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O modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro

Bali¢ek modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro obsahuje:

® privodce rychlym spusténim softwaru GIST RapidScreen Pyro,
® dva instalacni soubory,

® referenéni zpravu pro ovéfeni funkce modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro.

Poznamka: Modul plug-in GIST RapidScreen Pyro je ur€en jen pro pouziti v kombinaci
s vyhrazenou sadou therascreen® GIST RapidScreen Pyro (kat. ¢. 971510) indikovanou pro
aplikace popsané v pfiru¢ce k sadé therascreen GIST RapidScreen Pyro (therascreen GIST
RapidScreen Pyro Kit Handbook).

Instalace modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro

Dulezité: Modul plug-in GIST RapidScreen Pyro musi byt instalovan budto na pfistroji
PyroMark Q24 se softwarem PyroMark Q24 verze 2.0 nebo na pfistroji PyroMark Q24
MDx se softwarem PyroMark Q24 MDx verze 2.0.

Zaviete software PyroMark Q24 2.0, pokud je otevieny.

Otevrete instala¢ni soubor *.zip a extrahujte soubory.
Dvoijité kliknéte na soubor setup.exe.

Postupujte podle pokyna, které se zobrazi v dialogovych oknech.
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Spustte software PyroMark Q24 2.0. Zprava modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro
se nyni objevi pod polozkou ,AQ Add On Reports/GIST* (Pfidat AQ zpravu/GIST)

v nabidce ,Reports” (Zpravy) v rezimu AQ.

5. Ovéfte funkénost modulu plug-in GIST RapidScreen (viz ¢4st ,Ovéfeni funkénosti
modulu plug-in GIST RapidScreen” dale).
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Oveéreni funkCnosti modulu plug-in
GIST RapidScreen

Dulezité: Ovéreni je tfeba provést pfi kazdé instalaci nebo upgradu nového softwaru

v pocitaci.

Nasledujici kroky popisuji zplsob ovéfeni, Ze software spravné funguje a nebyl ovlivnén

zadnymi zménami v pocitadi.

6.

V prohlizeci klavesovych zkratek otevrete cyklus ,GIST Example” (Pfiklad GIST) ve
slozce ,Shortcuts/Example Files/PyroMark Runs/GIST* (Klavesové zkratky/Soubory
pfiklad(/Cykly PyroMark/GIST).

Provedte analyzu ,GIST" pro vSechny jamky, jak je popsana v &asti ,Analyza cyklu
v systému PyroMark Q24" déle.

Vysledky porovnejte s referenéni zpravou. Jsou-li vysledky totozné, je potvrzena

spravna funkce modulu plug-in.

Analyza cyklu v systému PyroMark Q24

Nasledujici kroky popisuji analyzu mutace dokon€eného cyklu GIST pomoci modulu plug-in
GIST RapidScreen.

1.
2.

Zasunte USB jednotku obsahujici vytvofeny soubor cyklu do USB portu pocitace.
Pomoci Prizkumniku Windows® piesurite soubor cyklu z USB jednotky do
pozadovaného umisténi v pocitaci.

Otevrete soubor cyklu v reZzimu AQ softwaru PyroMark Q24 bud’ zvolenim moznosti

,0pen® (Oteviit) v nabidce ,File* (Soubor) nebo dvojim kliknutim na soubor (ﬁ)
v prohlizeci zkratek.
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4. V nabidce ,Reports” vyberte moznost ,AQ Add On Reports/GIST" (obrazek 1).

@ File Tools | Reports | Window Help
- ﬁ & =3 AQ Analysis Statistics
[ AQ Analysis Results

=] Shortcuts

AQ Pyrogram Report
AQ Full Report I§aSTUE=|

KT e
SNP Analysis Results GIST k‘ ) CE-KIT_exon_9 CE

SNP Pyrogram Report
SNP Full Report
SNP Overview Report

Obrazek 1. Analyza mutace dokonéeného cyklu GIST RapidScreen pomoci modulu plug-in GIST
RapidScreen Pyro

5. V jamkéach automaticky prob&hne analyza vSech mutaci uvedenych v tabulce 1.
Vysledky analyzy KIT exonu 9 a exonu 18 genu PDGFRA se zobrazi v pfehledné
tabulce (obrazek 2) a nasleduji i podrobné vysledky, které zahrnuji grafy Pyrograms®
(Pyrogramy) a kvalitu analyzy.

Dulezité: V modulu plug-in bude uvedena mutace (tabulka 1), jejiz predpokladany signal
nejlépe odpovida pozorovanému pyrogramu.
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Tabulka 1. Mutace analyzované modulem plug-in GIST RapidScreen Pyro

Substituce nukleové Substituce LOB LOD COSMIC ID*
kyseliny aminokyseliny (% jednotek) (% jednotek) (V70)
KIT exon 9

1509_1510insGCCTAT  Y503_F504insAY 1,9 4.9 1326
Exon 18 genu

PDGFRA

2525A>T D842V 0,6 3,6 736
2524G>T D842Y" 0,6 3,6 12396
2527_2538 del12 1843_D846del® 3,0 6,0 12400
2528_2539 del12 1843_S847>T 4,2 2 12407
2530_2541 del12 M844_S847del 3,2 6,2 12402
2524 2532 del9 D842_M844del 1,5 4,5 12401
2524 2526 delGAC D842del 0,9 3,9 12406
2526_2538 >G* D842_D846>E 0,3 3,3 12408
2524 2526 GAC>TAT D842Ys 0,9 3,9 12397

*

o o+

Podle Katalogu somatickych mutaci pfi nadorovych onemocnénich (COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) dostupného online na strankach Ustavu Sanger Institute www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
Mutace 2524_2535del12 a 2526_2537del12 maiji za nasledek stejnou zménu nukleové kyseliny.

