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Avsedd anvdndning

Therascreen PITX2 RGQ PCR Kit &r ett in vitro metyleringsspecifikt PCR-test i realtid som ar
avsett for aft faststélla den procentuella metyleringsration (percent methylation ratio, PMR) i
hypofys homeobox 2 (PITX2)-promotorn 2. Testet anvander bisulfitkonverterat gDNA frén
FFPE-vévnad som tagits fréin patienter med hag risk for bréstcancer. PMR:et kommer att hjélpa
vérdgivare vid responsférutségelse for adjuverande antracyklinbaserad kemoterapi med eller
utan endokrinterapi hos hdgrisk, lymfnodspositiva, &strogenreceptorpositiva och HER2-

negativa bréstcancerpatienter.

Produkten &r avsedd fér anvandning av professionella anvéndare som laboratoriepersonal

och lakare utbildade i molekylarbiologiska tekniker och in vitro-procedurer.

Therascreen PITX2 RGQ PCR Kit anvdnds med QIAGEN® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM-

plattformen.

Sammanfattning och forklaring

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit anvénds fér rening av DNA frén FFPE-vavnad. Hypofys
homeobox 2 (PITX2) &r en transkriptionsfaktor som induceras Wnt/B-catenin signaling pathway.
PITX2 fungerar som en effektor fér Wntsignalering genom att rekrytera och interagera med
Bkatenin for aft oka uttryck av mélgener involverade i cellproliferering, migrering,
tumérprogression och kemosensitivitet (1-6). Genuttrycksaktiviteten for PITX2 regleras av
metylering inom dess promotorregion genom s& kallad “epigenetisk modifiering”. Smé
molekyler, s& kallade “metylgrupper” faster till DNA-baserat cytosin i en gens promotoregion.
En s&dan fullstandigt eller partiellt metylerad gen, nedregleras i sin aktivitet. Nér det géller
bréstcancer s& har PITX2 rapporterats att vara bdde en prognostisk markdr och en prediktiv
markdr fér respons pé& endokrin- eller antracyklinbaserad kemoterapi. Flera kliniska studier har

visat en stark statistisk korrelation mellan metylering i promotorregionen fér PITX2-genen och
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kliniska utfallsmétningar s&som progressionsfri verlevnad, metastasfri dverlevnad, sjukdomsfri

Sverlevnad och évergripande 6verlevnad (7-12).

Therascreen PITX2 RGQ PCR Kit &r ett metyleringsspecifik, PCR-baserad (qMSP)-analys i
realtid. Provtypen &r bisDNA, dvs. bisulfitkonverterat genomiskt DNA (gDNA). gDNA renas
forst fran formalinfixerad, parafininbéddad (FFPE) vévnad som tagits fran hégrisk,
lymfnodpositiva,  dstrogenreceptorpositiva, HER2-negativa  bréstcancerpatienter.  Efter
bisulfitexponering mellan metylerad och icke-metylerad PITX2, kvantifieras procent
metyleringsration (PMR) fér tre CpG-motiv av PITX2-genpromotorn 2 med gMSP och berdknas
av  Rotor-Gene AssayManager®programvaran med Gammadilligget och  PITX2-
analysprofilen. Den PMR som erhélls ger information till den behandlande lékaren om en
patient kommer att svara pé& antracyklinbaserad kemoterapi. Om det PMR som erhélls ér lika
med eller lagre én 12 s& &r det sannolikt att patienten kommer att svara pé antracyklinbaserad
kemoterapi. Om det erhéllna PMR déremot @r hégre én 12 sa kan en alternativ behandling
foreslas, da patienten har en lagre sannolikhet aft svara pd antracyklinbaserad kemoterapi
(se “Klinisk cutoff-validering”, sida 72).

Testprincipen

Therascreen PITX2 RGQ PCR Kit anvander sig av realtids-PCR (qPCR) fér att faststélla den
procentuella metyleringsration (PMR) i PITX2-promotorn 2. Provtypen for therascreen PITX2
RGQ PCR Kit &r bisulfitkonverterat gDNA. Bisulfitkonverteringen genomférs med hijélp av
EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (QIAGEN katalognr 59824 eller 59826). Det gDNA som
anvénds fér den har konverteringen ar framstéllt frén  FFPEvévnad  fran  hégrisk
bréstcancerpatienter med hjdlp av QIAmp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr 60404).
Arbetsflddet visas i figur 1.
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Deparaffinisering e Xylen/etanol, histolemon/etanol eller

1-2 sektioner FFPE-prov deparaffiniseringslésning
(5 pm)
DNA-extrahering e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
gDNA-kvantifiering o Spekirofotometer
Bisu'lfi’rkonverrer?.ng och o EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
bisDNA-rengéring e Thermocycler
400 ng (min: 200 ng;
max: 1 000 ng)

!

therascreen PITX2 RGQ e Rotor-Gene Q MDx
PCR-analys e Rotor-Gene AssayManager V2.1
Datakontroller o  Gammatillagg
PMR-determination e AP _therascreen_PITX2 FFPE_CE

4 pl bisDNA

Figur 1. Arbetsfléde for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit.

Anvéndning av gPCR tillster exakt identifiering av en utsedd bisDNA-sekvens vid den
exponentiella fasen av amplifieringsprocessen. gPCR-data kan snabbt erhéllas utan post-PCR-

bearbetning, genom identifiering i realtid av fluorescerande signaler vid PCR-cykling.

7 Handbok for therascreen® PITX2 RGQ PCR Kit 11/2017



Therascreen PITX2 RGQ PCR Kitanalysen drar nytta av principen om qPCR-
oligonukleotidhydrolys av TagMan®-prober i kombination med metyleringsospecifika primrar
(Figur 2, nasta sida). Den hér analysen anvdnder ett par primrar som amplifierar alla
bisulfitkonverterade malsekvenser. Tvéa olika signaler erhdlls frén den hér amplifieringen
genom att anvénda tvé TagMan-prober mérkta med olika férger. De hér proberna som bestéar
av oligonukleotider markta med en 5'-reporterfarg (FAM™ eller HEX™) och en nedstréms
belagen 3' fargfri quencher, hybridiserar till méalsekvenserna inom PCR-produkten. En prob &r
specifik for bisDNA-sekvenserna fran metylerade sekvenser, fargad med FAM. Den andra é&r
specifik for bisDNA-sekvenserna frén ometylerade sekvenser, fargad med HEX. Analys med
TagMan gPCR utnyttjar 5'— 3'-exonukleasaktiviteten i Thermusaquaticus (Tag) DNA-
polymeraset. Né&r proben é&r intakt fluorescerar inte reporterférgen s& lénge reportern och
quenchern &r i nérheten av varandra, vilket frémst uppnés genom energidverféring av Férster-
typ. Om malobijektet ar narvarande under PCR binder b&de forward- och reverse-primrarna
specifikt till proben och flankerar den. Probens 3'-énde blockeras for att forhindra att den
forlangs vid PCR (Figur 3, sida 10). Under polymeriseringsfasen, klyver 5'—3'"-exonukleas-
aktiviteten i DNA-polymeraset proben vilket leder till att quencherfarg frigérs och att reportern
emitterar fluorescerande signaler. Probfragmenten férskjuts frén target och polymeriseringen
av stréngen fortsétter. Den har processen uppstér i varje cykel och interfererar inte med den
exponentiella ackumuleringen av produkt (Figur 3, sida 10). Okningen av fluorescenssignalen
detekteras bara om malsekvensen ar komplementdr till primrarna och proben och darfor
amplifieras under PCR. PCR-cykeln vid vilken fluorescensen fran en viss reaktion gér éver det
forinstallda troskelvarde (som anges av therascreen PITX2-analyspaketet) definieras som Cr-

vardet.

Utfallen av therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-analysen &r tvé Crvérden, eft for FAM och ett for
HEX. Fran ACrvardet mellan de bada signalerna s& berdknas ett PMR (Figur 2, nasta sida).

PMR-berdkningen baseras pd féljande formel (11):

100

1+2 CTFAMﬁTHEX

PMR =
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Den PMR som erhélls ger information till den behandlande I&karen om en patient kommer att
svara p& antracyklinbaserad kemoterapi. Om det PMR som erhdlls ar lika med eller lagre an
12 sa ar det sannolikt att patienten kommer att svara pé& antracyklinbaserad kemoterapi. Om
det erhéllna PMR déremot ar hégre dn 12 s& kan en alternativ behandling féreslés, dé

patienten har en lagre sannolikhet att svara pé antracyklinbaserad kemoterapi.

