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QIAGEN Sample and Assay Technologies

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

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy iSgryninimas

B Nukleino ragsciy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR ir RNRI tyrimai

M Méginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

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




Turinys
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Numatytas naudojimas

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys yra in vitro nukleino ragsciy
sekos pagrindo aptikimo tyrimas, kurio pagrindas yra Pyrosequencing®
technologija, skirtas kiekybiniam mutacijy aptikimui zmogaus KIT geno 9
egzone ir zmogaus PDGFRA geno 18 egzone genominéje DNR, gaunamoje is
Zmogaus audinio meginiy.

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys turi suteikti gydytojams
informacijos, padedancios gydyti pacientus, kuriems diagnozuotas virskinimo
trakto stromos navikas (VTSN) ir tiems, kurie vartoja vaistus, nukreiptus j
signalinius kelius, pvz., imatinibas. Jis skirtas in vitro diagnostiniam
naudojimui.

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

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

B PyroMark Q24 Software (2.0 versija) ir PyroMark Q24 MDx Software (2.0
versija).

Produktg turi naudoti profesionalls vartotojai, pvz., technikai ir gydytojai,
apmokyti atlikti in vitro diagnostikos proceduras, naudoti molekulinés biologijos
technikas ir PyroMark Q24 sistema.

Produkto negalima naudoti su plauciy audinio meginiais.

Santrauka ir paaiskinimas

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys yra naudojamas kiekybiniams
mutacijy matavimams KIT 9 egzone ir PDGFRA 18 egzone (Zr. 1 pav.). KIT 9
egzono mutacijy aptikimas leidzia naudoti atitinkamg doze imatinibo, o
PDGFRA 18 egzono mutacijy aptikimas padeda atmesti ne tokius jautrius arba
atsparius genotipus (1-3).
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KIT ATGCTCTGCTTCTGTACTGCCAGTGGATGTGCAGACACTAAACTCATCTGGGCC

9 ACCGTTTGGAAAGCTAGTGGTTCAGAGTTCTATAGATTCTAGTGCATTCAAGCAC

€gzonas AATGGCACGGTTGAATGTAAGGCTTACAACGATGTGGGCAAGACTTCTGCCTAT
TTTAACTTTGCATTTAAAGGTAACAACAAAG

PDGFR
A

18 TGTGTCCACCGTGATCTGGCTGCTCGCAACGTCCTCCTGGCACAAGGARAAATTGTGAAGATC
€gzonas TGTGACTTTGGCCTGGCCAGAGACATCATGCATGATTCGAACTATGTGTCGAAAGGCAGT

1 pav. Zmogaus KIT ir PDGFRA geny sekvenuojamy sri¢iy genominis kontekstas
(Ensembl IDs ENSG00000157404 ir ENSG00000134853). KIT geno 503 kodong ir
PDGFRA geno 842 kodong rodo kvadratéliai.

Rinkinj sudaro du tyrimai: vienas yra skirtas mutacijy aptikimui KIT 9 egzone, o
kitas — mutacijy aptikimui PDGFRA 18 egzone (2 pav.). Dvi sritys atskirali
amplifikuojamos PGR metu ir sekvenuojamos tiksline sritj. Aplink nustatytas
padétis esancios sekos veikia kaip normalizacijos ir atskaitinés virSinés,
rodancios analizés kiekio nustatymg ir kokybés vertinima.

Pastaba: Abu rinkiniai sekvenuojami tiesiogine kryptimi.

GCCTA
FP Seq
) ——> TCTGCCTATITTT

—

KIT exon 9

<)

RPB

FP Seq
mmmPp— > CCAGAGAJATCATGCATGATTCGAACT

PDGFRA exon 18

<)

RPB

2 pav. KIT/PDGFRA tyrimy pavaizdavimas. Parodyta seka yra analizuojama laukinio tipo
méginio seka. Parodyta 6 bp dubliavimo KIT 9 egzone padétis ir sekvenavimas. Kvadratélis
rodo PDGFRA 18 egzono 842 kodong. FP: Tiesioginiai PGR pradmenys; RPB: Atvirkstiniai
PGR pradmenys (B reiskia biotinilacijg); Seq: Sekvenavimo pradmenys

Produktg sudaro PGR pradmeny misinys ir sekvenavimo pradmuo, skirti
kiekvienam tyrimui. Pradmenys tiekiami tirpale. Kiekviename buteliuke yra 32
Ml kiekvieno pradmens arba pradmeny misinio.
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Proceduros principas

Zemiau parodyta darbo eiga iliustruoja visg tyrimo procedirg. Po PGR
panaudojus pradmenis, skirtus j KIT 9 egzonui ir PDGFRA 18 egzonui,
amplikonai imobilizuojami ant Streptavidin Sepharose® High Performance
rutuliuky. ParuoSiama vienos grandinés DNR ir atitinkami sekvenavimo
pradmenys atkaitinami prie DNR. Tada meginiai analizuojami su PyroMark
Q24 naudojant procedaros nustatymo failg ir proceduros failg.

Rekomenduojama proceduros analizavimui naudoti GIST RapidScreen
jjungiamg ataskaitg. GIST RapidScreen jjungiamg ataskaitg galima gauti el.
pastu pyro.plugin@giagen.com. Taciau proceduros analize taip pat galima
atlikti su analizés jrankiu, jeinanciu j PyroMark Q24 sistemg. ,Sequence to
Analyze“ galima pritaikyti rety mutacijy aptikimui po procedaros (Zr. ,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“, Fehler! Textmarke nicht
definiert. psl., ir ,A priedas: therascreen GIST RapidScreen Pyro tyrimy
nustatymas®, 47 psl.).

therascreen GIST RapidScreen Pyro procediiros darbo eiga

Tyrimo ir procediiros nustatyma: Méginio paruosSimas
Tyrimo failo nustatymas (A priedas PGR (2 protokolas)
\
v Imobilizacija (3 protokolas)
V
Procediros failo nustatymas (1 Méginiy paruoSimas (4 protokolas)

protokolas)

\/

PyroMark Q24 proceddra (5 protokolas)
¥
PyroMark Q24 proceduros analizé (6 protokolas)

\

Ataskaita

Kontroles

Nedenatlruota kontroliné DNR jeina j rinkinj kaip PGR ir sekvenavimo reakcijy
teigiama kontrolé. Si kontroliné DNR turi laukinio tipo genotipg
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sekvenuojamose srityse ir yra reikalinga norint tinkamai interpretuoti rezultatg
bei identifikuoti Zemo lygio mutacijas (zr. ,Rezultaty interpretavimas®, Fehler!
Textmarke nicht definiert. psl.). Kiekvienam tyrimui per kiekvieng

Pyrosequencing procedirg jtraukite meéginj su nedenattruota kontroline DNR.

Be to, per kiekvieng PGR nustatymg maziausiai su vienu tyrimu reikia jtraukti
neigiamg kontrole (be Sabloninés DNR).

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio vadovas 03/2015 7



Tiekiamos medziagos
Rinkinio turinys

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys (1/2 déziy)

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys (24) (24)
Katalogo Nr. 971510
Reakcijy skaicius 24
Seq Primer KIT 9 egzonas 32 ul
Seq Primer PDGFRA 18 egzonas 32 ul
PGR Primer Mix KIT 9 egzonas 32 ul
PGR Primer Mix PDGFRA 18 egzonas 32 ul
PyroMark PGR Master Mix, 2x 850 ul
CoralLoad® Concentrate, 10x 1.2 ml
H20 3x1.9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/pul 100 pl
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therascreen Pyro buferiai ir reagentai (2/2 déziy)

therascreen Pyro buferiai ir reagentai

PyroMark Binding Buffer 10 ml
PyroMark Annealing Buffer 10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml
Enzyme Mixture 1 buteliukas
Substrate Mixture 1 buteliukas
dATPaS 1180 pl
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Lhelztr)aicreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio vadovas (angly 1

alba

* Sudétyje yra natrio hidroksido.

Reikalingos, bet netiekiamos medziagos

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

Reagentai

B DNA i8skyrimo rinkinys (Zr. ,Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.“, Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.)

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

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

Pastaba: Rinkinyje tiekiama pakankamai vandens PGR, DNR
imobilizavimui bei Enzyme Mixture ir Substrate Mixture istirpinimui;
papildomas labai Svarus vanduo yra reikalingas norint 10x atskiesti
PyroMark Wash Buffer, 10x.
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B Etanolis (70%)*

Vartojimo priedai

B Sterilds pipec€iy antgaliai (su filtrais PGR supilstymui)

B 24 Sulinéliy PGR plokstelés (Zr. ,Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.“, Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.)

M Lipni folija

Jranga

B Pipetés (reguliuojamos)’

Staliné mikrocentrifuga’

Termomaisytuvas' ir atitinkami PGR mégintuvéliai

PyroMark Q24 (katalogo Nr. 9001513 ar 9001514)™

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

PyroMark Q24 Plate (katalogo Nr. 979201)*

PyroMark Q24 Cartridge (katalogo Nr. 979202)*

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (katalogo Nr. 9001515 ar 9001517)™*

Rutuliuky imobilizavimui skirtas ploksteliy maisytuvas * (zr. ,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“, Fehler! Textmarke
nicht definiert. psl.

B Kaitinimo blokas®, galintis pasiekti 80°C

* Nenaudokite denatlruoto alkoholio, kuriame yra kity substancijy, pvz., metanolio ar
metiletilketono.

