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Technologie QIAGEN pro zpracovéni a analyzu
vzork(i

Spole¢nost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii pro
zpracovdni a analyzu vzorkU, které umozZiiuji izolaci a detekci slozek
libovolného biologického vzorku. Nase vyspélé, vysoce kvalitni produkty
a sluzby vdm zaijisti Gspésny pribéh od odbéru vzorku az po vysledek.

QIAGEN uréuje standardy pro:

B purifikaci DNA, RNA a proteinG;

B rozbory nukleovych kyselin a protein(;

B vyzkum microRNA a RNA;

B automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich rozbory.

Nasim cilem je poskytovat co nejnovéjsi technologie, které vém zaruci
spolehlivé vysledky a dosaZeni vyznamného pokroku. Vice informaci naleznete
na strdnkdch www.giagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Ucel pouziti

Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit je test pro detekci in vitro

a slouZi pro kvantitativni detekci mutaci v exonu 9 lidského genu KIT a

v exonu 18 lidského genu PDGFRA v genomové DNA ziskané ze vzorku lidské

tkéné. Princip je zaloZen na sekvenovdni nukleovych kyselin s vyuzitim
technologie Pyrosequencing®.

Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit slouZi k tomu, aby
poskytovala klinickym lékaftim informace, které pomohou pfi 1é6Ebé pacientl

s diagnostikovanym gastrointestindlnim stromdlnim tumorem (GIST) tak, aby méli
moznost lépe vyuzit Iéky zacilené na signdlni drdhy, napfiklad imatinib. Pro
diagnostiku in vitro.

UrCeno k pouziti pouze se systémem PyroMark® Q24. Systém PyroMark Q24
obsahuje:

M Pfistroj PyroMark Q24 a pfistroj PyroMark Q24 MDx.
B Vakuovd stanice PyroMark Q24 a vakuové stanice PyroMark Q24 MDx.

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

Tento vyrobek je uréen k pouZiti pouze pro profesiondlini uZivatele, jako jsou
laboranti nebo lékafi vyskoleni v postupech pro diagnostiku in vitro,
molekuldrné biologickych metodéch a obsluze systému PyroMark Q24.

Tento produkt neni uréen k pouziti se vzorky plicni tkdné.

Shrnuti a vysvétleni

Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit se pouziva pro kvantitativni
méfeni mutaci v exonu 9 genu KIT a exonu 18 genu PDGFRA (viz obrézek 1).
Detekce mutaci v exonu 9 genu KIT umoziiuje pouziti vhodné ddvky imatinibu a
detekce mutaci v exonu 18 genu PDGFRA poméhé vyfadit méné citlivé nebo
odolné genotypy (1-3).
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KIT ATGCTCTGCTTCTGTACTGCCAGTGGATGTGCAGACACTAAACTCATCTGGGCCAC

exon 9 CGTTTGGAAAGCTAGTGGTTCAGAGTTCTATAGATTCTAGTGCATTCAAGCACAATG
GCACGGTTGAATGTAAGGCTTACAACGATGTGGGCAAGACTTCTGCLCTATTTTAACT
TTGCATITAAAGGTAACAACAAAG

PDGFRA  TGIGTCCACCGTGATCTGGCTGCTCGCAACGTCCTCCTGGCACAAGGAAAAATTIG
exon 18 TGAAGATCTGTGACTTTGGCCTGGCCAGAGAJATCATGCATGATTCGAACTATGTG
TCGAAAGGCAGT

Obrézek 1. Genomovy obsah sekvenovanych oblasti lidského genu KIT a PDGFRA
(Ensembl ID ENSG00000157404 a ENSG00000134853). Kodon 503 v genu KIT a
kodon 842 v genu PDGFRA jsou oznageny Gtverecky.

Souprava obsahuje dvé analyzy: jednu k detekci mutaci v exonu 9 genu KIT
a jednu k detekci mutaci v exonu 18 genu PDGFRA (viz obrézek 2). Pomoci
PCR se tyto dvé oblasti oddélené amplifikuji a definované oblasti se sekvenuji.
Sekvence v okoli danych poloh slouZi jako normalizaéni a referenéni piky pro
kvantifikaci a stanoveni kvality analyzy.

Pozndmka: Obé analyzy jsou sekvenovdny v pfimém sméru.

GCCTAT

FP Seq ‘\‘
) ——> TCTGCCTATIITTT

exon 9 genu KIT

<)

RPB

FP Seq
mmmmp——— > CCAGAGACJATCATGCATGATTCGAACT

exon 18 genu
PDGFRA

<)

RPB

Obrdazek 2. llustrace analyzy genu KIT/PDGFRA. Oznacend sekvence je analyzovand
sekvence u vzorku divokého typu. Je zndzornéna pozice a sekvence duplikace 6 bp v exonu 9
genu KIT. Civerec oznaduje kodon 842 exonu 18 genu PDGFRA. FP: piimé PCR primery;

RPB: zpétné PCR primery (B oznaduje biotinylaci); Seq: sekvenaéni primery.

Vyrobek obsahuje pro kazdou analyzu smés PCR primer a sekvenaéni primer.
Primery jsou doddny v roztoku. Kazda lahvicka obsahuje 32 pl kazdého
primeru nebo smési primerd.
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Princip postupu

Na schématu pracovniho postupu je zobrazen pribéh analyzy. Po PCR

s pouzitim primerll vymezujicich exon 9 genu KIT a exon 18 genu PDGFRA se
amplikony imobilizuji na kulicky Streptavidin Sepharose® High Performance.
Pfipravi se jednofetézcové DNA a dojde k hybridizaci pfislusnych sekvenacnich
primert a DNA. Vzorky se pak analyzuji na zafizeni PyroMark Q24
prostfednictvim souborll pro nastaveni analyzy a souboru cyklu.

K analyze cyklu je doporuc¢eno pouzit modul GIST RapidScreen Plug-in Report.
Modul GIST RapidScreen Plug-in Report |ze obdrZet e-mailem po objednéni na
adrese pyro.plugin@giagen.com. K analyze cyklu viak |ze pouZit i analyticky
ndstroj, ktery je souCdsti systému PyroMark Q24. Po ukonéeni cyklu |ze upravit
analyzovanou sekvenci i pro detekci vzacnych mutaci (viz ,Protokol 6: Analyza
cyklu na systému PyroMark Q24", strana 32, a ,Pfiloha A: Nastaveni
pyrosekvenacni analyzy therascreen GIST RapidScreen Pyro”, strana 52).

Schéma pracovniho postupu analyzy therascreen GIST RapidScreen Pyro

Nastaveni analyzy a cyklu Pfiprava vzorku
Nastaveni souboru analyzy PCR (protokol 2)
(pFiloha A) Il
Imobilizace (protokol 3)
¢ !
Nastaveni souboru cyklu Pfiprava vzorku (protokol 4)

(protokol 1)

\/

Cyklus systému PyroMark Q24 (protokol 5)

\
Analyza cyklu systému PyroMark Q24 (protokol 6)

\

Zprava

|
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Kontroly

Souldsti soupravy je nemethylovand kontrolni DNA jako pozitivni kontrola pro
PCR a sekvenacni reakce. Tato kontrolni DNA md v oblastech sekvenovanych
pomoci této soupravy genotypy divokého typu a je vyZadovdna k interpretaci
adekvétnich vysledkud a identifikaci nizkodrovitovych mutaci (viz , Interpretace
vysledkl”, strana 32). Zahrnuje vzorek s nemethylovanou kontrolni DNA pro
kaZzdou analyzu ve viech cyklech pyrosekvenovéni.

Navic |ze pro alespori jednu analyzu zahrnout do nastaveni PCR i negativni
kontrolu (bez templatu DNA).

__________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Doddvané materidly

Obsah soupravy

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (krabice 1/2)

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (24) (24)
Katalogové €. 971510
Pocet reakci 24
Seq Primer KIT exon 9 32 4l
Seq Primer PDGFRA exon 18 32yl
PCR Primer Mix KIT exon 9 32l
PCR Primer Mix PDGFRA exon 18 32yl
PCR master mix PyroMark, 2x 850 l
Coralload® Concentrate (Koncentrat Coralload®), 10x 1,2 ml
H.O 3x1,9ml
Unmethylated Control DNA 100 pl
(Nemethylovand kontrolni DNA), 10 ng/pl
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Pufry a €inidla therascreen Pyro (krabice 2/2)

Pufry a ¢inidla therascreen Pyro

PyroMark Binding Buffer (Vazebny pufr PyroMark) 10 ml
PyroMark Annealing Buffer 10 ml
(Hybridizaéni pufr PyroMark|

PyroMark Denaturation Solution 250 ml
(Denaturaéni roztok PyroMark)*

PyroMark Wash Buffer (Promyvaci pufr PyroMark), 10x 25 ml
Enzyme Mixture (Smés enzym) 1 lahvicka
Substrate Mixture (Smés substrétu) 1 lahvicka
dATPGS 1180 yl
dcTp 1180 yl
dGTP 1180 yl
dTTP 1180 pl
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit Handbook (anglicky) 1

* Obsahuje hydroxid sodny.

Dal$i potifebné materidly, které nejsou sou€asti
soupravy

Pfi praci s chemikdliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odéy,
jednordzové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. Dal3i informace si vyhledeite
v pfislusnych bezpe&nostnich listech (SDS), které obdrZite od dodavatele
vyrobku.

Cinidla
B Souprava na izolaci DNA (viz ,lzolace DNA”, strana 15)

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

B Vysoce Cisténd voda (Milli-Q® 18,2 MQ x cm nebo ekvivalent)
Pozndmka: Soucdsti dodavky je dostateény objem vody pro PCR, imobili-
zaci DNA a k rozpusténi smési enzymU a smési substrétd. Dal3i vysoce
Cisténd voda je nutnd na fedéni promyvaciho pufru PyroMark, 10x.

10 Pfirucka k soupravé therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015



M Ethanol (70%)*

Spotiebni materidl
B Sterilni 3picky na pipety (s filtry pro nastaveni PCR)

B Desticky pro PCR s 24 jamkami (viz ,Doporucené desticky s 24 jamkami”,
strana 12)

B Zalepovaci félie

Vybaveni

Pipety (nastavitelné) T

Stolni mikrocentrifuga*

Termocykler* a pfislusné PCR zkumavky

PyroMark Q24 (kat. ¢. 2001513 nebo 9001514)**

Software PyroMark Q24 (kat. ¢. 2019063 nebo 9019062)1
Desticky PyroMark Q24 (kat. ¢. 979201)1

Kazeta PyroMark Q24 (kat. ¢. 979202)1

Vakuova stanice PyroMark Q24 (kat. €. 2001515 nebo 2001517)*1

Misi¢ destiGek* pro imobilizaci na kulicky (viz ,Doporucené michacky
destiGek”, strana 12)

Topny blok* s dosazZitelnou teplotou 80 °C

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje jiné latky, napiiklad metanol nebo

metyletylketon.
T Zaijistéte, aby byly pfistroje zkontrolovény a kalibrovany podle doporugeni vyrobce.

