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Avsedd anvandning

therascreen RAS Extension Pyro Kit ar eft in vitro-diagnostiskt test baserat pé
Pyrosequencing®teknik fér kvantitativ detektering av mutationer i kodonerna 59, 61, 117
och 146 i den ménskliga KRAS-onkogenen och kodonerna 12, 13, 59, 61, 117 och 146 i
den manskliga NRAS-onkogenen med hijélp av DNA som extraherats frén formalinfixerad

och paraffininbédddad (FFPE) ménsklig vévnad med metastatisk kolorektal cancer (mCRC).

therascreen RAS Extension Pyro Kit ar avsett som hjdlp for aft identifiera vilka mCRC-
patienter som sannolikt &r lémpade fér anti-EGFR-behandlingar som cetuximab och

panitumumab (1).

® therascreen RAS Extension Pyro Kit ér endast avsett fér anvéndning pé systemet
PyroMark® Q24. | systemet PyroMark Q24 ingér:

® Instrumentet PyroMark Q24 eller instrumentet PyroMark Q24 MDx.
e Vakuumstationen PyroMark Q24 eller vakuumstationen PyroMark Q24 MDx.
® Programmet PyroMark Q24 (version 2.0) eller programmet PyroMark Q24 MDx

(version 2.0).

therascreen RAS Extension Pyro Kit &r avsett aft anvéndas av professionella anvéndare
sésom tekniker och lékare som har utbildning i in vitro-diagnostiska procedurer,

molekylarbiologiteknik och systemet PyroMark Q24.

Sammanfattning och férklaring

therascreen RAS Extension Pyro Kit anvénds fér kvantitativa métningar av mutationer i
exonerna 3 och 4 i den manskliga KRAS-genen och exonerna 2, 3 och 4 i den manskliga

NRAS-genen. Produkten best&r av 8 analyser (se Bild 1).
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FPB

Oty

KRAS codons 59/61

GTCGTCCAGTTICTC <—Seq
59 61 RP

Ep Seq 117
> ATAAATGTGAT

KRAS codon 117

RPB
Fp Seq 146
. ——> ATCAGCAAAGAC
KRAS codon 146
RPB
EP Seq 12 18
‘I::> GGT GGTGTTGGGA
NRAS codon 12/13
RPB
FP Seq 59
——> ACAGCTGGACAA
NRAS codon 59
RPB
FP Seq 61
-IZ:> CAAGAAGAGTAC
NRAS codon 61
RPB
Ep Seq 117
) > AGTGTGATTTG
NRAS codon 117
RPB
FP Seq 146
mmmmpp———> CAGCCAAGACC
NRAS codon 146
RPB

Bild 1. Analyser i therascreen RAS Extension Pyro Kit.
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De 8 regionerna amplifieras separat med PCR och sekvenseras genom den definierade
regionen. Mutationer i den ftackta regionen leder till distinkta mdnster i Pyrogram®kurvan
som kan urskiljas frén kurvor som erhdllits frén vildtypsprov. Mutationer som kan analyseras
med programmet PyroMark Q24 &r listade iTabell 15. Analyserna for KRAS-
kodonerna 117 och 146 samt NRAS-kodonerna 12/13, 59, 61, 117 och 146 sekvenseras
framat medan analyserna fér KRAS-kodon 59/61 sekvenseras bakat. Produkten bestar av en
PCR-primerblandning och en sekvenseringsprimer fér varje analys. Primrarna levereras i

l&sningsform. Varje flaska innehéller 24 pl primer eller primerblandning.
Anvandningsprinciper

Bild 2 nedan illustrerar analysprocedurens arbetsfldde. Nér PCR &r utfért anvénds
primrarna till att hitta det aktuella omrédet och amplikonerna immobiliseras pé Streptavidin
Sepharose® High Performance-kulor. Enkelstréngat DNA bereds och de motsvarande
sekvenseringsprimrarna binds till DNA. Proverna analyseras sedan pa PyroMark Q24 med

hjélp av analyskonfigurationsfiler och en kérningsfil.

”Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) kan justeras for detektion av olika mutationer
efter kérningen (se “Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kérning”, sidan 3533 och

"Bilaga A: Konfigurera therascreen RAS Extension Pyro-analyser”, sidan 64).
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Konfiguration av analys och kérning Provberedning
PCR (protokoll 2)
Konfiguration av analysfil (bilaga A) .
Immobilisering (protokoll 3)
¥

Konfiguration av kdrningsfil (protokoll 1) Beredning av prover (protokoll 4)

\/

PyroMark Q24-kdrning (protokoll 5)
+
Analys av PyroMark Q24-kérning (protokoll 6)
+
Rapport
Bild 2. Arbetsflide for therascreen RAS Extension Pyro Kit-proceduren.

Kontroller

Ometylerat  kontrollDNA ingér i kitet som en positiv kontroll fér PCR och
sekvenseringsreaktioner. Detta kontrollDNA har en vildtyps-genotyp i de regioner som
sekvenserats med detta kit. Inkludera eft prov med kontrollDNA fér varje analys i varje
pyrosekvenseringskérning. Detta krdvs fér korrekt tolkning av resultat och identifiering av

l&gnivamutationer (se “Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kdrning”, sidan 35).

Dessutom ska en negativ kontroll (utan mall-DNA) ingd i varje PCR-konfiguration fér minst en

analys.
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Material som medféljer

Kitets innehall

Férpackning 1/2

therascreen RAS Extension Pyro Kit (24)
Katalognr 971590
Antal beredningar 24
Seq Primer KRAS 59/61 244l
(Sekvenseringsprimer KRAS 59/61)

Seq Primer KRAS 117 24yl
(Sekvenseringsprimer KRAS 117)

Seq Primer KRAS 146 244l
(Sekvenseringsprimer KRAS 146)

Seq Primer NRAS 12/13 24yl
(Sekvenseringsprimer NRAS 12/13)

Seq Primer NRAS 59 24l
(Sekvenseringsprimer NRAS 59)

Seq Primer NRAS 61 24yl
(Sekvenseringsprimer NRAS 61)

Seq Primer NRAS 117 24yl
(Sekvenseringsprimer NRAS 117)

Seq Primer NRAS 146 24yl
(Sekvenseringsprimer NRAS 146)

PCR Primer KRAS 59/61 244l
(PCR-primer KRAS 59/61)

PCR Primer KRAS 117 24l
(PCR-primer KRAS 117)

PCR Primer KRAS 146 244l
(PCR-primer KRAS 146)
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therascreen RAS Extension Pyro Kit (24)
Katalognr 971590
Antal beredningar 24

PCR Primer NRAS 59 24 pl
(PCR-primer NRAS 59)

PCR Primer NRAS 61 24 pl
(PCR-primer NRAS 61)

PCR Primer NRAS 117 24yl
(PCR-primer NRAS 117)

PCR Primer NRAS 146 24l
(PCR-primer NRAS 146)

PyroMark PCR Master Mix 24yl
(PyroMark PCR-huvudmix), 2x

Coralload® Concentrate 4 x 850 pl
(Coralload®koncentrat), 10x

H,O 1.2 ml
Unmethylated Control DNA 6x1.9ml
(Ometylerat kontrol-DNA), 10 ng/pl

PCR Primer NRAS 59 3 x 100 pl

(PCR-primer NRAS 59)
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Férpackning 2/2

Buffertar och reagenser Volym
PyroMark Binding Buffer 2x 10 ml
(PyroMark bindningsbuffert)

PyroMark Annealing Buffer 2x 10 ml
(PyroMark hybridiseringsbuffert)

PyroMark Denaturation Solution 2 x 250 ml
(PyroMark denatureringslésning)*

PyroMark Wash Buffer 2 x 25 ml
(PyroMark tvéttbuffert), 10x

Enzyme Mixture 2 flaskor
(Enzymblandning)

Substrate Mixture 2 flaskor
(Substratblandning)

dATPaS 2x 1180l
dcTp 2 x 1180 pl
dGTP 2 x 1180l
dTTP 2x1180p
therascreen RAS Extension Pyro Kit Handbok (Engelska) 1 pc

* Innehdller natriumhydroxid
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Material som behdvs men inte medfdljer

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillémpliga scikerhetsdatablad (SDS) som kan erhéllas av

respektive tillverkare.

Reagenser

e DNA:isoleringskit (se “DNA-isolering”, sidan 19)

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

e Hoggradigt rent vatten (Milli-Q® 18,2 MQ x cm eller motsvarande)

Obs: | kitet medféljer tillréckligt med vatten fér PCR, DNA-immobilisering och fér att 16sa
upp enzymblandningen och substratblandningen; det behévs ytterligare hdggradigt rent
vatten for att spéda PyroMark tvéttbuffert, 10x.

e FEtanol (70 %)*

Forbrukningsartiklar

e Sterila pipettspetsar (med filter fér PCR-uppstdllning)

® PCR-plattor med 24 brunnar (se “"Rekommenderade plattor med 24 brunnar”, sidan 14)
e Sjglvhaftande folie

® PyroMark Q24 Plate (kat.nr 979301)1

® PyroMark Q24 Cartridge (kat.nr 979302)1

" Anvénd inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser sésom metanol eller metyletylketon.
T CEAVD-mérkt i enlighet med EU-direktivet 98/79/EG. Alla andra produkter som listas &r inte CEVD-mérkta baserat
p& EU-direktivet 98/79/EG.
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Utrustning

® Pipetter (justerbara)*

e Bankst&ende mikrocentrifug*

e Termocykler* och passande PCR-rér

® PyroMark Q24 MDx eller PyroMark Q24 (kat.nr 9001513 eller 9001514)*

® PyroMark Q24 MDx eller PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kat.nr 9001515
eller 9001516 eller 92001518 eller 9001519)*

e Skakapparat* fér immobilisering till kulor (se “Rekommenderade skakapparater” pé
sidan 14)

e Varmeblock* med kapacitet fér 80 °C

" Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.
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Rekommenderade skakapparater

Skakapparaterna med orbital rérelse i Tabell 1 rekommenderas fér anvéndning med

therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Tabell 1. Skakapparater som rekommenderas fér anviindning med therascreen RAS Extension Pyro Kit

Tillverkare Produkt Katalognr
Eppendorf ThermoMixer® C 5382000031
Eppendorf (basenhet) 5306000006
Thermo Fisher Scientific SmartBlock™ PCR 96, termoblock for 10448791

PCR-plattor med 96 brunnar
Thermo Fisher Scientific Variomag® Teleshake 10515882

Rekommenderade plattor med 24 brunnar

Plattorna med 24 brunnar i Tabell 2 rekommenderas fér anvéndning med therascreen RAS

Extension Pyro Kit.

