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Technologie QIAGEN pro zpracovani a analyzu
vzorku

Spole¢nost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii pro
zpracovani a analyzu vzorku, které umoznuiji izolaci a detekci slozek
libovolného biologického vzorku. Nase vyspélé, vysoce kvalitni produkty a
sluzby vam zajisti uspé&sny pribéh od odbéru vzorku az po vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

purifikaci DNA, RNA a proteind;

rozbory nukleovych kyselin a protein(;

vyzkum microRNA a RNA:;

automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich rozbory.

Nasim cilem je poskytovat co nejnovéjsi technologie, které vam zaruci
spolehlivé vysledky a dosazeni vyznamného pokroku. Vice informaci
naleznete na strankach www.giagen.com.
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Ucel pouziti
Souprava therascreen KRAS Pyro Kit je prostfedek pro detekci in vitro a slouzi
pro kvantitativni detekci mutaci v kodonech 12, 13 a 61 lidského genu KRAS v

genomové DNA ziskané ze vzorku lidské tkané. Princip je zaloZen na
sekvenovani nukleovych kyselin s vyuzitim technologie pyrosekvenovani.

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit je uréena jako pomocny test pfi vybéru
pacientl s kolorektalnim karcinomem, u nichz je vy$si pravdépodobnost
uspésnosti IéCby pomoci protilatek proti EGFR, jako je panitumumab nebo
cetuximab. Pro diagnostiku in vitro.

Ur&eno k pouZiti pouze se systémem PyroMark® Q24. Systém PyroMark Q24
obsahuje:

B Pristroj PyroMark Q24 a pfistroj PyroMark Q24 MDx.
B Vakuova stanice PyroMark Q24 a vakuova stanice PyroMark Q24 MDx.

B Software PyroMark Q24 (verze 2.0) a software PyroMark Q24 MDx (verze
2.0).

Tento vyrobek je urCen k pouZiti pouze pro profesionalni uzZivatele, jako jsou
laboranti nebo Iékafi vySkoleni v postupech pro diagnostiku in vitro,
molekularné biologickych metodach a obsluze systému PyroMark Q24.

Shrnuti a vysveétleni

V Evropé vzrista zajem o analyzu mutaci genu KRAS, nebot Evropské
komise rozhodla o podminéném schvaleni registrace pfipravkd panitumumab
a cetuximab pro lé€bu pacientl s metastazemi kolorektalniho karcinomu, u
kterych je pfitomen nemutovany gen KRAS (divokého typu). To znamena, ze
pripravky panitumumab a cetuximab Ize podavat pouze pacientliim, u nichz
byly provedeny testy stavu mutaci genu KRAS.

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit s ozna¢enim CE-IVD slouZi ke
kvantitativnimu stanoveni mutaci lidského genu KRAS v kodonech 12, 13 a
61. Souprava obsahuje dvé analyzy: jednu pro detekci mutaci v kodonech 12
a 13 a druhou pro detekci mutaci v kodonu 61 (obrazek 1). Pomoci PCR se
tyto dvé oblasti oddélené amplifikuji a definované oblasti se sekvenu;i.
Sekvence v okoli danych poloh slouzi jako normalizacni a referenéni piky pro
kvantifikaci a stanoveni kvality analyzy.
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Obrazek 1. Zobrazeni analyzy KRAS. Oznacena sekvence je analyzovana sekvence u
vzorku divokého typu. FP a FPB: pfimé PCR primery (B oznaduje biotinylaci); RP a RPB:
zpétné PCR primery (B oznacuje biotinylaci); Seq: sekvenacéni primery.

Poznamka: Kodony 12 a 13 se sekvenuji v pfimém sméru a kodon 61 ve
zpétném sméru.

Vyrobek obsahuje pro kazdou analyzu smés PCR primeru a sekvenacni
primer. Primery jsou dodany v roztoku. Kazda lahvicka obsahuje 24 pl
kazdého primeru nebo smési primeru.

Princip postupu

Na schématu pracovniho postupu je zobrazen pribéh analyzy. Po PCR s
primery vymezujicimi kodony 12/13 a kodon 61 se amplikony imobilizuji na
kuliky Streptavidin Sepharose® High Performance. Pfipravi se jednofetézcova
DNA a dojde k hybridizaci pfisluSnych sekvenacnich primerd a DNA. Vzorky
se pak analyzuji v systému PyroMark Q24 prostfednictvim souboru nastaveni
béhu a souboru béhu.

K analyze béhu je doporuceno pouzit modul KRAS Plug-in Report. Modul
KRAS Plug-in Report Ize obdrzet e-mailem po objednani na adrese
pyro.plugin@giagen.com.

K analyze béhu vsak Ize pouzit i analyticky nastroj, ktery je soucasti systému
PyroMark Q24. Po ukonceni béhu Ize upravit analyzovanou sekvenci i pro
detekci vzacnych mutaci (viz ,Protokol 6: Analyza béhu na systému PyroMark
Q24" strana 28).

Poznamka: Schéma pracovniho postupu bylo ve srovnani s pfiru¢kou
PyroMark KRAS Kit a revizi R1 pfirucky therascreen KRAS Pyro Kit mirné
zménéno (viz ,Protokol 2: PCR s PCR ¢inidly dodanymi v soupraveée
therascreen KRAS Pyro Kit*, strana 17 a ,Protokol 4: Pfiprava vzorkl pfed
pyrosekvenacni analyzou na systému PyroMark Q24 strana 22).
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Schéma pracovniho postupu analyzy therascreen KRAS Pyro

Nastaveni analyzy a béhu Priprava vzorku
Nastaveni souboru analyzy PCR (protokol 2)
(pfiloha A) i
Imobilizace (protokol 3)
v '
Nastaveni souboru béhu Priprava vzorku (protokol 4)

(protokol 1)

\/

Béh systému PyroMark Q24 (protokol 5)
\
Analyza béhu systému PyroMark Q24 (protokol 6)
\
Zprava

Ovladaci prvky

Soucasti soupravy je nemethylovana kontrolni DNA jako pozitivni kontrola pro
PCR a sekvenacni reakce. Tento kontrolni vzorek ma v oblastech
sekvenovanych pomoci této soupravy genotyp divokého typu a je vyZzadovan k
interpretaci adekvatnich vysledkl a identifikaci nizkouroviiovych mutaci (viz
,Interpretace vysledku*, strana 31). Zahrnuje vzorek s nemethylovanou
kontrolni DNA pro kazdou analyzu ve vSech bézich pyrosekvenovani.

Navic lze pro alespon jednu analyzu zahrnout do nastaveni PCR i negativni
kontrolu (bez templatu DNA).
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit (krabice 1/2)

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit (24)
Katalogové €. 971460
Pocet reakci 24
Seq primer KRAS 12/13 24 ul
Seq primer KRAS 61 24 ul
PCR primer KRAS 12/13 24 ul
PCR primer KRAS 61 24
PCR master mix PyroMark, 2x 850 pl
Koncentrat CoralLoad®, 10x 1,2 ml
H.O 3x1,9ml
Nemethylovana kontrolni DNA, 10 ng/pul 100 pl
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Pufry a €inidla therascreen (krabice 2/2)

Pufry a €inidla therascreen

Vazebny pufr PyroMark 10 ml
Hybridizaéni pufr PyroMark 10 ml
Denaturacni roztok PyroMark® 250 ml
Promyvaci pufr PyroMark, 10x 25 ml
Smés enzymu 1 lahvi¢ka
Smés substratd 1 lahvicka
dATPIS 1180 pl
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
PFirucka 1

* Obsahuje hydroxid sodny.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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DalSi potfrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace jsou
uvedeny v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL), které Ize ziskat od
dodavatele produktu.

B Souprava naizolaci DNA (viz ,Izolace DNA*, strana 14)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilni SpiCky na pipety (s filtry pro nastaveni PCR)
Stolni mikrocentrifuga*

Termocykler* a pfislusné PCR zkumavky

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

PyroMark Q24 (kat. €. 9001513 nebo 9001514)*"

PyroMark Q24 Software (kat. €. 9019063 nebo 9019062)"
Desti¢ky PyroMark Q24 (kat. &. 979301)"

Kazeta PyroMark Q24 (kat. &. 979302)"

Vakuové stanice PyroMark Q24 (kat. &. 9001515 nebo 9001517)*"
Michacka destiCek* pro imobilizaci na kuliCky

Topny blok* s dosaZitelnou teplotou 80 °C
PCR destiCky se 24 jamkami nebo stripy
Vicka na stripy

Vlysoce ¢isténa voda (Milli-Q® 18,2 MQ x cm nebo ekvivalent).

Poznamka: Soucasti dodavky je dostateény objem vody pro PCR,
imobilizaci DNA a k rozpusténi smési enzymu a smési substratu. Dalsi
vysoce Cisténa voda je nutna na fedéni promyvaciho pufru PyroMark,
10x.

B Ethanol (70%)*

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuceni vyrobce.

T Oznageni CE-IVD je v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 98/79/ES.
VSechny ostatni uvedené vyrobky nemaiji oznaceni CE-IVD podle smérnice Evropského
parlamentu a Rady 98/79/ES.

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje jiné latky, napfiklad metanol nebo
metyletylketon.
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Doporuc¢ené michacky desticek

Michacky destiCek doporucené k pouziti se soupravou therascreen KRAS
Pyro Kit jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Michaéky desticek doporuc¢ené k pouziti se soupravou
therascreen KRAS Pyro Kit

Vyrobce Vyrobek Katalogové ¢€islo

Thermomixer comfort

(zakladni zafizeni) 5355 000.011

Eppendorf Termoblok pro MTP 5363 000.012
Adaptacni desticka na PCR
zkumavky 96 x 0,2 ml ke vlozeni 5363 007.009
do bloku pro mikrotitracni desticky
. ® 51410
Variomag~ Teleshake
H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115 Vv =51110 V)

Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Jako in vitro diagnostikum

Bezpeénostni informace

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace jsou
uvedeny v odpovidajicich bezpe€nostnich listech (BL). Bezpecnosti listy jsou k
dispozici také online v PDF formatu na strankach www.qgiagen.com/safety, kde
muzete najit, precist a vytisknout bezpecnosti listy vSech souprav a soucasti
souprav spoleénosti QIAGEN®.

