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QIAGEN meéginiy ir bandymy technologijos

QIAGEN yra inovaciniy meginiy ir bandymy technologijy, leidzianciy izoliuoti ir
aptikti bet kokio biologinio méginio turinj, lyderis. Misy pazangus, aukstos
kokybés produktai ir paslaugos uztikrina sékme nuo méginio paémimo iki
rezultato gavimo.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

DNR, RNR ir baltymy iSgryninimas

Nukleino ragsciy ir baltymy bandymai

microRNR ir RNRIi tyrimai

Méginiy ir bandymy technologijy automatizavimas

Masy tikslas yra padéti jums pasiekti didziulés s€kmeés ir laiméjimy. Jeigu jums
reikia daugiau informacijos, apsilankykite adresu www.giagen.com.
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Numatomas naudojimas

therascreen KRAS Pyro rinkinys yra in vitro nukleino rtgs¢iy sekos pagrindu
aptikimo testas, paremtas Pirosekvenavimo® technologija, kad bity galima
kiekybiSkai aptikti mutacijas Zmogaus genominése DNR KRAS geno 12, 13 ir
61 kodonuose, iSgautose i§ Zmogaus audiniy meginiy.

therascreen KRAS Pyro rinkinys turi bati naudojamas kaip pagalba nustatant
kolorektaliniu véziu sergantiems pacientams bus naudingesné anti-EGFR
terapija, pvz., panutumumabas ir cetuksimabas. Jis skirtas in vitro
diagnostiniam naudojimui.

Rinkinj galima naudoti tik su PyroMark® Q24 sistema. | PyroMark Q24 sistemg
jeina Sie dalykai:

B PyroMark Q24 instrumentas ir PyroMark Q24 MDx instrumentas.

B PyroMark Q24 vakuuminé darbo vieta ir PyroMark Q24 MDx vakuuminé
darbo vieta.

B PyroMark Q24 programiné jranga (2.0 versija) ir PyroMark Q24 MDx
programine jranga (2.0 versija).

Produktg turi naudoti profesionalls vartotojai, pvz., technikai ir gydytojai,
apmokyti atlikti in vitro diagnostikos procediras, naudoti molekulinés biologijos
technikas ir PyroMark Q24 sistema.

Santrauka ir paaiskinimas

Europoje daug démesio skiriama KRAS mutacijos analizei, kadangi Europos
Komisija suteiké saglyginj leidima leisti j rinkg panitumumabg ir cetuksimaba,
skirtus gydyti metastazuojantj gaubtinés Zarnos veZzj, jeigu pacientai turi
nemutavusj (neapibrezto tipo) KRAS geng. Tai reiskia, kad panitumumabg ir
cetuksimabg galima skirti tik tiems pacientams, kurie buvo tiriami dél KRAS
mutacijos.

CE-IVD pazymétas therascreen KRAS Pyro rinkinys yra skirtas kiekybiniams
Zzmogaus KRAS geno 12, 13 ir 61 kodony mutacijy matavimams. Produktg
sudaro su bandymai: vienas skirtas mutacijy aptikimui 12 ir 13 kodonuose, o
kitas — 61 kodono mutacijy aptikimui (1 pav.). Dvi sritys atskirai iSplétojamos per
PGR ir atliekama jy seka nustatytoje srityje. Sekos, apimancios nustatytas
padetis, tarnauja kaip analizés kiekio nustatymo ir kokybés vertinimo
normalizavimo ir nuorodos virSaneés.
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1 pav. KRAS bandymo iliustracija. Rodoma seka yra iSanalizuota neapibrézto tipo méginio
seka. FP ir FPB: Priekiniai PCR pradmenys (B rodo biotinilacijg); RP ir RPB: Atvirkstiniai PCR
pradmenys (B rodo biotinilacijg); Seq: Sekos atlikimo pradmenys.

Pastaba: 12 ir 13 kodony seka atliekama judant | priekj, o0 61 kodono seka —
judant atgal.

Produktg sudaro PCR pradmeny misinys ir sekos atlikimo pradmenys, skirti
kiekvienam bandymui. Pradmenys tiekiami tirpale. Kiekviename buteliuke yra
24 pl kiekvieno pradmens arba pradmeny misinio.

Procediros principas

Zemiau parodyta darbo eiga vaizduoja bandymo procediirg. Po to, kai PGR
panaudoja pradmenis, nukreiptus j 12/13 ir 61 kodonus, amplikonai
imobilizuojami ant Streptavidin Sepharose® auksto atlikimo rutuliuky.
ParuoSiamos vienos grandinés DNR ir atitinkami sekos atlikimo pradmenys
atkaitinami prie DNR. Tada meginiai analizuojami su PyrkoMark Q24 sistema
naudojant procediros nustatymo failg ir proceddros failg.

Analizuojant procedirg, rekomenduojama naudoti KRAS jjungiamg ataskaitg.
KRAS jjungiamg ataskaitg gausite kreipesi elektroniniu pastu
pyro.plugin@agiagen.com.

TacCiau procedulirg galima iSanalizuoti ir naudojantis analizés jrankiu, jtrauktu |
PyroMark Q24 sistema. Tada galima pritaikyti ,Analizavimo sekg“ rety mutacijy
aptikimui po proceddaros (zr. ,,6 protokolg: PyroMark Q24 procedidros analize®,
28 psl.).

Pastaba: Palyginus su therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovo R1 perziira,
darbo eiga buvo truputj modifikuota (zr. ,4 protokolg: Méginiy paruoSimas pries
Pyrosequencing analize su PyroMark Q24°, 22 psl.).

Pastaba: Darbo eiga buvo truputj modifikuota, palyginti su PyroMark KRAS
rinkinio vadovu ir therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovo perziara R1 (zr. “2
protokolas: , 17 psl., ir “4 protokolas: Méginiy paruoSimas pries
Pirosekvenavimo analize su PyroMark Q24”, 22 psl.).
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therascreen KRAS Pyro procediiros darbo eiga

Bandymo ir procedlros nustatymas Méginio paruoSimas
Bandymo failo nustatymas (A PGR (2 protokolas)
priedas) il
Imobilizacija (3 protokolas)
v '
Proceduros failo nustatymas (1 Méginiy paruoSimas (4 protokolas)

protokolas)

\/

PyroMark Q24 procedira (5 protokolas)
\
PyroMark Q24 procediros analizé (6 protokolas)

\

Ataskaita

Kontrolés

Nedenatlruota kontroliné DNR jeina j rinkinj kaip PGR ir sekos nustatymo
reakcijy teigiama kontrolé. Si kontroliné DNR turi neapibréztg genotipg tose
srityse, kuriose atliekama seka su Siuo rinkiniu, ir yra reikalinga norint tinkamai
interpretuoti rezultatg bei identifikuoti Zemo lygio mutacijas (Zr. ,Rezultaty
interpretavimg®, 31 psl.). Kiekvienam bandymui per kiekvieng Pirosekvenavimo
procedirg jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR.

Be to, per kiekvieng PGR nustatymg maziausiai vienam bandymui reikia jtraukti
neigiamg kontrole (be Sabloniniy DNR).

|
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Tiekiamos medziagos
Rinkinio turinys

therascreen KRAS Pyro rinkinys (1/2 dézé)

therascreen KRAS Pyro rinkinys (24)
Katalogo nr. 971460
Reakcijy skaiCius 24
Sekos nustatymo pradmuo KRAS 12/13 24 ul
Sekos nustatymo pradmuo KRAS 61 24 pl
PGR pradmuo KRAS 12/13 24 ul
PGR pradmuo KRAS 61 24l
PyroMark PGR pagrindinis misinys, 2x 850 pl
CoralLoad® koncentratas, 10x 1.2 ml
H.0 3x1.9ml
Nedenaturuota kontroliné DNR, 10 ng/pl 100 pl

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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therascreen buferiai ir reagentai (2/2 déezé)

therascreen buferiai ir reagentai
PyroMark riS$amasis buferis 10 ml
PyroMark atkaitinimo buferis 10 ml
PyroMark denaturacijos tirpalas* 250 ml
PyroMark plovimo buferis, 10x 25 ml
Fermento misSinys 1
buteliukas
Substrato misinys 1
buteliukas
dATPIS 1180 pl
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Vadovas 1

* Sudétyje yra natrio hidroksido.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reikalingos, bet netiekiamos medziagos

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
vienkartines pirstines ir apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra
atitinkamuose Safey Data Sheets (saugos duomeny lapuose) (SDS), kuriuos
gali pateikti produkto tiekejas.DNR izoliavimo rinkinys (zr. ,DNR izoliavimg®“, 14

psl.)

B Pipetés (reguliuojamos)*

Sterilts pipeciy galiukai (su filtrais PCR nustatymui)

Darbastalio mikrocentrifuga*

Siluminis ciklo atlikimo prietaisas* ir atitinkami PGR mégintuvéliai

Streptavidino sefarozé, auksto atlikimo (GE Healthcare, katalogo nr.
17-5113-01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 (katalogo nr. 9001513 arba 9001514)*"

PyroMark Q24 programiné jranga (katalogo nr. 9019063 arba 9019062)"
PyroMark Q24 plokstelé (katalogo nr. 979301)"

PyroMark Q24 kaseté (katalogo nr. 979302)"

PyroMark Q24 vakuuminé darbo vieta (katalogo nr. 9001515 arba
9001517)*

Ploksteliy maiSytuvas* rutuliuky imobilizavimui

Kaitinimo blokas*, galintis pasiekti 80°C
24 Sulinéliy PGR plokstelé arba juostelés
Juosteliy gaubtukai

Labai §varus vanduo (Milli-Q® 18.2 MQ x cm arba jo atitikmuo).

Pastaba: Rinkinyje yra pakankamai vandens PGR, DNR imobilizavimui bei
fermento miSinio ir substrato misinio iStirpinimui; papildomas labai Svarus
vanduo yra reikalingas norint 10x atskiesti PyroMark plovimo bufer;.

B Etanolis (70%)*

* |sitikinkite, kad instrumentai buvo patikrinti ir kalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

T Pazymétas CE-IVD pagal ES direktyvg 98/79/EB. Visi kiti j sgrasg jtraukti produktai néra
pazyméti CE-IVD pagal ES direktyvg 98/79/EB.

*Nenaudokite denatdruoto alkoholio, kuriame yra kity substancijy, pvz., metanolio ar
metiletilketono.
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Rekomenduojami ploksteliy maisytuvai

1 lenteléje parodyti plokSteliy maiSytuvai yra rekomenduojami naudojimui su
therascreen KRAS Pyro rinkiniu.

