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QIAGEN provitagnings- och analysmetoder

QIAGEN ér den ledande tillverkaren av innovativa provtagnings- och analys-
metoder som m&jliggér isolering och detektion av innehdllet i alla typer av
biologiska prover. Véra avancerade, hégkvalitativa produkter och tjanster
sakerstaller framgang fran prov till resultat.

QIAGEN sdtter standarden for:

B Rening av DNA, RNA och proteiner

B Nukleinsyra- och proteinanalyser

B mikroRNAforskning och RNAI

B Automatisering av provtagnings- och analysmetoder

Vi stravar efter att gora det mojligt for dig att né stor framgdng med din
verksamhet. Besdk oss gdrna pd www.giagen.com.
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Avsedd anvéndning

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet @r ett in vitro-diagnostiskt test for detektion av
fem somatiska mutationer i BRAF-genen och ger en kvalitativ bedémning av
mutationsstatusen. DNA extraheras frén formalinfixerad och paraffininbéddad
(FFPE) tumdrvavnad och testas med realtids-PCR-teknik (polymerase chain
reaction) pd Rotor-Gene Q MDx-instrument. therascreen BRAF RGQ PCR-kitet &r
avsett att anvandas som hjalp fér lakare for att identifiera cancerpatienter som
kan vara lampade fér BRAF-inriktad behandling, till exempel med vemurafenib.

Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-ID*

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

* COSMICHD har hamtats frén databasen Catalogue of Somatic Mutations in Cancer:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

Sammanfattning och forklaring

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet ar ett kit fardigt fér anvandning fér detektion
av fem somatiska mutationer i BRAF-genen med realtids-PCR-teknik (polymerase
chain reaction) (RT PCR) pé& instrumentet Rotor-Gene Q MDx.

Med teknikerna ARMS® (Amplification Refractory Mutation System) och
Scorpions® kan therascreen BRAF RGQ PCR-kitet moijliggéra detektion av
féljande mutationer i kodon 600 i BRAF-onkogenen mot en bakgrund av
vildtyp-genomiskt DNA.

M V600E
B V600E komplex (V60OEC)
B V600D
B V600K
B V600R
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De metoder som anvénds ér mycket selektiva, och beroende pé den totala
mangden narvarande DNA kan en lég procentandel mutant detekteras i en
bakgrund av vildtyp-genomiskt DNA. Denna selektivitet och detektionsgréns
ar overlagsen annan teknik, t.ex. fargsekvensering.

Anvéandningsprinciper

| therascreen BRAF RGQ PCR-kitet anvands tva typer av teknik — ARMS och
Scorpions — for detektion av mutationer i realtids-PCR.

ARMS

Allel- eller mutationsspecifik amplifiering uppnés med hjalp av ARMS. Tag DNA
polymeras (Taq) ar effektivt nar det galler att skilja p& en matchning och en
felmatchning vid 3'-anden av en PCR-primer. Specifikt muterade sekvenser
amplifieras selektivt Gven i prover dar majoriteten av sekvenserna inte bar

p& mutationen. Nar primern ar helt matchad fortsatter amplifieringen med

full effekt. Nar 3'-basen inte matchar sker endast bakgrundsamplifiering pa

lag nivé.

Scorpions

Detektion av amplifiering utférs genom att anvénda Scorpions. Scorpions ar
bifunktionella molekyler med en PCR-primer som &r kovalent bunden till en
fluorescensmarkt prob. Fluoroforen i den har proben ar associerad med en
quencher, @ven den integrerad i proben, som minskar fluorescensen. Medan
PCR pégér nér proben binds till amplikon separeras fluoroforen och quenchern.
Detta leder till en matbar 6kning av fluorescens fran reaktionsréret.

Kitets format
Fem analyser ingdr i therascreen BRAF RGQ PCR-kitet.
B En kontrollanalys (kontrollreaktionsmix; CTRL)

B Fyra mutationsanalyser (mutantreaktionsmixar; V60OE/Ec, V600D, V600K,
V600R)

Analysen V60OE/Ec detekterar bédde mutationerna V60OE och V60OEc men

sarskiljer dem inte.

Samtliga reaktionsmixar ar dubbla och innehdller reagenser fér att detektera
md&l som ar markta med FAM™, och en internkontroll som ar markt med HEX™.
Den interna kontrollanalysen kontrollerar férekomsten av hémmare som kan
leda till att ett falskt negativt resultat uppstar.
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Analyser

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet bestér av en procedur i tva steg. | det forsta
steget utfors kontrollanalysen fér att bedéma den totala mangden amplifierbart
BRAF DNA i ett prov. | det andra steget utférs badde mutations- och kontroll-
analyser for att bestamma férekomst eller frénvaro av mutant-DNA.

Kontrollanalys

Kontrollanalysen, markt med FAM, anvands fér att bedéma den totala méngden
amplifierbart BRAF DNA i ett prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omréde
av exon 3 i BRAF-genen. Primrarna och Scorpions-proben har utformats for att
amplifiera oberoende av kdnda BRAF-polymorfismer.

Mutationsanalys

Varje mutationsanalys innehdller en FAM-markt Scorpions-prob och en ARMS-
primer for urskiljning mellan vildtyps-DNA och ett specifikt mutant-DNA.

Kontroller

Obs: Alla experimentkdrningar méste innehdlla positiva och negativa kontroller.

Positiv kontroll

Varije kérning méste innehdlla en positiv kontroll i rér 1-5. therascreen BRAF
RGQ PCR-kitet innehdller BRAF-positiv kontroll (PC) som ska anvandas som mall
i den positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten bedéms for att
garantera att kitet fungerar inom de angivna acceptanskriterierna.

Negativ kontroll

Varije kérning méste innehdlla en negativ kontroll (“kontroll utan mall”)

i rér 9-13. therascreen BRAF RGQ PCR-kitet innehdller vatten for NTC (NTC)
som ska anvandas som “mall” i kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall
anvands fér att bedéma potentiell kontaminering under kérningskonfigurationen
samt for att bedéma effekten hos den interna kontrollreaktionen.
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Bedémning av internkontrollreaktion

Varije reaktionsmix innehéller en internkontroll utdver mélreaktionen. Ett
misslyckande indikerar antingen férekomst av hammare som kan leda till ett
felaktigt resultat eller en felaktig hantering av det réret vid forberedelsen. Om
internkontrollen misslyckas pé& grund av PCR-hammare kan spadning av provet
minska effekten hos hémmarna, men det leder aven till spadning av mél-DNA.
Ett rér med vatten foér spadning av prov (Dil.) ingér i kitet. Spadning av prover
méste utféras med vattnet for spadning av prov (Dil.).

Provbedémning

Vi rekommenderar starkt att anvanda kontrollreaktionsmixen (CTRL) som
medfdljer therascreen BRAF RGQ PCR-kitet fér att bedéma den totala méngden
amplifierbart BRAF DNA i ett prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omrade
av exon 3 i BRAF-genen. Vi rekommenderar iordningstéllande av prover med
endast kontrollanalysen och att anvénda BRAF-positiv kontroll (PC) som en
positiv kontroll och vatten fér NTC (NTC) som kontroll utan mall.

Obs: DNA-bedémningar bér baseras p& PCR och kan variera i kvantifiering
beroende p& avlasningar av absorbans. Extra kontrollreaktionsmix (CTRL)
medfdljer fér bedémning av kvalitet och kvantitet av DNA i prover innan

analysen med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet.
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Material som medféljer

Kitets innehall

therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
Katalognr 870211
Antal reaktioner 24
Control Reaction Mix Rod

(kontrollreaktionsmix) TCTRL 2x 720yl
V600E/Ec Reaction Mix Lila 2 V600E /Ec 720 yl

(V60OE/Ec reaktionsmix)
V600D Reaction Mix

(V600D reaktionsmix) Orange 3 Vo00D 720yl
V600K Reaction Mix

(V6OOK reaktionsmix) iests A VeI 72U
V60O0R Reaction Mix .

(V6OOR reaktionsmix) Gron > V6OOR 720yl
BRAF Positive Control :

(BRAF-positiv kontroll) Bege i 250 pl
Tag DNA Polymerase :

(Tag DNA-polymeras) Mint Taq 2804l
Water for NTC .

(vatten for NTC) i AT 1,9 ml
Water f?r Sa.r'npl‘e Dilution Vit DIl 1 9ml
(vatten fér spadning av prov)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook (engelsk handbok) 1

Material som behdvs men inte medfoljer

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglasdgon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad
(SDS) som kan erhéllas av respektive tillverkare.
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Reagenser

B DNA-extraktionskit (se “Extraktion och beredning av DNA”, sidan 13)
B Xylen

B Etanol (96-100 %)*

Forbrukningsartiklar
B 1,5 mleller 2 ml mikrocentrifugrér (for lyseringssteg)

B 1,5 ml mikrocentrifugrér (for elueringssteg) (kan bestéllas frén Brinkmann
[Safe-Lock, kat.nr 022363204], Eppendorf [Safe-Lock,
kat.nr 0030 120.086] eller Sarstedt [Safety Cap, kat.nr 72.690])1

Sarskilda pipetter* (justerbara) fér provberedning
Sarskilda pipetter? (justerbara) for beredning av PCR-huvudmix
Sarskilda pipetter* (justerbara) for dosering av DNA-malll

Sterila pipettspetsar med filter (fér att undvika korskontaminering
rekommenderar vi pipettspetsar med aerosolbarridr)

Utrustning

B Termomixer, uppvarmd skakinkubator, varmeblock eller vattenbad som
klarar inkubation p& 90 °C*

Bankcentrifug* med rotor fér 2 ml-reaktionsror

Vortexblandare?

B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*# med fluorescenskanaler for Cycling
Green och Cycling Yellow (detektion av FAM respektive HEX|

B Programmet Rotor-Gene Q version 2.3 med BRAF Assay Package
(version 3.1.1) installerat for automatisk mutationsdetektion (se “Bilaga Il
Installation av therascreen BRAF Assay Package”, sidan 81)

Anvand inte denaturerad alkohol som innehdller andra substanser sdsom metanol eller

metyletylketon.
T Detta ar inte en fullstandig lista dver leverantorer.
* Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

§ | vissa lander kan instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med tillverkningsdatum maj 2011
eller senare anvandas. Tillverkningsdatumet kan utlasas fran serienumret pé& baksidan av
instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn” dar “mm” anger ménaden i tillverknings-
datumet med siffror, “yy” anger de tvé sista siffrorna i tillverkningséret och “nnn” &r en unik
identifieringskod for instrumentet.
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Obs: Programmet Rotor-Gene Q kan anvandas utan BRAF Assay Package
for manuell mutationsdetektion. Se “Bilaga I: Manuellt protokoll for
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet”, sidan 55

B 0.1 ml Strip Tubes and Caps (0,1 ml-remsor for rér med lock), for
anvéndning med rotor med 72 brunnar (QIAGEN, kat.nr 981103
eller 981106)

Sterila mikrocentrifugrér fér beredning av huvudmixar

B Lloading Block 72 x 0.1 ml Tubes (laddningsblock fér 72 x 0,1 ml-rr),
aluminiumblock fér manuellt iordningstallande av reaktioner med en

enkanals-pipett (QIAGEN, kat.nr 2018901)

Varningar och sakerhetsatgérder

For in vitro-diagnostisk anvandning

Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglasdgon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad
(SDS). De ar tillgangliga p& webben i behandigt PDF-format p& adressen
www.giagen.com/safety, dar du kan visa och skriva ut sékerhetsdatablad
for varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Allménna sdkerhetsatgérder
Anvandaren ska alltid lagga sarskild vikt vid féljande:

B Forvara och extrahera positivt material (prover och positiva kontroller)
separerat fran alla andra reagenser, och addera dem till reaktionsmixen
| eft separat utrymme.

B lakitag storsta forsiktighet for att forhindra att PCR kontamineras av
syntetiskt kontrollmaterial. Vi rekommenderar att separata, for andamalet
avsedda pipetter anvands for iordningstéllande av reaktionsmixar och
tillsats av DNA-mall. Beredning och férdelning av reaktionsmixar ska
utforas i ett omrade avskiljt frén omradet dar mall tillsatts. Rotor-Gene Q-rér
far inte dppnas efter att PCR-kdrningen har avslutats. Detta for att forhindra
laboratoriekontaminering frén produkter efter PCR-kdrningen.

B Reagenser till therascreen BRAF RGQ PCR-kitet har spétts ut optimalt. Vi
rekommenderar inte ytterligare spadning av reagenser dé det kan resultera
i forlorad prestanda. Vi rekommenderar inte anvandning av reaktions-
volymer mindre @n 25 pl d& det ékar risken for falskt negativa resultat.

Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016 11



B Alla reagenser i therascreen BRAF RGQ PCR-kitet har utformats sarskilt for
optimal effekt. Alla reagenser som medfdljer therascreen BRAF RGQ PCR-
kitet ar avsedda att anvandas enbart tillsammans med évriga reagenser
i samma therascreen BRAF RGQ PCR-kit. For att basta effekt ska kunna
garanteras far kitets reagenser inte bytas ut mot n&got annat reagens.

B Anvand endast det Tag DNA-polymeras (Tag) som medféljer i kitet. Byt inte
ut det mot Tag DNA-polymeras fran andra kit av samma typ eller annan
typ, och byt inte heller ut det mot Tag DNA-polymeras frén en annan
leverantor.

Forvaring och hantering av reagenser

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet levereras pd torris och méste vara fruset vid
ankomst. Om therascreen BRAF RGQ PCR-kitet inte ar fruset vid ankomst, om
den ytire férpackningen har 6ppnats under transporten eller om det saknas en
bipacksedel, handbok eller reagenser i leveransen ska du kontakta n&gon av
QIAGENS tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan
eller besok www.qgiagen.com).

therascreen BRAF RGQ PCRkitet ska vid mottagandet omedelbart férvaras i =15
till =30 °C i en frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus. Scorpions
(liksom alla fluorescensmarkta molekyler) méaste skyddas mot ljus for att undvika
fotoblekning och férsamrad effek.

Vid korrekt forvaring i originalférpackningen enligt rekommendationerna ar kitet
hallbart fram till det utgéngsdatum som anges pa etiketten. Undvik att tina och
frysa upprepade ganger. Overskrid inte 6 frys-upptiningscykler, vilket ar det
maximalt till&tna.

Forvaring och hantering av prover
Obs: Alla prover ska betraktas som potentiellt smittbarande material.

Provmaterialet maste vara manskligt, genomiskt DNA extraherat fran formalin-
fixerad och paraffininbéaddad (FFPE) vavnad. Proverna méste transporteras
enligt standardmdssig patologisk metod for att garantera provets kvalitet.

Tumérprover ar inte homogena och data frén ett tumdrprov kanske inte stammer
dverens med andra sektioner frén samma tumér. Tumdrprover kan Gven
innehdlla tumarfri vavnad. DNA frén tumérfri vavnad férvantas inte innehélla
mutationer som detekteras av therascreen BRAF RGQ PCR-kitet.
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Procedur

Extraktion och beredning av DNA

Testegenskaper for therascreen BRAF RGQ PCR-kitet togs fram med hjalp
av DNA som extraherats med QlAamp DNA FFPE Tissue-kitet (QIAGEN,

kat.nr 56404). Om du anvander QlAamp DNA FFPE Tissue-kitet utfér du
DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och observerar féljande:

B Samla FFPE-sektioner pd objektglas.

