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Intended Use

therascreen RAS Extension Pyro Kit, insan KRAS onkojeninin 59, 61, 117
ve 146 kodonlarinda ve insan NRAS onkojeninin 12, 13, 59, 61, 117 ve 146 kodonlarinda
bulunan mutasyonlarin  kantitatif olarak saptanmasinda  kullanilan  Pyrosequencing®
teknolojisine dayanan, formalinle fikse edilmis, parafine gémilmis (FFPE) metastatik
kolorektal kanser (mCRC) tumér dokusu &rneklerinden alinmig DNA kullanan bir in vitro

tanilama testidir.

therascreen RAS Extension Pyro Kit, setuksimab ve panitumumab gibi EGFR kargih
tedavilerden fayda saglama olasihg ytksek olan mCRC hastalarinin tespitine yardimci

olmak Uzere geligtirilmistir (1).

therascreen RAS Extension Pyro Kit, yalnizca PyroMark® Q24 sistemi Uzerinde kullanilabilir.

PyroMark Q24 sistemleri asagidakileri icerir:

® PyroMark Q24 cihazi veya PyroMark Q24 MDx cihazi.
® PyroMark Q24 Vakum istasyonu veya PyroMark Q24 MDx Vakum istasyonu.
® PyroMark Q24 yazilimi (sirim 2.0) veya PyroMark Q24 MDx Yazilimi (sirom 2.0).

therascreen RAS Extension Pyro Kit, in vitro tanilama prosedirleri, molekiler biyoloiji
teknikleri ve PyroMark Q24 sistemi konusunda egitimli teknisyenler ve doktorlar gibi

profesyonel kullanicilar tarafindan kullanilmak Gzere tasarlanmugtir.

Ozet ve Aciklama

therascreen RAS Extension Pyro Kit, insan KRAS geninin 3 ve 4. eksonlarinda ve insan NRAS
geninin 2, 3 ve 4. eksonlarinda bulunan mutasyonlarin kantitatif 6lcimu icin kullanilir. Kitin
icinde 8 adet test yer alir (bkz. Sekil 1).
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FPB

Oty

KRAS codons 59/61

GTCGTCCAGTTICTC <—Seq
59 61 RP

Ep Seq 117
> ATAAATGTGAT

KRAS codon 117

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

Sekil 1. therascreen RAS Extension Pyro Kit icindeki testler.
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8 adet bdlge PCR tarafindan ayri ayn cogaltlir ve tanimlanan bélge iginde siralanir.
Kapsanan bélge icindeki mutasyonlar, Pyrogram® icinde, yabani tip &rneklerden alinan
izlerden farkli ve kendine 6zgi desenler olugturur. PyroMark Q24 yazilimi kullanilarak
analiz edilebilen mutasyonlar Tablo 15'te listelenmistir (Ek A: therascreen RAS Extension Pyro
Testlerinin Kurulumu). KRAS icindeki 117 ve 146 kodonlar ve NRAS icindeki 12/13, 59, 61,
117 ve 146 kodonlari ileri yénlU olarak siralanirken, KRAS icindeki 59/61 kodonu ters yénlo
olarak siralanir. Uriin icinde her bir test icin bir PCR primeri karisimi ve bir siralama primeri
yer almaktadir. Primerler solUsyon icinde bulunur ve her bir sise icinde 24 ul primer veya

primer karigimi yer alir.

Prosedir Prensibi

Asagidaki Sekil 2, test prosedirinin is akigini gdstermektedir. PCR yapildiktan sonra, ilgili
bolgeyi hedef almak icin primerler kullanilir ve amplikonlar, Streptavidin Sepharose® High
Performance (YUksek Performansli) boncuklarla immobilize edilir. Tek iplikli DNA hazirlanir
ve ilgili siralama primerleri DNA'ya baglanir. Daha sonra érnekler, test kurulum dosyalari ve

bir calisma dosyasi kullanilarak PyroMark Q24'te analiz edilir.

“Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) segenegi, calisma sonrasinda farklh
mutasyonlari tespit etmek Gzere ayarlanabilir (bkz. “Protokol 6: PyroMark Q24 caligmasinin

analizi”, sayfa 34 ve “Ek A: therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin Kurulumu”, sayfa 64).
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Test ve ¢calisma kurulumu Ornek hazirlama
PCR (Protokol 2)

+
Test dosyasi kurulumu (Ek A)

' immobilizasyon (Protokol 3)

‘v

Calisma dosyasi kurulumu Orneklerin hazirlanmasi (Protokol 4)

(Protokol \ /

PyroMark Q24 ¢alismasi (Protokol 5)
4
PyroMark Q24 analizi (Protokol 6)
+
Rapor

Sekil 2. therascreen RAS Extension Pyro Kit prosediru is akisi.

Kontroller

Kitin icinde, PCR ve siralama reaksiyonlari igin pozitif kontrol olarak kullaniimak Uzere
demetile edilmis kontrol DNA'si bulunur. Bu kontrol DNA'si, bu kitin kullanildigi siralanmig
bélgelerde yabani tip genotipe sahiptir. Tom Pyrosequencing ¢alismalarinda her bir test igin
kontrol DNA'sindan érnek kullanin. Bu, sonuglarin dogru yorumlanmasi ve digik dozeyli
mutasyonlarin  da tespit edilebilmesi icin gereklidir (bkz. “Protokol 6: PyroMark Q24

caligmasinin analizi”, sayfa 34).

Ek olarak, en az bir test igcin her PCR kurulumuna bir negatif kontrol (sablon DNA'siz)

eklenmelidir.
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

Kutu 1/2
therascreen RAS Extension Pyro Kit (24)
Katalog no. 971590
Prep sayisi 24
Seq Primer KRAS 59/61 24 ul
Seq Primer KRAS 117 24 ul
Seq Primer KRAS 146 24 ul
Seq Primer NRAS 12/13 24 l
Seq Primer NRAS 59 24l
Seq Primer NRAS 61 24 l
Seq Primer NRAS 117 24 ul
Seq Primer NRAS 146 24 ul
PCR Primer KRAS 59/61 24 ul
PCR Primer KRAS 117 24 ul
PCR Primer KRAS 146 24 ul
PCR Primer NRAS 12/13 24 l
PCR Primer NRAS 59 24 ul
PCR Primer NRAS 61 24 ul
PCR Primer NRAS 117 24 ul
PCR Primer NRAS 146 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x 4 x 850 ul
CorallLoad® Concentrate, 10x 1.2 ml
H,O 6x1.9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ul 3x 100 pl
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Kutu 2/2

Tamponlar ve reaktifler Hacim
PyroMark Binding Buffer 2x10ml
(Baglayici Tampon)

PyroMark Annealing Buffer 2x10 ml
(Isiticr Tampon)

PyroMark Denaturation Solution (Denatiirasyon Solisyonu)* 2 x 250 ml
PyroMark Wash Buffer 2x25ml
(Yikama Tamponu), 10x

Enzyme Mixture 2 sise
(Enzim Karigimi)

Substrate Mixture 2 sise
(Substrat Karigimi)

dATPaS 2x 1180 I
dCTP 2x1180ul
dGTP 2x1180ul
dTTP 2x 1180 ul

therascreen RAS Extension Pyro Kit El Kitab (ingilizce)

1

* Sodyum hidroksit icerir

therascreen RAS Extension Pyro Kit El Kitabi  05/2016



Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile caligirken, her zaman vygun laboratuvar 6nlogu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gézlik kullanin. Daha fazla bilgi icin, Grin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun

guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.

Reaktifler

® DNA isolation kit (DNA izolasyon kiti) (bkz. “DNA izolasyonu”, sayfa 18)

® Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare,
kat. no. 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

® High-purity water (Yksek saflikta su) (Milli-Q® 18,2 MQ x cm veya muadili)

Not: Kit icinde PCR, DNA immobilizasyonu ve Enzim Karigimi ile Substrat Karigimini
¢dzme iglemleri icin yeterli miktarda su saglanmaktadir; PyroMark Yikama

Tamponu, 10x seyreltme iglemi icin ayrica yuksek saflikta su gereklidir.

® Fthanol (Etanol) (%70)*

Ekipman

e Steril pipet uglar (PCR kurulumu igin filtreli)

® 24 kuyulu PCR plakasi (bkz. “Onerilen 24 kuyulu plakalar”, sayfa 13)
® Yapigkan folyo

® PyroMark Q24 Plate (PyroMark Q24 Plakasi) (kat. no. 979301)f

® PyroMark Q24 Cartridge (PyroMark Q24 Kartugu) (kat. no. 979302)t

* Metanol veya metiletilketon gibi diler kimyasal maddeleri iceren denatire alkol kullanmayin.
t AB Direktifi 98/79/EC uyarinca CEHVD iaretlidir. Listelenen dier irinlerin hicbiri AB Direktifi 98/79/EC uvyarinca
CE-IVD iaretli deRildir.
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Ekipman

® Pipetler (ayarlanabilir)*

® Masaisti mikro santrifuj*

® Isil dénguleyici* ve uygun PCR tupleri

® PyroMark Q24 MDx veya PyroMark Q24 (kat. no. 9001513 veya 9001514)*

® PyroMark Q24 MDx veya PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Vakum istasyonu)
(kat. no. 9001515 veya 9001516 veya 9001518 veya 9001519)*

e Boncuklarla immobilizasyon icin plaka karistinici* (bkz. “Onerilen plaka karstiricilar”,

sayfa 13)

® 80°C sicakhiga uvlagma kapasiteli isitma blogu*

* Cihazlarin ireticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre edilmil olduBundan emin olun.
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Onerilen plaka karigtiricilar

therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte, Tablo 1'de gdsterilen orbital plaka

karigtinalarin kullanilmasi énerilir.

Tablo 1. therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte kullanilmasi énerilen plaka kanigtincilar

Uretici Oron Katalog no.

Eppendorf ThermoMixer® C 5382000031
(temel cihaz)

Eppendorf SmartBlock™ PCR 96, 96 PCR 5306000006
plakasi igin termoblok

Thermo Fisher Scientific Variomag® Teleshake 10448791

Thermo Fisher Scientific Variomag Monoshake 10515882

Onerilen 24 kuyulu plakalar

therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte, Tablo 2'de gésterilen 24 kuyulu plakalarin

kullanilmasi énerilir.

Tablo 2. therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte 24 kuyulu plakalarin kullaniimasi énerilir

Uretici Urin Katalog no.

Thermo Fisher Scientific Thermo-Fast PCR Plate (Thermo-Fast AB0624
PCR Plakasi), 24 kuyucuklu

Corning Axygen® 24 Well Polypropylene PCR PCR-24-C
Microplate (24 Kuyucuklu Polipropilen
PCR Mikroplaka)

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

kuyucuklu, seffaf tipler

Quali — PCR Plates without frame

(Cercevesiz Quali — PCR Plakalari) G

Kisker
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagl kullanim igin.

Kimyasallar ile caligirken, her zaman vygun laboratuvar 6nlogu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gézlUk kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen Grin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun givenlik veri sayfalarina (SDSs) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz, gérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.qiagen.com/safety adresinde ¢evrimici olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde

mevcuttur.
Genel dnlemler

Her zaman asagidakilere dikkat edin:

® Bu Grundn bilesenleri, her bir test igin 24 reaksiyon gergeklestirmeye yeterlidir.
e Steril pipet uclari (PCR kurulumu igin filtreli) kullanin.

® Pozitif materyalleri (numuneler, pozitif kontroller ve amplikonlar) diger reaktiflerden ayri
olarak saklayin ve ¢ikartin, bunlari reaksiyon karigimina mekansal olarak ayri bir yerde

ekleyin.
® Teste baglamadan énce tim bilegenleri oda sicakliginda (15-25°C) ¢6zundirin.

® Cozdurtldigunde bilesenleri kanghrin (asagr ve yukan pipetleyerek veya titresimli vorteks

yaparak) ve kisaca santrifij yaptirin.

