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Utilisation prévue

Le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro est un test in vitro de détection basée
sur les séquences d’acide nucléique et s’appuyant sur la technologie du
Pyrosequencing®, ou pyroséquencage, pour la détection quantitative des
mutations au niveau de I'exon 9 du géne KIT humain et de I'exon 18 du géne
PDGFRA humain dans I’ADN génomique provenant d'échantillons de tissu
humain.

Le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro vise & fournir aux cliniciens des
informations pour les aider dans le traitement de patients atteints de tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST) les plus susceptibles de bénéficier de
médicaments agissant sur les voies de signalisation, tels que I'imatinib.
Utilisation prévue pour le diagnostic in vitro.

A utiliser uniquement avec le systéme PyroMark® Q24. Les systémes
PyroMark Q24 comprennent les appareils suivants :

B Les instruments PyroMark Q24 et PyroMark Q24 MDx
B les stations de travail sous vide PyroMark Q24 et PyroMark Q24 MDx
B Lles logiciels (version 2.0) PyroMark Q24 et PyroMark Q24 MDx

Le produit est destiné & étre utilisé par des professionnels, tels que des
techniciens ou des médecins formés aux procédures de diagnostics in vitro,
aux techniques de biologie moléculaire et au systéme PyroMark Q24.

Ce produit n’est pas destiné a étre utilisé avec des échantillons de tissu
pulmonaire.

Résumé et explication

Le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro est utilisé pour les mesures
quantitatives de mutations de I'exon 9 du géne KIT et de |'exon 18 du géne
PDGFRA (voir figure 1). La détection de mutations au niveau de I'exon 9 du
géne KIT permet de définir |'utilisation d'une dose d'imatinib appropriée.

La détection de mutations au niveau de I'exon 18 du géne PDGFRA contribue
a exclure les génotypes moins sensibles ou résistants (1-3).
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exon 9 ATGCTCTGCTTCTGTACTGCCAGTGGATGTGCAGACACTAAACTCATCTGGGCCACCGTTTGG
d ug éne AAAGCTAGTGGTTCAGAGTTCTATAGATTCTAGTGCATTCAAGCACAATGGCACGGTTGAATG

KIT TAAGGCTTACAACGATGTGGGCAAGACTTCTGC TTAACTTTGCATTTAAAGGTAACAA
CAAAG
exon 18

du geéneé  TGTGTCCACCGTGATCTGGCTGCTEGCAACGTCCTCCTGGCACAAGGAAAAATTGTGAAGATC
PDGFRA  1GTGACTTTGGCCTGGCCAGAGACATCATGCATGATTCGAACTATGTGTCGAAAGGCAGT

Figure 1. Contexte génomique des régions séquencées des génes KIT et PDGFRA humains
(Ensembl IDs ENSG00000157404 et ENSG00000134853). Le codon 503 du géne KIT et
le codon 842 du géne PDGFRA sont encadrés.

Le kit contient 2 tests : le premier pour la détection des mutations au niveau de
I’exon 9 du géne KIT et le second pour la détection des mutations au niveau
de I'exon 18 du géne PDGFRA (voir figure 2). Les deux régions sont amplifiées
séparément par PCR et séquencées dans la région définie. Les séquences
entourant les positions définies servent de valeurs maximales de normalisation
et de référence pour I'évaluation quantitative et qualitative de I'analyse.

Remarque : les deux tests sont séquencés dans le sens direct.

. GCCTA
AS Séq
) ——> TCTGCCTATITTT

—

Exon 9 du géne KIT

AAB
AS Séq
C——>CCAGAGAJATCATGCATGATTCGAACT
Exon 18 du géne
PDGFRA q)

AAB

Figure 2. lllustration des tests KIT/PDGFRA. La séquence indiquée est la séquence analysée
pour un échantillon de type sauvage. La position et la séquence de la duplication de 6 pb
au niveau de |'exon 9 du géne KIT sont indiquées. L'encadrement correspond au codon 842
de I'exon 18 du géne PDGFRA. AS : amorces PCR sens ; AAB : amorces PCR antisens

(B indique une biotinylation) ; Séq : amorces de séquence.

Le produit contient un mélange d’amorce PCR et une amorce de séquence pour
chaque test. Les amorces sont livrées en solution. Chaque fiole contient 32 plL
de chaque amorce ou mélange d'amorce.
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Principe de la procédure

Le déroulement des opérations ci-dessous illustre la procédure de test. Aprés

la PCR & I'aide des amorces ciblant I'exon 9 du géne KIT et I'exon 18 du géne
PDGFRA, les amplicons sont immobilisés sur des billes de sépharose recouvertes
de streptavidine (Streptavidin Sepharose® High Performance). L'’ADN simple
brin est préparé et les amorces de séquence correspondantes s'hybrident avec
I’ADN. Les échantillons sont ensuite analysés sur PyroMark Q24 & |'aide de
fichiers de configuration du test et d'un fichier d'analyse.

