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QIAGEN provtagnings- och analysmetoder

QIAGEN ér den ledande tillverkaren av innovativa provtagnings- och
analysmetoder som méjliggér isolering och detektion av innehéllet i alla typer
av biologiska prover. Vara avancerade, hégkvalitativa produkter och tjdnster
sakerstaller framgdng fran prov till resultat.

QIAGEN sétter standarden for:

B Rening av DNA, RNA och proteiner

B Nukleinsyra- och proteinanalyser

B mikroRNA-forskning och RNAI

B Avutomatisering av provtagnings- och analysmetoder

Vi stravar efter att géra det méjligt for dig att nd stor framgéng med din
verksamhet. Besok oss gdrna péd www.giagen.com.
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Avsedd anvéndning

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit ar eft in vitro-test med nukleinsyrasekven-
sering baserat pa pyrosekvenseringteknik (Pyrosequencing®) fér kvantitativ
detektion av mutationer i exon 9 i den mdnskliga KiT-genen och i exon 18 i den
manskliga PDGFRA-genen i genomiskt DNA taget frén méansklig vavnad.

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit &@r avsett att ge Idkare information som
hjalper till att avgéra vilka patienter med diagnosen gastrointestinal stromacells-
tumér (GIST) som sannolikt ar lampade fér behandling med lakemedel som
hédmmar signalvégar, t.ex. imatinib. Fér in vitro-diagnostisk anvéndning.

Endast fér anvandning med systemet PyroMark® Q24. | systemet PyroMark Q24
ingar:
B Instrumentet PyroMark Q24 och instrumentet PyroMark Q24 MDx.

B Vakuumstationen PyroMark Q24 och vakuumstationen PyroMark Q24
MDx.

B Programmet PyroMark Q24 (version 2.0) och programmet PyroMark Q24
MDx (version 2.0).

Produkten &r endast avsedd att anvéndas av professionella anvéandare som
tekniker och lakare som har utbildning i in vitro-diagnostiska procedurer,
molekylarbiologiteknik och systemet PyroMark Q24.

Den har produkten ar inte avsedd att anvdandas med vévnadsprover fran lunga.

Sammanfatining och forklaring

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit anvénds fér kvantitativ matning av
mutationer i KIT exon @ och PDGFRA exon 18 (se bild 1). Detektion av mutao-
tioner i KIT exon 9 gor att det gér att faststélla lamplig dos av imatinib, och
detektion av mutationer i PDGFRA exon 18 hjalper till att utesluta mindre
kansliga eller resistenta genotyper (1-3).

__________________________________________________________________________________________________________________________________|
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KIT ATGCTCTGCTTCTGTACTGCCAGTGGATGTGCAGACACTAAACTCATCTGGGCCACCGTTTGG
exon 9 AAAGCTAGTGGTTCAGAGTTCTATAGATTCTAGTGCATTCAAGCACAATGGCACGGTTGAATG
TAAGGCTTACAACGATGTGGGCAAGACTTCTGCATATTTTAACTTTGCATTTAAAGGTAACAA

CAAAG

PDGFRA  1GTGTCCACCGTGATCTGGCTGCTCGCAACGTCCTCCTGGCACAAGGAAAAATTGTGAAGATC
exon 18  rgreacTrTecCccTGECCAG AGACATCATGCATGATTCGAACTATGTGTCGAAAGGCAGT

Bild 1. Genomisk kontext for de sekvenserade regionerna av de ménskliga KIT- och PDGFRA-
generna (Ensembl-ID ENSG00000157404 och ENSG00000134853). Kodon 503 i KIT-genen
och kodon 842 i PDGFRA-genen indikeras med fyrkanter.

Kitet bestar av tva analyser: en fér detektion av mutationer i KIT exon 9 och en
for detektion av mutationer i kodonerna PDGFRA exon 18 (se bild 2). De tva
regionerna amplifieras separat med PCR och sekvenseras genom den definie-
rade regionen. Sekvenser som omger de definierade positionerna fungerar som
normaliserings- och referenstoppar fér kvantifiering och kvalitetsbedémning av
analysen.

Obs: B&ada analyserna sekvenseras framat.

—

GCCTA
FP Seq
) ——> TCTGCCTATITTT

KIT exon 9

D e

RPB

FP Seq
mmmd—— > CCAGAGACIATCATGCATGATTCGAACT

PDGFRA exon 18

<)

RPB

Bild 2. lllustration av KIT/PDGFRA-analyserna. Den indikerade sekvensen ar den analyserade
sekvensen for ett vildtypsprov. Positionen och sekvensen fér 6 bp-dupliceringen i KIT exon 9

indikeras. Fyrkanten indikerar kodon 842 i PDGFRA exon 18. FP: Forward PCR-primrar;
RPB: Reverse PCR-primrar (B indikerar biotinylering); Seq: Sekvenseringsprimrar.

Produkten bestar av en PCR-primerblandning och en sekvenseringsprimer for
varje analys. Primrarna levereras i [6sningsform. Varje flaska innehéller 32 pl
av varje primer eller primerblandning.
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Anvéandningsprinciper

Arbetsflddet nedan illustrerar analysproceduren. Efter PCR med primrar med KIT
exon 9 och PDGFRA exon 18 som mal immobiliseras amplikonerna pé& Strep-
tavidin Sepharose® High Performance-kulor. Enkelstrangat DNA bereds och de
motsvarande sekvenseringsprimrarna binds till DNA. Proverna analyseras sedan
pd PyroMark Q24 med hjalp av analyskonfigurationsfiler och en kérningsfil.

Vi rekommenderar att GIST RapidScreen Plug-in Report anvands for att
analysera kérningen. GIST RapidScreen Plug-in Report kan fés via e-post fran
pyro.plugin@giagen.com. Kérningen kan dock @ven analyseras med hjalp av
analysverktyget som &r integrerat i systemet PyroMark Q24. “Sequence to
Analyze” (Sekvens att analysera) kan justeras fér detektion av séllsynta
mutationer efter kérningen (se “Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-
kérning”, sidan 30 och “Bilaga A: Konfigurera therascreen GIST RapidScreen
Pyro-analyser”, sidan 50).

Arbetsfléde for therascreen GIST RapidScreen Pyro-proceduren

Konfiguration av analys Provberedning
och kérning
Konfiguration av analysfil PCR (protokoll 2)
(bilaga A) Il
Immobilisering (protokoll 3)
¢ }
Konfiguration av kdrningsfil Beredning av prover (protokoll 4)

(protokoll 1)

\/

PyroMark Q24-korning (protokoll 5)
\/
Analys av PyroMark Q24-kdrning (protokoll 6)

\
Rapport

Handbok fér therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit 03/2015 7


mailto:pyro.plugin@qiagen.com

Kontroller

Ometylerat kontroll-DNA ingar i kitet som en positiv kontroll fér PCR och
sekvenseringsreaktioner. Detta kontrol-DNA har en vildtyps-genotyp i de
regioner som sekvenserats med detta kit, och det kravs for korrekt tolkning
av resultat och identifiering av lagnivamutationer (se “Tolkning av resultat”,
sidan 30). Inkludera ett prov med ometylerat kontrol-DNA for varje analys
i varje pyrosekvenseringskérning.

Dessutom ska en negativ kontroll (utan mall-DNA) ingd i varje PCR-konfiguration
for minst en analys.

__________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Material som medféljer

Kitets innehdll

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (forpackning 1/2)

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (24) (24)
Katalognr 971510
Antal reaktioner 24
Seq Primer KIT exon 9 32l
Seq Primer PDGFRA exon 18 32l
PCR Primer Mix KIT exon 9 32 4l
PCR Primer Mix PDGFRA exon 18 32l
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 yl
(PyroMark PCR-huvudmix, 2x)

Coralload® Concentrate, 10x 1,2 ml
(Coralload®-koncentrat, 10x)

H.O 3x1,9ml
Unmethylated Control DNA, 10 ng/pl 100 pl

(Ometylerat kontrol-DNA, 10 ng/pl)
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therascreen Pyro-buffertar och -reagenser (férpackning 2/2)

therascreen Pyro-buffertar och -reagenser

PyroMark Binding Buffer (PyroMark bindningsbuffert) 10 ml

PyroMark Annealing Buffer 10 ml

(PyroMark hybridiseringsbuffert)

PyroMark Denaturation Solution 250 ml
(PyroMark denatureringslésning) *

PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml

(PyroMark tvattbuffert, 10x)

Enzyme Mixture (Enzymblandning) 1 flaska
Substrate Mixture (Substratblandning) 1 flaska
dATPaS 1180 pl
dcTp 1180 yl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit Handbook (engelska) 1

* Innehdller natriumhydroxid.

Material som behdvs men inte medféljer

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad
(SDSs) som kan erhdllas av respektive tillverkare.