Mutace 2526_2538>G a 2524_2526GAC>TAT neni mozné analyzovat v rezimu AQ softwaru PyroMark Q24.
Mutace 2524G>T a 2524_2526 GAC>TAT, respektive 2526_2537 dell12 a 2527_2538 dell2 maji za nasledek
stejnou zménu aminokyseliny.
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Summary

Al cKIT Exon & COL04237 No mutation detected

A2 |cKIT Exon @ COL04238 b i 51.6 1509 _1510insGCCTAT |Y503_F504insAY

A3 |cKIT Exon 9 COL04239 tios 29.6 1509 1510insGCCTAT |¥503 F504insAY

A4 cKIT Exon & COL04240 No mutation detected

A5 cKIT Exon 9 wt control DNA No mutation detected

Ci PDGFRA Exon 1§ |COL04237 No mutation detected

c2 PDGFRA Exon 18 |COL04238 Potential low level mutation (4.5 2525A>T De42v /:l Y

3 PDGFRA Exon 18 |COL04239 No mutation detected

C4 |PDGFRAExonl18 |COL04240 | Mutation 5310 2524 2535deli20r D842 H845delor |
2526 2537del12 1843 D846del

C5 PDGFRA Exon 18 |wt control DNA No mutation detected

/1 % 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 resulf interpretation please refer fo the handbook.

Obrazek 2. Priklad prehledu vysledki analyzy modulu plug-in GIST RapidScreen Pyro

Interpretace vysledkl a detekce mutaci s nizkou
arovni vyskytu

Je dlrazné doporuceno, aby kazdy cyklus zahrnoval i vzorek divokého typu pro srovnani
a jako kontrolu Grovni v pozadi.

Dulezité: Hodnoceni kvality ,Check” (Ovéfit) nebo ,Failed” (Selhalo) mize byt vyvolano
neoCekavanym usporadanim pikd. Tento jev mize poukazovat na pfitomnost neo¢ekavané
mutace, ktera neni soucasti analyzy dané ve zpravé v modulu plug-in. Takové vzorky by se
meély analyzovat manualné pomoci softwaru PyroMark Q24 a s ohledem na moZznost

pfitomnosti neoCekavanych mutaci. BlizSi informace viz pfislusna pfirucka k sadé
therascreen GIST RapidScreen Pyro.

[<2]
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Dulezité: Pyrogram je nutné vzdy porovnat s histogramem, ktery se zobrazi v podrobnych
vysledcich ve zpravé v modulu plug-in a Ize jej zobrazit v softwaru PyroMark Q24 kliknutim
pravym tlagitkem mysi na okno ,Pyrogram®. Pyrogram je nutné zkontrolovat, zda se v ném
nevyskytuji neoCekavané piky. Pokud naméfené piky vySkové neodpovidaji sloupcum
histogramu a tento jev nelze vysvétlit vzacnymi nebo neocekdvanymi mutacemi, neni podle

vysledku mozné posoudit stav mutaci. Doporu€uje se provést novou analyzu vzorku.

Dulezité: Vzorky s hlaSenou potencidlni mutaci s nizkou arovni vyskytu (frekvence
vrozmezi LOD az LOD + 3 % jednotek) je tfeba analyzovat duplicitné se vzorkem
s nemethylovanou kontrolni DNA. V takovém pfipadé se zobrazi upozornéni. Vzorek by mél
byt pokladan za pozitivni na vyskyt mutace, jen pokud oba duplikaty potvrdi vysledek
plvodni analyzy a budou zjevné odliSné od normaini kontroly. V opaéném pfipadé by mél

byt vzorek posouzen jako divoky typ.

Dulezité: K podrobnéjSimu prozkoumani vzorkl s hldSenou potencialni mutaci s nizkou
urovni vyskytu doporucujeme provést dal§i analyzu vzorku ruéné v softwaru PyroMark Q24,
napf. pro porovnani s frekvenci této mutace v kontrolnim vzorku (podrobné pokyny viz
prisluSny protokol). Zméfena frekvence prevysujici LOB v kontrolnim vzorku indikuje
v odpovidajicim cyklu vy$$i nez béznou hladinu pozadi, coz mize ovlivnit kvantifikaci alel
zvlasté u mutaci s nizkou hladinou. V tomto pfipadé podle hlaSenych potencialnich mutaci
s nizkou Urovni vyskytu nelze posoudit stav mutaci a doporuéuje se provést novou analyzu
vzorkl s potencialni mutaci s nizkou Grovni vyskytu.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v prislusné pfirucce pro
sadu QIAGEN® nebo v pfiruéce uZivatele. Pfirucky a uzivatelské navody sady QIAGEN jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com, nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo svého lokalniho distributora.
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