+ Oznageni CE-VD je v souladu se smérnici Evropské unie 98/79/ES. Viechny ostatni
uvedené vyrobky nemaji oznageni CEIVD podle smérnice Evropské unie 98/79/ES.
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Doporuéené desticky s 24 jamkami

Desti¢ky s 24 jamkami doporucené k pouziti se soupravou therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Desticky s 24 jamkami doporuéené k pouziti se soupravou
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Vyrobce Vyrobek Katalogové Eislo

ABgene

(Thermo Scientific)

Desticka Thermo-Fast PCR Plate AB-0624

24 Well PCR Microplate

(Mikrodesticka s 24 jamkami pro PCR) PCR-24-C

Axygen

FrameStar® Break-a-way 96 wells, clear

tubes (96 jamek, bezbarvé zkumavky) 41i-1000

Atitude

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030

(bezrémové PCR desticky)

Doporuéené michacky desti¢ek

OrbitdIni michacky destiCek doporucené k pouZiti se soupravou therascreen
GIST RapidScreen Pyro Kit jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Michacky destiéek doporuéené k pouziti se soupravou
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

|
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Vyrobce Vyrobek Katalogové €islo

Thermomixer comfort
(zdkladni zafizeni)

5355 000.011

Termoblok pro MTP 5363 000.012
Eppendorf Adapter plate for 96 x 0.2 ml PCR tubes

to insert in blocks for microtiter plates

(adaptaéni desticka na PCR zkumavky 5363 007.009

96 x 0,2 ml ke vlozeni do blokt pro
mikrotitraéni desticky)

51410
Variomag® Teleshake
H-+P (115V =51410U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115V =51110 U

Upozornéni a bezpe€nostni opatieni

Pro diagnostiku in vitro.

Bezpeénostni informace

Pfi praci s chemikdliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odéyv,
jednordzové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. BliZsi informace jsou
uvedeny v pfisluinych bezpe€nostnich listech (SDS). Bezpecnosti listy jsou

k dispozici také online v PDF formatu na strankdch www.giagen.com/safety,

kde muzZete naijit, precist a vytisknout bezpecnosti listy viech souprav a soudsti

souprav QIAGEN®.

Na komponenty soupravy therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit se vztahuji
nésledujici bezpetnostni véty a bezpeénostni opatteni:

PyroMark Denaturation Solution

@ Varovdnil Drézdi kiizi. ZpUsobuje vazné podrazdéni oci. Mze byt

korozivni pro kovy. Unikly produkt absorbuite, aby se zabrénilo
materiélnim $koddm. Uchovdveijte pouze v plivodnim obalu.
PouZivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/
obli¢ejovy stit.

Pfirucka k soupravé therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015
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Obecnd ustanoveni
UzZivatel musi vZdy vénovat pozornost nésledujicim okolnostem:

B Pro dosazZeni optimdlnich vysledku je nutné pfisné dodrZovat pokyny
v ndvodu pro uzivatele. Jiné fedéni Cinidel nez to, kieré je popsdno v této
pfirucce, se nedoporuCuje a mizZe mit za ndsledek zhorseni kvality
provedeni testu.

B SouCdsti tohoto produktu staéi k provedeni 24 reakci v az 5 nezdvislych
cyklech.

B Pouzivejte sterilni $picky na pipety (s filtry pro PCR).

M Pozitivni materidly (vzorky, pozitivni kontroly a amplikony) se musi
skladovat a extrahovat oddélené od viech ostatnich ¢inidel. Do reakéni
smési je pfiddvejte v oddéleném prostoru.

B Pred zahdjenim analyzy dikladné rozmrazte viechny slozky na pokojovou
teplotu (15 az 25 °C).

B Po rozmrazeni slozky promichejte (opakovanym pipetovanim nahoru a
dolli nebo na pulsni trepacce) a kratce odstredte.

B Na zékladé nezdarenych vysledkd nelze posuzovat stav mutaci.

Skladovéni €inidel a manipulace s nimi

Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit se doddvé ve dvou krabicich.
Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (krabice 1/2) se dodéva

v suchém ledu. PCR master mixy PyroMark, koncentrét Coralload,
nemethylovand kontrolni DNA a viechny primery musi byt pfi doddni uloZeny

pri teploté -15 aZ -30 °C.

Krabice s pufry a Cinidly therascreen Pyro (krabice 2/2) obsahuje pufry, smés
enzymU, smé&s substrétt, dATPXRS, dCTP, dGTP a dTTP (Cinidla na
pyrosekvenaéni analyzu) a doddvd se v chladicim obalu. Pfi dodéni by mély
byt uvedené souCdsti uloZené pri teploté 2 az 8 °C. Z dlivodu minimalizace
ztréty aktivity se doporuCuje uchovdvat smés enzym( i substrétd v dodanych
lahvickéch.

Rekonstituované smési enzyml nebo substréti jsou stabilni po dobu nejméné
10 dnu pii teploté 2 az 8 °C. Rekonstituované smési enzymU nebo substratil Ize
zamrazit a ulozit v plvodnich lahvikach pfi teploté -15 az -30 °C. Zmrazend
Cinidla by neméla prodélat opakované zmrazeni/rozmrazeni vice nez tfikrét.

Poznédmka: Nukleotidy se nesmi zamrazovat.
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Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit je stabilni az do doby
pouzitelnosti soupravy, uchovévé-li se za stanovenych podminek.

Manipulace se vzorkem a jeho skladovani
Vsechny vzorky jsou potencidlné infekéni a podle toho se s nimi musi zachdzet.

Materidl vzorku tvofi lidskd DNA extrahovand z krve nebo vzorkl tkani
fixovanych formalinem zalitych v parafinu (FFPE).

Nelze pouzit vzorky pacientl, kterym je poddvdn heparin. Nelze pouZit vzorky
krve, které byly odebrény do zkumavek obsahujicich antikoagulaéni ¢inidlo
heparin. Heparin ovliviiuje PCR.

Postup

|zolace DNA

Funkéni parametry systému pro extrakci lidské DNA ze vzorkd tumort
fixovanych formalinem zalitych v parafinu byly stanoveny pomoci souprav EZ1®
DNA Tissue Kit a QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit. U systému QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit byla funkénost stanovena u vzorkd krve od zdravych dérct

s pridavkem nddorovych bunék.

K purifikaci DNA z danych typl lidskych vzorkd pro GGely soupravy therascreen
GIST RapidScreen Pyro Kit jsou validovany soupravy QIAGEN uvedené

v tabulce 3. Purifikaci DNA provadéjte podle pokynt v pfiruckach k danym
soupravdam.

Tabulka 3. Doporuéené soupravy na purifikaci DNA pro Géely soupravy
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Katalogové €islo
Materidl vzorku  Souprava na izolaci nukleovych kyselin (QIAGEN])
Tkéng zalité QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
v parafinu EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Krev QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit 61104

* Postupuijte dle protokolu pro pouZiti tkani zalitych v parafinu. Souprava EZ1 DNA Tissue Kit
je uréena k pouziti spole¢né se stanici EZ1 Advanced (kat. ¢. 9001410 nebo 2001411) a
kartou EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (kat. & 9018298), se stanici EZ1 Advanced
XL (kat. &. 9001492) a kartou EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card
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(kat. ¢&. 2018700) nebo se stanici BioRobot® EZ1 (kat. & 9000705; jiz neni v nabidce) a
kartou EZ1 DNA Paraffin Section Card (kat. &. 9015862).

T Oznageni CE-VD je v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 98/79/ES.
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Protokol 1: Nastaveni cyklu na systému PyroMark Q24

Dulezity bod pfed zahdjenim

MV piipadé potieby Ize ziskat cely rozsah vysledkd ovéfenim meze vzorku
divokého typu na normdlnim vzorku. Bliz§i informace naleznete v pokynech
CLSI EP17-A ,Protokol pro uréeni mezi detekce a mezi kvantifikace,
schvélené pokyny”.

Ukony pred zahdjenim

B Pokud nebyl nainstalovan modul GIST RapidScreen Plug-in Report, vytvoite
nastaveni analyzy (viz ,Pfiloha A: Nastaveni pyrosekvenaéni analyzy
therascreen GIST RapidScreen Pyro”, strana 52). To je tfeba provést pouze
jednou pred prvnim spusténim pyrosekvenacnich analyz therascreen GIST
RapidScreen Pyro. Pokud byl nainstalovdn modul GIST RapidScreen Pyro
Plug-in Report, jsou v prohlize¢i zkratek softwaru PyroMark Q24 ve slozce
,Example Files/PyroMark Setups/BRAF” k dispozici pfedem definované
nastaveni analyz. Modul GIST RapidScreen Plug-in Report |ze obdrZet e-
mailem po objedndni na adrese pyro.plugin@qiagen.com.

Postup

1. Kliknéte na tlaéitko © na panelu néstroju.

Vytvofil se novy soubor cyklu.

2. Zadejte parametry cyklu (viz €ast ,Parametry cyklu” na strané 18).

3. Nastavte desti¢ku pfifazenim analyzy exonu 9 genu KIT i exonu 18
genu PDGFRA k jamkdam odpovidajicim danym testovanym vzorktim.

Poznémka: Pro alespori jednu analyzu Ize zahrnout do kazdého nastaveni
PCR i negativni kontrolni vzorek (bez templdatu DNA).

Pozndmka: Zahrnuje vzorek s nemethylovanou kontrolni DNA pro kaZdou
analyzu ve viech cyklech pyrosekvenovani (,Kontroly”, strana 8).

4. Jakmile je cyklus nastaven a systém PyroMark Q24 pfipraven ke
spusténi, vytisknéte si seznam poZadovanych objemt smési enzymq,
smési substratil, nukleotidii a uspofadani destiéky. Z nabidky ,Tools”
(Nastroje) vyberte polozku ,Pre Run Information” (Informace pfed
spusténim cyklu) a po zobrazeni zprévy kliknéte na tla¢itko =.

5. Zaviete soubor cyklu a pomoci Prizkumniku Windows® jej zkopiruite
na jednotku USB dodanou se systémem.
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Vytidténou zprdvu s informacemi pred spusténim cyklu pouzijte jako $ablonu
pfi nanddeni vzorku (viz ,Protokol 3: Imobilizace PCR produktt na kulicky
Streptavidin Sepharose High Performance” na strané 23).

Spusténi analyzy desticky na systému PyroMark Q24 viz ,Protokol 5:
Spusténi systému PyroMark Q24" na strané 29.

Parametry cyklu

,Run name”
(Ndzev cyklu):

JInstrument method”
(Metoda pfistroje):

,Plate ID” (ID desticky):

,Bar code”
(Carovy kéd):

,Kit and Reagent ID” (ID

soupravy a Cinidla):

,Run note”
(Pozndmky k cyklu):

PFidani soubort analyz

Ndzev cyklu je ddn uloZzenim souboru. Pfejmenovdnim
souboru dojde i ke zmé&né ndzvu cyklu.

Vyberte metodu pfistroje podle kazety, kterd se bude
pro dany cyklus pouZivat. Viz pokyny dodané
s vyrobky.

Nepovinné: Zadejte ID destiCky PyroMark Q24.

Nepovinné: Zadeite Cislo E&rového kédu desticky.
Maétei pfipadné k pocitaci pfipojenou Gtecku
Cérovych kédu, kéd prectéte Ctekou. Ukazatel mysi
nastavte (a kliknéte) do textového pole ,Barcode”
(Carovy kéd) a sejméte Edrovy kéd.

Nepovinné: Zadeite Cislo SarZe soupravy therascreen
GIST RapidScreen Pyro Kit krabice 1 a krabice 2,
kterd bude pouzita. Cislo 3arZe je uvedeno na stitku
vyrobku.

Pozndmka: Doporucuje se zaddvat &isla sarZi,
aby bylo mozné v pfipadé potieby vysledovat
neoCekdvané problémy se soupravou therascreen

GIST RapidScreen Pyro Kit.

Nepovinné: Zadejte pozndmku k obsahu nebo Gcelu
cyklu.

