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RAS Extension Pyro Eklentisi Hakkinda

RAS Extension Pyro Eklentisi paketi sunlari igerir:

® RAS Extension Pyro Eklentisi Hizli BaslangiU Kilavuzu
e ki kurulum dosyas

® RAS Extension Pyro Eklentisi iglevsellik dogrulamasi igin referans raporu

Not: RAS Extension Pyro Eklentisinin sadece ilgili NRAS Pyro Kit ve RAS Extension Pyro Kit el
kitaplarinda tanimlanan uygulamalar igin gdsterilen zel NRAS Pyro Kitleri ve RAS Extension

Pyro Kitleriyle kombinasyon halinde kullanilmasi amaglanmigtr.

RAS Extension Pyro Eklentisinin Kurulumu

Onemli: RAS Extension Pyro Eklentisi, PyroMark Q24 Yazillm soromi 2.0 bulunan
PyroMark Q24 cihazlarinda kurulu olmalidir.

—_

. PyroMark Q24 Yazilimi 2.0 agiksa kapatin.
Kurulum *.zip dosyasini agin ve dosyalari gikarin.
setup.exe dosyasina ¢ift tiklayin.

Beliren iletisim kutularindaki talimatlari takip edin.

o > LN

PyroMark Q24 Yazilimi 2.0' baslatin. RAS Extension Pyro Eklenti Raporu simdi AQ
modundaki “Reports” (Raporlar) menisinde “AQ Add On Reports/RAS Extension” (AQ
Eklenti Raporlari/RAS Extension) altinda gérinir.

6. Eklenti iglevselligini konirol edin (asagidaki “RAS Extension Pyro Eklenti islevselligi

Dogrulamasi” kismina bakin).
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RAS Extension Pyro Eklenti islevselligi
Dogrulamasi

Onemli: Dogrulama, bilgisayarda her yeni yazilim yuklendiginde veya yukseltildiginde

gerceklestirilmelidir.

Asagidaki adimlarda yazilimin dogru sekilde ¢alisip ¢alismadigi ve bilgisayardaki herhangi

bir degisiklikten etkilenip etkilenmediginin nasil kontrol edilecegi agciklanmaktadir.

1. Kisayol tarayicisinda “Shortcuts/ Example Files/PyroMark Runs/RAS Extension”
(Kisayollar/ Ornek Dosyalar/PyroMark Calismalari/RAS Extension) altinda RAS Extension

Ornek calismasini agin.

2. Asagida “PyroMark Q24 Calismasinin Analizi” kisminda aciklandigi gibi tom kuyular igin

bir “RAS Extension” analizi gerceklestirin.

3. Sonuclar referans raporuyla kargilaghrin. Sonuglar ayniysa Eklentinin dogru sekilde

cahsh@ dogrulanir.

PyroMark Q24 Calismasinin Analizi

Asagidaki adimlarda, RAS Extension Pyro Eklentisi kullanilarak tamamlanmig bir RAS

Extension ¢alismasinin mutasyon analizi agiklanmaktadir.

1. Islem yapilan calisma dosyasini iceren USB bellegi bilgisayarin USB portuna takin.

2. USB bellekteki calisma dosyasini, Windows® Explorer kullanarak bilgisayar Gzerinde
dilediginiz yere tagiyin.

3. “File” (Dosya) menisinden “Open” (A¢) segenegini secerek veya dosyaya (ﬁ) kisayol
tarayicisindan ¢ift tiklayarak calisma dosyasini PyroMark Q24 Yaziliminin AQ modunda agin.
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4. Menudeki “Reports” kismindan “AQ Add On Reports/RAS Extension” segenegini segin
(Sekil 1).
Not: KRAS geni 61 kodonundaki mutasyonlar, “Reports” menisinden “AQ Add On
Reports/KRAS” (AQ Eklenti Raporlari/KRAS) secenegi secilerek KRAS Pyro Eklentisi

kullanilarak ayri olarak analiz edilmelidir (Sekil 1).

@ File Tools | Reports | Window Help
- w B B AQ Analysis Statistics
=5 Shorteuts A Analysis Results
= LJ Example A AQ) Pyrogram Report
B s_) F‘WD
AQ Full Report Setup
i - IR T
SMP Analysis Results GIST KRAS 146 NRA:
SNP Pyrogram Report | RAS Extension |Dntr0| .................. P i
SNP Full Report EGFR y B e o e
.. i SMP Overview Report KRAS ' (S
T . RERSTT? KRAS 148 HRA!
T sample ............................ : ample ............................. sample ............................. sam|:
Ll _j RAS Edension

Sekil 1. RAS Extension Pyro Eklentisi kullanilarak tamamlanmig bir RAS Extension ¢aligmasinin mutasyon analizi.

5. Kuyular, Tablo 1'de listelenen ttm mutasyonlar igin otomatik olarak analiz edilecektir
(KRAS geni 61 kodonu harig). Tum RAS Extension testlerine iligkin sonuglar bir genel
bakig tablosunda (Sekil 2) gésterilir ve ardindan Pyrograms® ve analiz kalitesinden

olugan ayrintili sonuclar gérintilenir.

Not: KRAS geni 61 kodonundaki mutasyonlar, KRAS Pyro Eklentisi ile ayr olarak analiz

edilmelidir.

