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Technologie badan i analizy firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie
zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej
jakosci produkty i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili
pobrania prébki do uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

¢
¢
¢
¢

Oczyszczania DNA, RNA i biatek

Analizy kwasow nukleinowych i biatek

Badan nad mikroRNA oraz interferujgcym RNA
Automatyzacji technologii obrobki prébek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Panstwu osiggniecia znakomitych i
przetomowych osiggnie¢ w prowadzonych analizach. Wiecej informacji mozna
znalez¢ na stronie www.qiagen.com.
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Przeznaczenie zestawu

Zestaw therascreen EGFR Pyro jest testem in vitro opartym na wykrywaniu

sekwencji zasad kwaséw nukleinowych przy pomocy pirosekwencjonowania, w celu

ilosciowego oznaczania mutacji w eksonach 18, 19, 20 i 21 ludzkiego genu EGFR w

genomowym DNA pozyskanym z prébek ludzkich tkanek.

Zestaw therascreen EGFR Pyro jest przeznaczony do pozyskiwania informacji, dzieki

ktérym pracownicy kliniczni bedg mogli przeprowadzi¢ selekcje pacjentéw chorych na

raka, u ktorych zastosowanie terapii skierowanych przeciwko EGFR moze okazac sie

najkorzystniejsze.

Wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Do uzytku z systemem PyroMark® Q24. System PyroMark Q24 zawiera nastepujgce

elementy:

¢ Aparat PyroMark Q24 i aparat PyroMark Q24 MDXx.

€ Prozniowa stacje roboczg PyroMark Q24 i prézniowg stacje roboczg PyroMark
Q24 MDx.

@€  Oprogramowanie PyroMark Q24 (wersja 2.0) i oprogramowanie PyroMark Q24
MDx (wersja 2.0).

Produkt przeznaczony jest do uzytku przez profesjonalych uzytkownikow, takich jak
technicy laboratoryjni i lekarze przeszkoleni w procedurach dot. diagnostyki in vitro,
technik biologii molekularnej i obstugi systemu PyroMark Q24.

Streszczenie i wyjasnienie

Zestaw therascreen EGFR Pyro pozwala na przeprowadzenie ilosciowego pomiaru
mutacji w kodonach 719, 768, 790 oraz 858-861, jak rowniez deleciji i ztozonych
mutacji w eksonie 19 ludzkiego genu EGFR.

Zestaw sktada sie z czterech testow PCR (Rysunek 1) stuzgcych do wykrycia:

¢ Mutacji w kodonie 719 (ekson 18)

@€ Mutacji w kodonach 768 i 790 (ekson 20)

¢ Mutacji w kodonach 858- 861 (ekson 21)

@€ Delecji i ztozonych mutacji w eksonie 19

Cztery wymienione wyzej regiony sg amplifikowane oddzielnie przy pomocy PCR i
sekwencjonowane w okreslonych regionach. Amplikon zawierajgcy kodony 768 i 790
jest dzielony na dwie reakcje sekwencjonowania. Sekwencje otaczajgce okreslone

pozycje stuzg jako normalizacja i punkt odniesienia do okreslenia ilosci i jakosSci
analizy.

Wszystkie analizy oparte sg na sekwencjonowaniu w orientacji do przodu (forward).

Produkt zawiera mieszanine starterow do PCR i starterow do sekwencjonowania
kazdego testu. Startery dostarczane sg w formie roztworu. Kazda fiolka zawiera 24 ul
kazdego ze starteréw lub mieszaniny starteréw.
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FP 719 Seq 719

Ekson 18 ) —> [GGCITCCGGTG
(kodon 719)

FP seq 2229 RPB 719
‘ |::> TATCAAGGAATTAAGAGAAGLC...
Ekson 19
RPB
Ex 19 del
FP 768 + 790 Seq 768
) —> C GT
Ekson 20 m
(kodony 768 RPB 768 + 790
oraz 790) FP 768 + 790 Seq 790
) ——> ATC[ACGICA

RPB 768 + 790

FP 858-861 Seq 858-861
) ——> [CTG|GCCAAA CTGGG

o @

RPB 858-861

Rys. 1. Graficzne przedstawienie testu EGFR. Prezentowana sekwencja to analizowana sekwencjg
probki typu dzikiego. FP: Startery PCR forward; RPB: Startery PCR reverse (B oznacza
biotynylowanie); Seq: Startery sekwencjonowania.

Zasada metody

Schemat ponizej przedstawia zasade dziatania testu. Po reakcji PCR z
wykorzystaniem starterow dla eksonéw 18, 19, 20 i 21, amplikony zostajg
unieruchomione na kulkach pokrytych streptawidyng (Streptavidin Sepharose® High
Performance). Przygotowywane jest jednoniciowe DNA; odpowiadajgce startery
sekwencjonujgce przytgczajg sie do DNA. Probka jest nastepnie analizowana przy
pomocy systemu PyroMark Q24, z wykorzystaniem pliku z ustawieniami analizy oraz
pliku z analizy.

Zaleca sie korzystanie z mozliwosci analizowania przebiegu procesu przez wtyczke
EGFR Plug-in Report, ktdrg mozna otrzyma¢ drogg mailowg poprzez kontakt z
pyro.plugin@agiagen.com.

Przebieg procesu mozna analizowac¢ rowniez z wykorzystaniem zintegrowanego
narzedzia do analizy, bedgcego czescig systemu PryoMark Q24. “Sequence to
Analyze” (Sekwencja do analizy) moze wtedy zosta¢ przystosowana do wykrycia
roznych delecji w eksonie 19 i rzadkich mutacji w innych eksonach po
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przeprowadzeniu analizy (patrz: ,Protokét 6: Analiza analizy na urzagdzeniu PyroMark
Q247 str. 28).

Uwaga: W niniejszej wersji instrukcji zestawu EGFR Pyro zastosowano modyfikacje
ponizszego schematu w poréwnaniu do wprowadzonej wczesniej korekty R1 (patrz:
,Protokot 4: Przygotowanie probek przed analizg z wykorzystaniem
pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24”, str. 24)

Schemat procedury therascreen EGFR Pyro

Nastawienie testu i analizy Przygotowanie probki
PCR (Protokét 2)
Ustawienie pliku testu (Zatgcznik A) -

Unieruchomienie (Protokoét 3)

P

Ustawienie pliku protokotu Przygotowanie préobek (Protokét 4)
(Protokét 1)

\/

Protokét PyroMark Q24 (Protokét 5)

PN

i
Analiza protokotu PyroMark Q24 (Protokoét 6)

S

|
Raport

Kontrole

Niemetylowane DNA kontrolne bedgce czescig zestawu stuzy jako kontrola
pozytywna reakcji PCR i sekwencjonowania. Jest to DNA o genotypie typu dzikiego
w rejonach sekwencjonowanych z wykorzystaniem zestawu; jego zastosowanie jest
konieczne do prawidtowej interpretacji wynikow i identyfikacji niskopoziomowych
mutacji (patrz: Interpretacja Wynikéw, str. 31). Probke z niemetylowanym DNA
kontrolnym nalezy umiesci¢ w kazdym badaniu kazdego protokotu
pirosekwencjonowania.

Dodatkowo nalezy umiesci¢ kontrole negatywng (bez matrycy DNA) w kazdym
nastawieniu reakcji PCR lub w co najmniej jednym tescie.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Dostarczane materiaty

Zawartos¢ zestawu

Zestaw therascreen EGFR Pyro Kit (pudetko 1/2)

Zestaw therascreen EGFR Pyro Kit (24)
Nr katalogowy 971480
Liczba reakcji 24
Starter Seq EGFR 719 24 ul
Starter Seq EGFR Ex 19 Del 24 ul
Starter Seq EGFR 768 24 ul
Starter Seq EGFR 790 24 ul
Starter Seq EGFR 858-861 24 ul
Starter PCR EGFR 719 24 ul
Starter PCR EGFR Ex19 Del 24 ul
Starter PCR EGFR 768+790 24 pl
Starter PCR EGFR 858-861 24 pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 2 x 850 pl
Koncentrat CoralLoad®, 10x 1,2 ml
H20 5x1.9ml
Niemetylowane DNA kontrolne, 10 ng/ul 100 pl

8 Instrukcja zestawu therascreen EGFR Pyro 03/2015



Bufory i odczynniki therascreen (pudetko 2/2)

Bufory i odczynniki therascreen

PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 2 x10 mi
PyroMark Annealing Buffer (bufor hybrydyzacyjny) 2 x10 mi
PyroMark Denaturation Solution (Roztwor 2 x 250 ml
denaturujgcy) *

PyroMark Wash Buffer (Bufor do przemywania), 10x 2 x25 mi
Enzyme Mix (Mieszanina enzymow) 2 fiolki
Substrate Mix (Mieszanina substratow) 2 fiolki
dATPaS 2 x1180 ul
dCTP 2 x1180 ul
dGTP 2 x1180 ul
dTTP 2 x 1180 pl

Instrukcja 1

* Zawiera wodorotlenek sodu.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Materialy dostarczane przez uzytkownika

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Wiecej informacji
mozna znalez¢ w odpowiednich kartach charakterystyki bezpieczenstwa
(SDS), dostepnych u producentéw.

€ Zestaw do izolacji DNA (patrz : “lzolacja DNA”, str. 14)

Pipety (regulowane)*

Sterylne koncdéwki pipet (z filtrami; do nastawien reakcji PCR)
Mikrowirowka stotowa*

Termocykler* oraz odpowiednie probéwki do PCR

e 6 6 6 6

Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, nr
kat. 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 (nr kat. 9001513 lub 9001514)*"
Oprogramowanie PyroMark Q24 (nr kat. 9019063 lub 9019062)"
Plytka PyroMark Q24 (nr kat. 979301)"

Kartridz PyroMark Q24 (nr kat. 979302)"

Prézniowa Stacja Robocza PyroMark Q24 (nr kat. 9001515 lub
9001517)*t

Blok grzewczy* zdolny do osiggniecia temperatury 80°C
24-dotkowa ptytka lub pasek do PCR
Zatyczki paska

e 6 6 6 6

& 6 6 6

Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q® 18,2 MQ x cm lub jej odpowiednik).

Uwaga: Odpowiednia woda jest dostarczana wraz z zestawami do PCR,

immobilizacji DNA i rozpuszczania mieszaniny enzymow oraz mieszaniny
substratow; dodatkowa ilo$¢ wody o wysokiej czystosci jest potrzebna do
rozcienczenia buforu do przemywania PyroMark, 10x.

¢ Etanol (70%)*

* Nalezy upewni¢ sie, ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami
producenta.
" Oznaczone CE-IVD zgodnie z Dyrektywa Unijng 98/79/EC. Pozostate wymienione produkty
nie posiadajg oznaczenia CE-IVD zgodnego z Dyrektywa Unijng 98/79/EC.
*Nie uzywa¢ denaturatu, gdyz zawiera on inne substancje, takie jak metanol czy keton
metylowo-etylowy.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rekomendowane wytrzgsarki ptytek

W przypadku uzycia zestawu therascreen EGFR Pyro zaleca sie korzystanie z
wytrzgsarek ptytek przedstawionych w Tabeli 1.

Tabela 1. Rekomendowane wytrzasarki ptytek do wykorzystania z
zestawem therascreen EGFR Pyro Kit

Producent Produkt Numer katalogwy
Thermomixer comfort _ 5355 000.011
(podstawowe urzgdzenie)
Termoblok do MTP 5363 000.012
Eppendorf

Ptytka z adapterem na 96

probéwek do PCR o pojemnosci

0,2 ml, ktérg mozna umiesci¢ w 5363 007.009
blokach ptytek do

mikromiareczkowania

_ 51410
Variomag® Teleshake
H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115V =51110 L)

Uwagi i ostrzezenia
Wylgcznie do diagnostyki in vitro.

Informacje dot. bezpieczenstwa

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiednig odziez
laboratoryjna, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej
informaciji, nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki
bezpieczenstwa (SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym
formacie PDF na stronie www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, wyswietli€ i
wydrukowac karte charakterystyki dla kazdego zestawu QIAGEN® i jego sktadnikéw.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ponizsze wskazowki dotyczgce zagrozen i sygnatdw ostrzegawczych odnoszg sie do
sktadnikéw zestawu therascreen EGFR Pyro Kit.

PyroMark Denaturation Solution (Roztwér Denaturujacy)

Ostrzezenie! Powoduje podraznienia skory. Powoduje powazne
podraznienia oczu. Moze powodowac korodowanie metali. Rozlang
ciecz nalezy usungc¢ celem unikniecia uszkodzenia materiatu.

Przechowywac wytgcznie w oryginalnym opakowaniu. Stosowaé
rekawice i odziez ochronng, a takze ochrone oczu i twarzy.

