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Technologie badan i analizy firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek iich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie zawartosci
dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej jakosci produkty
I ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili pobrania probki do
uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

@€ oczyszczania DNA, RNA i biatek

€ analizy kwaséw nukleinowych i biatek

€ badan nad mikroRNA oraz interferujgcym RNA

¢ automatyzacji technologii obrobki probek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Panstwu osiggniecie znakomitych i
przetomowych wynikow w prowadzonych badaniach. Wiecej informacji mozna
znalez¢ na stronie www.giagen.com.
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Przeznaczenie zestawu

Zestaw therascreen BRAF Pyro jest testem in vitro opartym na detekcji
sekwencji kwasow nukleinowych polegajgcym na pirosekwencjonowaniu® i
stuzy ilosciowej detekcji mutacji w kodonach 600 i 464—469 ludzkiego genu
BRAF pochodzgcego z genomowego DNA tkanek ludzkich.

Zestaw therascreen BRAF Pyro ma na celu dostarczenie klinicystom
informacji mogacych utatwi¢ wtasciwg selekcje pacjentow nowotworowych pod
katem terapii anty-EGFR. Wylgcznie do uzytku diagnostycznego in vitro.

Wytgcznie do uzytku na aparacie PyroMark® Q24. System PyroMark Q24
zawiera:

C  Urzadzenie PyroMark Q24 lub PyroMark Q24 MDx.

¢ Stacja prézniowa (Vacuum Workstation) PyroMark Q24 lub PyroMark Q24
MDx

¢ Oprogramowanie PyroMark Q24 (wersja 2.0) lub PyroMark Q24 MDx
(wersja 2.0).

Produkt ten jest przeznaczony dla wykwalifikowanych uzytkownikow, takich jak
technicy oraz lekarze przeszkoleni w tematyce procedur diagnostycznych in
vitro, technik biologii molekularnej oraz obstugi aparatu PyroMark Q24.

Streszczenie i wyjasnienia

Zestaw therascreen BRAF Pyro stuzy ilosciowej detekcji mutacji w kodonach
600 (ekson 15) oraz 464—-469 (ekson 11) ludzkiego genu BRAF (Rys. 1).

Ekson ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTT
15 GGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAG
TTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

Ekson AAAACACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATT
11 CCTGATGGGCAGATTACAGTGGGAGAAAGAATTGGATATGGA
TCATTTGGAACAGTCTACAAGGGAAAGTGGCATG

Rys. 1. Kontekst genowy sekwencjonowanych rejonéw ludzkiego genu BRAF
(Ensembl ID ENSG00000157764). Kodony 600, 464, 466 i 469 sg oznaczone ramkami.

Na zestaw skfadajg sie dwie analizy: jedna do detekcji mutacji kodonu 600
oraz druga do detekcji mutacji w kodonach 464-469 (Rys. 2). Te dwa rejony
sg amplifikowane oddzielnie przy pomocy PCR, a nastepnie
sekwencjonowane w zdefiniowanym obszarze. Sekwencje otaczajgce
zdefiniowany obszar stuzg, jako sygnaty (piki) referencyjne dla oceny
ilosciowej oraz jakosciowej przeprowadzanej analizy.
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Rys. 2. Schemat analizy BRAF. Pokazana sekwencja jest sekwencjg analizowang dla
prébki typu dzikiego. FPB: Startery PCR ‘Forward’ (B oznacza biotynylacje); RP: Startery
PCR ‘Reverse’; Seq: Startery sekwencyjne.

Obie reakcje sekwencjonowania przebiegajg w kierunku odwréconym
(reverse).

Produkt sktada sie z mieszaniny starteréw PCR oraz startera sekwencyjnego
dla kazdej reakcji. Startery sg dostarczane, jako roztwor, gdzie kazda
proboéwka zawiera 24 pl kazdego ze starteréw lub mieszaniny starteréw.

Zasada procedury

Schemat na stronie 7 ilustruje przebieg procedury. Po PCR z uzyciem
starterow dla kodonow 600 oraz 464—-469, amplikony zostajg immobilizowane
na czasteczkach sefarozy optaszczonych streptawidyng (Streptavidin
Sepharose® High Performance beads). Przygotowane zostaje jednoniciowe
DNA, do ktérego przytgczajg sie odpowiednie startery sekwencyjne. Nastepnie
probki zostajg analizowane (sekwencjonowane) na aparacie PyroMark Q24
przy pomocy zaprogramowanych wczesniej protokotéw (‘run setup file’ oraz
‘run file”).

W celu zanalizowania reakcji zaleca sie skorzystanie z wtyczki ‘BRAF Plug-in
Report’. Wtyczke ‘BRAF Plug-in Report’ mozna otrzymac piszgc na adres
pyro.plugin@agiagen.com. Niemniej jednak wynik reakcji moze zostac réwniez
przeanalizowany przy uzyciu narzedzi zawartych w oprogramowaniu dla
aparatu PyroMark Q24. Obszar ‘Sequence to Analyze’ moze zostac
dostosowany do potrzeb detekcji rzadkich mutacji juz po zakohczeniu reakcji
na aparacie (patrz ‘Protokoét 6: , str. 30).

Uwaga: Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem poprzedniej
wersji instrukcji zestawu therascreen BRAF Pyro Handbook (wersja 1, lipiec
2011). Patrz ‘Protokét 3: Immobilizacja produktéw PCR do czgsteczek
streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance beads)’, str. 22 oraz
‘Protokét 4: Przygotowanie prébek do reakcji pirosekwencjonowania na
aparacie PyroMark Q24’ str. 24 oraz ‘Protokét 6: Analiza wynikow reakcji na
aparacie PyroMark Q24’ str. 30.
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Zarys procedury therascreen BRAF Pyro

Przygotowanie plikow analizy Przygotowanie probek

Przygotowanie pliku ‘assay file’

PCR (Protokot 2
(Dodatek A) (Protokot 2)

—

i
— Immobilizacja (Protokét 3)

—

Przygotowanie pliku ‘run file’ Przygotowanie prébek (Protokot 4)
(Protokot 1)

\/

Reakcja (‘run’) na aparacie PyroMark Q24 (Protokot 5)

P

1
Analiza reakcji z aparatu PyroMark Q24 (Protokot 6)

P

I
Raport

Kontrole

W zestawie zawarte jest niemetylowane DNA, ktore stuzy jako kontrola
pozytywna dla PCR oraz sekwencjonowania. W obszarach podlegajgcych
sekwencjonowaniu tym zestawem kontrola ta posiada dziki genotyp i jest
wymagana do adekwatnej interpretacji wynikéw i identyfikacji mutaciji
wystepujgcych na niskim poziomie (patrz ‘Interpretacja wynikow’ str. 36).
Uwzglednij prébke z niemetylowanym DNA kontrolnym w kazdym
eksperymencie dla kazdej analizy pirosekwencjonowania.

Dodatkowo, kontrola negatywna (bez matrycy DNA) powinna by¢ rowniez
uwzgledniona w kazdej analizie PCR, przynajmniej dla jednej reakciji.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw therascreen BRAF Pyro (pudetko 1/2)

Zestaw therascreen BRAF Pyro (24) (24)
Numer kat. 971470
llos¢ reakcji 24
Seq Primer BRAF 600 (starter sekwencyjny) 24 ul
Seq Primer BRAF 464—-469 (starter sekwencyjny) 24 ul
PCR Primer BRAF 600 (starter PCR) 24 ul
PCR Primer BRAF 464-469 (starter PCR) 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x (mieszanina do PCR) 850 ul
CoralLoad® Concentrate, 10x 1.2 ml
H20 3x1.9ml
Ur_lmethylated Control DNA, 10 ng/ul 100 il
(niemetylowane DNA kontrolne)
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Zestaw therascreen BRAF Pyro - bufory i odczynniki (pudetko 2/2)

Bufory i odczynniki

PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 10 ml
PyroMark Annealing Buffer (bufor hybrydyzacyjny) 10 ml
PyroMark Denaturation Solution* (roztwor

denaturujacy) 250 mi
PyroMark Wash Buffer, 10x (bufor ptuczacy) 25 ml
Enzyme Mixture (mieszanina enzymow) 1 vial
Substrate Mixture (mieszanina substratow) 1 vial
dATPaS 1180 pl
dCTP 1180 ul
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Instrukcja zestawu therascreen BRAF Pyro 1

* Zawiera wodorotlenek sodu
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Materiaty wymagane, ale nie dostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informaciji, zapozna;j sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets),
dostepnymi u producentow lub dostawcow produktow.

¢ Zestaw do izolacji DNA (patrz ‘Izolacja DNA’, str. 16)
Pipety (nastawne)*

Sterylne koncdéwki do pipet (do PCR, z filtrami)
Mikrowirowka stotowa*

Termocykler* oraz odpowiednie probéwki PCR

e 6 6 6 6

Sefaroza optaszczona streptawidyng (Streptavidin Sepharose High
Performance; GE Healthcare, nr kat. 17-5113-01;
www.gelifesciences.com)

Aparat PyroMark Q24 (nr kat. 9001513 lub 9001514)*"

Oprogramowanie PyroMark Q24 (Software) (nr kat. 9019063 lub
9019062)"

Plytki PyroMark Q24 (Plate) (nr kat. 979301)"
Kartridze PyroMark Q24 (Cartridge) (nr kat. 979302)"

Pompa proézniowa PyroMark Q24 (Vacuum Workstation) (nr kat. 9001515
lub 9001517)**

Wytrzgsarka do ptytek* do immobilizacji na sefarozie

e €

& 6 €

Blok grzejny* zdolny do grzania do 80°C
24-dotkowe ptytki lub paski PCR (24-well plates/strips)
Zatyczki paskowe (strip caps)

e 6 6 6 6

Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q® 18.2 MQ x cm lub ekwiwalent).

Uwaga: Zestaw zawiera ilos¢ wody wystarczajgcg do PCR, immobilizacji
DNA oraz do rozpuszczania mieszanin enzymow i substratow.
Dodatkowa ilo$¢ wody o wysokiej czystosci jest potrzebna do
rozcienczania buforu PyroMark Wash Buffer, 10x.

¢ Etanol (70%)*

*Upewnij sie, ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producentow.

' Oznakowanie CE-IVD zgodne z Dyrektywa Unii Europejskiej (EU Directive 98/79/EC). Wszystkie
pozostate wymienione produkty nie posiadajg certyfikacji CE-IVD opartej na Dyrektywie UE
98/79/EC.

* Nie uzywaj alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera niepozadane substancje, takie jak metanol czy
metyloketony.
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Zalecane wytrzasarki plytek

Wytrzgsarki ptytek przedstawione w Tabeli 1 sg rekomendowane do uzycia z
zestawem therascreen BRAF Pyro.

Tabela 1. wytrzasarki ptytek reckomendowane do uzycia z zestawem
therascreen BRAF Pyro

Producent Produkt Numer kat.

Thermomixer comfort
(model podstawowy)

Eppendorf Termoblok do MTP 5363 000.012

5355 000.011

Adapter ptytkowy na probéwki PCR
(96 x 0.2 ml) oraz 96-dotkowe ptytki 5363 007.009

PCR
_ 51410
Variomag® Teleshake
H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
GmbH 51110

Variomag Monoshake
(115V =51110 V)

Rekomendowane ptytki 24-dotkowe

Ptytki 24-dotkowe przedstawione w Tabeli 2 sg rekomendowane do uzycia z
zestawem therascreen BRAF Pyro.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 2. Ptytki 24-dotkowe rekomendowane do uzycia z zestawem
therascreen BRAF Pyro

Producent Produkt Numer Kkat.
ABgene

o Thermo-Fast PCR Plate AB-0624
(Thermo Scientific)
Axygen 24 Well PCR Microplate PCR-24-C
Atitude Fram,eSt_ar Break-a-way 96 wells, 41i-1000

probowki transparentne

Kisker Quali — PCR Plates (bez ramki) G030

Ostrzezenia i uwagi

Informacje bezpieczenstwa

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets)
dostepnymi w internecie w postaci plikow PDF pod adresem
www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
dla kazdego zestawu oraz poszczegolnych komponentéw zestawow QIAGEN.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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http://www.qiagen.com/safety

Nastepujgce oswiadczenia ostrzegawcze odnoszg sie do komponentow
zestawu therascreen BRAF Pyro.