Analyzu |ze k jamce pfipojit nékterym z téchto zplsobu:

B Kliknéte na jamku pravym tlacitkem a z mistni nabidky vyberte polozku
,Load Assay” (Nadist analyzu).

B Vyberte analyzu v prohlizeci zkratek, kliknéte na ni a pretdhnéte na jamku.

Jamka se oznaéi barevné podle zvolené nacétené analyzy.
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Zadani ID vzorkl a pozndmek
Chcete-li zadat ID vzorku nebo pozndmku, vyberte buiiku a zadeijte text.

Chcetei ID vzorku nebo pozndmku upravit, vyberte buriku (stdvaijici obsah se
oznadi) nebo na buriku dvakrat kliknéte.
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Protokol 2: PCR s PCR ¢inidly dodanymi v soupravé
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Tento protokol popisuje amplifikace PCR oblasti obsahujici exon 9 genu KIT
a samostatnou amplifikaci PCR oblasti obsahuijici exon 18 genu PDGFRA
s pouZitim soupravy therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Dulezité body pfed zahgjenim

B DNA polymerdza HotStarTag® v master mixu PyroMark PCR vyZaduje
aktivaéni krok 15 min pfi 95 °C.

B Viechny reakéni smési pfipravujte pfed zahdjenim pyrosekvenaéni analyzy
v prostoru oddéleném od prostoru uréeného na purifikaci DNA, pfiddvdani
templdatu do PCR, analyzy PCR produktti nebo pfipravy vzorka.

B Pouzivejte jednordzové $picky obsahuijici hydrofobni filtry z divodu
minimalizace kFizové kontaminace.

Ukony pred zahdjenim

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

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

Postup
1. Vsechny potfebné slozky rozmrazte (viz tabulka 4).
Pfed pouZitim fddné promicheijte.
2. Pro kazdou sadu PCR primert pfipravte reakéni smés podle tabulky 4.

Reakéni smés obvykle obsahuje viechny slozky nutné pro provedeni PCR
kromé& vzorku.

Reakéni smés pripravte v objemu vys$sim neZ je nutné pro provedeni
celkového poctu PCR analyz.
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Tabulka 4. Pfiprava reakéni smési pro kazdou smés PCR primert

Slozka Objem na reakci
PCR master mix PyroMark, 2x 12,5 yl
Koncentrat Coralload, 10x 2,5l

PCR Primer KIT exon 9 nebo 1l

PCR Primer PDGFRA exon 18

Voda (H2O, souédst dodévky) 4l
Celkovy objem 20 pl

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

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

4. Do jednotlivych PCR zkumavek pfidejte 5 pl templatu DNA (2-10 ng
genomové DNA) (tabulka 5) a dikladné promicheijte.
Pozndmka: Pro alespon jednu analyzu Ize zahrnout do kaZzdého nastaveni
PCR i negativni kontrolni vzorek (bez templatu DNA).

Poznémka: Zahrnuje vzorek s nemethylovanou kontrolni DNA pro kazdou
analyzu ve véech cyklech pyrosekvenovéni (viz ,Kontroly”, strana 8).

Tabulka 5. Pfiprava PCR

Slozka Objem na reakci
Reakéni smés 20 l
Vzorek DNA 5l
Celkovy objem 25

|
Pfirucka k soupravé therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015 21



5. Termocykler naprogramujte podle pokynti vyrobce na podminky
uvedené v tabulce 6.

Tabulka 6. Optimalizovany protokol cyklovani

Poznamky
Iniciaéni aktivaéni 15 minut 95 °C Tento zahfivaci krok slouzi
krok: k aktivaci HotStarTag DNA

polymerdzy.

Cyklovani ve

3 krocich:

Denaturace 20 sekund 95 °C
Hybridizace 30 sekund 53°C
Polymerizace 20 sekund 72 °C
Pocet cyklu 42

Koneénd 5 minut 72 °C
hybridizace:

6. Ulozte PCR zkumavky do termocykleru a spustte cyklovaci program.

7. Po ukonéeni amplifikace pokraéuijte €asti ,Protokol 3: Imobilizace PCR
produkttl na kuliéky Streptavidin Sepharose High Performance” na
strané 23.

Tyto vzorky PCR Ize uchovavat teploté 2-8 °C az 3 dny.
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Protokol 3: Imobilizace PCR produktti na kuliéky Streptavidin
Sepharose High Performance
Tento protokol popisuje imobilizaci templétu DNA na kulicky Streptavidin

Sepharose High Performance (GE Healthcare), kterd musi predchdzet analyze
na systému PyroMark Q24.

Ukony pred zahdjenim

B Pred zahdjenim imobilizace nechte viechna poZzadovand ¢Einidla a roztoky
temperovat na laboratorni teplotu (15-25 °C).

B Zapnéte systém PyroMark Q24 alespori 30 minut pred zahdjenim cyklu.
Hlavni vypina¢ je umistén na zadni strané pfistroje.

B Jeden stojan na desticky PyroMark Q24 uloZte na topny blok predehtaty
na teplotu 80 °C. Druhy stojan na desti¢ky PyroMark Q24 ponechte
v prostiedi s laboratorni teplotou (15-25 °C).

B Promyvaci pufr PyroMark je dodévén v 10x koncentrované formé. Pred
prvnim pouZitim nafedte 1 ddvku pracovniho roztoku: k 25 ml 10x
koncentrovaného promyvaciho pufru PyroMark pfidejte 225 ml vysoce
Cisténé vody (konecny objem bude 250 ml).

Poznémka: Pracovni roztok promyvaciho pufru 1x PyroMark je stabilni pfi
2-8 °C az do vyznacené doby pouZitelnosti.

B Nachystejte vakuovou stanici PyroMark Q24 na pfipravu vzorku podle
névodu v pfiruéce pro uzivatele systému PyroMark Q24.

Postup

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

2. Pripravte master mix pro imobilizaci DNA podle tabulky 7.

Pripravte vétsi objem nezZ je poZzadované mnoZstvi pro celkovy pocet reakci
(poCet reakci + jedna ddvka navic).
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Tabulka 7. Master mix pro imobilizaci DNA

Slozka Objem na vzorek
Vazebny pufr PyroMark 40 pl
Streptavidin Sepharose High Performance 1l
Voda (H20, sou&ést dodavky) 29 vl
Celkovy objem 70 pl

Pozndmka: Tento protokol plati pro Streptavidin Sepharose High Performance s &islem
$arze 10057037 nebo vy3sim. Pfi pouZiti kuliGek Streptavidin Sepharose High
Performance Beads s &islem $arze nizsim nez 10057037 musi byt objem kuli¢ek na
vzorek zvy3en na 2 pl, a zdrover je nutné ve stejném poméru sniZit objem vody.

3. Naneste 70 pl master mixu do jamek na 24jamkové PCR destiéce podle
pfedem definovaného nastaveni cyklu (viz ,Protokol 1: Nastaveni cyklu
na systému PyroMark Q24" na strané 17).
Sepharosové kulicky rychle sedimentuji. Zajistéte homogenitu ¢inidla master
mix Castym promiché&nim pomoci pipety nebo pulzni trepacky. Pracovni
master mix neodstfeduijte.

4. Do kazdé jamky obsahujici master mix pfidejte 10 pl biotinylovaného
PCR produktu z protokolu 2 podle pfedem definovaného nastaveni

cyklu (viz ,Protokol 2: PCR s PCR ¢inidly dodanymi v soupravé
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit” na strané 20).

Po naneseni master mixu i PCR produktu by celkovy objem v jamce mél byt
80 pl.

5. Pomoci zalepovaci félie zalepte PCR desti¢ku.
Zkontrolujte, zda nemuze dojit k pretékdni kapaliny mezi jamkami.

6. Michejte PCR desticku pFi laboratorni teploté (15-25 °C) po dobu
5-10 min pfi 1400 ot./min.
Pfi tomto kroku pokracujte ihned Eésti ,Protokol 4: Priprava vzorkd pred
pyrosekvenaéni analyzou na systému PyroMark Q24", strana 25.
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Protokol 4: Pfiprava vzorka pfed pyrosekvenaéni analyzou
na systému PyroMark Q24
Tento protokol popisuje pfipravu jednofetézcové DNA a pfipojeni sekvenacnich

primerl k templdtu pfed provedenim pyrosekvenaéni analyzy na systému
PyroMark Q24.

Dulezité body pfed zahgjenim

B Zkumavky se sekvenaénimi primery pfed otevienim krdtce odstredte, aby se
obsah usadil na dné zkumavky.

B Podle toho, kterou oblast chcete analyzovat (exon 9 genu KiTnebo exon 18
genu PDGFRA), naneste 2 rizné sekvenacni primery podle stejného vzoru,
ktery byl definovdan v nastaveni cyklu pro danou desticku (viz ,Protokol 1:
Nastaveni cyklu na systému PyroMark Q24“ na strané 17).

B Dobu chlazeni vzorkd po jejich zahtéti na 80 °C nezkracuite.
B Pravidelné provédéijte funkéni test filtracnich sond, jak je popsdno

v pfiruéce pro uZivatele systému PyroMark Q24, a v pfipadé potieby
filtraéni sondy vyméiite.

Postup

1. Naredte dostateéné mnozstvi kazdého sekvenaéniho primeru, Seq
Primer KIT exon 9 a Seq Primer PDGFRA exon 18, hybridizaénim
pufrem PyroMark podle tabulky 8.

Roztok sekvenacnich primerl pfipravte o objemu vét§im nez je poZadované
mnozstvi pro sekvenovéni celkového poctu vzorkll (pocet vzorkd + jedna
dévka navic).

Nefedte a uloZte vice sekvenacnich primer(.
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Tabulka 8. Priklad fedéni sekvenaénich primert

Objem na
Slozka Objem na vzorek 9 + 1 reakci
Hybridizaéni pufr 242
PyroMark 24,2yl
Seq Primer KIT exon 9
[ERe 0,8 yl 8 pl
Seq Primer PDGFRA
exon 18
Celkovy objem 25yl 250 l

2. Do kazdé jamky na desticce PyroMark Q24 naneste 25 pl nafedéného
sekvenaéniho primeru podle vzoru v nastaveni cyklu (viz ,Protokol 1:
Nastaveni cyklu na systému PyroMark Q24" na strané 17).

Jeden stojan na desticky PyroMark Q24 (sou€dast doddavky vakuové stanice

PyroMark Q24) uchovdveite pfi laboratorni teploté (15-25 °C) a pouziveijte
iej jako pomUcku pfi pfipravé a prenéseni desticky.

w

Zapnéte vyvévu vakuové stanice PyroMark Q24.

4. Ulozte PCR desti€ku z protokolu 3 a desticku PyroMark Q24 na
podtlakovou pracovni stanici (obrazek 3).

Prohlédnéte PCR desticku a ujistéte se, Ze se v roztoku nachdzi kulicky
Sepharose. Zkontrolujte, zda je PCR desti¢ka otoCena stejné, jako pfi
nandseni vzorkU.

Obrézek 3. UloZzeni PCR destiéky a destieky PyroMark Q24 do vakuové stanice.
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5. Oteviete pfivod vakua a zaved'te vakuum do vakuové hlavice.

6. Pomalu spustte filiraéni sondy vakuové hlavice do PCR desticky a
odeberte kulicky obsahujici imobilizovany templét. Sondy ponecheite
na misté po dobu 15 sekund. Pfi zvedani vakuové hlavice postupuijte
velmi opatrné.

Sepharosové kuli¢ky rychle sedimentuji. Kuli¢ky je nutné odebrat okamzité
po michdni. Pokud od michéni desti¢ek uplyne vice nez 1 minuta,
promicheijte je pfed odbérem kuli¢ek znovu po dobu 1 minuty.