Il est recommandé d'utiliser le GIST RapidScreen Plug-in Report pour analyser le
test. Il est possible d’obtenir le GIST RapidScreen Plug-in Report par e-mail en
écrivant & |'adresse pyro.plugin@giagen.com. Toutefois, le test peut également
étre analysé a I'aide de I'outil d’analyse intégré au systéme PyroMark Q24.

La séquence a analyser (« Sequence to Analyze ») peut étre ajustée pour la
détection des mutations rares aprés |'analyse (voir « Protocole 6 : Analyse d’un
test PyroMark Q24 », page 31, et « Annexe A : Préparation des tests
therascreen GIST RapidScreen Pyro », page 52).

Déroulement de la procédure therascreen GIST RapidScreen Pyro

Configuration du test Préparation des échantillons
et de I'analyse
Configuration des fichiers de test PCR (Protocole 2)
(Annexe A) i
Immobilisation (Protocole 3)
¢ '
Configuration du fichier d’analyse Préparation des échantillons
(Protocole 1) (Protocole 4)

\/

Analyse PyroMark Q24 (Protocole 5)
\
Analyse du test PyroMark Q24 (Protocole 6)

\
Rapport
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Témoins

L’ADN témoin non méthylé est inclus dans le kit en tant que témoin positif pour
les réactions de PCR et de séquencage. Cet ADN témoin comporte un génotype
sauvage dans les régions séquencées a |'aide de ce kit. Il est requis pour
"interprétation correcte des résultats et |'identification des mutations de faible
niveau (voir « Interprétation des résultats », page 31). Inclure un échantillon
avec ADN témoin non méthylé dans chaque test réalisé au cours des analyses
de pyroséquencage.

En outre, un témoin négatif (sans ADN matrice) doit étre inclus dans chaque
configuration PCR pour au moins un test.

L]}
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Matériel fourni

Contenu du kit

Kit therascreen GIST RapidScreen Pyro (boite 1/2)

(ADN témoin non méthylé, 10 ng/plL)

therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit (24) (24)
N° de référence 971510
Nombre de réactions 24
Seq Primer KIT exon 9 (amorce Séq KIT exon 9) 32 plL
Seq Primer PDGFRA exon 18 32 plL
(amorce Séq PDGFRA exon 18)

PCR Primer Mix KIT exon 9 32 plL
(mélange d’amorce PCR KIT exon 9)

PCR Primer Mix PDGFRA exon 18 32 plL
(mélange d’amorce PCR PDGFRA exon 18)

PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 plL
(Master Mix PCR PyroMark, 2x)

Coralload® Concentrate, 10x 1,2 mL
(concentré Coralload®, 10x)

H.O 3x1,9mL
Unmethylated Control DNA, 10 ng/ypl 100 plL
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Tampons et réactifs therascreen Pyro (boite n° 2/2)

Tampons et réactifs therascreen Pyro

PyroMark Binding Buffer (tampon de liaison PyroMark| 10 mL

PyroMark Annealing Buffer 10 mL

(tampon d’hybridation PyroMark)

PyroMark Denaturation Solution 250 mL
(solution de dénaturation PyroMark)*

PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml

(tampon de lavage PyroMark, 10x)

Enzyme Mixture (mélange d’enzymes) 1 fiole

Substrate Mixture (mélange de substrats) 1 fiole

dATPaS 1180 pL
dcTp 1180 L
dGTP 1180 L
dTTP 1180 L
therascreen GIST RapidScreen Pyro Kit Handbook (anglais) 1

* Contient de |'hydroxyde de sodium.

Matériel nécessaire mais non fourni

Lors de la manipulation des produits chimiques, toujours porter une blouse de
laboratoire, des gants jetables et des lunettes de protection adéquats. Pour plus
d’informations, consulter les fiches de données de sécurité (FDS) appropriées,
disponibles auprés du fournisseur du produit.

Réactifs
B Kit d'isolement d’ADN (voir « Isolement d’ADN », page 15)

B Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare,
n®réf. 17-5113-01 ; www.gelifesciences.com)
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B Eau ultra-pure (Milli-Q® 18,2 MQ x cm ou équivalent)

Remarque : le kit contient de I'eau en quantité suffisante pour la PCR, pour
I'immobilisation de I’ADN et pour dissoudre le mélange d’enzymes et le
mélange de substrats ; une quantité supplémentaire d’eau ultra-pure est
requise pour diluer le tampon de lavage PyroMark concentré 10x

W FEthanol (70 %)*

Consommables
B Pointes de pipettes stériles (avec des filtres pour la configuration PCR)

B Plaques de PCR & 24 puits (voir « Plaques & 24 puits recommandées »,
page 12)

B Film adhésif

Equipement

Pipettes (adaptables)?

Microcentrifugeuse de paillasse!