PyroMark Denaturation Solution (roztwér denaturujacy)

Uwaga! Powoduje podraznienia skéry. Powoduje powazne
podraznienia oczu. Moze powodowac korozje metali. Wycieraj
wycieki, aby zapobiec uszkodzeniom materiatdw. Przechowuj
wytgcznie w oryginalnych opakowaniach. No$ ochronne rekawiczki
/ odziez / ochrone oczu / ochrone twarzy.

s

PyroMark Enzyme Mixture (mieszanina enzymow)

Zawiera: (R*,R*)-1,4-Dimerkaptobutano-2,3-diol; kwas octowy.
Niebezpieczenstwo! Powoduje podraznienia skory. Powoduje
powazne podraznienia oczu. PO DOSTANIU SIE DO OCZU:
Przemywaj wodg przez kilka minut. Wyjmij szkfa kontaktowe (o ile
sg) jesli to mozliwe i nadal ptucz. W przypadku kontaktu lub
watpliwosci: Dzwon do centrum zatru¢ lub do lekarza/szpitala.
Zdejmij zanieczyszczong odziez i oczys¢ przed ponownym
uzyciem. Nos ochronne rekawiczki / odziez / ochrone oczu /
ochrone twarzy.

ey

PyroMark Substrate Mixture (mieszanina substratow)

Zawiera: kwas octowy. Otrzezenie! Powoduje podraznienia skory.
Powoduje powazne podraznienia oczu. Jesli podraznienie oczu nie
ustepuje poszukaj pomocy medycznej. Zdejmij zanieczyszczong
odziez i oczysc¢ przed ponownym uzyciem. Nos ochronne
rekawiczki / odziez / ochrone oczu / ochrone twarzy.

&

Uwagi ogdélne
Uwaga: Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage jak nastepuje.

& Sciste przestrzeganie instrukcji uzytkowania jest wymagane dla
optymalnych wynikéw. Rozcienczanie odczynnikéw inne niz podane w
niniejszej instrukcji nie jest zalecane i moze powodowac spadek
wydajnosci.

¢ Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem wersji R1
instrukcji zestawu therascreen BRAF Pyro (patrz ‘Protokét 3:
Immobilizacja produktow PCR do czgsteczek streptawidyny (Streptavidin
Sepharose High Performance beads’) str. 23 oraz ‘Protokét 4:
Przygotowanie probek do reakcji pirosekwencjonowania na aparacie
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PyroMark Q24’ str. 24 oraz ‘Protokét 6: Analiza wynikow reakcji na
aparacie PyroMark Q24’ str. 33

¢ Komponenty tego zestawu wystarczajg na wykonanie 24 reakcji
podzielonych na maksymalnie 5 niezaleznych reakcji (analiz).

3

Uzywaj sterylnych koncowek (z filtrami) do pipet (do przygotowaniaPCR).

3

Przechowuj i izoluj materiaty pozytywne (prébki, kontrole pozytywne i
amplikony) odseparowane od innych odczynnikow i dodawaj ich do
mieszanin reakcyjnych w specjalnie do tego celu przeznaczonym
pomieszczeniu.

¢ Przed przystgpieniem do procedury dobrze rozmroz wszystkie
komponenty w temp. pokojowej (15-25°C).

¢ Po rozmrozeniu wymieszaj komponenty przez pipetowanie lub
worteksowanie, a nastepnie krétko zwiru;.

¢ Woyniki nieudanej analizy nie mogg by¢ podstawg do oceny statusu
mutaciji.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Przechowywanie i obchodzenie sie z odczynnikami

Zestaw therascreen BRAF Pyro jest dostarczany w dwoch pudetkach. Pudetko
1/2 zestawu therascreen BRAF Pyro jest dostarczane w suchym lodzie.
PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad Concentrate, Unmethylated Control
DNA (niemetylowane kontrolne DNA) oraz wszystkie startery muszg byc¢
przechowywane po dostarczeniu w

—30°C do -15°C.

Pudetko 2/2 z buforami i odczynnikami therascreen zawierajgce bufor,
mieszaniny enzymow, mieszanainy substratow, nukleotydy (dATPaS, dCTP,
dGTP, and dTTP) — odczynniki do analizy pirosekwencjonowaniem — sg
dostarczane z wktadami chtodzgcymi. Te komponenty powinny by¢
przechowywane po dostarczeniu w 2—8°C. Aby zminimalizowac¢ ryzyko spadku
aktywnosci, zaleca sie przechowywanie mieszaniny enzymow i miesznainy
substratow w oryginalnych probéwkach.

Rozpuszczone mieszaniny enzymow i mieszanainy substratéw sg stabilne
przez co najmniej 10 dni w 2—8°C. Rozpuszczone mieszaniny enzymow i
miesznainy substratow mogg by¢ zamrazane i przechowywane w —30°C do —
15°C. Zamrozone odczynniki nie powinny by¢ poddawane wiecej niz trzem
cyklom zamrazania-rozmrazania.

Uwaga: Nukleotydy nie powinny by¢ zamrazane.

Zestaw therascreen BRAF Pyro jest stabilny do konca terminu przydatnosci
pod warunkiem przechowywania w zalecanych powyzej warunkach.

Przechowywanie i obchodzenie sie z prébkami
Wszystkie probki muszg byc¢ traktowane, jako materiat potencjalnie zakazny.

Materiat prébek stanowi ludzkie DNA wyizolowane ze skrawkow tkanek
zatopionych w bloczkach parafinowych (FFPE — ang. Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded).
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Procedura

|lzolacja DNA

Wydajnos¢ izolacji ludzkiego DNA ze skrawkéw tkanek nowotworowych
zatopionych w bloczkach parafinowych (FFPE) zostata przetestowana przy
wykorzystaniu zestawéw EZ1® DNA Tissue oraz QIAamp® DNA FFPE Tissue.

Zestawy QIAGEN® przedstawione w Tabeli 3 sg zalecane do izolacji DNA z
wymienionych typow ludzkich probek przy wykorzystaniu zestawu therascreen
BRAF Pyro. Izolacje DNA nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjami dla
odpowiednich zestawdw.

Tabela 3. Zestawy do izolacji DNA rekomendowane do uzytku z
zestawem therascreen BRAF Pyro

Numer kat.
Material probki Zestaw do izolacji DNA (QIAGEN)
Skrawki tkanek QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
: 56404
zatopionych w (50)
bloczkach _ _
parafinowych (FFPE) EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034

* Postepuj zgodnie z instrukcjg dla materiatdw FFPE. Zestaw EZ1 DNA Tissue powinien by¢
uzytkowany w potgczeniu z aparatem EZ1 Advanced (nr kat. 9001410 or 9001411) oraz
kartg EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9018298) lub z aparatem EZ1
Advanced XL (nr kat. 9001492) oraz kartg EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (nr
kat. 9018700) lub z aparatem BioRobot® EZ1 (nr kat. 9000705; juz niedostepny w ofercie)
oraz kartg EZ1 DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9015862).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoét 1. Programowanie eksperymentu dla aparatu
PyroMark Q24

Wazne informacje przed rozpoczeciem

¢

Jesli jest to wymagane, limit dla proby Slepej (LOB — ang. Limit of Blank)
moze zostac potwierdzony przy uzyciu probki typu dzikiego w celu
wygenerowania wynikéw dla petnej ptytki. Wiecej szczegdtow w publikacji
CLSI Guideline EP17-A ‘Protocol for determination of limits of detection
and limits of quantitation; approved guideline’ (Protokot ustalania limitow
detekcji oraz pomiarow ilosciowych; zaaprobowany poradnik).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

¢

Jesli wtyczka BRAF Plug-in Report nie zostata zainstalowana,
zaprogramuj analize (Assay Setup) - patrz ‘Dodatek A: Przygotowanie
reakcji therascreen BRAF Pyro’, str. 47. Czynnosc¢ ta musi by¢ wykonana
tylko jednorazowo przed rozpoczeciem analizy therascreen BRAF Pyro po
raz pierwszy. W przypadku, gdy wtyczka BRAF Plug-in Report zostata
zainstalowana, predefiniowane ustawienia analiz (Assay Setups) sg
dostepne w menu oprogramowania PyroMark Q24

(Example Files/PyroMark Setups/BRAF). Wtyczke BRAF Plug-in Report
mozna otrzymac piszgc na adres pyro.plugin@giagen.com.

Procedura

Na pasku narzedzi wybierz U. Stworzony zostaje nowy plik ‘run file’.

Wprowadz parametry analizy (assay) - patrz ‘Parametry analizy’ str.
19.

Zaprogramuj reakcje (run) na ptytce poprzez dodawanie analiz
(assays) dla kodonow 600 oraz 464—469 do studzienek
korespondujacych z prébkami do analizy.

Uwaga: Kontrola negatywna (bez matrycy DNA) powinna byc¢ réwniez
uwzgledniona w kazdej reakcji PCR, przynajmniej dla jednej reakciji.

Uwaga: Uwzglednij probke kontrolng z niemetylowanym DNA w kazdej
analizie i dla kazdej reakcji pirosekwencjonowania — patrz ‘Kontrole’ str. 7.

Gdy reakcja jest zaprogramowana i gotowa do rozpoczecia na
aparacie PyroMark Q24, wydrukuj liste potrzebnych objetosci
mieszaniny enzymow, mieszaniny substratow, nukleotydow oraz
ustawien dla ptytki. Wybierz ‘Pre Run Information’ (informacja przed-
reakcyjna) z menu ‘Tools’ (narzedzia), a gdy pojawi sie raport, celem
wydrukowania wybierz 4.

Zamknij ‘run file’ (plik reakcji) i skopiuj do na nosnik USB
(dostarczony wraz z aparatem) uzywajac narzedzia Windows®
Explorer.
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Uwaga: Wydrukowana ‘Pre Run Information’ (informacja przed-reakcyjna)
moze by¢ uzyta jako szablon do przygotowania reakcji — patrz ‘Immobilizacja
produktéw PCR do czgsteczek streptawidyny (Streptavidin Sepharose High
Performance beads).

Aby rozpoczgc¢ reakcje na aparacie PyroMark Q24 - patrz Protokét 5:
‘Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24’ — str. 30.
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Parametry analizy

Nazwa reakcji
(Run name)

Metoda aparatu
(Instrument method)

Nazwa ptytki
(Plate ID)

Kod kreskowy
(Bar code)

Nazwa zestawu i
odczynnikow
(Kit and Reagent ID)

Notatka reakc;ji
(Run note)

Nazwa reakcji zostaje wyswietlona po zapisaniu
pliku. Zmiana nazwy pliku zmienia takze nazwe
reakciji.

Wybierz metode aparatu zgodnie z kartridzem, ktory
ma zostac uzyty do reakcji. Patrz instrukcje
dotyczgce poszczegolnych produktow.

Opcjonalnie: Wprowadz nazwe ptytki dla PyroMark
Q24.

Opcjonalnie: Wprowadz dane kodu kreskowego dla
ptytki lub, jesli dysponujesz czytnikiem koddow
kreskowych podtgczonym do komputera, kliknij na
pole tekstowe dla kodu kreskowego i zeskanuj kod
kreskowy.