® Basarisiz sonuglar, mutasyon durumunun degerlendirmesinde kullanilamaz.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

therascreen RAS Extension Pyro Kit, 2 kutu halinde teslim edilir. therascreen RAS Extension
Pyro Kit (kutu 1/2) kuru buz Uzerinde gelir. PyroMark PCR ana Karigimi, Coralload
Konsantresi, demetile edilmis kontrol DNA'si ve t0m primerler, teslim alindiktan itibaren -15
ila -25°C'de saklanmalidir.

Tamponlari, Enzim Karigimini, Substrat Karigimini, dATPaS, dCTP, dGTP ve dTTPYi iceren
Pyro Tamponlar ve Reaktifler (kutu 2/2) kutusu, soduk paketler halinde teslim edilir. Bu
bilesenler, teslim alindiktan itibaren 2-8°C arasinda saklanmalidir. Aktivite kaybini en aza
indirmek adina, hem enzim kangiminin hem substrat karisiminin  verilen siselerde

saklanmasi énerilir.

Yeniden hazirlanan enzim ve substrat karnigimlarn 2-8°C arasinda en az 10 gin boyunca
stabil kalir. Yeniden hazirlanan enzim ve substrat karigimlan dondurularak -15 ila -25°C
sicaklikta kendi siselerinde saklanabilir. Dondurulan reaktifler en fazla 6 kere ¢dzdurtliup

dondurulabilir.

Not: Nikleotidler dondurulmamalidir.

therascreen RAS Extension Pyro Kit, bu kosullarda saklandigr zaman kitin son kullanma

tarihine kadar stabil kalir.
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Numune Alma, Analize Hozirlama ve Saklama

Not: Tum &rneklere potansiyel enfeksiyéz madde olarak bakilmalidir.

Ornek materyali, FFPE dokusundan alinmig insan genomik DNA'si olmalidir. Numuneler,

numune kalitesini saglamak igin standart patoloji metodolojisine gére nakledilmelidir.

Tomér érnekleri heterojendir ve timér drnegdinden elde edilen veri ayni timérden alinan
diger kisimlarla uyumlu olmayabilir. Ayrica, timér érnekleri tOmér olmayan doku da
icerebilir. Tumér olmayan dokudan elde edilen DNA'nin therascreen RAS Extension Pyro Kiti

aracih@yla tespit edilen mutasyonlarini igermesi beklenmez.

Doku érneklerinin hazirlanmasi

Not: Kuru bir nester kullanin. Bu adimi laminar hava akimi veya davlumbaz altinda

gerceklestirmeyin.

® TUmor dokusunu, her bir 6rnek icin yeni bir nesterle kaziyarak kesitlerden etiketli

mikrosantrifyj tuplerine aktarin.

Doku érneklerinin DNA alimina hazirlanmasi

® Standart malzemeler ve ydntemler kullanarak, doku numunesini %10 renksiz tamponlu
formalin (NBF) igine yerlegtirin ve parafine gémiin. Mikrotom kullanarak parafin
blokundan 5 um'lik seri kesitler kesin ve bunlari cam slaytlar Gzerine yerlestirin.

e Egitimli bir gorevli (8rn. bir patolog), Hematoksilin ve Eozin (H&E) ile boyanmus kesiti
tOmor icerigi ve alan tespiti agisindan degerlendirmelidir. Tom&rin normal dokudan

ayirt edilebilmesi i¢in, boyanmus slayti isaretleyin. DNA alimi icin seri kesitler kullanin.

® Makrodiseksiyon olmaksizin iglem icin alana gére > %20 timér icerikli kesitleri kullanin

(bkz. sonraki madde).
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Alana gére < %20 timér icerigine sahip olan kesitlere makrodiseksiyon yapin ve bunlari

bir veya daha fazla kesite ayirin. Témérsiz dokuyu atin.

® Alani < 4 mm? olan kesitler icin, toplam timér alanini en az 4 mm? olarak artirmak icin

iki veya daha fazla kesit daha igleyin (makrodiseksiyon yapilmig ve yapilmamig érnekler

icin gecerlidir). Tomérsuz dokuyu atin.

® Yeni, steril bir nester kullanarak doku etrafindaki fazla parafini kaziyarak ortadan

kaldirin.

Saklama

FFPE bloklarini ve slaytlarini oda sicakhiginda saklayin. Slaytlar, DNA alimi éncesinde oda

sicakliginda 4 haftaya kadar saklanabilir.

Genomik DNA, alindiktan sonra 1 hafta boyunca 2-8°C sicaklikta, ardindan kullanim
éncesinde 8 haftaya kadar -15 ila -25°C sicaklikta saklanabilir.
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Prosedur

DNA izolasyonu

Asagidaki Tablo 3'te gosterilen QIAGEN kiti, belirtilen insan érnegi tipi icin DNA temizleme
islemi yapmak amaciyla therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte kullanilir. Bu kiti

kullanmak igin, ilgili kit el kitabinda verilen DNA temizleme talimatlarina gére hareket edin.

Tablo 3. therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte kullanilmasi énerilen DNA temizleme kitleri

Ornek materyal Nokleik asit izolasyon kiti Katalog no.

Parafine gdmilmis doku QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404

Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin kurulum yapin

Baslomadan énce yapilmasi gerekenler

® Sayfa 64'de iginde yer alan Ek A: therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin Kurulumu
uyarinca Test Kurulumu olugturun. Bu kurulum, RAS Extension Pyro Kit testini ilk defa

calistrmadan énce yalnizca bir kez yapilmalidir.

® Yuksek sinyal yogunluguna sahip &rnekleri “sablonsuz kontrol” kuyularinin ve dusik
sinyal beklenen kuyularin yanina yerlegtirmeyin. Bir kuyudaki sinyalin bitigikteki kuyudan
alinmasi ihtimali oldugu icin bunun yapilmasi, kuyular arasinda sinyallerin karigmasina

neden olabilir.

Prosedur
1. Arag cubugundaki 1> simgesine tiklayin.
Yeni bir calisma dosyasi olusturulur.

2. Caligma parametrelerini girin (bkz. “Calisma parametreleri”, sayfa 19).
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3.

therascreen RAS Extension Pyro Kitin 8 testinin tamamu icin, incelenecek érneklere

karsilik gelen testleri kuyulara ekleyerek plakayr hazirlayin.

Not: En az bir test icin her PCR kurulumuna bir negatif kontrol 6rnegi (sablon DNA'siz)

eklenmelidir.

Not: Tum Pyrosequencing calismalarindaki her bir test icin yabani tip kontrol olarak
demetile edilmis kontrol DNA'si ekleyin (bkz. “Sekil 2. therascreen RAS Extension Pyro Kit
prosedird is akigl.”, sayfa 8).

Calisma kuruldugunda ve PyroMark Q24 sisteminde ¢alismaya hazir oldugunda, gerekli
enzim karigimi, substrat karigimi ve nikleotid hacimlerinin bir listesini ve plaka
kurulumunu yazdirin. “Tools” (Araglar) menUsinden “Pre Run Information” (Calisma
Oncesi Bilgiler) secenegini secin. Rapor gérintilendiginde = simgesini tiklayin.
Calisma dosyasini kapatin ve Windows® Explorer kullanarak bir USB bellege (sistemle
birlikte verilir) kopyalayin.

Not: Yazdirilan ¢alisma 6ncesi bilgiler, érnek kurulumu igin sablon olarak kullanilabilir
(bkz. “Protokol 3: PCR Urinlerinin Streptavidin Sepharose High Performance boncuklarla
immobilizasyonu”, sayfa 24).

Not: Plakayi PyroMark Q24 sisteminde calistirmak icin, bkz. “Protokol 5:
PyroMark Q24'on Caligtinlmasi”, sayfa 31.

Caligma parametreleri

® Run name (Calisma adi): Calismanin adi, dosya kaydedilirken verilir. Dosyanin adini
degistirmek, calismanin da adinin degistirilmesi anlamina gelir.

® Instrument method (Cihaz yéntemi): Calisma icin kullanilacak kartusa gére cihaz
yéntemi secin; Urinle birlikte verilen talimatlara bakin.

e Plate ID (Plaka Kimligi, istege Bagh): PyroMark Q24 Plaka Kimligini girin.

e Bar code (Barkod, istege Bagli): Plaka icin bir barkod numarasi girin veya
bilgisayariniza bagh bir barkod okuyucunuz varsa, farenin imlecini “Barcode” (Barkod)
metin kutusuna getirin (kutuya tiklayarak) ve barkodu taratin.
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e Kit and reagent ID (Kit ve reaktif kimligi, istege Bagl): therascreen RAS Extension

Pyro Kit'in kullanilacagi lot numarasini girin. Lot numarasi Grin etiketinde bulunur.

Not: therascreen RAS Extension Pyro Kit ile ilgili olusabilecek beklenmedik sorunlarin

takip edilebilmesi icin her iki lot numarasini da girmenizi éneririz.

® Run note (Calisma notu, istege Bagh): Calismanin icerigi veya amaci ile ilgili bir not
girin.
Test dosyalarinin eklenmesi

Bir kuyuya test eklemek icin asagidakilerden birini yapabilirsiniz:

® Kuyuya sa§ tiklayin ve icerik menisinden “Load Assay” (Test YUkle) secenegdini segin.
® Kisayol tarayicidan testi segin ve sag hklayarak testi kuyuya strtkleyin.

Kuyu, igine yUklenen teste gére renk koduyla gdsterilir.

Ornek kimligi ve not girme

Ornek kimligi veya not girmek icin, hiicreyi secin ve metni girin.

Ornek kimligini veya notu dizenlemek icin, hiicreyi secin (icerik secili hale gelecektir) veya

hicreye cift tiklayin.
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Protokol 2: therascreen RAS Extension Pyro Kit ile birlikte saglanan
PCR reaktiflerini kullanan PCR

Bu protokol, insan KRAS geninin 3 ve 4. eksonlarinda ve insan NRAS geninin 2, 3 ve
4. eksonlarindaki 8 ayri bélgenin therascreen RAS Extension Pyro Kit kullanilarak PCR

buyUtGlmesi icin tasarlanmugtir.

Baslamadan énce énemli noktalar
® PyroMark PCR Ana Karigimindaki HotStarTag® DNA polimerazi, 95°C'de 15 dakikalk
bir aktivasyon adimi gerceklestirilmesini gerektirir.

® Pyrosequencing analizi dncesinde sablonu PCRYye ekleyerek tim reaksiyon karigimlarini
DNA temizleme, PCR Grin analizi veya érnek hazirlama icin kullanilan alandan ayri bir

alanda kurun.

® Capraz kontaminasyonu en aza indirmek igin hidrofobik filtrelere sahip tek kullanimlik

uglar kullanin.

Baglamadan énce yapilmasi gerekenler
® PCR primerlerini iceren tipleri agmadan énce, tuplerin dibindekileri toplamak icin kisaca
santrifij yaphrin.

e Kontrol ve érnek DNA yogunlugunu gerekirse 0,4 ila 2 ng/ul olarak ayarlayin.

Prosedir

1. Gerekli ttm bilegenleri ¢6zdirin (bkz. Tablo 4, sayfa 22).
Kullanim 8ncesinde iyice karigtirin.

2. Tablo 4 uyarinca, her bir PCR primer seti icin bir reaksiyon karigimi hazirlayin.
Reaksiyon karigimi normalde, érnek harig PCR igin gerekli bilegenlerin tmUnu igerir.

Yapilacak toplam PCR testi sayisi icin gerekenden daha yUksek hacimde bir reaksiyon

karigimi hazirlayin.
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Tablo 4. Her bir PCR primer karigimi igin reaksiyon karigimi hazirlama

Bilesen

Hacim/reaksiyon (ul)

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

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

Su (H,0O, verilir)

12.5
2.5

Toplam hacim

20

3. Reaksiyonu iyice karighrin ve her PCR tipine 20 ul koyun.

PCR tiplerini buz Uzerinde tutmak gerekmez, ¢inki HotStarTag DNA polimerazi oda

sicakliginda aktif durumda degildir.
4. Her bir PCR tGpUne 5 ul sablon DNA (2-10 ng genomik DNA) ekleyin (bkz. Tablo 5) ve

iyice karighrin.

Not: En az bir fest i¢in her PCR kurulumuna bir negatif kontrol 6rnegi (sablon DNA'siz)

eklenmelidir.

