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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pro pfipravu vzorku a
jejich rozbory, které umoznuiji izolaci a analyzu jakéhokoliv biologického vzorku.
NaSe vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti uspé&sny vysledek.

QIAGEN uréuje standardy pro:

B purifikaci DNA, RNA a proteint

B rozbor nukleovych kyselin a protein(

B microRNA vyzkum a RNAI

B automatizaci technologii pro pfipravu vzork( a jejich rozbory

Poskytujeme Vam nejnovéjsi technologie, abyste rychle a spolehlivé dosanhli
nejlepSich vysledku. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Obsah soupravy

PyroMark KRAS Kit (24)
Katalogové Cis. 971450
Pocet reakci 24
Seq Primer KRAS 12/13 24 ul
Seq Primer KRAS 61 24 ul
PCR Primer KRAS 12/13 24
PCR Primer KRAS 61 24
wt KRAS Control DNA 100
Mutant KRAS Control DNA 100 pl

Manual 1

Symboly
W Obsah postacuje pro <N> testu
<N>
E Pouzitelné do
IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
REF Katalogové Cislo
LOT Cislo sarze
MAT Cislo materialu
Komponenty
Obsahuije
NUM Pocet
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Teplotni rozmezi

A

wl Vrobce
L]

®

Prectéte si informace uvedené v manualu

Dulezité upozornéni

Preprava a skladovani

PyroMark KRAS Kit se zasila na suchém ledé a mél by byt po doruceni skladovan pfi
—20°C. Zabrante opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (>5 x). Je-li uskladnén za
téchto podminek, je PyroMark KRAS Kit pouzitelny do uplynuti doby trvanlivosti.

Zamysleny ucel pouziti

V Evropé se stala analyza KRAS mutaci stfedem zajmu poté, co Evropska komise
udélila podmine¢nou autorizaci pro uvedeni na trh pro panitumumab a cetuximab pro
léEbu metastazujici rakoviny tlustého stfeva u pacientl s nemutovanym (divoky typ)
KRAS genem. To znamena, Ze panitumumab a cetuximab se smi podavat pouze
pacientlim, u kterych byl proveden screening na mutace KRAS.

Zamysleny ucel pouziti je pomoci Iékafim urcit pacienty s kolorektalni rakovinou, u
cetuximab. Test se zaklada na pacientové mutacnim statusu v kodonech 12, 13 a 61
KRAS genu a je urcen jako doplnék k ostatnim prognostickym faktortim, které se v
soucasnosti pouzivaji k vybéru vhodnych pacientt pro IéCbu anti-EGFR terapii. Pfi
rozhodovani o terapii musi lIékar posoudit pacientiiv mutaéni status s ohledem na
ostatni faktory onemocnéni. Status KRAS mutace nesmi byt jedinym zakladem pro
rozhodnuti o 1é¢bé pacientd s rakovinou.

Produkt slouzi pro kvantitativni méfeni mutaci v kodonech 12, 13 a 61 lidského
KRAS genu. Produkt sestava ze 2 testl: jeden detekuje mutace v kodonech 12 a 13,
druhy v kodonu 61. Oba testy obsahuji specifické PCR primery a sekvenacni primer.

Omezeni pouziti

Vysledky ziskané pomoci produktu musi byt interpretovany v souvislosti s ostatnimi
relevantnimi klinickymi a laboratornimi nalezy.

Produkt smi pouzivat pouze personal specialné pouceny a vyskoleny v metodice
diagnostiky in vitro a v ovladani systému PyroMark Q24 MDx.

Validaéni studie byly provedeny za uziti lidské DNA izolované z formalinem
fixovanych vzorkd tumoru zalitych do parafinu.

Material pro purifikaci DNA, amplifikaci PCR a pfipravu vzorku pro Pyrosequencing®
analyzu nejsou v tomto produktu zahrnuty. Produkt byl validovan pomoci PCR
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reagencii a produktd pro purifikaci DNA od firmy QIAGEN. Pouzivejte doporu¢ené
produkty pro PCR amplifikaci a purifikaci DNA uvedené na strané 13 a 14.

Produkt je uréen pouze pro pouziti se systémem PyroMark Q24 MDx.

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodminecné nutné k dosazeni optimalnich
vysledkd. Redéni reagencii jiné nez popsané v tomto manualu se nedoporucuje a
muZze vést ke snizeni vykonu.

Dbejte na dobu pouzitelnosti a podminky skladovani uvedené na obalech a na
Stitcich vSech komponent. NepouZivejte proslé nebo Spatné skladované
komponenty.

Technicka podpora

Spolec¢nost QIAGEN se pysni kvalitou a dostupnosti technické podpory. V nasich
oddélenich technické podpory pracuji zkuseni védci s rozsahlymi praktickymi a
teoretickymi zkusenostmi s technologiemi pro pfipravu vzorkd a jejich rozbory a s
pouzitim QIAGEN produktu. Mate-li dotazy nebo potize s PyroMark KRAS Kit nebo
jinym produktem QIAGEN, nevahejte nas kontaktovat.

Zakaznici firmy QIAGEN jsou hlavnim zdrojem informaci pro pokrocilé a
specializované pouziti nasich produktd. Tyto informace jsou velmi uzitecné pro
ostatni védce i vyzkumniky u spole¢nosti QIAGEN. Proto bychom Vas radi vyzvali k
tomu, abyste nas kontaktovali, pokud mate pfipominky k vykonu produktu nebo
navrhy pro nové aplikace a techniky.

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte nas technicky servis na
www.giagen.com/Support, zavolejte nebo kontaktujte Vaseho mistniho distributora
(viz zadni strana nebo www.giagen.com).

Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spolecnosti QIAGEN certifikovanym
podle norem ISO byla kazda Sarze PyroMark KRAS Kit testovana podle pfedem
stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.

Bezpecnostni informace

Pfi praci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, ochranné rukavice a ochranné
bryle. Vice informaci naleznete v pfislusnych bezpecnostnich listech (material safety
data sheets, MSDS). Tyto listy jsou k dispozici v podobé& kompaktniho a snadno
pouzitelného PDF souboru na www.giagen.com/support/msds.aspx, kde muzete
nalézt, prohlédnout a vytisknout MSDS ke kazdé QIAGEN soupravé nebo
komponenté.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpe€nostnich predpisu.
24 hodinové tisnové volani

V pfipadé nouze ziskate Iékarské informace 24 hodin denné (v anglickém,
francouzském a némeckém jazyce) na:
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Toxikologicka informacni sluzba v Mohudi (Giftnotruf der Beratungsstelle bei
Vergiftungen in Mainz), Némecko

Tel: +49-6131-19240
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Uvod

CE-IVD certifikovana souprava PyroMark KRAS Kit je ur€ena ke kvantitativnimu
méreni mutaci v kodonech 12, 13 a 61 lidského genu KRAS. Produkt sestava ze
dvou testl: jeden detekuje mutace v kodonech 12 a 13, druhy v kodonu 61. Tyto dvé
oblasti jsou prostfednictvim PCR amplifikovany oddélené a sekvenovany
definovanou oblasti. Sekvence obklopujici definované pozice slouzi jako
normalizacni a referen¢ni piky pro kvantifikaci a hodnoceni kvality analyzy.

FP Seq
--------- » (GGTIGGGGTAGGC
Codon 12 & 13
LT e
Codon 61
odon
GTCCA@CTC 2 PETPTPRPS
Seq RP

Obrazek 1. Znazornéni funkéniho principu testu KRAS. Zobrazena sekvence odpovida
analyzované sekvenci u normalniho vzorku. FP a FPB: forwardové PCR primery (B oznacduje
biotinylaci); RP a RPB: reverzni primery (B oznacuje biotinylaci); Seq: sekvenacéni primery.

® Kodony 12 a 13 jsou sekvenovany smérem dopfedu; kodon 61 v opacném
sméru.

Produkt obsahuje pro kazdy rozbor smés PCR primeru a sekvenacniho primeru.
Primery jsou dodavané v roztoku. Kazda ampulka obsahuje 24 ul primeru nebo
smési primeru.

