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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN yra inovaciniy meginiy ir tyrimy technologijy, leidzian€iy iSskirti ir
nustatyti bet kokio biologinio méginio turinj, lyderis. Mlsy pazangus, aukstos
kokybés produktai ir paslaugos uztikrina s€ékme nuo méginio paémimo iki
rezultato gavimo.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy iSgryninimas

B Nukleino rags¢iy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR ir RNRI tyrimai

B Méginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Masy tikslas yra padéti jums pasiekti iSskirting sékme ir laiméjimus. Jeigu jums
reikia daugiau informacijos, apsilankykite adresu www.giagen.com.
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Numatytas naudojimas

therascreen BRAF Pyro rinkinys yra in vitro nukleino rigsciy sekos nustatymo
tyrimas, kurio pagrindas yra Pyrosequencing® technologija, skirta kiekybiniam
mutacijy aptikimui Zmogaus BRAF geno 600 ir 464-469 kodonuose i$
genominés DNR, iSskirtos iS i§ zmogaus audinio méginiy.

therascreen BRAF Pyro rinkinys turi suteikti gydytojams informacijg, kuri
padéty atrinkti véZiu sergancius pacientus, kuriems daugiau naudos duoty
gydymas anti-EGFR terapija. Jis skirtas in vitro diagnostiniam naudojimui.

Rinkinj galima naudoti tik su PyroMark® Q24 sistema. | PyroMark Q24
sistemas jeina Sie komponentai:

B PyroMark Q24 instrumentas ir PyroMark Q24 MDx instrumentas.

B PyroMark Q24 Vacuum Workstation ir PyroMark Q24 MDx Vacuum
Workstation.

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

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

Santrauka ir paaiskinimas

therascreen BRAF Pyro rinkinys yra naudojamas kiekybiniams mutacijy
nustatymams Zmogaus BRAF geno 600 kodono 15 egzone ir 464-469 kodony
11 egzone (Figure 1).

15 ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTT
€9Z0Na  GGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAG
S

TTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
11 AAAACACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATT

€9Z0Na  CcCcTGATGGGCAGATTACAGTGGGACAAAGAATTGGATCTGGA
S
TCATTTGGAACAGTCTACAAGGGAAAGTGGCATG

1 pav. Zmogaus BRAF geno sekvenuojamy sri¢iy genominis kontekstas (Ensembl ID
ENSG00000157764). 600, 464, 466 ir 469 kodonus rodo kvadratéliai.

Rinkinj sudaro du miSiniai: vienas yra skirtas mutacijy aptikimui 600 kodone, o
kitas — mutacijy aptikimui 464-469 kodonuose (2 pav.). Dvi sritys atskirai
amplifikuojamos atliekant PGR ir -nustatytos vietos sekoskaitg. Aplink
ieSkomas vietas esancios sekos veikia kaip normalizacijos ir atskaitinés
virStinés, rodancios analizés kiekio nustatymg ir kokybés vertinima.
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FPB
600 kodonas O
GATGT <— —RP
Seq
FPB
464-469 O
kodonai
ECT] AGAICCTIAGT AAAICCT TGT C §§' ‘ RP

2 pav. BRAF tyrimo pavaizdavimas. Parodyta seka yra analizuojama laukinio tipo méginio
seka. FPB: Priekiniai PGR pradmenys (B reiSkia biotinilacijg); RP: Atvirkstiniai PGR
pradmenys; Seq: Sekvenavimo pradmenys.

Abu tyrimai sekvenuojami atvirkstine kryptimi.

Produktg sudaro PGR pradmeny misinys ir sekvenavimo pradmuo, skirti
kiekvienam tyrimui. Pradmenys tiekiami tirpale. Kiekviename mégintuvélyje yra
24 ul kiekvieno pradmens arba pradmeny misinio.

Proceduros principas

7 psl. parodyta darbo eiga iliustruoja visg tyrimo procedirg. Atliekant PGR su
pradmenis, kurie amplifikuoja - 600 kodong ir 464-469 kodonus, amplikonai
imobilizuojami ant Streptavidin Sepharose® High Performance daleliy.
ParuoSiama viengrandé DNR ir atitinkami sekvenavimo pradmenys sujungiami
su DNR. Tada méginiai analizuojami su PyroMark Q24 naudojant tyrimo
nustatymo failg ir proceduros failg.

Rekomenduojama tyrimo analizavimui naudoti BRAF jjungiamg ataskaitg.
BRAF jjungiamg ataskaitg galima gauti el. pastu pyro.plugin@giagen.com.
Taciau proceduros analize taip pat galima atlikti su analizés jrankiu, jeinanciu |
PyroMark Q24 sistema. ,Sequence to Analyze® galima pritaikyti rety mutacijy
aptikimui po proceduros (zr. 6 protokolas: PyroMark Q24 “, 31 psl.).

Pastaba: Palyginti su ankstesne therascreen BRAF Pyro Kit Handbook versija
(2011 mety liepos ménesio 1 versija), darbo eiga buvo truputj modifikuota. Zr.
,3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas prie Streptavidin Sepharose High
Performance “, 23 psl., ir ,4 protokolas: Méginiy paruoSimas prie$
pirosekvenavimo analize su PyroMark Q24°, 25 psl., ir ,,6 protokolas: PyroMark
Q24 “, 31 psl.
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therascreen BRAF Pyro procediiros darbo eiga
Tyrimo ir procediiros nustatymas Méginio paruosimas

Tyri fail
yrimo fallo nustatymas PGR (2 protokolas)

(A priedas) '
' Imobilizacija (3 protokolas)
\ 4
Procediros failo nustatymas Méginiy paruosimas (4 protokolas)

(1 protokolas)

\/

PyroMark Q24 procedura (5 protokolas)
\ 4

PyroMark Q24 proceduros analizé (6 protokolas)

\

Ataskaita

Kontrolés

Nedenatiruota kontroliné DNR jeina j rinkinj kaip PGR ir sekvenavimo reakcijy
teigiama kontrolé. Si kontroliné DNR turi laukinio tipo genotipa
sekvenuojamose srityse ir yra reikalinga norint tinkamai interpretuoti rezultatg
bei identifikuoti Zemo lygio mutacijas (Zr. ,Rezultaty interpretavimas®, 34 psl.).
Kiekvienam tyrimui atliekant kiekvieng pirosekvenavimo reakcijg naudokite
meéginj su nedenatdruota kontroline DNR.

Be to, atliekant PGR - maZziausiai su vienu tyrimu reikia jtraukti neigiamag
kontrole (be $abloninés DNR).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tiekiamos medziagos
Rinkinio turinys

therascreen BRAF Pyro rinkinys (1/2 déziy)

therascreen BRAF Pyro rinkinys (24) (24)
Katalogo Nr. 971470
Reakcijy skaicius 24
Seq Primer BRAF 600 24 ul
Seq Primer BRAF 464—-469 24 ul
PCR Primer BRAF 600 24
PCR Primer BRAF 464-469 24 pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x 1.2 ml
H,O 3x1.9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ul 100 p
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therascreen buferiai ir reagentai (2/2 déziy)

Buferiai ir reagentai
PyroMark Binding Buffer 10 ml
PyroMark Annealing Buffer 10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml
Enzyme Mixture 1
buteliukas
Substrate Mixture 1
buteliukas
dATPOS 1180
dCTP 1180
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
therascreen BRAF Pyro rinkinio vadovas (angly 1
kalba)

* Sudétyje yra natrio hidroksido.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reikalingos, bet netiekiamos medziagos

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg,
mavékite vienkartines pirstines ir nesiokite apsauginius akinius. Jeigu jums
reikia daugiau informacijos, praSom perskaityti atitinkamus saugos duomeny
lapus.

B DNR i8skyrimo rinkinys (Zr. ,Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.”, psl. 16)

Pipetés (reguliuojamos)*

SterilUs pipeciy antgaliai (su PGR tinkamaisfiltrais)
Darbastalio mikrocentrifuga*

Termomaisytuvas* ir atitinkami PGR meégintuvéliai

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

PyroMark Q24 (katalogo Nr. 9001513 ar 9001514)*

PyroMark Q24 Software (katalogo Nr. 9019063 ar 9019062)"

PyroMark Q24 Plate (katalogo Nr. 979301)"

PyroMark Q24 Cartridge (katalogo Nr. 979302)"

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (katalogo Nr. 9001515 ar 9001517)*"
Daleliy imobilizavimui skirtas ploksteliy maiSytuvas*

Kaitinimo blokas*, galintis pasiekti 80°C
24 Sulinéliy PGR plokstelé ar juostelés
Juosteliy kamsteliai

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

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

B Etanolis (70%)*

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

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

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

Su therascreen BRAF Pyro rinkiniu rekomenduojama naudoti 1 lenteléje
iSvardintus ploksteliy maiSytuvus.

1 lentelé. Ploksteliy maiSytuvai, rekomenduojami naudoti su therascreen
BRAF Pyro rinkiniu

Gamintojas Produktas Katalogo Nr.
TermomaiSytuvas comfort 5355 000.011
(bazinis produktas) '
Eppendorf MTP termoblokas 5363 000.012
Adapterio plokstelé, skirta 96 x
0.2 ml PGR meégintuvéliams,
jdedamiems | mikrotitriniy 5363 007.009
ploksteliy blokus
_ - 51410
Variomag~ Teleshake
H+P (115 V = 51410 V)
Labortechnik 51110
Elleln Variomag Monoshake
(115 Vv =51110 V)

Rekomenduojamos 24 Sulinéliy plokstelés

Su therascreen BRAF Pyro rinkiniu rekomenduojama naudoti 2 lenteléje
iSvardintas 24 Sulinéliy ploksteles.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2 lentelé. 24 sulinéliy plokstelés, rekomenduojamos naudoti su
therascreen BRAF Pyro rinkiniu

Gamintojas Produktas Katalogo Nr.
ABgene o 1s

o Thermo-Fast PGR plokstelé AB-0624
(Thermo Scientific)
Axygen 24 Sulinéliy PGR mikroplokstele PCR-24-C
Atitude FrameStar nulauziami 96 Sulinéliai, 41i-1000

skaidras megintuveliai

Kisker Quali — PGR plokstelés be remo G030

Perspéjimai ir atsargumo priemoneés

Saugumo informacija

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg,
mavékite vienkartines pirstines ir nesiokite apsauginius akinius. Jeigu jums
reikia daugiau informacijos, praSom perskaityti atitinkamus saugos duomeny
lapus. Juos rasite internete patogiu ir kompaktiSku PDF formatu adresu
www.giagen.com/safety, kur jis galésite susirasti, perziaréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir rinkinio komponento saugos duomeny lapus.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
12 therascreen BRAF Pyro rinkinio vadovas 03/2015



therascreen BRAF Pyro rinkinio komponentams taikomos Sios pavojingumo ir
atsargumo frazeés.