Tiden for utférande av alla &tgérder, fran gDNA-rening till dataanalys &r mindre &n tvé

arbetsdagar.
gDNA-metylerade sekvenser gDNA-ometylerade sekvenser
CH3 CH3 CH3
Now N N
—C—C=CC——CG—CG—CG——CC=C=CCm— —C—C=CC——CG—CG=CG——CC=C=CCm—
—G—G-GG—GC\—GC—GC\—GG-G—GG— — G = G = GG e GC = GC = GC o GG = G = GG

CH3 CH3 CH3
Bisulfitkonvertering

4—

Cykel 1
—U—U=UU——UG—UG — UG —— U —U—UU—
— A= A= AA —— AC — AC — AC ——

== =UU = CG =G == CG = UU = U = Ul =—
—A—A=AA—GC—GC =—GC ——

PCR-amplifiering

‘.7

Cykel 2
CG_ CG_CG\ > IGTGTTG
A A AA e GC o GC o G e A e A e AR e A A AA s AC e AC e AC e AA = A e AA =

“— ! —

FAM Crvérde

Faststallande av procentuell metyleringsratio (PMR)

Figur 2. Princip for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-analysen.
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Hybridisering

Bindning av primers och prob

Polymerisering
Stréngférskjutning

Leder fill att quencherfarg frigérs och att
reportern emitterar fluorescerande signaler

‘ Polymerisering slutférd

PCR-produkten slutférd och ackumulering av
fluorescenssignal i varje cykel

Framétriktade och bakétriktade primers
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Material som medféljer

Kitinnehall

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit (8)

Katalognr. 873211

Antal reaktioner 8

Purpur PITX2 RGQ PCR Master Mix (PITX2 RGQ 660 yl
PCR-huvudmix)

Bl PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix (PITX2 192 pl
RGQ PCR-primer prob mix)

Gul PITX2 RGQ PCR Reference 50 (PITX2 RGQ 12 pl
PCR-referens 50)

Orange PITX2 RGQ PCR Reference Low (PITX2 12 pl
RGQ PCR-referens l&g)

Grén PITX2 RGQ PCR Negative Control (PITX2 12 pl
RGQ PCR negativ kontroll)

Farglos PITX2 RGQ PCR NTC 12 pl

- Instructions For Use (Handbook)
(Bruksanvisning (Handbok))

1

Material som behdvs men inte medfdljer

Anvénd alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av

kemikalier. Mer information finns i tillémpliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som

kan erhéllas av respektive tillverkare.

Kontrollera aft instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

Kontrollera att alla kitreagenserna inte har passerat utgadngsdatum och att de har

transporterats och férvarats under ratt forhallanden.
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Reagenser

e Etanol (molekyldrgrad 96 — 100%)
Obs: Anvénd inte denaturerad alkohol eftersom den innehéller andra substanser sésom
metanol eller metyletylketon.

Utrustning

e Termomixer, uppvarmd skakinkubator, vérmeblock eller vattenbad som klarar inkubering
pd& 56 °C och 90 °C.
Obs: Beakta rérformskraven for termomixern sé att du vdljer lampliga rérstorlekar (t.ex. 2
eller 1,5 ml ror)

® Justerbara pipetter* avsedda fér PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1 000 pl)
Minst tva uppsattningar pipetter rekommenderas, en for beredning och distribution av
PCR-reaktionsmixar och en fér hantering av bisDNA och kontroller inklusive laddning av
PCR-mallen.

e Nukleasfria, aerosoltéliga, sterila PCR-pipettspetsar med hydrofobiska filter (pipettspetsar
med aerosolbarriérer rekommenderas fér att férhindra korskontaminering).

e 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tubes (1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugrér) (1,5 ml rér,
tillgangliga fran Eppendorf, katalognr 0030120.086 eller Sarstedt, katalognr 72.690)

® Bankcentrifug med rotor fér 0,5 ml, 1,5 ml och 2,0 ml reaktionsrér (som kan né 20 000 x g)

® Vortexblandare

e Spekirofotometer, t.ex., NanoDrop®-instrumentet eller QlAxpert® (QlAampHillagg: métt
pé total nukleinsyra)

e Engdngshandskar

* Sakerstall att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.

' Detta &r inte en fullsténdig lista dver leverantérer.
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Valfria reagenser for arbetsflodeskontroll

@ One vial containing one section (15 or 20 pm) of KRAS G13D Reference Standard (En
flaska innehéllandes en sektion (15 eller 20 ym) av KRAS G13D-referensstandard)
(Horizon Discovery, katalognr HD216).

For manuell DNA-rening

® QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404)

e Deparaffinization Solution (Deparaffiniseringsldsning) (katalognr 19093) eller xylen eller
histolemon (Carlo Erba, katalognr 454911)

Viktigt: Deparaffiniseringsldsningen, xylen eller histolemon medféljer inte med QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit och méste bestéllas separat.

Ytterligare for bisulfitkonvertering

e EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (katalognr 59824 eller 59826)
e 0,2 ml reaktionsror eller 8-well remsor
e 0,2 ml rér mikrocentrifug

e Termocykel med uppvérmt lock (erftersom bisulfitreaktionen inte &r dverlagrad med
mineralolja, enbart termocykler med uppvarmda locka lédmpar sig fér den har

proceduren)

Fér PCR pd& Rotor Gene Q MDx
® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat.nr 9002032) och tillhérande tillbehsr

® Programmet Rotor-Gene AssayManager version 2.1.x (dar x = O eller hégre)
e Gamma Plug-in version 1.0.x (dér x = O eller hégre) fér Rotor-Gene AssayManager v2. 1
e therascreen PITX2 FFPE CE-analysprofil version V1.0.x (dar x = 1 eller hégre)

® Loading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (Laddningsblock fér 72 x 0,1 ml rér)
(kat.nr 9018901)
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e 72-Well Rotor (rotor med 72 brunnar) (kat.nr 2018903)

® Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (adapterlésring till rotor med 72 brunnar)
(kat.nr 9018904

® Rotor Holder (Rrotorhéllare) (kat.nr 9018908)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDx (Rér pé remsa och lock, 0,1 ml
for Rotor-Gene Q MDx) (kat.nr 981103 eller 981106)

o s (eller eft kylblock)

Varningar och sdkerhetsatgarder

For in vitro-diagnostisk anvéndning
Sakerhetsinformation

Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Yterligare information finns i aktuella sakerhetsdatablad (SDS:er). Dessa ar
tillgéngliga online i praktiskt och kompakt PDFformat pé www.qiagen.com/safety dér du kan
hitta, granska och skriva ut datablad fér alla kit och kitkomponenter fran QIAGEN®.

Sdkerhetsinformation om deparaffiniseringslésning, xylen-etanol, histolemon-etanol, QlAmp
DSP DNA FFPE Tissue Kit eller EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit finns i respektive handbécker.

Sdkerhetsinformation om instrument finns i anvandarhandboken for det aktuella instrumentet.
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Allmanna sakerhetsatgarder

Anvandning av gPCR-ester kraver god laboratoriesed, inklusive sparning av prover och

underhdll av utrustning som &r speciellt anpassad till molekylarbiologi och som uppfyller

tillampliga regler och relevanta standarder.

Det har kitet ar avsett for in vitro-diagnostisk anvdndning. Reagenserna och instruktionerna

som medféljer detta kit har testats fr optimal prestanda.

Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt

smittsamma och maste hanteras som smittfarligt material.
Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsprocedurer.

Reagenser till therascreen PITX2 RGQ PCR Kit &r optimalt utspddda. Spad inte ut

reagenserna ytterligare dé det kan resultera i férlorad prestanda.
Anvéand inte reaktionsvolymer (reaktionsmix plus prov) p& mindre eller mer an 20 pl.
Vid QIAGENSs procedurer fér kvalitetskontroll anvands funktionstest av varje individuell

kitbatch. Blanda darfér inte reagenser frén olika batchar, eftersom prestandan dé kan
paverkas.

Det fullstandiga arbetsflddet for therascreen PITX2 kraver dverféring av prover i olika rér.
Var dérmed noga med att provernas sparbarhet bibehalls vid varije steg.