Na komponenty soupravy therascreen KRAS Pyro Kit se vztahuji nasledujici
bezpecnostni véty a bezpeCnostni opatfeni.

PyroMark Denaturation Solution

@ Varovdani! Drézdi kazi. ZpUsobuje véiné podrdidéni odi. Mlze byt
korozivni pro kovy. Unikly produkt absorbujte, aby se zabrénilo
materidlnim $koddm. Uchovdavejte pouze v plUvodnim obalu.
PouZivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/
obli¢ejovy stit.
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PyroMark Enzyme Mixture

O

Obsahuje:  (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diol; acetic acid.
Nebezpeéil Drazdi kdzi. ZpUsobuje véiné poskozeni o&i. PRI
ZASAZEN| OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je lze vyjmout snadno.
Pokradujte ve vyplachovéni. PRI expozici nebo podezfeni: Volejte
TOXIKOLOGICKE STREDISKO nebo |ékare. Odlozte
kontaminované obleéeni a pfed pouZitim je vyperte. Pouziveijte
ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy $tit.

PyroMark Substrate Mixture

&

Obsahuje: acetic acid. Varovénil Drazdi kizi. ZpUsobuje vaziné
podrdzdéni odi. Pretrvavd-li podrdzdéni odi: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/ osetfeni. Odlozte kontaminované obleéeni a pfed pouzitim
je vyperte. PouZivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné
bryle/ obli¢ejovy stit.

Obecna ustanoveni

Poznamka: Uzivatel musi vzdy vénovat pozornost nasledujicim okolnostem:

B Pro dosazeni optimalnich vysledkl je nutné pfisné dodrzovat pokyny v
navodu pro uzivatele. Jiné fedéni Cinidel nez to, které je popsano v této
pfirucce, se nedoporucuje a mize mit za nasledek zhorSeni kvality
provedeni testu.

B Schéma pracovniho postupu bylo lehce zménéno (viz ,Protokol 2: PCR s
PCR cinidly dodanymi v soupravé therascreen KRAS Pyro Kit“, strana 17
a ,Protokol 4: Pfiprava vzorku pfed pyrosekvenacni analyzou na systému
PyroMark Q24 strana 22) ve srovnani s pfiru¢kou PyroMark KRAS Kit a
revizi R1 pfiru¢ky therascreen KRAS Pyro Kit.

M Komponenty tohoto produktu sta¢i k provedeni 24 reakci v az
5 nezavislych bézich.

B PouZivejte sterilni Spi¢ky na pipety (s filtry pro nastaveni PCR).

B Pozitivni materidly (vzorky, pozitivni kontroly a amplikony) se musi
skladovat a extrahovat oddélené od vSech ostatnich Cinidel. Do reakéni
smeési je pfidavejte v oddéleném prostoru.

B Pred zahajenim analyzy dukladné rozmrazte vSechny slozky na
pokojovou teplotu (15 az 25 °C).

B Po rozmrazeni sloZky promichejte (opakovanym pipetovanim nahoru a
dold nebo na pulsni tfepacce) a kratce odstredte.

12
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B Na zakladé nezdafenych vysledku nelze posuzovat stav mutaci.

Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit se dodava ve dvou krabicich. Krabice

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit (krabice 1/2) se dodava v suchém ledu.
PCR master mixy PyroMark, koncentrat CoralLoad, nemethylovana kontrolni
DNA a vSechny primery musi byt pfi dodani ulozeny pfi teploté —30 az —15°C.

Krabice s pufry a Cinidly therascreen (krabice 2/2) obsahuje pufry, smés
enzymu, smés substratl, dATPaS, dCTP, dGTP a dTTP (Cinidla na
pyrosekvenacni analyzu) a dodava se v chladicim obalu. Pfi dodani by mély
byt uvedené soucasti ulozené pfi teploté 2 az 8 °C. Z dlvodu minimalizace
ztraty aktivity se doporu€uje uchovavat smés enzymdu i substratd v dodanych
lahviCkach.

Rekonstituované smési enzymua nebo substratd jsou stabilni po dobu nejméné
10 dnu pfi teploté 2 az 8 °C. Rekonstituované smési enzymua nebo substratd
Ize zamrazit a ulozit v plvodnich lahvi¢kach pfi teploté —30 az —15 °C.
Zmrazena Cinidla by neméla prodélat opakované zmrazeni/rozmrazeni vice
nez tfikrat.

Poznamka: Nukleotidy se nesmi zamrazovat.

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit je stabilni az do doby pouzitelnosti
soupravy, uchovava-li se za stanovenych podminek.

Manipulace se vzorkem a jeho skladovani

VSechny vzorky jsou potencialné infekéni a podle toho se s nimi musi
zachazet.

Material vzorku tvori lidska DNA extrahovana z krve nebo vzorku tkani
fixovanych formalinem zalitych v parafinu (FFPE).

Nelze pouzit vzorky pacientd, kterym je podavan heparin. Nelze pouzit vzorky
krve, které byly odebrany do zkumavek obsahujicich antikoagulaéni €inidlo
heparin. Heparin ovliviiuje PCR.
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Postup

Izolace DNA

Funk&nost systému pro extrakci lidské DNA ze vzorkd tumor fixovanych
formalinem zalitych v parafinu byla stanovena pomoci souprav EZ1® DNA
Tissue Kit a QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit. U systému QIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit byla funkénost stanovena u vzorka krve od zdravych darcu s
pfidavkem nadorovych bunék.

Na purifikaci DNA z uvedenych typl vzorku lidské tkané k pouziti v soupravé
therascreen KRAS Pyro Kit jsou doporuéeny soupravy QIAGEN® uvedené v
tabulce 2. Purifikaci DNA provadéijte podle pokynuU v pfiru¢kach k danym
soupravam.

Tabulka 2. Doporuéené soupravy na purifikaci DNA pro uc¢ely soupravy
therascreen KRAS Pyro Kit

Souprava na izolaci nukleovych Katalogové Cislo

Materiél vzorku kyselin (QIAGEN)
TKkané zalité v QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
parafinu EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Krev QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit' 61104

* Postupujte dle protokolu pro pouziti tkani zalitych v parafinu. Souprava EZ1 DNA Tissue Kit
by se méla pouzivat spole€né se stanici EZ1 Advanced (kat. ¢. 9001410 nebo 9001411) a
kartou EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (kat. €. 9018298), se stanici EZ1
Advanced XL (kat. €. 9001492) a kartou EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card
(kat. & 9018700) nebo se stanici BioRobot® EZ1 (kat. &. 9000705; jiz neni v nabidce) a
kartou EZ1 DNA Paraffin Section Card (kat. ¢. 9015862).

T Oznageni CE-IVD je v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 98/79/ES.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol 1: Nastaveni béhu na systému PyroMark Q24

Dulezity bod pred zahajenim
BV pfipadé potfeby Ize ziskat cely rozsah vysledkl ovéfenim meze vzorku
pokynech CLSI EP17-A ,Protocol for determination of limits of detection

and limits of quantitation; approved guideline“ (Protokol pro uréeni mezi
detekce a mezi kvantifikace, schvalené pokyny).

Ukony pied zahajenim

B Pokud nebyl nainstalovan modul KRAS Plug-in Report, vytvorte nastaveni
analyzy (viz Pfiloha A, strana 44). To je tfeba provést pouze jednou pfed
prvnim spusténim pyrosekvenacnich analyz therascreen KRAS Pyro. Pokud
byl nainstalovan modul KRAS Plugin Report, jsou v prohlizec€i zkratek
softwaru PyroMark Q24 ve slozce ,Example Files/PyroMark
Setups/KRAS* k dispozici pfedem definovana nastaveni analyz. Modul
KRAS Plug-in Report Ize obdrzet e-mailem po objednani na adrese
pyro.plugin@agiagen.com.

Postup

1. Kliknéte na tlacitko © na panelu nastrojt.
Vytvofil se novy soubor béhu.

2. Zadejte parametry béhu (viz ¢ast ,,Parametry béhu“ na strané 16).

3. Na desti¢ce zadejte analyzy kodonti 12/13 i 61 k jamkam
odpovidajicim danym testovanym vzorkim.

Poznamka: Pro alespon jednu analyzu Ize zahrnout do kazdého nastaveni
PCR i negativni kontrolni vzorek (bez templatu DNA).

Poznamka: Zahrnuje vzorek s nemethylovanou kontrolni DNA pro kazdou
analyzu ve v8ech bézich pyrosekvenovani (viz ,Ovladaci prvky®, strana 7).

4. Jakmile je béh nastaven a systém PyroMark Q24 pripraven ke
spusténi, vytisknéte si seznam pozadovanych objeml smési enzymu,
smési substratu, nukleotidii a usporadani desticky. Z nabidky
» 1ools“ (Nastroje) vyberte polozku ,,Pre Run Information* (Informace
pred spusténim béhu) a po zobrazeni zpravy kliknéte na tla€itko =.

5. Zavrete soubor béhu a pomoci Prizkumniku Windows® jej zkopirujte
najednotku USB dodanou se systémem.

Poznamka: Vytisténou zpravu s informacemi pfed spusténim béhu
pouzijte jako $ablonu pfi nanaseni vzorkl (viz ,Protokol 3: Imobilizace
PCR produktu na kuli¢ky Streptavidin Sepharose High Performance” na
strané 20).
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Spusténi analyzy desticky na systému PyroMark Q24 viz ,Protokol 5:
Spusténi systému PyroMark Q24“ na strané 26. Parametry béhu

,Run name" (Nazev Nazev behu je dan ulozenim souboru.

béhu): Pfejmenovanim souboru dojde i ke zméné nazvu
béhu.

,Instrument method” Vyberte metodu pfistroje podle kazety, ktera se bude

(Metoda pfistroje): pro dany béh pouzivat. Viz instrukce dodané s
vyrobky.

,Plate ID” (ID desti¢ky): Nepovinné: Zadejte ID desti¢ky PyroMark Q24.

,Bar code” (Carovy Nepovinné: Zadejte Cislo Carového kodu desticky.

kod): Pokud mate k pocitaci pfipojenu ¢teCku ¢arovych

kodU, kod prectéte CteCkou. Umistéte kazatel mysSi do
textového pole ,Barcode” (Carovy kod) a kliknutim
carovy kod sejméte.