Thermocycleur' et tubes de PCR adéquats

PyroMark Q24 (n° réf. 2001513 ou 9001514)*
Logiciel PyroMark Q24 (n° réf. 2019063 ou 9019062)}
Plaque PyroMark Q24 (n° réf. 979201)*

Cartouche PyroMark Q24 (n° réf. 979202)*

Station de travail sous vide PyroMark Q24 (n° réf. 2001515
ou 9001517)"*

Agitateur de plaques! pour I'immobilisation sur les billes (voir « Agitateurs
de plaques recommandés », page 13)

B Bloc chauffant! capable d’atteindre les 80 °C

* Ne pas utiliser d’alcool dénaturé, qui contient d’autres substances, telles que le méthanol ou
la méthyléthylcétone.

T S'assurer que les instruments ont été vérifiés et calibrés conformément aux recommandations
du fabricant.

* Certifié CE-IVD conformément & la directive européenne 98/79/CE. Tous les autres produits
de la liste ne sont pas certifiés CE-IVD conformément a la directive européenne 98/79/CE.

Manuel du kit therascreen GIST RapidScreen Pyro 03/2015 11



Plaques & 24 puits recommandées

Les plaques & 24 puits répertoriées dans le tableau 1 sont recommandées avec
le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro.

Tableau 1. Plaques & 24 puits recommandées pour une utilisation avec le kit
therascreen GIST RapidScreen Pyro

Numéro de
Fabricant Produit référence
ABgene
(Thermo Scientific Thermo-Fast PCR Plate AB-0624
Axygen 24 Well PCR Microplate PCR-24-C

® -O-
Atitude FrameStar® Break-a-way 96 wells, 45.1000
clear tubes

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030

L]}
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Agitateurs de plaques recommandés

Les agitateurs de plaques orbitaux répertoriés dans le tableau 2 sont
recommandés avec le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro.

Tableau 2. Agitateurs de plaques recommandés avec le kit therascreen GIST

RapidScreen Pyro

Fabricant Produit

Numéro de
référence

Thermomixer comfort
(appareil de base)

Eppendorf Thermoblock for MTP
Adapter plate for 96 x 0.2 ml PCR

tubes to insert in blocks for microtiter
plates

HaP Variomag® Teleshake

Labortechnik
Gmbh

Variomag Monoshake

5355 000.011

5363 000.012

5363 007.009

51410
(115V=51410U)
51110
(115V=51110U)

Avertissements et précautions

Utilisation prévue pour le diagnostic in vitro.

Informations de sécurité

Lors de la manipulation des produits chimiques, toujours porter une blouse de
laboratoire, des gants jetables et des lunettes de protection adéquats. Pour plus
d’informations, consulter les fiches de données de sécurité (FDS) appropriées.
Cellesci sont disponibles en ligne dans un format PDF pratique et compact sur
le site www.qgiagen.com/safety répertoriant les FDS imprimables pour chaque

kit QLAGEN® et chaque composant.

Les mentions de danger et conseils de prudence suivants s’appliquent aux

composants du kit therascreen GIST RapidScreen Pyro.
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PyroMark Denaturation Solution

@ Attention! Provoque une irritation cutanée. Provoque une sévére
irritation des yeux. Peut étre corrosif pour les métaux. Absorber toute
substance répandue pour éviter qu'elle attaque les matériaux
environnants. Conserver uniquement dans le récipient d'origine.
Porter des gants de protection/ des vétements de protection/ un
équipement de protection des yeux/ du visage.

Précautions générales
L'utilisateur doit toujours faire attention aux éléments suivants :

B Pour obtenir des résultats optimaux, se conformer au manuel de I'utilisateur
de maniére rigoureuse. Il n‘est pas recommandé de diluer les réactifs d'une
autre maniére que celle décrite dans ce manuel dans la mesure ou les
performances en seraient affectées.

B les composants de ce produit suffisent pour réaliser 24 réactions au cours
de cing analyses indépendantes maximum.

B Utiliser des pointes de pipettes stériles (avec des filtres pour la configuration
PCR).

B Conserver et procéder & 'extraction du matériel positif (prélévements,
témoins positifs et amplicons) séparément de tous les autres réactifs puis les
ajouter au mélange réactionnel dans un emplacement suffisamment distant.

B Décongeler complétement tous les composants & température ambiante
(de 15 & 25 °C) avant de commencer un test.

B Une fois qu'ils sont décongelés, mélanger les composants (en pipetant
I’ensemble de maniére répétée ou en les passant & I'agitateur & pulsations
multiples) et les passer briévement & la centrifugeuse.

B Lo détermination du statut mutationnel ne doit jamais reposer sur des
résultats marqués « Failed » (échec).

Stockage et manipulation des réactifs

Le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro est expédié dans deux boites. Le kit
therascreen GIST RapidScreen Pyro (boite 1/2) est expédié sur un lit de carbo-
glace. Le Master Mix PCR PyroMark, le concentré Coralload, I’ADN témoin non

méthylé et toutes les amorces doivent étre stockés dés leur réception entre -15 et
-30 °C.
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Les tampons et réactifs therascreen Pyro (boite 2/2) contenant les tampons, le
mélange d’enzymes, le mélange de substrats, la dATPaS, la dCTP, la dGTP et
la dTTP (les réactifs pour I'analyse de pyroséquencage) sont expédiés sur des
pains de glace. Ces composants doivent étre stockés dés leur réception entre 2
et 8 °C. Pour minimaliser la perte d’activité, il est recommandé de garder les
mélanges d’enzymes et de substrats dans les fioles fournies.

