako kontrola pozytywna dla PCR
oraz sekwencjonowania. W obszarach podlegajgcych sekwencjonowaniu tym zestawem
kontrola ta posiada dziki genotyp i jest wymagana do adekwatnej interpretacji wynikow i
identyfikacji mutacji wystepujacych na niskim poziomie (patrz “
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Protokot 6: Analiza reakcji PyroMark Q24, strona 42).

Dodatkowo, kontrola negatywna (bez matrycy DNA) powinna by¢ rowniez uwzgledniona w
kazdej analizie PCR, przynajmniej dla jednej reakciji.
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Materiaty Dostarczone

Zawartos¢ zestawu

Pudetko 1/2

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro (24)
Numer kat. 971590
llos¢ reakciji 24

Seq Primer KRAS 59/61* 24 ul

Seq Primer KRAS 117 24 ul

Seq Primer KRAS 146 24 pl
Seq Primer NRAS 12/13 24 ul

Seq Primer NRAS 59 24 ul

Seq Primer NRAS 61 24 pl

Seq Primer NRAS 117 24 pl

Seq Primer NRAS 146 24 ul
PCR Primer KRAS 59/61** 24 pl
PCR Primer KRAS 117 24 pl
PCR Primer KRAS 146 24 pl
PCR Primer NRAS 12/13 24 pl
PCR Primer NRAS 59 24 pl
PCR Primer NRAS 61 24 pl
PCR Primer NRAS 117 24 pl
PCR Primer NRAS 146 24 pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 4 x 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x 1.2ml
H20 6x1.9ml
Unmethylated Control DNA (niemetyl. DNA kontrolne), 10 ng/pl 3 x 100 pl
* Starter sekwencyjny; ** Starter PCR

11 therascreen RAS Extension Pyro Kit Handbook 05/2016



Pudetko 2/2

Bufory i odzcynniki Objetosc
PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 2x10 ml
PyroMark Annealing Buffer (bufor hybrydyzacyjny) 2 x10 ml
PyroMark Denaturation Solution* (bufor denaturujacy) 2 x 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x (bufor ptuczacy) 2 x25ml
Enzyme Mixture (mieszanina enzymoéw) 2 vials
Substrate Mixture (mieszanina substratow) 2 vials
dATPaS 2 x1180 pl
dCTP 2x1180 pl
dGTP 2x 1180 pl
dTTP 2x 1180 pl
Instrukcja zestawu therascreen RAS Extension Pyro 1pc

* Zwiera wodorotlenek sodu.

Materiaty Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos$ fartuch ochronny, jednorazowe rekawiczki oraz
okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informacji, zapoznaj sie z odpowiednimi kartami
bezpieczenstwa materiatéw (safety data sheets), dostepnymi u producentéw lub dostawcow
produktow.

Odczynniki

® Zestaw do izolacji DNA (patrz ‘Izolacja DNA', strona 19)

® Sefaroza optaszczona streptawidyng (Streptavidin Sepharose High Performance - GE
Healthcare, Nr kat. 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

e \Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q® 18.2 MQ x cm lub ekwiwalent)
Uwaga: Zestaw zawiera ilo$¢ wody wystarczajaca do PCR, immobilizacji DNA oraz do
rozpuszczania mieszanin enzymow i substratéw. Dodatkowa ilos¢ wody o wysokiej

czystosci jest potrzebna do rozcienczania buforu PyroMark Wash Buffer, 10x.
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e Etanol (70%)*

Materiaty zuzywalne

e Sterylne koncowki do pipet (do PCR, z filtrami)

® 24-dotkowe ptytki PCR (patrz ‘Zalecane ptytki 24-dotkowe’, strona 14)
® Folia samoprzylepna do zaklejania ptytek

e Ptytka PyroMark Q24 Plate (nt kat. 979301)"

e Kartridz PyroMark Q24 Cartridge (nr kat. 979302)"

Sprzet

e Pipety (nastawne)*

e Mikrowiréwka stotowa*

e Termocykler* i odpowiednie probéwki PCR

e Aparat PyroMark Q24 MDx lub PyroMark Q24 (nr kat. 9001513 lub 9001514)*

® Stacja prézniowa (Vacuum Workstation) PyroMark Q24 MDx lub PyroMark Q24 (nr kat.
9001515 lub 9001516 lub 9001518 lub 9001519)*

e \Wytrzgsarka ptytek* do immobilizacji na sefarozie (patrz ‘Zalecane wytrzgsarki ptytek’,
strona 13)

e Blok grzejny* zdolny do osiggania 80°C

* Nie uzywaj alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera niepozadane substancje, takie jak metanol czy metyloketony.

T Oznakowanie CE-IVD zgodne z Dyrektywa Unii Europejskiej (EU Directive 98/79/EC). Wszystkie pozostate
wymienione produkty nie posiadajg certyfikacji CE-IVD opartej na Dyrektywie UE 98/79/EC.

* Upewnij sig, Ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producentéw.
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Zalecane wytrzgsarki ptytek

Wytrzgsarki ptytek przedstawione w Tabela 1 sg rekomendowane do uzycia z zestawem

therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Tabela 1. Wytrzasarki ptytek rekomendowane do uzycia z zestawem therascreen RAS Extension Pyro Kit

Producent Produkt Numer kat.

Eppendorf ThermoMixer® C 5382000031
(modut podstawowy)

Eppendorf SmartBlock™ PCR 96, thermoblock 5306000006
for PCR plates 96 (termoblok)

Thermo Fisher Scientific Variomag® Teleshake 10448791

Thermo Fisher Scientific Variomag Monoshake 10515882

Zalecane ptytki 24-dotkowe

Plytki 24-dotkowe przedstawione w Tabela 2 sg zalecane do uzytku z zestawem therascreen

RAS Extension Pyro Kit.

Tabela 2. Plytki 24-dotkowe zalecane do uzytku z zestawem therascreen RAS Extension Pyro

Producent Produkt Numer kat.

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

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

4titude FrameStar® Break-a-way 96 wells, 4ti-1000
clear tubes

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030
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Ostrzezenia i Uwagi

Do uzytku diagnostycznego in vitro

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos$ fartuch ochronny, jednorazowe rekawiczki oraz
okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informacji, zapoznaj sie z odpowiednimi kartami
bezpieczenstwa materiatéw (safety data sheets) dostepnymi w internecie w postaci plikodw
PDF pod adresem www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowaé
karty dla kazdego zestawu oraz poszczegdinych komponentow zestawdw QIAGEN.

Uwagi og6lne
Zawsze zwracaj uwage jak nastepuje:

® Niniejszy zestaw zawiera komponenty wystarczajgce do przeprowadzenia 24 reakcji

dla kazdej analizy.
® Uzywaj sterylnych koncowek do pipet (do PCR, z filtrami).

® Przechowu;j i izoluj materiaty pozytywne (prébki, kontrole pozytywne i amplikony)
odseparowane od innych odczynnikéw i dodawaj ich do mieszanin reakcyjnych w
specjalnie do tego celu przeznaczonym pomieszczeniu.

® Przed przystgpieniem do procedury dobrze rozmroz wszystkie komponenty w temp.
pokojowej (15-25°C).
® Po rozmrozeniu wymieszaj komponenty przez pipetowanie lub worteksowanie, a

nastepnie krotko zwiruj.

® Wyniki nieudanej analizy nie mogg by¢ podstawg do oceny statusu mutaciji.
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Przechowywanie i obchodzenie sie z odczynnikami

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit jest dostarczany w dwoch pudetkach. Pudetko
1/2 zestawu therascreen BRAF Pyro Kit jest dostarczane w suchym lodzie. PyroMark PCR
Master Mix, CoralLoad Concentrate, Unmethylated Control DNA (niemetylowane DNA
kontrolne) oraz wszystkie startery po dostarczeniu muszg by¢ przechowywane w —30°C do
—15°C.

Pudetko 2/2 z buforami i odczynnikami therascreen zawierajgce bufory, mieszaniny
enzymoOw, mieszanainy substratow, nukleotydy (dATPaS, dCTP, dGTP i dTTP) — odczynniki
do analizy pirosekwencjonowaniem — sg dostarczane z wkiadami chtodzgcymi. Te
komponenty powinny by¢ przechowywane po dostarczeniu w 2—8°C. Aby zminimalizowac¢
ryzyko spadku aktywnosci, zaleca si¢ przechowywanie mieszaniny enzymow i miesznainy
substratéw w oryginalnych proboéwkach.

Rozpuszczone mieszaniny enzymow i mieszanainy substratow sa stabilne przez co najmniej
10 dni w 2-8°C. Rozpuszczone mieszaniny enzymow i miesznainy substratow moga byé
zamrazane i przechowywane w —30°C do —15°C. Zamrozone odczynniki nie powinny byé

poddawane wiecej niz trzem cyklom zamrazania-rozmrazania.
Uwaga: Nukleotydy nie powinny by¢ zamrazane.

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit jest stabilny do kornca terminu przydatnosci pod

warunkiem przechowywania w zalecanych powyzej warunkach.
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Zbieranie Materiatu, Przygotowanie do Analizy
oraz Przechowywanie

Uwaga: Wszystkie prébki muszg by¢ traktowane jako materiat potencjalnie zakazny.

Materiat probek musi stanowi¢ ludzkie DNA genomowe wyizolowane ze skrawkow tkanek
zatopionych w bloczkach parafinowych (FFPE). Aby zapewni¢ wysokg jakos$¢ probek,
musza by¢ one transportowane zgodnie ze rutynowymi procedurami zgodnymi ze

standardami patologii.

Materiat probek nowotworowych nie jest homogenny i dane pochodzgce z analizy takiej
prébki mogg by¢ rézne od danych pochodzacych z analizy innych fragmentéw tej samej
prébki. Materiat probek nowotworowych moze réwniez zawiera¢ tkanke nienowotworowg. W
DNA z tkanki nienowotworowej nie nalezy sie spodziewaC wystepownaia mutacji
wykrywanych przy uzyciu zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Przygotowywanie probek z tkanek

Uwaga: Uzywaj suchych skalpeli. Nie wykonuj tego etapu pod wyciggiem (w komorze

laminarnej ani dygestorium).

o Uzywajgc $wiezego skalpela dla kazdej probki, umies¢ tkanke nowotworowg ze

skrawkow w oznakowanych probdéwkach.

Przygotowanie probek tkanek do izolacji DNA

e Uzywajac standardowych materiatéw i metod utrwal prébke tkanki w 10% formalinie
buforowanej o odczynie neutralnym (ang. NBF - neutral buffered formalin), po czym
zatop prébke w parafinie. Uzywajgc mikrotomu natnij z bloczku parafinowego serie

skrawkow o grubos$ci 5 pm i umocuj je na szkietkach mikroskopowych (slajdach).
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o \Wykwalifikowana osoba (np. patolog) musi oceni¢ preparat wybarwiony hematoksyling
i eozyng pod katem zawartosci i ilosci tkanki nowotworowej. Oznacz wybarwiony slajd
celem odréznienia tkanki nowotworowej od niezmienionej. Uzywaj serii skrawkéw do
izolacji DNA.

® Skrawki o zawartosci obszaréw nowotworowych >20% nie wymagajg dodatkowego
wycinania (patrz kolejny punkt).

® Skrawki o zawarto$ci obszaréw nowotworowych <20% wymagajg dodatkowego

wyciecia jednego lub wiecej obszaréw nowotworowych. Usun czesci nienowotworowe.

e W przypadku skrawkdw o powierzchni <4 mm? uzyj dwoch lub wiecej skrawkow celem
zwiekszenia fgcznej powierzchni do przynajmniej 4 mm? (odnosi sie to zaréwno do
probek dodatkowo docinanych, jak i catych). Usun czesci nienowotworowe.

e Usun nadmiar parafiny ze skrawkow przy uzyciu $wiezego sterylnego skalpela.