Tabell 2. Plattor med 24 brunnar som rekommenderas fér anvéiindning med therascreen RAS Extension Pyro Kit

Tillverkare Produkt Katalognr

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

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

Atitude FrameStar® Break-a-way 96 wells, 41i-1000

transparenta ror

Kisker Quali — PCR Plates utan ram G030
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Varningar och sakerhetsatgarder

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglasdgon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga sdkerhetsdatablad (SDS). De ér tillgéngliga pé&
webben i behdndigt PDF-format pé& adressen www.qiagen.com/safety, dér du kan visa och
skriva ut sdkerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Allmanna sakerhetsatgarder

Lagg alltid sarskild vikt vid fljande:

e Komponenterna i den har produkten récker for aft utféra 24 reaktioner i varje analys.
e Anvand sterila pipettspetsar med filter (for PCR-konfiguration).

e Forvara och extrahera positivt material (prover, positiva kontroller och amplikon)
separerat frén alla andra reagenser, och tillsatt dem i reaktionsmixen i eft separat

utrymme.

e Tina alla komponenter omsorgsfullt i rumstemperatur (15-25 °C) innan analysen
péborias.

e Naér komponenterna tinats ska de blandas (genom att pipettera upp och ned upprepade

génger eller genom att vortexa i pulser) och centrifugeras en kort stund.

® Misslyckade resultat fér inte ligga fill grund for bedémning av mutationsstatus.
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Forvaring och hantering av reagenser

therascreen RAS Extension Pyro Kit levereras i 2 férpackningar. therascreen RAS Extension
Pyro Kit (férpackning 1/2) levereras pd torris. PyroMark PCR-huvudmix, Coralload-
koncentrat, ometylerat kontroll-DNA och alla primrar ska férvaras i —15 till =25 °C direkt vid

ankomst.

Pyro-buffertar och -reagenser (férpackning 2/2) som innehéller buffertar, enzymblandning,
substratblandning, dATPaS, dCTP, dGTP och dTTP (reagenserna fér analys med
pyrosekvensering) levereras i kylférpackning. De hér komponenterna ska férvaras i 2-8 °C
direkt vid ankomst. Fér att minimera férsémring av akfiviteten rekommenderar vi att bade

enzymblandningen och substratblandningen férvaras i de medféljande flaskorna.
Rekonstituerad enzymblandning och substratblandning &r stabilt i minst 10 dagar i 2-
8 °C. Rekonstituerad enzymblandning och substratblandning kan frysas och férvaras i flaska

i =15 till =25 °C. Frusna reagenser ska inte genomgd mer &n 6 frys-/upptiningscykler.

Obs: Nukleotider ska inte frysas.

therascreen RAS Extension Pyro Kit &r héllbart fram till det utgdngsdatum som anges pd

etiketten om det férvaras under de hér forhallandena.
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Provtagning, forberedelse for analys och
férvaring

Obs: Alla prover ska betraktas som potentiellt smittbérande material.

Provmaterialet maste vara manskligt, genomiskt DNA extraherat frén FFPE-vévnad. Proverna
mé&ste transporteras enligt standardmdssig patologisk metod fér att garantera provets

kvalitet.

Tumérprover ar olikartade och data frén eft tumérprov kanske inte stdmmer &verens med
andra sektioner fr&n samma tumér. Tumérprover kan Gven innehdlla tumérfri vévnad. DNA
fran tumorfri vavnad férvéntas inte innehélla mutationer som detekteras av therascreen RAS

Extension Pyro-kitet.

Beredning av vavnadsprover

Obs: Anvénd torra skalpeller. UHfor inte det har steget i en huv fér laminart fléde eller i eft

dragskap.

e Skrapa ned tumérvévnaden frén snitten i mérkta mikrocentrifugrér med higlp av en ny

skalpell for varje prov.

Beredning av vavnadsprover fér DNA-extraktion

e Anvand standardmaterial och -metoder och fixera vévnadsprovet i 10 % neutralbuffrat
formalin (NBF) och b&dda in vévnadsprovet i paraffin. Skar med hjélp av mikrotom ut

5 pm tjocka seriesnitt fran paraffinblocket och placera dem pé& objekiglas.

e En utbildad person (t.ex. en patolog) ska bedéma tumérinnehdll och utbredning pé eft
H&E-fargat (Hematoxilyn & Eosin) snitt. Markera det fargade objektglaset for att kunna

skilja tumdrvévnad frén normal vévnad. Anvénd seriesnitt for DNA-extraktion.
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e Anvand snitt med > 20 % tumérinnehéll fér bearbetning utan makrodissektion (se nésta

punki).

® For snitt med < 20 % tumédrinnehall: Makrodissekera ett eller flera snitt. Kassera tumérfri

vdvnad.

® For snitt med en yta < 4 mm2: Bearbeta tvé eller fler snitt fér aft dka den totala tumérytan
till minst 4 mm2 (géller prover béde med och utan makrodissektion). Kassera tumérfri

vdvnad.

e Skrapa bort dverfladigt paraffin frén vavnaden med en ny, steril skalpell.

Forvaring

Forvara FFPE-block och objekiglas i rumstemperatur. Objekiglas kan férvaras i

rumstemperatur i upp till 4 veckor innan DNA-extraktion.

Genomiskt DNA kan férvaras i 2-8 °C i 1 vecka efter extraktion, och sedan i =15 till =25 °C

i upp till 8 veckor innan anvéndning.
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Procedur

DNA:-isolering

QIAGEN-kitet som visas nedan i Tabell 3 rekommenderas fér DNA-rening fér de angivna
manskliga provtyperna liksom fér anvéndning med therascreen RAS Extension Pyro Kit. Om
du ska anvdnda detta kit féljer du DNA-reningsinstruktionerna i handbéckerna till respektive

kit.

Tabell 3. DNA-reningskit som rekommenderas for anvéindning med therascreen RAS Extension Pyro Kit

Provmaterial Kit for isolering av nukleinsyra Katalognr

Paraffininbédddad vévnad QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404

Protokoll 1: Konfigurera PyroMark Q24-systemet

Saker som ska géras fore start

e Skapa en analyskonfiguration enligt beskrivningen i Bilaga A: Konfigurera therascreen
RAS Extension Pyro-analyser pd sidan 64. Detta behéver endast géras en géng, innan

du kér RAS Extension Pyro-analyserna for férsta géngen.

® Undvik att placera prover med hég signalintensitet bredvid brunnar med “kontroll utan

|/I

mall” och brunnar med férvantat léga signaler. Detta kan leda till verhdrningssignaler

mellan brunnarna nér en signal frén en brunn detekteras i en intilliggande brunn.

Procedur
1. Klicka pé U, verktygsféltet.
En ny kérningsfil skapas.

2. Skriv in kérningsparametrarna (se “Kérningsparametrar”, sidan 20).
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3. Forbered plattan genom att lagga till analyser for alla 8 analyser for therascreen RAS

Extension Pyro Kit i brunnar som motsvarar de prover som ska analyseras.

Obs: En negativ kontroll (utan mal-DNA) méste ingé i varje PCR-konfiguration fér minst

en analys.

Obs: Inkludera ett prov med ometylerat kontrol-DNA som vildtyp-kontroll fér varje analys

i varje pyrosekvenseringskérning (se “Bild 2”, sidan 8).

4. Nar karningen ar iordningstdlld och redo att kéras pé systemet PyroMark Q24 ska du
skriva ut en lista med de volymer av enzymblandning, substratblandning och nukleotider
som behdvs, samt konfigurationen av plattan. Vélj “Pre Run Information” (Info fére

kérning) p& menyn “Tools” (Verktyg). Nér rapporten visas klickar du p& = .
5. Sténg kérningsfilen och kopiera den pé ett USB-minne (medféljer systemet) via

Utforskaren i Windows®.

Obs: Den utskrivna Pre Run Information-rapporten kan anvéndas som mall fér
provkonfigurationen (se “Protokoll 3: Immobilisering av PCR-produkter pé Streptavidin
Sepharose High Performance-kulor”, sidan 25).

Obs: Information om kérning av plattan p& PyroMark Q24-systemet finns i “Protokoll 5:
Kéra PyroMark Q24-systemet”, sidan 32.

Kérningsparametrar

e "Run name”(Namn pé kérningen): Namnet p& kérningen ges nér filen sparas. Om du

byter namn p& filen éndras ocksé namnet pé kérningen.

e "Instrument method” (Instrumentmetod): Vdlj instrumentmetod efter vilken kassett som ska
anvéndas fér kérningen; se instruktionerna som medféljer produkterna.

o "Plate ID” (Platt-ID, valfritt): Ange ID fr PyroMark Q24 Plate.

e “Bar code” (Streckkod, valfritt): Ange ett streckkodsnummer fér plattan eller, om du har

en streckkodsl@sare ansluten till din dator, placera muspekaren i textrutan “Barcode”

(Streckkod) genom att klicka i rutan och las in streckkoden.
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e “Kit and reagent ID” (Kit- och reagens-ID, valfritf): Ange lotnumret for det therascreen

RAS Extension Pyro Kit som ska anvéndas. Lotnumret finns p& produktetiketten.

Obs: Vi rekommenderar att du anger bada lotnumren s& att eventuella ovéntade problem

med therascreen RAS Extension Pyro Kit kan spdras.

® ”Run note” (Anteckning om kdrningen, valfritt): Gor en anteckning om innehéllet i eller

syftet med kdrningen.

Lagga till analysfiler

Om du vill lagga till en analysfil fér en brunn gér du pé ett av féljande satt:

e Hogerklicka p& brunnen och vilj “Load Assay” (Ladda analys) p& kontextmenyn.
® Markera analysen i snabbmenyn, klicka p& den och dra den till brunnen.

En brunn fargkodas enligt den analys som laddas fér brunnen.

Ange prov-ID och anteckningar

Om du ska ange ett prov-ID eller en anteckning markerar du cellen och skriver in texten.

Om du ska redigera ett prov-ID eller en anteckning markerar du antingen cellen (det aktuella

innehdllet markeras) eller dubbelklickar pé cellen.
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Protokoll 2: PCR med de PCR-reagenser som medféljer therascreen
RAS Extension Pyro Kit

Det har protokollet ar avsett for PCR-amplifiering av 8 separata regioner i exonerna 3 och 4
i den manskliga KRAS-genen och exonerna 2, 3 och 4 i den méanskliga NRAS-genen med

therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Viktigt att tanka pé fére start

e HotStarTaq® DNA-polymeras i PyroMark PCR-huvudmix kréver aktivering i 15 minuter
vid 95 °C.

® Forbered alla reaktionsblandningar i ett omrade avskilt frén det omrdde som anvéands for
DNA-rening, tilldgg av mall till PCR, PCR-produktanalys eller beredning av prover fére

analys med pyrosekvensering.

® Anvand engdngsspetsar med hydrofobiskt filter fr att undvika korskontaminering.

Saker som ska goras fére start
® Innan réren med PCR-primrar 8ppnas ska de centrifugeras en kort stund sa att innehallet
léngst ned i réren samlas upp.