B Skrapa bort dverflédigt paraffin frén vavnadssektionerna med en ny, steril
skalpell.

B Skrapa ner vavnadssektionerna i mikrocentrifugrér med hjdlp av en ny
skalpell for varje prov som ska extraheras.

B Renat genomiskt DNA maéste elueras i 120-200 pl ATE-buffert (medféljer
i QlAamp DNA FFPE Tissue-kitet). Férvara renat genomiskt DNA i —15 till
-30 °C.

DNA-bedémningar ska baseras pé den kontrollreaktionsmix (CTRL) som

medfdljer therascreen BRAF RGQ PCR-kitet och kan variera i kvantifiering
beroende pd avldsningar av absorbans. Extra kontrollreaktionsmix (CTRL)
medféljer for bedémning av kvalitet och kvantitet av DNA i prover innan

analysen med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet.

Obs: For att sakerstdlla att det finns tillrackligt med DNA f6r analys rekommen-
derar vi att minst tvé FFPE-objekiglas forst extraheras tillsammans och analyseras
med kontrollanalysen. Om inte tillréckligt med DNA erhélls for PCR kan fler
objektglas extraheras och DNA poolas.

Obs: For att sakerstalla att det finns tillréckligt med DNA for analys méaste FFPE-
sektionerna vara minst 5 pm tjocka.

Alla analyser i therascreen BRAF RGQ PCR-kitet ger korta PCR-produkter.
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet fungerar emellertid inte p& mycket
fragmenterat DNA.
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Protokoll: Provbedémning

Det har protokollet ska anvandas vid bedémning av den totala mangden
amplifierbart DNA i prover med BRAF CE Sample Assessment Locked Template
(Assay Package) fér automatisk provanalys.

Obs: Information om manuell bedémning av prover finns i “Bilaga I: Manuellt
protokoll for therascreen BRAF RGQ PCR-kitet”, sidan 55.

Viktigt att tanka pa fére start

B Innan du startar proceduren ska du lasa “Allménna sdkerhetsétgarder”,
sidan 11.

B Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx innan du
startar protokollet. Se anvéndarhandboken till instrumentet.

B Vortexa inte Tag DNA-polymeras (Tag) eller négon mix som innehdller Taq
DNA-polymeras, eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

B Pipettera Tag DNA-polymeras (Taqg) genom att placera pipettspetsen precis
under ytan fér att undvika att spetsen tacks med dverflodigt enzym.

B Upp till 24 prover kan bedémas med tillganglig Control Reaction Mix
(kontrollreaktionsmix, CTRL).

Saker som ska géras fore start

B Kontrollera att programmet therascreen BRAF Assay Package ér installerat
innan instrumentet Rotor-Gene Q anvands férsta géngen (se “Bilaga Il:
Installation av therascreen BRAF Assay Package” pa sidan 81).

B Innan varje anvandning maste alla reagenser tinas i minst 1 timme i rums-
temperatur (15-25 °C), blandas genom att vanda 10 génger och centrifu-
geras en kort stund s& att innehdllet langst ned i réret samlas upp.

B Se till att Tag DNA-polymeras (Taq) héller rumstemperatur (15-25 °C)
innan varje anvandning. Centrifugera roret en kort stund fér att samla
upp enzymet i botten av réret.

Procedur

1. Tina kontrollreaktionsmix (CTRL), vatten for kontroll utan mall (NTC) och
positiv kontroll (PC) i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 1 timme. Nér
reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att vanda varje rér
10 ganger for att undvika lokala saltkoncentrationer och sedan centrifugera
en kort stund sa att innehallet léngst ned i réret samlas upp.
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2. Bered tillréickligt med huvudmixar (kontrollreaktionsmix [CTRL] plus Taq
DNA-polymeras [Taql) for DNA-proverna, en positiv kontrollreaktion och
en kontrollreaktion utan mall enligt volymerna som anges i tabell 2.
Inkludera reagenser for 1 extra prov for att ha tillréckligt dverskott for
PCR-konfigurationen.

Huvudmixen innehdller alla komponenter som kravs for PCR férutom provet.

Tabell 2. Beredning av huvudmix fér kontrollanalys*

Komponent Volym

Control Reaction Mix (kontrollreaktionsmix, CTRL) 19,5 pl x (n+1)*

Tag DNA-polymeras (Tag) 0,5 pl x (n+1)*

Total volym 20,0 pl/reaktion

* n = antal reaktioner (prover plus kontroller). Vid beredning av huvudmixen ska du

bereda tillrackligt fér 1 extra prov (n+1) for att ha tillrackligt dverskott fér PCR-
konfigurationen. Vardet n ska inte verstiga 26 (24 prover plus 2 kontroller).

3. Blanda huvudmixen noga genom att pipettera forsiktigt upp och ned
10 ganger. Placera det korrekta antalet rér i laddningsblocket enligt
layouten i bild 1. Tillsétt omedelbart 20 pl huvudmix i varje PCR-r6r.
Locken ligger kvar i sin plastbehdllare tills de behévs. Fér provbedémning
ska huvudmix fér kontrollanalys tillsattas i en positiv kontrollbrunn, en
negativ kontrollbrunn och en brunn fér varje prov.

Analys

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

Bild 1. Layout fér provbedémningsanalyser i laddningsblocket. Siffrorna markerar position
i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016
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Tillsét omedelbart 5 pl vatten for kontroll utan mall (NTC) i réret med
kontroll utan mall (PCR-rér nummer 2) och forslut roret. Tillsétt 5 pl av varje
prov i provréren (PCR-ror nummer 3-26) och forslut réren. Tillsétt 5 pl BRAF-
positiv kontroll (PC) i roret med positiv kontroll (PCR-rér nummer 1) och
forslut roret.

Markera rérens lock for att visa i vilken rikining réren ska laddas pé
instrumentet Rotor-Gene Q MDx.

Nar alla PCR-ror har férslutits ska du géra en visuell kontroll av provrdrens
fyllnadsniva for att sékerstélla att prov har tillsatts i alla ror.

Vénd alla PCR-ror (4 ganger) for att blanda prover och reaktionsmixar.
Placera PCR-réren i sina korrekta positioner i rotorn med 72 brunnar

(bild 1). Om rotorn inte &r fullbelagd méste alla tomma positioner pa
rotorn fyllas med ett forslutet, tomt rér.

Placera omedelbart rotorn med 72 brunnar i instrumentet Rotor-Gene Q
MDx. Se till att lasringen (tillbehor till instrumentet Rotor-Gene Q) &r
placerad léngst upp pa rotorn fér att sdkra roren under kérningen.

Starta programmet Rotor-Gene Q genom att dubbelklicka pé ikonen
"therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” pa skrivbordet
till den barbara dator som @r ansluten till instrumentet Rotor-Gene Q MDx

(se bild 2).
X

therascreen

BRAF CE
Sample
Assessment

Locked
Temnplate

Bild 2. Ikonen “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template”.
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10. Fliken ”Setup” [Konfiguration] visas som standard (bild 3). Kontrollera att
lasringen sitter fast ordentligt och markera kryssrutan “Locking Ring
Attached” [Lasring fast]. Stdng locket pa instrumentet Rotor-Gene Q.

T Rotor-Gene Q Serie SoRre VIRTUAL MODE - hercreen BRAF CF Sample Asesiment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anayi] = ]
Eie Help BEIE
Wiew g‘ g.:"
'I — Setup | B Progres 1 sy i
Thiz sciven dieplaps miscelanoous selu opbons for the run. Comglebe the Sekds snd clck Start Flun when pou are 1eady bo begin the n
Kt Hame: ;’lzqnﬁwim RGO Aot [ Locking Fing Aacksd
Template Version: 111 E%
Fun 1D [ Layout of the pipating adapier
et 5 el
Samgier
Saople Name: | B
T gl =
NTC
Control

g have be d, cick St I57 _iwhn |

Flotg fiene O Senes Sofwere 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cument User GLOBAL/ZimwmrB JAdmanit stors|

Bild 3. Fliken ”Setup” [Konfiguration] (1) och rutan “Locking Ring Attached” [Lasring fast] (2).

|
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11. Skriv in kérnings-ID i dialogrutan “Run ID” [Kérnings-ID] enligt din lokala
namnkonvention. Skriv in provhamnet i dialogrutan “Sample Name”
[Provnamn] enligt din lokala namnkonvention och tryck pa returtangenten.
Da ldggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas ett
”Sample ID” [Prov-ID] (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout
of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern] pa hoger sida
med provnamnet (bild 4).

Obs: Alternativt kan provnamn som sparats i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-
provfil) eller *.csv (kommaseparerade varden) importeras via knappen
“Import Samples” [Importera prover]. Provnamn populeras automatiskt med
higlp av den har metoden.

Obs: Kontrollera i panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout fér
pipetteringsadaptern] att provnamnet som har lagts till ar markerat genom
en andring av fargen och att provnamnet ar i provpositionen (bild 4).

Obs: Provnamn med mer @n 8 tecken visas kanske inte i sin helhet i
panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern].

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|

Bild 4. Ange "Run ID” [K&rnings-ID] och “Sample Name” [Provnamnl]. (1 = faltet “Run ID”
[Kdrnings-ID], 2 = faltet “Sample Name” [Provnamn], 3 = provlista, 4 = panelen “Layout
of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern], 5 = knappen “Import Samples”
[Importera prover].)
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12. Upprepa steg 11 for att ange namnen pa alla ytterligare prover (bild 5).
Obs: Om du vill redigera ett provnamn klickar du pé& “Sample Name”
[Provhamn] i provlistan s& visas det valda provet i dialogrutan “Sample
Name” [Provhamn] ovanfér. Redigera provnamnet enligt din lokala
namnkonvention och tryck pé returtangenten fér att uppdatera namnet.

" Fotor-Gene Q e SoRware VIRTUAL MODE - theassreen BRAF CE Sample Assessment Locked Terplate 2014-09-12 () - [BRAF Ayl B =T
File  Help - lelx
P it

Setup 1 - fraly

Thiz scrmen displaps miscelanoous selup ophons for the . Comglete the Skt and clck Start Flun when pou are 1oady to begin the .
MNotes :
Kt Hame: |MaerMREQ Rotor: (55| sciing Ring Anacked [

1
Template Version: 311
Run 1D: [y re— Liayout of the pipeiing adspler
|mpon Sanmglet o
Sarglat Samgin 7
||||| A
.I s | f
el

Sample €
Conbred
g have b d, chek: Stat Fur to bogn th I~ _Swthun |
PokaGiene 0 Sevies Sctvere 231 revancreen BRAF Modde [VIRTUAL MODE | Cusment Uses. GLOBAL/Zrmmasd YAdmnist o)

Bild 5. Ange ytterligare provnamn i dialogrutan “Sample Name” [Provnamn]. (1 = fdltet
"Sample Name” [Provnamn], 2 = provlista, 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter”
[Layout for pipetteringsadaptern].)

|
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13. Nér du har angett alla provhamn ska du bekréfta att de @r korrekta.

Lagg till eventuell kompletterande information i dialogrutan “Notes”
[Anteckningar] om det behovs och klicka sedan pa knappen “Start Run”
[Starta kérning] (bild 6).

Obs: Om ndgon rotorposition inte anvdnds visas en “Warning” [Varning]
(bild 6) for att pdminna anvandaren om att alla canvéanda positioner pd
rotorn maste fyllas med ett forslutet, tomt ror. Kontrollera att alla oanvénda
rotorpositioner ar fyllda med ett forslutet, tomt ror och klicka p& “OK” for

2

att fortsatta.

Rotce-Gene 0 Seres Soltware VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assetament Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Ansbysis] = [ IR |
Yiew e
Setup L
Thas scimen dhaplaps miscelansous betup ophions ot the i, Camgiebe the fekds and chok Slan Flun when you s seady b bagn the e
= LS
Kit Nama: thetsseoen BRAF RGO Rotor: | 5 Laschineg Fling Amschadd
Template Vemion: 311
Fun 1D (Y rr— Laoul of the ppefing sdaciar
e Sanpls |
Samplex
Samgle Name ’
Q Seres Softmare ==
Samcle 1D [ Sagle W = ¥
Sample 1
Somple 2 Waening - There are unused Rotor Tubes.
Sample 3
4 Sarmpin & Pleate fill 8 unused posaicns with emply tubes.
Sangle 5 D you with to continue? 3
Samgle &
Swrrgle T
8 Samgie §
oK I Concd |
T
.....
Posion T
Sample 5
_ "
Sample £
When he fun telings have beon confimad, chek St Flun 1o begn the run I (AL | I
Rolgriene O Senes Software 231 Sensicreon BRAF Modde VIARTUAL MODE | Cumert Liver GLOBAL Tavwnerf (Admarsstistors]

Bild 6. Faltet “Notes” [Anteckningar] (1), knappen “Start Run” [Starta kérning] (2) och varning
for oanvdnda rotorpositioner (3).
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14. Ett "Save As”-fonster [Spara som] visas. Vdlj ett lampligt filnamn och spara
PCR-kérningen som en kérningsfil med éndelsen *.rex pa den valda platsen
och klicka pa “Save” [Spara] (bild 7).

[ Save As &
-— _—

@-\Jd { » Favorites - | +y Il search Fovorites 2

| 5 .

| Organize = i 2 le'

| 457 Favorites I_‘J.esktnp | Downloads
‘ B Desktop " Borch g ot

& Downloads

% Recent Places
| ~4 Libraries
‘ 1M Computer

|
1 — € Network

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

Bild 7. Spara korningsfilen. (1 = fonstret “Save As” [Spara som], 2 = fdlten “File Name”
[Filnamn] och “Save as type” [Spara som typ], 3 = knappen “Save” [Sparal].)

|
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15. PCR-kérningen startar.

Obs: Nar kérningen startar 6ppnas fliken “Run Progress” [Kérningsférlopp]
automatiskt fér att visa temperaturéndringar och éterstéende tid av

kérningen (bild 8).
1

Fuotor-Gene ) Senes Soltware VIRTUAL MODE - theruscrmen ERAF CE Sample Asiessment Locked Termplate 2014-0912 (1) - [BRAF Anabysa] ™ E=stof x|
File Help =i=iun
View ﬁgs
Senm I Huwn Progiess l
104 minute(s) remaining
Temperature Trace - Temp (°C) vs Time (min)
i)
£
150
tes
o0
m
0
s
E0
[0
s
o
£
0
0
15
W
3
Ll i wmn 2 {~11]
Al S —
Fuosge Giene 0 Semen Sofware 231 themascoeen BRAF Modue [VIFITUAL MODE | Cument User GLOBAL Zamests [Adminsratort)

Bild 8. Fliken “Run Progress” [Kérningsforloppl.
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16. Nar kérningen har avslutats ppnas fliken ”Analysis” [Analys] automatiskt.
Obs: Om fliken “Analysis” [Analys] inte dppnas klickar du pa fliken
"Analysis” [Analys] (bild 9).