Reagenser
B DNA:isoleringskit (se “DNA-isolering”, sidan 14)

B Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare,
kat.nr 17-5113-01; www.gelifesciences.com)
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B Hoéggradigt rent vatten (Milli-Q® 18,2 MQ x cm eller motsvarande)

Obs: | kitet medfdljer tillrackligt med vatten fér PCR, DNA-immobilisering
och for att |6sa upp enzymblandningen och substratblandningen; det
behdvs ytterligare héggradigt rent vatten for att spada PyroMark
tvattbuffert, 10x

M Etanol (70 %)*

Forbrukningsartiklar
B Sterila pipettspetsar (med filter for PCR-uppstallning)

B PCR-plattor med 24 brunnar (se “Rekommenderade plattor med
24 brunnar”, sidan 12)

B Sjalvhaftande folie

Utrustning

Pipetter (justerbara)t

Bankstdende mikrocentrifug®

Termocykler™ och passande PCR-ror

PyroMark Q24 (kat.nr 2001513 eller 20015141

PyroMark Q24 Software (kat.nr 2019063 eller 2019062)*

PyroMark Q24 Plate (kat.nr 979201)*

PyroMark Q24 Cartridge (kat.nr 979202)*

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (kat.nr 9001515 eller 2001517)1#

Skakapparat! fér immobilisering med kulor (se “Rekommenderade
skakapparater”, sidan 12)

Varmeblock™ med kapacitet fér 80 °C

* Anvdnd inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser sésom metanol eller
metyletylketon.

t Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

* CE-IVD-maérkt i enlighet med EU-direktivet 98/79/EC. Alla andra produkter som listas ér inte
CE-IVD-maérkta baserat p& EU-direktivet 98/79/EC.
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Rekommenderade plattor med 24 brunnar

Plattorna med 24 brunnar i tabell 1 rekommenderas fér anvdndning med
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Tabell 1. Plattor med 24 brunnar rekommenderas for anvandning med
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Tillverkare Produkt Katalognummer
ABgene
(Thermo Scientific Thermo-Fast PCR Plate AB-0624
Axygen 24 Well PCR Microplate PCR-24-C

: FrameStar® Break-a-way 96 wells, :
4titude clear tubes 41i-1000
Kisker Quali - PCR Plates without frame G030

Rekommenderade skakapparater

Skakapparaterna med orbital rorelse i tabell 2 rekommenderas fér anvandning
med therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Tabell 2. Skakapparater som rekommenderas fér anvandning med therascreen
GIST RapidScreen Pyro Kit

Tillverkare Produkt Katalognummer
Thermomixer comfort (basenhet) 5355 000.011
Eppendorf Thermoblock for MTP 5363 000.012

Adapter plate for 96 x 0.2 ml PCR
tubes to insert in blocks for microtiter 5363 007.009

plates
51410
Variomag® Teleshake
H+P (115V =51410 U)
Labortechnik
cmbh 51110

Variomag Monoshake
(115V=51110U)
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Varningar och sakerhetsatgérder

For in vitro-diagnostisk anvandning

Sakerhetsinformation

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad
(SDSs). De ar tillgangliga pa webben i behandigt PDF-format pé adressen
www.giagen.com/safety, dar du kan visa och skriva ut sékerhetsdatablad
for varjie QIAGEN®-kit och kitkomponent.

Féljande risk- och sakerhetsfraser galler for komponenter i therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit:

PyroMark Denaturation Solution
@ Varning! Irriterar huden. Orsakar allvarlig égonirritation. Kan vara

korrosivt for metaller. Sug upp spill fér att undvika materiella skador.
Férvaras endast i originalbehéllaren. Anvand skyddshandskar/

skyddsklader/ 6gonskydd/ ansiktsskydd.

Allménna sakerhetsatgérder
Anvandaren ska alltid lagga sarskild vikt vid féljande:

B For optimalt resultat krévs att anvisningarna i anvandarmanualen féljs strikt.
Spadning av reagenser pd annat satt an vad som anges i den har hand-
boken rekommenderas inte, d& det kan resultera i férsamrad prestanda.

B Komponenterna i den har produkten racker for att utféra 24 reaktioner
i upp till 5 oberoende kérningar.

Anvand sterila pipettspetsar med filter (for PCR-konfiguration).

B Forvara och extrahera positivt material (prover, positiva kontroller och
amplikon) separerat frén alla andra reagenser, och tillsatt dem i reaktions-
mixen i eft separat utrymme.

B Tina alla komponenter omsorgsfullt i rumstemperatur (15-25 °C) innan
analysen pdbérias.

B Ndar komponenterna tinats ska de blandas (genom att pipettera upp och
ned upprepade ganger eller genom att vortexa i pulser) och centrifugeras
en kort stund.
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B Misslyckade resultat far inte ligga till grund fér bedémning av mutations-
status.

Forvaring och hantering av reagenser

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit levereras i tvéa férpackningar.
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (férpackning 1/2) levereras pé torris.
PyroMark PCR-huvudmix, Coralload-koncentrat, ometylerat kontrol-DNA och
alla primrar ska férvaras i 15 till =30 °C direkt vid ankomst.

therascreen Pyro-buffertar och -reagenser (férpackning 2/2) som innehaller
buffertar, enzymblandning, substratblandning, dATPaS, dCTP, dGTP och dTTP
(reagenserna fér analys med pyrosekvensering) levereras i kylférpackning. De
har komponenterna ska férvaras i 2-8 °C direkt vid ankomst. Fér att minimera
férsamring av aktiviteten rekommenderar vi att bédde enzymblandningen och
substratblandningen férvaras i de medféljande flaskorna.

Rekonstituerad enzymblandning och substratblandning ar stabilt i minst

10 dagar i 2-8 °C. Rekonstituerad enzymblandning och substratblandning
kan frysas och férvaras i flaska i =15 till =30 °C. Frusna reagenser ska inte
genomgéd mer &n 6 frys-/upptiningscykler.

Obs: Nukleotider ska inte frysas.

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit ar héllbart fram till det utgangsdatum
som anges pd etiketten om det forvaras under de har férhallandena.

Férvaring och hantering av prover
Alla prover ska betraktas som potentiellt smittbarande material.

Provmaterialet ar manskligt DNA som extraherats frén blod eller formalin-
fixerade, paraffininbaddade (FFPE) prover.

Prover fradn mdanniskor som genomgdr behandling med heparin far inte
anvandas. Blodprover som tagits i rér med heparin som antikoagulant fér
inte anvandas. Heparin pdverkar PCR.

Procedur

DNA-isolering

Systemegenskaperna har faststallts med EZ1® DNA Tissue Kit och QIAamp®
DNA FFPE Tissue Kit fér extrahering av manskligt DNA frén formalinfixerade,
paraffininbaddade tumérprover. For systemet QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
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har egenskaperna faststallts med blodprover fran friska patienter som delvis
spikats med tumérceller.

De kit fran QIAGEN som visas i tabell 3 ar validerade fér DNA-rening frén
de angivna mdnskliga provtyperna fér anvéndning med therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit. Utfér DNA-reningen enligt instruktionerna i kithand-
béckerna.

Tabell 3. DNA-reningskit som rekommenderas fér anvéindning med therascreen
GIST RapidScreen Pyro Kit

Katalognummer
Provmaterial Kit for isolering av nukleinsyra (QIAGEN)
Paraffininbéddad ~ QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
vévnad EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Blod QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitt 61104

* Folj protokollet for anvandning med paraffininbaddad vavnad. EZ1 DNA Tissue Kit ska
anvdndas tillsammans med EZ1 Advanced (kat.nr 9001410 eller 2001411) och EZ1
Advanced DNA Paraffin Section Card (kat.nr 9018298), med EZ1 Advanced XL

(kat.nr 9001492) och EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (kat.nr 9018700) eller
med BioRobot® EZ1 (kat.nr 2000705; har utgatt ur sortimentet) och EZ1 DNA Paraffin Section
Card (kat.nr 2015862).

T CEIVD-markt i enlighet med EU-direktivet 98/79/EC.

__________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll 1: Konfigurera PyroMark Q24-systemet

Viktigt att ténka pé fére start

Om det behdvs kan LOB bekraftas genom att ett vildtypsprov anvands fér
att ta fram en full platta med resultat. Mer information finns i rikilinjen CLSI
EP17-A "Protocol for determination of limits of detection and limits of
quantitation; approved guideline”.

Saker som ska goras fore start

Om GIST RapidScreen Plug-in Report inte har installerats ska du skapa
en analyskonfiguration (se “Bilaga A: Konfigurera therascreen GIST
RapidScreen Pyro-analyser”, sida 50). Detta behdver endast géras en géng
innan du kér therascreen GIST RapidScreen Pyro-analysen fér férsta
géngen. Om GIST RapidScreen Plug-in Report har installerats ar de
fordefinierade analyskonfigurationerna tillgangliga i snabbmenyn i
programmet PyroMark Q24 under sékvagen “Example Files/PyroMark
Setups/GIST”. GIST RapidScreen Plug-in Report kan f&s via e-post fran
pyro.plugin@giagen.com.

Procedur

1.

16

Klicka pa O i verktygsfaltet.
En ny kérningsfil skapas.

Skriv in kérningsparametrarna (se “Kérningsparametrar”, sidan 17).

Forbered plattan genom att ldgga till analyser for bade KIT exon 9 och
PDGFRA exon 18 i brunnar som motsvarar de prover som ska analyseras.

Obs: En negativ kontroll (utan mall-DNA) ska ingé i varje PCRkonfiguration
for minst en analys.

Obs: Inkludera ett prov med ometylerat kontrol-DNA f5r varje analys i varje
pyrosekvenseringskérning (“Kontroller”, sidan 8).

Nar kérningen &r iordningstélld och redo att koras pé systemet PyroMark
Q24 ska du skriva ut en lista med de volymer av enzymblandning, substrat-
blandning och nukleotider som behévs, samt iordningstéllandet av plattan.
Vélj “Pre Run Information” (Info fére kérning) pé menyn “Tools” (Verktyg)
och nér rapporten sedan visas klickar du pa =.

Stéing kérningsfilen och kopiera den pé ett USB-minne (medféljer systemet)
via Utforskaren i Windows®.
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Den utskrivna Pre Run Information-rapporten kan anvandas som mall for
provuppstdllningen (se “Protokoll 3: Immobilisering av PCR-produkter pé
Streptavidin Sepharose High Performance-kulor”, sidan 22).

Information om kérning av plattan pé& PyroMark Q24 finns i “Protokoll 5:
Kéra PyroMark Q24-systemet” pd& sidan 28.

Korningsparametrar

“Run name”
(Namn pé kérningen):

“Instrument method”
(Instrumentmetod):

"Plate ID” (Platt-ID):

"Bar code” (Streckkod):

“Kit and Reagent ID”
(Kit- och reagens-ID):

Anteckning om
kérningen:

Lagga till analysfiler

Namnet pa kérningen ges nar filen sparas. Om du
byter namn pé filen dndras ocksd namnet pd
kérningen.

Valj instrumentmetod efter vilken kassett som ska
anvandas fér kérningen; se instruktionerna som
medfdljer produkterna.

Valfritt: Ange ID fér PyroMark Q24 Plate.

Valfritt: Ange ett streckkodsnummer fér plattan eller,
om du har en streckkodsldasare ansluten till din dator,
placera muspekaren i textrutan “Barcode” (Streckkod)
genom att klicka i rutan och 1as in streckkoden.