PyroMark Denaturation Solution

@ 2 Pavojinga! Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginimg. Gali
o </ ésdinti metalus. Absorbuoti iSsiliejusig medziaga, siekiant
iSvengti materialinés Zalos. Laikyti tik originalioje talpykloje.
Mavéti apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuzius/
naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

PyroMark Enzyme Mixture

@@ Sudétyje yra: (R*,R*)-1,4-Dimerkaptobutano-2,3-diolis; acto

ragstis. Pavojinga! Dirgina odg. Smarkiai pazeidzia akis.

PATEKUS ] AKIS: Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. 1Simti
kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai
padaryti. Toliau plauti akis. Esant sglyCiui arba jeigu numanomas
sglytis: Skambinti ] APSINUODIJIMYU KONTROLES IR
INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytojg. Nusivilkti
uzterstus drabuzius ir iSskalbti pries vél juos apsivelkant. Mavéti
apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuzius/ naudoti akiy
(veido) apsaugos priemones.

PyroMark Substrate Mixture

Sudeétyje yra: acto rugstis. Pavojinga! Dirgina odg. Sukelia
smarky akiy dirginimg. Jei akiy dirginimas nepraeina: kreiptis j
gydytojg. Nusivilkti uzterstus drabuzius ir iSskalbti pries vél juos
apsivelkant. Mivéti apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius
drabuzius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

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

B Norédami gauti optimalius rezultatus, visada grieztai laikykités vartotojo
vadove pateikty nuorody. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip
negu aprasyta Siame vadove, nes pablogeés jy veikimas.

B Palyginti su ankstesne therascreen BRAF Pyro Kit rinkinio R1 perziira,
darbo eiga buvo truputj modifikuota (zr. ,3 protokolas: PGR produkty
imobilizavimas prie Streptavidin Sepharose High Performance “, 23 psl., ir
,4 protokolas: Méginiy paruoSimas priesS pirosekvenavimo analize su
PyroMark Q24“, 25 psl., ir ,6 protokolas: PyroMark Q24 “, 31 psl.).

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

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

M Prie§ pradédami tyrimg, gerai atitirpinkite visus komponentus kambario
temperataroje (18-25°C).

M Atitirpine iSmaiSykite komponentus (pakartotinai laSindami aukstyn ir
Zemyn arba atlikdami impulsy stkuriavima) ir trumpai centrifuguokite.

B Nepavyke rezultatai néra priezastis spresti apie mutacine bikle.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reagenty laikymas ir apdorojimas

therascreen BRAF Pyro rinkinys yra tiekiamas dviejose dézése. therascreen
BRAF Pyro rinkinys (1/2 déZiy) yra gabenamas ant sauso ledo. Atveztus
PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad Concentrate, Unmethylated Control
DNA ir visus pradmenis reikia laikyti =30 - —15°C.

therascreen buferiai ir reagentai (2/2 déZiy) su buferiais, fermento misiniu,
substrato misiniu, dATPaS, dCTP, dGTP ir dTTP (reagentais pirosekvenavimo
analizei) yra gabenami ant vesiy pakety. Atveztus Siuos komponentus reikia
laikyti 2—8°C. Norint iki minimumo sumazinti aktyvumo praradima, patartina
laikyti fermento miSinj ir substrato misinj tiekiamuose buteliukuose.

Atstatyti fermento ir substrato miSiniai yra stabillis maziausiai 10 dieny 2—-8°C
temperatiroje. Atstatytus fermento ir substrato miSinius galima uzsaldyti ir
laikyti buteliukuose —30 - —15°C. Su $aldytais reagentais negalima atlikti
daugiau kaip 3 uz8aldymo-atitirpinimo cikly.

Pastaba: Nukleotidy negalima Saldyti.

Laikant tokiomis sglygomis, therascreen BRAF Pyro rinkinys iSlieka stabilus iki
rinkinio galiojimo datos pabaigos.

Meginiy apdorojimas ir laikymas
Visus méginius reikia apdoroti kaip potencialiai uzkreCiamg medziaga.

Meéginiy medziaga yra Zzmogaus DNR, iSskirta i$ formaline fiksuoty, j parafing
jterpty (FFP]) méginiy.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedira

DNR iSskyrimas

Sistemos veikimas buvo nustatytas naudojant EZ1® DNA audinio rinkinj ir
QlAamp® DNA FFP| Tissue rinkinj, skirtg Zmogaus DNR i§skyrimui i§ formaline
fiksuoty, j parafing jterpty naviko méginiy.

3 lenteléje parodyti QIAGEN® rinkiniai yra rekomenduojami DNR i§gryninimui
iS nurodyto tipo Zmogaus meéginiy ir yra skirti naudojimui su therascreen BRAF
Pyro rinkiniu. 18gryninkite DNR pagal instrukcijas rinkiniy vadovuose

3 lentelé. DNR isgryninimo rinkiniai, rekomenduojami naudoti su
therascreen BRAF Pyro rinkiniu

Katalogo
Nukleino ragscéiy iSskyrimo Nr.
Méginio medziaga rinkinys (QIAGEN)
IAamp DNA FFPE Tissue Kit
Parafine jterptas (QSO) P 56404
audinys
EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034

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

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1 protokolas: PyroMark Q24 sistemos procediros
nustatymas

Svarbus patarimas pries pradedant

B Prireikus galima patvirtinti LOB su laukinio tipo méginiu, kad bty
generuota pilna rezultaty plokstelé. Smulkesnj apraSymag rasite CLSI
potvarkyje EP17-A ,Aptikimo riby ir kiekio apskai€iavimo riby nustatymo
protokolas; patvirtintas potvarkis®.

Ka reikia padaryti pries pradedant

B Jeigu neinstaliuota BRAF jjungiama ataskaita, sukurkite tyrimo nustatymag
(Zr. ,A priedas: therascreen BRAF Pyro tyrimy nustatymas®, 48 psl.). Tai
turi bati padaryta prie$ pirmag kartg atliekant therascreen BRAF Pyro
tyrimg. Jeigu instaliuota BRAF jjungiama ataskaita, i$ anksto nustatytus
tyrimo nustatymus rasite PyroMark Q24 software trumpuyjy Saukiniy
narsykléje, takelyje ,Example Files/PyroMark Setups/BRAF“. BRAF
jjungiamg ataskaitg gausite, jeigu kreipsités elektroniniu pastu
pyro.plugin@giagen.com.

Procedura

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

2. |]veskite proceduiros parametrus (zr. ,,Tyrimo parametrai“, psl. 19).

3. Nustatykite plokstele, priskirdami 600 kodono ir 464-469 kodony
tyrimus Sulinéliams, atitinkantiems analizuojamus meéginius.
Pastaba: Bent j vieng tyrimg reikia jtraukti neigiamos kontrolés meginj (be
Sabloninés DNR) j kiekvieng PGR reakcija.

Pastaba: | kiekvieng tyrimg kiekvienoje pirosekvenavimo reakcijoje
jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, 7 psl.).

4. Kai procedira jau nustatyta ir galima ja atlikti su PyroMark Q24
system, atsispausdinkite reikiamy fermento misinio, substrato
misinio ir nukleotidy kiekiy sarasg ir plokstelés nustatyma. Meniu
,»Tools“ pasirinkite ,,Pre Run Information®, o kai pasirodys ataskaita,
spustelkite .

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

Pastaba: ISspausdintg Pre Run Information galima naudoti kaip méginio
nustatymo Sablong (zr. ,3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas prie
Streptavidin Sepharose High Performance “, 23 psl.).
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Norédami iSnagrinéti plokstele su PyroMark Q24 sistema, Zr. ,5
protokolas: Procedira su PyroMark Q24 2929 psl.
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Tyrimo parametrai

Run name: Tyrimo pavadinimas duodamas iSsaugojus failg.
Pervardinus failg, pasikeicia ir tyrimo pavadinimas.

Instrument method: Pasirinkite instrumento metodg pagal kasete, kurig
naudosite tyrimo metu. Zr. su produktais tiekiamas
instrukcijas.

Plate ID: Pasirinktis: Jveskite PyroMark Q24 plokstelés ID.

Bar code: Pasirinktis: Jveskite plokStelés bruksninj kodg, o

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

Kit and Reagent ID: Pasirinktis: Jveskite naudojamo therascreen BRAF
Pyro rinkinio partijos numerj. Partijos numer;j rasite
ant produkto etiketés.

Pastaba: Mes rekomenduojame jvesti ir reagento ID,
ir rinkinio ID, kad baty galima atsekti netikétas su
reagentais iSkilusias problemas.

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

Tyrimo faily pridéjimas
Norédami priskirti tyrimg prie Sulinélio, jus galite:

B Spustelti ant Sulinélio desinj pelés klavisg ir kontekstiniame meniu
pasirinkti ,Load Assay*.

B Pasirinkti tyrimg trumpyjy Saukiniy narsykléje, spustelti ir tempti tyrimg |
Sulinel].
Sulinélis yra uzkoduotas pagal spalvg priklausomai nuo jam priskirto tyrimo.

