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QIAGEN Probenvorbereitungs- und Testtechnologien

QIAGEN ist der fihrende Anbieter von innovativen Probenvorbereitungs- und
Testtechnologien zur Isolierung und Analyse von Nukleinsauren und Proteinen
in biologischen Proben. Unsere fortschrittlichen und qualitativ hochwertigen
Produkte und Leistungen sind ein Garant fir Erfolg — von der Probenvorbe-
reitung bis hin zum Ergebnis.

QIAGEN setzt neue MaBstébe in folgenden Bereichen:

Aufreinigung von DNA, RNA und Proteinen
Nukleinscure- und Protein-Assays
microRNA-Forschung und RNAI

Automatisierung von Probenvorbereitungs- und Testtechnologien

Unsere Mission ist es, Ihnen herausragende Erfolge und bahnbrechend neue
Erkenntnisse bei lhrer Arbeit zu erméglichen. Weitere Informationen finden
Sie unter www.qgiagen.com.
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Verwendungszweck

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit ist ein In-vitro-Diagnostiktest zur Detektion
von finf somatischen Mutationen im BRAF-Gen und ermdglicht die qualitative
Bestimmung des Mutationsstatus. Die DNA wird aus formalinfixiertem, in
Paraffin eingebettetem (FFPE) Tumorgewebe extrahiert und mittels Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf Rotor-Gene Q MDx Instrumenten getestet.
Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit dient zur Unterstiitzung von Arzten bei der
Identifizierung von Krebspatienten, die von einer Therapie mit einem BRAF-
Inhibitor wie zum Beispiel Vemurafenib profitieren kdnnten.

Tabelle 1. Liste der Mutationen und COSMIC-IDs*

Mutation Basenverdnderung COSMIC-ID
V600E GTIG>GAG 476
V600E-Komplex GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTG>AAG 474
V600R GTG>AGG 477

* Die COSMIC-Ds wurden dem ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” entnommen:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.
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Zusammenfassung und Erklérung

Beim therascreen BRAF RGQ PCR Kit handelt es sich um einen gebrauchs-
fertigen Kit fir den Nachweis von finf somatischen Mutationen im BRAF-Gen
mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT PCR) auf dem Rotor-Gene Q
MDx Instrument.

Der auf ARMS®- (Amplification Refractory Mutation System) und Scorpions®-
Technologie basierende therascreen BRAF RGQ PCR Kit ermdglicht den

Nachweis der folgenden Mutationen im Codon 600 des BRAF-Onkogens
in einem Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA.

M V600E
B V600E-Komplex (V60OEC)
M V600D
M V600K
B V600R

Die angewendeten Methoden sind hochgradig selektiv und kénnen je nach
DNA-Gesamtmenge zum Nachweis eines geringen prozentualen Anteils der
Mutation in einem Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA verwendet
werden. Dank diesem Maf3 an Selektivitat und dieser Nachweisgrenze ist
dieses Verfahren weitaus praziser als andere Technologien, wie z. B. die
DNA-Sequenzierung mit Fluoreszenz-Farbstoffen.

Testprinzip

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit verwendet fir den Nachweis von
Mutationen mittels Echtzeit-PCR zwei Technologien: ARMS und Scorpions.

ARMS

Die ARMS-Technologie dient zur allel- oder mutationsspezifischen Amplifikation.
Mit der Tag-DNA-Polymerase (Tag) kann duBerst genau zwischen einer Uberein-
stimmung und einer Nichtibereinstimmung am 3'-Ende eines PCR-Primers unter-
schieden werden. Spezifische mutierte Sequenzen werden selbst in Proben, bei
denen die Mehrzahl der Sequenzen die Mutation nicht aufweist, selektiv amplifi-
ziert. Wenn der Primer vollstandig Ubereinstimmt, erfolgt die Amplifikation mit
voller Effizienz. Wenn die 3'-Base nicht Gbereinstimmt, wird die Amplifikation
nur im Hintergrund auf niedrigem Niveau durchgefihrt.
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Scorpions

Der Nachweis der Amplifikation wird mit Hilfe der Scorpions-Technologie
durchgefihrt. Scorpions sind bifunktionelle Molekile, die einen PCR-Primer
enthalten, der kovalent an eine fluoreszenzmarkierte Sonde gebunden ist.
Der Fluorophor in dieser Sonde ist mit einem Quencher assoziiert, der auch
in die Sonde eingebunden ist und die Fluoreszenz reduziert. Wenn sich die
Sonde wdahrend der PCR an das Amplifikat bindet, wird der Fluorophor vom
Quencher getrennt. Dies fihrt zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz
im Reaktionsrohrchen.

Kit-Zusammenstellung
Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit enthalt finf Assays.
B Einen Kontrollassay (Kontrollreaktionsgemisch, CTRL)

B Vier Mutationsassays (Mutations-Reaktionsgemische; V6OOE/Ec, V600D,
V600K, V600R)

Der V60OE/Ec-Assay erkennt sowohl V60OE- als auch V60OEc-Mutationen,
zwischen den einzelnen Varianten kann jedoch nicht unterschieden werden.

Alle Reaktionsgemische sind vom Typ Duplex und enthalten Reagenzien fir den
Nachweis der Zielsequenzen, die mit FAM™ gekennzeichnet sind, sowie eine
interne Kontrolle, die mit HEX™ gekennzeichnet ist. Mit dem internen Kontroll-
assay wird Uberprift, ob Inhibitoren vorhanden sind, die zu falsch-negativen
Ergebnissen fihren kénnen.

Assays

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit beruht auf einem zweischrittigen Verfahren.
Im ersten Schritt wird der Kontrollassay durchgefihrt, um die gesamte amplifi-
zierbare BRAF-DNA in einer Probe zu bestimmen. Im zweiten Schritt werden
sowoh| der Mutations- als auch der Kontrollassay durchgefthrt, um zu
bestimmen, ob mutierte DNA vorliegt.

Kontroll-Assay

Der mit FAM gekennzeichnete Kontrollassay dient zur Bestimmung der gesamten
amplifizierbaren BRAF-DNA in einer Probe. Der Kontrollassay amplifiziert eine
Region von Exon 3 des BRAF-Gens. Primer und Scorpions-Sonde sind so ausge-
legt, dass die Amplifikation unabhdngig von bekannten BRAF-Polymorphismen
abl&uft.
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Mutationsassays

Jeder Mutationsassay enthdlt eine FAM-markierte Scorpions-Sonde sowie einen
ARMS-Primer zur Unterscheidung zwischen der Wildtyp-DNA und einer
spezifischen mutierten DNA.

Kontrollen

Hinweis: In jedem Versuchslauf missen Positiv- und Negativkontrollen mitgefihrt
werden.

Positivkontrolle

Bei jedem Lauf muss in den Rdhrchen 1 bis 5 eine Positivkontrolle enthalten sein.
Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit enthalt eine BRAF-Positivkontrolle (PC), die
in der Positivkontrollreaktion als Template zum Einsatz kommt. Mit den Ergeb-
nissen der Positivkontrolle wird sichergestellt, dass der Kit die angegebenen
Akzeptanzkriterien erfillt.

Negativkontrolle

Bei jedem Lauf muss in den Réhrchen 9 bis 13 eine Negativkontrolle (,Nicht-
Template-Kontrolle”, NTC) enthalten sein. Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit
enthalt Wasser als NTC, das in der Nicht-Template-Kontrolle anstelle von
Template zum Einsatz kommt. Die Nicht-Template-Kontrolle dient dazu, mégliche
Kontaminationen nachzuweisen, die u. U. bei der Laufkonfiguration einge-
schleppt wurden, sowie zur Bestimmung der Zuverlassigkeit der internen
Kontrollreaktion.

Interne Kontrollreaktion

Jedes Reaktionsgemisch enthdlt neben der Zielreaktion eine interne Kontrolle.
Eine fehlgeschlagene Kontrollreaktion zeigt an, dass entweder Inhibitoren
vorhanden sind, die zu falschen Ergebnissen fGhren kdnnen, oder dass dem
Bediener bei der Vorbereitung dieses Réhrchens ein Fehler unterlaufen ist.
Wenn das Fehlschlagen der internen Kontrollreaktion auf eine PCR-Hemmung
zuriickzufishren ist, kann der Effekt der Inhibitoren u. U. durch Verdinnen der
Probe verringert werden; allerdings ist zu beachten, dass dadurch auch die
Ziel-DNA verdinnt wird. In dem Kit ist ein Réhrchen mit Wasser zur Proben-
verdinnung (Dil.) enthalten. Probenverdinnungen missen mit dem Wasser
zur Verdinnung (Dil.) durchgefihrt werden.
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Probenbestimmung

Zur Bestimmung der gesamten in einer Probe enthaltenen amplifizierbaren
BRAF-DNA sollte unbedingt das im therascreen BRAF RGQ PCR Kit enthaltene
Kontrollreaktionsgemisch (CTRL) verwendet werden. Der Kontrollassay amplifi-
ziert eine Region von Exon 3 des BRAF-Gens. Die Proben sollten ausschlief3lich
mit dem Kontrollassay bestimmt werden, wobei die BRAF-Positivkontrolle (PC) als
Positivkontrolle und Wasser als Nicht-Template-Kontrolle (NTC) zu verwenden
sind.

Hinweis: Die DNA-Bestimmung sollte auf Grundlage der PCR erfolgen und kann
von der auf Extinktionsmessungen basierenden Quantifizierung abweichen.
Ein zusatzliches Kontrollreaktionsgemisch (CTRL) ist enthalten, mit dem vor der

Analyse mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit die Qualitat und Quantitat
der DNA in den Proben bestimmt werden kann.
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Mitgelieferte Materialien

Kit-Inhalt
therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
Katalog-Nr. 870211
Anzahl der Reaktionen 24

Control Reaction Mix
(Kontrollreaktionsgemisch)

V600E/Ec Reaction Mix
(V60OE /Ec-Reaktionsgemisch)

V600D Reaction Mix

Rot 1 CTRL 2 x 720 pl

Lila 2 V60O0E/Ec 720 pl

(V600D-Reaktionsgemisch) Orange 3 V600D 720l
X/éé%%KKieezclj’riin:\:Qiexmisch) Rosa RALEEUIS 7207,
X/éé%%RRieeZ(:tiioo?\:Qiexmisch) Grin > VOOOR 720
I(BBRI?:F;ZS:::/T((S\?S[EJ) Beige PC 20
OIS g g 2xs0m
e wo N 19m
Water for Sample Dilution Wei Dil. 19 ml

(Wasser zur Probenverdinnung)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook
(englisches Handbuch)
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Zusdtzlich benatigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe
und Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden Sicher-
heitsdatenblattern entnehmen, die vom Hersteller des jeweiligen Produkts
bereitgestellt werden.

Reagenzien

B Kit zur DNA-Extraktion (siehe ,DNA-Extraktion und -Vorbereitung”
auf Seite 15)

B Xylen
B Ethanol (26-100 %) *

Verbrauchsmaterialien
B 1,5ml oder 2-ml-Mikrozentrifugenrdhrchen (fir die Lyse)

B 1,5-ml-Mikrozentrifugenrdhrchen (fur die Elution) (erhaltlich von Brinkmann
[Safe-Llock, Katalog-Nr. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock, Katalog-
Nr. 0030 120.086] oder Sarstedt [Sicherheitsverschluss, Katalog-
Nr. 72.690])1

Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Probenvorbereitung
Spezielle (einstellbare) Pipettent zur Herstellung des PCR-Master-Mix

Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Dispensierung von Template-DNA

Sterile Pipettenspitzen mit Filtern (zur Vermeidung von Kreuzkontami-
nationen empfehlen wir Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern)

Gerate

B Thermomixer, beheizter Orbitalinkubator, Warmeblock oder Wasserbad
zur Inkubation bei 90 °C*

B Tischzentrifuge* mit Rotor fir 2-ml-Reaktionsrohrchen

B Vortexer?

Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, der andere Stoffe, wie z. B. Methanol
oder Methylethylketon, enthalt.

T Dies ist keine vollstandige Liste von Anbietern.

+ Stellen Sie sicher, dass die Gerate gemaf3 den Empfehlungen des Herstellers geprift und
kalibriert wurden.
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B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument* T mit den Fluoreszenzkandlen
,Cycling Green” und ,Cycling Yellow” (fir den Nachweis von jeweils

FAM und HEX)

B Rotor-Gene Q Software, Version 2.3, mit installiertem BRAF Assay Package
(Version 3.1.1) fir automatischen Mutationsnachweis (siehe ,Anhang II:
Installation der therascreen BRAF Assay Package Software” auf Seite 90)

Hinweis: Zum manuellen Mutationsnachweis kann die Rotor-Gene Q
Software ohne BRAF Assay Package verwendet werden. Siehe ,Anhang I:
therascreen BRAF RGQ PCR Kit — manuelles Protokoll” auf Seite 60.

B 0.1 ml Strip Tubes and Caps (0, 1-ml-Rdhrchenstreifen und Deckel) zur
Verwendung mit einem 72-Well-Rotor (QIAGEN, Katalog-Nr. 981103
oder 981106)

B Sterile Mikrozentrifugenréhrchen zum Ansetzen von Master-Mixes

B loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (Ladeblock fir 72 x O,1-ml-Rdhrchen),
Aluminium-Ladeblock fir die manuelle Reaktionskonfiguration mit einer
Einkanalpipette (QIAGEN, Katalog-Nr. 2018901)

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum

Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe
und Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden
Sicherheitsdatenblattern entnehmen. Diese sind im praktischen, kompakten
PDF-Format online unter www.giagen.com/safety verfigbar; hier kénnen Sie
die Sicherheitsdatenblatter zu allen Kits und Kit-Komponenten von QIAGEN
einsehen und ausdrucken.

* Stellen Sie sicher, dass die Gerate gemaf3 den Empfehlungen des Herstellers gepriift und
kalibriert wurden.

T In einigen Landern kann ggf. das Rotor-Gene Q 5plex HRM Instrument mit Produktions-
datum ab Mai 2011 verwendet werden. Das Produktionsdatum kann der Seriennummer
an der Rickseite des Instruments entnommen werden. Die Seriennummer hat das Format
,mmjjnnn”, wobei ,mm” fir den Produktionsmonat in Ziffern, ,ji* fir die letzten beiden
Ziffern des Produktionsjahres und ,nnn” fir die eindeutige Instrumentenkennung steht.
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Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Achten Sie stets auf folgende Punkte:

Lagern und extrahieren Sie positive Materialien (sowohl Proben als auch
Positivkontrollen) getrennt von allen anderen Reagenzien und geben Sie
sie in einem r&umlich getrennten Bereich zum Reaktionsgemisch hinzu.

AuBerste Vorsicht ist geboten, um die Kontamination von PCR-Reaktionen
mit synthetischem Kontrollmaterial zu vermeiden. Wir empfehlen, zum
Ansetzen von Reaktionsgemischen und Hinzufigen von DNA-Templates
verschiedene Spezialpipetten zu verwenden. Die Herstellung und
Dispensierung der Reaktionsgemische darf nicht in dem Bereich durch-
gefthrt werden, in dem die Template-Zugabe erfolgt. Die Rotor-Gene Q
Rohrchen dirfen nach Abschluss des PCR-Laufs nicht gedffnet werden.
Auf diese Weise soll eine Kontamination mit PCR-Endprodukten im Labor
verhindert werden.

Die Reagenzien im therascreen BRAF RGQ PCR Kit wurden optimal
verdinnt. Eine weitere Verdinnung der Reagenzien wird nicht empfohlen,
da dies zu einer Leistungsbeeintrachtigung fihren kann. Des Weiteren wird
von der Verwendung von Reaktionsvolumina unter 25 pl abgeraten, da dies
das Risiko falsch-negativer Ergebnisse erhoht.

Alle Reagenzien im therascreen BRAF RGQ PCR Kit wurden speziell fir
optimale Leistung formuliert. Alle in einem therascreen BRAF RGQ PCR Kit
enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fir die Verwendung mit den
anderen Reagenzien aus diesem therascreen BRAF RGQ PCR Kit vorge-
sehen. Zur Gewdbhrleistung einer optimalen Leistung dirfen die Reagenzien
des Kits nicht ausgetauscht werden.

Verwenden Sie ausschlieBBlich die im Kit mitgelieferte Tag-DNA-Polymerase
(Taq). Diese darf nicht durch die Tag-DNA-Polymerase aus anderen Kits
desselben Typs oder eines anderen Typs oder durch die Tag-DNA-
Polymerase anderer Hersteller ersetzt werden.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versandt und muss beim
Empfang noch immer gefroren sein. Wenn der therascreen BRAF RGQ PCR Kit
beim Empfang nicht gefroren ist, die Umverpackung wahrend des Transports
geoffnet wurde, die Lieferung keine Stickliste, kein Handbuch oder keine
Reagenzien enthdlt, wenden Sie sich an den Technischen Service von QIAGEN
oder lhren Handler vor Ort (Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite
oder unter www.qgiagen.com).

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach dem Empfang licht-
geschitzt bei =15 bis =30 °C in einem Gefrierschrank mit konstanter Temperatur
gelagert werden. Scorpions missen (wie alle fluoreszenzmarkierten Molekile)
vor Licht geschitzt werden, um Photobleichung und Leistungsbeeintréchtigung
zu vermeiden.

Der Kit ist bei Lagerung unter den empfohlenen Lagerungsbedingungen in der
Originalverpackung bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
haltbar. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden. 6 Einfrier-/
Auftauzyklen dirfen nicht Gberschritten werden.

Lagerung und Handhabung der Proben

Hinweis: Alle Proben missen als potenziell infektioses Material behandelt
werden.

Das Probenmaterial muss humane genomische DNA sein, die aus formalin-
fixiertem, in Paraffin eingebettetem (FFPE) Gewebe extrahiert wurde. Zur
Sicherstellung der Probenqualitat missen die Proben gemaf3 Pathologie-
Standardverfahren transportiert werden.

Tumorproben sind nicht homogen, daher stimmen die Daten einer Tumorprobe
nicht unbedingt mit den Daten anderer Abschnitte desselben Tumors Gberein.
Tumorproben kénnen auch nicht tumoréses Gewebe enthalten. Bei DNA aus
nicht tumorésem Gewebe ist davon auszugehen, dass sie keine der mit dem
therascreen BRAF RGQ PCR Kit nachweisbaren Mutationen enthalt.
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Verfahren

DNA-Extraktion und -Vorbereitung

Die Leistungsmerkmale des therascreen BRAF RGQ PCR Kit wurden anhand
von mit dem QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Katalog-Nr. 56404)
extrahierter DNA bestimmt. Fihren Sie bei Verwendung des QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit die DNA-Extraktion geméaf3 den Anweisungen im Handbuch
durch. Beachten Sie dabei Folgendes:

B Bringen Sie das FFPE-Gewebe auf Objekttragern aus Glas auf.

