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Uber das KRAS Pyro Plug-in

Inhalt des KRAS Pyro Plug-in-Pakets:

® KRAS Pyro Plug-in Kurzanleitung
® Zwei Installationsdateien

e Referenzbericht zur Uberprifung der Funktionalitdt des KRAS Pyro Plug-ins

Hinweis: Das KRAS Pyro Plug-in ist nur fir die Verwendung in Kombination mit den jeweiligen
KRAS Pyro-Kits und den RAS Extension Pyro Kits fir die in den Handbiichern des jeweiligen KRAS
PyroKits und RAS Extension Pyro Kits beschriebenen Anwendungen bestimmt.

Installation des KRAS Pyro Plug-ins

Wichtig: Das KRAS Pyro Plug-in muss auf PyroMark Q24 Geréten mit der PyroMark Q24
Software Version 2.0 installiert werden.

1. SchlieBBen Sie die PyroMark Q24 Software 2.0, falls sie gedffnet ist.
Offnen Sie den *.zipnstallationsordner und entpacken Sie die Dateien.
Doppelklicken Sie auf die Datei setup.exe.

Folgen Sie den Anweisungen in den angezeigten Dialogfeldern.

O M N

Starten Sie die PyroMark Q24 Software 2.0. Nun wird im Meni ,Reports” (Berichte) im
AQ-Modus unter ,AQ Add On Reports/KRAS" (AQ-Zusatzberichte/KRAS) der KRAS
Pyro Plug-in Report gedffnet.

6. Uberpriifen Sie die Funktionalitat des Plug-ins (siehe ,Uberprisfung der Funktionalitét des
KRAS Pyro Plug-ins” unten).
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Uberprisfung der Funktionalitét des KRAS Pyro
Plug-ins

Wichtig: Die Uberpriifung sollte bei jeder Neuinstallation und bei jedem Upgrade der Software

auf dem Computer durchgefihrt werden.

Die folgenden Schritte beschreiben, wie iberprift werden kann, dass die Software

einwandfrei arbeitet und nicht durch Verdénderungen auf dem Computer beeintréchtigt ist.

1. Offnen Sie in der Navigationsansicht unter ,Shortcuts/Example Files/PyroMark
Runs/KRAS" (Shortcuts/Beispieldateien/PyroMark/KRAS) den ,KRAS Example” (KRAS-
Beispiel)-Lauf.

2. Fihren Sie fir alle Vertiefungen entsprechend der unten in , Analyse eines PyroMark
Q24-Laufs” angegebenen Beschreibung eine Analyse auf ,KRAS Codon 12 and 13
(KRAS Codon 12 und 13) durch.

3. Vergleichen Sie die Ergebnisse mit dem Referenzbericht. Sind die Ergebnisse identisch,

ist die einwandfreie Funktion des Plug-ins bestdatigt.

Analyse eines PyroMark Q24 Laufs

Die folgenden Schritte beschreiben die Mutationsanalyse eines abgeschlossenen KRAS-Laufs
mit dem KRAS Pyro Plug-in.

1. Stecken Sie den USB-Stick, auf dem die Laufdatei gespeichert ist, in den USB-Anschluss

des Computers.

2. Verschieben Sie die Laufdatei iber den Windows® Explorer vom USB-Stick zum

gewiinschten Speicherort auf dem Computer.
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3. Offnen Sie die Laufdatei im AQ-Modus der PyroMark Q24 Software, indem Sie
entweder im Menii ,File” (Datei) die Option ,Open” (Offnen) auswahlen oder in der

Navigationsansicht auf die Datei doppelklicken (w)

4. Wahlen Sie im Meni ,Reports” die Option ,AQ Add On Reports/KRAS” und
.Codon 12 and 13" (Codon 12 und 13) oder ,Codon 61 (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Mutationsanalyse eines abgeschlossenen Laufs auf KRAS Codon 12 und 13 mit dem KRAS Pyro Plug-in.

5. Die Vertiefungen werden automatisch auf alle Mutationen analysiert, die in Tabelle 1

angegeben sind. Die Ergebnisse werden in einer Ubersichtstabelle zusammengefasst

(Abbildung 2); im Anschluss folgen die detaillierten Ergebnisse, wie z. B. Pyrograms®

und Informationen zur Analysequalitdt.

Wichtig: Das KRAS Pyro Plug-in gibt die Mutation an (Tabelle 1), deren erwartetes Signal mit

dem erfassten Pyrogram-Diagramm am besten Ubereinstimmt.

Tabelle 1. Mit dem KRAS Pyro Plug-in analysierte Mutationen
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Nukleinsaure- Aminosdure- LOB LOD COSMIC-ID*
substitution substitution (Prozenteinheiten) (Prozenteinheiten) (V72)

Codon 12 (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GIT Gl2v 4,9 8 520
TGT Gl12C 0,5 2,1 516
AGT G12S§ 0,4 1,9 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT GI12R 0,3 1,8 518

Codon 13 (GGC)
GAC G13D 0,3 1,9 532
Codon 61 (CAA), wie beim reversen Assay (TTG)

GTG Q61H 0,8 2,8 554
TAG Q61L 1,2 3,1 553
TCG Q61R 1,6 3,5 552
ATG Q61H 0,7 2,6 555
T1C Q61E 1,2 3,1 550

* Aus dem ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”, der auf der Website des Sanger-Instituts unter
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic verfiigbar ist.
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Summary
NOTE: Only the mutation with the highest frequency is reported.