Méginio ID ir pastaby jvedimas

Norédami jvesti meéginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg ir jveskite teksta.
Noréedami redaguoti méginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg (bus
pasirinktas tuometinis turinys) arba du kartus spustelkite elementa.

therascreen BRAF Pyro rinkinio vadovas 03/2015 19



2 protokolas: PGR, atliekama naudojant therascreen BRAF
Pyro rinkinyje esanc€ius reagentus

Sis protokolas yra skirtas 600 kodono PGR amplifikacijai ir 464-469 kodony
PGR amplifikacijai naudojant therascreen BRAF Pyro rinkinj

Svarbis patarimai pries pradedant

B HotStarTaq® polimerazei su PyroMark Master Mix reikalingas 15 minuéiy
95°C aktyvavimo veiksmas.

M 18déstykite visus reakcijos miSinius tokiame plote, kuris bty atskirtas nuo
naudojamo DNR iSgryninimui, jtraukdami Sablonine DNR j PGR, PGR
produkty analize ar méginiy paruoSimg prie$ pirosekvenavimo analize

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

Ka reikia padaryti pries pradedant
M Prie$ atidarydami mégintuvélius su PGR pradmenimis, trumpai juos
centrifuguokite, kad surinktuméte turinj mégintuveliy dugne.

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

Procedura

1. Atitirpinkite visus reikiamus komponentus (zr. 4 lentele).
Prie$ naudojimg gerai iSmaisykite.

2. Pagal 3 lentele paruoskite reakcijos misSinj kiekvienam PGR
pradmeny rinkiniui.
| reakcijos miSinj paprastai jeina visi komponentai, kuriy reikia PGR,
iSskyrus méginj.
Paruos$kite didesnj negu reikia visam atliekamy PGR tyrimy skaiciui
reakcijos misSinio kiekj.
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4 lentelé. Reakcijos misinio paruosSimas kiekvienam PGR pradmens

misiniui
Komponentas Kiekis/reakcija pl)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12.5
CoralLoad Concentrate, 10x 2.5
PCR Primer BRAF 600 kodonas
ar 1.0
PCR Primer BRAF 464-469 kodonai
Vanduo (H,0, tiekiamas) 4.0
Visas kiekis 20.0

3. Kruopséiai iSmaisykite reakcijos misinj ir jlasinkite 20 pul j kiekvieng
PGR mégintuvélj.
PGR mégintuvéliy nereikia laikyti ant ledo, nes HotStarTag DNR
polimerazé kambario temperatiroje néra aktyvi.

4. |lasinkite j atskirus PGR mégintuvélius (zr. 5 lentele) 5 pl Sabloninés
DNR (2-10 ng genominés DNR) ir gerai iSmaisykite.
Pastaba: Bent j vieng tyrimg reikia jtraukti neigiamos kontrolés méginj (be
Sabloninés DNR) j kiekvieng PGR reakcija.

Pastaba: | kiekvieng tyrimg kiekvienoje pirosekvenavimo reakcijoje
jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR (zr. ,Kontrolés® 7 psl.).

5 lentelé. PGR paruosimas

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

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Uzprogramuokite termomaisytuva pagal gamintojo instrukcijas,
laikydamiesi 6 lenteléje aprasyty salygu.

6 lentelé. Optimizuotas ciklo atlikimo protokolas

Komentarai

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

3 veiksmuy ciklo

atlikimas:

Denatdravimas 20 95°C
sekundziy

Prijungimas 30 53°C
sekundziy

Pratesimas 20 72°C
sekundziy

Cikly skaicius 42

Galutinis pratesimas: 5 minutes 72°C

6. Sudeékite PGR mégintuvélius j termomaisytuvgy ir paleiskite ciklo
atlikimo programa.

7. Po amplifikacijos pereikite prie ,,3 protokolas: PGR produkty
imobilizavimas prie Streptavidin Sepharose High Performance “, 23 psl.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas prie
Streptavidin Sepharose High Performance daleliy
Sis protokolas skirtas $abloninés DNR imobilizavimui prie Streptavidin

Sepharose High Performance (GE Healthcare) pries analize su PyroMark Q24
sistema.

K3 reikia padaryti pries pradedant

M Prie$ pradédami, leiskite visiems reikiamiems reagentams ir tirpalams
pasiekti kambario temperattirg (18-25°C).

Svarbus patarimai pries pradedant

B Palyginti su ankstesne therascreen BRAF Pyro rinkinio vadovo versija
(2011 mety liepos ménesio 1 versija, 2 veiksmas), darbo eiga buvo truputj
modifikuota.

Procedura

1. Svelniai suplakite buteliuka su Streptavidin Sepharose High
Performance rutuliukais, kol gausite homogeninj tirpala.

2. Paruoskite Pagrindinj MiSinj DNR imobilizavimui, kaip aprasyta 6
lenteléje. Paruoskite 10% didesnj kiekj negu reikia visy reakcijy
atlikimui.

7 lentelé. Pagrindinis MiSinys DNR imobilizavimui

Komponentas Kiekis/meéginys (ul)
Streptavidin Sepharose High Performance 1
PyroMark Binding Buffer 40
Vanduo (H,0, tiekiamas) 29
Visas kiekis 70

Pastaba: Sis protokolas taikomas Streptavidin Sepharose High
Performance, kurio partijos numeris 10057037 ar didesnis. Naudojant
Streptavidin Sepharose High Performance rutuliukus, kuriy partijos
numeris mazesnis negu 10057037, vienam méginiui naudojamy rutuliuky
kiekj reikia padidinti iki 2 pl, kaip nurodyta procedaros nustatyme.

3. llasinkite 70 pl Pagrindinio MiSinio j 24 Sulinéliy PGR plokstelés ar
juosteliy Sulinélius, kaip nurodyta procediiros nustatyme (zr. ,,1
protokolas: PyroMark Q24 “, 17 psl.).
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4. |lasinkite 10 pl biotininto PGR produkto i$ 2 protokolo j kiekvieng
Sulinélj, kuriame yra Pagrindinis MisSinys, kaip nurodyta proceduros
nustatyme (zr. ,, 1 protokolas: PyroMark Q24 “, 17 psl.).

Pastaba: Visas kiekis Sulinélyje turi bati 80 pl po Master Mix ir PGR
produkto jlasinimo.

5. Uzdarykite PGR plokstele (arba juosteles) su juosteliy kamsteliais.
Pastaba: |sitikinkite, kad skystis neistekés i$ vieno Sulinélio j kita.

6. 5-10 minuciy kratykite PGR plokstele kambario temperatiroje (15—
25°C) 1400 apsuky/min. greiciu.

Pastaba: Per §j veiksmg paruoskite PyroMark Q24 Vacuum Workstation
méginiy paruoSimui, kaip aprasyta PyroMark Q24 vadove.

7. Nedelsdami pereikite prie ,,4 protokolas: Méginiy paruoSimas pries
pirosekvenavimo analize su PyroMark Q24“, 25 psl.

Pastaba: Sefarozés dalelés greitai nuséda. Dalelés turi surinktos i$ karto
po kratymo.

Jeigu nuo plokstelés (juosteliy) kratymo praéjo daugiau kaip 1 minute,
prie$ surinkdami daleles, dar 1 minute juos pakratykite.
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4 protokolas: Méginiy paruosimas pries pirosekvenavimo
analize su PyroMark Q24

Sis protokolas yra skirtas viengrandés DNR paruo$imui ir sekvenavimo
pradmens prijungimui prie méginio pries atliekant pirosekvenavimo reakcijg su
PyroMark Q24.

Svarbis patarimai pries pradedant

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

M Sulasinkite 2 skirtingus sekvenavimo pradmenis pagal tg patj pavyzdi,
kaip nurodyta plokstelés proceduros nustatyme (zr. ,1 protokolas:
PyroMark Q24 ,, 17 psl.), priklausomai nuo analizés srities (600 kodonas
arba 464-469 kodonai).

M Palyginti su ankstesne therascreen BRAF Pyro rinkinio vadovo versija
(2011 mety liepos ménesio 1 versija, 18 veiksmas), darbo eiga buvo
truputj modifikuota. Netrumpinkite méginiy ausinimo laiko, kai jkaitinsite iki
80°C.

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

Ka reikia padaryti pries pradedant

M Patalpinkite vieng PyroMark Q24 ploksteliy laikiklj ant i$ anksto jkaitinto
80°C kaitinimo bloko, kad panaudotuméte per 17 veiksma. Palikite antrg
PyroMark Q24 ploksteliy laikiklj kambario temperatiroje (18-25°C), kad
panaudotuméte per 18 punktg

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

Pastaba: 1x PyroMark Wash Buffer darbinis tirpalas yra stabilus 2-8°C iki
pazymétos galiojimo datos pabaigos.

Procedura

1. Atskieskite pakankama kiekj kiekvieno sekvenavimo pradmens, Seq
Primer BRAF 600 ar Seq Primer BRAF 464-469, PyroMark Annealing
Buffer, kaip parodyta 8 lenteléje.

Paruoskite didesnj skiesto sekvenavimo pradmens kiekj negu reikia visam
méginiy skaiciui, su kuriais bus atliekamas sekvenavimas (meginiy skaiciui
+ vieng papildoma).

Neatskieskite ir nelaikykite daugiau sekvenavimo pradmens.
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8 lentelé. Sekvenavimo pradmeny pavyzdinis skiedimas

Kiekis
9 + 1 reakcijoms

Komponentas Kiekis/méginys (ul) (ul)
Seq Primer BRAF
600 ar
Seq Primer BRAF 0.8 8
464-469
PyroMark Annealing 242 242
Buffer
Visas kiekis 25 250

2. llasinkite 25 pl skiesto sekvenavimo pradmens j kiekvieng PyroMark
Q24 Plate Sulinélj, kaip nurodyta procediros nustatyme (zr. ,,1
protokolas: PyroMark Q24 “, 17 psl.).