® Justera koncentrationen av kontroll och prov-DNA till 0,4-2 ng/pl om det behévs.

Procedur

1. Tina alla komponenter som behévs (se Tabell 4).
Blanda val fére anvéndning.
2. Bered en reaktionsmix fér varje PCR-primer enligt Tabell 4.
Reaktionsmixen innehdller vanligtvis alla komponenter som krévs fér PCR férutom provet.

Bered en volym reaktionsmix som &r stdrre dn vad som krévs fér det totala antalet PCR-

analyser som ska utféras.
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Tabell 4. Beredning av reaktionsmix fér varje PCR-primermix

Komponent

Volym/reaktion (pl)

PyroMark PCR Master Mix, 2x
Coralload Concentrate, 10x

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

Vatten (H2O, medfélier)

12.5
2.5

Total volym

20

3. Blanda reaktionsmixen vél och férdela 20 pl i varje PCR-rér.

Det &r inte nddvandigt att ha PCR-rér pé torris eftersom HotStarTag DNA-polymeras &r

inaktivt i rumstemperatur.

4. Tillsatt 5 pl mall-DNA (2-10 ng genomiskt DNA) i varje PCR-rér (se Tabell 5) och blanda

val.

Obs: En negativ kontroll (utan mall-DNA) ska ingé i varje PCR-konfiguration fér minst en

analys.

Obs: Inkludera ett prov med ometylerat kontroll-DNA som vildtyp-kontroll fér varje analys

i varje pyrosekvenseringskdrning (se “Kontroller”, sidan 8).

Tabell 5. Beredning av PCR

Komponent Volym/reaktion (pl)
Reaktionsmix 20
Prov-DNA 5
Total volym 25
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5. Programmera termocyklern enligt tillverkarens anvisningar med hjélp av villkoren som

anges i Tabell 6.

Tabell 6. Optimerat cyklingsprotokoll

Tid Temperatur Kommentar
Initialt aktiveringssteg: 15 min 95°C HotStarTaq DNA-polymeras
aktiveras i det har vérmesteget
3-stegscykling:
Denaturering 20s 95°C
Hybridisering 30s 53°C
Extension 20s 72°C
Antal cykler 42 -
Slutlig extension: 5 min 72°C

6. Placera PCR-réren i termocyklern och starta cyklingsprogrammet.

7. Fortsétt efter amplifieringen med “Protokoll 3: Immobilisering av PCR-produkter p&
Streptavidin Sepharose High Performance-kulor”, sidan 25.

PCR-proverna kan férvaras i 2-8 °C i upp till 3 dagar.
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Protokoll 3: Immobilisering av PCR-produkter pé Streptavidin
Sepharose High Performance-kulor

Sepharose High Performance fére analys pd systemet PyroMark Q24.

Saker som ska goras fére start

e Lt alla reagenser och 18sningar uppné rumstemperatur (15-25 °C) innan du satter
igang.

® Sl& p& PyroMark Q24 minst 30 minuter innan du startar en kdrning. Strémbrytaren sitter
p& instrumentets baksida.

® Placera en PyroMark Q24-platthéllare pé& ett féruppvarmt vérmeblock med temperaturen
80 °C. Ha en andra PyroMark Q24-platthéllare i rumstemperatur (15-25 °C).

® PyroMark tvattbuffert levereras som ett koncentrat, 10x. Innan det anvénds férsta géngen
ska det spadas till en 1x-arbetslésning genom tillsats av 225 ml hdggradigt rent vatten i
25 ml PyroMark tvéttbuffert, 10x (slutlig volym 250 ml).
Obs: 1x PyroMark tvétibuffert-arbetsldsning ér stabil i 2-8 °C till angivet utgéingsdatum.

e Forbered vakuumstationen PyroMark Q24 fér provberedning enligt anvisningarna i
anvéndarmanualen till PyroMark Q24.

Procedur

1. Skaka forsiktigt flaskan som innehéller Streptavidin Sepharose High Performance fills
|&sningen &r homogen.

2. Bered en huvudmix fér DNA-immobilisering enligt Tabell 7.
Bered en volym som &r stérre én den volym som krévs fér det totala antalet reaktioner
som ska utféras (antalet reaktioner + en extra).
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Tabell 7. Huvudmix fér DNA-immobilisering

Komponent Volym/reaktion (pl)
PyroMark Binding Buffer 40

Vatten (H20, medfélier) 29
Streptavidin Sepharose 1

High Performance

Total volym 70

3. Tillsatt 70 pl huvudmix i brunnarna i en PCR-platta med 24 brunnar enligt den

forinstalining som gjordes vid kérningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera
PyroMark Q24-systemet”, sidan 19).

Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Se fill att huvudmixen &r homogen genom att
pipettera upp och ned upprepade génger eller genom att vortexa i pulser. Centrifugera

inte huvudmixen.

4. Tillsatt 10 pl biotinylerad PCR-produkt frén protokoll 2 i varje brunn med huvudmix enligt
den férinstéllning som gjordes vid kérningskonfigurationen (se “Protokoll 2: PCR med de

PCR-reagenser som medféljer therascreen RAS Extension Pyro Kit”, sidan 22).

Den totala volymen per brunn ska vara 80 pl efter tillsats av huvudmix och PCR-produkt.
5. Forslut PCR-plattan med hjdlp av sjélvhaftande folie.

Se till att det inte kan férekomma léckage mellan brunnarna.
6. Skaka PCR-plattan i rumstemperatur (15-25 °C) i 510 minuter vid 1 400 rpm.

Fortsatt omedelbart med “Protokoll 4: Beredning av prover fére analys med

pyrosekvensering p& PyroMark Q24", sidan 27 under det hér steget.
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Protokoll 4: Beredning av prover fére analys med pyrosekvensering

pd PyroMark Q24

Det har protokollet ar avsett fér beredning av enkelstraingat DNA och bindning av

sekvenseringsprimern till mallen fére analys med pyrosekvensering pd PyroMark Q24.

Viktigt att tanka pé fére start
® Innan réren med sekvenseringsprimrar dppnas ska de centrifugeras en kort stund s& att
innehdllet léngst ned i réren samlas upp.

e Tillsatt de olika sekvenseringsprimrarna enligt den férinstéllning fér plattan som gjordes
vid kérningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera PyroMark Q24-systemet”, sidan

19), beroende pé& analysregion.

e Utfor regelbundna funktionstest for filterproberna enligt anvisningarna i

anvéandarmanualen till PyroMark Q24 och byt ut filterproberna nér detta indikeras.

Procedur
1. Spdd en fillracklig méngd av varje sekvenseringsprimer i PyroMark-hybridiseringsbuffert
enligt Tabell 8.

Bered en volym utspédd sekvenseringsprimer som &r stérre @n den volym som krévs fér

det totala antalet prover som ska sekvensbestémmas (antalet prover plus en extra).

Spad inte och férvara inte mer sekvenseringsprimer én vad som behdvs.
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Tabell 8. Exempel pé spddning av sekvenseringsprimrarna

Volym for

9 + 1 reaktioner
Komponent Volym/prov (pl) (pl)
PyroMark Annealing Buffer 24.2 242
Seq Primer KRAS 59/61
eller
Seq Primer KRAS 117 eller
Seq Primer KRAS 146 eller
Seq Primer NRAS 12/13 0.8 8
eller
Seq Primer NRAS 59 eller
Seq Primer NRAS 61 eller
Seq Primer NRAS 117 eller
Seq Primer NRAS 146
Total volym 25 250

2. Tillsatt 25 pl utspadd sekvenseringsprimer i varje brunn i PyroMark Q24-plattan enligt

kérningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera PyroMark Q24-systemet”,

sidan 19).

Behdll en av PyroMark Q24-platthéllarna (medféljer vakuumstationen PyroMark Q24) i

rumstemperatur (15-25 °C), och anvénd den som hjélp nér plattan bereds och flyttas.

3. Sl& pa vakuumpumpen till vakuumstationen PyroMark Q24.

4. Placera PCR-plattan frén protokoll 3 och PyroMark Q24-plattan pé vakuumstationen

(Bild 3).

Inspektera PCR-plattan och sdkerstdll att Sepharose-kulorna ligger i [&sning. Se till att

PCR-plattan &r i samma lége som ndr proverna laddades.
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Bild 3. Placering av PCR-platta och PyroMark Q24-platta p&a vakuumstationen.

5.
6.

Applicera vakuum i verktyget genom att aktivera vakuumbrytaren.

Sank léngsamt ned vakuumverktygets filterprober i PCR-plattan fér att f&nga in kulorna
som innehéller immobiliserad mall. Hall proberna pé plats i 15 sekunder. Lyft férsiktigt

vakuumverktyget.

Obs: Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Infangning av kulorna méste ske omedelbart
efter skakning. Om mer én 1 minut har gétt sedan plattan skakades ska du skaka plattan

pd nytt i 1 minut innan kulorna f&ngas in.

Inspektera PCR-plattan fér att se till att alla proverna tas upp fullsténdigt av

vakuumverktyget.

Flytta vakuumverktyget till tréget som innehdller 40 ml 7O-procentig etanol (trag 1,
Bild 3). Spola filterproberna i 5 sekunder.

. Flytta vakuumverktyget till tréget som innehdller 40 ml denatureringsldsning (trag 2,

Bild 3). Spola filterproberna i 5 sekunder.
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9. Flytta vakuumverktyget till tréget som innehéller 50 ml tvattbuffert (tréag 3, Bild 3). Spola
filterproberna i 10 sekunder.

10.Lyft upp vakuumverktyget och luta det bakat, mer &n 90° lodrét lutning, i 5 sekunder sa

att vatskan rinner av filterproberna (Bild 4).

Bild 4. Bilden visar vakuumverktyget i mer én 90° lodréit lutning.

11.Sténg av vakuumet medan vakuumverktyget hélls ovanfér PyroMark Q24-plattan.

12.Frigér kulorna i PyroMark Q24-plattan genom att séinka ned filterproberna i den

utspadda sekvenseringsprimern och flytta vakuumverktyget forsiktigt fram och tillbaka.

Obs: Var férsiktig s& att du inte skadar ytan p& PyroMark Q24-plattan genom att skrapa

den med filterproberna.

13.Flytta vakuumverktyget till tréget med héggradigt rent vatten (trag 4, Bild 3) och skaka

vakuumverktyget i 10 sekunder.

14.Tvétta filterproberna genom att séinka ned proberna i héggradigt rent vatten (trég 5,
Bild 3) och applicera vakuum. Spola proberna med 70 ml héggradigt rent vatten.

15.Lyft upp vakuumverktyget och luta det bakat, mer &n 90° lodrét lutning, i 5 sekunder sa

att vatskan rinner av filterproberna (Bild 4).