B Entfernen Sie mit einem frischen sterilen Skalpell Gberschissiges Paraffin
um die Gewebeabschnitte herum.

B Streichen Sie die Gewebeabschnitte fir jede zu extrahierende Probe mit
einem frischen Skalpell in Mikrozentrifugenrdhrchen.

B Die aufgereinigte genomische DNA muss in 120-200 pl ATE-Puffer
(im QlAamp DNA FFPE Tissue Kit enthalten) eluiert werden. Lagern Sie
aufgereinigte genomische DNA bei —15 bis =30 °C.

Die DNA-Bestimmung sollte auf Grundlage des im therascreen BRAF RGQ PCR
Kit enthaltenen Kontrollreaktionsgemisches (CTRL) durchgefihrt werden und
kann von der auf Extinktionsmessungen basierenden Quantifizierung abweichen.
Ein zusatzliches Kontrollreaktionsgemisch (CTRL) ist enthalten, mit dem vor der
Analyse mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit die Qualitat und Quantitat der
DNA in den Proben bestimmt werden kann.

Hinweis: Um sicherzustellen, dass ausreichend DNA fir die Analyse vorhanden
ist, wird empfohlen, zunéchst mindestens zwei FFPE-Gewebeschnitte parallel zu
verarbeiten und mit dem Kontrollassay zu bestimmen. Falls nicht genigend DNA
fir die PCR gewonnen wird, kann eine Extraktion weiterer Gewebeschnitte
vorgenommen und die DNA gepoolt werden.

Hinweis: Um sicherzustellen, dass ausreichend DNA zur Analyse zur Verfigung
steht, missen die FFPE-Gewebeschnitte mindestens 5 pm dick sein.

Alle Assays im therascreen BRAF RGQ PCR Kit erzeugen kurze PCR-Produkte.
Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit funktioniert jedoch nicht bei stark fragmen-
tierter DNA.
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Protokoll: Probenbestimmung

Dieses Protokoll dient der Bestimmung der Gesamtmenge an amplifizierbarer
DNA in Proben unter Verwendung der BRAF CE Sample Assessment Locked
Template (Assay Package) als Vorlage fir die automatische Probenbestimmung.

Hinweis: Informationen zur manuellen Probenbestimmung finden Sie unter

,Anhang |: therascreen BRAF RGQ PCR Kit — manuelles Protokoll” auf Seite 60.

Wichtige Hinweise, die vor der Durchfilhrung zu beachten sind

B Lesen Sie vor Beginn der Arbeit den Abschnitt ,Allgemeine
Vorsichtsmaf3nahmen” auf Seite 13.

B Machen Sie sich mit dem Rotor-Gene Q MDx Instrument ausreichend
vertraut, bevor Sie mit dem Protokoll beginnen. Sehen Sie dazu auch
das Benutzerhandbuch des Instruments ein.

B Mischen Sie die Tag-DNA-Polymerase (Taq) oder andere Gemische, die
Tag-DNA-Polymerase enthalten, nicht im Vortexer, da das Enzym hierdurch
inaktiviert werden kann.

M Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase (Tag), indem Sie die Pipettenspitze
nur knapp unter die Flissigkeitsoberflache eintauchen. Dadurch soll
verhindert werden, dass die Spitze mit dem Enzym in BerGhrung kommt.

B Mit dem vorhandenen Kontrollreaktionsgemisch (CTRL) kénnen bis zu
24 Proben bestimmt werden.

Wichtige Schritte, die vor der Durchfilhrung auszufihren sind

M Stellen Sie vor dem ersten Gebrauch des Rotor-Gene Q Instruments sicher,
dass die therascreen BRAF Assay Package Software installiert ist (siehe

+Anhang II: Installation der therascreen BRAF Assay Package Software”
auf Seite 90).

B Alle Reagenzien missen vor dem Gebrauch mindestens 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur (15 bis 25 °C) aufgetaut, durch 10-maliges Umschwenken
gemischt und kurz zentrifugiert werden, damit sich der Inhalt unten im
Réhrchen sammelt.

B Stellen Sie vor der Verwendung sicher, dass die Tag-DNA-Polymerase (Taq)
Raumtemperatur erreicht hat (15 bis 25 °C). Zentrifugieren Sie das
Réhrchen kurz, damit sich das Enzym am Boden des Réhrchens sammelt.
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Verfahren

1. Tauen Sie das Kontrollreaktionsgemisch (CTRL), das Wasser fir die Nicht-
Template-Kontrolle (NTC) und die Positivkontrolle (PC) mindestens 1 Stunde
lang bei Raumtemperatur (15 bis 25 °C) auf. Mischen Sie die Reagenzien
nach dem Auftauen, indem Sie jedes Rohrchen 10-mal umschwenken, um
im gesamten Rohrchen eine einheitliche Salzkonzentration zu gewdhrleisten,
und zentrifugieren Sie dann kurz, damit sich der Inhalt unten am Boden des
Rohrchens sammelt.

2. Setzen Sie fir die DNA-Proben gemaB den Volumenangaben in Tabelle 2
ausreichend Master-Mixes (Kontrollreaktionsgemisch [CTRL] plus Tag-DNA-
Polymerase [Tagq]l), eine Positivkontrollreaktion und eine Nicht-Template-
Kontroll-Reaktion an. Planen Sie Reagenzien fir 1 zusatzliche Probe ein,
damit bei der PCR-Konfiguration ausreichend Material vorhanden ist.

Der Master-Mix enthdlt mit Ausnahme der Probe alle Komponenten, die
fur die PCR bendtigt werden.

Tabelle 2. Herstellung des Kontroll-Assay-Master-Mix*

Komponente Volumen

Kontrollreaktionsgemisch (CTRL) 19,5 pl x (n+1)*
Tag-DNA-Polymerase (Taqg) 0,5 pl x (n+1)*
Gesamtvolumen 20,0 pl/Reaktion

* n = Anzahl der Reaktionen (Proben und Kontrollen). Stellen Sie beim Ansetzen des

Master-Mixes ausreichend Volumen fir 1 zusatzliche Probe (n+1) her, damit bei der
PCR-Konfiguration ausreichend Material vorhanden ist. Der Wert n sollte 26 nicht
Uberschreiten (24 Proben plus 2 Kontrollen).

3. Mischen Sie den Master-Mix durch vorsichtiges 10-maliges Auf- und
Abpipettieren griindlich. Setzen Sie die benétigte Anzahl von PCR-R6hrchen-
streifen gemaB der in Abbildung 1 dargestellten Anordnung in den Lade-
block ein. Geben Sie sofort 20 pl Master-Mix in jedes PCR-Streifenrohrchen.

Die Deckel verbleiben im Kunststoffbehdlter, bis sie bendtigt werden. Fir die

Probenbestimmung geben Sie Kontrollassay-Master-Mix in je einen Well for
die Positivkontrolle, fir die Negativkontrolle und fir jede Probe.
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Assay

Kontrolle 9 17 25 = = - - -
Kontrolle 10 18 26 = = - - -
Kontrolle 11 19 - = = - - _
Kontrolle 4 12 20 - = = - - _
Kontrolle 5 13 21 - = = - - -
Kontrolle 6 14 22 - = = - - _
Kontrolle 7 15 23 - = = - - _
Kontrolle 8 16 24 - = = - - -

Abbildung 1. Anordnung der Probenassays im Ladeblock. Die Zahlen stehen fir die
Positionen im Ladeblock und geben die endgiltige Rotorposition an.

4.
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Geben Sie sofort 5 pl Wasser fir die Nicht-Template-Kontrolle (NTC) in das
Nicht-Template-Kontrollrohrchen (PCR-Réhrchen Nr. 2) und verschlieBen Sie
das Réhrchen mit dem Deckel. Geben Sie jeweils 5 pl Probe in die Proben-
rohrchen (PCR-R6hrchen Nr. 3 bis 26) und verschlieBen Sie die Rohrchen mit
dem Deckel. Geben Sie 5 pl BRAF-Positivkontrolle (PC) in das Positivkontroll-
rohrchen (PCR-R6hrchen Nr. 1) und verschlieBen Sie das Rohrchen mit dem
Deckel.

Markieren Sie die Deckel der Réhrchen, um die Richtung anzugeben, in der
die Rdhrchen in das Rotor-Gene Q MDx Instrument geladen werden sollen.

Nachdem Sie alle PCR-Rohrchen mit den Deckeln verschlossen haben, fihren
Sie eine Sichtkontrolle der Fillstande in den Probenrohrchen durch, um
sicherzustellen, dass alle Rohrchen Probe enthalten.

Schwenken Sie alle PCR-R6hrchen 4-mal um, um Proben und Reaktions-
gemische zu mischen.

Setzen Sie die PCR-Rahrchenstreifen in die entsprechenden Positionen des
72-Well-Rotors ein (siche Abbildung 1). Wenn nicht alle Positionen des
Rotors belegt sind, missen alle leeren Positionen im Rotor mit jeweils
einem verschlossenen, leeren Rohrchen bestiickt werden.

Setzen Sie den 72-Well-Rotor sofort in das Rotor-Gene Q MDx Instrument
ein. Stellen Sie sicher, dass der SchlieBring (Zubehér des Rotor-Gene Q
Instruments) oben am Rotor angebracht ist, um die Rohrchen wéhrend
des Laufs zu sichern.

Starten Sie die Rotor-Gene Q Software, indem Sie auf dem Desktop des
Notebooks, das an das Rotor-Gene Q MDx Instrument angeschlossen ist,
auf das Symbol , therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template”
klicken (siehe Abbildung 2).
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therascreen

BRAF CE
Sample
Aszessment
Locked
Temnplate

Abbildung 2. Symbol , therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template”

10. StandardméBig wird die Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) angezeigt
(siehe Abbildung 3). Vergewissern Sie sich, dass der SchlieBring richtig
angebracht ist, und aktivieren Sie das Kontrollkastchen ,Locking Ring
Attached” (SchlieBring angebracht). SchlieBen Sie den Deckel des Rotor-
Gene Q Instruments.

__ Fotor-Gene  Senies Software VIRTUAL MODE - thevascreen BRAT CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] _--_-__n_é)-g
Ede Help 2| x

View b ]

1 o ] : . - =!

Thae scroen dizplaps miscellsnoous selu options lor the run. Comgilete the Siskds and clck Stat Flun when i are 1eady o begn the run

Hotes -

it Hame: :::-;\-;(‘rmnl:.-l“ RGO Rotor: I3 | scking Fing Anachad

Template Vermon an

g Saneias |
Sarplet

Sancls Hame: |

[Somple 10| Samgle Hame | Poston 2
1 INTC

when the nun sefings b o, chek St P begnihern [  Swtfun | |

FRoba-Giena O Senes Sofvwere 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZimmerB JAdmant stors|

Abbildung 3. Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) (1) mit dem Kontrollkastchen ,Locking Ring
Attached” (SchlieBring angebracht) (2)

11. Geben Sie gemaB der vor Ort iiblichen Benennungskonvention die Testlauf-
ID in das Dialogfeld ,Run ID” (Lauf-ID) ein. Geben Sie gemaB der vor Ort
ublichen Benennungskonvention den Probennamen in das Dialogfeld

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch 06/2016 19



~Sample Name” (Probenname) ein und driicken Sie die Eingabetaste.
Dadurch wird der Probenname in die unten dargestellte Probenliste
eingefiigt, und der Probe wird eine Proben-ID (1, 2, 3, usw.) zugewiesen.
Dariber hinaus wird der Fensterabschnitt ,Layout of the pipetting adapter”
(Anordnung des Pipettieradapters) aktualisiert; er enthélt nun den
Probennamen (siche Abbildung 4).

Hinweis: Alternativ kénnen Probennamen, die im Format *.smp (Rotor-
Gene Q Probendatei) oder *.csv (kommagetrennte Werte) gespeichert
wurden, Uber die Schaltflache ,Import Samples” (Proben importieren)
importiert werden. Dabei werden die Probennamen automatisch
eingetragen.

Hinweis: Uberpriifen Sie im Fensterabschnitt ,Layout of the pipetting
adapter”, dass der hinzugefigte Probenname durch eine Farbanderung

hervorgehoben ist und sich der Probenname in der entsprechenden
Probenposition befindet (siehe Abbildung 4).

Hinweis: Probennamen mit mehr als 8 Zeichen werden im Fensterabschnitt
,Layout of the pipetting adapter” u. U. nicht vollstandig angezeigt.

Fatcr-Gene Q Sevies Sobtware VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysin] oo e S
File Help . # %
o

Setup 1 I |

This screen daplays miscellanaous sebup opbons lor the un. Complete the Belds and chok Sta Fun when you a6 ready 1o begen the un
Motes ©
Kit Hamo: thesaszrman BPAF HG0 Aotor (S = [
FCR kit W Locking Rirg Aftached
Template Verion: 111
] -+ r)
"When e nun setings have been confimed clck St Funto begn thenn. 57 StatRun |

Roiorfiene O Senes Soware 231 thersrcreen BRAF Module VIRTUAL MODE | Cumend User GLOBAL/Zwmmerd (Admermiratons|

Abbildung 4. Eingabe von Testlauf-ID und Probenname [1 = Dialogfeld ,Run ID” (Testlauf-ID),
2 = Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname), 3 = Probenliste, 4 = Fensterabschnitt ,Layout of
the pipetting adapter” (Anordnung des Pipettenadapters), 5 = Schaltflache ,Import Samples”
(Proben importieren)]
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12. Wiederholen Sie Schritt 11, um die Namen aller weiteren Proben einzu-
geben (siehe Abbildung 5).

Hinweis: Um einen Probennamen zu bearbeiten, klicken Sie in der Proben-
liste auf den Probennamen; die ausgewdhlte Probe wird in dem tber-
stehenden Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname) angezeigt. Bearbeiten
Sie die Probe gemaf3 der vor Ort Gblichen Benennungskonvention, und
driicken Sie die Eingabetaste, um den Namen zu aktualisieren.

" Pator Gene Q Seves Saktmare VIRTUAL MODE - therascreen BRAT CE Sample Assessment Lockes Template 2014.09-12 (1) - [BFAF Anaysis] I
File Help
Wit ---i‘

Thiz scrmen displaps miscelanoous selup ophons for the . Comglete the Skt and clck Start Flun when pou are 1oady to begin the .

Motes ;
Kt Hame: theeascreen BRAF RGO Rotor: (55| sciing Ring Anacked .

Template Verion: 311
Run 10 [t Samele Assesiment Layout o the pipetting adspler
It Sl .
Samples T
.I s |
won?  Poston 10
Lo
b

e
Sample £

When g have b d chck it un o begntherun. 7 SiwtAun |

FRoba-Giena O Senes Sofveere 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZimmerB JAdmant stors|

Abbildung 5. Eingabe weiterer Probennamen in das Dialogfeld , Sample Name” (Probenname)
[1 = Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname), 2 = Probenliste, 3 = Fensterabschnitt ,Layout
of the pipetting adapter” (Anordnung des Pipettenadapters)]
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13. Nachdem alle Probennamen eingegeben wurden, Gberprifen Sie, dass
diese korrekt sind. Geben Sie bei Bedarf zusétzliche Informationen in das
Dialogfeld ,Notes” (Notizen) ein, und klicken Sie dann auf die Schalifléche
~Start Run” (Testlauf starten) (siche Abbildung 6).

Hinweis: Wenn eine Rotorposition unbesetzt ist, wird ein Warnhinweis
eingeblendet (siehe Abbildung 6), um den Anwender daran zu erinnern,
dass unbesetzte Positionen im Rotor mit verschlossenen, leeren Rohrchen
gefillt werden missen. Stellen Sie sicher, dass alle unbesetzten Rotor-
positionen mit verschlossenen, leeren Réhrchen gefillt sind, und klicken
Sie dann auf ,OK”, um fortzufahren.

. Fotcr-Gene ( Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assesoment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] =i e

View ey
Setup | n Proges:

Thie scrmen chaplages miscellanous setup ophona lof he run, Comglete the lokds and chck Stan Flun wihen pou s toady 1o begn he n

Hotes ;
Kit Nama: thetmscoesn BAAF RG] Roor: [ o - e
FCAK ¥ Locking Fiing Amachad

H
Templste Verion: 311

Ay Pr— Lot o the ppettng sdspien

] Rotar-Gene Q Seres Software —

0 Waening - There are unused Rotor Tubes.

Pleate fill ol unused portions with emply tubes.
D you with to continue?

O% I Cancel

2 ] £
When Bhe n sefings have been confimed cki'.lcfﬂmlul.qu»n-l 57 | StatFun I

FRolgrfiene O Senes Software 231 Serscreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Curert Uter GLOBAL/ZimmerB phdmetistors]

Abbildung 6. Dialogfeld ,Notes” (1), die Schalifléche ,Start Run” (2) und der Warnhinweis
Uber unbesetzte Rotorpositionen (3)

|
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14. Das Fenster ,Save As” (Speichern unter) wird angezeigt. Wahlen Sie einen
geeigneten Dateinamen aus, speichern Sie den PCR-Testlauf als *.rex-
Testlaufdatei an dem ausgewdhlten Speicherort, und klicken Sie auf die
Schaliflache ,Save” (Speichern) (siehe Abbildung 7).

[% Save As ﬁ
- o — ;

@'\_/ @ |50 » Favorites = | 44 ||| Search Favorites )

| - -

| Organize = i 2 (7]

{

4 .0 Favorites D_E‘Sk’-UP | I_Z)Ownloads
| B Desktop " i g ot

& Downloads

-, Recent Places
4 Libraries
1M Computer

|1 y
'I ] | € Neetwork

‘ File name: therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1).rex -
2 ‘ Save as type: | Run File (*.rex) A
| (= Hide Folders I Save II Cancel

3

Abbildung 7. Speichern der Testlaufdatei [1 = Dialogfeld ,Save As” (Speichern unter),
2 = Felder ,File Name” (Dateiname) und ,Save as type” (Dateityp), 3 = Schaltflache
LSave” (Speichern)]

|
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15. Der PCR-Testlauf wird gestartet.

Hinweis: Beim Start des Testlaufs wird automatisch die Registerkarte ,Run
Progress” (Testlauffortschritt) gedffnet, auf der die Temperaturkurve und
die verbleibende Testlaufzeit angezeigt werden (siehe Abbildung 8).