Przechowywanie

Przechowuj bloczki parafinowe oraz slajdy w temp. pokojowej. Do czasu izolacji DNA slajdy

mogg by¢ przechowywane w temp. pokojowej do 4 tygodni.

DNA genomowe moze by¢ przechowywane w 2—8°C przez 1 tydzien po izolacji, a nastepnie
w —15 do —25°C do 8 tygodni przed uzyciem.
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Procedura

Izolacja DNA

Zestaw QIAGEN przedstawiony w Tabela 3 jest zalecany do izolacji DNA dla oznaczonych
typédw probek ludzkich oraz z uzyciem zestawu therascreen RAS Extension Pyro. Aby
uzywacC tego zestawu postepuj zgodnie z procedurami izolacji DNA zawartymi w
odpowiednich instrukcjach zestawéw.

Tabela 3. Zestaw do izolacji DNA zalecany do uzytku z zestawem therascreen RAS Extension Pyro Kit

Typ probki Zestaw do izolacji kw. nukleinowego Numer kat. (QIAGEN)

FFPE Zesatw QlAamp® DNA FFPE Tissue (50) 56404

Protokot 1: Przygotowanie reakcji na systemie PyroMark Q24

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Zaprogramuj analize (Assay Setup), tak jak to opisano w ‘Dodatek A: Przygotowanie
analiz therascreen RAS Extension Pyro‘ na stronie 70. Czynnos$¢ ta musi byé
wykonana tylko jednorazowo przed rozpoczeciem analizy RAS Extension Pyro po raz
pierwszy.

® Celem zapobiegania przedostawania si¢ sygnatu pomiedzy studzienkami reakcyjnymi,
unikaj umieszczania probek o silnym sygnale w sagsiedztwie prébek o spodziewanym
niskim lub braku sygnatu (np. kontroli negatywnych).

Procedura

1. Na pasku narzedzi kliknij 0

Stworzony zostaje nowy plik reakcji (run file).
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2. Wprowadz parametry reakcji (patrz ‘Parametry reakcji‘, strona Fehler! Textmarke
nicht definiert.).

3. Zaprogramuj ukfad na ptytce przez dodawanie do dotkéw korespondujgcych z
odpowiednimi probkami, analiz dla wszystkich o$miu reakcji zestawu therascreen RAS
Extension Pyro Kit.

Uwaga: Kontrola negatywna (bez matrycy DNA) powinna byé réwniez uwzgledniona w
kazdej reakcji PCR, przynajmniej dla jednej reakcji pirosekwencjonowania.

Uwaga: Uwzglednij probke kontrolng z niemetylowanym DNA w kazdej analizie i dla
kazdej reakcji pirosekwencjonowania (patrz Rysunek 2, strona 9).

4. Gdy reakcja jest zaprogramowana i gotowa do rozpoczecia na aparacie PyroMark Q24,
wydrukuj liste potrzebnych objetosci mieszaniny enzymoéw, mieszaniny substratow,
nukleotydéw oraz ustawien dla ptytki. Wybierz ‘Pre Run Information’ (informacja przed-
reakcyjna) z menu ‘Tools’ (narzedzia), a gdy pojawi sie raport, celem wydrukowania
wybierz =}

5. Zamknij plik reakgiji (run file) i skopiuj na no$nik USB (dostarczony wraz z aparatem)
uzywajac eksploratora Windows (Windows® Explorer).

Uwaga: Wydrukowana ‘Pre Run Information’ (informacja przed-reakcyjna) moze by¢ uzyta
jako szablon do przygotowania reakcji (patrz “
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Protokot 3: Immobilizacja produktéw PCR do sefarozy (Streptavidin Sepharose High
Performance beads’, strona 28).

Uwaga: Aby rozpoczg¢ reakcje na aparacie, patrz “

21
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Protokot 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24', strona 38.

Parametry reakcji

Nazwa reakcji (run name): Nazwa reakcji zostaje wyswietlona po zapisaniu pliku.

Zmiana nazwy pliku zmienia takze nazwe reakcji.

Metoda aparatu (instrument method): Wybierz metode aparatu zgodnie z kartridzem,
ktéry ma zostaé uzyty do reakcji. Patrz instrukcje dotyczgce poszczegdlnych
produktow.

Nazwa ptytki (plate ID), opcjonalnie: Wprowadz nazwe ptytki dla PyroMark Q24.

Kod kreskowy (bar code), opcjonalnie: Wprowadz dane kodu kreskowego dla ptytki
lub, jesli dysponujesz czytnikiem kodéw kreskowych podigczonym do komputera, kliknij
na pole tekstowe dla kodu kreskowego i zeskanuj kod kreskowy.

Nazwa zestawu i odczynnikéw (kit and reagent ID), opcjonalnie: Wprowadz numer
partii (lot) uzywanego zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit. Numer partii
znajduje sie na etykiecie produktu.

Uwaga: Zaleca sie wprowadzanie zaréwno nazwy zestawu jak i odczynnikow
therascreen RAS Extension Pyro, co pomoze ustali¢ ich pochodzenie.
Notatka reakcji (run note), opcjonalnie: Wprowadz notatke dotyczgcg zawartosci i

celu danej reakciji.
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Dodawanie plikbw analizy

Aby przypisa¢ plik analizy dla dotka nalezy wykona¢ jedng z ponizszych czynnosci:

e Kilkng¢ kratke odpowiadajgcg wybranemu dotkowi prawym przyciskiem myszy i wybraé
‘Load Assay’ (zataduj reakcje) z menu kontekstowego.

e Wybraé odpowiednig reakcje poprzez menu oprogramowania, a nastepnie zaznaczy¢ i
przeciggnac¢ jg do wybranej kratki odpowiadajgcej dotkowi. Kazdej kratce studzienki

zostaje przyporzgdkowany kolor odpowiadajgcy okreslonej analizie.

Wprowadzanie nazw prébek oraz notatek

Aby wprowadzi¢ nazwe prébki lub notatke, wybierz odpowiednig kratke i wpisz porzadane

informcje.

Aby edytowaé nazwe probki lub notatke wybierz lub kliknij dwukrotnie odpowiednig kratke.
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Protokét 2: PCR z uzyciem odczynnikow PCR dostarczonych wraz z
zestawem therascreen RAS Extension Pyro Kit

Niniejszy protokdt dotyczy amplifikacji PCR obszaru zawierajgcego osiem oddzielnych

rejonéw w eksonach 3i 4 ludzkiego genu KRAS oraz eksondw 2, 3 i 4 ludzkiego genu NRAS

przy uzyciu zestawu therascreen RAS Extension Pyro.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Polimeraza HotStarTag® zawarta w zestawie PyroMark PCR Master Mix wymaga etapu
aktywacji przez 15 minut w 95°C.

Przygotuj wszystkie mieszaniny reakcyjne w obszarze odseparowanym fizycznie od
tego, gdzie izoluje sie DNA, dodaje matrycy DNA, analizuje produkty PCR oraz
przygotowuje prébki do analizy pirosekwencjonowaniem.

Aby zminimalizowa¢ ryzyko kontaminacji krzyzowej, uzywaj jednorazowych koncéwek
pipet z filtrami hydrofobowymi.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Przed otwarciem probéwek ze starterami do PCR, zwiruj je krétko celem zebrania
zawartosci na dnie.

Jesli potrzeba, doprowadz stezenie DNA kontrolnego oraz prébek do wartosci
0,4-2 ng/pl.

Procedura

1.

Rozmroz wszystkie potrzebne odczynniki (Tabela 4).
Wymieszaj dobrze przed uzyciem.
Przygotuj mieszaning reakcyjng dla kazdego zestawu starteréw zgodnie z Tabela 4.

Typowo, mieszanina reakcyjna zawiera wszystkie sktadowe niezbedne do PCR, poza
prébka.
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Przygotuj mieszanine reakcyjng w objetosci wiekszej niz potrzebna do wykonania

wymagane;j ilosci reakcji PCR.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla kazdej mieszaniny starteréw

Skladowa

Objetosc/reakcja (ul)

CoralLoad Concentrate, 10x

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

Woda (Hz20, zawarta)

PyroMark PCR Master Mix, 2x (mieszanina PCR)

125
25

Objetos¢ catkowita

20

3. Dobrze wymieszaj mieszanine reakcyjng i dodaj po 20 ul do kazdej probéwki PCR.

Z uwagi na brak aktywnosci polimerazy HotStarTag DNA w temp. pokojowej, trzymanie

probéwek PCR na lodzie nie jest konieczne.

4. Dodaj 5 pl matrycy DNA (2-10 ng DNA genomowego) do poszczegolnych probéwek

PCR (Tabela 5) i dobrze wymieszaj.

Uwaga: Prébka stanowigca kontrole negatywng (bez matrycy DNA) powinna by¢

uwzgledniona w kazdej reakcji PCR, przynajmniej dla jednej analizy.

Uwaga: Probka z niemetylowanym DNA powinna by¢ uwzgledniona dla kazdej analizy

w kazdej reakcji pirosekwencjonowania (patrz ‘Bfad! Nie mozna odnalez¢ zrédta

odwotania.’, strona Fehler! Textmarke nicht definiert.).

25
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Tabela 5. Przygotowanie PCR

Sktadowa Objetosc/reakcja (ul)
Mieszanina reakcyjna 20
Prébka DNA 5
Objetos¢ catkowita 25

5. Zaprogramuj termocykler zgodnie z instrukcjg producenta przy uzyciu parametrow

opisanych w Tabela 6.

Tabela 6. Zoptymalizowany protokét PCR

Czas Temperatura Komentarze
Aktywacja wstepna: 15 min 95°C Polimeraza HotStarTaq DNA
jest aktywowana na tym etapie
Cykle 3-etapowe:
Denaturacja 20s 95°C
Hybrydyzacja 30s 53°C
Wydtuzanie 20s 72°C
llos¢ cykli 42 -
Wydtuzanie koncowe: 5 min 72°C

6. Umies¢ probéwki PCR w termocyklerze i rozpocznij program.

7. Po skonczonej amplifikacji przejdz do *
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8. Protokdt 3: Immobilizacja produktéw PCR do sefarozy (Streptavidin Sepharose High
Performance beads', strona 28.

Probki PCR moga by¢ przechowywane do 3 dni w temp. 2—8°C.
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Protokdét 3: Immobilizacja produktéw PCR do sefarozy (Streptavidin
Sepharose High Performance beads)

Niniejszy protokdt ma na celu immobilizacje matrycowego DNA do czgsteczek streptawidyny
(Streptavidin Sepharose High Performance) przed rozpoczeciem analizy na aparacie
PyroMark Q24.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przed rozpoczeciem pozwdl wszystkim potrzebnym odczynnikom na osiggniecie
temperatury pokojowej (15-25°C).

® Wiacz aparat PyroMark Q24 przynajmniej 30 minut przed rozpoczgciem reakc;ji.
Wigcznik jest umiejscowiony z tytu urzadzenia.

® Umiesc jeden statyw ptytek PyroMark Q24 (plate holder) na bloku grzejnym nagrzanym
do 80°C. Pozostaw drugg ptytke w temp. pokojowej (15-25°C).

e PyroMark Wash Buffer (bufor ptuczacy) jest dostarczony jako koncentrat 10x. Przed
pierwszym uzyciem nalezy go rozciehczy¢ 10-krotnie do stezenia roboczego (1x)
poprzez dodanie 225 ml wody o wysokiej czystosci do 25 ml koncentratu (10x)
PyroMark Wash Buffer (objeto$¢ koncowa to 250 ml).