16.Stéing vakuumverktyget och placera vakuumverktyget i parkeringspositionen (P).
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17 .Sténg vakuumpumpen.
Obs: | slutet av arbetsdagen ska vétskeavfall och &terstéende 16sning kasseras och
vakuumstationen PyroMark Q24 ska inspekteras avseende damm och spill. Se “Bilaga B:
Témma avfallsbehdllaren och tragen”, sidan 69.

18.Varm PyroMark Q24-plattan med prover i 80 °C i 2 minuter med hjélp av en
foruppvarmd PyroMark Q24-platthéllare.

19.Ta bort PyroMark Q24-plattan frén platthéllaren och placera den pé& en andra PyroMark
Q24-platthéllare som férvarats i rumstemperatur (15-25 °C) fér att l&ta proverna svalna

till rumstemperatur i 1015 minuter.

Fortsatt direkt med “Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet”, sidan 32.
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Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet

Det har protokollet beskriver hur du bereder och laddar PyroMark Gold Q24-reagenser i

PyroMark Q24-kassetten samt hur du startar och slutfér en kérning p& PyroMark Q24. Mer

information om hur du utfér en kérning finns i anvéndarmanualen till PyroMark Q24.

Viktigt att tanka pé fére start

® | rapporten “Pre Run Information” (Info fére kérning) pd menyn “Tools” (Verktyg) vid
karningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera PyroMark Q24-systemet”,
sidan 19) finns information om mangden nukleotider, enzym och substratbuffert som
behévs for en specifik kdrning.

® ladda kassetten med engdngsspetsar (utan hydrofobiskt filter) for att sdkerstalla att
kassetten fungerar korrekt.

Procedur

1. L&s upp frystorkat enzym och substratblandningar i vardera 620 pl vatten (H20,
medfsljer).

2. Blanda genom att skaka flaskan forsiktigt.
Obs: Vortexa inte!
L&t blandningen sté i rumstemperatur (15-25 °C) i 5-10 minuter fér att forsékra dig om
att den ar helt upplést. Kontrollera att I16sningen inte ar grumlig innan du fyller PyroMark
Q24-kassetten. Om reagenserna inte ska anvéndas omedelbart ska reagensflaskorna
placeras pd is eller i ett kylskép.

3. L&t reagenserna och PyroMark Q24-kassetten uppné rumstemperatur
(20-25 °C).

4. Placera PyroMark Q24-kassetten s& att etiketten ér véind mot dig.

5. ladda PyroMark Q24-kassetten med korrekta volymer av nukleotider, enzym och

substratblandningar enligt Bild 5 pé& sidan 33.
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Se till att inga luftbubblor &verférs frén pipetten till kassetten.

DEF]
- @0®
()

Label

Bild 5. PyroMark Q24-kassetten sedd ovanifran. Méarkningarna motsvarar etiketterna pé reagensflaskorna. Tillsétt
enzymblandning (E), substratblandning (S) och nukleotider (A, T, C, G) enligt den méngd som anges i rapporten Pre
Run (Info fére kérning) p& menyn “Tools” (Verktyg) vid kérningskonfigurationen.

6. Oppna kassettdérren och satt in den fyllda reagenskassetten med etiketten utét. Tryck in

kassetten helt och tryck den sedan nedét.
7. Kontrollera aft randen &r synlig framfér kassetten och sténg dérren.
8. Oppna ramen som hdller plattan och placera plattan pé vérmeblocket.
9. Sténg ramen och instrumentluckan.

10.Satt in USB-minnet (med kérningsfilen) i USB-porten pé instrumentets framsida.Ta inte bort

USB-minnet forrdn kérningen &r avslutad.
11.Valj "Run” (K8r) i huvudmenyn (med skérmknapparna « och v ) och tryck pa "OK".
12.Valj kérningsfilen med skérmknapparna « och .

Om du vill se innehéllet i en mapp markerar du mappen och trycker pa “Select” (Valj).

Om du vill gé tillbaka till foregaende fonster trycker du p& “Back” (Bakét).
13.Nar kérningsfilen &r vald trycker du pé& “Select” (Valj) for att starta kérningen.

14.Nér kérningen ar avslutad och instrumentet bekréftar att kérningsfilen har sparats pa

USB-minnet trycker du p& “Close” (Stang).
15.Ta ut USB-minnet.
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16.Oppna instrumentluckan.

17.Oppna kassettdérren och ta bort reagenskassetten genom att lyfta upp och dra ut den.

18.Stéing kassettddrren.

19.Oppna ramen som hdller plattan och ta bort plattan fréan varmeblocket.

20.Sténg ramen och instrumentluckan.

21 .Kassera plattan och rengér kassetten enligt instruktionerna i produktdatabladet som
medféljde kassetten.

22.Analysera kérningen enligt “Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kérning”,
sidan 35.
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Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kérning

Det hér protokollet beskriver mutationsanalysen for en slutférd therascreen RAS Extension

Pyrokdrning med programmet PyroMark Q24.

Procedur

1.
2.

Satt in USB-minnet (med den bearbetade kérningsfilen) i datorns USB-port.

Flytta kérningsfilen frén USB-minnet till 3nskad plats p& datorn med hjélp av Utforskaren
Windows.

Oppna kéringsfilen i AQ-léget i programmet PyroMark Q24 genom att antingen vélja
"Open” (Oppna) i menyn “File” (Arkiv) eller genom att dubbelklicka pé filen (v) i
snabbmenyn.

Om du vill anvénda RAS Extension Plug-In Report for att generera en plugin-rapport
vélier du “AQ Add On Reports/RAS Extension” (AQ-illaggsrapporter/RAS Extension) i
menyn “Reports” (Rapporter) (se Bild 6).

Obs: Mutationer i KRAS-kodon 61 méste dessutom analyseras med den separata KRAS-
plugin-rapporten genom att vélia “AQ Add On Reports/KRAS/Codon 61" (AQ-
tilléggsrapporter/KRAS/kodon 61) i menyn “Reports” (Rapporter).

35
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gIIPyroMark Qﬁd 206- [AQ Run Aﬁm Runs\RAS Extension example mrﬂt -
@ File Tools | Reports | Window Help

=R ﬁ B H AQ Analysis Statistics
AQ Analysis Results
Bl AQ Pyrogram Report
i AQ Full Report |y
AQ Add On Reports 3 BRAF

SMP Analysis Results GIST

SMP Pyrogram Report | RAS Extension

SMP Full Report EGFR »
SMP Overview Report

Bild 6. Menyn for plugin-rapporten RAS Extension.

Brunnarna analyseras automatiskt med avseende pé& alla mutationer for vilka LOD anges i
Tabell 9, sidan 43. Resultaten visas i en &versikistabell (se Bild 7) som féljs av detaljerad
resultatinformation, t.ex. pyrogram och analyskvalitet.
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Summary

Al KRAS Codon 59 wild-type control No 1on detected
A2 |KRAS Codon 117 | wild-type control No ion detected
A3 KRAS Codon 146 | wild-type contrel No ion detected
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 ion detected
A7 NRAS Codon 117 _[wild-type contrel No mutation detected
A8 NRAS Codon 146 [ wild-type control ‘Nu ‘mutation detected |
[BI[KRAS Codon59 [semple o Jis6-a :
B2 KRAS Codon 1 sample ‘No mutation detected Tw
B3 |KRAS Codon 146 | mﬁ ﬁm ation 1296 437C-T |Al46V
NRAS Codon 12 sample ‘No mutation detected %
and 13
85 : IRAS Codon 39 = T j’%ﬂ\;s 7 M
B6 NRAS Codon 61 sample No mutation detected
B7  |NRAS Codon 117 |[sample Potential low level mutation |5.0 351G>C K117N A
BS§ NRAS Codon 146 [sample No mutation detected

A\ See detailed results below.
NOTE: The result must be validated by comparing the observed peaks with the expected peak heights displayed as grey bars. For further information

about data and result please refer to the handbook.

Bild 7. RAS Extension Plug-In Report

5. Anvanda AQ-analys:

Klicka pé en av analysknapparna fér att analysera kérningen och fé en dversikt av
resultaten.

m Analysera alla brunnar.
m Analysera den markerade brunnen.

Analysresultaten (allelfrekvenser) och kvalitetsbedémning visas ovanfér variabelns position i

pyrogramkurvan. Mer information om hur en kérning analyseras finns i anvéndarmanualen
till PyroMark Q24.
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Generera en rapport genom att vélja “AQ Full Report” (AQ fullsténdig rapport) eller “AQ
Analysis Results” (AQ-analysresultat) pé menyn “Reports” (Rapporter).

Obs: For sa pdlitliga resultat som méjligt rekommenderar vi enskilda héjdtoppar p& éver
30 RLU. Ange 30 RLU som “required peak height for passed quality” (trskelvarde fér
topphdjd som krévs fér godkand kvalitet) i analyskonfigurationen och sékerstéll att ”A-peak
reduction factor” (reduktionsfaktor fér Atopp) ar instdllt pa 0,86 for analys av NRAS-
kodon 61 (se “Bilaga A: Konfigurera therascreen RAS Extension Pyro-analyser”, sidan 64

och anvdndarmanualen till PyroMark Q24).

Rapporten “AQ Analysis Results” (AQ-analysresultat) bér anvéndas fér dokumentation och
tolkning av allelkvantifiering. De siffror som visas i pyrogrammet ér avrundade och anger

inte den exakta kvantifieringen.

Obs: Pyrogrammet ska alltid jémféras med histogrammet, vilket kan visas genom aft
hégerklicka i pyrogramfénstret. De uppmétta topparna ska matcha héjden pé

histogramstaplarna. Se dven sidan 40 “Tolkning av resultat”.

Omanalys av prover dér ingen mutation har detekterats med standarden ”Sequence to
analyze” (Sekvens att analysera) eller med kvalitetsbedomningen “Check” (Kontrollera) eller
"Failed” (Misslyckad).

Standarden “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) ér inriktad p& den mest
frekventa punktmutationen i analyserna therascreen RAS Extension Pyro.

Vi rekommenderar manuell omanalys av alla prover dér ingen mutation har detekterats med
standarden “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) samt av prover som
kvalitetsbedémts ~ som  “Check”  (Kontrollera)  eller ~ “Failed”  (Misslyckad).
Kvalitetsbedémningen “Check” (Kontrollera) och “Failed” (Misslyckad) kan indikera en
mutation som inte hittas av standarden “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) vilket
resulterar i ovéntade referenstoppar.