1

Fotor-Gene  Senes Soltware VIRTUAL MODE - theruscrmen ERAF CE Sample Asiessment Locked Termplate 2014-0612 (1) - [BRAF Anabysia) & E=stof x|
File  Help oin
View e
Sk 1 fin Progpess ]
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
0
k5
E0
[0
45
o
2
0
el
15
W
3
Ll i mn 2 {~11]
Al S —
Fuosge Giene 0 Semen Sofware 231 themaacusen BRAF Modde |VIFITUAL MODE | Cument User GLOBAL et [Adminsiaton|

Abbildung 8. Registerkarte ,Run Progress”
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16. Nach Abschluss des Testlaufs wird automatisch die Registerkarte ,, Analysis”

(Analyse) geoffnet.
Hinweis: Wenn die Registerkarte ,Analysis” nicht angezeigt wird, klicken
Sie auf diese Registerkarte (siehe Abbildung 9).

Hinweis: Eine Beschreibung der Berechnungsmethode finden Sie im Abschnitt

,Interpretation der Ergebnisse” auf Seite 39.

" e nep -joix
Whew
Smp 3 Bun Progess 1 Anabyzss — .I
__Beor |

Contiol flun Sanple Ao Table:

Tbe ) |Sangle Hum [&: [P Poimrmgn |ETTS 2
1 PC Contsal 208 Wakd

2 NTC Contrad 240 - ik

3 Sangle 1 ) ket

{RotacGene O Senes Soltwase 231 thenaacosen BRAF Moduls | VIATUAL MODE | Cument Liser GLOBAL Tinmert [Admirictraton|

Abbildung 9. Registerkarte , Analysis” mit den Ergebnissen [1 = Registerkarte , Analysis”
(Analyse), 2 = Tabelle ,Sample QC Result Table” (Tabelle der QC-Probenergebnisse)]

17. Die Kontrollergebnisse werden wie folgt in der Tabelle ,Sample QC Result

Table” (Tabelle der QC-Probenergebnisse) angegeben (sieche Abbildung 9).

B Testaufkontrollen (PC und NTC, Rohrchenpositionen 1 und 2).

Wenn das jeweilige Ergebnis im zuldassigen Bereich liegt, wird fir das
Ergebnis ,Valid” (Giltig) angezeigt, ansonsten lautet die Anzeige
,Invalid” (Ungiltig).

B Fir Probenkontrollreaktionen mit einem Cr > 32,00 wird , Invalid”
(Ungiiltig) angezeigt. Die Menge an DNA ist nicht ausreichend fir die
Mutationsanalyse. Wiederholen Sie den Test der Probe. Wenn die
Menge an DNA weiterhin unzureichend ist, extrahieren Sie mehr

Tumorgewebe, sofern verfigbar (siehe ,Fehlerbehebung” auf Seite 41).
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B Fir Probenkontrollreaktionen mit einem Cr < 21,95 wird , Invalid”
(Ungiltig) angezeigt. Die DNA-Konzentration ist zu hoch fir die Mutations-
analyse. Verdiinnen Sie mit nukleasefreiem Wasser zur Verdinnung (Dil.)
und wiederholen Sie den Test. Verdiinnen Sie auf einen Cr im Bereich von
21,95 bis 32,00. Durch eine Verdinnung im Verhdltnis 1:1 erhoht sich
der C-Wert um etwa 1,0.

B Fir Probenkontrollreaktionen mit einem Cr von 21,95 bis 32,00
(21,95 < Kontroll-Cr < 32,00) wird ,Valid” (Gultig) angezeigt.
Die DNA-Konzentration ist fir die Mutationsanalyse geeignet.

Hinweis: Wenn eine erneute Extraktion oder eine Verdinnung erforderlich
ist, wiederholen Sie die Kontrollreaktion, um zu bestatigen, dass die DNA-
Konzentration fir die Mutationsanalyse geeignet ist.

18. Berichtsdateien kénnen durch Klicken auf die Schaltflache ,Report” (Bericht)
erstellt werden. Es wird das Fenster ,Report Browser” (Berichtsbrowser)
angezeigt. Wahlen Sie unter , Templates” (Vorlagen) die Option ,BRAF CE
Analysis Report” (BRAF CE-Analysebericht) aus, und klicken Sie dann auf die
Schaltflache ,Show” (Anzeigen) (siehe Abbildung 10).

Hinweis: Berichte kdnnen im Web Archives-Format an einem alternativen
Speicherort gespeichert werden, indem Sie oben links im jeweiligen Bericht
auf die Schaltflache ,Save As” (Speichern unter) klicken.

o B
Seam 1 Bun Progrers 1 Analysis

Contiol Run Sanple Aesull Table:

Tube D [Samle Hame
1 FC Contial

thes ez wers (RAF Ao

| Fokofiena O Seoes Sofwwe 231 thessicinen BRAF Modde VIRTUAL MOOE  Cumerd User GLDBAL e (Admwustestons]

Abbildung 10. Auswahl des BRAF CE-Analyseberichts [1 = Schaltfléche ,Report” (Bericht),
2 = Fenster ,Report Browser” (Berichtsbrowser), 3 = ,BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE-
Analysebericht), 4 = Schaltflache Show” (Anzeigen|]
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Protokoll; BRAF-Mutationsnachweis

Dieses Protokoll ist fir den Nachweis von BRAF-Mutationen vorgesehen. Nach
einer erfolgreichen Probenbestimmung kann die Probe mit den BRAF-Mutations-
assays unter Verwendung von automatisierter Software getestet werden.

Hinweis: Informationen zum manuellen Mutationsnachweis finden Sie unter
,Anhang |: therascreen BRAF RGQ PCR Kit — manuelles Protokoll” auf Seite 60.

Wichtige Hinweise, die vor der Durchfilhrung zu beachten sind

B Lesen Sie vor Beginn der Arbeit den Abschnitt ,Allgemeine
Vorsichtsmaf3nahmen” auf Seite 13.

B Machen Sie sich mit dem Rotor-Gene Q MDx System ausreichend vertraut,
bevor Sie mit dem Protokoll beginnen. Sehen Sie dazu auch das Benutzer-
handbuch des Instruments ein.

B Mischen Sie die Tag-DNA-Polymerase (Taq) oder andere Gemische, die
Tag-DNA-Polymerase enthalten, nicht im Vortexer, da das Enzym hierdurch
inaktiviert werden kann.

B Die Proben sollten in Chargen zu jeweils mindestens é Proben zusammen-
gefasst werden, um den therascreen BRAF RGQ PCR Kit effizient zu nutzen.
Bei kleineren Chargengrofien wird die Anzahl der Proben, die mit dem
therascreen BRAF RGQ PCR Kit getestet werden kénnen, verringert.

B Pipettieren Sie die Tag-DNA-Polymerase (Tag), indem Sie die Pipettenspitze
nur knapp unter die Flissigkeitsoberfléche eintauchen. Dadurch soll
verhindert werden, dass die Spitze mit dem Enzym in Berthrung kommit.

Wichtige Schritte, die vor der Durchfiihrung auszufihren sind

B Stellen Sie vor dem ersten Gebrauch des Rotor-Gene Q Instruments sicher,
dass die therascreen BRAF Assay Package Software installiert ist (siehe
,Anhang | therascreen BRAF RGQ PCR Kit — manuelles Protokoll” auf
Seite 60).

B Alle Reagenzien missen vor dem Gebrauch mindestens 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur (15 bis 25 °C) aufgetaut, durch 10-maliges Umschwenken
gemischt und kurz zentrifugiert werden, damit sich der Inhalt unten im
Réhrchen sammelt.

B Stellen Sie vor der Verwendung sicher, dass die Tag-DNA-Polymerase (Taq)
Raumtemperatur erreicht hat (15 bis 25 °C). Zentrifugieren Sie das
Réhrchen kurz, damit sich das Enzym am Boden des Rdhrchens sammelt.
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Verfahren

1.
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Tauen Sie die Reaktionsgemische, das Wasser fir die Nicht-Template-
Kontrolle (NTC) und die BRAF-Positivkontrolle (PC) mindestens 1 Stunde lang
bei Raumtemperatur (15 bis 25 °C) auf. Mischen Sie die Reagenzien nach
dem Auftauen, indem Sie jedes R6hrchen 10-mal umschwenken, um im
gesamten Rohrchen eine einheitliche Salzkonzentration zu gewdhrleisten,
und zentrifugieren Sie dann kurz, damit sich der Inhalt unten am Boden

des Rohrchens sammelt.

Setzen Sie fir die DNA-Proben gemdB den Volumenangaben in Tabelle 3
ausreichend Master-Mixes (Reaktionsgemisch sowie Tag-DNA-Polymerase
[Taql), eine Positivkontrollreaktion und eine Nicht-Template-Kontrollreaktion
an. Planen Sie Reagenzien fir 1 zusétzliche Probe ein, damit bei der PCR-
Konfiguration ausreichend Material vorhanden ist.

Die Master-Mixe enthalten mit Ausnahme der Probe alle Komponenten,
die fir die PCR benatigt werden.

Tabelle 3. Herstellung der Assay-Master-Mixes*

Volumen des Volumen von Taq-DNA-
Assay Reaktionsgemisches  Polymerase (Taq)

Kontrolle 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600R 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

* n = Anzahl der Reaktionen (Proben und Kontrollen). Stellen Sie beim Ansetzen des

Master-Mixes ausreichend Volumen fir 1 zusatzliche Probe (n+1) her, damit bei der
PCR-Konfiguration ausreichend Material vorhanden ist.

Mischen Sie den Master-Mix durch vorsichtiges 10-maliges Auf- und
Abpipettieren griindlich. Setzen Sie die benétigte Anzahl von PCR-R6hrchen-
streifen gemaB der in Abbildung 11 dargestellten Anordnung in den Lade-
block ein. Geben Sie sofort 20 pl Master-Mix zu jedem PCR-Rdhrchenstreifen
(nicht im Lieferumfang enthalten).

Die Deckel verbleiben im Kunststoffbehdlter, bis sie bendtigt werden.
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Kontrollen Probennummer
Assay PC | NTC 1 2 3 4 5 6 7
Kontrolle ] 9 17 | 25 33 41 49 | 57 | 65

V600E/Ec 2 10 | 18 | 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66
V600D 3 11 19 | 27 | 35 | 43 | 51 59 | &7
V600K 4 12 | 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
V600R ) 13 | 21 29 | 37 | 45 | 53 | 61 69

Abbildung 11. Anordnung der Kontroll- und Mutationsassays im Ladeblock. Die Zahlen stehen
fir die Position im Ladeblock und geben die endgiiltige Rotorposition an.

4. Geben Sie sofort 5 pl Wasser fir die Nicht-Template-Kontrolle (NTC) in die
PCR-R6hrchenstreifen der Nicht-Template-Kontrolle (PCR-R6hrchen 9 bis 13)
und verschlieBen Sie die R6hrchen mit den Deckeln. Geben Sie jeweils 5 pl
Probe in die Probenrohrchen (PCR-Rohrchen 17 bis 21, 25 bis 29, 33 bis 37,
41 bis 45, 49 bis 53, 57 bis 61 sowie 65 bis 69) und verschlieBen Sie die
Rohrchen mit dem Deckel. Geben Sie 5 pl BRAF-Positivkontrolle (PC) in die
Positivkontrollrohrchen (PCR-Rohrchen 1 bis 5) und verschlieBen Sie die
Réhrchen mit den Deckeln. Jede DNA-Probe muss sowohl mit dem Kontroll-
als auch mit allen Mutationsassays getestet werden.

Markieren Sie die Deckel der Réhrchen, um die Richtung anzugeben, in der
die Rdhrchen in das Rotor-Gene Q MDx Instrument geladen werden sollen.

5. Nachdem Sie alle PCR-Rohrchen mit den Deckeln verschlossen haben, fihren
Sie eine Sichtkontrolle der Fillsténde in den Probenrohrchen durch, um
sicherzustellen, dass alle Rohrchen Probe enthalten.

6. Schwenken Sie alle PCR-R6hrchen 4-mal um, um Proben und Reaktions-
gemische zu mischen.

7. Setzen Sie die PCR-R6hrchenstreifen in die entsprechenden Positionen des
72-Well-Rotors ein (sieche Abbildung 11).
Jeder PCR-Testlauf kann maximal 7 Proben umfassen. Wenn nicht alle
Positionen des Rotors belegt sind, missen alle leeren Positionen im Rotor
mit jeweils einem verschlossenen, leeren Réhrchen bestickt werden.
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8. Setzen Sie den 72-Well-Rotor sofort in das Rotor-Gene Q MDx Instrument
ein. Stellen Sie sicher, dass der SchlieBring (Zubehor des Rotor-Gene Q
Instruments) oben am Rotor angebracht ist, um die Rohrchen wéhrend
des Laufs zu sichern.

9. Starten Sie die Rotor-Gene Q Software und &ffnen Sie gleichzeitig die
Vorlage, indem Sie auf dem Desktop des Notebooks, das an das Rotor-

Gene Q Instrument angeschlossen ist, auf das Symbol , therascreen BRAF
CE Mutation Analysis Locked Template” klicken (siehe Abbildung 12).

bt

therascreen

ERAF CE

Mutation
Analysis
Locked
Temnplate

Abbildung 12. Symbol ,therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”
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10. StandardméBig wird die Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) angezeigt
(sieche Abbildung 13). Vergewissern Sie sich, dass der SchlieBring richtig
angebracht ist, und aktivieren Sie das Kontrollkastchen ,Locking Ring
Attached” (SchlieBring angebracht). SchlieBen Sie den Deckel des Rotor-
Gene Q Instruments.

Fator-Gene Q Series Soltware VIRTUAL MODE - iheraicreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis] oo S
Fie Help

view §iiss

1 !

This scrmen dirplays mtcelanecia betup options o the rur Complete the firkds and chck Start Flun whan you are inady to bagn the rn

‘Wwihen thee un » s d. chck Stat enn  [[FF _ SatBun

Fotptfiene 0 Setes Sofwae 231 thesascroen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User. GLDBAL T (Admwrwhston |

Abbildung 13. Registerkarte ,Setup” (Konfiguration) (1) mit dem Kontrollkéstchen , Locking
Ring Attached” (SchlieBring angebracht) (2)

11. Geben Sie gemaB der vor Ort iiblichen Benennungskonvention die Testlauf-

ID in das Dialogfeld ,Run ID” (Lauf-ID) ein. Geben Sie gemaB der vor Ort
ublichen Benennungskonvention den Probennamen in das Dialogfeld
~Sample Name” (Probenname) ein und driicken Sie die Eingabetaste.
Dadurch wird der Probenname in die unten dargestellte Probenliste
eingefiigt, und der Probe wird eine Proben-ID (1, 2, 3, usw.) zugewiesen.

Dariber hinaus wird der Fensterabschnitt ,Layout of the pipetting adapter”

(Anordnung des Pipettieradapters) aktualisiert; er enthélt nun den
Probennamen (siche Abbildung 14).

Hinweis: Alternativ kénnen Probennamen, die im Format *.smp (Rotor-
Gene Q Probendatei) oder *.csv (kommagetrennte Werte) gespeichert
wurden, Uber die Schaltflache ,Import Samples” (Proben importieren)
importiert werden. Dabei werden die Probennamen automatisch
eingetragen.
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Hinweis: Uberpriifen Sie im Fensterabschnitt ,Layout of the pipetting
adapter”, dass der Probenname durch eine Farbanderung hervorgehoben
ist und alle Assays in der Spalte unter dem Probenkreis markiert sind (siehe

Abbildung 14).

Hinweis: Es kdnnen maximal 7 Proben hinzugefigt werden. Die Proben-IDs
(in den Probenkreisen) werden automatisch von 1 bis 7 zugewiesen.

Hinweis: Probennamen mit mehr als 8 Zeichen werden im Fensterabschnitt
,Layout of the pipetting adapter” u. U. nicht vollstandig angezeigt.

Fiokoe-Grene () Series SoMtware VIRTUAL MODE - therascraen BRAF CE Mutation Anslyuis Locked Temolate 2014.09-12 (1) - (BRAF Anabyais] B
Fie Help -
View e
Setup 1 BunF
The screen daplays mescelansous sehup opfions for he run. Complete he felds and click. Start Run when you aos isady lo begn the nun,
) N = o fLovous ot the poeting adscter
Kit Hame: Sescoen BRAF RGO Roto: (55 Lo i Altachad i = = = — — — 5

Tomplate Versen: 311

| [Detncten o BRAF Witabons |
6_ T Darmpie:
Sagier
2 SangieHone. [sen
(SanpielD | Sample
1 Sample

"e/hos e 1 s0fings have bien corkimed, chck Siat funtabagnthern. (57 SatRin |

Rkt Gene O Semes Sobware 211 thesascreen BFUAF Modde |VIATUAL MODE | Cusert User: GLOBAL/Zammerd fhdmirvstistion]

Abbildung 14. Eingabe von Testlauf-ID und Probenname [1 = Dialogfeld ,Run ID” (Testlauf-ID),
2 = Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname), 3 = Probenliste, 4 = Fensterabschnitt ,Layout
of the pipetting adapter” (Anordnung des Pipettenadapters), 5 = hervorgehobener Probenkreis
und darunter hervorgehobene Spalte mit 5 Assays, 6 = Schaltflache ,Import Samples” (Proben
importieren)]
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12. Wiederholen Sie Schritt 11, um die Namen aller weiteren Proben einzu-
geben (sieche Abbildung 15).
Hinweis: Um einen Probennamen zu bearbeiten, klicken Sie in der Proben-
liste auf den Probennamen; die ausgewdhlte Probe wird in dem tber-
stehenden Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname) angezeigt. Bearbeiten
Sie die Probe gemaf3 der vor Ort Gblichen Benennungskonvention, und
driicken Sie die Eingabetaste, um den Namen zu aktualisieren.

" Pator-Gene Q) Sees Sovave VITUAL MODE - theicreen BAAF CE Mutatin Anayis Locked Templute 2014-09-1 () - (B7AF Anshss] T
Fde Help - lx

Setup |
Tha 4. foe e run. C il ared chck: Start Flun when pou are seady bo bagn the nn
~ - Jrawout of the pipeting adapter

(DT TSN Poition:d  Poiion 17 Poskion 25 Poskion 33 Possond]  Posion
PC NTC Swrgie! Gamgle? Samgled  Sampled  SampleS
v Cortrsl Cormol Corbel Cortrel ot

Kt Hame: Suscrean BFAF RGO Rotor: [ o Fig Allached

.

Tomplste Version: 311

Fun ID: {Distncton of ERAF Mutaton:

sesings chck St o 5~ __s=fn

RotgrGene O Senes Soltware 231 thesspcreen BFAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User GLOBAL/ ZimmerB pdrestiston |

Abbildung 15. Eingabe weiterer Probennamen in das Dialogfeld ,Sample Name” (Proben-
name) [1 = Dialogfeld ,Sample Name” (Probenname), 2 = Probenliste, 3 = Fensterabschnitt

,Layout of the pipetting adapter” (Anordnung des Pipettenadapters]]

|
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13. Nachdem alle Probennamen eingegeben wurden, Gberprifen Sie, dass
diese korrekt sind. Geben Sie bei Bedarf zusétzliche Informationen in das
Dialogfeld ,Notes” (Notizen) ein, und klicken Sie dann auf die Schalifléche
~Start Run” (Testlauf starten) (siche Abbildung 16).