Princip a provedeni

Pracovni schéma na strané 9 znazoriuje proceduru rozboru. Po provedeni PCR za
uziti primerua specifickych pro kodony 12/13 a 61 se amplikony imobilizuji na
kulickach Streptavidin Sepharose High Performance. Jednovlaknova DNA je
izolovana a odpovidajici sekvenacni primery se k ni pfipoji (annealing). Vzorky jsou
poté analyzovany pomoci systému PyroMark Q24 MDx za uziti souboru pro
nastaveni béhu a souboru béhu. “Sequence to Analyze” (Sekvence uréena k
analyze) muze byt po béhu nastavena pro detekci vzacnych mutaci (viz ,Protokol 6:
analyza PyroMark Q24 MDx béhu”, strana 26 a Pfiloha A, strana 33).
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Pracovni schéma analyzy PyroMark KRAS

Nastaveni rozboru a béhu Priprava vzorku
Nastaveni souboru testu PCR (Protokol 2)
(Pfiloha A) il
Imobilizace (Protokol 3)
v v
Nastaveni souboru béhu Priprava vzorku (Protokol 4)

(Protokol 1)

\/

PyroMark Q24 MDx béh (Protokol 5)
v
Analyza PyroMark Q24 MDx béhu (Protokol 6)
v

Zprava
Charakteristika vykonu

Limit slepého pokusu a limit detekce

Limit slepého pokusu (LOB — limit of blank) a limit detekce (LOD - limit of detection)
byly uréeny pro nékolik mutaci za uziti smési plasmid podobnych tém, které se
dodavaji se soupravou. V zavislosti na typu mutace byly pouzity dvé metody:

B Mutace zpusobujici vyskyt piku v jinak slepé pozici: LOB a LOD byly uréeny
podle doporuceni ve smérnicich “NCCLS Guideline EP17-A” (“Protocol for
determination of limits of detection and limits of quantitation; approved guideline’
— Protokol pro uréeni limitt detekce a limitl kvantifikace; schvaleny navod).

a- a B-chyby (faleSné pozitivni resp. faleSné negativni) byly stanoveny na 5%.

B Mutace GGT = GTT v kodonu 12: tato mutace zpusobuje zmény zahrnuijici
jednotlivé Ci dvojité piky a nevydava linearni signal u nizkych frekvenci mutace.
Tato pozice vykazovala LOB, ktery konzistentné €inil 0 % jednotek (n = 72).
Nejniz8i signal, ktery indikuje pfitomnost mutace v této pozici, byl nastaven na
1 % jednotek, coz jednoznacné lezi nad konzistentni hladinou zakladni linie o
0 % jednotky. Pokud je analyzovan vzorek se 7 % jednotek mutace, 95%
vysledkl (n = 89) generoval signal, ktery mohl byt povazovan za pozitivni (>1 %
jednotek). LOD pro tuto mutaci byl tedy stanoven na 7 % jednotek. VSechny
vzorky generujici signal pfes 1 % jednotek byly povaZzovany za pozitivni na tuto
mutaci.

_________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 1. LOB a LOD determinované pro specifické mutace

COSsMiIC ID*
Mutace LOB (%) LOD (%) (V42)
Kodon 12 (GGT)
GAT 0,6 2,2 521
GTT n.a. 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
Kodon 13 (GGC)
GAC 0,3 1,9 532
Kodon 61 (CAA), testovan v opaéném sméru (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

* Pfevzato z katalogu somatickych mutaci u rakoviny “Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer” dostupného online na webovych strankach Sanger institutu na
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

n.a.: neaplikovatelné.

@ Tyto hodnoty se zakladaji na bézich, u kterych lezel signal pfes 60 RLU (RLU
— relativni svételné jednotky), jak bylo bézné ziskano z 10 ng DNA izolované z
formalinem fixované tkané zalité do parafinu. Doporucujeme potvrdit charakteristiku
vykonu v laboratofi.

Linearita

Linearita byla ur€ena podle dokumentu EP6-A vydaného institutem Clinical and
Laboratory Standards (“Evaluation of the linearity of quantitative measurement
procedures: a statistical approach; approved guideline” — Hodnoceni linearity
procedur kvantitativnino méreni: statisticky pfistup; schvaleny navod).

Normalni a mutované sekvence byly smiseny v takovém pomeéru, aby bylo dosazeno
nasledujici Cetnosti mutace: 0, 12,5, 25, 37,5 a 50%. Ctyfi replikaty téchto smési byly
v nahodném pofadi umistény na desti¢ku a analyzovany. Vysledky pro mutaci
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GGT > TGT v kodonu 12 byly vyhodnoceny pomoci Analyse-it® Software v2.04
(Analyse-it Software, Ltd., UK) a jsou uvedeny na obrazku 2.

60 -
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o
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Ocekavana cetnost mutaci (%)

Obrazek 2. Linearita mutace GGT - TGT v kodonu 12.

Celkova opakovatelnost Cinila 1,64 % jednotek a vysledky byly linearni v ramci
pFipustné nelinearity Cinici 3%. Podobné vysledky byly ziskany pro mutaci GGC >
GAC v kodonu 13.

Priimérna nepresnost

UrCeni linearity mutace GGT - TGT v kodonu 12 bylo opakovano tfemi operatory ve
tfech riznych dnech za uziti rGznych kombinaci pfistroje PyroMark Q24 MDx a
reagencii PyroMark Gold Q24 Reagents. Vysledky téchto tfi béhu jsou znazornény v
tabulce 2.

Tabulka 2. Priimérna nepresnost

Béh 1 Béh 2 Béh 3 Shrnuti
Ocekavano Pramér SD Pramér SD Primér SD Pramér SD
0,0 0,6 0,2 1,7 0,7 0,7 0,2 1,0 0,6
12,5 13,3 1,5 16,2 1,9 14,6 3,0 14,7 1,4
25,0 23,8 1,4 26,8 2,4 26,9 2,9 25,8 1,8
37,5 42,0 1,9 41,7 0,5 38,5 2,6 40,7 2,0
50,0 49,7 2,4 50,5 1,8 49,1 4,8 49,8 0,7

VSechny hodnoty jsou uvedeny jako % jednotek. SD: standardni odchylka.

___________________________________________________________________________________
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Hodnoty primérné nepfesnosti (SD) Cini tedy 0,6—-2,0 % jednotek v méfeném
rozsahu o 0-50 %.

Diagnosticka senzitivita a specificita

PyroMark KRAS Kit byl evaluovan v jedné studii. V ramci srovnani s DxS
Therascreen® K-RAS Mutation Kit bylo 100 prospektivnich vzork( kolorektalniho
tumoru analyzovano na mutace v kodonech 12 a 13.

DNA pro testovani byla izolovana za uziti EZ1 DNA Tissue Kit. Analyza byla
provedena pomoci PyroMark KRAS Kit na pfistroji PyroMark Q24 MDx a pomoci
Therascreen: K-RAS Mutation Kit na pfistroji ABI PRISM® 7900HT SDS.

Z téchto 100 vzorkd byl pomoci DxS analyzy mutacni status prokazan u 91 vzorkd.
Za uziti pyrosekvenacni analyzy byl mutaéni status kodont 12 a 13 prokazan u 94
vzorka.

Vyjma vzorku, které s jednou nebo obéma soupravami neprokazaly zadny vysledek,
vyplynula korelace soupravy PyroMark KRAS Kit ve srovnani s Therascreen: K-RAS
Mutation Kit o0 100%. Diagnosticka senzitivita soupravy PyroMark KRAS Kit ¢ini
100% a diagnosticka specificita 100% (tabulka 3).

Tabulka 3. Vysledky analyzy prospektivnich vzorkt kolorektalniho tumoru na
mutaci kodonu 12 a 13

Therascreen: K-RAS Mutation Kit

Mutant Divoky typ Celkoveé
PyroMark Mutant 33 0 33
KRAS Kit . .
Divoky 0 57 57

typ

Analyza kodonu 61

Téch samych 100 vzork( bylo analyzovano na mutace v kodonu 61 za uziti
PyroMark KRAS Kit. Pouze u jednoho vzorku doslo k selhani hodnoceni kvality
rozboru kodonu 61. Tento vzorek nevykazal zadny vysledek ani u rozbor(l kodont 12
a 13 provedenych pomoci systému PyroMark a Therascreen, coz indikuje nizkou
kvalitu DNA. VysSS8i uspésnost testu kodonu 61 nasvédcuje jeho nizsi zavislosti na
kvalité¢ DNA nez u PyroMark a Therascreen testl kodonu 12 a 13. Protoze
Therascreen test neanalyzuje mutace v kodonu 61, neni mozné pfimé srovnani
testu.