Prohlédnéte PCR desticku, zda obsahuje viechny vzorky z vakuové hlavice.

7. Preneste vakuovou hlavici do vanicky obsahujici 40 ml 70% ethanolu
(vani€éka 1, obrazek 3). Proplachuijte filiraéni sondy po dobu 5 sekund.

8. Preneste vakuovou hlavici do vani¢ky obsahujici 40 ml denaturaéniho

roztoku (vani¢ka 2, obrazek 3). Proplachuite filtraéni sondy po dobu
5 sekund.

9. Preneste vakuovou hlavici do vanicky obsahujici 50 ml promyvaciho
pufru (vani€ka 3, obrazek 3). Proplachuijte filtraéni sondy po dobu
10 sekund.

10. Zvednéte vakuovou hlavici nahoru, naklopte ji svisle pfes 90° a po
dobu 5 sekund nechte tekutinu na filtraénich sonddach oschnout

(obrazek 4).

Obrdazek 4. Zobrazeni vakuové hlavice naklopené svisle pres 90°.

11.Podrzte vakuovou hlavici nad destickou PyroMark Q24 a zaviete
pfivod vakua na hlavici (poloha Off).

12. Ponoite filtraéni sondy do rozifedéného sekvenaéniho primeru a

jemnym pohybem vakuové hlavice do stran uvolnéte kulicky do desticky
PyroMark Q24.

Dbeijte na to, aby nedoilo ke zni¢eni povrchu desticky PyroMark Q24
poskrdbdnim filtraénimi sondami.

13. Pfeneste vakuovou hlavici do vani¢ky obsahuijici vysoce €isténou vodu
(vani€ka 4, obrdzek 3) a po dobu 10 sekund hlavici michejte.
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14.Promyijte filirani sondy tak, Ze je ponofite do vysoce €isténé vody
(vani€éka 5, obrdzek 3) a zavedete vakuum. Oplachnéte sondy 70 ml
vysoce €isténé vody.

15.Zvednéte vakuovou hlavici nahoru, naklopte ji svisle pfes 90° a po
dobu 5 sekund nechte tekutinu na filtraénich sondéch oschnout
(obrazek 4).

16. Zaviete pfivod vakua na hlavici (poloha Off) a ulozte vakuovou hlavici
do zajisténé polohy (P).

17.Vypnéte vakuovou pumpu.
Na konci pracovniho dne je potieba zlikvidovat odpadni a zbytkové
roztoky a zkontrolovat vakuovou stanici PyroMark Q24, zda neni
zneCidténa prachem a poffisnéna tekutinami. Viz ,Pfiloha B: Vyprazdnéni
odpadniho zdsobniku a vani¢ek s odpadnimi tekutinami”, strana 56).

18. Ohfejte desticku PyroMark Q24 se vzorky na 80 °C po dobu 2 minut
s vyuzitim pfedehidatého stojanu na desticky PyroMark Q24.

19.Odeberte desticku PyroMark Q24 z horkého stojanu, polozte ji na
druhy stojan PyroMark Q24 umistény v prosttedi s laboratorni teplotou
(15-25 °C) a nechte vzorky vychladnout na laboratorni teplotu po
dobu 10-15 minut.

20.Pokraéuijte Easti ,Protokol 5: Spusténi systému PyroMark Q24"
na strané 29.

|
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Protokol 5: Spusténi systému PyroMark Q24

Tento protokol popisuje pfipravu a naneseni Cinidel PyroMark Gold Q24 na
kazetu PyroMark Q24 a zahdjeni a ukonéeni cyklu systému PyroMark Q24.
Podrobnéjsi popis uvdadéjici nastaveni cyklu nalleznete v pfiru¢ce pro uvZivatele

systému PyroMark Q24.

Dulezité body pfed zahgjenim

B Ve zpravé ,Pre Run Information” (Informace pfed spusténim cyklu), kterd se
nachdzi v nabidce ,Tools” (Ndstroje) pfi nastaveni cyklu (viz ,Protokol 1:
Nastaveni cyklu na systému PyroMark Q24" na strané 17), jsou uvedeny
informace o objemu nukleotidll, enzym(, substrétt a pufrt nutnych pro
provedeni daného cyklu.

B Pro plnéni kazety pouZijte jednordzové 3picky bez hydrofobnich filtra,
aby byla zajisténa spravnd funkce kazety.

Postup

1. Rozpustte kazdou lyofilizovanou smés enzyml a smés substrta vzdy
v 620 pl vody (H20, souéast dodavky).

2. Michéani provedte mirnym krouzenim lahviékou.
Nepouziveijte tfepacku!
Aby bylo zaji$téno Uplné rozpusténi smési, ponechte ji v prostredi
s laboratorni teplotou (15-25 °C) po dobu 5-10 minut. Pfed zapoCetim
plnéni kazety PyroMark Q24 se presvédcte, Ze roztok neni zakaleny.

Pokud nemaiji byt ¢inidla bezprostfedné pouzita, uloZte lahvicky s Cinidly na
led nebo do lednicky.

3. Umoznéte €inidlim a kazeté PyroMark Q24 ziskat okolni teplotu
(20-25 °C).
4. Umistéte kazetu PyroMark Q24 tak, aby byla natoéena $titkem k vém.

5. Naneste na kazetu PyroMark Q24 prisluiné objemy nukleotidii, smési
enzyml a smési substrgti podle obrazku 5.

PresvédCte se, Ze se z pipety neprenesly do kazety Zadné vzduchové

bubliny.

Pfirucka k soupravé therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015 29



BRI
!
Popisek
Obrdazek 5. Obrdzek kazety PyroMark Q24 shora. Popisy odpovidaiji stitkiim na
lahvikdch s ¢inidly. Pridejte smé&s enzym( (E), smés substréta (S) a nukleotidy (A, T, C,

G) podle Gdajii o objemech uvedenych ve zprévé Pre Run information (Informace pfed
spusténim cyklu), kterd se nachdzi v nabidce ,Tools” (Ndstroje) pfi nastaveni cyklu.

H (=]

6. Oteviete dvirka kazety a vloZte kazetu naplnénou €inidly Stitkem ven.
Kazetu zcela zasuiite a zatlaéte dolu.

7. Zkontrolujte, zda je vidét linka na pfedni strané kazety, a zaviete
dvifka.
8. Oteviete rGmecek na upevnéni desticky a umistéte desticku na topny

blok.

9. Zaviete rdmeéek na upevnéni desticky a viko pfistroje.

10.Do USB portu na pfedni strané pfistroje zasuiite USB jednotku
(obsahuijici soubor cyklu).

USB jednotku nechte zasunutou aZ do ukonéeni cyklu.

11.Z hlavni nabidky vyberte pfikaz ,Run” (Spustit) pomoci tlacitek « a «
na obrazovce a stisknéte tlaéitko ,OK”.

12.Pomoci tlacitek a a v na obrazovce vyberte soubor cyklu.
Chcete-li si prohlédnout obsah sloZky, vyberte danou slozku a stisknéte
tlacitko ,Select” (Vybrat). Chcete-li se vrdtit zpét na pfedchozi zobrazeni,
stisknéte tlacitko ,Back” (Zpét).

13. Méte-li vybrany pozadovany cyklus, stisknéte tla¢itko ,Select” (Vybrat).

14.)Jakmile se cyklus dokonéi a pfFistroj potvrdi, Ze soubor cyklu byl ulozen
na USB jednotku, stisknéte tlaéitko ,Close” (Zavfit).

15.Vyjméte USB jednotku.
16. Oteviete viko pfistroje.

17.Oteviete dvifka kazety a kazetu s reagenty nadzdvihnéte a vytGhnéte
ven.

18. Zaviete dvirka.

19. Oteviete rGmecek na upevnéni destiky a odeberte desticku z topného

bloku.

20. Zaviete rameéek na upevnéni destiéky a viko pfistroje.

21.Desticku zlikvidujte a kazetu vyéistéte podle ndvodu k vyrobku, ktery je
sou€dsti dodavky kazety.
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22.Provedte analyzu cyklu, jak je popséno v tématu ,Protokol 6: Analyza
cyklu na systému PyroMark Q24" na strané 32.
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Protokol 6: Analyza cyklu na systému PyroMark Q24

Tento protokol popisuje analyzu mutaci po dokoneném cyklu GIST
RapidScreen pomoci softwaru PyroMark Q24.

Postup

1. Zasunite USB jednotku obsahujici vytvofeny soubor cyklu do USB portu
pocitace.

2. Pomoci Priizkumniku Windows pfesuiite soubor cyklu z USB jednotky
do pozadovaného umisténi v pocitaéi.

3. Oteviete soubor cyklu v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24 bud’
zvolenim moznosti ,Open” (Otev¥it) v nabidce ,File” (Soubor) nebo
dvojim kliknutim na soubor (@) v prohlizeéi zkratek.

4. Existuji 2 metody analyzy cyklu. Pokud pouzivate modul GIST
RapidScreen Plug-in Report, prejdéte ke kroku 5. Pokud pouzivéte AQ
analyzu, kterd je sou€dsti softwaru PyroMark Q24, prejdéte ke
kroku 6.

Pozndmka: Pro dokumentaci a interpretaci vysledkt dirazné
doporuCujeme pouzit modul GIST RapidScreen Plug-in Report. Modul GIST
RapidScreen Plug-in Report [ze obdrzet e-mailem po objedndni na adrese
pyro.plugin@qiagen.com. V této zpravé je zajiténo, aby byly jednotlivé
hodnoty LOD (tabulka 9) a rizné analyzované sekvence pouZity

k automatické detekci viech mutaci.

Poznamka: Pomoci analyzy AQ v softwaru PyroMark Q24 neni mozné
analyzovat dvé sloZité mutace v exonu 18 genu PDGFRA (2526_2538>G
a 2524 _2526 GAC>TAT). Pro analyzu slozitych mutaci exonu 18 genu

PDGFRA doporuCujeme pouzit modul GIST RapidScreen Plug-in Report.

5. Pouziti modulu GIST RapidScreen Plug-in Report:
Chcete-li vytvofit zpravu, zvolte ,AQ Add On Reports/GIST”
z ,Reports” (Zprdvy) v nabidce (viz obrazek 6).
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9 PyroMark Q24 2.0 - [AQ Run Analysis - CAL AGIST\GIST example run] 0

9 File Tools | Reports | Window Help
S-P= H AQ Analysis Statistics
507 Shorteuts A Analysis Results
EID Example f AQ) Pyrogram Report
EE’“’: AQ Full Report b sen]
m EL]| AQ Add On Reports | BRAF .
EIE‘“ G SMP Analysis Results EGFR L3 mﬁ
ﬁ:'l K SMP Pyrogram Report GIST | coLgdzzs o
&-E3 Pyro SNP Full Report KRAS s I |:| ..................... |:|
% g;Gm S5MP Overview Report N
_____ ) KRAS 12213 ‘
----- =4 P16
-4 Desktop

Obrdazek 6. Nabidka GIST RapidScreen Plug-in Report.

V jamkéch automaticky probéhne analyza viech mutaci, pro které je ddna
mez detekce (LOD) v tabulce 9. Vysledky se zobrazi v pfehledné tabulce
(viz obrazek 7) a ndsleduji i podrobné vysledky, které zahrnuji napfiklad
pyrogramy a kvalitu analyzy.