Opcjonalnie: Wprowadz numer partii (lot)
uzywanego zestawu therascreen BRAF Pyro. Numer
partii znajduje sie na etykiecie produktu.

Uwaga: Zaleca sie wprowadzanie zardbwno nazwy
zestawu jak i odczynnikow, co pomoze ustalic¢ ich
pochodzenie.

Opcjonalnie: Wprowadz notatke dotyczaca
zawartosci i celu danej reakcji.

Przypisywanie plikow analizy

Aby przypisac plik analizy dla dotka nalezy:

¢ Klikng¢ kratke odpowiadajgcg wybranemu dotkowi prawym przyciskiem
myszy i wybra¢ ‘Load Assay’ (zataduj reakcje) z menu kontekstowego.

¢ Wybrac odpowiednig reakcje poprzez menu oprogramowania, a nastepnie
zaznaczycC i przeciggnac jg do wybranej kratki odpowiadajgcej dotkowi.

Kazdej kratce studzienki zostaje przyporzgdkowany kolor odpowiadajgcy

okreslonej analizie.

Wprowadzanie nazw prébek oraz notatek

Aby wprowadzi¢ nazwe probki lub notatke, wybierz odpowiednig kratke i wpisz

porzgdane informcje.

Aby edytowac nazwe probki lub notatke wybierz lub kliknij dwukrotnie

odpowiednig kratke.
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Protokét 2: PCR z uzyciem odczynnikéw zawartych w
zestawie therascreen BRAF Pyro

Niniejszy protokét dotyczy amplifikacji PCR obszaru zawierajgcego kodon 600
oraz osobno amplifikacji PCR obszaru zawierajgcego kodony 464—-469 przy
uzyciu zestawu therascreen BRAF Pyro.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

¢ Polimeraza HotStarTag® zawarta w zestawie PyroMark PCR Master Mix
wymaga etapu aktywacji przez 15 minut w 95°C.

€ Przygotuj wszystkie mieszaniny reakcyjne w obszarze odseparowanym
fizycznie od tego, gdzie izoluje sie DNA, dodaje matrycy DNA, analizuje
produkty PCR oraz przygotowuje prébki do analizy
pirosekwencjonowaniem.

¢ Uzywaj jednorazowych koncoéwek pipet z filtrami hydrofobowymi, aby
zminimalizowac ryzyko kontaminacji krzyzowe;.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

@€ Przed otwarciem probdéwek ze starterami do PCR, zwiruj je krétko celem
zebrania zawarto$ci na dnie.

& Jesli potrzeba, doprowadz stezenie DNA kontrolnego oraz prébek do
wartosci 0,4-2 ng/pl.

Procedura
1. Rozmroz wszystkie niezbedne odczynniki (patrz Tabela 4).
Przed uzyciem wymiesza,j.

2. Przygotuj mieszanine reakcyjng dla kazdego zestawu starteréw zgodnie
z Tabela 4.
Typowo, mieszanina reakcyjna zawiera wszystkie sktadowe niezbedne do
PCR, poza prébka.

Przygotuj mieszanine reakcyjng w objetosci wiekszej niz potrzebna do
wykonania wymaganej ilosci reakcji PCR.
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Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla kazdej mieszaniny
starterow PCR

Sktadowa Objetosc¢/reakcja
(p1)

PyroMark PCR Master Mix (miesz. PCR), 2x 12,5

CoralLoad Concentrate, 10x 2,5

PCR Primer BRAF codon 600 (startery kodon 600)

lub 1.0

PCR Primer BRAF codons 464—469 (startery kodony ’

464-469)

Woda (H-20, dostarczona) 4,0

Objetos¢ catkowita 20,0

3. Dobrze wymieszaj mieszanine reakcyjna i dodaj po 20 pl do kazdej
probéwki PCR.

Z uwagi na brak aktywnosci polimerazy HotStarTag DNA w temp.
pokojowej, trzymanie probowek PCR na lodzie nie jest konieczne.

4. Dodaj 5 pl matrycy DNA (2—-10 ng DNA genomowego) do
poszczegobinych probéwek PCR (patrz Tabela 5) i dobrze wymieszaj.

Uwaga: Probka stanowigca kontrole negatywng (bez matrycy DNA)
powinna by¢ uwzgledniona w kazdej reakcji PCR, przynajmniej dla jednej
analizy.

Uwaga: Probka z niemetylowanym DNA powinna by¢ uwzgledniona dla

kazdej analizy w kazdej reakcji pirosekwencjonowania (patrz ‘Kontrole’
str.7)

Tabela 5. Przygotowanie PCR

Skladowa Objetosc¢/reakcja (pl)
Mieszanina reakcyjna 20
Probka DNA 5
Objetos¢ catkowita 25
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5. Zaprogramuj termocykler zgodnie z instrukcjg producenta przy
uzyciu parametrow opisanych w Tabeli 6.

Tabela 6. Zoptymalizowany protokét PCR

Komentarze

Aktywacja wstepna: 15 minut 95°C Polimeraza HotStarTaq
DNA jest aktywowana
na tym etapie

Cykle 3-etapowe:

Denaturacja 20 sekund  95°C
Hybrydyzacja 30 sekund  53°C
Wydtuzanie 20 sekund  72°C
llos¢ cykli 42

Wydtuzanie koncowe: 5 minut 72°C

6. Umiesé probowki PCR w termocyklerze i rozpocznij program.

7. Po zakonczonej amplifikacji przejdz do Protokotu 3: Immobilizacja
produktéw PCR do czgsteczek streptawidyny (Streptavidin
Sepharose High Performance beads), str. 23.
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Protokét 3: Immobilizacja produktéow PCR do czasteczek
streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance
beads)

Niniejszy protokdt ma na celu immobilizacje matrycowego DNA do czgsteczek
streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance; GE Healthcare)
przed rozpoczeciem analizy na aparacie PyroMark Q24.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

€ Przed rozpoczeciem pozwol wszystkim potrzebnym odczynnikom na
osiggniecie temperatury pokojowej (15-25°C).

Istotne informacje przed rozpoczeciem

€ Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem poprzedniej
wersji instrukcji dla zestawu therascreen BRAF Pyro (wersja 1, lipiec
2011, krok 2).

Procedura
1. Delikatnie wstrzasaj butelka zawierajaca ‘Streptavidin Sepharose
High Performance’ do momentu uzyskania homogennnego roztworu.

2. Przygotuj mieszanine ‘master mix’ do immobilizacji DNA zgodnie z
Tabela 7. Przygotuj objetos¢ o 10 % wiekszg niz wymagana dla
planowanej ilosci reakcji.

Tabela 7. Mieszanina ‘master mix’ do immobilizacji DNA

Skladowa Objetosc¢/reakcja (pl)
Streptavidin Sepharose High Performance 1
PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 40
Woda (H-20, dostarczona) 29
Objetos¢ catkowita 70

Uwaga: Niniejszy protokét dotyczy ‘Streptavidin Sepharose High
Performance’ o numerze partii (lot) 10057037 lub wyzszym. Podczas
uzywania ‘Streptavidin Sepharose High Performance Beads’ o numerach
partii (lot) nizszych niz 10057037, objeto$¢ mieszaniny dla kazdej probki
musi zostac¢ zwiekszona do 2 pl, przy jednoczesnym odpowiednim
zmniejszeniu objetosci dodawanej wody.
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3. Dodaj 70 pl mieszaniny ‘master mix’ do dotkéw 24-dotkowej ptytki
PCR lub paskéw zgodnie z predefiniowanym planem reakcji (patrz
Protokét 1: Programowanie eksperymentu dla aparatu PyroMark Q24,
str. 17).

4. Do kazdego dotka zawierajacego mieszanine ‘master mix’ dodaj 10 pl
biotynylowanego produktu PCR z Protokotu 2 zgodnie z
predefiniowanym planem reakcji (patrz Protokét 2: PCR z uzyciem
odczynnikow zawartych w zestawie therascreen BRAF Pyro, str.19).

Uwaga: Po dodaniu mieszaniny ‘master mix’ oraz produktu PCR,
catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej w kazdym dotku powinna
wynosic¢ 80 pl.

5. Zaklej ptytke PCR (lub paski) przy uzyciu zamknieé paskowych.
Uwaga: Upewnij sie, ze przeciekanie pomiedzy dotkami nie jest mozliwe.

6. Wytrzasaj ptytke PCR w temp. pokojowej (15-25°C) przez 5-10 minut
przy 1400 obr/min (rpm).
Uwaga: Podczas tego etapu przygotuj stacje prézniowg ‘PyroMark Q24
Vacuum Workstation’ do przygotowywania probek zgodnie z opisem
zawartym w instrukcji uzytkownika aparatu PyroMark Q24.

7. Przejdz niezwtocznie do ‘Protokotu 4: Przygotowanie prébek do
reakcji pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24’, str. 24.
Uwaga: Czgsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg) — ich pobranie
powinno nastgpi¢ natychmiast po zakonczeniu wytrzgsania ptytki (lub
paskow).

Jesli od wytrzgsania mineta wiecej niz 1 minuta — wytrzgsaj dodatkowo
przez 1 minute i natychmiast przejdz do pobrania czgsteczek sefarozy.
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Protokoét 4: Przygotowanie probek do reakcji
pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24

Niniejszy protokét stuzy do preparatyki jednoniciowego DNA oraz hybrydyzacji
starterow sekwencyjnych do matrycy przed rozpoczeciem analizy
pirosekwencjonowaniem na aparacie PyroMark Q24.

Istotne informacje przed rozpoczeciem

€ Przed otwarciem probowek ze starterami sekwencyjnymi zwiruj je krotko
celem zebrania zawartosci na dnie.

¢ Dodaj 2 rozne startery sekwencyjne w takiej samej kolejnosci zgodnej ze
wzorcem predefiniowanych ustawien analizy (run setups) dla uzywanej
ptytki (patrz Protokot 1: Programowanie eksperymentu dla aparatu
PyroMark Q24, str. 17) i w zaleznosci od analizowanego rejonu (kodon
600 lub kodony 464-469).

¢ Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem poprzedniej
wersji instrukcji dla zestawu therascreen BRAF Pyro (wersja 1, lipiec
2011, krok 18). Nie nalezy skraca¢ czasu schfadzania probek po
uprzedniej inkubacji w 80°C.

€ Regularnie przeprowadzaj test funkcjonowania koncowek filtrujgcych
(filter probes) oraz wymieniaj je na nowe tak jak to opisano w podreczniku
uzytkownika aparatu PyroMark Q24.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

€ Umiesc¢ jeden adapter do ptytek (PyroMark Q24 Plate Holder) na
nagrzanym do 80°C bloku grzejnym — do uzytku w kroku 17. Drugi
adapter do ptytek pozostaw w temp. pokojowej (15-25°C) do uzytku w
kroku 18.

¢ Bufor ptuczacy (PyroMark Wash Buffer) jest dostarczany jako koncentrat
(10x). Przed pierwszym uzyciem rozciencz go do stezenia roboczego (1x)
poprzez dodanie 225 ml wody o wysokiej czystosci do 25 ml koncentratu
(10x PyroMark Wash Buffer) — do uzyskania koncowej objetosci 250 ml.

Uwaga: Bufor ptuczacy o stezeniu roboczym (1x PyroMark Wash Buffer)
jest stabilny w 2—8°C do kornca oznaczonego terminu waznosci.

Procedura

1. Rozciencz wystarczajaca ilos¢ kazdego ze starteré6w sekwencyjnych -
Seq Primer BRAF 600 lub Seq Primer BRAF 464-469 w buforze
hybrydyzacyjnym (PyroMark Annealing Buffer) jak przedstawiono w
Tabeli 8.
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Przygotuj startery sekwencyjne w objetosciach wiekszych od wymaganych
dla liczby analizowanych prébek (dla wymaganej ilosci probek + jednej
dodatkowo).