Sakerstall aft PITX2-analysprofilen och det nédvéndiga Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gammattillagget ar installerade.

Ytterligare instruktioner om varningar och sdkerhetsétgdrder samt fler
procedurbeskrivningar finns i Anvéndarhandboken till Rotor-Gene Q MDx och
Anvéndarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Andring av inkuberingstider och temperaturer kan orsaka felaktiga eller icke

Sverensstdmmande data.
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Tina alla therascreen PITX2 RGQ PCR-komponenter och prover i en kyl, pé is, pd et

kylblock eller i rumstemperatur s& lange som behdvs.

Obs: Om den tinas i rumstemperatur, bér du kontrollera regelbundet om materialet har
tinat, speciellt PITX2 RGQ PCR-huvudmixen (MMx) eftersom den innehdller
temperaturkdnsliga dNTP:er.

Obs: PITX2 RGQ PCR PPM ska skyddas frén ljus eftersom den innehéller férgnukleotider.
Obs: Upprepad tining och frysning ska undvikas och ska inte &verstiga maximalt fyra
frys-tiningscykler.

Bered alla reaktioner (reaktionsmix plus prov) pd is eller i ett kylblock.

Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.
Reaktionsmixar kan éndras om de utsdtts for ljus.

Svdlj inte n&gra reagenser.

Anvénd separata f6r dndamaélet avsedda pipetter for iordningstéllande av reaktionsmixar

och tillsats av mall.

Oppna inte Rotor-Gene Q MDx-instrumentet férrén kérningen har avslutats.

Oppna inte Rotor-Gene Q MDx-réren nar kéringen har avslutats. Kassera rér i enlighet
med lokala sakerhetsprocedurer.

laktta stérsta noggrannhet med betoning pé felaktig provinmatning, laddningsfel och
pipetteringsfel for att sakerstalla korrekt provtestning.

Se till att proverna hanteras pé ett systematiskt satt for att sckerstélla att identifieringen
blir korrekt.

laktta storsta forsiktighet for att férhindra att reaktionsblandningarna kontamineras av de
material som finns i kontrollreagenserna PITX2 RGQ PCR-referens 50 och PITX2 RGQ
PCR-referens lag.

laktta storsta forsiktighet for att undvika dverféring av smitta via carry-over av DNA- eller
PCR-produkter, vilket kan orsaka en falskt positiv signal.

laktta storsta forsiktighet for att férhindra kontaminering av DNase, vilket kan orsaka

forsamring av mall-DNA.
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Vi rekommenderar féljande hantering:

e Anvand nukleasfritt laboratoriematerial (t.ex. pipetter, pipettspetsar, reaktionsflaskor) och

anvadnd skyddshandskar nér du utfér analysen.

e Anvand nya aerosolresistanta pipettspetsar for alla pipetteringssteg fér att undvika

korskontaminering av prover och reagenser.

Férbered PCR-reaktionsmixen med dartill avsedda material (pipetter, spetsar osv.) p& en
dedikerad yta dér inga DNA-matriser [DNA-, plasmid- eller PCR-produkter) férs in. Pé
den hér ytan, lagger du till PITX2 RGQ PCR NTC till lampligt rér (figur 4, sida 35), men
sténger roret efter att ha laddat alla andra kontroller och prover fér att utvérdera
korskontaminering. Lagg till de prover som ska testas, PITX2 RGQ PCR-referens 50, PITX2
RGQ PCR-referens l&g och PITX2 RGQ PCR-negativ kontroll i eft avskilt rum med specifika

material (pipetter, spetsar, osv.).

Forvaring och hantering av reagenser

Leveransvillkor

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit levereras pé torris. Om négon komponent i therascreen PITX2
RGQ PCR Kit inte &r fryst vid ankomst, om den ytire férpackningen har &ppnats under
transporten eller om det saknas en bipacksedel eller reagenser i leveransen ska du kontakta

QIAGENS tekniska service eller lokala distributrer (se www.qgiagen.com).
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Forvaring

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i -30°C till -15°C i

en frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus.

Lagrings- och hanteringsinformation fér deparaffiniseringsldsning, xylen-etanol, histolemon-
etanol, QlAmp DSP DNA FFPE Tissue Kit eller EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit finns i respektive
handbécker.

Stabilitet

Vid férvaring under de angivna férvaringsvillkoren &r therascreen PITX2 RGQ PCR Kit héllbart

fram till det utg&ngsdatum som anges pd etiketten.

Nar reagenser har ppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 fill -15°C fram il
det utgangsdatum som anges pé férpackningen. Upprepad tining och frysning ska undvikas

och ska inte éverstiga maximalt fyra frys-tiningscykler.

Hallbarhetsinformation fér deparaffiniseringslésning, xylen-etanol, histolemon-etanol, QlAmp
DSP DNA FFPE Tissue Kit eller EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit finns i respektive handbacker.

Var uppmérksam pé de utgadngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé& férpackningen och
pa etiketterna fill alla komponenter. Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
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Férvaring och hantering av prover

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ar avsett for anvéandning med bisDNA-prover. Det renade och

bisulfitkonverterade DNA:t harér fran FFPE-tumérvdvnad som tagits frén primérlesioner pé

hogrisk lymfnodspositiva, 8strogenreceptorpositiva, HER2-negativa bréstcancerpatienter.

Fixera vévnadsproverna i formalin enligt laboratorieprotokollet (10 % neutralt buffrat formalin

ar allmant accepterat) s& fort som méjligt efter kirurgiskt avldgsnande.

Vévnadsprovet skall fixeras i 4 — 10 % formalin s& snart som majligt efter kirurgiskt

avlagsnande eller nalbiopsi.

Anvéand optimalt en fixeringstid pa 14 — 24 timmar (langre fixeringstider leder till
allvarligare DNA-fragmentering, vilket ger délig prestanda vid gPCR-/gMSP-analyser).
dehydrera proverna noggrant fére inbaddning (formalinrester kan hamma proteinas
K-digereringen).

5 pm tjocka sektioner maste skdras frén paraffinblocket.

For sektioner med en tumdryta <100 mm?, rekommenderas det att bearbeta tv& sektioner
for att 6ka den totala tumérytan till minst 100 mm?.

Mark, hantera och férvara tumérprover, block, sektioner och prover som ér redo fér
rening pd& ett kontrollerat satt enligt lokala procedurer.

Transportera och férvara FFPE-block och sektioner i rumstemperatur. Sektioner kan
anvéndas snabbt fér DNA-rening.

DNA som renats med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kan férvaras i 2-8 °C for
korttidsférvaring upp till 24 timmar, eller i =30 till =15 °C om det krdvs langtidsférvaring.

Bisulfitkonverterat DNA med EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit kan férvaras i =30 till =15 °C
i minst 9 ménader utan degradering av kvalitet eller konvertering. Ytterligare utredningar

om langtidsférvaring pégar. Kontakta QIAGEN fér mer information.

Arbetsflddeskontrollen KRAS G 13D Reference Standard-sektionen (Horizon Discovery,

katalognr HD216) kan férvaras i rumstemperatur i 36 ménader frén tillverkningsdatum.
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Procedur

Extraktion och beredning av genomiskt DNA

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit har validerats i kombination med QIAGEN
deparaffiniseringsldsning (katalognr 19093) fér deparaffinisering av FFPE-sektioner, QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr 60404) for gDNA-rening och EpiTect Fast DNA Bisulfite
Kit (katalognr 59824 eller 59826) for gDNA-bisulfitkonvertering.

Deparaffinisering av FFPE-sektionen kan utféras med deparaffiniseringslésning, xylen-etanol eller

histolemon-etanol (de har metodernas likvardighet har bevisats under produktutvecklingen).

Om deparaffiniseringsldsning  (katalognr  19093) anvands, starta med proceduren

"Deparaffinisering av FFPE-sektion med QIAGEN-deparaffiniseringslésning” sida 21.

Om xylen-etanol eller histolemon-etanol anvands, ga direkt till proceduren, “Manuell gDNA-
rening med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit” p& sida 23.

Valfritt: Om du vill utvdrdera om rening och bisulfitkonvertering har utférts korrekt, kan du
anvénda en arbetsflddeskontroll. Den arbetsflddeskontroll som validerats for therascreen PITX2
RGQ PCR Kitarbetsflodet ar KRAS G13D Reference Standard-sektionen (Horizon Discovery,
katalognr HD216).