Obs: En farklaring av bergkningsmetoden ges i “Tolkning av resultat”

o .
pa sidan 36.
T Fie Help -joix
& s
oo 1 BunProgess [ Analyens — ]
__Beor |

Contiol lun 5 anple Ao Table:

Tde N [&: [P Poimrmgn |ETTS 2

1 [ ™

2 NTC Contrad ik

3 Wakd

{RotacGene O Senes Soltwase 231 ransacosen BAAF Moduls | VIATUAL MODE | Cument User GLOBALTimmestl |Admarartraton)

Bild 9. Fliken ”Analysis” [Analys] och rapportering av resultat. (1 = fliken “Analysis” [Analys],
2 = "Sample Result Table” [Tabell med provresultat].)

17. Kontrollresultat rapporteras pa féljande sétt i “Sample QC Result Table”
[Tabell med QC-provresultat] (bild 9).
B Korningskontroller (PC och NTC, rérpositioner 1 respektive 2). Om
resultaten ligger inom acceptabla intervaller visas “Valid” [Giltigt]
for vart och ett av dem; annars visas “Invalid” [Ogiltigt].

B Ett Cr-vérde for provets kontrollreaktion > 32,00 gér att “Invalid”
[Ogiltigt] visas. Mangden DNA ar inte tillracklig for mutationsanalys.
Testa om provet. Om mangden DNA fortfarande ar ofillrécklig
extraherar du mer tumérvavnad om det finns tillgangligt
(se “Felsokningsguide” pé& sidan 37).

|
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M Eit Cr-vérde for provets kontrollreaktion < 21,95 gor att “Invalid” [Ogiltigt]
visas. DNA-koncentrationen ar for hog for mutationsanalys. Spad med
nukleasfritt vatten fér spadning (Dil.) och gér om testet. Spad till ett Cr-
varde pé& 21,95-32,00. En 1:1-spadning 6kar Crvardet med ca 1,0.

B Ett Cr-varde for provets kontrollreaktion pa 21,95-32,00
(21,95 < kontroll-Cr < 32,00) gér att “Valid” [Giltigt] visas. DNA-

koncentrationen ar lamplig fér mutationsanalys.

Obs: Om det behdvs en ny extraktion eller spadning upprepar du kontroll-
reaktionen for att bekrafta att DNAkoncentrationen ar lamplig for
anvéndning.

18. Rapportfiler kan skapas genom att klicka péa knappen “Report” [Rapport].
Fonstret “Report Browser” [Rapportmeny] visas. Valj “"BRAF CE Analysis
Report” [BRAF CE-analysrapport] under “Templates” [Mallar] och klicka
sedan pa ”“Show” [Visa] (bild 10).Obs: Du kan spara rapporter pa en annan
plats i formatet Web Archives genom att klicka p& “Save As” [Spara som] i
det Svre vanstra hérnet pé varje rapport.

1 Rotor-Gene  Series Sobtware VIRTUAL MODE - 354 SA_Sample_Control CtFamsMinCtFam_CtFams MaxCtGood_NeCtHex sex-revHEAD senD00 tmp « [BRAF Anstysia]

o B
Seam 1 Bun Progrers 1 Analysis

Conbiol Hun Sanphs Aesull Tabls:
e T [ Cortrol Assay Ot [ Flagewarmngs |ET
1 PC Conieal £ Vi

2 HIC Contedl
3 Sample 1

| Frotx Gane O Semes Solwwe 231 thessicinen BRAF Modde VIRTUAL MOOE  Cumerd User GLDBAL e (Admwustestons]

Bild 10. Valja "BRAF CE Analysis Report” [BRAF CE-analysrapport]. (1 = knappen “Report”
[Rapport], 2 = fonstret “Report Browser” [Rapportmeny], 3 = “BRAF CE Analysis Report”
[BRAF CE-analysrapport], 4 = knappen “Show” [Visal].)

|
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Protokoll;: BRAF-mutationsdetektion

Detta protokoll @r avsett fér detektion av BRAF-mutationer. Nar ett prov har
klarat provbedémningen kan det testas med BRAF-mutationsanalyser som
anvénder automatisk programvara.

Obs: Information om manuell mutationsdetektion finns i “Bilaga I: Manuellt
protokoll for therascreen BRAF RGQ PCR-kitet”, sidan 55.

Viktigt att tanka pa fére start

B Innan du startar proceduren ska du lasa “Allménna sdkerhetsétgarder”,
sidan 11.

B Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx innan du
startar protokollet. Se anvéndarhandboken till instrumentet.

B Vortexa inte Tag DNA-polymeras (Tag) eller ndgon mix som innehdller
Tag DNA-polymeras, eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

B For effektiv anvandning av therascreen BRAF RGQ PCR-kitet méste prover
grupperas i en batchstorlek pa minst 6. Mindre batchstorlekar innebar att
farre prover kan testas med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet.

M Pipettera Tag DNA-polymeras (Tag) genom att placera pipettspetsen precis

under ytan fér att undvika att spetsen tacks med dverflodigt enzym.

Saker som ska géras fére start

B Kontrollera att programmet therascreen BRAF Assay Package ar installerat

innan instrumentet Rotor-Gene Q anvands férsta géngen (se “Bilaga I:

Manuellt protokoll for therascreen BRAF RGQ PCR-kitet” pa sidan 55).

B Innan varje anvandning maste alla reagenser tinas i minst 1 timme i
rumstemperatur (15-25 °C), blandas genom att védnda 10 génger och
centrifugeras en kort stund s& att innehdllet langst ned i réret samlas upp.

B Se till att Tag DNA-polymeras (Taq) héller rumstemperatur (15-25 °C)
innan varje anvandning. Centrifugera roret en kort stund fér att samla
upp enzymet i botten av réret.

Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016

25



Procedur

1.

26

Tina reaktionsmixar, vatten for kontroll utan mall (NTC) och BRAF-positiv
kontroll (PC) i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 1 timme. Nér reagenserna
har tinat ska du blanda dem genom att véinda varje rér 10 ganger fér att
undvika lokala saltkoncentrationer och sedan centrifugera en kort stund

sa att innehallet léngst ned i roret samlas upp.

Bered tillréickligt med huvudmixar (reaktionsmix plus Taq DNA-polymeras
[Taq]) for DNA-proverna, en positiv kontrollreaktion och en kontrollreaktion
utan mall enligt volymerna som anges i tabell 3. Inkludera reagenser for

1 extra prov for att ha tillrdckligt Gverskott for PCR-konfigurationen.

Huvudmixarna innehéller alla komponenter som krévs fér PCR férutom
provet.

Tabell 3. Beredning av huvudmix fér analys*

Volym av Volym av Taq DNA-
Analys reaktionsmix polymeras (Taq)
Kontroll 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 = antal reaktioner (prover plus kontroller). Vid beredning av huvudmixen ska du

bereda fillrackligt fér 1 extra prov (n+1) for att ha tillrackligt dverskott for PCR-
konfigurationen.

Blanda huvudmixen noga genom att pipettera forsiktigt upp och ned
10 ganger. Placera det korrekta antalet rér i laddningsblocket enligt
layouten i bild 11. Tillsatt omedelbart 20 pl huvudmix i varje PCR-rér
(medfalier ej).

Locken ligger kvar i sin plastbehdllare tills de behdvs.
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Kontroller Provhummer
Analys PC | NTC 1 2 3 4 5 6 7
Kontroll 1 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 | 67
V600K 4 12 | 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
V600R 5 13 21 29 37 | 45 | 53 61 69

Bild 11. Layout for kontroll- och mutationsanalyser i laddningsblocket. Siffrorna markerar

position i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

4. Tillsétt omedelbart 5 pl vatten fér kontroll utan mall (NTC) i PCR-réren med

kontroll utan mall (PCR-rér 9-13) och forslut roren. Tillsétt 5 pl av varje prov
i provroren (PCR-rér nummer 17-21, 25-29, 33-37, 41-45, 49-53, 57-61

och 65-69) och forslut roren. Tillsatt 5 pl BRAF-positiv kontroll (PC) i réren
med positiv kontroll (PCR-rér 1-5) och forslut réren. Varje DNA-prov méste

testas med bade kontrollen och alla mutationsanalyser.

Markera rérens lock for att visa i vilken riktning réren ska laddas pé
instrumentet Rotor-Gene Q MDx.

5. Nar alla PCR-rér har forslutits ska du géra en visuell kontroll av provrérens

fylinadsniva for att sakerstélla att prov har tillsatts i alla rér.

6. Vand alla PCR-rér (4 ganger) for att blanda prover och reaktionsmixar.

7. Placera PCR-réren i sina korrekta positioner i rotorn med 72 brunnar

(bild 11).

Maximalt 7 prover kan inkluderas i varje PCRk6rning. Om rotorn inte &r
fullbelagd méste alla tomma positioner pd rotorn fyllas med ett forslutet,

tomt ror.

8. Placera omedelbart rotorn med 72 brunnar i instrumentet Rotor-Gene Q

MDx. Se till att lasringen (tillbehor till instrumentet Rotor-Gene Q) &r

placerad langst upp pa rotorn fér att sikra roren under kérningen.
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9. Starta programmet Rotor-Gene Q och 6ppna samtidigt mallen genom att
dubbelklicka pa ikonen ”therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked
Template” pa skrivbordet till den bérbara dator som ér ansluten ftill
instrumentet Rotor-Gene Q (bild 12).

bt

therascreen

ERAF CE
Mutation
Analysis
Locked
Template

Bild 12. Ikonen ”therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”.

10. Fliken “Setup” [Konfiguration] visas som standard (bild 13). Kontrollera
att lasringen sitter fast ordentligt och markera kryssrutan “Locking Ring
Attached” [Lasring fast]. Stéing locket pé instrumentet Rotor-Gene Q.

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 T

1 !

This scesen displays mcellanecin setup options for the s Complete the fekds and chck Slart Flun when you ane isady 1o begn the nn

Lagonut of the ppeting sdapte:

Kt Hama: ecacseen BRAF RGO LS v m—

‘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 |

Bild 13. Fliken ”“Setup” [Konfiguration] (1) och rutan “Locking Ring Attached” [Lasring fast] (2).

11. Skriv in kérnings-ID i dialogrutan “Run ID” [Kérnings-ID] enligt din lokala
namnkonvention. Skriv in provnamnet i dialogrutan “Sample Name”
[Provnamn] enligt din lokala namnkonvention och tryck pa returtangenten.
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Da laggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas ett
”Sample ID” [Prov-ID] (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout
of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern] pa hoger sida
med provnamnet (bild 14).

Obs: Alternativt kan provnamn som sparats i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-

provfil) eller *.csv (kommaseparerade varden) importeras via knappen
“Import Samples” [Importera prover]. Provnamn populeras automatiskt
med hjdlp av den har metoden.

Obs: Kontrollera i panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout for
pipetteringsadaptern] att provnamnet &r markerat genom en andring av

fargen och att alla analyserna i kolumnen under provcirkeln ar markerade

(bild 14).

Obs: Maximalt 7 prover kan laggas till. Prov-ID (i provcirklarna) kommer
automatiskt att tilldelas fran 1 till 7.

Obs: Provnamn med mer an 8 tecken visas kanske inte i sin helhet i panelen

“Layout of the pipetting adapter” [Layout for pipetteringsadaptern].

Fotor-Guene Q) Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anslysis Locked Template 2014-09-12 (1] - [BRAF Anabysa] 1—1__.;x_-_»_-gg
Fée Help

Setup ] ' | |

Thia 1cieen dizplays miscelaneout sen. Dptions o the 1un. Complete The ekds aed chck. 538 Flun when you are 1mady 10 begn (he rr

Kit Homo: thesascreen BAF RGO Roter: [ Lo A S W i el
PCR K2

Tomplate Vorsmn an

Rotgr-Gene O Senes Sobware 211 thesascreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cupert User GLOBAL/ZmmerB (hdmrmtiston]

Bild 14. Ange “"Run ID” [K6rnings-ID] och “Sample Name” [Provnamn]. (1 = faltet “Run ID”

[K&rnings-ID], 2 = faltet “Sample Name” [Provnamn], 3 = provlista, 4 = panelen “Layout of the
pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern], 5 = markerad provcirkel och kolumn med

5 analyser under panelen, 6 = knappen “Import Samples” [Importera prover].)
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12. Upprepa steg 11 for att ange namnen pa alla yiterligare prover (bild 15).

Obs: Om du vill redigera ett provnamn klickar du pé& “Sample Name”
[Provnamn] i provlistan s& visas det valda provet i dialogrutan “Sample
Name” [Provhamn] ovanfér. Redigera provnamnet enligt din lokala
namnkonvention och tryck pé returtangenten fér att uppdatera namnet.

" Potor Gene @ Sarei Safimave VIRTUAL MOD - theraicreen BRAF CE Mutation Analysi Locked Template 2014-09-12 (1 - [BRAF Anabyis] B WS
Fie  Help &l
=

Setup L Bunf |

Thia screon dieplays mescellanecus sebup ophons 1oe the . Complstn B fekde ared cick Start Flun whee you are ready ko bagin the nn

. o L [ | [Favoul of the ppeting adapter
Kit Hamo: thecreen BFAF RGO Roter [ cohing Ring Atiached o~ — ~ — =
Tomplate Version: 111 ° { e ) ( semve ) ( Seme | ( Sanpie | ( Swmpm ) | Sempe | ( empe | { Smmite )
- ‘\"
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“ PC NTC Samgle 1 Samgle Samgle 3 Saenple 4 5. ke
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Bild 15. Ange ytterligare provnamn i dialogrutan “Sample Name” [Provnamn]. (1 = faltet
"Sample Name” [Provnamn], 2 = provlista, 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter”
[Layout for pipetteringsadaptern].)
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13. Nér du har angett alla provhamn ska du bekréfta att de @r korrekta.
Lagg till eventuell kompletterande information i dialogrutan “Notes”
[Anteckningar] om det beh6vs och klicka sedan pa knappen “Start Run”
[Starta kérning] (bild 16).
Obs: Om ndgon rotorposition inte anvdnds visas en “Warning” [Varning]
(bild 16) for att p&minna anvandaren om att alla oanvénda positioner pé
rotorn maste fyllas med ett forslutet, tomt rér. Kontrollera att alla oanvanda
rotorpositioner ar fyllda med ett forslutet, tomt ror och klicka pé “OK” for
att fortsatta.
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i s
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Bild 16. Féltet “Notes” [Anteckningar] (1), knappen ”Start Run” [Starta kdrning] (2) och varning
for oanvdnda rotorpositioner (3).

|
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14. Ett "Save As”-fonster [Spara som] visas. Vdlj ett lampligt filnamn och spara
PCR-kérningen som en kérningsfil med @ndelsen *.rex pa den valda platsen

(bild 17).
==

@Q‘ﬂ . » Favorites
k- @

Organize v

Downloads

4.0 Favorites ! Desklop
|| Shortcut Shortcut
B Desktop 451 bytes !J‘ 854 bytes

& Downloads

=) Recent Places

» 4 Libraries

- 1M Computer

I > € Network

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

Save as type: [Run F.ile (*.rex)

|| Save I | Cancel

1
4 Hide Folders

Bild 17. Spara kérningsfilen. (1 = fonstret “Save As” [Spara som], 2 = falten “File Name”
[Filnamn] och “Save as type” [Spara som typ], 3 = knappen “Save” [Sparal].)

|
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15. PCR-kérningen startar.