,Kit ID" (ID soupravy): Nepovinné: Zadejte Cislo SarZe pouzité soupravy
therascreen KRAS Pyro Kit. Cislo $arze je uvedeno
na Stitku vyrobku.

Poznamka: Doporucuje se zadavat ID Cinidel i
soupravy, aby bylo mozné v pfipadé potieby
vysledovat neoCekavané problémy s Cinidly.

,Run note” (Poznamky Nepovinné: Zadejte poznamku k obsahu nebo ucelu
k béhu): béhu.

Pridani soubort analyz
Analyzu Ize k jamce pfipojit nékterym z téchto zplasobu:

M Kliknéte na jamku pravym tlacitkem a z mistni nabidky vyberte polozku
,Load Assay“ (Nacist analyzu).

B Vyberte analyzu v prohliZzeci zkratek, kliknéte na ni a pfetahnéte na
jamku.

Jamka se oznaci barevné podle zvolené nactené analyzy.

Zadani ID vzorkl a poznamek
Chcete-li zadat ID vzorku nebo poznamku, vyberte buriku a zadejte text.

Chcete-li ID vzorku nebo poznamku upravit, vyberte buriku (stavajici obsah se
oznaci) nebo na bunku dvakrat kliknéte.
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Protokol 2: PCR s PCR ¢inidly dodanymi v souprave
therascreen KRAS Pyro Kit
Tento protokol popisuje amplifikaci PCR oblasti obsahujici kodon 12 a kodon

13 a amplifikaci PCR oblasti obsahujici kodon 61 s pouZitim soupravy
therascreen KRAS Pyro Kit.

Dulezité body pred zahajenim
B Schéma pracovniho postupu bylo ve srovnani s pfiru¢kou PyroMark
KRAS Kit (krok 5) mirné zménéno.

B HotStarTaq® DNA polymeraza v master mixu PyroMark vyzaduje
aktivacni krok 15 min pri 95 °C.

B VSechny reakéni smési pfipravujte prfed zahajenim pyrosekvenacni
analyzy v prostoru oddéleném od prostoru uréeného na purifikaci DNA,
pridavani templatu DNA do PCR, analyzy PCR produktl nebo pfipravy
vzorkd.

B Pouzivejte jednorazoveé Spicky obsahujici hydrofobni filtry z dGvodu
minimalizace kfizové kontaminace.

Ukony pred zahajenim

B Zkumavky s PCR primery pfed otevienim kratce odstfedte, aby se obsah
usadil na dné zkumavky.

B Upravte koncentraci DNA vzorku a kontroly dle potfeby na 0,4 — 2 ng/pl.

Postup

1. VSechny potiebna €inidla rozmrazte (viz tabulka 3).
Pred pouzitim fadné promichejte.

2. Pro kazdou sadu PCR primeru pripravte reakéni smés podle
tabulky 3.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny sloZzky nutné pro provedeni PCR
kromé vzorku.

ReakEéni smés pfipravte v objemu vySSim nez je nutné pro provedeni
celkového poctu PCR analyz.
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Tabulka 3. Priprava reakéni smési pro kazdou smés PCR primert

Slozka Objem na reakci (pl)
PCR master mix PyroMark, 2x 12,5
Koncentrat CoralLoad, 10x 2,5

PCR Primer KRAS 12/13

nebo 1,0

PCR Primer KRAS 61

Voda (H,0, soucast dodavky) 4,0
Celkovy objem 20,0

3. Reakéni smés radné promichejte a naneste 20 pl do kazdé PCR
zkumavky.

Neni nutné mit PCR zkumavky ulozené v ledu, nebot HotStarTaq DNA
polymeraza je pfi laboratorni teploté neaktivni.

4. Do jednotlivych PCR zkumavek pridejte 5 ul templatu DNA (2 — 10 ng
genomové DNA) (viz tabulka 4) a diikladné promichejte.
Poznamka: Pro alespon jednu analyzu Ize zahrnout do kazdého nastaveni
PCR i negativni kontrolni vzorek (bez templatu DNA).

Poznamka: Zahrnuje vzorek s nemethylovanou kontrolni DNA pro kazdou
analyzu ve v8ech bézich pyrosekvenovani (viz ,Ovladaci prvky*, strana 7).

Tabulka 4. Priprava PCR

Slozka Objem na reakci (ul)
Reakéni smés 20
Vzorek DNA 5
Celkovy objem 25
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5. Termocykler naprogramujte podle pokynt vyrobce na podminky
uvedené v tabulce 5.

Tabulka 5. Optimalizovany protokol cyklovani

Poznamky

Iniciac¢ni aktivacni 15 minut 95 °C Tento zahfivaci krok slouzi

krok: k aktivaci HotStarTag DNA
polymerazy.

Cyklovani ve

3 krocich:

Denaturace 20 sekund 95 °C

Hybridizace 30 sekund 53 °C

Prodluzovani 20 sekund 72 °C

Pocet cykll 42

Konecné 5 minut 72 °C

prodluzovani:

6. Ulozte PCR zkumavky do termocykleru a spust’te cyklovaci program.

7. Po ukonceni amplifikace pokracujte ¢asti ,,Protokol 3: Imobilizace
PCR produktt na kulicky Streptavidin Sepharose High Performance*
na strané 20.
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Protokol 3: Imobilizace PCR produkti na kulicky
Streptavidin Sepharose High Performance
Tento protokol popisuje imobilizaci templatu DNA na kuli€ky Streptavidin

Sepharose High Performance (GE Healthcare), ktera musi pfedchazet analyze
na systému PyroMark Q24.

Ukony pred zahajenim

B Pred zahajenim imobilizace nechte vSechna pozadovana Cinidla a roztoky
temperovat na laboratorni teplotu (15 — 25 °C).

Postup
1. Jemné protrepejte lahviéku obsahuijici Streptavidin Sepharose High
Performance, aby byl roztok homogenni.

2. Pripravte master mix pro imobilizaci DNA podle tabulky 6. Pripravte o
10 % vysSSi objem, nez je nutné pro provedeni celkového mnozstvi
reakci.

Tabulka 6. Master mix pro imobilizaci DNA

Slozka Objem na vzorek (ul)
Streptavidin Sepharose High Performance 2
Vazebny pufr PyroMark 40
Voda (H,0, soucast dodavky) 28
Celkovy objem 70

3. Naneste 70 pl master mixu do jamek na 24jamkové PCR desti¢ce
nebo stripu podle predem definovaného nastaveni béhu
(viz ,Protokol 1: Nastaveni béhu na systému PyroMark Q24 “ na
strané 15).

4. Do kazdé zkumavky obsahujici master mix naneste 10 pl
biotinylovaného PCR produktu z protokolu 2 podle predem
definovaného nastaveni béhu (viz ,Protokol 1: Nastaveni béhu na
systému PyroMark Q24 “ na strané 15).

Poznamka: Po naneseni master mixu i PCR produktu by celkovy objem v
jamce mél byt 80 pl.
5. PCR desti€ku (nebo stripy) zaviete vicky.

Poznamka: Zkontrolujte, zda nemuize dojit k pretékani kapaliny mezi
jamkami.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. Michejte PCR desti¢ku pfi laboratorni teploté (15 — 25 °C) po dobu
5 — 10 min p¥i 1400 ot./min.
Poznamka: Béhem tohoto kroku nachystejte vakuovou stanici PyroMark

Q24 na pfipravu vzorku podle navodu v pfiru¢ce pro uzivatele systému
PyroMark Q24.

7. Pokracujte primo ¢asti ,,Protokol 4: Priprava vzorkt pred
pyrosekvenacni analyzou na systému PyroMark Q24 “ na strané 22.
Poznamka: Sepharosové kuli¢ky rychle sedimentuji. KuliCky je nutné
odebrat okamzité po michani.

Pokud od michani desti¢ek (nebo stripl) uplyne vice nez 1 minuta,
zamichejte je pfed odbérem kuli€¢ek znovu po dobu 1 minuty.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol 4: Priprava vzorku pred pyrosekvenac€ni analyzou
na systéemu PyroMark Q24

Tento protokol popisuje pfipravu jednofetézcové DNA a pfipojeni
sekvenacnich primera k templatu pred provedenim pyrosekvenaéni analyzy na
systému PyroMark Q24.

Dulezité body pred zahajenim

B Zkumavky se sekvenacénimi primery pfed otevienim kratce odstfedte, aby
se obsah usadil na dné zkumavky.

B S ohledem na to, kterou oblast chcete analyzovat (kodon 12 a 13 nebo
kodon 61), naneste 2 rlizné sekvenacni primery podle stejného vzoru,
ktery byl definovan v nastaveni béhu pro danou desti¢ku (viz ,,Protokol 1:
Nastaveni béhu na systému PyroMark Q24 “ na strané 15).

B Schéma pracovniho postupu bylo ve srovnani s revizi R1 pfirucky
therascreen KRAS Pyro Kit (krok 18) mirné zménéno. Dobu chlazeni
vzorkU po jejich zahfati na 80 °C nezkracuijte.

M Pravidelné provadéjte funkéni test filtracnich sond, jak je popsano v
pfirucce pro uZivatele systému PyroMark Q24, a v pfipadé potfeby
filtraCni sondy vyménte.

Ukony pred zahajenim

B Jeden stojan na desticky PyroMark Q24 ulozte na pfedehfaty topny blok
na teplotu 80 °C jako pfipravu na krok 17. Druhy stojan na desticky
PyroMark Q24, ktery bude pouzit v kroku 18, ponechte v prostfedi s
laboratorni teplotou (15 — 25 °C).

B Promyvaci pufr PyroMark je dodavan v 10 x koncentrované formé. Pred
prvnim pouzitim nafedte 1 davku pracovniho roztoku: k 25 ml 10 x
koncentrovaného promyvaciho pufru PyroMark pfidejte 225 ml vysoce
¢isténé vody (konecny objem bude 250 ml).

Poznamka: Pracovni roztok promyvaciho pufru 1x PyroMark je stabilni
pfi 2 — 8 °C az do vyznacené doby pouZzitelnosti.