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

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

8 |sitikinkite, kad instrumentai buvo patikrinti ir kalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Rekomenduojamos 24 sSulinéliy plokstelés

Su therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkiniu rekomenduojama naudoti
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.iSvardintas 24 Sulinéliy ploksteles.

1 lentelé. 24 Sulinéliy plokstelés, rekomenduojamos naudoti su
therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkiniu

Sulinéliai, skaidris meégintuvéliai

Kisker Quali — PGR plokstelés be remo G030

Gamintojas Produktas Katalogo Nr.
ABgene .

o Thermo-Fast PGR plokstelé AB-0624
(Thermo Scientific)
Axygen 24 Sulinéliy PGR mikroplokstelé PGR-24-C
Atitude FrameStar® 96 nulauZiami 44-1000

Rekomenduojami ploksteliy maisytuvai

Su therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkiniu rekomenduojama naudoti
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. iSvardintus ploksteliy

maisytuvus.

2 lentelé. Ploksteliy maiSytuvai, rekomenduojami naudoti su therascreen
GIST RapidScreen Pyro rinkiniu

Gamintojas Produktas Katalogo Nr.

Kom_fo_rtlskas termomaisytuvas 5355 000.011
(bazinis produktas)

Eppendorf MTP termoblokas 5363 000.012

Adapterio plokstelé, skirta 96 x 0.2 ml
PGR meégintuvéliams, jdedamiems | 5363 007.009
mikrotitriniy ploksteliy blokus

_ ® 51410
Variomag~ Teleshake

H+P (115 V = 51410 U)
Labortechnik
Gmbh 51110

Variomag Monoshake
(115 VvV =51110 V)
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Perspéjimai ir atsargumo priemoneés

In vitro diagnostiniam naudojimuli.

Saugumo informacija

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

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio komponentams taikomos Sios
rizikos ir saugumo frazes:

PyroMark Denaturation Solution

@ Atsargiai! Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginimg. Gali ésdinti
metalus. Absorbuoti iSsiliejusia medziagg, siekiant iSvengti
materialinés Zzalos. Laikyti tik originalioje talpykloje. Muavéti
apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuZius/ naudoti akiy

(veido) apsaugos priemones.

Bendrosios atsargumo priemonés
Vartotojas visada privalo atkreipti démes;j j Siuos dalykus:

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

B Sio produkto komponenty pakanka 24 reakcijoms atliekant 5 atskiras
proceduras.

B Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais (PGR supilstymui).

B Laikykite ir iStraukite teigiamas medZiagas (meginius, teigiamas kontroles
ir amplikonus) atskirai nuo visy kity reagenty ir sulasinkite jas j reakcijos
miSinj naudodami erdvés atzvilgiu atskirtg jranga.

B PrieS pradédami tyrimg, gerai atitirpinkite visus komponentus kambario
temperataroje (15-25°C).

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

B Nepavyke rezultatai néra priezastis spresti apie mutacine bukle.
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Reagenty laikymas ir apdorojimas

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

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

Atskiesti fermento ir substrato miSiniai yra stabilis maziausiai 10 dieny 2-8°C
temperatiroje. Atskiestus fermento ir substrato miSinius galima uzSaldyti ir
laikyti buteliukuose —15 - —30°C. Su Saldytais reagentais negalima atlikti
daugiau kaip 6 uzSaldymo-atitirpinimo cikly.

Pastaba: Nukleotidy negalima Saldyti.

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

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

Meéginiy medziaga yra Zmogaus DNR, iSskirta i$ formaline fiksuoty, j parafing
jterpty (FFPE) méginiy.
Negalima naudoti zmoniy, kuriems taikomas gydymas heparinu, méginiy.

Negalima naudoti kraujo méginiy, paimty j mégintuvélius, kuriuose kaip
antikoagulianto yra heparino. Heparinas jtakoja PGR.
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Procedura

DNR iSskyrimas

Sistemos veikimas buvo nustatytas naudojant EZ1® DNA Tissue rinkinj ir
QlAamp® DNA FFPE Tissue rinkinj, skirta Zmogaus DNR i§skyrimui i$
formaline fiksuoty, j parafing jterpty auglio méginiy. Naudojant QlAamp DSP
DNA Blood Mini rinkinio sistema, veikimas buvo nustatytas naudojant sveiky
donory kraujo méginius, dalinai papildytus navikinémis Igstelémis.

3 lenteléje parodyti QIAGEN® rinkiniai yra rekomenduojami DNR i§gryninimui
i$ nurodyto tipo Zmogaus méginiy ir yra skirti naudojimui su therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkiniu. I1Sgryninkite DNR pagal instrukcijas rinkiniy
vadovuose.

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

Nukleino rugs¢€iy iSskyrimo Katalogo Nr.
Méginio medziaga rinkinys (QIAGEN)
QIAamp DNA FFPE Tissue
Parafine jterptas rinkinys (50) 56404
audinys _ o
EZ1 DNA Tissue rinkinys (48)* 953034
Kraujas Q_IAamq DSP DNA Blood Mini 61104
rinkinys

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

T CE-IVD pazymeétas pagal ES direktyvg 98/79/EC.
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1 protokolas: Proceduros nustatymas PyroMark Q24
sistemai

Svarbus patarimas pries pradedant

B Prireikus galima patvirtinti TVR su laukinio tipo méginiu, kad baty
generuota pilna rezultaty plokstelé. Smulkmenas rasite CLSI potvarkyje
EP17-A ,Aptikimo riby ir kiekio apskaicCiavimo riby nustatymo protokolas;
patvirtintas potvarkis®.

K3 reikia padaryti pries pradedant

M Jeigu neinstaliuota GIST RapidScreen jjungiama ataskaita, sukurkite
tyrimo nustatymg (zr. ,A priedas: therascreen GIST RapidScreen Pyro
tyrimy nustatymas®, Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.). Tai turi bati
padaryta prie$ pirmg kartg atliekant therascreen GIST RapidScreen Pyro
tyrimg. Jeigu instaliuota GIST RapidScreen jjungiama ataskaita, iS anksto
nustatytus tyrimo nustatymus rasite PyroMark Q24 software trumpuyjy
Saukiniy narsykléje, takelyje ,Example Files/PyroMark Setups/GIST*.
GIST rapidScreen jjungiamg ataskaitg gausite, jeigu kreipsités
elektroniniu pastu pyro.plugin@giagen.com.

Procedura

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

2. |veskite procediiros parametrus (zr. ,,Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden., Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.).

3. Nustatykite plokstele, priskirdami KIT 9 egzono ir PDGFRA 18 egzono
tyrimus Sulinéliams, atitinkantiems analizuojamus méginius.
Pastaba: Bent j vieng tyrimg reikia jtraukti neigiamos kontrolés meginj (be
Sabloninés DNR) j kiekvieng PGR nustatyma.

Pastaba: | kiekvieng tyrimg kiekvienoje Pyrosequencing proceduroje
jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, Fehler!
Textmarke nicht definiert. psl.).

4. Kai procedira jau nustatyta ir galima ja atlikti su PyroMark Q24
sistema, iSspausdinkite reikiamy fermento misinio, substrato misinio
ir nukleotidy kiekiy sarasg ir plokstelés nustatymg. Meniu ,,Tools*
pasirinkite ,,Pre Run Information“, o kai pasirodys ataskaita,
spustelkite =.

5. Uzdarykite procediros failg ir nukopijuokite jj j USB atmintine
(tiekiama su sistema), naudodami Windows® Explorer.
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Pastaba: I8spausdintg Pre Run Information galima naudoti kaip méginio
nustatymo Sablong (zr. ,3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas prie
Streptavidin Sepharose High Performance “, 21 psl.).

Norédami i8nagrinéti plokstele su PyroMark Q24 sistema, Zr. ,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.*, 27 psil.

Proceduros parametrai

Run name:

Instrument method:

Plate ID:
Bar code:

Kit and Reagent ID:

Run note:

Tyrimo faily pridéjimas

Proceduros pavadinimas duodamas iSsaugojus failg.
Pervardinus failg, pasikeiCia ir procedlros
pavadinimas.

Pasirinkite instrumento metodg pagal kasete, kurig
naudosite per proceduirg. Zr. su produktais tiekiamas
instrukcijas.

Pasirinktis: Jveskite PyroMark Q24 plokstelés ID.

Pasirinktis: Jveskite plokstelés brik3ninj kodg, o
jeigu turite braksniniy kody skaitytuva, prijungtg prie
kompiuterio, patalpinkite pelés zymeklj tekstiniame
laukelyje ,Barcode” (spusteldami laukelj) ir
nuskenuokite braksninj koda.

Pasirinktis: Jveskite naudojamo therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkinio 1 dézés ir 2 dézés partijos
numerj. Partijos numerj rasite ant produkto etiketés.

Pastaba: Mes rekomenduojame jvesti abu partijos
numerius taip, kad baty galima atsekti netikétas su
therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkiniu
iSkilusias problemas.

Pasirinktis: Jveskite pastabg apie proceduros turinj
ar tiksla.

Norédami priskirti tyrimg prie Sulinélio, jus galite:

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

B Pasirinkti tyrimg trumpuyjy Saukiniy narsykléje, spustelti ir tempti tyrimg |

Sulinél;.

Sulinélis yra uzkoduotas pagal spalva, priklausomai nuo jam priskirto tyrimo.

Méginiy ID ir pastaby jvedimas

Norédami jvesti méginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg ir jveskite teksta.