Valfritt: Ange lotnumret for den therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kitférpackning 1 och -f6r-
packning 2 som ska anvéndas. Lotnumret finns
pd produktetiketten.

Obs: Vi rekommenderar att du anger b&da lotnumren
sé att eventuella ovdntade problem med therascreen

GIST RapidScreen Pyro Kit kan spéras.

Valfritt: Gor en anteckning om innehéllet i eller syftet
med kdrningen.

Om du vill lagga till en analysfil fér en brunn gér du pé ett av féljande satt:

B Hogerklicka pa brunnen och vélj “Load Assay” (Ladda analys) pé

kontextmenyn.

B  Markera analysen i snabbmenyn, klicka p& den och dra den till brunnen.

En brunn fargkodas enligt den analys som laddas fér brunnen.

Handbok fér therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit  03/2015 17



Ange prov-ID och anteckningar

Om du ska ange ett prov-ID eller en anteckning markerar du cellen och skriver
in texten.

Om du ska redigera ett prov-ID eller en anteckning markerar du antingen cellen
(det aktuella innehdllet markeras) eller dubbelklickar p& cellen.
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Protokoll 2: PCR med de PCR-reagenser som medféljer
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Det har protokollet ar avsett for PCR-amplifieringar av en region som innehaller
KIT exon 9, och en separat PCR-amplifiering av en region som innehaller

PDGFRA exon 18 med hijalp av therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Viktigt att ténka pé fére start

B HotStarTag® DNA-polymeras i PyroMark PCR-huvudmix kréver aktivering
i 15 minuter vid 95 °C.

B Forbered alla reaktionsblandningar i ett omréde avskilt frén det omréde
som anvands for DNA-rening, tillagg av mall till PCR, PCR-produktanalys
eller beredning av prover fére analys med pyrosekvensering.

B Anvand engdngsspetsar med hydrofobiskt filter for att undvika
korskontaminering.

Saker som ska goras fore start

B Innan réren med PCR-primrar dppnas, ska de centrifugeras en kort stund sé
att innehallet léngst ned i réren samlas upp.

B Justera koncentrationen av kontroll och prov-DNA till 0,4-2 ng/pl om det
behovs.

Procedur
1. Tina alla komponenter som behavs (se tabell 4).

Blanda val fére anvéndning.

2. Bered en reaktionsmix for varje PCR-primer enligt tabell 4.
Reaktionsmixen innehéller vanligtvis alla komponenter som kravs fér PCR
férutom provet.

Bered en volym reaktionsmix som &r stérre an vad som krdvs fér det totala
antalet PCR-analyser som ska utféras.
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Tabell 4. Beredning av reaktionsmix for varje PCR-primermix

Komponent Volym/reaktion
PyroMark PCR-huvudmix, 2x 12,5l
Coralload-koncentrat, 10x 2,5l
PCR-primer KIT exon 9 eller 1l
PCR-primer PDGFRA exon 18 P
Vatten (H20, medfdlier) 4yl
Total volym 20 pl
3. Blanda reaktionsmixen vél och férdela 20 pl i varje PCR-ror.
Det ar inte nédvandigt att ha PCR-rér pd torris eftersom HotStarTaq DNA-
polymeras ar inaktivt i rumstemperatur.
4. Tillsatt 5 pl mall-DNA (2-10 ng genomiskt DNA) i varje PCR-rér (tabell 5)
och blanda val.
Obs: En negativ kontroll (utan mall-DNA) ska ingé i varje PCRkonfiguration
for minst en analys.
Obs: Inkludera ett prov med ometylerat kontrol-DNA fér varje analys i varje
pyrosekvenseringskérning (se “Kontroller”, sidan 8).
Tabell 5. Beredning av PCR
Komponent Volym/reaktion
Reaktionsmix 20 pl
Prov-DNA 5l
Total volym 25 pl
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5. Programmera termocyklern enligt tillverkarens anvisningar med hjélp av
villkoren som anges i tabell 6.

Tabell 6. Optimerat cyklingsprotokoll

Kommentar
Initialt 15 minuter 95 °C HotStarTag DNA-
aktiveringssteg: polymeras aktiveras

i det har varmesteget.

3-stegscykling:

Denaturering 20 sekunder 95 °C
Hybridisering 30 sekunder 53 °C
Extension 20 sekunder 72 °C
Antal cykler 42

Slutlig extension: 5 minuter 72 °C

6. Placera PCR-réren i termocyklern och starta cyklingprogrammet.

7. Fortsatt efter amplifieringen med ”Protokoll 3: Immobilisering av PCR-
produkter pa Streptavidin Sepharose High Performance-kulor”, sidan 22.

PCR-proverna kan férvaras i 2-8 °C i upp till 3 dagar.
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Protokoll 3: Immobilisering av PCR-produkier pa Streptavidin
Sepharose High Performance-kulor
Det har protokollet ar avsett for immobilisering av mall-DNA pa Streptavidin

Sepharose High Performance (GE Healthcare) fore analys pé systemet
PyroMark Q24.

Saker som ska géras fére start

B L&t alla reagenser och 16sningar uppnd rumstemperatur (15-25 °C) innan
du satter igang.

B Sl& p& PyroMark Q24 minst 30 minuter innan du startar en kdrning.

Strombrytaren sitter p& instrumentets baksida.

B Placera en PyroMark Q24-platthéllare p& ett foruppvarmt varmeblock med
temperaturen 80 °C. Ha en andra PyroMark Q24-platthéllare i rums-
temperatur (15-25 °C).

B PyroMark tvattbuffert levereras som ett koncentrat, 10x. Innan det anvands
férsta gangen ska det spadas till en 1x-arbetslésning genom tillsats av
225 ml héggradigt rent vatten i 25 ml PyroMark tvattbuffert, 10x (slutlig
volym 250 ml).

Obs: 1x PyroMark tvattbuffert-arbetslésning ar stabil i 2-8 °C till angivet
utgdngsdatum.

B Forbered vakuumstationen PyroMark Q24 fér provberedning enligt
anvisningarna i anvdndarmanualen till PyroMark Q24.

Procedur

1. Skaka férsiktigt flaskan som innehdller Streptavidin Sepharose High
Performance tills |dsningen @r homogen.

2. Bered en huvudmix for DNA-immobilisering enligt tabell 7.

Bered en volym som &r stérre én den volym som krévs for det totala antalet
reaktioner som ska utféras (antalet reaktioner + en extra).
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Tabell 7. Huvudmix fér DNA-immobilisering

Komponent Volym/prov
PyroMark bindningsbuffert 40 pl
Streptavidin Sepharose High Performance 1l
Vatten (H2O, medfslier) 29 vl
Total volym 70 pl

Obs: Det har protokollet galler Streptavidin Sepharose High Performance med lotnummer
10057037 eller hégre. Vid anvandning av Streptavidin Sepharose High Performance
Beads med ett lotnummer som ar lagre an 10057037 maste volymen kulor som anvénds
per prov Skas till 2 pl samtidigt som vattnet minskas med lamplig volym.

3. Tillsétt 70 pl huvudmix i brunnarna i en PCR-platta med 24 brunnar enligt
den férinstélining som gjordes vid kérningskonfigurationen (se ”Protokoll 1:
Konfigurera PyroMark Q24-systemet ”, sidan 16).

Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Se till att huvudmixen &r homogen
genom att pipettera upp och ned upprepade gdanger eller genom att vortexa
i pulser. Centrifugera inte huvudmixen.

4. Tillsatt 10 pl biotinylerad PCR-produkt fran protokoll 2 i varje brunn med
huvudmix enligt den forinstélining som gjordes vid kérningskonfigurationen
(se “Protokoll 2: PCR med de PCR-reagenser som medfdljer therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit”, sidan 19).

Den totala volymen per brunn ska vara 80 pl efter tillsats av huvudmix och
PCR-produkt.
5. Forslut PCR-plattan med hjalp av sjélvhaftande folie.
Se till att det inte kan férekomma lackage mellan brunnarna.
6. Skaka PCR-plattan i rumstemperatur (15-25 °C) i 5-10 minuter vid
1 400 rpm.

Fortsatt omedelbart med “Protokoll 4: Beredning av prover fére analys med
pyrosekvensering pé& PyroMark Q24", sidan 24 under det hér steget.
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Protokoll 4: Beredning av prover fére analys med
pyrosekvensering pa PyroMark Q24

Det har protokollet ar avsett fér beredning av enkelstrangat DNA och bindning

av sekvenseringsprimern till mallen fore analys med pyrosekvensering pa
PyroMark Q24.

Viktigt att tanka pé fore start

B Innan réren med sekvenseringsprimrar dppnas ska de centrifugeras en kort
stund s& att innehdllet langst ned i réren samlas upp.

B Tillsatt de 2 olika sekvenseringsprimrarna enligt den férinstalining for
plattan som gjordes vid kérningskonfigurationen (se “Protokoll 1:
Konfigurera PyroMark Q24-systemet “, sidan 16), beroende pd
analysregion (KIT exon 9 eller PDGFRA exon 18).

Férkorta inte tiden fér nedkylning av proverna efter uppvarmning till 80 °C.

B Uter regelbundna funktionstest for filterproberna enligt anvisningarna i
anvédndarmanualen till PyroMark Q24 och byt ut filterproberna nér detta
indikeras.

Procedur

1. Spdd en tillrécklig méngd av varje sekvenseringsprimer, sekvenserings-
primer KIT exon 9 och sekvenseringsprimer PDGFRA exon 18, i PyroMark
hybridiseringsbuffert enligt tabell 8.

Bered en volym utspadd sekvenseringsprimer som ar stérre én den volym
som kravs for det totala antalet prover som ska sekvensbestdmmas (antalet
prover + en extra).