Nie rozciehczaj ani nie przechowuj roztworu starterow w wiekszej iloSci.

Tabela 8. Przykladowe rozcienczanie starteréow sekwencyjnych

Objetosc¢ dla
9 + 1 reakcji
Sktadowa Objetosé/prébke (ul) (ulh)
Seq Primer BRAF 600 lub
Seq Primer BRAF 464— 0,8 8
469
PyroMark Annealing
Buffer (bufor 24,2 242
hybrydyzacyjny)
Objetos¢ catkowita 25 250

2. Dodaj 25 ul rozcienczonego startera sekwencyjnego do kazdego
dotka na plytce (PyroMark Q24 Plate) zgodnie ze wzorcem
predefiniowanych ustawien analizy (run setup) — patrz: Protokét 1:
Programowanie eksperymentu dla aparatu PyroMark Q24, str. 17.
Uwaga: Miej przygotowany jeden z adapterow do ptytek (PyroMark Q24
Plate Holder) dostarczony wraz ze stacjg prozniowg (PyroMark Q24
Vacuum Workstation) w temp. pokojowej (15-25°C) i uzywaj jako statywu
podczas przygotowywania i przenoszenia ptytki.

3. Umiesé¢ ptytke PCR (lub paski) przygotowane w Protokole 3 oraz
plytke (PyroMark Q24 Plate) na stole roboczym stacji prézniowej
(Rys. 3).

Upewnij sie, ze w roztworze na ptytce PCR znajdujg sie czgsteczki
sefarozy.

Uwaga: Upewnij sie, ze ptytka jest w tej samej orientaciji, jak podczas
dodawania probek.
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Rys. 3. Umieszczanie ptyki PCR PyroMark Q24 (lub paskow) na stacji
prézniowe.

4. Wiacz ssanie poprzez wigczenie pompy prézniowej.

5. Ostroznie zbliz koncowki filtrujgce (filter probes) narzedzia
prozniowego do dotkow ptytki PCR (lub paskéw) celem zebrania
(przyciagniecia) czgsteczek sefarozy zawierajgcych immobilizowang
martyce. Przytrzymaj koncowki w tej pozycji przez 15 sekund.
Ostroznie podnies narzedzie prézniowe.

Uwaga: Czgsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg) — jesli od
wytrzgsania ptytki (paskdédw) mineta wiecej niz 1 minuta — wytrzgsaj
dodatkowo przez 1 minute i natychmiast przejdz do pobrania czgsteczek
sefarozy.

Upewnij sie, ze cato$¢ probek zostata pobrana przy pomocy narzedzia
prézniowego z koncowkami filtrujgcymi.

6. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml 70%
etanolu (Rys. 3). Plucz koncowki filtrujace przez 5 sekund.

7. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml
roztworu denaturujgcego (Denaturation Solution) (Rys. 3). Ptucz
koncowki filtrujgce przez 5 sekund.

8. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 50 ml buforu
pluczacego (Wash Buffer) (Rys. 3). Ptucz koncowki filtrujgce przez 10
sekund.

9. Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozyciji takiej, aby koncowki
filtrujgce byly uniesione lekko w goére, tak jak to pokazano na Rys. 4,
a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem odessania ptynu z
filtrow.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

28

Rys. 4. Narzedzie prézniowe uniesione celem odessania catego ptynu z filtrow.

Ostroznie przenies narzedzie prézniowe nad ptytke (PyroMark Q24
Plate), a nastepnie zamknij ssanie przetgcznikiem na narzedziu
prézniowym (pozycja ‘Off’).

Obniz narzedzie prézniowe tak, aby koncéwki filtrujgce znalazty sie w
dotkach plytki (PyroMark Q24 Plate) zawierajgcych rozcienczony
starter sekwencyny, a nastepnie delikatnie poruszaj narzedziem
prézniowym na boki celem uwolnienia czasteczek sefarozy do
roztworu.

Uwaga: Uwazaj, aby nie uszkodzi¢/zarysowac¢ powierzchni ptytki
koncédwkami filtrujgcymi.

Przenies narzedazie filtrujgce do wanienki z woda o wysokiej czystosci
(Rys. 3) i wytrzasaj delikatnie przez 10 sekund.

Przeptucz koncowki filtrujace poprzez ich zanurzenie w wodzie o
wysokiej czystosci (Rys.3) i wigczenie ssania (prézni). Przeptucz
koncowki ok. 70 ml wody o wysokiej czystosci.

Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozycji takiej, aby koncowki
filtrujgce byly uniesione lekko w goére, tak jak to pokazano na Rys. 4,
a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem odessania ptynu z
flitréw.

Wylacz ssanie na narzedziu prézniowym (pozycja ‘Off’) i umies¢ je w
miejscu spoczynkowym (Parking (P) position).

Wytacz pompe prézniowa.

Uwaga: Na koniec dnia roboczego, wszystkie wykorzystane ptyny powinny
zostac usuniete, a stacja prézniowa (PyroMark Q24 Vacuum Workstation)
sprawdzona pod kgtem zanieczyszczen (patrz Dodatek B, str. 50).

Inkubuj ptytke (PyroMark Q24 Plate) z probkami w 80°C przez 2
minuty na nagrzanym adapterze do ptytek (PyroMark Q24 Plate
Holder).

Usun ptytke (PyroMark Q24 Plate) z podgrzanego adaptera i umiesé
na drugim adapterze znajdujacym sie w temp. pokojowej (15-25°C) i
pozostaw w takich warunkach przez 10-15 minut celem ostudzenia.
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19. Przejdz do Protokotu 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark
Q24, str. 28.
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Protokét 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark
Q24

Niniejszy protokoét przedstawia przygotowanie i tadowanie odczynnikow
PyroMark Gold Q24 do kartridza (PyroMark Q24 Cartridge) oraz rozpoczecie i
zakonczenie rekacji na aparacie PyroMark Q24. Wiecej szczegotow w
Podreczniku Uzytkownika Aparatu PyroMark.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

€ Raport przed-reakcyjny (pre run information report) znajdujacy sie w
menu narzedzi (Tools) dla ustawien reakcji (patrz Protokot 1:
Programowanie eksperymentu dla aparatu PyroMark Q24, str. 17),
dostarcza informacji dotyczgcych objetosci nukleotydow, mieszanin
enzymow, substratéw oraz buforow wymaganych dla danej reakciji.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

¢ Wigcz urzadzenie PyroMark Q24 - wigcznik znajduje sie w jego tylnej
czesci.

Procedura

1. Rozpusé zliofilizowane mieszaniny enzymow i substratéw w 620 pl
(kazdy) wody (H20, dostarczona).

2. Wymieszaj przez delikatne mieszanie.

Uwaga: Nie mieszaj przez worteksowanie!

Uwaga: Celem petnego rozpuszczenia mieszanin, pozostaw je w temp.
pokojowej (15-25°C) przez 5-10 minut. Przed uzyciem upewnij sie, ze
roztwory nie sg metne. Jesli odczynniki nie majg zosta¢ uzyte natychmiast,
umiesé je na lodzie® lub w lodéwece.

3. Przed uzyciem, zaréwno odczynniki, jak i kartridz PyroMark Q24
powinny osiggnaé temp. pokojowg (20-25°C).

4. Postaw kartridz PyroMark Q24 etykieta w swoja strone.

5. Zataduj kartridz PyroMark Q24 odpowiednimi objetosciami
nukleotyddéw oraz mieszanin enzymow i substratow, zgodnie z Rys. 5.
Uwazaj, aby nie przenosi¢ pecherzykow powietrza z korncowek pipet do
studzienek kartridza.

8 Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ fartuch ochronny, jednorazowe rekawiczki
oraz okulary ochronne. Aby uzyskaé wiecej informacji, zapoznaj sie z odpowiednimi
kartami bezpieczeistwa materiatdw (safety data sheets), dostepnymi u
producentéw lub dostawcdw produktow.
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!

Label

Rys. 5. Widok kartridza PyroMark Q24 z géry. Widoczne oznaczenia korespondujg z
oznaczeniami na etykietach odczynnikéw. Dodaj mieszaniny enzymoéw (E), mieszaniny
substratéw (S) oraz nukleotyddw (A, T, C, G) zgodnie z informacjami zawartymi w raporcie
przed-reakcyjnym (pre run information report w menu ‘Tools’ ustawien reakcji.

6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.

Otwoérz ramke kartridza w aparacie PyroMark Q24 i wstaw napetniony
odczynnikami z etykietg zwrécong w kierunku operatora. Wsun
kartridz do konca, a nastepnie docisnij w dot.

Upewnij sie, ze z przodu kartridza jest widoczna linia, po czym
zamknij ramke.

Otwérz ramke do blokowania ptytki i umiesé¢ ptytke na bloku
grzejnym aparatu.

Zamknij ramke do blokowania ptytki oraz pokrywe aparatu.

Do znajdujacego sie w przedniej czesci urzagdzenia portu USB
podiacz nosnik pamieci USB zawierajacy plik reakcyjny ‘run file’.
Uwaga: Nie usuwaj no$nika pamieci USB przed zakonczeniem reakciji.
W menu gtéwnym wybierz ‘Run’ (uzywajac przyciskéw S oraz 6) i
wcisnij ‘OK’.

Wybierz plik reakcyjny ‘run file’ (uzywajac przyciskéw 5 oraz 6).
Uwaga: Celem podgladu zawartosci folderu, zaznacz go i wybierz ‘Select’.
Aby wrdci¢ do poprzedniego widoku wybierz ‘Back’.

Aby rozpoczaé¢ reakcje zaznacz plik ‘run file’, a nastepnie wybierz
‘Select’.

Po skonczonej reakcji, gdy aparat wyswietli informacje o zapisaniu
catej analizy na nosniku pamieci USB, wybierz ‘Close’.

Usun nosnik pamieci USB z aparatu.

Otwoérz pokrywe aparatu.

Otwoérz ramke zabezpieczajgca kartridza i wyjmij kartridz - nalezy go
pociagnac¢ w gore, a nastepnie na zewnatrz (do siebie).

Zamknij ramke kartridza.

Otwoérz ramke zabezpieczajaca ptytke i usun ptytke z bloku
grzejnego.

Zamknij ramke zabezpieczajgca plytke oraz pokrywe aparatu.

Usun plytke i umyj kartridz zgodnie z zaleceniami zawartymi w
instrukcji zatgczonej do kartridza.
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22. Dokonaj analizy reakcji zgodnie z opisem w Protokole 6: ‘Analiza
wynikow reakcji na aparacie PyroMark Q24’, str. 30.
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Protokot 6: Analiza wynikéw reakcji na aparacie PyroMark
Q24

Niniejszy protokoét przedstawia analize mutacji po zakonczonej reakcji dla
BRAF przy uzyciu oprogramowania PyroMark Q24.

Procedura

1. Podiacz nosnik pamieci USB (zawierajacy plik reakcyjny ‘run file’ po
zakonczonej reakciji) do portu USB komputera.

2. Przenies plik ‘run file’ z nosnika USB do wybranej lokalizacji na
komputerze.

3. Otworz plik ‘run file’ w opcji ‘AQ mode’ w oprogramowaniu PyroMark
Q24 wybierajac ‘Open’ w menu ‘File’ lub klikajac dwukrotnie ikone @
na giébwnym pasku narzedazi.

4. Wynik reakcji moze by¢ przeanalizowany na dwa sposoby. W
przypadku uzywania wtyczki ‘BRAF Plug-in Report’, przejdz do
punktu 5. W przypadku uzywania zintegrowanej z aparatem PyroMark
Q24 funkcji ‘AQ analysis’, przejdz do punktu 6.