16
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Norédami redaguoti méginio ID ar pastabg, pasirinkite elementg (bus
pasirinktas tuometinis turinys) arba du kartus spustelkite elementa.
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2 protokolas: PGR, atliekama naudojant su therascreen
GIST RapidScreen Pyro rinkiniu tiekiamus reagentus
Sis protokolas yra skirtas srities su KIT 9 egzonu PGR amplifikacijai ir atskirai

srities su PDGRFA 18 egzonu PGR amplifikacijai naudojant therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkinj.

Svarbis patarimai pries pradedant

B HotStarTag® polimerazei su PyroMark Master Mix reikalingas 15 minugiy
95°C aktyvavimo veiksmas.

B Supilstykite visus reakcijos miSinius tokiame plote, kuris baty atskirtas nuo
naudojamo DNR isgryninimui, jtraukdami Sablonine DNR j PGR, PGR
produkty analize ar méginiy paruoSimg prie$ Pyrosequencing analize

B Naudokite vienkartinius antgalius su hidrofobiniais filtrais, kad iki
minimumo sumazintumeéte kryzminj uztersSimg.

K3 reikia padaryti pries pradedant
M Prie§ atidarydami mégintuvélius su PGR pradmenimis, trumpai juos
centrifuguokite, kad surinktuméte turinj megintuveliy dugne.

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

Procedura

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

2. Pagal 4 lentele paruoskite reakcijos misinj kiekvienam PGR
pradmeny rinkiniui.
| reakcijos miSinj paprastai jeina visi komponentai, kuriy reikia PGR,
iISskyrus méginj.
Paruoskite didesnj negu reikia visam atliekamy PGR tyrimy skaiciui
reakcijos misSinio kiekj.

18 therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio vadovas 03/2015



4 lentelé. Reakcijos miSinio paruosimas kiekvienam PGR pradmens

misiniui
Komponentas Kiekis/reakcija pl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12.5 ul
CoralLoad Concentrate, 10x 2.5 ul
PGR Primer KIT 9 egzonas ar
PGR Primer PDGFRA 18 1l
egzonas
Vanduo (H,0, tiekiamas) 4 ul
Visas kiekis 20 ul

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

4. JlaSinkite j atskirus PGR mégintuvélius (zr. 5 lentele) 5 pl Sabloninés
DNR (2-10 ng genominés DNR) ir gerai iSmaisykite.
Pastaba: Kiekvienam PGR nustatymui bent j vieng tyrimg reikia jtraukti
neigiamos kontrolés meéginj (be Sabloninés DNR) .
Pastaba: | kiekvieng tyrimg kiekvienoje Pyrosequencing procedaroje
jtraukite meéginj su nedenatdruota kontroline DNR (zZr. ,Kontrolés® Fehler!
Textmarke nicht definiert. psl.).

5 lentelé. PGR paruosimas

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

5. Uzprogramuokite termomaisytuva pagal gamintojo instrukcijas,
laikydamiesi 6 lenteléje aprasyty salygu.
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6 lentelé. Optimizuotas ciklo atlikimo protokolas

Komentarai

Pradinis 15 minuciy 95°C  HotStarTaq DNR
aktyvavimo polimerazé aktyvuojama
veiksmas: per Sj kaitinimo veiksma.
3 veiksmuy ciklo
atlikimas:
Denatlravimas 20 95°C

sekundziy
Hibridizacija 30 53°C

sekundziy
Elongacija 20 72°C

sekundziy
Cikly skaiCius 42
Galutiné 5 minutés 72°C
elongacija:

6. Sudékite PGR mégintuvélius j termomaisytuva ir paleiskite ciklo
atlikimo programa.

7. Po amplifikacijos pereikite prie ,,3 protokolas: PGR produkty
imobilizavimas prie Streptavidin Sepharose High Performance “, 21 psl.

PGR méginius galima laikyti 2—8°C iki 3 dienuy.
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3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas prie
Streptavidin Sepharose High Performance rutuliuky

Sis protokolas skirtas $abloninés DNR imobilizavimui prie Streptavidin
Sepharose High Performance (GE Healthcare) prie$ analize su PyroMark Q24
sistema.

Ka reikia padaryti pries pradedant

M Prie$ pradédami, leiskite visiems reikiamiems reagentams ir tirpalams
pasiekti kambario temperattirg (15-25°C).

B Jjunkite PyroMark Q24 likus bent 30 minuciy iki proceduros pradzios.
Elektros jungtukas yra galingje instrumento pusegje.

B Uzdékite vieng PyroMark Q24 Plate Holder ant i$ anksto jSildyto iki 80°C
kaitinimo bloko. Palikite antrg PyroMark Q24 Plate Holder kambario
temperataroje (15-25°C).

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

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

B Paruoskite PyroMark Q24 Vacuum Workstation meginiy paruoSimui, kaip
aprasyta PyroMark Q24 vadove.

Procedira
1. Svelniai papurtykite buteliuka su Streptavidin Sepharose High
Performance rutuliukais, kol gausite homogeniska tirpala.

Paruoskite Master Mix DNR imobilizavimui, kaip aprasyta 7 lenteléje.
Paruoskite didesnj kiekj negu reikia visy reakcijy atlikimui (visoms + vienai
papildomai reakcijai).

7 lentelé. Master mix DNR imobilizavimui

Komponentas Kiekis/meéginys
PyroMark Binding Buffer 40
Streptavidin Sepharose High Performance 1l
Vanduo (H,0, tiekiamas) 29 ul
Visas kiekis 70
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Pastaba: Sis protokolas taikomas Streptavidin Sepharose High Performance, kurio
partijos numeris 10057037 ar didesnis. Naudojant Streptavidin Sepharose High
Performance rutuliukus, kuriy partijos numeris mazesnis negu 10057037, vienam
méginiui naudojamy rutuliuky kiekj reikia padidinti iki 2 pl, kaip nurodyta proceduros
nustatyme.

2. Jlasinkite 70 pl Master Mix j 24 Sulinéliy PGR plokstelés ar juosteliy
$ulinélius, kaip nurodyta procediiros nustatyme (zr. ,,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“, 14 psl.).

Sefarozés rutuliukai greitai nuseda. Uztikrinkite Master Mix
homogeniskumag, daznai maiSydami su pipete ar atlikdami impulsy
sukuriavimg. Necentrifuguokite Master Mix.

3. Jlasinkite 10 pl biotiniluoto PGR produkto iS 2 protokolo j kiekvieng

Sulinélj, kuriame yra Master Mix, kaip nurodyta procediiros

nustatyme (zr. ,,Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“,
Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.).

Pastaba: Po Master Mix ir PGR produkto jlasinimo Sulinélyje turi bati
bendras kiekis 80 pl .

4. Uzsandarinkite PGR plokstele su lipnia juostele.
Jsitikinkite, kad skystis neiStekés i$ vieno Sulinélio j kitg.

5. 5-10 minuciy sukuriuokite PGR plokstele kambario temperatiroje
(15-25°C) 1400 apsuky/min. greiciu.
Siame etape nedelsdami pereikite prie ,Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden., Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.
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4 protokolas: Méginiy paruosimas pries Pyrosequencing
analize su PyroMark Q24

Sis protokolas yra skirtas vienos vijos DNR paruo$imui ir sekvenavimo
pradmens hibridizacijai prie $ablono, prie$ atliekant Pyrosequencing analize su
PyroMark Q24.

Svarbis patarimai pries pradedant

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

B Sulasinkite 2 skirtingus sekvenavimo pradmenis pagal tg patj pavyzdj,
kaip nurodyta plokstelés procediros nustatyme (Zr. ,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“, 14 psl.), priklausomai
nuo analizés srities (KIT 9 egzonas arba PDGFRA 18 egzonas).

B Po jkaitintinimo iki 80°C, nesutrumpinkite meginiy ausinimo laiko.

M Palyginti su ankstesne therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio
vadovo versija (2011 mety liepos ménesio 1 versija, 18 veiksmas), darbo
eiga buvo truputj modifikuota. Po jkaitintinimo iki 80°C, nesutrumpinkite
meéginiy ausinimo laiko.

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

Procedura

1. Atskieskite pakankama kiekj kiekvieno sekvenavimo pradmens, Seq
Primer KIT 9 egzono ir Seq Primer PDGFRA 18 egzono su PyroMark
Annealing Buffer, kaip parodyta Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden..

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

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

Kiekis
Komponentas Kiekis/méginys 9 + 1 reakcijoms
PyroMark Annealing 242 ul
BUffer 24.2 Ul
Seq Primer KIT 9
egzonas
ar 0.8 ul 8 ul
Seq Primer PDGFRA 18
egzonas
Visas kiekis 25 ul 250 ul

2. llasinkite 25 pl skiesto sekvenavimo pradmens j kiekvieng PyroMark
Q24 Plate $ulinélj, kaip nurodyta procediiros nustatyme (zr. ,,Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.“, 14 psl.).

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

3. Jljunkite PyroMark Q24 Vacuum Workstation vakuumine pompa.

4. Uzdékite PGR plokstele i$ 3 protokolo ir PyroMark Q24 Plate ant
vakuuminés darbo vietos (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden. ).

Patikrinkite PGR plokstele ir jsitikinkite, kad tirpale yra Sepharose
rutuliuky. |sitikinkite, kad plokstelé jdéta ta pacia orientacija, kaip ir
supilstant méginius.
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3 pav. PGR plokstelés ir PyroMark Q24 Plate padéjimas ant vakuuminés darbo
vietos.