Les mélanges d’enzymes et de substrats reconstitués sont stables pendant au
moins 10 jours s'ils sont conservés entre 2 et 8 °C. Les mélanges d’enzymes et
de substrats reconstitués peuvent étre congelés et stockés dans leur flacon entre
-15 et -30 °C. Les réactifs congelés ne doivent pas subir plus de 6 cycles de
congélation/décongélation.

Remarque : les nucléotides ne doivent pas étre congelés.

Le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro est stable jusqu’a la date de
péremption du kit s'il est stocké conformément & ces conditions.

Stockage et manipulation des prélévements

Tous les échantillons doivent étre traités comme des substances présentant un
risque potentiel d'infection.

Les prélévements contiennent de I’ADN humain extrait de sang ou d’échantillons
fixés au formaldéhyde et inclus en paraffine (FFPE).

Les échantillons provenant de patients suivant un traitement a I’héparine ne
doivent pas étre utilisés. Les échantillons sanguins qui ont été collectés dans des
tubes contenant de |’'héparine agissant en tant qu’anticoagulant ne doivent pas
étre utilisés. L'héparine affecte la PCR.

Procédure

Isolement d’ADN

Les performances du systéme ont été établies & I'aide du kit EZ1® DNA Tissue et
du kit QIAamp® DNA FFPE Tissue pour |'extraction d’ADN humain provenant
d’échantillons de tumeurs fixés au formaldéhyde et inclus en paraffine. Pour le
systtme QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, les performances ont été établies &
I'aide d’échantillons de sang de donneur en bonne santé partiellement enrichis
en cellules cancéreuses.

Les kits de QIAGEN apparaissant dans le tableau 3 ont été validés pour la
purification de I’/ADN provenant des échantillons de type humain indiqués,
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destinés & étre utilisés avec le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro. Effectuer
la purification de I’ADN conformément aux instructions des manuels du kit.

Tableau 3. Kits de purification de I’ADN recommandés pour |'utilisation avec
le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro

Numéro de
Matériel référence
d’échantillonnage  Kit d’isolement de I'acide nucléique (QIAGEN)
Tissu inclus en QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
paraffine EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Sang QlAamp DSP DNA Blood Mini Kitt 61104

*Suivre le protocole d'utilisation du tissu inclus en paraffine. Le kit de tissu ADN EZ1 doit
étre utilisé en combinant I'utilisation du EZ1 Advanced (n° réf. 2001410 ou 9001411) et
du EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (n° réf. 9018298), du EZ1 Advanced XL

(n° réf. 9001492) et du EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (n° réf. 9018700) ou
du BioRobot® EZ1 (n° réf. 2000705, n’est plus disponible) et du EZ1 DNA Paraffin Section
Card (n° réf. 9015862).

T Certifié CE-IVD conformément & la directive européenne 98/79/CE.

L]}
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Protocole 1 : Configuration de I'analyse pour le systéme

PyroMark Q24

Point important avant de commencer

B Sinécessaire, la LoB peut étre confirmée & |'aide d'un échantillon de type
sauvage pour générer une plaque entiére de résultats. Pour obtenir des

détails, consulter le protocole EP17-A du CLSI « Protocol for determination

of limits of detection and limits of quantitation; approved guideline ».

A effectuer avant de commencer

B Sile GIST RapidScreen Plug-in Report n'a pas été installé, créer une
configuration de test (voir « Annexe A : Préparation des tests therascreen
GIST RapidScreen Pyro », page 52). Cette configuration n’est nécessaire
qu’une seule fois, avant les premiers tests therascreen GIST RapidScreen
Pyro. Si le GIST RapidScreen Plug-in Report a été installé, des
configurations de test prédéfinies sont disponibles dans le raccourci du
navigateur du logiciel PyroMark Q24, sous « Example Files/PyroMark
Setups/GIST ». Il est possible d'obtenir le GIST RapidScreen Plug-in
Report par e-mail en écrivant & |'adresse pyro.plugin@qgiagen.com.

Procédure

1. Cliquer sur U dans la barre d’outils.

Un nouveau fichier d’analyse est créé.

2. Entrer les paramétres de I'analyse (voir « Paramétres de I'analyse »,
page 18).

3. Préparer la plaque en ajoutant des tests a la fois pour I'exon 9 du géne KIT

et pour I'exon 18 du géne PDGFRA aux puits correspondant aux
échantillons & analyser.

Remarque : un échantillon de témoin négatif (sans ADN matrice) doit étre
inclus dans chaque configuration PCR pour au moins un test.