Uwaga: Rekomendowang metodg analizy i interpretacji wyniku jest uzycie
wtyczki ‘BRAF Plug-in Report’. Wtyczke ‘BRAF Plug-in Report’ mozna
otrzymac piszgc na adres pyro.plugin@diagen.com. Raport automatycznie
wygenerowany przy uzyciu tej wtyczki zawiera wyniki okreslajgce status

wszystkich mutacji z uwzglednieniem odpowiednich warto$ci LOD (Tabela 9)
oraz roznych sekwencji do analizy.

Uwaga: Ztozone mutacje w kodonach BRAF 600 oraz 469 nie mogg by¢
analizowane przy uzyciu funkcji ‘AQ analysis’ w oprogramowaniu
‘PyroMark Q24’. Rekomendowang metodg analizy i interpretacji wyniku dla
ztozonych mutacji w kodonach 600 i 469 jest uzycie wtyczki ‘BRAF Plug-in
Report'.

Uwaga: Niektore mutacje w kodonie 600 oraz kodonach G469A i G469S
moga nie zostac precyzyjnie rozpoznane przy poziomach mutacji ponizej

10%.
5. Uzywanie wtyczki ‘BRAF Plug-in Report’:

Aby wygenerowac raport, wybierz ‘AQ Add On Reports/BRAF’ z
menu ‘Reports’ (patrz Rys. 6).
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Rys. 6. Menu BRAF Plug-in Report.

Wyniki dla poszczeglnych probek (dotkdw) zostang automatycznie
przeanalizowane dla wszystkich mutacji z LOD jak podano w Tabeli 9.
Wyniki zostang przedstawione w tabeli, tak jak pokazano na Rys. 7, a
nastepnie rowniez pozostate wyniki wraz z pyrogramami i analizg jakoSci.
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1
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Ly See detailod nesalis bebow.

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

Rys. 7. Wynik przedstawiony jako: BRAF Plug-in Report.

Uzycie funkcji ‘AQ analysis’:

Celem dokonania analizy reakcji i otrzymania kliknij na jeden z
przyciskow ‘Analyze’.

m Analiza wszystkich probek (dotkdw)

m Analiza wybranych préobek (dotkow)

Wyniki analizy (czesto$¢ wystepowania alleli) oraz ocena jakosciowa sg
przedstawiane powyzej zmiennej pozycji na wykresie pyrogramu. Wiecej
informacji znajduje sie w Podreczniku Uzytkownika PyroMark Q24.

Aby wygenerowac raport, wybierz opcje ‘AQ Full Report’ lub ‘AQ
Analysis Results’ w menu ‘Reports’.
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Uwaga: Dla uzyskania wiarygodnych wynikow rekomendowana jest
analiza pojedynczych pikow o wysoko$ci przymjmniej 30 RLU (relative
light units). Ustaw 30 RLU jako ‘required peak height for passed quality’ w
ustawieniach analizy (assay setup) (patrz: Dodatek A oraz Podrecznik
Uzytkownika PyroMark Q24).

Uwaga: Wyniki z raportu ‘AQ Analysis’ powinny zostaé uzyte w celu
dokumentacji i interpretacji czestosci wystepowania alleli. Wyniki
numeryczne przedstawione w pyrogramie sg zaokraglone i nie pokazujg
doktadnych wynikéw ilosciowych.

Uwaga: Pyrogram powinien by¢ zawsze porownywany z histogramem,
ktory moze by¢ wyswietlony po wybraniu odpowiedniej opciji po kliknieciu
prawym przyciskiem myszy w oknie pyrogramu. Wysokosci pikow
pyrogramu powinny korespondowac z wysokoscig stupkéw histogramu.

Reanaliza probek, w ktérych nie wykryto mutacji GTG & GAG lub z
nota jakosciowg ‘Check’ (sprawdz) albo ‘Failed’ (niepowodzenie).

Najczestszg mutacjg dla BRAF jest GTG & GAG w pozycji nukleotydu
1799 (druga zasada kodonu 600). W zwigzku z tym standardowa opcja
‘Sequence to Analyze’ zdefiniowana w menu ‘Assay Setup’ uwzglednia tg
mutacje (patrz Dodatek A: , str. 52).

Zdecydowanie zaleca sie reanalize wszystkich prébek bez wykrytej mutacii
z uzyciem opcji ‘Sequence to Analyze’, ale takze probek z notg jakosciowg
‘Check’ albo ‘Failed’ lub prébek z wysokoscig pikdw pirogramu
niekorespondujgcg ze stupkami histogramu. Noty jako$ciowe ‘Check’ albo
‘Failed’ mogg wskazywac¢ na wystepowanie mutacji nieobjetych opcjg
‘Sequence to Analyze’, charakteryzujgcych sie odchyleniami wysokosci
pikow.

Celem reanalizy mutacji dla nukleotydéw 1798 lub 1798 w kodonie 600,
wybierz ‘Analysis Setup’ i zmien ‘Sequence to Analyze’ na jedng z
dodatkowych opcji ‘Sequence to Analyze’ wymienionych w Dodatku A:
Przygotowanie reakcji therascreen BRAF Pyro, str. 52. Wybierz ‘Apply’, a
nastepnie ‘To All', gdy pojawi sie okno ‘Apply Analysis Setup’.

Zaktualizowane dane dotyczgce czestotliwosci mutacji dla ludzkiego genu
BRAF w kodonie 600 oraz kodonach 464—-469 sg dostepne w internecie
pod adresem Sanger Institute: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Uwaga: Po zmianie obszaru ‘Sequence to Analyze’, upewnij sie, ze
minimalna wysokosc¢ pojedynczego piku jest ustawiona na 30 RLU.

Uwaga: W sekwencjonowanym obszarze mogg by¢ obecne dodatkowe
rzadkie lub nieoczekiwane mutacje, ktére mogg by¢ analizowane z uzyciem
alternatywnego obszaru ‘Sequence to Analyze’ uwzgledniajgcego
nieoczekiwane mutacje.

Uwaga: Gdy wysokos¢ pikow nie odpowiada wysokos$ci stupkow
histogramu i nie moze by¢ wyttumaczona obecnoscig rzadkich lub
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nieoczekiwanych mutacji, zaleca sie powtorzenie reakcji
pirosekwencjonowania.

Interpretacja wynikow

Interpretacja wynikow detekcji i analizy mutacji
wystepujacych na niskim poziomie

Zdecydowanie zaleca sie uwzglednienie kontroli z niemetylowanym DNA w
kazdym eksperymencie dla celéw poréwnawczych oraz jako kontrola poziomu
tta. Zmierzona czestotliwos¢ dla prébki kontrolnej powinna by¢ mniejsza lub
réwna wartosci LOB.

Wszystkie probki powinny zostac¢ przetestowane pod katem limitu detekcji
(LOD) — Tabela 9 i interpretowane jak ponizej.

¢ Czestotliwos¢ mutacji <LOD: Brak mutaciji, nie wykryta

¢ Czestotliwos¢ mutacji =LOD oraz <LOD + 3 %: Potencjalnie mutacje
niskiej czestotliwosci

Uwaga: W przypadku uzywania wtyczki ‘BRAF Plug-in Report’ (patrz
punkt 5 Protokdt 5: 7, str. 28) wySwietlone zostanie ostrzezenie.

Prébki z potencjalnym niskim poziomem mutacji mogg by¢ uznane za
pozytywne dla danej mutacji tylko w przypadku przeprowadzenia
ponownej reakcji w duplikacie i z uzyciem kontroli niemetylowanego DNA.
Wynik dla obu duplikatow powinien by¢ 2LOD i rézni¢ sie od probki
kontrolnej. W przeciwnym wypadku prébka powinna by¢ zakwalifikowana
jako ‘No mutation detected’ (nie wykryto mutacji).

¢ Czestotliwos¢ mutacji >LOD + 3 %: Mutacja

W przypadku uzywania ‘BRAF Plug-in Report’, analiza ta przebiega
automatycznie.

Uwaga: Do interpretacji wynikdw zaleca sie uzywania ‘BRAF Plug-in Report’.
Bardziej dogtebna analiza wynikow raportujgcych obecnos¢ mutacji na niskim
poziomie, zaleca sie dodatkowg analize reczng przy pomocy programu
PytoMark Q24 (np. Dla poréwnania z czestotliwoscig mutacji probki
kontrolnej).

Uwaga: Niektére mutacje w kodonie 600 oraz kodonach G469A i G469S
moga nie zostac precyzyjnie rozpoznane przy poziomach mutacji ponizej 10%.

Uwaga: Zmierzona czestotliwosé o wartosci powyzej LOB dla prébki

kontrolnej wskazuje na ponadprzecietny poziom tta dla danej analizy, co moze
wptywac na ocene ilosciowg alleli, szczegdlnie w przypadku mutacji
wystepujgcych na niskim poziomie. W takim przypadku, zmierzone
czestotliwosci w zakresie od LOD (Tabela 9) do LOD + 3 % nie mogg stanowi¢
podstawy do oceny statusu mutacji. Zaleca sie ponowne przeprowadzenie
analizy dla watpliwych prébek.
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Uwaga: Decyzje dotyczgce leczenia pacjentow nowotworowych nie powinny
by¢ podejmowane wytgcznie na podstawie statusu mutacji dla genu BRAF.

Instrukcja zestawu therascreen BRAF Pyro  03/2015 37



Tabela 9. Wartosci LOB oraz LOD ustalone dla konkretnych mutacji

Substytucja w Substytucja LOB LOD COSsMIC
kw. nukleinowym aminokwaséw (%) (%) ID* (V46)

Kodon 600 (GTG), analizowany w orientacji odwroconej (CAC)

1799T>A V600E 0,4 2,4 476
1799T>G V600G 0,1 2,1 (5)" 6137
1799T7>C V600A 0,2 2,2 (Nt 18443
1798G>A V600M 0,4 2,4 1130
1799 1800TG>AA V600Ecomplex 0,4 2,4 475
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
Kodon 469 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (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 15 3,5 458
Kodon 466 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (TCC)
1397G>A G466E 4,1 8,6 453
1397G>T G466V 1,3 3,3 451
Kodon 464 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (TCC)
1391G>A G464E 1,3 3,4 449
1391G>T G464V 0,3 2,3 450

* Zrédto: ‘Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’, dostepne online na stronie Sanger
Institute pod adresem www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Najnizszy poziom mutacji w probce dajgcy wynik mierzonej czestotliwosci 3LOD.
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Reprezentatywne wyniki

Reprezentytatywne wyniki w postaci pyrograméw — Rusunki 8-10

Az 100%
175 . T: 0%

ol —

E s T c G T g\ T c T G T A G
Rys. 8. Wykres pirogramu bedacy wynikiem analizy prébki o dzikim genotypie dla
kodonu 600 z sekwencja do analizy (Sequence to Analyze) CWCTGTAGC.
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Rys. 9. Wykres pirogramu bedacy wynikiem analizy prébki o dzikim genotypie dla
kodonéw 464-469 z sekwencja do analizy (Sequence to Analyze)
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA.
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Rys. 10. Wykres pirogramu bedacy wynikiem analizy prébek z mutacja GTG & GAG
(V600E) dla zasady 2 w kodonie 600 (nukleotyd 1799, oznaczony strzatka) z sekwencja
do analizy CWCTGTAGC.
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Rozwigzywanie problemoéw

Wiecej informacji dotyczgcych rozwigzywania probleméw mozna znalez¢ na
stronie internetowj ‘Frequently Asked Questions’ (czesto zadawane pytania) w
centrum pomocy technicznej: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Specjalisci
w centrum pomocy technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢ wszelkich
informacji dotyczgcych zarowno tresci niniejszej instrukcji, jak i innych
problemow zwigzanych z rozwiazaniami QIAGEN — od prébki do wyniku.
Wiecej informacji kontaktowych dostepnych jest na ostatniej stronie niniejszej
instrukcji oraz pod adresem: www.giagen.com

Uwaga: Informacje dotyczgce rozwigzywania problemow zwigzanych z
aparatem PyroMark Q24 mogg by¢ znalezione w podreczniku uzytkowania
aparatu.