PyroMark Enzyme Mix (Mieszanina Enzymdéw)

Zawiera: (R*,R*)-1,4-Dimerkaptobutano-2,3-diol; kwas octowy.

@ Niebezpieczenstwo! Powoduje podraznienia skory. Powoduje
powazne uszkodzenie wzroku. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Jesli poszkodowany
nosi soczewki i da sie je tatwo usungé, nalezy to zrobi¢. Kontynuowac
ptukanie. W przypadku narazenia na stycznos¢: skontaktowac sie z
CENTRUM ZATRUC i/lub lekarzem. Zdjgé zabrudzong odziez i
wyprac przed ponownym uzyciem. Stosowac rekawice i odziez
ochronng, a takze ochrone oczu i twarzy.

PyroMark Substrate Mix (Mieszanina Substratow)

Powoduje powazne podraznienia oczu. W przypadku utrzymujgcego
sie podraznienia oczu: Zasiegng¢ porady medycznej/obserwaciji.
Zdjg¢ zabrudzong odziez i wyprac przed ponownym uzyciem.
Stosowac rekawice i odziez ochronng, a takze ochrone oczu i twarzy.

<!> Zawiera: kwas octowy. Ostrzezenie! Powoduje podraznienia skory.

Ogodlne ostrzezenia

Uwaga: Nalezy zawsze zwracaC uwage na nastepujgce rzeczy:

¢ Do otrzymania optymalnych wynikéw konieczne jest restrykcyjne postepowanie
zgodnie z instrukcjg uzytkowania. Nie zaleca sie rozcienczania odczynnikow w
sposOb inny, niz opisano w instrukcji, gdyz moze to skutkowaé spadkiem
wydajnosci.

¢ Schemat pracy zostat nieco zmodyfikowany (patrz: “ Protokét 4: Przygotowanie
probek przed analizg z wykorzystaniem pirosekwencjonowania na aparacie
PyroMark Q24”, str. 24) w poroéwnaniu z korektg R1 instrukcji zestawu
therascreen EGFR Pyro.

@€ Skiadniki niniejszego produktu wystarczg na przeprowadzenie 24 reakcji w
maksymalnie 5 niezaleznych procesach.

Nalezy uzywac sterylnych koncéwek pipet z filtrami (do nastawien PCR).
Materiaty pozytywne (probki, kontrole pozytywne i amplikony) nalezy pobierac i

przechowywac oddzielnie od wszystkich innych odczynnikéw i dodawacé je do
gtéwnej mieszaniny reakcji z dala od siebie.

¢ Wszystkie skfadniki nalezy rozmrozi¢ do uzyskania temperatury pokojowej
(15-25°C) przed rozpoczeciem analizy.

e 6
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€ Po rozmrozeniu nalezy wymieszac¢ skfadniki (przez pipetowanie lub wytrzgsanie
pulsacyjne) i krétko zwirowad.

€ Wyniki badan zakonczonych niepowodzeniem nie mogg stanowi¢ podstawy do
oceny statusu mutaciji.

Przechowywanie i obchodzenie sie z odczynnikami

Zestaw therascreen EGFR Pyro dostarczany jest w dwéch pudetkach. Pudetko 1
dostarczane jest na suchym lodzie. Po otrzymaniu PyroMark Master Mix do PCR,
koncentrat CoralLoad, niemetylowane DNA kontrolne i wszystkie startery powinny
by¢ przechowywane w temperaturze od —30°C do —15°C.

Bufory i odczynniki therascreen (pudetko 2/2) zawierajg bufory, mieszanine
enzymow, mieszanine substratow, dATPaS, dCTP, dGTP i dTTP (odczynniki do
analizy przez pirosekwencjonowanie; sg one dostarczane na wktadach chtodzacych.
Po otrzymaniu skfadniki te nalezy przechowywac¢ w 2—-8°C. W celu zminimalizowania
utraty aktywnosci zaleca sie przechowywanie mieszaniny enzymow i mieszaniny
substratow w dotgczonych fiolkach.

Rekonstytuowane mieszaniny enzymow i substratow pozostajg stabilne w temp. 2-
8°C przez min. 10 dni. Rekonstytuowane mieszaniny enzymow i substratdow mozna
zamrozi¢ i przechowywacé w przeznaczonych im fiolkach w temp. —30°C do —-15°C.
Zamrozone odczynniki nie powinny by¢é ponownie rozmrazane i zamrazane wiecej
niz 3-krotnie.

Uwaga: Nie powinno sie mrozi¢ nukleotydow.

Odpowiednio przechowywany zestaw therascreen EGFR Pyro zachowuje stabilnosci
do wskazanej daty przydatno$ci.

Obchodzenie sie i przechowywanie probek

Wszystkie probki nalezy traktowac, jako materiat potencjalnie zakazny.

Prébki to ludzkie DNA pozyskane z krwi lub utrwalonych w formalinie, zatopionych w
parafinie (FFPE) prébek.

Nie nalezy uzywac prébek pochodzgcych od osob leczonych heparyng. Nie nalezy
stosowac prébek krwi pobranych do probéwek zawierajgcych heparyne jako
antykoagulant. Heparyna ma wptyw na przebieg reakcji PCR.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

Izolacja DNA

Wydajnos$¢ systemu zostata okreslona przy wykorzystaniu zestawéw EZ1® DNA
Tissue i QlIAamp® DNA FFPE Tissue do pozyskania ludzkiego DNA z prébek guza
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE). W przypadku zestawu
QlAamp DSP DNA Blood Mini, wydajnos$¢ zostata okreslona z wykorzystaniem
probek krwi zdrowego dawcy, czesciowo z dodatkiem komorek nowotworowych.

W Tabeli 2 przedstawiono sugerowane zestawy QIAGEN® stuzgce do oczyszczania
DNA ze wskazanych rodzajow probek pochodzenia ludzkiego, ktére mozna
wykorzysta¢ w pracy z zestawem therascreen EGFR Pyro. Oczyszczanie DNA
nalezy przeprowadzi¢ zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w instrukcji danego
zestawu.

Tabela 2. Sugerowane zestawy do oczyszczania DNA, ktére mozna
wykorzysta¢ w pracy z zestawem therascreen EGFR Pyro Kit

Numer
Zestaw do izolacji kwasow katalogowy
Rodzaj probki nukleinowych (QIAGEN)
Z_estaw QlAamp DNA FFPE 56404
Tkanka FFPE Tissue (50)
Zestaw EZ1 DNA Tissue (48)* 953034
Krew fn?r?it‘?w QIAamp DSP DNA Blood 61104

* Postepowac zgodnie z protokotem przeznaczonym do pracy z tkankami FFPE. Zestaw EZ1
DNA Tissue powinien by¢ uzywany w potgczeniu z EZ1 Advanced (nr kat. 9001410 lub
9001411) i EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9018298), z EZ1 Advanced
XL (nr kat. 9001492) i z EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9018700),
lub z BioRobot® EZ1 (nr kat. 9000705; niedostepny) i EZ1 DNA Paraffin Section Card (nr
kat. 9015862).

T Z oznaczeniem CE-IVD zgodnym z Dyrektywg Unijng nr 98/79/EC.
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Protokét 1: Ustawienia systemu PyroMark Q24
Wazne punkty przed rozpoczeciem

@€ Jesli jest to wymagane, mozna potwierdzi¢ LOB przez uzycie probki typu
dzikiego w celu wygenerowania petnej ptytki wynikdéw. Szczegoty mozna
znalez¢ w CLSI Guideline EP17-A “Protocol for determination of limits of
detection and limits of quantitation; approved guideline” (Protokét do okreslania
limitow detekc;ji i limitow pomiaru ilosciowego; zatwierdzony przewodnik).

Przygotowania

@€ Jesli nie zainstalowano wtyczki EGFR Plug-in Report, nalezy stworzyé
Ustawienia Analizy (Assay Setups) (patrz: Zatgcznik A, str. 57). Nalezy zrobic¢ to
jedynie raz, przed pierwszym uruchomieniem analiz z therascreen EGFR Pyro.
W przypadku, jesli wtyczka EGFR Plug-in Report zostata wczesniej
zainstalowana, w przegladarce skrotow oprogramowania PyroMark Q24
znajdziesz uprzednio zdefiniowane Ustawienia Analizy (Assay Setups) pod
Sciezkg ,Example Files /PyroMark Setups/EGFR”. Wtyczke EGFR Plug-in
Report mozna uzyskac¢ drogg mailowg przez kontakt z pyro.plugin@giagen.com.

Procedura

1. Klikngé © na pasku narzedzi.
Zostanie utworzony nowy plik analizy.
2. Wprowadzi¢ parametry analizy (patrz: “Parametry analizy”, str. 19).

3. Nastawi¢ ptytke przez dodanie analiz dla 5 r6znych reakcji
sekwencjonowania w dotkach odpowiadajgcych probkom, ktére maja by¢
analizowane.

Uwaga: Prébka kontroli negatywnej (bez matrycy DNA) musi znalez¢ sie w
kazdym nastawieniu reakcji PCR w min. jednym tescie.

Uwaga: W kazdej analizie opartej na pirosekwencjonowaniu nalezy umiesci¢
probke zawierajgcg niemetylowane DNA kontrolne (Patrz: “Kontrole”, strona 7).

4. Po zaprogramowaniu analizy i w momencie, gdy jest ona gotowa do
uruchomienia w systemie PyroMark Q24, nalezy wydrukowacg liste
wymaganych objetosci mieszaniny enzymow, mieszaniny substratow i
nukleotydéw, a takze ustawienia plytki. Nalezy wybraé¢ ,,Pre Run
Information” (Informacje przed uruchomieniem) z menu , Tools”
(Narzedzia), a po pojawieniu sie raportu klikngé =.

5. Zamkna¢ plik analizy i skopiowaé na pamieé¢ USB (dotagczong do systemu)
przy pomocy Windows® Explorer (Eksploratora Windows®).

Uwaga: Wydrukowane informacje na temat analizy mogg zostac uzyte jako wzoér
nastawienia probki (patrz: ,Potokdt 3: Unieruchomienie produktow PCR na
kulkach pokrytych streptawidyng (...)", str. 23)

Aby rozpoczg¢ reakcje na ptytce na urzgdzeniu PyroMark Q24, nalezy zapoznac¢
sie z ,Protokotem 5: Uruchuchomienie PyroMark Q24”, str. 29.
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Parametry analizy

Run name: Nazwa analizy jest podawana po zapisaniu pliku. Zmiana

(Nazwa analizy) nazwy pliku zmienia réwniez nazwe analizy.

Instrument method: Nalezy wybra¢ metode urzgdzenia zgodnie z kartridzem,

(Metoda urzadzenia) ktory ma by¢ uzyty do analizy. Patrz: instrukcje dotgczone
do produktéw.

Plate ID: Opconalne: Wprowadzanie identyfikatora ptytki

(Identyfikator ptytki) PyroMark Q24.

Bar code: Opcjonalne: Mozna wprowadzi¢ numer kodu kreskowego

(Kod kreskowy) ptytki lub, jesli posiadajg Panstwo czytnik kodéw

kreskowych podtgczony do komputera, mozna klikng¢
kursorem myszy okienko tekstowe “Barcode” (Kod
kreskowy) i zeskanowac kod.

Kit and Reagent ID: Opcjonalne: Wprowadzanie numeru partii zestawu
(Identyfikator zestawu i  therascreen EGFR Pyro, ktory ma by¢ uzyty. Numer partii
odczynnikéw) mozna znalez¢ na opakowaniu.

Uwaga: Zaleca sie wprowadzenie zarowno identyfikatora
odczynnika, jak i identyfikatora zestawu po to, by sledzi¢
wszelkie nieoczekiwane problemy z odczynnikami.

Run note: Opcjonalne: Wprowadzanie notatki o zawartosci lub celu
(Notatki) analizy.

Dodawanie plikow analizy
Aby dodac analize do dotki mozna wykonac jedng z ponizszych czynnosci:

¢ Klikngé prawym przyciskiem na studzienke i wybra¢ “Load Assay” (Zataduj
analiza) z menu kontekstowego.

¢ Woybra¢ analiza w przegladarce skrotow, klikng¢ je i przenies$é na studzienke.
Dotki sg kodowane kolorami zgodnie z przypisanymi do nich analizymi.

Wprowadzanie identyfikatorow probek i notatek

Aby wprowadzi¢ identyfikator probki lub doda¢ notatke, nalezy wybra¢ komorke i
wprowadzi¢ tekst.