Pastaba: Laikykite vieng i§ PyroMark Q24 Plate Holders (tiekiamy su
PyroMark Q24 Vacuum Workstation) kambario temperattroje (15-25°C) ir
naudokite kaip atramg, ruoSdami ir perkeldami plokstele.

3. Uzdeékite PGR plokstele (ar juosteles) is 3 protokolo ir PyroMark Q24
Plate ant darbastalio (3 pav.).
Patikrinkite PGR plokstele ir jsitikinkite, kad tirpale yra Sepharose daleliy.
Pastaba: |sitikinkite, kad plokStelé pakreipta ta pacCia kryptimi, kaip ir
sudedant méginius.

3 pav. PGR plokstelés (ar juosteliy) ir PyroMark Q24 plokstelés padéjimas ant
vakuumo darbo vietos.

4. Sudarykite vakuuma jrankyje, jjungdami vakuuma.
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5. Atsargiai nuleiskite vakuuminio jrankio filtravimo zondus j PGR
plokstele (arba juosteles), kad surinktuméte daleles su imobilizuota
matrica. Laikykite zondus vietoje 15 sekundziy. Keldami vakuuminj
jrankj, bukite labai atsargus.

Pastaba: Sefarozés dalelés greitai nuséda. Jeigu nuo plokstelés
(juosteliy) kratymo praéjo daugiau kaip 1 minuté, prie$§ surinkdami
rutuliukus, dar 1 minute juos pakratykite.

Patikrinkite, ar vakuuminis jrankis pilnai paéme visus méginius PGR
ploksteléje.

6. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 40 ml 70% etanolio (3 pav.). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

7. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 40 ml Denaturation Solution (3
pav.). 5 sekundes plaukite filtravimo zondus.

8. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 50 ml Wash Buffer (3 pav.). 10
sekundziy plaukite filtravimo zondus.

9. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau
kaip 90° vertikaliai, kad iStustintuméte skyst;j is filtravimo zondy (4
pav.).

4 pav. Daugiau kaip 90° vertikaliai pakelto vakuuminio jrankio pavaizdavimas.

10. Kol vakuuminis jrankis laikomas virs PyroMark Q24 Plate, uzdarykite
vakuuminj jungtuka virs jrankio (j padétj Off).

11. ISleiskite daleles j PyroMark Q24 Plate, nuleisdami filtravimo zondus j
skiestg sekvenavimo pradmenj ir Svelniai kilnodami jrankj i$ vienos
pusés j kita.

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

12. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su labai Svariu vandeniu (3 pav.) ir
sukite 10 sekundziy.

13. ISplaukite filtravimo zondus, nuleisdami juos j labai Svary vandenj (2
pav.) ir naudodami vakuuma. Praplaukite zondus su 70 ml labai
Svaraus vandens.
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14. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau
kaip 90° vertikaliai, kad iStustintumeéte skyst;j is filtravimo zondy (4
pav.).

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

16. ISjunkite vakuumine pompa.

Pastaba: Darbo dienos pabaigoje reikia iSpilti skyscio atliekas ir likusius
tirpalus bei patikrinti PyroMark Q24 Vacuum Workstation, ar joje néra
dulkiy ir skyscio liku€iy (Zr. B priedg, 51 psl.).

17. 2 minutes kaitinkite PyroMark Q24 Plate su méginiais 80°C,
naudodami i$ anksto jSildyta PyroMark Q24 ploksteliy laikiklj.

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

19. Pereikite prie ,,5 protokolas: Procedira su PyroMark Q24,,, 29 psl.
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5 protokolas: Procediira su PyroMark Q24

Siame protokole aprasytas PyroMark Gold Q24 reagenty paruo$imas ir
sudéjimas j PyroMark Q24 Cartridge bei procediros su PyroMark Q24 pradzia
ir pabaiga. Detalesnj aprasyma, kaip nustatyti procedirg, rasite PyroMark Q24
vadove.

Svarbus patarimas pries pradedant

M Ikiproceddrinés informacijos ataskaitoje, kurig rasite meniu , Tools* per
procedaros nustatymg (Zr. ,1 protokolas: PyroMark Q24 “, 17 psl.),
pateikta informacija apie tam tikrai proceddrai reikalingy nukleotidy,
fermento ir substrato buferio kiekj.

Ka reikia padaryti pries pradedant
M Jjunkite PyroMark Q24. Elektros jungtukas yra instrumento gale.

Procedura

1. Istirpinkite Saldyto-liofilizuoto fermento ir substrato misinius,
kiekvienam naudodami po 620 pl vandens (tiekiamo H,0).

2. ISmaisykite, Svelniai sitbuodami buteliuka.
Pastaba: Nesukuriuokite!
Pastaba: Norédami jsitikinti, kad miSinys pilnai istirpo, 5-10 minuciy
palaikykite jj kambario temperatiroje (15-25°C). Prie$ pripildydami
PyroMark Q24 Cartridge, jsitikinkite, kad tirpalas néra drumstas. Jeigu

reagenty tuoj pat nepanaudosite, patalpinkite reagenty buteliukus ant
ledo® arba $aldytuve.

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

5. Sudeékite j PyroMark Q24 Cartridge atitinkamus nukleotidy, fermento
ir substrato misinius, kaip parodyta 5 pav.

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

§ Dirbdami su chemikalais, visada devékite tinkama laboratorinj chalata,
maveékite vienkartines pirstines ir neSiokite apsauginius akinius. Jeigu jums
reikia daugiau informacijos, praSom perskaityti atitinkamus medziagy saugos
duomeny lapus (SDL), kuriuos gausite iS produkto gamintojo.
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5 pav. PyroMark Q24 Cartridge pavaizdavimas i$ virSaus. Anotacijos atitinka etikete ant
reagenty buteliuky. JlaSinkite fermento misinj (E), substrato misinj (S) ir nukleotidus (A, T, C,
G) pagal kiekio informacijg, pateiktg Pre Run informacijos ataskaitoje, kurig rasite meniu
»100ls“ per procediros nustatyma.

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

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

8. Atidarykite plokstele laikantj rémga ir patalpinkite plokstele ant
kaitinimo bloko.

9. Uzdarykite plokstele laikantj rémg ir instrumento dangt;.

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

Pastaba: NeiSimkite USB atmintinés, kol nesibaigs procedura.

11. Pagrindiniame meniu pasirinkite ,,Run“ (naudodami ekrano mygtukus
a ir w)ir spauskite ,,OK*.

12. Pasirinkite proceduros failg, naudodami ekrano mygtukus a ir v.
Pastaba: Norédami pamatyti aplanko turinj, pasirinkite aplanka ir
spauskite ,Select®. Norédami grjzti j ankstesnj vaizda, spauskite ,Back®.

13. Pasirinke proceduros failg, spauskite ,,Select” ir pradékite procedura.

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

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

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

18. Uzdarykite voztuva.

19. Atidarykite plokstele laikantj rémg ir nuimkite plokstele nuo kaitinimo
bloko.

20. Uzdarykite plokstele laikantj réma ir instrumento dangt;.

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

22. ISanalizuokite procediirg pagal ,,6 protokolas: PyroMark Q24 , 31 psl.
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6 protokolas: PyroMark Q24 proceduros analizé

Siame protokole aprasyta baigtinés BRAF procediiros mutacijos analizé
naudojant PyroMark Q24 Software.

Procedura

1. ]dékite USB atmintine (su apdorotu procediiros failu) j kompiuterio
USB jungtj.

2. Perkelkite proceduros failg iS USB atmintinés j norimg kompiuterio
vietg, naudodami Windows Explorer.

3. Atidarykite procediros failg PyroMark Q24 Software AQ rezimu,
meniu ,File*“ pasirinkdami ,,Open* arba trumpuyjy Saukiniy narsykléje
du kartus spusteldami failg (9).

4. Yra 2 proceduros analizavimo budai. Jeigu naudojate BRAF
jjungiamg ataskaita, eikite j 5 veiksma. Jeigu naudojate AQ analizés
integralg j PyroMark Q24, eikite j 6 veiksma.

Pastaba: Mes primygtinai rekomenduojame rezultaty interpretavimui
naudoti BRAF jjungiamg ataskaitg. BRAF jjungiamg ataskaitg galite gauti el.
pastu pyro.plugin@giagen.com. Si ataskaita uztikrins, kad automatiniam
visy mutacijy aptikimui bus naudojamos atitinkamos AR vertés (9 lentelé)
ir jvairios ,Sequences to Analyze“.

Pastaba: BRAF 600 ir 469 kodony kompleksiniy mutacijy negalima
analizuoti naudojant su PyroMark Q24 Software AQ analize. Mes
rekomenduojame 600 ir 469 kodony kompleksiniy mutacijy analizei
naudoti BRAF jjungiamg ataskaitg.

Pastaba: Kai kuriy 600 kodone analizuojamy mutacijy bei mutacijy G469A
ir G469S gali nepavykti tiksliai atskirti, kai mutacijy lygiai nesiekia 10%.
5. BRAF jjungiamos ataskaitos naudojimas:

Norédami generuoti ataskaitg, meniu i$ ,,Reports* pasirinkite ,,AQ
Add On Reports/BRAF* (zr. 6 pav.).
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5 8l

[ AQAddOnRepots o [ eRaF
: j g SNP Analysis Results

3¢ PyroM SNP Pyrogram Report
=8 SNP Full Report

=

JBRAF codon 600 |
O

&l SNP Overview Report
&l CTGAx 14

6 pav. Meniu BRAF Plug-in Report.

Sulinéliai bus automatiskai iSanalizuoti ry$ium su visomis mutacijomis,
kuriy AR nurodytos 9 lenteléje. Rezultatai bus pateikti apzvalginéje
lenteléje (7 pav.), o po jy seks detalUs rezultatai, j kuriuos jeina pirogramos
ir analizés kokybe.