Kontrollera att reagenserna fér gDNA-rening inte har passerat utgdngsdatum och att de har
transporterats och férvarats under ratt forhéllanden. Anvénd inte komponenter vars

utgé&ngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.
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Startmaterial

Startmaterial fér DNA-rening ska vara nyskurna sektioner med FFPE-vdvnad. De kan vid behov

forvaras dver natten i rumstemperatur. Upp till tvé sektioner, vardera med en tjocklek p& 5 pm

och en total ytarea p& éver 100 mm?2, mdste anvéndas som startmaterial fér gDNA-rening.

Deparaffinisering av FFPE-sektion med QIAGEN-
deparaffiniseringsldsning

VIKTIGT: Om deparaffiniseringen utférs med xylen-etanol eller histolemon-etanol, fortsétter du
med “Manuell gDNA-rening med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit” pd sida 23.

Viktiga saker att tanka pd innan du startar

Utfer alla centrifugeringsstegen i rumstemperatur (15-25 °C).

Ekvilibrera alla buffrar till rumstemperatur. Ekvilibrera deparaffiniseringsldsningen
till 20-25 °C.

Deparaffiniseringslésningen medféljer inte med QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit och

méste bestdllas separat.

Saker som bér géras fore start

Férvarm en termomixer eller uppvarmd skakinkubator till 56 °C f6r anvéndning i steg 4
och 8. Om det inte finns n&gon termomixer eller uppvarmd skakinkubator tillgénglig, gér

det att anvanda ett vérmeblock eller vattenbad istallet.

Om Al-bufferten eller ATL-bufferten innehéller precipitater s& kan de 16sas upp genom att
varma till 70 °C med lugn omrérning.

Kontrollera att AW 1-bufferten och AW2-bufferten har férberetts i enlighet med

instruktionerna i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Handbook (handboken fér QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit).

21
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Procedur (fér upp till tvé sektioner)

1.

Trimma bort éverflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell. Skér i 5 pm tjocka

sektioner.

Obs: Om provytan har exponerats for luft ska de forsta 2-3 snitten kasseras.

. Placera omedelbart sektionerna i ett mikrocentrifugrér p& 1,5 ml eller 2 ml (medféljer

inte).

. Tillsatt 160 pl deparaffiniseringslésning och vortexblanda kraftigt i 10 sekunder.

Centrifugera en kort stund fér att samla upp provet i botten av réret.

Inkubera i 56 °C i 3 minuter och &t det sedan kylas ner i rumstemperatur (15-25 °C).
Tillsatt 180 pl ATLbuffert, och vortexblanda.

Centrifugera i 1 minuter vid 11 000 x g (10 000 varv/min). Tvé faser visas (bl& och
farglds).

Tillsatt 20 pl proteinas K till den lagre, farglésa fasen genom att trycka pipetten genom
den &vre fasen. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

Inkubera vid 56 °C + 3 °Ci > 1 timme (eller tills provet ar fullstandigt lyserat).
Inkubera i 90°C + 5°C i 1 timme = 5 minuter.

Inkuberingen vid 90 °C i ATL-buffert haver delvis formaldehydmodifieringen av
nukleinsyror. Langre inkuberingstider eller hdgre inkuberingstemperaturer kan leda fill eft

mer fragmenterat DNA.

Obs: Om du bara anvénder eft varmeblock, ldmnnar du provet i rumstemperatur (15-25 °C)

efter inkuberingen i 56 °C i steg 8, tills dess att véirmeblocket har uppnétt 90 °C for steg 9.

10.Centrifugera 1,5 ml-réret som hastigast for att avldgsna droppar frén lockets insida.

11.Overfor den lagre, farglésa fasen till eft nytt 2 ml-mikrocentrifugrér (ing@r inte).

Obs: Overfor inte nagon bla fas.

12.Fortsatt med steg 14 av “Manuell gDNA-rening med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit”

pé sida 23.
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Manuell gDNA-rening med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

Manuell gDNA-rening utférs med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404) enligt
Handboken fér QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Viktiga saker att tanka pd innan du startar

e Utfor alla centrifugeringsstegen i rumstemperatur (15-25 °C)

Saker som bér géras fore start

e Ekvilibrera alla buffertar till rumstemperatur.
e Stdll in en termomixer eller uppvarmd skakinkubator till 56 °C fér anvéndning i steg 12.

@ Om det inte finns ndgon termomixer eller uppvérmd skakinkubator tillgénglig, gér det aft

anvdnda ett varmeblock eller vattenbad istéllet.

e Om Albufferten eller ATL-bufferten innehéller precipitater s& kan de l6sas upp genom att

varma fill 70 °C med lugn omrdrning.

e Kontrollera att AW 1-bufferten och AW2-bufferten har forberetts i enlighet med
instruktionerna i handboken fér QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Procedur

Obs: Om du anvander QIAGEN-deparaffiniseringslésning, ska stegen 1 till 14 ersattas med
proceduren som beskrivs i “Deparaffinisering av FFPE-sektion med QIAGEN-

deparaffiniseringsldsning” pé sida 21.

1. Trimma bort éverflédigt paraffin frén provblocket med en skalpell.

2. Skér 1 till 2 stycken 5 pm tjocka sektioner for att uppn& minst 100 mm2 tuméryta (se

"Startmaterial”, sida 21).
Om provytan har exponerats for luft ska de férsta 2-3 snitten kasseras.

3. Placera omedelbart sektionerna i ett mikrocentrifugrér pé& 1,5 eller 2 ml (medféljer inte).
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4. Tillsatt 1 ml xylen eller histolemon ftill provet. Stéing locket och vortexblanda
kraftigti > 10 sekunder.

5. Centrifugera vid full hastighet i 2 minuter + 30 sekunder vid rumstemperatur.
6. Avlagsna supernatanten genom pipettering. Avlagsna inte ndgot av pelleten.
7. Tillsatt 1 ml etanol (96-100 %) till pelleten och vortexblanda.
Etanolet extraherar xylenrester frén provet.
8. Centrifugera vid full hastighet i 2 minuter + 30 sekunder vid rumstemperatur.
9. Avlagsna supernatanten genom pipettering. Avlagsna inte nagot av pelleten.
Avlagsna forsiktigt etanolrester med en pipett med fin spets.

10.Oppna provréret och inkubera vid 15-40°C. Inkubera i 10 minuter = 1 minut eller tills

alla etanolrester har avdunstat.
11.Atersuspendera pelleten i 180 pl ATLbuffert. Tillsétt 20 pl proteinas K och vortexblanda.
12.Inkubera vid 56 °C + 3 °C i > 1 timme (eller tills provet ar fullstandigt lyserat).
13.Inkubera i 90 °C £ 5 °C i 1 timme = 5 minuter.

Inkuberingen vid 90 °C i ATL-buffert héver delvis formaldehydmodifieringen av

nukleinsyror. Langre inkuberingstider eller hégre inkuberingstemperaturer kan leda till

ett mer fragmenterat DNA. Om endast ett vérmeblock anvands ska provet sté i

rumstemperatur efter inkuberingen vid 56 °C tills vérmeblocket &r uppe i 90 °C.
14.Centrifugera provroret som hastigast fr att avldgsna droppar frén lockets insida.
Obs: Fortsatt med steg 15 om du anvénder deparaffiniseringslésning.

15.Tillsatt 200 pl Al-buffert till provet och vortexblanda. Tillsétt sedan 200 pl etanol
(96-100 %) och vortexblanda ordentligt igen.

Det &r viktigt att provet, Al-bufferten och etanolen vortexblandas eller pipetteras
omedelbart och ordentligt for att ge en homogen 16sning. Al-buffert och etanol kan
forblandas och laggas ihop i ett steg fér att spara tid vid bearbetning av flera prover.
Ett vitt precipitat kan bildas vid tillsétining av Al-buffert och etanol. Det hér precipitatet

paverkar inte QIAmp-proceduren.
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16.Centrifugera provréret som hastigast fér att avlégsna droppar frén lockets insida.

17.Overfor forsiktigt hela lysatet till QIAamp MinElute®kolonnen (i ett 2 ml insamlingsrér),
stéing locket utan att bléta kanten och centrifugera i ca 6000 x g i =1 minut. Placera
QlAamp MinElute-kolonnen i et rent 2 ml insamlingsrér (medfélier) och kassera det

insamlingsror som innehéller genomfladet.