Mutace v kodonu 61 byly prokazany ve 4 z 99 vzorku. Tfi obsahovaly ¢asté mutace
(CAC, CAT, CTA) v kodonu 61, ¢tvrty vzorek vykazoval mutace v obou kodonech 60
(GGT = GGA) a 61 (CAA > AAA).
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Vybaveni a reagencie nedodavané se soupravou

Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a
ochranné bryle. DalSi informace naleznete v pfislusnych bezpecnostnich listech
(material safety data sheets, MSDS), které ziskate u vyrobce.

DNA-izola¢ni souprava (viz ,Izolace DNA”, strana 14)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

Stolni centrifuga *

PCR reagencie (PyroMark KRAS Kit byl validovan pomoci soupravy
HotStarTaq® Plus Master Mix Kit, kat. ¢is. 203643, 203645 nebo 203646)

Termocyklér* a vhodné PCR zkumavky

Streptavidin Sepharose™ HighPerformance (GE Healthcare, kat. €is. 17-5113-
01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 MDx (kat. &is. 9001513)*"
PyroMark Q24 MDx software (kat. &is. 9019063)"
PyroMark Q24 destika (kat. &is. 979301)"
PyroMark Q24 zasobnik (kat. &is. 979302)"

Vakuova pracovni stanice PyroMark Q24 MDx Vacuum (kat. €is. 9001515 nebo
9001517)*"

PyroMark Gold reagencie (kat. &is. 971802)"

PyroMark vazebny pufr (kat. &is. 979306)"

PyroMark denaturaéni roztok (kat. &is. 979307)"
PyroMark promyvaci pufr, koncentrat (kat. &is. 979308)"
PyroMark Annealing-pufr (kat. &is. 979309)"

Trepacka desticky* pro imobilizaci pomoci kulicek
Tepelny blok* dosahujici 80°C

24-jamkova PCR destiCka nebo prouzky

Vicka pro prouzky s jamkami
Vysoce &ista voda (Milli-Q® 18.2 MQ x cm nebo ekvivalent)
Ethanol (70%)

* Ujistéte se, Ze jsou pfistroje pravidelné kontrolovany, udrzovany a kalibrovany podle udajl
vyrobce..

T CE-IVD-certifikovano v souladu s EU smérnici 98/79/EC. Ostatni uvedené produkty nejsou
CE-IVD-certifikované podle EU smérnice 98/79/EC.
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Dulezité pokyny

VSeobecna preventivni opatreni

® Uzivatel by mél vzdy dbat na nasledujici:
B Pouzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.

B Skladuite, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly, amplifikaty) do
reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.

B V8echny komponenty pied po¢atkem testu Uplné rozmrazte pii pokojové teploté
(15-25°C).

B Nasledné komponenty fadné promichejte (opakovany nabér pipetou a vypusténi
pipety nebo kratky vortex) a kratce centrifugujte.

Material vzorku

@ Se vdemi vzorky se musi zachazet jako s potencialné infek&nimi.

Material vzorku je lidska DNA izolovana z krevnich nebo formalinem fixovanych
vzorkU zalitych do parafinu.

® Vzorky pacientu podstupuijici IéEbu heparinem se nesmi pouzivat. Krevni
vzorky, které byly odebrany do zkumavek obsahujici heparin jako antikoagulant, by
se nemély pouzivat. Heparin ovliviiuje PCR.

Izolace DNA

QIAGEN soupravy uvedené v tabulce 4 jsou doporucené pro izolaci DNA z
uvedeného materialu vzorkl pro pouziti se soupravou PyroMark KRAS Kit. Provedte
izolaci DNA podle instrukci v manualu soupravy.

_________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 4. DNA-izola€ni kity doporu€ené pro pouziti se soupravou PyroMark
KRAS Kit

Katalogové cislo
Material vzorku Kit pro izolaci nukleové kyseliny (QIAGEN)
Tkan zalita v QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
parafinu EZ1® DNA Tissue Kit (48)* 953034
Krev QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit" 61104

* Postupuijte podle protokolu pro pouziti tkané zalité v parafinu. EZ1 DNA Tissue Kit by se
mél pouzivat v kombinaci s pfistrojem EZ1 Advanced (kat ¢is. 9001410 nebo 9001411) a
kartou EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (kat Cis. 9018298); s pfistrojem EZ1
Advanced XL (kat ¢is. 9001492 nebo 9001493) a kartou EZ1 Advanced XL DNA Paraffin
Section Card (kat &is. 9018700) nebo s pristrojem BioRobot® EZ1 (kat &is. 9000705; jiz
neni k dostani) a kartou EZ1 DNA Paraffin Section Card (kat Cis. 9015862)

T CE-IVD-certifikovano v souladu s EU smérnici 98/79/EC.

Kontroly

® V produktu jsou zahrnuty dvé pozitivni kontroly. Tyto slouzi jako kontrola PCR
a sekvenacnich reakci. Nadobka oznacena jako “wt KRAS Control DNA” obsahuje
normalni KRAS sekvenci, nadobka “Mutant KRAS Control DNA® obsahuje kontrolni
DNA s mutacemi ve vSech 3 kodonech. Obé kontroly maji vyménéné baze v kodonu
15 a 59, aby mohly byt rozliSeny od genomické DNA. Kontroly Ize pfidat do rozboru
budto oddélené nebo smichané v potfebném poméru. Sekvence kontrol jsou
uvedeny v tabulce 5.

® Pro analyzu Mutant KRAS Control DNA nastavte “Sequence to Analyze” na
NGTGRCGTAGGYA s prvni bazi kodonu 12 jako cilem (viz Pfiloha A, strana 33).

Tabulka 5. Sekvence kontrol

Kontrola Kodon 12 Kodon 13 Kodon 15 Kodon 59 Kodon 61
Normalni GGT GGC GGT GTA CAA

Mutovana TGT GAC GGT GTA CAC

® Dodatecné by se méla do reakce vzdy pridavat negativni kontrola (bez
templatové DNA).
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Protokol 1: nastaveni béhu pro PyroMark Q24 MDx

@ Dulezité pokyny pred zacatkem

BV pripadé potieby Ize LOB potvrdit pomoci normalniho vzorku nebo pomoci wt
KRAS Control DNA, aby byla generovana cela paleta vysledku. Vice
podrobnosti naleznete v navodu NCCLS Guideline EP17-A “Protocol for
determination of limits of detection and limits of quantitation; approved guideline”
(protokol pro ur€eni limita detekce a limitd kvantifikace; schvaleny navod).

DalSi pokyny pred zacatkem

B Nastavte rozbor podle Gdaju v Pfiloze A. Toto se musi provést pouze jednou,
pfed prvnim béhem testu PyroMark KRAS (viz Pfiloha A, strana 33).

Provedeni

1. Kliknéte na U na listé s nastroji.
Vytvofi se novy soubor béhu.

2. Zadejte parametry béhu (viz ,,Parametry béhu” nize).

3. Nastavte desticku tak, Zze do jamek odpovidajicim analyzovanym vzorkim
pridate testy pro kodony 12/13 a pro kodon 61. Jako kontroly se
doporucuje pridat negativni vzorek (bez DNA) a dodané wt KRAS Control
DNA a Mutant KRAS Control DNA.

4. Kdyz je béh nastaven a pripraven pro spusténi na PyroMark Q24 MDX:
Vytisknéte seznam pozadovanych objemi smési enzymu, smési substratt
a nukleotidt, a také nastaveni desti¢ky. Zvolte “Pre Run Information”
(Vychozi informace) v menu “Tools” (Nastroje) a po objeveni zpravy
stisknéte =.
Zaviete soubor béhu a skopirujte jej pomoci Windows® Explorer na USB
disk (dodavan se systémem).