Summary
Al Camlon SN T gxmmirnd N lation dotectad
A2 | Codin G4 K1 10652 Potential bow level mutation | 4.8 1 798 T=A ViEMIE 1k
A Canlon SN K168 W tation dotectad
At 600 110654 M 6 1798 IM9GT-AG_|VeooR
AS ] K1000Ta Mutation 264 1798 1T9RGT=AA | VDK
Af | Codon &4 K110283 N nuaisiion detected
1

] Codons 464 1o 468 |WT comiral Moo numimiion detected
C2 Coddons 464 1o 460 | K1 10652 Mo nvatation detocted

Ll it Lot
4 Coulons 264 b 460 K1 10654 Mo nvatation detected
L] Coddons 464 1o 465 I 1T Ko maistion detected
i 464 bo 460 |K1 10282 Mutation Fis 13%1G-A (ididE

Ly See detailod nesalis bebow.

MNOTE: The result miust be validaigd by companng the observed peaks with the expectad peak Berghin displaved as grey bars, Foe Further informanson
abist data evaluation and resall mierpretation please refier 1o the handbook

7 pav. BRAF jjungiama ataskaita.

6. AQ analizés naudojimas:
Norédami analizuoti procediirg ir gauti rezultaty apzvalga, spustelkite
vieng i$ mygtuky Analyze.
m Analizuoti visus Sulinélius.

m Analizuoti pasirinktg Sulinél].

Analizés rezultatai (aleliy dazniai) ir kokybés vertinimas parodomi virs
kintamojo padéties Pyrogram® jrase. Daugiau detaliy, kaip analizuoti
procedirg, rasite PyroMark Q24 vadove.

7. Norédami generuoti ataskaitg, meniu iS ,,Reports“ pasirinkite ,,AQ
Full Report* ar ,,AQ Analysis Results*.
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Pastaba: Jeigu norite gauti patikimus rezultatus, mes rekomenduojame,
kad vienos virstneés aukstis virSyty 30 RLU. Nustatykite 30 RLU tyrimo
nustatyme kaip ,reikiamg tinkamos kokybés virsSunés aukstj“ (Zr. A priedg ir
PyroMark Q24 vadovg).

Pastaba: AQ Analysis rezultaty ataskaita turi bati naudojama aleliy kiekio
nustatymo dokumentavimui ir interpretavimui. Pirogramoje pateikiami
skaicCiai suapvalinami ir nerodo tikslaus kiekio nustatymo.

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

Méginiy be aptiktos GTG = GAG mutacijos arba su kokybés
vertinimu ,,Check* ar ,,Failed* peranalizavimas

Dazniausia BRAF mutacija yra GTG - GAG prie 1799 nukleotido (antra
600 kodono baze). Todél Siai mutacijai taikomas tyrimo nustatyme
apibddintas standartas ,Sequence to Analyze® (zr. ,A priedas: therascreen
BRAF Pyro “ 48 psl.).

Mes primygtinai rekomenduojame peranalizuoti visus méginius, kuriuose
neaptikote mutacijos su standartine ,Sequence to Analyze®, bei tokius
méginius, kuriems pateiktas kokybés vertinimas ,Check® arba ,Failed” arba
kuriy virSanés neatitinka histogramos juosty auksc¢io. Kokybés vertinimas
,Check arba ,Failed” gali rodyti mutacijg, kuriai netinka standartiné
»~>equence to Analyze®, todél atsiranda virstniy aukscio nukrypimy.

Norédami peranalizuoti ir nusitaikyti ] mutacijas prie 600 kodono1798 ar
1798 nukleotido, eikite j ,Analysis Setup“ ir pakeiskite ,Sequence to
Analyze“ j vieng i§ papildomy ,Sequence to Analyze®, iSvardinty ,A
priedas: therascreen BRAF Pyro “, 48 psl. Spustelkite ,Apply“ ir po to ,To
All, kai atsiras langas ,,Apply Analysis Setup®.

Atnaujintus mutacijy daznius Zzmogaus BRAF gene, 600 kodone ir 464-469
kodonuose, rasite Sanger Instituto internetiniame puslapyje
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Pastaba: Pakeite ,Sequence to Analyze®, jsitikinkite, kad vienos virsinés
aukscio riba nustatyta 30 RLU.

Pastaba: Sekvenuojamoje srityje gali bati papildomy rety ar netikéty
mutacijy ir jas galima iSanalizuoti naudojant alternatyvig ,Sequence to
Analyze® atsizvelgiant j netikétas mutacijas.

Pastaba: Jeigu iSmatuotos virStinés nedera prie histogramos juosty
aukscio ir to negalima paaiskinti retomis ar netikétomis mutacijomis,
rekomenduojama iS naujo iSanalizuoti megin;.
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Rezultaty interpretavimas

Analizés rezultaty interpretavimas ir zemo lygio mutacijy
aptikimas

Primygtinai rekomenduojama palyginimui ir kaip foniniy lygiy kontrole jtraukti j
kiekvieng procedurg nedenatiruotg kontroling DNR. ISmatuotas kontrolinio
meéginio daznis turi bati Zemesnis ar lygus tuscios vietos ribai (TVR).

Visus méginius reikia istirti rySium su aptikimo riba (AR, 9 lentelé) ir
interpretuoti taip.

B Mutacijos daznis <AR: Mutacijos néra arba mutacija neaptikta.
B Mutacijos daznis 2AR ir <AR + 3 % vnt.: Potenciali Zemo lygio mutacija.

Pastaba: Jeigu naudojate BRAF jjungiamg ataskaitg (zr. ,5 protokolas:
Proceddra su PyroMark Q24“ 5 veiksmag, 29 psl.) ir taip nutikty, bus
pateiktas perspejimas.

Méginiai, kuriuose praneSama potenciali Zemo lygio mutacija, turi bati
laikomi teigiamais mutacijos atzvilgiu tik tokiu atveju, jeigu ji patvirtinama
peranalizuojant juos dviem egzemplioriais kartu su meéginiu su
nedenattruota kontroline DNR. Abiejy dublikaty rezultatas turi bati = AR ir
skirtis nuo kontrolinio méginio. PrieSingu atveju méginys bus laikomas
tokiu, kuriame ,mutacija neaptikta.

B Mutacijos daznis >AR + 3 % vnt.: Mutacija
Jeigu naudojate BRAF jjungiamg ataskaitg, tai atliekama automatiskai.

Pastaba: Rezultaty interpretavimui rekomenduojama naudoti BRAF jjungiamg
ataskaitg. Tam, kad iSsamiau iStirtumeéte méginius su praneSama potencialia
Zemo lygio mutacija, mes rekomenduojama papildomai iSanalizuoti megin;j
rankiniu btdu su taikomagja programine jranga (pvz., kontrolinio méginio
mutacijos daznio palyginimui).

Pastaba: Kai kuriy 600 kodone analizuojamy mutacijy bei mutacijy G469A ir
G469S gali nepavykti tiksliai atskirti, kai mutacijy lygiai nesiekia 10%.

Pastaba: ISmatuotas didesnis nei TVR kontrolinio méginio daznis rodo, kad
tos proceduros fono lygis yra aukstesnis nei jprastinis, kas gali paveikti aleliy
kiekio nustatyma, ypa€ Zemos mutacijos lygiams. Tokiu atveju intervale nuo
TVR (9 lentelé) iki AR + 3 proc. vnt. iSmatuoti dazniai negali bati naudojami
mutacijos busenos apsprendimui. Rekomenduojama peranalizuoti méginius su
potencialia Zemo lygio mutacija

Pastaba: Priimant sprendimg dél véziu serganciy pacienty gydymo, negalima
remtis vien BRAF mutacijos busena.
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9 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatytos AR ir TVR

COSMI
Nukleino rugsties Aminorugsties TVR AR (% C ID*
pakaitalas pakaitalas (% vnt.) vnt.) (V46)
600 kodonas (GTG), istirtas atvirkstine kryptimi (CAC)
1799T>A V600E 0.4 2.4 476
1799T>G V600G 0.1 2.1 (5)" 6137
1799T>C V600A 0.2 2.2 (7)1 18443
1798G>A V600M 0.4 24 1130
1799 1800TG>AA V600Ecomplex 0.4 24 475
1799 1800TG>AT V600D 2.3 4.3 477
1798 1799GT>AA V600K 0.1 2.1 473
1798 1799GT>AG V600R 0.2 2.2 474
469 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1406G>A G469E 1.1 3.1 461
1406G>C G469A 1.2 3.8 460
1406G>T G469V 1.1 3.1 459
1405 1406GG>TC G469S 1.5 3.5 458
466 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1397G>A G466E 4.1 8.6 453
1397G>T G466V 1.3 3.3 451
464 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1391G>A G464E 1.3 3.4 449
1391G>T G464V 0.3 2.3 450

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

T Zemiausias méginio mutacijos lygis, kurio rezultatas yra i§matuotas daznis >AR.
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Pavyzdiniai rezultatai

Pavyzdiniai pirogramy rezultatai parodyti 8—10 pav.

A: 100%
175 . T: 0%
150 |
1251
100 |
75 L
50 t
25 L

[ —

E s T ¢ G T é T c T G T A G
8 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu 600
kodone su ,,Sequence to Analyze“ CWCTGTAGC.
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Haaw)
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9 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu 464-
469 kodonuose su ,,Sequence to Analyze“ CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA.

125 +

100

o

L L L L L L L L L L L L L
E S T C G T A T C T G T A
5 10

10 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginius su GTG 2 GAG (V600E)
mutacija 600 kodono 2 bazéje (1799 nukleotidas, kurj rodo rodyklé) su ,,Sequence to
Analyze“ CWCTGTAGC.
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Trik¢iy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali bati naudingas sprendziant bet kokias
iSkylancias problemas. Daugiau informacijos rasite musy techninés pagalbos
centro puslapyje ,Daznai uzduodami klausimai“
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Technical Services
mokslininkams visada malonu atsakyti j bet kokius jisy uzduodamus
klausimus apie Sio vadovo informacijg ir protokolus arba meéginiy ir tyrimy
technologijas (kontaktine informacijg rasite uzpakaliniame virSelyje arba
apsilanke www.giagen.com).