Edytowanie identyfikatora probki lub notatki jest mozliwe albo przez wybranie
komoérki (obecna zawartos¢ zostanie zaznaczona), albo podwadjne klikniecie komorki.
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Protokot 2: Reakcja PCR z wykorzystaniem odczynnikow
PCR dotaczonych do zestawu therascreen EGFR Pyro Kit
Ten protokét przeznaczony jest do 4 oddzielnych amplifikacji PCR z wykorzystaniem
starteréw therascreen EGFR Pyro w regionach zawierajgcych kodon 719 (ekson 18),

kodony 768 i 790 (ekson 20), kodony 858-861 (ekson 21) lub delecji i ztozonych
mutacji w eksonie 19.

Wazne punkty przed rozpoczeciem

¢ Polimeraza DNA HotStarTag® znajdujgca sie w mastermiksie PyroMark wymaga
przeprowadzenia etapu aktywujgcego (15 minut w 95°C)

¢ Wszelkie mieszaniny potrzebne do reakcji nalezy przygotowywac z dala od
miejsca oczyszczania DNA, dodawania matrycy DNA do PCR, analizy
produktow PCR lub przygotowywania probek przed analizg za pomoca
pirosekwencjonowania.

@€ W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy uzywac
jednorazowych koncowek zawierajgcych filtry hydrofobowe.

Przygotowania

¢ Przed otwarciem probéwek ze starterami PCR nalezy je krotko zwirowaé celem
zgromadzenia zawartosci na dnie probowki.

@€ Jesli to konieczne, nalezy doprowadzi¢ stezenie kontroli i probki DNA do
0,4-2 ng/ul.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki (patrz: Tabela 3).
Dobrze wymieszac przed uzyciem.

2. Przygotowaé mieszanine reakcyjng kazdego zestawu starteréw PCR
zgodnie z Tabelg 3.
Mieszanina reakcyjna zawiera zwykle wszystkie sktadniki potrzebne do
przeprowadzenia reakcji PCR, za wyjatkiem probki.
Nalezy przygotowa¢ mieszaniny o objetosci wiekszej, niz wymagana do
przeprowadzenia wszystkich zaplanowanych reakcji PCR.
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3.

5.

Tabela 3. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych dla kazdej mieszaniny
starteréw PCR

Sktadnik Objetos¢ na reakcje (ul)
2x Mastermiks PCR PyroMark PCR 12,5

10x koncentrat CoralLoad 2,5

Starter PCR EGFR 719 lub

Starter PCR EGFR Ex19 Del lub 10

Starter PCR EGFR 768 i 790 lub '

Starter PCR EGFR 858-861

Woda (H20, dotgczona do zestawu) 4,0

Objetos¢ catkowita 20,0

Doktadnie wymiesza¢ mieszanine reakcyjng i dodaé 20 pl do kazdej
probéwki PCR.

Nie ma potrzeby przechowywania proboéwek do PCR w lodzie, gdyz polimeraza
DNA HotStarTaq pozostaje nieaktywna w temperaturze pokojowe;.

Doda¢ 5 pl matrycy DNA (2—-10 ng genomowego DNA) do kazdej probowki
do PCR (patrz: Tabela 4) i doktadnie wymieszaé.

Uwaga: Prébka kontroli negatywnej (bez matrycy DNA) powinna znalez¢ sie w
kazdym nastawieniu reakcji PCR w min. 1 tescie.

Uwaga: W kazdej analizie opartej na pirosekwencjonowaniu nalezy umiesci¢
probke zawierajgcg niemetylowane DNA kontrolne (Patrz: “Kontrole”, strona 7).

Tabela 4. Przygotowania do reakcji PCR

Skiadnik Objetos¢ na reakcje (ul)
Mieszanina reakcyjna 20
Probka DNA 5
Objetos¢ catkowita 25

Termocykler nalezy zaprogramowaé zgodnie z instrukcjami producenta,
majac na uwadze warunki przedstawione w Tabeli 5.

18
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Tabela 5. Zoptymalizowany protokét PCR

Komentarze
Poczatkowy etap 15 minut 95°C Polimeraza DNA
aktywaciji: HotStarTaq jest

aktywowana na etapie

ogrzewania.

Cykle 3-etapowe:

Denaturacja 20 sekund 95°C
Hybrydyzacja 30 sekund 53°C
Wydtuzanie 20 sekund 72°C
Liczba cykli 42

Koncowe wydtuzanie: 5 minut 72°C

6. Umiescié probowki do PCR w termocyklerze i rozpocza¢ program cykli.

7. Po amplifikacji przejs¢ do “Prokotu 3: Unieruchamianie produktéw PCR na
kulkach pokrytych streptawidyng typu Streptavidin Sepharose Hight
Performance”, str. 23.
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Protokét 3: Immobilizacja produktéw PCR na kulkach
pokrytych streptawidyna typu Streptavidin Sepharose Hight
Performance (GE Healthcare) przed analizg z wykorzystaniem
systemu PyroMark Q24.

Przygotowania

¢ Przed rozpoczeciem nalezy umozliwi¢ wszystkim wymaganym odczynnikom i
roztworom uzyskanie temperatury pokojowej (15-25°C).

Procedura
1. Delikatnie wstrzgsa¢ butelka zawierajgca Streptavidin Sepharose High
Performance az do otrzymania homogenicznego roztworu.

2. Przygotowa¢ mastermiks do immobilizacji DNA zgodnie z Tabelg 6.
Objetos¢ mieszaniny powinna by¢ o 10% wieksza niz objetoS¢ wymagana
do przeprowadzenia catkowitej liczby zaplanowanych reakcji.

Tabela 6. Mastermiks do immobilizacji DNA

Skiadnik Objetos¢ na probke
(pl)

Streptavidin Sepharose High Performance 2

PyroMark Binding Buffer (Bufor wigzgcy) 40

Woda (H20, dotgczona do zestawu) 28

Objetos¢ catkowita 70

3. Dodaé 70 pl mastermiksu do dotkéw 24-dotkowej ptytki lub paskéw do PCR
tak, jak to wczesniej okreslono w nastawieniu reakcji (patrz: “Protokét 1:
Ustawienia systemu PyroMark Q24, str. 17).

4. Dodaé¢ 10 ul biotynylowanego produktu PCR z Protokotu 2 do kazdej dotki
zawierajgcej mastermiks tak, jak to zdefiniowano w nastawianiu reakcji
(patrz: “Protokét 1: Ustawienia systemu PyroMark Q24, str. 17).

Uwaga: Catkowita objetos¢ po dodaniu mastermiksu i produktu PCR do dotki
powinna wynosic 80 pl.

5. Zabezpieczy¢ plytki do PCR (lub paski) przy pomocy korkow do paskoéw.
Uwaga: Upewnic sig, ze pomiedzy studzienkami nie dojdzie do przeciekania.

6. Wytrzasaé ptytke PCR w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 5-10
minut w 1400 rpm.

Uwaga: Podczas tego etapu nalezy przygotowac prézniowg stacje roboczg
PyroMark Q24 do przygotowania probek tak, jak to opisano w instrukcji
uzytkownika aparatu PyroMark Q24.
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7. Niezwlocznie przejsé do “Protokotu 4: Przygotowanie prébek przed analizg
z wykorzystaniem pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24”, str.
22.
Uwaga: Kulki pokryte sefarozg szybko opadajg. Pobieranie kulek musi nastgpi¢
tuz po ich wytrzgsaniu.
Jesli od wytrzgsania ptytki (lub paska) uptyneto ponad 60 sekund, przed
pobraniem kulek nalezy je ponownie wytrzgsac przez 1 minute.
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Protokoét 4. Przygotowanie probek przed analizg z
wykorzystaniem pirosekwencjonowania na aparacie
PyroMark Q24

Niniejszy protokdt stuzy do przygotowania jednoniciowego DNA i hybrydyzacji
startera sekwencyjnego do matrycy przed zastosowaniem analizy
pirosekwencjonowaniem na aparacie PyroMark Q24.

Wazne punkty przed rozpoczeciem

€ Przed otwarciem probéwek ze starterami sekwencyjnymi, nalezy je krétko
zwirowac celem zgromadzenia zawartosci na dnie probowki.

@€ Dodac¢ 5 réznych starteréw sekwencjnych w tej samej kolejnosci, jak to
okreslono w ustawieniach ptytki (patrz: ,Protokét 1: Ustawienia systemu
PyroMark Q24”, str. 17), zgodnie z regionem podlegajgcym analizie (kodon 719
[ekson 18], kodony 768 i 790 [ekson 20], kodony 858-861 [ekson 21] lub ekson
19).

¢  Schemat pracy zostat nieco zmodyfikowany w poréwnaniu z korektg R1
instrukcji zestawu therascreen EGFR Pyro (etap 18). Nie nalezy skraca¢ czasu
chtodzenia probki po nagrzaniu do 80°C.

@€ Nalezy na biezaco przeprowadzac testy funkcjonowania sond filtrujgcych tak,
jak to opisano w instrukcji uzytkowania PyroMark Q24 i wymieniac je, kiedy jest
to wskazane.

Przygotowania

@€ Umiesci¢ pojedynczy uchwyt na ptytke PyroMark Q24 na uprzednio nagrzanym
do 80°C bloku grzewczym; bedzie on potrzebny na etapie 17. Drugi uchwyt
pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C); bedzie on potrzebny na
etapie 18.

¢ Bufor do przemywania PyroMark dostarczany jest w formie 10x koncentratu.
Przed pierwszym uzyciem nalezy go rozcienczy¢ do 1x mieszaniny roboczej
przez dodanie 225 ml wody o wysokiej czystosci do 25 ml 10x buforu do
wymywania (objetos¢ korncowa powinna wynosi¢ 250ml).

Uwaga: 1x Roztwoor roboczy buforu do wymywania PyroMark pozostaje
stabilny w 2—8°C do dnia utraty waznosci wskazanego na opakowaniu.

Procedura

1. Rozcienczy¢ odpowiednig ilos¢é kazdego startera sekwencyjnego (Starter
Seq EGFR 719, Starter Seq EGFR 768, Starter Seq EGFR 790, Starter Seq
EGFR 858-861 i Starter Seq EGFR Exon 19 Del) w buforze do hybrydyzacji
PyroMark tak, jak to przedstawiono w Tabeli 7.

Objetos¢ przygotowywanego rozcienczonego startera sekwencyjnego powinna
by¢ wieksza niz objeto$¢ wymagana do przeprowadzenia sekwencjonowania
catkowitej liczby probek (ilos¢ probek + jedna dodatkowa).
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2.

Tabela 7. Przyktad rozcienczenia starteréw sekwencjonujacych

Objetos¢ na Objetos¢ na
Skiadnik reakcje (ul) 9 + 1 reakcji (ul)

Starter Seq EGFR 719

ISutkf:lrter Seq EGFR Ex 19 Del

ISutZrter Seq EGFR 768 0,8 8
ISutkf:lrter Seq EGFR 790

ISutkf:lrter Seq EGFR 858-861

Bufor do annealingu

PyroMark 2 e

Objetos¢ catkowita 25 250

Dodaé¢ 25 pl rozcienczonego startera sekwencynjego do kazdego dotka

plytki PyroMark Q24 tak, jak to wczesniej okreslono w ustawieniach reakcji

(patrz: “Protokét 1: Ustawienia systemu PyroMark Q24, str. 17).
Uwaga: Jeden z uchwytéw ptytki PyroMark Q24 (dostarczany razem z

prézniowg stacjg roboczg) nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15—

25°C) i wykorzystywac w czasie przygotowywania i przenoszenia ptytki.

Umiesci¢ plytke (lub paski) do PCR z Protokotu 3. i ptytke PyroMark Q24
Plate na stacji roboczej (Rys. 2).

Uwaga: Upewnic sig, ze ptytka znajduje sie w tej samej pozycji, co w momencie

tadowania prébek.

||I
| BT =11 [
Ni— =

=1 =

Rys. 2. Umieszczenie ptytki (paskéw) do PCR oraz plytki PyroMark Q24 na
prézniowej stacji robocze;j.

4. Zastosowaé dziatanie podcisnienia na urzadzenie przez wiaczenie prézni.
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5. Ostroznie obnizyé¢ sondy filtrujace urzadzenia prézniowego do ptytki (lub
paskow) do PCR po to, by wytapa¢ kulki zawierajagce immobilizowana
matryce. Przytrzymaé sondy w tej pozycji przez 15 sekund. Zachowaé¢
szczegoblng ostroznos¢ podczas podnoszenia urzadzenia prézniowego.
Uwaga: Kulki sefarozy szybko opadajg. Pobranie kulek musi nastgpi¢ tuz po ich
wytrzgsaniu.

Jesli od wytrzgsania ptytki (lub paska) uptyneto ponad 60 sekund, przed
pobraniem kulek nalezy jg ponownie wytrzgsac przez 1 minute.

6. Przenies¢ narzedzie prézniowe do korytka zawierajgcego 40 ml 70%
etanolu (Rys. 2). Plukaé sondy filtrujgce przez 5 sekund.