@ Vytisknuté udaje o béhu Ize pouzit jako pfedlohu pro nastaveni vzorku
(viz ,Protokol 3: imobilizace PCR produktt na kulickach Streptavidin Sepharose
High Performance”, strana 20).

Pro spusténi béhu s takto pfipravenou destickou na systému PyroMark Q24 MDx
viz ,Protokol 5: spusténi béhu na PyroMark Q24 MDx”, strana 25.

_________________________________________________________________________________________|
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Parametry béhu

Run name Jméno béhu se urci uloZzenim souboru. Pfejmenovani

(jméno béhu): souboru zméni i jméno béhu.

Instrument method Zvolte pfistrojovou metodu podle reagencii a zasobnikd,

(pFistrojova metoda): které se v béhu pouzivaiji; viz instrukce dodavané s
produkty.

Plate ID Volitelné: zadejte ID PyroMark Q24 desticky.

(identifikace destiCky):

Bar code Volitelné: zadejte Cislo ¢arového kodu destiCky nebo, je-li

(Carovy kod): k pocitaCi pfipojena ¢teCka ¢arovych kodl, umistéte

kurzor mysi na textové pole “Barcode” (kliknutim na pole)
a naskenujte carovy kod.

Reagent ID Volitelné: zadejte Cislo Sarze pouzivanych PyroMark Q24
(identifikace reagencii):  Gold reagencii. Cislo Sarze naleznete na Stitku produktu.

® Doporucujeme zadani ID reagencii, aby se daly
vysledovat jakékoliv neoCekavané problémy s
reagenciemi.

Run note Volitelné: zadejte poznamku k obsahu nebo ucelu béhu.
(poznamky k béhu):

Prifrazeni souboru testu
Test mlzete pfiradit k jamce tak, ze:

B kliknete pravym tlacitkem mysi na jamku a zvolite “Load Assay” (Pfidélit rozbor)
z kontextového menu, nebo

B zvolte test z prohlizece zkratek, kliknéte na test a pretahnéte jej k jamce.
JamKky jsou barevné kdédované podle testu ur¢eného jamce.

Zadani ID vzorku a poznamek
ID vzorku nebo poznamku zadate tak, Ze zvolite bunku a zadate text.

ID vzorku nebo poznamku upravite tak, Ze budto zvolite burfiku (zvoli se aktualni
obsah) nebo dvakrat na buriku kliknete.
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Protokol 2: PCR za uziti souprav HotStarTaq Plus
Master Mix Kit a PyroMark KRAS Kit

Toto je protokol pro PCR amplifikaci oblasti obsahujici kodon 12 a kodon 13 a pro
oddélenou PCR amplifikaci oblasti obsahujici kodon 61 za uziti soupravy PyroMark
KRAS Kit.

@ Dulezité pokyny pied zacatkem

B DNA polymeraza HotStarTaq Plus vyZaduje aktiva¢ni krok o 5 minutach pfi
95°C (viz HotStarTaqg Plus PCR Handbook).

M Pripravujte vSechny smési v prostoru, ktery je oddélen od prostoru pouzivaném
pro purifikaci DNA, pfidavani templatové DNA k PCR, analyzu PCR produktu
nebo pro pfipravu vzorkl pfed pyrosekvenacni analyzou.

B Pouzivejte jednorazové $picky obsahujici hydrofobni filtry, aby se
minimalizovalo nebezpedi kfizové kontaminace.

Dalsi dulezité pokyny pred zacatkem

B Zkumavky s PCR primery pred otevienim kratce centrifigujte, aby se jejich
obsah shromazdil na dné.

BV pripadé potifeby upravte koncentraci DNA vzorku na 0,4—2 ng/ul.

Provedeni
1. Rozmrazte roztoky primert a templatovou nukleovou kyselinu.
Pfed pouzitim fadné promicheijte.
2. Pripravte pro kazdou sadu primeru reakéni smés podle tabulky 6.
Reakéni smés obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR kromé vzorku.

Pripravte vétSi objem reakCni smési, nez jaky je zapotfebi pro celkovy pocet
provadénych PCR rozbora.

Tabulka 6. Priprava reakéni smési pro kazdou sadu PCR primeru

Komponenty Objem/reakce
HotStarTaq Plus Master Mix, 2x 12,5 pl
PCR Pr!mer KRAS 12/13 nebo 1l
PCR Primer KRAS 61

Vysoce Cista voda 6,5 ul
Celkovy objem 20 pl
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3. Reakéni smés radné promichejte a pipetujte 20 yl do kazdé PCR zkumavky.

Neni nutné skladovat PCR zkumavky na ledu, protoze DNA-polymeraza
HotStarTaq Plus je pfi pokojové teploté inaktivni.

4. Pridejte 5 pl templatové DNA (2-10 ng genomické DNA) do jednotlivych
PCR zkumavek (viz tabulka 7) a radné promichejte.

@ Negativni kontrola (bez templatové DNA) by méla byt vZdy zahrnuta.

® Jako pozitivni kontroly pfidejte reakce s wt KRAS Control DNA a Mutant
KRAS Control DNA (viz ,Kontroly”, strana 15).

Tabulka 7. Priprava PCR

Komponenty Objem/reakce
Reakcni smés 20 pl
DNA vzorku 5ul
Celkovy objem 25 pl

5. Naprogramujte termocyklér podle instrukci vyrobce za uziti podminek
uvedenych v tabuice 8.

Tabulka 8. Optimalizovany protokol cyklu

Komentar
Pocatecni aktivaéni 5 min 95°C DNA-polymeraza
krok: HotStarTaq Plus se timto

ohfivacim krokem aktivuje.

Cyklus o 3 krocich:

Denaturace 20s 95°C
Pfipojeni (Annealing) 30s 53°C
Extenze 20s 72°C
Pocet cyklu 40

Finalni extenze: 5 min 72°C

6. Umistéte PCR zkumavky do termocykléru a spust’te program cyklu.

7. Po amplifikaci pokracujte s protokolem ,,Protokol 3: imobilizace PCR
produkti na kulickach Streptavidin Sepharose High Performance”.
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Protokol 3: imobilizace PCR produktl na kulickach
Streptavidin Sepharose High Performance

Tento protokol je urCen pro imobilizaci templatové DNA na kulickach Streptavidin
Sepharose High Performance (GE Healthcare) pfed analyzou na systému PyroMark
Q24 MDx.

Pokyny pred zac¢atkem

B Ponechejte pred zac¢atkem vSechny potfebné reagencie a roztoky dosahnout

pokojové teploty (15-25°C).

Provedeni

1.

2,

Tabulka 9. Master Mix pro imobilizaci DNA

Lahvi¢kou obsahujici Streptavidin Sepharose High Performance jemné
zatfepejte, dokud se nevytvofi homogenni roztok.

Pripravte Master Mix pro imobilizaci DNA podle tabulky 9. Pripravte objem
o 10% vétsi nez jaky je zapotrebi pro celkovy pocet provadénych reakci.

Komponenty Objem/vzorek
Streptavidin Sepharose High Performance 2 ul
PyroMark vazebny pufr 40 pl
Vysoce Cista voda 28 ul
Celkovy objem 70 pl

20

Preneste 70 pl Master Mixu do jamek 24-jamkové PCR desticky nebo
prouzkd, jak bylo preddefinovano pfi nastaveni béhu (viz ,,Protokol 1:
nastaveni béhu pro PyroMark Q24 MDx”, strana 16).

Pridejte 10 pl biotinylovaného PCR produktu z Protokolu 2 do kazdé jamky
obsahujici Master Mix, jak bylo preddefinovano pri nastaveni béhu (viz
»Protokol 1: nastaveni béhu pro PyroMark Q24 MDx”, strana 16).

® Celkovy objem kazdé jamky by mél po pfidani Master Mixu a PCR

produktu tvorit 80 pl.

Uzaviete PCR desti¢ku (nebo prouzky) pomoci viéek na prouzky.

® Ujistéte se, ze nemuize dojit k prosakovani mezi jamkami.
Trepejte PCR desti¢ku pri pokojové teploté (15—-25°C) po dobu 5-10 min pfi

1400 ot/min.

® Béhem tohoto kroku pfipravte pracovni stanici PyroMark Q24 MDx
Vacuum pro zpracovani vzorkd, jak je popsano v PyroMark Q24 User Manual.