Pastaba: Bendrg instrumento trik&iy Salinimg rasite PyroMark Q24 vadove.

Komentarai ir pasitlymai

Signalai neSabloninéje kontroléje (neigiamoje kontroléje)

a) Trikdziai tarp Sulinéliy  Signalas i$ vieno Sulinélio aptinkamas
gretimuose Sulinéliuose. Stenkités nedéti auksto
intensyvumo skleidzianciy méginiy Salia
nesabloninés kontrolés Sulinéliy.

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

Silpna ar netikéta seka

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

Rezultatas ,,Check ar ,,failed*

a) Zemas virsinés
aukstis

b) ,Sequence to Analyze’
neaptikta mutacija

c) Netikéta reta mutacija

d) Auksto virSaneés
aukscio nukrypimo
perspejimas per
paskirstymag

Esant apdorojimo klaidoms per PGR reakcijg ar
meéginiy paruosimg pries pirosekvenavimag, gali
susiformuoti Zemos virSinés.

Svarbu pilnai paimti méginius su vakuuminiu
jrankiu. Pasistenkite létai nuleisti vakuuminj
jrankj j méginius ir sekite, kad imobilizavimui
naudojamy PGR plokstelés ar juosteliy
geometrija leisty pilnai paimti méginius.

Reguliariai atlikite filtravimo zondy funkcinj
testq, kaip aprasyta PyroMark Q24 vadove, ir
keiskite filtravimo zondus, kaip nurodyta

Jeigu atsiranda perspéjimas ,,Check”, atidziai
palyginkite pirogramg su histograma, kuri
pasirodys spusteléjus desinj pelés klavisg lange
Pyrogram. Jeigu iSmatuotos virSinés dera prie
histogramos juosty auks€io, rezultatas yra
galiojantis. PrieSingu atveju rekomenduojama
peranalizuoti meéginj.

Tyrimo nustatyme pritaikykite ,Sequence to
Analyze® (zr. “A prieda: therascreen BRAF Pyro
tyrimy nustatymas®, 48 psl.) ir peranalizuokite
procedura.

Kokybés vertinimas ,Check® arba ,Failed” gali
atsirasti dél netikéto virStiniy pavyzdzio. Tai gali
rodyti netikétg mutacijg, kurios neiSanalizuoja
esama analizuojama seka. Siuos méginius
galima analizuoti naudojant alternatyvig
.~oequence to Analyze® ir atsizvelgiant |
netikétas mutacijas.

Pirograma reikia atidziai palyginti su histograma,
kuri atsiras spusteléjus desinj pelés klavisg
lange Pyrogram. Jeigu iSmatuotos virSunes
nedera prie histogramos juosty aukscio ir negali
bati paaiskinamos retomis mutacijomis,
rekomenduojama peranalizuoti méginj.
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Komentarai ir pasitlymai

e)

¢)

Per 600 kodono tyrimo
6 paskirstymg
atsiranda perspéjimo
praneSimas “High peak
height deviation”, kai
.Sequence to Analyze®
yra CAYCTGTAGC

Per 600 kodono tyrimo
3 ar 4 paskirstymg
atsiranda perspéjimo
praneSimas “High peak
height deviation”, kai
,oequence to Analyze’
yra CVCTGTAGC

13

Per 600 kodono tyrimg
atsiranda perspéjimo
pranesSimas “The
sequence contains
less reference peaks
than required”, kai
,Sequence to Analyze'
yra CVCTGTAGC

‘

Aukstas fonas

a)

b)

c)

Neteisingas nukleotidy
laikymas

Trumpas méginiy
ausinimo laikas prie$
Pyrosequencing
analize

Kasetés uzterSimas

Pirograma reikia atidziai palyginti su histograma,
kuri pasirodys spusteléjus deSinj pelés klavisg
ant lango Pyrogram. Jeigu prie T6 paskirstymo
foninis triukd8mas nesiekia laukiamo lygio, o
likusios iSmatuotos virSinés dera prie
histogramos juosty aukscio, perspéjimo ir
kokybés vertinimo ,Check® ar ,Failed” galima
nepaisyti.

Pirograma reikia atidziai palyginti su histograma,
kuri pasirodys spusteléjus desinj pelés klavisg
ant lango Pyrogram. Jeigu prie G3 ar T4
paskirstymo foninis triukSmas nesiekia laukiamo
lygio, o likusios iSmatuotos virStinés dera prie
histogramos juosty aukscio, perspejimo ir
kokybés vertinimo ,Check® ar ,Failed” galima
nepaisyti.

Jeigu iSmatuotos virSinés dera prie histogramos
juosty aukscio, perspéjimo ir kokybés vertinimo
“Check” galima nepaisyti.

Laikykite nukleotidus 2-8°C. Jeigu laikysite nuo -
15 iki -25°C, gali padidéti fonas.

10-15 minucCiy laikykite meéginius ant PyroMark
Q24 Plate Holder kambario temperatiroje.
Netrumpinkite ausinimo laiko.

KruopS$ciai iSvalykite kasete, kaip aprasyta
produkto lape. Laikykite kasete saugomg nuo
Sviesos ir dulkiy.

Néra signaly teigiamoje kontroléje (nedenatiruotoje kontrolinéje DNR)

a)

Fermento ar substrato
misinio nepakanka
visiems Sulinéliams

Jsitikinkite, kad pripildéte PyroMark Q24
Cartridge, kaip nurodyta meniu , Tools“ ,Pre Run
Information”.
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Komentarai ir pasitlymai

b) Reagentai neteisingai  ParuoS$kite therascreen pagal instrukcijas,

laikomi ar skiesti apraSytas ,5 protokolas: Procedira su PyroMark
Q24%, 2929 psl.
c) PGR ar méginio Apdorojimo klaidos per PGR nustatymg, PGR
ruosimo klaida maisytuvo programavimg ar méginiy paruosSimag

prieS Pyrosequencing gali nepasireiksti jokiais
signalais. Atlikite filtravimo zondy funkcinj testa,
kaip aprasyta PyroMark Q24 vadove, ir keiskite
filtravimo zondus, kaip nurodyta. Pakartokite
PGR ir Pyrosequencing analize.

Kokybés kontrolé

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

Apribojimai
Bet kokie generuojami rezultatai turi bati interpretuojami kartu su kitais

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

studijas.
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Veikimo charakteristikos

Tuscios vietos riba ir aptikimo riba

Tus&Cios vietos riba (TVR) ir aptikimo riba (AR) buvo nustatytos daugeliui
mutacijy naudojant plazmidziy miSinius (10 lentelé). TVR ir AR buvo
nustatytos pagal Klinikiniy ir laboratoriniy standarty instituto (CLSI) EP17-A
potvarkio ,Aptikimo riby ir kiekio apskaiciavimo riby nustatymo protokolas;
patvirtintas potvarkis“ rekomendacijas. a- ir § klaidos (atitinkamai klaidingi
teigiami ir klaidingi neigiami rezultatai) buvo nustatytos iki 5%. TVR vertés
reiSkia iSmatuotg daznj, gautg su laukinio tipo méginiu. AR vertés reiskia
Zemiausig signalg (iSmatuotg daznj), kurj galima traktuoti kaip teigiamg tam
tikros mutacijos atzvilgiu.

Mutacijos (GTG = GGG) ir (GTG = GCG) 600 kodone ir (GGA - GAA)
464 kodone

Siy mutacijy tusgios vietos matavimai buvo nuosekliai artimi 0 % vnt. (n=72),
todél buvo gautas negausinis pasiskirstymas arba méginiy su zemo lygio
mutacijomis matavimai turéjo negausinj pasiskirstyma. Todél AR buvo
nustatyta naudojant kitokj metodg ir remiantis CLSI EP17-A potvarkio
rekomendacijomis. Zemiausias signalas, rodantis mutacijos buvimg (AR) Siose
padeétyse, buvo nustatytas 2 % vnt. vir§ atitinkamo iSeities tasko lygio, kaip
nustatoma remiantis 95 proc. tus€iy viety matavimy procentiliu. Analizuojant
meéginj, kurio mutacijos lygis, pateiktas 10 lenteléje, skliaustuose, 95 %, 95
proc. rezultaty (n=72) parodé signalg, kurj galima laikyti teigiamu (= AR).
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10 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatytos TVR ir AR

COSMI
Nukleino rugsties Aminorugsties TVR AR (% C ID*
pakaitalas pakaitalas (% vnt.) vnt.) (V46)
600 kodonas (GTG), iStirtas atvirkstine kryptimi (CAC)
1799T>A V600E 0.4 2.4 476
1799T>G V600G 0.1 2.1 (5)" 6137
1799T>C V600A 0.2 2.2 (7)1 18443
1798G>A V600M 0.4 24 1130
1799 1800TG>AA V600Ecomplex 0.4 24 475
1799 1800TG>AT V600D 2.3 4.3 477
1798 1799GT>AA V600K 0.1 2.1 473
1798 1799GT>AG VG600R 0.2 2.2 474
469 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1406G>A G469E 1.1 3.1 461
1406G>C G469A 1.2 3.8 460
1406G>T G469V 1.1 3.1 459
1405 1406GG>TC (G469S 1.5 3.5 458
466 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1397G>A G466E 4.1 8.6 453
1397G>T G466V 1.3 3.3 451
464 kodonas (GGA), istirtas atvirkstine kryptimi (TCC)
1391G>A G464E 1.3 3.4 449
1391G>T G464V 0.3 2.3 450

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

T Zemiausias méginio mutacijos lygis, kurio rezultatas yra i§matuotas daznis >AR.

Pastaba: Sios vertés buvo nustatytos remiantis procediromis, kuomet kaip
PGR amplifikacijos $ablonas buvo naudojami plazmidy miSiniai su laukinio tipo
ar atitinkama mutacine seka.
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Pastaba: Rekomenduojama metodo veikimag patvirtinti laboratorijoje.