Not: Tum Pyrosequencing ¢aligmalarindaki her bir test icin yabani tip kontrol olarak

demetile edilmig kontrol DNA'si ekleyin (bkz. “Kontroller”, sayfa 8).

Tablo 5. PCR hazirlanmasi

Hacim/reaksiyon (ul)

Bilesen

Reaksiyon Karigimi 20
Ornek DNA 5
Toplam hacim 25
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5. lsil déngileyiciyi Tablo é'da verilen kosullar kullanarak, Greticinin talimatlarina gére

programlayin.

Tablo 6. Optimize edilmis dénguleme protokoly

Sure Sicakhik Aciklamalar
ilk aktivasyon adimu: 15 min 95°C HotStarTaq DNA polymerase is
activated by this heating step
3 adimli dénguleme:
Denatirasyon 20s 95°C
Isitma 30s 53°C
Uzatma 20s 72°C
Déngi sayisi 42 -
Son vzatma: 5 min 72°C

6. PCRtiplerini isil dénguleyiciye yerlestirin ve déngileme programini baglatin.

7. Cogaltma sonrasinda, sayfa 24'de iginde yer alan “Protokol 3: PCR Grinlerinin

Streptavidin Sepharose High Performance boncuklarla immobilizasyonu” adimi ile

devam edin.

PCR &rnekleri 2 ila 8°C'de 3 giine kadar saklanabilir.

23
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Protokol 3: PCR urunlerinin Streptavidin Sepharose High Performance
boncuklarla immobilizasyonu

Bu protokol, PyroMark Q24 sistemiyle analiz edilmeden énce sablon DNA'nin Streptavidin

Sepharose High Performance ile immobilize edilmesi igin kullanilir.

Baslamadan énce yapilmasi gerekenler

® Baslamadan énce, kullanilacak tim reaktiflerin ve solisyonlarin oda sicakhiginda
ulagmasini saglayin (15-25°C).

® PyroMark Q24'G calisma baslangicindan en az 30 dakika énce agin. Gig anahtari
cihazin arka kisminda bulunur.

® Bir PyroMark Q24 plaka tutucuyu 80°C'deki 6nceden isitilmig isitma blogu Uzerine
yerlestirin. ikinci bir PyroMark Q24 plaka tutucuyu oda sicakliginda (15-25°C) birakin.

® PyroMark Yikama Tamponu 10x konsantre olarak gelir. ik kullanimdan énce, 225 ml
yuksek saflikta suyu 25 ml 10x PyroMark Yikama Tamponuna ekleyerek seyreltin ve Tx
calisma solUsyonu elde edin (son hacim 250 ml).
Not: 1x PyroMark Yikama Tamponu calisma solUsyonu, belirtilen son kullanma tarihine
kadar 2 ila 8°C'de stabildir.

® PyroMark Q24 Vakum istasyonunu, PyroMark Q24 User Manual'da (PyroMark Q24
Kullanim Kilavuzu) belirtildigi Gzere érnek hazirlama icin hazirlayin.

Prosedir

1. Streptavidin Sepharose High Performance iceren siseyi, homojen bir solisyon elde
edinceye kadar hafif¢e sallayin.

2. Tablo 7 uyarinca, DNA immobilizasyonu icin bir ana karigim hazirlayin.

Toplam reaksiyon sayisi icin gerekenden daha yiksek hacimde bir reaksiyon karigimi

hazirlayin (reaksiyon sayisi + fazladan bir karigim).
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Tablo 7. DNA immobilizasyonu i¢in kullanilacak ana karigim

Bilesen Hacim/reaksiyon (ul)
PyroMark Binding Buffer 40
(Baglayici Tampon)

Su (H,0O, verilir) 29

Streptavidin Sepharose 1
High Performance
(YOksek Performans)

Toplam hacim 70

24 kuyulu PCR plakasinin kuyularina, ¢calhisma kurulumunda belirtildigi sekilde 70 ul ana
karigim ekleyin (bkz. “Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin kurulum yapin”, sayfa 18).

Sepharose boncuklari hemen dibe ¢dker. Ana karigimi bir pipetle veya titregimli vorteks

yaparak homoijen hale getirin. Ana karigima santrifij yaptirmayin.

4. Ana karigim igeren her bir kuyuya, calisma kurulumunda belirtildigi sekilde
Protokol 2'den 10 ul biyotinlenmig PCR 0rin0 ekleyin (bkz. “Protokol 2: therascreen RAS
Extension Pyro Kit ile birlikte saglanan PCR reaktiflerini kullanan PCR”, sayfa 21).
Ana karigimin ve PCR Grininin eklenmesinden sonra her kuyudaki toplam hacim 80 ul
olmalidir.

5. Yapigkan folyo kullanarak PCR plakasini kapatin.
Kuyular arasinda sizinti olmayacagindan emin olun.

6. PCR plakasini 5-10 dakika boyunca oda sicakliginda (15-25°C'de) 1400 dev/dk hizda
sallayin.
Bu adim esnasinda hemen “Protokol 4: PyroMark Q24'te Pyrosequencing analizinden
dnce drneklerin hazirlanmasi”, sayfa 26 islemini gerceklestirin.
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Protokol 4: PyroMark Q24'te Pyrosequencing analizinden énce
orneklerin hazirlanmasi

Bu protokol, PyroMark QZ24'te Pyrosequencing analizinden &nce tek iplikli DNA'nin

hazirlanmasi ve siralama primerinin sablona baglanmasi i¢in hazirlanmugtir.

Baslamadan énce dnemli noktalar

® Siralama primerlerini igeren tupleri agmadan énce, tiplerin dibindekileri toplamak igin
kisaca santriféj yaptirin,

® Analiz edilecek bélgeye bagl olarak, farkl siralama primerlerini ayni dizende calisma
kurulumunda tanimlandigr sekilde ekleyin (bkz. “Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi igin
kurulum yapin”, sayfa 18).

® PyroMark Q24 User Manual'da (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu) belirtildigi sekilde,
duzenli araliklarla filire problari igin fonksiyon testi yapin ve filtre problarini degistirin.

Prosedir

1.

Tablo 8'de gésterildigi Uzere, her bir siralama primerinden yeterli miktarda alip

PyroMark Isiicit Tamponla seyreltin.

Toplam &rnek sayisinin siralanmasi icin gerekenden daha yiksek hacimde bir

seyreltilmis siralama primeri hazirlayin (reaksiyon sayisi + fazladan bir primer).

ihtiyaciniz olandan fazla siralama primeri seyreltip saklamayin.
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Tablo 8. Siralama primerlerinin seyreltilmesine érnek

Bilesen

Hacim/érnek (ul)

9+1 reaksiyonun
hacmi (pl)

PyroMark Annealing Buffer
(Isthci Tampon)

Seq Primer KRAS 59/61 veya
Seq Primer KRAS 117 veya
Seq Primer KRAS 146 veya
Seq Primer NRAS 12/13 veya
Seq Primer NRAS 59 veya
Seq Primer NRAS 61 veya
Seq Primer NRAS 117 veya
Seq Primer NRAS 146

24.2

0.8

242

Toplam hacim

25

250

2. Calisma kurulumuna gére, PyroMark Q24 Plakasinin her bir kuyusuna 25 pl seyreltilmis

siralama primeri ekleyin (bkz. “Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi igin kurulum yapin”,

sayfa 18).

PyroMark Q24 plaka tutuculardan birini (PyroMark Q24 Vakum Istasyonu ile birlikte

verilir) oda sicakliginda (15-25°C) tutun ve plakayr hazirlama ve tagima esnasinda

destek olarak kullanin.

3. PyroMark Q24 Vakum istasyonunun vakum pompasini agin.

4. Protokol 3'teki PCR plakasini ve PyroMark Q24 Plakasini vakum istasyonuna yerlegtirin

(Sekil 3).

PCR plakasini inceleyin ve Sepharose boncuklarinin ¢ézelti icinde oldugundan emin

olun. PCR plakasinin, érneklerin yuklendigi andaki yénde bakhigindan emin olun.

27
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Sekil 3. PCR plakasinin ve PyroMark Q24 plakasinin vakum istasyonundaki konumu.

5. Vakumu agarak cihaza vakum uygulayin.

6. Vakum cihazinin filtre problarini PCR plakasina dogru yavasca indirerek immobilize
edilmis sablonu iceren boncuklar tutun. Probu burada 15 saniye tutun. Vakum cihazini
kaldirirken dikkatli olun.

Not: Sepharose boncuklar hemen dibe ¢éker. Boncuklar, sallama isleminden hemen
sonra tutulmalidir. Plakanin sallanmasindan sonra 1 dakikadan fazla sire gegerse,
boncuklari tutmak icin plakayi tekrar 1 dakika boyunca sallayin.

PCR plakasini, vakum cihazinin tom &rnekleri aldigini gérmek Uzere inceleyin.

7. Vakum cihazini, 40 ml %70'lik etanol iceren oluga alin (oluk 1; Sekil 3). Filtire problarini

5 saniye boyunca su figkirtarak temizleyin.

8. Vakum cihazini, 40 ml Denatirasyon Cézeltisi iceren oluga alin (oluk 2; Sekil 3). Filire

problarini 5 saniye boyunca su fiskirtarak temizleyin.
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9. Vakum cihazini, 50 ml Yikama Tamponu igeren oluga alin (oluk 3; Sekil 3). Filtre

problarini 10 saniye boyunca su figkirtarak temizleyin.

10.Vakum cihazini 5 saniye boyunca kaldirimig ve 90° agidan daha geriye yatinlmig halde
tutarak filtre problarindaki siviyr bogaltin (Sekil 4).

Sekil 4. Vakum cihazinin kaldirilmig ve 90° agidan daha geriye yatirilmig hali.

11.Vakum cihazini PyroMark Q24 Plakasinin Gzerinde tutarken vakumu kapatin.

12.Filtre problarini seyreltiimis siralama primerine dogru al¢altarak ve vakum cihazini

hafifce iki yana hareket ettirerek boncuklar PyroMark Q24 Plakasinin igine birakin.
Not: PyroMark Q24 Plakasinin yizeyinin filtre problari ile gizilmemesine dikkat edin.

13.Vakum cihazini, yOksek saflikta su igeren olugun (oluk 4; Sekil 3) icine alin ve cihazi
10 saniye boyunca sallayin.

14 Filtre problarini yuksek saflikta suyun bulundugu olugun (oluk 5; Sekil 3) igine dogru
indirerek yikayin ve vakum uygulayin. Problari 70 ml yUksek saflikta su fiskirtarak
yikayin.

15.Vakum cihazini 5 saniye boyunca kaldinlmis ve 90° agidan daha geriye yatinlmis halde
tutarak filtre problarindaki siviyr bogaltin (Sekil 4).

16.Vakum cihazini kapatin ve Park (P) konumuna alin.
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17 .Vakum pompasini kapatin.
Not: i§ gUnUnun sonunda, sivi atiklar ve kalan solUsyonlar imha edilmeli ve PyroMark
Q24 Vakum istasyonunda toz ve artiklar kalmadigi kontrol edilmelidir. Bkz. “Ek B: Atk
Konteynerinin ve Oluklarin Bogaltilmasi”, sayfa 70.

18.0Onceden isitlmig PyroMark Q24 plaka tutucu kullanarak, PyroMark Q24 Plakasini
80°C'deki drneklerle 2 dakika boyunca isitin.

19.Orneklerin oda sicakhgina dismesi icin, PyroMark Q24 Plakasini sicak plaka tutucudan
¢tkarin ve oda sicakhginda (15-25°C) tutulan diger bir PyroMark Q24 plaka tutucuya
yerlestirerek 10-15 dakika bekletin.

Dogrudan “Protokol 5: PyroMark Q24'4n Calighrilmasi”, sayfa 31 islemiyle devam edin.
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Protokol 5: PyroMark Q24'in Caligtirilmasi

Bu protokol, PyroMark Gold Q24 Reaktiflerinin hazirlanmasini ve PyroMark Q24 Kartuguna
yuklenmesini ve PyroMark Q24'on bir ¢aligmasini  baslatiimasini  ve  bitirilmesini
aciklamaktadir. Caligma kurulumu hakkinda ayrintili bilgi icin bkz. PyroMark Q24 User
Manual (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu).