Uwaga: PyroMark Wash Buffer (bufor ptuczacy) o stezeniu roboczym (1x) jest stabilny
w 2-8°C do konca oznaczonego terminu waznosci.
® Przygotuj stacje prézniowg (PyroMark Q24 Vacuum Workstation) do pracy z probkami

zgodnie z zaleceniami w Instrukcji Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Procedura

1. Delikatnie wstrzgsaj butelkg zawierajgcg czgsteczki sefrozy (Streptavidin Sepharose
High Performance) do momentu uzyskania homogennnego roztworu.

2. Przygotuj mieszanine (master mix) do immobilizacji DNA zgodnie z Tabela 7.
Przygotuj objetos¢ wiekszg od wymaganej dla danej ilosci probek (ilos¢ probek + jedna
dodatkowo)
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Tabela 7. Master mix do immobilizacji DNA

Skladowa Objetosc/reakcja (ul)
PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 40
Woda (H20, zawarta) 29
Streptavidin Sepharose High Performance (sefaroza) 1
Objetosc¢ catkowita 70

3. Dodaj 70 yl mieszaniny (master mix) do dotkéw 24-dotkowej ptytki PCR zgodnie z
predefiniowanym planem reakcji (patrz ‘Protokét 1: Przygotowanie reakcji na systemie
PyroMark Q24', strona 19).

Czagsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg). Upewnij sie, ze mieszanina jest
homogenna poprzez czeste mieszanie przy pomocy pipety lub worteksu. Nie wiruj
mieszaniny master mix.

4. Dodaj 10 pl biotynylowanego produktu PCR z Protokotu 2 do kazdego dotka
zawierajgcego master mix, zgodnie z predefiniowanym planem reakcji (run setup)
(patrz ‘Aby wprowadzi¢ nazwe probki lub notatke, wybierz odpowiednig kratke i wpisz
porzadane informcje.

5. Aby edytowac nazwe prébki lub notatke wybierz lub kliknij dwukrotnie odpowiednig
kratke.
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6. Protokdt 2: PCR z uzyciem odczynnikow PCR dostarczonych wraz z zestawem
therascreen RAS Extension Pyro Kit', strona 23).

Po dodaniu master mix oraz produktu PCR, catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej

w kazdym dotku powinna wynosi¢ 80 pl.

7. Zaklej ptytke PCR folig samoprzylepna.
Upewnij sie, ze przeciekanie pomiedzy dotkami nie jest mozliwe.

8. Wytrzasaj ptytke PCR w temp. pokojowej (15-25°C) przez 5-10 minut przy 1400
obr/min (rpm).

Podczas tego etapu przejdz niezwtocznie do *
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Protokét 4: Przygotowanie prébek do analizy pirosekwencjonowaniem na aparacie
PyroMark Q24', strona 32.

31
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Protokot 4: Przygotowanie probek do analizy
pirosekwencjonowaniem na aparacie PyroMark Q24

Niniejszy protokét stuzy do preparatyki jednoniciowego DNA oraz hybrydyzacji starteréw
sekwencyjnych do matrycy przed rozpoczeciem analizy pirosekwencjonowaniem na

aparacie PyroMark Q24.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Przed otwarciem probéwek ze starterami sekwencyjnymi zwiruj je krotko celem

zebrania zawartosci na dnie.

® Dodaj rozne startery sekwencyjne w takiej samej kolejnosci zgodnej ze wzorcem
predefiniowanych ustawien reakgji (run setups) dla uzywanej ptytki (patrz ‘Protokot 1:
Przygotowanie reakcji na systemie PyroMark Q24‘, strona 19), zaleznie od

analizowanego rejonu.

® Regularnie przeprowadzaj test funkcjonowania koncowek filtrujgcych (filter probes)
oraz wymieniaj je na nowe tak jak to opisano w Instrukcji Uzytkowania Aparatu
PyroMark Q24.

Procedura

1. Rozciencz wystarczajgcy ilo$¢ kazdego ze starteréw sekwencyjnych w buforze
hybrydyzacyjnym (PyroMark Annealing Buffer) jak pokazano w Tabela 8.
Przygotuj objetos$¢ rozcienczonego startera sekwencyjnego wiekszg od wymaganej dla
danej ilosci prébek do sekwencjonowania (ilo$¢ probek + jedna dodatkowo)
Nie rozcienczaj ani nie przechowuj roztworu starteréw w wiekszej ilosci niz jest to

wymagane.
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Tabela 8. Przykladowe rozcienczanie starteréw sekwencyjnych

Skiadowa Objetosc/probke (ul)

Objetosc¢ dla
9 + 1 reakcji (ul)

PyroMark Annealing Buffer 24,2

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

0,8

242

Objetosc¢ catkowita 25

250

2. Dodaj 25 pl rozcienczonego startera sekwencyjnego do kazdego dotka na plytce

(PyroMark Q24 Plate) zgodnie ze wzorcem predefiniowanych ustawien analizy (run

setup) (patrz ‘Protokdt 1: Przygotowanie reakcji na systemie PyroMark Q24', strona 19).

Miej przygotowany jeden ze statywdéw do ptytek (PyroMark Q24 Plate Holder)

dostarczony wraz ze stacjg prézniowg w temp. pokojowej (15-25°C) i uzywaj jako

statywu podczas przygotowywania i przenoszenia ptytki.

3. Wigcz pompe prozniowq stacji prozniowe;j.

4. Umies$é ptytke PCR z Protokotu 3 oraz plytke PyroMark Q24 Plate na stacji prézniowej

(Rysunek 3).

Upewnij sie, ze w roztworze na plytce PCR znajdujg sie czgsteczki sefarozy. Upewnij

sie, ze ptytka PCR znajduje sie w tej samej orientacji co podczas dodawania probek.
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Rysunek 3. Umieszczanie ptyki PCR PyroMark Q24 na stacji prézniowej.

5. Wiacz ssanie poprzez wigczenie pompy prézniowe;.

6. Ostroznie zbliz koncowki filtrujgce narzedzia prézniowego (vacuum tool) do dotkéw
ptytki PCR celem zebrania (przyciggniecia) czgsteczek sefarozy zawierajgcych
immobilizowang martyce. Przytrzymaj koncowki w tej pozycji przez 15 sekund.
Ostroznie podnies narzedzie prézniowe.

Uwaga: Czagsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg) — jesli od wytrzgsania
ptytki mineta wigcej niz 1 minuta — wytrzasaj dodatkowo przez 1 minute i natychmiast
przejdz do pobrania czasteczek sefarozy.

Upewnij sie, ze catos¢ probek zostata pobrana przy pomocy narzedzia préozniowego.

7. Przenie$ narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml 70% etanolu (wanienka 1;
Rysunek 3). Plucz koncéwki filtrujgce przez 5 s.

8. Przenie$ narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml Denaturation Solution

(roztworu denaturujacego) (wanienka 2; Rysunek 3). Ptucz koricowki filtrujgce przez 5 s.
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9. Przenie$ narzedzie prozniowe do wanienki zawierajgcej 50 ml Wash Buffer (bufor
pluczacy) (wanienka 3; Rysunek 3). Ptucz koricowki filtrujgce przez 10 s.

10.Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozycji takiej, aby koncowki filtrujgce byty
uniesione lekko w gdre, a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem odessania
ptynu z koncowek filtrujgcych (Rysunek 4).

Rysunek 4. Narzedzie prézniowe uniesione celem odessania catego ptynu z koncéwek filtrujacych.

11.Podczas gdy narzedzie prézniowe jest trzymane ponad ptytkg PyroMark Q24 Plate,
wylgcz proznie.

12.0bniz narzedzie prézniowe tak, aby koncowki filtrujgce znalazty sie w dotkach ptytki
(PyroMark Q24 Plate) zawierajgcych rozcienczony starter sekwencyny, a nastepnie
delikatnie poruszaj narzedziem prézniowym na boki celem uwolnienia czgsteczek
sefarozy do roztworu.

Uwaga: Uwazaj, aby nie uszkodzic¢/zarysowac powierzchni ptytki koncéwkami
filtrujgcymi.

13.Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej wode o wysokiej czystosci
(wanienka 4; Rysunek 3) i wytrzasaj delikatnie przez 10 sekund.
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14.Przeptucz koncowki filtrujgce poprzez ich zanurzenie w wodzie o wysokiej czystosci
(wanienka 5; Rysunek 3) i wigczenie ssania (prozni). Przeptucz koncowki ok. 70 ml
wody o wysokiej czystosci.

15.Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozycji takiej, aby koncowki filtrujace byty
uniesione lekko w gore (Rysunek 4), a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem

odessania ptynu z flitrow.

16.Wytgcz narzedzie prézniowe i umies$é je w miejscu spoczynkowym ‘Parking’ (P).

17 .Wytgcz pompe prézniows.
Uwaga: Na koniec dnia roboczego, wszystkie niewykorzystane i zuzyte ptyny i powinny
zostac usunigte, a stacja prézniowa (PyroMark Q24 Vacuum Workstation) sprawdzona

pod katem zanieczyszczen - patrz ‘Dodatek B: Oprdznianie Pojemnika na Odpady oraz
Wanienek', strona 75.

18.Inkubuj ptytke (PyroMark Q24 Plate) z probkami w 80°C przez 2 minuty na nagrzanym
statywie do ptytek (PyroMark Q24 Plate Holder).

19.Usun ptytke (PyroMark Q24 Plate) z podgrzanego adaptera i umie$¢ na drugim
adapterze znajdujgcym sie w temp. pokojowej (15—-25°C) i pozostaw w takich
warunkach przez 10-15 minut celem ostudzenia.

20.Przejdz bezposrednio do *
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Protokot 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24', strona 38.
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Protokét 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24

Niniejszy protokét przedstawia przygotowanie i tadowanie odczynnikow PyroMark Gold Q24
do kartridza (PyroMark Q24 Cartridge) oraz rozpoczecie i zakonczenie rekacji na aparacie
PyroMark Q24. Wiecej szczegotow w Instrukcji Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Raport przed-reakcyjny (pre run information report) znajdujgcy sie w menu narzedzi
(Tools) przy programowaniu reakcji (patrz ‘Protokét 1: Przygotowanie reakcji na
systemie PyroMark Q24', strona 19), dostarcza informacji dotyczgcych objetosci
nukleotydéw, mieszanin enzyméw, substratéw oraz buforéw wymaganych dla danej
reakciji.

® Aby zapewni¢ prawidtowe funkcjonowanie kartridza, do jego tadowania uzywaj

jednorazowych koncéwek do pipet (bez filtrow).

Procedura
1. Rozpusc¢ zliofilizowane mieszaniny enzymow i substratéw (kazdy z osobna) w 620 pl
wody (Hz20, zawarta)

2. Wymieszaj delikatnie.
Uwaga: Nie mieszaj przez worteksowanie!
Celem petnego rozpuszczenia mieszanin, pozostaw je w temp. pokojowej (15-25°C)
przez 5-10 minut. Przed uzyciem upewnij sie, ze roztwory nie sg metne. Jesli
odczynniki nie majg zosta¢ uzyte natychmiast, umies$é je na lodzie lub w lodéwce.

3. Przed uzyciem, zaréwno odczynniki, jak i kartridz PyroMark Q24 powinny osiggng¢
temp. pokojowg (20-25°C).

4. Postaw kartridz PyroMark Q24 etykietg w swojg strone.

5. Zataduj kartridz PyroMark Q24 odpowiednimi objetosciami nukleotydéw oraz mieszanin

enzymoéw i substratow, zgodnie z
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7.
8. Rysunek 5.