Postup

1. Naredte dostatecné mnozstvi daného sekvenacéniho primeru Seq
primer KRAS 12/13 nebo Seq primer KRAS 61 hybridizaénim pufrem
PyroMark podle tabulky 7.

Roztok sekvenacnich primeru pfipravte o objemu vétSim nez je
pozadované mnozstvi pro sekvenovani celkového poctu vzorku (pocet
vzorkl + jedna davka navic).
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Tabulka 7. Priklad redéni sekvenacnich primert

Objem na Objem na
Slozka vzorek (ul) 9 + 1 reakci (ul)
Seq Primer KRAS 12/13
nebo 0,8 8
Seq Primer KRAS 61
Hybridizaéni pufr 242
PyroMark 2o
Celkovy objem 25 250

2. Do kazdé jamky na desti¢ce PyroMark Q24 naneste 25 pyl naredéného
sekvenacéniho primeru podle vzoru v nastaveni béhu (viz ,,Protokol 1:
Nastaveni béhu na systému PyroMark Q24 “ na strané 15).

Poznamka: Jeden stojan na destiCky PyroMark Q24 (soucast dodavky
vakuoveé stanice PyroMark Q24) uchovaveijte pfi laboratorni teploté
(15 - 25 °C) a pouzivejte jej jako pomucku pfi pfipravé a pfenaseni
destiCky.

3. Ulozte PCR desti¢ku (nebo stripy) z protokolu 3 a desticku PyroMark
Q24 na pracovni stolek (obrazek 2).

Poznamka: Zkontrolujte, zda ma desti¢ka stejnou orientaci jako pfi
nanaseni vzorku.

Parking
il

Obrazek 2. Ulozeni PCR desti¢ky (nebo stript) a desticky PyroMark Q24 do
vakuové stanice.

4. Otevrete privod vakua a zaved'te vakuum do vakuové hlavice.

5. Opatrné spust’te filtracni sondy vakuové hlavice do PCR desticky
(nebo stripti) a odeberte kulicky obsahujici imobilizovany templat.
Sondy ponechejte na misté po dobu 15 sekund. Pfi zvedani vakuové
hlavice postupujte velmi opatrné.
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Poznamka: Sepharosové kuli¢ky rychle sedimentuji. KuliCky je nutné
odebrat okamzité po michani.

Pokud od michani desti¢ek (nebo stripl) uplyne vice nez 1 minuta,
zamichejte je pfed odbérem kuli¢ek znovu po dobu 1 minuty.

6. Preneste vakuovou hlavici do vani€ky obsahujici 40 ml 70% etanolu
(obrazek 2). Proplachujte filtraéni sondy po dobu 5 sekund.

7. Preneste vakuovou hlavici do vani€ky obsahujici 40 ml
denaturaéniho roztoku (obrazek 2). Proplachujte filtracni sondy po
dobu 5 sekund.

8. Preneste vakuovou hlavici do vani¢ky obsahujici 50 ml promyvaciho
pufru (obrazek 2). Proplachujte filtracni sondy po dobu 10 sekund.

9. Zvednéte vakuovou hlavici nahoru, naklopte ji svisle pres 90° a po

dobu 5 sekund nechte tekutinu na filtraénich sondach oschnout
(obrazek 3).

Obrazek 3. Zobrazeni vakuové hlavice naklopené svisle pres 90°.
10. Podrzte vakuovou hlavici nad destickou PyroMark Q24 a zavrete
privod vakua na hlavici (poloha Off).

11. Ponotte filtrac¢ni sondy do roztoku sekvenacnich primerd a jemnym
trepanim hlavice do stran uvolnéte kulicky do desticky PyroMark
Q24.

Poznamka: Dbejte na to, aby nedoslo ke zni€eni povrchu desticky
PyroMark Q24 poskrabanim filtraCnimi sondami.

12. Pfeneste vakuovou hlavici do vani€ky obsahujici vysoce ¢isténou
vodu (obrazek 2) a po dobu 10 sekund hlavici protirepavejte.

13. Promyjte filtracni sondy ponorenim do vysoce €iSténé vody (obrazek
2) a zavedenim vakua. Oplachnéte sondy 70 ml vysoce ¢€isténé vody.

14. Zvednéte vakuovou hlavici nahoru, naklopte ji svisle pres 90° a po
dobu 5 sekund nechte tekutinu na filtraénich sondach oschnout
(obrazek 3).

15. Zavrete privod vakua na hlavici (poloha Off) a ulozte vakuovou hlavici
do zajisténé polohy (P).

16. Vypnéte vakuovou pumpu.
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Poznamka: Na konci pracovniho dne je potfeba zlikvidovat odpadni a
zbytkové roztoky a zkontrolovat vakuovou stanici PyroMark Q24, zdali
neni znecisténa prachem a potfisnéna tekutinami (viz pfiloha B, strané
47).

17. Ohfrejte desticku PyroMark Q24 se vzorky na 80 °C po dobu 2 minut s
vyuzitim predehratého stojanu na desti€ky PyroMark Q24.

18. Odeberte destic¢ku PyroMark Q24 z horkého stojanu, polozte ji na
druhy stojan PyroMark Q24 umistény v prostredi s laboratorni
teplotou (15 - 25 °C) a nechte vzorky vychladnout na laboratorni
teplotu po dobu 10 — 15 minut.

19. Pokracujte €asti ,,Protokol 5: Spusténi systému PyroMark Q24“ na
strané 26.
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Protokol 5: Spusténi systému PyroMark Q24

Tento protokol popisuje pfipravu a naneseni Cinidel PyroMark Gold Q24 na
kazetu PyroMark Q24 a zahajeni a ukonceni béhu systému PyroMark Q24.
PodrobnéjSi popis uvadéjici nastaveni béhu naleznete v pfirucce pro uzivatele
systému PyroMark Q24.

Dulezity bod pred zahajenim

B Ve zpravé ,Pre Run Information” (Informace pred spusténim béhu), ktera
se nachazi v nabidce ,Tools" (Nastroje) pfi nastaveni béhu (viz
,Protokol 1: Nastaveni béhu na systému PyroMark Q24 “ na strané 15),
jsou uvedeny informace o objemu nukleotidd, enzymu, substratd a pufri
nutnych pro provedeni daného béhu.

Ukony pfed zahajenim

B Zapnéte systém PyroMark Q24. Hlavni vypina¢ je umistén na zadni
strané pfistroje.

Postup

1. Rozpustte lyofilizovanou smés enzymu a smés substratu vzdy v
620 ul vody (H,0, soucast dodavky).

2. Michani provedte mirnym krouzenim lahvic¢kou.
Poznamka: Neprovadéjte vifivé pohyby!
Poznamka: Aby bylo zajisténo uplné rozpusténi smési, ponechte ji v
prostfedi s laboratorni teplotou (15 — 25 °C) po dobu 5 — 10 minut. Pfed
zapocCetim plnéni kazety PyroMark Q24 se presvédcte, Ze roztok neni

zakaleny. Pokud nemaji byt Cinidla bezprostfedné pouZita, ulozte lahvi¢ky
s Cinidly na led* nebo do lednicky.

3. Umoznéte Cinidlim a kazeté PyroMark Q24 ziskat okolni teplotu
(20 - 25 °C).
4. Umistéte kazetu PyroMark Q24 tak, aby byla nato¢ena stitkem k vam.
5. Naneste na kazetu PyroMark Q24 prislusné objemy nukleotid(, smési
enzymu a smési substratli podle obrazku 4.
Presvédcte se, Ze se z pipety neprenesly do kazety zadné vzduchové
bubliny.

* Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
pouzitelné rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpecnostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu..
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Label

Obrazek 4. Obrazek kazety PyroMark Q24 shora. Popisy odpovidaji §titkim na lahvi¢kach

s¢

inidly. Pfidejte smés enzymu (E), smés substratu (S) a nukleotidy (A, T, C, G) podle udaju

0 objemech uvedenych ve zpravé ,Pre Run information® (Informace pfed spusténim béhu),
ktera se nachazi v nabidce , Tools* (Nastroje) pfi nastaveni béhu.

6.

7.

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.

22
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Otevrete dvirka kazety a vlozte kazetu naplnénou reagenty Stitkem
ven. Kazetu zcela zasuiite a zatlacéte dolt.

Zkontrolujte, zda je vidét linka na predni strané kazety, a zavrete
dvirka.

Oteviete ramecek na upevnéni desticky a umistéte destiCku na topny
blok.

Zavrete ramecek na upevnéni desti¢ky a viko pristroje.

Do USB portu na predni strané pristroje zasunte USB jednotku
(obsahujici soubor béhu).

Poznamka: USB jednotku nechte zasunutou az do ukoncéeni béhu.

Z hlavni nabidky vyberte pfrikaz ,,Run” (Spustit) pomoci tlacditek « a
v na obrazovce a stisknéte tlacitko ,,OK*.

Pomoci tlaCitek na obrazovce a a v vyberte soubor béhu.
Poznamka: Chcete-li si prohlédnout obsah slozky, vyberte danou slozku a
stisknéte tlaCitko ,Select” (Vybrat). Chcete-li se vratit zpét na pfedchozi
zobrazeni, stisknéte tlacitko ,Back” (Zpét).

Méate-li vybrany pozadovany béh, stisknéte tlacitko ,,Select” (Vybrat).

Jakmile se béh dokongéi a pristroj potvrdi, ze soubor béhu byl ulozen
na USB jednotku, stisknéte tlacitko ,,Close* (Zavrit).

Vyjméte USB jednotku.
Otevrete viko pfristroje.

Otevriete dvirka kazety a kazetu s reagenty nadzdvihnéte a vytahnéte
ven.

Zavrete dvirka.

Oteviete ramecek na upevnéni desticky a odeberte desticku z
topného bloku.

Zavrete ramecek na upevnéni destic¢ky a viko pristroje.

Desti€ku zlikvidujte a kazetu vycistéte podle navodu k vyrobku, ktery
je soucasti dodavky kazety.

. Proved’te analyzu béhu, jak je popsano v tématu ,,Protokol 6: Analyza
béhu na systému PyroMark Q24“ na strané 28.
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Protokol 6: Analyza béhu na systému PyroMark Q24

Tento protokol popisuje analyzu mutaci po dokonéeném béhu KRAS pomoci
softwaru PyroMark Q24.