Spdad inte ut och forvara ndgon mer sekvenseringsprimer.
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Tabell 8. Exempel pa spédning av sekvenseringsprimrarna

Volym for
Komponent Volym/prov 9 + 1 reaktioner
PyroMark 242 yl
hybridiseringsbuffert 24,24
sekvenseringsprimer KIT
exon 9
eller 0,8 pl 8 pl
sekvenseringsprimer PDGFRA
exon 18
Total volym 25 4l 250 ¢l

2. Tillsétt 25 pl utspadd sekvenseringsprimer i varje brunn i PyroMark Q24-
plattan enligt kdrningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera
PyroMark Q24-systemet ”, sidan 16).

Behall en av PyroMark Q24-platthéllarna (medféljer vakuumstationen
PyroMark Q24) i rumstemperatur (15-25 °C), och anvénd den som hjélp

nar plattan bereds och flyttas.

o

Sla pa vakuumpumpen till vakuumstationen PyroMark Q24.

4. Placera PCR-plattan frén protokoll 3 och PyroMark Q24-plattan pa
vakuumstationen (se bild 3).

Inspektera PCR-plattan och sakerstall att Sepharose-kulorna ligger i 16sning.
Se till att PCR-plattan &r i samma ldge som ndr proverna laddades.

Bild 3. Placering av PCR-platta och PyroMark Q24-platta pa vakuumstationen.
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Applicera vakuum i verktyget genom att 6ppna vakuumbrytaren.

6. Sénk langsamt ned vakuumverktygets filterprober i PCR-plattan for att
fanga in kulorna som innehdller immobiliserad mall. Hall proberna pa plats
i 15 sekunder. Var férsiktig nér du tar upp vakuumverktyget.
Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Infdngning av kulor maste ske
omedelbart efter skakning. Om mer an 1 minut har gétt sedan plattan
skakades ska du skaka p& nytt i T minut innan kulorna fangas in.

Inspektera PCR-plattan fér att se till att alla proverna tas upp fullstandigt
av vakuumverktyget.

7. Flytta vakuumverktyget till traget som innehdller 40 ml 70-procentig etanol
(trag 1, bild 3). Spola filterproberna i 5 sekunder.

8. Flytta vakuumverktyget till traget som innehaller 40 ml denatureringslésning
(trag 2, bild 3). Spola filterproberna i 5 sekunder.

9. Flytta vakuumverktyget till trdget som innehdller 50 ml tvéttbuffert (trag 3,
bild 3). Spola filterproberna i 10 sekunder.

10. Lyft upp vakuumverktyget och luta det bakat, mer én 90° lodrat lutning,
i 5 sekunder sa att vétskan rinner av filterproberna (bild 4).

Bild 4. Bilden visar vakuumverktyget i mer én 90° lodrdt lutning.

11. Stéing verktygets vakuumbrytare (Off) medan vakuumverktyget halls
ovanfor PyroMark Q24 Plate.

12. Frigor kulorna i PyroMark Q24-plattan genom att séinka ned filterproberna
i den utspadda sekvenseringsprimern och flytta vakuumverktyget forsiktigt
fram och tillbaka.

Var férsiktig sé& att du inte skadar ytan pé& PyroMark Q24-plattan genom att
skrapa den med filterproberna.

13. Flytta vakuumverktyget till traget med héggradigt rent vatten (trag 4, bild 3)
och skaka det i 10 sekunder.

14. Tvatta filterproberna genom att séinka ned proberna i héggradigt rent vatten
(trag 5, bild 3) och applicera vakuum. Spola proberna med 70 ml
héggradigt rent vatten.
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15. Lyft upp vakuumverkiyget och luta det bakat, mer &n 90° lodrat lutning,
i 5 sekunder sa att vatskan rinner av filterproberna (bild 4).

16. Stang verktygets vakuumbrytare (Off) och placera vakuumverktyget i
parkeringsposition (P).

17. Sténg av vakuumpumpen.
| slutet av arbetsdagen ska vatskeavfall och aterstéende |6sning kasseras
och vakuumstationen PyroMark Q24 ska kontrolleras avseende damm och
spill. Se “Bilaga B: Témma avfallsbehéllaren och trédgen”, sidan 53.

18. Vérm PyroMark Q24-plattan med prover i 80 °C i 2 minuter med hjélp
av en foruppvéarmd PyroMark Q24-platthéllare.

19. Ta bort PyroMark Q24-plattan fran platthallaren och placera den pa
en andra PyroMark Q24-platthéllare som férvarats i rumstemperatur
(15-25 °C) for att lata proverna svalna till rumstemperatur i 10-15 minuter.

20. Fortsdtt med “Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet”, sidan 28.
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Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet
Det har protokollet beskriver hur du bereder och laddar PyroMark Gold Q24-

reagenser i PyroMark Q24-kassetten samt hur du startar och slutfér en kérning
pd PyroMark Q24. Mer information om hur du utfér en kérning finns i
anvdndarmanualen till PyroMark Q24.

Viktigt att ténka pé fére start

B | rapporten “Pre Run Information” (Info fére kérning) p& menyn “Tools”
(Verktyg) vid kérningskonfigurationen (se “Protokoll 1: Konfigurera
PyroMark Q24-systemet , sidan 16) finns information om méngden
nukleotider, enzym och substratbuffert som behdvs fér en specifik kérning.

B Anvand engdngsspetsar utan hydrofobiskt filter vid laddning av kassetten
for att kassetten ska fungera korrekt.

Procedur

1. L6s upp frystorkat enzym och substratblandningar i vardera 620 pl vatten
(H20, medfoljer).

2. Blanda genom att skaka flaskan forsiktigt.
Vortexa inte!
Lat blandningen st& i rumstemperatur (15-25 °C) i 5-10 minuter fér att
forsdkra dig om att den ar helt upplést. Kontrollera att 16sningen inte ar
grumlig innan du fyller PyroMark Q24-kassetten. Om reagenserna inte

ska anvéndas omedelbart ska reagensflaskorna placeras pé is eller i ett
kylskép.

3. Lat reagenserna och PyroMark Q24-kassetten uppna rumstemperatur
(20-25 °C).

4. Placera PyroMark Q24-kassetten sa att etiketten Gr vand mot dig.

5. Ladda PyroMark Q24-kassetten med korrekta volymer av nukleotider,
enzym och substratblandningar enligt bild 5.

Se till att inga luftbubblor dverférs fran pipetten till kassetten.
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Etikett
Bild 5. PyroMark Q24-kassetten sedd ovanifran. Markningarna motsvarar etiketterna pé
reagensflaskorna. Tillsatt enzymblandning (E), substratblandning (S) och nukleotider (A, T,

C, G) enligt den mangd som anges i rapporten Pre Run (Info fére kérning) p& menyn
"Tools” (Verktyg) vid kdrningskonfigurationen.

H (=]

Oppna kassettdorren och sétt in den fyllda reagenskassetten med etiketten
utat. Tryck in kassetten helt och tryck den sedan nedat.

Kontrollera att randen ér synlig framfor kassetten och stang dérren.
Oppna ramen som haller plattan och placera plattan péa vérmeblocket.
Sténg ramen och instrumentluckan.

. Satt in USB-minnet (med kérningsfilen) i USB-porten pé instrumentets

framsida.

Ta inte bort USB-minnet férran kérningen ar avslutad.

Vélj “Run” (Kdr) i huvudmenyn (med skédrmknapparna a och v) och tryck
pa "OK".

Valj kérningsfilen med skarmknapparna a och .

Om du vill se innehdllet i en mapp markerar du mappen och trycker pé
"Select” (Valj). Om du vill gé tillbaka till féregaende fénster trycker du
pd “Back” (Bakat).

Nar kérningsfilen ér vald trycker du pa “Select” (Vélj) for att starta
kérningen.

Nar kdrningen &r avslutad och instrumentet bekraftar att kérningsfilen
har sparats pa USB-minnet trycker du pa “Close” (Sténg).

Ta ut USB-minnet.
Oppna instrumentluckan.

Oppna kassettdérren och ta bort reagenskassetten genom att lyfta upp
och dra ut den.

Sténg kassettdorren.
Oppna ramen som haller plattan och ta bort plattan fran virmeblocket.
Stdng ramen och instrumentluckan.

Kassera plattan och rengér kassetten enligt instruktionerna i produkt-
databladet som medféljde kassetten.

Analysera kérningen enligt “Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-
kérning”, sidan 30.
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Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kérning

Det har protokollet beskriver mutationsanalysen av en slutford GIST
RapidScreen-kérning med programmet PyroMark Q24.

Procedur

1.
2.

3.

30

Satt in USB-minnet (med den bearbetade kérningsfilen) i datorns USB-port.

Flytta kérningsfilen fran USB-minnet till onskad plats pa datorn med hijélp
av Utforskaren i Windows.

Oppna kérningsfilen i AQ-liget i programmet PyroMark Q24 genom att
antingen vélja “Open” (Oppna) i menyn “File” (Arkiv) eller genom att
dubbelklicka pa filen (@) i snabbmenyn.

Kérningen kan analyseras pé 2 satt. Ga till steg 5 om du anvénder GIST
RapidScreen Plug-in Report. Ga till steg 6 om du anvander den AQ-analys
som d&r integrerad i programmet PyroMark Q24.

Obs: Vi rekommenderar starkt att GIST RapidScreen Plug-in Report anvands
fér dokumentation och tolkning av resultat. GIST RapidScreen Plug-in Report
kan fas via e-post frén pyro.plugin@qgiagen.com. Rapporten garanterar att
de respektive LOD-vardena (tabell 9) och de olika “Sequence to Analyze”
(Sekvens att analysera) anvands for att detektera alla mutationer
automatiskt.

Obs: Tv& komplexa mutationer i PDGFRA exon 18 (2526_2538>G och
2524 2526 GAC>TAT) kan inte analyseras med AQ-analysen i program-
met PyroMark Q24. Vi rekommenderar att GIST RapidScreen Plug-in Report
anvands for analys av komplexa mutationer i PDGFRA exon 18.