Uwazaj, aby nie przenosi¢ pecherzykéw powietrza z koncowek pipet do studzienek
kartridza.

Etykieta

Rysunek 5. Widok kartridza PyroMark Q24 z géry. Widoczne oznaczenia korespondujg z oznaczeniami na
etykietach odczynnikéw. Dodaj mieszaniny enzymoéw (E), mieszaniny substratéw (S) oraz nukleotydéw (A, T, C, G)
zgodnie z informacjami zawartymi w raporcie przed-reakcyjnym (pre run information report w menu ‘Tools’ ustawien
reakcji).

9. Otworz bramke kartridza w aparacie PyroMark Q24 i wstaw napetniony odczynnikami z
etykietg zwrdcong w kierunku operatora (do siebie). Wsun kartridz do konca, a
nastepnie docisnij w dét.

10.Upewnij sie, ze przed kartridzem jest widoczna linia, po czym zamknij bramke.
11.0twérz ramke do blokowania ptytki i umies$é ptytke na bloku grzejnym aparatu.
12.Zamknij ramke do blokowania ptytki oraz pokrywe urzadzenia.

13.Do znajdujgcego sie w przedniej czesci urzgdzenia portu USB podigcz nosnik pamieci
USB zawierajgcy plik reakcyjny (run file).

Nie usuwaj nosnika pamigci USB przed zakonczeniem reakcji.
14.W menu gtéwnym wybierz ‘Run’ (uzywajac przyciskow  oraz )i wcisnij ‘OK.

15.Wybierz plik reakcyjny ‘run file’ (uzywajgc przyciskéw a oraz v).
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Uwaga: Celem podgladu zawartosci folderu, zaznacz go i wybierz ‘Select’. Aby wrécié¢
do poprzedniego widoku wybierz ‘Back’.

16.Aby rozpocza¢ reakcje zaznacz plik ‘Run file’, a nastepnie wybierz ‘Select’.

17 .Po skonczonej reakcji, gdy aparat wyswietli informacije o zapisaniu catej analizy na
nosniku pamieci USB, wybierz ‘Close’.

18.Wysun no$nik pamieci USB.

19.0twérz pokrywe aparatu.

20.Otworz bramke zabezpieczajgcy kartridza i wyjmij kartridz - nalezy go pociggnaé w
gore, a nastepnie na zewnatrz (do siebie).

21.Zamknij bramke.

22.0tworz ramke zabezpieczajgca ptytke i usun ptytke z bloku grzejnego.

23.Zamknij ramke zabezpieczajacg ptytke oraz pokrywe aparatu.

24.Usun ptytke i umyj kartridz zgodnie z zaleceniami zawartymi w instrukcji zataczonej do
kartridza.

25.Dokonaj analizy reakcji zgodnie z
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26.Protokot 6: Analiza reakcji PyroMark Q24, strona 42.
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Protokét 6: Analiza reakcji PyroMark Q24

Niniejszy protokdt przedstawia analize mutacji po zakonczonej reakcji przy uzyciu zestawu
therascreen RAS Extension Pyro Kit oraz oprogramowania PyroMark Q24 Software.

Procedura

1. Podtacz nosnik pamieci USB (zawierajgcy plik reakcyjny ‘run file’ po zakonczone;j
reakcji) do portu USB komputera.

2. Przenies plik reakcyjny ‘run file’ z no$nika USB do wybranej lokalizacji na komputerze
przy pomocy eksploratora Windows (Windows Explorer).

3. Otwoérz plik ‘run file’ w opcji ‘AQ mode’ oprogramowania PyroMark Q24 Software
poprzez wybranie ‘Open’ w menu ‘File’ menu lub poprzez 2-krotne klikniecie na plik
(w) w przegladarce plikdw (shortcut browser).

4. Uzywajgc wtyczki ‘RAS Extension Plug-In Report’ celem wygenerowania raportu,
wybierz ‘AQ Add On Reports/RAS Extension’ z zaktadki ‘Reports’ w menu (Rysunek 6).

Uwaga: Mutacje w kodonie 61 genu KRAS musza by¢ dodatkowo przeanalizowane przy
pomocy oddzielnej wtyczki KRAS poprzez wybranie ‘AQ Add On
Reports/KRAS/Codon 61’ z zaktadki ‘Reports’ w menu.

§ PyroMark Q24 2.0.6 - [AQ Run Analysis - CM\...\Example Runs\RAS Extension example un]

@ File Tools | Reports | Window Help
= - ﬁ r=] AQ Analysis Statistics
Ea__l _Shortc:uts AQ Analysis Results
E—]--':-J Example A AQ Pyrogram Report
2+ Py
= AQ Full Report Setup
w3 B AQAddOnReports b | BRAF
gﬂ ﬁ SNP Analysis Results GIST KRAS 148
El_:I K SNP Pyrogram Report | RAS Extension ptrol wild-type control
= &R SNP Full Report EGFR [ TSR (TRTTNTRTIRRT e
B Fro ; KRAS v
EI_:I B SNP Overview Report T3
ELIEGFR |- .. gttt b sgemeninis i st b e
B GIST sample sample sample
El_:i VST | ||  [[-ssninisininisisivisisiciel il atsivintuiesssninivintsisivie bsissivivsninivinisintniziainivinie] b
-4 RAS Extension
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Rysunek 6. Menu dla RAS Extension Plug-In Report.

Wyniki dla poszczeglnych probek (dotkdw) zostang automatycznie przeanalizowane dla
wszystkich mutacji z LOD jak podano w Tabela 9, strona 49. Wyniki zostang
przedstawione w tabeli, tak jak pokazano na Rysunek 7, a nastepnie rowniez pozostate
wyniki wraz z pyrogramami i analizg jakosci.

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
A8 |NRAS Codon 146 | wild- ;- control No mutation detected

w z —-——-

iscs Jaws [

NEAS Codon 61 No muranon deected
N'RAS Cudon 117 s.lmplc Potential low level mutation ™
0 146 | samp No mutation detected

i
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.

Rysunek 7. Raport RAS Extension Plug-In.

5. Zastosowanie analizy typu AQ:

Celem dokonania analizy reakcji i otrzymania kliknij na jeden z przyciskow ‘Analyze’.

m Analizuj wszystkie dotki.
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| Jsiis Analizuj wybrany dotek.

Wyniki analizy (czestos$¢ wystepowania alleli) oraz ocena jakos$ciowa sg pokazane
powyzej zmiennej pozycji na wykresie pyrogramu. Wiecej informacji znajduje sie w
Instrukcji Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Aby wygenerowac raport, wybierz opcje ‘AQ Full Report’ lub ‘AQ Analysis
Results’ w menu ‘Reports’.

Uwaga: Dla uzyskania wiarygodnych wynikéw rekomendowana jest analiza
pojedynczych pikéw o wysokosci przymjmniej 30 RLU (relative light units). Ustaw 30
RLU jako ‘required peak height for passed quality’ w ustawieniach analizy i upewnij sie, ze
przelicznik redukcji ‘A-peak reduction factor’ jest ustawiony na 0,86 dla analizy kodonu 61
genu NRAS (patrz Dodatek A: Przygotowanie analiz therascreen RAS Extension Pyro’,
strona 70 oraz Instrukcja Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24).

Wyniki z raportu ‘AQ Analysis’ powinny zosta¢ uzyte w celu dokumentacji i interpretaciji
czestosci wystepowania alleli. Wyniki numeryczne przedstawione w pyrogramie sg
zaokraglone i nie pokazujg doktadnych wynikéw ilosciowych.

Uwaga: Pyrogram powinien by¢ zawsze porownywany z histogramem, ktéry moze byc¢
wyswietlony po wybraniu odpowiedniej opcji po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w
oknie pyrogramu. Wysokosci pikow pyrogramu powinny korespondowac¢ z wysokoscig
stupkéw histogramu. Patrz réwniez ‘Btad! Nie mozna odnalez¢ zrédta odwotania.’,
strona 46.

Reanaliza prébek bez wykrytej mutacji i oznakowanych standardowa nota
‘Sequence to Analyze’ lub oceng jakosci ‘Check’ (sprawdz) lub ‘Failed’
(niepowodzenie).

Standardowa opcja ‘Sequence to Analyze’ jak to jest zdefiniowane w ustawieniach
analizy (Analysis Setup) odnosi sie do najczestszych mutacji punktowych
uwzglednionych w analizach therascreen RAS Extension Pyro.

Zdecydowanie zaleca sig reanalize wszystkich probek bez wykrytej mutacji z uzyciem
standardowej opcji “Sequence to Analyze’ oraz prébek oznaczonych notg jakosci
‘Check’ lub ‘Failed’. Noty jakosci ‘Check’ oraz ‘Failed’ mogg wskazywac¢ na obecnos¢
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‘mutacji nie uwzglednionej w standardowej opcji ‘Sequence to Analyze’, skutkujac
pojawieniem sie niespodziewanych pikow referencyjnych.

Celem reanalizy i wykrycia innych mutacji idz do ‘Analysis Setup’ i zmien ‘Sequence to
Analyze’ pod katem wariantéw opisanych w Tabela 16 i Tabela 17 w ‘Dodatek A:
Przygotowanie analiz therascreen RAS Extension Pyro’ lub wariantéw innych rzadkich
lub nieoczekiwanych mutacii. Kliknij “Apply’, a nastepnie gdy pojawi sie okno ‘Apply
Analysis Setup’ kliknij “To All'.

Zaktualizowane dane dotyczgce czestotliwosci mutacji dla ludzkich genéw KRAS i
NRAS sg dostgpne w internecie pod adresem Sanger Institute:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Uwaga: Po zmianie obszaru ‘Sequence to Analyze’, upewnij sie, ze minimalna
wysokos$¢ wartosci odciecia (threshold) pojedynczego piku jest ustawiona na 30 RLU i
upewnij sie, ze przelicznik redukcji ‘A-peak reduction factor’ jest ustawiony na 0,86 dla
analizy kodonu 61 genu NRAS (patrz ‘Dodatek A: Przygotowanie analiz therascreen
RAS Extension Pyro', strona 70).

Uwaga: W sekwencjonowanym obszarze mogg by¢ obecne dodatkowe rzadkie lub
nieoczekiwane mutacje, ktére moga by¢ analizowane z uzyciem alternatywnego obszaru
‘Sequence to Analyze’ uwzgledniajgcego nieoczekiwane mutacje.

Uwaga: Gdy wysokos¢ pikow nie odpowiada wysokosci stupkéw histogramu i nie moze
by¢ wyttumaczona obecnoscig rzadkich lub nieoczekiwanych mutacji, zaleca sie

powtdrzenie reakcji pirosekwencjonowania.

45
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Interpretacja Wynikow

Interpretacja wynikow detekciji i analizy mutacji wystepujgcych na
niskim poziomie

Kazda analiza w kazdym eksperymencie pirosekwencjonowania powinna zawiera¢ probke
kontrolng DNA. Jest to potrzebne do wiasciwej identyfikacji i interpretacji wynikow dla mutaciji
wystepujgcych na niskim poziomie oraz jako kontrola poziomu tta. Zmierzona czestotliwosé
dla prébki kontrolnej powinna by¢ mniejsza lub rowna wartosci LOB (limitu proby $lepej; ang.
limit of blank). Wartosci LOB oraz LOD (limit detekcji; ang. limit of detection) podane w
instrukcjach mogg by¢ uzywane podczas oceny obecnosci mutacji. Wartosci te zostaty
ustalone przy uzyciu mieszanin plazmidow zawierajgcych sekwencje typu dzikiego lub

odpowiadajgce im sekwencje zmutowane.