7. Przenies¢ narzedzie prézniowe do korytka zawierajacego 40 ml roztworu
denaturujagcego (Rys. 2). Ptuka¢ sondy filtrujgce przez 5 sekund.

8. Przenies¢ narzedzie prézniowe do korytka zawierajgcego 50 ml buforu do
wymywania (Rys. 2). Ptuka¢ sondy filtrujace przez 10 sekund.

9. W celu osuszenia sond filtrujacych nalezy na 5 sekund unies¢ urzadzenie
prézniowe w gore i w tyt, ponad kat 90° w pionie (Rys. 3).

10. W czasie gdy narzedzie prozniowe jest trzymane nad plytka PyroMark Q24
nalezy wylaczy¢ préznie przestawiajac wytacznik na pozycje Off.

Rys. 3. Graficzne przedstawienie narzedzia prézniowego podniesionego do
pozycji powyzej 90° w pionie.
11. Uwolnié¢ kulki do ptytki PyroMark Q24 przez obnizenie sond filtrujgcych do

rozcienczonego startera sekwencjonujgcego i delikatne poruszanie
urzadzeniem na boki.

Uwaga: Nalezy zachowac ostroznos¢ i unika¢ uszkodzenia powierzchni ptytki
PryoMark Q24 przez jej zadrapanie sondami.

12. Przenies¢ narzedzie prézniowe do korytka zawierajgcego wode o wysokiej
czystosci (Rys. 2) i wytrzgsac¢ przez 10 sekund.

13. Umy¢ sondy filtrujgce przez obnizenie ich do wody o wysokiej czystosci
(Rys. 2) i zastosowanie prézni. Przeptukaé¢ sondy 70 ml wody o wysokiej
czystosci.

14. W celu osuszenia sond filtrujgcych, nalezy na 5 sekund unies¢ urzadzenie
prézniowe w goére i w tyt, ponad kat 90° w pionie (Rys. 3)

15. Wylaczyé préznie przestawiajac wytacznik na pozycje Off i umiescic
urzadzenie prézniowe w pozycji P (Parking).
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16. Wytaczyé pompe prézniowa.
Uwaga: Pod koniec dnia pracy nalezy usung¢ odpady i pozostate roztwory, a
prézniowg stacje roboczg PyroMark Q24 sprawdzi¢ pod wzgledem zakurzenia
lub zalania ptynami (patrz: Zatgcznik B, str. 55).

17. Podgrza¢ ptytke PyroMark Q24 z probkami do temperatury 80°C przez 2
minuty przy pomocy wczesniej nagrzanego uchwytu ptytki PyroMark Q24.

18. Usuna¢ ptytke PyroMark Q24 Plate z goracego uchwytu i umiescic ja na
drugim uchwycie trzymanym w temperaturze pokojowej (15-25°C), co
pozwoli na schiodzenie prébki do temperatury pokojowej w ciggu 15-20
minut.

19. Przejs¢ do “Protokotu 5: Uruchomienie PyroMark Q24, str.26.
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Protokét 5: Uruchomienie PyroMark Q24

Niniejszy protokdt opisuje przygotowanie i tadowanie odczynnikdw PyroMark Q24 do
kartridza PyroMark Q24, a takze rozpoczecie i zakonczenie pracy na aparacie
PyroMark Q24. Szczegdtowe informacje nt. ustawiania przebiegu analizy mozna
znalezC w instrukcji uzytkownika PyroMark Q24.

Wazne punkty przed rozpoczeciem

¢ Raport z przed rozpoczecia pracy urzgdzenia mozna znalez¢ w menu “Tools”
(Narzedzia) w ustawieniach analizy (patrz: “Protokét 1: Ustawienia system
PyroMark Q24”, str. 17); zawiera on informacje dot. objetosci nukleotydéw,
enzymow i buforu substratu potrzebnych do przeprowadzenia konkretnego
testu.

Przygotowania
€ Wiaczy¢ PyroMark Q24. Wigcznik znajduje sie z tytu urzgdzenia.

Procedura

1. Rozpusci¢ liofilizowane mieszaniny enzymow i substratéw w 620 pl wody
kazdy (H20, w zestawie).

2. Wymieszaé zawartos¢ fiolek przez delikatne obracanie.
Uwaga: Do mieszania nie uzywac worteksu.
Uwaga: W celu zapewnienia catkowitego rozpuszczenia mieszaniny nalezy
pozostawi¢ jg na 5-10 minut w temperaturze pokojowej (15-25°C). Przed
wypetnieniem kartridza PyroMark Q24 nalezy upewnic sie, ze mieszanina nie

jest metna. Jesli odczynniki nie zostang uzyte natychmiast, fiolki nalezy umiesci¢
w lodzie lub w lodowce.

3. Pozwolié odczynnikom i kartridzowi PyroMark Q24 na osiagniecie
temperatury otoczenia (20-25°C).
4. Umiesci¢ kartridz PyroMark Q24 etykieta do siebie.

5. Uzupetni¢ kartridz odpowiednimi objetosciami mieszanin nukleotydéw,
enzymow i substratéw, zgodnie z Rys. 4.

Nalezy upewni¢ sie, ze do kartridza nie dostaly sie sie zadne pecherze powietrza
Z pipety.

*Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny, jednorazowe
rekawiczki i okulary ochronne. Wiecej informacji mozna znalezé w odpowiednich kartach
charakterystyki bezpieczenstwa (SDS), dostepnych u producentow.
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Rys. 4. llustracja przedstawiajgca kartridz PyroMark Q24 widziany z gory.
Adnotacje odpowiadajg etykietom na fiolkach z odczynnikami. Doda¢ mieszanine
enzymow (E), mieszanine substratéw (S) i nukleotydy (A, T, C, G) w objetosciach
odpowiadajgcych informaciji znajdujgcej sie w raporcie z nastawienia reakgciji, ktéry
mozna znalez¢ w menu “Tools” (Narzedzia) w ustawieniach reakgciji.

Otworzy¢ klapke kartridza i umiesci¢ wypetniony kartridz z odczynnikami
skierowany etykieta na zewnatrz. Wepchna¢ kartridz do konca i w dét.
Nalezy upewni¢ sie, ze linia z przodu kartridza jest widoczna, a nastepnie
zamkna¢ klapke.

Otworzy¢ ramke trzymajaca plytke i umiescic¢ ptytke na bloku grzewczym.
Zamkna¢ ramke i pokrywe urzadzenia.

Wiozy¢ pamie¢ USB (zawierajaca plik protokotu) do gniazda USB z przodu
urzadzenia.
Uwaga: Nie wyciggac¢ pamieci przed zakonczeniem analizy.

Fa

Wybraé¢ “Run” (Uruchom) w gtéwnym menu (przy pomocy przyciskow S i
6 znajdujacych sie na ekranie) i nacisng¢ “ OK”.

Wybra¢ plik analizy przy pomocy przyciskow 5 i 6 znajdujgcych sie na
ekranie

Uwaga: Aby wyswietli¢ zawartos¢ folderu nalezy wybra¢ folder i nacisngé
“Select” (Wybierz). Aby wrécié do poprzedniego widoku nalezy wcisngé
“Back” (Wrég¢).

Po wybraniu pliku analizy, nalezy wcisnaé “Select” (Wybierz), aby
rozpoczaé prace.

Po zakonczeniu analizy i potwierdzeniu przez urzadzenie, ze plik z analiza
zostat zapisany na pamieci USB, nalezy nacisna¢ “Close” (Zamknij).
Wyjac¢ pamieé¢ USB.

Otworzy¢ pokrywe urzadzenia

Otworzy¢ klapke kartridza i wyja¢ kartridz z odczynnikami przez
podniesienie i wyciagniecie.

Zamknaé¢ klapke.

Otworzy¢ ramke trzymajaca plytke i usungé plytke z bloku grzewczego.
Zamkna¢ ramke i pokrywe urzadzenia.

Usuna¢ ptytke i wyczysci¢ kartridz zgodnie z instrukcjami zawartymi w
karcie produktu dotagczonej do kartridza.

Przeprowadzi¢ analize reakcji zgodnie z “Protokotem 6: Analiza reakcji z
urzadzenia PyroMark Q24”, str. 28.
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Protokét 6: Analiza reakcji z urzadzenia PyroMark Q24

Nieniejszy protokdt opisuje analize mutacji zakonczonej reakcji EGFR z
wykorzystaniem oprogramowania PyroMark Q24.

Procedura

1. Wiozy¢ pamieé¢ USB, na ktérej zapisano plik z przeprowadzonej analizy do

portu USB komputera.

2. Przeniesé plik z pamieci USB do wybranego folderu przy pomocy
programu Windows Explorer.

3. Otworzyc¢ plik testu w trybie AQ oprogramowania PyroMark Q24 przez
wybranie “Open” (Otwé6rz) w menu pliku lub podwaéjne kliknigcie pliku ()
w przegladarce skréotéow.

4. Istniejg 2 metody analizowania analizy. W przypadku stosowania wtyczki
EGFR Plug-in Report, nalezy przejs¢ do etapu 5. W przypadku stosowania
analizy AQ zintegrowanej z PyroMark Q24 - przejs¢ do etapu 6.

Uwaga: Do interpretacji wynikéw zdecydowanie poleca sie stosowanie wtyczki
EGFR Plug-in Report. EGFR Plug-in Report mozna uzyska¢ przez kontakt drogg
mailowg pod adresem pyro.plugin@giagen.com. Uzycie tego typu raportu pozwala
mie¢ pewnosé, ze do automatycznego wykrycia wszelkich mutaciji i deleciji
(wliczajgc w to zidentyfikowanie 20 réznych delecji i mutacji w eksonie 19)
wykorzystywane sg odpowiednie warto$ci LOD oraz réznorakie ,Sequences to
Analyze” (Sekwencje do analizy).

5. Uzycie wtyczki EGFR Plug-in Report:

Wybraé “AQ Add On Reports/EGFR” i “Exon 18 Codon 719", “Exon 19
Deletions”, “Exon 20 Codon 768", “Exon 20 Codon 790" lub “Exon 21
Codons 858 to 961" z pozycji “Reports” (Raporty) w menu (Rys. 5).
IZDPvruMark 024 2.0.6 - [AQ Run Analysis - C:\\...,xEGFRYEGFR. Example run]
#  File Tools | Reports | ‘Window  Help
e - ﬁ = &0 Analysis Statistics
o ) Shoteuts AC Analysis Resulks
E|_] .E:_-:amp|e AQ Pyrogram Report —
E"'—:{:P{Jm A0 Full Report e i |
AQ Add On Reports v [ eern vl Exon 16 Codon 713 |
o e e e et
o — e
SMPFulReport | & Exon 21 Codans 856 ta 861
SHP Overview Report 1902 Y EGFR Exon 1| £¥on 19 Deletions = | EGFR: Exan 19 de |
i | S —— “_M_u_té%h_g _____________ — A
EGFR Exon 19de |EGFR Exon 19de | EGFR Exon 19 de | EGFR Exon 19 de |EGFR Exon 13 de
Imm _____________ CEFR o 190 SR Brn 195 JEGPR o 190 | S5 Brn 195
Rys. 5. Okno analizy reakcji w trybie AQ.
28 Instrukcja zestawu therascreen EGFR Pyro 03/2015




Dotki zostang automatycznie przeanalizowane pod katem mutacji, ktérych LOD
przedstawione jest w Tabeli 8. Wyniki zostang przedstawione w tabeli
podsumowuijgcej (Rys. 6), a takze jako szczegdétowe wyniki zawierajgce
pyrogramy i analize jakosci.

Summary

Al BlO4683 Mutation .0 del E746-A750

Al B105072 Wildtype

|A3 Bl 16390 Mutation 26.6 delL747-P753insS

Ad B 16389 Wildtype

AS 116301 Potential low level mutation kN delk 745-E7449 1KY
| A6 Bl 16392 Mutation 15.4 del ET46-A750

AT WT control Wlldi'i

v See detailed results for further explanation,

NOTE: For further information about data evaluation please refer to the handbook.

Rys. 6. Tabela podsumowujaca wyniki.

6. Uzycie analizy AQ:
Aby przeanalizowa¢ analiza EGFR i otrzymac¢ przeglad wynikéw nalezy
klikna¢ jeden z przyciskow stuzacych do rozpoczecia analizy.

(B F Analizuj wszystkie dotki.
Q== Analizuj wybrane dotki.

Wyniki analizy (czestotliwosci alleli) i ocena jakosci zostang wyswietlone powyzej
pozycji zmiennych na wykresie pyrogramu. Szczegdtowe informacje nt.
przeprowadzania analizy mozna znalez¢ w instrukcji uzytkowania PyroMark
Q24.