Obs: Nar kérningen startar 6ppnas fliken “Run Progress” [Kérningsférlopp]
automatiskt fér att visa temperaturéndringar och éterstéende tid av

kérningen (bild 18).
1
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Fiolgr-fiene 0 Seoes Softwae 231 thesascroen BRAF Modue VIRTUAL MODE | Cumert Uter. GLDBAL Zmmer® [Admnahston |

Bild 18. Fliken “Run Progress” [Kérningsforlopp] (1).
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16. Nér karningen har avslutats ppnas fliken “Analysis” [Analys] automatiskt.
Obs: Om fliken “Analysis” [Analys] inte dppnas klickar du pa fliken
“Analysis” [Analys] (bild 19).

Obs: En forklaring av berdkningsmetoden ges i “Tolkning av resultat”
pa sidan 36.

Rofor-Gene ( Series Sofware VIRTUAL MOOE - 233 BRAF Mutation Status Neg Neg_Poi_lnvaldrex-revHEAD.1on000.tm - [BRAF Analysis] e
Fie Help - e

View 133

FRun Controls, Positive Control
[ Rt Poakion | Avsan [ Flags Al amengs [Posive Conirol Slatus
1 Cortiol Vokd
2 _: VEXE e Vabd
VEND Vakd
- 5
—

VDK
VEQR

FHun Controls, Negatve Conbiat

FEEERR
EREEEES

| [T |
Watsien Datected |

Fioigtfiene O Senes Sofware 211 thesancreen BFUAF Modde | VIRTUAL MODE | Cuert Uiser: GLOBAL/Zmmert Wdminestor)

Bild 19. Fliken ”Analysis” [Analys] och rapportering av resultat. (1 = fliken “Analysis” [Analys],
2 = panelen “"Run Controls, Positive Control” [Kérningskontroller, positiv kontroll], 3 = panelen
“Run Controls, Negative Control” [Kérningskontroller, negativ kontroll], 4 = panelen “Sample
Result Table” [Tabell med provresultat], 5 = panelen “Mutation Status” [Mutationsstatus].)

17. Analysresultat rapporteras pa foljande satt (bild 19):

B Panelen “Run Controls, Positive Control” [Kérningskontroller, positiv
kontroll]l. Om resultaten ligger inom det acceptabla intervallet visas
“Valid” [Giltigt] for “Positive Control Status” [Status for positiv kontroll];
annars visas ett resultat med statusen “Invalid” [Ogiltigt].

III

B Panelen "Run Controls, Negative Control” [Kérningskontroller, negativ
kontrolll. Om bade resultatet “NTC” och “Internal Control” [Intern-
kontroll] ligger inom de acceptabla intervallen visas “Valid” [Giltigt] fér
“Negative Control Status” [Status fér negativ kontroll]; annars visas eft
resultat med statusen “Invalid” [Ogiltigt].
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M Panelen “Sample Result Table” [Tabell med provresultat]. Specifika
mutationer rapporteras for de mutationspositiva proverna i kolumnen
"BRAF Mutation Status” [BRAF-mutationsstatus].

18. Rapportfiler kan skapas genom att klicka pa knappen “Report” [Rapport].
Fonstret “Report Browser” [Rapportmeny] visas. Valj “"BRAF CE Analysis
Report” [BRAF CE-analysrapport] under “Templates” [Mallar] och klicka
sedan pa “Show” [Visal (bild 20).

Obs: Du kan spara rapporter p& en annan plats i formatet Web Archives
genom att klicka pd “Save As” [Spara som] i det &vre vanstra hérnet pd
varje rapport.

Rotor-Gene O Series Softmare VIRTUAL MODE - 133_BRAF_ Mutstion_Status_Neg Neg_Pos_lnvalid rex-nevHEAD.svn000 tmp - [BRAF Anabysis]

Setp ] Fun Progess Analysis

Run Contiols, Positive Contiol:

[Pickor Peaiion | Aseay [FlageAeraerigs Posiivs Cortil Stahs
1T Ceha

un Contiols. Nogative Contral:

Fotos Position | sy [NTC Jirherrdl Cortoal [ Flagewmrngs Negatee Contrcl Slabus
; . Vabd s

Contcl aid ake
VEDDE Vabd ud f
VEDID Vaid vaid 7
12 VB akd Vabd
11 VEIOR Vaid Vabd Gereall -
Hmascinen ERUF Ansiysis I $IRAF CE el aport
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w
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Bild 20. Valja "BRAF CE Analysis Report” [BRAF CE-analysrapport]. (1 = knappen "Report”
[Rapport], 2 = fénstret “Report Browser” [Rapportmeny], 3 = knappen “BRAF CE Analysis
Report” [BRAF CE-analysrapport], 4 = knappen “Show” [Visa].)
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Tolkning av resultat (automatiski)

Analysen och mutationsbest@mningarna utférs automatiskt av therascreen BRAF
Assay Package nar en kérning har slutférts. Féljande information farklarar hur
therascreen BRAF Assay Package goér analysen och mutationsbest@mningarna.

Obs: Information om manuell analys finns i “Bilaga I: Manuellt protokoll for
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet”, sidan 55.

PCR-cykeln vid vilken fluorescensen fran en viss reaktion gér éver ett tréskel-
varde definieras som Crvardet. Crvardena indikerar mangden av ett specifikt
input-DNA. Laga Cr-vérden indikerar hégre nivéer av input-DNA och héga
Cr-varden indikerar lagre nivéer av input-DNA. Reaktioner med ett Cr-varde
klassificeras som positiv amplifiering.

Programmet Rotor-Gene Q interpolerar fluorescenssignaler mellan tva registre-
rade varden (vilka som helst). Crvardena kan darfér vara vilket reellt tal som
helst (inte begransat till heltal) i intervallet fran O till 40.

For therascreen BRAF RGQ PCR-kitet ar troskelvardena for kanalerna Green och
Yellow installda pé 0,15 respektive 0,05 relativa fluorescensenheter. De har
vardena konfigureras automatiskt i therascreen BRAF Assay Package.

Kérningskontrollerna (positiv kontroll, NTC och internkontroller) bedéms for att
sakerstalla att acceptabla Crvarden uppfylls och att reaktionerna utférs korrekt.

Provets ACrvarden berdknas for varje mutationsanalys med hjalp av
ekvationen:

ACr = [mutationsanalysens Cr-vérde] — [kontrollanalysens Crvarde]

Prover klassas som mutationspositiva om de ger ett ACr-varde lagre an eller lika
med cutoff ACr-vardet fér den analysen. Over det har vérdet kan provet
antingen innehdlla mindre an den procentandel mutation som kan detekteras av
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet (bortom grdnsen for analyserna), eller s& ar
provet mutationsnegativt vilket rapporteras som “No Mutation Detected” [Ingen
mutation detekterad)].

Ingen amplifiering i mutationsreaktioner réknas som “No Mutation Detected”
[Ingen mutation detekterad]. ACr-vérden som berdknas genom bakgrunds-
amplifiering férvantas vara stérre @n cutoff ACr-vardena och provet kommer
att klassificeras som “No Mutation Detected” [Ingen mutation detekterad].

Analysresultaten visas som “Mutation Detected” [Mutation detekterad], “No
Mutation Detected” [Ingen mutation detekterad], “Invalid” [Ogiltig] eller,
om en kérningskontroll misslyckas, “Run Control Failed” [Kérningskontrollen
misslyckades]. Fér de mutationspositiva proverna rapporteras specifika
mutationer enligt logiken for korsreaktivitet i “Tabell 8. Klassificera
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provmutationsstatus” pd sidan 50. Andra méijliga resultat som kan visas

behandlas i “Protokoll: Provbedémning” pé sidan 14, “Protokoll: BRAF-

mutationsdetektion” pd sidan 25 och “therascreen BRAF Assay Package-
flaggor” pé& sidan 38 i den har handboken.

| sallsynta fall kan en tumér innehélla mer an en mutation. | sddana fall visar
rapporten BRAF-statusen som “Mutation Detected” [Mutation detekterad];

dock kommer alla positiva mutationer att listas med varningsflaggan
"SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE".

Fels6kningsguide

Den har felsdkningsguiden kan vara till hjalp fér att [6sa eventuella problem
som kan uppstd. Mer information finns p& sidan Frequently Asked Questions
(Vanliga fragor) pa vart tekniska supportcenter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vetenskapsménnen pé QIAGENS
tekniska service svarar garna pa dina frégor om informationen och protokollen
i den har handboken eller om prov- och analysteknik (kontaktinformation finns
pa baksidan eller pd www.giagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgérd

Ogiltiga resultat

a) Forvaringsvillkoren fér en eller Kontrollera férvaringsvillkoren och
flera komponenter dverensstammer utg&ngsdatum (se etiketten) pa
inte med instruktionerna férpackningen och anvand ett nytt
i "Forvaring och hantering av kit om det behdvs.

reagenser” pd sidan 12.

b) Utgangsdatum for therascreen Kontrollera férvaringsvillkoren och
BRAF CE RGQ PCR-kitet har utgéngsdatum (se kitetiketten) pd
passerats. férpackningen och anvénd ett nytt

therascreen BRAF RGQ PCR-kit om
det behdvs.
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therascreen BRAF Assay Package-flaggor

| tabell 4 listas de flaggor som kan genereras av therascreen BRAF Assay
Package, deras betydelse och vilka atgérder som kan vidtas.

Tabell 4. therascreen BRAF Assay Package-flaggor

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas
PC_CTRL_ASSAY_  Ogiltig PCR-kdrning — Upprepa hela PCR-
FAIL FAM Cr utanfor intervallet kdrningen.

for positiv kontroll i
kontrollreaktionen.

PC_CTRL_INVALID_ Ogiltig PCR-kdrning — Upprepa hela PCR-
DATA fluorescensdata i positiv ~ kdrningen.

kontroll (kontrollreaktion)

kan inte tolkas.

PC_MUTATION_  Ogiltig PCR-kdrning — Upprepa hela PCR-
ASSAY_FAIL FAM Cr utanfor intervallet kdrningen.

for en eller flera

mutationsreaktioner.

PC_MUTATION_  Ogiltig PCR-kdrning — Upprepa hela PCR-
INVALID_DATA fluorescensdata i positiv ~ kdrningen.

kontroll (mutations-

reaktion) kan inte tolkas.

NTC_INVALID_ Ogiltig PCR-kdrning — Upprepa hela PCR-
DATA fluorescensdata i negativ  kérningen.
kontroll kan inte tolkas.
NTC_ASSAY_CT_  Ogiltig PCR-kdrning - Upprepa hela PCR-
INVALID ogiltigt FAM (mindre an  kdrningen.
gransvardet) for negativ
kontroll.
NTC_INT_CTRL_  Ogjiltig PCR-kdrning - Upprepa hela PCR-
FAIL internkontrollen ovanfér  kérningen.
intervallet fér negativ
kontroll.

Tabellen fortsatter pé nésta sida
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Tabell 4. Fortsétining

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_
LOW_CONC

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas
NTC_INT_CTRL_  Ogjiltig PCR-kdrning - Upprepa hela PCR-
EARLY_CT internkontrollen &r kérningen.

nedanfor intervallet for
negativ kontroll.

Ogiltigt prov - fluores-
censdata i provkontrollen
kan inte tolkas.

Ogiltigt prov — FAM Cr ér
for lagt i provkontrollen.

Giltigt prov — lag koncen-
tration i provkontrollen
(varning, inte fel).

Konfigurera en ny PCR-
kérning och upprepa de

relevanta proverna.

Spad provet for att 6ka
kontroll-Cr-vardet. Den har
spddningen ska beraknas
baserat p& antagandet att
spddning 1:1 med vatten
som medféljer kitet kommer
att dka Cr med 1,0. Nar
provet har spatts ut ska du
konfigurera en ny PCR-
kérning och upprepa provet.

Ingen atgard.
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Tabell 4. Fortsétining

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas
SAMPLE_CTRL_FAIL Ogiltigt prov — FAM Cr ar Konfigurera en ny PCR-
for hogt i provkontroll-  kérning och upprepa provet.
reaktionen. Om den upprepade PCR-

kérningen ger ett ogiltigt
resultat extraherar du provet
frén ett nytt FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCR-
kérning for att testa den nya
extraktionen. Om resultatet
blir ogiltigt upprepar du den
har andra extraktionen. Om
provet inte ger ett giltigt
resultat efter den har
kérningen far provet en
obestdmd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utféras.

Tabellen fortsatter pd nésta sida
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Tabell 4. Fortsétining

Flagga Betydelse

Atgérd som ska vidtas

SAMPLE_CTRL_ Ogiltigt prov — HEX Cr
INT_CTRL_EARLY_  ar for lagt for provet
CT (internkontroll).

SAMPLE_CTRL_ Cr for hogt (eller inget Cr)

INT_CTRL_FAIL for internkontroll (HEX)
och Cr for hogt (eller
inget Cr) for kontroll-

analysen (FAM).

Konfigurera en ny PCR-
kérning och upprepa provet.
Om den upprepade PCR-
kérningen ger ett ogiltigt
resultat extraherar du provet
frén ett nytt FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCR-
kérning for att testa den nya
extraktionen. Om resultatet
blir ogiltigt upprepar du den
har andra extraktionen. Om
provet inte ger ett giltigt
resultat efter den har
kérningen far provet en
obestdmd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utféras.

Konfigurera en ny PCR-
kérning och upprepa provet.
Om den upprepade PCR-
kérningen ger ett ogiltigt
resultat extraherar du provet
frén ett nytt FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCR-
kérning for att testa den nya
extraktionen. Om resultatet
blir ogiltigt upprepar du den
har andra extraktionen. Om
provet inte ger ett giltigt
resultat efter den har
kérningen fér provet en
obestamd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utféras.
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Tabell 4. Fortsétining

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas

SAMPLE_INT_ Cr for hogt (eller inget C1) Om provet ges statusen

CTRL_FAIL for internkontroll (HEX)  “mutation detekterad” —
och inget Cr for ingen atgard.

mutationsanalysen (FAM). ~ provet ges statusen

"ogiltig” konfigurerar du
en ny PCR-kdrning och
upprepar provet.

Obs: Om internkontrollen
misslyckas pé grund av PCR-
hédmmare kan sp&dning av
provet minska effekten hos
hammarna, men det leder
aven till spadning av mal-
DNA. Ett rér med vatten for
spadning av prov (Dil.) ingdr
i kitet.

Om den upprepade PCR-
kérningen ger resultatet
"ogiltigt” extraherar du
provet frén ett nytt FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCR-
kérning for att testa den nya
extraktionen. Om resultatet
blir ogiltigt upprepar du den
har andra extraktionen. Om
provet inte ger ett giltigt
resultat efter den har
kérningen fér provet en
obestdmd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utfaras.