Om lysatet inte har passerat helt igenom membranet efter centrifugeringen, ska du
centrifugera pé nytt vid en hdgre hastighet tills QlAamp MinElute-kolonnen &r tom.

18.Oppna férsiktigt QlAamp MinElute-kolonnen och tillsétt 500 pl AW 1-buffert utan att bléta
ned kanten. Sténg locket och centrifugera vid cirka 6000 x g i >1 minut. Placera
QIAamp MinElute-kolonnen i et rent 2 ml insamlingsrér (medféljer) och kassera det
insamlingsrér som innehéller genomfladet.

19.Oppna férsiktigt QlAamp MinElute-kolonnen och tillsétt 500 pl AW2-buffert utan att bléta
ned kanten. Stéing locket och centrifugera vid cirka 6000 x g i =1 minut. Placera
QIAamp MinElute-kolonnen i eft rent 2 ml insamlingsrér (medfélier) och kassera det
insamlingsrér som innehéller genomfladet.
Kontakt mellan QIAmp MinElute-kolonnen och genomflédet bér undvikas. Vissa
centrifugrotorer kan vibrera vid inbromsningen, vilket kan leda till att genomfléde som
innehdller etanol kommer i kontakt med QlAamp MinElute-kolonnen. Var férsiktig vid
borttagning av QlAamp MinElute-kolonnen och insamlingsréret frén rotorn sa att
genomflddet inte kommer i kontakt med QlAamp MinElute-kolonnen.

20.Centrifugera i full hastighet (cirka 20 000 x g) i > 3 minuter fér att torka membranet helt.

Det har steget ér nédvandigt eftersom dverféring av etanol till eluatet kan inhibera de
gPCR-reaktioner som utférs.

21 .Placera QlAamp MinElute-kolonnen i ett rent 1,5 ml mikrocentrifugrér (medféljer) och
kassera det insamlingsrér som innehdller genomflodet. Oppna férsiktigt locket pé

QlAamp MinElute-kolonnen och fillsatt 50 pl ATE-buffert mitt pé membranet.

22.5tdng locket och inkubera i rumstemperatur (15-25 °C) i 5 minuter. Centrifugera i full
hastighet (cirka 20 000 x g) i =1 minut.
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Kvantifiering av DNA

Den ATE-buffert som anvénds i gDNA-reningskiten innehdller konserveringsmedlet
natriumazid. Natriumazid absorberas vid 260 nm och dérfér ska en blankmétning med ATE-

buffert utféras for att kalibrera spektrofotometern.

DNAkoncentrationen faststélls genom aftt mdata absorbering vid 260 nm  efter
instrumentproceduren med QIAGEN:s QlAxpert, till exempel (QlAampHillagget: totalt
nukleinsyramétt)  eller eft  NanoDrop-instrument*. For att  vara korrekta  ska
absorbansavlasningar vid 260 nm ligga mellan 0,1 och 1,0. En absorbans p& 1 enhet vid
260 nm motsvarar 50 pg DNA per milliliter (A2¢o = 1 =50 pg/ml). Den totala méngden renat
DNA (ng) = DNA-koncentrationen (ng/pl) x provets volym (pl).

Obs: Om du anvénder QlAmpHillagget, subtraheras automatiskt ett internt ATE4omt spektra frén

OD-vérdena sé inga ytterligare tomma ATE-prover behdvs med den har konfigurationen.

Optimalt @r en minimal gDNAkoncentration 10 ng/plT men prover sa léga som 5 ng/pl kan

bearbetas med en risk for ogiltiga “Low input” (lag indata)-resultat.
gDNA-bisulfitkonvertering med EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit

Det har protokollet tilléter bisulfitkonvertering av DNA-méngder p& 200, 400 eller upp till 1 000
ng (uppmétt med ODa2so nm-métt) i en volym pé& upp till 40 pl. Rekommenderad DNA-indata per
reaktion bisulfitkonvertering ar 400 ng. Men i fall av lag DNA-produktion, kan DNA-indata s&
légt som 200 ng anvéndas och vid en “Low Input”flagga i gPCR-analysen (se “Flaggor”, sida

56), bér 1 000 ng eller s& néra som mojligt den mangden anvéndas.

* Det hér ér inte en fullstdndig lista p& méjliga spektrofotometrar fér OD2so nm-mattt.

T 10 ng/pl fér att f& 400 ng gDNA-indata (rekommenderad indata) fér bisulfitkonvertering som maxvolym gDNA fér
konvertering &r 40 pl.
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Obs: gDNA-indatan refereras fill gDNA-kvantifiering med OD 260-métt (t.ex. med en
NanoDrop eller QlAxpert med QlAampHillagget fér totalt nukleinsyramétt).

Startmaterial

Genomiskt DNA ska anvandas fér bisulfitbehandling utan det féregéende

restriktionsdigereringssteget.

Viktiga saker att tanka pd innan du startar

Kontrollera att reagenserna for bisulfitkonvertering inte har passerat utgdngsdatum och
att de har transporterats och férvarats under rétt férhéllanden. Anvénd inte komponenter

vars utg&ngsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.

DNA-skyddsbufferten ska d@ndra férg frén gron till blé& efter att DNA-
bisulfitlésningsblandningen har tillsatts, vilket indikerar tillrécklig blandning och rétt pH
for bisulfitkonverteringsreaktionen. Felaktigt pH kan péverka fixeringen av konverterat
DNA pé kolonnen.

Utfér alla centrifugeringsstegen i rumstemperatur (15-25 °C).

Bisulfitidsningen kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 6 ménader.

Vitt precipitat kan bildes i BD-buffert etanol-mixen efter en viss forvaringstid. Dessa
precipitat paverkar inte prestandan fér BD-bufferten. Undvik dock att verféra

precipitaten till MinElute DNA-spinnkolonnen.

Saker som bér géras fore start

Forbered kitreagenserna som det beskrivs i avsnittet “Reagensférberedelser” i handboken

fér EpiTect Fast Bisulfite Conversion.
Ekvilibrera prover och buffertar till rumstemperatur.

Valfritt: Stall en termomixer, varmeblock, eller uppvérmd skakinkubator till 60 °C for att

|6sa upp bisulfitldsningen.
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Handbok fér therascreen® PITX2 RGQ PCR Kit 11/2017



Hantera MinElute DNA-spinnkolonnerna

P& grund av den héga kansligheten i teknikerna fér nukleinsyreamplifiering méste féljande

forsiktighetsatgarder vidtas vid hantering av MinElute DNA-spinnkolonnerna fér att férhindra

korskontamination mellan provberedningarna:

® Pipettera forsiktigt provet eller I6sningen i MinElute DNA-spinnkolonnen utan att bléta
ned kolonnens kant. Undvik att vidréra membranet p& MinElute DNA-spinnkolonnen med
pipettspetsen.

® Byt alltid pipettspetsar mellan vétskedverféringar. Vi rekommenderar att pipettspetsar
med aerosolbarriar anvénds.

e Oppna endast en MinElute DNA-spinnkolonn &t gangen och undvik aerosolbildning.

® Anvand laboratoriehandskar under hela processen. Om handskarna kommer i kontakt
med provet skall de genast bytas ut.

Centrifugering

® MinElute DNA-spinnkolonner passar de flesta standard 1,5-2 ml mikrocentrifugror.
En uppsdttning 2 ml insamlingsrér medféljer for torrcentrifugeringssteget.

e Samtliga centrifugeringssteg ska utféras vid rumstemperatur (15-25 °C).

e Bearbeta MinElute DNA-spinnkolonnerna i en mikrocentrifug.

e Stang alltid MinElute DNAspinnkolonnerna innan du placerar dem i mikrocentrifugen.

® For en effektiv parallell bearbetning av flera prover, rekommenderar vi att ett stall fylls

med insamlingsrér sé att MinElute DNA-spinnkolonnerna kan éverféras efter

centrifugeringen. Insamlingsréren kan anvéandas flera ganger.
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Procedur

1. Tina det DNA som ska anvéndas i bisulfitkonverteringsreaktionen. Kontrollera att

bisulfitlésningen &r helt uppldst.

Obs: Om det behdvs, vérmer du bisulfitiésningen till 60 °C och vortexblandar tills alla
precipitat &r uppldsta igen.