Aby wygenerowac raport nalezy wybra¢ pozycje “AQ Full Report” (Petny
raport) lub “AQ Analysis Results” (Wyniki analizy) z menu “Reports”
(Raporty)

Uwaga: Standardowa “Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy)
zdefiniowana w ustawieniach analizy odnosi sie do najczestszych mutacji w
kodonach 719, 768, 790, 858 i 861 i najczestszych delecji w eksonie 19 (patrz:
Zatgcznik A, str. 51). Jesli probka zawiera rzadziej wystepujgce mutacje, to
mozna zmieni¢ sekwencje w taki sposdb, by analizie podlegata réwniez mutacja
w zadanym miejscu, tak, jak to opisano w Zatgczniku A.

Sanger Institute prowadzi uaktualniong baze czestotliwosci mutacji ludzkiego
genu EGFR; jest ona dostepna na stronie
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Uwaga: W celu uzyskania rzetelnych wynikéw zaleca sie ustawienie wysokosci
odciecia powyzej 20 RLU (w przypadku analizy kodonu 768) i powyzej 30 RLU
(w przypadku pozostatych 4 badan). Nalezy ustawi¢ warto$¢ odpowiednio 20 lub
30 RLU jako ,wymagang wysokos$¢ odciecia w przypadku pozytywnej kontroli
jakosci” w ustawieniach analizy (patrz: instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 i
Zatacznik A).
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Uwaga: W celu przeprowadzenia prawidtowej analizy ilosciowej kodondw 719 i
790, nalezy dostosowac wysokos$¢ stupkdw na histogramie w ustawieniach
analizy (patrz: Zatacznik A, str. 51).

Uwaga: Raport “AQ Analysis Results” (Wyniki Analizy AQ) powinien by¢
uzywany do dokumentowania i interpretacji analizy ilosciowej alleli. Liczby
wskazane na pyrogramie sg zaokrgglone i dlatego tez nie pokazujg doktadnych
ilosci.

Uwaga: Pyrogram powinien by¢ zawsze poréwnywany z histogramem, ktéry
mozna wyswietli¢ klikajgc prawym przyciskiem myszy w oknie pyrogramu.
Punkty pomiaru powinny odpowiada¢ wysokosciom stupkéw na histogramie.

Ponowna analiza prébek bez wykrytych mutacji przy standardowej
“Sequence to Analyze” (Sekwencji do analizy) lub z oceng jakosci
oznaczong jako “Check” (Sprawdz) lub “Failed” (Nie zaliczono)

Zdecydowanie zaleca sie ponowng analize tych probek, w ktérych nie wykryto
zadnych mutacji przy wykorzystaniu standardowej sekwencji do analizy, jak
rowniez probek, ktére w kontroli jakosci uzyskaty wynik “Check” (Sprawdz) lub
“Failed” (Nie zaliczono). Wyniki takie [*Check” i “Failed”] mogg wskazywac na
mutacje w innym miejscu, co skutkuje uzyskaniem nieoczekiwanych punktéw
odniesienia.

Aby ponownie przeanalizowaé probke celujgc w rzadsze mutacje, nalezy w
“Analysis Setup” (Ustawieniach analizy) zmieni¢ “Sequence to Analyze”
(Sekwencje do analizy) zgodnie z opcjami przedstawionymi w Zataczniku A lub
innymi rzadkimi/niespotykanymi mutacjami. Nalezy klikng¢ ,,Apply” (Zastosuj), a
nastepnie ,To All’(Do wszystkich), kiedy pojawi sie okno “Apply Analysis Setup”
(Zastosuj ustawienia analizy).

Uwaga: Po zmienieniu “Sequence to Analyze” (Sekwencji do analizy), nalezy
upewnic sie, ze progi wysokosci pojedynczych punktow i wysokos$ci stupkow
histogramu sg odpowiednio skorygowane (patrz: Zatgcznik A, str. 51).

Uwaga: Jesli wysokosci mierzonych punktow nie odpowiadajg wysokosciom
stupkdéw na histogramie, a réznica ta nie wynika z obecnosci rzadkiej lub
nietypowej mutacji, wynik taki nie moze podlegac ocenie pod katem obecnosci
mutacji. W takim wypadku nalezy ponownie zbadac préobke.
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Interpretacja wynikow

Interpretacja wynikow analizy i wykrycie dalszych mutacji

Zaleca sie uzycie niemetylowanego kontrolnego DNA w przypadku kazdej analizy,
celem poréwnania oraz jako kontrole poziomow tta. Zmierzona czestotliwos¢ probki
kontrolnej powinna by¢ nizsza lub rowna wartosci limitu préby Slepej (LOB).

Wszystkie probki powinny podlegac ocenie w odniesieniu do limitu detekcji (LOD,
patrz: Tabela 8) i interpretacji w nastepujgcy sposéb:

¢ Czestotliwos$¢ mutacji < LOD: Typ dziki

¢ Czestotliwos$¢ mutacji 2 LOD i < LOD + 3%: Potencjalna mutacja nizszego
szczebla

Uwaga: W przypadku, gdy taka sytuacja ma miejsce w czasie analizy z
wykorzystaniem wtyczki Plug-in Report (patrz: krok 5 “Protokotu 6: Analiza
reakcji na urzgdzeniu PyroMark Q24”, strona 28) pojawi sie ostrzezenie.

Probki, co do ktérych istnieje podejrzenie wystepowania mutacji niskiej
czestotliwosci, powinny by¢ uwazane za pozytywne, jezeli wynik potwierdza sie
przy ponownym badaniu probki w duplikacie z probkg z niemetylowanym DNA
kontrolnym. Wynik obydwu duplikatow powinien by¢é =LOD i rézny od prébki
kontrolnej. W innym przypadku probki ocenia sie jako typ dziki.

€ Czestotliwos¢ mutacji > LOD + 3%: Mutacja

W przypadku korzystania z wtyczki EGFR Plug-in Report, interpretacja
przeprowadzana jest automatycznie.

Uwaga: Zaleca sie stosowanie wtyczki EGFR Plug-in Report do interpretacji
wynikéw. W przypadku szczegotowej oceny probek z potencjalng mutacjg niskiej
czestotliwosci, zaleca sie dodatkowg, manualng analize prébki przy pomocy
odpowiedniego oprogramowania (np. do poréwnania z czestotliwoscig mutacji probki
kontrolnej).

Uwaga: Czestotliwos¢, ktorej wartos¢ w probce kontrolnej przekracza LOB, wskazuje
na wyzszy niz zazwyczaj poziom tta w stosownym badaniu, co moze mie¢ wptyw na
obliczanie alleli, zwtaszcza w przypadku mutaciji niskiej czestotliwosci. W tym
przypadku czestotliwosci w skali od LOD (Tabela 8) do LOD + 3% nie powinny
podlegac¢ ocenie pod katem mutacji. Probke z potencjalng mutacjg niskiej
czestotliwosci nalezy podda¢ ponownemu badaniu.

Uwaga: Decyzja o leczeniu pacjentdow z nowotworem nie powinna opierac sie
wytgcznie na wykryciu mutacji genu EGFR.
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Tabela 8. LOB i LOD okreslone dla poszczegdolnych mutaciji

Podstawienie LOB LOD COSMIC

Mutacja aminokwasu (%) (%) ID* (V47)
Delecje w eksonie 19

2233del15 K745_E749del 0,6 1,6 26038
2235 2248>AATTC E746_A750>IP 0,8 1,6 13550
2235 _2252>AAT E746_T751>I 11 2,8 13551
2235del15" E746_A750del 0,9 1,8 6223
2236del15" E746_A750del 0,2 1,2 6225
2237 _2252>T E746_T751>V 0,8 2,4 12386
2237_2255>Tt E746_S752>V 0,6 1,6 12384
2237del15" E746_T751>A 0,9 1,9 12678
2237del18 E746_S752>A 0,5 1,7 12367
2238 2248>GC L747_A750>P 0,8 2,5 12422
2238 2252>GCA L747 _T751>Q 0,2 0,6 12419
2238del18 E746_S752>D 0,3 1,1 6220
2239 2248>C' L747_A750>P 1,8 2,5 12382
2239 2251>C L747_T751>P 0,6 1,7 12383
2239 2258>CA L747 P753>Q 1,3 3,9 12387
2239del18" L747_S752del 0,6 1,5 6255
2239del9 L747_E749del 2,0 3,7 6218
2240del12 L747_T751>S 0,4 1,5 6210
2240del15" L747_T751del 0,9 1,9 12369
2240del18" L747 P753>S 0,9 1,9 12370

* Z “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Katalog Mutacji Somatycznych w Nowotworach),

dostepny online na stronie Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Wartosci LOD deleciji w eksonie 19 zostaty okreslone przez dodanie szesciu odchylen
standardowych wartosci préby slepej do wartosci LOB.

Tabela kontynuowana na nastepnej stronie
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Tabela 8. Kontynuacja

Podstawienie LOB LOD COSMIC
Mutacja aminokwasu (%) (%) ID* (V47)
Ekson 18 kodon 719 (GGC)
AGC G719S 0,9 1,5 6252
TGC G719C 1,0 1,6 6253
GCC G719A 4,7 9,1 6239
Ekson 20 kodon 768 (AGC)
ATC S768I 2,6 5,0 6241
Ekson 20 kodon 790 (ACG)
ATG T790M 7,0 10,7 6240
Ekson 21 kodon 858 (CTG)
CGG L858R 0,6 2,6 (5,5)* 6224
Ekson 21 kodon 861 (CTG)
CAG L861Q 3,2 4,3 6213
CGG L861R 1,9 4,2 12374

*Z “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Katalog Mutacji Somatycznych w Nowotworach),
dostepny online na stronie Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

* Najnizszy poziom mutacji w prébce dajacy czestotliwo$¢ 3LOD.
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Wyniki reprezentatywne
Wyniki reprezentatywne pyrogramow przedstawiono na rysunkach 7-14.

2501
200
150

100
50 - \
(O g J—
1 1 1 1
T C A
5

E S A T G

10

Rys. 7. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki o genotypie typu
dzikiego w kodonie 719 z “Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy)
DGCTCCGGTGC.
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Rys. 8. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki o genotypie typu
dzikiego w kodonie 768 z “Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy) CAKCGTG.
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Rys. 9. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki o genotypie typu
dzikiego w kodonie 790 z “ Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy) ATCAYGCAG.
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Rys. 10. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki o genotypie typu
dzikiego w kodonach 858-861 z “Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy)
CKGGCCAAACDGCTGGGT.
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Rys. 11. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki o genotypie typu
dzikiego w eksonie 19.
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Rys. 12. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu probki z mutacjg ACG &

ATG
w 2 zasadzie kodonu 790 (wskazana strzatka).
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Rys. 13. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu prébki z mutacjg CTG & CGG w 2
zasadzie kodonu 858 (wskazana strzatka).
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Rys. 14. Wykres pyrogramu uzyskany po przeanalizowaniu prébki z delecjg 2235del15 w
eksonie 19.

Rozwigzywanie problemoéw

Ta czes$¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek
zaistniatych problemoéw. Naukowcy z Dziatu Pomocy Technicznej firmy QIAGEN
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx z checig odpowiedzg na wszystkie Panstwa
pytania dotyczgce zarowno informaciji i opisow protokotéw zawartych w tej instrukciji
obstugi, jak i technologii wykonania oznaczenh (informacje kontaktowe znajdujg sie na
tylnej oktadce lub na stronie www.qiagen.com).

Uwaga: W przypadku problemdw zwigzanych z obstugg urzadzenia, nalezy
zapoznac sie z instrukcjg aparatu PyroMark Q24.

Komenatrze i sugestie

Sygnaty w kontroli bez matrycy (kontrola negatywna)

a) Przeciekanie sygnatu Sygnat z jednego dotka jest wykrywany w sgsiednim.
miedzy studzienkami Nalezy unika¢ umieszczania prébek z intensywnym
sygnatem obok dotkdw z kontrolg bez matrycy.

b) Zanieczyszczenie PCR Uzywac sterylnych koncowek pipet z filtrami.
Materiaty takie jak probki, kontrole czy amplikony
nalezy pobiera¢ i przechowywac z dala od
odczynnikéw do reakcji PCR.
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Komenatrze i sugestie

Staba lub nieoczekiwana sekwencja

a) Niska jakos¢ genomowego Niska jakos¢ genomowego DNA moze skutkowac
DNA niepowodzeniem reakcji PCR. Probki PCR nalezy
analizowa¢ z wykorzystaniem techniki
elektroforetycznej (np. QIAxcel® System lub techniki
elektroforetyczne na zelu agarozowym).