Tabellen fortsatter pé nésta sida
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Tabell 4. Fortsétining

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas

SAMPLE_INT_ Mutationsrér ogiltigt— Cr - Om provet ges den giltiga

CTRL_EARLY_CT  HEX for lagt fér provet  statusen “mutation
(internkontroll). detekterad” - ingen &tgard.

Om provet ges statusen
"ogiltig” konfigurerar du

en ny PCR-kdrning och
upprepar provet. Om den
upprepade PCR-kérningen
ger eft ogiltigt resultat
extraherar du provet fran ett
nytt FFPE-snitt. Konfigurera
en ny PCR-kdrning for att
testa den nya extraktionen.
Om resultatet blir ogiltigt
upprepar du den héar andra
extraktionen. Om provet inte
ger ett giltigt resultat efter
den har kérningen far provet
en obestamd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utforas.

Tabellen fortsatter pé nasta sida
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Tabell 4. Fortsétining

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas

SAMPLE_INVALID_  Mutationsrér ogiltigt — Om provet ges den giltiga

DATA fluorescensdata i statusen “mutation
internkontroll kan detekterad” - ingen &tgard.
inte tolkas.

Om provet ges statusen
"ogiltig” konfigurerar du

en ny PCR-kdrning och
upprepar provet. Om den
upprepade PCR-kérningen
ger eft ogiltigt resultat
extraherar du provet fran ett
nytt FFPE-snitt. Konfigurera
en ny PCR-kdrning for att
testa den nya extraktionen.
Om resultatet blir ogiltigt
upprepar du den héar andra
extraktionen. Om provet inte
ger ett giltigt resultat efter
den har kérningen far provet
en obestamd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utfaras.

Tabellen fortsatter pé nésta sida
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Tabell 4. Fortsdtining

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas
SAMPLE _ Mutationsrér ogiltigt— Cr - Om provet ges den giltiga
MUTATION_ FAM for lagt for provet.  statusen “mutation
EARLY_DELTA_CT detekterad” - ingen &tgard.

Om provet ges statusen
"ogiltig” konfigurerar du

en ny PCR-kdrning och
upprepar provet. Om den
upprepade PCR-kérningen
ger eft ogiltigt resultat
extraherar du provet fran ett
nytt FFPE-snitt. Konfigurera
en ny PCR-kdrning for att
testa den nya extraktionen.
Om resultatet blir ogiltigt
upprepar du den héar andra
extraktionen. Om provet inte
ger ett giltigt resultat efter
den har kérningen far provet
en obestamd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning
ska utforas.

Tabellen fortsatter pé nasta sida
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Tabell 4. Fortsétining

SAMPLE_POSITIVE_
AND_
UNCLASSIFIABLE

Flagga Betydelse Atgérd som ska vidtas
SAMPLE_POSITIVE_ Giltigt resultat — ett eller flera Ingen atgard.
AND_INVALID mutationsror for ett prov

ar giltiga och positiva, och
samtidigt ar ett eller flera
mutationsrér fér samma prov
ogiltiga (varning, inte ett fel).

Provet bestams som
“mutation detekterad”
eftersom en mutation
forekommer. Dock kanske
inte den specifika mutationen
som visas i rapporten
representerar den faktiska
mutationen som férekommer
pa grund av korsreaktivitet
mellan analyserna. Déarfér
méste provet klassificeras
som “mutation detekterad”.

Giltigt resultat — mer én ett  Ingen atgard.
mutationsror ar giltigt for

samma prov. Kombinationen

ar inte kompatibel med

de férvantade monstren for

korsreaktivitet. Se tabell 8.

| sallsynta fall kan provet

innehdlla mer @n en

mutation.

Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lonummer av
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet med faststallda specifikationer enligt
QIAGENS ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem.
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Begransningar

Enbart resultaten fran produkten ska inte ligga till grund fér diagnos, utan de
méste tolkas med hansyn till resultat frén alla relevanta kliniska studier eller
laboratoriestudier.

Verifieringsstudier har utférts med humant DNA som extraherats frén
formalinfixerade, paraffininbaddade tumérprover och syntetiska standarder
lédmpliga for de enskilda studierna.

Produkten har verifierats med hjalp av QlAamp DNA FFPE Tissue-kitet frén
QIAGEN.

Produkten ar endast avsedd fér anvandning pd Rotor-Gene Q MDx-instrument.

For optimalt resultat krdvs att anvisningarna i handboken for therascreen BRAF
RGQ PCR-kitet foljs strikt. Spadning av reagenser pd annat satt an vad som
anges i den har handboken rekommenderas inte, dé& det kan resultera i
forsamrad prestanda.

Det ar viktigt att mangden och kvaliteten hos DNA i provet utvarderas korrekt
innan provanalys utférs med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet. Ytterligare
kontrollmix tillhandahalls for att bestamma om Crvardet ar godkant for
analysen. Absorbansavl@sningar ska inte anvéndas dé de inte dverensstdmmer
med Crvarden i fragmenterade DNA-prover.

Var uppmdarksam pé de utgangsdatum och férvaringsvillkor som anges pa
férpackningen och pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte kompo-
nenter vars utgdngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.

Testets egenskaper

LOB (limit of blank), arbetsintervall och cutoff-vérden

Totalt 143 FFPE-prover testades i en studie enligt instruktionerna i NCCLS
EP17-A (2004) for att bestamma LOB och cutoff-varden fér varje mutations-
analys. Dessutom bestamdes arbetsintervallet for kontrollanalysen. Cutoff-
vardena faststalldes och presenteras i tabell 5.

Tabell 5. Faststéllda cutoff-vérden fér varje mutationsanalys

Mutantanalys (ACy)
V600E/Ec V600D V600K V600R

Cutoff (ACy) <7,0 <6,9 <6,0 <7,0
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Kontrollreaktionens Crintervall faststalldes fran 21,95 till 32,00 Cs.

Analysens cutoff-varden och arbetsintervall verifierades med hjclp av standarder
och ytterligare (unika) 102 FFPE-prover. Under verifieringen beddmdes cutoff-
vardena efter formégan att sarskilja korrekt mutation i en bakgrund med
vildtyps-DNA genom att bedéma varje analys med hég input genomiskt DNA
och hag input mutation (se “Korsreaktivitet”, sidan 50). Effekten av input-DNA
p& mutationsklassificering bedémdes ocksé& (se “Effekt av input-DNA p& ACr-
varden”, sidan 49).

Noggrannhet: Jamférelse med analytisk referensmetod

En studie pdvisade dverensstammelsen i mutationsstatus for therascreen BRAF
RGQ PCR-kitet i relation till bidirektionell Sanger-sekvensering. | den har studien
testades 126 FFPE-prover med statistiska matt p& verensstammelse/icke-
dverensstdmmelse fran instruktionerna i CLSI EP12-A2 (2008). 102 av FFPE-
proverna atergav giltiga resultat for bade therascreen BRAF RGQ PCR-kitet och
bidirektionell Sanger-sekvensering. Pyrosequencing® anvandes for att bekrafta
mutationsstatusen dar klassificeringen av en provmutationsstatus inte

dverensstamde mellan bidirektionell Sanger-sekvensering och therascreen BRAF
RGQ PCR-kitet.

Tabell 6 visar analysen av dverensstammelse mellan therascreen BRAF RGQ
PCR-kitet och sekvensering.

Tabell 6. Analys av Gverensstammelse

Matt pa 6verensstammelse Frekvens (%)
Total dverensstammelse 96,08

Score Positiv dverensstammelse 100,00
Negativ dverensstdmmelse 95,29

Frekvensen av negativ dverensstémmelse beror p& mutationsdetektion for
4 prover som rapporterades som vildtyp med sekvensering och V60OE/Ec-
mutation positiv med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet. Detta beror p& den
dkade sensitiviteten hos teknikerna Scorpions och ARMS.
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Effekt av input-DNA pé ACr-vérden

Effekten av totala input-DNA-nivéer vid bestdmning av mutationsstatus med
therascreen BRAF RGQ PCR-kitet utvarderades som en del av verifieringsstudie

n

av analysens cutoff-varden och arbetsintervall. Detta gjordes for att verifiera att
mutationsklassificeringar som genererats av therascreen BRAF RGQ PCR-kitet Gr

konsekventa vid olika DNA-inputnivéer genom arbetsintervallet.

Mutationsstandarder innehdllande hég, medelhdg och lag procentandel
mutation (100 %, 50 % respektive 3 x LOD %) i en bakgrund av vildtyps-DNA
preparerades med hdga, medelhdga och ldga DNA-inputnivéer. Séledes
testades totalt 9 mutationsstandarder fér varje mutationsanalys. Resultaten

for alla analyser visas i tabell 7.

De beraknade differenserna i genomsnittligt ACr-varde mellan varje par av
input-DNA-nivéer, enligt berdkningen fran den linjéra regressionsanalysen,
ligger alla inom £1 Cr. Alla 4 mutationsanalyserna betraktades darfér som
ekvivalenta vid héga, medelhdga och ldga DNA-inputnivéer.

Tabell 7. Beréknade differenser mellan DNA-inputnivaer

95 % konfidens-
Parameter Berdknad intervall

Analys (DNA-inputniva) differens (ACy) (lgre, hogre)
V60OE (E) Hog — medelhag 0,56 0,22, 0,90

V60OE (E) Lag — medelhdg 0,01 -0,33, 0,35
V60OE (Ec)  Hoég - medelhdg 0,48 0,12,0,84

V60OE (Ec)  Lag — medelhdg 0,26 -0,10, 0,62
V600D Hog — medelhdg -0,32 -0,58, -0,06
V600D Lag — medelhdg -0,43 -0,69,-0,17
V600K Hog — medelhag 0,10 -0,10, 0,30
V600K Lag — medelhdg -0,33 -0,53,-0,13
V600R Hog — medelhag -0,12 -0,28, 0,04
V600R Lag — medelhdg -0,62 -0,78, -0,46
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Korsreaktivitet

Standarder vid hég DNA-input med hégt mutationsinnehall (100 %) testades fér
att bedéma potentiell korsreaktivitet fér varje analys. Korsreaktivitetsresultaten
méjliggjorde sammanstallning av en logisk tabell fér mutationsstatus enligt
tabell 8. BRAF CE Assay Package anvander logik for korsreaktivitet for att
bestdmma mutationsstatus.

Tabell 8. Klassificera provmutationsstatus

V600E/Ec V600D V600K  V600R Mutationsstatus

Positiv Negativ  Negativ  Negativ ~ V60OE- eller V6OOEc-positiv
Positiv Negativ  Positiv Negativ  V60OEc- eller V6OOK-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

Vérden for detektionsgrdns (LOD)

En studie utférdes for att avgdra LOD fér var och en av de 4 mutationsspecifika
reaktionerna som innefattas i therascreen BRAF RGQ PCR-kitet. | den har studien
definierades LOD som den lagsta andelen mutantDNA i en bakgrund med
vildtyps-DNA dé ett mutantprov ger mutationspositiva resultat i 95 % av
testresultaten (Cos).

For att bestdmma LOD fér varje analys preparerades mutationsstandarder med
olika procentandelar med medelhdg input-DNA-koncentration och testades
med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet. LOD fér varje analys bergknades

med logistisk regression. For att verifiera LOD fér varje analys preparerades
mutationsstandarder vid bestamd LOD. Sextio replikat testades och den
positiva testandelen verifierades.

Verifierade LOD-varden vid medelhdg input-DNA-koncentration anges i tabell 9.
Vid hégre input-DNA-koncentrationer férvantas LOD-vérdena vara lagre én de
varden som anges i tabell 9.
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Tabell 9. LOD-varden for varje mutationsanalys (medelhdg input)

LOD Cos vid medelhog input-DNA
Analys (mutation)* (procentandel mutant-DNA i vildtyps-DNA)
V60OE (E) 1,82 %
V60OE (Ec) 4,31 %
V600D 3,19 %
V600K 4,34 %
V600R 4,85 %

* LOD fér V60OE-analysen bergknades fér bade VOOOE- och V60OEc-mutationer.

Effekt av melanin pa kitets prestanda

Syftet med den har studien var att utvardera huruvida melanin, en kénd PCR-
hédmmare som hittas i melanoma prover, paverkar effekten hos therascreen
BRAF RGQ PCR-kitet. Detta gjordes genom att addera melanin direkt i DNA-
prover innan de testades med therascreen BRAF RGQ PCR-kitet i ett intervall
koncentrationer (0-250 ng/reaktion) och sedan bedéma effekten pa ACr-
varden och mutationsstatus hos testproverna.

Resultaten visade att &g melaninkoncentration inte hade négon effekt p& ACy
och att medelhéga nivaer av melaninkoncentration hade minimal effekt p& ACr.
Séledes paverkas inte analysernas forméga att detektera mutation av léga och
medelhdga koncentrationsnivéer melanin. Vid 180 ng/reaktion misslyckades
internkontrollen, vilket indikerar forekomst av hammare och séledes maijliggérs
detektion av hdmmare innan mutationsklassificeringen paverkas.

De melaninkoncentrationer som férvantas pétraffas vid normal anvéandning
paverkar inte férmé&gan hos therascreen BRAF RGQ PCR-kitet att sarskilja mellan
mutationspositiva och mutationsnegativa prover.

En sammanfattning av resultaten visas i tabell 10.
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Tabell 10. Méngd melanin som testats i varje analys

Melaninkoncentration ) Internkontrollstatus

(ng/reaktion) Andring i ACr (OK/misslyckad)

0 0 OK

60 -0,20 OK

100 -0,61 OK

150 -1,21 OK

180 -2,15 Misslyckad
Repeterbarhet

En utformad studiematris implementerades fér att variera operatér, datum,
plattlayout och instrument for att kunna bestdmma analysprecision b&de inom
en korning och mellan kérningar. Repeterbarhet pavisades vid en lég nivé av
DNA-input vid 3 x LOD fér mutationsanalyser. Dessutom beddmdes procent-
andelen positiva mutationsklassificeringar fér varje analys nar den testades med
sin specifika mutationsstandard. Varje mutationsanalys gav 100 % positiva
mutationsklassificeringar.

Precisionsvarden anges i tabell 11.