Obs: Lagg inte 16st bisulfitldsning pa is.

Forbered bisulfitreaktionerna i 200 pl PCR-rér (medféljer inte) enligt Tabell 1, nésta sida.

Lagg till varje komponent i den ordning de listas.
Obs: Den kombinerade volymen DNA och RNase-fritt vatten méste vara 40 pl.

Obs: Anvéand féljande formel fér att faststélla rétt volym fér gDNA-indata av intresse:

gDNA-volym som krévs for en Indata av intresse (ng)

bisulfitkonvertering (pl) ~  Genomsnittlig gDNA-koncentration (ng/pl)

Obs: Nér du anvénder therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, maste protokollet “Lag
koncentration” fr&n handboken for EpiTect Fast Bisulfite Conversion alltid anvéndas,
dven med 1 000 ng indata, eftersom koncentrationen gDNA som renas fr&n FFPE-prover
vanligtvis ar lag.

Obs: Bisulfitblandningen ska omedelbart vortexblandas i 5 sekunder efter att DNA-
skyddsbufferten lagts till for att skydda proverna frén degradering.
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Tabell 1. Komponenter fér bisulfitreaktionen

Komponent Volym per reaktion (pl)
DNA Variabel* (max 40 pl)
RNase-fritt vatten Variabel*
Bisulfitldsning 85
DNA-skyddsbuffert 15

Total volym 140

*

Den kombinerade volymen DNA och RNase-fritt vatten méste vara 40 pl.

3. Stang PCR-réren och blanda bisulfitreaktionerna omedelbart och noggrant. Férvara réren
i rumstemperatur (15-25 °C).
Obs: DNA-skyddsbufferten ska éndra férg fréin grén fill bla efter att DNA-
bisulfitldsningsblandningen har fillsatts, vilket indikerar fillrécklig blandning och rétt pH for
bisulfitkonverteringsreaktionen eller fér att DNA ska binda till MinElute DNA-spinnkolonnen.
4. Utfér DNA-bisulfitkonverteringen med en termocykel. Programmera termocykeln enligt

Tabell 2, nésta sida.
Den fullstandiga cykeln ska ta ungefér 30 minuter.

Obs: Om du anvénder en termocykel som inte l&ter dig ange reaktionsvolymen (140 pl),

staller du in instrumentet p& den stérsta tillgangliga volyminstéllningen.
Tabell 2. Termocykelférhéllanden fér bisulfitkonvertering

Steg Tid Temperatur
Denaturering 5 min 95°C
Inkubation 10 min 60°C
Denaturering 5 min 95°C
Inkubation 10 min 60°C
Hall Obegransat* 20°C

* Konverterat DNA kan lémnas i termocykeln &ver natten utan minskad prestanda.
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Placera PCR-réren med bisulfitreaktionerna i termocykeln. Starta termocyklingsinkuberingen.

VIKTIGT: Eftersom bisulfitreaktionen inte ar éverlagrad med mineralolja, lampar sig
enbart termocykler med uppvédrmda lock fér det har. Det ér viktigt att anvénda PCR-rér

som sluter tatt.

Obs: Konverterat DNA kan lédmnas i termocykeln &ver natten utan minskad prestanda.

Rengéring av bisulfitkonverterat DNA

6.

Nar bisulfitkonverteringen ér klar, centrifugerar du PCR-réren som innehéller

bisulfitreaktionerna och éverfér hela bisulfitreaktionerna till rena 1,5 ml mikrocentrifugrér.

Overféring av precipitat i I6sningen paverkar inte prestandan eller produktionen frén
reaktionen.
Tillsatt 310 pl BL-buffert till varje prov. Blanda 16sningen med vortexblandning och

centrifugera en kort stund.

Tillsatt 250 pl etanol (96-100 %) ill varje prov. Blanda |&sningen med vortexpulsblandning

i 15 sekunder och centrifugera kort fér aft ta bort dropparna frén insidan av locket.

. Placera det nddvandiga antalet MinElute DNA-spinnkolonnerna och insamlingsréren i et

lampligt stall. Overfér hela blandningen frén varje rér frén steg 8 till motsvarande
MinElute DNA-spinnkolonn.

10.Centrifugera spinnkolonnerna i maxhastighet i 1 minut. Kassera genomflédet och placera

tillbaks spinnkolonnerna i insamlingsréren.

11.Tillsatt 500 pl BW-buffert (tvattbuffert) till varje spinnkolonn och centrifugera i

maxhastighet i 1 minut. Kassera genomflddet och placera tillbaks spinnkolonnerna

i insamlingsroren.

12.Tillsatt 500 pl BD-buffert (desulfineringsbuffert) till varje spinnkolonn och inkubera

i 15 minuter i rumstemperatur (15-25 °C).
Undvik att 6verféra eventuella precipitat frén BD-bufferten till spinnkolonnerna.

VIKTIGT: Flaskan som innehdller BD-bufferten ska sténgas omedelbart efter anvéndning

fér att undvika férsurning fran koldioxid i luften.

31

Handbok fér therascreen® PITX2 RGQ PCR Kit 11/2017



Obs: Det ar viktigt att stéinga locken pé& spinnkolonnerna innan inkubering.

13.Centrifugera spinnkolonnerna i maxhastighet i 1 minut. Kassera genomflédet och placera

tillbaks spinnkolonnerna i insamlingsroren.

14.Tillsatt 500 pl BW-buffert till varje spinnkolonn och centrifugera i maxhastighet i 1 minut.

Kassera genomflédet och placera tillbaks spinnkolonnerna i insamlingsréren.
15.Upprepa steg 14 en gang.
16.Tillsatt 250 pl etanol (96-100 %) till varje spinnkolonn och centrifugera i maxhastighet
i 1 minut.

17 .Placera spinnkolonnerna i nya 2 ml insamlingsrér (medféljer) och centrifugera

spinnkolonnerna i maxhastighet i 1 minut fér att ta bort kvarvarande vétska.

18.Placera spinnkolonnerna med locken éppna i eft rent 1,5 ml mikrocentrifugrér (medfélier
inte) och inkuberar kolonnerna i 5 minuter i 60 °C i ett varmeblock. Det hér steget

forsckrar om att eventuell kvarvarande vétska dunstar.

19.Tillsatt 15 pl EB-buffert (elution-buffert) direkt p& mitten av varje spinnkolonns membran

och sting locket forsiktigt.

Obs: Eluera inte med mindre én 15 pl buffert eftersom eluatnivén skulle vara fér liten fér

att fortsatta med qPCR-steget.
20.Inkubera spinnkolonnerna i rumstemperatur i 1 minut.
21 .Centrifugera i 1 minut vid 15 000 x g (12 000 varv/min.) fér aft eluera DNA:t.
Obs: Vi rekommenderar att renat DNA lagras i 2-8 °C upp till 24 timmar. Nér du lagrar

renat DNA i langre &n 24 timmar sa rekommenderar vi lagring i -30 till =15 °C.
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Protokoll: gPCR pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRMinstrumentet

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit méste kdras p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet*

med automatiserad resultattolkning med Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Ta tid att bekanta dig med Rotor-Gene Q MDx-insrumentet och med programmet Rotor-Gene
AssayManager v2.1 innan du startar protokollet. Se anvéndarhandbdckerna fér instrumentet,

Rotor-Gene AssayManager v2.1 och Gammatillagget fér information.

Viktig anmérkning: Om du anvénder programmet Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma-
tilldgget och analysprofilen fér férsta gangen, referera till avsnittet “Installera Rotor-Gene
AssayManager v2. 1-programmet, Gamma-tillégget och importera analysprofilen” pé sida 48
for installationsanvisningar. Om programmet Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma-
tillagget och analysprofilen redan &r installerade och importerade i din dator, fortsétter du

med instruktionerna nedan:

Konfigurera qPCR

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit innehéller produkter for att testa &tta prover p&d max tre

kérningar.

Saker som bér géras fore start

e Kyl eft laddningsblock 72 x 0,1 ml rér i 10 minuter i en frys, eller minst 1 timme i

kyltemperatur.

* Om tillampligt, Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumentet med et tillverkningsdatum januari 2010 eller senare.
Tillverkningsdatumet kan utldsas frén serienumret pd& baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”
dér “mm” anger ménaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvd sista siffrorna i tillverkningséret och
“nnn” &r en unik identifieringskod fér instrumentet.
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e Tina alla therascreen PITX2 RGQ PCR Kitkomponenter och prover i en kyl, p& is, p& eft

kylblock eller i rumstemperatur s& lange som behdvs.