PyroMark KRAS Kit Manual 06/2009



7. lhned pokracujte s ,,Protokol 4: priprava vzorkt pred pyrosekvenacni
analyzou na systému PyroMark Q24 MDx”.

@ Sefarézové kuliCky rychle sedimentuji. Pfiprava vzorka podle
Protokolu 4 musi probéhnout ihned po tfepani.
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Protokol 4: priprava vzorka pred pyrosekvenacni
analyzou na systému PyroMark Q24 MDx

Tento protokol je uren k pfipravé jednovlaknové DNA a k pfipojeni (annealing)
sekvenacéniho primeru k templatu pred pyrosekvencni analyzou na systému
PyroMark Q24 MDx.

® Dulezité pokyny pied zacatkem

B Zkumavky se sekvenacnimi primery pred otevienim kratce centrifuguijte, aby se

jejich obsah shromazdil na dné.

B Pridejte dva rlizné sekvenacni primery podle stejného vzoru, ktery byl

preddefinovan pro desti¢ku pfi nastaveni béhu (viz ,Protokol 1: nastaveni béhu
pro PyroMark Q24 MDx”, strana 16), v zavislosti na oblasti analyzy (kodony 12 a

13 nebo kodon 61).

DalsSi pokyny pred zacatkem

B Ohrejte PyroMark Q24 drzak na desticky vlozenim do tepelného bloku pfi 80°C

pro pouziti pfi kroku 17.

Provedeni

1. Nared'te dostate€né mnozstvi kazdého sekvenac¢niho primeru Seq Primer

KRAS 12/13 a Seq Primer KRAS 61 v PyroMark-Annealing pufru, jak je
uvedeno v tabulce 10.

Pripravte vétsi objem zfedénych sekvenacnich primerl, nez jaky je potfebny pro

celkovy pocet sekvenovanych vzorkl (po€et vzorku + jeden navic).

Tabulka 10. Priklad fedéni sekvenacnich primert

Objem pro
Komponenty Objem/vzorek 9 + 1 reakci
Seq Primer KRAS 12/13 nebo
_ 0,8 pl 8 ul
Seq Primer KRAS 61
PyroMark Annealing-pufr 242 ul 242 i
Celkovy objem 25 pl 250 pl

2. Pipetujte 25 yl zfredéného sekvenaé€niho primeru do kazdé jamky PyroMark

Q24 desti¢ky podle nastaveni béhu (viz ,,Protokol 1: nastaveni béhu pro
PyroMark Q24 MDx”, strana 16).

® Ponechejte jeden z PyroMark Q24 drzakl desti¢ek (dodavano s

pracovni stanici PyroMark Q24 MDx Vacuum) pfi pokojové teploté (15-25°C) a

pouzijte ho jako podporu pfi pfipravé a pfesunu desticky.
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3. Umistéte PCR destic¢ku (nebo prouzky) z Protokolu 3 a PyroMark Q24
desticku na pracovni desku (viz obrazek 3).

@ Ujistéte se, Ze je destiCka umisténa ve stejném sméru jako pfi vkladani
vzorkd.

Obrazek 3. Umisténi PCR desticky (nebo prouzkii) a PyroMark Q24 desticky do
vakuové pracovni stanice.

4. Otevienim vakuového spinace pridélte vakuovému nastroji vakuum.

5. Opatrné zasuiite filtracni jehly do PCR desticky (nebo prouzk) pro
zachyceni kuliéek obsahujicich imobilizovany templat. Podrzte jehly na
misté po dobu 15 s. Postupujte pri zvedani nastroje opatrné.

® Sefardézové kuliCky rychle sedimentuji. Pokud uplynula vice nez
1 minuta od protfepani desti¢ky (nebo prouzku), protiepejte ji pfed nasatim
kuliCek znovu po dobu 1 minuty.

6. Premistéte nastroj nad vani¢ku obsahujici 70% ethanol (vanic¢ka 1).
Promyvejte jehly po dobu 5 s.

7. Premistéte nastroj do vani¢ky obsahujici denaturacni roztok (vanicka 2).
Promyvejte jehly po dobu 5 s.

8. Premistéte nastroj do vaniéky obsahujici promyvaci pufr (vanic¢ka 3).
Promyvejte jehly po dobu 10 s.

9. Zvednéte vakuovy nastroj a naklonte jej dozadu (o vice nez 90° svisle) po
dobu 5 s, aby vytekla tekutina z filtraénich jehel (viz obrazek 4).

Obrazek 4. Zobrazeni vakuového nastroje naklonéného pres 90° svisle.
10. Zatimco je nastroj drzen nad PyroMark Q24 desti€kou, uzavirete vakuovy
spina¢ na nastroji (na pozici “Off”).
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11. Vypustte kulicky do desti€ky obsahujici Seq primery pomoci jemného
trepani nastrojem ze strany na stranu. Ponechte filtracni jehly dosednout
na dno jamek.

12. Premistéte nastroj k vani¢ce obsahujici vodu prostou nukleaz (vani¢ka 4) a
trepejte nastrojem po 10 s.

13. Promyjte filtra¢ni jehly spusténim jehel do vody prosté nukleaz (vani¢ka 5)
a zapnutim vakua. Promyjte jehly 70 ml vody prosté nukleaz.

14. Zvednéte vakuovy nastroj a naklorite jej dozadu (o vice nez 90° vertikalné)
po dobu 5 s, aby vytekla tekutina z filtra€nich jehel (viz obrazek 4).

15. Uzavrete vakuovy spina€ na nastroji (do pozice “Off”’) a umistéte nastroj do
parkovaci (P) pozice.

16. Vypnéte vakuovou pumpu.

® Na konci pracovniho dne by se mély tekuty odpad a zbyvajici roztoky
zlikvidovat a pracovni stanice PyroMark Q24 MDx Vacuum by méla byt
prezkouSena na pfitomnost prachu a rozlité tekutiny. Viz Pfiloha B, strana 35.

17. Ohrejte PyroMark Q24 desticku se vzorky po dobu 2 min na 80°C pomoci
predem ohratého PyroMark Q24 drzaku desticek.

18. Vyndejte PyroMark Q24 desti¢ku z drzaku a ponechte vzorky ochladit na
pokojovou teplotu (15-25°C) po minimalné 5 minut.

19. Pokracujte s ,,Protokol 5: spusténi béhu na PyroMark Q24 MDx”.
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Protokol 5: spusténi béhu na PyroMark Q24 MDx

Tento protokol popisuje viozeni PyroMark Gold Q24 reagencii do PyroMark Q24
zasobniku a spusténi a dokonceni béhu na PyroMark Q24 MDx. Podrobny popis jak
nastavit béh naleznete v pfirucce PyroMark Q24 User Manual.

® Dulezity pokyn pred zacatkem

B Zprava s prehledem informaci o béhu (“Pre Run information report”), kterou
naleznete v menu “Tools” u nastaveni béhu (viz ,,Protokol 1: nastaveni béhu pro
PyroMark Q24 MDx”, strana 16), obsahuje informace o objemu nukleotidu,
enzymu a substratového pufru potfebnych pro specificky rozbor.

Provedeni
1. Naplite PyroMark Q24 zasobnik spravnym objemem nukleotidd, enzymu a
substratovych pufra.

Oteviete branku pro zasobniky a vlozte plny zasobnik s reagenciemi
Stitkem ukazujicim ven. Zasobnik uplné zasurite a poté jej stlacte dol.

Ujistéte se, ze je linie pred zasobnikem viditelna, a uzavrete branku.
Oteviete ramecek drzici desticku a viozte desticku do tepelného bloku.
Zavrete ramecek drzici desti¢ku a viko pfristroje.

Zapojte USB disk (obsahujici soubor béhu) do USB portu na predni strané
pristroje.

N

o0 kw

® Neodpojujte USB disk z portu pfed dokon&enim béhu.

7. Zvolte “Run” (Béh) v hlavnim menu (pomoci tladitek « a v) a stisknéte
“OK”.

8. Zvolte soubor béhu pomoci tlaCitek ~a ~.

® Pro zobrazeni celého obsahu slozky zvolte slozku a stisknéte “Select”
(Zvolit). Pro navrat do predchoziho okna stisknéte “Back” (Zpét).
9. Pokud je soubor béhu zvolen, stisknéte “Select” pro spusténi béhu.