Postup

1. Zasunte USB jednotku obsahujici vytvoreny soubor béhu do USB
portu pogcitace.

2. Pomoci Prizkumniku Windows presunte soubor béhu z USB
jednotky do pozadovaného umisténi v pogcitaci.

3. Otevrete soubor béhu v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24 bud’
zvolenim moznosti ,,Open“ (Otevrit) v nabidce ,,File“ (Soubor) nebo
dvojim kliknutim na soubor (@) v prohlizeci zkratek.

4. Existuji dvé metody analyzy béhu. Pokud pouzivate modul KRAS
Plug-in Report, prejdéte na krok 5. Pokud pouzivate AQ analyzu,
ktera je soucasti systému PyroMark Q24, prejdéte na krok 6.

Poznamka: Durazné doporuCujeme pouzivat k interpretaci vysledku
modul KRAS Plug-in Report. Modul KRAS Plug-in Report Ize obdrzet
e-mailem po objednani na adrese pyro.plugin@giagen.com. V této zpravé je
zajisténo, aby byly jednotlivé hodnoty LOD (tabulka 8) a rizné
analyzované sekvence pouzity k automatické detekci vSech mutaci.

5. Pouziti modulu KRAS Plug-in Report se zpravou pro analyzu KRAS:
Chcete-li vytvofrit zpravu, vyberte z nabidky ,,Reports* (Zpravy)
polozku ,,AQ Add On Reports/KRAS* (Pfidat AQ zpravu/KRAS) a pak
,Codon 12 and 13” (Kodon 12 a 13) nebo ,,Codon 61“ (Kodon 61).

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

@ File Tools | Reports | Window Help

J v ‘6 & AQ Analysis Statistics

AQ Analysis Results

AQ Pyrogram Report

- AQ Full Report
l AQ Add On Reports r ” KRAS » Codon 12 and 13 |
SNP Analysis Results . Codon 61

SNP Pyrogram Report

SNP Full Report

SNP Overview Report

Obrazek 5. Obrazovka AQ Run Analysis (Béh AQ analyzy)
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V jamkach automaticky probéhne analyza vSech mutaci, pro které je dana
mez detekce (LOD) v tabulce 8. Vysledky se zobrazi v pfehledné tabulce
(obrazek 6) a nasleduji i podrobné vysledky, které zahrnuji napfiklad
pyrogramy a kvalitu analyzy.

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.

Obréazek 6. Tabulka s prehledem vysledku.
6. Pouziti AQ analyzy:

Chcete-li provést analyzu béhu a ziskat prehled vysledku, kliknéte na
jedno z tlacitek analyzy.

0‘;{@ Analyzovat vSechny jamky
m@] Analyzovat vybranou jamku

Vysledky analyzy (Cetnost alel) a stanoveni kvality se zobrazi nad pozici

proménné v zaznamu Pyrogram®. Bliz&i informace o analyze b&hu najdete
v priru¢ce pro uZivatele systému PyroMark Q24.

Chcete-li vytvofit zpravu, vyberte z nabidky ,Reports“ (Zpravy) moznost
»,AQ Full Report* (Cela zprava AQ) nebo ,AQ Analysis Results” (Vysledky
AQ analyzy).

Poznamka: NejcastéjSi mutace pfitomné v genu KRAS byvaiji v
nukleotidu 35 (druha baze kodonu 12). Z tohoto divodu je v nastaveni
analyzy uvedena jako standardni analyzovana sekvence genu KRAS
pravé tato sekvence na kodonu 12 a 13 zaméfena na pfitomnost mutace v
dané pozici (viz pfiloha A, strana 44). Pokud vzorek obsahuje mutaci v
nukleotidu 34 (prvni baze kodonu 12), Ize zménit analyzovanou sekvenci
na analyzu pfitomnosti mutace v této pozici, jak je uvedeno v pfiloze A.
Podobné Ize zménit analyzovanou sekvenci u analyzy kodonu 61 genu
KRAS, jak je popsano v pfiloze A.

Aktualizované Cetnosti mutaci lidského genu KRAS v kodonu 12/13 a
kodonu 61 jsou dostupné online na adrese Sangerova Ustavu
www.sanger.ac.uk/genetics/ CGP/cosmic/.
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Poznamka: Za spolehlivé se doporucuje povazovat vysledky, kde vyska
piku pfesahuje 30 RLU. V nastaveni analyzy urCete hodnotu 30 RLU jako
.,pozadovanou vySku piku pro uznani kvality vysledku® (viz Pfiloha A a
pfirucka pro uzZivatele systému PyroMark Q24).

Poznamka: Zprava s vysledky AQ analyzy by se méla pouzit jako
dokumentace a interpretace kvantitativniho vyhodnoceni alel. Cisla
uvadéna v pyrogramu jsou zaokrouhlena a neudavaji zcela pfesnou
kvantitativni hodnotu.

Poznamka: Pyrogram by mél byt vZdy porovnan s histogramem, ktery Ize
zobrazit kliknutim pravym tlaCitkem mysSi v okné Pyrogram. Namérené piky
by mély vyskové odpovidat sloupcim histogramu.

Opakovani analyzy vzorkd, u nichz nebyla detekovana mutace v
nukleotidu 35 (kodon 12) nebo 183 (kodon 61), a vzorku, u kterych
bylo u hodnoceni kvality uvedeno ,,Check* (Ovérit) nebo ,,Failed”
(Selhalo).

Durazné se doporucuje zopakovat analyzu vSech vzorkd, u kterych nebyla
detekovana mutace ve standardni analyzované sekvenci, a vzorkd, u
kterych bylo u hodnoceni kvality uvedeno ,Check® (Ovéfit) nebo ,Failed®
(Selhalo). Hodnoceni kvality ,Check® (Ovéfit) a ,Failed” (Selhalo) muze
poukazovat na mutaci v jiné pozici nez u nukleotidu 35 nebo 183, coz by
vedlo k odchylkam ve vySce piku pfi referenénim pfidavani nukleotidd.
Napfriklad pik u kteréhokoli z prvnich 3 pfidani ukazuje, Ze u nukleotidu 34
se nachazi mutace.

Chcete-li zopakovat analyzu a zaméfit se na mutaci u nukleotidu 34,
prejdéte na ,Analysis Setup” (Nastaveni analyzy) a zménte polozku
~Sequence to Analyze“ (Analyzovana sekvence) z GNTGRCGTAGGC na
NGTGRCGTAGGC. Kliknéte na tlacitko ,,Apply“ (Pouzit) a po zobrazeni
okna ,Apply Analysis Setup” (Pouzit nastaveni analyzy), kliknéte na
moznost , To Al (Na vSechny).

Chcete-li zopakovat analyzu a zaméfit se na mutaci u nukleotidu 182
(druha pozice v kodonu 61), zmérite u polozky ,Sequence to Analyze”
(Analyzovana sekvence) u analyzy kodonu 61 hodnotu na nasledujici
sekvenci.

CTCTHGACCTG

Chcete-li zopakovat analyzu a zaméfit se na mutaci u nukleotidu 181
(prvni pozice v kodonu 61), zménte u polozky ,Sequence to Analyze”
(Analyzovana sekvence) u analyzy kodonu 61 hodnotu na nasledujici
sekvenci.

CTCTTSACCTG

Poznamka: Po zméné polozky ,Sequence to Analyze“ (Analyzovana
sekvence) se ujistéte, ze je prahova hodnota pro vysku samostatného piku
nastavena na 30 RLU.
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Poznamka: Pokud naméfené piky vySkové neodpovidaji sloupcim
histogramu a tento jev nelze vysvétlit vzacnymi nebo neoCekavanymi
mutacemi, neni podle vysledku mozné posoudit stav mutaci. Doporucuje
se provést novou analyzu vzorku.

Interpretace vysledku

Interpretace vysledkll a detekce mutaci s nizkou urovni
vyskytu

Je durazné doporuceno, aby kazdy béh zahrnoval i kontrolni nemethylovanou
DNA pro srovnani a jako kontrolu urovni v pozadi. Naméfrena frekvence
kontrolniho vzorku by méla byt mensi nebo rovna mezi slepého vzorku (LOB,
limit of blank).

VSechny vzorky by mély byt prozkoumany s ohledem na meze detekce (LOD
viz tabulka 8) a interpretovany nasledujicim zpisobem.

B Frekvence mutace < LOD: Divoky typ

B Frekvence mutace = LOD a < LOD + 3 % jednotek: Potencialni mutace s
nizkou Urovni vyskytu
Poznamka: Pokud tato situace nastane pfi pouzivani modulu Plug-in
Report (krok 5 v ,Protokol 6: Analyza béhu na systému PyroMark Q24°,
strana 28) zobrazi se upozornéni.

Vzorky s hlasenou potencialni mutaci s nizkou urovni vyskytu by mély byt
povazovany z hlediska této mutace za pozitivni pouze v pfipadé, ze bude
potvrzena dalSi duplicitni analyzou se vzorkem s nemethylovanou
kontrolni DNA. Vysledek obou duplicitnich analyz musi byt = LOD a liSit
se od kontrolniho vzorku. V jiném pfipadé by mél byt vzorek posouzen
jako divoky typ.

B Frekvence mutace > LOD + 3 % jednotek: Mutace
Pokud pouzivate modul KRAS Plug-in Report, je toto provedeno automaticky.

Poznamka: K interpretaci vysledku je doporu¢eno pouzivat modul KRAS
Plug-in Report. K podrobnéjSimu prozkoumani vzorku s hladenou potencialni
mutace nizké urovné doporuCujeme provest dalSi analyzu vzorku ruéné v
aplikaénim softwaru (napf. pro porovnani s frekvenci této mutace v kontrolnim
vzorku).

Poznamka: Namérena frekvence nad LOB v kontrolnim vzorku ukazuje na
vySSi nez obvyklou uroven pozadi v téchto jednotlivych bézich, ktera by mohla
mit vliv na kvantifikaci alel, a to zejména u nizkych mutacnich urovni. V tomto
pripadé nejsou naméfené frekvence v rozsahu od LOD (tabulka 8) do LOD + 3
% jednotek zakladem pro posouzeni stavu mutaci. Je doporu¢eno proveést
novou analyzu vzorku s potencialni mutaci s nizkou urovni vyskytu.
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Poznamka: K vytvofeni dat LOB a LOD se pouzival algoritmus zpravy na
modulu KRAS Plug-in Report. Manualni analyza pomoci aplikacniho softwaru
PyroMark popisovana v protokolu 6 (na strané 28) muze vykazovat mirné
odlisné hodnoty.