Summary

Al cKIT Exon 9 COL04237 No mutation detected
A2 ¢KIT Exon 9 COL04238 Mutation 51,6 1509_1510insGCCTAT [Y503_F504insAY
Al ¢KIT Exon 9 COL04239 Mutation 29,6 1509 1510insGCCTAT [Y503 F504insAY
Ad cKIT Exon 9 COL04240 No mutation detected

AS cKIT Exon 9

wt control DNA

No mutation detected

Cl PDGFRA Exon 18 | COL04237 No mutation detected

C2 PDGFRA Exon 18 |COL04238 Potential low level mutation |4.5 2525A>T D842V HY
C3 PDGFRA Exon 18 |COL04239 No mutation detected

C4 PDGFRA Exon 18 [COL04240 Mutation 52,2 2524 2535del12 or D842 H845del or

2526_2537del12

1843 D846del

C5  |PDGFRA Exon 18

wt control DNA

!y See detailed results below.

No mutation detected

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.

Obrézek 7. GIST RapidScreen Plug-in Report.

Pouziti AQ analyzy:
Chcete-li provést analyzu cyklu a ziskat prehled vysledkii, kliknéte na
jedno z tla¢itek analyzy.
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(B i Analyzovat viechny jamky.
= Analyzovat vybranou jamku.

Vysledky analyzy (Cetnost alel) a stanoveni kvality se zobrazi nad pozici
proménné v zédznamu Pyrogram®. Bliz§i informace o analyze cyklu najdete
v pfiruéce pro uZivatele systému PyroMark Q24.

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

Pozndmka: Za spolehlivé se doporuéuje povaZovat vysledky, kde vyska piku
presahuje 30 RLU. V nastaveni analyzy uréete hodnotu 30 RLU jako ,required
peak height for passed quality” (poZadovanou vysku piku pro uzndni kvality
vysledku) (viz ,PFiloha A: Nastaveni pyrosekvenaéni analyzy therascreen GIST
RapidScreen Pyro” a uZivatelskd prirucka systému PyroMark Q24).

Pozndmka: Zpréva s vysledky AQ analyzy by se méla pouZit joko dokumentace
a interpretace kvantitativniho vyhodnoceni alel. Cisla uvadénd v pyrogramu
jsou zaokrouhlena a neuddvaii zcela presnou kvantitativni hodnotu.

Pozndmka: Pyrogram by mél byt vzdy porovndn s histogramem, ktery Ize
zobrazit kliknutim pravym tlagitkem mysi v okné Pyrogram. Namérené piky by
mély vyskové odpovidat sloupciim histogramu.

Opakovdni analyzy vzorkil, u nichZ nebyla detekovdna mutace pfi pouZziti
standardu ,Sequence to analyze” (Analyzovand sekvence), nebo
s hodnocenim kvality ,,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo).

Standardni (analyzované sekvence) dle definice v nastaveni analyzy pokryvé
6 bp duplikaci v exonu 9 genu KIT a nejCastéjsi bodovou mutaci v kodonu 842
(GAC>GTC) exonu 18 genu PDFGRA (viz pfiloha A, strana 52). Pokud vzorek
obsahuje méné Castou mutaci v exonu 18 genu PDFGRA, je mozné
analyzovanou sekvenci zménit tak, aby byla také provedena analyza stavu
mutace této mutace, jak je popsdno v piiloze A.

Pomoci analyzy AQ v softwaru PyroMark Q24 neni mozné analyzovat
dvé sloZité mutace v exonu 18 genu PDGFRA (2526_2538>G a
2524 _2526GAC>TAT). Pro analyzu sloZitych mutaci exonu 18 genu
PDGFRA doporugujeme pouzit modul GIST RapidScreen Plug-in Report.

Analyzu véech vzorku, u kterych nebyla detekovdna mutace ve standardni
analyzované sekvenci, a vzorkd, u kterych bylo u hodnoceni kvality uvedeno
,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo), je dlirazné doporuéeno zopakovat.
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Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) a ,Failed” (Selhalo) mize poukazovat na
vzéenou mutaci, kterou nepostihuje standardni analyzovand sekvence
poskytujici neotekdvané referenéni piky.

Chceteli zopakovat analyzu a zaméfit se na méné Casté mutace, prejdéte na
,Analysis Setup” (Nastaveni analyzy) a zméite polozku ,Sequence to Analyze”
(Analyzovand sekvence) z na nékterou z variant popsanych v Pfiloze A nebo na
iiné vzécné ¢&i neoCekdvané mutace. Kliknéte na tlagitko ,Apply” (Pouzit) a po
zobrazeni okna ,Apply Analysis Setup” (PouZit nastaveni analyzy), kliknéte na
moznost ,To All“ (Na viechny).

Aktualizované Cetnosti mutaci lidského genu KIT/PDGFRA jsou dostupné online
na strdnkdch Sangerova dstavu www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Poznédmka: Po zméné polozky ,Sequence to Analyze” (Analyzovand sekvence)
se ujistéte, Ze je prahovd hodnota pro vysku samostatného piku nastavena na
30 RLU.

Poznémka: V sekvenované oblasti mohou byt pfitomny dal$i vzécné nebo
neoCekdvané mutace a mohou byt analyzovdny pomoci alternativni polozky
,Sequence to Analyze” (Analyzovand sekvence) berouci v potaz neoCekdvané
mutace.

Pozndmka: Pokud naméfené piky vyskové neodpovidaii sloupctim histogramu a
tento jev nelze vysvétlit vzacnymi nebo neocekdvanymi mutacemi, neni podle
vysledku mozné posoudit stav mutaci. Doporucuje se provést novou analyzu
vzorku.
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Interpretace vysledki

Interpretace vysledkil a detekce mutaci s nizkou Urovni
vyskytu

Je diirazné doporuéeno, aby kazdy cyklus zahrnoval i kontrolni nemethylovanou
DNA pro srovndni a jako kontrolu Grovni v pozadi. Naméfené frekvence
kontrolniho vzorku by méla byt mensi nebo rovna mezi slepého vzorku (LOB,
limit of blank). Pfi stanoveni pfitomnosti mutace je mozné pouzit hodnoty LOB
(mez slepého vzorku (limit of blank)) a LOD (mez detekce (limit of detection))
uvedené v piiruckdch. Tyto hodnoty byly stanoveny pomoci smési plazmidu,
které nesly sekvenci divokého typu nebo pfisluinou mutovanou sekvenci.

Po provedeni analyzy pomoci softwaru PyroMark Q24 nebo modulu Plug-in
Report jsou mozné 3 vysledky.

B Frekvence mutace < LOD: Mutace nebyla detekovdna.
B Frekvence mutace > LOD + 3 % jednotek: Mutace

B Frekvence mutace > LOD a < LOD + 3 % jednotek: Potencidlni mutace
s nizkou Grovni vyskytu
Pozndmka: Pokud tato situace nastane pfi pouzivéni modulu GIST
RapidScreen Plug-in Report (viz krok 5, ,Protokol é: Analyza cyklu na
systému PyroMark Q24", strana 32) zobrazi se upozornéni.

Rozsah LOD az LOD + 3 % jednotek dovoluje citlivou detekci mutaci s nizkou
hladinou za optimdlnich podminek. Zméfend frekvence prevysujici LOD

v nemethylovaném kontrolnim vzorku indikuje v daném cyklu vy$si nez béZnou
hladinu pozadi, coz mizZe ovlivnit kvantifikaci alel zvl3té u mutaci s nizkou
hladinou. Proto vysledky s varovéanim ,Potencidlni mutace s nizkou hladinou” je
nutné peclivé vyhodnotit.

Vzorky s vyhodnocenou potencidlni mutaci s nizkou hladinou budou pokladdny
za pozitivni na vyskyt mutace jen pfi potvrzeni v novém cyklu analyzy

v duplikétu s nemethylovanou kontrolni DNA. Vysledek obou duplikéti by mél
vykdzat stejnou mutaci s hodnotami > LOD a vysledek kontrolniho vzorku by
mél byt ,No mutation detected” (Mutace nebyla detekovdana). V opaném
pripadé by mél byt vzorek posouzen jako ,Mutace nebyla detekovéana”.

Zvy$ené pozadi pro mutaci lze uréit srovnénim hodnot LOB uvedenych

v pfiruéce s méfenimi ziskanymi s nemethylovanou kontrolni DNA. Vzorky

s vyhodnocenou potencidlni mutaci s nizkou hladinou je mozné bez opakovani
vyhodnotit jako ,Mutation not detected” (Mutace nebyla detekovéna) v ptipadsé,
ze zméfend frekvence nemethylované kontrolni DNA je vy33i neZ hodnota LOB
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uvedend v pfiruCce pro pfislusnou mutaci. U vyhodnocené potencidlni mutace
s nizkou hladinou mohou tedy nastat fi rlizné scénére.

1. Frekvence méfeni s nemethylovanou kontrolni DNA > LOB pro tuto
mutaci: Vzorek Ize bez opakovdni oznadit jako ,Mutation not detected”
(Mutace nebyla detekovdana).

2. Vysledek nebyl v duplikétu zopakovén se shodnym vysledkem:
Vyhodnotte vzorek jako ,Mutation not detected” (Mutace nebyla
detekovénal).

3. V duplikdtu vyhodnoceno se stejnym vysledkem a vzorek divokého typu
< LOB: Mutation detected (Detekované mutace).

Pozndmka: Pyrogram by mél byt vzdy porovndn s histogramem, ktery lze
zobrazit kliknutim pravym tlagitkem mysi v okné Pyrogram. Namétené piky

by mély vyskové odpovidat sloupclim histogramu. Pyrogramy je nutné
zkontrolovat, zda se nevyskytuji neoGekdvané piky. Pokud namérené piky
vyskové neodpovidaji sloupctiim histogramu a nelze tento jev vysvétlit vzacnymi
nebo neoCekdvanymi mutacemi, je doporuc¢eno provést novou analyzu vzorku.
Na zdkladé nezdafeného vysledku nelze posuzovat stav mutace. U platné
mutace je zména vysky piku vZdy spojena s odpovidajici zménou vysky jiného
piku. Zména vysky jediného piku by neméla byt vyhodnocena jako znak
mutace.

Poznémka: K interpretaci vysledkt je doporu€eno pouzivat modul GIST
RapidScreen Plug-in Report. K podrobnéjsimu prozkoumdni vzorku s hldsenou
potencidlni mutace o nizké hladiné doporu€ujeme provést dalsi analyzu vzorku
ruéné v aplikaénim softwaru (napf. pro porovndni s frekvenci této mutace

v kontrolnim vzorku).

Pozndmka: Rozhodnuti o 1éEbé pacientll s nddorovym onemocnénim nelze
zaklddat vyhradné na analyze stavu mutaci exonu 9 genu KIT a exonu 18 genu

PDGFRA.
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Tabulka 9. LOB a LOD uréené pro specifické mutace

LoB LoD

(% (% COSMIC
Substituce nukleové Substituce jedno-  jedno- ID*
kyseliny aminokyseliny tek) tek) (v58)
KIT exon 9
1509_1510insGCCTAT Y503_F504insAY 1,9 4,9 1326
PDGFRA exon 18
2525A>T D842V 0,6 3,6 736
2524G>T D842Y" 0,6 3,6 12396
2524 _2535del12 D842 _H845del 737
nebot nebot 2,2 5,2 nebo?
2526_2537del12 1843_D846del 96892
2527 _2538del12 1843_D846delt 3,0 6,0 12400
2528_2539del12 1843_S847>T 4,2 7,2 12407
2530_2541del12 M844_S847del 3,2 6,2 12402
2524_2532del9 D842_M844del 1,5 4,5 12401
2524 _2526delGAC D842del 0,9 3,9 12406
2526_2538>G¢ D842_D846>E 0,3 3,3 12408
2524 _2526GAC>TAT D842Y1 0,9 3,9 12397

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

T Mutace 2524G>T a 2524_2526GACSTAT, respektive 2526_2537del12 a
2527_2538del12 maiji za nésledek stejnou zménu aminokyseliny.