1 lentelé. Ploksteliy maisytuvai, kuriuos rekomenduojama naudoti su
therascreen KRAS Pyro rinkiniu

Gamintojas Produktas Katalogo nr.

Komf_ortl_skas_ sHurmms maisytuvas 5355 000.011
(pagrindinis jrenginys)

Eppendorf Siluminis blokas, skirtas MTP 5363 000.012
Adapterio plokstele, skirta 96 x
0.2 ml PCR mégintuvéliams,
jdedamiems | mikrotitriniy 5363 007.009
ploksteliy blokus
: ® 51410
Variomag™ Teleshake
H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115 Vv =51110 U)

Perspeéjimai ir atsargumo priemoneés

In vitro diagnostiniam naudojimui.

Saugumo informacija

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkama laboratorinj chalatg, vienkartines
pirstines ir apsauginius akinius. Dar Zr. atitinkamus Safety Data Sheets (saugos
duomeny lapus) (SDS). Juos gausite patogiu ir kompaktiSku PDF formatu internetinéje
svetainéje www.giagen.com/safety, kur galésite susirasti, perziaréti ir atsispausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir rinkinio komponento SDS.

|
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therascreen KRAS Pyro komponentams taikomos toliau iSvardytos pavojingumo
ir atsargumo frazés.

PyroMark Denaturation Solution

@ Atsargiai! Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginimg. Gali ésdinti
metalus. Absorbuoti iSsiliejusia medziagg, siekiant iSvengti
materialinés zalos. Laikyti tik originalioje talpykloje. Muveti
apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuzius/ naudoti akiy
(veido) apsaugos priemones.

PyroMark Enzyme Mixture

@ Sudétyje yra: (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diol; acetic acid.
Pavojinga! Dirgina odg. Smarkiai pazeidzia akis. PATEKUS | AKIS:
Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. I1Simti kontaktinius lesius,
jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis.
Esant salyCiui arba jeigu numanomas saglytis: Skambinti |
APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba
kreiptis | gydytojg. Nusivilkti uzterStus drabuzius ir iSskalbti pries
juos vél apsivelkant. Mavéti apsaugines pirStines/ dévéti
apsauginius drabuzius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

PyroMark Substrate Mixture

@ Sudétyje yra: acetic acid. Atsargiai! Dirgina oda. Sukelia smarky
akiy dirginimg. Jei akiy dirginimas nepraeina: kreiptis | gydytoja.
Nusivilkti uzterStus drabuzius ir iSskalbti prieS juos vél apsivelkant.
Maveti apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuZius/ naudoti
akiy (veido) apsaugos priemones.

Bendros atsargumo priemonés
Pastaba: Vartotojas visada privalo atkreipti démesj j Siuos dalykus.

B Norédami gauti optimalius rezultatus, visada grieztai laikykités vartotojo
vadove pateikty nuorody. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip negu
apraSyta Siame vadove, nes pablogés jy eksploatacinés savybeés.

B Darbo eiga buvo truputj modifikuota, palyginti su PyroMark KRAS rinkinio
vadovu ir therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovo perzitra R1 (zr. “2
protokolas: , 17 psl., ir “4 protokolas: Méginiy paruoSimas prie$
Pirosekvenavimo analize su PyroMark Q24”, 22 psl.).

M Sio produkto komponenty pakanka 24 reakcijoms atliekant 5 atskiras
proceduras.
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B Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais (PCR nustatymui).

B Laikykite ir iStraukite teigiamas medziagas (méginius, teigiamas kontroles ir
amplikonus) atskirai nuo visy kity reagenty ir sulasinkite jas j reakcijos
miSinj naudodami erdvés atzvilgiu atskirtg jranga.

B Prie§ pradédami bandyma, gerai atitirpinkite visus komponentus kambario
temperatiroje (18-25°C).

B Atitirpine iSmaiSykite komponentus (pakartotinai laSindami aukStyn ir zemyn
arba atlikdami impulsy stkuriavimg) ir trumpai centrifuguokite.

B Nepavyke rezultatai néra priezastis spresti apie mutacine buakle.

Reagenty laikymas ir apdorojimas

therascreen KRAS Pyro rinkinys yra gabenamas dviejose dézése. therascreen
KRAS Pyro rinkinys (1/2 dézé) yra gabenamas ant sauso ledo. AtveZti
PyroMark PCR pagrindinis miSinys, CoralLoad koncentratas, nedenatiruota
kontroliné DNR ir visi pradmenys turi bati laikomi nuo —30 °C iki —15 °C.

therascreen buferiai ir reagentai (2/2 déze), j kuriuos jeina buferiai, fermento
miSinys, substrato miSinys, dATPaS, dCTP, dGTP ir dTTP (Pyrosequencing®
analizei skirti reagentai) yra gabenami vésiose pakuotése. Atvezti Sie
komponentai turi bati laikomi 2-8°C. Norint iki minimumo sumazinti aktyvumo
praradimg, patartina fermento misinj ir substrato misinj laikyti tiekiamuose
buteliukuose.

Atstatyti fermento miSinys ir substrato misinys yra stabilis maziausiai 10 dieny,
jeigu bus laikomi 2-8°C. Atstatytus fermento miSinj ir substrato misinj galima
uzaldyti ir laikyti buteliukuose nuo —30 °C iki —15 °C. Saldyty reagenty
negalima uzSaldyti ir atitirpinti daugiau kaip 3 kartus.

Pastaba: Nukleotidy Saldyti negalima.
therascreen KRAS Pyro rinkinys yra stabilus iki rinkinio galiojimo pabaigos
datos, jeigu bus laikomas nurodytomis sglygomis.

Meginiy apdorojimas ir laikymas

Visus méginius reikia traktuoti kaip potencialiai uzkreCiamas medziagas.
Méginiy medzZiaga yra Zzmogaus DNR, iStrauktos i$ kraujo arba formalinu
fiksuoty ir parafinu sustiprinty (FFPE) méginiy.

Negalima naudoti heparinu gydomy Zmoniy meéginiy. Negalima naudoti kraujo
méginiy, kurie buvo paimti j mégintuvélius su heparinu kaip antikoaguliantu.
Heparinas jtakoja PGR.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

DNR iSskyrimas

Sistemos veikimas buvo nustatytas naudojant EZ1® DNR audinio rinkinj ir
QIAamp® DNR FFPE audiniy rinkinj, skirtg Zmogaus DNR iSskyrimui i$
formalinu fiksuoty ir j parafing jterpty auglio méginiy. QlAamp DSP DNR kraujo
mini rinkinio sistemos veikimas buvo nustatytas naudojant sveiky donory kraujo
méginius, dalinai papildytus auglio Igstelémis.

2 lenteléje parodyti QIAGEN® rinkiniai yra rekomenduojami DNR i8gryninimui i$
nurodyto tipo Zmogaus meginiy ir yra skirti naudojimui su therascreen KRAS
Pyro rinkiniu. 18gryninkite DNR pagal instrukcijas rinkiniy vadovuose.

2 lentelé. DNR iSgryninimo rinkiniai, kuriuos rekomenduojama naudoti su
therascreen KRAS Pyro rinkiniu

Nukleino ragsties izoliavimo Katalogo nr.
Méginio medziaga rinkinys (QIAGEN)
QIAamp DNR FFPE audinio
| parafing jterptas  rinkinys (50) 56404
audinys
EZ1 DNR audinio rinkinys (48)* 953034
Kraujas QIA_ampr DSP DNR kraujo mini 61104
rinkinys

* Laikykités parafinu sustiprinto audinio naudojimo protokolo. EZ1 DNR audinio rinkinys turi
bati naudojamas kartu su EZ1 Advanced (katalogo nr. 9001410 arba 9001411) ir EZ1
Advanced DNR parafino dalies kortele (katalogo nr. 9018298), su EZ1 Advanced XL
(katalogo nr. 9001492) ir EZ1 Advanced XL DNR parafino dalies kortele (katalogo nr.
9018700) arba BioRobot® EZ1 (katalogo nr. 9000705; jo daugiau nebéra) ir EZ1 DNR
parafino dalies kortele (katalogo nr. 9015862).

T Pazymétas CE-IVD pagal ES direktyvg 98/79/EC.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1 protokolas: PyroMark Q24 sistemos procediiros
nustatymas

Svarbios nuorodos pries pradedant

B Prireikus galima patvirtinti LOB su neapibrézto tipo méginiu, kad bty
generuota pilna rezultaty plokstelé. Smulkmenas rasite CLSI potvarkyje
EP17-A ,Aptikimo riby ir kiekio apskaiciavimo riby nustatymo protokolas;
patvirtintas potvarkis®.

K3 reikia padaryti pries pradedant

M Jeigu neinstaliuota KRAS jjungiama ataskaita, sukurkite bandymo
nustatymg (Zr. A prieda, 44 psl.). Tai turi bati padaryta prie$ pirma kartg
atliekant therascreen KRAS Pyro bandymus. Jeigu KRAS jjungiama
ataskaita buvo instaliuota, i$ anksto sudarytus bandymy nustatymus rasite
PyroMark Q24 programinés jrangos trumpuyjy Saukiniy narsykléje, takelyje
,Example Files/PyroMark Setups/KRAS". KRAS jjungiamg ataskaitg galima
gauti elektroniniu pastu pyro.plugin@agiagen.com.

Procediira

1. Jrankiy juostoje spustelkite ©.
Bus sukurtas naujas proceduros failas.

2. |veskite procedaros parametrus (Zr. “Procedlros parametrai”, 16 psl.).

3. Nustatykite plokstele, priskirdami 12/13 ir 61 kodony bandymus Sulinéliams,
atitinkantiems analizuojamus méginius.

Pastaba: Bent j vieng bandyma reikia jtraukti neigiamos kontrolés meéginj
(be $abloninés DNR) j kiekvieng PGR nustatyma.

Pastaba: | kiekvieng bandymg kiekvienoje Pirosekvenavimo proceduroje
jtraukite méginj su nedenatdruota kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, 7 psl.).

4. Kai procedira jau nustatyta ir galima jg atlikti su PyroMark Q24 sistema,
iSspausdinkite reikiamy fermento misinio, substrato misinio ir nukleotidy
kiekiy sgrasg ir plokstelés nustatymg. Meniu ,Tools® pasirinkite ,Pre Run
Information®, o kai pasirodys ataskaita, spustelkite =.

5. Uzdarykite proceduros failg ir nukopijuokite jj j USB atmintine (tiekiamag su
sistema), naudodami Windows® Explorer.

Pastaba: ISspausdintg ikiprocedurine informacijg galima naudoti kaip
meéginiy nustatymo Sablong (zr. 3 protokolg: PGR produkty imobilizavimas
su streptavidino sefarozés auksto atlikimo rutuliukais, 20 psl.).