10. Po skonéeni béhu a poté, co pristroj potvrdil ulozeni souboru béhu na USB
disk, stisknéte “Close” (Zavrit).

11. Odpojte USB disk.
12. Otevrete viko pfristroje.

13. Otevrete branku pro zasobniky a vyndejte zasobnik s reagenciemi tak, ze
ho nadzvednete a vytahnete.

14. Uzavriete branku.

15. Otevrete ramecek drzici destiCku a vyndejte desticku z tepelného bloku.
16. Zaviete ramecek drzici desticku a viko pristroje.

17. Zlikvidujte desti¢ku a vycCistéte zasobnik.

18. Analyzujte béh podle kapitoly ,,Protokol 6: analyza PyroMark Q24 MDx
béhu”.
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Protokol 6: analyza PyroMark Q24 MDx béhu

Tento protokol popisuje mutacni analyzu ukon€eného KRAS béhu za uziti PyroMark
Q24 MDx Software.

Provedeni

1. Vlozte USB disk (obsahujici soubor provedeného béhu) do USB portu
pocitace.

2. Presunte soubor béhu z USB disku na pozadované misto v pocitaci pomoci
Windows Explorer.

3. Oteviete soubor béhu v AQ rezimu softwaru PyroMark Q24 MDx bud'to
zvolenim “Open” (Otevfit) v menu “File” (Soubor) nebo dvojitym kliknutim
na soubor (9) v prohlizeéi zkratek.

4. Pro analyzu béhu a ziskani souhrnu vysledku kliknéte na jedno z
“Analyze”-tlacitek.

T Analyzovat vSechny jamky.

B Analyzovat zvolené jamKky.

Vysledky analyzy (frekvence alel) a hodnoceni kvality jsou zobrazeny nad
variabilni polohou v pyrogramu. Pro vice podrobnosti k tomu, jak analyzovat béh,
viz pfirucka PyroMark Q24 User Manual.

5. Pro vytvoreni zpravy zvolte “Full Report” (Kompletni zprava) ze seznamu
“Reports for AQ runs” (Zpravy pro AQ béhy) v menu.

® NejCastéjSi mutace v KRAS se vyskytuji u nukleotidu 35 (druha baze
kodonu 12). Proto se standard “Sequence to Analyze”, definovany v nastaveni
analyzy, zaméfuje na mutace na této pozici (viz Pfiloha A, strana 33). Pokud
vzorek obsahuje mutaci u nukleotidu 34 (prvni baze kodonu 12), I1ze “Sequence
to Analyze” zmeénit tak, Ze bude analyzovat také mutaéni status na této pozici,
jak je popsano v Priloze A.

Aktualizované frekvence mutaci v lidském KRAS genu v kodonech 12/13 av
kodonu 61 jsou poskytovany online Sanger institutem na
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

@ Pro spolehlivé vysledky by méla vySka jednotlivych pikl lezet pres
30 RLU. 30 RLU by mélo byt uréeno jako “required peak height for passed
quality” (pozadovana vysSka piku pro dostate€nou kvalitu) v nastaveni rozboru
(viz Pfiloha A a pfiru¢ka PyroMark Q24 User Manual).

@ Zprava o vysledcich AQ analyzy by méla byt pouZita jako dokumentace
o kvantifikaci alel. Ciselné hodnoty uvedené v pyrogramu jsou zaokrouhlené a
neukazuji pfesnou kvantifikaci.
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® Reanalyza vzorkl bez detekovanych mutaci v nukleotidu 35 nebo s
hodnocenim kvality “Check” (Zkontrolovat) nebo “Failed” (Neuspésné)

Durazné doporucujeme reanalyzu vSech vzork( bez detekované mutace v nukleotidu
35 a vzorkd s hodnocenim kvality “Check” nebo “Failed” pfi analyze, u které byla
“Sequence to Analyze” zaméfena na mutace u nukleotidu 34. “Check” nebo “Failed”
hodnoceni kvality mize poukazovat na pfitomnost referencniho piku na pozici, ktera
se neocCekava pro mutaci nukleotidu 35. Pik v jakékoliv z prvnich tfi dispenzaci
znamena, Ze je pfitomna mutace u nukleotidu 34.

Pro reanalyzu cilovych mutaci u nukleotidu 34 prejdéte do menu “Analysis Setup”
(Nastaveni analyzy) a zménte “Sequence to Analyze” z GNTGRCGTAGGYA na
NGTGRCGTAGGYA. Stisknéte “Apply” (Pouzit). Az se objevi okno “Apply Analysis
Setup” (Pouzit nastaveni analyzy), kliknéte na “To All” (Pro vSechny).

@ Opakovani béhu vzorkl pro detekci mutaci s nizkou frekvenci

Je durazné doporuceno zahrnout do kazdého béhu jako srovnani normaini vzorek.
Kazdy vzorek vykazujici frekvenci mutace vysSi nez odpovidajici pozice normalniho
vzorku by mél byt posouzen podle tabulky s limity detekce (tabulka 11, strana 28).
Vzorky mohou byt také srovnany mezi sebou, aby se odhalily neobvykle vysoké
frekvence mutaci.

Jako pravidlo Ize uvést, Ze vzorky s pfedpokladanou mutaci v rozsahu od LOD az po
LOD + 3 % jednotek by mély byt reanalyzovany v duplikatech spolu s normalnim
vzorkem v duplikatech. Pokud vykazuji oba duplikaty stejny vysledek jako puvodni
analyza a vyrazné se odliSuji od normalni kontroly, mize byt tento vzorek povazovan
za pozitivni na mutace. Prosim povSimnéte si, Ze rozhodnuti o 1é¢bé pacientl s
rakovinou se nesmi zakladat pouze na mutacnim statusu KRAS.

® V pfipadé predpokladané GGT - GTT mutace Ize pokladat vysledek vétsi
nez 1% za pozitivni. Tato frekvence mize mezi replikaty podstatné variovat (viz
,Limit slepého pokusu a limit detekce”, strana 9).
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Tabulka 11. LOB a LOD determinované pro specifické mutace

COSsMiIC ID*
Mutace LOB (%) LOD (%) (V42)
Kodon 12 (GGT)
GAT 0,6 2,2 521
GTT n.a. 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
Kodon 13 (GGC)
GAC 0,3 1,9 532
Kodon 61 (CAA), testovan v opacném sméru (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

* Pfevzato z katalogu somatickych mutaci u rakoviny “Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer” dostupného online na webovych strankach Sanger institutu na
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

n.a.: neaplikovatelné.

28 PyroMark KRAS Kit Manual 06/2009



Reprezentativni vysledky

Na obrazcich 5 — 10 jsou jako pyrogramy zobrazeny reprezentativni vysledky.

A 0%
C: 0%
G: 100% A: O% C: 99%
T: 0% G: 100% T: 1%
200
150
100 i {
| | HHE |
50 ' | T
0 [ |I- IIl llk | |I|\. I". ! \ ||l\
- i 1 1 1 1 1 1 T 1 | 1 1
T ¢ & G A T C G T & G T C

Obrazek 5. Pyrogram ziskany po analyze vzorku s normalnim genotypem v kodonech 12 a 13.

Az 1%
G: 1% Lo 0%
T: 99% G: 100%
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Obrazek 6. Pyrogram ziskany po analyze vzorku s normalnim genotypem v kodonu 61.

Az 37%
C: 0%
G: &63% Az D% C: 100%
T: 0% Gz 100% T: D%
150
100
50 | P 'II || ’! II | |I h
| k |I | \
0 - I\ | A (N
I 1 I I I 1 I 1 | 1 1 1 1 1 I 1
E 5 T & C G A& C T ©C & G & T C G T A G T C
5 10 15

Obrazek 7. Pyrogram ziskany po analyze vzorkii s GGT - GAT mutaci v bazi 2 kodonu 12
(nukleotid 35, indikovan Sipkou).
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Ar 1%

C: 0%
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200
150 |
100 i ' 1
S0 —a : " ||
.’t .lk | \ [ [ LA l'-\
I:|—|—| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E 5 T & C G A& C T A G A T C G T A& G T C
5 10 15

Obrazek 8. Pyrogram ziskany po analyze vzorkii s GGT - AGT mutaci v bazi 1 kodonu 12
(nukleotid 34, indikovan Sipkou) se “Sequence to Analyze” GNTGRCGTAGGYA zamérujici se
na bazi 2 v kodonu 12 (nukleotid 35). Zluta barva poukazuje na to, Ze je tato sekvence neolekavana

a musi byt pfezkouSena.