Om du vill omanalysera och fokusera pé& andra mutationer gér du fill “Analysis Setup”
(Analyskonfiguration) och @ndrar “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) Hill
varianter som beskrivs i Tabell 16 och Tabell 17 i bilaga A eller varianter fér andra séllsynta
eller ovéntade mutationer. Klicka p& “Apply” (Tillampa) och “To All” (Fér alla) nar fonstret

"Apply Analysis Setup” (Tillémpa analyskonfiguration) visas.
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Uppdaterade frekvenser av mutationer i de méanskliga KRAS- och NRAS-generna finns pé
Sanger Institutes hemsida p& adressen www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Obs: Nar du har éndrat “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) ska du se till att
troskelvardet for enskild hajdtopp ar satt till 30 RLU och sékerstalla att “A-peak reduction
factor” (reduktionsfaktor fér Atopp) @r instéllt p& 0,86 for analys av NRAS-kodon 61

(se ” Bilaga A: Konfigurera therascreen RAS Extension Pyro-analyser”, sidan 64).

Obs: Ytterligare sdllsynta eller ovéntade mutationer kan finnas i den region som sekvenserats
och kan analyseras med alternativet “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) dar
hansyn ska tas till ovéntade mutationer.

Obs: Om de uppmétta topparna inte matchar héjden pé histogramstaplarna och inte kan
forklaras av sallsynta eller ovéintade mutationer &r inte resultatet en grund fér bedémning av

mutationsstatus. Vi rekommenderar att provet kérs pé nytt.
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Tolkning av resultat

Tolkning av analysresultat och detektion av lagnivémutationer

Inkludera eft prov med kontroll-DNA fér varje analys i varje pyrosekvenseringskérning. Detta
krévs for korrekt tolkning av resultat och identifiering av légnivamutationer och som kontroll
for bakgrundsnivéer. Den uppmétta frekvensen for kontrollprovet ska vara mindre @n eller
lika stor som LOB (limit of blank). Vardena fér LOB (limit of blank) och LOD (limit of
detection) som presenteras i handboken kan anvéndas vid bestémning av férekomst av en
mutation. De hdr vardena erhdlls med hjalp av plasmidblandningar som bar pé

vildtypssekvensen eller den relevanta muterade sekvensen.

Efter analys med programmet PyroMark Q24 eller plugin-rapporterna kan 3 resultat erhéllas.
For LOD-data, se Tabell 9.

® Mutationsfrekvens < LOD: Mutation inte detekterad
® Mutationsfrekvens > LOD + 3 procentenheter: Mutation

e Mutationsfrekvens > LOD och < LOD + 3 procentenheter: Potentiell |&gnivémutation

Obs: Om RAS Extension Plug-In Report anvénds (se steg 5 i “Protokoll 6: Analysera en
PyroMark Q24-kérning”, sidan 35) och detta intréffar genereras et varningsmeddelande.

Intervallet fran LOD till LOD + 3 % enheter mdjliggdr kanslig detektion av lagnivamutationer
vid optimala férhéllanden. En uppmaétt frekvens som ligger éver LOB i det ometylerade
kontrollprovet indikerar en hégre bakgrundsnivé @n vanligt i respektive kdrning, vilket kan
péverka allelkvantifiering, sarskilt fér ldga mutationsnivéer. Darfér méste resultat med

varningen "Potential low level mutation” (Potentiell Iagnivémutation) utvérderas noggrant.

Prover med en rapporterad potentiell ldgnivémutation ska endast anses vara positiva fér

mutationen om det bekréftas genom att de kérs om i duplikat tillsammans med ometylerat

Handbok for therascreen®RAS Extension Pyro® Kit  05/2016 40



kontroll-DNA. Resultatet av b&da duplikaten ska rapportera samma mutation med vérden
> LOD, och kontrollprovet ska rapporteras som “No mutation detected” (Ingen mutation
detekterad). Annars ska provet bedémas som “No mutation detected” (Ingen mutation
detekterad).

Okad bakgrundsnivé fér en mutation kan detekteras genom att jamféra de LOB-varden som
listas i handboken med de matningar som erhélls med ometylerat kontrol-DNA. Prover med
en rapporterad potentiell l&gnivémutation kan bedémas som “Mutation not detected”
(Mutation inte detekterad) utan repetition om den uppmdtta frekvensen fér ometylerat
kontroll-DNA &r hégre én det LOB-vérde som listas i handboken fér den relevanta
mutationen. Dérfér ér 3 olika scenarier majliga med rapporterade potentiella

l&gnivamutationer.

1. Matfrekvens med ometylerat kontrol-DNA > LOB fér den hdr mutationen: Provet kan

bedémas som “Mutation not detected” (Mutation inte detekterad) utan repetition.

2. Resultatet reproduceras inte i duplikat med samma resultat: Beddm provet som “Mutation
not detected” (Mutation inte detekterad).

3. Reproducerat i duplikat med samma resultat och vildtypsprov < LOB fér den relevanta

mutationen: Mutation detekterad.

Obs: Pyrogrammet ska alltid j@mféras med histogrammet, vilket kan visas genom att
hogerklicka i pyrogramfénstret. De uppmétta topparna ska matcha hsjden pé
histogramstaplarna. Pyrogrammen ska granskas fér att se om de innehéller ovéntade toppar.
Om de uppmétta topparna inte matchar hdjden pé histogramstaplarna och inte kan
forklaras av sdllsynta eller ovéntade mutationer rekommenderar vi att provet kérs pd nytt. Ett
misslyckat resultat fér inte ligga till grund fér bedémning av mutationsstatus. Fér en giltig
mutation &r en &ndring av topphdjden alltid relaterad till en motsvarande andring av héjden
p& en annan topp. En d@ndring av hajden pé en enskild topp ska inte bedémas som en

indikering p& en mutation.
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Obs: Vi rekommenderar att RAS Extension Plug-in Report anvénds fér tolkning av resultat. Fér
en narmare undersdkning av prover med en rapporterad potentiell l&gnivamutation
rekommenderar vi aft dven analysera provet manuellt i tilldmpningsprogrammet (t.ex. fér

jdmforelse med mutationsfrekvensen i kontrollprovet).

Obs: Eit beslut om behandling fér cancerpatienter fér inte enbart baseras p& KRAS- och
NRAS-mutationsstatus.
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Tabell 9. LOB och LOD faststallda for specifika mutationer

LOB

(procent- Lob COSMIC ID*
Nukleinsyra-substitution Aminosyra-substitution enheter) (procentenheter)  (V70)
KRAS-kodon 59 (GCA)
175G>A A59T 0.5 3.5 546
176C>G A59G 0.5 3.5 28518
KRAS-kodon 61 (CAA)
183A>C Q61H 0.8 2.8 554
182A>T Q61L 1.2 3.1 553
182A>G Q61R 1.6 3.5 552
183A>T Q61H 0.7 2.6 555
181C>G Q61E 1.2 3.1 550
KRAS-kodon 117 (AAA)
Sl K117N 1.0 40 19940
351A>T K117N 3.6 7.1 28519
KRAS-kodon 146 (GCA)
AR A146T 27 6.6 19404
436G>C A146P 1.8 4.8 19905
437C>T A146V 2.1 5.1 19900
NRAS-kodon 12 (GGT) 34
34GA G12S 1.4 563
34G>T Gl12C 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) 570
37G>C G13R 0.3 2.3 569
38G>A G13D 0.8 2.8 573
38G>T G13V 0.0 2 (5)1 574
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LOB

LOD

(procent- COSMIC ID*
Nukleinsyra-substitution Aminosyra-substitution enheter) (procentenheter)  (V70)
38G>C GI13A 0.8 2.8 575
NRAS-kodon 59 (GCT)
175G>A AS9T 3.8 6.9 578
176C>G A59G 0.0 3.0 -
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 5.4 8.0 586
183A>G Q61Q 2.1 5.8 587
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 B 7.2 -
437C>T AT46V 4.8 7.8 -

* Fr&n Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida pé& adressen
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Den lagsta mutationsnivén i ett prov som resulterade i en uppmétt frekvens > LOD.

Handbok for therascreen® RAS Extension Pyro® Kit

05/2016

44




Karakteristiska resultat

Karakteristiska pyrogramresultat visas i Bild 8-Bild 15.

)
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Bild 8. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av et prov med en vildtyps-genotyp med analysen KRAS 59/61.
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Bild 9. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp med analysen KRAS 117.
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Bild 10. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp med analysen KRAS 146.
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Bild 11. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp med analysen NRAS 12/13.
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Bild 12. Pyrogramkurva som erhélls efter analys av et prov med en vildtyps-genotyp med analysen NRAS 59.
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Bild 13. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av et prov med en vildtyps-genotyp med analysen NRAS 61.
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Bild 15. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp med analysen NRAS 146.
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Felsokningsguide

Den hér felsokningsguiden kan vara fill higlp for att 16sa eventuella problem som kan uppstd.

Mer information finns pé sidan Frequently Asked Questions (Vanliga fragor) pé vért tekniska

supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vetenskapsménnen pé& QIAGENs

tekniska service svarar gérna pé dina frégor om informationen och protokollen i den har

handboken eller om prov- och analysteknik (kontaktinformation finns pé& baksidan eller p&

www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgérd

Resultatet “Check” (Kontrollera) eller “Failed” (Misslyckad)

a) Llag topphdjd

b)  Mutationen &r inte
definerad i “Sequence to
Analyze” (Sekvens att
analysera)”

c) Ovantad och sdllsynt
mutation

Hanteringsfel vid PCR-konfigurationen eller provberedningen innan
pyrosekvensering kan resultera i laga toppar.

Det &r viktigt aft proverna tas upp helt av vakuumverktyget. Se till att
vakuumverktyget sénks ned langsamt i proverna och att konfigurationen av
den PCR-platta eller de remsor som anvénds fér immobilisering tillater
fullstandig upptagning av proverna.

Utr regelbundna funktionstest for filterproberna enligt anvisningarna i
anvéndarmanualen till PyroMark Q24 och byt ut filterproberna nér detta
indikeras.

Om varningsmeddelandet “Check” (Kontrollera) visas ska du jémféra
pyrogrammet noggrant med histogrammet, vilket visas genom att hdgerklicka
i pyrogramfénstret. Om de uppméitta topparna matchar hdjden pé
histogramstaplarna &r resultatet giltigt. Annars rekommenderar vi att provet
kérs pé nytt.

Justera sekvensen som ska analyseras i analyskonfigurationen (se “Bilaga A:
Konfigurera therascreen RAS Extension Pyro-analyser”, sidan 64) och
analysera kérningen pd nytt. Mutationer som infe tdcks med “Sequence to
Analyze” (Sekvens att analysera) kan identifieras med
monstersimuleringsverktyget.