Noredami iSnagrinéti plokStele su PyroMark Q24, Zr. 5 protokolg: Procedura
su PyroMark Q24, 26 psl.
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Procediiros parametrai

Run name: Procediros pavadinimas duodamas iSsaugojus failg.
Pervardinus failg, pasikeicia ir procedlros
pavadinimas.

Instrument method: Pasirinkite instrumento metoda pagal kasete, kurig
naudosite per procedlrg. Zr. su produktais tiekiamas
instrukcijas.

Plate ID: Pasirinktis: Jveskite PyroMark Q24 plokstelés ID.

Bar code: Pasirinktis: Jveskite plokstelés bruksninj koda, o jeigu

turite braksniniy kody skaitytuva, prijungtg prie
kompiuterio, patalpinkite pelés zymeklj tekstiniame
laukelyje ,Barcode” (spusteldami laukelj) ir
nuskenuokite braksninj koda.

Kit ID: Pasirinktis: Jveskite naudojamo therascreen KRAS
Pyro rinkinio partijos numerj. Partijos numerj rasite
ant produkto etiketés.

Pastaba: Mes rekomenduojame jvesti ir reagento
ID, ir rinkinio ID, kad neatsirasty netikéty problemy su
reagentais.

Run Pastaba: Pasirinktis: Jveskite pastabg apie proceduros turinj ar
tiksla.

Bandymo faily pridéjimas
Norédami priskirti bandyma Sulinéliui, jas galite:

B Spustelti ant Sulinélio desinj pelés klavisg ir kontekstiniame meniu pasirinkii
,Load Assay“.

B Pasirinkti bandyma trumpuyjy Saukiniy narSykléje, spustelti ir tempti
bandyma j Sulinél;.

Sulinélis yra uzkoduotas pagal spalva priklausomai nuo j jj jkeliamo bandymo.

Méginio ID ir pastaby jvedimas

Norédami jvesti méginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg ir jveskite teksta.
Norédami redaguoti méginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg (bus
pasirinktas tuometinis turinys) arba du kartus spustelkite elements.
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2 protokolas: PGR naudojant PGR reagentus, tiekiamus su
therascreen KRAS Pyro rinkiniu
Sis protokolas yra skirtas srities su 12 ir 13 kodonu PGR amplifikavimui ir

atskiram srities su 61 kodonu PGR amplifikavimuinaudojant therascreen KRAS
Pyro rinkinj.

Svarbios nuorodos pries pradedant

B Darbo eiga buvo truputj modifikuota, palyginus su PyroMark KRAS rinkinio
vadovu (5 punktas).

B HotStarTag® DNR polimerazei su PyroMark pagrindiniu miSiniu reikalingas
15 minuciy 95°C aktyvavimo veiksmas.

B Nustatykite visus reakcijos miSinius tokiame plote, kuris baty atskirtas nuo
naudojamo DNR iSskyrimui, jtraukdami Sablonines DNR j PGR, PGR
produkty analize ar méginiy paruoSimg prie$ Pirosekvenavimo analize.

B Naudokite vienkartinius antgalius su hidrofobiniais filtrais, kad iki minimumo
sumazintuméte kryzminj uztersima.

Ka reikia padaryti pries pradedant

M Prie$ atidarydami mégintuvélius su PGR pradmenimis, trumpai juos
centrifuguokite, kad surinktuméte turinj mégintuvéliy dugne.

B Pritaikykite kontrolés ir méginio DNR koncentracijg iki 0.4-2 ng/pul, jeigu to
reikia.

Procedira

1. Atitirpinkite visus reikiamus komponentus (zZr. 3 lentele).
PrieS naudojimg gerai iSmaisykite.

2. Pagal 2 lentele paruoskite reakcijos misinj kiekvienam PGR pradmeny
rinkiniui.
| reakcijos miSinj paprastai jeina visi komponentai, kuriy reikia PGR,
iSskyrus mégin;j.
Paruoskite didesnj negu reikia visam atliekamy PGR bandymy skaiCiui
reakcijos misinio kiekj.
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3 lentelé. Reakcijos misSinio paruosimas kiekvienam PGR pradmeny

misiniui
Komponentas Kiekis/reakcija (ul)
PyroMark PCR pagrindinis miSinys, 2x 12.5
CoralLoad koncentratas, 10x 2.5
PCR pradmuo KRAS 12/13
arba 1.0
PCR pradmuo KRAS 61
Vanduo (H,0O, tiekiamas) 4.0
Visas kiekis 20.0

3. Kruopsdiai iSmaiSykite reakcijos misinj ir jlasSinkite 20 ul j kiekvieng PGR
mégintuvél].
PGR mégintuvéliy nereikia laikyti ant ledo, nes HotStarTag DNR polimerazé
kambario temperatdroje néra aktyvi.

4. |laSinkite j atskirus PGR mégintuvélius (pagal 4 lentele) 5 ul Sabloninés
DNR (2-10 ng genominés DNR) ir gerai iSmaisSykite.
Pastaba: Bent j vieng bandyma reikia jtraukti neigiamos kontrolés meginj
(be Sabloninés DNR) j kiekvieng PGR nustatyma.

Pastaba: ] kiekvieng bandyma kiekvienoje Pirosekvenavimo proceduroje
jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, 7 psl.).

4 lentelé. PCR paruosimas

Komponentas Kiekis/reakcija (ul)
Reakcijos misinys 20
Méginio DNR 5
Visas kiekis 25

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Uzprogramuokite PGR aparatg pagal gamintojo instrukcijas, laikydamiesi 5
lenteléje aprasyty salyguy.

5 lentelé. Optimizuotas ciklo atlikimo protokolas

Komentarai

Pradinis aktyvavimo 15 minuciy 95°C HotStarTaq DNR
veiksmas: polimerazé aktyvuojama
per §j kaitinimo veiksma.

3 veiksmy ciklo

atlikimas:

Denatlravimas 20 sekundziy 95°C
Atkaitinimas 30 sekundziy 53°C
ISplétimas 20 sekundziy 72°C
Cikly skaiCius 42

Galutinis iSplétimas: 5 minutés 72°C

6. Sudékite PGR meégintuvélius | PGR aparatg ir paleiskite ciklo atlikimo
programa.

7. Po amplifikacijos pereikite prie ,3 protokolo: PGR produkty imobilizavimas
su streptavidino sefarozés auksto atlikimo rutuliukais®, 20 psl.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas su streptavidino
sefarozés auksto atlikimo rutuliukais

Sis protokolas skirtas $abloniniy DNR imobilizavimui prie streptavidino
sefarozeés auksto atlikimo (GE Healthcare) rutuliuky prie$§ analizuojant su
PyroMark Q24 sistema.

K3 reikia padaryti pries pradedant

B Leiskite visiems reikiamiems reagentams ir tirpalams prie$ pradedant
naudoti, pasiekti kambario temperatirg (15-25°C).

Procedura

1. Svelniai suplakite buteliukg su streptavidino sefarozés auksto atlikimo
rutuliukais, kol iSgausite homogeninj tirpala.

2. Paruoskite pagrindinj miSinj DNR imobilizavimui, kaip apraSyta 6 lenteléje.
Paruoskite 10 proc. didesnj kiekj negu reikia visy reakcijy atlikimui.

6 lentelé. Pagrindinis miSinys DNR imobilizavimui

Komponentas Kiekis/méginys (ul)
Streptavidino sefarozés auksto atlikimo 2

rutuliukai

PyroMark riSamasis buferis 40

Vanduo (H,0, tiekiamas) 28

Visas kiekis 70

3. Jlasinkite 70 ul pagrindinio misinio j 24 Sulinéliy PGR plokstelés ar juosteliy
Sulinélius, kaip nurodyta proceddros nustatyme (Zr. ,1 protokolg: PyroMark
sistemos proceduros nustatymas®, 15 psl.).

4. |laSinkite 10 pl biotinilinto PGR produkto i§ 2 protokolo j kiekvieng Sulinélj su
pagrindiniu misiniu, kaip nurodyta procedudros nustatyme (zr. ,1 protokola:
PyroMark sistemos procediros nustatymas®, 15 psl.).

Pastaba: Visas kiekis Sulinélyje turi bati 80 pl po pagrindinio misinio ir PGR
produkto jlasinimo.

5. UzZsandarinkite PGR plokstele (arba juosteles) su juosteliy gaubtukais.
Pastaba: |sitikinkite, kad skystis neiStekés is vieno Sulinélio j kitg.

20 therascreen KRAS Pyro rinkinio vadova 03/2015



6. 5-10 minucCiy sukite PGR plokstele kambario temperattroje (15-25°C) 1400
apsuky/min. greiciu.
Pastaba: Per §j veiksmg paruoskite PyroMark Q24 vakuumine darbo vietg
méginiy paruoSimui, kaip aprasyta PyroMark Q24 vartotojo vadove.

7. Tuoj pat pereikite prie ,4 protokolo: Méginiy paruoSimas pries
Pirosekvenavimo analize su PyroMark Q24 22 psil.
Pastaba: Sefarozés rutuliukai greitai nuséda. Rutuliukai turi bati uzfiksuoti i$
karto po sukimo.

Jeigu nuo plokstelés (juosteliy) sukimo praéjo daugiau kaip 1 minute, pries
uzfiksuodami rutuliukus, dar 1 minute juos pasukite.
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4 protokolas: Méginiy paruosimas pries Pirosekvenavimo
analize su PyroMark Q24

Sis protokolas yra skirtas vienos grandinés DNR paruo$imui ir sekos nustatymo
pradmens atkaitinimui iki Sablono prie$ atliekant Pirosekvenavimo analize su
PyroMark Q24.

Svarbios nuorodos pries pradedant

B Prie$ atidarydami mégintuvélius su sekos nustatymo pradmenimis, trumpai
juos centrifuguokite, kad surinktuméte turinj mégintuvéliy dugne.

B SulaSinkite 5 skirtingus sekos nustatymo pradmenis pagal tg patj pavyzd;,
kaip nurodyta plokstelés procediros nustatyme (zr. ,1 protokolg: PyroMark
sistemos procediros nustatymas®, 15 psl.), priklausomai nuo analizés
srities (12 ir 13 arba 61 kodonai)

B Palyginus su therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovo R1 perzidra, darbo
eiga buvo truputj modifikuota (18 punktas). Netrumpinkite méginiy ausinimo
laiko, kai jkaitinsite iki 80°C.

B Reguliariai atlikite filtravimo zondy funkcinj testa, kaip aprasyta PyroMark
Q24 vartotojo vadove ir keiskite filtravimo zondus, kaip nurodyta.