5. Jleiskite vakuuma j jrankj, jjungdami vakuuma.

6. Atsargiai nuleiskite filtravimo zondus j PGR, kad uzfiksuotuméte
rutuliukus su imobilizuotu Sablonu. Laikykite zondus vietoje 15
sekundziy. Keldami vakuuminj jrankj, bukite labai atsargus.
Sefarozés rutuliukai greitai nuséda. Rutuliukus reikia surinkti i$ karto po
sukuriavimo. Jeigu nuo plokstelés stkuriavimo praéjo daugiau kaip 1
minuté, pries surinkdami rutuliukus, dar 1 minute pasutkuriuokite.

Patikrinkite PGR plokstele, ar vakuuminis jrankis pilnai paémeé visus
meéginius.

7. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 40 ml 70% etanolio (3 pav.) (1
lovelis; Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

8. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 40 ml Denaturation Solution (2
lovelis; Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ). 5
sekundes plaukite filtravimo zondus.

9. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su 50 ml Wash Buffer (3 lovelis;
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ). 10 sekundziy
plaukite filtravimo zondus.

10. 5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau
kaip 90° vertikaliai, kad iStustintuméte skyst;j is filtravimo zondy
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

26

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

Kol vakuuminis jrankis laikomas vir§ PyroMark Q24 Plate, iSjunkite
vakuuminj jungtuka ant jrankio (Off).

ISleiskite rutuliukus j PyroMark Q24 Plate, nuleisdami filtravimo
zondus j skiestg sekvenavimo pradmenj ir Svelniai judindami jrankj is
vienos puseés j kita.

Pasirapinkite, kad nepazeistuméte PyroMark Q24 Plate pavirSiaus,
subraizant jj su filtravimo zondais.

Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su labai Svariu vandeniu (4 lovelis;
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) ir kratykite 10
sekundziy.

ISplaukite filtravimo zondus, nuleisdami juos j labai Svary vandenj (5
lovelis; Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) ir
naudodami vakuuma. Praplaukite zondus su 70 ml labai Svaraus
vandens.

5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau
kaip 90° vertikaliai, kad iStustintuméte skystj is filtravimo zondy
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ).

Uzdarykite vakuuminj jungtuka ant jrankio (Off) ir patalpinkite
vakuuminj jrankj Parking padétyje (P).

ISjunkite vakuumine pompa.

Darbo dienos pabaigoje reikia iSpilti skyscCio atliekas ir likusius tirpalus bei
patikrinti PyroMark Q24 Vacuum Workstation, ar joje néra dulkiy ir skyscio
liku€iy (zr. ,B priedas: “, 51 psl.

2 minutes kaitinkite PyroMark Q24 Plate su méginiais 80°C,
naudodami i$ anksto jSildyta PyroMark Q24 Plate Holder.
Nuimkite PyroMark Q24 Plate nuo karsto plokstelés laikiklio ir
patalpinkite ant antro PyroMark Q24 Plate Holder, kuris buvo
laikomas kambario temperatiroje (15-25°C), kad méginiai 10-15
minucéiy bity ausinami kambario temperatiroje.

Pereikite tiesiai prie ,,Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.“, Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.
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5 protokolas: Procediira su PyroMark Q24

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

Svarbus punktai pries pradedant

B [|Kkiproceddrinés informacijos ataskaitoje, kurig rasite meniu ,Tools" per
procedaros nustatymg (Zr. ,Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.“, Fehler! Textmarke nicht definiert. psl.), pateikta informacija
apie tam tikrai proceddrai reikalingy nukleotidy, fermento ir substrato
buferio kiekj.

B | kasete sudékite vienkartinius antgalius be hidrofobiniy filtry, kad
uztikrintumeéte tiksly kasetés funkcionavimag

Procedura

1. IStirpinkite Saltyje iSdziovinto fermento ir substrato misinius
kiekvieng atskirai 620 pul vandens (H,0O, tiekiamas).

2. ISmaisykite, Svelniai sukiuojant buteliuka.
Nesukuriuokite!
Norédami jsitikinti, kad miSinys pilnai iStirpo, 5-10 minuc€iy palaikykite jj
kambario temperatiroje (15-25°C). Prie$ pripildydami PyroMark Q24

Cartridge, jsitikinkite, kad tirpalas néra drumstas. Jeigu reagenty tuoj pat
nepanaudosite, patalpinkite reagenty buteliukus ant ledo arba Saldytuve.

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

5. Sudeékite j PyroMark Q24 Cartridge atitinkamus nukleotidy, fermento
ir substrato misinius, kaip parodyta Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.

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

Label

5 pav. PyroMark Q24 Cartridge pavaizdavimas i$ virSaus.

Anotacijos atitinka etikete ant reagenty buteliuky. Jlasinkite fermento misinj (E), substrato
miSinj (S) ir nukleotidus (A, T, C, G) pagal kiekio informacija, pateiktg Pre Run informacijos
ataskaitoje, kurig rasite meniu , Tools" per procediros nustatyma.
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6. Atidarykite kasetés voztuvg ir jdékite pripildytg reagento kasete,
atsuke etikete j iSore. Pilnai jstumkite kasete ir stumkite zemyn.

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

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

9. Uzdarykite plokstele laikantj réma ir instrumento dangt;j.

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

NeiSimkite USB atmintinés, kol nesibaigs procedura.

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

12. Pasirinkite procediros failg, naudodami ekrano mygtukus a ir v.
Norédami pamatyti aplanko turinj, pasirinkite aplanka ir spauskite ,Select".
Norédami grjzti | ankstesnj vaizda, spauskite ,Back”.

13. Pasirinke proceduros failg, spauskite ,,Select“ ir pradékite procediira.

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

15. iSimkite USB atmintine.
16. Atidarykite instrumento dangtj.

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

18. Uzdarykite voztuva.

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

20. Uzdarykite plokstele laikantj réma ir instrumento dangt;.

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

22. ISanalizuokite procediirg pagal ,,6 protokolas: PyroMark Q24 “, 29 psl.
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6 protokolas: PyroMark Q24 procediros analizé

Siame protokole aprasyta baigtinés GIST RapidScreen procediros mutacijos
analizé naudojant PyroMark Q24 Software.

Procedura

1. ]dékite USB atmintine su apdorotu procediros failu j kompiuterio
USB jungtj.

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

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

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

Pastaba: Mes primygtinai rekomenduojame rezultaty interpretavimui
naudoti GIST RapidScreen jjungiamg ataskaitg. GIST RapidScreen
jjungiama ataskaitg galite gauti el. pastu pyro.plugin@giagen.com. Si
ataskaita uZztikrins, kad automatiniam visy mutacijy aptikimui bus
naudojamos atitinkamos AR vertés (Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.) ir jvairios ,Sequences to Analyze“.

Pastaba: Dvi kompleksinés mutacijos PDGFRA 18 egzone (2526_2538>G
ir 2524 2526 GAC>TAT) negali bati analizuojamos taikant AQ analize su
PyroMark Q24 Software. Mes rekomenduojame naudoti GIST
RapidScreen jjungiamg ataskaita PDGFRA 18 egzono kompleksiniy
mutacijy analizei.

5. Naudodami GIST RapidScreen jjungiamg ataskaita ataskaitos
generavimui, meniu i$ ,,Reports“ pasirinkite “AQ Add On
Reports/GIST” (zr. 6 pav.).
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#@  Pyrobark Q24 2.06 - [AQ Run Analysis - CAWLAGISTVGIST example run)
# File Tools | Reports | Window  Help

S-Pz 4 AQ Analysis Statistics
EI--E‘ Shortouts AC Analysis Results
EI{':',‘ Example F AQ Pyrogram Report
EIE} Pyrol AQ Full Report
- B
9 ) E|  AQAddOnReports |
_ SMP Analysis Results
ﬂ:'l K SMP Pyrogram Report
&) Pyro SMP Full Report
- CTG _
_____ u Exam SMP Overview Report
gl KRAS 12413 :
..... ,:’ D1E
-1 Desktop

6 pav. GIST RapidScreen Plug-in Report meniu.

Sulinéliai bus automatiskai iSanalizuoti su visomis galimomis mutacijomis,
kuriy AR nurodytos Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.. Rezultatai bus pateikti apzvalginéje lenteléje (7 pav.), o pojy
seks detalls rezultatai, j kuriuos jeina pirogramos ir analizés kokybe.

Summary

Al cKIT Exon 9 COL04237 No mutation detected

A2 [cKIT Exon 9 COL04238 Mutation 51,6 1509_1510insGCCTAT | Y503_F504insAY

A3 [cKIT Exon 9 COL04239 Mutation 29,6 1509 1510insGCCTAT | Y503 F504insAY

Ad cKIT Exon 9 COL04240 No mutation detected

AS cKIT Exon 9 wi control DNA No mutation detected

Cl PDGFRA Exon 18 |COL04237 No mutation detected

C2 PDGFRA Exon I8 |COL04238 Potential low level mutation |45 2525A>T DR42V HY

C3 PDGFRA Exon I8 |COL04239 No mutation detected

Cc4 PDGFRA Exon 18 [COL04240 Mutation 52,2 2524 2535del12 or D842 H845del or
2526 2537dell12 1843 D846del

C5 PDGFRA Exon 18 |wt control DNA No mutation detected

!y 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.