Onemli: RAS Extension Pyro Eklentisi, beklenen sinyali gézlemlenen en iyi Pyrogram ile

eslesen mutasyonu (Tablo 1) rapor eder.
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Tablo 1. RAS Extension Pyro Eklentisi tarafindan analiz edilen mutasyonlar

Nukleik asit tayini Amino asit tayini  LOB (% birim) LOD (% birim) COSMIC ID* (V69)

KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A A59T 0,5 85 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
KRAS kodon 117 (AAA)

351A>C KT117N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 71 28519
KRAS kodon 146 (GCA)

436G>A A146T 2,7 6,6 19404
436G>C A146P 1,8 4,8 19905
437C>T A146V 2,1 5,1 19900

NRAS kodon 12 (GGT)

34G>A G12S 1,4 3,4 563
34G>T Gi12C 0,6 2,5 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 1,8 3,8 564
35G>T Gl2v 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)t 570
37G>C GI13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 573
38G>T G13v 0,0 2 (5)t 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575

NRAS kodon 59 (GCT)
175G>A A59T 38 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -

5 RAS Extension Pyro Eklentisi Hizli Baslangig Kilavuzu  02/2017



Nukleik asit tayini Amino asit tayini  LOB (% birim) LOD (% birim) COSMIC ID* (V69)

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 58 587

NRAS kodon 117 (AAG)
351G>C K117N 1,4 4,4 =
351G>T KT117N 3,0 6,0 -
NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T 1,4 4,4 27174
436G>C A146P 3,9 7,2 -
437C>T A146V 4,8 7,8 -

* www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic adresinde bulunan Sanger Institute web sitesindeki Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer'dan (Kanserde Somatik Mutasyonlar Katalogu) alinmigtir.
t Ornekte slcilen frekans = LOD ile sonuclanan en disik mutasyon seviyesi.
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Summary

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

A3 KRAS Codon 146 | wild-type control No d d
A4 |NRAS Codon 12 |wild-type control No mutation detected
and 13

AS NRAS Codon 59 wild-type control No mutation detected
A6 |NRAS Codon 61 wild-type control No mutation detected
A7 NRAS Codon 117 | wild-type control No 10n detected
A8 NRAS Codon 146 |wild-type control No mutation detected

KRAS Codon 117 |sample  [Nommtationdetected | [ | [ |

e ) e N AN N
and 13

B6 __ |NRAS Codon 61 sample No mutation detected
B7 _|NRAS Codon117 |sample Potential low level mutation 5.0 351G>C K117N ‘N
B3 NRAS Codon 146 |sample No mutation detected

Sekil 2. RAS Extension Pyro Eklentisi analizinden alinan érnek sonug 6zeti.

Sonuclarin Yorumlanmasi ve DusUk Seviyeli
Mutasyonlarin Tespiti

Her calismada, karsilagtirma icin ve arkaplan dizeylerine yénelik bir kontrol olarak yabani

tip bir érnegin dahil edilmesi kuvvetle énerilir.

Onemli: Beklenmedik bir pik diizeni, “Check” (Kontrol) veya “Failed” (Basarisiz) kalite

degerlendirmesine yol acabilir. Bu da, Eklenti Raporu tarafindan analiz edilmeyen,
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beklenmedik bir mutasyona isaret edebilir. Bu &rnekler beklenmedik mutasyonlar
icerebilecekleri dikkate alinarak PyroMark Q24 Yazilimi kullanilarak manuel olarak analiz

edilmelidir. Ayrintilar igin ilgili NRAS Pyro Kit veya RAS Extension Pyro Kit el kitabina bakin.

Onemli: Pyrogram, her zaman, Eklenti Raporunun ayrintili sonuclarinda gésterilen ve
PyroMark Q24 yazilimindan Pyrogram penceresinde sag tklanarak gérintilenebilecek
histogram ile kargilaghrilmalidir. Pyrogram, beklenmedik piklerin olup olmadigi agisindan
incelenmelidir. Olcilen piklerin histogram cubuklarinin yiksekligiyle eslesmemesi ve nadir
veya beklenmedik mutasyonlarla agiklanamamasi  durumunda, sonuglar mutasyon
durumunun degerlendirilmesi igin temel alinamaz. Bu durumda &rnegdi yeniden caligmaniz

énerilir.

Onemli: Potansiyel disik seviyeli mutasyon sonucu veren &rnekler (LOD ila LOD + 3 %
birim araligindaki frekans) demetile edilmemis kontrol DNA'si ile birlikte tekrar ¢aligilmalidir.
Bu durumda bir uyari verilir. Ornek yalnizea her iki tekrar da orijinal analizin sonucunu
dogrularsa ve normal kontrolden farkli olarak gérinir olursa pozitif kabul edilmelidir. Aksi

takdirde, érnek yabani tip olarak degerlendirilmelidir.

Onemli: Potansiyel disik seviyeli mutasyon sonucu veren &rneklerin daha yakindan
incelenmesi icin, PyroMark Q24 Yazillminda &rnedin manuel olarak analiz edilmesini
éneririz (6rn. kontrol &rnegindeki mutasyon frekansi ile karsilagtirmak icin) (ayrintili
talimatlar igin bkz. “Protokol 6: PyroMark Q24 Calismasinin Analizi”, ilgili RAS Extension
Pyro Kit el kitabi). Kontrol érneginde LOB degerinden yiksek bir frekans &lcilmesi, ilgili
calismada normalden yiksek bir arkaplan dizeyinin géstergesidir; bu da, ézellikle dugtk
mutasyon seviyeleri icin, allel niceliginin belirlenmesini etkileyebilir. Bu durumda, bildirilen
potansiyel dUsuk seviyeli mutasyonlar, mutasyon durumuna iliskin degerlendirme igin temel
teskil etmez ve potansiyel disik seviyeli mutasyon sonucu veren érneklerin tekrar ¢aligilmasi

tavsiye edilir.

Gincel lisanslama bilgisi ve Grine spesifik ret beyanlari icin ilgili QIAGEN® kiti el kitabi veya kullanici el kitabina
bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlar www.qiagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik
Servisleri veya yerel distribGtérinizden istenebilir.
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