En kvalitetsbeddmning med resultatet “Check” (Kontrollera) eller “Failed”
(Misslyckad) kan orsakas av ett ovéntat ménster av toppar. Detta kan indikera
en ovantad mutation som infe analyseras av “Sequence to Analyze” (Sekvens
att analysera). Dessa prover ska analyseras med alternativet “Sequence to
Analyze” (Sekvens att analysera) dér hansyn ska tas till ovéntade mutationer.
Mutationer som inte técks med “Sequence to Analyze” (Sekvens att
analysera) kan identifieras med ménstersimuleringsverktyget.
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Kommentarer och férslag pa atgérd

d)

Varning om
topphdjdsavvikelse fér en
dispensering

Hégt bakgrundsvirde

a)

b)

<)

Felaktig férvaring av
nukleotider

Kort tid fér nedkylning av
prover innan analys med

pyrosekvensering

Kontaminering av kassetten

Pyrogrammet ska alltid jamféras med histogrammet, vilket kan visas genom
att hégerklicka i pyrogramfénstret. Om de uppméitta topparna inte matchar
héjden pé& histogramstaplarna och inte kan férklaras av séllsynta mutationer,
rekommenderar vi att provet kdrs pa nytt.

Férvara nukleotider i 2-8 °C. Férvaring i —15 till =25 °C kan orsaka en
8kning i bakgrunden.

Férvara proverna pé en PyroMark Q24-platthéllare i rumstemperatur i 10—

15 minuter. Férkorta inte tiden fér nedkylning.

Rengér kassetten noggrant enligt instruktionerna i produktdatabladet. Férvara
kassetten skyddad mot ljus och damm.

Inga signaler i positiv kontroll (ometylerat kontroll-DNA)

a) Ofillrécklig méngd enzym Se till att fylla PyroMark Q24-kassetten enligt “Pre Run Information” (Info fére
eller substratblandning for kérning) p& menyn “Tools” (Verktyg).
alla brunnar
b) Reagenser felaktigt Bered reagenserna enligt instruktionerna i “Férvaring och hantering av
forvarade eller spiadda reagenser” pd sidan 16 och “Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet” p&
sidan 32.
c) PCR-eller provberedningsfel ~ Rengér kassetten noggrant enligt instruktionerna i produktdatabladet. Férvara
kassetten skyddad mot ljus och damm.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen RAS
Extension Pyro Kit med faststéllda specifikationer enligt QIAGENs ISO-certifierade

kvalitetshanteringssystem.
Begrdnsningar

Testet ar utformat for att detektera 37 mutationer i KRAS- eller NRAS-generna. Prover med
resultat som rapporteras som “No Mutation Detected” [Ingen mutation detekterad] kan

innehdlla KRAS- eller NRAS-mutationer som inte detekteras av analysen.

Detektion av mutationer beror pé provets integritet och p& mangden amplifierbart DNA som

finns i provet.

therascreen RAS  Extension Pyro Kit anvdnds med en procedur ddr en
polymeraskedjereaktion (PCR) ingér. Precis som vid alla PCR-procedurer kan prover
kontamineras av externa DNA-kallor i testmiljén och av DNA i den positiva kontrollen. laktta

forsiktighet for att férhindra att prover och reaktionsmixreagenser kontamineras.

Alla diagnostiska resultat som erhdlls maste tolkas tillsammans med resultat frén andra

kliniska studier och laboratoriestudier.

Det &r anvandarens ansvar att validera systemegenskaperna fér alla de procedurer som

anvands i laboratoriet som inte ingér i QIAGENSs egenskapsstudier.
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Testets egenskaper

LOB och LOD

LOB (limit of blank) och LOD (limit of detection) har faststdllts for ett antal mutationer med
higlp av blandningar av plasmider (Tabell 10). LOB och LOD faststélldes enligt
rekommendationerna i Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP17-A
“Protocol for determination of limits of detection and limits of quantitation; approved guideline”
(NRAS-kodonerna 12, 13, 61 och KRAS-kodon 61) och EP17-A2 “Evaluation of Detection
Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures; Approved Guideline—Second
Edition” (alla 6vriga kodoner). a- och Bfel (falskt positiva respektive falskt negativa resultat)
stélldes in p& 5 %. LOB-vdrden representerar den frekvens som matts upp med ett
vildtypsprov. LOD-vérden representerar den légsta signal (uppmétt frekvens) som kan ses

som positiv fér den respektive mutationen.
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Tabell 10. LOB och LOD faststéllda for specifika mutationer

LOB

(procent- Lob COSMIC ID*
Nukleinsyra-substitution Aminosyra-substitution enheter) (procentenheter)  (V70)
KRAS-kodon 59 (GCA)
175G>A A59T 0.5 3.5 546
176C>G A59G 0.5 3.5 28518
KRAS-kodon 61 (CAA)
183A>C Q61H 0.8 2.8 554
182A>T Q61L 1.2 3.1 553
182A>G Q61R 1.6 3.5 552
183A>T Q61H 0.7 2.6 555
181C>G Q61E 1.2 3.1 550
KRAS-kodon 117 (AAA)
Sl K117N 1.0 40 19940
351A>T K117N 3.6 7.1 28519
KRAS-kodon 146 (GCA)
AR A146T 27 6.6 19404
436G>C A146P 1.8 4.8 19905
437C>T A146V 2.1 5.1 19900
NRAS-kodon 12 (GGT) 34
34GA G12S 1.4 563
34G>T Gl12C 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) 570
37G>C G13R 0.3 2.3 569
38G>A G13D 0.8 2.8 573
38G>T G13V 0.0 2 (5)1 574
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LOB
LOD

(procent- COSMIC ID*
Nukleinsyra-substitution Aminosyra-substitution enheter) (procentenheter)  (V70)
38G>C GI13A 0.8 2.8 575
NRAS-kodon 59 (GCT)
175G>A AS9T 3.8 6.9 578
176C>G A59G 0.0 3.0 -
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 5.4 8.0 586
183A>G Q61Q 2.1 5.8 587
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 B 7.2 -
437C>T AT46V 4.8 7.8 -

* Fr&n Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida pé& adressen
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Den lagsta mutationsnivén i ett prov som resulterade i en uppmétt frekvens > LOD.

Mutationerna GGT >TGT och GGT > GTT i NRAS-kodon 13

For de har mutationerna var blankmétningarna till stérsta delen O procentenheter, vilket
resulterade i en icke-gaussisk férdelning. LOD faststdlldes dérfér med en annan metod, enligt
rekommendationerna i CLSI Guideline EP17-A. Den lagsta signalen som indikerar narvaro av
en mutation (LOD) i de hdr positionerna stélldes in p& 2 procentenheter dver respektive

baslinjeniva enligt 95:e percentilen i blankmétningar. Vid analys av ett prov med
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mutationsnivén som visas inom parentes i tabell 9 gav 95 % av resultaten (n = 72) en signal
som kan anses vara positiv (> LOD). Fér LOB/LOD, se Tabell 10.

Obs: PCR- och pyrosekvenseringsprimers fér NRAS-kodonerna 12, 13 och 61 tas utan
dndringar frén therascreen NRAS Pyro Kit (kat.nr 971530). Effektdata fér dessa NRAS-

kodoner forblir oféréndrade.
Linjaritet

Linjaritet faststdlldes med hjdlp av blandningar av plasmider som bar pé& vildtyps- eller
mutantsekvensen for mutationerna 176C>G i KRAS-kodon 59, 351A>T i KRAS-kodon 117,
436G>C i KRASkodon 146, 34G>A i NRASkodon 12, 37G>A i NRASkodon 13,
175G>A i NRAS-kodon 59, 182A>G i NRAS-kodon 61, 351G>C i NRAS-kodon 117 och
437C>T i NRAS-kodon 146. Plasmiderna  blandades i  proportioner som gav
4 mutationsnivéer (5, 10, 30 och 50 %). Varje blandning analyserades med 3 olika loter av

therascreen RAS Extension Pyro Kit i 3 pyrosekvenseringskdrningar med vardera 3 replikat.

Resultaten (n =9 fér varje mutationsnivdé) analyserades enligt riktlinjen CLSI EP6A
"Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: a statistical approach;

approved guideline” med programmet Analyse-it® v 2.21. Resultaten visas i Bild 16.

Resultaten var linjara inom en till&ten ickelinjaritet p& 5 procentenheter i det testade
intervallet frén 5 till 50 % mutationsnivd. Liknande resultat erhélls for alla téckta mutationer
i KRAS-kodonerna 59, 117, 146 och NRAS-kodonerna 12, 13, 59, 61, 117 och 146.
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Bild 16. Linjdritet for mutationen 176C>G i KRAS-kodon 59.

Liknande resultat erhélls for alla tdckta mutationer i KRAS-kodonerna 59, 117, 146 och
NRAS-kodonerna 12, 13, 59, 61, 117 och 146.

Precision

Precisionsdata mojliggér bestdmning av den totala variabiliteten fér analyserna och erhélls
p& 3 olika nivéer genom analys av de ovan ndmnda plasmidblandningarna med vardera

3 replikat.

Repeterbarhet (variationer inom analyser och mellan batchar) beréknades baserat pé data
for bestamning av linjaritet (3 kérningar p&d samma dag med olika loter av therascreen RAS
Extension Pyro Kit). Variationer inom laboratoriet bestémdes i 3 kérningar i eft laboratorium
p& 3 olika dagar. Kérningarna utférdes av olika operatérer med PyroMark Q24-instrument
liksom med flera therascreen RAS Extension Pyro Kit. Reproducerbarhet (variationer mellan
laboratorier) berdknades av 2 kdrningar vardera i tvé oberoende laboratorier med hjdlp av

olika loter av therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Uppskattningar av  precision uttrycks som standardavvikelse av de uppmétta

mutationsfrekvenserna i procentenheter (Tabell 11).
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Tabell 11. Precision for mutationer*

Repeterbarhet Variationer inom Reproducerbarhet

% muterad plasmidt Medelvirde  SD laboratoriet Medelvérde  SD
Medelvirde  SD

176C>G i KRAS-kodon 59
5 4.0 0.7 3.8 0.6 4.2 1.1
10 8.4 1.2 8.5 1.0 8.4 1.4
30 26.1 1.2 26.3 1.1 26.8 1.2
50 43.9 1.5 44.0 0.7 43.7 1.3
351A>T i KRAS-kodon 117
5 5.5 1.6 5.5 2.2 7.1 2.0
10 11.0 1.7 10.8 1.4 12.5 2.9
30 30.6 1.7 30.6 2.0 31.9 2.7
50 52.8 2.0 53,5 1.3 54.5 1.6
436G>C i KRAS-kodon 146
5 4.2 0.6 4.1 0.5 3.7 1.2
10 9.6 0.9 9.1 0.9 8.6 1.3
30 29.0 0.9 28.8 1.0 28.1 1.1
50 47.5 1.5 46.8 0.7 45.6 1.9
34G>A i NRAS-kodon 121
5 7.5 1.2 7.3 1.0 6.7 1.3
10 14.6 1.3 3.5 1.1 13.7 1.3
30 37.8 1.9 37.9 1.5 36.1 2.9
50 59.8 1.7 60.4 2.0 VS 3.1
175G>A i NRAS-kodon 59
5 7.8 0.9 7.3 0.5 7.1 1.3
10 11.9 1.0 11.6 2.0 12.5 1.7
30 2955 1.1 29.6 1.2 29.9 1.9
50 49.0 1.1 48.3 1.3 48.9 1.4
182A>G i NRAS-kodon 61
5 6.4 0.9 6.8 0.7 7.2 1.0
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Repeterbarhet Variationer inom Reproducerbarhet
% muterad plasmid® Medelvérde ~ SD laboratoriet Medelvérde  SD
Medelvérde ~ SD

10 11.7 0.9 11.8 1.1 11.8 1.0
30 34.1 1.3 34.6 1.7 33.8 2.5
50 53.1 1.5 53.3 1.8 53.1 2.0
351G>C i NRAS-kodon 117

5 4.9 0.2 5.0 0.3 4.5 0.8
10 9.4 0.4 10.3 1.5 9.4 0.5
30 28.7 0.9 28.8 0.7 28.3 1.3
50 48.5 0.4 48.8 0.6 48.8 0.6
437C>T i NRAS-kodon 146

5 4.4 0.7 4.6 0.5 4.1 0.9
10 8.8 0.9 8.7 0.8 9.1 0.8
30 28.4 1.1 27.9 0.6 28.4 0.8
50 47.9 1.1 48.1 1.4 48.0 1.1

* Alla vérden ges som procentenheter. SD: standardavvikelse (n = 9 for repeterbarhet och variationer inom
laboratoriet, n = 12 fér reproducerbarhet).