Status wyniku “Check” (Sprawdz) lub “ Failed” (Nie zaliczono)

a) Niskie piki Btedy w obstudze w czasie nastawiania PCR lub
przygotowywania probki do pirosekwencjonowania
mogqg skutkowac uzyskaniem niskich pikéw. Nalezy
przeprowadzi¢ test funkcjonalnosci sond filtrujgcych,
zgodnie ze wskazaniami zawartymi w instrukcji
obstugi aparatu PyroMark Q24 w zwyktych
warunkach, a takze wymieni¢ sondy filtrujgce, jesli
jest to wskazane.

W przypadku ostrzezenia “Check” (Sprawdz) nalezy
uwaznie poréwnaé pyrogram z histogramem, ktory
mozna wyswietli¢ klikajgc prawym przyciskiem w
oknie pyrogramu. Jesli zmierzone piki odpowiadajg
wysokosci stupkéw histogramu, wynik jest
poprawny. W przeciwnym wypadku, nalezy
przeprowadzi¢ ponowng analize prébki.

b) W “Sequence to Analyze” Dostosowac¢ sekwencje w ustawieniach analizy
(Sekwencji do analizy) nie  (patrz: Zatagcznik A, str. 51) i przeprowadzic¢
wykryto mutacji ponowng analize testu.

c) Nieoczekiwana rzadka Ocena jakosci o statusie “Check”(Sprawdz) lub
mutacja “Failed”(Nie zaliczono) moze by¢ spodwodowana

nieoczekiwanym schematem punktow szczytowych.
Moze on wskazywac na nieoczekiwang mutacje,
ktora nie podlega analizie zgodnej z “Sequences to
Analyze” (Sekwencjami do analizy). Takie probki
nalezy przeanalizowac z wykorzystaniem
alternatywnych sekwencji obejmujgcych
nieoczekiwane mutacje.

d) Ostrzezenie o wysokim Pyrogram nalezy uwaznie poréwnac z histogramem,
odchyleniu wysokosci ktéry mozna wyswietli¢ klikajgc prawym przyciskiem
punktu dla dozowania x w oknie pyrogramu. Jesli zmierzone punkty nie

odpowiadajg wysokosci stupkdéw histogramu i nie da
sie tego wyttumaczy¢ rzadkimi mutacjami, nalezy
przeprowadzi¢ ponowng analize prébki.
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Komenatrze i sugestie

d) Ostrzezenie Sygnat w tle dozowania T8 jest nizszy od
“Uncertain/Failed due to spodziewanego poziomu. Nalezy przywrécié¢
high peak hight deviation at wysoko$¢ histogramu do warto$ci domysinej (1,00,
dispensation: 8” mozliwe wytacznie w przypadku analizy z
pojawiajgce sie w czasie wykorzystaniem narzedzia integralnego z
analizy w kodonie 790 oprogramowaniem PyroMark Q24 Software).
e) Ostrzezenie Wysoki poziom mutacji CTG>CGG w kodonie 858
“Uncertain/Failed due to (L858R) moze skutkowacé zwiekszonym ttem w
high peak hight deviation at dozowaniach G-10 i A-12 oraz czestotliwoscig
dispensation: 10” - powyzej LOD w przypadku mutacji ATG>CAG w
pojawiajgce sie w czasie kodonie 861 (L861Q). W tym przypadku wiarygodna
analizy w kodonach 790 jest jedynie wskazana mutacja L585R, a ostrzezenie
oraz status jakosci “Check”(Sprawdz) mozna
zignorowac.

Uwaga: Wtyczka EGFR Plug-in Report wskaze tylko
jedng mutacje (tj. mutacje z najwyzszag
czestotliwoscig).

f) Ostrzezenie “Uncertain due Wysoki poziom delecji 2235del15 moze skutkowac

to high peak height pojawieniem sie ostrzezenia. W tym wypadku
deviation at dispensation: wskazana mutacja moze zostac¢ uznana za
23.” pojawiajgce sie w wiarygodng, a ostrzezenie oraz status jakosci
przypadku wykrycia delecji  “Check”(Sprawdz) mozna zignorowac.
2235del15.

Wysokie tto

a) Nieprawidtowe Nukleotydy przechowywac¢ w 2—-8°C.
przechowywanie Przechowywanie w temp. od —15 do —25°C moze
nukleotyddéw powodowac wzrost tia.

b) Kroétki czas chtodzenia Prébke nalezy pozostawi¢ w uchwycie ptytki
probki przez analizg z PyroMark Q24 w temperaturze pokojowej na 10-15
wykorzystaniem minut. Nie skraca¢ czasu chtodzenia.

pirosekwencjonowania

c) Zanieczyszczenie kartridza  Ostroznie wyczysci¢ kartridz tak, jak to opisano w
karcie produktu. Kartridz przechowywac z dala od
Swiatta i pytu.

Brak sygnatu kontroli pozytywnej (niemetylowane DNA kontrolne)

a) Niedostateczna ilos¢ Upewnic¢ sie, ze kartridz PyroMark Q24 zostat
mieszaniny enzymow lub uzupetniony zgodnie z informacjami z przygotowan
substratow w stosunku do  do analizy (“Pre Run Information”) w menu “Tools”
ilosci dotkow (Narzedzia).
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Komenatrze i sugestie

b) Odczynniki nieprawidlowo  Odczynniki therascreen przygotowac zgodnie z

przechowywane lub instrukcjg podang w “Protokole 5: Uruchomienie
nieprawidtowo PyroMark Q24”, str. 26.
rozcienczane

c) Niepowodzenie reakcji Btedy w obstudze w czasie nastawiania PCR,
PCR lub przygotowania programowania cyklera PCR lub przygotowania
probki probki do pirosekwencjonowania mogg skutkowac

brakiem sygnatow. Nalezy przeprowadzic test
funkcjonalnosci sond filtrujgcych, zgodnie ze
wskazaniami zawartymi w instrukcji obstugi aparatu
PyroMark Q24 pod zwyktymi warunkami, a takze
wymieni¢ sondy filtrujgce, jesli jest to wskazane.
Powtorzy¢ reakcje PCR i analize
pirosekwencjonowaniem.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig firmy
QIAGEN, kazda seria zestawu therascreen EGFR Pyro jest testowana pod kgtem
wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spéjnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne muszg by¢ interpretowane w
potgczeniu z innymi wynikami badan laboratoryjnych i klinicznych.

Zwalidowanie wydajnosci systemu, z uwzglednieniem procedur stosowanych w
danym laboratorium, ktore nie sg objete przez analizy w celu oceny dziatania
prowadzonych przez firme QIAGEN, lezy w gestii uzytkownika.
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Charakterystyki wydajnosci

Wartos¢ proby slepej i limit detekcji

Wartosci limitu proby slepej (LOB) i limitu detekcji (LOD) zostaty okreslone dla danej
liczby mutacji z wykorzystaniem mieszanin plazmidéw (Tabela 9). LOB i LOD zostaty
okreslone zgodnie z zaleceniami Instytutu Clinical and Laboratory Standards (CLSI)
zawartymi w: Guideline EP17-A “Protocol for determination of limits of detection and
limits of quantitation; approved guideline” (Wskazania EP17-A “Protokét okre$lania
limitow detekc;ji i wartosci proby Slepej; zatwierdzone wytyczne”). a- i b-btedy
(odpowiednio: fatszywe pozytywne i fatszywe negatywne) zostaty okreslone na
poziomie 5%. LOD niektorych rzadkich delecji w eksonie 19 zostat okreslony przez
dodanie szesciu odchylen standardowych pomiarow slepych do wartosci LOB.

Wartosci LOB przedstawiajg zmierzone czestotliwosci otrzymane z probki typu
dzikiego. Wartosci LOD przedstawiajg najnizszy sygnat (z mierzonych
czestotliwosci), ktéry moze byé uwazany za pozytywny dla danej mutacji.

Mutacja CTG & CGG w kodonie 858

W przypadku mutacji CTG & CGG w kodonie 858, pomiary probek z niskimi
poziomami mutacji nie przedstawiajg rozktadu Gaussa. Z tego powodu LOD zostato
okreslone przy pomocy innej metody, zgodnie z zaleceniami zawartymi w CLSI
Guideline EP17-A. Najnizszy sygnat wskazujgcy na obecnos¢ mutacji (LOD) w tych
pozycjach zostat okreslony na 2% powyzej odpowiedniego poziomu poczgtkowego
zdefiniowanego przez 95 percentyl pomiaréw slepych. Podczas analizy probki z
poziomem mutacji o wartosci %, 95% wynikow (n=72) dato sygnat, ktéry mozna
uznac za pozytywny (3LOD, tj. 32,6%).
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Tabela 9. LOB i LOD okreslone dla poszczegdélnych mutacji

Podstawienie LOB LOD COSMIC
Mutacja aminokwasu (%) (%) ID* (V47)
Delecje w eksonie 19
2233del15 K745_E749del 0,6 1,6 26038
2235 2248>AATTC E746_A750>IP 0,8 1,6 13550
2235 2252>AAT E746_T751>I 11 2,8 13551
2235del15" E746_A750del 0,9 1,8 6223
2236del15" E746_A750del 0,2 1,2 6225
2237 _2252>T E746_T751>V 0,8 24 12386
2237 _2255>Tt E746_S752>V 0,6 1,6 12384
2237del15" E746_T751>A 0,9 19 12678
2237dell8 E746_S752>A 0,5 1,7 12367
2238 _2248>GC L747_A750>P 0,8 2,5 12422
2238 2252>GCA L747 _T751>Q 0,2 0,6 12419
2238del18 E746_S752>D 0,3 1,1 6220
2239 2248>Ct L747 A750>P 1,8 2,5 12382
2239 2251>C L747_T751>P 0,6 1,7 12383
2239 2258>CA L747_P753>Q 1,3 3,9 12387
2239del18" L747_S752del 0,6 1,5 6255
2239del9 L747_E749del 2,0 3,7 6218
2240del12 L747_T751>S 0,4 15 6210
2240del15" L747_T751del 0,9 19 12369
2240del18" L747 _P753>S 0,9 1,9 12370

* Z “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Katalog Mutacji Somatycznych w Nowotworach), dostepny
online na stronie Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T LOD przedstawionych delecji w eksonie 19 zostat okreslony przez dodanie szesciu odchylen standardowych
proby slepej do wartosci LOB
Tabela kontynuowana na nastepnej stronie.
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Tabela 9. Kontynuacja

Podstawienie LOB LOD COSMIC
Mutacja aminokwasu (%) (%) ID* (V47)
Ekson 18 kodon 719 (GGC)
AGC G719S 0,9 1,5 6252
TGC G719C 1,0 1,6 6253
GCC G719A 4,7 9,1 6239
Ekson 20 kodon 768 (AGC)
ATC S768l 2,6 5,0 6241
Ekson 20 kodon 790 (ACG)
ATG T790M 7,0 10,7 6240
Ekson 21 kodon 858 (CTG)
CGG L858R 0,6 2,6 (5,5)* 6224
Ekson 21 kodon 861 (CTG)
CAG L861Q 3,2 4,3 6213
CGG L861R 1,9 4,2 12374

* Z “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Katalog Mutacji Somatycznych w Nowotworach), dostepny
online na stronie Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

* Najnizszy poziom mutacji w probce dajacy czestotliwos¢ 3LOD.

Uwaga: Niniejsze wartosci zostaty oparte na analizach, w ktérych jako matrycy do
amplifikacji PCR uzyto mieszanin plazmidéw niosgcych typ dziki sekwencji lub
odpowiedng sekwencje mutacji.

Uwaga: Zaleca sie sprawdzenie wydajnosci metody w laboratorium.
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Liniowosé

Liniowos¢ zostata okreslona z wykorzystaniem mieszanin plazmidéw niosgcych typ
dziki odpowiedniej sekwencji mutacji GGC>AGC w kodonie 719, ACG>ATG w
kodonie 790, CTG>CGG w kodonie 858 i delecji 2235del15 i 2236dell5 w eksonie
19. Plazmidy zostaty wymieszane w proporcjach dajgcych cztery poziomy mutacji
(5, 10, 30 i 50%). Kazda mieszanina byta analizowana z trzema seriami zestawu
therascreen EGFR Pyro w trzech analizych pirosekwencjonowania, kazde w
potréjnym powtdrzeniu.

Wyniki analizy delecji (n=9 dla kazdego poziomu mutacji) zostaty przeanalizowane
zgodnie z CLSI Guideline EP6-A “Evaluation of the linearity of quantitative
measurement procedures: a statistical approach; approved guideline” (Ocena
liniowos$ci procedur pomiarow ilosciowych: podejscie statystyczne; zatwierdzone
wytyczne) z wykorzystaniem oprogramowania Analyse-it® Software v2.21 i zostaty
przedstawione na Rys. 15 (delecja 2235del15 w eksonie 19).