Obs: Om den tinas i rumstemperatur, bér du kontrollera regelbundet om materialet har
tinat, speciellt PITX2 RGQ PCR-huvudmixen eftersom den innehéller dNTP:er som é&r

temperaturkansliga.
Obs: PITX2 RGQ PCR PPM ska skyddas fran solljus eftersom den innehdller fargnukleotider.

e Placera de tinade produkterna pd is, pé ett kylblock eller i kylen tills du placerar tillbaks
dem i -30 till -15 °C efter anvéndning.

Obs: therascreen PITX2 RGQ PCR Kitkomponenterna kan férvaras i 2-8 °C skyddade

frén ljus i max 6 timmar om de anvdnds flera génger samma dag.

Obs: therascreen PITX2 RGQ PCR Kitkomponenterna kan anvéndas maximalt fyra cykler
av frysning-ining.
® Rengdr bankytan som ska anvéndas fér beredning av PCR-mix for att minska risken fér

mall- eller nukleaskontaminering.

e Vortexblanda réren (10 — 12 sekunder) och centrifugera dem sedan kort innan
anvandning. Férutom PITX2 RGQ PCR-huvudmixen som blandas genom pipettering upp

och ned eftersom den innehéllerTag-polymeras.

Procedur

1. Fdrbered PITX2 qPCR-reaktionsmixen pa is (eller anvand ett kylblock) i ett 1,5 eller 2 ml

rér (medféljer inte) beroende pd antalet prover som ska bearbetas.

Pipetteringsschemat for forberedelse av PITX2-reaktionsmixen som visas i Tabell 3 (nésta
sida), berdknas fér aft uppné slutgiltiga reaktionsvolymer p& 20 pl efter tillsats av 4 pl
bisDNA-prov eller kontroll. Extra volym ingér for att kompensera fér pipetteringsfel och for
att tilldta beredning av tillréicklig méngd reaktionsmix fér fyra prover testade i duplikat plus
fyra kontroller. Om farre prover testas, kan reaktionsmixen forberedas darefter. Kom ihag
att l&mna utrymme fér den extra volymen fér att kompensera fér pipetteringsfel (en extra

brunn f8r upp till 10 brunnar och tvé& extra brunnar fér upp till 20 brunnar).
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Tabell 3. Forberedelse av therascreen PITX2 RGQ PCR-reaktionsmixen

Exempel for en plat med 12 brunnar:
Komponent 1 reaktion (pl) 12 + 2 extra reaktioner (pl)*
PITX2 RGQ PCR-huvudmix 10 140
PITX2 RGQ PCR-primer prob mix 6 84
Total volym gPCR-reaktionsmix (pl) 16 224
gPCR-reaktionsmix, distribution 16 pl per rér
Provdistribution 4 pl per rér
Total volym gPCR-reaktion 20 pl

* En extra reaktionsvolym inkluderas fér att kompensera fér pipetteringsfel: en extra brunn fér upp till 10 brunnar och
tv& extra brunnar fér upp till 20 brunnar.

2. Vortexblanda (10-12 sekunder) och centrifugera kort PITX2 gPCR-reaktionsmixen.
Placera gPCR-réren pé ett forkylt laddningsblock 72 och dosera 16 pl av PITX2
gPCR-reaktionsmixen per rér pd remsa i enlighet med den laddningsblockskonfiguration

som visas i Figur 4.

Obs: Det rekommenderas att du doserar 16 pl av reaktionsmixen genom omvénd

pipettering.

REF50 9 [Sample 3|17 NA 25 NA 33 NA 41 NA 49 NA 57 NA 65 NA
10 | Sample 3 [ 18 NA 26 NA 34 NA 42 NA 50 NA 58 NA 66 NA
11 [ Sample 4] 19 NA 27 NA 35 NA 43 NA 51 NA 59 NA 67 NA
12 | Sample 4| 20 NA 28 NA 36 NA 44 NA 52 NA 60 NA 68 NA
Sample 1[ 13 NA 21 NA 29 NA 37 NA 45 NA 53 NA 61 NA 69 NA
Sample 1] 14 NA 22 NA 30 NA 38 NA 46 NA 54 NA 62 NA 70 NA
15 NA 23 NA 31 NA 39 NA 47 NA 55 NA 63 NA 71 NA
16 NA 24 NA 32 NA 40 NA 48 NA 56 NA 64 NA 72 NA

o (N [o|afw|Nd|=

Figur 4. Laddningsblockskonfiguration for ett experiment med therascreen PITX2 RGQ PCR Kit. Numren markerar
positionerna pd laddningsblocket och indikerar slutgiltig rotorposition. Positionerna fér kontrollerna stélls in i PITX2-
analysprofilen och kan inte dndras. Om kontrollerna inte placeras enligt anvisningarna nedan kan den automatiska
resultatanalysen inte utféras. REF50: PITX2 RGQ PCR-referens 50; REFlow: PITX2 RGQ PCR-referens lag; NC: PITX2
RGQ PCR negativ kontroll, NTC: PITX2 RGQ PCR NTC (NTC); Prov 1 till 4: bisDNA-prover, NA: Tom brunn.
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3. Vortexblanda (10-12 sekunder) och centrifugera kort bisDNA-proverna, PITX2 RGQ
PCR-referens 50 (Ref50), PITX2 RGQ PCR-referens lag (Reflow), PITX2 RGQ PCR negativ
kontroll (NC) och PITX2 RGQ PCR NTC (NTC).

4. Tillsatt 4 pl prov eller kontrollmaterial i motsvarande rér i enlighet med konfigurationen i
Figur 4 s& att den totala volymen blir 20 pl. Blanda férsiktigt 5 génger genom att
pipettera upp och ned.

Obs: Var noga med att byta spetsar mellan varie rér fér att férhindra falska positiva
resultat orsakade av kontaminering av nédgon ospecifik mall.

5. Sténg alla rér och kontrollera att det inte finns négra luftbubblor i botten pé réren.

6. Satt tillbaka alla therascreen PITX2 RGQ PCR Kitkomponenter i lamplig férvaringsmiljé

for aft undvika att materialet férsémras.

Forbered Rotor-Gene MDx

Det rekommenderas att du startar kérningen s& snart som méjligt efter forberedelserna, men
om platen férbereds men inte kan kéras direkt (eftersom instrumentet inte r tillgéangligt) s& gar
det att lagra platen i 2-8 °C och skyddad frén lju i upp till 24 timmar (se “Tidsram i

anvandning”, sida 72).

7. Placera rotorn med 72 brunnar pd rotorhéllaren i Rotor-Gene Q MDx.

8. Fyll rotorn med de rér p& remsa som forberetts tidigare enligt de tilldelade positionerna,

med start vid position 1 som det visas i figur 5.
9. Fyll tomma positioner med tomma, stédngda ror for att fylla hela rotorn.

Obs: Se fill att det forsta réret sétts in pé& position 1 och att réren pé remsa placeras i rétt
rikining och pé ratt positioner (viktigt fér kérningens validitet och spérbarhet fér provet)
enligt bild 5.

Obs: Placera alltid de fyra kontrollerna (REF50, REFlow, NC och NTC) pé& position 1 till 4
s& att niv&optimering (utfdrs p& rérposition 1) alltid utférs pé samma amplifiering.
Kontrollera att kontrollerna har laddats i rétt ordning fér den automatiska analysen av

kontrollerna (en invertering av konfrollerna invaliderar kérningen av PITX2-analysprofilen).
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Figur 5. Rotorkonfiguration fér ett experiment med therascreen PITX2 RGQ PCR Kit. REF50: PITX2 RGQ PCR-referens
50; REFlow: PITX2 RGQ PCR-referens l&g; NC: PITX2 RGQ PCR negativ kontroll, NTC: PITX2 RGQ PCR NTC (NTC);
ska fyllas med tomma rér.

S1 till S4: bisDNA-prover. Obs: Alla kvarvarande positioner

10.Satt dit l&sringen.
11.ladda instrumentet Rotor-Gene Q MDx med rotorn och |&sringen. Stang instrumentluckan

11/2017
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Skapa en arbetslista och starta gPCRkdrningen

Obs: Arbetslistan kan skapas och sparas innan proverna férbereds eller nér experimentet &r

konfigurerat pd instrumentet, som det beskrivs i den hér handboken.