T Baserat pd fluorometrisk métning, for 34G>A i NRAS-kodon 12 baserat pd ODs¢o.
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Diagnostisk utvardering

therascreen RAS Extension Pyro Kit utvérderades i jamférelse med Sanger-sekvensering

i 2 olika studier.

En forsta studie hade tidigare utforts for att utvardera therascreen NRAS Pyro Kit i jamforelse
med Sanger-sekvensering. DNA extraherades frén 100 formalinfixerade, paraffininbéddade
(FFPE) tumdrprover fr&n benmarg och analyserades med avseende p& mutationer i
kodonerna 12/13 och kodon 61.

Eftersom analyser som técker NRAS-kodonerna 12/13 och 61 i therascreen NRAS Pyro Kit
ingdr i therascreen RAS Extension Pyro Kit utan andringar, visas resultat fran utvérderingen

av therascreen NRAS Pyro Kit.

| den andra studien extraherades DNA fran 110 formalinfixerade paraffininbéddade (FFPE)
mCRC+umérprover och analyserades med avseende p& mutationer i kodonerna 59, 61,
117 och 146 i den manskliga KRAS-genen och kodonerna 59, 117 och 146 i den
manskliga NRAS-genen. Lagfrekvensmutationer analyserades med plasmid-DNA spikat med
vildtyp-FFPE-DNA.

| b&da studierna isolerades DNA med QlAamp DNA FFPE Tissue Kit och analyserades
darefter med analyser som ingick i therascreen RAS Extension Pyro Kit pa PyroMark Q24.
Sanger-sekvensering utférdes med Applied Biosystems® 3730x| Genetic Analyzer.

Utvardering av NRAS-kodon 12, 13 och 61

Av 100 prover som analyserades med Sanger-sekvensering bestémdes mutationsstatus
i 97 prover fér bade kodon 12/13 och kodon 61. 1 4 av de 100 proverna detekterades en

mutation i kodon 12 eller kodon 13 med Sanger-sekvensering.
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| 2 av de 100 proverna reproducerades mutationsstatusen med therascreen NRAS Pyro Kit

och ingen mutation rapporterades. Resultaten visas i Tabell 12. Inga mutationer detekterades
i kodon 61.

Om de prover som misslyckades med en av eller bdda metoderna réknades bort visade
therascreen NRAS Pyro Kit och Sanger-sekvensering 98 % och 100 % &verensstémmande
resultat for kodonerna 12/13 respektive kodon 61. Se Tabell 12.

Tabell 12. Resultat for de analyserade proverna fér NRAS 12, 13 och 61

Sanger-sekvensering
Mutant i Mutant i Vildtyp Okéand Totalt
kodon 12/13  kodon 61
Mutant i 2 - - - 2
. kodon 12/13
% - Mutant i B _ B _ a
s kodon 61
[
§ & Vildtyp 2 = 90 3 95
£ Okénd - - 3 - 3
Totalt 4 - 93 3 100

Utvardering av KRAS-kodonerna 59, 61, 117, 146 och NRAS-kodonerna 59,
117, 146

DNA extraherades fran 110 formalinfixerade paraffininbéddade (FFPE) mCRC-tumérprover
och analyserades med avseende p& mutationer i kodonerna 59, 61, 117 och 146 i den
ménskliga KRAS-genen och 59, 117 och 146 i den mansklign NRAS-genen. P& grund av
den férvantat ldga méngden i kliniska prover analyserades alla mutationer som tdcktes av
therascreen RAS Extension Kit i 56 ytterligare prover med plasmid-DNA spikat med vildtyp-

FFPE-DNA. Alla mutationer hittades b&de med pyrosekvensering och Sanger-sekvensering.

Av de 166 proverna som analyserades &verensstimde resultaten generellt mellan

therascreen RAS Extension Pyro Kit och Sanger-sekvensering for 137 prov (83 %).

59 Handbok fér therascreen®RAS Extension Pyro® Kit  05/2016



Ej dverensstdmmande resultat kunde férklaras med flera olika faktorer.

P& grund av hoégt bakgrundsvirde misslyckades 20 prover i NRAS 59 Sanger-
sekvenseringsanalysen.

Sanger-sekvensering kunde inte detektera mutationer i KRAS 59 och KRAS 61 for
1 respektive 3 prover. Alla 4 mutationer hade lagfrekvensresultat frén pyrosekvensering
(7,5-13,1 %). Detta kan férklaras med den lagre sensitiviteten hos Sanger-sekvensering (15-
20 %) jamfort med pyrosekvensering (5 %) (2). Alla andra giltiga prover var av vildtyp for
b&da teknikerna.

Ett prov beddmdes som okant fér pyrosekvensering eftfersom en dubbel mutation
detekterades (KRAS 59-61).

Fyra prover som innehdll spikat plasmid-DNA visade en extra A>G-mutation vid KRAS-
kodningssekvensposition 350, vilken inte técks av therascreen RAS Extension Pyro Kit.

Mutationer detekterades genom manuell analys.

Tabell 13. Resultat for de analyserade proverna for KRAS-kodonerna 59, 61, 117, 146 och NRAS-kodonerna 59, 117,
146

KRAS KRAS  KRAS  KRAS  KRAS® NRAS® wt UK Totalt
59 61 17 146
KRAS 59 8 - - - - - 1 9
KRAS 61 - 6 - - - - 2 1 9
_ KRAS117 - - 4 - - - - - 4
w g
S o KRAS 146 - - - 3 4 - - - 7
BT e
§5 Kas - - - - 6 - - - 16
§5 NRAS® - - - - - 28 - - 28
X
wh _ - - - - - 71 16 87
UK 1 - - - - - 3 2 6
Totalt 9 6 4 3 20 28 76 20 166
WT: vildtyp

@ KRAS-spikade prov som bar pa bade KRAS 117- och 146-mutationerna.
®  NRAS-spikade prov som bar p& mutationer fér NRAS 59, 117 och 146.
* Ett prov detekterades mutant fér KRAS 146 men uppvisade eft ogiltigt resultat fér NRAS 117.
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Analysernas sensitivitet och specificitet per kodon rapporteras i Tabell 14.

Tabell 14. Analysernas sensitivitet och specificitet for KRAS-kodon 59, 61, 117, 146 och NRAS-kodon 59, 117, 146

Sensitivitet Specificitet Téckt mutation
Mutation KRAS 59 100% 99% 175G>A / 176C>G
Mutation KRAS 61 100% 97% 181C>G / 182A>T /
183A>C / 183A>T
Mutation KRAS 117 100% 100% 351A>C / 351A>T
Mutation KRAS 146 100% 100% 436G>A / 436G>C /
437C>T
Mutation NRAS 59 100% 100% 175G>A / 176C>G
Mutation NRAS 117 100% 100% 351G>C / 351G>T
Mutation NRAS 146 100% 100% 436G>A / 436G>C /
437C>T

Obs: | alla kérningar fér bestdmning av testegenskaper lag signalen pé& éver 30 RLU,
rutinmdssigt erhéllen frén 10 ng DNA isolerat fran formalinfixerad och paraffininbédddad
(FFPE) vavnad. Pyrosekvenseringsdata analyserades med RAS Extension Plug-In Report for
KRAS-kodonerna 59, 117 146 och NRAS-kodonerna 59, 117 och 146.

Referenser

1. Douillard, J.Y., Oliner, K.S., Sienq, S., Tabernero, J., Burkes, R., Barugel, M., et al.
(2013) Panitumumab-FOLFOX4 treatment and RAS mutations in colorectal cancer.
N. Engl. J. Med. 369, 1023.

2. Tsiatis, A.C., NorrisKirby, A., Rich, R.G., Hafez, M.J., Gocke, C.D., Eshleman,
J.R., et al. (2010) Comparison of Sanger sequencing, pyrosequencing, and melting
curve analysis for the detection of KRAS mutations: diagnostic and clinical
implications. J. Mol. Diagn. 12, 425.
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Symbol

Symbolférklaring

4

A
Am

,_
Q

(o)
i
O

GTIN

-ER- g

v

Innehéller tillréckligt med reagenser fér <N> reaktioner

Anvdnds senast

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Katalognummer
Lotnummer
Materialnummer
Komponenter
Innehéller

Antal

GS1-artikelnummer (Global Trade Item Number)

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

Se bruksanvisningen

Varning
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &@r du valkommen aft bescka vart tekniska
supportcenter pé www.giagen.com/Support, ringa oss p& 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGENSs tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

bessk www.qiagen.com).
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Bilaga A: Konfigurera therascreen RAS Extension
Pyro-analyser

Om RAS Extension Plug-in Report har installerats &r de férdefinierade analyskonfigurationerna fér
KRAS-kodonerna 59/61, 117 och 146 samt NRAS-kodonerna 12/13, 59, 61, 117 och 146
tillgéingliga i snabbmenyn i programmet PyroMark Q24. Anvénd sdkvégen “Example
Files/PyroMark Setups/RAS Extension”. | det hér fallet behéver inte fsljande steg utféras.

RAS Extension Plug-in Report kan laddas ned fran den aktuella katalogsidan pé
www.giagen.com pé fliken “Product Resources” [Produkiresurser] i sektionen “Protocol Files”
[Protokollfiler].

Vi rekommenderar starkt att du anvénder RAS Extension Plug-in Report framfér manuell

analys.