* Mutace 2524 _2535del12 a 2526_2537del12 maiji za nésledek stejnou zménu nukleové
kyseliny.

$ Mutace 2526_2538>G a 2524_2526GAC>TAT neni mozné analyzovat v rezimu AQ
softwaru PyroMark Q24.
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Reprezentativni vysledky
Na obrdzcich 8-11 jsou uvedeny ukdzkové vysledky pyrogramu.

——--=-t 993
GCCTAT: 1% |

250
200
150

100|
50 |
0 .

———]

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

Obrdazek 8. Zdznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s genotypem divokého typu
v exonu 9 genu KIT s analyzovanou sekvenci TCTGCCTAT[GCCTAT]TTTA pokryvéa 6 bp
duplikaci za kodonem 503.

[--———- : 61%)
GCCTAT: 39%

200
150
100

{I .
G C

E S C T C T G C T G A C T T
5

Obrdazek 9. Zdznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s duplikaci GCCTAT za
kodonem 503 v exonu 9 genu KIT s analyzovanou sekvenci TCTGCCTAT[GCCTAT]TITA.
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Obrdazek 10. Zdznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s genotypem divokého typu
v exonu 18 genu PDGFRA s analyzovanou sekvenci
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT pokryva mutaci GAC>GTC v kodonu 842
(nukleotid 2525).
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Obrdazek 11. Zdznam pyrogramu ziskany z analyzy vzorku s mutaci GAC>GTC
v kodonu 842 (nukleotid 2525) exonu 18 genu PDGFRA s analyzovanou sekvenci
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT.

Ndvod na feseni potizi

Uvedené ndvody mohou pomoci pfi Feseni potizi, které mohou nastat pfi prdci
se systémem. Dalsi informace miZete naijit také mezi ¢astymi dotazy (FAQ) na
strdnkdch naseho centra technické podpory:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védecti pracovnici, ktefi pracuiji

v technickych sluzbéch spolecnosti QIAGEN, vém vzdy ochotné odpovi na
jakékoli dotazy tykajici se informaci &i protokolll v této piiruéce nebo
technologii pfipravy vzorkll &i zpracovdni analyz (kontaktni informace najdete
na zadni strané obdlky nebo na strankdch www.qiagen.com).

Re3eni vieobecnych problémi s pfistrojem jsou uvedena v pfiruéce pro
uZivatele systému PyroMark Q24.

Komentdafe a ndvrhy

Signdly u kontroly bez templétu (negativni kontroly)

a) Vzdjemné signdly Signdl z jedné jamky je detekovén v sousedni
sousednich jamek jamce. Neumistujte vzorky s vysokou intenzitou
signdlu vedle kontrolnich jamek bez templatu.

b) Kontaminace PCR PouZiveijte sterilni pipetovaci 3picky s filtry.
Materidl, jako jsou vzorky, kontroly a amplikony,
uchovéveite a extrahujte oddélené od Einidel

PCR.
Slabé nebo neocekdvana sekvence
Nizké kvalita Nizké kvalita genomové DNA mlzZe byt pficinou
genomové DNA selhdni PCR. Provedte analyzu PCR vzorkU

elektroforézou (napfiklad na systému QlAxcel®
nebo elektroforézou na agarézovém gelu).
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Komentdafe a ndvrhy
Vysledek ,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo)

a) Mald vyska piku Pficinou nizkych pik(i mohou byt chyby pfi
pripravé PCR nebo vzorku pred zahdjenim
pyrosekvenovani.

Je dulezité, aby viechny vzorky byly vakuovou
hlavici plné uchopeny. Dbeijte, aby se vakuova
hlavice zanofovala do vzorkd pomalu a aby
geometrie PCR desticky nebo prouzku, pouZité
imobilizaci DNA, umozZiiovala kompletni
zachyceni vzorku.

Pravidelné provdadéite funkéni test filtragnich
sond, jak je popséno v pfiruéce pro systém
PyroMark Q24, a v pfipadé potieby filtracni
sondy vymérite.

V pfipadé upozornéni ,Check” (Ovéfit) peclivé
porovnejte pyrogram s histogramem, ktery lze
zobrazit kliknutim pravym tlagitkem mysi v okné
Pyrogram. Pokud namérené piky odpovidaiji
vyskdm sloupct histogramu, vysledek je platny.
V jiném pfipadé je doporu€eno provést novou
analyzu vzorku.

b) Mutace neni V nastaveni analyzy upravte analyzovanou
definovdna v poli sekvenci (viz Pfiloha A: Nastaveni
,Sequence to Analyze” pyrosekvenaéni analyzy therascreen GIST
(Analyzovand RapidScreen Pyro, strana 52) a analyzu cyklu
sekvence) zopakuijte.

c) Neocekdvand vzdcnd  Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) nebo
mutace ,Failed” (Selhalo) muzZe byt vyvolano

neoCekdvanym uspofdddnim pikl. To muze
poukazovat na pFitomnost neoCekdvané mutace,
kterd neni soudsti analyzy podle poskytnuté
,Sequence to Analyze” (Analyzovand sekvence).
Tyto vzorky by se mély analyzovat pomoci
alternativni analyzované sekvence s ohledem na
moznost pfitomnosti neoCekdvanych mutaci.
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Komentdafe a ndvrhy

d) Upozornéni na
odchylku vysky
vysokého piku pro
priddni

Vyrazné pozadi

a) Nesprdvné skladovdani
nukleotidu

b) Kratkd doba chlazeni
vzorkll pred
pyrosekvenacni
analyzou

c) Kontaminace kazety

Pyrogram by mél byt peclivé porovndn

s histogramem, ktery Ize zobrazit kliknutim
pravym tlacitkem my3i v okné Pyrogram.

V pfipadé, Ze naméfené piky vyskové
neodpovidaii sloupciim histogramu a nelze tento
jev vysvétlit vzdenymi mutacemi, je doporuceno
provést novou analyzu vzorku.

Nukleotidy skladujte pfi teploté 2 az 8 °C.
Uchovavani pfi teplotdach -15 az -30 °C mlze
zvy3ovat sum pozadi.

Vzorky ulozte na drzéku destiCek PyroMark Q24
na 10 az 15 minut do prostoru s laboratorni
teplotou. Dobu chlazeni nezkracuite.

Kazetu peclivé vycistéte, jak je popséno
v ndvodu k vyrobku. UloZte kazetu na misté
chrdnéném pred svétlem a prachem.

Pozitivni kontrola (kontrolni nemethylovand DNA) nevykazuje signdl.

a) Nedostatetné mnoZstvi
smési enzym( nebo
substrétll ve viech
jamkéch

b) Cinidla nebyla spravné
uskladné&na nebo
nafedéna.

c) Chyba pfi pfipravé
PCR nebo vzorku.
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Zkontrolujte, ze jste spravné naplnili kazetu
PyroMark Q24 podle zadéni ve zpréavé ,Pre Run
Information” (Informace pfed spusténim cyklu)

v nabidce ,Tools” (Ndstroje).

Pripravte Cinidla podle pokynl v ¢dsti
,Protokol 5: Spusténi systému PyroMark Q24"
na strané 29.

Manipulaéni chyby pfi nastaveni PCR,
programovdni cykleru PCR nebo pfipravé vzorku
pred zahdjenim pyrosekvenovdni mohou mit za
nésledek ztratu signélu. Pravidelné provédéijte
funkéni test filtragnich sond, jak je popsdno

v pfiruéce pro systém PyroMark Q24, a

v pfipadé potieby filtraéni sondy vymérite.
Zopakuijte PCR a pyrosekvenaéni analyzu.




Kontrola kvality

K zajidténi stélé kvality produktu je v souladu s certifikovanym systémem ISO
fizeni jakosti vyrobkl spole¢nosti QIAGEN kazdé vyrobni 3arze soupray
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit testovéna podle pfedem stanovenych
specifikaci.

Omezeni

Viechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spole¢né s dal3imi
klinickymi nebo laboratornimi ndlezy.

Pro dosaZeni optimdlnich vysledk( PCR je nutné pfisné dodrZovat pokyny

v ndvodu pro uzivatele. Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datiim
expirace vytisténym na obalu a Stitcich viech souCdsti. Nepouziveijte soucdsti po
datu expirace.

Charakteristiky funkénich vlastnosti analyz

Mez slepého vzorku a mez detekce

Mez slepého vzorku (LOB, limit of blank) a mez detekce (LOD, limit of detection)
byly stanoveny pro uréity poCet mutaci pomoci smési plazmidd (tabulka 10).
LOB a LOD byly stanoveny podle doporugeni v pokynech Ustavu pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute) EP17-A
,Protokol pro ur€eni mezi detekce a mezi kvantifikace, schvélené pokyny”. o a
B chyby (fale3né pozitivni a faledné negativni) byly nastaveny na 5 %. Hodnoty
LOD byly pro ur€ité vzécné delece v exonu 18 genu PDGFRA stanoveny
pfidénim 3 standardnich odchylek méfeni slepého vzorku k hodnoté LOB.
Hodnoty LOD byly nastaveny alespor 3 % jednotek nad Groven LOB.

Hodnoty LOB predstavuiji frekvenci naméfenou u standardnich vzorkll divokého
typu. Hodnoty LOD piedstavuji nejnizsi signdl (naméfenou frekvenci), ktery lze
pro danou mutaci povaZovat za pozitivni.
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Tabulka 10. LOB a LOD uréené pro specifické mutace

LOB LOD
(% (%

Substituce nukleové Substituce jedno- jedno- COSMIC
kyseliny aminokyseliny tek) tek) ID* (v58)
KIT exon 9
1509_1510insGCCTAT Y503_F504insAY 1,9 4,9 1326
PDGFRA exon 18
2525A>T D842V 0,6 3,6 736
2524G>T D842Y" 0,6 3,6 12396
2524 _2535del12 D842_H845del 737
nebot nebo? 2,2 5,2 nebo?
2526_2537del12 1843_D846delt 96892
2527 _2538del12 1843_D846delt 3,0 5,0 12400
2528_2539del12 1843_5S847>T 4,2 7,2 12407
2530_2541del12 M844_S847del 3,2 6,28 12402
2524 _2532del9 D842_M844del 1,5 4,5 12401
2524 _2526delGAC D842del 0,9 3,98 12406
2526_2538>Cf D842_D846>E 0,3 3,38 12408
2524 _2526GAC>TAT D842Yt 0,9 3,98 12397

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

T Mutace 2524G>T a 2524_2526GAC>TAT, respektive 2526_2537del12 a
2527_2538del12 maiji za nésledek stejnou zménu aminokyseliny.

* Mutace 2524 _2535del12 a 2526_2537del12 maiji za ndsledek stejnou zménu nukleové
kyseliny.

$ Hodnoty LOD byly pro tyto delece v exonu 18 genu PDGFRA stanoveny pfidanim

3 standardnich odchylek méfeni slepého vzorku k hodnoté LOB.

T Mutace 2526_2538>G neni mozné analyzovat v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24.
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Linearita

Linearita byla stanovena pouzitim smési plazmidl nesouci divoky typ nebo
mutované sekvence duplikace 1509 _1510insGCCTAT v exonu 9 genu KIT

a mutace 2525A>T v exonu 18 genu PDGFRA. Plazmidy byly smichdny

v pomérech tak, aby poskytly 4 drovné mutaci (5, 10, 30 a 50 %). Kazdd smés
byla analyzovdana tfemi riznymi $arzemi soupravy therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit ve tfech cyklech pyrosekvenovéni, kazdy se tremi
opakovdnimi.

