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- Aanvragen via het LMS
- Reqistratie, tracking, uitslagen, etc. via aparte database,
werkformulieren (CCKL), standaard uitslagen

- Momenteel bezig met de implementatie van HELIX
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- HE-voor en T na laten aftekenen door patholoog (+ % tumorcellen)
- Manueel (micro-dissectie)
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- HE-voor en T na laten aftekenen door patholoog (+ % tumorcellen)
- Manueel (micro-dissectie)

- DNA isolatie m.b.v. proteinase-K en chelex (2 dagen)

- Geen additionele zuivering




-Geennor mal i sat ulmdePGRreacted 0 1
- Eventueel BSA aan de PCR mix toevoegen (melanine)
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- Alle PCR reacties zijn universeel:
- 360 GOLD mix (buffer, Mg?*, dNTPs en taq)
- alle primers geoptimaliseerd (+universele tails)
- alle PCR reacties met hetzelfde PCR programma




Pre-robotstraat (via HELIX):

- minder foutgevoelig
- 24 h/dag

DNA diagnostiek: - >400 genen
- 13.500 aanvragen/jaar



- Agarose gel

- Kolom zuivering (Multiscreen)

- Normalisatie voor sequencen

- Samples aanleveren aan sequence faciliteit (digitaal)
(binnenkort vanuit HELIX)




Post-robotstraat (via HELIX):

- Opzuiveren via beads
- Concentratie bepaling
- Normalisatie




- Sequence faciliteit (Antropogenetica)
- 2x/week aanleveren, samples volgende dag gesequenced




Gekozen voor een mutatie-detectie techniek (pijplijn),
dus geen HRM, real-time PCR, etc.

Voordelen Nadelen
- Infrastructuur aanwezig - Snelheid
- Universele assay - Gevoeligheid (30-40% tumorcellen)
- Makkelijk nieuwe genen te implementeren - COLD-PCR

- pyro-sequencen
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Commercieel software pakket (Sequence pilot):

- automatisch benoemen van mutaties/S NP 0 s
- opbouw statistiek van signaalhoogtes

- loggen van technische en medische validatie

- archiveren van analyses
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PALGA-format BRAF uitslag
Pathologie 2
Laboratorium moleculaire diagnostiek UMC is@ $ St Radboud

tel. 024-3614381

)

Aanvrager:
Aanvraagdatum: 00-00-00
Geboortedatum: 00-00-00

00-00-00 Moleculair onderzoek BRAFINRAS/HRAS/GNAQ mutatie-analyse i.v.m. differentiaal
diagnose melanocytaire laesies

Resultaten:

DNAxxxx geisoleerd uit vries/paraffine fsel Txx-xxxx, Texternxx-xxxxx (zkh);...% verdachte cellen
(gecontroleerd door..
BRAF RefSeq NM_004333.4:

PCR en sequentie-analyse codon 600: geen mutatie / mutatie c.xxxx (p.Val600xx) (exon 15)
NRAS RefSeq NM_002524.2

PCR en sequentie-analyse codon 13 en 61: geen mutatie / mutatie c.xxxx (p.xxxx) (exon 2/3)
HRAS RefSeq NM_005343.2:

PCR en sequentie-analyse codon 61: geen mutatie / mutatie c¢.xxxx (p.GIn61xx) (exon 3)
GNAQ RefSeq NM_002072.2:

PCR en sequentie-analyse codon 209: geen mutatie / mutatie c.xxxx (p.GIn209xx) (exon 5)

Conclusie:

Seq1a | Eris een activerende mutatie aangetoond in BRAF. In geval van een spitzoide laesie maakt
dit de diagnose melanoom waarschijnlijk, aangezien deze mutatie frequent in melanomen
maar niet in spitz naevi wordt gevonden.

Seq1b | Eris een activerende mutatie aangetoond in NRAS. In geval van een spitzoide laesie maakt
dit de diagnose melanoom waarschijnlijk, aangezien deze mutatie frequent in melanomen
maar niet in spitz naevi wordt gevonden.

Seq1c | Eris een activerende mutatie aangetoond in HRAS. In geval van een spitzoide laesie maakt
dit de diagnose spitz naevus waarschijnlijk, aangezien deze mutatie frequent in spitz naevi
maar niet in melanomen wordt gevonden.

Seq1d | Eris een activerende mutatie aangetoond in GNAQ. In geval van een melanocytaire laesie
maakt dit de diagnose blauwe naevus of uvea melanoom waarschijnlijk, aangezien deze
mutatie frequent wordt aangetoond in deze specifieke laesies.

Seq2a | Eris geen activerende mutatie in BRAF, NRAS, HRAS of GNAQ aangetoond.

Seq2b | >30 - <50% verdachte cellen:

Er is geen activerende mutatie in BRAF, NRAS, HRAS of GNAQ aangetoond. Door het lage
percentage tumorcellen kan een mutatie zijn gemist. De betrouwbaarheid van de mutatie-
analyse is daardoor lager dan van soortgelijke uitslagen.

CHECKLIST UITSLAG MOLECULAIRE DIAGNOSTIEK

Volgens ; ire Uitslag (KWINT-d 1025517)
STAP AKTIE DATUM + PARAAF
(1. Autorisatie ) Ondertekening door bevoegd analist of moleculair bioloog
(2. Moleculaire uitslag in PALGA ) Copy-paste moleculaire “Word"-uitslag in PALGA-verslag
(3. Controle moleculaire uitslagin PALGA ) 2de analist controleert invoer in PALGA (T-nr. en geb. datum)
(4. ALERT mail naar aanvrager ) Stuur mail naar aanvrager met T-nummer
(5. Afmelden moleculair onderzoek in LMS ) Scan LMS barcode sticker(s) op LMS-PC
(6. Registratie moleculaire resultaten ) Invoer moleculaire data in DB-01

(7. Verrichtingenregistratie code (VIC) invoeren )  VIC invoeren door bevoegd analist
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