Hinweis: Wenn eine Rotorposition unbesetzt ist, wird ein Warnhinweis
eingeblendet (siehe Abbildung 16), um den Anwender daran zu erinnern,
dass unbesetzte Positionen im Rotor mit verschlossenen, leeren Rohrchen
gefillt werden missen. Stellen Sie sicher, dass alle unbesetzten Rotor-
positionen mit verschlossenen, leeren Réhrchen gefillt sind, und klicken
Sie dann auf ,OK”, um fortzufahren.

Rodor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Temnplate 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] = = H
Wiew PP
Sethup 1
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E - = Layout of the ppefting adapter
Kit Hame: ?_’?i.—:msmmu Roloe: [ e Rached et
Tomplale Version: 311 % ° wic | { same sanpe | | sampte ) { Saope | ( sampe | [ samene | [ )
( contra '| [ LRl Position: 3 #or?5 | Postondd  Postond]  Posbondd | PesionS7
= PC HIC e 2 e arrghe & sergle €
Fun 10 Dietecion of BRAF Mutaiors Comtrol el | + +
Jmpost Samples
Sampler 3 -
: Fotor-Gene 0 Senes Soltware i T i
SonpleHome: [Sanpie 6 \GO0E /E E E
[Samce 16 5 ample Name ] o Warning - There are unused Roto
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| 3 Sargle 3 Do you NTC oo 1 s = aerco 4 e &
4 Sample 4 VOO0 0 i 200 0
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£ Saple
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C Yo ) gl -
0K WL
N Vi i) BO0K o 0
m | [T TR Poibion: 13 Fosier ] P i
NIC avgin | - o4 Samgle
VEBDR DR 0 ¥ A VIR
2 e seings hare b chok Start P I o TR |
FletprGiene  Seins Soltwars 231 therascisen ERAF Modue VIRTUAL MODE | Cunent User GLOBAL Zmwerd jAdmevshators]

Abbildung 16. Dialogfeld ,Notes” (1), die Schalifléche ,Start Run” (2) und der Warnhinweis
Uber unbesetzte Rotorpositionen (3)

|
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14. Das Fenster ,Save As” (Speichern unter) wird angezeigt. Wéhlen Sie einen
geeigneten Dateinamen aus, und speichern Sie den PCR-Testlauf als *.rex-
Testlaufdatei an dem ausgewdhlien Speicherort (sieche Abbildung 17).

[3 Save As &
@\:j“l { » Favorites - 0,- | Search Fovorites p-'

Organize . ©

4 .1 Favorites Desktop Downloads
|| Shortcut Shortcut
Bl Desktop k| 4c4 : ""} .-J(]_l,d.,_ =

8 Downloads

=) Recent Places
* A Libraries
» 1™ Computer

| E\QI Network _1

File name: therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1).rex -] 3

Save as type: [Run File (*.rex) -

I @ Hide Folders || Save I | Cancel

—
2

Abbildung 17. Speichern der Testlaufdatei [1 = Dialogfeld ,Save As” (Speichern unter),
2 = Felder ,File Name” (Dateiname) und ,Save as type” (Dateityp), 3 = Schaltflache
LSave” (Speichern)]
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15. Der PCR-Testlauf wird gestartet.

Hinweis: Beim Start des Testlaufs wird automatisch die Registerkarte ,Run
Progress” (Testlauffortschritt) gedffnet, auf der die Temperaturkurve und
die verbleibende Testlaufzeit angezeigt werden (siehe Abbildung 18).

1

 Rator-Gene () Senes Sohwae VIRTUAL MODE - thessacreen BRAF CE Mutation Analyss Locked Template 2006-09-10 (1) (BRAF Anabris] b i .~ M o i i
' e Help _lex
b iz
Sehe || Fun Progees | i
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i
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|
i
i
e
|
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fi.n
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|
B
1
o]
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|
[Iﬂ
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Abbildung 18. Registerkarte ,Run Progress” (1)
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16. Nach Abschluss des Testlaufs wird automatisch die Registerkarte , Analysis”
(Analyse) gedffnet.

Hinweis: Wenn die Registerkarte ,Analysis” nicht angezeigt wird, klicken
Sie auf diese Registerkarte (siehe Abbildung 19).

Hinweis: Eine Beschreibung der Berechnungsmethode finden Sie im Abschnitt
,Interpretation der Ergebnisse” auf Seite 39.

Rotae-Gene  Series SoRware VIRTUAL MOOE - 733 BRAF Mutation Status Neg Neg Pe invaledrex-revHEAD 5n000.tmp - [BRAF Analysis] o 5
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2 2 VEOE ab
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i
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[ i S .
Magaion Detected |
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Abbildung 19. Registerkarte , Analysis” mit den Ergebnissen. [1 = Registerkarte ,Analysis”
(Analyse), 2 = Fensterabschnitt ,Run Controls, Positive Control” (Testlaufkontrollen, Positiv-
kontrolle), 3 = Fensterabschnitt ,Run Controls, Negative Control” (Testlaufkontrollen, Negativ-
kontrolle), 4 = Fensterabschnitt ,Sample Result Table” (Tabelle der Probenergebnisse),

5 = Fensterabschnitt ,,Mutation Status (Mutationsstatus)]

17. Die Assay-Ergebnisse werden wie folgt angegeben (siche Abbildung 19):

B Fensterabschnitt ,Run Controls, Positive Control” (Testlaufkontrollen,
Positivkontrolle). Wenn die Ergebnisse im zulassigen Bereich liegen,
wird fir ,Positive Control Status” (Status der Positivkontrolle) das
Ergebnis ,Valid” (Giltig) angezeigt, ansonsten lautet die Anzeige
,Invalid” (Ungltig).

Ill

B Fensterabschnitt ,Run Controls, Negative Control” (Testlaufkontrollen,
Negativkontrolle). Wenn die Ergebnisse fir NTC und die interne
Kontrolle im zulassigen Bereich liegen, wird fir ,Negative Control
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Status” (Status der Negativkontrolle) das Ergebnis ,Valid” (Giltig)
angezeigt, ansonsten lautet die Anzeige ,Invalid” (Ungiltig).

B Fensterabschnitt ,Sample Result Table” (Tabelle der Probenergebnisse).
Fir mutationspositive Proben werden in der Spalte ,BRAF Mutation
Status” (BRAF-Mutationsstatus) die jeweiligen Mutationen angegeben.

18. Berichtsdateien kénnen durch Klicken auf die Schaltflache ,Report” (Bericht)
erstellt werden. Es wird das Fenster ,Report Browser” (Berichtsbrowser)
angezeigt. Wahlen Sie unter , Templates” (Vorlagen) die Option ,BRAF CE
Analysis Report” (BRAF CE-Analysebericht) aus, und klicken Sie dann auf die
Schaltflache ,Show” (Anzeigen) (siehe Abbildung 20).

Hinweis: Berichte kdnnen im Web Archives-Format an einem alternativen
Speicherort gespeichert werden, indem Sie oben links im jeweiligen Bericht
auf die Schaltflache ,Save As” (Speichern unter) klicken.
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Abbildung 20. Auswahl des BRAF CE-Analyseberichts [1 = Schaltfléche ,Report” (Bericht),
2 = Fenster ,Report Browser” (Berichtsbrowser), 3 = Schaltflache ,BRAF CE Analysis Report”
(BRAF CE-Analysebericht), 4 = Schaltflache ,Show” (Anzeigen|]
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Interpretation der Ergebnisse (automatisiert)

Die therascreen BRAF Assay Package Software fihrt nach Abschluss eines
Testlaufs automatisch die Analyse durch und zeigt die Mutationsergebnisse an.
Im Folgenden finden Sie weitere Informationen zur Durchfihrung der Analyse
und Anzeige der Mutationsergebnisse durch die therascreen BRAF Assay
Package Software.

Hinweis: Informationen zur manuellen Analyse finden Sie unter ,Anhang I:
therascreen BRAF RGQ PCR Kit — manuelles Protokoll” auf Seite 60.

Der PCR-Zyklus, in dem die Fluoreszenz einer bestimmten Reaktion einen
Schwellenwert Gberschreitet, wird definitionsgemaf3 als C-Wert bezeichnet.
Cr-Werte sind ein Maf3 fir die Menge der jeweils aufgegebenen DNA.
Niedrige Cr-Werte zeigen hohe DNA-Aufgabekonzentrationen an, wogegen
hohe Cr-Werte fir niedrige DNA-Aufgabekonzentrationen stehen. Reaktionen
mit einem Cr-Wert werden als positive Amplifikation klassifiziert.

In der Rotor-Gene Q Software werden die Fluoreszenzsignale zwischen zwei
Messwerten interpoliert. Cr-Werte kénnen daher eine beliebige reelle Zahl
(nicht beschrankt auf ganze Zahlen) Gber den Bereich von O bis 40 annehmen.

Fir den therascreen BRAF RGQ PCR Kit sind die Schwellenwerte des grinen
und des gelben Kanals auf 0,15 bzw. 0,05 relative Fluoreszenzeinheiten
festgelegt. Diese Werte sind im therascreen BRAF Assay Package automatisch
konfiguriert.

Die Testlaufkontrollen (Positivkontrolle, NTC und interne Kontrollen) werden aus-
gewertet, um sicherzustellen, dass die Cr-Werte im zul@ssigen Bereich liegen
und die Reaktionen einwandfrei durchgefihrt werden.

Die ACr-Werte der Proben werden fir jeden Mutationsassay anhand folgender
Gleichung berechnet:

ACr = [Cr-Wert des Mutationsassays] — [C-Wert des Kontrollassays]

Proben werden als mutationspositiv eingestuft, wenn ein ACr-Wert nicht grofier
als der ACr-Cut-off-Wert fir diesen Assay ist. Uber diesem Wert enthdlt die
Probe entweder weniger als den Prozentsatz an Mutation, der mit dem
therascreen BRAF RGQ PCR Kit nachgewiesen werden kann (auf3erhalb der
Assay-Grenzwerte), oder die Probe ist mutationsnegativ, was zu der Bewertung
,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen) fihrt.

Wenn in den Mutationsreaktionen keine Amplifikation festgestellt wird, wird die
Bewertung ,No Mutation Detected” ausgegeben. Von den AC+-Werten, die von
der Hintergrundamplifikation berechnet werden, wird vorausgesetzt, dass sie
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Uber den ACr-Cut-off-Werten liegen, und fir die Probe wird dementsprechend
die Bewertung ,No Mutation Detected” ausgegeben.

Fir die Assay-Ergebnisse werden die Bewertungen ,Mutation Detected”
(Mutation nachgewiesen), ,No Mutation Detected” (Keine Mutation nachge-
wiesen) oder ,Invalid” (Ungiltig) angezeigt. Das Fehlschlagen einer Testlauf-
kontrolle fihrt zur Bewertung ,,Run Control Failed” (Testlaufkontrolle fehlge-
schlagen). Fir die mutationspositiven Proben werden die spezifischen
Mutationen entsprechend der in ,Tabelle 8. Ergebnis fir den Mutationsstatus
der Probe” auf Seite 55 dargestellten Kreuzreaktivitatslogik ausgegeben.
Weitere mégliche Ergebnisse, die angezeigt werden kénnen, werden in den
Abschnitten ,Protokoll: Probenbestimmung” auf Seite 16, ,,Protokoll: BRAF-
Mutationsnachweis” auf Seite 27 und ,Markierungen der therascreen BRAF
Assay Package Software” auf Seite 42 dieses Handbuchs behandelt.

Ein Tumor enthdlt nur in sehr seltenen Fallen mehr als eine Mutation. In solchen
Fallen wird der BRAF-Status im Bericht mit ,,Mutation Detected” (Mutation
nachgewiesen) angegeben, alle positiven Mutationen sind jedoch mit der
Warnung ,SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE” (Probe positiv und

nicht klassifizierbar) gekennzeichnet.
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Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur
Behebung mdglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auf der Seite
,Frequently Asked Questions” (Haufig gestellte Fragen) unseres Support-Centers
unter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dariiber hinaus steht Ihnen unser

Technischer Service unterstitzend zur Seite, falls Sie Fragen zum Protokoll oder
zu anderen Angaben in diesem Handbuch haben sollten (Kontaktinformationen
siehe hintere Umschlagseite oder unter www.qiagen.com). Das Team besteht
aus erfahrenen Wissenschaftlern, die lhnen in allen molekularbiologischen

Fragen gerne weiterhelfen.

Kommentare und Vorschlage

Ungiltige Ergebnisse

a) Die Lagerungsbedingungen fir
eine oder mehrere Komponenten
des Kits stimmen nicht mit den
Anweisungen im Abschnitt
,Lagerung und Handhabung der

Reagenzien” auf Seite 14 Uberein.

b) Der therascreen BRAF CE RGQ
PCR Kit ist abgelaufen.
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Uberpriifen Sie die Lagerungs-
bedingungen und das Verfallsdatum
der Packung (siehe Etikett), und
verwenden Sie bei Bedarf einen
neuen Kit.

Uberprifen Sie die Lagerungs-
bedingungen und das Verfallsdatum
der Packung (siehe Etikett des Kits),
und verwenden Sie bei Bedarf einen
neuen therascreen BRAF RGQ PCR
Kit.
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Markierungen der therascreen BRAF Assay Package
Software

Die Markierungen, die von der therascreen BRAF Assay Package Software
angezeigt werden kénnen, ihre Bedeutung und die zu ergreifenden
MafBnahmen sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4. Markierungen der therascreen BRAF Assay Package Software

Markierung Bedeutung MaBnahme
PC_CTRL_ASSAY_ PCR-Testlauf ungiltig -  Den gesamten PCR-Testlauf
FAIL FAM-Cr fir die Positiv-  wiederholen.

kontrolle in der Kontroll-
reaktion aufBerhalb des
zulassigen Bereichs.

PC_CTRL_INVALID_ PCR-Testlauf ungiltig — Den gesamten PCR-Testlauf
DATA Fluoreszenzdaten der  wiederholen.
Positivkontrolle (Kontroll-
reaktion) kénnen nicht
ausgewertet werden.

PC_MUTATION_  PCR-Testlauf ungiltig = Den gesamten PCR-Testlauf
ASSAY _FAIL FAM-Cr fir mindestens  wiederholen.
eine Mutationsreaktion

aufderhalb des

zul@ssigen Bereichs.

PC_MUTATION_  PCR-Testlauf ungiltig — Den gesamten PCR-Testlauf
INVALID_DATA Fluoreszenzdaten der ~ wiederholen.
Positivkontrolle
(Mutationsreaktion)
kénnen nicht ausge-
wertet werden.

NTC_INVALID_ PCR-Testlauf ungiltig —  Den gesamten PCR-Testlauf
DATA Fluoreszenzdaten der  wiederholen.
Negativkontrolle kénnen
nicht ausgewertet
werden.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme
NTC_ASSAY_CT_  PCR-Testlauf ungiltig — Den gesamten PCR-Testlauf
INVALID FAM fir die Negativ-  wiederholen.

kontrolle ungiltig (unter-
halb des Grenzwerts).

NTC_INT_CTRL_  PCR-Testlauf ungiltig — Den gesamten PCR-Testlauf
FAIL Interne Kontrolle Gber  wiederholen.

dem Bereich fir die

Negativkontrolle.

NTC_INT_CTRL_  PCR-Testlauf ungiltig — Den gesamten PCR-Testlauf
EARLY_CT Interne Kontrolle unter  wiederholen.

dem Bereich fir die

Negativkontrolle.

SAMPLE_CTRL_ Probe ungiltig — Neuen PCR-Testlauf einrichten,
INVALID_DATA Fluoreszenzdaten der ~ um die entsprechenden
Probenkontrolle kdnnen Proben zu wiederholen.
nicht ausgewertet

werden.
SAMPLE_CTRL_ Probe ungiltig — FAM-Cr Probe verdinnen, um den
HIGH_CONC in Probenkontrolle zu  Cr-Wert der Kontrolle zu
niedrig. erhdhen. Diese Verdinnung

ist auf der Grundlage der
Annahme zu berechnen, dass
eine Verdinnung mit dem im
Kit enthaltenen Wasser im
Verhaltnis 1:1 den Crum 1,0
erhéht. Nach der Verdinnung
der Probe einen neuen PCR-
Testlauf einrichten, um die
Probe zu wiederholen.

SAMPLE_CTRL_ Probe giltig — Niedrige Keine MaBBnahme.
LOW_CONC Konzentration in der

Probenkontrolle

(Warnung, kein Fehler).

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE_CTRL_FAIL Probe ungiltig — FAM-Cr Neuen PCR-Testlauf einrichten,
in der Probenkontroll- um die Probe zu wiederholen.
reaktion zu hoch. Wenn die Probe nach dem

wiederholten PCR-Testlauf
weiterhin ungltig ist, die
Probe von frischen FFPE-
Schnitten extrahieren. Neuen
PCR-Testlauf einrichten, um
eine frische Extraktion zu
testen. Wenn unglltig, diese
zweite Extraktion wieder-
holen. Wenn die Probe nach
diesem Testlauf kein giltiges
Ergebnis ergibt, wird der
Probe der Mutationsstatus
,Unbestimmt” zugewiesenen,
und es werden keine weiteren
Tests mehr durchgefihrt.

SAMPLE_CTRL_ Probe ungiltig — HEX-Cr Neuen PCR-Testlauf einrichten,
INT_CTRL_EARLY_  fir Probe zu niedrig um die Probe zu wiederholen.
CT (interne Kontrolle). Wenn die Probe nach dem

wiederholten PCR-Testlauf
weiterhin ungltig ist, die
Probe von frischen FFPE-
Schnitten extrahieren. Neuen
PCR-Testlauf einrichten, um
eine frische Extraktion zu
testen. Wenn unglltig, diese
zweite Extraktion wieder-
holen. Wenn die Probe nach
diesem Testlauf kein gultiges
Ergebnis ergibt, wird der
Probe der Mutationsstatus
,Unbestimmt” zugewiesenen,
und es werden keine weiteren
Tests mehr durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE_CTRL_ Cr fir interne Kontrolle  Neuen PCR-Testlauf einrichten,
INT_CTRL_FAIL (HEX) zu hoch (oder um die Probe zu wiederholen.
nicht vorhanden) und Cr Wenn die Probe nach dem
fir Kontrollassay (FAM)  wiederholten PCR-Testlauf
zu hoch (oder nicht weiterhin ungltig ist, die
vorhanden). Probe von frischen FFPE-
Schnitten extrahieren. Neuen
PCR-Testlauf einrichten, um
eine frische Extraktion zu
testen. Wenn unglltig, diese
zweite Extraktion wieder-
holen. Wenn die Probe nach
diesem Testlauf kein giltiges
Ergebnis ergibt, wird der
Probe der Mutationsstatus
,Unbestimmt” zugewiesenen,
und es werden keine weiteren
Tests mehr durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme
SAMPLE_INT_ Cy fir interne Kontrolle  Wenn die Probe den Status
CTRL_FAIL (HEX) zu hoch (oder ,Mutation nachgewiesen”

nicht vorhanden) und  erhdlt — Keine Maf3nahme.