At Z7%
C: 0%
G: 7E% h- 0% C: 99%
T: 0% G: 100% T: 1%
200
150 |
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Obrazek 9. Pyrogram a vysledky ziskané po reanalyze vzorku z obrazku 8. Mutace GGT > AGT
byla reanalyzovana se “Sequence to Analyze” NGTGRCGTAGGYA zamérujici se na bazi 1 v
kodonu 12 (nukleotid 34).

A- 1%
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G: 4% A: 9E% C: E%
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Obrazek 10. Pyrogram ziskany po analyze Mutant KRAS Control DNA se “Sequence to
Analyze” NGTGRCGTAGGYA zamérujici se na prvni bazi kodonu 12.
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Reseni problému

V této kapitole naleznete uziteCné informace, které Vam mohou pomoci pfi feSeni
pFipadnych problému. Vice informaci Ize ziskat také na internetové strance nasi
technické podpory: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci z nasi technické
podpory vzdy radi zodpovi Va$e otazky ohledné udaju a protokolu v tomto manualu i
obecné k molekularné biologickym aplikacim (moznosti navazani kontaktu viz zadni
strana nebo www.giagen.com).

® Obecné feSeni problému s pfistrojem naleznete v pfiru¢ce PyroMark Q24
User Manual.

Komentare a navrhy

Signaly u kontroly bez templatu (negativni kontrola)
a) Preslech signald mezi ® o . ) .
jamkami Signal z jedné jamky je detekovan v sousedici
jamce. Vyhnéte se umisténi vzorku s vysokou
signalovou intenzitou vedle jamek s kontrolou bez
templatu.

b) Kontaminace PCR
) @ Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtry.

Skladujte a extrahujte materialy jako vzorky,
plasmidové kontroly a amplikony oddélené od PCR
reagencii.

Spatna nebo neoéekavana sekvence

Nizka kvalita genomické @ o . o - o

DNA Nizka kvalita genomické DNA muze zpusobit
selhani PCR. Analyzujte PCR vzorky za pouziti
elektroforetické techniky (napf. QlAxcel® System
nebo elektroforéza v agarézovém gelu).

Vysledek “Check” nebo “Failed”

Vzacna mutace @ oL )
nedefinovana v Upravte sekvenci urCenou k analyze v
nastaveni rozboru nastaveni rozboru (viz Pfiloha A, strana 33) a

reanalyzujte béh.

Vysoké pozadi

Nespravné skladovani ® _ , . . e
nukleotidc Skladujte nukleotidy pfi 2—8°C. Skladovani pfi

—20°C muze zpusobit zvySeni pozadi.

Zadné signaly u pozitivnich kontrol (wt KRAS Control DNA a Mutant KRAS
Control DNA)

a) Nedostate€né mnozstvi @ L .. .
smési enzymu nebo Ujistéte se, Ze jste naplnili PyroMark Q24
substratd pro véechny zasobnik podle “Pre Run Information” v menu
jamky “Tools”.
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Komentare a navrhy

b) Nespravné skladovani

nebo zfed&ni reagencii @ Pripravte PyroMark Q24 Gold reagencie

podle pokynu dodavanych s reagenciemi.

Neocekavany pik na posledni variabilni pozici

Kontaminace kontrolni

plasmidovou DNA ® Kontrolni plasmidy, wt KRAS Control DNA a

Mutant KRAS Control DNA, obsahuiji jedinecny
rozdil sekvenci, ktery se pouziva k identifikaci
signalu kontrol (viz ,Kontroly”, strana 15 a ,Pfiloha
A: nastaveni rozbor PyroMark KRAS ”, strana 33).
Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtry.
Skladujte a extrahujte materialy jako vzorky,
plasmidové kontroly a amplikony oddélené od PCR
reagencii.

_________________________________________________________________________________________|
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Priloha A: nastaveni rozbori PyroMark KRAS

Pfed prvnim pouzitim soupravy PyroMark KRAS musi byt nastaven soubor testu
podle pokynu nize.

Provedeni

KRAS kodony 12 a 13
1. Nastavte test na KRAS kodony 12 (pozice 2) a 13 (pozice 2) pomoci
PyroMark Q24 MDx softwaru.

2. Kliknéte na = v panelu nastroju a zvolte “New AQ Assay” (Novy AQ
rozbor).

3. Zadejte nasledujici sekvenci jako “Sequence to Analyze”.
GNTGRCGTAGGYA

@ NejCastéjsi mutace v kodonu 12 budou detekovany u nukleotidu 35

(druha pozice). Pokud se vyskytly mutace u nukleotidu 34 (prvni pozice), zmérite

“Sequence to Analyze” na nasledujici sekvenci.
NGTGRCGTAGGYA

@ Variabilni pozice 3 (Y) umoznuje rozliSeni signali odvozenych z
plasmidovych kontrol (wt KRAS Control DNA a Mutant KRAS Control DNA) od
signalt genomické DNA. Zatimco genomicka DNA generuje C, rezultuji
plasmidové kontroly na variabilni pozici 3 v T.

4. Rucné zadejte nasledujici “Dispensation Order” (Poradi dispenzaci).
TACGACTCAGATCGTAGTC

2

1 I I I
ol 1 1 1 1 1 1 1 1
T A C

G A C T cC A G A T C G T A G T Cc
5 10 15

Obrazek 11. Histogram pro kodony 12 (nukleotid 35) a 13 (nukleotid 38) se
“Sequence to Analyze” GNTGRCGTAGGYA.

2

1 I I I
ol 1 1 1 1 1 1 1 1
T A C

G A Cc T c A G A T Cc G T A G T C
5 10 15

Obrazek 12. Histogram pro kodony 12 (nukleotid 34) a 13 (nukleotid 38) se
“Sequence to Analyze” NGTGRCGTAGGYA.

5. Kliknéte na zalozku “Analysis Parameters” (Parametry analyzy) a zvyste
“Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:”
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(hranice vysky piki — pozadovana vyska pikd pro dostateénou kvalitu) na
30.
6. Kliknéte na | v panelu nastroju a ulozte test jako KRAScodon 12+13.

KRAS kodon 61

7. Kliknéte na == v panelu nastroju a zvolte “New AQ Assay”.

8. Zadejte nasledujici sekvenci jako “Sequence to Analyze”.
CTCDTGACCTRC

® Variabilni pozice 2 (R) umoziuje rozliSeni signalt odvozenych z
plasmidovych kontrol (wt KRAS Control DNA a Mutant KRAS Control DNA) od
signalu genomické DNA. Zatimco genomicka DNA generuje G, rezultuji
plasmidové kontroly na variabilni pozici 2 v A.

9. Ruéné zadejte nasledujici “Dispensation Order”.
GCTCAGTCAGACTAG

2

1 I
1 1 1 1 1 1
0 A G

G c T c A G T c A G A C T

Obrazek 13. Histogram pro kodon 61 (nukleotid 183).

10. Kliknéte na zalozku “Analysis Parameters” a zvyste “Peak Height
Threshold - Required peak height for Passed quality:” na 30.

11. Kliknéte na H v panelu nastroji a ulozte test jako KRAScodon 61.
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Priloha B: vyprazdnéni vani¢ek a nadob na odpad
Varovani | Nebezpecéné chemikalie
é Denaturacni roztok, ktery se pouziva s vakuovou pracovni stanici,

obsahuje hydroxid sodny, ktery drazdi o€i a kuzi.
Vzdy noste ochranné bryle, rukavice a laboratorni plast.