Vysledky (n = 9 pro kazdou Uroven vyskytu mutaci) byly analyzovény podle
pokynu CLSI EP6-A , Evaluation of the linearity of quantitative measurement
procedures: a statistical approach; approved guideline” (Hodnoceni linearity
kvantitativnich méficich postupt: statistickd metoda; schvdlené pokyny) pomoci
softwaru Analyse-it® v2.21 a jsou zobrazeny na obrézcich 12 a 13.

Vysledky byly linedrni v rdmci povolené nelinearity 5 % jednotek v testovaném
rozmezi 5 az 50 % hladiny mutace.
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Obrdazek 12. Linearita duplikace 1509_1510insGCCTAT v exonu 9 genu KIT.
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Obrdzek 13. Linearita mutace 2525A>T v exonu 18 genu PDGFRA.

Presnost

Tyto Odaje o presnosti umoZiiuji stanoveni celkové variability analyz a byly
ziskdny tfikrét opakovanymi analyzami vyse uvedenych smési plasmidi na
trech rznych drovnich.

Opakovatelnost (variabilita v rémci analyzy a mezi dédvkami) byla vypogitdna
na zdkladé dat slouZicich ke stanoveni linearity (ffi cykly ve stejny den

s riznymi $arzemi soupravy therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit). Stfedni
presnost (variabilita v rdmci laboratofe) byla stanovena ve tfech cyklech v jedné
laboratofi ve tfech riznych dnech s riznymi pracovniky obsluhy, pfistroji
PyroMark Q24 a 3arzemi soupravy therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.
Reprodukovatelnost (mezilaboratorni variabilita) byla vypoéiténa ze dvou cykla,
jeden v interni a druhy v externi laboratofi, a pfi pouziti riiznych $arZi soupravy
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Odhady presnosti jsou vyjédieny jako smérodatnd odchylka naméfenych
frekvenci mutace v % jednotkéch (tabulka 11). Opakovatelnost, stfedni pfesnost a
reprodukovatelnost pro duplikaci 1509_1510insGCCTAT exonu 9 genu KIT
byla 0,8-1,6; 0,5-1,5 a 0,7-1,9 % jednotek v mé&feném rozsahu 5 az 50 %
hladiny mutace. Opakovatelnost, stfedni pfesnost a reprodukovatelnost pro
mutaci 2525A>T exonu 18 genu PDGFRA byla 0,6-1,9; 0,6-3,7 a 0,5-2,4 %
jednotek v méfeném rozsahu 5 az 50 % hladiny mutace.
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Tabulka 11. Presnost duplikace 1509_1510insGCCTAT exonu 9 genu KIT*

% Opakovatelnost Stfedni pfesnost ~ Reprodukovatelnost
mutovaného

plazmidut Primér SD Primér SD Pramér SD

5 4,9 0,8 4,6 0,5 4,6 0,7
10 9,3 0,8 9,3 1,2 9,3 0,9
30 29,7 1,5 29,2 1,2 29,2 1,7
50 50,3 1,6 50,2 1,5 49,7 1,9

* Viechny hodnoty jsou dény jako % jednotky. SD: smérodatné odchylka (n = 9).
T Na zékladé méfeni ODao.

Tabulka 12. Linearita mutace 2525A>T v exonu 18 genu PDGFRA?

% Opakovatelnost Stfedni pfesnost ~ Reprodukovatelnost
mutovaného

plazmidu® Pramér SD Pramér SD Primér SD

5 4,8 0,6 4,8 0,6 5,0 0,5
10 8,2 0,8 7.7 0,7 8,8 1,0
30 25,1 1,9 23,6 3,4 26,6 1,4
50 41,2 1,6 40,5 3,7 43,3 2,4

* Viechny hodnoty jsou dény jako % jednotky. SD: smérodatné odchylka (n = 9).
$ Na zdkladé méreni OD;eo.

Diagnostické vyhodnoceni

Souprava therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit byla hodnocena porovnénim
se sekvenovénim Sangerovou metodou. DNA byla extrahovana ze 100 vzorkl
nddorové tkané GIST fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPE) a
analyzovéna na mutace v exonu 9 genu KIT a exonu 18 genu PDGFRA.

DNA byla izolovdna pomoci soupravy QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. Analyzy
se provadély pomoci soupravy therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit na
systému PyroMark Q24. Sekvenovéni Sangerovou metodou se provédélo na
genetickém analyzdtoru Applied Biosystems® 3130.
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Ze 100 analyzovanych vzorkl mohl byt stav mutace stanoven pro viechny
mutace exonu @ genu KIT (obrdzek 13) a exonu 18 genu PDGFRA
(obrézek 14), a to obéma metodami.

Tabulka 13. Vysledky analyzovanych vzorki tumorti GIST na exonu 9 genu
KIT

exon 9 genu KIT Sekvenovani Sangerovou metodou
Mutace
nebyla  1509_1510insGCCTAT
detekovdna Y503_F504insAY Celkem
_ Mutace nebyla 99 0 99
G  detekovdna
—_
@ o .
o X 1509_1510insGCCTAT 0 8 3
& c  Y503_F504insAY
e 9
3G
S A
¢ 2
£Q Celkem 92 8 100
o~

Tabulka 14. Vysledky analyzovanych vzorkii tumortt GIST na exonu 18
genu PDGFRA

exon 18 genu Sekvenovéni Sangerovou metodou
PDGFRA 2530- 2526-
2541del12  2538>G
Divoky =~ M844_ D842_  2525A>T
typ S847del D846>E D842V Celkem
2 Mutace nebyla
92 0 0 0 92
°: detekovdna
S 2530
% 2541del12 0 2 0 0 2
e M844_S847del
& =
‘Z’ ¥ 2526-2538>G 0 0 3 0 3
O D842_D846>E
<
o
8 2525A>T 1 0 0 5 3
§ D842V
.E Celkem 93 2 3 2 100
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Pozndmka: Ve viech cyklech pouzitych k determinaci vykonnostnich
charakteristik signdl prevySoval 30 RLU pfi bézné analyze 10 ng DNA
izolované z tkani fixovanych formalinem zalitych v parafinu (FFPE).
Pyrosekvenaéni data byla analyzovéna pomoci modulu GIST RapidScreen Plug-
in Report.

Odkazy

Spoleénost QIAGEN udrzuje velkou aktudlni online databdzi védeckych
publikaci vyuzivajicich produkty QIAGEN. Prehledné moznosti vyhledavani
umoziuji najit pozadované ¢lanky jednoduchym hledénim podle kli¢ovych slov
nebo urenim aplikace, oblasti vyzkumu, ndzvu atd.

Kompletni seznam odkazli na literaturu najdete v online referenéni databézi

QIAGEN na strédnkéch www.qgiagen.com/RefDB/search.asp nebo se mlzete
obrdtit na technické sluzby spolecnosti QIAGEN ¢&i mistniho dodavatele.

Citované reference

1. The ESMO/European Sarcoma Network Working Group (2012)
Gastrointestinal stromal tumors: ESMO clinical practice guidelines for
diagnosis, treatment and follow-up. Ann. Oncol. 23 (Supplement 7),
vii49.

2. Gastrointestinal Stromal Tumor Meta-Analysis Group (MetaGIST) (2010)
Comparison of two doses of imatinib for the treatment of unresectable or
metastatic gastrointestinal stromal tumors:

A meta-analysis of 1,640 patients. J. Clin. Oncol. 28, 1247.

3. Joensuu, H. (2006) Gastrointestinal stromal tumor (GIST). Ann.
Oncol. 17 (Supplement 10), x280.

Pfirucka k soupravé therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015 49


http://www.qiagen.com/RefDB/search.asp

Symboly

Na obalu nebo Stitcich se mohou objevit nésledujici symboly:

Obsahuje ¢Cinidla pro <N> testl
<N>

Datum pouzitelnosti

N

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
Katalogové ¢&islo

Cislo sarze

Cislo materidlu

COMP Soucdsti
CONT Obsahuje
NUM Cislo

GTIN Mezindrodni &islo obchodni polozky GTIN
Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz ndvod k pouziti

Pozor

> ke

Kontakini 0daje

Technickou pomoc a dali informace si vyhledeijte v nasem centru technické
podpory na strdnkéch www.qgiagen.com/Support, nebo se obratte telefonicky
na telefonni &islo 00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékteré z technickych

servisnich oddéleni spolenosti QIAGEN Technical Service Departments
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nebo mistniho distributora (viz zadni strana obdlky nebo navstivte stranky
www.giagen.com).
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Pfiloha A: Nastaveni pyrosekvenaéni analyzy
therascreen GIST RapidScreen Pyro

Pokud byl nainstalovdn modul GIST RapidScreen Plug-in Report, jsou

v prohliZeci klavesovych zkratek softwaru PyroMark Q24 ve slozce

,Example Files/PyroMark Setups/GIST” k dispozici pfedem definované
nastaveni analyz pro exon 9 genu KIT a exon 18 genu PDGFRA. Ndsleduijici
kroky neni nutné provadét. Modul GIST RapidScreen Plug-in Report |ze obdrZet
po objednéni na adrese pyro.plugin@giagen.com.

Dlrazné se doporuCuje pouzivat radéji modul GIST RapidScreen Plug-in Report
neZ manuélni analyzu. SloZité mutace exonu 18 genu PDGFRA neni mozné
pridat manuéiné do analyzované sekvence a musi byt analyzovany pomoci
modulu GIST RapidScreen Plug-in Report. Po instalaci modulu plug-in nebo vzdy
po instalaci nového softwaru &i vy3si verze softwaru na poéita¢ na pracovisti je

nutné zkontrolovat spravnou funkénost modulu plug-in dle ndvodu v pfiruéece
k modulu GIST RapidScreen Plug-In Quick Guide.

Pokud modul GIST RapidScreen Plug-in Report neni nainstalovdn, je nutné pred
prvnim spusténim analyzy therascreen GIST RapidScreen Pyro nastavit soubor
analyzy ru¢né. Nastavte analyzu pro exon 9 genu KIT a exon 18 genu PDGFRA
pomoci softwaru PyroMark Q24, jak je popsdno nize.

Postup

Exon 9 genu KIT

A1.Na panelu néstroju kliknéte na tlaéitko = a vyberte moznost ,New AQ
Assay” (Novd AQ analyza).

A2 .Ruéné zadejte nésleduijici ,Dispensation Order” (Pofadi pfidavani
nukleotidii):
CTCTGCTGACTIGC

A3.Do pole ,Sequence to Analyze” (Analyzované sekvence) zadeijte
nasledujici sekvenci:
TCTGCCTAT[GCCTAT]TITAA
6 bp duplikace GCCTAT za kodonem 503 v exonu 9 genu KIT bude
detekovdna pomoci analyzované sekvence.

|
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Obrézek 14. Histogram pro exon 9 genu KIT s analyzovanou sekvenci
TCTGCCTAT[GCCTAT]TITA pokryva 6 bp duplikaci za kodonem 503.

A4 Kliknéte na kartu , Analysis Parameters” (Parametry analyzy) a u
polozky ,Peak Height Threshold — Required peak height for Passed
quality:” (Prahové hodnota vysky piku — poZadované vyska piku pro
uzndni kvality vysledku:) zvyste hodnotu na 30.

A5.Na panelu néstroju kliknéte na tlacitko & a uloZte analyzu jako ,KIT
exon 9.