Ka reikia padaryti pries pradedant

B Patalpinkite vieng PyroMark Q24 plokstelés laikiklj ant i§ anksto jkaitinto
80°C kaitinimo bloko, kad panaudotuméte per 17 punktg. Palikite antrg
PyroMark Q24 plokstelés laikiklj kambario temperattroje (15-25°C), kad
panaudotuméte per 18 punkta.

B PyroMark plovimo buferis yra tiekiamas kaip 10x koncentratas. Prie$
panaudodami jj pirmg kartg, atskieskite iki 1x darbinio tirpalo, jlaSindami
225 ml labai Svaraus vandens j 25 ml 10x PyroMark plovimo buferio
(galutinis kiekis 250 ml).

Pastaba: 1x PyroMark plovimo buferio darbinis tirpalas yra stabilus 2-8°C
iki pazymetos galiojimo datos pabaigos.

Procedira

1. Atskieskite pakankamg kiekj kiekvieno sekos nustatymo pradmens, sekos
pradmens KRAS 12/13 ir sekos pradmens KRAS 61 PyroMark atkaitinimo
buferyje, kaip parodyta 7 lenteléje.

Paruoskite didesnj skiesto sekos nustatymo pradmens kiekj negu reikia
visam meéginiy skaiciui, su kuriais bus atliekamas sekos nustatymas
(méginiy skaiciui + vieng papildoma).
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7 lentelé. Sekos nustatymo pradmeny pavyzdinis skiedimas

Kiekis
Kiekis/méginys 9 + 1 reakcijoms
Komponentas (uh) (ul)
Sekos pradmuo KRAS
12/13 arba 08 3
sekos pradmuo KRAS '
61
PyroMark atkaitinimo 242 242
buferis
Visas kiekis 25 250

2. |laSinkite 25 pl skiesto sekos nustatymo pradmens | kiekvieng PyroMark
Q24 ploksteles Sulinélj pagal procediros nustatymg (Zr. ,,1 protokola:
PyroMark sistemos procedidros nustatymas®, 15 psl.).

Pastaba: Laikykite vieng iS PyroMark Q24 plokstelés laikikliy (tiekiamy su
PyroMark Q24 vakuumine darbo vieta) kambario temperattroje (15-25°C) ir
naudokite kaip pagalbg, kai ruosite ir perkelsite plokstele.

3. Patalpinkite PCR plokstele (arba juosteles) iS 3 protokolo ir PyroMark Q24
plokstele ant darbastalio (2 pav.).

Pastaba: |sitikinkite, kad plokstelé pakreipta ta pacia kryptimi, kaip ir
sudedant méginius.

2 pav. PGR plokstelés (arba juosteliy) ir PyroMark Q24 plokstelés patalpinimas
vakuuminéje darbo vietoje.

4. |leiskite vakuuma j jrankj, jjungdami vakuuma.

5. Atsargiai nuleiskite vakuuminio jrankio filtravimo zondus j PGR plokstele
(arba juosteles), kad uzfiksuotumeéte rutuliukus su imobilizuotu Sablonu.
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Laikykite zondus vietoje 15 sekundziy. Keldami vakuuminj jrankj, bukite
labai atsargus.

Pastaba: Sefarozés rutuliukai greitai nuséda. Rutuliukai turi bati uzfiksuoti i$
karto po sukimo.

Jeigu nuo plokstelés (juosteliy) sukimo praéjo daugiau kaip 1 minuté, pries
uzfiksuodami rutuliukus, dar 1 minute juos pasukite.

6. Perkelkite vakuuminj jrankj j latakg su 40 ml 70 proc. etanolio (2 pav.). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

7. Perkelkite vakuuminj jrankj j latakg su 40 ml denatdravimo tirpalo (2 pav.). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

8. Perkelkite vakuuminj jrankj j latakg su 50 ml plovimo buferio (2 pav.). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

9. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau kaip 90°
vertikaliai, kad iStustintuméte skystj i$ filtravimo zondy (3 pav.).

3 pav. Daugiau kaip 90° vertikaliai pakelto vakuuminio jrankio vaizdas

10. Kol vakuuminis jrankis laikomas vir§s PyroMark Q24 plokstelés, uzdarykite
vakuuminj jungtuka virs jrankio (j padétj Off).

11. ISleiskite rutuliukus PyroMark Q24 ploksteléje, nuleisdami filtravimo zondus
j skiestg sekos nustatymo pradmenj ir Svelniai kilnodami jrankj iS vienos
pusés j kita.

Pastaba: Elkités atsargiai, kad nepazeistuméte PyroMark Q24 ploksteles
pavirSiaus, subraizydami su filtravimo zondais.

12. Perkelkite vakuuminj jrank] j latakg su labai Svariu vandeniu (2 pav.) ir sukite
10 sekundziy.

13. ISplaukite filtravimo zondus, nuleisdami juos j labai Svary vandenj (2 pav.) ir
naudodami vakuumag. Praplaukite zondus su 70 ml labai Svaraus vandens.

14. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj auksStyn ir atgal, daugiau kaip 90°
vertikaliai, kad iStustintuméte skystj i$ filtravimo zondy (3 pav.).

15. Uzdarykite vakuuminj jungtukg ant jrankio ( j padeétj Off) ir patalpinkite
vakuuminj jrankj stovéjimo padétyje (P).

16. ISjunkite vakuumine pompa.
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Pastaba: Darbo dienos pabaigoje reikia iSpilti skyscio atliekas ir likusius
tirpalus bei patikrinti PyroMark Q24 vakuumine darbo vietg, ar joje néra
dulkiy ir skyscio liku€iy (Zr. B prieda, 47 psl.).

17. 2 minutes kaitinkite PyroMark Q24 plokstele su méginiais 80°C, naudodami
i anksto jSildytg PyroMark Q24 plokstelés laikikl].

18. Nuimkite PyroMark Q24 plokstele nuo karsto plokstelés laikiklio ir
patalpinkite ant antro PyroMark Q24 plokstelés laikiklio, kuris buvo laikomas
kambario temperatiroje (15-25°C), kad méginiai 10-15 minuciy bty
auSinami kambario temperatiroje.

19. Pereikite prie ,5 protokolo: Procedira su PyroMark Q24“, 26 psl.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5 protokolas: Procediira su PyroMark Q24

Siame protokole aprasytas PyroMark Gold Q24 reagenty paruo$imas ir
sudéjimas j PyroMark Q24 kasete bei procediuros su PyroMark Q24 pradZia ir
pabaiga. Detalesnj aprasyma, kaip nustatyti procediirg, rasite PyroMark Q24
vartotojo vadove.

Svarbios nuorodos pries pradedant

M Ikiproceddrinés informacijos ataskaitoje, kurig rasite meniu , Tools" per
proceduros nustatymg (zZr. ,1 protokolg: PyroMark sistemos procediros
nustatymas®, 15 psl.), pateikta informacija apie tam tikrai proceddrai
reikalingy nukleotidy, fermento ir substrato buferio kiekj.

Ka reikia padaryti pries pradedant
B Jjunkite PyroMark Q24. Elektros jungtukas yra instrumento uzpakalyje.

Procedura

1. |IStirpinkite Saldyto-dZiovinto fermento ir substrato miSinius, kiekvienam
naudodami po 620 pl vandens (tiekiamo H20).

2. Sukiodami Svelniai iSmaisykite buteliuka.
Pastaba: Nesukuriuokite!
Pastaba: Norédami jsitikinti, kad miSinys pilnai iStirpo, 5-10 minuciy
palaikykite jj kambario temperatiaroje (15-25°C). Prie$ pripildydami
PyroMark Q24 kasete, jsitikinkite, kad tirpalas néra drumstas. Jeigu

reagenty tuoj pat nepanaudosite, patalpinkite reagenty buteliukus ant ledo*
arba Saldytuve.

3. Leiskite reagentams ir PyroMark Q24 kasetei pasiekti aplinkos temperatiirg
(20-25°C).
4. Patalpinkite PyroMark Q24 kasete, atsuke etikete j save.

5. Sudékite | PyroMark Q24 kasete atitinkamus nukleotidy, fermento ir
substrato misinius, kaip parodyta 4 pav.

Jsitikinkite, kad i$ pipetés neperkelsite | kasete oro burbuliuky.

* Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg, vienkartines pirstines
ir apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra atitinkamuose Safey Data Sheets (saugos
duomeny lapuose) (SDS), kuriuos gali pateikti produkto tiekéjas.
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Label

4 pav. PyroMark Q24 kasetés vaizdas i$ virSaus. Anotacijos atitinka etikete ant reagenty
buteliuky. Jlasinkite fermento misinj (E), substrato misinj (S) ir nukleotidus (A, T, C, G) pagal
kiekio informacija, pateiktg ikiprocedirinés informacijos ataskaitoje, kurig rasite meniu ,Tools*
per proceduros nustatyma.

6. Atidarykite kasetés voztuvg ir jdékite pripildytg reagento kasete, atsuke
etikete j iSore. Pilnai jstumkite kasete ir stumkite Zemyn.

7. |sitikinkite, kad matosi linija kasetés priekyje, ir uzdarykite voztuva.

8. Atidarykite plokstele laikantj rémg ir patalpinkite plokStele ant kaitinimo
bloko.

9. Uzdarykite plokstele laikantj rémg ir instrumento dangt;.

10. Jdékite USB atmintine (su proceduros failu) j USB jungtj instrumento
priekyje.

Pastaba: NeiSimkite USB atmintinés, kol nesibaigs procedira.

11. Pagrindiniame meniu pasirinkite ,Run® (naudodamiesi « ir ¥ ekrano
mygtukais) ir spauskite ,,OK".

12. Pasirinkite procediros failg, naudodamiesi « ir ¥ ekrano mygtukais.
Pastaba: Norédami pamatyti aplanko turinj, pasirinkite aplankg ir spauskite
~oelect’. Norédami grjzti j ankstesnj vaizda, spauskite ,Back®.

13. Pasirinke proceduros failg, spauskite ,Start®, kad pradétuméte procediira.

14. Kai baigsite procedirg ir instrumentas patvirtins, kad proceddros failas
iSsaugotas USB atmintinéje, spauskite ,,Close”.

15. ISimkite USB atmintine.
16. Atidarykite instrumento dangt;.

17. Atidarykite kasetés voztuvg ir iSimkite reagento kasete, keldami jg aukstyn ir
traukdami lauk.

18. Uzdarykite voztuva.
19. Atidarykite plokstele laikantj réma ir nuimkite plokstele nuo kaitinimo bloko.
20. Uzdarykite plokstele laikantj rémg ir instrumento dangt;.