Komentarze i sugestie

Sygnat dla kontroli bez matrycy (kontrola negatywna)

a) Przenikanie sygnatu Sygnat z jednego dofka jest wykrywany w
pomiedzy dotkami sgsiednim dotku. Unikaj umieszczania probek
0 wysokiej intensywnosci sygnatu obok prébek
bez matrycy.

b) Zanieczyszczenie PCR  Uzywaj sterylnych koncowek pipet z filtrami.
Izoluj i przechowuj materiaty takie jak prébki,
kontrole i amplikony z dala od odczynnikéw
PCR.

Sekwencja niespodziewana lub o niskiej jakosci

a) DNA genomowe o niskiej DNA genomowe o niskiej jakosci moze byc¢
jakosci przyczyng nieudanego PCR. Analizuj probki
PCR uzywajgc technik elektroforetycznych
(np. QlAxcel® Advanced System lub
elektroforeza w zelu agarozowym).
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Komentarze i sugestie

Pojawienie sie¢ komunikatu ‘Check’ (sprawdz) lub ‘failed’
(niepowodzenie)

a) Niski pik w pyrogramie Btedy w przygotowaniu PCR lub
przygotowaniu probek do
pirosekwencjonowania mogg prowadzi¢ do
powstawania zbyt matych pikow.

Istotnym jest catkowite pobranie prébek przez
narzedzie prozniowe. Upewnij sie, ze jest ono
opuszczane powoli do probek i ze geometria
ptytki PCR lub paskéw uzywanych do
immobilizacji pozwala na catkowite pobranie
probek.

Regularnie przeprowadzaj test
funkcjonowania kohcowek filtrujgcych oraz
wymieniaj je na nowe zgodnie z zaleceniami
opisanymi w Podreczniku Uzytkownika
Aparatu PyroMark Q24.

W przypadku pojawienia sie komunikatu
‘Check’, uwaznie poréwnaj pirogram z
histogramem (widocznym poprzez wybranie
opcji wywotanej kliknieciem prawym
przyciskiem myszy na pirogramie). Jesli
wysokos$¢ pikow odpowiada wysokosci
stupkéw, to wynik jest wazny. W przeciwnym
razie zalecana jest powtorna naliza probki.

b) Mutacja nie Dopasuj analizowang sekwencje (sequence to
zdefiniowana w analyze) w ustawieniach reakcji (patrz
‘Sequence to Analyze’ ‘Dodatek A: Przygotowanie reakciji

therascreen BRAF Pyro str. 47) i ponownie
przeprowadz analize.

c) Niespodziewanarzadka Komunikat oceny jakosci wyniku ‘Check’ lub
mutacja ‘Failed’ moze by¢ spowodowany

niespodziewanym wzorem wykresu. Moze to
wskazywaé na obecnosc niespodziewanej
mutacji, ktéra nie jest analizowana w ramach
zadanej sekwencji do analizy. Takie probki
powinny by¢ analizowane z uzyciem
alternatywnej sekwencji do analizy
uwzgledniajgcej takg mutacje.
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Komentarze i sugestie

d)

9)

Komunikat sygnalizujgcy
duze odchylenie
wysokos$ci piku ‘High
peak height deviation’
dla danego dozowania
(dispensation).

Komunikat sygnalizujgcy
duze odchylenie
wysokosci piku ‘High
peak height deviation’
dla dozowania 6
podczas analizy kodonu
600 i sekwencji do
analizy CAYCTGTAGC

Komunikat ‘High peak
height deviation dla
dozowan 3 lub 4
podczas analizy kodonu
600 dla dozowania 3 lub
4 i sekwencji do analizy
CVCTGTAGC

Komunikat ‘“The
sequence contains less
reference peaks than
required’ pojawia sie w
analizie kodonu 600 i
sekwencji do analizy

Pyrogram powinien zosta¢ uwaznie
poroéwnany z histogramem (widocznym
poprzez wybranie opcji wywotanej kliknieciem
prawym przyciskiem myszy na pirogramie).
Jesli wysokosci pikow odpowiadajg wysokosci
stupkow i nie moga by¢ przypisane rzadkim
mutacjom, to zalecana jest powtérna naliza
probki.

Pyrogram powinien zosta¢ uwaznie
poréwnany z histogramem (widocznym
poprzez wybranie opcji wywotanej kliknieciem
prawym przyciskiem myszy na pirogramie). W
przypadku, gdy poziom tta dla dozowania T6
jest ponizej oczekiwanej wartosci oraz
wysokos$ci pozostatych pikow sg
poréwnywalne z histogramem, wéwczas
komunikaty jakosci ‘Check’ oraz ‘Failed’ moga
zostac zignorowane.

Pyrogram powinien zosta¢ uwaznie
poréwnany z histogramem (widocznym
poprzez wybranie opcji wywotanej kliknieciem
prawym przyciskiem myszy na pirogramie). W
przypadku, gdy poziom tta dla dozowania G3
lub T4 sg ponizej oczekiwanej wartosci oraz
wysokosci pozostatych pikow sg
poréwnywalne z histogramem, wéwczas
komunikaty jakosci ‘Check’ oraz ‘Failed’ mogag
zostac zignorowane.

W przypadku, gdy wartosci oraz wysokosci
pikdw sg poréwnywalne z histogramem,
wowczas komunikat jakosci ‘Check’ moze
zostac zignorowany.

CVCTGTAGC

Wysoki poziom tia

a) Niewtasciwe Nukleotydy przechowuj w 2—-8°C.
przechowywanie Przechowywanie w —15 do —25°C moze
nukleotydow powodowac wzrost poziomu tta.
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Komentarze i sugestie

b) Krotki czas schtadzania
prébek przed
rozpoczeciem analizy
pirosekwencjonowaniem.

C) Zanieczyszczenie
kartridza

Trzymaj probki na statywie ‘PyroMark Q24
Plate Holder’ w temp. pokojowej przez 10-15
minut. Nie skracaj czasu schfadzania.

Ostroznie oczysc¢ kartridz zgodnie z
wytycznymi w instrukcji kartridzy. Przechowuj
kartridz zabezpieczony przed swiattem i
kurzem.

Brak sygnatéw dla kontroli pozytywnych (niemetylowane DNA

kontrolne)

a) Niewystarczjgca dla
wszystkich probek ilos¢
mieszaniny enzymoéw lub
substratow

b) Nieprawidtowe
przechowywanie lub
rozcienczanie
odczynnikow

c) Niepowodzenie w
przygotowaniu PCR lub
probki

Kontrola jakosci

Upewnij sie, ze kartridz aparatu PyroMark
Q24 jest napetniony odczynnikami zgodnie z
protokotem pre-reakcyjnym (Pre Run
Information) z menu ‘Tools’.

Przygotuj odczynniki therascreen zgodnie z
instrukcjg w Protokot 5: , str. 30.

Btedy w przygotowaniu reakcji PCR,
programowaniu termocyklera lub
przygotowaniu prébki do analizy
pirosekwencjonowaniem mogg skutkowac
brakiem sygnatu. Przeprowadz test funkcyjny
koncowek filtrujgcych zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Podreczniku Uzytkownika
Aparatu PyroMark Q24 i wymien je na nowe
jesli zachodzi taka potrzeba. Powtorz PCR
oraz analize pirosekwencjonowaniem.

Zgodnie z wymaganiami ceryfikatu zarzgdzania jakoscig ISO firmy QIAGEN,
kazda partia produktu therascreen BRAF Pyro jest testowana wzgledem
predeterminowanych specyfikacji, celem zapewnienia statej jakosci produktu.

Ograniczenia

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne muszg by¢ interpretowane w
powigzaniu z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi.

Instrukcja zestawu therascreen BRAF Pyro  03/2015

43



Sprawdzenie wydajnosci systemu jest odpowiedzialnoscig uzytkownika w
kontekscie procedur stosowanych w jego laboratorium, a ktore nie sg objete
testami wykonywanymi przez QIAGEN.
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Charakterystyki wydajnosci

Limit dla préby slepej (LOB) oraz limit detekcji (LOD)

Wartosci LOB oraz LOD zostaty ustalone dla szeregu mutacji przy pomocy
mieszanin plazmidéw (Tabela 10). LOB oraz LOD zostaty ustalone zgodnie z
wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP17-A
‘Protocol for determination of limits of detection and limits of quantitation;
approved guideline’ (Protokot ustalania limitéw detekcji oraz pomiarow
ilosciowych; zaaprobowany poradnik). Btedy a oraz b (odpowiednio, fatszywie
pozytywne i fatszywie negatywne) zostaty ustalone na 5%. Wartosci LOB
odzwierciedlajg zmierzong czestotliwos¢ otrzymang dla probki dzikiej. Wartosci
LOD odzwierciedlajg najnizszy sygnat (mierzonej czestotliwosci) mogacy by¢
uznanym, jako pozytywny dla danej mutaciji.

Mutacje (GTG & GGG) i (GTG & GCG) w kodonie 600 oraz (GGA & GAA)
w kodonie 464

Dla tych mutacji pomiary proby slepej byty zgodnie bliskie 0 % (n=72), co
skutkowato dystrybucjg nie-Gausianskg lub pomiary probek o niskim poziomie
mutacji cechowalty sie dystrybucjg nie-Gausianska. W zwigzku z tym LOD byto
ustalane przy uzyciu innej metody, zgodnie z wytycznymi ‘CLSI Guideline
EP17-A’. Niski sygnat wskazujgcy na obecnos¢ mutacji (LOD) w tych
pozycjach byt ustawiony na 2 % ponad poziom odpowiedniej linii bazowej, jak
zdefiniowano na podstawie percentyla 95% dla pomiaréw préb slepych.
Podczas analizy probki o poziomie mutacji podanym w nawiasie (Tabela 10),
95% wynikéw (n=72) data sygnat, ktéry mozna uznaé za pozytywny (3LOD).
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Tabela 10. LOB oraz LOD ustalone dla specyficznych mutacji

Substytucja w Substytucja LOB LOD COSMIC
kw. nukleinowym aminokwaséw (%) (%0) ID* (V46)

Kodon 600 (GTG), analizowany w orientacji odwroconej (CAC)

1799T>A V600E 0.4 2.4 476
1799T>G V600G 0.1 2.1 (5)" 6137
1799T7>C V600A 0.2 2.2 (Nt 18443
1798G>A V600M 0.4 2.4 1130
1799 1800TG>AA V600Ecomplex 0.4 2.4 475
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
Codon 469 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (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 15 3.5 458
Codon 466 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (TCC)
1397G>A G466E 4.1 8.6 453
1397G>T G466V 1.3 3.3 451
Codon 464 (GGA), analizowany w orientacji odwréconej (TCC)
1391G>A G464E 1.3 3.4 449
1391G>T G464V 0.3 2.3 450

* Zrédto: ‘Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’, dostepne online na stronie Sanger
Institute pod adresem www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

T Najnizszy poziom mutacji w probce dajgcy wynik mierzonej czestotliwosci 3LOD.

Uwaga: Powyzsze wartosci oparte sg na analizach, gdzie mieszaniny
plazmidéw zawierajgcych dzikg lub odpowiednig zmutowang sekwencje
zostaty uzyte, jako matryce do amplifikacji PCR.
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Uwaga: Zaleca sie potwierdzenie wydajnosci metody w laboratorium.