Efter installation av plugin-rapporten eller varje gang eft nytt program har installerats eller
uppgraderats p& datorn ska du verifiera att plugin-rapporten fungerar korrekt enligt

anvisningarna i RAS Extension Plug-In Quick Guide.

Om RAS Extension Plug-in Report inte har installerats maste analysfilerna konfigureras
manvellt innan therascreen RAS Extension Pyro-analysen kérs férsta géngen. Konfigurera
analysen fér KRAS-kodonerna 59/61, 117 och 146 samt NRAS-kodonerna 12, 13, 59, 61,
117 och 146 med hjélp av programmet PyroMark Q24, enligt beskrivningen nedan.

Procedur

Klicka pé& = i verktygsfdltet och valj “New AQ Assay” (Ny AQ-analys).

2. | Tabell 15 visas “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) for alla &tta RAS
Extension Pyro-analyserna. Ange den analysspecifika sekvensen i féltet “Sequence to
Analyze” (Sekvens att analysera).
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3. "Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) kan ocksé éndras efter kérningen for

att analysera mutationer p& andra positioner (se “Protokoll 6: Analysera en
PyroMark Q24-k&rning”, sidan 35).

4.  Om du vill kontrollera ifall det finns mutationer i andra nukleotider éndrar du

"Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) enligt tabell 15. Det gér att Gndra

"Sequence to Analyze” (Sekvens aft analysera) efter kérningen (om den inte &r
Obs: Se till att troskelvardet for enskild hojdtopp ar satt till 30 RLU. Se ocksé fill
reduktionsfaktorn fér Atopp @r instélld p& 0,86 for analys av NRAS-kodon 61.

5. Ange aktuell analysspecifik “Dispensation Order” (Dispenseringsordning) frén
tabell 15 manuellt.

Obs: Anvand inte knappen “Generate Dispensation Order” (Generera

&st).

att

dispenseringsordning). B&de “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) och

"Dispensation Order” (Dispenseringsordning) maste skrivas in manuellt.

6.  Klicka pa fliken “Analysis Parameters” (Analysparametrar) och 8ka “Peak Height
Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Tréskelvérde fr topphdjd som

kravs for godkand kvalitet:) till 30.

7. Klicka pa o verktygsfaltet och spara analysen som "KRAS 59/61” eller "KRAS 117"

eller "KRAS 146" eller “NRAS 12/13" eller "NRAS 59" eller “NRAS 61" eller
"NRAS 117" eller "NRAS 146"

Tabell 15. Analyskonfiguration: ”Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) och “Dispensation Order”
(Dispenseringsordning) for de atta analyserna i therascreen RAS Extension Pyro Kit

therascreen RAS Extension-

analys Sekvens att analysera Dispenseringsordning

KRAS 59/61 CTCDTGACCTGCTGT GCTCAGTCAGACTAGCATGA
KRAS 117 ATAAHTGTGA GATGACTCGTG

KRAS 146 ATCAVCAAAGA GATCAGCTGAGC

NRAS 12/13 GNTGNTGTTGGGAAAAGC TACGACTCAGCATCGTAGAG
NRAS 59 ACAGNTGGAC TGACTAGCATGA

NRAS 61 CNAGAAGAGTA TCGTATCGAGAG

NRAS 117 ABTGTGATTT GACGTGTGA

NRAS 146 CANCCAAGACCA GCAGTCAGAC
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Tabell 16. Vanliga mutationer i den ménskliga KRAS-genen detekterade av therascreen RAS Extension Pyro Kit med
respektive “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)

Nukleinsyra-substitution

Aminosyra-substitution

Sekvens att analysera

COSMIC ID* (V70)

KRAS-kodon 59 (GCA)

175G>A

176C>G
KRAS-kodon 61 (CAA)

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

181C>G
KRAS-kodon 117 (AAA)

351A>C

351A>T
KRAS-kodon 146 (GCA)

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

A59T
A59G

Q61H
Q61L
Q61R
Q61H
Q61E

K117N
K117N

A146T
A146P
AT46V

CTCTTGACCTGNTGT
CTCTTGACCTINCTGT

CTCDTGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCDTGACCTGCTGT
CTCTTSACCTGCTGT

ATAAHTGTGA
ATAAHTGTGA

ATCAVCAAAGA
ATCAVCAAAGA
ATCAGBAAAGA

546
28518

554
553
552
555
550

19940
28519

19404
19905
19900

* Fré&n Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida pé& adressen
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
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Tabell 17. Vanliga mutationer i den ménskliga NRAS-genen detekterade av therascreen RAS Extension Pyro Kit med

respektive “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)

Nukleinsyra-substitution

Aminosyra-substitution

Sekvens att analysera

COSMIC ID* (V70)

NRAS-kodon 12 (GGT)

34G>A G12S NGTNGTGTTGGGAAAAGC 563
34G>T Gl12C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 562
34G>C G12R NGTINGTGTTGGGAAAAGC 561
35G>A G12D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 564
35G>T Gl12v GNTGNTGTTGGGAAAAGC 566
35G>C G12A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 565
NRAS-kodon 13 (GGT)
37G>A G13S NGTNGTGTTGGGAAAAGC 571
37G>T G13C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 570
37G>C G13R NGTNGTGTTGGGAAAAGC 569
38G>A G13D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 573
38G>T G13Vv GNTGNTGTTGGGAAAAGC 574
38G>C G13A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 575
NRAS-kodon 59 (GCT)
175G>A A59T ACAVCTGGAC 578
176C>G A59G ACAGNTGGAC -
NRAS-kodon 117 (AAG)
351G>C K117N ABTGTGATTT -
351G>T K117N ABTGTGATTT -
NRAS codon 61 (CAA)
181C>A Q61K VAAGAAGAGTA 580
182A>G Q61R CNAGAAGAGTA 584
182A>T Q61L CNAGAAGAGTA 583
183A>T Q61H CANGAAGAGTA 585
183A>C Q61H CANGAAGAGTA 586
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Nukleinsyra-substitution

Aminosyra-substitution

Sekvens att analysera

COSMIC ID* (V70)

183A>G

NRAS-kodon 146 (GCC)

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

Q61Q

A146T
A146P
A146V

CANGAAGAGTA

CANCCAAGACCA
CANCCAAGACCA
CAGBCAAGACCA

587

27174

* Fré&n Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida pé& adressen
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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Bilaga B: Tomma avfallsbehdllaren och tragen

i Farliga kemikalier

VARNING Denatureringslésningen  som anvdnds tillsammans med  vakuumstationen

innehdller natriumhydroxid som irriterar 3gonen och huden.
Anvénd alltid séikerhetsglaségon, handskar och en labbrock.

Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta nédvandiga étgérder for att
se till att den omgivande arbetsplatsen &r séker och att anvandarna av
instrumentet inte utsctts for farliga nivéer av giftiga dmnen (kemiska eller
biologiska) enligt definitionen i tillampliga sdkerhetsdatablad (SDS) eller
dokumenten OSHA,* ACGIH,* eller COSHH?.

Ventilation fér dngor och kassering av avfall méste ske i enlighet med alla

nationella och lokala hélso- och sdkerhetsforeskrifter och lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (UK).

Foli géllande nationella och regionala foreskrifter for miljdvénlig  hantering  av

laboratorieavfall.

Viktigt att tanka pé fore start

® For det har protokollet krdvs héggradigt rent vatten.
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Procedur

1. Se till aft det inte finns négot vakuum i vakuumverktyget. Kontrollera att vakuumet &r
stéingt (Off) och att vakuumpumpen &r avsténgd.

Kassera eventuell kvarvarande I&sning i trégen.

Skolj trdgen med héggradigt rent vatten eller byt ut dem vid behov.

Tom avfallsbehdllaren.

A

Locket kan tas bort utan att koppla loss slangarna.

Om vakuumstationen méste rengéras (t.ex. fran damm eller spill) féljer du instruktionerna

i anvéndarmanualen till PyroMark Q24.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
therascreen RAS Extension Pyro ~ Fér 24 reaktioner: Sekvenserings- 971590
Kit (24) primrar, PCR-primrar, ometylerat

kontroll-DNA, PyroMark PCR-huvudmix,
Coralload-koncentrat, buffertar och
reagenser
PyroMark Q24 MDx Sekvensbaserad detektionsplattform for 9001513
pyrosekvensering av 24 prover
parallellt
PyroMark Q24 MDx Vacuum Vakuumstation fér beredning av 24 9001515
Workstation prover parallellt, fran PCR-produkt till
enkelstrangad mall
PyroMark Q24 MDx Software Analysprogram 9019063
Tillbehor
PyroMark Q24 Plate (100) Reaktionsplatta for sekvensering med 979301
24 brunnar
PyroMark Q24 Cartridge (3) Kassetter fér dosering av nukleotider 979302
och reagenser
PyroMark Vacuum Prep Filter Ateranvéndbara filterprober fér 979010
Probe (100) vakuumstation PyroMark Q96 och
Q24
PyroMark Control Oligo For installationskontroll av system 979303
PyroMark Q24 Validation Oligo ~ For bekrdftelse av systemegenskaper 979304
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Product Contents Cat. no.

Relaterade produkter
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit Fér 50 DNA-beredningar: 50 QlAamp 56404
(50) MinElute®kolumner, proteinas K,

buffertar, uppsamlingsrér (2 ml)

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
anvéndarmanualen till respektive QIAGEN-kit. Handbdcker och anvéandarmanualer Hill
QIAGEN-kiten finns p& www.qiagen.com eller kan bestéllas frén QIAGENS tekniska support

eller din lokala distributér.
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Den har sidan har avsiktligt lamnats tom.
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Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, Coralload®, HotStarTag®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN-
gruppen); Analyse-it® (Analyse-it Software Ltd); Applied Biosystems®, Variomag® (Thermo Fisher Scientific); Axygen® (Corning Inc.); FrameStar® (4titude Ltd); Milli-Q®
(Merck Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); SmartBlock™, ThermoMixer® (Eppendorf AG); Windows® (Microsoft Corporation).

Avital om begréinsad licens for th RASE ion Pyro Kit

Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten far endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingdr i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella fillgéangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inte ingér i denna panel fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.giagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har fillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte testats
noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

2. Forutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

3. Panelen och dess komponenter dr licensierade fér engéngsbruk och fér inte dteranvéndas, forbétiras eller séljas vidare.

4. QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfsrstadda, férutom de uttryckligen angivna.

5. Képaren och anvéndaren av panelen godkénner att inte fillata ndgon annan att utfdra négot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva att detta avtal om begréinsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas for alla underséknings- och réttegangskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstar vid férsdk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller nagon
av dess komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.qiagen.com.

Maij-16 HB-1882-002 © 2016 QIAGEN, med ensamriit.
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Bestdillning www.qiagen.com/contact | Teknisk Support support.qiagen.com | Webbplats www.qiagen.com

1085873 154023134