Reproducerbarhet

En utformad studiematris implementerades for att bedéma analysens reproducer-
barhet genom att testa standarder vid 3 laboratorier (platser), med 3 loter av
therascreen BRAF RGQ PCR Kits (2 pa varje plats) med 2 operatérer per plats
och 2 instrument per plats under 4 olika dagar. Reproducerbarhet pévisades

for lagnivé-mutation (3 x LOD) fér mutationsanalyser och lag vildtyp-input for
kontrollanalysen. Precisionen for varje analys berdknades pé& de 3 platserna,
tillsammans med 95 % uppskattningar av precision (tabell 12).
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Tabell 11. Repeterbarhet, uppskattningar av precision

95 % 95 %

Precision konfidens- Precision konfidens-

(mellan intervall (inom intervall
Analys korningar)  (ldgre, hogre) korning) (lagre, hogre)
Kontroll 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

Tabell 12. Reproducerbarhet, uppskattningar av precision

95 % konfidensintervall
Analys Precision (lagre, hogre)
Kontroll 0,54 0,42,0,76
V60OE (E) 0,87 0,67, 1,22
V60OE (Ec) 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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Symboler

Innehéller tillrackligt med reagenser fér <24> reaktioner
<24>

Anvands senast

"<

IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
Katalognummer

LO Lothummer

g A

Materialnummer

Komponenter

o)
o
=
=

Innehéller

Antal

GS1-artikelnummer (Global Trade ltem Number)
Temperaturbegrénsning

Tillverkare

Se bruksanvisningen

=R

/,
v

N
A

Utsatt inte for direkt solljus

=)

Varning

>
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Bilaga I: Manuellt protokoll f6r therascreen BRAF RGQ
PCR-kitet

| det har avsnittet finns instruktioner om anvéndning av therascreen BRAF RGQ
PCR-kitet med programmet RGQ version 2.3 i dppet lage (dvs. utan BRAF Assay
Package).

Allman information
B En lista med det material som behdvs finns p& sidan 9.

B Fullstandiga instruktioner om provberedning och provlayout finns i avsnitten
"Protokoll: Provbedémning”, sidan 14, och “Protokoll: BRAF-
mutationsdetektion”, sidan 25.

Protokoll: Skapa en temperaturprofil

Innan du bérjar ska du skapa en temperaturprofil for BRAF-analysen. Cykel-
parametrarna ar desamma fér béde provbedémning och mutationsbeddmning.

Procedur

En sammanfattning av cykelparametrarna finns nedan:

Tabell 13. Cykelparametrar

Cykler Temperatur Tid Datahédmtning
1 95 °C 15 minuter Inget
@ 95 °C 30 sekunder Inget

60 °C 60 sekunder Grén och gul

1. Dubbelklicka pa programikonen fér Rotor-Gene Q-programmet 2.3 pa
skrivbordet pa den dator som dr ansluten till instrumentet Rotor-Gene Q
MDx.

2. For att skapa en ny mall véljer du “Empty Run” [Tom korning] och klickar
sedan pa “New” [Ny] fér att komma till “New Run Wizard” [Guide fér ny
kérning].
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3. Valj "72-Well Rotor” [Rotor med 72 brunnar] som rotortyp. Bekréfta att

lasringen sitter fast och markera kryssrutan “Locking Ring Attached”
[Lasring fast]. Klicka pa “Next” [Nésta] (bild 21).

New Run Wizard E

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Ratar Tupe

1- I 72-well Rotor
Roktor-Disc 72
Roktor-Disc 100

2— —l ¥ Lacking Ring Attached

3
Skip Wizard |

Bild 21. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide fér ny kérning]. (1 = “Rotor Type” [Rotortyp],
2 = "Locking Ring Attached” [L&sring fast], 3 = knappen “Next” [Nasta].)
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4. Ange namnet pa anvéndaren. Lagg till eventuella meddelanden och ange
reaktionsvolymen 25. Kontrollera att det star ”1, 2, 3...” i rutan “Sample
Layout” [Provlayout]. Klicka pa “Next” [Nésta] (bild 22).

Mew Run Wizard §|
Thig zcreen dizplays mizcellaneous options for the run, Complete the fields, Ehlix box Idisplays .
clicking Hext when you are ready to move to the next page. Elp on elements in

the wizard. For help
ot an item, hover
yoUr mouse aver the
itern for kelp. vou
zah alzo click on a
combo box to dizplay
help about itz
avallable settings.

Reaction

Sample Layout : §11. 2, 3... -

SkipWizard| << Back I Newtos

Bild 22. Ange namn péa operatdr och reaktionsvolymer. (1 = féltet “Operator” [Anvéndare],
2 = faltet "Notes” [Anteckningar], 3 = faltet “Reaction Volume” [Reaktionsvolym], 4 = faltet
"Sample Layout” [Provlayout], 5 = knappen”Next” [Nasta].)
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5. Klicka pa knappen “Edit Profile” [Andra profill i dialogrutan “New Run
Wizard” [Guide fér ny kérning] (bild 23) och kontrollera kérnings-
parametrarna enligt foljande steg.

Mew Run Wizard [z|
Temperature Profile ; Click this button to
edit the profile
zhowr in the box
above.

| =t Edit Prafile ..

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm A Edit
ellow B30nm B5BAm ]
Orange  585mm B10nm a E dit Gair...
Red E2Bnm  BEORm A
Crimzon  B80nm 710kp 7 Remove
HEM 4600 510nm 7 Feset Defaults
Gain Optirmizatiorn. .. |

Skipwizand | <<Back | Newt» |

Bild 23. Andra profilen (1).

6. Klicka pa knappen “Insert after” [Sétt in efter] och valj “New Hold at
Temperature” [Ny bibehallning vid temperatur] (bild 24).

M Edit Profile =
A . ¥ B\ u
R Opon SaveAs | Help
The run wall take spgoamatedy [ second(s] to complste. The graph below epresents the nn 1o be pedomed

Chek on a epche below Lo moddy #

Copy of Current Step

Bild 24. Infoga et initialt inkubationssteg. (1 = knappen “Insert after” [Sétt in efter],
2 = "New Hold at Temperature” [Ny bibehéllning vid temperatur].)

|
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7. Andra “Hold Temperature” [Bibehallen temperatur] till 95 °C och “Hold

Time” [Bibehdllen tid] till “15 mins 0 secs”. Klicka pa knappen “Insert after”
[Sétt in efter] och valj “New Cycling” [Ny cykling] (bild 25).

M Edit Profile
@ . @

H

Tew Open  Save As

The run will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

X
9

Help

Click on a cycle below to maodify it -

Mew Cycling
Mew Melt
Mew Hold at Temperature
Remave Mew HRM Step

Inzert before. .

Hold Temperature g5 | o
1 Hald Time :

Bild 25. Initialt inkubationssteg vid 95 °C. (1 = knapparna “Hold Temperature” [Bibehallen
temperatur] och “Hold Time"” [Bibeh&llen tid], 2 = knappen “Insert after” [Satt in efter],

Copy af Current Step

3 = "New Cycling” [Ny cykling].)

8. Andra antalet cykelrepetitioner till 40. Valj det forsta steget och stéll in

pa “95°C for 30 secs” [95 °C i 30 sekunder] (bild 26).

M Edit Profile

&

2]

Mew | Cpen Sowads | Hep
Thhem pury vill ko appicoomately 38 mimutels] bo complete. The graph below epresents the nun bo b perfomed ;

o

Ohck on & cypcle basiow o modify

R

(Hiokd

1 This cycle repoatsfl 40
Click on ome of the dep:

imaz

i praedily ik, Of presss + o« ho sk nd nemooes dlepe s this cipcle.

_neet sher_ |
_Ii-i:_eﬂ s,
__ Remove |

ITlml.'rdErm

Mot Acqunng

=)

Ir Long Range

| T Touchdown

/

/i 4 f

| 9*Cior30sec: B

Bild 26. Cyklingssteg vid 95 °C. (1 = ruta fér cykelrepetitioner, 2 = temperaturinstélining

for steg ett, 3 = tidsinstallning for steg ett.)

Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016

59



9. Markera det andra steget och stéll in pa “60°C for 60 secs” [60 °C
i 60 sekunder]. Aktivera datahdmining under det hér steget genom
att valja knappen “Not Acquiring” [Hamtar inte] (bild 27).

8 Edit Profile X
@ o, 8 H )

Rewe Open  Saveds | Help

The e wall ke apprceamabely 125 meute(z) 1o complete. The geaph below tepeesents the sur to be parfoimed :

ALY

Chck on & cipcle badows bo modip i
Hold et ter_ |
Inzert before. |
Femowve |

Thas cycle ispaats 40 | tmefs]
Chick o one of the sleps below bo modify 1, o press + of - 1o add and remove steps bor thes cpcle

Timed Siep | j ﬂ
G0 lor ) pecs
BT ——— .
Bl saconds / 1
2 - Not Acgumg 72C foe 20 ecs |
Lyt = I

I Touchdown

x|

Bild 27. Cyklingssteg vid 60 °C. (1 = temperatur- och tidsinstallning fér andra steget,
2 = knappen “Not Acquiring” [Hamtar inte].)

|
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10. Ange "Green” [Gron] och “Yellow” [Gul] som hamtningskanaler genom att
valja knappen ”>” for att 6verfora dem fran listan ”Available Channels”

[Tillgangliga kanaler]. Klicka pa “OK” (bild 28).

Same as Previous : | (New Acquisition) -

Acquisition Configuration :

Axalable Channels : Acquing Channels ;
Mame [ LI M ame
Crimson Green 1
HRM < [ velow
Drange
Fied «

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquinng from 2
channel, select it in the right-hand izt and click <. To remove all acquisitions, click <<

Diye Chart > | Dm'thcquifel Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm  (510nm | FAMY, SYER Green 14, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 488
Yellowe [530nm | 555nm JOES, WICY HEX, TETY, CAL Fluor Gold 540+, ‘' akima ellow '
Orange | 585nm | 610nm RO, CAL Fluor Red G104, Cy3.5%, Texas Red ', Alexa Fluor 5684

B25nm |B60nm | CySY, Quasar 670, Alexa Fluor 633

E80nm | 7T10hp | Quasar705Y, Alesa Fluor 680

460nm | 510nm [ SYTOD 94, EvaGreen

Bild 28. Hamtning vid cyklingssteg vid 60 °C. (1 = valda kanaler, 2 = knappen "OK".)
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11.

Markera det tredje steget och ta bort det genom att klicka pa knappen ”-”.

Klicka pé "OK” (bild 29).

1 Edit Profile X
Z .9 || e
Heve Open Saveds | Help

The eun vl Laks appeocmately 135 mnude{z] bo complsie. The geaph below reprecents the iun 1o be peromed :

AR A A,

Click on & cycls betow bo modify it -
E— 2 |
Shmine]

Thes cyclinpoats 40 | temeiz].
ek on ores of the theps below ba moddy 8, of pres = or - b5 sdd and remave sieps for thes cpcle

:mﬁmm ﬂi T Uﬂ
Ducons |/ ‘ ’
Aogsna oy B l"l %li T2 for 20 secs
= Lm;:::m ﬁ| GG oo B ez /

I Toudhdown

-1

--3

Bild 29. Ta bort forlangningssteg. (1 = tredje steget, 2 = knappen “Delete” [Ta bort],
3 = knappen "OK".)

12. | nésta dialogruta klickar du pé knappen “Gain Optimisation” [Optimering

av férstérkning] (bild 30).

1—

New Run Wizard X

Temperature Profile ; This box: displays
help on elements in

the wazard, For help

on an ibem, hover
wour mause over the
ibem for help, *ou
can alqo chck on a
combo box to display

hilp about it

available st

E it Profile . s
Channed Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm 5

Yelow 530nm 55 5 _ Ex. |

Orange 585w  Bl10nm 5 Edit Gam...

Red B25nm  BEDnm 5 —I

Crimson  EB80nm F10hp 7 Remaove

HRM 4EDnm  510rmm 7

Reset Defaults
[Gan Opmeaion |
SkipWizard | <<Back |  MNed» |

Bild 30. Optimering av forstérkning (1).
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13. Klicka pa knappen ”Optimise Acquiring” [Optimera hémtning]. Kanal-
instéliningarna for varje kanal visas. Godkéann dessa standardvérden
genom att klicka pa "OK” for bada kanalerna (bild 31).

Auto-Gain Optimisation Setup [X]
Optimization ;
Y Huto-Gan Optenization will read the lluoresence on the insered sample at
S8 different gain levels undil it finds one at which the fluorescence levels are

acceplable, The range of heorescence pou ane looking for depends on the:
chemistry vou are performing.

Set temperature to I_uj degrees.

uto-Gain Optimisation Channel Settings

I~ Perfofie
Channel Settings :
Channe §
[ | Chomel: Brosn  TubePreiin; = o
=] TagetSampieRange: F HAww[i0 A Hﬂ“
Acceplable Gain Range: [10 = 1 [l = emove !
frocvee A0 l
i Cancel | Hep |
| Manual. | Close | Hep |

Bild 31. Automatisk nivéoptimering for den gréna kanalen. (1 = “knappen “Optimise
Acquiring” [Optimera hamtning], 2 = knappen "OK".)
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14. Markera kryssrutan ”Perform Optimisation before 1st Acquisition” [UHfor
optimering fére férsta hdmining] och klicka pa knappen “Close” [Sténg]
for att aterga till guiden (bild 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

(Opirviz:ation :
. Auto-Gain Optimization will read the fluoesence on the nzerted sample at
_% different gamn levels untl it finds one at which the fluorescence levels ane

acceptable. The range of lucrescence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.

Sl temperatiing ko j dearess,
Optimise A | Optimise Acquiting |
1 ==Y ertcim tiptiisation Before 15t Asquisiion
[ Pesform Oplimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run

Charnnel Settings ;

| =] Ak |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 5F1 10F1 10 10

Yellow 1 EF] 10F] a0 10 Remove |
Remaowve &) |

£

=1 [ T

Bild 32. Val av grona och gula kanaler. (1 = kryssrutan “Perform Optimisation before
1st Acquisition” [Utfr optimering fore forsta hdmtning], 2 = knappen “Close” [Stang].)

15. Klicka pa “Next” [Nasta] for att spara mallen pa en lamplig plats genom
att vélja “Save Template” [Spara mall].
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Procedur (manuell)

Protokoll: Provbedémning (manuell)

Det har protokollet anvands fér att bedéma den totala méngden amplifierbart
DNA i prover och ska utféras innan BRAF-mutationsanalys.

B Forbered proverna enligt beskrivningen i avsnittet “Protokoll:
Provbedémning” pd sidan 14.

B Forbered PCRkdrningen pd Rotor-Gene Q MDx-instrumentet enligt
beskrivningen i avsnittet “Protokoll: Férberedelse av therascreen BRAF
PCR RGQ" pd sidan 67.

B Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt instruktionerna
i avsnittet “Analys av provbedémningsdata”, pé sidan 73.
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Protokoll: BRAF-mutationsdetektion (manuell)

Nar ett prov har klarat provbedémningen kan det testas for att detektera BRAF-
mutationer.

B Forbered proverna enligt beskrivningen i avsnittet “Protokoll: BRAF-
mutationsdetektion” pd sidan 25.

B Forbered PCRkdrningen pd Rotor-Gene Q MDx-instrumentet enligt
beskrivningen i avsnittet “Protokoll: Férberedelse av therascreen BRAF PCR
RGQ" pd sidan 67.

B Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt instruktionerna i
avsnittet “Analys av BRAF-mutationsdetektionsdata”, pé sidan 74.
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Protokoll;: Forberedelse av therascreen BRAF PCR RGQ

1. Oppna Rotor-Gene Q-programmet (2.3) och ppna den motsvarande
temperaturprofilen (.ret-filen).

Instruktioner om hur du skapar temperaturprofilen och kontrollerar

kérningsparametrarna finns i “Protokoll: Skapa en temperaturprofil”,
pd sidan 55.