Remarque : inclure un échantillon avec ADN témoin non méthylé dans

chaque test réalisé au cours des analyses de pyroséquencage (« Témoins »,

page 8).
4. Llorsque l'analyse est paramétrée et préte a étre effectuée sur le systéme
PyroMark Q24, imprimer une liste des volumes requis de mélange

d’enzymes, mélange de substrats et nucléotides et une liste du paramétrage

de la plaque. Sélectionner « Pre Run Information » (informations pré-
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analyse) dans le menu « Tools » (outils), puis lorsque le rapport apparait,
cliquer sur =.

5. Fermer le fichier d’analyse et le copier sur une clé USB (fournie avec le
systéme) & |'aide de Windows® Explorer.
Les informations de pré-analyse imprimées peuvent étre utilisées comme
modéle pour le paramétrage des échantillons (voir « Protocole 3 :
Immobilisation des produits PCR sur les billes de sépharose recouverte de
streptavidine (Streptavidin Sepharose High Performance) », page 23).

Pour analyser la plaque sur le systéme PyroMark Q24, voir « Protocole 5 :
Mettre sous tension le PyroMark Q24 », page 29.

Paramétres de I'analyse

« Run name » Le nom de |'analyse est donné lorsque le fichier est
(Nom de I'analyse) : sauvegardé. Lorsque le fichier est renommé, le nom
de |'analyse change également.
Méthode de Sélectionner la méthode de I'instrument conformément
I"instrument : a la cartouche qui sera utilisée pour I'analyse ; voir les
instructions fournies avec les produits.
« Plate ID » Facultatif : entrer I'identifiant de la plaque PyroMark
(Identifiant de plaque) : Q24.
« Barcode » Facultatif : entrer un numéro de code-barres pour la
(Code-barres) : plaque ou, si un lecteur de code-barres est connecté

a l'ordinateur, placer le curseur de la souris dans la
zone de texte « Barcode » (code-barres) et scanner
le code-barres.

Kit and reagent ID Facultatif : entrer les numéros de lot des boites 1 et 2
(Identifiant du réactif du kit therascreen GIST RapidScreen Pyro & utiliser.
et du kit) : Le numéro de lot se trouve sur |'étiquette du produit.

Remarque : nous recommandons d’entrer les deux
numéros de lot afin de pouvoir remonter & la source
de tout probléme inattendu lié au kit therascreen GIST
RapidScreen Pyro.

Run note (Remarque Facultatif : entrer une remarque & propos des contenus
& propos de I'analyse) : ou des objectifs de I'analyse.
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Ajouter des fichiers de test
Il'y a deux facons d’ajouter un test & un puits :

B Faire un clic droit sur le puits et sélectionner « Load Assay » (charger le test)
dans le menu contextuel.

B Sélectionner le test dans le raccourci du navigateur puis cliquer sur le test et
le faire glisser jusqu’au puits.

Les puits répondent & un code de couleurs selon les tests chargés.

Entrer les identifiants et les remarques liées a I’échantillon
q

Pour entrer un identifiant ou une remarque liée & |'échantillon, sélectionner la
cellule et saisir le texte.

Pour modifier un identifiant ou une remarque liée & |'échantillon, sélectionner
la cellule (le contenu actuel sera sélectionné) ou double-cliquer dessus.
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Protocole 2 : PCR & l'aide des réactifs de PCR fournis avec le kit

therascreen GIST RapidScreen Pyro

Ce protocole est utilisé pour les amplifications par PCR d'une région contenant
I’exon 9 du géne KIT et pour une amplification par PCR séparée d’une région

contenant I'exon 18 du géne PDGFRA & I'aide du kit therascreen GIST
RapidScreen Pyro.

Points importants avant de commencer

B Lo HotStarTag® ADN polymérase contenue dans le Master Mix PyroMark
PCR requiert une étape d’'activation a 95 °C pendant 15 minutes.

B Préparer tous les mélanges réactionnels dans une zone séparée de celle
utilisée pour la purification de I’ADN, I'ajout de matrice & la PCR, I'analyse
du produit PCR ou la préparation des échantillons avant I'analyse de
pyroséquencage.

M Utiliser des pointes jetables contenant des filtres hydrophobes pour
minimaliser la contamination croisée.

A effectuer avant de commencer

B Avant d’ouvrir les tubes avec les amorces PCR, les passer briévement
& la centrifugeuse pour rassembler le contenu au fond des tubes.

B Sinécessaire, régler la concentration de I’ADN témoin et de I’ADN
d’échantillon entre 0,4 et 2 ng/plL.

Procédure

1. Décongeler tous les composants nécessaires (voir tableau 4).
Bien les mélanger avant de les utiliser.

2. Préparer un mélange réactionnel pour chaque ensemble d’amorces PCR
conformément au tableau 4.
Le mélange réactionnel contient généralement tous les composants
nécessaires & la PCR excepté |'échantillon.

Préparer un volume de mélange réactionnel supérieur & ce qui est
nécessaire pour le nombre total d’analyses de PCR & effectuer.