Baslamadan énce énemli noktalar

® Calisma kurulumundaki “Tools” (Araglar) mentsinde bulunan ¢alisma éncesi bilgi
raporu (bkz. “Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin kurulum yapin”, sayfa 18)
nukleotidlerin, enzim ve substrat tamponunun belirli bir calisma icin gereken hacmi

konusunda bilgi saglar.

® Hidrofobik filtreleri olmayan tek kullanimlik uglar kartuga ytkleyin ve kartusun dogru

cahsh@ini onaylayin.

Prosedir

1. Dondurulmus enzim ve substrat karigimlarini 620 ul suda (H20O, verilir) ¢dzin.
2. Siseyi nazikce déndurerek karigtirin.
Not: Vorteks yapmayin!

Karigimin tamamen ¢6zOndigunden emin olmak igin, karngimi 5-10 dakika boyunca
oda sicakh@inda (15-25°C) tutun. PyroMark Q24 Kartusunu doldurmadan énce
solUsyonun tortulu kalmadigindan emin olun. Reaktifler hemen kullaniimayacaksa,

reaktif siselerini buz Uzerine veya buzdolabina koyun.

3. Reaktiflerin ve PyroMark Q24 Kartusunun oda sicakhigina (20-25°C) ulagmasini

saglayin.
4. PyroMark Q24 Kartusunu etiketi size bakacak sekilde yerlestirin.

5. PyroMark Q24 Kartusuna uygun hacimlerde nikleotid, enzim ve substrat karigimlar
yukleyin (bkz. Sekil 5, sayfa 32).
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Pipetten kartuga hicbir hava baloncugunun ge¢mediginden emin olun.

DEF]
- @0®
()

Label

Sekil 5. PyroMark Q24 Kartusunun yukaridan gérnimo. Notlar, reaktif siselerindeki etiketlere kargilik
gelmektedir. Enzim karigimini (E), substrat karigimini (S) ve nukleotidleri (A, T, C, G), calisma kurulumundaki “Tools”
(Araglar) mentsinde bulunan Calisma Oncesi bilgi raporundaki hacim bilgilerine gére ekleyin.

6. Kartug kapagini agin ve doldurulmus reaktif kartusunu etiketi digari bakacak sekilde

yerlestirin. Kartusu tamamen iceri itin ve asagr bastirin.

7. Kartugun 8n kismindaki gizginin gérintr durumda oldugundan emin olun ve kapagi

kapatin.

8. Plaka tutma gergevesini acin ve plakayi istma blogu Gzerine yerlestirin.

9. Plaka tutma cercevesini ve cihaz kapagini kapatn.

10.Calisma dosyasini iceren USB bellegi, cihazin n kismindaki USB portuna yerlestirin.
Caligma bitmeden USB bellegi ¢cikarmayin.

11.Ana meniden “Run” (Calisma) segenegini secin (a ve v ekran dogmelerini kullanarak)

ve “OK” (Tamam) secenegine tiklayin.
12. a ve v ekran dogmelerini kullanarak ¢alisma dosyasini segin.

Bir klasérin icerigini gérintilemek igin klaséri secin ve “Select” (Seg) digmesine basin.

Bir dnceki gérinime dénmek igin “Back” (Geri) segenegine tiklayin.
13.Calisma dosyasi secildiginde, calismayr baglatmak icin “Select” (Se¢) digmesine tiklayin.

14.Caligma bittiginde ve cihaz, calisma dosyasinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” (Kapat) secenegine tiklayin.
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15.USB bellegi ¢ikarin.

16.Cihaz kapagini agin.

17 .Kartug kapagini acin ve reaktif kartugunu kaldinp ¢ekerek cikarin.

18.Kapagr kapatin.

19.Plaka tutma gergevesini acin ve plakayi isitma blogu Gzerinden alin.

20.Plaka tutma cercevesini ve cihaz kapagini kapahn.

21 .Kartugla birlikte verilen Grin kilavuzundaki talimatlar uyarinca plakayr atin ve kartugu
temizleyin.

22."Protokol 6: PyroMark Q24 calismasinin analizi”, sayfa 34 uyarinca ¢alismayi analiz

edin.
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Protokol 6: PyroMark Q24 ¢caligmasinin analizi

Bu protokol, PyroMark Q24 Yazilimi kullanilarak yapilmis ve bitmis bir therascreen RAS

Extension Pyro ¢aligmasinin mutasyon analizini agiklamaktadir.

Prosedir

1.
2.

islem yapilan calisma dosyasini iceren USB bellegi bilgisayarin USB portuna takin.

USB bellekteki calisma dosyasini, Windows Explorer kullanarak bilgisayar Gzerinde
dilediginiz yere tagiyin.

“File” (Dosya) menUsunden “Open” (Ag) secenegini secerek veya dosyaya (U) kisayol
tarayicisindan cift tiklayarak ¢alisma dosyasini PyroMark Q24 Yaziliminin AQ modunda
agin.

RAS Extension Eklenti Raporunu kullanarak bir Eklenti raporu olusturun ve “Reports”
(Raporlar) menusinden “AQ Add On Reports/RAS Extension” (AQ Eklenti Raporlari/RAS
Extension) secenegini segin (bkz. Sekil 6).

Not: KRAS geni 61 kodonundaki mutasyonlar, ek olarak ayri bir KRAS eklentisi ile analiz
edilmelidir; bunun igin “Reports” (Raporlar) meniUsinden “AQ Add On
Reports/KRAS/Codon 61” (AQ Eklenti Raporlari/KRAS/Kodon 61) segenegini segmelisiniz
(bkz. Sekil 6).
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gIIPyroMark Qﬁd 206- [AQ Run Aﬁm Runs\RAS Extension example mrﬂt -
@ File Tools | Reports | Window Help

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

SMP Analysis Results GIST

SMP Pyrogram Report | RAS Extension

SMP Full Report EGFR »
SMP Overview Report

Sekil 6. RAS Extension Eklenti Raporu menusu.

Kuyucuklar Table 9, sayfa 40'ta LOD'si verilen 1m mutasyonlar icin otomatik olarak analiz
edilecektir. Sonuclar bir genel bakig tablosunda (bkz. Sekil 7) gésterilir ve ardindan

Pyrogram ve analiz kalitesi ile ilgili ayrintili sonuglar gérintilenir.
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Summary

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

about data

sult please refer to the handbook.

Sekil 7. RAS Extension Eklenti Raporu

AQ analizi kullanarak:

Calismayi analiz etmek ve genel bir sonu¢ almak icin Analiz dogmelerinden

birini hiklayin.

Qi
Qi

Analiz sonuglari (allel frekanslar) ve kalite degerlendirmesi, Pyrogram izi Gzerindeki

Tum kuyulari analiz edin.

Secili kuyuyu analiz edin.

Al KRAS Codon 59 wild-type control No 1on detected
A2 |KRAS Codon 117 | wild-type control No ion detected
A3 KRAS Codon 146 | wild-type contrel No ion detected
A4 |NRAS Codon 12 |wild-type control No mutation detected
and 13
AS 'NRAS Codon 59 wild-type control No mutation detected
A6 NRAS Codon 61 wild-type control No ion detected
A7 NRAS Codon 117 _[wild-type contrel No mutation detected
A8 NRAS Codon 146 [ wild-type control ‘Nu ‘mutation detected |
[B1 |KRAS Codon 59 3 Mutation 350 17564 :
B2 KRAS Codon 1 sample ‘No mutation detected Tw
B3 |KRAS Codon 146 | mﬁ ﬁm ation 1296 437C-T |Al46V
NRAS Codon 12 sample ‘No mutation detected %
and 13
B5 |NRAS Codon59 [samplc Numtion s Fe
B6 NRAS Codon 61 sample No mutation detected
B7  |NRAS Codon 117 |[sample Potential low level mutation |5.0 351G>C K117N A
BS§ NRAS Codon 146 [sample No mutation detected

degisken pozisyonun izerinde gérintilenir. Bir calismanin analizi hakkinda ayrintili bilgi

icin bkz. PyroMark Q24 User Manual (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu).
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Bir rapor olusturmak igin “Reports” (Raporlar) menisindeki “AQ Full Report”
(AQ Tam Rapor) veya “AQ Analysis Results” (AQ Analiz Sonuglar)
seceneklerinden birini secin.

Not: Guivenilir sonuglar almak igin 30 RLU degerinin Uzerinde tekli pik yUkseklikleri
kullanilmasini éneririz. Test kurulumunda “required peak height for passed quality”
(gecer kalite igin gerekli pik ytksekligi) olarak 30 RLU degerini ayarlayin ve A pik azalhim
faktdéronon NRAS geni 61 kodonu analizi icin 0,86 olarak ayarlandigindan emin olun
(bkz. “Ek A: therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin Kurulumu”, sayfa 64 ve PyroMark
Q24 User Manual (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu)).

“AQ Analysis Results” (AQ Analiz Sonuglar) raporu, allel niceliginin belgelenmesi ve
yorumlanmasi igin kullanilmalidir. Pyrogram icinde gésterilen sayilar yuvarlatilmigtir ve

tam niceligi géstermez.

Not: Pyrogram daima histogram ile karsilagtinlmalidir; histogram, Pyrogram
penceresine sag fiklayarak gérontilenebilir. Olcilen pik degerler, histogram
cubuklarinin yiksekligiyle eslesmelidir. Ayrica bkz. sayfa 39, “Sonuglarin

Yorumlanmasi”.

Standart “Sequence to analyze” (Analiz Edilecek Sira) isleminde mutasyon tespit
edilmeyen veya “Check” (Kontrol) veya “Failed” (Basarisiz) kalite

degerlendirmesi alan érneklerin yeniden analiz edilmesi

Analiz Kurulumunda tanimlanan standart “Sequence to analyze” (Analiz Edilecek Sira)
islemi, therascreen RAS Extension Pyro testlerinde en sik gérilen nokta mutasyonlarini
ele alir.

Standart “Sequence to analyze” (Analiz Edilecek Sira) isleminde mutasyon tespit
edilmeyen veya “Check” (Kontrol) veya “Failed” (Basarisiz) kalite degerlendirmesi alan
tOm 8rneklerin, manuel olarak yeniden analiz edilmesini siddetle &neririz. “Check”
(Kontrol) veya “Failed” (Bagarisiz) kalite degerlendirmeleri, standart “Sequence to
analyze” (Analiz Edilecek Sira) iglemi tarafindan ele alinmayan bir mutasyonu
gosterebilir, bu da beklenmeyen referans pikleri olugturabilir.

Yeniden analiz yapmak ve diger mutasyonlari hedeflemek igin, “Analysis Setup” (Analiz
Kurulumu) adimina girin ve “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemini

Ek A'daki Tablo 16 ve Tablo 17'de belirtilen degiskenlere veya diger nadir veya
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beklenmeyen mutasyonlara ayarlayin. “Apply Analysis Setup” (Analiz Kurulumunu
Uygula) penceresi acildiginda “Apply” (Uygula) secenegine ve daha sonra “To All”
(Hepsine) segenegine tiklayin.

insan KRAS ve NRAS genlerindeki gincellenmis mutasyon frekanslarini, Sanger Institute
web sitesinde bulabilirsiniz (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/).

Not: “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) igsleminde degisiklik yaptiktan sonra,
tekli pik yUksekligi esiginin 30 RLU olarak ayarlandigindan ve A pik azalhm faktérinin
NRAS geni 61 kodonu analizi icin 0,86 olarak ayarlandigindan emin olun (bkz. “Ek A:
therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin Kurulumu®).

Not: Siralanan bélgede diger bazi nadir veya beklenmedik mutasyonlar mevcut olabilir
ve bunlar, beklenmedik mutasyonlari géz éniinde bulundurarak, alternatif “Sequence to

Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemi kullanilarak analiz edilebilir.