Po analizie z uzyciem oprogramowania PyroMark Q24 Software lub Plug-In Reports mozliwe
sa trzy typy wynikéw. Dla danych LOD patrz Tabela 9.

® Czestotliwo$¢ mutacji < LOD: Mutacja nie wykryta
® Czestotliwo$¢ mutacji > LOD + 3 %: Mutacja obecna

® Czestotliwos¢ mutacji =2 LOD and < LOD + 3 % units: Potencjalnie mutacja na niskim

poziomie

Uwaga: W przypadku uzywania wtyczki RAS Extension Plug-In Report (patrz punkt 5 “
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Protokot 6: Analiza reakcji PyroMark Q24, strona 42) i wystgpi taka sytuacja, zostanie

wygenerowane ostrzezenie.

Zakres LOD do LOD + 3 %, w warunkach optymalnych pozwala na czutg detekcje mutacji
na niskim poziomie. Zmierzona czestotliwos¢ ponad LOB dla niemetylowanej probki
kontrolnej wskazuje na wyzszy niz zwykle poziom tta w danej reakcji, co moze wptywac¢ na
ocene ilosciowg alleli, w szczegolnosci dla mutacji na niskim poziomie. Dlatego ostrzezenie
dla wynikéw dla mutacji potencjalnie na niskim poziomie (Potential low level mutation) musi

zosta¢ uwaznie przeanalizowane.

Prébki wskazujgce na wystepowanie mutacji na niskim poziomie moga by¢ uznane za
pozytywne dla danej mutacji tylko po potwierdzeniu przez powtdrng analize w duplikacie
razem z kontrolnym niemetylowanym DNA. Wynik dla obu duplikatéw powinien dawac¢ wynik
dla danej mutacji o warto$ciach = LOD, podczas gdy probka kontrolna powinna dawac¢ wynik
negatywny (No mutation detected). W przeciwnym razie prébka badana powinna zosta¢
uznana za negatywng (No mutation detected).

Zwiekszony poziom tta dla mutacji moze by¢ wykryty poprzez poréwnanie wartosci LOB
podanych w instrukcji do wartosci otrzymanych z analizy niemetylowanego DNA
kontrolnego. Probki wykazujgce potencjalne wystepowanie mutacji na niskim poziomie
moga by¢ uznane jako negatywne (Mutation not detected) bez potrzeby powtarzania, o ile
zmierzona czestotliwo$¢ dla niemetylowanego DNA kontrolnego jest wyzsza od LOB dla
danej mutacji podanego w instrukcji. Dla prébek wykazujgcych potencjalne wystepowanie

mutacji na niskim poziomie mozliwe sg zatem trzy rozne scenariusze.

1. Pomiar czestotliwosci z niemetylowanym DNA kontrolnym >LOB dla danej mutacji:
Probka moze by¢ uznana za negatywng (Mutation not detected) bez powtarzania.

2. Wyniki dla duplikatéw nie sg powtarzalne: Prébka powinna by¢ uznana za negatywnag
(Mutation not detected).
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3. Whyniki dla duplikatow sg powtarzalne i niemetylowane DNA kontrolne <LOB dla danej
mutacji: Wykryto mutacje (Mutation detected).

Uwaga: Pyrogram powinien byé zawsze poréwnywany z histogramem, ktéry moze byé
wys$wietlony po wybraniu odpowiedniej opcji po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w
oknie pyrogramu. Wysokosci pikdw pyrogramu powinny korespondowaé¢ z wysokos$cig
stupkéw histogramu. Pyrogramy powinny zostac przeanalizowane pod katem wystepowania
nieoczekiwanych pikéw. Gdy wysokos$¢ pikdw nie odpowiada wysokosci stupkdw histogramu
i nie moze by¢ wyttumaczona obecnoscia rzadkich lub nieoczekiwanych mutacji, zaleca sie
powtdrzenie reakcji pirosekwencjonowania. Wynik zakonczony niepowodzeniem nie jest
podstawg do oceny stautsu mutacji. Dla wykrytej mutacji zmiana wysokosci piku jest zwsze
powigzana z korespondujgcg zmiang wysoko$ci kolejnego piku. Zmiana wysokosci

pojedynczego piku nie powinna byé uznawana za wskazujgcg na obecnos¢ mutac;ji.

Uwaga: Do interpretacji wynikow zaleca sie uzywanie wtyczki RAS Extension Plug-in
Report. Celem blizszej analizy prébek wykazujgcych potencjalne mutacja na niskim
poziomie, zaleca sie wykonanie dodatkowej recznej analizy probki w oprogramowaniu (np.

dla poréwnania z czestotliwoscig wystepowania mutacji probki kontrolnej).

Uwaga: Decyzje dotyczgce leczenia pacjentdbw nowotworowych nie powinny by¢
podejmowane wylgcznie na podstawie statusu mutacji dla gendéw KRAS i NRAS.
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Tabela 9. Wartosci LOB i LOD ustalone dla specyficznych mutacji

Substytucja w LOB LOD COSMIC ID*
kw. nukleinowym Substytucja aminokwasow (%) (%) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A AS9T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS kodon 61 (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 kodon 117 (AAA)

351A>C K117N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS kodon 146 (GCA)

436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 18 4,8 19905
437C>T A146V 2,1 5,1 19900
NRAS kodon 12 (GGT) 24

24GA G12S 1,4 563
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 kodon 13 (GGT)

37G>A G13s 1,2 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) 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575
NRAS kodon 59 (GCT)

175G>A ASQT 3,8 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -
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Substytucjaw LOB LOD COSMIC ID*
kw. nukleinowym Substytucja aminokwasow (%) (%) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A AS9T 0,5 3,5 546

NRAS kodon 61 (CAA)

181C>A Q61K 4,1 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 5,8 587

NRAS kodon 117 (AAG)

351G>C K117N 1,4 4.4

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

NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T 1,4 4,4 27174
436G>C A146P 3,5 7,2 -

437C>T Al46V 4,8 78 -

* Zrédto: ‘Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’, dostepne online na stronie Sanger Institute pod adresem
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

-+

Najnizszy poziom mutacji w probce dajgcy wynik mierzonej czestotliwosci >LOD.
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Wyniki reprezentatywne

Reprezentatywne pyrogramy z wynikami przedstawiono na Rysunek 8 doRysunek 15.Rysunek

14. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy probki o dzikim genotypie dla analizy NRAS 117.

10 15 20

5
Rysunek 8. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy probki o dzikim genotypie dla analizy KRAS 59/61.

”m
o B 3

Rysunek 9. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy probki o dzikim genotypie dla analizy KRAS 117.
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Rysunek 10. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy prébki o dzikim genotypie dla analizy KRAS 146.
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Rysunek 12. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy prébki o dzikim genotypie dla analizy NRAS 59.
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Rysunek 13. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy prébki o dzikim genotypie dla analizy NRAS 61.

c: 2%
G: 98%

Rysunek 14. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy probki o dzikim genotypie dla analizy NRAS 117.

A: 2%
C: Z%
Go 34%
T: 1%

Rysunek 15. Wykres pyrogramu bedacy wynikiem analizy probki o dzikim genotypie dla analizy NRAS 146.
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Rozwigzywanie Problemow

Niniejszy poradnik rozwigzywania probleméw moze by¢ pomocny w przypadku pojawienia

sie trudnosci i kwestii niejasnych. Wiecej informacji dotyczacych rozwigzywania problemoéow

mozna znalezé na stronie internetowj ‘Frequently Asked Questions’ (czesto zadawane

pytania) w centrum pomocy technicznej: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Specjalisci

w centrum pomocy technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢ wszelkich informacji

dotyczacych zaréwno tresci niniejszej instrukcji, jak i innych probleméw zwigzanych z

rozwigzaniami QIAGEN — od probki do wyniku. Wiecej informacji kontaktowych dostepnych

jest na ostatniej stronie niniejszej instrukcji oraz pod adresem: www.giagen.com

Komentarze i sugestie

Wynik ‘check’ (sprawdz) lub ‘failed’ (niepowodzenie)

a) Niskie piki

b) Mutacja nie zdefiniowana w
‘Sequence to Analyze’

c) Niespodziewana rzadka
mutacja

Btedy w przygotowaniu PCR lub przygotowaniu prébek do
pirosekwencjonowania moga prowadzi¢ do powstawania zbyt matych pikéw.

Istotnym jest catkowite pobranie probek przez narzedzie prézniowe. Upewnij
sie, ze jest ono opuszczane powoli do prébek i ze geometria ptytki PCR
uzywanych do immobilizacji pozwala na catkowite pobranie prébek.

Regularnie przeprowadzaj test funkcjonowania koncéwek filtrujgcych oraz
wymieniaj je na nowe zgodnie z zaleceniami opisanymi w Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

W przypadku pojawienia sie komunikatu ‘Check’, uwaznie poréwnaj
pyrogram z histogramem (widocznym poprzez wybranie opcji wywotanej
kliknigciem prawym przyciskiem myszy na pyrogramie). Jesli wysoko$¢
pikéw odpowiada wysokosci stupkéw, to wynik jest wazny. W przeciwnym
razie zalecana jest powtorna naliza prébki.

Dopasuj analizowang sekwencje (Sequence to Analyze) w ustawieniach
reakcji (patrz ‘Dodatek A: Przygotowanie analiz therascreen RAS Extension
Pyro*, strona 70) i ponownie przeprowadz analize. Mutacje nie
uwzglednione w ‘Sequence to Analyze’ mogag by¢ identyfikowane przy
pomocy narzedzia do symulacji wzorca (pattern simulation tool).

Komunikat oceny jakosci wyniku ‘Check’ lub ‘Failed’ moze by¢
spowodowany niespodziewanym wzorem wykresu. Moze to wskazywac¢ na
obecno$¢ niespodziewanej mutaciji, ktora nie jest analizowana w ramach
zadanej sekwencji do analizy. Takie probki powinny by¢ analizowane z
uzyciem alternatywnej sekwencji do analizy uwzgledniajgcej takg mutacje.
Mutacje nieuwzglednione w ‘Sequence to Analyze’ mogg by¢
identyfikowane przy pomocy narzedzia do symulacji wzorca (pattern
simulation tool).
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Komentarze i sugestie

d) Ostrzezenie sygnalizujgce Pyrogram powinien zosta¢ uwaznie poréwnany z histogramem (widocznym
duze odchylenie wysoko$ci  poprzez wybranie opcji wywotanej kliknigciem prawym przyciskiem myszy
piku ‘High peak height na pyrogramie). Jesli wysokos$ci pikow odpowiadajg wysokosci stupkéw i nie
deviation’ dla danego moga by¢ przypisane rzadkim mutacjom, to zalecana jest powtdérna analiza
dozowania (dispensation). probki.

Wysoki poziom tta

a) Nieprawidtowe Przechowuj nukleotydy w 2—8°C. Przechowywanie w —15 do —25°C moze
przechowywanie powodowac¢ wzrost poziomu tta.
nukleotydéw

b) Kroétkie schtadzanie prébek  Trzymaj prébki na statywie ‘PyroMark Q24 Plate Holder’ w temp. pokojowej
przed rozpoczeciem analizy przez 10-15 minut. Nie skracaj czasu schtadzania.

pirosekwencjonowaniem

c) Zanieczyszczenie kartridza  Ostroznie oczy$¢ kartridz zgodnie z wytycznymi w instrukcji kartridzy.
Przechowuj kartridz zabezpieczony przed $wiattem i kurzem.