Poznamka: Rozhodnuti o 1éEbé pacientl s nadorovym onemocnénim nelze
zakladat vyhradné na analyze stavu mutaci genu KRAS.

Tabulka 8. LOB a LOD uréené pro specifické mutace

Substituce
nukleové Substituce LOB LOD COSMIC
kyseliny aminokyseliny (% jednotek) (% jednotek) ID* (V42)

Kodon 12 (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT G12V 0,0 1,0 (7)7 520
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
Kodon 13 (GGC)

GAC G13D 0,3 19 532
Kodon 61 (CAA), pfi analyze ve zpétném sméru (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

* Podle Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (COSMIC, Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer) dostupného online na strdnkach Sangerova Ustavu
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Nejnizsi urovent mutace ve vzorku, ktera vede k naméreni frekvence >LOD.
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Ukazkové vysledky AQ analyzy, ktera je soucasti systému PyroMark Q24
Na obrazcich 7 — 11 jsou uvedeny ukazkové vysledky pyrogramu.

A: 1%
(G: 99%
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Obrézek 7. Zzaznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s genotypem divokého typu v
kodonech 12 a 13.
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Obréazek 8. Zzaznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s genotypem divokého typu v
kodonu 61.
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Obrézek 9. Zdznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s mutaci GGT - GAT u
baze 2 v kodonu 12 (nukleotid 35, ozna€en Sipkou).
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Obrazek 10. Zaznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorkl s mutaci GGT = TGT u
baze 1 kodonu 12 (nukleotid 34, oznaceny Sipkou) se zamérenim na bazi 2 v

kodonu 12 (nukleotid 35) nastavenou na GNTGRCGTAGGC prostiednictvim polozky
»,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence). Zluta barva oznaduje, Zze sekvence je
neoCekavana a vyzaduje dalSi ovéfeni.
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Obrézek 11. Zdznam pyrogramu a vysledky ziskané z opakované analyzy vzorku v
obrazku 10. Mutace GGT > TGT byla znova analyzovana se zamérenim na bazi 1 v
kodonu 12 (nukleotid 34) prostirednictvim polozky ,,Sequence to Analyze” (Analyzovana
sekvence) dané na NGTGRCGTAGGC.
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci
se systémem. DalSi informace mUZzete najit také mezi Castymi dotazy (FAQ)
na strankach naseho centra technické podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védecti pracovnici, ktefi pracuji v
technickych sluzbach spole¢nosti QIAGEN, vam vzdy ochotné odpovi na
jakékoli dotazy tykajici se informaci &i protokoll v této pfiru¢ce nebo
technologii pfipravy vzorku &i zpracovani analyz (kontaktni informace najdete
na zadni strané obalky nebo na strankach www.giagen.com).

Poznamka: Reseni véeobecnych problém( s pfistrojem jsou uvedena v
pfirucce pro uZivatele systemu PyroMark Q24.

Komentare a navrhy

Signaly u kontroly bez templétu (negativni kontroly)

a) Vzajemné signaly Signal z jedné jamky je detekovan v sousedni
sousednich jamek jamce. Neumistujte vzorky s vysokou intenzitou
signalu vedle kontrolnich jamek bez templatu.

b) Kontaminace PCR Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtry.
Material, jako jsou vzorky, kontroly a amplikony,
uchovavejte a extrahujte oddélené od cCinidel

PCR.
Slaba nebo neo¢ekavana sekvence
a) Nizkéa kvalita Nizka kvalita genomové DNA muze byt pficinou
genomové selhani PCR. Provedte analyzu PCR vzorku
DNA elektroforézou (napfiklad na systému QlAxcel®

nebo elektroforézou na agar6zovém gelu).

Vysledek ,,Check” (Ovérit) nebo ,,Failed”“ (Selhalo)

a) Mala vyska piku PFicinou nizkych pik mohou byt chyby pfi
pripravé PCR nebo vzorku pfed zahajenim
pyrosekvenovani. Pravidelné provadéjte funkéni
test filtracnich sond, jak je popsano v prirué¢ce
pro uZivatele systému PyroMark Q24, a v
pripadé potreby filtracni sondy vymérite.

V pfipadé upozornéni ,Check” (Ovéfit) peclivé
porovnejte pyrogram s histogramem, ktery Ize
zobrazit kliknutim pravym tlacitkem mysSi v okné
Pyrogram. Pokud naméfené piky odpovidaji
vySkam sloupcl histogramu, vysledek je platny.
V jiném pripadé je doporuceno provést novou
analyzu vzorku.
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Komentare a navrhy

b)

d)

Mutace neni
definovana jako
,Sequence to Analyze'
(Analyzovana
sekvence)

Neocekavana vzacna
mutace

Upozornéni na
odchylku vysky
vysokého piku pro
pridani

Vyrazné pozadi

a)

b)

c)

Nespravné skladovani
nukleotidl

Kratk& doba chlazeni
vzorku pred
pyrosekvenacni
analyzou

Kontaminace kazety

V nastaveni analyzy upravte analyzovanou
sekvenci (viz Pfiloha A, strana 44) a analyzu
béhu zopakuijte.

3

Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed
(Selhalo) mize byt vyvolano neofekavanym
uspofadanim piku. Tento jev muze poukazovat
na pfitomnost neoCekavané mutace, ktera neni
soucasti analyzy dané ve zpravé na plug-in
modulu. Takové vzorky by se mély analyzovat
manualné pomoci softwaru PyroMark Q24 a s
ohledem na moznost pfitomnosti
neoCekavanych mutaci.

Pyrogram by mél byt peclivé porovnan s
histogramem, ktery |ze zobrazit kliknutim
pravym tlaCitkem mysSi v okné Pyrogram. V
pfipadé, ze nameérené piky vyskové
neodpovidaji sloupcim histogramu a nelze
tento jev vysvétlit vzacnymi mutacemi, je
doporuceno provést novou analyzu vzorku.

Nukleotidy skladujte pfi teploté 2 az 8 °C.
Uchovavani pfi teplotach —15 az —25°C mUze
zvysSovat pozadi.

Vzorky ulozte na drzaku desti¢ek PyroMark Q24
na 10 az 15 minut do prostoru s laboratorni
teplotou. Dobu chlazeni nezkracuijte.

Kazetu peclivé vycistéte, jak je popsano v
navodu k vyrobku. Ulozte kazetu na misté
chranéném pred svétlem a prachem.

Pozitivni kontrola (kontrolni nemethylovana DNA) nevykazuje signal.

a)

03/2015

36

Nedostate¢né
mnozstvi smési
enzymu nebo
substratd ve vSech
jamkach

Zkontrolujte, ze jste spravné naplnili kazetu
PyroMark Q24 podle zadani ve zpravé ,Pre Run
Information” (Informace pfed spusténim béhu) v
nabidce , Tools" (Nastroje).
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Komentare a navrhy

b) Cinidla nebyla spravné& Pfipravte &inidla PyroMark Q24 Gold podle
uskladnéna nebo pokynu dodanych k danym ¢inidlGm.
nafedéna.

c) NedostateCna aktivace DNA polymeraza HotStarTag v master mixu

DNA polymerazy PyroMark PCR vyZaduje aktivacni krok 15 min
HotStarTaq pfi 95 °C.

d) Chyba pfi pfipravé Manipulaéni chyby pfi nastaveni PCR,
PCR nebo vzorku programovani cykleru PCR nebo pfipravé

vzorku pred zahajenim pyrosekvenovani mohou
mit za nasledek ztratu signalu. Pravidelné
provadéjte funkéni test filtraCnich sond, jak je
popsano Vv pfirucce pro uzivatele systému
PyroMark Q24, a v pfipadé potieby filtracni
sondy vyménte. Zopakujte PCR a
pyrosekvenacni analyzu.

Kontrola kvality

V souladu s certifikovanym systémem ISO Fizeni jakosti vyrobkl spoleénosti
QIAGEN je kazda vyrobni Sarze souprav therascreen KRAS Pyro Kit
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa
konzistentni kvalita produktu.

Omezeni

VSechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spole¢né s
dalSimi klinickymi nebo laboratornimi nalezy.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za platnost funkénosti systému u v8ech postupu
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funk&nosti
vyrobkd QIAGEN.
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Funkcéni vlastnosti

Mez slepého vzorku a mez detekce

Mez slepého vzorku (LOB, limit of blank) a mez detekce (LOD, limit of detection)
byly stanoveny pro urCity poCet mutaci pomoci smési plasmidu (tabulka 9). LOB
a LOD byly stanoveny podle doporu&eni v pokynech Ustavu pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute) EP17-A
,Protocol for determination of limits of detection and limits of quantitation;
approved guideline" (Protokol pro uréeni mezi detekce a mezi kvantifikace,
schvalené pokyny). a- a B-chyby (faleSné pozitivni a faleSné negativni) byly dany
jako 5 %.

Hodnoty LOB predstavuji frekvenci namérfenou u standardnich vzorkd divokého
typu. Hodnoty LOD predstavuiji nejnizsi signal (haméfenou frekvenci), ktery Ize
pro danou mutaci povazovat za pozitivni.

Mutace GGT = GTT v kodonu 12

U této mutace byla slepa méfeni soustavné blizko 0 % jednotek (n = 72), coz
bylo pfi¢inou negaussovského rozdéleni. LOD se proto stanovovalo jinou
metodou na zakladé doporuceni CLSI podle pokynu EP17A. NejnizSi signal,
ktery urCoval pfitomnost mutace (LOD) v této poloze, byl dan jako

1 % jednotka, ktera je jasné nad urovni soustavné zakladni urovné (LOB) pfi
0 % jednotek. Pfi analyze vzorku s urovni mutace 7 % vykazovalo 95 %
vysledkl (n = 89) signal, ktery Ize povazovat za pozitivni (>LOD, {j.