Not: Olcilen piklerin histogram cubuklarinin yiksekligiyle eslesmemesi ve nadir veya
beklenmedik mutasyonlarla aciklanamamasi durumunda, sonuglar mutasyon
durumunun degerlendirilmesi igin temel alinamaz. Bu durumda érnegi yeniden

¢cahgmaniz dnerilir.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Analiz sonuglarinin yorumlanmasi ve disitk seviyeli mutasyonlarin
tespiti

Tum Pyrosequencing calismalarinda her bir test igin kontrol DNA'sindan érnek kullanin. Bu,
sonuglarin uygun yorumlanmasi ve distk seviyeli mutasyonlarin belirlenebilmesi, ayni
zamanda arkaplan dizeylerinin kontrolt icin gereklidir. Kontrol érneginin élcilen frekansi,
bos 6rnek sininndan (LOB) kiguk veya buna esit olmalidir. El kitaplarinda verilen LOB (bog
érnek sinin) veya LOD (tespit sinir) degerleri, mutasyon varli@inin saptanmasinda
kullanilabilir. Bu degerler, yabani tip veya ilgili mutasyon siralamasina sahip plazmid

karngimlar kullanilarak elde edilmistir.

PyroMark Q24 Yazilimi veya Eklenti Raporlari kullanilarak yapilan analizden 3 sonug
cikabilir. LOD verileri i¢in bkz. Tablo 9.

® Mutasyon frekansi < LOD: Mutasyon saptanmadi
® Mutasyon frekansi > LOD + %3 birim: Mutasyon

® Mutasyon frekansi = LOD ve < LOD + %3 birim: Potansiyel digik seviyeli mutasyon

Not: RAS Extension Eklenti Raporu (bkz. “Protokol 6: PyroMark Q24 ¢aligmasinin analizi”,

sayfa 34 adim 5) kullaniliyorsa ve bu gérilirse, bir uyar verilir.

LOD ila LOD + %3 birim araligi, dugtk seviyeli mutasyonlarin optimum kosullarda hassas
bir sekilde tespit edilmesini saglar. Demetile edilmis kontrol drneginde LOB degerinden
yuksek bir frekans 8l¢tlmesi, ilgili calismada normalden yiksek bir arkaplan dizeyinin
gostergesidir; bu da, ézellikle disik mutasyon seviyeleri igin, allel niceliginin belirlenmesini
etkileyebilir. Bu nedenle, “Potansiyel dugtk seviyeli mutasyon” uyarisi alan sonuglar dikkatle

degerlendirilmelidir.
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Potansiyel dugik seviyeli mutasyon uyarisi alan érneklerin, yalnizca demetile edilmis kontrol
DNA'si ile birlikte tekrar caligildiktan sonra dogrulanirsa mutasyon agisindan pozitif oldugu
distnilebilir. Bunun igin, iki tekrarda da = LOD degerine sahip ayni mutasyonun ¢ikmasi
ve kontrol érneginin “No mutation detected” (Hicbir mutasyon tespit edilmedi) olarak sonug
vermesi gerekir. Aksi takdirde, érnek “No Mutation Detected” (Higbir Mutasyon Tespit

Edilmedi) olarak degerlendirilmelidir.

Bir mutasyon icin artmig arkaplan, el kitabinda verilen LOB degerlerinin demetile edilmis
kontrol DNA'siyla alinan &lcimlerle kargilastinimasiyla tespit edilebilir. Demetile edilmisg
kontrol DNA'sinin élcilen frekansi ilgili mutasyon igin el kitabinda verilen LOB degerinden
yUksekse, potansiyel disik seviyeli mutasyon sonucu veren érnekler “No Mutation Detected”
(Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle, potansiyel digtik

seviyeli mutasyon sonucu veren drneklerle ilgili 3 farkli olasi senaryo mevcuttur.

1. Bu mutasyon icin demetile edilmis kontrol DNA'sinin élcilen frekansi > LOB ise: Ornek,
tekrarlama gerekmeksizin “Mutation not detected” (Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak

degerlendirilebilir.

2. Tekrarlama sonrasinda ayni sonug elde edilemiyorsa: Ornek “Mutation not detected”

(Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak degerlendirilir.

3. Cift ve demetile edilmis kontrol DNA'si < LOB'da ilgili mutasyon icin ayni sonuclar

yinelenmigtir: Mutasyon tespit edilmistir.

Not: Pyrogram daima histogram ile karsilagtinlmalidir; histogram, Pyrogram penceresine
sag fiklayarak gérintilenebilir. Olcilen pik degerler, histogram cubuklarinin yoksekligiyle
eslegsmelidir. Pyrogram'lar, beklenmedik piklerin olup olmadigr agisindan incelenmelidir.
Olcilen piklerin histogram cubuklarinin yoksekligiyle eslesmemesi ve nadir veya
beklenmedik mutasyonlarla aciklanamamasi durumunda, érnedin yeniden ¢aligiimasi
énerilir. Bagarisiz sonuglar, mutasyon durumunun degerlendirmesinde temel olugturmaz.

Gecgerli bir mutasyon igin, pik yUksekligindeki bir degisim daima baska bir pik
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yUksekligindeki karsilik gelen degisim ile ilgilidir. Tek bir pik yUksekligindeki degisim, bir

mutasyonun varlig seklinde degerlendirilmemelidir.

Not: Sonuglarin yorumlanmasi icin RAS Extension Eklenti Raporunun kullanilmasi énerilir.
Potansiyel dugik seviyeli mutasyon sonucu veren érneklerin daha yakindan incelenmesi igin,
uygulama yaziliminda érnegin manuel olarak analiz edilmesini éneririz (6rn. kontrol

drneginin mutasyon frekansi ile kargilaghrmak igin).

Not: Yalnizca KRAS ve NRAS mutasyon durumuna bakilarak kanser hastalari icin tedavi

karari verilmemelidir.
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Tablo 9. Spesifik mutasyonlar igin belirlenen LOB ve LOD

LOB LOD COSMIC ID*
Nukleik asit tayini Amino asit tayini (% birim) (% birim) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)
175G>A A59T 0.5 3.5 546
176C>G A59G 0.5 3.5 28518
KRAS kodon 61 (CAA)
183A>C Q61H 0.8 2.8 554
182A>T Q61L 1.2 3.1 553
182A>G Q61R 1.6 3.5 552
183A>T Q61H 0.7 2.6 555
181C>G Q61E 1.2 3.1 550
KRAS kodon 117 (AAA)
o K117N 1.0 40 19940
351A>T K117N 3.6 7.1 28519
KRAS kodon 146 (GCA)
HlEEes A146T 2.7 6.6 19404
436G>C A146P 1.8 4.8 19905
437C>T A146V 2.1 5.1 19900
NRAS kodon 12 (GGT) 3.4
34G>A G12S 1.4 563
34G>T G12C 0.6 2.5 562
34G>C G12R 0.4 2.4 561
35G>A G12D 1.8 3.8 564
35G>T Gl2v 3.8 8.8 566
35G>C G12A 0.5 2.5 565
NRAS kodon 13 (GGT)
37G>A G13S 1.2 3.2 571
37G>T G13C 1.2 3.2 (4)f 570
37G>C GI13R 0.3 2.3 569
38G>A G13D 0.8 2.8 573
38G>T G13v 0.0 2 (5)t 574
38G>C G13A 0.8 2.8 575
NRAS kodon 59 (GCT)
1756>A A59T 3.8 6.9 578
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LOB LOD COSMIC ID*

Nukleik asit tayini Amino asit tayini (% birim) (% birim) (V70)
176C>G A59G 0.0 3.0 -
NRAS kodon 61 (CAA)

181C>A Q61K 4.1 6.7 580
182A>G Q61R 0.8 2.2 584
182A>T Q61L 0.7 2.1 583
183A>T Q61H 0.4 1.8 585
183A>C Q61H 5.4 8.0 586
183A>G Q61Q 2.1 5.8 587
NRAS kodon 117 (AAG)

351G>C K117N 1.4 4.4

351G>T K117N 3.0 6.0 -
NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T 1.4 4.4 27174
436G>C A146P 85 7.2 -
437C>T A146V 4.8 7.8 -

* www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic adresinde bulunan Sanger Institute web sitesindeki Kanserde Somatik
Mutasyonlar Katalogundan alinmigtir.

t Ornekte &lcilen frekans = LOD ile sonuclanan en disik mutasyon seviyesi.
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Temsili Sonuglar

Temsili Pyrogram sonuclari Sekil 8-Sekil 15'te gdsterilmektedir.

*
5 10 15 20

Sekil 8. KRAS 59/61 testi ile yapilan érnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen

Pyrogram izi.

raoow
o b 8
—

Sekil 9. KRAS 117 testi ile yapilan érnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen Pyrogram izi.
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G: 100%

200
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Sekil 10. KRAS 146 testi ile yapilan 6rnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 11. NRAS 12/13 testi ile yapilan érnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen
Pyrogram izi.
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Sekil 12. NRAS 59 testi ile yapilan 6rnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 13. NRAS 61 testi ile yapilan 6rnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 15. NRAS 146 testi ile yapilan érnek ve yabani tip genotip analizi sonrasinda elde edilen Pyrogram izi.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢6ziminde yardime olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki uzmanlar her
zaman bu el kitabindaki bilgiler ve protokoller ya da érnek ve test teknoloijileriyle ilgili tim

sorularinizi yanitlamaktan mutluluk duyar (iletiim bilgileri i¢cin arka kapa®a bakin veya

www.qgiagen.com adresini ziyaret edin).

Yorum ve éneriler

“Check” (Kontrol) veya “Failed” (Basarisiz) sonucu

a)

Dustk pik yUksekligi

“Sequence to  Analyze”
(Analiz Edilecek Sira) icinde

mutasyon belirlenmedi

Beklenmedik
mutasyon

nadir

Pyrosequencing islemi &ncesindeki PCR kurulumu veya &rnek hazirlama
asamasinda yapilan hatalar, digtk piklere sebep olabilir.

Orneklerin vakum cihazi tarafindan tamamen alinmasi énemlidir. Vakum
cihazinin érneklere dogru yavasca indirildiginden ve immobilizasyon igin
kullanilan PCR plakasinin veya seritlerinin tim &rnekleri alabilecek bir sekle
sahip oldugundan emin olun.

PyroMark Q24 User Manual'da (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu) belirtildigi
sekilde, duzenli araliklarla filtre problari icin fonksiyon testi yapin ve filtre
problarini degistirin.

“Check” (Kontrol) uyarisi almaniz durumunda, Pyrogram sonuglarini,
Pyrogram penceresine sag tklayarak gérebileceginiz histogramla dikkatlice
kargilagtirin. Olcilen pikler histogram cubuklarinin yiksekligiyle eslesiyorsa
sonug gecerlidir. Aksi takdirde &rnegi yeniden calismanizi éneririz.

Test kurulumunda “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemini
ayarlayin (bkz. “Ek A: therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin Kurulumu”,
sayfa 64 ve calismayr yeniden analiz edin. “Sequences to Analyze” (Analiz
Edilecek Siralar) isleminin kapsamadigi mutasyonlar, dizen similasyon araci
ile belirlenebilir.

Beklenmedik bir pik dizeni, “Check” (Kontrol) veya “Failed” (Basarisiz) kalite
degerlendirmesine yol acabilir. Bu da, “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek
Sira) iglemi tarafindan analiz edilmeyen, beklenmedik bir mutasyona isaret
edebilir. Bu 6rnekler, beklenmedik mutasyonlar da dugtnilerek alternatif
“Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemi ile analiz edilmelidir.
“Sequences to Analyze” (Analiz Edilecek Siralar) igleminin kapsamadig
mutasyonlar, dizen similasyon araci ile belirlenebilir.

47
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Yorum ve éneriler

d)

Dagitim icin
yuksekligi sapma uyarisi

Yuksek arkaplan

a)

b)

Nukleotidlerin yanlig
depolanmasi

Pyrosequencing analizi
Sncesinde sogutma

sUresinin kisa tutulmasi

Kartug kontaminasyonu

yuksek pik

Pyrogram histogram ile dikkatlice karsilagtrilmalidir; histogram, Pyrogram
penceresine sag tklayarak gérintilenebilir. Olcilen piklerin  histogram
cubuklarinin  yuksekligiyle — eslesmemesi  ve  nadir  mutasyonlarla
agiklanamamasi durumunda, &rnegin yeniden calisilmasi dnerilir.

