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i codon 12, 13 og 61 i det humane gen K-ras. Det giver klinikere information, som
letter udveelgelsen of de patienter med kolorektal cancer, der sandsynligvis har mere
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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN er den farende producent af innovative preve- og analyseteknologier,
der muligger isolation og detektion af indholdet i enhver form for biologisk
prave. Vores avancerede kvalitetsprodukter og -service sikrer vellykkede
analyser fra prevetagning til resultat.

QIAGEN saetter standarden i:

B Oprensning af DNA, RNA og proteiner

B Nukleinsyre- og proteinanalyser

B MikroRNA-forskning og RNAI

B Automatisering af preve- og analyseteknologier

Vores mission er at give kunden redskaberne til at opnd stor succes og
gennembrud. Laes mere pd www.giagen.com.
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Indhold af kittet

PyroMark KRAS Kit (24)
Katalognr. 971450
Antal reaktioner 24
Seq Primer KRAS 12/13 24 ul
Seq Primer KRAS 61 24 ul
PCR Primer KRAS 12/13 24 ul
PCR Primer KRAS 61 24 ul
wt KRAS Control DNA 100 ul
Mutant KRAS Control DNA 100 ul

Vejledning 1

Symbolforklaring
W Indeholder reagenser til <N> test
<N>
E Anvendes inden
IVD Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
REE Katalognummer
LOT Lotnummer

Materialenummer

Komponenter

MAT
Indhold

NUM Nummer
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Temperaturbegraensninger

‘ Producent

Se information i vejledningen

® Vigtig bemaerkning

Forsendelse og opbevaring

PyroMark KRAS Kit forsendes pé taris og ber opbevares ved -20 °C efter
levering. Gentagen optening og nedfrysning (>5 x) bar undgés. PyroMark
KRAS Kit er stabilt indtil udlabsdatoen, nér det opbevares under disse
betingelser.

Anvendelse

Der er kraftigt fokus p& mutationsanalyse af K-ras i Europa, fordi Den
Europaeiske Union har autoriseret betinget markedsfering af panitumumab og
cetuximab til behandling af metastaserende koloncancer hos patienter med
ikke-muteret (vildtype) K-ras-gen. Det betyder, at panitumumab og cetuximab
kun kan indgives til patienter, som er blevet screenet for mutation af K-ras.

Analysen er beregnet til at hjeelpe laeger med at identificere de patienter med
kolorektal cancer, der sandsynligvis har mere gavn af behandling med EGFR-
haemmere s@som panitumumab og cetuximab. Den er beregnet som
supplement til andre prognostiske faktorer, der anvendes i gjeblikket, til at
udvaelge egnede patienter til behandling med EGFR-haemmere baseret pé
patientens mutationsstatus i codon 12, 13 og 61 i K-ras-genet. Patientens
mutationsstatus skal tages i betragtning sammen med andre sygdomsfaktorer,
for at leegen kan bestemme behandlingen. Mutationsstatus af K-ras mé ikke
veere eneste grundlag for en behandlingsbeslutning for en cancerpatient.

Produktet er beregnet til kvantitativ méling af mutationer i codon 12, 13 og
61 i det humane gen K-ras. Produktet bestdr af 2 analyser: En til detektion af
mutationer i codon 12 og 13, og en anden til detektion af mutationer i
codon 61. Begge analyser indeholder specifikke PCR-primere og en
sekvensprimer.
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Anvendelsesbegrensninger

Resultater fra dette produkt skal tolkes i sammenhaeng med alle relevante
kliniske og laboratoriemaessige fund.

Produktet m& kun anvendes af ansatte, der er specielt instrueret og uddannet i
in vitro-diagnostiske procedurer og i PyroMark Q24 MDx System.

Der er udfert valideringsstudier af DNA, der er ekstraheret fra
formalinfikserede, paraffinindstabte tumorpraver.

Materialer til oprensning af DNA, PCR-amplifikation og forberedelse af praver
til Pyrosequencing® analyser medfalger ikke. Produktet er blevet valideret med
produkter til oprensning af DNA og PCR-reagenser fra QIAGEN. Brug de
anbefalede produkter til PCR-amplifikation og oprensning af DNA som
specificeret p& side 14 og 15.

Produktet er kun beregnet til brug pd PyroMark Q24 MDx System.

Det er nadvendigt at falge brugervejledningen naje for at f& optimale resultater.
Fortynding aof reagenserne p& anden vis end det er beskrevet i denne
vejledning, anbefales ikke og vil resultere i tab af ydeevne.

Veer opmaerksom pé de udlzbsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt
pé alle komponenters aesker og etiketter. Anvend ikke produkter, der er udlgbet
eller har veeret opbevaret forkert.

Teknisk support

Hos QIAGEN er vi stolte af at kunne levere teknisk support af haj kvalitet. De
ansatte pé vores afdelinger for teknisk service er erfarne videnskabsfolk med
omfattende praktisk og teoretisk ekspertise i preve- og analyseteknologier samt
anvendelse af produkter fra QIAGEN. Kontakt os, hvis du har spergsmal om
eller problemer med PyroMark KRAS Kit eller produkter fra QIAGEN generelt.

QIAGENSs kunder er en vigtig kilde til information om avanceret eller
specialiseret anvendelse af vores produkter. Denne information er ogsé til gavn
for andre videnskabsmaend og for forskerne hos QIAGEN. Derfor opfordrer vi
dig til at kontakte os, hvis du har forslag til produktets ydeevne eller nye
applikationer og teknikker.

Teknisk support og flere oplysninger findes under Technical Support Center pé
www.giagen.com/Support. Eller ring til en af QIAGEN-afdelingerne for teknisk
service eller den lokale forhandler (se bagsiden eller gé ind pé
www.giagen.com).
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Kvalitetskontrol

Hvert lot med PyroMark KRAS Kit testes i overensstemmelse med QIAGENSs ISO-
certificerede system for kvalitetskontrol mod forudbestemte specifikationer for at
sikre en ensartet produktkvalitet.

Sikkerhed

Baer altid egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller under
arbejdet med kemikalier. Der er flere oplysninger p& de relevante Material Safety
Data Sheets (MSDS) (sikkerhedsdatablade). Sikkerhedsdatabladene ligger online i
et kompakt PDF-format p& www.giagen.com/support/MSDS.aspx, hvor du kan
finde, se og udskrive MSDS’et for hvert QIAGEN-kit og kittenes komponenter.

Nodinformation 24 timer i dognet

Medicinsk nedinformation p& engelsk, fransk og tysk kan fés 24 timer i
dagnet fra:

Die Beratungsstelle bei Vergiftungen (Giftinformationscenter) Mainz, Tyskland
TIf.: +49-6131-19240
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Indledning

Det CE- og IVD-maerkede PyroMark KRAS Kit er beregnet til kvantitativ méling
af mutationer i codon 12, 13 og 61 i det humane gen K-ras. Produktet bestar
af 2 analyser: En til detektion af mutationer i codon 12 og 13, og en anden fil
detektion af mutationer i codon 61. De to regioner amplificeres separat ved
PCR og sekventeres gennem den definerede region. Sekvenser, der omgiver de
definerede positioner, fungerer som normalisering og reference-peaks til
kvantificering og vurdering af analysernes kvalitet.

FP Seq
S e » GGTIGGOGTAGGC
Codon 12 og 13 +—0
FPB RPB
Codon 61
GTCCAGTTCTC ‘S ...... 4+—
o RP

Figur 1. lllustration af KRAS-analysen. Den angivne sekvens er den analyserede sekvens i
en normal preve. FP og FPB: Forward PCR-primere (B indikerer biotinylering). RP og RPB:
Reverse PCR-primere (B indikerer biotinylering). Seq: Sekvensprimere.