LinijiSkumas

LinijiSkumas buvo nustatytas naudojant plazmidziy miSinius su laukinio tipo ar
mutacine seka su BRAF geno 600 kodono mutacija V600E (GTG > GAG).
Plazmidai buvo sumaisyti tokiomis proporcijomis, kad bty gauti keturi
mutacijy lygiai (5, 10, 30 ir 50%). Kiekvienas miSinys buvo analizuojamas su
trimis skirtingomis therascreen BRAF Pyro rinkinio partijomis, atliekant tris
Pyrosequencing proceddras, j kuriy kiekvieng jéjo trys kartotiniai.

Rezultatai (kiekvieno mutacijos lygio n=9) buvo analizuojami pagal CLSI
potvarkj EP6-A ,Kiekybinio matavimo proceddry linijiSkumo jvertinimas:
statistinis metodas; patvirtintas potvarkis“ naudojant Analyse-it® Software
v2.21 ir yra parodyti 11 pav., kur pavaizduota 600 kodono mutacija V600E
(GTG 2 GAG).

Rezultatai buvo linijiniai ir jéjo | leisting 5 % vnt. nelinijiSkumg testuojamame 5-
50 5 % mutacijos lygio intervale.

(=]
o
]

50 ~

40 -

30 -

20 -

% iSmatuotas daznis (% vnt.)

10 A

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

% mutaves plazmidas (remiantis OD,4,)

11 pav. 600 kodono mutacijos V600OE (GTG = GAG) linijiSkumas.

PreciziSkumas

PreciziSkumo duomenys leidzia nustatyti visg tyrimy kintamumg ir jis buvo
gautas trimis skirtingais lygiais, analizuojant auksCiau minétus plazmidziy
miSinius, kiekvieng trimis kartotiniais.

Atkartojimas (tyrimo metu ir naudojant kelias partijas) buvo apskaicCiuotas
pagal linijiSkumo nustatymo duomenis (per tris procediras tg pacig dieng,

naudojant kintamas therascreen BRAF Pyro rinkinio partijas). Tarpinis
preciziSkumas (kintamumas laboratorijoje) buvo nustatytas per tris procediras
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vienoje laboratorijoje, atliekamas trimis skirtingomis dienomis jvairiy
operatoriy, su jvairiais PyroMark Q24 sistemomis bei therascreen BRAF Pyro
rinkinio partijomis. Atkuriamumas (kintamumas keliose laboratorijose) buvo
apskaicCiuotas per dvi proceduras, kuriy kiekviena buvo atliekama vidinéje ir
iSorinéje laboratorijoje ir naudojant kintamas therascreen BRAF Pyro rinkinio
partijas.

PreciziSkumo sgmatos iSreiSkiamos kaip iSmatuoto mutacijos daznio
standartinis nukrypimas % vnt. (11 lentelé). 600 kodono mutacijos V600E
(GTG > GAG) atkartojimas, tarpinis preciziSkumas ir atkuriamumas
atitinkamai buvo 0.6-2.1, 0.7-1.8 ir 0.8-2.1 % vnt. testuojamame 5 - 50%
mutacijos lygio intervale.

11 lentelé. 600 kodono mutacijos V600OE (GTG - GAG) preciziSkumas*

% Tarpinis
mutavusi Atkartojimas preciziSkumas Atkuriamumas
plazmidé’  Vidurkis SN Vidurkis SN Vidurkis SN
5 5.2 0.6 4.4 0.7 5.1 0.8
10 9.1 1.0 9.6 1.0 9.6 1.3
30 28.1 2.1 27.9 1.8 28.3 2.1
50 46.9 1.2 46.3 1.5 47.9 1.7

* Visos vertés pateiktos % vnt. SN: standartinis nukrypimas (n=9).
T Remiantis OD,g, matavimu.

Diagnostinis vertinimas

therascreen BRAF Pyro rinkinys buvo vertinamas lyginant jj su Sanger
sekvenavimu. DNR buvo i$skirta i5 100 formaline fiksuoty ir j parafing jterpty
(FFP]) naviko méginiy, paimty i$ odos, ir iSanalizuotos -su 600 kodono bei
464-469 mutacijomis

DNR buvo iSskirta naudojant QlAamp DNA FFP] Tissue rinkinj.
Pyrosekvenavimog analizé buvo atlikta naudojant therascreen BRAF Pyro
rinkinj su PyroMark Q24 sistema, o Sanger sekvenavimas buvo atliktas
naudojant ABI™ 3130 Genetic Analyzer.

IS 100 analizuoty méginiy su visais pavyko nustatyti 600 kodono ir 464-469
kodony mutacine bldseng taikant taikant Sanger sekvenavimg, o naudojant
therascreen BRAF Pyro rinkinj — su 99 (12 ir 13 lentelé).

Keturiuose i 100 méginiy taikant Sanger sekvenavimg pavyko aptikti V600OE
(GTG > GAG) mutacijg. Trys i$ Siy meginiy parodé identiSkus rezultatus su
therascreen BRAF Pyro rinkiniu, o vienas méginys neparodé 600 kodono
nutacijos pirosekvenavimo metu dél Zemy virStniy. Per 464—469 tyrimg Sis
meéginys turéjo pakankamai virsaniy, bet jos buvo daug Zzemesnés negu kity
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meéginiy, kas rodo, kad DNR kokybé buvo Zzema. Taikant abu metodus, nebuvo
aptikta rety mutacijy 464—469 kodonuose.

Neskaitant méginio, kuris nesuveiké taikant vieng metoda, therascreen BRAF
Pyro rinkinys ir Sanger sekvenavimas parodé atitinkamai 100% sutapimg su
600 kodono ir 464-469 kodony rezultatais (12 ir 13 lentelés).

12 lentelé. 600 kodono atzvilgiu analizuoty odos augliy méginiy rezultatai

Sanger sekvenavimas
Mutantas Laukinio Nezinomas Viso
tipo

Mutantas 3 0 0 3

therascreen Laukinio
BRAF Pyro tipo 0 96 0 96

rinkinys Nesi

ezinoma 1 0 0 1

S
Viso 4 96 0 100

13 lentelé. 464-469 kodony atzvilgiu analizuoty odos augliy méginiy
rezultatai

Sanger sekvenavimas

Mutantas Laukinio Mutantas Lauk

tipo inio

tipo

Mutantas 0 0 0 0
therascreen Laukinio

BRAF Pyro : 0 99 0 99
. tipo

rinkinys
Nezinomas 0 1 0 1
Viso 0 99 0 100

Pastaba: Atliekant visas proceduras, naudojamas veikimo charakteristiky
nustatymui, signalas virsijo 30 RLU, jprastai gaunant i§ 10 ng DNR, i$skirtos i$
formaline fiksuoto ir j parafing jterpto (FFP]) audinio. Pirosekvenavimo
duomenys buvo analizuojami naudojant BRAF jjungiamg ataskaita.
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Nuorodos

QIAGEN palaiko didele, Siuolaikine internetineg moksliniy publikacijy duomeny
baze apie QIAGEN produktus. ISsamios paieSkos galimybeés leidzia jums rasti
reikiamus straipsnius paprasciausiai ieSkant pagal raktazodzius arba
specifikuojant programa, tyrimy sritj, pavadinima ir t.t.

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

Simboliali

Sie simboliai gali bt nurodyti ant pakuotés ir etikegiy:

W N> Reagenty pakanka <N> testams

g Galiojimo data

IVvVD In vitro diagnostinis medicininis produktas
REF Katalogo numeris

LOT Partijos numeris

Medziagos numeris

COMP Komponentai

CONT Turinys

NUM Numeris

Natrio hidroksidas

GTIN Pasaulinés prekybos prekés numeris
Temperattros apribojimai
Gamintojas

Perskaitykite naudojimo instrukcijas

Sl el

N
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Kontaktiné informacija

Jeigu jums reikalinga techniné pagalba ir daugiau informacijos, praSom kreiptis
] masy techninés pagalbos centrg www.giagen.com/Support arba skambinti |
vieng iS QIAGEN techninés pagalbos skyriy ar vietiniams platintojams (Zr.
uzpakalinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).
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A priedas: therascreen BRAF Pyro tyrimy
nustatymas

Jeigu instaliuota BRAF jjungiama ataskaita, PyroMark Q24 programinés
jrangos trumpuyjy Saukiniy narykléje, takelyje ,Example Files/PyroMark
Setups/BRAF rasite apibtdintus 600 ir 464-469 kodony tyrimy nustatymus.
Tolesniy veiksmy nereikia atlikti. BRAF jjungiamg ataskaitg galima gauti el.
pastu pyro.plugin@giagen.com.

Mes primygtinai rekomenduojame per rankine analize naudoti BRAF jjungiamag
analize. Kompleksiniy mutacijy negalima rankiniu badu pridéti prie ,Sequence
to Analyze® ir jas reikia analizuoti naudojant jjungiamg ataskaitg. Instaliavus
jjungiamg ataskaitg arba kiekvieng kartg, kai kompiuteryje instaliuojama ar
atnaujinama nauja programiné jranga, reikia patikrinti, ar jjungiama ataskaita
teisingai veikia, kaip aprasSyta BRAF jjungiamos ataskaitos greitame vadove.

Jeigu BRAF jjungiama ataskaita nebuvo instaliuota, prie$ pirmg kartg
paleidZiant therascreen BRAF Pyro tyrimag, reikia nustatyti tyrimo failg.
Nustatykite BRAF 600 kodono ir 464-469 kodony tyrima, naudodami PyroMark
Q24 Software, kaip aprasyta Zemiau.

Procedura

BRAF 600 kodonas

Al. Jrankiy juostoje spustelkite = ir pasirinkite ,,New AQ Assay*“.

A2. ,Sequence to Analyze“ iSspausdinkite Sig seka. CWCTGTAGC
Pastaba: Dazniausia 600 kodono mutacija bus GTG - GAG mutacija
1799 nukleotide (antra padétis).