Odpovédna osoba (napf. vedouci laboratofe) musi provést takova
bezpec€nostni opatieni, aby bylo zajisténo, Ze je pracovisté bezpecné a
Ze pracovnici obsluhujici pfistroj nejsou vystaveni nebezpecnym
hodnotam toxickych latek (chemickych nebo biologickych) definovanym
v prislusnych bezpec€nostnich listech (Material Safety Data Sheets -
MSDSs) nebo v OSHA*, ACGIH' &i COSHH* dokumentech.

Odvétrani vyparu a likvidace odpadld musi probihat v souladu se viemi
narodnimi, statnimi a mistnimi zdravotnimi a bezpecnostnimi predpisy a
zakony.

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

Ujistéte se, Ze jsou dodrzovany statni a mistni ekologické predpisy pro likvidaci
laboratorniho odpadu.

® Dulezity pokyn pied zacatkem

B Tento protokol vyZaduje vysoce ¢istou vodu (Milli-Q 18.2 MQ x cm,
www.millipore.com, nebo ekvivalent).

Provedeni

1. Ujistéte se, ze neni vakuovému nastroji pridéleno vakuum. Ujistéte se, ze je
vakuum uzavieno (Off) a vakuova pumpa je vypnuta.

2. Zlikvidujte roztoky zbylé ve vanic¢kach.

Umyjte vani€éky vysoce €istou vodou nebo je v pripadé potieby vymeérite.

4. Vyprazdnéte nadobu na odpad.

g

@ Viko Ize odejmout bez toho, aby se musely odpojit hadi¢ky.

5. Pokud se musi vakuova pracovni stanice vycistit (napr. kvuli prachu nebo
rozliti tekutiny), postupujte podle instrukci v priruéce PyroMark Q24 User
Manual.
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Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umozniuji nalezeni potfebnych
¢lanku, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo upfesnénim druhu
aplikace, oboru vyzkumu, nazvu etc.

Uplny seznam literatury naleznete v QIAGEN Reference Database na strance
www.qgiagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte Technicky servis QIAGEN
popf. Vaseho mistniho distributora.
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Informace o objednani

Produkt Obsah Kat. Cis.
PyroMark KRAS Kit (24) Pro 24 reakci na systému PyroMark Q24 971450
MDx: Seq primery, PCR primery, wt
KRAS Control DNA, Mutant KRAS Control
DNA
PyroMark Q24 MDx Detekéni platforma zaloZena na 9001513
sekvencich pro pyrosekvenaci 24 vzorkd
soucCasné
PyroMark Q24 MDx Vakuova pracovni stanice (220 V) pro 9001515*
Vacuum Workstation pripravu 24 vzork( sou¢asné, od PCR 90015177
produktu po jednovlaknovy templat
PyroMark Q24 MDx Aplikaéni software 9019063
Software
Prislusenstvi
PyroMark Q24 Plate 24-jamkova destiCka pro sekvenacni 979301
(100) reakce
PyroMark Q24 Cartridge  Zasobniky pro dispenzaci nukleotidd a 979302
(3) reagencii
PyroMark Gold Q24 Pro 5 x 24 vzorku: smés enzymu, smés 971802
Reagents (5 x 24) substratt a nukleotid
PyroMark Binding Buffer  Pro navazani biotinylovaného PCR 979306
(200 ml) produktu na sefar6zové kuliCky
PyroMark Denaturation Pro denaturaci dvouvlaknového PCR 979307
Solution (500 ml) produktu na jednovlaknovou templatni
DNA
PyroMark Wash Buffer, Pro promyvani jednoviaknové DNA 979308
concentrate (200 ml)
PyroMark Annealing Pro pfipojeni (annealing) sekvenacnich 979309
Buffer (250 ml) primer( na jednoviaknovy PCR produkt a
pro pyrosekvenacni reakci
PyroMark Vacuum Prep  Znovu pouZzitelné filtrani jehly pro 979010
Filter Probe (100) vakuovou stanici PyroMark Vacuum Q96
a Q24
PyroMark Control Oligo ~ Pro kontrolu instalace systému 979303
PyroMark Q24 Validation Pro potvrzeni vykonu systému 979304

Oligo

* Pro zbytek svéta (kromé UK).

T Pro UK.
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Produkt Obsah Kat. éis.

Pribuzné produkty

HotStarTaq Plus Master  Pro 250 x 20 ul reakci: 3 x 0,85 ml 203643
Mix Kit (250) HotStarTaq Plus Master Mix obsahuijici
celkové 250 jednotek HotStarTaq Plus
DNA-polymerazy, 1 x 0,55 ml CoralLoad®
koncentratu, 2 x 1,9 ml vody prosté RNaz

HotStarTaq Plus Master  Pro 1000 x 20 pl reakci: 12 x 0,85 mi 203645
Mix Kit (1000) HotStarTaq Plus Master Mix obsahuijici
celkové 1000 jednotek HotStarTaq Plus
DNA-polymerazy, 4 x 0,55 ml CoralLoad
koncentratu, 8 x 1,9 ml vody prosté RNaz

HotStarTaq Plus Master  Pro 2500 x 20 pl reakci: 25 ml HotStarTaq 203646
Mix Kit (2500) Plus Master Mix obsahuijici celkové 2500

jednotek HotStarTaq Plus DNA-

polymerazy, 5,5 ml CoralLoad

koncentratu, 2 x 20 ml vody prosté RNaz

QIAamp DNA FFPE Pro 50 priprav DNA: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® kolonek, proteinaza K, pufry,

sbérné zkumavky (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Kit (48) Pro 48 pfiprav: zasobniky s reagenciemi 953034

(pro vzorky tkané), jednorazové Spicky s
filtrem, jednorazové drzaky na Spicky,
zkumavky na vzorky (2 ml), elucni
zkumavky (1,5 ml), pufr G2, proteinaza K

QIAamp DSP DNA Blood Pro 50 pfiprav: QIAamp Mini Spin 61104
Mini Kit kolonky, pufry, reagencie, zkumavky,
VacConnectory

Informace o aktualnich licenénich podminkach a specifickych licencich k produktiim
ziskate v odpovidajicim manualu k soupravé QIAGEN. Manualy k soupravam
QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u Technického
servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tato stranka byla umysiné ponechana prazdnou
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Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, QIAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1°, HotStarTaq®, MinElute®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group);
ABI PRISM® (Applera Cocgoration or its subsidiaries); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose™ (GE
Healthcare); Therascreen® (DxS Limited); Windows® (Microsoft Corporation).

Licenéni ujednani

Pouzitim produktu vyjadfuje kupec nebo uZivatel soupravy PyroMark KRAS Kit souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

o A 0N

PyroMark KRAS Kit smi byt pouzivan vyhradné v souladu s Manualem PyroMark KRAS Kit a pouze s komponenty obsazenymi v souprave.
QIAGEN neposkytuje Zzadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho viastnictvi k pouziti nebo k za¢lenéni pfilozenych komponent kitu s
komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupravé, s vyjimkou pfipad uvedenych v Manualu PyroMark KRAS Kit a dodate¢nych
protokolech dostupnych na www.giagen.com.

Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouziti neporusuje prava tfetich stran.
Tento kit a jeho komponenty jsou licencovany pro jedno pouziti a nesmi byt znovu pouzity, obnoveny &i znovu prodany.
QIAGEN zvlasté vylucuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadfené &i implikované, nez vyslovné uvedené.

Kupec a uzivatel kitu souhlasi s tim, Ze nepodnikne nebo nikomu neumozni podniknout kroky, které by mohly vést nebo usnadnit zakézané
skutky uvedené vyse. QIAGEN mUze zakazy tohoto Licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyZzadovat thradu v§ech vySetfovacich
a soudnich poplatkd, inkl. poplatkl za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto Licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych
prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tento kit a/nebo jeho komponenty.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz. www.giagen.com.

© 2009 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.



www.qiagen.com

Australia = Orders 03-9840-9800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800/28-10-10 = Fax 0800/28-10-19 = Technical 0800/28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 0086-21-3865-3865 = Fax 0086-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325, 800-988-0327

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 02-33430-420 = Fax 02-33430-426 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 1544 7145 = Fax 1544 7146 = Technical 1544 7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-639

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 65-67775366 = Fax 65-67785177 = Technical 65-67775366

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 . . . . .

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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