Liniowos¢

Liniowos¢ zostata ustalona przy uzyciu mieszanin plazmidéw zawierajgcych
dzikg lub odpowiednig zmutowang sekwencje dla mutacji V600OE (GTG a
GAG) w kodonie 600 genu BRAF. Plazmidy byty mieszane w réznych
proporcjach tak, aby odzwierciedli¢ cztery poziomy mutac;ji (5, 10, 30, oraz
50%). Kazda mieszanina byta analizowana z trzema réznymi partiami zestawu
therascreen BRAF Pyro w trzech analizach i trzech powtérzeniach probek.

Wyniki (n=9 dla kazdego poziomu mutacji) byty analizowane zgodnie z
wytycznymi CLSI Guideline EP6-A ‘Evaluation of the linearity of quantitative
measurement procedures: a statistical approach; approved guideline’ (Ocena
liniowosci dla procedur pomiardw iloSciowych: analiza statystyczna) przy
uzyciu oprogramowania Analyse-it® Software v2.21. Wyniki te dla mutacii
V600E (GTG &a GAG) w kodonie 600 pokazane sg na Rys. 11.

Wyniki byty liniowe w zakresie dopuszczalnej nieliniowosci 5 % w testowanym
zakresie poziomu mutacji 5 - 50%.

60 -
50 -
40 -
30 -

20 A

% mierzonej czestotliwosci (% jednostki)

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

% zmutowanego plazmidu (na podstawie OD.,,)

Rys. 11. Liniowos¢ dla mutacji V600OE (GTG & GAG) w kodonie 600.

Precyzja

Dane dotyczgce precyzji pozwalajg na okreslenie catkowitej zmiennosci analiz
I zostaty uzyskane na trzech réznych poziomach poprzez analize wyzej
wymienionych mieszanin plazmidow w trzech powtorzeniach dla kazdego.

Powtarzalno$¢ (w ramach jednego zestawu oraz jako zmienna pomiedzy
partiami) byta obliczona na podstawie danych okreslajgcych liniowosc (trzy
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analizy tego samego dnia przy uzyciu roznych partii zestawu therascreen
BRAF Pyro). Usredniona precyzja (precyzja wewnatrzlaboratoryjna) byta
okreslona podczas trzech analiz w tym samym laboratorium w trzech réznych
dniach i wykonanych przez réznych operatoréw, na réznych aparatach
PyroMark Q24 i réznych partiach therascreen BRAF Pyro. Powtarzalnos¢
(zmienno$¢ wewnatrzlaboratoryjna) byta obliczona na podstawie danych z
dwdch analiz z kazdego z laboratotiow — wewnetrznego jak i zewnetrznego —
przy uzyciu réznych partii zetsawow therascreen BRAF Pyro.

Szacunkowa precyzja jest wyrazona, jako odchylenie standardowe zmierzonej
czestotliwosci mutacji w % (Tabela 11). Powtarzalnos¢, usredniona precyzja
oraz odtwarzalnos$¢ dla mutacji V60OE (GTG a GAG) w kodonie 600 wynosita
odpowiednio 0,6-2,1, 0,7-1,8, and 0,8-2,1 % w testowanym zakresie poziomu
mutacji 5 - 50%.

Tabela 11. Precyzja dla mutacji V600OE (GTG & GAG) w kodonie 600*

% Usredniona
zmutowanego Powtarzalnos¢ precyzja Odtwarzalnosé
plazmidu? Srednia OS Srednia OS Srednia OS
5 5,2 0,6 4.4 0,7 51 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 15 47,9 1,7

* Wszystkie warto$ci podane sg jako %. OS: odchylenie standardowe (n=9).
T Na podstawie pomiaréw ODzso.

Ocena diagnostyczna

Zestaw therascreen BRAF Pyro zostat przetestowany w poréwnaniu do
sekwencjonowania Sangera. DNA zostato wyizolowane ze 100 probek
nowotworowych skory zatopionych w bloczkach parafinowych (FFPE), a
nastepnie przetestowane pod kagtem mutacji w kodonie 600 oraz 464—-4609.

DNA zostato wyizolowane przy uzyciu zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue.
Analiza pirosekwencjonowaniem zostata przeprowadzona przy pomocy
zestawu therascreen BRAF Pyro i aparatu PyroMark Q24 oraz
sekwencjonowaniem Sangera na aparacie ABI™ 3130 Genetic Analyzer.

Na 100 przeanalizowanych probek, status mutacji dla kodonéw 600 oraz 464—
469 zostat okreslony dla 100 probek metodg Sangera i 99 prébek przy uzyciu
zestawu therascreen BRAF Pyro (Tabela 12 oraz 13).

Dla czterech sposrod 100 prébek, mutacja V600E (GTG & GAG) zostata
wykryta metodg Sangera. Trzy sposrdd tych probek miaty wyniki identyczne z
tymi analizowanymi zestawem therascreen BRAF Pyro, podczas gdy analiza
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jednej probki dla kodonu 600 zakonczyta sie niepowodzeniem z uwagi na
obecnos$¢ niskich pikow. W analizie kodonow 464—469, probka ta miata
wystarczajgce, lecz nizsze niz dla innych probek piki, co wskazywato na niskg
jako$é analizowanego DNA. Zadne z rzadkich mutacji w kodonach 464—469
nie zostaty wykryte przez zadng z tych metod.

Poza prébka, ktorej analiza skohczyta sie niepowodzeniem dla jednej z metod,
analiza zestawem therascreen BRAF Pyro oraz metodg Sangera wykazaty
100% zbierznos¢ wynikow dla kodonow 600 oraz 464—469 (Tabela 12 oraz
13).

Tabela 12. Wyniki analizy probek nowotworowych skoéry dla kodonu 600

Sekwencjonowanie
Sangera
Nieznan Raze
Mutant Dziki y m
Mutant 3 0 0 3
therascreen 0
BRAF Pyro Dziki 0 96 0 96
Nieznany 1 0 0 1
Razem 4 96 0 100

Tabela 13. Wyniki analizy probek nowotworowych skoéry dla kodonéw
464-469

Sekwencjonowanie
Sangera
Nieznan Raze
Mutant Dziki y m
Mutant 0 0 0 0
therascreen e
BRAF Pyro Dziki 0 99 0 99
Nieznany 0 1 0 1
Razem 0 99 0 100

Uwaga: We wszystkich analizach oceniajgcych charakterystyke wydajnosci,
sygnat wynosit ponad 30 RLU, co odpowiada rutynowym wynikom przy 10 ng
DNA wyizolowanego z tkanek zatopionych w bloczkach parafinowych (FFPE).
Dane pirosekwencjonowania zostaty przeanalizowane przy uzyciu wtyczki
BRAF Plug-in Report.
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Literatura

QIAGEN prowadzi duzg i aktualng baze danych publikacji naukowych
zawierajgcych dane dotyczgce produktéw QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania pozwalajg na znalezienie porzgdanych publikacji i informaciji z
wykorzystaniem stéw kluczowych lub przez okreslenie zastosowania, obszaru
badawczego, tytutu etc.

Kompletng liste literatury mozna znalez¢ w bazie danych ‘QIAGEN Reference
Database’ pod adresem www.giagen.com/RefDB/search.asp albo kontaktujgc
sie z pomocg techniczng QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem.

Symbole

Nastepujgce symbole mogag pojawi¢ sie na opakowaniach i etykietach:
\E/ N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> ilos¢ testow
E Uzyj do
IVD Do medycznego uzytku diagnostycznego in vitro

REF Numer katalogowy

LOT Numer partii (lot)
Numer materiatu
COMP Komponenty (sktadowe)

CONT Zawiera

NUM Numer

Wodorotlenek sodu

GTIN Globalny Numer Handlowy Produktu (Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

Producent
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l’ _J Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Informacje kontaktowe

Aby uzyskaé pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informacji, zapraszamy do
naszego Centrum Pomocy Technicznej www.giagen.com/Support lub do
kontaktu z Serwisem Pomocy Technicznej QIAGEN bagdz do kontaktu z
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub odwiedz www.giagen.com).
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Dodatek A: Przygotowanie reakcji therascreen BRAF
Pyro

Gdy wtyczka BRAF Plug-in Report zostata zainstalowana, predefiniowane
ustawienia analiz (Assay Setups) dla kodonéw 600 oraz 464-469 sg dostepne
w menu oprogramowania PyroMark Q24 (Sciezka dostepu: Example
Files/PyroMark Setups/BRAF). Nastepujgce kroki nie muszg zostac
wykonane. Wtyczke BRAF Plug-in Report mozna otrzymac piszgc na adres
pyro.plugin@agiagen.com.

Zdecydowanie zaleca sie kotrzystanie z wtyczki BRAF Plug-in Report, a nie z
analizy recznej. Ztozone mutacje nie mogg zosta¢ dodane recznie do
sekwencji do analizy (Sequence to Analyze) i muszg by¢ analizowane przy
pomocy wtyczki. Po zainstalowaniu wtyczki lub nowej instalaciji
oprogramowania PyroMark Q24 nalezy sprawdzi¢ prawidtowe jej
funkcjonowanie, zgodnie z instrukcjg wtyczki BRAF Plug-In Quick Guide.

Gdy wtyczka BRAF Plug-in Report nie zostata zainstalowana, przed
przystgpieniem do analizy przy uzyciu zestawu therascreen BRAF Pyro po
raz pierwszy, analiza musi zosta¢ zaprogramowana recznie. Zaprogramuj
analize dla kodondéw 600 oraz 464—-469 genu BRAF przy pomocy
oprogramowania PyroMark Q24, jak to opisano ponizej.

Procedura

BRAF kodon 600

Al. Kliknij = na pasku narzedzi i wybierz ‘New AQ Assay’.

A2. W oknie ‘Sequence to Analyze’ wpisz ponizszg sekwencje.
CWCTGTAGC
Uwaga: Najczestszg mutacjg w kodonie 600 jest GTG a GAG dla
nukleotydu 1799 (druga pozycja).

Sekwencja ‘Sequence to Analyze’ moze zosta¢ rowniez zmodyfikowana
po zakonczonej analizie dla mutacji w innych pozycjach.

Aby sprawdzi¢ obecnos¢ mutaciji dla nukleotydu 1798 (pierwsza pozycja),
zmien ‘Sequence to Analyze’ na ponizszg sekwencije.
CAYTGTAGC

Celem analizy dodatkowych rzadkich mutacji dla nukleotydu 1799, mozna
zmieni¢ ‘Sequence to Analyze’ na ponizszg sekwencije.
CVCTGTAGC

Uwaga: Upewnij sie, ze linia odciecia (threshold) dla wysokosci
pojedynczego piku jest ustawiona na 30 RLU.

Uwaga: Ztozone mutacje dla kodonu 600 BRAF nie mogg by¢
analizowane przy pomocy funkcji ‘AQ analysis’ w oprogramowaniu
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PyroMark Q24 uzywajgc okna ‘Sequence to Analyze’. W tym celu
zalecamy uzywanie wtyczki BRAF Plug-in Report.

A3. Recznie wprowadz nastepujgca kolejnos¢ dozowania (Dispensation
Order). TCGTATCTGTAG

1

0 T C G T A T C T
PN
5 10

Rys. 12. Histogram dla kodonu 600 (nukleotyd 1799) z sekwencja do analizy
CWCTGTAGC.

2

0 L . L L . ik 1 1
T C G T A T C T G T A

PN

5 10

Rys. 13. Histogram dla kodonu 600 (nukleotyd 1798) z sekwencja do analizy
CAYTGTAGC.

Rys. 12. Histogram dla kodonu 600 (nukleotyd 1799) z sekwencja do analizy
CVCTGTAGC.

A4. Wybierz zaktadke ‘Analysis Parameters’ (parametry analizy) i zwieksz
‘Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:’
(odciecie wysokosci piku — wymagana wysokosc¢ piku spetniajgca kryteria
jakosci) do 30.