Wyniki byty liniowe z dopuszczalng nieliniowoscig na poziomie 5% w testowanym
przedziale poziomu mutacji od 5 do 50%. Podobne wyniki uzyskano dla mutacji
GGC>AGC w kodonie 719, ACG>ATG w kodonie 790, CTG>CGG w kodonie 858 i
delecji 2236dell5 w eksonie 19.
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Rys. 15. Liniowos¢ delecji 2235del15 w eksonie 19.

Precyzja

Dane dot. precyzji pozwalajg na okreslenie catkowitej liczby zmiennych w analizach;
zostaty one uzyskane na trzech réznych poziomach analizy wspomnianej wczesniej
mieszaniny plazmidow, z potrdjng replikg kazdy.

Powtarzalnos¢ (zmiennosc¢ w obrebie analizy i pomiedzy partiami) zostata obliczona

na podstawie danych z okre$lania liniowosci (trzy analizy przeprowadzane tego

samego dnia z wykorzystaniem réznych partii zestawu therascreen EGFR Pyro).

Precyzja posrednia (zmiennos¢ w obrebie laboratorium) zostata okreslona na
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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podstawie trzech badan przeprowadzonych w jednym laboratorium w ciggu trzech
roznych dni przez r6zne osoby, aparaty PyroMark Q24 i partie zestawu therascreen
EGFR Pyro. Reprodukcyjnosé (zmiennos¢ pomiedzy laboratoriami) zostata obliczona
na podstawie dwoch badan przeprowadzonych w wewnetrznym i zewnetrznym
laboratorium kazde, z wykorzystaniem réznych partii zestawu therascreen EGFR
Pyro.

Szacunki dotyczgce precyzji sg prezentowane jako odchylenie standardowe
czestotliwosci mierzonych mutacji w jednostkach % (Tabela 10). Powtarzalnosc,
precyzja posrednia i reprodukcyjnos¢ delecji 2235del15 w eksonie 19 wynosita
odpowiednio 0,8-1,2, 0,7-2,9 oraz 0,7-1,8 % w przedziale pomiaru poziomu mutacji
wynoszgcym od 5 do 50%. Podobne wyniki uzyskano w przypadku mutaciji
GGC>AGC w kodonie 719, ACG>ATG w kodonie 790, CTG>CGG w kodonie 858 i
delecji 2236dell5 w eksonie 19.

Tabela 10. Precyzja wykrywania delecji 2235del15 w eksonie 19*

Precyzja

Powtarzalnosé posrednia Odtwarzalnos¢
% zmutowanych ) ] ]
plazmidow?’ Srednia oS Srednia oS Srednia oS
5 7,7 0,8 7,4 0,7 7,4 0,7
10 14,7 1,1 14,5 1,3 14,4 1,1
30 41,8 1,2 40,0 2,0 41,5 1,7
50 59,4 1,0 58,2 2,9 60,7 1,8

* Wszystkie wartosci podawane sg w jednostkach procentowych. OS: odchylenie standardowe (n=9).
T Na podstawie pomiaru OD2so.

Diagnostyka

Zestaw therascreen EGFR Pyro Kit zostat oceniony przez poréwnanie do
sekwencjonowania Sanger’a i zestawu therascreen EGFR RGQ. DNA zostato
pozyskane ze 100 prébek guza utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
(FFPE) z niedrobnokomérkowego raka ptuca (ang. NSCLC) i przeanalizowane pod
katem obecnosci mutacji w kodonach 719, 768, 790 oraz 858-861, a takze delec;ji i
ztozonych mutacji w eksonie 19.

DNA wyizolowano przy pomocy zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue. Analizy
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu therascreen EGFR Pyro na aparacie
PyroMark Q24, zestawu therascreen EGFR RGQ na aparacie Rotor Gene-Q 5plex
HRM serii Il oraz sekwencjonowania Sanger’a przeprowadzonego na analizatorze
ABI® 3130 Genetic Analyzer.

Na 100 analizowanych probek, w 97 przypadkach status mutacji zostat okreslony we
wszystkich kodonach i eksonie 19 (z wykorzystaniem trzech metod ). W przypadku
dwoch prébek nie udato sie okresli¢ statusu kodonu 768 (metoda
pirosekwencjonowania), a w przypadku jednej z prébek, mimo zastosowania trzech
metod, nie uzyskano informacji o wiekszosci kodondéw, co pozwala twierdzi¢, ze
jakos¢ DNA byta zbyt niska, zeby przeprowadzi¢ amplifikacje.
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Wszystkie trzy metody pozwolity na wykrycie odpornej mutacji T790M w jednej z prébek,
podczas gdy mutacja L861Q w innej probce zostata wykryta jedynie przez
pirosekwencjonowanie. Analizy pirosekwencjonowania, Rotor-Gene Q i
sekwencjonowanie Sanger’a pozwolity na wykrycie odpowiednio trzynastu, dwunastu i
szesnastu delecji i ztozonych mutacji w eksonie 19. Trzy z delecji w eksonie 19 wykryte
przez sekwencjonowanie Sanger’a nie zostaty wykryte ani przez pirosekwencjonowanie,
ani analize Rotor-Gene Q. Mutacja L858R zostata wykryta w trzech prébkach przy
uzyciu kazdej z trzech metod, w dwdch prébkach przez pirosekwencjonowanie i jedng z
pozostatych metod, w jednej probce wytgcznie przez pirosekwencjonowanie i w jednej
wylgcznie przez analize Rotor-Gene Q. Wyniki przedstawiono w Tabelach 11-14.

Zadna z trzech metod nie wykryta mutacji w kodonach 719 i 768 w zadnej ze 100
prébek.

Wytgczajgc prébki, ktérych analiza przy pomocy jednej lub wiecej metod skohczyta
sie niepowodzeniem, zestaw therascreen EGFR Pyro i sekwencjonowanie Sanger'a
wykazujg 100%, 98%, 99% i 97% zgodnos¢ w wynikach dotyczgcych odpowiednio
kodondéw 790, 858, 861 i eksonu 19, podczas gdy zestawy therascreen EGFR Pyro i
therascreen EGFR RGQ wykazujg 100%, 97%, 99% i 99% zgodnos$¢ w wynikach
dotyczacych odpowiednio kodonow 790, 858, 861 i eksonu 19 (Tabele 11-14).

Tabela 11. Wyniki analizowanych prébek guza NDRP dla kodonu 790

Sekwencjonowanie Sanger’a
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
Mutant 1 0 1 2
Zestaw -
therascreen Typ dziki 0 98 0 98
EGFR Pyro Nieznany 0 0 0 0
Suma 1 98 1 100
Zestaw therascreen EGFR RGQ
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
Mutant 1 0 1 2
Zestaw -
therascreen Typ dziki 0 98 0 98
EGFR Pyro Nieznany 0 0 0 0
Suma 1 98 1 100
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Tabela 12. Wyniki analizowanych probek guza NDRP dla kodonu 858

Sekwencjonowanie Sanger’'a
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
4 2 0 6
Zestaw Mutant
therascreen Typ dziki 0 93 0 93
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 0 1 1
Zestaw therascreen EGFR RGQ
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
4 2 0 6
Zestaw Mutant
therascreen Typ dziki 1 92 0 93
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 1 0 1
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Tabela 13. Wyniki analizowanych probek guza NDRP dla kodonu 861

Sekwencjonowanie Sanger’a
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
0 1 0 1
Zestaw Mutant
therascreen Typ dziki 0 98 0 98
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 1 0 1
Suma 0 100 0 100
Zestaw therascreen EGFR
RGQ
Mutant  Typ dziki Nieznany Suma
Mutant 0 1 0 1
Zestaw
therascreen Typ dziki 0 98 0 98
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 0 1 1
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Tabela 14. Wyniki analizowanych probek guza NDRP dla eksonu 19

Sekwencjonowanie Sanger’a
Mutant Typ dzikie Nieznany Suma
Mutant 13 0 0 13
Zestaw
therascreen Typ dzikie 3 84 0 87
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 0 0 0
Zestaw therascreen EGFR
RGQ
Typ
Mutant dzikie Nieznany Suma
Mutant 12 1 0 13
Zestaw
therascreen  Typ dzikie 0 86 1 87
EGFR Pyro
Y Nieznany 0 0 0 0
Suma 12 87 1 100

Uwaga: We wszystkich analizach wykorzystanych do okreslenia charakterystyki
wydajnosci sygnat analizy w kodonie 768 wynosit ponad 20 RLU i ponad 30 RLU w
pozostatych czterech analizach, co jest standardem w przypadku 10 ng DNA
wyizolowanego z tkanki utrwalonej w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE).
Dane z pirosekwencjonowania zostaty przeanalizowane z wykorzystaniem wtyczki
EGFR Plug-in Report.

Referencje

Firma QIAGEN posiada obszerng, aktualng baze publikacji naukowych dostepnych
online; publikacje te opisujg analizy przeprowadzone z wykorzystaniem produktéw
QIAGEN. Czytelne opcje wyszukiwania pozwalajg na zalezienie potrzebnych
Panstwu artykutdéw poprzez zastosowanie stowa kluczowego lub konkretnego
obszaru zastosowania, tytutu, itp.

Petna lista odniesien znajduje sie w Bazie Referencji QIAGEN dostepnej online na
stronie www.giagen.com/RefDB/search.asp; zachecamy réwniez do kontaktowania
sie w tej kwestii z Serwisami Technicznych QIAGEN lub lokalnymi dystrybutorami.
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Symbole

¥/ Zawiera odczynniki wystarczajgce na przeprowadzenie <N>
V<> testow

E Zuzyc¢ przed

IVD Sprzet medyczny do diagnostyki in vitro

REF Numer katalogowy

LOT Numer serii
Numer materiatu

COMP Sktadniki

CONT Zawiera

NUM Numer

Wodorotlenek sodu
GTIN Globalny Numer Jednostki Handlowe;j

Ograniczenia Temperaturowe

Producent

L .
{ —
/ M

Przed uzyciem zapoznac sie z instrukcjg

,_
b

|

[
L

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania wsparcia technicznego oraz wszelkich dodatkowych informaciji,
prosimy o kontakt z Centrum Wsparcia Technicznego na stronie
www.giagen.com/Support , kontakt telefoniczny z jednym z Dziatow Serwisu
Technicznego firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz: tylna oktadka lub
Www.giagen.com).
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Zatacznik A: Nastawianie analiz therascreen EGFR
Pyro

W przypadku, gdy wtyczka EGFR Plug-in Report zostata zainstalowana, w
przeglgdarce skrétéw oprogramowania PyroMark Q24 pod Sciezkg “Example
Files/PyroMark Setups/EGFR” (Przyktadowe pliki/Ustawienia PyroMark/EGFR)
dostepne sg gotowe ustawienia analizy kodonoéw 719, 768, 790, 858-861 i eksonu
19. Nie ma wtedy potrzeby przeprowadzania ponizszych krokéw. Wtyczke mozna
uzyskaé drogg mailowg przez kontakt pod adresem pyro.plugin@giagen.com.

Zdecydowanie zaleca sie korzystanie z wtyczki EGFR Plug-in Report zamiast analizy
manualnej. Nie ma mozliwo$ci manualnego dodania ztozonych mutacji do “Sequence
to Analyze” (Sekwencji do analizy) i dlatego tez muszg by¢ one analizowane z
wykorzystaniem wtyczki. Po instalacji wtyczki lub za kazdym razem, gdy instalowane
jest nowe oprogramowanie, lub istniejgce oprogramowanie podlega aktualizaciji,
nalezy zweryfikowaé poprawnos¢ dziatania wtyczki tak, jak to opisano w wytycznych
EGFR Plug-In Quick Guide.

Jezeli wtyczka EGFR Plug-in Report nie zostata zainstalowana, nalezy recznie
wprowadzi¢ ustawienia pliku analizy therascreen EGFR Pyro przed
przeprowadzeniem go po raz pierwszy. Analiza EGFR kodonu 719, 768, 790, 858-
861 i delecji w eksonie 19 z wykorzystaniem oprogramowania PyroMark Q24 nalezy
zaprogramowac tak, jak to pokazano ponize;.

Procedura

EGFR kodon 719

Al. Klikngé = w oknie narzedzi i wybraé “New AQ Assay”.
A2. Wprowadzi¢ nastepujaca sekwencje w polu “Sequence to Analyze”:
DGCTCCGGTGC

Uwaga: Ta sekwencja pozwoli na wykrycie najczestszych mutacji w kodonie 719
w nukleotydzie 2155.

Sekwencje podlegajgcg analizie mozna zmienic¢ po przeprowadzeniu analizy,
celem analizy mutacji w nukleotydzie 2156. Aby sprawdzi¢ obecno$¢ mutacji w
nukleotydzie 2156 sekwencje do analizy nalezy zmieni¢ na

GSCTCCGGTGC

Uwaga: Nalezy upewnic sie, ze warto$¢ odciecia zostata ustawiona na 30 RLU.
Dodatkowo nalezy upewnic sie, ze wysokosci stupkéw histogramu sg
odpowiednio dopasowane (patrz: instrukcja ponizej).