® Codon 12 og 13 sekventeres forward, codon 61 sekventeres reverse.

Produktet bestér af en blanding af PCR-primere og en sekvensprimer i hver
analyse. Primerne leveres som en oplesning. Hver ampul indeholder 24 ul af
hver primer eller primerblanding.

Princip og procedure

Arbejdsgangen pé side 9 illustrerer analyseproceduren. Efter PCR med primere,
der retter sig mod codon 12/13 og codon 61, immobiliseres amplikonerne pé
Streptavidin Sepharose High Performance-perler. Enkeltstrenget DNA
forberedes, og de tilsvarende sekvensprimere hybridiseres (annealing) il
DNA’et. Praverne analyseres derefter p& PyroMark Q24 MDx ved hjzelp aof en fil
til opsaetning af kerslen og en karselsfil. “Sequence to Analyze” (sekvens il
analysering) kan justeres til detektion af sjaeldne mutationer efter karslen

(se “Protokol 6: Analyse af PyroMark Q24 MDx-kersel”, side 29 og Bilag A,
side 36).
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Arbejdsgang for PyroMark KRAS-proceduren

Opsatning af analyse og kersel Proveforberedelse
Opsaetning af analysefil PCR (Protokol 2)
(Bilag A) il

Immobilisering (Protokol 3)
v !
Opsatning af kerselsfil Forberedelse af prever
(Protokol 1) (Protokol 4)

\/

Koersel pé PyroMark Q24 MDx (Protokol 5)
v
Analyse af kersel pd PyroMark Q24 MDx (Protokol 6)

V
Rapport

Performance-egenskaber

Blindgreense og detektionsgreense

Blindgreensen (LOB) og detektionsgraensen (LOD) er fastsat for en reekke
mutationer ved hjzlp aof blandinger af plasmider, der ligner dem, der leveres
med kittet. Der blev anvendt to metoder athaengigt af mutationstypen.

B Mutationer, der resulterer i forekomst af en peak i en ellers blind
position: LOB og LOD blev bestemt i overensstemmelse med
anbefalingerne i NCCLS Guideline EP17-A “Protocol for determination of
limits of detection and limits of quantitation; approved guideline” (protokol
for bestemmelse af detektions- og kvantifikationsgraenser; godkendte

retningslinjer). a- og B-fejl (hhv. falsk positiv og falsk negativ) blev sat
til 5 %.

B Mutationen GGT - GTT i codon 12: Denne mutation resulterer i
endringer, der involverer enkelte og dobbelte peaks, og som ikke giver et
linesert respons ved lave niveauer af mutation. Denne position gav en LOB,
der konsekvent var 0 % enheder (n = 72). Det laveste signal, der indikerer
tilstedevaerelse af en mutation i denne position, var sat til 1 % enheder,
hvilket klart ligger over det konsekvente baseline-niveau pd 0 % enheder.
Ved analysering af en preve, der indeholdt mutation af 7 % enheder, gav
95 % af resultaterne (n = 89) et signal, der kunne anses som positivt
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(= 1 % enheder). Derfor blev LOD for denne mutation sat til 7 % enheder,
og alle praver, der giver et signal over 1 % enheder, blev anset som
positive for denne mutation.

Tabel 1. Fastsat LOB og LOD for specifikke mutationer

COSMIC ID*
Mutation LOB (%) LOD (%) (V42)
Codon 12 (GGT)
GAT 0,6 2,2 521
GTT ir. 7,0 520
TGT 0,5 2,1 516
AGT 0,4 1,9 517
GCT 0,7 2,3 522
CGT 0,3 1,8 518
Codon 13 (GGC)
GAC 0,3 1,9 532
Codon 61 (CAA) som analyseret i reverse retning (TTG)
GTG 0,8 2,8 554
TAG 1,2 3,1 553
TCG 1,6 3,5 552
ATG 0,7 2,6 555
TTC 1,2 3,1 550

* Fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, som findes online hos Sanger Institute pé
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

i.r.: ikke relevant.

® Veerdierne blev baseret pé karsler, hvor signalet var over 60 RLU, som pé
rutinemaessig vis blev taget fra 10 ng DNA, der var isoleret fra formalinfikseret,
paraffinindstebt vaev. Det anbefales, at metodens ydeevne bekraeftes pé
laboratoriet.
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Linearitet

Lineariteten blev mélt i henhold til dokument EP6-A fra Clinical and Laboratory
Standards Institute, “Evaluation of the linearity of quantitative measurement
procedures: a statistical approach; approved guideline” (Evaluering af

lineariteten af kvantitative méleprocedurer: En statistisk tilgang; godkendte

retningslinjer).

Normale og muterede sekvenser blev blandet proportionelt for at give felgende
niveauer af mutation: 0, 12,5, 25, 37,5 og 50 %. Fire replikater of
blandingerne blev placeret i et vilkérligt megnster p& en plade og analyseret.
Resultatet af mutationen GGT = TGT i codon 12 blev analyseret med
Analyse-it® software v2.04 (Analyse-it Software, Ltd., UK) og er vist i figur 2.
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Figur 2. Linearitet af mutation GGT > TGT i codon 12.

60

Den overordnede repeterbarhed var 1,64 % enheder, og resultaterne var
linezere inden for tilladt ikke-linearitet p& 3 %. Lignende resultater blev opndet
for mutationen GGC - GAC i codon 13.

Intermedizer ungjagtighed

Bestemmelsen af lineariteten af mutationen GGT = TGT i codon 12 blev
gentaget af 3 operaterer p& 3 forskellige dage med forskellige kombinationer

af PyroMark Q24 MDx-instrument og PyroMark Gold Q24 Reagents.
Resultaterne aof de 3 karsler er vist i tabel 2.
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Tabel 2. Intermedizer ungjagtighed

Korsel 1 Korsel 2 Korsel 3 Sammendrag
Forventet Middel SA Middel SA Middel SA Middel SA
0,0 0,6 0,2 1,7 0,7 0,7 0,2 1,0 0,6
12,5 133 1,5 162 19 14,6 3,0 14,7 1,4
25,0 238 14 268 24 269 29 258 1,8
37,5 420 1,9 41,7 05 385 26 40,7 2,0
50,0 49,7 2,4 50,5 1,8 49, 4,8 49,8 0,7

Alle veerdier er anfert i % enheder. SA: standardafvigelse.

Verdierne for den intermedizere ungjagtighed (SA) var derfor 0,6-2,0 %

enheder i det mélte omré&de p& 0-50 %.

Diagnostisk sensitivitet og specificitet

PyroMark KRAS Kit er blevet evalueret i et studie. Sammenlignet med DxS
Therascreen®: K-RAS Mutation Kit, 100 prospektive tumorprever af kolorektal
cancer blev analyseret for mutationer i codon 12 og 13.

DNA til testning blev isoleret med EZ1 DNA Tissue Kit, og analyser blev udfart
med PyroMark KRAS Kit p& PyroMark Q24 MDx og med Therascreen: K-RAS

Mutation Kit p& ABI PRISM® 7900HT SDS.

Af de 100 praver, der blev analyseret, kunne mutationsstatus bestemmes i 91
praver med DxS-analysen. Med Pyrosequencing-analysen var det muligt at
bestemme mutationsstatus i 94 prever for codon 12 og 13.

Ved at udelukke praver, der mislykkedes med det ene eller begge kit, var der
en korrelation p& 100 % med PyroMark KRAS Kit sammenlignet med
Therascreen: K-RAS Mutation Kit. Den diagnostiske sensitivitet af PyroMark
KRAS Kit var 100 %, og den diagnostiske specificitet var 100 % (tabel 3).