Brak sygnatéw dla kontroli pozytywnych (niemetylowane DNA kontrolne)

a) Niewystarczajgca dla Upewnij sig, ze kartridz aparatu PyroMark Q24 jest napetniony
wszystkich probek ilos¢ odczynnikami zgodnie z protokotem pre-reakcyjnym (Pre Run Information) z
mieszaniny enzymoéw lub menu ‘Tools’.
substratow

b) Nieprawidtowe Przygotuj odczynniki zgodnie z instrukcjami w ‘Przechowywanie i
przechowywanie lub obchodzenie sie z odczynnikami‘ na stronie Fehler! Textmarke nicht

rozcienczanie odczynnikéw  definiert. oraz ‘Protokdét 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie
PyroMark Q24 ‘ na stronie 38.

c) Niepowodzenie w Ostroznie wyczy$¢ kartridz zgodnie z zaleceniami w instrukcji produktu.
przygotowaniu PCR lub Przechowuj kartridz z dala od $wiatta i kurzu
prébki
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Kontrola Jakosci

Zgodnie z wymaganiami ceryfikatu zarzadzania jakoscig 1SO firmy QIAGEN, kazda partia
produktu therascreen RAS Extension Pyro Kit jest testowana pod wzgledem
predeterminowanych specyfikacji, celem zapewnienia statej jakosci produktu.

Ograniczenia

Test jest zaprojektownay do wykrywania 37 mutacji dla genéw KRAS lub NRAS. Probki
dajgce wynik negatywny (No Mutation Detected) mogg zawiera¢ mutacje dla genéw KRAS
lub NRAS, ktdre nie sg uwzglednione w niniejszym zestawie analitycznym.

Wykrycie mutaciji jest zalezne od integralnosci oraz amplifikowalno$ci DNA dla danej probki.

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit jest uzywany w procedurze wykorzystujgcej
reakcje tancuchowg polimerazy (PCR - polymerase chain reaction). Podobnie jak w
przypadku wszystkich procedur PCR, prébki badane moga byé zanieczyszczone DNA
pochodzacym z innych zrédet oraz DNA kontroli pozytywnych. Zachowaj ostroznos¢, aby
unkngc¢ zanieczyszczenia prébek i odczynnikow.

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne musza by¢ interpretowane w powigzaniu z
innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi.

Sprawdzenie wydajnosci systemu jest odpowiedzialnoscig uzytkownika w kontekscie
procedur stosowanych w jego laboratorium, a ktére nie sg objete testami wykonywanymi
przez QIAGEN.
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Charakterystyki Wydajnosci
Limit proby Slepej i limit detekciji

Wartosci LOB oraz LOD zostaty ustalone dla szeregu mutacji przy pomocy mieszanin
plazmidéw (Tabela 10). LOB oraz LOD zostaly ustalone zgodnie z wytycznymi Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP17-A2 ‘Protocol for determination of limits
of detection and limits of quantitation; approved guideline’ (Protokét ustalania limitow detekcji
oraz pomiardw ilosciowych; zaaprobowany poradnik). Btedy o oraz p (odpowiednio,
falszywie pozytywne i fatszywie negatywne) zostaty ustalone na 5%. Wartosci LOB
odzwierciedlajg zmierzong czestotliwos¢ otrzymang dla probki dzikiej. Wartosci LOD
odzwierciedlajg najnizszy sygnat (mierzonej czestotliwosci) mogacy by¢ uznanym, jako

pozytywny dla danej mutacji.
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Tabela 10. Wartosci LOB oraz LOD ustalone dla specyficznych mutacji

Substytucja w LOB LOD COSMIC ID*
kw. nukleinowym Substytucja aminokwasow (%) (%) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A AS9T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS kodon 61 (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 kodon 117 (AAA)

351A>C K117N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519
KRAS kodon 146 (GCA)

436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 18 4,8 19905
437C>T A146V 2,1 5,1 19900
NRAS kodon 12 (GGT) 24

24GA G12S 1,4 563
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 kodon 13 (GGT)

37G>A G13s 1,2 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) 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575
NRAS kodon 59 (GCT)

175G>A ASQT 3,8 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -
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Substytucjaw LOB LOD COSMIC ID*
kw. nukleinowym Substytucja aminokwasow (%) (%) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A AS9T 0,5 3,5 546

NRAS kodon 61 (CAA)

181C>A Q61K 4,1 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 5,8 587

NRAS kodon 117 (AAG)

351G>C K117N 1,4 4.4

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

NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T 1,4 4,4 27174
436G>C A146P 3,5 7,2 -

437C>T Al46V 4,8 78 -

* Zrédto: ‘Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’, dostepne online na stronie Sanger Institute pod adresem
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Najnizszy poziom mutacji w prébce dajgcy wynik mierzonej czestotliwosci >LOD.

Mutacje GGT >TGT oraz GGT > GTT w kodonie 13 NRAS

Dla tych mutacji pomiary proby slepej byty zgodnie bliskie 0 %, co skutkowato dystrybucjg
nie-Gausianskg. W zwigzku z tym LOD byto ustalane przy uzyciu innej metody, zgodnie z
wytycznymi ‘CLSI Guideline EP17-A’. Najnizszy sygnat wskazujacy na obecnos$¢ mutacji
(LOD) w tych pozycjach byt ustawiony na 2 % ponad poziom odpowiedniej linii bazowej, jak
zdefiniowano na podstawie 95 percentyla dla pomiaréw préb slepych. Podczas analizy
probki o poziomie mutacji podanym w nawiasie (Tabela 9), 95% wynikoéw (n=72) data sygnat,
ktory mozna uznac¢ za pozytywny (>LOD). Dla LOB/LOD patrz Tabela 10.
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Uwaga: Startery do PCR oraz pirosekwencjonowania dla kodonéw 12, 13 i 61 genu NRAS
sg takie same jak w zestawie therascreen NRAS Pyro Kit (nr kat. 971530). Dane wydajnosci

dla tych kodonéw NRAS pozostajg niezmienione.

Liniowos¢

Liniowos¢ zostata ustalona przy uzyciu mieszanin plazmidéw zawierajgcych dzikg lub
odpowiednig zmutowang sekwencje dla mutacji 176C>G dla kodonu 59 KRAS, 351A>T dla
kodonu 117 KRAS, 436G>C dla kodonu 146 KRAS, 34G>A dla kodonu 12 NRAS, 37G>A
dla kodonu 13 NRAS, 175G>A dla kodonu 59 NRAS, 182A>G dla kodonu 61 NRAS,
351G>C dla kodonu 117 NRAS oraz 437C>T dla kodonu 146 NRAS. Plazmidy byty
mieszane w réznych proporcjach tak, aby odzwierciedli¢ cztery poziomy mutacji (5, 10, 30,
oraz 50%). Kazda mieszanina byla analizowana z trzema réznymi partiami zestawu
therascreen RAS Extension Pyro Kit w trzech analizach i trzech powtérzeniach probek.

Wyniki (n=9 dla kazdego poziomu mutacji) byly analizowane zgodnie z wytycznymi CLSI
Guideline EP6-A2 ‘Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: a
statistical approach; approved guideline’ (Ocena liniowosci dla procedur pomiaréw
ilosciowych: analiza statystyczna; zaaprobowany przewodnik) przy uzyciu oprogramowania
Analyse-it® Software v2.21. Wyniki te pokazane sg na Rysunek 16.

Wyniki byly liniowe w zakresie dopuszczalnej nieliniowosci 5 % w testowanym zakresie
poziomu mutacji 5 - 50%. Podobne wyniki zostaty otrzymane dla wszystkich mutac;ji
uwzglednionych w tescie dla kodonéw 59, 117 i 146 KRAS oraz dla kodonéw 12, 13, 59, 61,
1171146 NRAS.
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Rysunek 16. Liniowos¢é mutacji 176C>G dla kodonu 59 KRAS.
Precyzja

Dane dotyczace precyzji pozwalajg na okreslenie catkowitej zmiennosci analiz i zostaty
uzyskane na trzech réznych poziomach poprzez analize wyzej wymienionych mieszanin
plazmidéw w trzech powtdrzeniach dla kazdego.

Powtarzalno$¢ (w ramach jednego zestawu oraz jako zmienna pomiedzy partiami) byta
obliczona na podstawie danych okreslajgcych liniowo$¢ (trzy analizy tego samego dnia przy
uzyciu réznych partii zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit). Usredniona precyzja
(wewnatrzlaboratoryjna) byta okreslona podczas trzech analiz w tym samym laboratorium w
trzech réznych dniach i wykonanych przez réznych operatoréw, na réznych aparatach
PyroMark Q24 i réznych partiach therascreen RAS Extension Pyro Kit. Odtwarzalnos¢
(zmiennos$¢ zewnatrzlaboratoryjna) byta obliczona na podstawie danych z dwéch analiz z
niezaleznych laboratotiow i przy uzyciu réznych partii zetsawow therascreen RAS Extension
Pyro Kit.

Szacunkowa precyzja jest wyrazona, jako odchylenie standardowe zmierzonej
czestotliwosci mutacji w % (Tabela 11).
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Tabela 11. Precyzja dla mutacji*

Powtarzalnos¢

Usredniona precyzja

Odtwarzalnosé

% Zmutowanego Srednia 0os Srednia 0s Srednia 0s
plazmidu®
176C>G w KRAS kodon 59
5 4,0 0,7 3,8 0,6 4,2 11
10 8,4 1,2 8,5 1,0 8,4 14
30 26,1 1,2 26,3 1,1 26,8 1,2
50 43,9 1,5 44,0 0,7 43,7 1,3
351A>T w KRAS kodon 117
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 1,3 54,5 1,6
436G>C w KRAS kodon 146
5 4,2 0,6 4,1 0,5 3,7 12
10 9,6 0,9 9,1 0,9 8,6 1,3
30 29,0 0,9 28,8 1,0 28,1 1,1
50 47,5 1,5 46,8 0,7 45,6 1,9
34G>A w NRAS kodon 12°
5 75 1,2 7,3 1,0 6,7 1,3
10 14,6 1,3 13,5 1,1 13,7 1,3
30 37,8 1,9 37,9 15 36,1 2,9
50 59,8 1,7 60,4 2,0 57,5 3,1
175G>A w NRAS kodon 59
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 1,1 29,6 12 29,9 19
50 49,0 1,1 48,3 1,3 48,9 1,4
182A>G w NRAS kodon 61
5 6,4 0,9 6,8 0,7 7,2 1,0
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 15 53,3 1,8 53,1 2,0
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Powtarzalnos¢ Usredniona precyzja Odtwarzalnosé

% Zmutowanego Srednia 0s Srednia 0s Srednia 0s
plazmidu®

351G>C w NRAS kodon 117

5 4,9 0,2 50 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 04 48,8 0,6 48,8 0,6
437C>T w NRAS kodon 146

5 44 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

* Wszystkie wartosci podane sa jako %. OS: odchylenie standardowe (n=9 dla powtarzalno$ci i uérednionej precyziji,

n=12 dla odtwarzalno$ci).

T Na podstawie pomiaréw fluorymetrycznych; dla mutacji 34G>A w kodonie 12 NRAS na podstawie ODzeo.

63

therascreen RAS Extension Pyro Kit Handbook 05/2016




Ocena diagnostyczna

Zestaw therascreen RAS Extension Pyro Kit zostat przetestowany w dwdch réznych
analizach w poréwnaniu do sekwencjonowania Sangera.