>1 % jednotka).
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Tabulka 9. LOB a LOD urcené pro specifické mutace

Substituce
nukleové Substituce LOB LOD COSMIC
kyseliny aminokyseliny (% jednotek) (% jednotek) ID* (V42)

Kodon 12 (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT G1lz2v 0,0 1,0 (7)1 520
TGT Gl2C 0,5 2,1 516
AGT G12S 0,4 19 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT G12R 0,3 1,8 518
Kodon 13 (GGC)

GAC G13D 0,3 1,9 532
Kodon 61 (CAA), pri analyze ve zpétném sméru (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

* Podle Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (COSMIC, Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer) dostupného online na strankach Sangerova Ustavu
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

" Nejnizsi uroven mutace ve vzorku, ktera vede k naméfeni frekvence >LOD.

Poznamka: Tyto hodnoty vychazely z béh(, kde smési plasmidl nesly divoky
typ nebo kde byly mutované sekvence pouzity jako vzor pfi amplifikaci PCR.

Poznamka: K vytvofeni dat LOB a LOD se pouzival algoritmus zpravy na
modulu KRAS Plug-in Report. Manualni analyza pomoci aplikacniho softwaru
PyroMark Q24 popisovand v protokolu 6 (na strané 28) muzZe vykazovat mirné
odliSné hodnoty.

Poznamka: Je doporuceno funk&nost metody potvrdit v laboratofi.
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Linearita

Méreni linearity probihalo podle pokynu CLSI EP6-A ,Evaluation of the
linearity of quantitative measurement procedures: a statistical approach;
approved guideline" (Hodnoceni linearity kvantitativnich méficich postupu:
statisticka metoda; schvalené pokyny)

Plasmidy nesouci divoky typ a mutované sekvence byly smichany v
pomeérech, které ve vysledné smési daly uvedené hladiny mutaci: 0 %, 12,5 %,
25 %, 37,5 % a 50 %. Na destiCku byly naneseny Ctyfi replikaty kazdé smési v
nahodném pofadi a analyzovany. Vysledky mutace GGT - TGT v kodonu 12
byly analyzovany softwarem Analyse-it® v2.04 (Analyse-it Software, Ltd., UK)
a jsou zobrazeny na obrazku 12.

60 -

Skuteéné (%)

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Océekdavané (%)

Obréazek 12. Linearita mutace GGT = TGT v kodonu 12.

Celkova opakovatelnost byla 1,64 % jednotek a vysledky byly linearni v ramci
povolené nelinearity 3 % jednotek. Podobné vysledky byly naméfeny i pro
mutaci GGC - GAC v kodonu 13.

Stiredni presnost

Stanoveni linearity mutace GGT - TGT v kodonu 12 bylo opakovano
3 pracovniky ve 3 riznych dnech a s pouzitim riiznych kombinaci inidel a
pristroje PyroMark Q24. Vysledky téchto 3 béhu uvadi tabulka 2.
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Tabulka 12. Stredni presnost

% Béh 1 Béh 2 Béh 3 Souhrn
mutovaného

plasmidu Primér SD Pramér SD Primér SD Pramér SD
0,0 0,6 0,2 1,7 0,7 0,7 0,2 1,0 0,6
12,5 13,3 15 16,2 1,9 14,6 3,0 14,7 14
25,0 238 14 268 24 269 29 258 18
37,5 420 19 417 05 385 26 40,7 20
50,0 49,7 24 505 18 491 48 498 0,7

* V8echny hodnoty jsou dany jako % jednotky. SD: smérodatna odchylka.
" Na zakladé mé&Feni OD..

Hodnoty stfedni pfesnosti méfeni (SD) byly 0,6 — 2,0 % jednotek v méfeném
rozmezi Urovni mutaci 0 — 50 %.

Diagnosticke vyhodnoceni

Souprava therascreen KRAS Pyro Kit byla hodnocena ve srovnani se
soupravou DxS KRAS Mutation Kit. Ze 100 vzorku oCekavanych kolorektalnich
karcinomu fixovanych formalinem zalitych v parafinu (FFPE) byla extrahovana
DNA a analyzovana na pfitomnost mutaci v kodonech 12 a 13.

|zolace testované DNA se provadéla pomoci soupravy EZ1 DNA Tissue Kit a
analyza pomoci souprav therascreen KRAS Pyro Kit na systému PyroMark
Q24 a DxS KRAS Mutation Kit na systému ABI PRISM® 7900HT SDS.

Ze 100 analyzovanych vzorkd bylo mozné soupravou DxS KRAS Mutation Kit
urcit stav mutaci u 91 vzorkl. Soupravou therascreen KRAS Pyro Kit bylo
mozné urcit stav mutaci u 94 vzorkd.

Vyjma vzorkd, které selhaly u jedné €i obou souprav, soupravy therascreen
KRAS Pyro Kit a DxS KRAS Mutation Kit vykazaly 100% shodu vysledkd.

Diagnosticka citlivost soupravy therascreen KRAS Pyro Kit byla 100 % a
diagnosticka specifita byla 100 % (tabulka 13).
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Tabulka 13. Vysledky analyzy pritomnosti mutaci v kodonech 12 a 13 u
vzorkl o¢ekavanych kolorektalnich karcinomu

Souprava DxS KRAS Mutation
Kit

Mutant Divoky typ Neznamy Celkem
Souprava Mutant 33 0 1 34
therascreen - ¢
KRAS Pyro  DIVokVtyp |0 57 3 60
Kit Neznamy 0 1 5 6
Celkem 33 58 9 100

Analyza kodonu 61

Stejnych 100 vzorkl bylo analyzovano na pfitomnost mutace v kodonu 61
pomoci soupravy therascreen KRAS Pyro Kit. K selhani kvalitativniho
stanoveni analyzy kodonu 61 doSlo pouze u jediného vzorku. Tento vzorek
selhal také pfi analyze kodont 12 a 13 soupravami therascreen KRAS Pyro Kit
i DxS, coz napovida, ze dana DNA neméla dostatecnou kvalitu. VySsi
uspésnost analyzy kodonu 61 ukazuje, Ze tato analyza je méné zavisla na
kvalité DNA nez analyza kodonu 12 a 13 jak soupravou therascreen KRAS
Pyro Kit, tak soupravou DxS. Souprava DxS neumoziuje analyzu mutaci v
kodonu 61, a proto nebylo mozné provést pfimé srovnani obou analyz.

Mutace v kodonu 61 byly zjistény ve 4 z 99 vzorku. Tfi vzorky obsahovaly v
kodonu 61 Casté mutace (CAC, CAT, CTA), zatimco ¢tvrty vzorek obsahoval
mutace v kodonu 60 (GGT->GGA) i v kodonu 61 (CAA>AAA).

Poznamka: Ve vSech bézich pouzitych k determinaci vykonnostnich
charakteristik signal pfevysSoval 60 RLU pfi béZzné analyze 10 ng DNA
izolované z tkani fixovanych formalinem zalitych v parafinu (FFPE).

Odkazy

Spole¢nost QIAGEN udrzuje velkou aktualni online databazi védeckych
publikaci vyuZzivajicich produkty QIAGEN. Prehledné moznosti vyhledavani
umoznuji najit pozadované ¢lanky jednoduchym hledanim podle kliCovych slov
nebo uréenim aplikace, oblasti vyzkumu, nazvu atd.

Kompletni seznam odkazl na literaturu najdete v online referenéni databazi

QIAGEN na strankach www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo se mlzete
obratit na technické sluzby spoleénosti QIAGEN ¢i mistniho dodavatele.
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Symboly

; Obsahuje Cinidla pro <N> test(

<N>

g Datum pouzitelnosti

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

REF Katalogové Cislo

Cislo $arze

MAT Cislo materialu

COMP| Soucasti

CONT| Obsahuje

NUM Cislo

GTIN Mezinarodni Cislo obchodni polozky GTIN

Teplotni omezeni

Vyrobce

SR

Viz navod k pouZiti

Kontaktni tdaje

Technickou pomoc a dalSi informace si vyhledejte v nasem centru technické
podpory na strankach www.giagen.com/Support nebo se obratte telefonicky
na nékteré z technickych servisnich oddéleni spolecnosti QIAGEN nebo
mistniho distributora (viz zadni strana obalky nebo navstivte stranky
www.giagen.com).
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Dodatek A: Nastaveni pyrosekvenacni analyzy
therascreen KRAS Pyro

Pokud byl nainstalovan modul KRAS Plugin Report, jsou v prohlizec€i zkratek
softwaru PyroMark Q24 ve slozZce ,Example Files/PyroMark Setups/KRAS" k
dispozici pfedem definovana nastaveni analyz pro kodony 12 a 13 a kodon 61.
Nasledujici kroky neni nutné provadét. Modul KRAS Plug-in Report Ize
obdrzet e-mailem po objednani na adrese pyro.plugin@giagen.com.

Durazné se doporucuje pouzivat radéji modul KRAS Plug-in Report nez
manualni analyzu. Po instalaci modulu plug-in nebo vzdy po instalaci nového
softwaru &i vy$Si verze softwaru na pocita¢ na pracovisti je nutné zkontrolovat
spravnou funkénost modulu plug-in dle navodu v pfiru¢ce k modulu Plug-In
Quick Guide.

Pokud modul KRAS Plug-in Report neni nainstalovan, je nutné pred prvnim
spusténim analyzy therascreen KRAS Pyro nastavit soubor analyzy ru¢né.
Nastavte analyzu KRAS kodonu 12 a 13 a KRAS kodonu 61 pomoci softwaru
PyroMark Q24, jak je popsano nize.

Postup

Kodony 12 a 13 genu KRAS

1. Na panelu nastroju kliknéte na tlacitko @ a vyberte moznost ,,New AQ
Assay“ (Nova AQ analyza).

2. Do pole ,,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence) zadejte
nasledujici sekvenci.
GNTGRCGTAGGC

Poznamka: Nejcastéjsi mutace kodonu 12 se bude detekovat u
nukleotidu 35 (druha pozice) prostfednictvim dané analyzované sekvence.
Chcete-li analyzovat pfitomnost mutace u nukleotidu 34 (prvni pozice),
zmérnte polozku ,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence) na
nasleduijici.