Nukleotidleri 2-8°C arasinda saklayin. -15 ila
-25°C'de saklamak arkaplanin yikselmesine neden olabilir.

Ornekleri, PyroMark Q24 plaka tutucuda
10-15 dakika boyunca oda sicakhiginda tutun. Sogutma siresini kisaltmayin.

Kartugu, 0rin kilavuzunda tarif edildigi sekilde dikkatlice temizleyin. Kartugu
tozdan ve 1giktan koruyarak saklayin.

Pozitif kontrolde (demetile edilmis kontrol DNA'si) sinyal yok

a)

Tom kuyular igin yeterli
olmayan enzim veya
substrat karigimi

Reaktiflerin yanhg
saklanmasi veya
seyreltilmesi

PCR veya 6rnek hazirlama
hatasi

PyroMark Q24 Kartugunu “Tools” (Araglar) mentsindeki “Pre Run
Information” (Calisma Oncesi Bilgiler) kisminda uygun olarak doldurun.

Reaktifleri, “Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 15'daki ve “Protokol 5:
PyroMark Q24'on Caligtinimasi”, sayfa 31 icindeki talimatlar uyarinca
hazirlayin.

Kartugu, 0rin kilavuzunda tarif edildigi sekilde dikkatlice temizleyin. Kartugu
tozdan ve 1giktan koruyarak saklayin.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca, therascreen RAS Extension Pyro Kit'in

her bir lotu tutarl Urin kalitesi saglamak igin énceden belirlenmis ézelliklere gére test edilir.

Sinirlamalar

Test KRAS veya NRAS genlerinde 37 mutasyon tespit etmek Uzere tasarlanmigtir. “Mutasyon
Tespit Edilmedi” olarak bildirilen sonuglara sahip érnekler, testin tespit etmedigi KRAS veya

NRAS mutasyonlarini barindirabilir.

Mutasyonlarin tespit edilmesi, érnegin bitinligine ve numune igindeki ¢ogaltlabilir DNA

miktarina baglidir.

therascreen RAS Extension Pyro Kit, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanan bir
prosedirde kullanilir. Tom PCR prosedirlerinde oldugu gibi, érnekler test ortamindaki harici
DNA kaynaklar ve pozitif kontrol iginde DNA tarafindan kontamine edilebilir. Kontrol ve

reaksiyon karigimi reaktiflerinin kontamine olmasini dnlemek icin ¢cok dikkatli olun.

Elde edilmis herhangi bir tani amagl sonucun diger klinik ve laboratuvar bulgulan ile

birlikte yorumlanmasi gerekir.
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Performans Ozellikleri

Bos érnek siniri ve tespit siniri

Bog &rnek simin (LOB) ve tespit sinin (LOD), plazmid kangimlar kullanilarak bir dizi
mutasyon igin belirlenmistir (Tablo 10). LOB ve LOD, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) Guideline EP17-A “Protocol for determination of limits of detection and limits of
quantitation; approved guideline” (NRAS 12, 13, 61 kodonlar ve KRAS 61 kodonu igin) ve
EP17-A2 “Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement
Procedures; Approved Guideline—Second Edition” (diger tOm kodonlar igin) icindeki
dnerilere gore belirlenmigtir. o ve B hatalan (sirasiyla hatali pozitif ve hatali negatif), %5
olarak ayarlanmigtir. LOB degerleri, yabani fip bir drnekle belirlenmis l¢ilen frekansi temsil
eder. LOD degerleri, ilgili mutasyon igin pozitif olarak degerlendirilebilecek en distk sinyali

(6lculen frekans) temsil eder.
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Tablo 10. Spesifik mutasyonlar icin belirlenen LOB ve LOD

LOB LOD COSMIC ID*
Nukleik asit tayini Amino asit tayini (% birim) (% birim) (V70)
KRAS kodon 59 (GCA)
175G>A A59T 0.5 3.5 546
176C>G A59G 0.5 3.5 28518
KRAS kodon 61 (CAA)
183A>C Q61H 0.8 2.8 554
182A>T Q61L 1.2 3.1 553
182A>G Q61R 1.6 3.5 552
183A>T Q61H 0.7 2.6 555
181C>G Q61E 1.2 3.1 550
KRAS kodon 117 (AAA)
=G K117N 1.0 4.0 19940
351A>T K117N 3.6 7.1 28519
KRAS kodon 146 (GCA)
HlEEes AT46T 2.7 6.6 19404
436G>C A146P 1.8 4.8 19905
437C>T A146V 2.1 5.1 19900
NRAS kodon 12 (GGT) 3.4
34GSA G12S 1.4 563
34G>T G12C 0.6 2.5 562
34G>C G12R 0.4 2.4 561
35G>A G12D 1.8 3.8 564
35G>T G12v 3.8 8.8 566
35G>C G12A 0.5 2.5 565
NRAS kodon 13 (GGT)
37G>A G13S 1.2 3.2 571
37G>T G13C 1.2 3.2 (4)f 570
37G>C G13R 0.3 2.3 569
38G>A G13D 0.8 2.8 573
38G>T G13v 0.0 2 (5) 574
38G>C G13A 0.8 2.8 575
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LOB LOD COSMIC ID*
Nukleik asit tayini Amino asit tayini (% birim) (% birim) (V70)

NRAS kodon 59 (GCT)

175G>A A59T 3.8 6.9 578
176C>G A59G 0.0 3.0 =
NRAS kodon 61 (CAA)

181C>A Q61K 4. 6.7 580
182A>G Q61R 0.8 2.2 584
182A>T Qb1L 0.7 2.1 583
183A>T Q6TH 0.4 1.8 585
183A>C Q61H 5.4 8.0 586
183A>G Q61Q 2.1 5.8 587
NRAS kodon 117 (AAG)

351G>C K117N 1.4 4.4

351G>T K117N 3.0 6.0 =
NRAS kodon 146 (GCC)

436G>A A146T 1.4 4.4 27174
436G>C A146P 35 7.2 -
437C>T Al46V 48 7.8 -

* www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic adresinde bulunan Sanger Institute web sitesindeki Kanserde Somatik

Mutasyonlar Katalogundan alinmigtir.

t Ornekte slcilen frekans = LOD ile sonuglanan en digik mutasyon seviyesi.

NRAS kodon 13 icinde GGT > TGT ve GGT > GTT mutasyonlari

Bu mutasyonlar igin yapilan bog 8lgimler genellikle %0 birim seklindedir ve Gaussian
olmayan dagilima isaret eder. Bu nedenle LOD, CLSI Guideline EP17-A igindeki éneriler
dogrultusunda farkh bir yéntem kullanilarak belirlenmigtir. Bu konumlardaki mutasyon
varligina isaret eden en dustk sinyal (LOD), bos élcumlerin %95'lik kismi tarafindan
tanimlanan ilgili taban seviyesinin %2 birim Uzerinde olacak sekilde ayarlanmighr.
Tablo 9'da parantez icinde verilmis mutasyon dizeyine sahip bir 6rnedi incelerken,
sonuglarin %95' (n = 72) pozitif sayilabilecek bir sinyal vermistir (= LOD). LOB/LOD igin
bkz. 10.
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Not: NRAS geni 12, 13 ve 61 kodonlarinin PCR ve Pyrosequencing primerleri, therascreen
NRAS Pyro Kit (kat. no. 971530) icinden degisiklik yapilmaksizin alinmigtir. Bu NRAS

kodonlari icin performans verileri degisiklik géstermez.
Dogrusallik

Dogrusallik; KRAS 59 kodonundaki 176C>G, KRAS 117 kodonundaki 351A>T, KRAS
146 kodonundaki 436G>C, NRAS 12 kodonundaki 34G>A, NRAS 13 kodonundaki
37G>A, NRAS 59 kodonundaki 175G>A, NRAS 61 kodonundaki 182A>G, NRAS
117 kodonundaki 351G>C ve NRAS 146 kodonundaki 437C>T mutasyonlarinin yabani
tip veya mutant siralamasini tagiyan plazmid karigimlar kullanilarak belirlenmistir. Bu
plazmidler, 4 seviye mutasyon verecek oranlarda kanigtinlmigtir (%5, 10, 30 ve 50). Her bir
karigim, therascreen RAS Extension Pyro Kitte 3 farkli lot iginde, 3 Pyrosequencing

calismasiyla 3'er kere analiz edilmistir.

Sonuclar (her mutasyon seviyesi icin n = 9), Analyse-it® Yazilimi v2.21 kullanilarak, CLSI
Guideline EP6-A2 “Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: a
statistical approach; approved guideline” uyarinca analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglar

Sekil 16'da gésterilmektedir.

Sonuglar, test edilen %5 ila 50 mutasyon dizeyinde %5 birimlik kabul edilebilir dogrusallik
sapmasi kapsaminda dogrusaldir. KRAS geni 59, 117, 146 kodonlari ve NRAS geni 12, 13,
59, 61, 117, 146 kodonlan icindeki dahil edilen ttm mutasyonlar icin benzer sonuglar

alinmigtir.
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Sekil 16. KRAS geni 59 kodonundaki 176C>G mutasyonunun dogrusalligi.

KRAS geni 59, 117, 146 kodonlari ve NRAS geni 12, 13, 59, 61, 117, 146 kodonlari

icindeki dahil edilen tGm mutasyonlar icin benzer sonuglar alinmigtir.
Hassasiyet

Hassasiyet verileri, testlerin toplam degigkenliginin belirlenebilmesini saglar ve yukarnda

belirtilen plazmid karigimlari ile 3 farkl dizeyde 3'er tekrar yapilmasi sonucu elde edilmistir.

Tekrarlanabilirlik (test ici ve partiler arasi degiskenlik), dogrusalligin belirlenmesinde
kullanilan verilere dayanarak hesaplanmighr (therascreen RAS Extension Pyro Kitin farkli
lotlarinda ayni gin icinde 3 ¢alisgma). Orta dizey hassasiyet (laboratuvar igi degiskenlik),
3 farkli ginde ayni laboratuvarda 3 ¢alisma yapilarak belirlenmistir. Calismalar farkh
kullanicilar tarafindan, PyroMark Q24 cihazlan ve birgok therascreen RAS Extension Pyro Kit
kullanilarak yapilmigtir. Yeniden Uretilebilirlik (laboratuvarlar arasi degiskenlik), her bir
laboratuvarda 2 ayri calismada farkh therascreen RAS Extension Pyro Kit lotlar kullanilarak

hesaplanmighr.
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Hassasiyet tahminleri, &8l¢ilen mutasyon frekanslarinin  standart sapmasinin® % birim

cinsinden kargiligi ile ifade edilir (Tablo 11).

Tablo 11. Mutasyonlarin hassasiyeti*

Tekrarlanabilirlik Orta diuzey hassasiyet  Yeniden Uretilebilirlik

% Mutasyona Ortalama SD Ortalama SD Ortalama SD
ugramis plazmid*

KRAS geni 59 kodonundaki

176C>G

5) 4.0 0.7 3.8 0.6 4.2 1.1
10 8.4 1.2 8.5 1.0 8.4 1.4
30 26.1 1.2 26.3 1.1 26.8 1.2
50 43.9 1.5 44.0 0.7 43.7 1.3
KRAS geni 117 kodonundaki

351A>T

5 5.5 1.6 5.5 2.2 7.1 2.0
10 11.0 1.7 10.8 1.4 12.5 2.9
30 30.6 1.7 30.6 2.0 31.9 2.7
50 52.8 2.0 53.5 1.3 54.5 1.6
KRAS geni 146 kodonundaki

436G>C

5 4.2 0.6 4.1 0.5 3.7 1.2
10 9.6 0.9 9.1 0.9 8.6 1.3
30 29.0 0.9 28.8 1.0 28.1 1.1
50 47.5 1.5 46.8 0.7 45.6 1.9
NRAS geni 12 kodonundaki

34G>Af

5 7.5 1.2 7.3 1.0 6.7 1.3
10 14.6 1.3 13.5 1.1 13.7 1.3
30 37.8 1.9 37.9 1.5 36.1 2.9
50 59.8 1.7 60.4 2.0 57.5 3.1
NRAS geni 59 kodonundaki

175G>A

5 7.8 0.9 7.3 0.5 7.1 1.3
10 11.9 1.0 11.6 2.0 12.5 1.7
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Tekrarlanabilirlik

Orta dizey hassasiyet

Yeniden uretilebilirlik

% Mutasyona Ortalama SD Ortalama SD Ortalama SD
ugramis plazmid*

30 29.5 1.1 29.6 1.2 29.9 1.9
50 49.0 1.1 48.3 1.3 48.9 1.4
NRAS kodon 61 icinde 182A > G

5 6.4 0.9 6.8 0.7 7.2 1.0
10 11.7 0.9 11.8 1.1 11.8 1.0
30 34.1 1.3 34.6 1.7 33.8 2.5
50 53.1 1.5 53.3 1.8 53.1 2.0
NRAS geni 117 kodonundaki

351G>C

5 4.9 0.2 5.0 0.3 4.5 0.8
10 9.4 0.4 10.3 1.5 9.4 0.5
30 28.7 0.9 28.8 0.7 28.3 1.3
50 48.5 0.4 48.8 0.6 48.8 0.6
NRAS geni 146 kodonundaki

437C>T

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

* Tum degerler % birim cinsinden verilmistir. SD: standart sapma (tekrarlanabilirlik ve orta dizey hassasiyet icin

n = 9, yeniden uretilebilirlik icin n = 12).