Tabel 3. Resultaterne af de analyserede, prospektive tumorprover af

kolorektal cancer for codon 12 og 13

Therascreen: K-RAS Mutation Kit

Mutant wi Total
PyroMark KRAS Mutant 33 0 33
Kit wi 0 57 57

12
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Analyse af codon 61

De samme 100 prever blev analyseret for mutationer i codon 61 med PyroMark
KRAS Kit. Kun en prave afgav en mislykket kvalitetsvurdering for analysen aof
codon 61. Denne prave mislykkedes ogs& med b&de PyroMark- og
Therascreen-analyserne for codon 12 og 13, hvilket angiver, at DNA'et var af
for déarlig kvalitet. Den hgjere succesrate for analysen af codon 61 angiver, at
den er mindre athaengig af DNA’ets kvalitet end b&de PyroMark- og
Therascreen-analyserne af codon 12 og 13. Siden Therascreen-analysen ikke
tester for mutationer i codon 61, er en direkte sammenligning of analyserne
ikke mulig.

Mutationer i codon 61 blev detekteret i 4 ud af de 99 prever. Tre indeholdt
hyppige mutationer (CAC, CAT, CTA) i codon 61, mens den fjerde preve
indeholder mutationer i bdde codon 60 (GGT - GGA) og codon 61

(CAA > AAA).
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Udstyr og reagenser der ikke medfolger

Baer altid egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller under
arbejdet med kemikalier. Der er flere oplysninger pd de relevante Material

Safety Data Sheets (MSDS) (sikkerhedsdatablade), som kan fas hos
produktleverandgrerne.

B DNA isolationskit (se “Isolering af DNA”, side 15)
Pipetter (justerbare)*

Sterile pipettespidser med filtre

Mikrocentrifuge (til laboratoriebrug)*

PCR-reagenser (PyroMark KRAS Kit blev valideret med HotStarTaq® Plus
Master Mix Kit, katalognr. 203643, 203645 eller 203646)

PCR-maskine* (thermal cycler) og passende PCR-rar

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

PyroMark Q24 MDx (katalognr. 9001513)*f
PyroMark Q24 MDx Software (katalognr. 9019063)f
PyroMark Q24 Plate (katalognr. 979301)f

PyroMark Q24 Cartridge (katalognr. 979302)f

PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation (katalognr. 9001515 eller
9001517)*t

PyroMark Gold Reagents (katalognr. 971802)f
PyroMark Binding Buffer (katalognr. 979306)f
PyroMark Denaturation Solution (katalognr. 979307)f
PyroMark Wash Buffer, koncentrat (katalognr. 979308)f
PyroMark Annealing Buffer (katalognr. 979309)f
Plademixer* til immobilisering til perler

Varmeplade* der kan blive 80 °C

PCR-plade eller -strip med 24 brende

L&g til strip

Vand af hgj renhedsgrad (Milli-Q® 18,2 MQ x cm eller tilsvarende)
Ethanol (70 %)

* Serg for at instrumenterne er blevet kontrolleret og kalibreret i overensstemmelse med
producentens anbefalinger.

t CE- og IVD-maerket i henhold til R&dets direktiv 98/79/EF. Alle andre anfarte produkter er
ikke CE- og IVD-meerket ifelge R&dets direktiv 98/79/EF.
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Vigtige bemeerkninger

Generelle forholdsregler

® Veer altid opmaerksom péd felgende:
B Anvend sterile pipettespidser med filtre.

B Positive materialer (prever, positive kontroller og amplikon) skal opbevares
og ekstraheres separat fra alle andre reagenser og ftilseettes fil
reaktionsblandingen pé en fysisk adskilt facilitet.

M Opte alle komponenter grundigt ved stuetemperatur (15-25 °C), inden
analysen pdbegyndes.

B Nar komponenterne er optget, skal de blandes (ved at pipettere op og ned
eller anvende pulserende vortex) og centrifugeres kort.

Provemateriale

® Alle prover skal behandles som potentielt infektiast materiale.

Pravematerialet er humant DNA ekstraheret fra blod eller formalinfikserede,
paraffinindstebte praver.

® Praver fra personer, der f&r heparinbehandling, mé ikke anvendes.
Blodpraver, der er taget i rer med heparin som antikoagulans, mé ikke
anvendes. Heparin pévirker PCR.

Isolering af DNA

Kittene fra QIAGEN, der er vist i tabel 4, anbefales til oprensning af DNA fra de
humane prevetyper, der er angivet til brug med PyroMark KRAS Kit. Oprens
DNA’et i henhold til vejledningerne til kittene.
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Tabel 4. Kit til oprensning af DNA anbefales til brug med PyroMark

KRAS Kit
Katalognummer
Provemateriale Kit til isolering af nukleinsyre (QIAGEN)
Paraffinindstabt QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
veev EZ1® DNA Tissue Kit (48)* 953034
Blod QIAamp DSP DNA Blood Mini Kitf 61104

* [felge protokollen til anvendelse med paraffinindstebt vaev. EZ1 DNA Tissue Kit er beregnet
til anvendelse sammen med EZ1 Advanced (katalognr. 9001410 eller 9001411) og EZ1
Advanced DNA Paraffin Section Card (katalognr. 9018298), med EZ1 Advanced XL
(katalognr. 9001492 eller 9001493) og EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card
(katalognr. 9018700), eller med BioRobot® EZ1 (katalognr. 9000705, kan ikke leengere fas)
og EZ1 DNA Paraffin Section Card (katalognr. 9015862).

t CE- og IVD-meerket i henhold til R&dets direktiv 98/79/EF.

Kontroller

® To positive kontroller er inkluderet i produktet. Disse fungerer som
kontroller for PCR- og sekventeringsreaktioner. wt KRAS Control DNA
indeholder den normale K-ras-sekvens, og Mutant KRAS Control DNA
indeholder mutationer i alle 3 codoner. Begge kontroller har baseudskiftning i
codon 15 og codon 59 for at adskille dem fra genomisk DNA. Kontrollerne kan
enten inkluderes separat i analysen eller blandes i foretrukne forhold.
Sekvenserne af kontrollerne er vist i tabel 5.

@ For at analysere Mutant KRAS Control DNA indstilles “Sequence to
Analyze” (sekvens til analysering) til NGTGRCGTAGGYA for at rette den mod
farste base i codon 12 (se Bilag A, side 36).

Tabel 5. Sekvenser af kontrollerne

Codon Codon Codon Codon Codon
Kontrol 12 13 15 59 61
Normal GGT GGC GGT GTA CAA
Muteret TGT GAC GGT GTA CAC

® Derudover skal en negativ kontrol (uden DNA-skabelon) altid inkluderes.

16

Vejledning til PyroMark KRAS Kit  06/2009



Protokol 1: Opsaetning af korsel pé
PyroMark Q24 MDx

® Vigtigt inden start

B Hoyis det er ngdvendigt, kan LOB bekraeftes med en normal preve eller
medfalgende wt KRAS Control DNA for at generere en hel plade af
resultater. Der er flere oplysninger i NCCLS Guideline EP17-A “Protocol for
determination of limits of detection and limits of quantitation; approved
guideline” (protokol for bestemmelse af detektions- og
kvantifikationsgraenser; godkendte retningslinjer).

Skal gores inden start

M Lav en analyseopseetning som beskrevet i Bilag A. Dette skal kun gares en
gang inden kersel af PyroMark KRAS-analysen ferste gang (se Bilag A,
side 36).

Procedure
1. Klik pé& @ pa veerkteijslinjen.
En ny kerselsfil oprettes.

2. Indtast kerselsparametrene (se “Kerselsparametre” nedenfor).

3. Opseet pladen ved at fgje analyser for bade codon 12/13 og codon
61 til brende, der svarer til de prever, der skal analyseres. En
negativ prove (uden DNA) og medfalgende wt KRAS Control DNA og
Mutant KRAS Control DNA anbefales som kontroller.