7 pav. GIST RapidScreen jjungiama ataskaita

6. AQ analizés naudojimas:
Norédami analizuoti procediirg ir gauti rezultaty apzvalga, spustelkite
viena iS mygtuky Analyze.
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FFH] Analizuoti visus Sulinélius.
O{g}}] Analizuoti pasirinkta $ulinéli.

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

Norédami generuoti ataskaita, meniu i$ ,,Reports“ pasirinkite ,,AQ Full
Report” ar ,,AQ Analysis Results“.

Pastaba: Jeigu norite gauti patikimus rezultatus, mes rekomenduojame, kad
vienos virstnés aukstis virSyty 30 RLU. Tyrimo nustatyme nustatykite 30 RLU
kaip ,reikiamg tinkamos kokybés virstnés aukstj“ (Zr. ,A priedas: therascreen
GIST RapidScreen Pyro tyrimy nustatymas® ir PyroMark Q24 vadovag).

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

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

Méginiy be aptiktos mutacijos su standartu ,,Sequence to analyze* ar
»Check‘ ar ,Failed“ kokybés vertinimu peranalizavimas

Standartiné ,Sequence to Analyze®, kaip nurodyta Analysis Setup, analizuoja 6
bp dubliavimg KIT 9 egzone ir dazniausig taskine mutacijg (GAC>GTC)
PDFGRA 18 egzono 842 kodone (zr. A prieda, 47 psl.). Jeigu méginyje yra ne
tokia dazna mutacija PDFGRA 18 egzone, “Sequence to Analyze” galima
keisti ir iSanalizuoti Sios mutacijos mutacine busenag, kaip apraSyta A priede.

Dvi kompleksinés mutacijos PDGFRA 18 egzone (2526_2538>G ir 2524 2526
GAC>TAT) negali bati analizuojamos taikant AQ analize su PyroMark Q24
Software. Mes rekomenduojame naudoti GIST RapidScreen jjungiamg
ataskaitg PDGFRA 18 egzono kompleksiniy mutacijy analizei.

Mes primygtinai rekomenduojame peranalizuoti visus meginius, kuriuose
neaptikote mutacijos su standartine ,Sequence to Analyze®, bei tokius
méginius, kuriems pateiktas kokybés vertinimas ,,Check” arba ,Failed” arba
kuriy virSanés neatitinka histogramos juosty aukscio. Kokybés vertinimas
,Check® arba ,Failed” gali rodyti retg mutacijg, kuriai netinka standartiné
,Sequence to Analyze®, todél atsiranda netikéty atskaitiniy virstniy.

Norédami peranalizuoti ir nusitaikyti j ne tokias daznas mutacijas, eikite |
L2Analysis Setup® ir pakeiskite ,Sequence to Analyze® j variantus, aprasytus A
priede, ar kity rety ar netikéty mutacijy variantuose. Spustelkite ,Apply“ ir po to
.10 All, kai atsiras langas ,Apply Analysis Setup®.
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Atnaujintus mutacijy daznius zmogaus KIT/PDGFRA rasite Sanger Instituto
internetiniame puslapyje www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

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

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

Pastaba: Jeigu iSmatuotos virSunés nedera prie histogramos juosty aukscio ir
to negalima paaiskinti retomis ar netikétomis mutacijomis, toks rezultatas néra
pagrindas spresti apie mutacine bukle. Rekomenduojama i$ naujo iSanalizuoti
meégin;.
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Rezultaty interpretavimas

Analizés rezultaty interpretavimas ir zemo lygio mutacijy
aptikimas

Primygtinai rekomenduojama palyginimui ir kaip foniniy lygiy kontrole j
kiekvieng procedurg jtraukti nedenatdruotg kontroline DNR. ISmatuotas
kontrolinio meéginio daznis turi bati Zemesnis ar lygus tuscios vietos ribai
(TVR). Nustatant mutacijos buvimg, galima naudoti vadovuose pateiktas AR ir
TVR vertes. Sios vertés buvo gautos naudojant plazmidy miSinius su laukinio
tipo ar atitinkama mutavusia seka.

Po analizés su PyroMark Q24 Software ar Plug-In ataskaitomis galimi 3
rezultatai.

B Mutacijos daznis <AR: Mutacija neaptikta.
B Mutacijos daznis > AR + 3 % vnt.: Mutacija.

B Mutacijos daznis 2 AR ir < AR + 3 % vnt.: Potenciali Zemo lygio mutacija
Pastaba: Jeigu naudojate GIST RapidScreen Plug-In Report (Zr. ,6
protokolas: PyroMark Q24 “, 5 veiksmas, 29 psl.) ir taip nutikty, bus
pateiktas perspéjimas.

Intervalas nuo TVR iki TVR + 3 % vnt. leidZia jautriai aptikti Zemo lygio
mutacijas optimaliomis sglygomis. ISmatuotas didesnis nei TVR kontrolinio
meéginio daznis rodo, kad tos proceduros fono lygis yra aukstesnis nei
jprastinis, kas gali paveikti aleliy kiekio nustatymg, ypa¢ Zemos mutacijos
lygiams. Todél batina atidziai jvertinti rezultatus su perspéjimu ,potential low-
level mutation®.

Méginiai, kuriuose praneSama potenciali zemo lygio mutacija, turi bati laikomi
teigiamais mutacijos atzvilgiu tik tokiu atveju, jeigu ji patvirtinama
peranalizuojant juos dviem egzemplioriais kartu su méginiu su nedenattruota
kontroline DNR. Abiejy dublikaty rezultatas turi rodyti tg pacig mutacijg su
vertémis = AR, o kontrolinis méginys turi bati praneSamas kaip ,No mutation
detected”. PrieSingu atveju méginys bus laikomas tokiu, kuriame ,mutacija
neaptikta®“.

Padidintg mutacijos fong galima aptikti palyginus vadove iSvardintas TVR
vertes su matavimais, gautais su nedenattruota kontroline DNR. Méginius su
praneSama potencialia Zzemo lygio mutacija galima vertinti kaip ,Mutation not
detected” be pasikartojimo, jeigu iSmatuotas nedenatiruotos kontrolinés DNR
daznis yra aukstesnis negu vadove nurodyta atitinkamos mutacijos TVR verte.
Todél su pakartotinémis potencialiomis Zemo lygio mutacijomis galimi 3
skirtingi scenarijai.
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1. Matavimo daznis su nedenatiruota kontroline DNR >TVR Siai
mutacijai: Méginj galima vertinti kaip ,,Mutation not detected” be
pasikartojimo.

2. Rezultatas neatkuriamas dublikatu su tuo paciu rezultatu: Vertinkite
meéginj kaip ,,Mutation not detected".

3. Atkuriamas dublikatu su tuo paciu rezultatu ir laukinio tipo méginiu
<TVR atitinkamai mutacijai: Aptikta mutacija.

Pastaba: Pirograma turi bati visada palyginama su histograma, kurig
pamatysite spusteléje desinj pelés klavisg lange Pyrogram. ISmatuotos
virSuinés turi deréti prie histogramos juosty aukscio. Reikia istirti pirogramas, ar
neatsirado netikéty virsaniy. Jeigu iSmatuotos virSinés nedera prie
histogramos juosty auk&€io ir negali bati paaiskintos retomis ar netikétomis
mutacijomis, rekomenduojama peranalizuoti méginj. Nepavykes rezultatas
néra pagrindas spresti apie mutacine bukle. Tam, kad mutacija bity galiojanti,
vir§tiinés auks&Cio pokytis visada siejamas su atitinkamu kitos virSinés aukscio
pokyCiu. Vienos virStinés aukscio pokycio nereikia vertinti kaip mutacijos
nuorodos.

Pastaba: Rezultaty interpretavimui rekomenduojama naudoti GIST
RapidScreen Plug-in Report. Tam, kad iSsamiau istituméte meéginius su
praneSama potencialia zemo lygio mutacija, mes rekomenduojama papildomai
iSanalizuoti meéginj rankiniu badu su taikomaja programine jranga (pvz.,
kontrolinio méginio mutacijos daznio palyginimui).

Pastaba: Priimant sprendimg dél véziu serganciy pacienty gydymo, negalima
remtis vien KIT 9 egzono ir PDGFRA 18 egzono mutacijos busena.
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9 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatytos AR ir TVR

TVR AR COSMI
Nukleino rigsties Aminorugsties (% (% C ID*
pakaitalas pakaitalas vnt.) vnt.) (v58)
KIT 9 egzonas
1509_1510insGCCTAT  Y503_F504insAY 19 4.9 1326
PDGFRA 18 egzonas
2525A>T D842V 0.6 3.6 736
2524G>T D842Y" 0.6 3.6 12396
2524 2535 del12 D842 H845del 737
arbat arba? 2.2 5.2 arba®
2526_2537 dell2 1843_D846del* 96892
2527 _2538 dell12 1843_D846del 3.0 6.0 12400
2528 2539 del12 1843_S847>T 4.2 7.2 12407
2530 2541 dell2 M844 S847del 3.2 6.2 12402
2524 2532 del9 D842 _M844del 15 4.5 12401
2524 2526 delGAC D842del 0.9 3.9 12406
2526_2538 >GS D842 _D846>E 0.3 3.3 12408
2524 2526 GAC>TAT D842Y" 0.9 3.9 12397

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

T Mutacijos 2524G>T ir 2524 2526 GAC>TAT ir 2526_2537 del12 ir 2527_2538 del12
atitinkamai sukelia tokj pat aminortgsciy pokyt;.

* Mutacijos 2524 2535del12 ir 2526_2537del12 atitinkamai sukelia tokj pat nukleino rigssiy
pokytj.