Al 106506B1 Whutati 288 GGT=AGT G128
A2 10908148 Wildtype
110456B2 Potential low level mutation |23 GGT-AGT G128 ,ﬁ*
A4 11045782 Wildtype
AS 11046242 Wildtype
A6 |110486A2 Mutation 249 GGT>GCT Gl12A
A7 |111207A2 Mutatior 316 GGT>GTT G122V
A8 111355A2 Whstati 39.7 GGT-GAT G12D
Bl 11156542 Mutati 375 GGT=GAT G12D
B2 11166742 Mutati 126.7 GGT>GTT G122V
B3 111670A2 Wildtype
B4 11167242 Mutati 211 GGT=GTT Gl12v
BS 112307A2 Wildtype
B6 11307042 Wildtype
B7 11318841 Mutati 551 GGT-TGT Gl2C
BS 11320041 Wildtype
c1 11446642 Wildtype
2 11515582 Wildtype

Abbildung 2. Beispielergebnisse aus einer Analyse mit dem KRAS Pyro Plug-in.

Interpretation der Ergebnisse und Nachweis
schwacher Mutationen

Wir empfehlen dringend, zu Vergleichszwecken und als Hintergrundkontrolle in jedem Lauf

eine Wildtypprobe mitzufihren.

Wichtig: Die Qualitatsbewertung ,Check” (Uberpriifen) oder ,Failed” (Fehlgeschlagen) kann
durch ein unerwartetes Peakmuster verursacht werden. Dies weist mdglicherweise auf eine

unerwartete Mutation hin, die bei Verwendung des Plug-in-Reports nicht analysiert wird. Solche
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Proben sollten unter Beriicksichtigung, dass eventuell unerwartete Mutationen vorliegen, mit
der PyroMark Q24 Software manuell analysiert werden. Einzelheiten sind dem Handbuch des
jeweiligen KRAS Pyro Kits oder RAS Extension Pyro Kits zu entnehmen.

Wichtig: Das Pyrogram-Diagramm sollte stets mit dem Histogramm verglichen werden. Dieses ist
in den ausfihrlichen Ergebnissen des Plug-in-Reports gezeigt und kann durch Rechtsklick im
Pyrogram-Diagramm-Fenster in der PyroMark Q24 Software angezeigt werden. Das Pyrogram-
Diagramm sollte auf unerwartete Peaks geprift werden. Wenn die gemessenen Peaks nicht mit
der Hohe der Histogrammbalken ibereinstimmen und nicht auf seltene oder unerwartete
Mutationen zuriickgefihrt werden kénnen, ist das Ergebnis nicht als Grundlage fir die Bewertung

des Mutationsstatus geeignet. Es wird empfohlen die Probe erneut zu analysieren.

Wichtig: Proben, fir die eine pofenzielle schwache Mutation angegeben wird (Haufigkeit im
Bereich von LOD zu LOD + 3 Prozenteinheiten), sollten in Doppelbestimmung zusammen mit einer
Probe mit unmethylierter KontrollDNA erneut analysiert werden. In diesem Fall wird ein
Warnhinweis angezeigt. Die Probe sollte nur dann als positiv fir die Mutation eingestuft werden,
wenn beide Duplikate dasselbe Ergebnis ergeben wie die erste Analyse und sich von der normalen

Kontrolle sichtbar unterscheiden. Anderenfalls ist die Probe als Wildtyp einzustufen.

Wichtig: Fir eine Untersuchung von Proben, fir die eine potenzielle schwache Mutation
angegeben wurde, empfehlen wir, die Probe in der PyroMark Q24 Software zusdtzlich
manuell zu analysieren, z. B. zum Vergleich mit der Mutationshaufigkeit der Kontrollprobe
(ausfihrliche Hinweise sind dem ,Protokoll é: Analyse eines PyroMark Q24 Laufs” im
Handbuch des jeweiligen RAS Extension Pyro Kits zu entnehmen). Eine gemessene Haufigkeit
iber der Leerwertgrenze (LOB) in der Kontrollprobe zeigt an, dass im entsprechenden Lauf ein
ungewdhnlich hoher Hintergrund vorhanden ist, der die Allelquantifizierung insbesondere fir
schwache Mutationen beeintréchtigen kann. In diesem Fall sind die angegebenen schwachen
Mutationen keine Basis zur Beurteilung des Mutationsstatus, und es wird empfohlen, die

Proben mit einer potenziellen schwachen Mutation erneut zu analysieren.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produkispezifische rechtliche Hinweise finden Sie im Handbuch des jeweiligen
QIAGEN®Kits. Handbiicher und Gebrauchsanweisungen zu QIAGENKits sind unter www.qiagen.com abrufbar oder
kénnen beim Technischen Service von QIAGEN oder bei lhrem &rtlichen Distributor angefordert werden.

Markennamen: QIAGEN®, Sample fo Insight®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark® (QIAGEN-Gruppe); Windows® (Microsoft Corporation).
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