Pierwsze badanie zostalo uprzednio wykonane celem oceny zestawu therascreen NRAS
Pyro Kit w poréwnaniu do sekwencjonowania Sangera. DNA zostato wyizolowane ze 100
probek FFPE tkanki nowotworowej szpiku i przeanalizowane pod katem mutaciji dla kodonéw
12/13 oraz 61.

Jako ze analizy dla kodonow 12/13 i 61 NRAS zestawu therascreen NRAS Pyro Kit sg
zawarte w zestawie therascreen RAS Extension Pyro Kit bez zmian, pokazane wyniki zostaty
wygenerowane dla analizy zestawu therascreen NRAS Pyro Kit.

W drugim badaniu DNA zostato wyizolowane ze 110 probek FFPE z przerzutujgcego raka
jelita grubego (MCRC) i przeanalizowane dla mutcji w kodonach 59, 61, 117 i 146 ludzkiego
genu KRAS oraz kodonach 59, 117 i 146 dla ludzkiego genu NRAS. Mutacje na niskim
poziomie byly analizowane z uzyciem DNA plazmidowego dodawanego do probek DNA typu
dzikiego z preparatéw FFPE.

W obu badaniach DNA bylo izolowane przy pomocy zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit, po czy przeanalizowane z uzyciem analiz zawartych w zestawie therascreen RAS
Extension Pyro Kit na aparacie PyroMark Q24. Sekwencjonowanie Sangera zostato
wykonane na aparcie Applied Biosystems® 3730xl Genetic Analyzer.

Ocena kodonow 12, 13 i 61 genu NRAS

Na 100 przeanalizowanych prébek, status mutaciji dla kodonéw 12/13 i 61 zostat okreslony w
97 przypadkach. W czterech przypadkach na 100 mutacje w kodonach 12 i 13 zostaty
zidentyfikowane metodg Sangera.
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Na 100 przeanalizowanych probek, status mutacji w dwoch przypadkach byt odtworzony z
uzyciem zestawu therascreen NRAS Pyro Kit i zadne mutacje nie zostaty zidentyfikowane.
Wyniki sg przedstawione w Tabela 12. Zadne mutacje dla kodonu 61 nie zostaty
zidentyfikowane.

Poza prébkami, ktorych analiza zakonczyta sie niepowodzeniem w przypadku jednej lub obu
metod zestaw therascreen NRAS Pyro Kit oraz sekwencjonowanie Sangera wykazaty 98%
i 100% zgodno$¢ wynikow, odpowiednio dla kodondw 12/13 oraz 61 (patrz Tabela 12).

Tabela 12. Wyniki przeanalizowanych prébek dla kodonéw 12, 13 i 61 NRAS.

Sekwencjonowanie Sangera
Mutant dla Mutant dla
kodonu 12/13 kodonu 61 Typ dziki Nieznany Razem

Mutant dla 2 - - - 2
n kodonu
< 12/13
g
=5 Mutant dla _ _ _ _ _
8o kodonu 61
5>
2 Typ dziki 2 - 90 3 95
f:: Nieznany - - 3 - 3

Razem 4 - 93 3 100

Ocena kodonéw 59, 61, 117 i 146 KRAS oraz kodonéw 59, 117 i 146 NRAS

W drugim badaniu DNA zostato wyizolowane ze 110 probek FFPE z przerzutujgcego raka
jelita grubego (MCRC) i przeanalizowane dla mutcji w kodonach 59, 61, 117 i 146 ludzkiego
genu KRAS oraz kodonach 59, 117 i 146 dla ludzkiego genu NRAS. W zwigzku ze
spodziewanym niskim poziomem w probkach klinicznych, wszystkie mutacje uwzglednione
w zestawie therascreen RAS Extension Pyro zostaty przeanalizowane dodatkowo dla 56
probek z uzyciem DNA plazmidowego dodawanego do prébek DNA typu dzikiego z
preparatow FFPE. Wszystkie mutacje zostaty zidentyfikowane w przypadku obu typéw
sekwencjonowania — Sangera i pirosekwencjonowania.
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Sposréd wszystkich 166 przeanalizowanych prébek, wyniki byly zgodne pomiedzy
zestawem therascreen RAS Extension Pyro Kit oraz sekwencjonowaniem Sangera w 137
przypadkach (83%).

Przypadki niezgodne mogg by¢ spowodowane kilkoma czynnikami.

W zwigzku z wysokim poziomem tta, analiza 20 porébek sekwencjonowaniem Sangera nie
powiodta sie dla NRAS 59.

Sekwencjonowanie Sangera nie wykryto mutacji dla KRAS 59 oraz KRAS 61 odpowiednio
w 1 oraz 3 probkach. Wszystki cztery mutacje, na podstawie analizy pirosekwencjonowaniem,
miaty wyniki o niskiej czestotliwosci (7,5-13,1%). Fakt ten moze by¢ spowodowany nizszg
czuto$cig metody Sangera (15-20%) w poréwnaniu do pirosekwencjonowania (5%) (2).
Wszystkie pozostate prébki dla obu technik byty typu dzikiego.

W zwigzku z wykryciem podwdjnej mutacji (KRAS 59 - 61) jedna prébka byta sklasyfikowana
jako nieznana dla analizy pirosekwencjonowaniem.

Cztery probki zawierajgce dodane DNA plazmidowe wykazato dodatkowg mutacje A>G w
pozycji 350 sekwenc;ji kodujgcej KRAS, ktora nie jest uwzgledniona w zestawie therascreen
RAS Extension Pyro Kit. Mutacje zostaty wykryte przez analize reczna.
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Tabela 13. Wyniki analizy prébek dla kodonéw 59, 61, 117 i 146 KRAS oraz kodonéw 59, 117 i 146 NRAS.

KRAS KRAS KRAS KRAS KRAS2 NRAS® wt UK Razem
59 61 117 146
KRAS 59 8 - - - - - - 1 9
KRAS 61 = 6 = = = = 2 1 9
0 S KRAS117 - - 4 - - _ _ 4
T S KRAS 146 = = = 3 4 = = = 7
c
o Q
® c KRAS? - - - - - - - 16
[Sa=]
a2 0n
S 2 NRAS = = = = = 28 = = 28
T2
£ X
SO ow - - - - - - 71 16 87
UK 1 = = = = = 3 2 6
Razem 9 6 4 3 20 28 76 20 166

UK: Unknown (nieznana); wt: Wild-type (typ dziki).

2 KRAS - prébki z dodatkiem plazmidéw niosgcych mutacje KRAS 117 oraz 146.

5 NRAS - prébki z dodatkiem plazmidéw niosgcych mutacje NRAS 59, 117 oraz 146.

* Jedna probka zostata okreslona jako mutant KRAS 146 przy jednoczesnym niewaznym wyniku dla NRAS 117.

Czutosc¢ i specyficznos¢ analiz dla poszczegolnych kodonéw pokazane sg w Tabeli 14.

Tabela 14. Czutosc¢ i specyficznos¢ dla analiz kodonéw 59, 61, 117 i 146 KRAS oraz 59, 117 i 146 NRAS

Czutosé Specyficznosé Uwzglednione mutacje

Mutacja KRAS 59 100% 99% 175G>A [ 176C>G

Mutacja KRAS 61 100% 97% 181C>G / 182A>T / 183A>C/

183A>T

Mutacja KRAS 117 100% 100% 351A>C / 351A>T

Mutacja KRAS 146 100% 100% 436G>A | 436G>C / 437C>T
Mutacja NRAS 59 100% 100% 175G>A [ 176C>G

Mutacja NRAS 117 100% 100% 351G>C/351G>T

Mutacja NRAS 146 100% 100% 436G>A/ 436G>C / 437C>T

Uwaga: We wszystkich reakcjach przeprowadzonych celem oceny charakterystyk
wydajnosci sygnat wynosit ponad 30 RLU, tak jak jest to rutynowo uzyskiwane z 10 ng DNA
wyizolowanego z preparatéw tkankowych FFPE. Wyniki pirosekwencjonowania byly
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analizowane przy pomocy wtyczki RAS Extension Plug-in Report dla kodonéw 59, 61, 117
i 146 KRAS oraz 59, 117 i 146 NRAS.
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Symbole

Nastepujgce symbole mogg pojawi¢ sie na opakowaniach i etykietach:

Symbol

Opis symbolu

G

=z

<N>

SRl

LOT

Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> reakgc;ji

Uzyj do

Do medycznego uzytku diagnostycznego in vitro

Numer katalogowy

Numer partii (lot)
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Opis symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> reakc;ji

%)
<
<i‘ 3
o
=)
A
z
\

Numer materiatu

Komponenty (sktadowe)

Zawiera

Numer

Globalny Numer Jednostki Handlowej (Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

Producent

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Otrzezenie

~ERTHEEEE

Informacje Kontaktowe

Aby uzyskaé¢ pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informacji, zapraszamy do naszego
Centrum Pomocy Technicznej www.giagen.com/Support lub zadzwon na 00800-22-44-
6000 lub skontaktuj sie z jednym z wydziatébw pomocy technicznej QIAGEN lub z lokalnym
dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub odwiedz www.qgiagen.com).
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Dodatek A: Przygotowanie analiz therascreen
RAS Extension Pyro

Jesli wtyczka RAS Extension Plug-in Report zostata zainstalowana, predefiniowane ustawienia
analiz (Assay Setups) dla kodonéw 59/61, 117 i 146 KRAS oraz kodonéw 12/13, 59, 61, 117 i
146 NRAS sg dostepne poprzez przegladarke skrotow (shortcut browser) oprogramowania
PyroMark Q24 Software. Uzyj $ciezki dostepu ‘Example Files/PyroMark Setups/RAS Extension’.
W tym przypadku nie ma koniecznosci wykonywania kolejnych krokéw.

Wtyczke RAS Extension Plug-in Report mozna uzyska¢ z odpowiedniego katalogu na
stronie www.giagen.com w zaktadce ‘Product Resources’, sekcja ‘Protocol Files'.

Zdecydowanie zaleca sie kotrzystanie z wtyczki RAS Extension Plug-in Report, a nie z

analizy recznej.

Po zainstalowaniu wtyczki lub nowej instalacji oprogramowania PyroMark Q24 nalezy
sprawdzi¢ prawidtowe jej funkcjonowanie, zgodnie z instrukcjg wtyczki RAS Extension
Plug-In Quick Guide.

Gdy wtyczka RAS Extension Plug-in Report nie zostata zainstalowana, przed
przystgpieniem do analizy przy uzyciu zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit po raz
pierwszy, analiza musi zosta¢ zaprogramowana recznie. Zaprogramuj analize dla kodonéw
59/61, 117 i 146 KRAS oraz kodonéw 12, 13, 59, 61, 117 i 146 NRAS przy pomocy
oprogramowania PyroMark Q24 Software, jak to opisano ponizej.

Procedura

1. Na pasku narzedzi kliknij = i wybierz “New AQ Assay’.
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Tabela 15 pokazuje sekwencje do analizy (Sequences to Analyze) potrzebne do oceny
wszystkich odmiu analiz RAS Extension Pyro. W polu ‘Sequence to Analyze’ wpisz

sekwencje specyficzng dla danej analizy

. ‘Sequence to Analyze’ moze byc¢ takze zmieniona po reakcji celem analizy mutaciji dla

innych pozycji (patrz ‘Protokét 6: Analiza reakcji PyroMark Q24', strona 42).

Aby sprawdzi¢ czy mutacje sg obecne w innych nukleotydach zmien ‘Sequence to
Analyze’ zgodnie z Tabela 15. Zmiana ‘Sequence to Analyze' jest mozliwa po reakgji
(o ile reakcja nie jest zablokowana).