$ Mutacijos 2526_2538 >G ir 2524 _2526GAC>TAT negalima analizuoti AQ reZimu su
PyroMark Q24 Software.
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Pavyzdiniai rezultatai

Pavyzdiniai pirogramy rezultatai parodyti Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden. — Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.

—————— : 999
GCCTAT: 1%
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50|
O + T 1

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

8 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu su KIT
9 egzonu su “Sequence to Analyze” TCTGCCTAT[GCCTAT]TTTA, nukreipta j 6 bp
dubliavimg po 503 kodono.

[--———- : 61%
|GCCTAT: 39%
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9 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su GCCTAT dubliavimu po 503
kodono KIT 9 egzone su “Sequence to Analyze” TCTGCCTAT[GCCTAT]|TTTA.

A: 99%
T: 1%

150
100
50

ESGCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTA ARG
5 10 15 20 25

10 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su laukinio tipo genotipu
PDGFRA 18 egzone su “Sequence to Analyze”
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT, nukreipta j mutacija GAC>GTC 842
kodone (2525 nukleotide).

36 therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio vadovas 03/2015



o
150

100+
50 -

ESGCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTALG
5 10 15 20 25

11 pav. Pirogramos jrasas, gautas iSanalizavus méginj su GAC>GTC mutacija 842

kodone (2525 nukleotide) PDGFRA 18 egzone su “Sequence to Analyze”

CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT.

Trik¢iy Salinimo vadovas

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

Bendrg instrumento trikCiy Salinimg rasite PyroMark Q24 vadove.

Komentarai ir pasitilymai

Signalai nesabloninéje kontroléje (neigiamoje kontroléje)

a) Trikdziai tarp Sulinéliy  Signalas i vieno Sulinélio aptinkamas
gretimuose Sulinéliuose. Stenkités nedéti
méginiy su auksto intensyvumo signalu Salia
Sulinéliy be Sabloninés kontrolés.

b) PGR uzterSimas Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais.
Tokias medziagas kaip méginiai, kontrolés ir
amplikonai laikykite ir  iSimkite atskirai nuo
PGR reagenty.

Silpna ar netikéta seka

Zemos kokybés Zemos kokybés genominé DNR gali sugadinti

genominé DNR PGR. Analizuokite PGR méginius, taikydami
elektroforezés technikg (pvz., QlAxcel® System
arba agarozés gelio elektroforeze).
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Komentarai ir pasitlymai

Rezultatas ,,Check* ar ,failed“

a) Zemas virsinés Esant apdorojimo klaidoms per PGR nustatymag
aukstis ar meginiy paruosimg prie$ Pirosekvenavimag,
gali susiformuoti Zemos virSlnés.

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

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

Jeigu atsiranda perspéjimas ,,Check”, atidziai
palyginkite pirogramg su histograma, kuri
pasirodys spusteléjus desinj pelés klavisg lange
Pyrogram. Jeigu iSmatuotos virstinés dera prie
histogramos juosty aukscio, rezultatas yra
tinkamas vertinti. PrieSingu atveju
rekomenduojama peranalizuoti meéginj.

b) ,Sequence to Analyze“ Tyrimo nustatyme pritaikykite ,Sequence to
neaptikta mutacija Analyze® (zr. “A prieda: therascreen GIST
RapidScreen Pyro tyrimy nustatymas®, Fehler!
Textmarke nicht definiert. psl.) ir
peranalizuokite procedurg.

c) Netikéta reta mutacija  Kokybés vertinimas ,Check® arba ,Failed” gali
atsirasti del netikétos virsuniy struktdros. Tai
gali rodyti netikétg mutacijg, kurios
neiSanalizuoja esama analizuojama seka. Siuos
méginius reikty analizuoti atsizvelgiant
netikétas mutacijas , naudojant alternatyvig
~>equence to Analyze®.

d) Auksto virSanes Pirogramg reikia atidzZiai palyginti su histograma,
aukscio nukrypimo kuri atsiras spusteléjus deSinj pelés klaviSg
perspéjimas per lange Pyrogram. Jeigu iSmatuotos virSunés
paskirstymag nedera prie histogramos juosty aukscio ir negali

bati paaiskinamos retomis mutacijomis,
rekomenduojama peranalizuoti méginj.

Aukstas fonas

a) Neteisingas nukleotidy Laikykite nukleotidus 2-8°C. Jeigu laikysite nuo -
laikymas 15 iki -25°C, gali padidéti fonas.
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Komentarai ir pasitlymai

b) Trumpas méginiy 10-15 minuciy laikykite méginius ant PyroMark
ausinimo laikas prie$ Q24 Plate Holder kambario temperatiroje.
Pyrosequencing Netrumpinkite ausinimo laiko.
analize

c) Kasetés uzterSimas Kruop$&c€iai iSvalykite kasete, kaip aprasyta

produkto lape. Laikykite kasete saugomg nuo
Sviesos ir dulkiy.

Néra signaly teigiamoje kontroléje (nedenatiruotoje kontrolinéje DNR)
a) Fermento ar substrato  |sitikinkite, kad pripildéete PyroMark Q24

misinio nepakanka Cartridge, kaip nurodyta meniu , Tools“ ,Pre Run
visiems Sulinéliams Information”.
b) Reagentai neteisingai  ParuoSkite therascreen pagal instrukcijas,
laikomi ar skiesti aprasytas ,Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.“, Fehler! Textmarke nicht
definiert. psl.
c) PGR ar méginio Apdorojimo klaidos per PGR supilstymg, PGR
ruosimo klaida ciklerio programavimg ar méginiy paruosimag

prieS Pyrosequencing gali jtakoti signaly
nebuvima. Atlikite filtravimo zondy funkcinj
testa, kaip aprasyta PyroMark Q24 vadove, ir
keiskite filtravimo zondus, kaip nurodyta.
Pakartokite PGR ir Pyrosequencing analize.

Kokybés kontrolé

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

Apribojimai

Bet kokie generuojami rezultatai turi bati interpretuojami kartu su kitais
klinikiniais ar laboratoriniais rezultatais.

Norint gauti optimalius PGR rezultatus, batina grieztai laikytis vadovo
nurodymy. Reikia atkreipti démes;j | galiojimo datas, iSspausdintas ant dézutés
ir visy komponenty etikeCiy. Nenaudokite komponenty, kuriy galiojimo laikas
pasibaiges.
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Veikimo charakteristikos

Tuscios vietos riba ir aptikimo riba

Tuscios vietos riba (TVR) ir aptikimo riba (AR) buvo nustatytos daugeliui
mutacijy, naudojant plazmidziy misinius (10 lentelé). TVR ir AR buvo
nustatytos pagal Klinikiniy ir laboratoriniy standarty instituto (CLSI) EP17-A
potvarkio ,Aptikimo riby ir kiekio apskaiciavimo riby nustatymo protokolas;
patvirtintas potvarkis® rekomendacijas. a- ir § klaidos (atitinkamai klaidingi
teigiami ir klaidingi neigiami rezultatai) buvo nustatytos iki 5%. Kai kuriy rety
PDGFRA 18 egzono AR buvo nustatytos pridedant 3 tus€iy matavimy
standartinius nuokrypius prie TVR vertés. AR vertés buvo nustatytos bent 3 %
vienetais auksciau TVR vertés.

TVR vertés reiSkia iSmatuotg daznj, gautg su laukinio tipo meéginiu. AR vertés
reiSkia Zemiausig signalg (iSmatuotg daznj), kurj galima traktuoti kaip teigiama
tam tikros mutacijos atzvilgiu.

10 lentelé. Tam tikroms mutacijoms nustatytos TVR ir AR

TVR AR COSMI
Nukleino rugsties Aminorugsties (% (% C ID*
pakaitalas pakaitalas vnt.) vnt.) (v58)
KIT 9 egzonas
1509 1510insGCCTAT Y503_F504insAY 1.9 4.9 1326
PDGFRA 18 egzonas
2525A>T D842V 0.6 3.6 736
2524G>T D842Y" 0.6 3.6 12396
2524 2535 dell2 D842 H845del 737
arba* arba* 2.2 5.2 arba*
2526_2537 del12 1843_D846del’ 96892
2527 2538 del12 1843_D846del’ 3.0 5.0 12400
2528 2539 dell2 1843_S847>T 4.2 7.2 12407
2530 2541 dell2 M844 S847del 3.2 6.2° 12402
2524 2532 del9 D842 M844del 15 4.5 12401
2524 2526 delGAC D842del 0.9 3.9 12406
2526_2538 >G' D842_D846>E 0.3 3.3 12408
2524 2526 GAC>TAT D842Yt 0.9 3.9 12397
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* Somatiniy véZio mutacijy katalogas, kurj rasite Sanger instituto tinklalapyje
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Mutacijos 2524G>T ir 2524 2526 GAC>TAT ir 2526_2537 del12 ir 2527_2538 del12
atitinkamai sukelia tokj pat aminortgsciy pokyt;.

* Mutacijos 2524_2535del12 ir 2526_2537del12 atitinkamai sukelia tokj pat nukleino riigséiy
pokytj.

$ Mutacijos 2526_2538 >G ir 2524 _2526GAC>TAT negalima analizuoti AQ rezimu su
PyroMark Q24 Software.