Anvénda GIST RapidScreen Plug-in Report:
Generera en rapport genom att vélja “AQ Add On Reports/GIST”
(AQ-tillaggsrapporter/GIST) i menyn “Reports” (Rapporter) (se bild 6).
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g PyroMark Q24 2.0.6 - [AQ Run Analysis - CALAGISTVGIST example run]
# File Tools | Reports | Window  Help

S-P= H AQ Analysis Statistics
EI--D Shortouts A Analysis Results
EID Example F AQ) Pyrogram Report
EID Pyro AQ Full Report
B B
@) AQAddOnReports  » |
EIF:“G SMP Analysis Results
ﬁ:'l K SMP Pyrogram Report
() Pyro SNP Full Report
{4 CTG _
_____ u Exam S5MP Overview Report
_____ ~J KRAS 12:13
----- =4 P16
w47 Desktop :

Bild 6. Menyn GIST RapidScreen Plug-in Report (GIST RapidScreen plugin-rapport).

Brunnarna analyseras automatiskt med avseende pd alla mutationer for
vilka LOD anges i tabell 9. Resultaten visas i en &versikistabell (se bild 7)
som fdljs av detaljerad resultatinformation, t.ex. pyrogram och
analyskvalitet.

Summary

Al cKIT Exon 9 COL04237 No mutation detected

A2 [eKIT 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 ¢KIT Exon 9 wi 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 DR42V HY

C3 PDGFRA Exon 18 |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.

Bild 7. GIST RapidScreen Plug-in Report.

6. Anvanda AQ-analys:
Klicka pa en av analysknapparna fér att analysera kérningen och fa en
oversikt av resultaten.
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(B i Analysera alla brunnar.
= Analysera den markerade brunnen.

Analysresultaten (allelfrekvenser) och kvalitetsbedémning visas ovanfér
variabelns position i Pyrogram®kurvan. Mer information om hur en kérning
analyseras finns i anvdndarmanualen till PyroMark Q24.

Generera en rapport genom att vélja “AQ Full Report” (AQ fullstandig rapport)
eller “AQ Analysis Results” (AQ-analysresultat) pd menyn “Reports” (Rapporter).

Obs: For sa palitliga resultat som méjligt rekommenderar vi enskilda hajdtoppar
pd dver 30 RLU. Ange 30 RLU som “required peak height for passed quality”
(tréskelvarde for topphdjd som kravs for godkénd kvalitet) i analyskonfigurationen
(se “Bilaga A: Konfigurera therascreen GIST RapidScreen Pyro-analyser” och
anvdndarmanualen till PyroMark Q24).

Obs: Rapporten "AQ Analysis Results” (AQ-analysresultat) bér anvéndas for
dokumentation och tolkning av allelkvantifiering. De siffror som visas i pyro-
grammet ar avrundade och anger inte den exakta kvantifieringen.

Obs: Pyrogrammet ska alltid jamféras med histogrammet, vilket kan visas
genom att hdgerklicka i pyrogramfénstret. De uppmatta topparna ska matcha
hojden pa histogramstaplarna.

Omanalys av prover dér ingen mutation har detekterats med standarden
"Sequence to analyze” (Sekvens att analysera) eller med kvalitetsbedomningen
“Check” (Kontrollera) eller “Failed” (Misslyckad)

Standarden “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) ar inriktad p& 6 bp-
dupliceringen i KIT exon 9 och den mest frekventa punktmutationen i kodon 842
(GAC>GTC) i PDFGRA exon 18 enligt definitionen i analyskonfigurationen
(se bilaga A, sidan 50). Om ett prov innehdller en mindre vanlig mutation i
PDFGRA exon 18 kan “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) dndras sé

att mutationsstatusen fér den aktuella mutationen analyseras enligt beskrivningen
i bilaga A.

Tvé komplexa mutationer i PDGFRA exon 18 (2526_2538>G och

2524 _2526GAC>TAT) kan inte analyseras med AQ-analysen i programmet
PyroMark Q24. Vi rekommenderar att GIST RapidScreen Plug-in Report
anvands for analys av komplexa mutationer i PDGFRA exon 18.

Vi rekommenderar omanalys av alla prover dar ingen mutation har detekterats
med standarden “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) samt av prover
som kvalitetsbeddmts som “Check” (Kontrollera) eller “Failed” (Misslyckad).
Kvalitetsbedémningen “Check” (Kontrollera) och “Failed” (Misslyckad) kan
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indikera en sallsynt mutation som inte hittas av standarden ”Sequence to
Analyze” (Sekvens att analysera) vilket resulterar i ovéntade referenstoppar.

Om du vill omanalysera och fokusera pé& mindre vanliga mutationer gér du till
"Analysis Setup” (Analyskonfiguration) och andrar “Sequence to Analyze”
(Sekvens att analysera) till varianter som beskrivs i bilaga A eller varianter for
andra sallsynta eller ovantade mutationer. Klicka p& “Apply” (Tillampa) och
"To All” (Fér alla) nar fonstret “Apply Analysis Setup” (Tillampa analys-
konfiguration) visas.

Uppdaterade frekvenser av mutationer i manskliga KIT/PDGFRA finns pé
Sanger Institutes hemsida pé adressen
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Obs: Nar du har andrat “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) ska
du se till att tréskelvardet for enskild hjdtopp ar satt till 30 RLU.

Obs: Yiterligare sallsynta eller ovantade mutationer kan finnas i den region
som sekvenserats och kan analyseras med alternativet “Sequence to Analyze”
(Sekvens att analysera) dar hansyn ska tas till ovantade mutationer.

Obs: Om de uppmdtta topparna inte matchar héjden pa histogramstaplarna
och inte kan férklaras av sdllsynta eller ovéntade mutationer ar inte resultatet
en grund fér bedémning av mutationsstatus. Vi rekommenderar att provet kérs
p& nytt.
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Tolkning av resultat

Tolkning av analysresultat och detektion av lagnivamutationer

Vi rekommenderar starkt att ometylerat kontrol-DNA ingdr i varje kérning for
jamférelse och som kontroll for bakgrundsnivaer. Den uppmatta frekvensen for
kontrollprovet ska vara mindre an eller lika stor som LOB (limit of blank).
Vardena fér LOB (limit of blank) och LOD (limit of detection) som presenteras

i handboken kan anvandas vid bestdmning av férekomst av en mutation. De har
vardena erhdlls med hjalp av plasmidblandningar som bar pé vildtypssekvensen
eller den relevanta muterade sekvensen.

Efter analys med programmet PyroMark Q24 eller plugin-rapporterna kan
3 resultat erhéllas.

B Mutationsfrekvens < LOD: Mutation inte detekterad
B Mutationsfrekvens > LOD + 3 procentenheter: Mutation

B Mutationsfrekvens > LOD och < LOD + 3 procentenheter: Potentiell
ldgnivédmutation
Obs: Om GIST RapidScreen Plug-in Report anvands (se steg 5 av
"Protokoll 6: Analysera en PyroMark Q24-kérning”, sidan 30) och detta
intraffar genereras ett varningsmeddelande.

Intervallet frén LOD till LOD + 3 % enheter majliggér kanslig detektion av
l&gnivémutationer vid optimala férhéllanden. En uppmatt frekvens som ligger
over LOB i det ometylerade kontrollprovet indikerar en hogre bakgrundsnivé an
vanligt i respektive kdrning, vilket kan péverka allelkvantifiering, sarskilt for laga
mutationsnivéer. Darfér méste resultat med varningen “Potential low level
mutation” (Potentiell lagnivamutation) utvarderas noggrant.

Prover med en rapporterad potentiell Idgnivémutation ska endast anses vara
positiva fér mutationen om det bekraftas genom att de kérs om i duplikat
tillsammans med ometylerat kontrol-DNA. Resultatet av bada duplikaten ska
rapportera samma mutation med vérden > LOD, och kontrollprovet ska
rapporteras som “No mutation detected” (Ingen mutation detekterad). Annars
ska provet bedémas som “No mutation detected” (Ingen mutation detekterad).
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Okad bakgrundsniva fér en mutation kan detekteras genom att jamféra de LOB-
varden som listas i handboken med de matningar som erhélls med ometylerat
kontroll-DNA. Prover med en rapporterad potentiell légnivémutation kan
bedémas som “Mutation not detected” (Mutation inte detekterad) utan repetition
om den uppmdtta frekvensen for ometylerat kontrol-DNA &r hégre an det LOB-
varde som listas i handboken for den relevanta mutationen. Dérfor ar 3 olika
scenarier méjliga med rapporterade potentiella lagnivémutationer.

1. Matfrekvens med ometylerat kontrollDNA > LOB fér den har mutationen:
Provet kan bedémas som “Mutation not detected” (Mutation inte
detekterad) utan repetition.

2. Resultatet reproduceras inte i duplikat med samma resultat: Bedém provet
som “Mutation not detected” (Mutation inte detekterad).

3. Reproducerat i duplikat med samma resultat och vildtypsprov < LOB fér
den relevanta mutationen: Mutation detekterad.

Obs: Pyrogrammet ska alltid j@mféras med histogrammet, vilket kan visas
genom att hdgerklicka i pyrogramfénstret. De uppmatta topparna ska matcha
hojden pd histogramstaplarna. Pyrogrammen ska granskas fér att se om de
innehdller ovantade toppar. Om de uppmatta topparna inte matchar héjden

pd histogramstaplarna och inte kan férklaras av séllsynta eller ovantade
mutationer, rekommenderar vi att provet kérs p& nytt. Ett misslyckat resultat far
inte ligga till grund f6r bedémning av mutationsstatus. Fér en giltig mutation ar
en andring av topphdjden alltid relaterad till en motsvarande éndring av hsjden
pd en annan topp. En dndring av hjden pd en enskild topp ska inte bedémas
som en indikering p& en mutation.

Obs: Vi rekommenderar att GIST RapidScreen Plug-in Report anvénds for
tolkning av resultat. Fér en ndrmare undersékning av prover med en rappor-
terad potentiell lagnivémutation rekommenderar vi att Gven analysera provet
manuellt i tillampningsprogrammet (t.ex. for j@mforelse med mutationsfrekvensen
i kontrollprovet).