Cr fir Mutationsassay ~ Wenn die Probe den Status

(FAM) nicht vorhanden. ,Ungiltig” erhalt, einen neuen
PCR-Testlauf einrichten, um
die Probe zu wiederholen.

Hinweis: Wenn das
Fehlschlagen der internen
Kontrollreaktion auf eine PCR-
Hemmung zurickzufGhren ist,
kann der Effekt der Inhibitoren
u. U. durch Verdinnen der
Probe verringert werden;
allerdings ist zu beachten,
dass dadurch auch die Ziel-
DNA verdinnt wird. In dem
Kit ist ein Rohrchen mit
Woasser zur Proben-
verdinnung (Dil.) enthalten.

Wenn die Probe nach dem
wiederholten PCR-Testlauf
weiterhin ungdltig ist, die
Probe von frischen FFPE-
Schnitten extrahieren. Neuen
PCR-Testlauf einrichten, um
eine frische Extraktion zu
testen. Wenn unglltig, diese
zweite Extraktion wieder-
holen. Wenn die Probe nach
diesem Testlauf kein gultiges
Ergebnis ergibt, wird der
Probe der Mutationsstatus
,Unbestimmt” zugewiesenen,
und es werden keine weiteren
Tests mehr durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE_INT_ Mutationsréhrchen Wenn die Probe den giltigen
CTRL_EARLY_CT ungiltig — Cr-HEX fir die Status ,Mutation nachge-
Probe (interne Kontrolle) wiesen” erhalt — Keine
zu niedrig. MaBBnahme.

Wenn die Probe den Status
,Ungultig” erhalt, einen neuen
PCR-Testlauf einrichten, um die
Probe zu wiederholen. Wenn
die Probe nach dem wieder-
holten PCR-Testlauf weiterhin
ungultig ist, die Probe von
frischen FFPE-Schnitten extra-
hieren. Neuen PCR-Testlauf
einrichten, um eine frische
Extraktion zu testen. Wenn
ungUltig, diese zweite
Extraktion wiederholen. Wenn
die Probe nach diesem Test
lauf kein giltiges Ergebnis
ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Unbestimmt”
zugewiesenen, und es werden
keine weiteren Tests mehr
durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE_INVALID_  Mutationsréhrchen Wenn die Probe den giltigen

DATA ungiltig — Fluoreszenz-  Status ,Mutation nachge-
daten der internen wiesen” erhalt — Keine

Kontrolle kénnen nicht  Maf3nahme.

ausgewertet werden. Wenn die Probe den Status

,Ungultig” erhalt, einen neuen
PCR-Testlauf einrichten, um die
Probe zu wiederholen. Wenn
die Probe nach dem wieder-
holten PCR-Testlauf weiterhin
ungultig ist, die Probe von
frischen FFPE-Schnitten extra-
hieren. Neuen PCR-Testlauf
einrichten, um eine frische
Extraktion zu testen. Wenn
unglltig, diese zweite
Extraktion wiederholen. Wenn
die Probe nach diesem Test
lauf kein giltiges Ergebnis
ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Unbestimmt”
zugewiesenen, und es werden
keine weiteren Tests mehr
durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

Markierung Bedeutung MaBnahme

SAMPLE _ Mutationsréhrchen Wenn die Probe den giltigen

MUTATION_ ungiltig — Cr-FAM fir  Status ,Mutation nachge-

EARLY_DELTA_CT  die Probe zu niedrig.  wiesen” erhdlt — Keine
MaBBnahme.

Wenn die Probe den Status
,Ungultig” erhalt, einen neuen
PCR-Testlauf einrichten, um die
Probe zu wiederholen. Wenn
die Probe nach dem wieder-
holten PCR-Testlauf weiterhin
ungultig ist, die Probe von
frischen FFPE-Schnitten
extrahieren. Neuen PCR-
Testlauf einrichten, um eine
frische Extraktion zu testen.
Wenn ungiltig, diese zweite
Extraktion wiederholen. Wenn
die Probe nach diesem Test
lauf kein giltiges Ergebnis
ergibt, wird der Probe der
Mutationsstatus ,Unbestimmt”
zugewiesenen, und es werden
keine weiteren Tests mehr
durchgefihrt.

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Tabelle 4. Fortsetzung

SAMPLE_POSITIVE_
AND_
UNCLASSIFIABLE

Markierung Bedeutung MaBnahme
SAMPLE_POSITIVE_ Ergebnis giltig — Mindestens  Keine Maf3nahme.
AND_INVALID ein Mutationsréhrchen ist fur

eine Probe gultig und positiv,
und gleichzeitig ist mindestens
ein Mutationsréhrchen fur
dieselbe Probe ungiltig
(Warnung, kein Fehler).

Die Probe erhalt den Status
»Mutation nachgewiesen”, da
eine Mutation vorliegt. Die im
Bericht angegebene spezi-
fische Mutation entspricht
aufgrund der Kreuzreaktivitat
der Assays jedoch méglicher-
weise nicht der tatsachlich
vorliegenden Mutation. Die
Probe muss daher als
,Mutation nachgewiesen”
eingestuft werden.

Ergebnis giltig — Mehrere Keine Maf3nahme.
Mutationsrohrchen sind fir

dieselbe Probe giltig. Diese

Kombination ist nicht mit den

erwarteten Kreuzreaktivitats-

mustern vereinbar. Siehe

Tabelle 8. In sehr seltenen

Fallen kann ein Tumor jedoch

mehr als eine Mutation

enthalten.
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Qualitatskontrolle

Gemaf dem ISO-zertifizierten Qualitatsmanagement-System von QIAGEN wird
jede Charge des therascreen BRAF RGQ PCR Kits zur Gewahrleistung einer
einheitlichen Produktqualitat nach festgelegten Prifkriterien getestet.

Anwendungseinschrdnkungen

Zur Auswertung der mit dem Produkt erhaltenen Ergebnisse missen alle
relevanten klinischen und labortechnischen Daten bericksichtigt werden.
Die Ergebnisse dirfen nicht alleine fir die Diagnose verwendet werden.

Es wurden Verifizierungsstudien unter Verwendung humaner DNA aus formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Tumorproben sowie fir die jeweiligen Studien
geeigneter synthetischer Standards durchgefihrt.

Das Produkt wurde mit dem QIAamp DNA FFPE Tissue Kit von QIAGEN

verifiziert.

Das Produkt ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit Rotor-Gene Q MDx
Instrumenten vorgesehen.

Zur Gewdhrleistung optimaler Ergebnisse missen die Anweisungen im
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch genau befolgt werden. Eine
Verdinnung der Reagenzien, die von den in diesem Handbuch beschriebenen
Anweisungen abweicht, ist nicht empfehlenswert, da dies zu einer Leistungs-
beeintrachtigung fihrt.

Vor der Analyse der Proben mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit missen
Menge und Qualitat der DNA in der Probe bestimmt werden. Im Lieferumfang
ist ein zusatzliches Kontrollgemisch enthalten, mit dem bestimmt werden kann,
ob der Cr-Wert im zul@ssigen Bereich fir diesen Assay liegt. Extinktions-
Messwerte diirfen nicht verwendet werden, da sie mit den C-Werten in
fragmentierten DNA-Proben nicht korrelieren.

Die Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen, die auf den Packungen und
Etiketten aller Komponenten aufgedruckt sind, missen unbedingt beachtet
werden. Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht
verwendet werden.
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Leistungsmerkmale

Leerwertgrenze (LOB: Limit of Blank), Wirkungsbereich und
Cut-off-Werte

Unter Verwendung einer Methode, die an NCCLS EP17-A (2004) angelehnt ist,
wurden insgesamt 143 FFPE-Proben getestet, um die Leerwertgrenze und die
Cut-off-Werte fir die verschiedenen Mutationsassays zu bestimmen. Ferner
wurde der Wirkungsbereich fir den Kontrollassay bestimmt. Die Cut-off-Werte
wurden bestimmt (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5. Cut-off-Werte, die fir die verschiedenen Mutationsassays bestimmt
wurden

Mutantenanalyse (ACr)
V600E/Ec V600D V600K V600R

Cut-off-Wert

(AC) <7,0 <6,9 <6,0 <7,0

Der Cr-Bereich der Kontrollreaktion wurde auf 21,95 bis 32,00 festgesetzt.

Die Cut-offWerte und der Wirkungsbereich der Assays wurden anhand von
Standards sowie 102 weiteren (einzigartigen) FFPE-Proben verifiziert. Im
Rahmen der Verifizierung wurden die Cut-off-Werte auf die Fahigkeit zur
Differenzierung der korrekten Mutation in einem Hintergrund von Wildtyp-DNA
bewertet. Dazu wurde jeder Assay mit einer hohen genomischen DNA-
Aufgabekonzentration sowie einer hohen Mutations-Aufgabekonzentration
bewertet (siehe ,Kreuzreaktivitat” auf Seite 55). Auch der Effekt der DNA-
Aufgabekonzentration auf das Mutationsergebnis wurde bewertet (siehe
,Effekt der DNA-Aufgabekonzentration auf die ACr-Werte” auf Seite 54).
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Richtigkeit: Vergleich mit der analytischen Referenzmethode

Die Ubereinstimmung des mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit bestimmten
Mutationsstatus und dem mittels bidirektionaler Sequenzierung nach Sanger
bestimmten Mutationsstatus wurde in einer Studie belegt. In dieser Studie
wurden 126 FFPE-Proben getestet und die statistische Ubereinstimmung bzw.
Nicht-Ubereinstimmung wurde gemaB CLSI EP12-A2 (2008) ermittelt. Sowohl
mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit als auch mit der bidirektionalen
Sanger-Sequenzierung wurden fir 102 der FFPE-Proben giltige Ergebnisse

erzielt. Wenn das Ergebnis fir den Mutationsstatus der Probe bei bidirektionaler

Sanger-Sequenzierung und dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit nicht Gberein-
stimmte, wurde der Mutationsstatus mittels Pyrosequencing® bestatigt.

Die Ergebnisse der Analyse der Ubereinstimmung zwischen dem therascreen

BRAF RGQ PCR Kit und der Sequenzierung sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6. Analyse der Ubereinstimmung

Ubereinstimmungsparameter Haufigkeit (%)
Gesamtibereinstimmung 96,08

Bewertung  Positive Ubereinstimmung 100,00
Negative Ubereinstimmung 95,29

Die negative Ubereinstimmungshaufigkeit ist auf die Mutationsdetektion bei
4 Proben zurickzufthren, die mittels Sequenzierung als Wildtyp und vom
therascreen BRAF RGQ PCR Kit als V6OOE/Ec-mutationspositiv eingestuft
wurden. Dies ist auf die héhere Sensitivitat der Scorpions- und ARMS-
Technologien zurickzufihren.
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Effekt der DNA-Aufgabekonzentration auf die AC-Werte

Der Effekt der DNA-Gesamtaufgabekonzentrationen auf die Bestimmung des
Mutationsstatus mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit wurde im Rahmen der
Studie zur Verifizierung der Cut-offWerte und des Wirkungsbereichs des Assays
evaluiert. Damit sollte Gberprift werden, ob die Mutationsergebnisse des

therascreen BRAF RGQ PCR Kits bei unterschiedlichen DNA-Aufgabekonzen-
trationen Uber den gesamten Wirkungsbereich hinweg konsistent sind.

Es wurden Mutationsstandards mit hohem, mittlerem und niedrigem Mutations-
prozentsatz (100 %, 50 % bzw. 3 x LOD %) in einem Hintergrund von Wildtyp-
DNA jeweils mit hoher, mittlerer und niedriger DNA-Aufgabekonzentration
hergestellt. Dementsprechend wurden fir jeden Mutationsassay insgesamt

9 Mutationsstandards getestet. Die Ergebnisse aller Assays sind in Tabelle 7
zusammengefasst.

Die ermittelten Unterschiede beim ACr-Mittelwert der jeweiligen Paarungen von
DNA-Aufgabenkonzentrationen liegen der linearen Regressionsanalyse zufolge
samtlich im Bereich von £1 Cr. Alle 4 Mutationsassays wurden daher bei
hohen, mittleren und niedrigen DNA-Aufgabekonzentrationen als gleichwertig
eingestuft.

Tabelle 7. Ermittelte Unterschiede zwischen DNA-Aufgabekonzentrationen

Parameter 95 %-

(DNA-Aufgabe- Ermittelter Konfidenzintervall
Assay konzentration) Unterschied (AC)  (niedriger, hoher)
V60OE (E) Hoch — Mittel 0,56 0,22; 0,90
V60OE (E) Niedrig — Mittel 0,01 -0,33; 0,35
V60OE (Ec)  Hoch — Mittel 0,48 0,12; 0,84
V60OE (Ec)  Niedrig — Mittel 0,26 -0,10; 0,62
V600D Hoch — Mittel -0,32 -0,58; -0,06
V600D Niedrig — Mittel -0,43 -0,69; -0,17
V600K Hoch — Mittel 0,10 -0,10; 0,30
V600K Niedrig — Mittel -0,33 -0,53;-0,13
V600R Hoch — Mittel -0,12 -0,28; 0,04
V600R Niedrig — Mittel -0,62 -0,78; -0,46
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Kreuzreaktivitat

Zur Bestimmung der potenziellen Kreuzreaktivitat jedes Assays wurden
Standards mit hoher DNA-Aufgabekonzentration und hohem Mutationsanteil
(100 %) getestet. Die Ergebnisse zur Kreuzreaktivitat ermdglichten die Erstellung
einer Logiktabelle zum Mutationsstatus (siehe Tabelle 8). Das BRAF CE Assay
Package nutzt die Kreuzreaktivitatslogik, um den Mutationsstatus zu bestimmen.

Tabelle 8. Ergebnis fir den Mutationsstatus der Probe

V600E/Ec V600D V600K V600R  Mutationsstatus
V600E- oder V600Ec-

Positiv Negativ  Negativ.  Negativ positiv

Positiv Negativ  Positiv Negativ VéQQEC_ oder V60OK-
posifiv

Positiv Positiv Negativ.  Negativ  V600D-positiv

Negativ Positiv Negativ ~ Negativ  V600D-positiv
Negativ Negativ  Positiv Negativ  V600K-positiv
Negativ Negativ ~ Negativ  Positiv V600R-positiv

Nachweisgrenzen (LOD: Limit of Detection)

Es wurde eine Studie durchgefihrt, um die Nachweisgrenze jeder der

4 mutationsspezifischen Reaktionen des therascreen BRAF RGQ PCR Kits zu
bestimmen. Die Nachweisgrenze war in dieser Studie als die niedrigste Menge
an mutierter DNA in einem Hintergrund von Wildtyp-DNA definiert, bei der eine
mutierte Probe in 95 % der Testergebnisse noch mutationspositive Ergebnisse
erbringt (Cos).

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze fir jeden Assay wurden Standards mit
unterschiedlichen Prozentsatzen an Mutationen bei mittlerer DNA-Aufgabe-
konzentration hergestellt und mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit getestet.
Die Nachweisgrenze fir jeden Assay wurde mittels logistischer Regression
berechnet. Zur Verifizierung der Nachweisgrenze fir jeden Assay wurden
Mutationsstandards entsprechend der ermittelten Nachweisgrenze hergestell.
Sechzig Replikate wurden getestet und die Positiv-Testrate wurde verifiziert.
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Die verifizierte Nachweisgrenze bei mittlerer DNA-Aufgabekonzentration ist
in Tabelle 9 angegeben. Bei hdheren DNA-Aufgabekonzentrationen ist von
niedrigeren Nachweisgrenzen als den in Tabelle 9 genannten Werten
auszugehen.

Tabelle 9. Nachweisgrenzen (LOD) fir die einzelnen Mutationsassays
(mittlere Aufgabekonzentration)

LOD Cos bei mittlerer DNA-Aufgabekonzentration
Assay (Mutation)* (Prozentsatz mutierter DNA in Wildtyp-DNA)
V60OE (E) 1,82 %
V60OE (Eq] 4,31 %
V600D 3,19 %
V600K 4,34 %
V600R 4,85 %

* Die Nachweisgrenzen fir den V60OE-Assay wurden sowohl fir die V6OOE- als auch die
V600Ec-Mutation berechnet.

Effekt von Melanin auf die Leistung des Kits

Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen des als PCR-Inhibitor bekannten
Melanins, das in Melanomproben vorhanden ist, auf die Leistung des
therascreen BRAF RGQ PCR Kits auszuwerten. Dazu wurden DNA-Proben vor
der Analyse mit dem therascreen BRAF RGQ PCR Kit direkt mit Melanin in
verschiedenen Konzentrationen (O bis 250 ng/Reaktion) versetzt und der Effekt
auf die ACr-Werte und den Mutationsstatus der Testproben bewertet.

Den Ergebnissen zufolge hatten niedrige Melaninkonzentrationen keinen Effekt
auf den ACr-Wert und mittlere Melaninkonzentrationen lediglich einen
minimalen Effekt auf den ACr-Wert. Demzufolge wurde die Fahigkeit der Assays
zur Detektion von Mutationen durch eine niedrige und mittlere Melaninkonzen-
tration nicht beeintrachtigt. Bei 180 ng/Reaktion schlug die interne Kontrolle
fehl. Dies zeigt das Vorhandensein eines Inhibitors an und ermdglicht somit die
Detektion von Inhibitoren noch vor Beeintrachtigung der Mutationsergebnisse.

Die bei normalem Gebrauch zu erwartenden Melaninkonzentrationen haben
keine Auswirkungen auf die Fahigkeit des therascreen BRAF RGQ PCR Kits,
zwischen mutationspositiven und mutationsnegativen Proben zu unterscheiden.