LinijiSkumas

LinijiSkumas buvo nustatytas naudojant plazmidziy miSinius su laukinio tipo ar
mutacine seka 1509_1510insGCCTAT dubliavimui KIT 9 egzone ir 2525A>T
mutacijai PDGFRA 18 egzone. Plazmidés buvo sumaisytos tokiomis
proporcijomis, kad buty gauti 4 mutacijy lygiai (5, 10, 30 ir 50%). Kiekvienas
misinys buvo analizuojamas su 3 skirtingomis therascreen GIST RapidScreen
Pyro rinkinio partijomis, atliekant 3 Pyrosequencing proceddras, j kuriy
kiekvieng jéjo 3 kartotiniai.

Rezultatai (kiekvieno mutacijos lygio n=9) buvo analizuojami pagal CLSI
potvarkj EP6-A ,Kiekybinio matavimo proceduary linijiSkumo jvertinimas:
statistinis metodas; patvirtintas potvarkis* naudojant Analyse-it® Software
v2.21 ir yra parodyti 12 bei 13 pav.

Rezultatai buvo linijiniai ir jéjo | leisting 5 % vnt. nelinijiSkumg testuojamame 5-
50 % mutacijos lygio intervale.
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12 pav. Dubliavimo 1509_1510insGCCTAT linijiSkumas KIT 9 egzone.
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13 pav. Mutacijos 2525A>T linijiSkumas PDGFRA 18 egzone.

PreciziSkumas

PreciziSkumo duomenys leidzia nustatyti visg tyrimy kintamuma ir jis buvo
gautas 3 skirtingais lygiais, analizuojant aukS€iau minétus plazmidziy misinius,
kiekvieng su 3 kartotiniais.

Atkartojimas (tyrimo metu ir naudojant kelias partijas) buvo apskaicCiuotas
pagal linijiSkumo nustatymo duomenis (per tris procediras tg pacig dieng,
naudojant kintamas therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio partijas).
Tarpinis preciziSkumas (kintamumas laboratorijoje) buvo nustatytas per 3
procedulras vienoje laboratorijoje, atliekamas 3 skirtingomis dienomis jvairiy
operatoriy, su jvairiais PyroMark Q24 sistemomis bei therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkinio partijomis. Atkuriamumas (kintamumas keliose
laboratorijose) buvo apskaiCiuotas per dvi proceddras, kuriy kiekviena buvo
atliekama vidinéje ir iSorinéje laboratorijoje ir naudojant kintamas therascreen
GIST RapidScreen Pyro rinkinio partijas.

PreciziSkumo verté iSreiSkiama kaip iSmatuoto mutacijos daznio standartinis
nukrypimas % vnt. (11 lentelé). 1509 1510insGCCTAT dubliavimo
atkartojimas, tarpinis preciziSkumas ir atkuriamumas KIT 9 egzone atitinkamai
buvo 0.8-1.6, 0.5-1.5ir 0.7-1.9 % vnt. testuojamame 5 - 50% mutacijos lygio
intervale. Mutacijos 2525A>T atkartojimas, tarpinis preciziSkumas ir
atkuriamumas PDGFRA 18 egzone atitinkamai buvo 0.6-1.9, 0.6-3.7 ir 0.5—
2.4 % vnt. testuojamame 5 - 50% mutacijos lygio intervale.
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11 lentelé. Dubliavimo 1509 1510insGCCTAT preciziSkumas KIT 9
egzone*

% Tarpinis
mutavusi Atkartojimas preciziSkumas Atkuriamumas
plazmidé®  Vidurkis SN Vidurkis Vidurkis SN
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 15 29.2 1.2 29.2 1.7
50 50.3 1.6 50.2 15 49.7 19

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

11 lentelé. Mutacijos 2525A>T preciziSkumas PDGFRA 18 egzone?

% Tarpinis
mutavusi Atkartojimas preciziSkumas Atkuriamumas
plazmidé’  Vidurkis SN Vidurkis Vidurkis SN
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 19 23.6 3.4 26.6 14
50 41.2 1.6 40.5 3.7 43.3 2.4

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

Diagnostinis vertinimas

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinys buvo jvertintas, lyginant jj su
Sanger sekvenavimu. DNR buvo iSskirta i 100 paimty iS odos, formaline
fiksuoty ir j parafing jterpty (FFPE) GIST augliy méginiy, ir iSanalizuota dél KIT
9 egzono bei PDGFRA 18 egzono mutacijy.

DNR buvo iSskirta haudojant QlAamp DNA FFPEE Tissue rinkinj.
Pirosekvenavimo analizé buvo atlikta naudojant therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkinj su PyroMark Q24 sistema, o Sanger sekvenavimas
buvo atliktas naudojant Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer.

IS 100 analizuoty méginiy su visais pavyko nustatyti KIT 9 egzono (13 pav.)
bei PDGFRA 18 egzono (14 pav.) mutacine blseng, taikant abu metodus.
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13 lentelé. Analizuoty GIST augliy méginiy rezultatai KIT 9 egzono
atzvilgiu

KIT 9 egzonas Sanger sekvenavimas
a T Vis
mutacija Y503_F504insAY 0
Z Neaptikta mutacija 92 0 92
— 2 1509 1510insGCCTA
ST 0 8 8
c & Y503 _F504insAY
O ©
&) —
S &
Q2 Viso 92 8 100
o
s

14 lentelé. Analizuoty GIST augliy méginiy rezultatai PDGFRA 18 egzono
atzvilgiu

PDGFRA 18 Sanger sekvenavimas
€gzonas 2530- 2526-
2541dell2 2538>G
M844 D842 2525A>T
WT S847del D846>E D842V  Viso
Neaptikta 92 0 0 0 92
mutacija
2530-
-§ 2541del12 0 2 0 0 2
— © M844_S847del
n > R
(D% 2526-2538>G 0 0 3 0 3
S 9 D842_D846>E
QO —
?, & 2525A>T 1 0 0 5 3
c S D842v
&2
<y Viso 93 2 3 2 100

Pastaba: Atliekant visas proceduras, naudojamas veikimo charakteristiky
nustatymui, signalas virsijo 30 RLU, kaip ir jprastai gaunant iS 10 ng DNR,
iSskirtos i$ formaline fiksuoto ir j parafing jterpto (FFPE) audinio.
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Pyrosequencing duomenys buvo analizuojami naudojant GIST RapidScreen
Plug-in Report.

Nuorodos

QIAGEN turi didele, nuolat atnaujinamg internetine moksliniy publikacijy,
kuriose naudojami QIAGEN produktai, duomeny baze. ISsamios paieSkos

galimybeés leidzia jums rasti reikiamus straipsnius paprascCiausiai ieSkant pagal

raktazodzius arba specifikuojant programa, tyrimy sritj, pavadinimg ir t.t.
Jeigu jums reikalingas visas nuorody sgrasas, apsilankykite QIAGEN
internetinéje nuorodinéje bazéje www.giagen.com/RefDB/search.asp arba
susisiekite su QIAGEN technine pagalba ar savo vietiniu platintoju.

Cituojamos nuorodos

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.

Simboliali

Sie simboliai gali biti nurodyti ant pakuotés ir etikegiy:

Reagenty pakanka <N> testams
<N>

Galiojimo data

g

IVD In vitro diagnostinis medicininis produktas
Katalogo numeris

LOT Partijos numeris

MAT MedZiagos numeris

COMP Komponentai
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CONT Turinys

NUM Numeris

GTIN Pasaulinés prekybos produkto numeris

Temperatlros apribojimai

Gamintojas

Perskaitykite naudojimo instrukcijas

Atsargiai

> HkSs I

Kontaktiné informacija

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

Jeigu yra instaliuotas GIST RapidScreen Plug-in Report, PyroMark Q24
programines jrangos trumpyjy Saukiniy narsykléje, takelyje ,Example

Files/PyroMark Setups/GIST" rasite apibtdintus KIT 9 egzono ir PDGFRA 18

egzono tyrimy nustatymus. Tolesniy veiksmy atlikti nereikia. GIST
RapidScreen Plug-in Report galima gauti el. pastu pyro.plugin@giagen.com.

Mes primygtinai rekomenduojame per rankine analize naudoti GIST
RapidScreen Plug-in Report. Kompleksiniy PDGFRA 18 egzono mutacijy
negalima jtraukti | “Sequence to Analyze” rankiniu badu, jas reikia analizuoti
naudojant GIST RapidScreen Plug-in Report. Instaliavus jjungiamg ataskaitg
ar kiekvieng kartg, kai biuro kompiuteryje instaliuojama ar atnaujinama nauja

programiné jranga, reikia patikrinti, ar tinkamai veikia jjungiama ataskaita, kaip

aprasyta GIST RapidScreen Plug-in greitajame vadove.

Jeigu GIST RapidScreen Plug-in Report nebuvo instaliuota, pries$ pirmg kartg

paleidziant therascreen GIST RapidScreen Pyro tyrima, reikia rankiniu badu
nustatyti tyrimo failus. Nustatykite tyrimg KIT 9 egzonui ir PDGFRA 18
egzonui, naudodami PyroMark Q24 Software, kaip aprasyta Zzemiau.

Procedura

KIT 9 egzonas

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

A2.Rankiniu budu jveskite Sig “Dispensation Order”:
CTCTGCTGACTTGC

A3.“Sequence to Analyze” iSspausdinkite Sig seka:
TCTGCCTAT[GCCTAT]TTTAA

Naudojant Sig “Sequence to Analyze”, bus aptiktas 6 bp dubliavimas
GCCTAT po 503 kodono KIT 9 egzone.