Obs: Eit beslut om behandling for cancerpatienter far inte enbart baseras pé
mutationsstatusen i KIT exon 9 och PDGFRA exon 18.
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Tabell 9. LOB och LOD faststéllda for specifika mutationer

LoB LoD COSMIC
Aminosyra- (procent-  (procent- ID*

Nukleinsyrasubstitution  substitution enheter]  enheter} (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
ellert ellert 2,2 5,2 ellert
2526_2537del12 1843_D846del* 96892
2527 _2538del12 1843_D846del 3,0 6,0 12400
2528_2539del12 1843_S847>T 4,2 7,2 12407
2530_2541del12 M844_5S847del 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 _2526GACSTAT D842Y1! 0,9 3,9 12397

* Frén Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida pa
adressen www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Mutationerna 2524G>T och 2524_2526GACSTAT, och 2526_2537del12 och
2527 _2538del12 resulterar i samma utbyte av aminosyra.

* Mutationerna 2524_2535del12 och 2526_2537del12 resulterar i samma utbyte av
nukleinsyra.

§ Mutationen 2526_2538>G och 2524_2526GAC>TAT kan inte analyseras med AQ-laget
i programmet PyroMark Q24.
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Karakteristiska resultat
Karakteristiska pyrogramresultat visas i bild 8-11.
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Bild 8. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp i KIT
exon 9 med "Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) TCTGCCTATIGCCTATITITA
inriktad pé 6 bp-dupliceringen efter kodon 503.
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Bild 9. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en GCCTAT-duplicering efter
kodon 503 i KIT exon 9 med “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)
TCTGCCTATIGCCTATITTTA.
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Bild 10. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av ett prov med en vildtyps-genotyp

i PDGFRA exon 18 med ”Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)
CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT inriktad pé mutationen GAC>GTC i kodon 842
(nukleotid 2525).
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Bild 11. Pyrogramkurva som erhdlls efter analys av prover med en GAC>GTC-mutation
i kodon 842 (nukleotid 2525) i PDGFRA exon 18 med “Sequence to Analyze” (Sekvens att
analysera) CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT.

Felsokningsguide

Den hér felsékningsguiden kan vara till hjalp for att I16sa eventuella problem som
kan uppstd. Mer information finns pa sidan Frequently Asked Questions
(Vanliga fragor) pa vart tekniska supportcenter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vetenskapsmannen p& QIAGENSs

tekniska service svarar gérna pd dina fragor om informationen och protokollen
i den har handboken eller om prov- och analysteknik (kontaktinformation finns
pd baksidan eller p& www.giagen.com).

Se anvédndarmanualen till PyroMark Q24 fér allmén felsékning av instrumentet.

Kommentarer och férslag

Signaler i kontrollen utan mall (negativ kontroll)

a) Overhérning mellan

b)

brunnar

PCR-kontaminering

Signalen frén en brunn har detekterats i en
intilliggande brunn. Undvik att placera prover
med hdg signalintensitet bredvid brunnar med
"kontroll utan mall”.

Anvand sterila pipettspetsar med filter. Férvara
och extrahera material sésom prover, kontroller
och amplikon separerat frén PCR-reagenser.

Dalig eller ovantad sekvens

38

Genomiskt DNA av
dalig kvalitet

Genomiskt DNA av dalig kvalitet kan géra att
PCR misslyckas. Analysera PCR-prover med hjalp
av elektroforetisk teknik (t.ex. systemet QlAxcel®
eller agarosgelelektrofores).
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Kommentarer och férslag

Resultatet “Check” (Kontrollera) eller “Failed” (Misslyckad)

a) Lé&g topphdid Hanteringsfel vid PCR-konfigurationen eller
provberedningen innan pyrosekvensering kan
resultera i l&ga toppar.

Det ar viktigt att proverna tas upp helt av
vakuumverktyget. Se till att vakuumverktyget
sénks ned langsamt i proverna och att geometrin
for den PCR-platta eller de remsor som anvénds
for immobilisering tillater fullstandig upptagning
av proverna.

Utfor regelbundna funktionstest for filterproberna
enligt anvisningarna i anvédndarmanualen till
PyroMark Q24 och byt ut filterproberna nar

detta indikeras.

Om varningsmeddelandet “Check” (Kontrollera)
visas ska du jamféra pyrogrammet noggrant med
histogrammet, vilket visas genom att hégerklicka
i pyrogramfénstret. Om de uppmadtta topparna
matchar héjden pa histogramstaplarna ar
resultatet giltigt. Annars rekommenderar vi att
provet kérs pd nytt.

b) Mutationen &r inte Justera sekvensen som ska analyseras i analys-
definerad i “Sequence  konfigurationen (se “Bilaga A: Konfigurera
to Analyze” (Sekvens  therascreen GIST RapidScreen Pyro-analyser”,
att analysera) sidan 50) och analysera kérningen pa nytt.

c) Ovantad och sdllsynt  En kvalitetsbedémning med resultatet “Check”
mutation (Kontrollera) eller “Failed” (Misslyckad) kan

orsakas av ett ovantat ménster av toppar. Detta
kan indikera en ovantad mutation som inte
analyseras av “Sequence to Analyze” (Sekvens
att analysera). Dessa prover ska analyseras med
alternativet “Sequences to Analyze” (Sekvens att
analysera) dar hdnsyn ska tas till ovéntade
mutationer.
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Kommentarer och férslag

d) Varning om topp- Pyrogrammet ska jamféras noggrant med histo-
hojdsavvikelse for grammet, vilket kan visas genom att hégerklicka
en dispensering i pyrogramfénstret. Om de uppmadtta topparna

inte matchar héjden pa histogramstaplarna och
inte kan forklaras av séllsynta mutationer,
rekommenderar vi att provet kérs pd nytt.

Hogt bakgrundsvérde

a) Felaktig férvaring av Férvara nukleotider i 2-8 °C. Férvaring i —15 ill
nukleotider —30 °C kan orsaka en kning i bakgrunden.

b) Kort tid fér nedkylning ~ Férvara proverna pa en PyroMark Q24-platt-
av prover innan analys hdllare i rumstemperatur i 10-15 minuter.
med pyrosekvensering  Forkorta inte tiden fér nedkylning.

c) Kontaminering av Rengdr kassetten noggrant enligt instruktionerna
kassetten i produktdatabladet. Férvara kassetten skyddad
mot ljus och damm.

Inga signaler i positiv kontroll (ometylerat kontroll-DNA)

a) Oitillracklig méangd Se till att fylla PyroMark Q24-kassetten enligt
enzym eller substrat- “Pre Run Information” (Info fére kérning) pd
blandning for alla menyn “Tools” (Verktyg).
brunnar

b) Reagenser felaktigt Bered reagenserna enligt instruktionerna i
forvarade eller spadda  “Protokoll 5: Kéra PyroMark Q24-systemet”,

sidan 28.

c) PCR-eller Hanteringsfel vid PCR-konfiguration, program-

provberedningsfel mering av PCR-cyklern eller provberedning innan

pyrosekvensering kan resultera i uteblivna
signaler. Utfor funktionstest for filterproberna
enligt anvisningarna i anvdandarmanualen till
PyroMark Q24 och byt ut filterproberna nar
detta indikeras. Upprepa PCR och analys med
pyrosekvensering.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit med faststallda specifikationer enligt
QIAGENSs ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem.

Begrdnsningar

Alla diagnostiska resultat som erhdlls maste tolkas tillsammans med resultat frén
andra kliniska studier och laboratoriestudier.

For optimalt PCR-resultat krdvs att anvisningarna i anvandarmanualen foljs strikt.
Var uppmarksam pdé de utgadngsdatum som anges pd férpackningen och pé
etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum
har passerat.

Testets egenskaper

LOB och LOD

LOB (limit of blank) och LOD (limit of detection) har faststallts for ett antal
mutationer med hjalp av blandningar av plasmider (tabell 10). LOB och LOD
faststalldes enligt rekommendationerna i Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) Guideline EP17-A “Protocol for determination of limits of
detection and limits of quantitation; approved guideline”. a- och B-fel (falskt
positiva respektive falskt negativa resultat) stélldes in pa 5 %. LOD for vissa
sallsynta borttagningar i PDGFRA exon 18 bestaémdes genom att lagga fill

3 standardavvikelser for blankmétningar till LOB-vardet. LOD-vardena stélldes
in p& minst 3 procentenheter dver LOB-vardet.

LOB-véarden representerar den frekvens som matts upp med ett vildtypsprov.
LOD-varden representerar den lagsta signal (uppmatt frekvens) som kan ses
som positiv for den respektive mutationen.
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Tabell 10. LOB och LOD faststdllda fér specifika mutationer

LOB LOD COSMIC
Aminosyra- (procent-  (procent- ID*

Nukleinsyrasubstitution  substitution enheter]  enheter} (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 D842Y1 0,6 3,6 12396
2524 _2535del12 D842_H845del 737
ellert ellert 2,2 5,2 ellert
2526_2537del12 1843_D846delt 96892
2527 _2538del12 1843_D846del 3,0 5,0 12400
2528_2539del12 1843_S847>T 4,2 7,2 12407
2530_2541del12 M844_5S847del 3,2 6,28 12402
2524 _2532del9 D842_M844del 1,5 4,5 12401
2524 _2526delGAC D842del 0,9 3,98 12406
2526_2538>G" D842_D846>E 0,3 3,38 12408
2524 _2526GACSTAT D842Y1! 0,9 3,98 12397

* Frén Catalogue of Somatic Mutations in Cancer som finns p& Sanger Institutes hemsida
pd adressen www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

T Mutationerna 2524G>T och 2524_2526GACSTAT, och 2526_2537del12 och
2527 _2538del12 resulterar i samma utbyte av aminosyra.

* Mutationerna 2524_2535del12 och 2526_2537del12 resulterar i samma utbyte av
nukleinsyra.

§ LOD fér de har borttagningarna i PDGFRA exon 18 bestamdes genom att lagga il
3 standardavvikelser fér blankmatningar till LOB-vérdet.