Uwaga: Upewnij sie, ze warto$¢ odciecia (thershold) dla wysokosci pojedynczego piku
jest ustawiona na 30 RLU. Dodatkowo upewnij sig, ze czynnik redukcji piku (A-peak

reduction factor) jest ustawiony na 0,86 dla analizy kodonu 61 NRAS.

Recznie wprowadz specyficzng kolejnos¢ dozowania “Dispensation Order’ na
podstawie Tabela 15.

Uwaga: Nie uzywaj przycisku funkcji ‘Generate Dispensation Order’. Obie sekwencje
“Sequence to Analyze’ oraz ‘Dispensation Order’ muszg by¢ wprowadzone recznie.

. Wybierz zaktadke ‘Analysis Parameters’ i zwieksz warto$¢ odciecia piku ‘Peak Height

Threshold - Required peak height for Passed quality:’ do 30.

Na pasku narzedzi kliknij o zachowaj analize jako ‘KRAS 59/61’ lub ‘KRAS 117’ lub
‘KRAS 146’ lub ‘NRAS 12/13’ lub ‘NRAS 59’ lub ‘NRAS 61’ lub ‘NRAS 117’ lub ‘NRAS
146'.

Tabela 15. Ustawianie analizy: ‘Sequence to analyze’ oraz ‘Dispensation order’ dla o$miu analiz zestawu
therascreen RAS extension Pyro Kit

Analiza therascreen Sekwencja do analizy Kolejnos¢ dozowania
RAS Extension (Dispensation order)
KRAS 59/61 CTCDTGACCTGCTGT GCTCAGTCAGACTAGCATGA
KRAS 117 ATAAHTGTGA GATGACTCGTG
KRAS 146 ATCAVCAAAGA GATCAGCTGAGC
NRAS 12/13 GNTGNTGTTGGGAAAAGC TACGACTCAGCATCGTAGAG
NRAS 59 ACAGNTGGAC TGACTAGCATGA
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Analiza therascreen
RAS Extension

Sekwencja do analizy

Kolejnos¢ dozowania
(Dispensation order)

KRAS 59/61
NRAS 61
NRAS 117
NRAS 146

CTCDTGACCTGCTGT
CNAGAAGAGTA
ABTGTGATTT
CANCCAAGACCA

GCTCAGTCAGACTAGCATGA

TCGTATCGAGAG

GACGTGTGA
GCAGTCAGAC

Tabela 16. Powszechne mutacje dla ludzkiego genu KRAS wykrywane zestawem therascreen RAS Extension
Pyro Kit z uzyciem odpowiednich sekwencji ‘Sequence to analyze’

Substytucjaw
kw. nukleinowym

Substytucja
aminokwasowa

Sequence to analyze
(sekwencja do analizy)

Cosmic ID (V70)*

KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A

176C>G
KRAS kodon 61 (CAA)

183A>C
182A>T
182A>G
183A>T

181C>G
KRAS kodon 117 (AAA)

351A>C

351A>T
KRAS kodon 146 (GCA)

436G>A
436G>C
437C>T

AS9T
A59G

Q61H
Q61L
Q61R
Q61H
Q61E

K117N
K117N

Al46T
Al146P
Al46V

CTCTTGACCTGNTGT
CTCTTGACCTNCTGT

CTCDTGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCDTGACCTGCTGT
CTCTTSACCTGCTGT

ATAAHTGTGA
ATAAHTGTGA

ATCAVCAAAGA
ATCAVCAAAGA
ATCAGBAAAGA

546
28518

554
553
552
555
550

19940
28519

19404
19905
19900

*

Sanger Institute pod adresem www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Zrodto: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (katalog mutacji somatycznych w nowotworach), dostepne w
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Tabela 17. Powszechne mutacje dla ludzkiego genu NRAS wykrywane zestawem therascreen RAS Extension
Pyro Kit z uzyciem odpowiednich sekwencji ‘Sequence to analyze’

Substytucja w
kw. nukleinowym

Substytucja
aminokwasowa

Sequence to analyze
(sekwencja do analizy)

Cosmic ID (V70)*

NRAS kodon 12 (GGT)

34G>A G12s NGTNGTGTTGGGAAAAGC 563
34G>T G12C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 562
34G>C G12R NGTNGTGTTGGGAAAAGC 561
35G>A G12D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 564
35G>T G12v GNTGNTGTTGGGAAAAGC 566
35G>C G12A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 565
NRAS kodon 13 (GGT)
37G>A G13Ss NGTNGTGTTGGGAAAAGC 571
37G>T G13C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 570
37G>C G13R NGTNGTGTTGGGAAAAGC 569
38G>A G13D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 573
38G>T G13Vv GNTGNTGTTGGGAAAAGC 574
38G>C G13A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 575
NRAS kodon 59 (GCT)
175G>A A59T ACAVCTGGAC 578
176C>G A59G ACAGNTGGAC -
NRAS kodon 117 (AAG)
351G>C K117N ABTGTGATTT -
351G>T K117N ABTGTGATTT —
NRAS kodon 61 (CAA)
181C>A Q61K VAAGAAGAGTA 580
182A>G Q61R CNAGAAGAGTA 584
182A>T Q61L CNAGAAGAGTA 583
183A>T Q61H CANGAAGAGTA 585
183A>C Q61H CANGAAGAGTA 586
183A>G Q61Q CANGAAGAGTA 587
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Substytucjaw Substytucja
kw. nukleinowym aminokwasowa

Sequence to analyze Cosmic ID (V70)*
(sekwencja do analizy)

NRAS kodon 12 (GGT)

NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T
436G>C Al146P
437C>T Al46V

CANCCAAGACCA 27174
CANCCAAGACCA -
CAGBCAAGACCA -

* Zrédto: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (katalog mutacji somatycznych w nowotworach), dostepne w

Sanger Institute pod adresem www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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Dodatek B: Opréznianie Pojemnika na Odpady
oraz Wanienek

AN

OSTRZEZENIE

Niebezpieczne chemikalia

Roztwér denaturujgcy (Denaturation Solution) uzywany ze stacjg
prézniowg zawiera dziatajgcy draznigco na skore i oczy wodorotlenek

sodu.

Zawsze no$ okulary ochronne, fartuch i rekawiczki.

Osoba lub instytucja odpowiedzialna (np. kierownik laboratorium) musi
zadbac, aby otaczajgce miejsce pracy byto bezpieczne i operatorzy
urzgdzen nie byli narazeni na niebezpieczne ilosci substanciji
toksycznych (chemicznych i biologicznych), tak jak to zdefiniowano w
odpowiednich kartach bezpieczenstwa (Safety Data Sheets - SDS) lub
innych dokumentach takich jak OSHA,* ACGIH,T lub COSHH*.

Wietrzenie oparéw oraz usuwanie odpadéw musi przebiegaé w
zgodzie ze wszystkimi krajowymi i lokalnymi przepisami dotyczgcymi

zdrowia i bezpieczenstwa, w tym przepiséw BHP.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (United States of America).
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (United States of America).
* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (United Kingdom).

Upewnij sie, ze przestrzegane sg wszelkie krajowe i lokalne przepisy $rodowiskowe

dotyczace pozbywania sie odpadow laboratoryjnych.
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Wazne informacje przed rozpoczeciem

Niniejszy protokét wymaga uzycia wody o wysokiej czystosci.

Procedura

1.

O M wbd

Upewnij sie, ze préznia w narzedziu prézniowym jest wylgczona (Off) i pompa
prézniowa jest takze wytgczona.

Usunh z wanienek pozostatosci roztworéw.

Przeptucz wanienki wodg o wysokiej czystosci lub wymien na nowe jesli potrzeba.
Opréznij pojemnik na odpady.

Pokrywa pojemnika moze zosta¢ odkrecona bez potrzeby odtgczania wezykow.

Jesli stacja prézniowa musi zosta¢ umyta (np. z powodu kurzu lub wyciekow), postepuj

zgodnie z wytycznymi zawartymi w Instrukcji Uzytkownika PyroMark Q24.
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Informacje dot. Zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
therascreen RAS Extension Na 24 reackcje: Sequencing Primers (startery 971590
Pyro Kit (24) sekwencyjne), PCR Primers (startery PCR),

Unmethylated Control DNA (niemetylowane DNA
kontrolne), PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad
Concentrate, Buffers (bufory) i Reagents
(odczynniki)
PyroMark Q24 MDx Platforma do detekcji sekwencji 9001513
metodg pirosekwencjonowania dla 24
prébek jednoczesnie
PyroMark Q24 MDx Vacuum Stacja prézniowa (220 V) do 9001515
Workstation (stacja prozniowa) preparatyki 24 probek jednoczesnie,
od produktu PCR do jednoniciowej
matrycy
PyroMark Q24 MDx Software Oprogramowanie analityczne 9019063
Akcesoria
PyroMark Q24 Plate (100) 24-dotkowa ptytka reakcyjna 979301
PyroMark Q24 Cartridge (3) Kartridze do dozowania nukleotyddw i 979302
odczynnikéw
PyroMark Vacuum Prep Filter Koncowki filtrujgce wielokrotnego 979010
Probe (100) uzytku do stacji PyroMark Vacuum
Workstation Q96 oraz Q24
PyroMark Control Oligo Odczynnik do sprawdzania dziatania 979303
systemu po instalacji
PyroMark Q24 Validation Oligo ~ ©Qdczynnik do testu wydajnosci 979304

systemu po instalacji
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Produkt Zawartos¢ Cat. no.

Powigzane produkty

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit Zestaw na 50 izolacji DNA: 50 56404
(50) QlAamp MinElute® Columns

(kolumny), Proteinase K (proteinaza

K), Buffers (bufory), Collection Tubes

(2 ml) (probdwki elucyjne)

Aktualne informacje na temat licencji i zastrzezeh dotyczgcych konkretnych produktéw
mozna uzyska¢ z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z instrukcji obstugi QIAGEN.
Podreczniki zestawéw QIAGEN i instrukcje obstugi sg dostepne na stronie
www.giagen.com. Mozna je takze zamdéwic¢ w dziale pomocy technicznej firmy QIAGEN lub
u lokalnego dystrybutora.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, 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).
LOgraniczona Umowa Licencyjna dla zestawu therascreen RAS Extension Pyro Kit

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika tego produktu na nastepujace warunki:

1. Niniejszego produktu mozna uzywac wytgcznie zgodnie z protokofami zawartymi w tym podreczniku i produkcie i tylko wraz z komponentami zawartymi w
panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub wigczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do
innych sktadnikéw, ktére nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem protokotéw dostarczonych wraz z tym produktem, tym podrecznikiem oraz
dodatkowymi protokotami dostepnymi na stronie www.giagen.com. Niektére z tych dodatkowych protokotéw zostaly udostepnione przez uzytkownikéw produktow
QIAGEN dla innych uzytkownikéw produktéw QIAGEN. Protokoty te nie zostaty w peini przetestowane ani zoptymalizowane przez QIAGEN. QIAGEN nie daje
gwarancji na ich dziatanie ani na nienaruszanie praw stron trzecich.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron trzecich.
3. Niniejszy zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub odsprzedawac.
4. Firma QIAGEN w szczegolnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w dokumentacii.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére mogtyby
Uprowadzi¢ do czynnos$ci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowac zakazy niniejszej Ograniczonej Umowy
Licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sadowych i procesowych, wigcznie z kosztami prawnikéw, przy wszystkich dziataniach,
ktore beda miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej Umowy Licencyjnej lub praw do wiasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub
jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sa dostepne na stronie www.giagen.com.
May-16 HB-1882-002 © 2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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