Exon 18 genu PDGFRA

A1.Na panelu néstroju kliknéte na tlaéitko == a vyberte moZnost ,New AQ
Assay” (Nova AQ analyza).

A2 _.Ruéné zadejte ndsledujici ,Dispensation Order” (Pofadi pFidavani
nukleotidui).
GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG

A3.Do pole ,Sequence to Analyze” (Analyzovand sekvence) zadejte
ndsledujici sekvenci:

CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT

Pomoci této analyzované sekvence budou detekovény nejCastéjsi mutace

GAC>GTC v kodonu 842 (nukleotid 2525) exonu 18 genu PDGFRA.

2
1

0GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG

5 1 1 2 2

Obrdzek 15. Histogram pro exon 18 genu PDGFRA s analyzovanou sekvenci
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT pokryvaijici mutaci GAC>GTC
v kodonu 842 (nukleotid 2525).

Analyzovanou sekvenci je mozné po dokonc&eni cyklu zménit pro dalsi
analyzu mutaci v nukleotidu 2524 (kodon 842) a také 9 deleci a slozZitych
mutaci v oblasti kodonll 842 az 847.

Chceteli zkontrolovat, zda jsou pfitomny nésledujici mutace, zmérite
analyzovanou sekvenci podle tabulky 15.
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Pozndmka: Varovani ,Quantification may be uncertain: the variable
position requires more than 5 dispensations” (Kvantifikace nemusi byt
pfesnd: pozice proménné vyzaduje vice nez 5 pfidéni) béhem nastaveni
analyzy je moZné ignorovat.

Poznémka: Zkontrolujte, zda je prahovd hodnota vysky samostatného piku
nastavena na 30 RLU.

A4 Kliknéte na kartu , Analysis Parameters” (Parametry analyzy) a u
polozky ,Peak Height Threshold — Required peak height for Passed
quality:” (Prahovd hodnota vysky piku — poZadované vyska piku pro
uzndni kvality vysledku:) zvyste hodnotu na 30.

A5 .Na panelu néstroju kliknéte na tlacitko 4 a ulozZte analyzu jako

,PDGFRA exon 18”.
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Tabulka 15. BéZné mutace detekované soupravou therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit s pouZitim riiznych analyzovanych sekvenci

Zména nukleové
kyseliny

Zména
aminokyseliny

Anylyzovand sekvence

KIT exon 9

1509_1510
insGCCTAT

PDGFRA exon 18

2525A>T

2524G>T
2524 2535del12
nebot

2526_2537del12

2527 _2538del12

2528_2539del12

2530_2541del12

2524 2532del?

2524 _2526delGAC

2526_2538>G
2524 2526GAC>TAT

Y503_F504insAY

D842V

D842Y1
D842 H845del
nebot

1843_D846delt

1843_D846delt

1843_S847>T

M844_S847del

D842_M844del

D842del

D842 _D846>E
D842Y"

TCTGCCTAT[GCCTAT]
TTTAA*

CCAGAGWCATCATGC
ATGATTCGAACTAT*

CCAGAKACATCATGCAT
GATTCGAACTAT

CCAGAGA[CATCATGC
ATGA]TTCGAACTAT

CCAGAGACIATCATGC
ATGAT|TCGAACTAT

CCAGAGACA[TCATGC
ATGATT|CGAACTAT

CCAGAGACATC
[ATGCATGATTCG]
AACTATGTGT

CCAGA[GACATCATG]
CATGATTCGAACTAT

CCAGA[GAC]JATCATG
CATGATTCGAACTAT

-8

-8

* Standardni analyzovand sekvence.

T Mutace 2524G>T a 2524_2526GAC>TAT, respektive 2526_2537del12 a
2527_2538del12 maiji za nésledek stejnou substituci aminokyseliny.

* Mutace 2524_2535del12 a 2526_2537del12 maiji za ndsledek stejnou substituci nukleové
kyseliny a jsou analyzovany pomoci stejné analyzované sekvence.
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S Mutace 2526_2538>G a 2524 _2526GAC>TAT neni mozné analyzovat v rezimu AQ
softwaru PyroMark Q24.

Pfiloha B: Vyprdzdnéni odpadniho zé&sobniku a
vani¢ek s odpadnimi tekutinami

UPOZORNENI | Nebezpeéné chemické latky

& Denaturaéni roztok pouZivany ve vakuové stanici obsahuje
hydroxid sodny, ktery drézdi o¢i a pokozku.

Vzdy pouzivejte ochranné bryle, rukavice a laboratorni
odév.

Zodpovédny orgén (napfiklad vedouci laboratofe) musi
prijmout nutnd bezpecnostni opatieni, kterd zajisti, aby
okolni pracovisté bylo bezpeéné a pracovnici obsluhuijici
pristroje nebyli vystaveni nebezpeénym Grovnim toxickych
latek (chemickych &i biologickych) dle ddaju v pFisluinych
bezpetnostnich listech (BL) nebo dokumentech OSHA*,
ACGIHT nebo COSHH?.

Odvétrani vyparl a likvidace odpadnich latek musi byt
v souladu s ndrodnimi, statnimi a mistnimi zdravotnickymi
a bezpe€nostnimi predpisy.

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

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americkd konference
stétnich pramyslovych hygieniku) (USA)

+ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola latek skodlivych zdravi)
(Spojené kralovstvi)

Pfi likvidaci laboratorniho odpadu zaijistéte dodrzovani statnich a mistnich
predpisli o ochrané Zivotniho prostedi.

Dulezity bod pfed zahdjenim

B Tento protokol vyZaduje pouZiti vysoce Cisténé vody (Milli-Q
18,2 MQ x cm, www.millipore.com, nebo ekvivalent).

Postup

B1. Zkontrolujte, Ze ve vakuové hlavici neni vakuum. Ujistéte se, Ze pfivod
vakua je zavieny (Off) a vakuovda pumpa je vypnuta.

B2. Zlikvidujte viechny roztoky, které zbyly ve vani€kach.
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B3. Vyplachnéte vanicky vysoce €isténou vodou, v pfipadé potieby je
vyméiite.

B4. Vyprézdnéte zasobnik s odpadnimi tekutinami.
Vicko Ize odejmout bez nutnosti odpojeni hadicek.

B5. Je-li nutné vakuovou stanici vyéistit (napfiklad kvtli prachu nebo
pottisnéni tekutinami), postupujte dle pokyn v pfiruéce pro vZivatele
systému PyroMark Q24.
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Informace pro objednévky

Vyrobek Obsah Kat. €.
therascreen GIST Pro 24 reakci na systémech 971510
RapidScreen Pyro Kit  PyroMark Q24: Seq primery, PCR
(24) primery, nemethylovand kontrolni

DNA, PCR master mix PyroMark,
koncentrat Coralload, vazebny pufr
PyroMark, hybridiza¢ni pufr
PyroMark, denaturaéni roztok
PyroMark, promyvaci pufr
PyroMark, smés enzymu, smés
substrétd, nukleotidy dATPKS, dCTP,
dGTP, dTTP, a H,O

PyroMark Q24 MDx  Detekéni platforma na sekvenaénim 2001513
zdkladé pro paralelni
pyrosekvenovani 24 vzorkl

PyroMark Q24 Detekéni platforma na sekvenaénim 9001514
zdkladé pro paralelni
pyrosekvenovéni 24 vzorkd

PyroMark Q24 MDx  Vakuovd stanice (220 V) pro Q001517*
Vacuum Workstation  paralelni pfipravu 24 vzorku 9001515
jednofetézcové DNA z PCR

produktu
PyroMark Q24 Vakuové stanice pro paralelni 9001518

Vacuum Workstation  pfipravu 24 vzorkl jednofetézcové

DNA z PCR produktu

PyroMark Q24 MDx  Aplikaéni software 9019063
Software
PyroMark Q24 Software pro analyzu 9019062
Software

* Pouze ve Spojeném kralovstvi
T Ostatni staty
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Vyrobek Obsah Kat. €.

Prislusenstvi

PyroMark Q24 Plate ~ 24jamkové reakéni destiGky na 979301
(100) sekvenovéni
PyroMark Q24 Kazety na pFidavani nukleotidt 979302
Cartridge (3) a Cinidel
PyroMark Vacuum Opakované pouzitelné sondy 979010
Prep Filter Probe (100) s filtrem k vakuové stanici PyroMark

Q96 a Q24
PyroMark Control Kontroly pro ovéfeni systému pfi 979303
Oligo instalaci
PyroMark Q24 Kontroly pro ovéfeni vykonu 979304
Validation Oligo systému

Souvisejici produkty

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

MinElute®, proteindza K, pufry,

odbérné zkumavky (2 ml)

EZ1 DNA Tissue Souprava pro pfipravu 48 vzorku: 953034
Kit (48) kazety na ¢inidla (tkénovd),

jednordzové $picky s filtrem,

jednordzové drzdky 3picek,

zkumavky na odbér vzorkl (2 ml),

eluéni zkumavky (1,5 ml), pufr G2,

proteindza K

QlAamp DSP DNA Souprava pro pfipravu 50 vzorku: 61104
Blood Mini Kit odstfedovaci kolonky QlAamp,

pufry, Cinidla, zkumavky, pfipojky

na vakuum
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Aktudlni licenéni informace a prévni dolozky specifické pro produkty viz
prislusnd prirucka soupravy QIAGEN nebo uZivatelskd pfirucka. Prirucky
k soupravam QIAGEN a uzivatelské prirucky jsou k dispozici na strénkdach

www.giagen.com nebo si je |ze vyZadat od technickych sluzeb spoleénosti
QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Tato strénka je dmysIné ponechéna prézdnd
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Tato strénka je dmysIné ponechéna prézdnd
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Ochranné znadmky: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, Coralload®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing® (QIAGEN Group); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Applied Biosystems® (Life Technologies Corporation); FrameStar®
(4titude Ltd.); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag® (Thermo Fisher Scientific or its subsidiaries); Windows®
(Microsoft Corporation).

Omezend licenéni smlouva pro soupravu therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Pouzivéanim tohoto produktu vyjadiuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu sviij souhlas s ndsledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouziti pouze

s komponenty dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo
zaclenéni souldsti, které jsou obsaZeny v této soupravé, spolecné s kterymikoliv sougdstmi, které nejsou v této soupravé obsazeny,

s vyjimkou pfipadll popsanych v této pfiruéce a daliich protokolech dostupnych na strdnkdch www.giagen.com. Nékteré z téchto
dopliujicich protokolt byly poskytnuty uZivateli vyrobkti QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobki QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné
testovany ani optimalizovany spole¢nosti QIAGEN. Spoleénost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zdruku na to, Ze neporuiuji préva
tietich stran.

Spolegnost QIAGEN neposkytuije jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje Zadné zaruky, Ze dand souprava &i jeji uZivani
neporusuje prdva tietich stran.

Tato souprava a jeji sou&dsti jsou licencovany jen k jednordzovému pouziti a je zakdzdano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu
proddvat.

Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmitd jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladdané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

Kupuijici a uZivatel soupravy se zavazuije, Ze nepodnikne a ani jiné osobé nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit
kterykoliv &in zakazany vyse. Spoleénost QIAGEN muze prosazovat zdkazy tohoto ujedndni o omezené licenci u kteréhokoliv soudu,
a bude vyzadovat kompenzaci za veskeré ndklady vynaloZzené na vysetfovani a soudni vylohy véetné poplatkll za prévni zdstupce

v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujedndni o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu
vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi sougastmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.
HB-1547-002 © 2013-2015 QIAGEN, viechna préva vyhrazena.
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