21. ISmeskite plokstele ir iSvalykite kasete, kaip aprasyta su kasete tiekiamo
produkto lapo instrukcijose.

22. I15analizuokite procedirg pagal ,6 protokolg: PyroMark Q24 procediros
analizé®, 28 psl.
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6 protokolas: PyroMark Q24 proceduros analizé

Siame protokole aprasyta baigtinés KRAS procediros mutacijos analizé
naudojant PyroMark Q24 programine jranga.

Procediira

1. ]dékite USB atmintine su apdorotos procediros failu j kompiuterio USB
jungtj.

2. Perkelkite procediros failg i§ USB atmintinés j norimg vietg kompiuteryje,
naudodami Windows Explorer.

3. Atidarykite proceduros failg PyroMark Q24 programinés jrangos AQ rezimu,
meniu ,File“ pasirinkdami ,,Open® arba du kartus spusteldami failg (G)
trumpuyjy Saukiniy narsykléje.

4. Procedirg galima iSanalizuoti dviem badais. Jeigu naudojate KRAS

jjungiamg ataskaitg, pereikite prie 5 punkto. Jeigu naudojate AQ analizés
integralg j PyroMark Q24, pereikite prie 6 punkto.

Pastaba: Mes primygtinai rekomenduojame rezultaty interpretavimui
naudoti KRAS jjungiamg ataskaitg. KRAS jjungiamg ataskaitg gausite
elektroniniu pastu pyro.plugin@giagen.com. Si ataskaita uztikrins, kad
atitinkamos LOD vertés ir jvairios ,analizuojamos sekos* bus naudojamos
norint automatiskai aptikti visas mutacijas.

5. KRAS jjungiamos ataskaitos naudojimas:

Noredami generuoti ataskaitg, meniu dalyje ,Reports” pasirinkite “AQ Add
On Reports/KRAS” ir “Codon 12 and 13” ar “Codon 61”.

@ PyroMark Q24 2.0.6 - [AQ Run Analysis - G:\\..\100318_KRAS_Primer Test\100318_KRAS_Primertest2]

@ File Tools | Reports | Window Help

3 v ﬁ & k AQ Analysis Statistics
AQ Analysis Results

AQ Pyrogram Report

- AQ Full Report
l AQ Add On Reports ¥ “ KRAS » Codon 12 and 13 I
SNP Analysis Results Codon 61

SNP Pyrogram Report

SNP Full Report v
SNP Overview Report

5 pav. Ekranas AQ Run Analysis.
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Bus automatiskai iSanalizuoti visi Sulinéliai, susije su mutacijomis, kurioms
priskirta LOD, kaip parodyta 8 lenteléje. Rezultatai bus pateikti perzitros
lenteléje (6 pav.), o po to seks detalls rezultatai, j kuriuos jeina pirogramos
ir analizés kokybe.

Summary

NOTE: Only the mutation with the highest frequency is reported.

Al 106506B1 Mutation 28.8 GGT=AGT G128
A2 1090814B Wildtype

A3 11045682 Potential low level mutation 23 GGT=AGT G12S 1\
Ad 110457B2 Wildtype

AS 110462A2 Wildtype

Ab 110486A2 Mutation 24.9 GGT>GCT G12A
A7 111207A2 Mutation 31.6 GGT>GTT G112V
AB 111555A2 Mutation 39.7 GGT=GAT Gl12D
Bl 111565A2 Mutation 37.5 GGT>GAT G12D
B2 111667A2 Mutation 26.7 GGT>GTT G12V
B3 111670A2 Wildtype

'y See detailed results for further explanation.

6 pav. Rezultaty santraukos lentelé

6. AQ analizés naudojimas:

Norédami iSanalizuoti KRAS procedurg ir gauti rezultaty apzvalga,
spustelkite vieng iS mygtuky Analyze.

m Analizuoti visus Sulinélius.
03@ Analizuoti pasirinktg Sulinél].

Analizés rezultatai (aleliy dazniai) ir kokybés vertinimas parodomi vir$
kintamojo padéties pirogramos jraSe. Daugiau detaliy, kaip analizuoti
procedrg, rasite PyroMark Q24 vartotojo vadove.

Norédami generuoti ataskaitg, meniu ,Reports pasirinkite ,AQ Full Report®
arba ,AQ Analysis Results".

Pastaba: Dazniausios KRAS mutacijos randamos ties 35 nukleotidu (antra
12 kodono baze). Todél standartiné analizuojama seka ,Sequence to
Analyze®, nurodyta analizés nustatyme, yra skirta Sios padéties mutacijoms
(Zr. A prieda, 44 psl.). Jeigu | méginj jeina 34 nukleotido mutacija (pirma 12
kodono bazé), galima pakeisti analizuojamg seka, kad baty iSanalizuota ir
mutacijos blsena Sioje padétyje, kaip aprasyta A priede. PanaSiai galima
pakeisti KRAS 61 kodono bandymo analizuojamg seka, kaip aprasyta A
priede.

Atnaujintus mutacijos daznius Zmogaus KRAS gene, 12/13 ir 16 kodone,
internetu pateikia Sanger institutas
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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Pastaba: Jeigu norite gauti patikimus rezultatus, mes rekomenduojame, kad
vienos virstunés aukstis virSyty 30 RLU. Nustatykite 30 RLU bandymo
nustatyme kaip ,reikiamg tinkamos kokybés virSunés aukstj“ (zr. PyroMark
Q24 vartotojo vadovg ir A priedg).

Pastaba: Ataskaita ,AQ Analysis Results“ turi bati naudojama aleliy kiekio
nustatymo dokumentavimui ir interpretavimui. Pirogramoje pateikiami
skaiciai suapvalinami ir nerodo tikslaus kiekio nustatymo.

Pastaba: Pirogramg visada reikia palyginti su histograma, ir jis galite jg
pamatyti spusteléje desinj pelés klavisg lange Pyrogram. ISmatuotos
virSuneés turi deréti prie histogramos juosty aukscio.

Pakartotiné méginiy, kuriuose neaptikta mutacija 35 nukleotide (12 kodone)
arba 183 nukleotide (61 kodone) standartiné ,Sequence to Analyze“ arba
pateiktas kokybés vertinimas ,Check” ar ,Failed”, analizé.

Mes primygtinai rekomenduojame peranalizuoti visus meéginius, kuriuose
neaptikote mutacijos su standartine ,Sequence to Analyze®, bei tokius
méginius, kuriems pateiktas kokybés vertinimas ,Check® arba ,Failed*.
Kokybés vertinimas ,Check® arba ,Failed” gali rodyti mutacijg kitoje
padétyje, o ne 35 ar 183 nukleotide, todél nuorodinése vietose gali atsirasti
nukrypimai nuo virStniy aukscio.

Norédami peranalizuoti ir skirti démesj 34 nukleotido mutacijoms, eikite j
»2Analysis Setup® ir pakeiskite ,Sequence to Analyze®i§ GNTGRCGTAGGC |
NGTGRCGTAGGC. Kai pasirodys langas ,Apply Analysis Setup®,
spustelkite ,Apply“, o po to ,To All*

Norédami peranalizuoti ir skirti démesj 183 nukleotido mutacijoms (antrai 61
kodono padéciai), pakeiskite 61 kodono bandymo “Sequence to Analyze”
Sig sekg: CTCTHGACCTG

Norédami peranalizuoti ir skirti démesj 181 nukleotido mutacijoms (pirmai
61 kodono padéciai), pakeiskite 61 kodono bandymo “Sequence to
Analyze” j Sig sekg: CTCTTSACCTG

Pastaba: Pakeite ,Sequence to Analyze®, jsitikinkite, kad pavienés virsSinés
riba nustatyta ant 30 RLU.

Pastaba: Jeigu iSmatuotos virStinés nedera prie histogramos juosty aukscio
ir to negalima paaiskinti retomis ar netikétomis mutacijomis, rezultatas
netinka mutacijos blsenos apsprendimui. Rekomenduojama i$ naujo
iSanalizuoti megin;.
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Rezultaty interpretavimas

Analizés rezultaty interpretavimas ir zemo lygio mutacijy
aptikimas

Primygtinai rekomenduojama palyginimui ir kaip foniniy lygiy kontrole jtraukti j
kiekvieng procedirg nedenatlruotg kontroling DNR. ISmatuotas kontrolinio
méginio daznis turi bati Zemesnis ar lygus tusc€io Sulinélio ribai (LOB).

Visus méginius reikia istirti rySium su aptikimo riba (LOD, Zr. 8 lentele) ir
interpretuoti tokiu badu.

B Mutacijos daznis < LOD: neapibréztas tipas

B Mutacijos daznis 2 LOD ir < LOD + 3 proc. vnt.: potenciali Zemo lygio
mutacija
Pastaba: Jeigu naudojate jjungiamg ataskaitg (zr. ,6 protokolo: PyroMark
Q24 proceddros analizé®, 28 psl., 5 punktg) ir taip nutinka, bus iSleistas
perspéjimas.

Méginiai, kuriuose praneSama potenciali zemo lygio mutacija, turi bati
laikomi teigiamais mutacijos atzvilgiu tik tokiu atveju, jeigu ji patvirtinama
peranalizuojant juos dviem egzemplioriais kartu su meginiu su
nedenatdruota kontroline DNR. Abiejy dublikaty rezultatas turi bati = LOD
ir skirtis nuo kontrolinio meéginio. PrieSingu atveju meéginys bus laikomas
neapibrézto tipo méginiu.

B Mutacijos daznis > LOD + 3 proc. vnt.: mutacija
Jeigu naudojate KRAS jjungiamg ataskaitg, tai atliekama automatiskai.

Pastaba: Rezultaty interpretavimui rekomenduojama naudoti KRAS jjungiamg
ataskaitg. Norint geriau iStirti méginius, kuriuose praneSama potenciali Zemo
lygio mutacija, mes rekomenduojame papildomai iSanalizuoti méginj rankiniu
bddu su taikomagja programine jranga (pvz., norint palyginti kontrolinio meéginio
mutacinj daznj).

Pastaba: ISmatuotas didesnis nei LOB kontrolinio méginio daznis rodo, kad tos
proceddros fono lygis yra aukstesnis nei jprastinis, kas gali paveikti aleliy kiekio
nustatymag, ypa€ zemos mutacijos lygiams. Tokiu atveju intervale nuo LOB iki
LOD + 3 proc. vnt. iSmatuoti dazniai (8 lentelé) negali bati naudojami mutacijos
bdsenos apsprendimui. Rekomenduojama peranalizuoti méginius su potencialia
Zemo lygio mutacija.