20 Manuel du kit therascreen GIST RapidScreen Pyro 03/2015



Tableau 4. Préparation du mélange réactionnel pour chaque mélange

d’amorce PCR

Composant Volume/réaction
Master Mix PCR PyroMark, 2x 12,5 pL
Concentré Coralload 10x 2,5 pL
Amorce PCR KIT exon 9 ou 1ol
Amorce PCR PDGFRA exon 18

Eau (H20, fournie) 4 plL
Volume total 20 pL

3. Mélanger complétement le mélange réactionnel et en distribuer 20 pL dans

chaque tube de PCR.

Il n‘est pas nécessaire de garder les tubes de PCR sur un lit de glace étant
donné que la HotStarTagq ADN polymérase est inactive & température

ambiante.

4. Ajouter 5 pL d’ADN maitrice (entre 2 et 10 ng d’ADN génomique) aux tubes

de PCR individuels (voir le tableau 5) et bien mélanger.

Remarque : un échantillon de témoin négatif (sans ADN matrice) doit étre

inclus dans chaque configuration PCR pour au moins un test.

Remarque : inclure un échantillon avec ADN témoin non méthylé dans

chaque test réalisé au cours des analyses de pyroséquencage
(voir « Témoins », page 8).

Table 5. Préparation de la PCR

Composant Volume/réaction
Mélange réactionnel 20 pL
ADN de |'échantillon 5L
Volume total 25 pL
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5. Programmer le thermocycleur conformément aux instructions du fabricant
a l'aide des conditions décrites dans le tableau 6.

Tableau 6. Protocole de cycle optimisé

Commentaires

Etape d’activation 15 minutes 95°C Lo HotStarTaq ADN

initiale : polymérase est activée
par cette étape de
réchauffement.

Cycle en 3 étapes :

Dénaturation 20 secondes 95 °C
Hybridation 30 secondes 53 °C
Extension 20 secondes 72 °C

Nombre de cycles 42

Extension finale : 5 minutes 72 °C

6. Placer les tubes de PCR dans le thermocycleur et démarrer le programme
de cycle.

7. Aprés I'amplification, continuer avec le « Protocole 3 : Immobilisation des
produits PCR sur les billes de sépharose recouverte de streptavidine
(Streptavidin Sepharose High Performance) », page 23.

Les échantillons de PCR peuvent étre conservés a une température comprise
entre 2 et 8 °C pour une durée maximale de 3 jours.
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Protocole 3 : Immobilisation des produits PCR sur les billes de
sépharose recouverte de streptavidine (Streptavidin Sepharose
High Performance)

Ce protocole est utilisé pour I'immobilisation de I’ADN matrice sur la sépharose-

streptavidine haute performance (GE Healthcare) avant I'analyse sur le systéme
PyroMark Q24.

A effectuer avant de commencer

B Laisser les réactifs et les solutions nécessaires atteindre la température
ambiante (entre 15 et 25 °C) avant de commencer.

B Mettre sous tension le PyroMark Q24 au moins 30 minutes avant le début
d’une analyse. L'interrupteur d’alimentation se trouve a l'arriére de
"instrument.

B Placer un portoir de plaque PyroMark Q24 sur un bloc chauffant
préchauffé a 80 °C. Laisser un second portoir de plaque PyroMark Q24
a température ambiante (entre 15 et 25 °C).

B Le tampon de lavage PyroMark est fourni en tant que concentré 10x. Avant
de I'utiliser pour la premiére fois, diluer pour obtenir une solution de travail
concentrée 1x en ajoutant 225 mL d’eau ultra-pure a 25 mL de tampon de
lavage PyroMark concentré 10x (volume final de 250 ml).

Remarque : la solution de travail tampon de lavage PyroMark concentrée
1x est stable entre 2 et 8 °C jusqu’a la date de péremption indiquée.

M Préparer la station de travail sous vide PyroMark Q24 pour la préparation
des échantillons, tel que décrit dans le Manuel d'utilisation du PyroMark

Q24.

Procédure

1. Agiter doucement le flacon contenant la sépharose-streptavidine haute
performance jusqu’a |'obtention d’une solution homogéne.

2. Préparer un master mix pour I'immobilisation de I’ADN conformément
au tableau 7.
Préparer un volume supérieur & ce qui est nécessaire pour le nombre total
de réactions & effectuer (pour le nombre de réactions + un supplémentaire).
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Tableau 7. Master mix pour I'immobilisation de I'ADN

Composant Volume/échantillon
Tampon de liaison PyroMark 40 pL
Sépharose streptavidine haute performance 1 pL
Eau (H20, fournie) 29 plL
Volume total 70 pL

Remarque : ce protocole s'applique au Streptavidin Sepharose High Performance avec un
numéro de lot 10057037 ou supérieur. En utilisant les billes de sépharose recouverte de
streptavidine (Streptavidin Sepharose High Performance) avec un numéro de lot inférieur
a 10057037, le volume des billes utilisées par échantillon doit étre augmenté & 2 pL, tout
en diminuant le volume d’eau de maniére correspondante.

Ajouter 70 pL du master mix aux puits d’une plaque de PCR & 24 puits
tel que prédéfini dans la configuration de I'analyse (voir « Protocole 1 :
Configuration de I'analyse pour le systétme PyroMark Q24 », page 17).