Eine Ubersicht iber die Ergebnisse ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10. In jedem Assay getestete Melaninmenge

Melaninkonzentration ) Status der internen Kontrolle

(ng/Reaktion) ACr-Anderung  (OK/Fehlgeschlagen)

0 0 OK

60 -0,20 OK

100 -0,61 OK

150 -1,21 OK

180 -2,15 Fehlgeschlagen
Wiederholbarkeit

Zur Ermittlung der Assaypréazision sowohl innerhalb eines Laufs als auch
zwischen verschiedenen Laufen wurde ein Matrix-Studiendesign implementiert,
um unterschiedliche Bediener, Tage, Plattenanordnungen und Instrumente zu
erfassen. Die Wiederholbarkeit wurde bei niedriger DNA-Aufgabemenge

(3 x LOD) fir Mutationsassays nachgewiesen. Zudem wurde der Prozentsatz
mutationspositiver Ergebnisse fir jeden Assay bei Tests mit dem spezifischen
Mutationsstandard bewertet. Jeder Mutationsassay ergab 100 % positive
Mutationsergebnisse.

Die Prazisionswerte sind in Tabelle 11 angegeben.

Reproduzierbarkeit

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit des Assays wurde ein Matrix-Studien-
design implementiert. Die Standards wurden in 3 Labors (Standorte) mit

3 Chargen des therascreen BRAF RGQ PCR Kits (2 an jedem Standort) und

2 Bedienern pro Standort auf 2 Instrumenten pro Standort Gber 4 Tage im
Wechsel getestet. Die Reproduzierbarkeit wurde bei niedrigem Mutationsgrad
(3 x LOD) fur Mutationsassays und Wildtyp-DNA mit niedriger Aufgabe-
konzentration fir den Kontrollassay nachgewiesen. Die Prazision fir jeden
Assay wurde Ubergreifend fir die 3 Standorte berechnet. Zusatzlich wurde
die 95 %-Prazision ermittelt (Tabelle 12).
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Tabelle 11. Ermittelte Wiederholprézision

95 %- 95 %-
Konfidenz- Prazision Konfidenz-

Prazision intervall (innerhalb intervall
(zwischen (niedriger, eines (niedriger,

Assay Laufen) hoher) Laufs) hoher)
Kontrolle 0,30 0,25; 0,39 0,16 0,13; 0,20
V60OE (E) 0,74 0,61;0,94 0,57 0,46; 0,74
V60O0E (Ec) 0,79 0,64; 1,01 0,76 0,62; 0,99
V600D 0,47 0,38; 0,60 0,46 0,38; 0,60
V600K 0,37 0,31;0,48 0,37 0,30; 0,49
V600R 0,44 0,36; 0,56 0,44 0,36; 0,58

Tabelle 12. Ermittelte Vergleichsprazision

95 %-Konfidenzintervall
Assay Prézision (niedriger, héher)
Kontrolle 0,54 0,42; 0,76
V60OE (E) 0,87 0,67; 1,22
V60OE (Eq] 0,86 0,66; 1,21
V600D 0,80 0,62; 1,14
V600K 0,61 0,47; 0,86
V600R 0,63 0,49; 0,89
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Anhang I: therascreen BRAF RGQ PCR Kit - manuelles
Protokoll

In diesem Abschnitt finden Sie Anleitungen zur Verwendung des therascreen
BRAF RGQ PCR Kits mit RGQ Software, Version 2.3, im offenen Modus
(d. h. ohne BRAF Assay Package).

Allgemeine Informationen
B Eine Liste des benétigten Materials finden Sie auf Seite 10.

B Vollstandige Anleitungen zur Vorbereitung und Anordnung der Proben
finden Sie in den Abschnitten ,Protokoll: Probenbestimmung” auf Seite 16
und ,Protokoll: BRAF-Mutationsnachweis” auf Seite 27.

Protokoll: Erstellen eines Temperaturprofils

Bevor Sie mit dem Verfahren beginnen, erstellen Sie zunachst ein Temperatur-
profil fir die BRAF-Analyse. Die Zyklusparameter fir Probenbestimmung und
Mutationsbestimmung sind identisch.

Verfahren

Die Zyklusparameter kdnnen wie folgt zusammengefasst werden:

Tabelle 13. Zyklusparameter

Zyklen Temperatur Zeit Datenerfassung
1 95 °C 15 Minuten Keine
/6 95 °C 30 Sekunden Keine

60 °C 60 Sekunden Grin und gelb

1. Doppelklicken Sie auf dem Desktop des Laptops, der mit dem Rotor-Gene Q
MDx Instrument verbunden ist, auf das Symbol der Rotor-Gene Q Software,
Version 2.3.

2. Walhlen Sie zum Erstellen einer neuen Vorlage ,Empty Run” (Leerer Lauf)
und klicken Sie dann auf ,New” (Neu), um den ,,New Run Wizard”
(Assistent fir neue Ldufe) aufzurufen.
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3. Wahlen Sie ,72-Well Rotor” als Rotortyp aus. Vergewissern Sie sich, dass
der SchlieBring angebracht ist und aktivieren Sie das Kontrollkastchen

~Locking Ring Attached” (SchlieBring angebracht). Klicken Sie auf , Next”
(Weiter) (sieche Abbildung 21).

MNew Run Wizard E

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rotor Type

- = AN N}
I 7z-wiell Rotor
Rator-Disc 72
Rakor-Disc 100

2— —l ¥ Locking Ring Attached

3
Skip Wizard |

Abbildung 21. Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neve Laufe) [1 = Liste ,Rotor Type”

(Rotortyp), 2 = Feld ,Locking Ring Attached” (SchlieBring angebracht), 3 = Schaltflache
+Next” (Weiter]]
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4. Geben Sie den Namen des Bedieners ein. Geben Sie unter ,,Notes”
Anmerkungen ein und wdbhlen Sie fir ,Reaction Volume” (Reaktions-
volumen) den Wert 25 aus. Vergewissern Sie sich, dass unter ,Sample
Layout” (Probenkonfiguration) ,1, 2, 3...” ausgewdhlt ist. Klicken Sie
auf ,Next” (Weiter) (siche Abbildung 22).

New Run Wizard E|
This screen dizplays mizcellaneous options for the run. Complete the fields, Ehlﬁ box Idispla;:s .
clicking Mest when you are ready to move to the nest page. E[D e EEERS [

the wizard. For help
on an item, hover
your ouse aver the
item for help. vou
zah alzo click on a
combo box to dizplay
help about its
avallable settings.

Reaction

Sample Layout ;. §11. 2, 3... -

Skipwizard | << Back

Abbildung 22. Eingeben des Bedienernamens und des Reaktionsvolumens [1 = Dialogfeld
,Operator” (Bediener), 2 = Dialogfeld ,Notes” (Notizen), 3 = Feld ,Reaction Volume”

(Reaktionsvolumen), 4 = Feld ,Sample Layout” (Probenkonfiguration), 5 = Schaliflache
.Next” (Weiter)]
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5. Klicken Sie im Dialogfeld ,,New Run Wizard” (Assistent fir neue Laufe) auf
die Schaltflache ,Edit Profile” (Profil bearbeiten) (siche Abbildung 23) und
Uberprifen Sie wie in den folgenden Schritten beschrieben die Lauf-

parameter.
Mew Run Wizard le
Temperature Profile ; Click, thiz buttaon to
edit the profile
zhowr in the box
above.

] =t Edit Prafile ...

Channel Setup

Mame | Source | Detectar | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm A Edit
ellow B830nm  555Rm A
Orange  585mm B10nm a Edit Gair...
Red E25nm  BEOnm ]
Crimzon  B80nm 710kp 7 Remove
HFM 4B60nm  510nm 7 Fieset Defaults
Gain Optirmizatiorn. .. |

Skipwizard | <<Back | Mests> |

Abbildung 23. Bearbeiten des Profils (1)

|
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6. Klicken Sie auf die Schaltfléche ,Insert after” (Einfigen nach) und wéhlen
Sie die Option ,New Hold at Temperature” (Neue Temperatur halten)

(siehe Abbildung 24).

™ Edit Profile

B H @
s Opon  Save As Halp

The fun wall Lake sppicamately O second|2) 1o complete. The graph bebow repiesents the un 1o be pedomed

Chek on & cipche bebow Lo moddy #

Hew HEM Step
Copy of Current Step

Abbildung 24. Einfiigen eines ersten Inkubationsschritts [1 = Schaltfléche |, Insert after”
(Einfigen nach), 2 = Option ,New Hold at Temperature” (Neue Temperatur halten|]

7. Andern Sie den Wert fiir ,Hold Temperature” (Temperatur halten) auf 95 °C
und den fiir ,Hold Time” (Zeit halten) auf ,, 15 mins 0 secs”. Klicken Sie auf

die Schaltflache ,Insert after” (Einfigen nach) und wahlen Sie ,New
Cycling” (Never Zyklus) (sieche Abbildung 25).

M Edit Profile
.8 0 H =]

New Open  Save As Help

The wn will take approximately 16 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

X

Click on a cycle below to modify it :

Hold Temperature :

1 Hold Time : 15 mlns 0 secI

Irwsert before,.| e Melt

Mew Hold at Temperature
Remove | Mew HRM Step
Copy of Current Step

Abbildung 25. Erster Inkubationsschritt bei 95 °C [1 = Schaltflachen ,Hold Temperature”
(Temperatur halten) ,Hold Time” (Zeit halten), 2 = Schaltflache ,Insert affer” (Einfigen nach),
3 = Option ,New Cycling” (Neuer Zyklus)]
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8. Andern Sie die Anzahl der Zykluswiederholungen auf 40. Wéhlen Sie den
ersten Schritt aus und stellen Sie diesen auf ,95°C for 30 secs” (95 °C fiir
30 Sek.) ein (siche Abbildung 26).

M Edit Profile

a . & H ]
Ty Opan  Save A Heslg
Tihee puny vall ke apprceamashely 52 manubels] bo complete. The: graph bebow represents the un to be perfamed :

Chck on & cyche bedow o modify #

'rmu It it
Ingeet bebone...
| Riamonwe

1 This cycle repeatsll 40 ime{:z)
Chck oo ome of the Hep: i prwzecly i, O prerss + o - bo adkd nd pemos dlepe for this cpcle.

Timed Step - e ER 2
] ;
3- / | /
1 Not Acquing f." THC for 20 smcs
B e \M
™ Touchdowsm

ak

Abbildung 26. Zyklusschritt bei 95 °C [1 = Anzahl der Zykluswiederholungen,
2 = Temperatureinstellung fir ersten Schritt, 3 = Zeiteinstellung fir ersten Schritt]
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9. Markieren Sie den zweiten Schritt und stellen Sie diesen auf ,,60°C for
60 secs” ein. Aktivieren Sie durch Klicken auf die Schaltflache ,Not
Acquiring” (Keine Erfassung) die Datenerfassung fir diesen Schritt

(sieche Abbildung 27).

M Edit Profile £
A . 8 H ¥
Poewr Cpen  SaveAs | Help

The nu wall Lakos approaamabeds 125 mirwte(z] o complete. The geaph below iepeassnts the pur bo be perfomed :

A ALY

Chck: on a cyche balovw to modify i

Heid - Insert aiter_ |
Inzer before.
Remove |

Thus cycle iepeats 40 | bemefs]
Click onone of the sleps below bo modify 1, or press + or - 1o add and remove steps for thes cpcle

Timed Slep = J ﬂ
G o 30 pecs
e || A J
) seconds f 1
2 - Nk ogung \ ‘ T fou 20 mce |
I~ LLong Range] Errrs /
1 i II| EOPC fon B oce /!

QK.

Abbildung 27. Zyklusschritt bei 60°C [1 = Temperatur- und Zeiteinstellung fir zweiten Schritt,
2 = Schaltflache ,Not Acquiring” (Keine Erfassung]]
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10. Wahlen Sie ,Green” (Griin) und , Yellow” (Gelb) als zu erfassende Kandle
aus, indem Sie auf die Schaltflache ,>” klicken, um diese Kandle aus der

Liste , Available Channels” (Verfigbare Kandle) zu verschieben. Klicken Sie
auf ,OK” (sieche Abbildung 28).

Same as Previous : | New Acquisition) ~|

Acqusition Configuration :

Availlable Channels : Acquinng Channels :
I ame [ LI
Crimson Green 1
HRM < [l veiow
Orange
Red «

To acquire fram a channel, select it from the Est in the left and click >, To stop sequining from a
channel, zelect it in the right-hand izt and click <. To remove all acquisitions, click <<

2
Diye Chart 3 | Dm'tﬁ.cquirel Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm  [510nm | FAM“, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen ', Alewa Fluor 488
Yellow |530nm | 555nm | JOE, WICY, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540+, 'akima “rellow
Orange | 585nm | 610nm RO+, CAL Fluor Red 6104, Cy3.5%, Texas Red', Alexa Fluor 5684

625nm |BBOnm | CySY, Quasar 670, Alexa Fluor 6334

680nm | 710hp Quazar705+, Alexa Fluor 680+

460nm  |S10nm | SYTO 94, EvalGresn

Abbildung 28. Erfassung im Zyklusschritt bei 60 °C [1 = ausgewdhlte Kandle,
2 = Schaltflache ,OK”]
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11. Markieren Sie den dritten Schritt und l6schen Sie diesen, indem Sie auf
die Schalifléche ,-“ klicken. Klicken Sie auf ,OK” (siche Abbildung 29).

M Edit Profile fx
i B . | w
Hese Open  Save ds Help

T s vl Lk appimcmatel 135 maruda(z] ha complste. The gaph below raprecent s the un 1o be petoimed :

Click o a cycls below bo modify it -
B ——
Inert befiore...
P |
Thes cyclinpaats A0 | fmeiz]
Clck or ore of the theps bedow bo moddy i, of press = or - ko add and remove steps for this cpcla 2
Timed Step B3| B
| o o [ P
TaC | T E— '
20 saconds |'I %, f
Acqung lo Cycirn B I"II i T2 fox 20 wes
on Green
™ LongFangs !ll AT o A / - 1
I Touchdown

- 3
Abbildung 29. Entfernen des Erweiterungsschrittes [1 = dritter Schritt, 2 = Schaltfléche ,Delete”
(Loschen), 3 = Schaltflache ,OK”]
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12. Klicken Sie im néchsten Dialogfeld auf die Schaltflache ,Gain Optimisation”
(Verstarkungsoptimierung) (siche Abbildung 30).

New Run Wizard X
Temperature Profile : Thiz boo: displays
help on elements in
the wazard. For help

o af ke, hover
wour mouse over the
item for help, “Yow
can alzo click on a
combo box to display

help about
: ol
Edit Profile .. avalable seltings.
Channel Setup :
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 6
Yelow 530nm 555nm 5 _ e |
Orange 585w  Bl0nm 5 Edit Gair...
Red B25nm  BEDnem 5 —ml
Crmson  BB0nm  7i0hp 7 Remaove
HRM 4EB0hm  510nm 7
Reset Defaults
1= Eor ommeon |
SkipWizard | <<Back | MNew» |

Abbildung 30. Verstarkungsoptimierung (1)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch 06/2016 69



13. Klicken Sie auf die Schalifléche ,Optimise Acquiring” (Erfassung
optimieren). Es werden fir jeden Kanal die Kanaleinstellungen angezeigt.
Bestatigen Sie diese Standardwerte, indem Sie fir beide Kanéle auf ,OK”
klicken (siehe Abbildung 31).

Auto.Gain Optimisation Setup. X
Optimization :
o Bugto-Gam Opbmasation will read the lluoresence on the inseed sample at
e different gain levels undil it finds one at which the fluorescence levels are
-, acceplable, The range of lheorescence pou ane looking hor depends on the:
chemistry you are pesforming

Sel temperature o !_hj degrees.
Opiise Al 1

(li-™ Auto-Gain Optimisation Channel Seltings
T Channel Settings |

S wion e Teroma P =)

Target Sample Range: B i,FFlmtu [10 jFl

Acceplable Gain Range: [10 = 10 [i0 =

!TIM]H¢|

i

Abbildung 31. Automatische Verstarkungsoptimierung fir den griinen Kanal
[1 = Schaltflache ,Optimise Acquiring” (Erfassung optimieren), 2 = Schaltflache ,OK”]
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14. Aktivieren Sie das Kontrollkastchen ,Perform Optimisation before 1st
Acquisition” (Optimierung vor der 1. Erfassung durchfihren) und klicken
Sie dann auf die Schaltflache , Close” (SchlieBen), um zum Assistenten
zuriickzukehren (siche Abbildung 32).

Auto-Gain Optimisation Setup @
Optirnigation ;
different gain levels untd it nds one at which the fluoiescence levels ae

acceptable. The range of luorescence you are looking for depends on the

. Auto-Gain Optimization will read the flusesence on the mzeted sample at
[
‘% chemiztiy you are perfoming.

Sel temperatung ko I_:II dearess,
Optimise Al | Optimise Acquiing |
1—-EE;!_I.-;I.r.m..l;!n!miw.im..E.a_I.Q.r.r.t.l.at_é.:miﬁ!iqti
[ Peiform Dplimisation &t 60 Degiess At Beginning Of Fun
Charnnel Settings :
| | Add. |
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |
velow 1 1 w0 1 | _Bemwe |
Remove Al |

£

= o ] e |

Abbildung 32. Auswahl des griinen und gelben Kanals [1 = Kontrollkastchen ,Perform

Optimisation Before 1st Acquisition” (Optimierung vor der 1. Erfassung durchfihren),
2 = Schaliflache ,Close” (SchlieBen)]

15. Klicken Sie auf ,Next” (Weiter), um die Vorlage am gewiinschten
Speicherort zu speichern. Klicken Sie dazu auf ,Save Template”
(Vorlage speichern).
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Verfahren (manuell)

Protokoll: Probenbestimmung (manuell)

Dieses Protokoll wird zur Bestimmung der Gesamtmenge an amplifizierbarer
DNA in Proben verwendet und muss vor der BRAF-Mutationsanalyse
durchgefihrt werden.

B Bereiten Sie die Proben wie unter ,Protokoll: Probenbestimmung” auf
Seite 16 beschrieben vor.

B Richten Sie den PCR-Testlauf auf dem Rotor-Gene Q MDx Instrument wie

unter ,Protokoll: therascreen BRAF PCR RGQ Setup” auf Seite 74
beschrieben ein.

B Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs gemaf3 der Anleitung
unter ,Analyse der Daten aus der Probenbestimmung” auf Seite 80.
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Protokoll: BRAF-Mutationsnachweis (manuell)

Nach einer erfolgreichen Probenbestimmung kann die Probe zum Nachweis von
BRAF-Mutationen getestet werden.

B Bereiten Sie die Proben wie unter ,Protokoll: BRAF-Mutationsnachweis”
auf Seite 27 beschrieben vor.

B Richten Sie den PCR-Testlauf auf dem Rotor-Gene Q MDx Instrument wie
unter ,Protokoll: therascreen BRAF PCR RGQ Setup” auf Seite 74
beschrieben ein.

B Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs gemaf3 der Anleitung
unter ,Analyse der Daten aus dem BRAF-Mutationsnachweis” auf Seite 81.
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Protokoll: therascreen BRAF PCR RGQ Setup

1. Offnen Sie die Rotor-Gene Q Software (2.3) und rufen Sie das gewiinschte
Temperaturprofil (.ret-Datei) auf.

Informationen zum Herunterladen des Temperaturprofils und zur Uber-
prifung der Laufparameter finden Sie unter ,Protokoll: Erstellen eines
Temperaturprofils” auf Seite 60.

2. Vergewissern Sie sich, dass der richtige Rotor ausgewdahlt ist und aktivieren
Sie das Kontrollkastchen, um zu bestatigen, dass der SchlieBring angebracht
ist. Klicken Sie auf ,Next” (Weiter) (siche Abbildung 33).

Mew Run Wizard El

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

Rotar-Disc 72
Rotar-Disc 100

2— —l ¥ Laocking Ring Attached

Skip Wizard | = : 3

Abbildung 33. Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neve Laufe) mit
Willkommensfenster [1 = Liste ,Rotor Type” (Rotortyp), 2 = Feld ,Locking Ring Attached”
(SchlieBring angebracht), 3 = Schaltflache ,Next” (Weiter]]

74 therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch 06/2016



3. Geben Sie den Namen des Bedieners ein. Geben Sie unter , Notes”
Anmerkungen ein und stellen Sie sicher, dass das Reaktionsvolumen
auf 25 eingestellt ist und im Feld ,Sample Layout” (Probenkonfiguration)
»1,2, 3...” angezeigt wird. Klicken Sie auf ,Next” (Weiter) (siche

Abbildung 34).
3 ard
Thig screen dizplays migcellaneous options for the n, Complete the figlds, Ehlis bow 'IjiSpIa-"'S .
clicking Mext when vou are ready to move to the next page. theepw?ga?dé?grﬁelln 1
. OF arl e, Over
Uperator : MAME pour mouse over the
M ; ikern for help. ou
oles: can alzo click on a
combo bow to display
help about its
avallable zettings.
Reaction a5 = | |
Wolume [ul): == I 2
Sample Layout : §1.2 3. * |
Skin ‘wizard | << Back |I Mest 33 : 3

Abbildung 34. Optionsfenster des Dialogfelds ,New Run Wizard” (Assistent fir neue Laufe)
[1 = Felder ,Operator” (Bediener) und ,Notes” (Notizen), 2 = Felder ,Reaction Volume”
(Reaktionsvolumen) und ,Sample Layout” (Probenkonfiguration), 3 = Schaliflache ,Next”

(Weiter]]
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4. Im ndchsten Fenster kann das Temperaturprofil bearbeitet werden. Wenn
das Temperaturprofil gemaB der Anleitung unter ,Protokoll: Erstellen eines
Temperaturprofils” auf Seite 60 erstellt wurde, ist keine Bearbeitung
notwendig. Klicken Sie auf ,Next” (Weiter) (siche Abbildung 35).

MNew Run Wizard gl

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. Far help

oh an item, hover
wour moLse aver the
itern for kelp. Yiou
can alzo chick on a
cambo box to display

help about its
available seftings.

Edit Profile ..

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm 5 $

elow B30nm  BBAnm

Orange  585hm E10mm Edit Gair...

Red E28nm  BBOnm

Crimgon  B230nm  710hp Remaove
Reset Defaultz

-l -l

HFM 460nm  510nm
Skip'wizard | << Back = |} 1

Abbildung 35. Temperaturbearbeitungsfenster des Dialogfelds ,New Run Wizard”
(Assistent fir neuve Laufe) [1 = Schaltflache ,Next” (Weiter)]

|
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5. Uberpriifen Sie den Bereich unter ,Summary” (Zusammenfassung) und
klicken Sie auf ,Start Run” (Lauf starten), um die Laufdatei zu speichern
und den Lauf zu starten (sieche Abbildung 36).

New Run Wizard E|

Surmmary :

Setting | W alue |
Green Gain 3

rellow Gain 3

Auto-Gain Optimization Before First Acquizsition
Ratar 72 el Ratar

Sample Lapaut 1.2.3...
Feaction Yolume [in microliters] 25

e H-1

Once you've confirmed that your run settings are corect, click Start Run to Save Template
beqin the rin. Click Save Template to save settings for future rns.

SkipWizard | <<Back |

Abbildung 36. Zusammenfassungsfenster des Dialogfelds ,New Run Wizard” (Assistent fir
neue Laufe) [1 = Schaltfléche ,Start Run” (Lauf starten)]

6. Nach dem Start des Laufs wird ein neues Fenster aufgerufen. Hier kénnen
Sie entweder gleich die Probennamen eingeben oder auf ,Finish” (Fertig
stellen) klicken und diese zu einem spdteren Zeitpunkt eingeben, indem
Sie wahrend oder nach Abschluss des Laufs auf die Schaltfléche , Sample”
(Probe) klicken.

Wenn Sie auf ,Finish and Lock Samples” (Fertig stellen und Proben sperren)
klicken, konnen Sie die Probennamen nicht mehr bearbeiten. Gehen Sie
beim Eingeben der Probennamen besonders sorgfaltig vor, um einen
korrekten Testablauf und eine korrekte Analyse der Proben zu gewahrleisten.

Hinweis: Bei diesem Vorgang sollte fir leere Wells in der Spalte ,Name”
kein Eintrag vorgenommen werden.

7. Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs wie unter , Analyse der
Daten aus der Probenbestimmung” auf Seite 80 oder , Analyse der Daten
aus dem BRAF-Mutationsnachweis” auf Seite 81 beschrieben.

8. Falls Quantifizierungsberichte erforderlich sind, klicken Sie in der
Symbolleiste der Rotor-Gene Q Laufdatei auf das Berichtssymbol.
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9. Klicken Sie in der Berichtansicht unter ,Report Categories” (Berichts-

kategorien) auf ,Cycling A. Green (Page 1)” (Zyklus A. Griin [Seite 1])
(siehe Abbildung 37).

— Report Categories : — Templates :
!I
. P 'S OTV Report
1- - - Cucling A Green [Page 1

- Cyeling A vellow [Page 1)

Abbildung 37. Berichtansicht [1 = Schaltflache ,Cycling A. Green (Page 1) (Zyklus A.
Grin [Seite 1])]

10. Wahlen Sie unter , Templates” die Option ,Quantitation (Full Report)”
(Quantifizierung [Vollstandiger Bericht]) (siche Abbildung 38).

— . lL—

— Repoart Categories : — Templates :

- [General]

B Quantitation

Cycling & Green [Page 1]
‘.. Cycling & Vellow [Page 1)

Quantitation (Concise)

antitation (Full Report)

Quantitation (Standard Report)

Shiow I Cancel

Abbildung 38. Vollstandiger Quantifizierungsbericht (1)

11. Klicken Sie auf ,Show” (Anzeigen), um den Bericht zu erstellen.

12. Klicken Sie auf ,Save As” (Speichern unter), um den Bericht als Datei
zu speichern.

13. Wiederholen Sie diese Schritte fir ,Cycling A. Yellow (Page 1)”
(Zyklus A. Gelb [Seite 1]).
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Interpretation der Ergebnisse (manuell)

Analysieren Sie die Daten nach Abschluss der Probenbestimmung oder der
Mutationsanalyse gemaf3 dem folgenden Verfahren.

Einstellungen fir die Analyse in der Software

1. Offnen Sie Gber die Rotor-Gene Q Software 2.3 die entsprechende Datei.

2. Falls Sie vor dem Lauf noch keine Probennamen eingegeben haben, klicken
Sie auf ,Edit Samples” (Proben bearbeiten).

3. Geben Sie die Namen der Proben in die Spalte ,Name” ein.
Hinweis: Fir leere Wells sollte kein Name eingetragen werden.

4. Klicken Sie auf ,Analysis” (Analyse). Klicken Sie auf der Analysenseite auf
»Cycling A. Yellow” (Zyklus A. Gelb), um den gelben Kanal anzuzeigen.

5. Klicken Sie auf ,Named On” (Mit Benennung).

Hinweis: So wird sichergestellt, dass leere Wells in der Analyse nicht
bericksichtigt werden.

Wahlen Sie ,,Dynamic tube” (Dynamisches Réhrchen).
Wahlen Sie ,Slope correct” (Steigungskorrektur).
Wabhlen Sie ,Linear scale” (Linearer Bereich).

0 ®NO

Wabhlen Sie ,Take off Adj.” (Ausgangspunkt anpassen) und geben Sie im
oberen Feld (,,If take off point was calculated before cycle” [Wenn Aus-
gangspunkt vor Zyklus berechnet wurde]) den Wert ,15.01” und in das
untere Feld (,then use the following cycle and take off point” [dann
folgenden Zyklus und Ausgangspunkt verwenden]) den Wert ,20.01” ein.

10. Setzen Sie den Schwellenwert auf ,0.05”.

11. Setzen Sie den Wert fir ,Eliminate Cycles before” (Zyklen 16schen vor)
auf 15.

12. Uberpriifen Sie die C-Werte fiir den gelben Kanal.

13. Klicken Sie auf der Analysenseite auf ,Cycling A. Green” (Zyklus A. Griin),
um den grinen Kanal anzuzeigen.

14. Wahlen Sie ,Named On” (Mit Benennung).

15. Wahlen Sie ,Dynamic tube” (Dynamisches Réhrchen).
16. Wahlen Sie ,Slope correct” (Steigungskorrektur).

17. Wahlen Sie ,Linear scale” (Linearer Bereich).
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18. Wahlen Sie ,TOA” (Ausgangspunkt anpassen) und geben Sie im oberen Feld
(,If take off point was calculated before cycle” [Wenn Ausgangspunkt vor
Zyklus berechnet wurde]) den Wert ,,15.01” und in das untere Feld (,then
use the following cycle and take off point” [dann folgenden Zyklus und
Ausgangspunkt verwenden]) den Wert ,20.01“ ein.

19. Setzen Sie den Schwellenwert auf ,0.15”.

20. Setzen Sie den Wert fir ,Eliminate Cycles before” (Zyklen 16schen vor)
auf 15.

21. Uberpriifen Sie die C-Werte fir den griinen Kanal.

Analyse der Daten aus der Probenbestimmung

Analyse der Laufkontrollen
Wenn der Lauf abgeschlossen ist, analysieren Sie die Daten wie folgt.

B Negativkontrolle: Um eine Template-Kontamination auszuschlief3en, darf
der Cr-Wert der Nicht-Template-Kontrolle im grinen (FAM-)Kanal nicht
unter 40 liegen. Um sicherzustellen, dass der Lauf korrekt konfiguriert
wurde, muss die Nicht-Template-Kontrolle im gelben (HEX-)Kanal eine
Amplifikation im Bereich von 32,53 bis 38,16 aufweisen. Die beiden
angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den zulassigen
Werten.

W Positivkontrolle: Die BRAF-Positivkontrolle (PC) muss im grinen Kanal (FAM)
einen Kontrollassay-Cr-Wert zwischen 30,37 und 36,38 ergeben. Die
beiden angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den
zulassigen Werten. Ein Wert auBerhalb dieses Bereichs zeigt einen Fehler
bei der Assaykonfiguration an; der Lauf wird daher als fehlgeschlagen
gewertet.

Die Probendaten diirfen nicht verwendet werden, wenn eine dieser beiden
Laufkontrollen fehlgeschlagen ist.

Wenn beide Laufkontrollen giltig sind, muss der C-Wert jeder Probe im grinen
Kanal im Bereich von 21,95 bis 32,00 liegen. Wenn die Probe auBBerhalb
dieses Bereichs liegt, gehen Sie wie folgt vor:
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Probenanalyse — Kontrollassay

B Cr-Wert des Proben-Kontrollassays < 21,95: Proben mit einem Kontroll-Cr
von < 21,95 mussen verdinnt werden, da diese das untere Ende des
validierten Assaybereichs darstellen. Damit die verschiedenen Mutationen
schon in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden kénnen, missen
Ubermafig hoch konzentrierte Proben so verdinnt werden, dass sie im
oben angegebenen Bereich liegen. Als Faustregel hierbei gilt, dass eine
Verdinnung um die Halfte den Cr-Wert um 1 erhéht. Wenn die Probe nahe
am Wert 21,95 liegt, wird eine Verdinnung empfohlen, um sicherzustellen,
dass beim Probenlauf (dem Nachweis der BRAF-Mutation) ein Ergebnis
erhalten wird. Die Proben sind mit dem im Kit enthaltenen Wasser zu
verdinnen (Wasser zur Verdinnung [Dil ]).

B Gr-Wert des Proben-Kontrollassays > 32,00: Es wird eine erneute Extraktion
der Probe empfohlen, da eine unzureichende Menge DNA-Starttemplate
vorhanden ist, um alle Mutationen an den fir den Assay angegebenen
Cut-off-Werten nachzuweisen.

Analyse der Daten aus dem BRAF-Mutationsnachweis

Analyse der Laufkontrollen

Weitere Informationen hierzu finden Sie im Flussdiagramm ,Analyse der Lauf-
kontrollen” in Abbildung 39.

B Negativkontrolle: Um eine Template-Kontamination auszuschlieflen, darf
der C-Wert der Nicht-Template-Kontrolle im grinen (FAM-)Kanal nicht
unter 40 liegen. Um sicherzustellen, dass der Lauf korrekt konfiguriert
wurde, muss die Nicht-Template-Kontrolle im gelben (HEX-)Kanal eine
Amplifikation im Bereich von 32,53 bis 38,16 aufweisen. Die beiden
angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den zulassigen
Werten.

B Positivkontrolle: Die BRAF-Positivkontrolle (PC) muss in jedem der BRAF-
Assays im grinen Kanal einen Cr-Wert gemaf3 Tabelle 14 ergeben. Die
beiden angegebenen Grenzwerte des Bereichs gehdren noch zu den
zulassigen Werten. Ein Wert auBBerhalb dieses Bereichs zeigt einen Fehler
bei der Assaykonfiguration an; der Lauf wird daher als fehlgeschlagen
gewertet.

Hinweis: Die Probendaten dirfen nicht verwendet werden, wenn eine dieser
beiden Laufkontrollen fehlgeschlagen ist.
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Tabelle 14. Zulassiger Cr-Bereich fir Reaktionskontrollen

Reaktionsgemisch Probe Kanal Cr-Bereich

Kontrolle PC Grin 30,37-36,38
V600E/Ec PC Grin 29,62-35,73
V600D PC Grin 29,75-35,79
V600K PC Grin 29,32-35,32
V600R PC Griin 29,41-35,41
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Cr-Wert flr
Griin der
Negativ-
kontrolle

Ist der Cy fiir Griin
<407

a—p Lauf fehlg.

Lauf fehlg./
Interne Kontrolle unguiltig

Nein T

Ja

\ 4

Ist der Cr fiir
Gelb der internen
ontrolle < 32,537

Liegt der C+

fiir Gelb im Bereich Nein—p»
32,53 biSV

Ist der Cr filr
Gelb der internen
ontrolle > 38,167

Ja
Ja
Lauf fehlg./Negative
Amplifikation fiir Gelb
v (Interne Kontrolle)

Negativkontrolle OK

Mit Probenanalyse fortfahren.

Cr-Wert flr
Griin der
Positiv-
kontrolle

Liegt der Cr
fir Griin im Bereich
30,37 bis 36,387

Lauf fehlg.

Ja

Liegt der
VB00E/Ec-Cr fiir Griin
im Bereich 29,62
bis 35,737

Lauf fehlg.

Ja

Liegt der
V600D-Cr fur Griin
im Bereich 29,75

Lauf fehlg.

bis 35,797

Ja

Liegt der
V600K-C+ fur Griin
im Bereich 29,32

bis 35,327

Lauf fehlg.

Ja

Liegt der
VB00R-Cr fir Griin
im Bereich 29,41

bis 35,417

Lauf fehlg.

Ja

y

Positivkontrolle OK

Abbildung 39. Flussdiagramm zur Analyse der Laufkontrollen.
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Probenanalyse - Ci-Wert fir Griin der Probenkontrolle

Weitere Informationen hierzu finden Sie im Flussdiagramm , Probenanalyse” in
9 " Y

Abbildung 40.

Wenn beide Laufkontrollen fir den Kontrollassay giltig sind, muss der Cr-Wert
jeder Probenkontrolle im grinen Kanal im Bereich von 21,95 bis 32,00 liegen.

Wenn die Probe auflerhalb dieses Bereichs liegt, gehen Sie wie folgt vor:

B Cr-Wert des Proben-Kontrollassays < 21,95: Proben mit einem Kontroll-Cr
von < 21,95 missen verdinnt werden, da sie die Mutationsassays sonst
Uberlasten wirden. Damit die verschiedenen Mutationen schon in geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden kénnen, missen GbermaBig hoch
konzentrierte Proben so verdinnt werden, dass sie im oben angegebenen
Bereich liegen. Als Faustregel hierbei gilt, dass eine Verdinnung um die
Halfte den Cr-Wert um 1 erhoht. Die Proben sind mit dem im Kit enthal-
tenen Wasser zu verdinnen (Wasser zur Verdinnung [Dil.]).

B Ci-Wert des Proben-Kontrollassays > 32,00: Es wird eine erneute Extraktion
der Probe empfohlen, da eine unzureichende Menge DNA-Starttemplate
vorhanden ist, um alle Mutationen an den fir den Assay angegebenen
Cut-off-Werten nachzuweisen.

Probenanalyse - Ci-Wert fir Gelb der internen Kontrollmutationsassays der
Probe

Weitere Informationen hierzu finden Sie im Flussdiagramm ,Probenanalyse” in

Abbildung 40.

Es mussen alle Wells jeder Probe analysiert werden. Stellen Sie sicher, dass for
jeden Well im gelben Kanal ein HEX-Signal von der internen Kontrolle vorliegt.
Es gibt 3 verschiedene Maglichkeiten:

B Wenn der Cr-Wert der internen Kontrolle im zulassigen Bereich (32,53
bis 38,16) liegt, ist die Amplifikation fir Gelb positiv und giltig.

B Wenn der C+-Wert der internen Kontrolle Gber dem zulassigen Bereich
(> 38,16) liegt, ist die Amplifikation fir Gelb negativ. Liegt im grinen
Kanal fir dieses Rohrchen eine Amplifikation vor, ist die Amplifikation fir
Gelb giltig. Liegt im grinen Kanal fir dieses Rohrchen keine Amplifikation
vor, ist die Amplifikation fir Gelb ungltig.