.Sequence to Analyze“ galima pakeisti po procediros, kad baty galima
analizuoti skirtingose padétyse.

Norédami patikrinti, ar 1798 nukleotide (pirma padétis) egzistuoja
mutacijos, pakeiskite “Sequence to Analyze” j Sig sekg. CAYTGTAGC

RySium su papildomomis retomis 1799 nukleotido mutacijomis reikia
iSanalizuoti ir ,Sequence to Analyze® CVCTGTAGC.

Pastaba: |sitikinkite, kad pavienés virSunés aukscio riba nustatyta 30 RLU.

Pastaba: Kompleksiniy mutacijy BRAF 600 kodone negalima analizuoti
naudojant PyroMark Q24 Software AQ analize su ,Sequence to Analyze®“.
Mes rekomenduojame 600 kodono kompleksiniy mutacijy analizei naudoti
BRAF jjungiamg ataskaitsg.
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A3. Rankiniu budu jveskite Sig ,,Dispensation Order®.

TCGTATCTGTAG
o e T W

5 10

12 pav. 600 kodono (1799 nukleotido) histograma su ,,Sequence to Analyze“
CWCTGTAGLC.

2

0 1 . 1 1 . L 1 1
T C G T T C T

A G T A G
PN

13 pav. 600 kodono (1798 nukleotido) histograma su ,,Sequence to Analyze*
CAYTGTAGC.

14 600 kodono (1799 nukleotido) histograma su ,,Sequence to Analyze“
CVCTGTAGC.

A4. Spustelkite stulpelj ,,Analysis Parameters* ir padidinkite ,,Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:“ iki 30.

A5. Jrankiy juostoje spustelkite | ir iSsaugokite tyrima kaip ,,BRAFcodon
600“.
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BRAF 464-469 kodonai

Al. Jrankiy juostoje spustelkite = ir pasirinkite ,New AQ Assay*“.

A2. ,Sequence to Analyze“ iSspausdinkite Sig seka.
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA
Pastaba: Kompleksiniy mutacijy BRAF 469 kodone negalima analizuoti
naudojant PyroMark Q24 Software AQ analize su ,Sequence to Analyze®.
Mes rekomenduojame 469 kodono kompleksiniy mutacijy analizei naudoti
BRAF jjungiamg ataskaitg.

A3. Rankiniu budu jveskite Sig ,,Dispensation Order*.
AGCTCGTAGCATGCATACGAGCATAC

3

2

OIIIJI reN
A G CTCGTAG

-~ 5

15 pav. 464-469 kodony (1391 [464 kodono], 1397 [466 kodono] ir 1406 [469
kodono]) histograma.

|
C AT G CA
10

il il i
T A CGAGCATASTC
15 20 25

A4. Spustelkite stulpelj ,,Analysis Parameters* ir padidinkite ,,Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:“ iki 30.

A5. Jrankiy juostoje spustelkite | ir iSsaugokite tyrima kaip
,BRAFcodons 464-469“.
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B priedas: Atlieky indo ir loveliy istustinimas
DEMESIO | Pavojingi chemikalai

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

Visada déveékite apsauginius akinius, pirstines ir laboratorin;j
chalata.

Atsakingas asmuo (pvz., laboratorijos vadovas) turi imtis
reikiamy priemoniy ir uztikrinti, kad supanti darbiné aplinka bty
saugi, o instrumento operatoriaus nepakenks pavojingi nuodingy
(cheminiy ar biologiniy) substancijy lygiai, kaip nurodyta
atitinkamuose medziagos saugumo duomeny lapuose (MSDS)
arba OSHA*, ACGIHt ar COSHHZ dokumentuose.

ISvédinti dmus ir iSmesti atliekas reikia laikantis visy
nacionaliniy, valstybiniy ir vietiniy sveikatos ir saugumo
reikalavimy bei jstatymuy.

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

TCOSHH: Sveikatai pavojingy substancijy kontrolé (Jungtiné Karalysté)

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

Svarbus patarimas pries pradedant
B Per §j protokolg reikalingas labai Svarus vanduo.

Procediira

B1. Jsitikinkite, kad j vakuuminj jrankj netiekiamas vakuumas. |sitikinkite,
kad vakuumas uzdarytas (j padétj Off), o vakuuminé pompa isjungta.

B2. ISpilkite loveliuose likusius tirpalus.

B3. ISskalaukite lovelius su labai Svariu vandeniu arba prireikus
pakeiskite juos.

B4. IStustinkite atlieky inda.
Pastaba: Kamstelj galima nuimti ir neatjungus vamzdelio.
B5. Jeigu reikia iSvalyti vakuumine darbo vietg (pvz., esant dulkéms ar

iSsipylusiems likuéiams), laikykités instrukcijy, aprasyty PyroMark Q24
vadove.
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Uzsakymy informacija

Produktas Turinys Katalogo

Nr.
therascreen BRAF 24 reakcijoms su PyroMark Q24 971470
Pyro Kit (24) sistemomis: Seq Primers, PCR

Primers, Unmethylated Control DNA,
PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad
Concentrate, PyroMark Binding Buffer,
PyroMark Annealing Buffer, PyroMark
Denaturation Solution, PyroMark Wash
Buffer, Enzyme Mixture, Substrate
Mixture, dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP,
and H,0O

PyroMark Q24 MDx Sekos pagrindo aptikimo platforma, 9001513
skirta Pyrosequencing su 24
lygiagrecCiai apdorojamais meginiais

PyroMark Q24 Sekos pagrindo aptikimo platforma, 9001514
skirta Pyrosequencing su 24
lygiagrecCiai apdorojamais meginiais

PyroMark Q24 MDx Vakuumo darbo vieta (220 V), skirta 24 9001517*
Vacuum Workstation meéginiy paruoSimui lygiagreciai iS 9001515
PGR produkto j vienos vijos Sablong

PyroMark Q24 Vacuum Vakuumo darbo vieta (220 V), skirta 24 9001518

Workstation meéginiy paruoSimui lygiagreciai i$

PGR produkto j vienos vijos $ablong
PyroMark Q24 MDx Taikomoji programiné jranga 9019063
Software
PyroMark Q24 Analizés programine jranga 9019062
Software
Priedai
PyroMark Q24 Plate 24 3Sulinéliy sekvenavimo reakcijos 979301
(100) plokstele
PyroMark Q24 Kasetés nukleotidy ir reagenty 979302
Cartridge (3) paskirstymui

* Tik Jungtinéje Karalystéje
T Kitose 3alyse
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Produktas Turinys Katalogo

Nr.

PyroMark Vacuum Daugkartiniai PyroMark Vacuum 979010
Prep Filter Probe (100) Workstation Q96 ir Q24 filtravimo

produktai
PyroMark Control Oligo Sistemos instaliavimo patikrai 979303
PyroMark Q24 Sistemos veikimo patikrai 979304
Validation Oligo
Related products
QIAamp DNA FFPE 50 DNR ruosiniy: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns, Proteinase K,

Buffers, Collection Tubes (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Kit 48 ruoSiniams: Reagent Cartridges 953034

(48) (Tissue), Disposable Filter-Tips,
Disposable Tip-Holders, Sample
Tubes (2 ml), Elution Tubes (1.5 ml),
Buffer G2, Proteinase K

Naujausig licencijavimo informacijg ir su produktais susijusius atsakomybés
atsisakymus rasite atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove ar vartotojo vadove.
QIAGEN rinkinio vadovus ir vartotojo vadovus rasite www.giagen.com arba
galite uzsisakyti iS QIAGEN techninés pagalbos ar savo vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tugias
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Sis puslapis specialiai paliktas tugias
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Prekés Zenklai: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®,
therascreen® (QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.), Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare);
Variomag (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation)

Ribotos atsakomybés sutartis

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

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

2. QIAGEN nesuteikia jokios garantijos, kad $is rinkinys ir/ar jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisés, iSskyrus aiskiai apibddinta licencijg.

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

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

5. Rinkinio pirkéjas ir vartotojas sutinka neatlikti tokiy veiksmuy, kurie skatinty ar palengvinty auk$¢iau apras$ytus draudziamus veiksmus, ir neleisti jy atlikti kitiems.
QIAGEN gali priversti vykdyti Sios ribotos atsakomybés sutarties draudimus bet kokiame teisme ir atgauti visas tyrimo bei teismo iSlaidas, jskaitant mokescius
teisininkams, priverstinj ribotos atsakomybés sutarties vykdyma ir intelektualinés nuosavybés teises, susijusias su rinkiniu ir/ar jo komponentais.

Atnaujintas licencijos sglygas rasite www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, visos teisés saugomos.
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-
www.giagen.com
Australija = techservice-au@giagen.com
Austrija = techservice-at@giagen.com
Belgija = techservice-bnl@qgiagen.com
Brazilija = suportetecnico.brasil@qgiagen.com
Kanada = techservice-ca@giagen.com
Kinija = techservice-cn@qiagen.com
Danija = techservice-nordic@giagen.com
Suomija = techservice-nordic@giagen.com
Pranciizija = techservice-fr@giagen.com
Vokietija = techservice-de@giagen.com
Hong Kongas = techservice-hk@giagen.com
Indija = techservice-india@giagen.com
Airija = techservice-uk@giagen.com
Italija = techservice-it@giagen.com
Japonija = techservice-jp@giagen.com
Koréja (Piety) = techservice-kr@giagen.com
Liuksemburgas = techservice-bnl@qgiagen.com
Meksika = techservice-mx@giagen.com
Nyderlandai = techservice-bnl@giagen.com
Norvegija = techservice-nordic@giagen.com
Singapuras = techservice-sg@giagen.com
Svedija = techservice-nordic@giagen.com

Sveicarija = techservice-ch@giagen.com

Jungtiné Karalysté = techservice-uk@qiagen.com . ‘ . . .

JAV = techservice-us@giagen.com QIAGEN

Sample & Assay Technologies