Les billes de sépharose se déposent rapidement. Maintenir le master mix
homogéne en mélangeant réguliérement a |'aide d'une pipette ou en le
passant a |'agitateur a pulsations multiples. Ne pas isoler le master mix
par centrifugation.

Ajouter 10 pL de produit PCR biotinylé provenant du Protocole 2 a chaque
puits contenant le master mix tel que prédéfini dans la configuration de
I’analyse (voir « Protocole 2 : PCR & l'aide des réactifs de PCR fournis avec
le kit therascreen GIST RapidScreen Pyro », page 20).

Le volume total par puits doit &tre de 80 plL apreés |'ajout du master mix et
du produit PCR.

Sceller la plaque de PCR a I'aide de film adhésif.

Vérifier qu’aucune fuite entre les puits n’est possible.

Agiter la plaque de PCR a température ambiante (entre 15 et 25 °C)
pendant 5 & 10 minutes & 1 400 tr/min.

Pendant ce temps, commencer immédiatement le « Protocole 4 : Préparation

des échantillons avant I'analyse de pyroséquencage sur le PyroMark
Q24 », page 25.
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Protocole 4 : Préparation des échantillons avant I'analyse
de pyroséquencage sur le PyroMark Q24

Ce protocole est utilisé pour la préparation de I’ADN simple brin et
I’hybridation de I'amorce de séquence a I’/ADN matrice avant |'analyse
de pyroséquencage sur le PyroMark Q24.

Points importants avant de commencer

B Avant d'ouvrir les tubes avec les amorces de séquence, les passer
briévement & la centrifugeuse pour rassembler le contenu au fond des
tubes.

B Ajouter les 2 amorces de séquences différentes de la méme maniére que
ce qui est prédéfini pour la plaque dans la configuration de I'analyse
(voir « Protocole 1 : Configuration de |'analyse pour le systéme PyroMark
Q24 », page 17), selon la région de |'analyse (exon 9 du géne KIT ou
exon 18 du géne PDGFRA).

B Ne pas raccourcir le temps de refroidissement des échantillons aprés le
réchauffement & 80 °C.

B Tester réguliérement le fonctionnement des sondes & filtre, tel que décrit
dans le Manuel d'utilisation du PyroMark Q24, et les remplacer aux
échéances indiquées.

Procédure

1. Diluer une quantité suffisante de chaque amorce de séquence, Amorce Séq
KIT exon 9 et Amorce Séq PDGFRA exon 18, dans le tampon d’hybridation
PyroMark tel que décrit dans le tableau 8.

Préparer un volume d’amorce de séquence diluée supérieur & ce qui est
requis pour le nombre total d’échantillons & séquencer (pour le nombre
d’échantillons + un supplémentaire).

Ne pas diluer et ne pas stocker davantage d’amorce de séquence.
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Tableau 8. Exemple de dilution pour les amorces de séquence

Volume/ Volume pour
Composant échantillon 9 + 1 réactions
Tampon d’hybridation PyroMark 24,2 pl 242 pl
Amorce Séq KIT exon 9
ou 0,8 pL 8 plL
Amorce Séq PDGFRA exon 18
Volume total 25 plL 250 pL

Ajouter 25 pL d’amorce de séquence diluée & chaque puits de la plaque
PyroMark Q24 conformément & la configuration de I’analyse (voir

« Protocole 1 : Configuration de I'analyse pour le systétme PyroMark Q24 »,
page 17).

Garder I'un des portoirs de plaque PyroMark Q24 (fournis avec la station
de travail sous vide PyroMark Q24) & température ambiante (entre 15 et
25 °C) et I'vtiliser lors de la préparation et du déplacement de la plaque.

Mettre sous tension la pompe a vide de la station de travail sous vide
PyroMark Q24.

Placer la plaque de PCR du Protocole n° 3 et la plaque PyroMark Q24 sur
la station de travail sous vide (figure 3).

Inspecter la plaque de PCR et veiller & ce que les billes de sépharose soient
dans la solution. S'assurer que la plaque de PCR est orientée de la méme
facon que lors du chargement des échantillons.
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Figure 3. Placement de la plaque de PCR et de la plaque PyroMark Q24 sur la station
de travail sous vide

5. Mettre l'outil sous vide en ouvrant la commande de vide.

6. Plonger lentement les sondes & filtre de I’outil & vide dans la plaque de PCR
pour capturer les billes contenant I’ADN matrice immobilisé. Maintenir les
sondes en place pendant 15 secondes. Faire preuve de vigilance lors du
retrait de I'outil a vide.

Les billes de sépharose se déposent rapidement. La capture des billes doit
se faire immédiatement aprés |'agitation. S'il s’est écoulé plus d'une minute
depuis I'agitation de la plaque, I'agiter & nouveau pendant 1 minute avant
de capturer les billes.

Inspecter la plaque de PCR pour vérifier que les échantillons ont été prélevés
en totalité par I'outil & vide.