4. Nar korslen er opsat og klar til at blive kert pé PyroMark Q24 MDx:
Udskriv en liste over nedvendige volumener enzymblanding,
substratblanding og nukleotider samt pladeopssetningen. Veelg “Pre
Run Information” (information inden kersel) pd menuen “Tools”
(veerktai), og klik pa =, nér rapporten dbner. Luk kerselsfilen og
kopier den til en USB-nggle (leveret med systemet) via Windows®
Explorer.

@ Den udskrevne information inden kersel kan bruges som skabelon
for preveopsaetningen (se “Protokol 3: Immobilisering af PCR-produkter il
Streptavidin Sepharose High Performance-perler”, side 22).

For at kere pladen pd PyroMark Q24 MDx henvises til “Protokol 5: Karsel
af PyroMark Q24 MDx", side 27.
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Korselsparametre

Run name Det navn, som karslen far, ndr filen gemmes. Hvis

(kerselsnavn): filen omdgbes, aendres karselsnavnet ogsa.

Instrument method Veelg instrumentmetoden i overensstemmelse med de

(instrumentmetode): reagenser og kassetter, der skal anvendes til karslen.
Se vejledningen til produkterne.

Plate ID (plade-id): Valgfrit: Indtast id’et pd PyroMark Q24 Plate.

Bar code (stregkode):  Valgfrit: Indtast et stregkodenummer for pladen, eller

hvis en stregkodescanner er tilsluttet computeren,
placeres musemarkaren i tekstboksen “Barcode”
(stregkode) (ved at klikke i boksen), og stregkoden
scannes.

Reagent ID (reagens-id): Valgfrit: Indtast lotnummeret pd de PyroMark Gold
Q24 Reagents, der skal anvendes. Lotnummeret stér
p& produktets etiket.

® Vi anbefaler at indtaste reagens-id’et, sé
eventuelle, uventede problemer med reagenserne kan
spores.

Run note (bemaerkning  Valgfrit: Skriv en bemaerkning om indholdet of eller
til karsel): formalet med kerslen.

Tilfej analysefiler
En analyse kan fgjes til en brend ved enten at:

M Hojreklikke p& brenden og veelge “Load Assay” (indlees analyse) fra
kontekstmenuen.

M Velge en analyse i genvejsbrowseren og klikke og traekke analysen hen fil
brenden.

En brend farvekodes i overensstemmelse med den analyse, der indlaeses for
den pégeldende brand.

Indtast prove-id’er og bemarkninger
Et preve-id eller en bemaerkning indtastes ved at veelge cellen og skrive teksten.

Et preve-id eller en bemaerkning redigeres ved enten at vaelge cellen (det
aktuelle indhold vil blive valgt) eller dobbeltklikke pé cellen.
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Protokol 2: PCR med anvendelse af HotStarTaq Plus
Master Mix Kit og PyroMark KRAS Kit

Denne protokol er til PCR-amplifikation af en region, der indeholder codon 12
og codon 13, og en separat PCR-amplifikation af en region, der indeholder
codon 61 ved hjeelp af PyroMark KRAS Kit.

® Vigtigt inden start

B HotStarTaq Plus DNA Polymerase kraever aktivering i 5 min ved 95 °C (se
HotStarTaq Plus PCR hYndbog).

B Opseet alle reaktionsblandinger i et andet omréde end det, der anvendes
til oprensning af DNA, og tilseet DNA-skabelon til PCR, PCR-analyse eller
forberedelse af prever inden Pyrosequencing-analyse.

B Anvend spidser til engangsbrug med hydrofobe filtre for at minimere
krydskontamination.

Skal gores inden start

M Inden rerene med PCR-primere &bnes, skal de centrifugeres kort for at
samle indholdet i bunden af rerene.

B Juster koncentrationen aof DNA-preven til 0,4-2 ng/ul, hvis det er
nedvendigt.

Procedure

1. Opto primer-oplosninger og skabelon-nukleinsyre.
Bland godt inden brug.

2. Forbered en reaktionsblanding for hvert saet PCR-primere ifslge
tabel 6.
Reaktionsblandingen indeholder typisk alle de komponenter, der er
nedvendige for PCR, undtagen praven.

Forbered en volumen af reaktionsblandingen, der er starre end den, der er
nedvendig til det totale antal PCR-analyser, der skal udferes.
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Tabel 6. Forberedelse af reaktionsblanding til hver blanding
PCR-primere

Komponent Volumen/reaktion
HotStarTaq Plus Master Mix, 2x 12,5 ul

PCR Primer KRAS 12/13 eller 1 4l

PCR Primer KRAS 61

Vand af hgj renhedsgrad 6,5 ul

Total volumen 20 ul

3. Bland reaktionsblandingen grundigt og dispenser 20 ul i hvert
PCR-ror.

Det er ikke nadvendigt at have PCR-rarene pé is, eftersom HotStarTaq Plus
DNA Polymerase er inaktivt ved stuetemperatur.

4. Tilset 5 yl DNA-skabelon (2-10 ng genomisk DNA) til hvert PCR-ror
(se tabel 7) og bland grundigt.

® En negativ kontrol (uden DNA-skabelon) skal altid inkluderes.

@ Inkluder reaktioner med wt KRAS Control DNA og Mutant KRAS
Control DNA som positive kontroller (se “Kontroller”, side 16).

Tabel 7. Forberedelse af PCR

Komponent Volumen/reaktion
Reaktionsblanding 20 ul
DNA-preve 5 ul
Total volumen 25 ul
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5. Programmer PCR-maskinen (thermal cycler) i henhold til
producentens vejledning og med anvendelse af de betingelser, der
er beskrevet i tabel 8.

Tabel 8. Protokol for optimeret cyklus

Bemeerkninger

Indledende 5 min 95°C HotStarTaq Plus DNA
aktivering: Polymerase aktiveres under
denne opvarmning.

Cyklus i 3 trin:

Denaturation 20s 95°C
Hybridisering 30s 53 °C
(annealing)

Ekstension 20's 72 °C
Antal cykler 40

Endelig ekstension: 5 min 72 °C

6. Szt PCR-rerene i PCR-maskinen og start programmet.

7. Efter amplifikation fortseettes med “Protokol 3: Immobilisering af
PCR-produkter til Streptavidin Sepharose High Performance-perler”.
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Protokol 3: Immobilisering af PCR-produkter til
Streptavidin Sepharose High Performance-perler

Denne protokol er til immobilisering af DNA-skabelon til Streptavidin Sepharose
High Performance (GE Healthcare) inden analyse p& PyroMark Q24 MDx.

Skal gores inden start

B Lod alle nedvendige reagenser og oplasninger f& stuetemperatur
(15-25 °C) inden start.

Procedure
1. Ryst forsigtigt flasken med Streptavidin Sepharose High
Performance, indtil oplesningen er ensartet.

2. Forbered en mastermix til immobilisering af DNA i henhold til
tabel 9. Forbered en volumen, der er 10 % storre end den, der er
nedvendig til det totale antal reaktioner, der skal udferes.

Tabel 9. Mastermix til immobilisering af DNA

Komponent Volumen/prove
Streptavidin Sepharose High Performance 2 ul
PyroMark Binding Buffer 40 ul
Vand af hej renhedsgrad 28 ul
Total volumen 70 ul

3. Tilszet 70 ul mastermix til brondene i en PCR-plade eller -strip med
24 breonde som defineret under opsatning af kerslen (se “Protokol 1:
Opsetning af kersel pd PyroMark Q24 MDx”, side 17).

4. Tilsaet 10 ul biotinyleret PCR-produkt fra Protokol 2 til hver brend
med mastermix som defineret under opszetning af kerslen (se
“Protokol 1: Opsaetning af kersel pd PyroMark Q24 MDx"”, side 17).