' NRAS 12 kodonundaki 34G>A icin OD260'a gére yapilan flometrik 6lcime dayanarak.
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Diyagnostik degerlendirme

therascreen RAS Extension Pyro Kit, 2 farkli aragstirmada Sanger siralamasi ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.

ilk araghrma, therascreen NRAS Pyro kitin  Sanger siralamasi ile kiyaslanarak
degerlendirilmesi icin yapilmigtir. Formalinle fikse edilmis, parafine gémilmis (FFPE)
100 adet tomér drneginden kemik iligi DNA'si alinmig ve 12/13 kodonlarindaki ve

61 kodonundaki mutasyonlar agisindan analiz edilmisgtir.

NRAS 12/13 ve 61 kodonlarini kapsayan tim therascreen NRAS Pyro kit testleri,
degistiriimeden therascreen RAS Extension Pyro Kit'e dahil edildigi igin therascreen NRAS

Pyro kit degerlendirmesinden alinan sonuglar gésterilmektedir.

ikinci arastirmada, formalinle fikse edilmis, parafine gémolmis (FFPE) 110 adet mCRC
tOmor érneginden DNA alinmig ve insan KRAS geni 59, 61, 117 ve 146 kodonlarinda ve
insan NRAS geni 59, 117 ve 146 kodonlarinda gérilen mutasyonlar agisindan analiz
edilmigtir. DUgtk frekansli mutasyonlar, yabani tip FFPE DNA ile yikseltilmis plazmid DNA

kullanilarak analiz edilmistir.

iki arastrmada da DNA, QlAamp DNA FFPE Doku Kiti kullanilarak izole edilmis ve daha
sonra PyroMark Q24'teki therascreen RAS Extension Pyro Kitiginde yer alan testler
kullanilarak analiz edilmistir. Sanger siralamasini Applied Biosystems® 3730xI Genetic

Analyzer gerceklestirmistir.

NRAS geni 12, 13 ve 61 kodonlarinin degerlendirmesi

Sanger siralamasi ile analiz edilen 100 &rnekten 97'sinde hem 12/13 hem 61 kodonlari igin
mutasyon tespit edilmigtir. 100 érnekten 4'Unde, 12 veya 13 kodonundan birinde Sanger

siralamasi kullanilarak mutasyon tespit edilmistir.
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100 érnekten 2'sinde, therascreen NRAS Pyro Kit kullanilarak mutasyon durumu yeniden

Uretilmis  ve mutasyon  saptanmamugtir.  Sonuglar  Tablo 12'de  gésterilmektedir.

61 kodonunda higbir mutasyon tespit edilmemistir.

Her iki ydntemde de basarisiz sonug veren érnekler harig tutuldugunda, therascreen NRAS
Pyro Kit ve Sanger siralamasi, 12/13 ve 61 kodonlari icin sirasiyla %98 ve %100 uyumluluk
gdstermistir. Bkz. Tablo 12.

Tablo 12. NRAS 12, 13 ve 61 icin analiz edilen 6rneklerin sonuglan

Sanger siralamasi
12/13 kodo- 61 kodo-
nundaki nundaki Toplam
mutant mutant Yabani tip Bilinmiyor
12/13 2 - - _ 2
kodonundaki
o mutant
g 61
H i~ kodonundaki - - - - -
[ mutant
g
g Yabani tip 2 - 90 3 95
=
Bilinmiyor - - 3 3
Toplam 4 - 93 3 100

KRAS geni 59, 61, 117, 146 kodonlarinin ve NRAS geni 59, 117,
146 kodonlarinin degerlendirmesi

Formalinle fikse edilmis, parafine gémGlmis (FFPE) 110 adet mCRC timér érneginden DNA
alinmig ve insan KRAS geni 59, 61, 117 ve 146 kodonlarinda ve insan NRAS geni 59, 117
ve 146 kodonlarinda gérilen mutasyonlar agisindan analiz edilmistir. Klinik érneklerdeki
beklenen duguk miktar dolayisiyla, therascreen RAS Extension Kitin kapsadigi tOm
mutasyonlar, yabani tip FFPE DNA ile yUkseltilmis plazmid DNA &rnekleri kullanan 56
drnekte daha analiz edilmigtir. Tom mutasyonlar, hem Pyrosequencing hem Sanger

siralamasi ile tespit edilmistir.
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Analiz edilen 166 drnek iginden 137 érnek igin therascreen RAS Extension Pyro Kitten ile

Sanger Siralamasindan alinan sonuglar uyumludur (%83).
Uyumsuz 8rnekler bircok faktérle aciklanabilmektedir.
YUksek arkaplan nedeniyle 20 érnegin NRAS 59 Sanger Siralamasi bagarisiz olmustur.

KRAS 59 kodonunda 1, KRAS 61 kodonunda 3 &érnek igin Sanger siralamasi mutasyon
saptamamigtir. Bu 4 mutasyon, Pyrosequencing igleminde distk frekansh sonug vermigtir
(%7,5-13,1). Bu durum, Sanger Siralamasinin (%15-20) Pyrosequencing (%5) islemine gore
daha disitk hassasiyete sahip olmasiyla agiklanabilir (2). Diger tim gegerli drnekler her iki

teknik icin yabani tiptir.

Orneklerden  bir tanesi, cift mutasyon (KRAS 59-61) tespit edildiginden  &tird

Pyrosequencing igin bilinmiyor olarak siniflandinlmugtir .

Yikselmis plazmid DNA iceren dért érnek, KRAS kodlama siralamasi 350 konumunda ek
bir A>G mutasyonu sergilemistir ve therascreen RAS Extension Pyro Kit bunu

kapsamamaktadir. Mutasyonlar manuel analizle tespit edilmigtir.
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Tablo 13. KRAS geni 59, 61, 117, 146 kodonlarinin ve NRAS geni 59, 117, 146 kodonlari icin analiz edilen

orneklerden alinan sonuglar

KRAS KRAS KRAS  KRAS  KRAS® NRAS® wt Bilin- | Top-
59 61 117 146 miyor lam
KRAS 59 8 - - . - 1 9
KRAS 61 - 6 - - - - % 1 9
KRAS 117 - - 4 - _ _ 4
v g
= o KRAS 146 = = = 3 4 - = = 7
s
£'c Krase - - - - 6 - - - 16
@ -z
§ 5 NRas® - - - - - 28 - - 28
£ X
w
wh - - - . 71 16 87
UK 1 - - - . 3 2 6
Toplam 9 6 4 3 20 28 76 20 166
WT: Yabani tip

@ KRAS 117 ve 146 mutasyonlarinin her ikisini tagiyan yikseltilmis KRAS &rnekleri.
NRAS 59, 117 ve 146 mutasyonlarini tagiyan yikseltilmis NRAS érnekleri.
Bir adet &rnek KRAS 146 icin mutant olarak tespit edilmis fakat NRAS 117 igin gegersiz sonug vermistir.

b

*

Testlerin her bir kodon igin Hassasiyeti ve Ozgillogi Tablo 14'%e verilmektedir.

Tublo 14. KRAS geni 59, 61, 117, 146 kodonlarinin ve NRAS geni 59, 117, 146 kodonlarinin Hassasiyeti ve

Ozgullogo

Kapsanan mutasyon

Mutation KRAS 59
Mutation KRAS 61

Mutation KRAS 117
Mutation KRAS 146

Mutation NRAS 59
Mutation NRAS 117
Mutation NRAS 146

Hassasiyet Ozgullok

100% 99%

100% 97%

100% 100%
100% 100%
100% 100%
100% 100%
100% 100%

175G>A/176C>G

181C>G / 182A>T/
183A>C / 183A>T

351A>C/351A>T

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

175G>A/176C>G
351G>C/351G>T

436G>A/ 436G>C/
437C>T
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Not: Performans ézelliklerinin belirlenmesinde kullanilan tim ¢alismalarda, formalinle fikse
edilmis, parafine gémilmis (FFPE) dokudan izole edilen 10 ng DNA'dan alinan érneklerde
normal olarak gérildigi Uzere sinyal 30 RLU degerinin Uzerinde ¢ikmigtir. Pyrosequencing
verileri, KRAS geni 59, 117, 146 kodonlari ve NRAS geni 59, 117, 146 kodonlari igin RAS

Extension Eklenti Raporu kullanilarak analiz edilmistir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gérilebilir:

Sembol Sembol tanimi

4
\

< <N> reaksiyon igin yeterli reaktif icerir

Son kullanma

4

in vitro tani amagl tibbi cihaz

AZ
Am

Katalog numarasi

,_
Q

Lot numarasi

Materyal numarasi

(o)
O

Bilesenler
CONT igerik
Numara
GTIN Koresel Ticaret Parca Numarast

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

EL“?I@

Kullanim talimatlarina bakin
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Sembol Sembol tanimi

& Dikkat

lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin lutfen www.qgiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Bolimlerinden birine veya yerel dagiticilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Ek A: therascreen RAS Extension Pyro Testlerinin
Kurulumu

RAS Extension Eklenti Raporu yiklenmigse, KRAS 59/61, 117 ve 146 ve NRAS 12/13, 59, 61,
117 ve 146 kodonlari igin kullanilan énceden tanimlanmig Test Kurulumlar, PyroMark Q24
yaziliminin tarayicr kisayolunda bulunmakiadir. “Example Files/PyroMark Setups/RAS Extension”
(Ornek Dosyalar/PyroMark Kurulumlar/RAS Extension) yolunu izleyin. Bu durumda asagidaki

adimlarin uygulanmasi gerekmez.

RAS Extension Eklenti Raporu www.qiagen.com adresinde “Protocol Files” (Protokol
Dosyalari) balomindeki “Product Resources” (Urin Kaynaklar) sekmesi alinda yer alan ilgili

katalog sayfasindan indirilebilir.

Manuel analizden 6nce RAS Extension Eklenti Raporunun kullaniimasini siddetle tavsiye

ederiz.

Eklentiyi yUkledikten sonra veya her yeni yazilm yuklendiginde veya var olan yazilm
yUkseltildiginde, eklentinin dogru calisip calismadigi RAS Extension Plug-In Quick Guide

(RAS Extension Eklenti Hizli Bagvuru Kilavuzu) yardimiyla kontrol edilmelidir.

RAS Extension Eklenti Raporu yiklenmemigse, therascreen RAS Extension Pyro testini ilk defa
calishrmadan &nce testin manuel olarak kurulmasi gerekir. KRAS 59/61, 117 ve 146 ile
NRAS 12, 13, 59, 61, 117 ve 146 kodonlari icin PyroMark Q24 yazilimi kullanarak

yapilacak test kurulumu asagidaki tarif edilmigtir.
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Prosedir

1.
2.

? arag gubuguna tiklayin ve “New AQ Assay” (Yeni AQ Testi) secenegini secin.