7. Transférer I'outil & vide dans la cuve contenant 40 mL d’éthanol & 70 %
(cuve n° 1, figure 3). Purger les sondes a filire pendant 5 secondes.

8. Transférer I'outil a vide dans la cuve contenant 40 mL de solution de
dénaturation (cuve n° 2, figure 3). Purger les sondes & filire pendant
5 secondes.

9. Transférer I'outil & vide dans la cuve contenant 50 mL de tampon de lavage
(cuve n° 3, figure 3). Purger les sondes a filire pendant 10 secondes.

10. Secouer |'outil a vide de haut en bas & plus de 90° par rapport & I’horizontale

pendant 5 secondes pour égoutter le liquide présent dans les sondes a filtre
(figure 4).

Manuel du kit therascreen GIST RapidScreen Pyro 03/2015 27



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

28

Figure 4. lllustration de I'outil & vide a plus de 90° par rapport & I’horizontale

Fermer la commande de vide de I'outil (« Off ») avec I'outil & vide maintenu
au-dessus de la plaque PyroMark Q24.

Libérer les billes de la plaque PyroMark Q24 en plongeant les sondes é filtre
dans I'amorce de séquence diluée et en secouant doucement 'outil & vide
latéralement.

Veiller & ne pas endommager la surface de la plaque PyroMark Q24 en
I’éraflant avec les sondes a filtre.

Transférer I'outil & vide dans la cuve contenant I'eau ultra-pure (cuve n° 4,
figure 3) et I'agiter pendant 10 secondes.

Laver les sondes & filtre en les plongeant dans I’eau ultra-pure (cuve n° 5,
figure 3) et en y appliquant le vide. Purger les sondes avec 70 mL d’eau
ultra-pure.

Secouer |'outil & vide de haut en bas a plus de 90° par rapport &
I’horizontale pendant 5 secondes pour égoutter le liquide présent dans les
sondes a filtre (figure 4).

Fermer la commande de vide de I'outil (« Off ») et placer I'outil a vide en
position de repos (« P »).

Eteindre la pompe & vide.

A la fin de la journée de travail, les déchets liquides et les solutions
restantes doivent étre rejetés et il convient de vérifier qu'il n'y a pas de
poussiére et qu'aucun produit ne s’est répandu dans la station de travail
sous vide PyroMark Q24. Voir « Annexe B : Vidange du conteneur &
déchets et des cuves », page 56.

Faire chauffer la plaque PyroMark Q24 avec les échantillons & 80 °C
pendant 2 minutes a I'aide du portoir de plaque PyroMark Q24 préchauffé.
Retirer la plaque PyroMark Q24 du portoir de plaque chaud et la placer
pendant 10 & 15 minutes sur un second portoir de plaque PyroMark Q24
laissé & température ambiante (entre 15 et 25 °C) pour que les échantillons
reviennent a température ambiante.

Continuer avec le « Protocole 5 : Mettre sous tension le PyroMark Q24 »,
page 29.
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Protocole 5 : Metire sous tension le PyroMark Q24

Ce protocole décrit la préparation et le chargement des réactifs PyroMark Gold
Q24 dans la cartouche PyroMark Q24 ainsi que le démarrage et la fin d'une
analyse sur le PyroMark Q24. Pour obtenir une description détaillée de la
préparation d’une analyse, voir le Manuel d'utilisation du PyroMark Q24.

Points importants avant de commencer

B Le rapport d'informations de pré-analyse, qui se trouve dans le menu
« Tools » (outils) de la configuration de I'analyse (voir « Protocole 1 :
Configuration de I'analyse pour le systtme PyroMark Q24 », page 17),
fournit des informations relatives au volume des nucléotides et des tampons
d’enzyme et de substrat nécessaire pour une analyse spécifique.

W Utiliser des pointes jetables sans filtres hydrophobes pour le chargement
de la cartouche afin d’assurer son bon fonctionnement.

Procédure

1. Dissoudre chaque mélange d’enzyme et de substrat lyophilisés respectivement
dans 620 pL d’eau (H-O, fournie).

2. Mélanger le flacon doucement.
Ne pas le passer a I'agitateur |

Pour garantir la dissolution compléte du mélange, laisser a température
ambiante (entre 15 et 25 °C) pendant 5 & 10 minutes. S'assurer que la
solution n’est pas trouble avant de remplir la cartouche PyroMark Q24.
S'il n’est pas prévu d'tiliser les réactifs dans I'immédiat, placer les flacons
de réactifs sur un lit de glace ou dans un réfrigérateur.

3. Laisser les réactifs et la cartouche PyroMark Q24 atteindre la température
ambiante (20 a 25 °C).

4. Placer la cartouche PyroMark Q24 de facon que son étiquette soit orientée
vers vous.

5. Charger la cartouche PyroMark Q24 avec les volumes appropriés de
nucléotides et de mélanges d’enzymes et de substrats, conformément
a la figure 5.
S'assurer qu’aucune bulle d'air n’est transférée de la pipette vers la
cartouche.
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