T Mutationen 2526_2538>G kan inte analyseras med AQ-laget i programmet PyroMark Q24.
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Linjaritet

Linjaritet faststalldes med hjalp av blandningar av plasmider som bar p&
vildtyps- eller mutantsekvensen fér dupliceringen 1509_1510insGCCTAT i KIT
exon 9 och mutationen 2525A>T i PDGFRA exon 18. Plasmiderna blandades
i proportioner som gav 4 mutationsnivéer (5, 10, 30 och 50 %). Varje
blandning analyserades med 3 olika loter av therascreen GIST RapidScreen
Pyro Kit i 3 pyrosekvenseringskérningar med vardera 3 replikat.

Resultaten (n = 9 fér varje mutationsnivéd) analyserades enligt riktlinjen CLSI
EP6-A “Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: a
statistical approach; approved guideline” med programmet Analyse-it® v2.21
och visas i bilderna 12 och 13.

Resultaten var linjara inom en tillaten icke-linjaritet pa 5 procentenheter i det
testade intervallet frén 5 till 50 % mutationsniva.
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Bild 12. Linjdritet for dupliceringen 1509_1510insGCCTAT i KIT exon 9.
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Bild 13. Linjéritet for mutationen 2525A>T i PDGFRA exon 18.

Precision

Precisionsdata mdjliggdr bestamning av den totala variabiliteten fér analyserna
och erhélls pa 3 olika nivéer genom analys av de ovan némnda plasmid-
blandningarna med vardera 3 replikat.

Repeterbarhet (variationer inom analyser och mellan batchar) berdknades
baserat pd data fér bestamning av linjaritet (3 kérningar p&d samma dag med
olika loter av therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit). Variationer inom labora-
toriet bestdmdes i 3 kérningar i et laboratorium pa 3 olika satt med olika
operatérer, PyroMark Q24-instrument och loter fér therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit. Reproducerbarhet (variationer mellan laboratorier)
berdknades av 2 kérningar vardera i ett internt och externt laboratorium

med hjalp av olika loter av therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit.

Uppskattningar av precision uttrycks som standardavvikelse av de uppmétta
mutationsfrekvenserna i procentenheter (tabell 11). Repeterbarhet, variationer
inom laboratoriet och reproducerbarhet fér dupliceringen 1509_1510insGCCTAT
i KIT exon 9 var 0,8-1,6, 0,5-1,5 respektive 0,7-1,9 procentenheter i det
uppmatta intervallet pd 5-50 % mutationsnivd. Repeterbarhet, variationer inom
laboratoriet och reproducerbarhet fér mutationen 2525A>T | PDGFRA exon 18
var 0,6-1,9, 0,6-3,7 respektive 0,5-2,4 procentenheter i det uppmatta
intervallet p& 5-50 % mutationsniva.
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Tabell 11. Precision for dupliceringen 1509 _1510insGCCTAT i KIT exon 9*

9% Variationer inom

muterad Repeterbarhet laboratoriet Reproducerbarhet
plasmid’  Medelvirde SD Medelvarde SD  Medelvirde 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

* Alla varden ges som procentenheter. SD: standardavvikelse (n=9).
T Baserat p&d ODaso-mdtning.

Tabell 12. Precision for mutationen 2525A>T i PDGFRA exon 18%

% Variationer inom

muterad Repeterbarhet laboratoriet Reproducerbarhet
plasmid®  Medelvarde SD Medelvirde SD  Medelvdarde 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

t Alla véarden ges som procentenheter. SD: standardavvikelse (n=9).
§ Baserat p&d OD,so-mdtning.

Diagnostisk utvardering

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit utvarderades i jamférelse med Sanger-
sekvensering. DNA extraherades fran 100 formalinfixerade, paraffininbéddade

(FFPE) GIST-tumérprover och analyserades med avseende pd mutationer i KIT
exon 9 och PDGFRA exon 18.

DNA isolerades med hjalp av QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. Analyserna
utférdes med therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit p& PyroMark Q24.
Sanger-sekvensering utfordes pa Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer.

Av 100 prover som analyserades kunde mutationsstatus bestémmas fér alla KIT

exon 9 (bild 13) och PDGFRA exon 18 (bild 14) med bada metoderna.
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Tabell 13. Resultat fér de analyserade GIST-tumérproverna fér KIT exon 9

KIT exon 9 Sanger-sekvensering

Ingen
mutation 1509_1510insGCCTAT

detekterad Y503 F504insAY Totalt

Ingen mutation 99 0 )
detekterad ?

1509 _1510insGCCTAT
Y503 F504insAY

Totalt 92 8 100

therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit

Tabell 14. Resultat fér de analyserade GIST-tumérproverna fér PDGFRA exon 18

PDGFRA exon 18 Sanger-sekvensering
2530- 2526-
2541del12  2538>G
M844_ D842_  2525A>T
WT $847del D846>E D842V  Totalt
o Ingen mutation | o, 0 0 0 9
Y detekterad ?
c
8 2530-
_v:, 2541del12 0 2 0 0 2
g M844_S847del
& =
& X  2526-2538>G 0 0 3 0 3
o D842_D846>E
S
o
o 2525A>T : 0 0 9 3
3 D842V
S
£ Totalt 93 2 3 2 100

Obs: | alla kérningar fér bestamning av testegenskaper l&g signalen pa Sver
30 RLU, rutinmassigt erhdllet fran 10 ng DNA isolerat frén formalinfixerad och
paraffininbéddad (FFPE) vavnad. Data fér pyrosekvensering analyserades med
GIST RapidScreen Plug-in Report.
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Referenser

QIAGEN uppratthéller en stor, uppdaterad databas online med vetenskapliga
publikationer dar QIAGEN-produkter avhandlas. Omfattande sékalternativ gor
att du kan hitta de artiklar du behéver, antingen genom en enkel nyckelords-
sokning eller genom att specificera applikation, forskningsomréde, titel, etc.

En fullstandig lista med referenser finns i QIAGENS referensdatabas online pa
www.giagen.com/RefDB/search.asp eller hos QIAGENS tekniska support eller
din lokala distributér.

Citerade referenser
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.
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Symboler

Féljande symboler kan finnas pd férpackning och etiketter:

Innehdller tillrackligt med reagenser fér <N> test
<N>

Anvdnds senast

g

IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
Katalognummer

Lothummer

Materialnummer

COMP Komponenter

CONT Innehaller

GTIN GS1-artikelnummer (Global Trade Item Number)

Antal

=
c
=

Temperaturbegrénsning
Tillverkare
Se bruksanvisningen

Varning

S HES

Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vélkommen att beséka
vart tekniska supportcenter p& www.giagen.com/Support, ringa oss pd
00800-22-44-6000 eller kontakta ndgon av QIAGENSs tekniska
serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller besok
www.giagen.com).
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Bilaga A: Konfigurera therascreen GIST RapidScreen
Pyro-analyser

Om GIST RapidScreen Plug-in Report har installerats ar de férdefinierade
analyskonfigurationerna fér KIT exon 9 och PDGFRA exon 18 tillgangliga

i snabbmenyn i programmet PyroMark Q24 under sékvagen

"Example Files/PyroMark Setups/GIST”. Féljande steg behdver inte utféras.
GIST RapidScreen Plug-in Report kan fés frén pyro.plugin@qiagen.com.

Vi rekommenderar starkt att du anvénder GIST RapidScreen Plug-in Report
framfér manuell analys. Komplexa mutationer i PDGFRA exon 18 kan inte
ladggas till manuellt i en “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) och
mdste analyseras med hjalp av GIST RapidScreen Plug-in Report. Efter instal-
lation av plugin-rapporten eller varje géng ett nytt program har installerats eller
uppgraderats pd kontorsdatorn ska du verifiera att plugin-rapporten fungerar
korrekt enligt anvisningarna i GIST RapidScreen Plug-In Quick Guide.

Om GIST RapidScreen Plug-in Report inte har installerats maste analysfilerna
konfigureras manuellt innan therascreen GIST RapidScreen Pyro-analysen kors
férsta gangen. Konfigurera analysen f6r KIT exon 9 och PDGFRA exon 18 med
hjglp av programmet PyroMark Q24 enligt beskrivningen nedan.

Procedur

KIT exon 9

Al.Klicka pé = i verktygsféltet och vélj “New AQ Assay” (Ny AQ-analys).

A2. Ange foljande “Dispensation Order” (Dispenseringsordning) manuelli:
CTCTGCTGACTTGC

A3. Ange foljande sekvens i “Sequence to Analyze” (Sekvens att analyseral:
TCTGCCTAT[GCCTATITITAA
6 bp-dupliceringen GCCTAT efter kodon 503 i KIT exon 9 kommer att
detekteras med hjdlp av denna “Sequence to Analyze” (Sekvens att
analysera).

o = N W »

C T C T G C T G A C T T G C
A

Bild 14. Histogram fér KIT exon 9 med “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)

TCTGCCTAT|GCCTATITTTA inriktad pé 6 bp-dupliceringen efter kodon 503.
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AA4.Klicka pa fliken “Analysis Parameters” (Analysparametrar) och 6ka “Peak
Height Threshold - Required peak height for Passed quality:” (Troskelvérde
for topphojd som kravs for godkédnd kvalitet:) till 30.

A5. Klicka pa H i verktygsfaltet och spara analysen som “KIT exon 9.

PDGFRA exon 18

A1.Klicka pa = i verktygsfdltet och vélj “New AQ Assay” (Ny AQ-analys).

A2. Ange féljande "Dispensation Order” (Dispenseringsordning) manuellt:
GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG

A3. Ange féljande sekvens i “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera):
CCAGAGWCATCATGCATGATICGAACTAT
Den mest frekventa mutationen GAC>GTC i kodon 842 (nukleotid 2525)
i PDGFRA exon 18 kommer att detekteras med hjalp av denna “Sequence
to Analyze” (Sekvens att analysera).

2

1
0GCAGAGTACTATCATGCATGATCGACTAG
5 1 1 2 2

Bild 15. Histogram for PDGFRA exon 18 med ”“Sequence to Analyze” (Sekvens aft
analysera) CCAGAGWCATCATGCATGATTCGAACTAT inriktad pd mutationen GAC>GTC
i kodon 842 (nukleotid 2525).

"Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) kan andras efter kérningen
for att analysera mutationer i nukleotid 2524 (codon 842) samt 9 borttag-
ningar och komplexa mutationer inom regionen fér kodon 842 till 847.

Om du vill kontrollera om féljande mutationer finns nérvarande éndrar du
"Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera) enligt tabell 15.

Obs: Varningen "Quantification may be uncertain: the variable position
requires more than 5 dispensations” (Kvantifieringen kan vara osdker:
den variabla positionen kréver mer an 5 dispenseringar) under analys-
konfigurationen kan ignoreras.

Obs: Se till att troskelvardet for enskild héjdtopp ar satt till 30 RLU.

AA4.Klicka pa fliken “Analysis Parameters” (Analysparametrar) och ka “Peak
Height Threshold Required peak height for Passed quality:” (Tréskelvérde
for topphojd som kravs for godkédnd kvalitet:) till 30.

A5. Klicka pa i verktygsfaltet och spara analysen som “PDGFRA exon 18”.
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Tabell 15. Vanliga mutationer som detekterats av therascreen GIST RapidScreen
Pyro Kit med en annan “Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera)

”Sequence to Analyze”

Utbyte av nukleinsyra Utbyte av aminosyra  (Sekvens att analysera)

KIT exon 9

1509_1510 . TCTGCCTAT[GCCTAT]

insGCCTAT ¥503_F504insAY TITAA*

PDGFRA exon 18
CCAGAGWCATCATGC

2525A>T R ATGATTCGAACTAT*
CCAGAKACATCATGCAT

:

2524G>T D842y GATTCGAACTAT

2524 2535del12 ellert  DP4Z-H845de CCAGAGA[CATCATGC

2526_2537del12 1843 D846del' ATGA]TTCGAACTAT
CCAGAGACIATCATGC

;

2527 _2538del12 1843_D846del ATGAT]TCGAACTAT
CCAGAGACA[TCATGC

2528_2539del12 1843_S847>T ATGATT|CGAACTAT
CCAGAGACATC

2530_2541del12 M844_5847del [ATGCATGATTCG]
AACTATGTGT
CCAGA[GACATCATG]

2524 2532del? D842_M844del CATGATTCGAACTAT
CCAGA[GAC]ATCATG

2524 _2526delGAC D842del CATGATICGAACTAT

2526_2538>G D842_D846>E -8

2524 2526GACSTAT D842Y1 -8

* Standard-"Sequence to Analyze” (Sekvens att analysera).

T Mutationerna 2524G>T och 2524_2526GACSTAT, och 2526_2537del12 och
2527 _2538del12 resulterar i samma substitution av aminosyra.

¥ Mutationerna 2524 _2535del12 och 2526 _2537del12 resulterar i samma substitution

av aminosyra och analyseras med samma “Sequence to Analyze” (Sekvens att analyseral).

§ Mutationen 2526_2538>G och 2524 _2526GAC>TAT kan inte analyseras med AQ-laget

i programmet PyroMark Q24.
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Bilaga B: Tomma avfallsbehdllaren och tragen

VARNING

A

Farliga kemikalier

Denatureringslésningen som anvands tillsammans med
vakuumstationen innehdller natriumhydroxid som irriterar dgonen
och huden.

Anvand alltid sakerhetsglaségon, handskar och en labbrock.

Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta nédvandiga
atgdrder for att se till att den omgivande arbetsplatsen ar saker
och att anvandarna av instrumentet inte utsatts for farliga nivéer
av giftiga amnen (kemiska eller biologiska) enligt definitionen i
tillampliga materialsékerhetsdatablad (MSDSs) eller dokumenten
OSHA,* ACGIH,T eller COSHH*.

Ventilation fér dngor och kassering av avfall méste ske i enlighet
med alla nationella och lokala hélso- och sakerhetsféreskrifter och
lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (UK).

Fslj géllande nationella och regionala féreskrifter fér miljévanlig hantering av
laboratorieavfall.

Viktigt att ténka pé fére start

B For det har protokollet kravs héggradigt rent vatten (Milli-Q 18,2 MQ x cm,
www.millipore.com eller motsvarande).

Procedur

B1. Se till att det inte finns nagot vakuum i vakuumverktyget. Kontrollera att
vakuumet &r sténgt (Off) och att vakuumpumpen ar avsténgd.

B2. Kassera eventuell kvarvarande 16sning i tragen.

B3. Skalj tragen med hoggradigt rent vatten eller byt ut dem vid behov.
B4. Tém avfallsbehallaren.

Locket kan tas bort utan att koppla loss slangarna.

B5. Om vakuumstationen maste rengéras (t.ex. fran damm eller spill) foljer
du instruktionerna i anvdndarmanualen till PyroMark Q24.
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Bestéllningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
therascreen GIST For 24 reaktioner pé PyroMark 971510
RapidScreen Pyro Kit ~ Q24-system: Seq-primrar, PCR-

(24) primrar, ometylerat kontrol-DNA,

PyroMark PCR-huvudmix,
Coralload-koncentrat, PyroMark
bindningsbuffert, PyroMark
hybridiseringsbuffert, PyroMark
denatureringslésning, PyroMark
tvattbuffert, enzymblandning,
substratblandning, dATPaS, dCTP,
dGTP, dTTP och H,O

PyroMark Q24 MDx  Sekvensbaserad detektionsplatiform 9001513
fér pyrosekvensering av 24 prover
parallellt
PyroMark Q24 Sekvensbaserad detektionsplattform 9001514
fér pyrosekvensering av 24 prover
parallellt
PyroMark Q24 MDx ~ Vakuumstation (220 V) fér Q001517*
Vacuum Workstation  beredning av 24 prover parallellt, 9001515t
frén PCR-produkt till enkelstrangad
mall
PyroMark Q24 Vakuumstation fér beredning av 9001518

Vacuum Workstation 24 prover parallellt, fran PCR-
produkt till enkelstrangad mall

PyroMark Q24 MDx  Tillampningsprogram 9019063
Software

PyroMark Q24 Analysprogram 9019062
Software

* Endast UK.

t Ovriga varlden.
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Produkt Innehall Kat.nr
Tillbehor

PyroMark Q24 Reaktionsplatta fér sekvensering 979301
Plate (100) med 24 brunnar
PyroMark Q24 Kassetter for dosering av nukleotider 979302
Cartridge (3) och reagenser
PyroMark Vacuum Ateranvéndbara filterprober for 979010
Prep Filter Probe (100) vakuumstation PyroMark Q96 och

Q24
PyroMark Control For installationskontroll av system 979303
Oligo
PyroMark Q24 For bekraftelse av 979304
Validation Oligo systemegenskaper

Relaterade produkter

QlAamp DNA FFPE For 50 DNA-beredningar: 56404
Tissue Kit (50) 50 QlAamp MinElute®kolumner,

proteinas K, buffertar,

uppsamlingsrér (2 ml)

EZ1 DNA Tissue For 48 beredningar: 953034
Kit (48) reagenskassetter (Tissue), engdngs-

pipettspetsar med filter, engéngs-

spetshdllare, provrér (2 ml),

elueringsror (1,5 ml), buffert G2,

proteinas K
QlAamp DSP DNA For 50 beredningar: QlAamp Mini 61104
Blood Mini Kit Spin-kolumner, buffertar, reagenser,

ror, vakuumanslutningar

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i
handboken eller anvéndarmanualen till respektive QIAGEN-kit. Handbécker och
anvandarmanualer till QIAGEN-kiten finns pd www.giagen.com eller kan
bestallas fran QIAGENS tekniska support eller din lokala distributér.
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Varumarken: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, Coralload®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing® (QIAGEN Group); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Applied Biosystems® (Life Technologies); FrameStar® (4titude Ltd.); Milli-Q®
(Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag® (Thermo Fisher Scientific or its subsidiarie); Windows® (Microsoft Corporation).

Avtal om begrdnsad licens for therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit

Anvdndning av den har produkten innebér att kdpare eller anvindare av produkten godkéanner fsljande villkor:

1.

Produkten far endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den har handboken och far endast anvindas med
komponenterna som ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens for ndgon av sina immateriella tillgéngar fér att anvénda eller inkludera
komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingér i detta kit forutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den har
handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.qgiagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-
anvdndare fér andra QIAGEN-anvéandare. De hér protokollen har inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte
att de inte krénker tredje parts rattigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvandning inte krénker tredje parts
rattigheter.

Kiten och dess komponenter ér licensierade fér engéngsbruk och fér inte ateranvandas, forbattras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underforstédda, férutom de uttryckligen angivna.

Képaren och anvéndaren av kiten godkénner att inte filldta nédgon annan att utféra négot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer
beskrivna ovan. QIAGEN kan kréva att detta avtal om begrénsad licens upprétthalls i domstol, och ska ersdttas for alla underséknings- och
rattegdngskostnader, inklusive advokatkostnader, som uppstar vid férsok att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de
immateriella rattigheter som avser kiten och/eller négon av deras komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns pd www.giagen.com.
HB-1547-002 © 2013-2015 QIAGEN, med ensamrdtt.


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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Austrdlia = techservice-au@qiagen.com
Austria = techservice-at@qiagen.com
Belgium = techservice-bnl@giagen.com
Brazil = suportetecnico.brasil@qiagen.com
Canada = techservice-ca@qiagen.com
China = techservice-cn@qgiagen.com
Denmark = techservice-nordic@qiagen.com
Finland = techservice-nordic@qgiagen.com
France = techservice-fr@qgiagen.com
Germany = techservice-de@qiagen.com
Hong Kong = techservice-hk@qgiagen.com
India = techservice-india@giagen.com
Ireland = techservice-uk@qiagen.com
ltaly = techservice-it@qgiagen.com
Japan = techservice-jp@qiagen.com
Korea (South) = techservicekr@qiagen.com
Luxembourg = techservice-bnl@qgiagen.com
Mexico = techservice-mx@qiagen.com
The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com
Norway = techservice-nordic@qiagen.com
Singapore = fechservice-sg@qgiagen.com
Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com . ‘ . ‘ ‘

USA = techservice-us@qjiagen.com QIAGEN
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