@ Den totale volumen pr. brend skal veere 80 ul efter tilseetning af
mastermix og PCR-produkt.

5. Luk PCR-pladen (eller PCR-strip’en) med lagene.

® Serg for at lekage mellem brgndene ikke er mulig.

22 Vejledning til PyroMark KRAS Kit  06/2009



6. Omryst PCR-pladen ved stuetemperatur (15-25 °C) i 5-10 min ved
1400 rpm.

® Mens dette foregér, forberedes PyroMark Q24 MDx Vacuum
Workstation til preveforberedelse som beskrevet i Brugervejledning til
PyroMark Q24.

7. Fortszet straks med “Protokol 4: Forberedelse af prover inden
Pyrosequencing pé& PyroMark Q24 MDx".

® Sepharose-perler bundfeelder hurtigt. Perlerne skal opsamles med
det samme efter omrystning.
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Protokol 4: Forberedelse af prover inden
Pyrosequencing pa PyroMark Q24 MDx

Denne protokol er til forberedelse af enkeltstrenget DNA og hybridisering af

sekvensprimeren til skabelonen inden Pyrosequencing-analysen p& PyroMark

Q24 MDx.

@ Vigtigt inden start

M Inden regrene med sekvensprimer &bnes, skal de centrifugeres kort for at

samle indholdet i bunden aof rerene.

M Tilszet de 2 forskellige sekvensprimere pd samme méde, som blev defineret

for pladen under opsaetning af karslen (se “Protokol 1: Opsaetning af

karsel p& PyroMark Q24 MDx", side 17), afthaengigt af den region, der skal

analyseres (codon 12 og 13, eller codon 61).

Skal gores inden start

M Seet PyroMark Q24 Plate Holder p& en varmeplade ved 80 °C til brug i
trin 17.

Procedure

1. Fortynd en tilstraekkelig maengde af hver sekvensprimer, Seq Primer

KRAS 12/13 og Seq Primer KRAS 61, i PyroMark Annealing Buffer
som vist i tabel 10.

Forbered en volumen af fortyndet sekvensprimer, som er starre end den
volumen, der er nadvendig til det samlede antal prever, der skal
sekventeres (til det samlede antal prever + en ekstra).

Tabel 10. Eksempel pa fortynding af sekvensprimere

Volumen til
Komponent Volumen/preve 9 + 1 reaktioner
Seq Primer KRAS 12/13
eller 0,8 ul 8 ul
Seq Primer KRAS 61
PyroMark Annealing Buffer 24,2 ul 242 ul
Total volumen 25 ul 250 pl
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2. Tilszet 25 ul fortyndet sekvensprimer til hver brend i PyroMark Q24
Plate i henhold til opsaetning af kerslen (se “Protokol 1: Opsatning
af kersel pa PyroMark Q24 MDx”, side 17).

® Behold en af PyroMark Q24 Plate Holders (leveres med PyroMark
Q24 MDx Vacuum Workstation) ved stuetemperatur (15-25 °C), og brug
den som stette, ndr pladen skal forberedes og flyttes.

3. Sat PCR-pladen (eller strip’en) fra Protokol 3 og PyroMark Q24 Plate
pa arbejdsbordet (se figur 3).

® Serg for at pladen vender p& samme méde, som da preverne blev
indlaest.

Figur 3. Anbring PCR-pladen (eller strip'en) og PyroMark Q24 Plate pé& vakuum-
arbejdsstationen.

4. Tilfer vakuum til veerktejet ved at dbne for vakuumkontakten.

5. Sank forsigtigt filterproberne ned i PCR-pladen (eller strip’en) for at
opsamle perlerne, der indeholder immobiliseret skabelon. Hold
proberne nede i 15 s. Udvis forsigtighed, nar veerktgjet loftes.

® Sepharose-perler bundfaelder hurtigt. Hvis der er géet mere end
1 min, siden pladen (eller strip’en) blev omrystet, skal den omrystes igen i
1 min, inden perlerne opsamles.

6. Overfor veerkigiet til karret med 70 % ethanol (kar 1). Skyl
filterproberne i 5 s.

7. Overfor veerkigjet til karret med denatureringsmiddel (kar 2). Skyl
filterproberne i 5 s.

8. Overfor veerktgjet til karret med vaskebuffer (kar 3). Skyl
filterproberne i 10 s.

9. Loft veerktiojet op og tilbage til en vinkel over 90° lodret i 5 s. for at
tomme veaesken ud dof filterproberne (se figur 4).
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Figur 4. lllustration af vakuumveerkigiet laftet i en vinkel over 90° lodret.
10. Mens veerktojet holdes over PyroMark Q24 Plate, lukkes der for
vakuumkontakten pé vaerktsjet (Off [fra]).

11.Friger perlerne i pladen med sekvensprimere ved at ryste veerktojet
forsigtigt fra side til side. Lad filterproberne hvile mod bunden af
brendene.

12. Overfor vaerkigjet til det kar, der indeholder nukleasefrit vand
(kar 4), og omryst veerktojet i 10 s.

13.Vask filterproberne ved at ssenke dem ned i nukleasefrit vand (kar 5)
og tilfere vakuum. Skyl proberne med 70 ml nukleasefrit vand.

14. Loft veerktgojet op og tilbage til en vinkel over 90° lodret i 5 s. for at
tomme vaesken ud of filterproberne (se figur 4).

15. Luk for vakuumkontakten pé veerktojet (Off [fra]) og anbring
veerktajet i parkeringsposition (P).
16.Sluk for vakuumpumpen.

® Ved arbejdsdagens slutning skal flydende affald og resterende
oplasninger kasseres, og PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation skal
undersages for stav og spild, se Bilag B, side 38.

17.Opvarm PyroMark Q24 Plate med preverne ved 80 °C i 2 min ved
hjeelp aof den forvarmede PyroMark Q24 Plate Holder.

18.Tag PyroMark Q24 Plate af pladeholderen og lad preverne afkgle til
stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 5 min.

19.Fortsaet med “Protokol 5: Kersel af PyroMark Q24 MDx".
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Protokol 5: Kersel af PyroMark Q24 MDx

Denne protokol beskriver, hvordan PyroMark Gold Q24 Reagents fyldes i
PyroMark Q24 Cartridge, og hvordan en karsel startes og afsluttes pé
PyroMark Q24 MDx. Der er detaljerede oplysninger om opsaetning aof en kersel
i Brugervejledning til PyroMark Q24.

@ Vigtigt inden start

B Rapporten Pre Run Information (information inden karsel), som findes p&
menuen “Tools” (veerktg|) under opsaetning af kerslen (se “Protokol 1:
Opseetning af kersel p&d PyroMark Q24 MDx”, side 17), indeholder
information om den volumen af nukleotider, enzym og substratbuffer, der
er ngdvendig til en specifik analyse.

Procedure

1. Isat PyroMark Q24 Cartridge med de korrekte volumener af
nukleotider, enzym, og substratbuffere.

N

Abn kassettel&gen og st den fyldte reagenskassette ind med
etiketten vendt udad. Skub kassetten helt ind og tryk den ned.

Serg for at linjen foran péa kassetten er synlig og luk lagen.
Abn rammen til at holde plader, og szt pladen pé& varmepladen.
Luk rammen til at holde plader og laget pa instrumentet.

Al o

Seet USB-ngglen (med kerselsfilen) i USB-porten foran pé
instrumentet.

@ Tag ikke USB-ngglen ud, fer kerslen er faerdig.

7. Velg "Run” (ker) pé hovedmenuen (ved hj=lp af knapperne
a og v pa skaermen) og tryk pa “OK".

8. Veelg kerselsfilen med knapperne ~ og v pdé skeermen.
@ Se indholdet i en mappe ved at vaelge mappen og trykke pé
"Select” (veelg). Gé tilbage til den foregdende visning ved at trykke pé
"Back” (tilbage).