Tablo 15 da, her sekiz RAS Extension Pyro testi igin “Sequences to Analyze” (Analiz
Edilecek Siralar) iglemi gdsterilmektedir. “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira)

alanina teste ézel siralamayr girin.

“Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) iglemi, farkli konumlardaki mutasyonlarin
analiz edilmesi amaciyla ¢alismadan sonra da degistirilebilir (bkz. “Protokol 6:

PyroMark Q24 calismasinin analizi”, sayfa 34).

Diger nikleotidlerde de mutasyon olup olmadigini kontrol etmek igin, “Sequence to
Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemini Tablo 15 uyarinca degistirin. “Sequence to
Analyze” (Analiz Edilecek Sira) islemini ¢alismadan sonra degistirmek mimkindur (kilitli
degilse).

Not: Tekli pik yOksekligi esiginin 30 RLU olarak ayarlandigindan emin olun. Ek olarak,
A pik azaltim faktérinin NRAS heni 61 kodonunun analizi igin 0,86 olarak

ayarlandigindan emin olun.

. Tablo 15 dan faydalanarak teste ézel “Dispensation Order” (Dagihm Emri) bilgisini

manuel olarak girin.

Not: “Generate Dispensation Order” (Daghim Emri Olustur) digmesini kullanmayin.
Hem “Sequence to Analyze” (Analiz Edilecek Sira) hem “Dispensation Order” (Dagitim

Emri) manuel olarak girilmelidir.

“Analysis Parameters” (Analiz Parametreleri) sekmesine tiklayin, “Peak Height
Threshold — Required peak height for Passed quality:” (Pik YUkseklik Esigi — Geger kalite
iin gerekli pik yUksekligi) degerini 30 olarak yUkseltin.

Arag cubugunda = simgesine tiklayin ve testi “KRAS 59/61” veya “KRAS 117" veya
“KRAS 146" veya “NRAS 12/13" veya “NRAS 59” veya “NRAS 61" veya “NRAS 117"
veya NRAS 146" olarak kaydedin.
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Tablo 15. Test kurulumu: therascreen RAS Extension Pyro Kit icindeki sekiz test icin “Sequence to Analyze”

(Analiz Edilecek Sira) ve “Dispensation Order” (Dagitim Emri)

therascreen RAS Extension

testi Analiz Edilecek Sira Dagitim Emri

KRAS 59/61 CTCDTGACCTGCTGT GCTCAGTCAGACTAGCATGA
KRAS 117 ATAAHTGTGA GATGACTCGTG

KRAS 146 ATCAVCAAAGA GATCAGCTGAGC

NRAS 12/13 GNTGNTGTTGGGAAAAGC TACGACTCAGCATCGTAGAG
NRAS 59 ACAGNTGGAC TGACTAGCATGA

NRAS 61 CNAGAAGAGTA TCGTATCGAGAG

NRAS 117 ABTGTGATTT GACGTGTGA

NRAS 146 CANCCAAGACCA GCAGTCAGAC
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Tablo 16. insan KRAS geninde therascreen RAS Extension Pyro Kit tarafindan ilgili “Sequence to Analyze”
(Analiz Edilecek Sira) ile tespit edilmis yaygin gérilen mutasyonlar

Nukleik asit tayini

Amino asit tayini

Andliz Edilecek Sira

Cosmic ID* (V70)

KRAS kodon 59 (GCA)

175G>A

176C>G
KRAS kodon 61 (CAA)

183A>C
182A>T
182A>G
183A>T
181C>G

KRAS kodon 117 (AAA)

351A>C
351A>T

KRAS kodon 146 (GCA)

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

A59T
A59G

Q61H
Q61L
Q61R
Q61H
Q61E

K117N
K117N

A146T
A146P
A146V

CTCTTGACCTGNTGT
CTCTTGACCTNCTGT

CTCDTGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCTHGACCTGCTGT
CTCDTGACCTGCTGT
CTCTTSACCTGCTGT

ATAAHTGTGA
ATAAHTGTGA

ATCAVCAAAGA
ATCAVCAAAGA
ATCAGBAAAGA

546
28518

554
553
552
555
550

19940
28519

19404
19905
19900

*

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic adresinde bulunan Sanger Institute web sitesindeki Kanserde Somatik
Mutasyonlar Katalogundan alinmigtir.
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Tablo 17. insan NRAS geninde therascreen RAS Extension Pyro Kit tarafindan ilgili “Sequence to Analyze”
(Analiz Edilecek Sira) ile tespit edilmis yaygin gérilen mutasyonlar

Nokleik asit tayini Amino asit tayini Analiz Edilecek Sira Cosmic ID* (V70)

NRAS kodon 12 (GGT)

34G>A G128 NGTNGTGTTGGGAAAAGC 563
34G>T G12C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 562
34G>C GI12R NGTNGTGTTGGGAAAAGC 561
35G>A G12D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 564
35G>T Gl2v GNTGNTGTTGGGAAAAGC 566
35G>C G12A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 565

NRAS kodon 13 (GGT)

37G>A G13S NGTNGTGTTGGGAAAAGC 571
37G>T G13C NGTNGTGTTGGGAAAAGC 570
37G>C G13R NGTNGTGTTGGGAAAAGC 569
38G>A G13D GNTGNTGTTGGGAAAAGC 573
38G>T G13v GNTGNTGTTGGGAAAAGC 574
38G>C G13A GNTGNTGTTGGGAAAAGC 575

NRAS kodon 59 (GCT)

175G>A A59T ACAVCTGGAC 578

176C>G A59G ACAGNTGGAC -
NRAS kodon 117 (AAG)

351G>C K117N ABTGTGATTT -

351G>T K117N ABTGTGATIT -
NRAS kodon 61 (CAA)

181C>A Q61K VAAGAAGAGTA 580
182A>G Q61R CNAGAAGAGTA 584
182A>T Q61L CNAGAAGAGTA 583
183A>T Q61H CANGAAGAGTA 585
183A>C Q61H CANGAAGAGTA 586

therascreen RAS Extension Pyro Kit El Kitabi  05/2016



Nokleik asit tayini

Amino asit tayini

Analiz Edilecek Sira

Cosmic ID* (V70)

183A>G

NRAS kodon 146 (GCC)

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

Q61Q

A146T
A146P
A146V

CANGAAGAGTA

CANCCAAGACCA
CANCCAAGACCA
CAGBCAAGACCA

587

27174

*

Mutasyonlar Katalogundan alinmugtir.

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic adresinde bulunan Sanger Institute web sitesindeki Kanserde Somatik
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Ek B: Atk Konteynerinin ve Oluklarin Bosaltlmasi

i Tehlikeli kimyasallar

UYARI Vakum istasyonu ile birlikte kullanilan Denatirasyon SolUsyonu, gézlerde ve ciltte

iritasyona sebep olabilen sodyum hidroksit icerir.
Kullanirken daima gézIUk, eldiven ve laboratuvar énlogi takin.

Sorumlu merci (6rn. laboratuvar midird), calisma ortaminin givenli oldugunu
ve cihaz kullanicilaninin tehlikeli diUzeylerde zehirli maddeye (kimyasal veya
biyolojik) maruz kalmadigini temin etmek adina, Givenlik Veri Sayfalari (SDS'ler)
veya OSHA,* ACGIH! ve COSHH?* belgeleri uyarinca gerekli énlemleri almak

zorundadir.

Dumana karsi havalandirma ve atiklarin imha edilmesi, tom gecerli ulusal,
bolgesel ve yerel saglk ve guUvenlik dizenlemeleri ve vyasalar uyarinca

gerceklestirilmelidir.

* OSHA: Mesleki Guvenlik ve Saglik Dairesi (Occupational Safety and Health Administration) (ABD).

t ACGIH: Ulusal Endustriyel Hijyenistler Konferansi (American Conference of Government Industrial Hygienists) (ABD).
* COSHH: Saglk Agisindan Tehlikeli Maddelerin Kontroli (Control of Substances Hazardous to Health) (Birlesik
Krallik).

Laboratuvar atklarinin imhasi igin gegerli ulusal, bélgesel ve yerel ¢evre mevzuatlarina

uydugunuzdan emin olun.

Baslamadan énce énemli nokta

® Bu protokol yiksek saflikta su kullaniimasini gerektirir.
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Prosedir

1. Vakum cihazina vakum vygulanmadigindan emin olun. Vakumun kapali konumda (Off)
ve vakum pompasinin kapatlmig oldugundan emin olun.

Oluklarda kalmig olabilecek solisyonu temizleyin.

Oluklar ytksek saflikta su ile yikayin veya gerekiyorsa degistirin.

Atk konteynerini bosaltin.

o x> 0N

Borularin baglantisini kesmeden kapak ¢ikarilabilir.

Vakum istasyonunun temizlenmesi gerekiyorsa (6rnegin toz veya dékilme nedeniyle),
PyroMark Q24 User Manual'a (PyroMark Q24 Kullanim Kilavuzu) bagvurun.
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Siparis Bilgileri

Urin

icindekiler

Kat. no.

therascreen RAS Extension Pyro 24 reaksiyon igin: Siralama Primerleri, 971590
Kit (24) PCR Primerleri, Demetile Edilmig

Kontrol DNA'si, PyroMark PCR Ana

Karigimi, CoralLload Konsantresi,

Tamponlar ve Reaktifler
PyroMark Q24 MDx 24 &rnegin paralel olarak 9001513

Pyrosequencing igslemine tabi tutulmasi

igin siralama bazl tespit platformu
PyroMark Q24 MDx Vacuum PCR rindnden tek iplikli sablona 9001515
Workstation kadar 24 &rnegin paralel olarak

hazirlanmasi igin Vakum Istasyonu
PyroMark Q24 MDx Software Analiz yazilimi 9019063
Aksesuarlar
PyroMark Q24 Plate (100) 24 kuyulu siralama reaksiyon plakasi 979301
PyroMark Q24 Cartridge (3) Nukleotidlerin ve reaktiflerin 979302

dagitilmast icin kartuglar
PyroMark Vacuum Prep Filter PyroMark Vakum lstasyonu Q96 ve 979010
Probe (100) Q24 igin yeniden kullanilabilir filire

problar
PyroMark Control Oligo Sistemin kurulum kontrol¥ igin 979303
PyroMark Q24 Validation Oligo ~ Sistemin performans dogrulamasi igin 979304
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Urin igindekiler Kat. no.

ligili Grinler

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 50 DNA 6rnegi igin: 50 QlAamp 56404
(50) MinElute® Sutunu, Profeinaz K,
Tamponlar, Toplama Topleri (2 ml)

Gincel lisans bilgileri ve Urine 6zgl yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya
kullanmier  kilavuzuna  bakin.  QIAGEN  kiti el  kitaplan  ve  kullanici  kilavuzlar
www.qgiagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri ve yerel

dagticinizdan istenebilir.
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Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight”, QlAamp®, CoralLoad®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen®
(QIAGEN Grup); Analyse-it* (Analyse-it Software Ltd); Applied Biosystems®, Variomag® (Thermo Fisher Scientific); Axygen® (Corning Inc.); FrameStar® (4titude Ltd);
Milli-Q® (Merck Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); SmartBlock™, ThermoMixer® (Eppendorf AG); Windows® (Microsoft Corporation).

therascreen RAS Extension Pyro Kit icin Sinirh Lisans Sézlesmesi
Bu 0rinin kullanimi herhangi bir alicinin veya Grin kullanicisinin asagidaki kosullart kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizea Grinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizea panelin icinde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN, bu
panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin diginda bu panelin iginde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari QIAGEN
kullanicilan tarafindan QIAGEN kullanicilar igin saglanmigtir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamh sekilde denenmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN
bu protokollerin Ggiincy taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

2. Agikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin Ggiinct taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

3. Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

4. QIAGEN agikga ifade edilenlerin diginda agik veya zmni diger tim lisanslari agik¢a reddeder.

5. Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve baska birisine
izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlasmasinin veya
panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tom durumlarda avukat Gereti dahil tom sorusturma ve mahkeme
masraflarini geri alabilir.

Guncellenmis lisans kosullari igin bkz. www.qiagen.com.

16 Mayis HB-1882-002 © 2016 QIAGEN, tom haklar saklidir.
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