2. Kontrollera att korrekt rotor har valts och markera kryssrutan for att
bekrafta att lasringen sitter fast. Klicka pa “Next” [Nasta] (bild 33).

Mew Run Wizard §|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

Ratar-Disc 72
Ratar-Disc 100

2— —l ¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard | e : 3

Bild 33. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide for ny kérning] och vélkomstfonstret.

(1 = "Rotor Type” [Rotortyp], 2 = “Locking Ring Attached” [Lasring fast], 3 = knappen
“Next” [Nasta].)
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3. Ange namnet pa anvandaren. Légg till eventuella meddelanden och
kontrollera att reaktionsvolymen &r installd pa 25 och att det star
”1, 2, 3...” i rutan "Sample Layout” [Provlayout]. Klicka pa “Next”

[Nésta] (bild 34).

New Run Wizard El
This screen dizplays mizcellaneous options for the wn. Complete the figlds, Ehlis bow 'IjiSF'Ia}'S .
clicking Mext when you are ready to move to the next page. theepw?gafd?rlgzrﬁell 1
. OF &n e, Nover
Dperator MatiE vour mouse over the
M i iterm for help. rou
obes can alzo click on a
combo box to display
help about its
available zettings.
Reaction or = 1
Walurme [pl): =l I 2
Sample Lapout - 1.2, 3. - |

Skip'wizard | << Bark |I Hext > :

Bild 34. Alternativfonstret “"New Run Wizard” [Guide fér ny kérningl. (1 = falten "Operator”
[Anvandare] och “Notes” [Anteckningar], 2 = falten “Reaction Volume” [Reaktionsvolym]
och “Sample Layout” [Provlayout], 3 = knappen”Next” [Nasta].)
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4. | nésta fonster kan du redigera temperaturprofilen. Ingen redigering kravs
eftersom temperaturprofilen redan har skapats enligt instruktionerna
i “Protokoll: Skapa en temperaturprofil”, sidan 55. Klicka pa “Next”
[Nasta] (bild 35).

Mew Run Wizard P§|

Temperature Prafils : This bow displays
help on elements in
the wizard. Far help

oh an item, hower
wour mouse over the
itern for help. vou
zah alzo click on a
cambo box to dizplay

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mev...

Green 470 5100m Edit
rellow B30hm  5550m
Orange  585nm E10mm Edit Gair...
Fed E28nm  BEDnm
Remove
Reset Defaults

Crimzon  E80nm  F10hp
HR M 460nm  510nm

Skip'wizard | << Back I Mest 33 : 1

Bild 35. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide for ny korning] och fonstret for
temperaturredigering. (1 = knappen “Next” [Nasta].)

s Bt B B B Sy |

5. Kontrollera sammanfattningen och klicka pa ”Start Run” [Starta kérning]
for att spara kérningsfilen och starta kérningen (bild 36).

New Run Wizard g|

Surmmary :

Setting W alue

Green Gain 5

rellow G ain A

Auto-Gain Dptimization Before First Acquisition

Ratar T2 el Ratar

Sample Layaut 1.2.3. ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

‘ Start Run — 1
Once vou've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template
beqin the run. Click Save Template to save settings for future rns.
SkipWizard | <<Back |

Bild 36. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide f6r ny kérning] och sammanfattningsfénstret.

(1 = knappen “Start Run” [Starta kdrning].)
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6. Nar kérningen har startats visas ett nytt fonster dér du antingen kan ange
provnamn nu eller klicka pa “Finish” [Avsluta]l och ange namnen senare
genom att vélja knappen “Sample” [Prov] under kérningen eller nar
kérningen &r avslutad.

Om du klickar p& “Finish and Lock Samples” [Avsluta och lé&s prover]
kan provnamnen inte redigeras. laktta sarskild forsiktighet nar du anger
provnamn for att sakerstalla korrekt provtestning och analys.

Obs: Vid namngivning av prover ska kolumnen “Name” [Namn] lamnas
tom fér tomma brunnar.

7. Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt avsnitten “Analys av
provbedomningsdata”, sidan 73 eller “Analys av BRAF-
mutationsdetektionsdata”, sidan 74.

8. Om du behaver kvantifieringsrapporter klickar du pa ikonen ”Reports”
[Rapporter] i verktygsfaltet i Rotor-Gene Q-kérningsfilen.

9. I rapportmenyn klickar du pé “Cycling A Green (Page 1)” [Cykling A gron
(sidan 1)] under "Report Categories” [Rapportkategorier] (bild 37).

Fepaort Cateqaories : Templates :

1 -:'-4 - E;clin: A, Green F'aae 1 I

- Cyeling A ¥ellow [Page 1)

“..
% OTV Report

| Show | Cancel |

Bild 37. Rapportmeny. (1 = knappen “Cycling A. Green (Page 1)” [Cykling A. Green
(sida 1)].)
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10. Valj "Quantitation (Full Report)” [Kvantifiering (fullstéindig rapport)] under
"Templates” [Mallar] (bild 38).

— Report Categones :

- [Gerneral]

8- Buantitation

Cycling 4. Green [Page 1]
‘.. Cycling &, ellow [Page 1]

» Quantitation (Standard Report)

Bild 38. Kvantifieringsrapport (fullsténdig rapport) (1).

11. Klicka pa “Show” [Visa] fér att generera rapporten.
12. Klicka pa “Save As” [Spara som] om du vill spara en elektronisk version.
13. Upprepa for “Cycling A Yellow (Page 1)” [Cykling A gul (sidan 1)].
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Tolkning av resultat (manuell)

Nar provbedémningskérningen eller mutationsanalysen ér avslutad analyserar
du data enligt féljande procedur.

Programinstéliningar fér analys

1. Oppna aktuell fil med Rotor-Gene Q-programmet 2.3.

2. Om du inte har namngett proverna innan kérningen ska utforas klickar du
pa “Edit Samples” [Redigera proverl.

3. Skriv in namnen pa proverna i kolumnen “Name” [Namn].
Obs: Ange inget namn fér tomma brunnar.

4. Klicka pa “Analysis” [Analys]. Pa analyssidan klickar du pa ”Cycling A.
Yellow” [Cykling A gul] fér att visa Yellow-kanalen.

5. Klicka pa “Named On” [Namngiven].

Obs: Detta sakerstaller att inga tomma brunnar ingér i analysen.
Vélj “Dynamic Tube” [Dynamiskt ror].

Vélj “Slope correct” [Lutning korreki].

Vélj “Linear scale” [Linjar skala].

Vélj “Take off Adj.” [Take off-just.] och ange vérdet 15.01 i den Gvre rutan
(“If take off point was calculated before cycle”) [Om take off-punkten
beréknades innan cykeln] och 20.01 i den nedre rutan (“then use the
following cycle and take off point” [anvéind sedan féljande cykel och take
off-punkt]).

10. Stéll in troskelvérdet pa 0.05.

11. Stéll in “Eliminate Cycles before” [Eliminering av cykler innan] pa 15.

0 ®NO

12. Kontrollera Yellow Cr-vardena.

13. Pa analyssidan klickar du pa “Cycling A. Green” [Cykling A gron] fér att
visa Green-kanalen.

14. Vélj “Named On” [Namngiven].
15. Valj "Dynamic Tube” [Dynamiskt ror].
16. Vélj “Slope correct” [Lutning korrekt].
17. Vdlj "Linear scale” [Linjar skalal.

18. Valj "Take off Adj.” [Take off-just.] och ange vdrdet 15.01 i den &vre rutan
("If take off point was calculated before cycle”) [Om take off-punkten
beréknades innan cykeln] och 20.01 i den nedre rutan (“then use the
following cycle and take off point” [anvand sedan féljande cykel och take
off-punki]).

19. Stall in tréskelvardet pa 0.15.
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20. Stéll in “Eliminate Cycles before” [Eliminering av cykler innan] pa 15.
21. Kontrollera Green Cr-vérdena.

Analys av provbedémningsdata

Kor kontrollanalys
Nar kérningen har avslutats ska data analyseras enligt nedan.

B Negativ kontroll: Fér att garantera att ingen mallkontaminering forekommer
far kontrollen utan mall inte generera ett Crvarde i den grona (FAM)
kanalen under 40. For att garantera att kérningen har konfigurerats korrekt
méste kontrollen utan mall visa amplifiering i intervallet 32,53-38,16 i den
gula kanalen (HEX). De angivna vérdena ér inom och inklusive dessa
varden.

M Positiv kontroll: Den BRAF-positiva kontrollen (PC) méste ge ett kontroll-
analys-Crvarde i den grona kanalen (FAM) pé& 30,37-36,38. De angivna
vardena ar inom och inklusive dessa varden. Ett varde utanfér detta
intervall indikerar ett problem i analyskonfigurationen och anses darfor
som en misslyckad kdrning.

Om ndgon av de har tva kérningskontrollerna har misslyckats bor provdata inte
anvéndas.

Forutsatt att bada kérningskontrollerna ar giltiga méste varje prov-Crvarde ligga
inom intervallet 21,95-32,00 i den gréna kanalen. Om provet ar utanfor
intervallet ska du félja instruktionerna nedan.

Provanalys - kontrollanalys

B Provkontrollanalysens Cr < 21,95: Prover med ett kontroll-Cr p& < 21,95
mdste spddas eftersom detta representerar den lagsta nivan for det
validerade analysintervallet. For att detektera varje mutation pa en lég nivé
mdste Sverkoncentrerade prover spddas fér att hamna inom intervallet ovan
baserat pd att spadning till halften kommer att dka Cr med 1. Om provet
ligger nara 21,95 rekommenderas spadning for att sakerstalla att ett
resultat erhdlls frén provtestkdrningen (BRAF-mutationsdetektion). Proverna
méste spadas med det vatten som medféljer kitet (vatten for
spadning [Dil ]).

B Provkontrollanalysens Cr > 32,00: Omexiraktion av provet rekommenderas
eftersom det inte kommer att finnas tillracklig mangd startDNA-mall for att
kunna detektera alla mutationer vid de angivna cutoff-vardena for
analysen.
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Analys av BRAF-mutationsdetektionsdata

Kor kontrollanalys

Se flodesdiagrammet for kérning av kontrollanalys i bild 39.

Negativ kontroll: F&r att garantera att ingen mallkontaminering férekommer
far kontrollen utan mall inte generera ett Crvarde i den grona (FAM)
kanalen under 40. For att garantera att kérningen har konfigurerats korrekt
mdste kontrollen utan mall visa amplifiering i intervallet 32,53-38,16 i den
gula kanalen (HEX). De angivna vérdena ér inom och inklusive dessa
varden.

Positiv kontroll: Den BRAF-positiva kontrollen (PC) méste ge eft Crvarde
for varje BRAF-analys enligt tabell 14 i den gréna kanalen. De angivna
vardena ar inom och inklusive dessa varden. Ett varde utanfér detta
intervall indikerar ett problem i analyskonfigurationen och anses darfor
som en misslyckad kérning.

Obs: Om ndgon av de har tvé kdrningskontrollerna har misslyckats bér
provdata inte anvandas.

Tabell 14. Acceptabelt Cr-intervall fér reaktionskontroller.

Reaktionsmix Prov Kandl Cr-intervall
Kontroll PC Groén 30,37-36,38
V600E/Ec PC Gron 29,62-35,73
V600D PC Gron 29,75-35,79
V600K PC Groén 29,32-35,32
V600R PC Gron 29,41-35,41
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Green Cr-

Green Cr-

vérde for vérde for
negativ positiv
kontroll kontroll
Ar kontroll-Green ) ) B
Ar Green Cr < 40? a— Missl. kérn. Cr-ror i intervallet Nej—» EisSLG I
30,37-36,387
Missl. kérn./
internkontroll ogiltig Ja
Nej T
Ja
\
Ar V60OE/Ec Green ’ ] .
Cr-ror i intervallet Nej—»  Missl. korn.
Ar Yellow Cr Ar Yellow Cr 29,62-35,737
i intervallet Nej for internkontroll
32,53-38,167 < 32,537
Ja
Nej
Ar V600D Green ) ) B
Crrér i intervallet Nej—»{  Missl. kérn.
Ar Yellow Cr Hthie=Sa
for internkontroll
> 38,167
Ja
Ja
Ja
; _ Ar V600K Green
Missl. korn./ Cr-rér i intervallet Nej—p  Missl. kérn.
Yellow-amplifiering for 29,32-35,327
v internkontroll negativ
Negativ kontroll OK Ja
Ar VBOOR Green ) . .
Cr-rér i intervallet Nej—p»  Missl. krn.

Fortsatt till provanalys.

29,41-35,417

Ja

v

Pasitiv kontroll OK

Bild 39. Flédesschema for korning av kontrollanalys.

Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016 75



Provanalys — Green Cr-vérde for provkontroll
Se flddesdiagrammet for provanalys i bild 40.

Forutsatt att bada kérningskontrollerna ar giltiga for kontrollanalysen méste Cr-
vardet for varje provkontroll ligga inom intervallet 21,95-32,00 i den gréna
kanalen.

Om provet ar utanfar intervallet ska du félja instruktionerna nedan.

B Provkontrollanalysens Cr < 21,95: Prover med ett kontroll-Cr < 21,95 skulle
dverbelasta mutationsanalyserna och méste spadas. For att detektera varje
mutation pd en lég nivd méste verkoncentrerade prover spadas for att
hamna inom intervallet ovan baserat pd att spadning till hélften kommer att
oka Cr med 1. Prover ska spadas med det vatten som medféljer kitet (vatten
for spadning [Dil.]).

B Provkontrollanalysens Cr < 32,00: Omexiraktion av provet rekommenderas
eftersom det inte kommer att finnas tillracklig mangd startDNA-mall for att
kunna detektera alla mutationer vid de angivna cutoff-vardena for
analysen.

Provanalys - internkontrollens prov-Yellow Cr-vérde fér mutationsanalyser
Se flodesdiagrammet for provanalys i bild 40.

Alla brunnar i varje prov méste analyseras. Kontrollera att varje brunn gene-
rerar en HEX-signal i kanalen Yellow frén internkontrollen. Det finns 3 mdjliga
slutresultat:

B  Onm internkontrollens Cr hamnar inom angivet intervall (32,53-38,16) ar
Yellow-amplifieringen positiv och giltig.

B Onm internkontrollens Cr hamnar ovanfér angivet intervall (> 38,16) visar
roret negativ Yellow-amplifiering. Om det finns amplifiering i Green-
kanalen for det réret sa ar Yellow-amplifieringen giltig. Om det inte finns
amplifiering i Green-kanalen for det roret sa ar Yellow-amplifieringen

ogiltig.

B  Onm internkontrollens Cr hamnar under angivet intervall (< 32,53) &r roret
ogiltigt.

Om internkontrollen misslyckas pé grund av PCR-hémmare kan spadning av

provet minska effekten hos hémmarna, men det leder aven till spadning av
md&l-DNA. Ett rér med vatten for spadning av prov (Dil.) ingér i kitet.
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Green Cr-véarden
for provkontroll.

Internkontrollens
prov-Yellow
Cr-vérden for
mutationsanalyser.

Prov-Green
Cr-véarden for

mutationsanalyser.