Pastaba: KRAS jjungiamos ataskaitos algoritmas buvo naudojamas LOB ir LOD
duomeny generavimui. Rankiné analize, atliekama naudojant PyroMark
taikomajg programine jranga, kaip aprasyta 6 protokole (28 psl.), gali parodyti
truputj kitokias vertes.

Pastaba: Norint nuspresti, kaip gydyti véziu sergancius pacientus, negalima
remtis tik KRAS mutacijos bldsena.
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8 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatyti LOB ir LOD

Nukleino LOB LOD

ragsties Aminorugsties proc. (proc. COSMIC ID*
pakaitalas pakaitalas vnt.) vnt.) (V42)
12 kodonas (GGT)

GAT G12D 0.6 2.2 521
GTT G12V 0.0 1.0 (7)f 520
TGT G12C 0.5 2.1 516
AGT G12S 0.4 1.9 517
GCT G12A 0.7 2.3 522
CGT G12R 0.3 1.8 518
13 kodonas (GGC)

GAC G13D 0.3 1.9 532
61 kodonas (CAA), istirtas atvirkStine kryptimi (TTG)

GTG Q61H 0.8 2.8 554
TAG Q61L 1.2 3.1 553
TCG Q61R 1.6 3.5 552
ATG Q61H 0.7 2.6 555
TTC Q61E 1.2 3.1 550

* Somatiniy vézio mutacijy katalogas, kurj rasite Sanger instituto tinklalapyje
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Zemiausias mutacijos lygis méginyje, gautas kaip i$matuotas daznis >LOD.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Pavyzdiniai rezultatai, gauti naudojant AQ analize, jtraukta j PyroMark Q24
Pavyzdiniai pirogramos rezultatai parodyti 7-11 pav.
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9 pav. Pirogramos jrasas, gautas po méginiy analizés su GGT - GAT mutacija 12 kodono 2
bazéje (35 nukleotidg rodo rodyklé).
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10 pav. Pirogramos jrasas, gautas po meginiy analizés su GGT - GAT mutacija 12 kodono 1
bazéje (34 nukleotidg rodo rodyklé) su “Sequence to Analyze” GNTGRCGTAGGC, nukreipta |
12 kodono 2 baze (35 nukleotidg). Geltona spalva rodo, kad Sis nukleotidas netikétas ir turi
bati patikrintas.

A: 1%
G: 99%
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11 pav. Pirogramos jraSas ir rezultatas, gautas po pakartotinés 10 pav. méginio analizés. Mutacija
GGT - TGT buvo peranalizuota su “Sequence to Analyze” NGTGRCGTAGGC, nukreipta j 12
kodono 1 baze (34 nukleotidg).
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Trik€iy sSalinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali biiti naudingas sprendziant bet kokias
iSkylanc€ias problemas. Daugiau informacijos rasite musy techninés pagalbos
centro puslapyje ,Daznai uzduodami klausimai®:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. The scientists in QIAGEN techninés
pagalbos mokslininkams visada malonu atsakyti j bet kokius jusy uzduodamus
klausimus apie Sio vadovo informacijg ir protokolus arba méginiy ir bandymy
technologijas (kontaktine informacijg rasite uzpakaliniame virSelyje arba
apsilanke www.giagen.com).

Pastaba: Bendrg instrumento trikCiy Salinimg rasite PyroMark Q24 vartotojo
vadove.

Komentarai ir pasitlymai

Signalai neSabloninéje kontroléje (neigiamoje kontroléje)

a) Trikdziai Sulinéliuose Signalas i$ vieno Sulinélio aptinkamas
gretimame Sulinélyje. Stenkités nedéti aukstg
intensyvumg skleidZianCiy méginiy Salia
nesabloniniy kontroliniy Sulinéliy.

b) PGR uzterSimas Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais.
Laikykite ir iStraukite tokias medziagas kaip
méginiai kontrolés ir amplikonai atskirai nuo
PCR reagenty.

Bloga arba netikéta seka

a) Zemos kokybeés Zemos kokybés genominés DNR gali sugadinti
genominés DNR PGR. Analizuokite PGR meéginius, taikydami
elektroforezés technikg (pvz., QlAxcel® System
arba agarozés gelio elektroforeze)

Rezultatas “Check” arba “failed”

a) Zemas virsinés Esant apdorojimo klaidoms per PGR nustatymg
aukstis ar meéginiy paruosimg prieS Pyrosequencing,
gali susiformuoti Zemos virsanés. Reguliariai
atlikite filtravimo zondy funkcinj testa, kaip
apraSyta PyroMark Q24 vartotojo vadove, ir
keiskite filtravimo zondus, kaip nurodyta.

Jeigu atsiranda perspéjimas “Check”, atidziai
palyginkite pirogramg su histograma, kuri
pasirodys spusteléjus desinj pelés klaviSg
pirogramos lange. Jeigu iSmatuotos vir§ineés
dera prie histogramos juosty aukscio, rezultatas
yra galiojantis. PrieSingu atveju
rekomenduojama peranalizuoti megin;.
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Komentarai ir pasitlymai

b) “Sequence to Analyse”
nenustatyta mutacija

c) Netikétai reta mutacija

d) Auksto virStnés
aukscio nukrypimo
histograma, kuri
perspéja apie
paskirstymg

Aukstas fonas

a) Neteisingas nukleotidy
laikymas

b) Trumpas méginiy
auSinimo laikas pries
Pyrosequencing
analize

c) Kasetés uzterSimas

Bandymo nustatyme pritaikykite analizuojamg
sekg (zr. A prieda, 44 psl.) ir peranalizuokite
procedira.

Kokybés vertinimas “Check” arba “Failed” gali
atsirasti dél netikéto virslniy pavyzdzio. Tai gali
rodyti netikétg mutacijg, kurios neiSanalizuoja
jjlungiama ataskaita. Siuos méginius galima
analizuoti rankiniu badu, naudojant PyroMark
Q24 programing jrangg ir atsizvelgiant |
netikétas mutacijas.

Pirograma reikia atidziai palyginti su histograma,
kuri pasirodys spusteléjus desinj pelés klavisg
pirogramos lange. Jeigu iSmatuotos virStinés
nedera prie histogramos juosty aukscio ir negali
bati paaiskinamos retomis mutacijomis,
rekomenduojama peranalizuoti mégin;.

Laikykite nukleotidus 2—8°C. Jeigu laikysite nuo
—15 iki —=30°C, gali padidéti fonas.

10-15 minuciy laikykite méginius ant PyroMark
Q24 plokstelés laikiklio kambario temperataroje.
Netrumpinkite ausinimo laiko.

AtidZiai iSvalykite kasete, kaip aprasyta produkto
lape. Laikykite kasete saugomg nuo Sviesos ir
dulkiy.

Néra signaly teigiamoje kontroléje (nedenatiruotoje kontrolinéje DNR)

a) Fermento ar substrato
misinio nepakanka
visiems Sulinéliams

b) Reagentai neteisingai
laikomi ar skiedziami

c) Nepakankamas
HotStarTaq DNA
polimerazes
aktyvavimas

36

|sitikinkite, kad pripildéte PyroMark Q24 kasete,
kaip nurodyta meniu “Tools* “Pre Run
Information”.

Paruoskite PyroMark Q24 Gold reagentus pagal
Su reagentais tiekiamas instrukcijas.

HotStarTaq DNA polimerazei PyroMark PGR
pagrindiniame miSinyje reikalingas 15 minuciy
trunkantis aktyvavimo veiksmas prie 95°C.
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Komentarai ir pasitlymai

d) PCR ar méginio Apdorojimo klaidos per PGR nustatymg, PGR
paruosimo klaida ciklo atlikimo prietaiso programavimg ar méginiy

paruosima prie$ Pirosekvenavimg gali
nepasireiksti jokiais signalais. Atlikite filtravimo
zondy funkcinj testa, kaip apraSyta PyroMark
Q24 vartotojo vadove, ir keiskite filtravimo
zondus, kaip nurodyta. Pakartokite PGR ir
Pirosekvenavimo analize.

Kokybeés kontrolé

Pagal QIAGEN ISO sertifikuotg kokybés valdymo sistemg kiekviena
therascreen KRAS Pyro rinkinio partija yra testuojama pagal i$ anksto
nustatytas specifikacijas, kad buty uztikrinta pastovi produkto kokybé.

Apribojimai
Bet kokie generuojami rezultatai turi bati interpretuojami kartu su kitais
klinikiniais ar laboratoriniais rezultatais.

Vartotojas atsakingas uz tai, kad patvirtinty sistemos veikimg su bet kokiomis
laboratorijoje naudojamomis procediromis, kurios nejeina j QIAGEN veikimo

studijas.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Veikimo charakteristikos

Tuscio sulinélio ir detekcijos aptikimo riba

TuscCio Sulinélio riba (LOB) ir aptikimo riba (LOD) buvo nustatytos daugeliui
mutacijy naudojant plazmidy miSinius (9 lentele). LOB ir LOD buvo nustatytos
pagal Klinikiniy ir laboratoriniy standarty instituto (CLSI) EP17-A potvarkio
»2Aptikimo riby ir kiekio apskaicCiavimo riby nustatymo protokolas; patvirtintas
potvarkis“ rekomendacijas. a ir B klaidos (atitinkamai klaidingi teigiami ir
klaidingi neigiami rezultatai) buvo nustatytos iki 5 proc.

LOB vertés rei$kia iSmatuotg daznj, gautg su neapibrézto tipo méginiu. LOD
vertés reiSkia Zemiausig signalg (iSmatuotg daznj), kurj galima traktuoti kaip
teigiamg tam tikros mutacijos atzvilgiu.

GGT - GTT mutacija 12 kodone

Esant Siai mutacijai, tus€io Sulinélio matavimai buvo nuosekliai artimi O proc.
vienety (n=72), todél pasiektas negausinis pasiskirstymas. Todél LOD buvo
nustatyta naudojant kitokj metodg ir remiantis CLSI EP17-A potvarkio
rekomendacijomis. Zemiausias signalas, rodantis mutacijos buvimg (LOD) $iose
padeétyse, buvo nustatytas 1 proc. vnt., esantis aiskiai virs atitinkamo 0 proc.
vnt. iSeities tasko lygio (LOB). Analizuojant méginj, kurj mutacijos lygis 7 proc.,
95 proc. rezultaty (n — 89) parodé signalg, kurj galima laikyti teigiamu (= LOD,
t.y., =1 proc. vnt.).
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9 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatyti LOB ir LOD

Nukleino

rugsties Amionrugsties LOB LOD COSMIC
pakaitalas pakaitalas (proc. vnt.)  (proc.vnt.) ID* (V42)
12 kodonas (GGT)

GAT G12D 0.6 2.2 521
GTT G12V 0.0 1.0 (7)f 520
TGT G12C 0.5 2.1 516
AGT G12S 0.4 1.9 517
GCT G12A 0.7 2.3 522
CGT G12R 0.3 1.8 518
13 kodonas (GGC)

GAC G13D 0.3 1.9 532
61 kodonas (CAA), istirtas prieSinga kryptimi (TTG)

GTG Q61H 0.8 2.8 554
TAG Q61L 1.2 3.1 553
TCG Q61R 1.6 3.5 552
ATG Q61H 0.7 2.6 555
TTC Q61E 1.2 3.1 550

* Somatiniy vézio mutacijy katalogas, kurj rasite Sanger instituto tinklalapyje
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Zemiausias mutacijos lygis méginyje, gautas kaip i§matuotas daznis >LOD.