9. Nar kerselsfilen er valgt, trykkes pa “Select” (veelg) for at starte
korslen.

10. Nér kerslen er feerdig, og instrumentet bekraefter, at kerselsfilen er
blevet gemt pd USB-ngglen, trykkes pé& “Close” (luk).

11.Tag USB-noglen ud.
12. Abn l&get pé instrumentet.

13. Abn kassetteldgen og tag reagenskassetten ud ved at lsfte den op
og treekke den ud.
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14. Luk lagen.

15. Abn rammen til at holde plader, og tag pladen af varmepladen.
16. Luk rammen til at holde plader og ldget pé instrumentet.
17.Kasser pladen og rens kassetten.

18. Analyser korslen ifelge “Protokol 6: Analyse af en PyroMark Q24
MDx-korsel”.
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Protokol 6: Analyse af en PyroMark Q24 MDx-kersel

Denne protokol beskriver mutationsanalysen af en faerdig KRAS-karsel med
brug af PyroMark Q24 MDx Software.

Procedure

1.

2.

Sat USB-ngglen (med den fardige kerselsfil) i computerens USB-
port.

Flyt kerselsfilen fra USB-ngglen til den enskede placering pa
computeren ved hjzlp af Windows Explorer.

Abn kerselsfilen i AQ-funktion i PyroMark Q24 MDx Software ved
enten at vaelge “Open” (dbn) péd menuen “File” (fil) eller ved at
dobbeltklikke pa filen (8) i genvejsbrowseren.

Klik p& en af analyseknapperne for at analysere korslen og fé en
oversigt over resultaterne.

] Analyser alle brende.
D Analyser den valgte brend.

Analyseresultaterne (allelfrekvenser) og kvalitetsvurderinger vises over den
variable position i Pyrogram-sporet. Der er detalierede oplysninger om
analysering af en kersel i Brugervejledning til PyroMark Q24.

En rapport kan genereres ved at vaelge Full Report (komplet rapport)
under “Reports for AQ runs” (rapporter for AQ-kersler) pd menuen.

® De hyppigste mutationer i K-ras findes ved nukleotid 35 (anden
base i codon 12). Derfor retter den almindelige “Sequence to Analyze”
(sekvens til analysering), som er defineret i Analysis Setup (opseaetning af
analyse), sig mod mutationer i denne position (se Bilag A, side 36). Hvis en
preve indeholder en mutation ved nukleotid 34 (ferste base i codon 12),
kan “Sequence to Analyze” (sekvens til analysering) sendres til ogsé at
analysere mutationsstatus ved denne position, som beskrevet i Bilag A.

Opdaterede mutationsfrekvenser i det humane gen K-ras i codon 12/13 og
codon 61 gives online af Sanger Institute pé
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

@ Vi anbefaler enkelte peak-hgjder p& over 30 RLU for at 18
palidelige resultater. 30 RLU ber indstilles som “required peak height for
passed quality” (nedvendig peak-hgjde for godkendt kvalitet) i opsaetning aof
analysen (se Bilag A og Brugervejledning til PyroMark Q24).
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® Rapporten over AQ-analyseresultater ber anvendes som dokumentation
pé& kvantificering af alleler. Tallene i Pyrogrammet er afrundede og viser ikke
den preecise kvantificering.

@ Genanalyse af prever uden detekteret mutation i nukleotid 35 eller
med kvalitetsvurderingen "Check” (kontroller) eller "Failed” (mislykket)

Vi anbefaler kraftigt at genanalysere alle praver uden detekteret mutation i
nukleotid 35 s@vel som praver, som fik kvalitetsvurderingen “Check” (kontroller)
eller "Failed” (mislykket) med “Sequence to Analyze” (sekvens til analysering)
rettet mod mutationer i nukleotid 34. Kvalitetsvurderingerne “Check” (kontroller)
og "“Failed” (mislykket) kan indikere en reference-peak ved en position, der ikke
forventes for en mutation i nukleotid 35. En peak i hvilken som helst af de farste
3 dispensationer viser, at der er en mutation i nukleotid 34.

For at genanalysere og rette analysen mod mutationer i nukleotid 34 henvises

der til “Analysis Setup” (opsaetning af analyse). Skift “Sequence to Analyze”
(sekvens til analysering) fra GNTGRCGTAGGYA til NGTGRCGTAGGYA. Tryk pé

o

knappen “Apply” (anvend) og klik p& “To All” (for alle), nér vinduet “Apply
Analysis Setup” (anvend analyseopsaetning) &bner.

@ Genkaersel af prever mhp. detektion af mutationer pé lavt niveau

Det anbefales kraftigt, at en normal preve inkluderes i hver karsel mhp.
sammenligning. Alle prever, der viser en hajere mutationsfrekvens end den
tilsvarende position i den normale preve, skal undersages i forhold til tabellen
over detektionsgraenser (se tabel 11, side 31). Preverne kan ogsé
sammenlignes med hinanden for at afslare ussedvanligt haje
mutationsfrekvenser.

Som vejledning skal prever, der har en misteenkt mutation i omradet fra LOD
(tabel 11) til LOD + 3 % enheder, genanalyseres i dobbeltbestemmelse
sammen med en normal preve i dobbeltbestemmelse. Hvis begge
dobbeltbestemmelser giver samme resultat som den oprindelige analyse og er
synligt anderledes end den normale kontrol, kan preven anses som positiv for
mutationen. Bemaerk at behandlingsbeslutninger for cancerpatienter ikke alene
ma& baseres p& mutationsstatus af K-ras.

® | tilfeelde af misteenkt GGT = GTT mutation kan et resultat over 1 %
anses som positivt. Dette niveau kan variere betydeligt mellem replikater
(se “Blindgraense og detektionsgraeense”, side 9).
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Tabel 11. Fastsat LOB og LOD for specifikke mutationer

COSMIC ID*
Mutation LOB (%) LOD (%) (V42)
Codon 12 (GGT)
GAT 0,6 2,2 521
GTT i.r. 7,0 520
TGT 0,5 2,1 516
AGT 0,4 1,9 517
GCT 0,7 2,3 522
CGT 0,3 1,8 518
Codon 13 (GGC()
GAC 0,3 1,9 532
Codon 61 (CAA) som analyseret i reverse retning (TTG)
GTG 0,8 2,8 554
TAG 1,2 3,1 553
TCG 1,6 3,5 552
ATG 0,7 2,6 555
TTC 1,2 3,1 550

* Fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, som findes online hos Sanger Institute pé
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

i.r.: ikke relevant.
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Repraesentative resultater

Repraesentative Pyrogram-resultater er vist i figur 5-10.
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Figur 5. Pyrogram-spor opndet efter analyse af en prove med en normal genotype i
codon 12 og 13.
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Figur 6. Pyrogram-spor opndet efter analyse af en prove med en normal genotype i
codon 61.
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Figur 7. Pyrogram-spor opndet efter analyse af prever med en GGT > GAT mutation i
base 2 i codon 12 (nukleotid 35, angivet med en pil).
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Figur 8. Pyrogram-spor opndet efter analyse af prever med en GGT > AGT mutation i
base 1 i codon 12 (nukleotid 34, angivet med en pil) med “Sequence to Analyze”

(sekvens til analysering) GNTGRCGTAGGYA rettet mod base 2 i codon 12
(nukleotid 35). En gul farve angiver, at den pageeldende sekvens er uventet og skal

kontrolleres.
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Figur 9. Pyrogram-spor og resultat opndet efter genanalyse af preven i figur 8.
Mutationen GGT - AGT blev genanalyseret med “Sequence to Analyze” (sekvens til
analysering) NGTGRCGTAGGYA rettet mod base 1 i codon 12 (nukleotid 34).
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Figur 10. Pyrogram-spor opndéet efter analyse af Mutant KRAS Control DNA med
“Sequence to Analyze” (sekvens til analysering) NGTGRCGTAGGYA rettet mod forste

base i codon 12.
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Fejlfinding

Fejlfindingsvejledningen kan hjeelpe med at lzse eventuelle problemer, der
métte forekomme. Der er flere oplysninger pd siden Frequently Asked
Questions (ofte stillede spergsmal) pd vores tekniske support center:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Videnskabsfolkene hos QIAGEN teknisk
support er altid klar til at svare p& eventuelle spargsmél om enten
informationen og protokollerne i denne vejledning eller om prave- og
analyseteknologier (kontaktoplysninger findes p& bagsiden og pé
www.giagen.com).