A

A 4

A

Ar Green Cr fér
kontrollanalysen i intervallet
21,95-32,00?

Ja

Ar Yellow Cr i nagon
analys < 32,537

Nej

Ar Yellow Cr > 38,16
i nagon analys?

Nej

Ar varje mutations-Green Cr
i intervallet 15,00-40,007

Ja
\ 4

Ror visar positiv Green-amplifiering.

A 4

Berdkna ACt-varden
for varje mutation.
ACt = mutation-C+—kontroll-C+

A 4

Jamfor ACr-varden med
cutoff-varden per mutation.
Se tabell 6.

Ar nagot
ACq-varde inom angivet
ACq-intervall for analysen
(amplifiering positiv)?

Ja

BRAF-mutation detekterad for
mutationsanalys. Se tabell 7
angaende klassificering av
mutationsstatus.

Bild 40. Flédesschema for provanalys.
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Nej—p

Prov ogiltigt.
Mer information finns
i handboken, sidan 76.

Ror ogiltigt.
Anvand inte rorresultat.

a—p

Rér visar negativ Yellow-
amplifiering. Mer information
finns i handboken, sidan 76.

Ror visar negativ
Green-amplifiering.
Se handboken sidan 78.

Nej Mutation inte detekterad.
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Provanalys - prov-Green Cr-vérde fér mutationsanalyser

Green-vardena for alla 4 reaktionsmixarna ska kontrolleras mot vardena som
finns angivna i tabell 15.

Tabell 15. Acceptabla provvarden for mutationsreaktion (Green-kanal)*

Analys Acceptabelt Cr-intervall ACr-intervall
V600E/Ec 15,00-40,00 <7,0
V600D 15,00-40,00 <6,9
V600K 15,00-40,00 <6,0
V600R 15,00-40,00 <7,0

* Acceptabla varden ar inom och inklusive de varden som visas.

B  Om Green Cr hamnar inom angivet intervall ar FAM-amplifieringen positiv.
B  Om Green Cr hamnar ovanfér angivet intervall eller om amplifiering saknas
ar Green-amplifieringen negativ.

Berakna ACrvardet for varje mutationsrér med positiv FAM-amplifiering enligt
nedan, for aft garantera att mutations- och kontroll-Cr-vardena kommer frén
samma prov.

ACt = mutation-Cr—kontroll-Cr

Jamfor provets ACr-varde med cutoff-punkten fér den aktuella analysen
(tabell 15) och se till att korrekt cutoff-punkt tillampas for varje analys.

Cutoff-punkten @r den punkt ovanfér vilken en positiv signal eventuellt kan bero
pd bakgrundssignal for ARMS-primern i vildtyps-DNA. Om provets ACr-varde
ar hégre @n cutoff-punkten klassas det som negativt eller som liggande utanfér
kitets detektionsgrans.

For alla prover kommer varje mutationsreaktion att tilldelas statusen detekterad,
inte detekterad eller ogiltig med hjalp av kriterierna nedan.

B Mutation detekterad:

Green-amplifiering positiv och ACr vid eller under cutoff-vardet. Om flera
mutationer detekterats ska mutationsstatusen tilldelas enligt tabell 16.
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B Mutation inte detekterad:
Green-amplifiering positiv och ACr ovanfér cutoff-vardet.

Green-amplifiering negativ och Yellow-amplifiering (internkontroll)
ar positiv.

B Ogiltig:
Yellow (internkontroll) ar ogiltig.
Green-amplifiering ar negativ och Yellow-amplifiering @r negativ.

Ytterligare information finns i flddesdiagrammet (Bild 40). Om ett prov visar
negativ Yellow-amplifiering i ett rér men positiv Green-amplifiering i ett annat
ror kan resultatet “mutation detekterad” i det andra réret fortfarande betraktas
som giltigt men den sarskilda mutationen som identifierats kanske inte har
tilldelats korrekt.

Om ett prov visar negativ Yellow-amplifiering och positiv Green-amplifiering
i samma ror ska resultatet “mutation detekterad” betraktas som giltigt.

Om ett rér visar ogiltig Yellow (internkontroll) fér resultatet frén det réret inte
anvéndas.

Provanalys - tilldela provmutationsstatus

Nar alla mutationsreaktionsrér har bedémts faststalls provets mutationsstatus
enligt nedan.

B Mutation detekterad: En eller flera av de 4 mutationsreaktionerna ar
positiva. Om flera mutationer detekterats ska den rapporterade mutationen
dverensstamma med tabell 16 (se naste sida).

Mutation inte detekterad: Alla 4 mutationsreaktionerna &r negativa.

B Ogiltig: Ingen mutationsreaktion ar positiv och en eller flera
mutationsreaktioner ar ogiltiga.
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Tabell 16. Klassificera provmutationsstatus

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutationsstatus

Positiv Negativ  Negativ  Negativ  V60OE- eller V6OOEc-positiv
Positiv Negativ  Positiv Negativ ~ V60OEc- eller V6OOK-positiv
Positiv Positiv Negativ.  Negativ ~ V600D-positiv

Negativ Positiv Negativ  Negativ  V600D-positiv
Negativ Negativ  Positiv Negativ  V60OK-positiv
Negativ Negativ  Negativ  Positiv V600R-positiv

Obs: therascreen BRAF RGQ PCR-kitet Gr avsett att detektera mutationer i BRAF-
genen i ett DNA-prov. Om ett prov ar klassificerat som “BRAF-mutation detek-
terad” ska endast en specifik mutation rapporteras. Om flera mutationer
detekterats ska den rapporterade mutationen éverensstémma med tabell 16.

Viss korsreaktivitet forekommer mellan mutationsreaktioner. Exempelvis kan
analysen V60OE/Ec ge ett positivt resultat om en V600D-mutation férekommer,
analysen V60OE/Ec kan ge eft positivt resultat om en V60O0K-mutation
forekommer och analysen V60OK kan ge ett positivt resultat om en komplex

V60OE-mutation férekommer. Mutationens status kan dock sarskiljas med hjalp
av tabell 16.

Korsreaktivitet beror p& att ARMS-primern detekterar andra mutationer med
liknande sekvens. Om en andra mutationsanalys ger ett positivt svar @r detta
troligen korsreaktivitet. Dubbla mutationer har observerats, men &r ovanliga.

Darfér kan i sallsynta fall kombinationer av positiva resultat som inte finns med
i tabell 16 detekteras. Provet kan andé klassificeras som “BRAF-mutation
detekterad”. P& grund av korsreaktivitet kan dock en viss mutation inte sarskiljas.
Darfér bor provet endast klassificeras som “BRAF-mutation detekterad”.

Om en eller flera av mutationsreaktionerna ar ogiltiga men en eller flera ar
positiva kan provet fortfarande klassificeras som “BRAF-mutation detekterad”,
eftersom en mutation férekommer. Den specifika mutation som rapporteras kan
emellertid vara felaktig och kan vara ett resultat av korsreaktivitet. Darfér bor
provet endast klassificeras som “BRAF-mutation detekterad”.
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Bilaga Il: Installation av therascreen BRAF Assay Package

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet ar avsett for anvandning med instrumentet
Rotor-Gene Q MDx med en rotor med 72 brunnar. therascreen BRAF Assay
Package kan laddas ned frén den motsvarande produktsidan fér therascreen
BRAF RGQ PCR-kitet p& adressen www.giagen.com. Nedladdningsinformationen
finns i sektionen “Product Resources” [Produktresurser] pd fliken “Supplementary
Protocols” [Tillaggsprotokoll]. Assay Package-programvaran kan éven bestallas

pa CD (QIAGEN, kat.nr 9023820).

| analyspaketet ingér “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template” och “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”.

Obs: therascreen BRAF Assay Package ar endast kompatibelt med programmet
Rotor-Gene Q version 2.3. Se fill att ratt version av programmet Rotor-Gene Q
ar installerat innan du fortsatter med installationen av therascreen BRAF Assay
Package. Om ditt Rotor-Gene Q MDx-instrument levererades med en tidigare
programversion kan du enkelt uppgradera genom att ladda ned version 2.3
av programmet Rotor-Gene Q MDx fran produktsidan for www.qiagen.com.
Det nya programmet finns i motsvarande “Product Resources”-sektion
[Produktresurser] pd fliken “Operating Software” [Operativ programvaral.

Procedur (nedladdning)

1. Ladda ned therascreen BRAF RGQ Assay Package CE fran den motsvarande
produktsidan for therascreen BRAF RGQ PCR-kitet pa adressen
www.giagen.com.

2. Oppna den nedladdade zip-filen genom att dubbelklicka pé filen och packa
upp den.

3. Starta installationen genom att dubbelklicka pa den uppackade filen
therascreen_BRAF_Assay Package 3.1.1.exe.

Procedur (CD)

1. Bestdll therascreen BRAF RGQ Assay Package CE CD fran QIAGEN
(QIAGEN, kat.nr 9023820) som finns tillgangligt separat.

2. Sdtt in CD:n i CD-enheten pa den béarbara dator som ér ansluten fill
instrumentet Rotor-Gene Q.

3. Starta installationen genom att dubbelklicka pé filen

therascreen_BRAF_Assay Package 3.1.1.exe om CD:n laddas automatiskt,
eller leta upp filen med hjalp av filhanteraren pé den anslutna datorn.
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4. Installationsguiden startar. Klicka pa “Next” [Nésta] for att fortsétta

(bild 41).

r B
@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = L_‘-;__:?-_{

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

Thez will install Rotor{zene Q therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 on your computer.

k is recommended that you close all other applications before
cortinging

Chick Nead to continue, or Cancel to edt Setup

[tece J [ s |

e

Bild 41. Dialogrutan “Setup” [Installeral. (1 = knappen “Next” [Nésta].)
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5. Las licensavtalet i dialogrutan “License Agreement” [Licensavtal] och
godkann avtalet genom att markera ”1 accept the agreement” [Jag
godkénner avtalet]. Klicka pa “Next” [Nésta] for att fortsétta (bild 42).

@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package I_ =

License Agreement
Please read the following important information befiore continuing

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

Licence Agreement

1. In the folowing "Giagen” refers to Giagen GmbH and its affikated 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 accomparying documentation have
been developed ertinely at private expense. They are delivered and licensed as
"commercial computer software”

2

| <Back [ Met> ] | Cancel

L

Bild 42. Dialogrutan “License Agreement” [Licensaviall. (1 = acceptera-knapp, 2 = knappen
“Next” [Nasta].)
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6. Installationen startar automatiskt och nar den ar slutford visas en sista

[

”Setup”-dialogruta [Installeral. Klicka pa “Finish” [Avsluta] fér att avsluta
installationsguiden (bild 43).

151 Setup - Rotor-Gene ) therascreen BRAF CE Assay Package l = [ __|

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

Setup has finished instaling Rotor-Gene O therascreen BRAF
CE Assay Package on your computer. The apphcation may be
[ainched by selecting the installad icons

Click: Finish to exdt Setup

.

Bild 43. Slutféra installationsguiden. (1 = knappen “Finish” [Avsluta].)

7. Starta om datorn. Genvégar till bade “therascreen BRAF CE Sample
Assessment Locked Template” och “therascreen BRAF CE Mutation
Analysis Locked Template” skapas automatiskt pa skrivbordet.

Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information ar du valkommen att
besdka vért tekniska supportcenter p&d www.qgiagen.com/Support, ringa
oss pd 00800-22-44-6000 eller kontakta nédgon av QIAGENS tekniska
serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller besok
www.giagen.com).

84 Handbok fér therascreen BRAF RGQ PCR-kit 06/2016



Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
therascreen BRAF For 24 reaktioner: kontrollanalys, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 mutationsanalyser, positiv kontroll,

Tag DNA-polymeras, vatten for NTC

och vatten for spadning av prov
Rotor-Gene Q och andra tillbehor
Rotor-Gene Q MDx Realtids-PCR-cykler och HRM-analys- 9002032
5plex HRM Platform instrument (High Resolution Melt) med

5 kanaler (gron, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, bérbar dator,

programvara, tillbehor, 1 érs garanti

pd delar och arbete, installation och

utbildning ingdr ej
Rotor-Gene Q MDx Realtids-PCR-cykler och HRM-analys- 9002033
5plex HRM System instrument (High Resolution Melt) med

5 kanaler (gron, gul, orange, réd,

blodréd) plus HRM-kanal, bérbar dator,

programvara, tillbehér, 1 ars garanti

pd delar och arbete, installation och

utbildning
therascreen BRAF CD med therascreen BRAF CE Sample 9023820
Assay Package CD Assessment Locked Template och

therascreen BRAF CE Mutation Analysis

Locked Template
Loading Block Aluminiumblock for manuellt 9018901
72 x 0.1 ml Tubes iordningstallande av reaktioner med

en enkanals-pipett i 72 x 0,1 mlrér
Strip Tubes and Caps, 250 remsor med 4 rér med lock fér 981103
0.1 ml (250) 1 000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor med 4 rér med lock 981106
0.1 ml (2500) for 10 000 reaktioner
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Produkt Innehall Kat.nr

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — for rening av genomiskt DNA fran
paraffininbaddad vévnad

QIAamp DNA FFPE Fér 50 DNA-beredningar: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®kolonner, proteinas K,
buffertar, uppsamlingsror (2 ml)

Aktuell licensinformation och produkispecifika ansvarsfriskrivningar finns

i handboken eller anvéandarmanualen till respektive QIAGEN-kit. Handbdcker
och anvandarmanualer till QIAGEN-kiten finns p& www.giagen.com eller kan
bestdllas fran QIAGENSs tekniska support eller din lokala distributér.
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Varumarken: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-gruppen); ARMS® (AstraZeneca Lid.);
FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Ska inte anvéndas vid bestémning av risk fér utveckling av endometrios.

Avtal om begrénsad licens

Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéndare av therascreen BRAF RGQ PCR-kitet godkénner féljande villkor:

1.

therascreen BRAF RGQ PCR-kitet far endast anvandas i enlighet med handboken fill therascreen BRAF RGQ PCR-kitet och endast med de
komponenter som finns i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér ndgon av sina immateriella tillgéngar fér att anvénda eller inkludera komponenterna
i detta kit med komponenter som inte ingdr i detta kit férutom vad som beskrivs i handboken till therascreen BRAF RGQ PCR-kitet och ytterligare

protokoll som finns p& www.giagen.com.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kranker tredje parts
raftigheter.

Kiten och dess komponenter r licensierade fér engéingsbruk och fér inte &teranvéndas, forbéttras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, férutom de uttryckligen angivna.

Képaren och anvéndaren av kiten godkénner att inte till&ta ndgon annan att utféra ndgot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer
beskrivna ovan. QIAGEN kan kréva att detta avtal om begransad licens uppratthélls i domstol, och ska erséttas for alla underscknings- och
réttegdéngskostnader, inklusive advokatkostnader, som uppstér vid férsdk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de
immateriella réttigheter som avser kiten och/eller négon av deras komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.giagen.com.
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Singapore = techservice-sg@qgiagen.com
Sweden = techservice-nordic@qiagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

UK = techservice-uk@qgiagen.com . . . . .

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGEN
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