NGTGRCGTAGGC

Poznamka: Zkontrolujte, Ze prahova hodnota pro vySku samostatného
piku je nastavena na 30 RLU.

3. Ruéné zadejte nasledujici ,,Dispensation Order* (Poradi pridavani
nukleotidi):
TACGACTCAGATCGTAG

Obrazek 13. Histogram kodonu 12 (nukleotid 35) a 13 (nukleotid 38) s analyzovanou
sekvenci GNTGRCGTAGGC.
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Obrazek 14. Histogram kodont1 12 (nukleotid 34) a 13 (nukleotid 38) s analyzovanou
sekvenci NGTGRCGTAGGC.

4. Kliknéte na kartu ,,Analysis Parameters“ (Parametry analyzy) a u
polozky ,,Peak Height Threshold — Required peak height for Passed
quality:“ (Prahova hodnota vysky piku — pozadovana vyska piku pro
uznani kvality vysledku:) zvyste hodnotu na 30.

5. Na panelu nastroju kliknéte na tlacitko i a ulozte analyzu jako
,KRAScodon 12+13”.

Kodon 61 genu KRAS

6. Na panelu nastroju kliknéte na tla€itko = a vyberte moznost ,,New AQ
Assay“ (Nova AQ analyza).

7. Do pole ,,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence) zadejte
nasledujici sekvenci.
CTCDTGACCTG

Poznamka: NejCastéjSi mutace kodonu 61 se budou detekovat u
nukleotidu 183 (tfeti pozice) prostfednictvim dané analyzované sekvence.
Chcete-li analyzovat pfitomnost mutace u nukleotidu 182 (druha pozice),
zmérnite polozku ,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence) na
nasleduijici.

CTCTHGACCTG

Chcete-li analyzovat pfitomnost mutace u nukleotidu 181 (prvni pozice),
zménte polozku ,Sequence to Analyze” (Analyzovana sekvence) na
nasleduijici.

CTCTTSACCTG

Poznamka: Zkontrolujte, Ze prahova hodnota pro vy$ku samostatného
piku je nastavena na 30 RLU.

8. Ruéné zadejte nasledujici ,,Dispensation Order” (Poradi pridavani
nukleotidu).
GCTCAGTCAGACT

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

a
5 10

Obrazek 15. Histogram kodonu 61 (nukleotid 183) s analyzovanou sekvenci
CTCDTGACCTG.
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Obréazek 16. Histogram kodonu 61 (nukleotid 182) s analyzovanou sekvenci

CTCTHGACCTG.
. S .—Tl

5 10

Obréazek 17. Histogram kodonu 61 (nukleotid 182) s analyzovanou sekvenci
CTCTTSACCTG.

9. Kliknéte na kartu ,,Analysis Parameters“ (Parametry analyzy) a u
polozky ,,Peak Height Threshold — Required peak height for Passed
quality:“ (Prahova hodnota vysky piku — pozadovana vyska piku pro
uznani kvality vysledku:) zvyste hodnotu na 30.

10. Na panelu nastroju kliknéte na tlacitko 4 a ulozte analyzu jako
,KRAScodon 61”.
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Priloha B: Vyprazdnéni zasobniku a vani¢ek s
odpadnimi tekutinami
UPOZORNENI | Nebezpeéné chemické latky

Denaturacni roztok pouzivany ve vakuové stanici obsahuje
hydroxid sodny, ktery drazdi oCi a pokozku.

Vzdy pouzivejte ochranné bryle, rukavice a laboratorni
odév.

Zodpovédny organ (napfiklad vedouci laboratofe) musi
pfijmout nutna bezpecnostni opatfeni, ktera zajisti, Ze okolni
pracovisté je bezpecné a pracovnici obsluhujici pfistroje
nejsou vystaveni nebezpecnym urovnim toxickych latek
(chemickych &i biologickych) dle udajt v pfisluSnych
bezpec&nostnich listech (SDS) nebo dokumentech OSHA*,
ACGIH" nebo COSHH*.

Odvétrani vyparu a likvidace odpadnich latek musi byt v
souladu s narodnimi, statnimi a mistnimi zdravotnickymi a
bezpecnostnimi predpisy.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Ufad pro ochranu zdravi a
bezpecnosti pfi praci) (USA)

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americka konference
statnich primyslovych hygienik() (USA)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola latek $kodlivych
zdravi)(Spojené kralovstvi)

Pfi likvidaci laboratorniho odpadu zajistéte dodrzovani statnich a mistnich
predpist o ochrané zivotniho prostfedi.

Dulezity bod pfed zahajenim
B Tento protokol vyZaduje pouZiti vysoce €isténé vody (Milli-Q
18,2 MQ x cm, www.millipore.com, nebo ekvivalent).

Postup

1. Zkontrolujte, ze do vakuové hlavice neni zavedeno vakuum. Ujistéte
se, ze privod vakua je zavieny (Off) a vakuova pumpa je vypnuta.

2. Zlikvidujte vSechny roztoky, které zbyly ve vani¢kach.

3. Vyplachnéte vani€ky vysoce €isténou vodou, v pripadé potreby je
vyménte.

4. Vyprazdnéte zasobnik s odpadnimi tekutinami.
Poznamka: Vicko Ize odejmout bez nutnosti odpojeni hadicek.
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5. Je-li nutné vakuovou stanici vycistit (napriklad kvli prachu nebo
potfisnéni tekutinami), postupujte dle pokynt v priru¢ce pro uzivatele
systému PyroMark Q24.
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Informace pro objednavky

Vyrobek Obsah Kat. €.
therascreen KRAS Pro 24 reakci na systémech PyroMark 971460
Pyro Kit (24) Q24: Seq primery, PCR primery,

nemethylovana kontrolni DNA, PCR
master mix PyroMark, koncentrat
CoralLoad, vazebny pufr PyroMark,
hybridizani pufr PyroMark,
denaturacni roztok PyroMark,
promyvaci pufr PyroMark, smés
enzymu, smés substratl, nukleotidy
dATPaS, dCTP, dGTP a dTTP a H,0O

PyroMark Q24 MDx Detekéni platforma na sekvenaénim 9001513
zakladé pro paralelni pyrosekvenovani
24 vzorku
PyroMark Q24 Detekéni platforma na sekvenacnim 9001514
zakladé pro paralelni pyrosekvenovani
24 vzorku
PyroMark Q24 MDx Vakuova stanice (220 V) pro paralelni  9001517*
Vacuum Workstation*  pfipravu 24 vzorku jednofetézcové 9001515"

DNA z PCR produktu

PyroMark Q24 Vacuum Vakuova stanice (220 V) pro paralelni 9001518

Workstation pfipravu 24 vzorku jednoretézcové

DNA z PCR produktu
PyroMark Q24 MDx Aplika¢ni software 9019063
Software
PyroMark Q24 Software pro analyzu 9019062
Software

Prislusenstvi

PyroMark Q24 Plate 24jamkove reakcni desticky na 979301
(100) sekvenovani

PyroMark Q24 Kazety na pfidavani nukleotidu a 979302
Cartridge (3) Cinidel

PyroMark Vacuum Opakované pouzitelné sondy s filtrem 979010

Prep Filter Probe (100) k vakuové stanici PyroMark Q96 a Q24

* Pouze ve Spojeném krélovstvi.
T Ostatni staty.

Pfirucka k soupravé therascreen KRAS Pyro Kit 03/2015 49



Vyrobek Obsah Kat. €.

PyroMark Control Oligo Kontroly pro ovéfeni systému pfi 979303
instalaci
PyroMark Q24 Kontroly pro ovéfeni vykonu systému 979304

Validation Oligo

Souvisejici produkty

QlAamp DNA FFPE Souprava na pfipravu 50 vzork( DNA: 56404
Tissue Kit (50) 50 kolonek QlAamp MinElute®,

proteindza K, pufry, sbérné zkumavky

(2 ml)
EZ1 DNA Tissue Souprava pro pfipravu 48 vzorku: 953034
Kit (48) kazety na Cinidla (tkanova),

jednorazoveé $picky s filtrem,
jednorazové drzaky Spi¢ek, zkumavky
na odbér vzorkd (2 ml), elu€ni
zkumavky (1,5 ml), pufr G2,
proteinaza K

QIAamp DSP DNA Souprava pro pfipravu 50 vzorku: 61104
Blood Mini Kit odstfedovaci kolonky QlAamp, pufry,
¢inidla, zkumavky, pfipojky na vakuum

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz
prislusny manual soupravy QIAGEN nebo uZivatelska pfirucka. Manualy
souprav QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od technickych sluzeb spoleCnosti
QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Pro pfislusné zemé:

ZAKOUPENIM TOHOTO PRODUKTU JE KUPUJICI OPRAVNEN TENTO PRODUKT POUZIVAT K VYKONU DIAGNOSTICKYCH UKONU
SPOJENYCH S LIDSKOU DIAGNOSTIKOU IN VITRO. TIMTO SE NEUDELUJE ZADNY VSEOBECNY PATENT ANI LICENCE JAKEKOLI
POVAHY, KROME PRAVA POUZIVAT TENTO VYROBEK, KTERE JE DANO JEHO NAKUPEM.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1%, HotStarTaqg®, 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).

Ujednani o omezené licenci

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel soupravy therascreen KRAS Pyro Kit svdj souhlas s nasledujicimi
podminkami:

1.

Soupravu therascreen KRAS Pyro Kit Ize pouzivat pouze v souladu s pokyny uvedenymi v pfirucce k soupravé therascreen KRAS Pyro Kit a
pouze se soucastmi, které souprava obsahuje. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo
zaclenéni slozek, které jsou soucasti této soupravy, spole¢né s kterymikoli slozkami, které nejsou soucasti této soupravy, s vyjimkou pfipadd
popsanych v pfiruéce k soupravé therascreen KRAS Pyro Kit a dal$ich protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com.

Spole¢nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje zadné zaruky, Zze dana souprava ¢i jeji uzivani neporusuje
prava tretich stran.

Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany jen k jednorazovému pouziti a je zakazano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.
Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

Kupujici a uzivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoZznit
kterykoliv ¢in zakazany vyse. Spole¢nost QIAGEN mUze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veSkeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkli za pravni zastupce v pfipadé
jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v
souvislosti se soupravou nebo jejimi soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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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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