® Generel fejlfinding af instrumentet findes i Brugervejledning til
PyroMark Q24.

Bemaerkninger og forslag

Signaler i kontrollen uden skabelon (negativ kontrol)

a) Forstyrrelse/“krydstale”
mellem brende

(D Signal fra en brend detekteres i en
tilstedende brend. Undgé at anbringe prover
med hgj signalintensitet ved siden aof bregnde
med kontrol uden skabelon.

b) PCR-kontamination ® Anvend sterile pipettespidser med filtre.
Opbevar og ekstraher materialer sdsom praver,
plasmidkontroller og amplikon adskilt fra
PCR-reagenser.

Darlig eller uventet sekvens

Darlig kvalitet af

genomisk DNA @ Genomisk DNA af dérlig kvalitet kan

medfare, at PCR mislykkes. Analyser PCR-praver
med en elekiroforetisk teknik (f.eks. med
QIAxcel® systemet eller agarosegelelektroforese).

Resultatet "Check” (kontroller) eller "Failed” (mislykket)

Sjeelden mutation ikke
defineret i
analyseopsaetningen

@ Juster sekvensen til analysering i
analyseopsaetningen (se Bilag A, side 36), og
genanalyser kerslen.

Hegj baggrund

Ukorrekt opbevaring af
nukleotider

@ Opbevar nukleotider ved 2-8 °C.
Opbevaring ved -20 °C kan fordrsage en sgning
af baggrunden.
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Bemarkninger og forslag

Ingen signaler i positive kontroller (wt KRAS Control DNA og Mutant
KRAS Control DNA)

a) Utilstraekkelig enzym-
eller substratblanding i
alle brende

® Serg for at fylde PyroMark Q24 Cartridge i
henhold til “Pre Run Information” (information
inden karsel) i menuen “Tools” (veerktaj).

b) Ukorrekt opbevarede
eller fortyndede
reagenser

@ Forbered PyroMark Gold Q24 Reagents i
henhold til brugsanvisningen til reagenserne.

Uventet peak i sporstof i den sidste variable position

Kontamination med

kontrolplasmid-DNA @ Kontrolplasmiderne, wt KRAS Control DNA

og Mutant KRAS Control DNA, indeholder en
unik sekvensforskel, der kan bruges til at
identificere signaler fra kontrollerne (se
“Kontroller”, side 16 og “Bilag A: Opseetning af
PyroMark KRAS-analyser”, side 36). Anvend
sterile pipettespidser med filtre. Opbevar og
ekstraher materialer sdsom praver,
plasmidkontroller og amplikon adskilt fra
PCR-reagenser.
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Bilag A: Opsaetning af PyroMark KRAS-analyser

Inden PyroMark KRAS kares farste gang, skal analysefilen opsaettes som
beskrevet nedenfor.

Procedure

K-ras codon 12 og 13

1. Opseet analysen til K-ras codon 12 (position 2) og 13 (position 2) ved
hj=lp af PyroMark Q24 MDx Software.

2. Klik pa = i veerktgijslinjen og veelg “New AQ Assay” (ny AQ-analyse).
3. Indtast felgende sekvens i “Sequence to Analyze” (sekvens il

analysering).
GNTGRCGTAGGYA

@ De hyppigste mutationer i codon 12 vil blive detekteret i nukleotid
35 (anden position). Hvis der er mutationer i nukleotid 34 (farste position),
endres "Sequence to Analyze” (sekvens til analysering) til falgende sekvens.

NGTGRCGTAGGYA

® Den variable position 3 (Y) tillader diskrimination mellem signaler,
der er udledt af plasmidkontrollerne (wt KRAS Control DNA og Mutant KRAS
Control DNA) og signaler fra genomisk DNA. Hvor genomisk DNA vil
resultere i et C, vil plasmidkontrollerne resultere i et T ved den variable
position 3.

4. Indtast manuelt felgende “"Dispensation Order”
(dispensationsraekkefolge).

TACGACTCAGATCGTAGTC

2

L b

F—a ¢ G A C T C A G A T C G T A G T C
5 10 15

Figur 11. Histogram for codon 12 (nukleotid 35) og 13 (nukleotid 38) med
“Sequence to Analyze” (sekvens til analysering) som GNTGRCGTAGGYA.

36 Vejledning til PyroMark KRAS Kit  06/2009



Figur 12. Histogram for codon 12 (nukleotid 34) og 13 (nukleotid 38) med
“Sequence to Analyze” (sekvens til analysering) som NGTGRCGTAGGYA.

5. Klik pa fanen “Analysis Parameters” (analyseparametre) og g
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:”
(Teerskel for peak-hojde - nedvendig peak-hgjde for godkendt
kvalitet:) til 30.

6. Klik pa 4 i vaerkteijslinjen og gem analysen som KRAScodon 12+13.

K-ras codon 61
7. Klik pé = i veerktgijslinjen og veelg “New AQ Assay” (ny AQ-analyse).

8. Indtast felgende sekvens i “Sequence to Analyze” (sekvens il

analysering).
CTCDTGACCTRC

® Den variable position 2 (R) tillader diskrimination mellem signaler,
der er udledt af plasmidkontrollerne (wt KRAS Control DNA og Mutant KRAS
Control DNA) og signaler fra genomisk DNA. Hvor genomisk DNA vil
resultere i et G, vil plasmidkontrollerne resultere i et A ved den variable
position 2.

9. Tilfej manuelt foelgende "“Dispensation Order” (dispensationsraekkefsige).
GCTCAGTCAGACTAG

2

Figur 13. Histogram for codon 61 (nukleotid 183).

10.Klik pé fanen “Analysis Parameters” (analyseparametre) og og
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:”
(Taerskel for peak-hojde - nedvendig peak-hgsjde for godkendt
kvalitet:) til 30.

11.Klik pé H i veerktgijslinjen og gem analysen som KRAScodon 61.
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Bilag B: Temning af affaldsbeholder og kar

ADVARSEL

A

Farlige kemikalier

Det denatureringsmiddel, der anvendes med vakuum-
arbejdsstationen, indeholder natriumhydroxid, som irriterer
ginene og huden.

Beer altid beskyttelsesbriller, handsker og laboratoriekittel.

Den ansvarlige (f.eks. laboratoriechefen) skal traeffe de
nadvendige foranstaltninger for at sikre, at arbejdspladsen er
sikker, og at brugerne af instrumenterne ikke udseettes for farlige
maengder af toksiske substanser (kemiske eller biologiske), som
defineret pd de relevante Material Safety Data Sheets (MSDS)
(sikkerhedsdatablade) eller af OSHA,* ACGIH, eller COSHH?*

dokumenter.

Ventilation af dampe og bortskaffelse af affald skal ske i
overensstemmelse med alle nationale og lokale bestemmelser
og love vedrarende sundhed og sikkerhed.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA)
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA)
¥ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien)

Serg for at overholde nationale og lokale miljgbestemmelser vedrarende
bortskaffelse af laboratorieaffald.