Pastaba: Sios vertés buvo nustatytos remiantis proceddromis, kai plazmidy
miSiniai su neapibrézto tipo ar atitinkama mutacine seka buvo naudojami kaip
PCR iSplétojimo Sablonas.

Pastaba: KRAS jjungiamos ataskaitos algoritmas buvo naudojamas LOB ir LOD
duomeny generavimui. Rankiné analizé, atliekama naudojant PyroMark
taikomajg programine jranga, kaip aprasyta 6 protokole (28 psl.), gali parodyti
truputj kitokias vertes.

Pastaba: Rekomenduojama metodo veikimg patikrinti laboratorijoje.
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LinijiSkumas

LinijiSkumas buvo iSmatuotas pagal CLSI potvarkj EP6-A “Kiekybinio matavimo
procedary linijiSkumo vertinimas: statistinis metodas; patvirtintas potvarkis”.
NeapibréZzto tipo ir mutacines sekas turintys plazmidai buvo sumaisyti tokiomis
proporcijomis, kad baty gauti Sie mutacijos lygiai: 0, 12.5, 25, 37.5 ir 50%.
Keturi miSiniy kartotiniai buvo iSdéstyti atsitiktiniu pavyzdziu ant plokstelés ir
iSanalizuoti. Mutacijos GGT - TGT 12 kodone rezultatai buvo iSanalizuoti su
Analyse-it® programine jranga v2.04 (Analyse-it Software, Ltd., UK) ir yra
parodyti 12 pav.

60 -
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N
o
1
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w
o

20 o

0 10 20 30 40 50 60
Expected (%)

12 pav. Mutacijos GGT - TGT 12 kodone linijiSkumas.

Visas atkartojimas buvo 1.64 proc. vnt., o rezultatai buvo linijiniai leistiname 3
proc. vnt. nelinijiSkume. Panasis rezultatai buvo gauti su mutacija GGC - GAC

13 kodone.

Tarpinis preciziSkumas

Mutacijos GGT = TGT 12 kodone linijiSkumo nustatymg pakartojo 3 operatoriai
3 skirtingomis dienomis, naudodami skirtingas PyroMark Q24 instrumenty ir
reagenty kombinacijas. 3 procedury rezultatai parodyti 12 lenteléje.
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12 lentelé. Tarpinis preciziSkumas*

% 1 procedira 2 procedira 3 proceddra Santrauka
mutaves

plazmidas’ Vidurkis SD Vidurkis SD Vidurkis SD Vidurkis 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

* Visos vertés pateiktos proc. vnt. SD: standartinis nuokrypis.
T Paremta OD.g matavimu.

Todél tarpinio preciziSkumo (SD) vertés buvo 0.6—2.0 proc. vnt. iSmatuotame 0—
50% mutacijos lygio intervale.

Diagnostinis vertinimas

therascreen KRAS Pyro rinkinys buvo jvertintas palyginus su DxS KRAS
mutacijos rinkiniu. DNR buvo iStrauktos i 100 formalinu uzfiksuoty, parafine
jtvirtinty (FFPE) perspektyvinio kolorektalinio vézio augliy meéginiy ir buvo
iSanalizuotos 12 ir 13 kodony mutacijos.

Testuojamos DNR buvo izoliuotos naudojant EZ1 DNR audinio rinkinj, o analizé
buvo atlikta su therascreen KRAS Pyro rinkiniu PyroMark Q24 ir su DxS KRAS
mutacijos rinkiniu ABI PRISM® 7900HT SDS.

IS 100 iSanalizuoty meginiy mutaciné bisena buvo nustatyta su 91 meginiu
naudojant DxS KRAS mutacijos rinkinj. Naudojant therascreen KRAS Pyro
rinkinj, pavyko nustatyti 94 méginiy mutacine bulsenag.

Neskaitant méginiy, kuriy nepavyko iSanalizuoti su vienu ar abiem rinkiniais,
therascreen KRAS Pyro rinkinio ir DxS KRAS mutacijos rinkinio rezultatai
sutapo 100 proc.

therascreen KRAS Pyro rinkinio diagnostinis jautrumas buvo 100 proc., o
diagnostinis specifiSkumas taip pat 100 proc. (13 lentelé).

therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovas 03/2015 41



13 lentelé. 12 ir 13 kodony iSanalizuoty perspektyviniy kolorektalinio vézio
augliy méginiy rezultatai

DxS KRAS mutacijos rinkinys
Mutantas Neapibrézto Nezinomas Viso
tipo

Mutantas 33 0 1 34

therascreen Neapibrésto
KRAS Pyro P 0 57 3 60

O tipo
rinkinys

Nezinomas 0 1 5 6
Viso 33 58 9 100

61 kodono analizé

Tie patys 100 méginiy buvo iSanalizuoti ieSkant 61 kodono mutacijy ir naudojant
therascreen KRAS Pyro rinkinj. Tiriant 61 kodong, tik vieno meéginio kokybés
vertinimas nepavyko. Sio méginio nepavyko i$analizuoti ir su therascreen KRAS
Pyro rinkiniu bei DxS bandymais rySium su 12 ir 13 kodonu, kas rodo, kad DNR
kokybé buvo prasta. Aukstesnis 61 kodono bandymo sékmés intervalas rodo,
kad jis yra maziau priklausomas nuo DNR kokybés negu therascreen KRAS
Pyro rinkinys ir 12 bei 13 kodony DxS bandymai. Kadangi DxS bandymas
netestuoja 61 kodono mutacijy, tiesiogiai palyginti bandymy nejmanoma.

61 kodono mutacijos buvo aptiktos 4 iS 99 meginiy. Trijose 61 kodono mutacijos
buvo daznos (CAC, CAT, CTA), o ketvirtas méginys pasizymejo tiek 60 kodono
(GGT>GGA), tiek 61 kodono (CAA->AAA) mutacijomis.

Pastaba: Visose procedirose, naudotose veikimo charakteristiky nustatymui,
signalas virsijo 60 RLU, kuris jprastai yra gaunamas i$ 10 ng DNR, izoliuoty i$
formalinu uzfiksuoto, parafine jtvirtinto (FFPE) audinio.

Nuorodos

QIAGEN palaiko didele, Siuolaikine internetine moksliniy publikacijy duomeny
baze apie QIAGEN produktus. ISsamios paieSkos galimybeés leidzia jums rasti
reikiamus straipsnius paprascCiausiai ieSkant pagal raktazodZius arba
specifikuojant programa, tyrimy sritj, pavadinimg ir t.t.

Jeigu jums reikalingas visas nuorody sgrasas, apsilankykite QIAGEN
internetinéje nuorodinéje bazéje www.qgiagen.com/RefDB/search.asp arba
susisiekite su QIAGEN technine pagalba ar savo vietiniu platintoju.
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Simboliali

i; Reagenty pakanka <N> testams

<N>
g Sunaudokite iki
IVD In vitro diagnostinis medicininis produktas

REF Katalogo numeris

Partijos numeris

MAT MedZzZiagos numeris

comp| Komponentai

CONT| JeinanCios medziagos

NUM Numeris

GTIN Visuotinis prekinio vieneto numeris
Temperatiros apribojimas
Gamintojas

Perskaitykite naudojimo instrukcijas

SR

Kontaktiné informacija

Jeigu jums reikalinga techniné pagalba ir daugiau informacijos, prasom kreiptis |
musy techninés pagalbos centrg www.giagen.com/Support arba skambinti |
vieng iS5 QIAGEN techninés pagalbos skyriy ar vietiniams platintojams (Zr.
uzpakalinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com)
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A priedas: therascreen KRAS Pyro bandymy
nustatymas

Jeigu instaliuota KRAS jjungiama ataskaita, PyroMark Q24 programinéje
jrangoje, takelyje ,Example Files/Pyro Mark Setups/KRAS", rasite i§ anksto
sudarytus bandymo nustatymus, skirtus 12 ir 13 bei 61 kodonams. Tolesniy
veiksmy nebereikia atlikti. KRAS jjungiamg ataskaitg gausite kreipesi
elektroniniu pastu pyro.plugin@giagen.com.

Mes primygtinai rekomenduojame per rankine analize naudoti KRAS jjungiamg
ataskaitg. Prie ,Sequence to Analyze® negalima rankiniu badu pridéti
kompleksiniy mutacijy ir jos turi bati analizuojamos su jjungiama ataskaita.
Instaliave jjungiamg ataskaitg arba kiekvieng kartg, kai instaliuojate naujg
programineg jrangg ar atnaujinate jg kompiuteryje, reikia patikrinti, ar jjungiama
ataskaita tiksliai veikia, kaip aprasyta KRAS jjungiamos ataskaitos trumpame
vadove.

Jeigu KRAS jjungiama ataskaita neinstaliuota, prie$ pirmg kartg paleidZiant
therascreen KRAS Pyro bandyma, reikia rankiniu budu nustatyti bandymo faila.
Nustatykite bandymg KRAS 12 ir 13 kodonui bei 61 kodonui, naudodami
PyroMark Q24 programine jranga, kaip aprasyta Zemiau.

Procediira

KRAS 12 ir 13 kodonai

1. Jrankiy juostoje = spustelkite ir pasirinkite “New AQ Assay’.

2. “Sequence to Analyze” iSspausdinkite tokig seka.
GNTGRCGTAGGC
Pastaba: DaZniausios 12 kodono mutacijos bus aptiktos 35 nukleotide (2
padétyje), naudojant Sig “sequence to Analyze”. Norédami iSanalizuoti, ar
34 nukleotide (pirmoje padétyje) yra mutacijy, pakeiskite “Sequence to
Analyze” j tokig seka.
NGTGRCGTAGGC

Pastaba: |sitikinkite, kad atskiros virsinés aukscio riba nustatyta 30 RLU.
3. Rankiniu bldu jveskite tokig “Dispensation Order”.