B Wenn der C+-Wert der internen Kontrolle unter dem zul@ssigen Bereich
(< 32,53) liegt, ist das Rohrchen ungiiltig.

Wenn das Fehlschlagen der internen Kontrollreaktion auf eine PCR-Hemmung
zuriickzufihren ist, kann der Effekt der Inhibitoren u. U. durch Verdiinnen der
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Probe verringert werden; allerdings ist zu beachten, dass dadurch auch die
Ziel-DNA verdinnt wird. In dem Kit ist ein Réhrchen mit Wasser zur Proben-
verdinnung (Dil.) enthalten.

Cr-Werte
fidr Griin der
Probenkontrolle

Cr-Werte fiir Gelb
der internen
Kontrollmutations-
assays der Probe

Cr-Werte
fir Griin der
Probenmutations-
assays

Liegt der Cr fir Griin
des Kontrollassays im Bereich
21,95 bis 32,007

v

Ja

Ist der Cr fiir Gelb
in einem der Assays < 32,537

\ 4

Nein

Ist der C+ fiir Gelb
in einem der Assays > 38,167

Nein

Liegt der Cr fur Grin
jeder Mutation im Bereich
15,00 bis 40,007

A\ 4

Ja

v

Positive Amplifikation fir Grin
fir Réhrchen.

A 4

ACr-Werte fiir jede Mutation
berechnen. ACt = Mutations-Ct
— Kontroll-C+

A 4

ACt-Werte fiir jede Mutation
mit den Cut-off-Werten
vergleichen. Siehe Tabelle 6.

Liegt ein ACr-Wert
im angegebenen ACr-Bereich
fir den Assay (positive
Amplifikation)?

Ja

4

BRAF-Mutation fiir Mutationsassay
nachgewiesen. Eine Ubersicht der Ergebnisse
fiir den Mutationsstatus finden Sie in Tabelle 7.

Abbildung 40. Flussdiagramm der Probenanalyse.

Probe ungiiltig.
Weitere Informationen

im Handbuch ab Seite 82.

Réhrchen ungliltig.
Ergebnis des Rohrchens
nicht verwenden.

Negative Amplifikation
fiir Gelb fiir Réhrchen.
Weitere Informationen

im Handbuch ab Seite 82.

Negative Amplifikation
fir Grin fir Réhrchen.

Siehe Handbuch Seite 84.
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Probenanalyse - Cr-Wert fir Griin der Probenmutationsassays

Die Werte des grinen Kanals aller 4 Reaktionsgemische sind mit den in
Tabelle 15 aufgefihrten Werten zu vergleichen.

Tabelle 15. Zulassige Werte fir Probenmutationsreaktionen (griiner Kanal)*

Assay Zulassiger Cr-Bereich ACr-Bereich
V600E/Ec 15,00-40,00 <7,0
V600D 15,00-40,00 <6,9
V600K 15,00-40,00 <6,0
V60O0R 15,00-40,00 <70

* Die Grenzwerte der angegebenen Bereiche gehéren noch zu den zuldssigen Werten.

B Wenn der C+-Wert fir Griin im angegebenen Bereich liegt, ist die FAM-
Amplifikation positiv.

B Wenn der C+-Wert fir Griin Gber dem angegebenen Bereich liegt oder
keine Amplifikation stattfindet, ist die Amplifikation fir Grin negativ.

Berechnen Sie fur jedes Mutationsrdhrchen mit einer positiven FAM-Amplifi-
kation wie folgt den ACr-Wert und achten Sie darauf, dass die Mutations- und
Kontroll-Cr-Werte von derselben Probe stammen.

ACt = Mutations-Cr — Kontroll-Ct

Vergleichen Sie den ACr-Wert der Probe mit dem Cut-off-Wert des jeweiligen
Assays (siehe Tabelle 15) und achten Sie darauf, dass fir jeden Assay der
korrekte Cut-off-Wert verwendet wird.

Ist der Cut-off-Wert Gberschritten, so kénnte ein positives Signal auch nur ein
Hintergrundsignal des ARMS-Primers bei Wildtyp-DNA sein. Liegt der ACr-Wert
der Probe iGber dem Cut-off-Wert, so wird sie als negativ oder auBBerhalb der
Nachweisgrenze des Kits eingestuft.

Alle Mutationsreaktionen werden fir jede Probe nach den folgenden Kriterien
mit dem Status ,Mutation nachgewiesen”, ,Mutation nicht nachgewiesen” oder
,Unglltig” bewertet.
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B Mutation nachgewiesen:

Amplifikation fur Grin ist positiv und der ACr-Wert ist kleiner oder gleich
dem Cut-off-Wert. Werden mehrere Mutationen nachgewiesen, ist der
Mutationsstatus gemaf Tabelle 16 zuzuordnen.

B Mutation nicht nachgewiesen:

Die Amplifikation fir Grin ist positiv und der ACr-Wert ist gréfier als
der Cutoff-Wert.

Die Amplifikation fir Grin ist negativ und die Amplifikation fir Gelb
(interne Kontrolle) ist positiv.

B Ungiltig:
Die Amplifikation fir Gelb (interne Kontrolle) ist ungltig.

Die Amplifikation fir Grin ist negativ und die Amplifikation fir Gelb
ist negativ.

Weitere Erlauterungen im Flussdiagramm (siehe Abbildung 40). Wenn die
Amplifikation fir Gelb einer Probe in einem Réhrchen negativ ist, die Amplifi-
kation fir Grin in einem anderen Réhrchen aber positiv ist, kann das Ergebnis
+Mutation nachgewiesen” in dem anderen Réhrchen zwar als giltig betrachtet
werden, die jeweils erkannte Mutation kann jedoch u. U. nicht auf zuverlassige
Weise zugeordnet werden.

Wenn die Amplifikation fir Gelb einer Probe negativ und die Amplifikation
fir Grin in demselben Rdhrchen positiv ist, ist das Ergebnis ,Mutation nach-
gewiesen” als giltig zu betrachten.

Wenn das Ergebnis fir den gelben Kanal (interne Kontrolle) eines Réhrchens
ungiltig ist, darf das Ergebnis dieses Rahrchens nicht verwendet werden.

Probenanalyse - Mutationsstatus der Probe zuweisen

Nach der Auswertung aller Mutationsreaktionsréhrchen wird der Mutationsstatus
der Probe wie folgt bestimmt.

B Mutation nachgewiesen: Mindestens eine der 4 Mutationsreaktionen ist
positiv. Werden mehrere Mutationen nachgewiesen, ist der Mutationsstatus
gemaB Tabelle 16 anzugeben (siehe ndchste Seite).

B Mutation nicht nachgewiesen: Alle 4 Mutationsreaktionen sind negativ.

B Ungiltig: Keine der Mutationsreaktionen ist positiv und mindestens eine
Mutationsreaktion ist ungiltig.

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch 06/2016 87



Tabelle 16. Ergebnis fir den Mutationsstatus der Probe

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutationsstatus
V600E- oder V60OOEc-

Positiv Negativ ~ Negativ.  Negativ Sositiv

Positiv Negativ  Positiv Negativ VéQQEC_ ok HDOIS
positiv

Positiv Positiv Negativ ~ Negativ.  V600D-positiv

Negativ Positiv Negativ  Negativ ~ V600D-positiv
Negativ Negativ  Positiv Negativ.  V600K-positiv
Negativ Negativ  Negativ  Positiv V600R-positiv

Hinweis: Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit ist fir den Nachweis von
Mutationen im BRAF-Gen einer DNA-Probe vorgesehen. Wenn eine Probe als
,BRAF-Mutation nachgewiesen” eingestuft wird, ist nur eine bestimmte Mutation
anzugeben. Werden mehrere Mutationen nachgewiesen, ist der Mutationsstatus
gemaf3 Tabelle 16 anzugeben.

Zwischen den Mutationsreaktionen kann eine gewisse Kreuzreaktivitat auftreten.
Wenn beispielsweise eine V60OD-Mutation vorliegt, kann auch das Ergebnis
des V60OE/Ec-Assays positiv ausfallen; wenn eine V60OK-Mutation vorliegt,
kann auch das Ergebnis des VOOOE/Ec-Assays positiv ausfallen; und wenn eine
komplexe Mutation von V60OE vorliegt, kann auch das Ergebnis des V60OK-
Assays positiv ausfallen. Der Mutationsstatus kann jedoch anhand von

Tabelle 16 differenziert werden.

Die Kreuzreaktivitat ist auf den ARMS-Primer zuriickzufihren, der andere
Mutationen einer dhnlichen Sequenz erkennt. Wenn bei einem zweiten
Mutationsassay ein positives Ergebnis auftritt, handelt es sich dabei
wahrscheinlich um eine Kreuzreaktivitat. In seltenen Fallen wurden auch
Doppelmutanten festgestellt.

Daher kdnnen in seltenen Fallen Kombinationen positiver Ergebnisse auftreten,
die in Tabelle 16 nicht aufgefihrt sind. Die Probe kann aber dennoch als
,BRAF-Mutation nachgewiesen” eingestuft werden. Aufgrund von Kreuz-
reaktivitat kann jedoch eine spezifische Mutation nicht abgegrenzt werden.
Die Probe sollte daher nur als ,BRAF-Mutation nachgewiesen” eingestuft
werden.
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Wenn mindestens eine der Mutationsreaktionen ungiltig, mindestens eine aber
positiv ist, kann die Probe noch als ,BRAF-Mutation nachgewiesen” eingestuft
werden, da eine Mutation vorhanden ist. Die angegebene spezifische Mutation
ist u. U. jedoch nicht korrekt und kann auf eine Kreuzreaktivitat zurickgehen.

Die Probe sollte daher nur als ,BRAF-Mutation nachgewiesen” eingestuft
werden.
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Anhang lI: Installation der therascreen BRAF Assay
Package Software

Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit ist fir den Gebrauch mit dem Rotor-Gene Q
MDx mit einem 72-Well-Rotor bestimmt. Das therascreen BRAF Assay Package
steht auf der entsprechenden therascreen BRAF RGQ PCR Kit Produkt-Website
unter www.giagen.com zum Herunterladen bereit. Die Download-Informationen
finden Sie im Bereich ,Product Resources” (Produktressourcen) auf der Register-

karte ,Supplementary Protocols” (Zusatzprotokolle). Die Assay Packages kdnnen
auch auf CD bestellt werden (QIAGEN, Katalog-Nr. 9023820).

Das Assay Package enthdlt die Vorlagen , therascreen BRAF CE Sample
Assessment Locked Template” und ,therascreen BRAF CE Mutation Analysis
Locked Template”.

Hinweis: Die therascreen BRAF Assay Package Software wird nur von der Rotor-
Gene Q Software Version 2.3 unterstitzt. Stellen Sie vor der Installation der
therascreen BRAF Assay Package Software sicher, dass die richtige Version der
Rotor-Gene Q Software installiert ist. Wenn |hr Rotor-Gene Q MDx Instrument
mit einer friheren Softwareversion ausgeliefert wurde, kdnnen Sie ein einfaches
Upgrade durchfihren, indem Sie die Softwareversion 2.3 von der Rotor-Gene Q
MDx Produktseite unter www.giagen.com herunterladen. Die neue Software
finden Sie im Bereich ,Product Resources” (Produktressourcen) auf der Register-
karte ,Operating Software” (Betriebssoftware).

Vorgehensweise (Download)

1. Laden Sie das therascreen BRAF Assay Package CE von der entsprechenden
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Produki-Website unter www.qiagen.com
herunter.

2. Offnen Sie die heruntergeladene zip-Datei durch Doppelklicken und
extrahieren Sie die darin enthaltende Datei.

3. Starten Sie die Installation, indem Sie auf die extrahierte Datei
therascreen_BRAF_Assay Package 3.1.1.exe doppelklicken.

Vorgehensweise (CD)
1. Bestellen Sie die therascreen BRAF RGQ Assay Package CE CD (QIAGEN,
Katalog-Nr. 9023820) separat bei QIAGEN.

2. Legen Sie die CD in das CD-Laufwerk des Notebooks ein, das an das
Rotor-Gene Q Instrument angeschlossen ist.
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3. Starten Sie die Installation, indem Sie auf die Datei
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe doppelklicken. Wenn der CD-
Inhalt nicht automatisch angezeigt wird, missen Sie erst im Dateiexplorer
auf dem angeschlossenen Laptop zu dieser ausfihrbaren Datei navigieren.

4. Der Einrichtungsassistent wird angezeigt. Klicken Sie auf ,Next” (Weiter),
um fortzufahren (sieche Abbildung 41).

15! Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package (2= li_'?-l

Welcome to the Rotor-Gene
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

This will install RotorGene ( therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 0n your computer.

k is recommended that you close all other applications before
continuing

Click Neat to continue, or Cancel to et Setup

mrm R

e

Abbildung 41. Das Dialogfeld ,Setup” (Konfiguration) [1 = Schalifléche ,Next” (Weiter)]
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5. Lesen Sie im Dialogfeld ,License Agreement” (Lizenzvereinbarung) die
Lizenzvereinbarung und akzeptieren Sie die Vereinbarung, indem Sie das
Optionsfeld ,| accept the agreement” (Ich stimme der Vereinbarung zu)

aktivieren. Klicken Sie auf ,,Next” (Weiter), um fortzufahren (siche
Abbildung 42).

i8] Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package I_ il

License Agreement
Please read the folowing important information befone continuing

Please read the folowing License Agreement. You must accept the tems of this

Licance Agreement -

1. In the following "Cliagen” refers to Giagen GmbH and its affiiated companies and
“Software" means the programs and data supplied on this physical medium {eg. CD-
ROM) or over the Intemet with these condiions. [ you are unsure of ary aspect of
[this agresment or have ary questions they should be emaded to

support @giagen.com ) The Software and any accompanying documentation have

been developed entinely at private expense. They are delivered and licensed as

"commercial computer software”

2

| <Back ]Ihlmd:llﬂancd

e

Abbildung 42. Das Dialogfeld , License Agreement” (Lizenzvereinbarung) [1 = Schaltfléche
+Accept” (Annehmen), 2 = Schaltflache ,Next” (Weiter)]
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6. Die Vorlageneinrichtung wird automatisch gestartet und bei Abschluss wird
das Dialogfeld ,Setup” (Einrichtung) angezeigt. Klicken Sie auf ,Finish”
(Fertig stellen), um den Einrichtungsassistenten zu schlieBen (siehe

Abbildung 43).

Completing the Rotor-Gene ()
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

Sefup has finished instaling Rotor-Gene G therascreen BRAF
CE Assay Package on your compiter. The appkeation may be
launched by selecting the installed icons

Clhick: Finishito ext Setup

§5 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = = __|

|
e

1

Abbildung 43. SchlieBen des Einrichtungsassistenten [1 = Schaltfléche ,Finish” (Fertig stellen)]

7. Starten Sie den Computer neu. Es werden automatisch Verknipfungen zu
den Vorlagen ,therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template”
und ,therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template” erstellt und

auf dem Desktop angezeigt.

Kontakt

Technische Hinweise und zusdtzliche niitzliche Informationen finden Sie in

unserem Technischen Support-Center unter www.giagen.com/Support.

Telefonisch erreichen Sie uns unter der Rufnummer 00800-22-44-6000. Dariber
hinaus ist lhnen das Team vom Technischen Service gerne behilflich, falls Sie Rat

oder weitere Informationen zu QIAGEN Produkten benétigen (Kontakt-
informationen siehe hintere Umschlagseite oder unter www.giagen.com).
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
therascreen BRAF Fur 24 Reaktionen: Kontrollassay, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 Mutationsassays, Positivkontrolle, Tag-

DNA-Polymerase, Wasser als NTC und

Woasser zur Probenverdiinnung
Rotor-Gene Q und anderes Zubehor
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR-Thermocycler und 9002032
5plex HRM Platform Analyzer fir hochauflésende Schmelz-

kurvenanalyse mit 5 Kandlen (grin,

gelb, orange, rot, purpurrot) plus HRM-

Kanal, Laptop-Computer, Software,

Zubehor, 1 Jahr Garantie auf Ersatzteile

und Arbeitsleistung; Installation und

Schulung nicht eingeschlossen
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR-Thermocycler und 9002033
5plex HRM System Analyzer fir hochauflésende Schmelz-

kurvenanalyse mit 5 Kandlen (grin,

gelb, orange, rot, purpurrot) plus HRM-

Kanal, Laptop-Computer, Software,

Zubehor, 1 Jahr Garantie auf Ersatzteile

und Arbeitsleistung, Installation und

Schulung
therascreen BRAF CD mit den Vorlagen ,therascreen BRAF 9023820
Assay Package CD CE Sample Assessment Locked

Template” und ,therascreen BRAF CE

Mutation Analysis Locked Template”
Loading Block Aluminium-Ladeblock fir die manuelle 9018901
72 x 0.1 ml Tubes Reaktionseinrichtung mit einer

Einkanalpipette in 72 x 0,1-m|-Réhrchen
Strip Tubes and Caps, 250 Streifen mit jeweils 4 Réhrchen und 981103
0.1 ml (250) Deckeln fir 1.000 Reaktionen
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 Streifen mit jeweils 981106

0.1 ml (2500) 4 Réhrchen und Deckeln fir
10.000 Reaktionen
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — zur Aufreinigung genomischer
DNA aus in Paraffin eingebettetem Gewebe

QlAamp DNA FFPE Fir 50 DNA-Préparationen: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®-Saulen, Proteinase K, Puffer,
Probensammelréhrchen (2 ml)

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Haftungsausschlisse finden
Sie im jeweiligen QIAGEN Kit- oder Benutzerhandbuch. QIAGEN Kit- und
Gerate-Handbicher stehen unter www.giagen.com zur Verfigung oder kénnen
vom Technischen Service von QIAGEN oder Ihrem Handler vor Ort angefordert

werden.
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen.
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Markennamen: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-Gruppe); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Nicht zur Verwendung zur Bestimmung des Endometrioserisikos bestimmt.
Eingeschrénkte Nutzungsvereinbarung
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des therascreen BRAF RGQ PCR Kits die folgenden Bedingungen an:

1. Der therascreen BRAF RGQ PCR Kit darf nur geméf3 den Angaben im therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch und nur mit den Komponenten,
die im Kit mitgeliefert werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Kits
gehdrenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zu den Kits gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der im
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbuch und in zusétzlichen, unter www.qiagen.com verfiigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieser Kit und/oder die mit
diesem Kit durchgefiihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieser Kit und die zugehdrigen Komponenten sind fiir die einmalige Verwendung lizenziert und diirfen nicht wiederverwendet,
wiederaufgearbeitet oder weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich erklérten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kaufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu
unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrankten
Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebiihren,
zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte
im Zusammenhang mit dem Kit und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen unter www.giagen.com nachgelesen werden.
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