@ Vigtigt inden start

M Denne protokol kraever vand af haj renhedsgrad (Milli-Q 18,2 MQ x cm,
www.millipore.com eller tilsvarende).

Procedure

1. Serg for at der ikke er tilfert vakuum til vakuumveerktgijet. Serg for at
der er lukket for vakuumtilferslen (Off [fra]), og at vakuumpumpen
er slukket.

2. Kasser eventuelle resterende oplesninger fra karrene.

3. Skyl karrene med vand af hgj renhedsgrad eller udskift dem efter

behov.

4. Tom affaldsbeholderen.

®

38

Heetten kan tages af uden at frakoble slangen.
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5. Hvis vakuum-arbejdsstationen skal rengeres (f.eks. pé& grund af stev
eller spild), skal instrukserne i Brugervejledning til PyroMark Q24
felges.

Litteratur

QIAGEN har en stor, opdateret, online database over videnskabelige
publikationer, hvor produkter fra QIAGEN anvendes. Omfattende
sagefunktioner ger det muligt at finde de artikler, man har brug for, enten ved
en simpel sagning p& nagleord eller ved at specificere applikationen,
forskningsomréde, titel osv.

En komplet liste over referencer findes online i QIAGEN Reference Database pé
www.giagen.com/RefDB/search.asp, eller den kan f&s hos QIAGEN teknisk
support eller den lokale forhandler.

1
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Bestilling
Produkt

Indhold Katalognr.

PyroMark KRAS Kit (24)

PyroMark Q24 MDx

PyroMark Q24 MDx
Vacuum Workstation

PyroMark Q24 MDx
Software

Tilbehor

PyroMark Q24 Plate
(100)

PyroMark Q24
Cartridge (3)

PyroMark Gold Q24
Reagents (5 x 24)

PyroMark Binding
Buffer (200 ml)

PyroMark Denaturation
Solution (500 ml)

PyroMark Wash Buffer,
koncentrat (200 ml)

PyroMark Annealing
Buffer (250 ml)

PyroMark Vacuum Prep
Filter Probe (100)

Til 24 reaktioner p& PyroMark Q24 971450
MDx: Sekvensprimere, PCR-primere,
wt KRAS Control DNA, Mutant KRAS

Control DNA

Sekvensbaseret detektionsplatform til 9001513
parallel Pyrosequencing af 24 prever
Vakuum-arbejdsstation (220 V) il 9001515*
forberedelse af 24 prover il 90015171

parallelanalyse, fra PCR-produkt til
enkeltstrenget skabelon

Softwareprogram 9019063

Reaktionsplade med 24 brande til 979301
sekventering

Kassetter til dispensering af nukleotider 979302
og reagenser

Til 5 x 24 prever: Enzymblanding, 971802
substratblanding og nukleotid
Til binding af biotinylerede 979306

PCR-produkter til Sepharose-perler

Til denaturering af dobbeltstrenget 979307
PCR-produkt til enkeltstrenget
DNA-skabelon

Til vask af enkeltstrenget DNA 979308

Til hybridisering af sekvensprimer til 979309
enkeltstrenget PCR-produkt og til
Pyrosequencing

Genbrugelige filterprober til PyroMark 979010
Vacuum Workstation Q96 og Q24

*Til resten aof verden (ikke UK).

P Til UK.
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Produkt Indhold Katalognr.
PyroMark Control Oligo  Til installationskontrol af systemet 979303
PyroMark Q24 Til bekreeftelse af systemets ydeevne 979304
Validation Oligo
Relaterede produkter
HotStarTaq Plus Master  Til 250 x 20 ul reaktioner: 3 x 0,85 ml 203643
Mix Kit (250) HotStarTaq Plus Master Mix, der

indeholder 250 enheder HotStarTaq Plus

DNA Polymerase i alt, 1 x 0,55 ml

CoralLoad® koncentrat, 2 x 1,9 ml

RNase-frit vand
HotStarTaq Plus Master  Til 1000 x 20 ul reaktioner: 12 x 203645
Mix Kit (1000) 0,85 ml HotStarTaq Plus Master Mix, der

indeholder 1000 enheder HotStarTaq

Plus DNA Polymerase i alt, 4 x 0,55 ml

CoralLoad koncentrat, 8 x 1,9 ml

RNase-frit vand
HotStarTaq Plus Master  Til 2500 x 20 ul reaktioner: 25 ml 203646
Mix Kit (2500) HotStarTaq Plus Master Mix, der

indeholder 2500 enheder HotStarTaq

Plus DNA Polymerase i alt, 5,5 ml

CoralLoad koncentrat, 2 x 20 ml

RNase-frit vand
QIAamp DNA FFPE Til forberedelse af 50 DNA-prever: 50 56404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute® cylindere, proteinase

K, buffere, pravetagningsrer (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Kit Til forberedelse af 48 prover: 953034
(48) Reagenskassetter (vaev), engangsspidser

med filter, engangsholdere til spidser,

preverer (2 ml), elueringsrer (1,5 ml),

buffer G2, proteinase K
QIAamp DSP DNA Til forberedelse af 50 prever: QlAamp 61104

Blood Mini Kit

Mini Spin cylindere, buffere, reagenser,
rer, VacConnectors

Opdateret licensinformation og produkispecifikke ansvarsfraskrivelser findes i
de respektive brugsanvisninger eller brugervejledninger til kit fra QIAGEN.

QIAGEN brugsanvisninger og brugervejledninger til kit kan ses pé

www.giagen.com, eller anskaffes fra QIAGEN teknisk support eller den lokale

forhandler.
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Denne side er med vilje tom
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Varemeerker: QIAGEN®, QIAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1%, HotStarTaq®, MinElute®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group);
ABI PRISM® (Applera Corporation eller tilknyttede virksomheder), Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q® (Millipore Corporation);
Sepharose™ (GE Healthcare); Therascreen® (DxS Limited); Windows® (Microsoft Corporation).

Begrzenset licensaftale

Ved brug af dette produkt tilkendegiver enhver keber eller bruger af PyroMark KRAS Kit at indgé pé felgende betingelser:

1.

PyroMark KRAS Kit mé& kun anvendes i overensstemmelse med Vejledning til PyroMark KRAS Kit og er kun til brug med komponenterne i kittet.
QIAGEN giver ingen licens under nogen af virksomhedens intellektuelle efendomme til at bruge eller inkorporere de vedlagte komponenter i
dette kit med komponenter, der ikke er inkluderet i dette kit, undtagen som beskrevet i Vejledning til PyroMark KRAS Kit og i yderligere
protokoller, der findes p& www.giagen.com.

Udover de udtrykkeligt erkleerede licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit og/eller anvendelsen of det ikke kraenker tredjeparters
rettigheder.

Dette kit og dets komponenter er licenseret til engangsbrug og mé ikke genbruges, omdannes eller videresaelges.
QIAGEN ansvarsfraskriver sig specifikt enhver anden licens, udtrykt eller underforstéet, end dem, der udtrykkeligt er beskrevet.

Keberen og brugeren of kittet accepterer ikke at foretage sig noget eller tillade andre at foretage sig noget, der kunne fere til eller lette nogen

af de ulovlige handlinger ovenfor. QIAGEN kan gere forbudene i denne begraensede licensaftale geeldende ved enhver ret, og vil inddrive alle
undersggelsesudgifter og juridiske omkostninger, inklusive advokatsaleerer, i enhver handling for at gere denne begreensede licensaftale eller

nogen af virksomhedens rettigheder over intellektuel ejendom geeldende, som er relateret til kittet og/eller dets komponenter.

Opdaterede licensbetingelser findes p& www.giagen.com.
© 2009 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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