A5. Kliknij 4 na pasku narzedzi i zachowaj analize, jako ‘BRAFcodon
600’.
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BRAF kodony 464-469

Al. Kliknij = na pasku narzedzi i wybierz ‘New AQ Assay’.

A2. W oknie ‘Sequence to Analyze’ wpisz ponizszg sekwencje.
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA
Uwaga: Ztozona mutacja dla kodonu 469 BRAF nie moze byc¢
analizowana przy pomocy funkcji ‘AQ analysis’ w oprogramowaniu
PyroMark Q24 uzywajgc okna ‘Sequence to Analyze’. W tym celu
zalecamy uzywanie wtyczki BRAF Plug-in Report.

A3. Recznie wprowadz nastepujgca sekwencje w oknie ‘Dispensation

Order’.
AGCTCGTAGCATGCATACGAGCATAC

Rys. 15. Histogram dla kodonow 464-469 (nukleotydy 1391 [kodon 464], 1397
[kodon 466], oraz 1406 [kodon 469]).

A4. Wybierz zaktadke ‘Analysis Parameters’ (parametry analizy) i zwieksz
‘Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:’
(odciecie wysokosci piku — wymagana wysokosc¢ piku spetniajgca kryteria
jakoséci) do 30.

A5. Kliknij 4 na pasku narzedzi i zachowaj analize, jako ‘BRAFcodons
464-469'.
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Dodatek B: Opréznianie pojemnikéw na odpady i

roztwo ry
OSTRZEZENIE | Niebezpieczne chemikalia
Roztwor denaturujgey (Denaturation Solution) uzywany
ze stacjg prézniowg zawiera dziatajgcy draznigco na

skore i oczy wodorotlenek sodu.
Zawsze nos okulary ochronne, fartuch i rekawiczki.

Osoba lub instytucja odpowiedzialna (np. manager
laboratorium) musi zadbac, aby otaczajgce miejsce pracy
byto bezpieczne i operatorzy urzgdzen nie byli narazeni
na niebezpieczne ilosci substancji toksycznych
(chemicznych i biologicznych), tak jak to zdefiniowano w
odpowiednich kartach bezpieczenstwa (Safety Data
Sheets - SDS) lub innych dokumentach takich jak
OSHA,* ACGIH," lub COSHH*,

Wietrzenie oparow oraz usuwanie odpadow musi
przebiegaC w zgodzie ze wszystkimi krajowymi i
lokalnymi przepisami dotyczgcymi zdrowia i
bezpieczenstwa, w tym przepisow BHP.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (United States of America)

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (United States of
America)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (United Kingdom)

Upewnij sie, ze przestrzegane sg wszelkie krajowe i lokalne przepisy
srodowiskowe dotyczgce pozbywania sie odpadow laboratoryjnych.

Wazne informacje przed rozpoczeciem
@ Niniejszy protokot wymaga uzycia wody o wysokiej czystosci.

Procedura

B1. Upewnij sie, ze narzedzie prézniowe ma wylaczone ssanie (préznie) -
pozycja: ‘Off’ i pompa prézniowa jest wylgczona.

B2. Usun wszystkie roztwory pozostate w wanienkach.

B3. Umyj wanienki wodg o wysokiej czystosci lub jesli to konieczne
wymien na nowe.

B4. Opréznij butle na odpady ptynne.
Uwaga: Pokrywa moze zosta¢ odkrecona bez potrzeby odfgczania
wezykow.
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B5. Jesli stacja prézniowa musi zosta¢ umyta (np. z powodu kurzu lub
wyciekow), postepuj zgodnie z wytycznymi zawartymi w Instrukcji
Uzytkownika PyroMark Q24.
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Zestaw therascreen Na 24 reakcje na aparacie PyroMark Q24 : 971470
BRAF Pyro (24) Seq Primers (startery sekwencyjne), PCR

Primers (startery PCR), Unmethylated Control

DNA (niemetylowane DNA kontrolne),

PyroMark PCR Master Mix (mieszanina do

PCR), CoralLoad Concentrate, PyroMark

Binding Buffer (bufor wigzgcy), PyroMark

Annealing Buffer (bufor hybrydyzacyjny),

PyroMark Denaturation Solution (roztwor

denaturujgcy), PyroMark Wash Buffer

(roztwér ptuczacy), Enzyme Mixture

(mieszanina enzymow), Substrate Mixture

(mieszanina substratéw), dATPaS, dCTP,

dGTP, dTTP i H.O
Aparat PyroMark Q24  Platforma do detekcji sekwencji 9001513
MDx metodg pirosekwencjonowania dla 24

probek jednoczesnie
Aparat PyroMark Q24  Platforma do detekcji sekwencji 9001514

metodg pirosekwencjonowania dla 24

probek jednoczesnie
PyroMark Q24 MDx Stacja prézniowa (220 V) do 9001517*
Vacuum Workstation preparatyki 24 probek jednoczesnie, 9001515
(Stacja prozniowa) od produktu PCR do jednoniciowej

matrycy
PyroMark Q24 Stacja prozniowa (220 V) do 9001518
Vacuum Workstation preparatyki 24 probek jednoczesnie,
(Stacja prozniowa) od produktu PCR do jednoniciowej

matrycy
Oprogramowanie Oprogramowanie aplikacyjne 9019063
PyroMark Q24 MDx
PyroMark Q24 Oprogramowanie analityczne 9019062
Akcesoria
PyroMark Q24 Plate 24-dotkowa ptytka reakcyjna 979301
(100)
PyroMark Q24 Kartridze do dozowania nukleotydow i 979302

Cartridge (3)

*Tylko UK
T Reszta $wiata

odczynnikow
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

PyroMark Vacuum Koncowki filtrujgce wielokrotengo 979010
Prep Filter Probe (100) uzytku do stacji prézniowej PyroMark
Vacuum Workstation Q96 oraz Q24

PyroMark Control Oligo Odczynnik do sprawdzania dziatania 979303
systemu po instalacji

PyroMark Q24 Odczynnik do testu wydajnosci 979304

Validation Oligo systemu po instalacji

Produkty powiazane

QIlAamp DNA FFPE Zestaw na 50 izolacji DNA: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns (kolumny),

Proteinase K (proteinaza K), Buffers

(bufory), Collection Tubes (2 ml)

(probowki na eluat)

EZ1 DNA Tissue Kit Zestaw na 48 izolacji: Reagent 953034
(48) Cartridges (Tissue) (kartridze

odczynnikowe), Disposable Filter-Tips

(jednorazowe kohcowki pipet z

filtrami), Disposable Tip-Holders

(Jjednorazowe uchwyty do koncowek

pipet), Sample Tubes (2 ml)

(probowki), Elution Tubes (1.5 ml)

(probdéwki na eluat), Buffer G2 (bufor

G2), Proteinase K (proteinaza K)

Aktualne informacje na temat licencji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktow mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.qgiagen.com. Mozna je takze zaméwic w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1®, HotStarTaqg®, 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).

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe etc. uzyte w niniejszym dokumencie, nawet jesli nie zostaty specyficznie oznaczone jako takie, nie moga by¢ uznawane za
niechronione prawnie.

Disclaimer (Wytgczenie odpowiedzialnosci)
Nie do uzytku przy ocenie ryzyka rozwoju endometriozy.
Ograniczona Umowa Licencyjna

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu therascreen BRAF Pyro na nastepujgce warunki:

[uy

. Zestawu ipsogenJAK2 MutaQuant mozna uzywac¢ wytgcznie zgodnie z Instrukcjg obstugi zestawu therascreen BRAF Pyro i tylko razem z elementami zawartymi
w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasno$¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub wigczania dotgczonych sktadnikéw tego
zestawu do innych skfadnikéw, ktére nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem przypadkéw opisanych w Instrukcji obstugi zestawu therascreen BRAF
Pyro oraz dodatkowych protokotéw dostgpnych na stronie www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licenciji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron trzecich.

3. Niniejszy zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub odsprzedawac.
4. Firma QIAGEN w szczegdlnos$ci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjgtkiem licencji wyraznie podanych w dokumentacji.
5

. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére mogtyby
prowadzi¢ do czynnosci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynno$ci. Firma QIAGEN moze egzekwowac¢ zakazy niniejszej Ograniczonej umowy
licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wtgcznie z kosztami prawnikéw, przy wszystkich dziataniach,
ktore bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej lub praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem
illub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

www.giagen.com

Australia i techservice-au@giagen.com

Austria j techservice-at@qgiagen.com

Belgium j techservice-bnl@giagen.com

Brazil j suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada j techservice-ca@giagen.com

China j techservice-cn@giagen.com

Denmark j techservice-nordic@giagen.com

Finland i techservice-nordic@giagen.com

France j techservice-fr@qgiagen.com

Germany j techservice-de@giagen.com

Hong Kong i techservice-hk@giagen.com

India j techservice-india@giagen.com

Ireland j techservice-uk@qiagen.com

Italy j techservice-it@giagen.com

Japan j techservice-jp@giagen.com

Korea (South) j techservice-kr@giagen.com

Luxembourg j techservice-bnl@giagen.com

Mexico j techservice-mx@giagen.com

The Netherlands j techservice-bnl@giagen.com

Norway i techservice-nordic@giagen.com

Singapore j techservice-sg@giagen.com

Sweden j techservice-nordic@giagen.com

Switzerland j techservice-ch@giagen.com

UK j techservice-uk@giagen.com .. . . .

USA  techservice-us@giagen.com QIMEN

Sample & Assay Technologies



	Przeznaczenie zestawu
	Streszczenie i wyjaśnienia
	Zasada procedury
	Zarys procedury therascreen BRAF Pyro
	Kontrole

	Dostarczone materiały
	Zawartość zestawu
	Zestaw therascreen BRAF Pyro (pudełko 1/2)
	Zestaw therascreen BRAF Pyro - bufory i odczynniki (pudełko 2/2)


	Materiały wymagane, ale nie dostarczone
	Zalecane wytrząsarki płytek
	Rekomendowane płytki 24-dołkowe

	Ostrzeżenia i uwagi
	Informacje bezpieczeństwa
	Uwagi ogólne

	Przechowywanie i obchodzenie się z odczynnikami
	Procedura
	Izolacja DNA
	Protokół 1: Programowanie eksperymentu dla aparatu PyroMark Q24
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura
	Parametry analizy
	Przypisywanie plików analizy
	Wprowadzanie nazw próbek oraz notatek

	Protokół 2: PCR z użyciem odczynników zawartych w zestawie    therascreen BRAF Pyro
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Protokół 3: Immobilizacja produktów PCR do cząsteczek streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance beads)
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Istotne informacje przed rozpoczęciem
	Procedura

	Protokół 4: Przygotowanie próbek do reakcji pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24
	Istotne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Protokół 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Protokół 6: Analiza wyników reakcji na aparacie PyroMark Q24
	Procedura
	Reanaliza próbek, w których nie wykryto mutacji GTG ( GAG lub z notą jakościową ‘Check’ (sprawdź) albo ‘Failed’ (niepowodzenie).


	Interpretacja wyników
	Interpretacja wyników detekcji i analizy mutacji występujących na niskim poziomie
	Rozwiązywanie problemów

	Kontrola jakości
	Ograniczenia
	Limit dla próby ślepej (LOB) oraz limit detekcji (LOD)
	Mutacje (GTG ( GGG) i (GTG ( GCG) w kodonie 600 oraz (GGA ( GAA)                   w kodonie 464
	Uwaga: Zaleca się potwierdzenie wydajności metody w laboratorium.
	Liniowość
	Precyzja
	Ocena diagnostyczna

	Literatura
	Symbole
	Informacje kontaktowe
	Procedura
	BRAF kodon 600
	BRAF kodony 464–469

	Dodatek B: Opróżnianie pojemników na odpady i roztwory
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Procedura

	Informacje dotyczące zamawiania

