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Despre plug-in-ul RAS Extension Pyro

Pachetul plug-in-ului RAS Extension Pyro contine urmétoarele:

® Ghid rapid pentru plug-in-ul RAS Extension Pyro
® Doua fisiere de instalare

® Raport de referinta pentru verificarea functionalitatii plug-in-ului RAS Extension Pyro

Nota: Plug-in-ul RAS Extension Pyro este destinat pentru utilizare numai in combinatie cu
kiturle NRAS Pyro si kiturile RAS Extension Pyro dedicate, care sunt indicate pentru
aplicatiile descrise Tn manualele respective, ale kitului NRAS Pyro si kitului RAS Extension
Pyro.

Instalarea plug-in-ului RAS Extension Pyro

Important: Plug-in-ul RAS Extension Pyro trebuie instalat pe instrumentele PyroMark Q24

cu software-ul PyroMark Q24 versiunea 2.0.

Inchideti software-ul PyroMark Q24 2.0 daca este deschis.
Deschideti fisierul de instalare *.zip si extrageti fisierele.
Faceti dublu clic pe fisierul setup.exe.

Urmati instructiunile din ferestrele de dialog care apar.

o~ w npoPE

Porniti software-ul PyroMark Q24 2.0. Raportul plug-in-ului RAS Extension Pyro apare
acum la adresa ,AQ Add On Reports/RAS Extension” (Rapoarte de completare
AQ/Extensie RAS) din meniul ,Reports” (Rapoarte) din modul AQ.

6. Verificati functionalitatea plug-in-ului (consultati paragraful ,Verificarea functionalitatii
plug-in-ului RAS Extension Pyro” de mai jos).
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Verificarea functionalitatii plug-in-ului RAS
Extension Pyro

Important: Verificarea trebuie sa se faca de fiecare data cand pe computer este instalat un
nou software sau este actualizat un software.

Pasii de mai jos descriu modul de a verifica daca software-ul functioneaza corect si nu a fost

afectat de vreo schimbare aparuta in computer.

1. Deschideti testarea ,RAS Extension Example” (Exemplu extensie RAS) aflata la adresa
~Shortcuts/Example Files/PyroMark Runs/RAS Extension” (Comenzi rapide/ Fisiere
exemplu/Testari PyroMark/ Extensie RAS), in browser-ul de comenzi rapide.

2. Efectuati o analizd ,RAS Extension” pentru toate godeurile, dupa cum este descris in
paragraful ,Analiza unei testari pe PyroMark Q24” de mai jos.

3. Comparati rezultatele cu raportul de referinta. Daca rezultatele sunt identice, se
confirma corecta functionare a plug-in-ului.

Analiza unei testari pe PyroMark Q24

Pasii de mai jos descriu analiza mutatiei la o testare RAS Extension finalizata, folosind plug-
in-ul RAS Extension Pyro.

1. Seintroduce stickul USB care contine fisierul cu testarile procesate in portul USB al
computerului.

2. Mutati fisierul cu testarea de pe stickul USB in locul dorit din computer, folosind
Windows® Explorer.
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3. Deschideti fisierul cu testarea in modul AQ al software-ului PyroMark Q24, fie prin
selectarea ,Open” (Deschidere) din meniul ,File” (Fisier), fie prin dublu-clic pe fisierul (
‘D) n browser-ul de comenzi rapide.

4. Selectati ,AQ Add On Reports/RAS Extension” din ,Reports” din meniu (Figura 1).
Nota: Mutatiile in codonul 61 KRAS trebuie analizate separat, folosind plug-in-ul KRAS
Pyro prin selectarea ,AQ Add On Reports/KRAS” (Rapoarte de completare AQ/KRAS)
din ,Reports” din meniu (Figura 1).
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Figura 1. Analiza mutatiei la o testare RAS Extension finalizata, folosind plug-in-ul RAS Extension Pyro.

5. Godeurile vor fi analizate automat pentru toate mutatiile listate in Tabelul 1 (cu exceptia
codonului 61 KRAS). Rezultatele pentru toate testele RAS Extension vor fi prezentate
intr-un tabel de ansamblu (Figura 2), urmate de rezultatele detaliate, inclusiv
Pyrograms® (Pirograme) si analiza calitétii.

Nota: Mutatiile in codonul 61 KRAS trebuie analizate separat, folosind plug-in-ul KRAS
Pyro.
Important: Plug-in-ul RAS Extension Pyro va raporta mutatia (Tabelul 1) al carei semnal

asteptat corespunde cel mai bine pirogramei observate.

Tabelul 1. Mutatiile analizate de plug-in-ul RAS Extension Pyro
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Acid nucleic substituit Aminoacid substituit LOB (% unitati) LOD (% unitati) COSMIC ID* (V69)

Codon 59 KRAS (GCA)

175G>A AB9T 0,5 3,5 546
176C>G A59G 0,5 3,5 28518
Codon 117 KRAS (AAA)

351A>C K117N 1,0 4,0 19940
351A>T K117N 3,6 7,1 28519

Codon 146 KRAS (GCA)

436G>A A146T 2.1 6,6 19404
436G>C A146P 18 4,8 19905
437C>T Al46V 2 5,1 19900

Codon 12 NRAS (GGT)

34G>A G12s 1,4 3,4 563
34G>T Gl2C 0,6 25 562
34G>C G12R 0,4 2,4 561
35G>A G12D 18 3,8 564
35G>T Gilz2v 3,8 8,8 566
35G>C G12A 0,5 2,5 565

Codon 13 NRAS (GGT)