TACGACTCAGATCGTAG
1TAc!Ac!cA!A+!—!—!—!lG
5 10 15

13 pav. 12 kodono (35 nukleotido) ir 13 kodono (38 nukleotido) histograma su “Sequence to
Analyze” GNTGRCGTAGGC.
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14 pav. 12 kodono (34 nukleotido) ir 13 kodono (38 nukleotido) histograma su “Sequence to
Analyze” NGTGRCGTAGGC.

4. Spustelkite stulpelj ,Analysis Parameters® ir padidinkite ,Peak Height
Threshold — Required peak height for Passed quality:“ iki 30.

5. Jrankiy juostoje spustelkite id ir iSsaugokite bandyma kaip “KRAScodon
12+13".

KRAS 61 kodonas

6. Jrankiy juostoje = spustelkite ir pasirinkite “New AQ Assay’.

7. Sequence to Analyze” iSspausdinkite tokig seka.
CTCDTGACCTG

Dazniausios 61 kodono mutacijos bus aptiktos 182 nukleotide (3 padétyje),
naudojant Sig “sequence to Analyze”. Norédami iSanalizuoti, ar 34
nukleotide (antroje padétyje) yra mutacijy, pakeiskite “Sequence to Analyze”
] tokig sekag

CTCTHGACCTG

Norédami iSanalizuoti, ar 181 nukleotide (pirmoje padétyje) yra mutacijy,
pakeiskite “Sequence to Analyze” j Sig seka.
CTCTTSACCTG

Pastaba: |sitikinkite, kad atskiros virsinés aukscio riba nustatyta 30 RLU.
8. Rankiniu bldu jveskite tokig “Dispensation Order”.

GCTCAGTCAGACT
LLLI . e LIll
5 10

15 pav. 61 kodono (183 nukleotido) histograma su “Sequence to Analyze” CTCDTGACCTG.

] G C T C A G T C A G A C

a T
5 10

16 pav. 61 kodono (182 nukleotido) histograma su “Sequence to Analyze” CTCTHGACCTG.
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17 pav. 61 kodono (182 nukleotido) histograma su “Sequence to Analyze” CTCTTSACCTG.

9. Spustelkite stulpelj ,Analysis Parameters” ir padidinkite ,Peak Height
Threshold — Required peak height for Passed quality:“ iki 30.

10. Jrankiy juostoje spustelkite H ir iSsaugokite bandymg kaip “KRAScodon 61”.
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B priedas: Atlieky indo ir lataky istustinimas

WARNING | Pavojingi chemikalai

Su vakuumine darbo vieta naudojamame denattravimo tirpale
yra natrio hidroksido, kuris dirgina akis ir oda.

Visada dévékite apsauginius akinius, pirstines ir laboratorinj

chalata.
Atsakingas asmuo (pvz., laboratorijos vadovas) turi imtis reikiamy
priemoniy ir uztikrinti, kad supanti darbiné aplinka baty saugi, o
instrumento operatoriaus nepakenks pavojingi nuodingy
(cheminiy ar biologiniy) substancijy lygiai, kaip nurodyta
atitinkamuose medziagos saugumo duomeny lapuose (SDS)
arba OSHA*, ACGIHT ar COSHH1 dokumentuose.
ISvédinti dimus ir iSmesti atliekas reikia laikantis visy
nacionaliniy, valstybiniy ir vietiniy sveikatos ir saugumo
reikalavimy bei jstatymuy.

* OSHA: Profesinio saugumo ir sveikatos administracija (Jungtinés Amerikos Valstijos)
TACGIH: Amerikos vyriausybés sveikatos higienisty konferencija (Jungtinés Amerikos
Valstijos)

TCOSHH: Sveikatai pavojingy substancijy kontrolé (Jungtiné Karalysté)

Batinai laikykités federaliniy, valstybiniy ir vietiniy aplinkos reikalavimuy,
nustatyty laboratoriniy atlieky iSmetimui.

Svarbi nuoroda pries pradedant

B Per §j protokolg reikalingas labai Svarus vanduo (Milli-Q 18.2 MQ x cm,
www.millipore.com arba jo atitikmuo).

Procedura
1. |sitikinkite, kad j vakuuminj jrankj netiekiamas vakuumas. Jsitikinkite, kad
vakuumas uzdarytas (j padétj Off), o vakuuminé pompa i$jungta.
2. ISpilkite latakuose likusius tirpalus.
ISskalaukite latakus su labai Svariu vandeniu arba prireikus pakeiskite juos.
4. |Stustinkite atlieky inda.
Pastaba: Gaubtukg galima nuimti ir neatjungus vamzdelio.

w

5. Jeigu reikia iSvalyti vakuumine darbo vietg (pvz., esant dulkéms ar
iSsipylusiems liku¢iams), laikykités instrukcijy, aprasyty PyroMark Q24
vartotojo vadove.
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Uzsakymy informacija

Produktas Turinys Katalogo

nr.
therascreen KRAS 24 reakcijoms su PyroMark Q24 971460
Pyro Kit (24) sistemomis: sekos nustatymo

pradmenimis, PCR pradmenimis,
nedenattruotomis kontrolés DNR,
PyroMark PCR pagrindiniu miSiniu,
CoralLoad koncentratu, PyroMark
riSamuoju buferiu, PyroMark
atkaitinimo buferiu, PyroMark
denatdravimo tirpalu, PyroMark
plovimo buferiu, fermento misiniu,
substrato misSiniu, dATP[S, dCTP,
dGTP, dTTP ir H,O

PyroMark Q24 MDx Seka pagrjsta aptikimo platforma, 9001513
skirta 24 méginiy lygiagreCiam
Pyrosequencing

PyroMark Q24 Seka pagrjsta aptikimo platforma, 9001514
skirta 24 méginiy lygiagreCiam
Pyrosequencing

PyroMark Q24 MDx Vakuuminé darbo vieta (220 V), skirta  9001517*
Vacuum Workstation* 24 méginiy lygiagreCiam paruoSimui i$ 90015151
PCR produkto j vienos vijos $ablong

PyroMark Q24 Vacuum Vakuuminé darbo vieta (220 V), skirta 9001518

Workstation 24 meéginiy lygiagre€iam paruosSimui i$

PCR produkto | vienos vijos Sablong
PyroMark Q24 MDx Taikomoji programiné jranga 9019063
Software
PyroMark Q24 Analizavimo programine jranga 9019062
Software
Priedai

PyroMark Q24 Plate 24 Sulinéliy sekos nustatymo reakcijos 979301
(100) plokstelé

PyroMark Q24 Kasetés nukleotidy ir reagenty 979302
Cartridge (3) paskirstymui

* Tik Jungtinéje Karalystéje
T Kitose pasaulio alyse
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Produktas Turinys Katalogo

nr.
PyroMark Vacuum Daugkartiniai PyroMark vakuumineés 979010
Prep Filter Probe (100) darbo vietos Q96 ir Q24 filtravimo

zondai
PyroMark Control Oligo Sistemos instaliavimo patikrinimui 979303
PyroMark Q24 Sistemos veikimo patvirtinimui 979304
Validation Oligo
Susije produktai
QIAamp DNA FFPE 50 DNR paruosimy: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® stulpeliai, proteinazeé K,

buferiai, paémimo mégintuvéliai (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Kit 48 paruoSimams: reagenty kasetés 953034
(48) (audinio), vienkartiniai filtry antgaliai,

vienkartiniai filtry laikikliai, méginiy

mégintuvéliai (2 ml), iSplovimo

mégintuvéliai (1.5 ml), buferis G2,

proteinazé K
QIAamp DSP DNA 50 paruoSimy: QlAamp mini sukimo 61104

Blood Mini Kit stulpeliai, buferiai, reagentai,
meégintuveéliai, vakuumines jungtys

Naujausig licencijavimo informacijg ir su produktais susijusius atsakomybés
atsisakymus rasite atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove ar vartotojo vadove.
QIAGEN rinkinio vadovus ir vartotojo vadovus rasite www.giagen.com arba
galite uzsisakyti iS QIAGEN techninés pagalbos ar savo vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tuscias
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Skirta Sioms Salims:

|SIGIJUSIAM §] PRODUKTA PIRKEJUI LEIDZIAMA NAUDOTI J] DIAGNOSTINIY PASLAUGY TEIKIMUI PER ZMONIY IN VITRO
DIAGNOSTINES PROCEDURAS. SIS DOKUMENTAS NESUTEIKIA JOKIOS RUSIES BENDRO PATENTO AR KITOS LICENCIJOS, BET TIK
SPECIALIA TEISE NAUDOTIS PIRKINIU.

Prekés Zenklai: QIAGEN®, QlAamp®, QIAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1°, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Life Technologies Corporation); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q®
(Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); ); Variomag® (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Ribotos atsakomybés sutartis

Sio produkto naudojimas reigkia, kad therascreen KRAS Pyro rinkinio pirkéjas ar vartotojas sutinka su Siomis sglygomis:

1. therascreen KRAS Pyro rinkinys gali bati naudojamas tik su therascreen KRAS Pyro rinkinio vadovu ir tik su j §j rinkinj jeinanciais
komponentais. Turédami intelektualing nuosavybe, QIAGEN neleidzia naudoti ar jdiegti j prie Sio rinkinio pridedamus komponentus kity
komponenty, kurie nejeina j §j rinkinj, kaip aprasyta therascreen KRAS Pyro rinkinio vadove ir papildomuose protokoluose, kuriuos rasite
www.giagen.com.

2. QIAGEN nesuteikia jokios garantijos, kad $is rinkinys ir/ar jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisés, iSskyrus aiSkiai apibadinta licencija.

3. Sis rinkinys ir jo komponentai yra licencijuoti vienkartiniam naudojimui ir jy negalima naudoti pakartotinai, atnaujinti ar perparduoti.

4. QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity aiskiy ar turimy omenyje licencijy, iSskyrus aiSkiai apibadintgsias.

5. Rinkinio pirkéjas ir vartotojas sutinka neatlikti tokiy veiksmy, kurie skatinty ar palengvinty auksciau aprasytus draudziamus veiksmus, ir neleisti
ju atlikti kitiems. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios ribotos atsakomybés sutarties draudimus bet kokiame teisme ir atgauti visas tyrimo bei teismo
iSlaidas, jskaitant mokescius teisininkams, priverstinj ribotos atsakomybés sutarties vykdymg ir intelektualinés nuosavybés teises, susijusias su
rinkiniu ir/ar jo komponentais.

Atnaujintas licencijos saglygas rasite www.giagen.com.

©2015. QIAGEN, visos teisés saugomos.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = 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 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

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

ltaly = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

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

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

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

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

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

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

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

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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