A3. Recznie wprowadzi¢ nastepujacy “Dispensation Order” (Kolejnosé
dozowania):
ATGTCACTCGTG
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Rys. 16. Histogram kodonu 719 (nukleotyd 2155) z analizowana sekwencja
DGCTCCGGTGC. Czerwony prostokat na dole stupka dyspensacji C5 ilustruje
dopasowanie wysokosci stupka histogramu.

Rys. 17. Histogram kodonu 719 (nukleotyd 2156) z analizowang sekwencja
GSCTCCGGTGC. Czerwony prostokat na dole stupka dozowania C5 ilustruje
dopasowanie wysokosci stupka histogramu.

A4. Klikna¢ zaktadke “ Analysis Parameters” (Parametry analizy) i zwiekszy¢
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Prég
odciecia — Wymagana wysokos¢ odciecia o odpowiedniej jakosci) do 30.

A5.Na histogramie: przesuna¢ kursor muszy w gorny rog stupka dozowania C5
i klikngé, jednoczesnie trzymajac wcisniety klawisz ,,Ctrl”. Pojawi sie mate
okienko pokazujace domysing wysokosé stupka histogramu (1,00).
Zwiekszy¢ poziom do 1,04 w przypadku sekwencji DGCTCCGGTGC i do
2,04 w przypadku sekwencji GSCTCCGGTGC.

A6. Klikna¢ 4 w okienku narzedziowym i zapisa¢ analize jako “EGFR codon
719”.

EGFR kodon 768

A1. Klikng¢ == oknie narzedzi i wybra¢ “New AQ Assay”.

A2. Wprowadzi¢ nastepujgca sekwencje w polu “Sequence to Analyze”:
CAKCGTG

A3. Recznie wprowadzi¢ nastepujacy “Dispensation Order” (Kolejnos¢
dozowania):

TCGAGTCGAT

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rys. 18. Histogram kodonu 768 (nukleotyd 2303) z analizowang sekwencja
CAKCGTG.

A6. Klikna¢ 4 w okienku narzedziowym i zapisa¢ analize jako “EGFR codon
768" .

EGFR kodon 790

A1. Kliknaé¢ = oknie narzedzi i wybra¢ “New AQ Assay”.
A2. Wprowadzi¢ nastepujaca sekwencje w polu “Sequence to Analyze”:
ATCAYGCAG

A3. Recznie wprowadzi¢ nastepujacy “Dispensation Order” (Kolejnos¢
dozowania):

CATCGACTGCA
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Rys. 19. Histogram kodonu 790 (nukleotyd 2369) z analizowang sekwencjg ATCAYGCAG.
Czerwony prostokat na dole stupka dozowania T8 ilustruje dopasowanie wysokosci
stupka histogramu.

A4. Klikna¢ zaktadke “Analysis Parameters” (Parametry analizy) i zwiekszy¢
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Prog
odciecia — Wymagana wysokos¢ punku o odpowiedniej jakosci) do 30.

A5.Na histogramie: przesunag¢ kursor muszy w goérny rég stupka dozowania T8
i klikngé, jednoczesnie trzymajac wcisniety klawisz ,,Ctrl”. Pojawi sie male
okienko pokazujace domysing wysokos¢ stupka histogramu (1,00).
Zwiekszy¢ poziom do 1,03.

A6. Klikna¢ 4 w okienku narzedziowym i zapisa¢ analize jako ,EGFR codon
790".

EGFR kodony 858-861

A1. Kliknaé = oknie narzedzi i wybra¢ “New AQ Assay”.
A2. Wprowadzi¢ nastepujaca sekwencje w polu “Sequence to Analyze”:
CKGGCCAAACDGCTGGGT

A3. Recznie wprowadzi¢ nastepujacy “Dispensation Order” (Kolejnos¢
dozowania):

ATCGTGCAAGCATGCTG

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rys. 20. Histogram kodonéw 858—-861 z analizowana sekwencja
CKGGCCAAACDGCTGGGT.

A4. Klikna¢ zaktadke “Analysis Parameters” (Parametry analizy) i zwiekszy¢
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Prég
odciecia — Wymagana wysokos¢ odciecia o odpowiedniej jakosci) do 30.

A5. Klikngé 4 w okienku narzedziowym i zapisa¢ analize jako
“EGFR codons 858-861".

EGFR ekson 19 del

A1. Klikna¢ = oknie narzedzi i wybra¢ “New AQ Assay”.

A2. Wprowadzi¢ nastepujgca sekwencje w polu “Sequence to Analyze”:
TATCAA[GGAATTAAGAGAAGC]AACATCTCCGAAAGCCAACAAGGA
Najczestszg delecjg w eksonie 19 jest 2235del15. Aby przeanalizowac ekson
pod katem innych delecji, nalezy zmieni¢ sekwencje podlegajgca analizie
zgodnie z odpowiednig, zdefiniowang delecja.

Uzy¢ sekwenciji typu dzikiego:
TATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCC
TCGAT

i doda¢ kwadratowe nawiasy w tam, gdzie zaczyna sie i konczy delecja.

Drugg najczestszg delecjg w eksonie 19 jest 2236dell5; w tym przypadku nalezy
zmieni¢ sekwencje na nastepujaca:
TATCAAG[GAATTAAGAGAAGCAJACATCTCCGAAAGCCAACAAGGA

A3. Recznie wprowadzi¢ nastepujaca “Dispensation Order” (Kolejnos¢
dozowania):

CTATCACTGTCAGCTCGATCGTCATCGTCACGC
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Rys. 21. Histogram delecji w eksonie 19.

A4. Kliknaé zaktadke “Analysis Parameters” (Parametry analizy) i zwiekszy¢
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Prog
odciecia — Wymagana wysokos¢ odciecia o odpowiedniej jakosci) do 30.

A5. Klikngé 4 w okienku narzedziowym i zapisa¢ analize jako “EGFR Exon 19
del”.
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Zalacznik B: Opréznianie pojemnika na odpady |
korytek

OSTRZEZENIE | Niebezpieczne substancje chemiczne
f Roztwor do denaturacji (Denaturation Solution) stosowany w stacji

roboczej zawiera wodorotlenek sodu, ktory dziata draznigco na
oczy i skore

Nalezy zawsze nosi¢ okulary ochronne, rekawice i fartuch
laboratoryjny.

Osoba odpowiedzialna (np. kierownik laboratorium) musi podja¢
niezbedne srodki ostroznosci w celu zapewnienia, ze otoczenie w
miejscu pracy jest bezpieczne i ze operatorzy urzgdzenia sg
odpowiednio przeszkoleni. Nie mogg oni by¢ narazeni na dziatanie
niebezpiecznych poziomdéw substancji toksycznych, jak okreslono
w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki Substancji
Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIH' czy COSHH?*.
Wiecej informacji znajduje sie na stronie
WWwWw.giagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpaddéw musi by¢ przeprowadzane
zgodnie ze wszystkimi krajowymi, stanowymi i lokalnymi
przepisami dot. zdrowia i bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).
T ACGIH: Amerykanska Konferencja Rzagdowych Higienistow Przemystowych (Stany Zjednoczone)
F COSHH: Kontrola substancji zagrazajgcych zdrowiu (Wielka Brytania).

Nalezy przestrzegac panstwowych, stanowych i lokalnych przepiséw dotyczgcych
usuwania odpadow laboratoryjnych.

Wazne punkty przed rozpoczeciem

¢ Ponizszy protokét wymaga uzycia wody o wysokiej czystosci (Milli-Q 18,2 MQ x
cm, www.millipore.com lub jej odpowiednik).

Procedura

B1. Nalezy upewni¢ sie, ze prézniowa stacja robocza nie wytwarza proézni, tzn.
wylacznik znajduje sie¢ w pozycji Off, a pompa prézniowa jest wylaczona.
B2. Usunaé¢ wszelkie pozostate substancje z korytek.

B3. Przeptukaé korytka woda o wysokim stopniu czystosci lub wymieni¢ je,
jesli jest taka koniecznosé.

B4. Oprézni¢ pojemnik na odpady.
Uwaga: Pokrywe mozna zdjg¢ bez koniecznosci odtgczania przewoddw.

B5. Jesli istnieje potrzeba wyczyszczenia prézniowej stacji roboczej (np. z
powodu kurzu lub rozlanej cieczy), nalezy postepowaé zgodnie z Instrukcja
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.
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Informacje dot. sktadania zamoéwien

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
therascreen EGFR Do 24 reakcji w systemach PyroMark 971480
Pyro Kit (24) Q24: Startery Seq, startery PCR,

niemetylowane DNA kontrolne,
mastermix PyroMark PCR, koncentrat
CoralLoad, bufor wigzgcy PyroMark,
bufor do hybrydyzacji PyroMark,
roztwor denaturujgcy PyroMark, bufor
do przemywania PyroMark,
mieszanina enzymow, mieszanina
substratéw, dATPaS, dCTP, dGTP,
dTTP i HO

PyroMark Q24 MDx Platforma do wykrywania sekwencji 9001513
zasad metodg pirosekwencjonowania
dla 24 prébek jednoczesnie

PyroMark Q24 Platforma do wykrywania sekwencji 9001514
zasad metodg pirosekwencjonowania
dla 24 prébek jednoczesnie

PyroMark Q24 MDx Prézniowa stacja robocza (220 V) do 9001517*
Vacuum Workstation*  jednoczesnego przygotowania 24 9001515
prébek (z produktéw do matrycy
jednoniciowej)

PyroMark Q24 Vacuum Prézniowa stacja robocza (220 V) do 9001518
Workstation jednoczesnego przygotowania 24

probek (z produktow do matrycy

jednoniciowej)

PyroMark Q24 MDx Oprogramowanie do aplikacji 9019063
Software

PyroMark Q24 Oprogramowanie do analizy 9019062
Software

Akcesoria

PyroMark Q24 Plate 24-studzienkowa ptytka do reakcji 979301
(100) sekwencjonowania

PyroMark Q24 Kartridze do dozowania nukleotydow i 979302
Cartridge (3) odczynnikow

* Tylko w Wielkiej Brytanii.

" Reszta [Jwiata.
|
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

PyroMark Vacuum Wielorazowe sondy filtrujgce do 979010
Prep Filter Probe (100) stosowania z urzgdzeniami PyroMark
Vacuum Workstation Q96 i Q24

PyroMark Control Oligo Do sprawdzenia poprawno$ci instalacji 979303
systemu
PyroMark Q24 Do potwierdzenia wydajnosci systemu 979304

Validation Oligo

Powiagzane produkty

QlAamp DNA FFPE Do 50 izolacji DNA: 50 kolumienek 56404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute®, proteinaza K,

bufory, probéwki do elucji (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Kit Do 48 izolacji DNA: Kartridz z 953034
(48) odczynnikami (Tkanki), Jednorazowe

koncowki z filtrami, jednorazowe
uchwyty koncoéwek, probéwki na probki
(2 ml), probowki do elucji (1,5 ml),
bufor G2, proteinaza K

QlAamp DSP DNA Do 50 przygotowan: Kolumny 61104
Blood Mini Kit wirowniczej QlIAamp Mini, bufory,

odczynniki, probowki, przytgczki

VacConnectors

Aktualne informacje dotyczace licencji, a takze zastrzezenia dotyczgce
uzytkowania produktu znajdujg sie w instrukcji obstugi lub instrukcji
uzytkowania stosownego zestawu firmy QIAGEN, ktére mozna znalez¢ na
stronie www.giagen.com, uzyska¢ w Serwisach Techniczny (QIAGEN
Technical Services) lub u lokalnego dystrybutora
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Znaki handlowe: QIAGEN®, QIAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN Group); ABI (Life Technologies Corporation); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q® (Millipore
Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Ograniczona umowa licencyjna

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu therascreen EGFR Pyro na nastepujgce warunki:

1.

Zestawu therascreen EGFR Pyro mozna uzywa¢ wytgcznie zgodnie z instrukcjg obstugi zestawu therascreen EGFR Pyro i tylko razem z
elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub
wigczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do innych sktadnikow, ktére nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjgtkiem
przypadkéw opisanych w niniejszej instrukcji oraz dodatkowych protokotéw dostepnych na stronie www.giagen.com.

Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licengji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw
stron trzecich.

Niniejszy zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani
sprzedawac.

Firma QIAGEN w szczegoélnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw,
ktére mogtyby prowadzi¢ do czynnos$ci zabronionych powyzej lub utatwiac takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowac zakazy
niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie
z kosztami prawnikéw, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy
licencyjnej lub praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji s dostepne na stronie www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, all rights reserved.
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