37G>A G13s 12 3,2 571
37G>T G13C 12 3,2 (4" 570
37G>C G13R 0,3 2,3 569
38G>A G13D 0,8 2,8 573
38G>T G13Vv 0,0 205" 574
38G>C G13A 0,8 2,8 575

Codon 59 NRAS (GCT)
175G>A ASQT 38 6,9 578
176C>G A59G 0,0 3,0 -

Codon 61 NRAS (CAA)
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181C>A
182A>G
182A>T
183A>T
183A>C
183A>G
Codon 117 NRAS (AAG)
351G>C
351G>T
Codon 146 NRAS (GCC)
436G>A
436G>C

437C>T

Q61K
Q61R
Q61L
Q61H
Q61H

Q61Q

K117N

K117N

A146T
A146P

Al46V

4,1
0,8
0,7
0,4
5,4

2,1

14

3,0

14
35

4,8

6,7
2,2
21
1,8
8,0

5,8

44

6,0

4,4
7,2

7,8

580

584

583

585

586

587

27174

* Din Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, disponibil online la Sanger Institute, la adresa
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.
T Cel mai mic nivel al mutatiei intr-o proba constand intr-o frecventd masurata = LOD.
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http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

‘wild-type control ‘No mutation detected
A2 KRAS Codon 117 | wild-type control No mutation detected
A3 KRAS Codon 146 | wild-type control No mutation detected
A4 |NRAS Codon 12 |wild-type control No mutation detected

AS NRAS Codon 59 ‘wild-type control No mutation detected
A6 |NRAS Codon 61 | wild-type control No mutation detected
A7 NRAS Codon 117 | wild-type control ‘No mutation detected
A3 NRAS Codon 1@6 llﬁ— Yp e control No muhlmn detected

A\ See detailed results below.

NOTE: The result must be validated by comparing the observed peaks with the expected peak heights displayed as grey bars. For further information
about data evaluation and result interpretation please refer to the handbook

Figura 2. Sumarul rezultatelor cu rol de exemplu dintr-o analiza a plug-in-ului RAS Extension Pyro.

Interpretarea rezultatelor si detectarea mutatiilor
de nivel scazut

Recomandam insistent ca, pentru comparatie si pentru controlul nivelurilor de fond, sa fie
inclusa in fiecare testare o proba cu genotip salbatic.

Important: In evaluarea calitétii, ,Check” (Verificatd) sau ,Failed” (Esuatd) pot fi cauzate
de un tipar al varfurilor neprevazut. Acest lucru ar putea indica o mutatie neasteptata, care
nu este analizata de raportul plug-in. Aceste probe trebuie analizate manual folosind
software-ul PyroMark Q24 si tindnd cont de faptul ca acestea pot contine mutatii
neprevazute. Consultati manualele adecvate aferente kitului NRAS Pyro sau kitului RAS
Extension Pyro pentru detalii.
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Important: Pirograma trebuie intotdeauna comparata cu histograma, care este prezentata
n rezultatele detaliate ale raportului plug-in si poate fi afisata in software-ul PyroMark Q24
facand clic dreapta in fereastra Pyrogram. Pirograma trebuie examinata pentru eventuala
prezentd a unor varfuri neprevazute. In cazul in care varfurile masurate nu corespund cu
fnalfimea barelor din histograma si nu pot fi explicate prin prezenta unor mutatii rare sau
neprevazute, rezultatul nu poate fi luat in considerare pentru determinarea starii mutationale.

Se recomanda ca proba sa fie retestata.

Important: Probele cu un potential raportat de mutatii de nivel scazut (frecventa aflata in
intervalul dintre LOD si LOD + 3% unitati) trebuie sa fie testate din nou, in duplicat, impreuna
cu un control ADN nemetilat. In acest caz va fi emis& o avertizare. Proba trebuie considerats
pozitiva din punct de vedere al mutatiei daca ambele exemplare confirma rezultatul analizei
originale si diferd in mod vizibil de controlul normal. in caz contrar, proba trebuie sa fie
considerata de tip salbatic.

Important: Pentru o examinare mai amanuntita a probelor cu un potential raportat de mutatii
de nivel scazut, recomandam analizarea manuala, suplimentara, in software-ul PyroMark
Q24, de exemplu, pentru compararea cu frecventa mutatiei in proba de control (pentru
instructiuni detaliate, consultati ,Protocolul 6: Analiza unei testari pe PyroMark Q24" din
manualul kitului RAS Extension Pyro adecvat). O frecventa masurata mai mare decat LOB
in proba de control indica un nivel de fundal mai ridicat decéat cel obignuit in cadrul analizei
corespunzatoare, care poate influenta cuantificarea alelelor, mai ales in cazul unor niveluri
scazute ale mutatiilor. Tn acest caz, mutatile de nivel scézut potentiale raportate nu
reprezinta o baza pentru determinarea stérii mutationale si se recomanda sa fie re-testate

probele care prezintd o potentiald mutatie de nivel scazut.

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a réaspunderii specifice produselor, consultatj ghidul sau
manualul de utilizare al kitului QIAGEN® respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare ale kiturilor QIAGEN sunt disponibile la
adresa www.giagen.com sau pot fi solicitate de la Serviciile Tehnice QIAGEN sau distribuitorul dvs. local.

Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark® (QIAGEN Group); Windows® (Microsoft Corporation).
1106191 02/2017 © QIAGEN, toate drepturile rezervate. PROM-8093-003

Pentru comenzi www.giagen.com/contact | Suport tehnic support.qgiagen.com | Site web www.giagen.com
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