4
3

2

1

0 1 . 1 . ! I |
- C T C T G C T G A C T T G C

14 pav. KIT 9 egzono histograma su “Sequence to Analyze”
TCTGCCTAT[GCCTAT]TTTA, nukreipta j 6 bp dubliavima po 503 kodono.

A4. Spustelkite stulpelj ,,Analysis Parameters* ir padidinkite ,,Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:“ iki 30.
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A5. Jrankiy juostoje spustelkite d ir iSsaugokite tyrima kaip “KIT exon 9”.

PDGFRA 18 egzonas

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

A2.Rankiniu budu jveskite Sig “Dispensation Order”:
GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG

A3.“Sequence to Analyze” iSspausdinkite Sig seka.
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT

Naudojant Sig “Sequence to Analyze”, bus aptikta daZzniausia mutacija
GAC>GTC PDGFRA 18 egzono 842 kodone (2525 nukleotide).

2
1

0GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG
2

5 1 1 2

15 pav. PDGFRA 18 egzono histograma su “Sequence to Analyze”
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT, nukreipta j mutacija GAC>GTC 842
kodone (2525 nukleotide).

~Sequence to Analyze“ galima pakeisti po procediros, kad bity galima
analizuoti dél mutacijy 2524 nukleotide (842 kodone) bei 9 delecijy ir
kompleksiniy mutacijy 842 — 847 kodony srityje.

Norédami patikrinti Siy mutacijy buvimg, pakeiskite “Sequence to Analyze”
pagal 15 lentele.

Pastaba: Perspeéjimo “Quantification may be uncertain: the variable
position requires more than 5 dispensations” per tyrimo nustatymg galima
nepaisyti.

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

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

A5. Jrankiy juostoje spustelkite d ir iSsaugokite tyrima kaip “PDGFRA
exon 18”.
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15 lentelé. Bendros mutacijos, aptiktos su therascreen GIST
RapidScreen Pyro rinkiniu naudojant skirtingas “Sequence to Analyze”

Nukleino rugséiy Aminorugscéiy
pokytis pokytis “Sequence to Analyze”
KIT 9 egzonas
1509 1510 . TCTGCCTAT[GCCTAT]
insSGCCTAT YS03_FS04InSAY g p
PDGFRA 18 egzonas

CCAGAGWCATCATGC
2925A>T D842V ATGATTCGAACTAT*

+ CCAGAKACATCATGCAT
2524G>T D84azy GATTCGAACTAT
255:1_2535 del12 étl)rsbzél%_H845del CCAGAGA[CATCATGC
2526 2537 del12 1843_D846del! ATEA T TEERACTAT

+ CCAGAGAC[ATCATGC
2527 2538 del12 1843 _D846del ATGATITCGAACTAT
CCAGAGACA[TCATGC
2528 2539 del12 1843 _S847>T ATGATTICGAACTAT
CCAGAGACATC
2530 2541 del12 M844_S847del [ATGCATGATTCG]
AACTATGTGT
CCAGA[GACATCATG]
2524 2532 del9 D842_M844del T AT AT
CCAGA[GAC]ATCATG
2524 2526 delGAC D842del CATGATTCGAAGTAT
2526 2538 >G D842_D846>E .
2524 2526 GAC>TAT  D842Y! —F

* Standartiné “Sequence to Analyze”.

T Mutacijos 2524G>T ir 2524 2526 GAC>TAT ir 2526_2537 del12 ir 2527 _2538 del12
atitinkamai sukelia tokj pat aminortgsciy pokyt;.

* Mutacijos 2524 2535del12 ir 2526_2537del12 atitinkamai sukelia tokj pat nukleino riigséiy
pokytj.

3 Mutacijos 2526_2538 >G ir 2524_2526GAC>TAT negalima analizuoti AQ rezimu su
PyroMark Q24 Software.
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B priedas: Atlieky indo ir loveliy istustinimas

DEMESIO | Pavojingi chemikalai

Su vakuumine darbo vieta naudojamame denatdravimo tirpale
yra natrio hidroksido, kuris dirgina akis ir oda.
Visada dévékite apsauginius akinius, pirstines ir laboratorin;j
chalata.
Atsakingas asmuo (pvz., laboratorijos vadovas) turi imtis
reikiamy priemoniy ir uztikrinti, kad supanti darbiné aplinka buty
saugi, o instrumento naudotojui nepakenks pavojingi nuodingy
(cheminiy ar biologiniy) medziagy lygiai, kaip nurodyta
atitinkamuose medziagos saugumo duomeny lapuose (MSDS)
arba OSHA*, ACGIHt ar COSHHZ1 dokumentuose.
ISvédinti dimus ir iSmesti atliekas reikia laikantis visy
nacionaliniy, valstybiniy ir vietiniy sveikatos ir saugumo
reikalavimy bei jstatymuy.

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

TCOSHH: Sveikatai pavojingy substancijy kontrolé (Jungtiné Karalysté)

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

Svarbus patarimas pries pradedant
B Siam protokolui reikalingas labai $varus vanduo.

Procedira

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

B2. I8pilkite loveliuose likusius tirpalus.

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

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

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

Produktas Turinys Katalogo Nr.
therascreen GIST 24 reakcijoms su PyroMark Q24 971510
RapidScreen Pyro kit ~ Systems: Seq Primers, PGR
(24) Primers, Unmethylated Control
DNA, PyroMark PGR Master Mix,
CoralLoad Concentrate, PyroMark
Binding Buffer, PyroMark
Annealing Buffer, PyroMark
Denaturation Solution, PyroMark
Wash Buffer, Enzyme Mixture,
Substrate Mixture, dATPaS, dCTP,
dGTP, dTTP ir H,O
PyroMark Q24 MDx Sekos pagrindo aptikimo platforma, 9001513
skirta Pyrosequencing su 24
lygiagrecCiai apdorojamais meéginiais
PyroMark Q24 Sekos pagrindo aptikimo platforma, 9001514
skirta Pyrosequencing su 24
lygiagreciai apdorojamais méginiais
PyroMark Q24 MDx Vakuumo darbo vieta (220 V), 9001517*
Vacuum Workstation  skirta 24 meginiy paruoSimui 9001515
lygiagreciai iS PGR produkto |
vienos vijos Sablong
PyroMark Q24 Vakuumo darbo vieta, skirta 24 9001518
Vacuum Workstation ~ méginiy paruoSimui lygiagreciai i$
PGR produkto j vienos vijos
Sablong
PyroMark Q24 MDx Analizavimo programiné jranga 9019063
Software
PyroMark Q24 Analizavimo programiné jranga 9019062
Software
Priedai
PyroMark Q24 Plate 24 Sulinéliy sekvenavimo reakcijos 979301

(100)

* Tik Jungtinéje Karalystéje

T Kitose pasaulio $alyse.

plokstele
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Produktas Turinys Katalogo Nr.
PyroMark Q24 Kasetés nukleotidy ir reagenty 979302
Cartridge (3) paskirstymui
PyroMark Vacuum Daugkartiniai PyroMark Vacuum 979010
Prep Filter Probe Workstation Q96 ir Q24 filtravimo
(100) zondai
PyroMark Control Sistemos instaliavimo patikrai 979303
Oligo
PyroMark Q24 Sistemos veikimo patikrai 979304
Validation Oligo
Related products
QIAamp DNA FFPE 50 DNR iSskyrimy: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Columns, Proteinase K,

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

Filter-Tips, Disposable Tip-Holders,

Sample Tubes (2 ml), Elution

Tubes (1.5 ml), Buffer G2,

Proteinase K
QIAamp DSP DNA 50 i8skyrimy: QIAamp Mini Spin 61104

Blood Mini Kit

Columns, Buffers, Reagents,
Tubes, VacConnectors

Naujausig licencijavimo informacijg ir su produktais susijusius atsakomybés
atsisakymus rasite atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove ar vartotojo vadove.
QIAGEN rinkinio vadovus ir vartotojo vadovus rasite www.giagen.com arba
galite uzsisakyti i5S QIAGEN techninés pagalbos ar savo vietinio platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tusgias.
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Prekés Zenklai: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1°, HotStarTaqg®, 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 arba jy filialai); Windows®
(Microsoft Corporation).

therascreen GIST RapidScreen Pyro rinkinio ribotos atsakomybés sutartis

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

1. Produktas gali bati naudojamas tik pagal su produktu tiekiamais protokolais ir §j vadova ir tik su j §j rinkinj jeinanciais komponentais. Turédami
intelektualing nuosavybe, QIAGEN neleidZia naudoti ar jdiegti j prie Sio rinkinio pridedamus komponentus kity komponenty, kurie nejeina j §j
rinkinj, kaip aprasyta su produktu tiekiamuose protokoluose, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, kuriuos rasite www.giagen.com. Kai
kuriuos papildomus protokolus QIAGEN vartotojai pariipina QIAGEN vartotojams. Siy protokoly QIAGEN kruop$giai neistestavo ar neoptimizavo.
QIAGEN nesuteikia garantijos, kad jie nepazeidzia tre€iyjy Saliy teisiy.

2. QIAGEN nesuteikia jokios garantijos, kad $is rinkinys ir/ar jo naudojimas nepazeis treCiyjy Saliy teisés, iSskyrus aiskiai apibadintg licencija.

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

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

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

Atnaujintas licencijos sglygas rasite www.giagen.com.
HB-1547-002 © 2013-2015 QIAGEN, visos teisés saugomos.


http://www.qiagen.com/

www.giagen.com

Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@qgiagen.com
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