12.5la pa Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

.. b7
13.0ppna Rotor-Gene AssayManager-programmet genom att klicka pa ikonen: 5 Y.

Rotor-Gene AssayManager-fonstret ppnar (figur 6).

Rotor-Gene AssayManager
e
QIAGEN D

User ID

Password

Mode

Closed b

Figur 6. Inloggningsskarm for Rotor-Gene AssayManager.

14.logga in som en anvandare med "Operator” (operatérs)-rollen i stangt lage. Klicka p&

"Ok”. Rotor-Gene AssayManager-skarmen dppnar (Figur 7, nasta sida).
15.Kontrollera att RGQ identifieras korrekt i programvaran innan du startar kérningen.

16.Valj ”Setup” (installations)-fliken.

Obs: De allménna funktionerna i “Setup”-miljén och fér “Creating/Editing a Work List”
(Skapa/éndra en arbetslista) beskrivs i Anvéndarhandboken fér Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application.
17 Klicka p& “"New work list” (ny arbetslista) (Figur 7).
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Figur 7. Beskrivning av de olika flikarna i RGAM-programvaran.
1 “Setup”fliken. Den hér fliken tillster hantering 5  "Service" (Tjdnste)fliken. Visar en rapport med ett
eller tillampning av arbetslistor. granskningsspér for varje fil som skapats av
programvaran.
2 Kontrollera tillimpade arbetslistor. Visar enbart nya 6 “Configuration” (Konfigurations)-fliken. Tillater
arbetslistor. En tillampad arbetslista har redan utférts. konfiguration av alla programparametrar

3 'Approval”(Godkénnande)fliken. Den hér fliken later 7 Rotor-Gene Q MDx (RGQ)-ikoner:
dig hitta tidigare experiment.

4 "Archive”(Arkiv)fliken Later dig hitta gamla - Inte ansluten ﬂ Ansluten

experiment som redan har godkants.

18.Valj PITX2-analysprofilen frén listan dver tillgangliga analysprofiler (Figur 8).
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Create work list | Select assay profiles and define assay details

QIAGEN - = -

Assay profile name

et intormation

ipsogen_JAK2_blood_US

o Vers. [Req P
004 14

[merascreen_PIT2_FFPE_CE

o014 |[

Fres positions

Selected sssay profiles

Assay profile name Short name Version

Req. Pos. B sampies | New stip e

Messages

(] e curen ot ot o s st A n s e, 47014

Prink wock st

Expot Sovw and chose Reset

|

oo

Figur 8. Import av analysprofiler.

19.Overfér den valda analysprofilen till listan Gver “Selected assay profiles”(Valda

analysprofiler) genom att klicka pé pulen (till hdger om analysprofilens namn).

Analysprofilen ska nu visas i listan “Selected assay profiles” (figur 8).

20.Fyll i de gula félten i fliken analyser: Antalet prover (upp till 8) i enlighet med din

plétkonfiguration (Figur 9).

Obs: Antalet prover motsvarar inte antalet brunnar och inkluderar inte kontroller.

Proverna testas i duplikat. Ett prov motsvarar dérfér tvé brunnar. Antalt prover som ska

sattas in ar 4 for pléten med 12 brunnar som visas i Figur 4 (sida 35).
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| Create work list | Select assay profiles and define assay details

R TORSAR  re— TN ErmS
| et e e w0 e
—

e

o ot e e e o srplsfo sy prfereescnen_PITXA_FFPE.CE.(41001)

(51 Shom only compatie Assay Profies

Pk werk L

I & cooeiice

Figur 9. Sétt in antalet prover.

21.valj fliken “Kit Information” (Kit-information). Fyll i kitinformationen antingen genom att
valja “Use kit bar code”(Anvand kit-streckkod) (och skanna streckkoden) eller “Enter kit
information manually” ({Ange kit-informationen manuellt) och sedan manuellt ange den

kit-information som finns pé etiketten pé therascreen PITX2 RGQ PCR Kitladan:

Materialnummer

2 Utgé&ngsdatum

Lotnummer

22.Val fliken "Samples” (prover). En lista med provinformation visas. Denna lista

representerar den férvdntade layouten fér rotorn.

23.Ange providentifikationen samt eventuell valfri provinformation som en kommentar for

varje prov (Figur 10).
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Creato wark list | Edit samples

| Ansayn | Sargie detads
Pos. | |strhe [l Sarriie © ten | Sarsple trew Torgels sy e — uf
T PO FAM_Metyised_1 CT] il
2 0 FA_Memyind_1 CT .
0 (2 FAM_Memylaned 1 CT 1
WD FAM Memyiated 1, PITAS £
T FAM_Mebyind_1 EoT <
[ FAL_Meyisied 1
TN — Teak Fil_Melylated 1 PITE 1
[ FAM_Metiyiated 2
= Teat FAM_ Myl 1 *
Y FAN_Mamyiwed T
"o — Teat FAM_Motryied 1 PITE "
g FAM_Matylated 2,
v — Teat P N yianec_T ATE s
i Al Metryimied 2
15— Tewt FAM Metyiated | AT
o FAM Mabyisiad 2
i — Tt Fkt_ Mtryiated 1 P s i
" A Meteyioed 2.
1w —j Teat, FAM_Metyined 1, P
n AL lbviniad 3 b

| Prisd wark bt Espod Save and sl Reasl
[y e ]

Figur 10. Provinstillning.
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24 .Vélj "Properties” (Egenskaper) och ange ett arbetslistenamn (bild 11).

Croate work fist | Edit properties

I Al Properies
s 3

@ Cloasd Made

Figur 11. Skapa arbetslistan.

25.Markera "Worklist is complete (can be applied)” (Kryssrutan arbetslistan &r klar (kan
tillampas)).

26.Spara arbetslistan.

Valfritt: “Print work list” (Skriv ut arbetslistan) genom att trycka pé& skriv ut arbetslista. En
utskriven arbetslista kan underlétta vid férberedelse och konfiguration av kérningen.

Provinformationen inkluderas som en del av arbetslistan.

27 .Valj motsvarande arbetslista frén arbetslistehanteraren och klicka p& “Apply” (Tillampa).

Om arbetslistan fortfarande ar dppen kan du ocksé klicka pé “Apply”.

Obs: Kontrollera att Rotor-Gene Q MDx identifieras korrekt i programvaran innan du

startar kdrningen.

28.Ange namnet p& experimentet.
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29.Vélj den cykler som ska anvéandas i “Cycler Selection” (Cyklerval).
Obs: Du méste anvanda en Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-cykler.

30.Kontrollera att l&sringen sitter fast pa ratt satt och bekrafta pa skarmen att [&sringen ar

fastsatt.

31 Klicka pé& “Start Run” (Starta kérningen). gPCR-kérningen ska nu starta.

Visa och rapportera qPCR-resultat

De allménna funktionerna i “Approval“-miljén beskrivs i Anvéndarmanualen fér Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma-illégget.

Nar en kérning har slutférts och cyklern har lasts upp sparas experimentet i den interna
databasen. Analysen av insamlade data utférs automatiskt enligt de regler och

parametervérden som definierats av analysprofilen.
Obs: Anvandarbehérigheten “Approver” (Godkénnare) krévs fér att godkdnna en kérning.

1. Nar kérningen ar slutférd, klickar du p& “Finish run” (Slutfor kérningen) for att

analysera och exportera data.
Obs: Innan det hér steget har slutférts sparas inte experimentet i den interna databasen.

2. Efter att du klickat p& “Finish run”, anger du I6senordet och klickar p& “Release and go

to approval” (Slapp och gé till godkannande) (Figur 12).
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Figur 12. Slutférande av kérningen.

Anvéndare som &r inloggade med “Approver”-rollen, klickar p& “Release and go to

approval”.
Anvéndare som &r inloggade med “Operator”-rollen, klickar p& “Release” (Slapp).
Om du klickade p& “Release and go to approval”, visas resultatet av experimentet
i "Approval“-miljon.
Om en anvandare med “"Operator”-rollen klickade p& “Release” sé& méste ndgon med en
"Approver”-roll logga in och vélja “Approval”-miljén.
Obs: | fliken “Approval”, kan experiment analyseras genom att véxla mellan varije flik
(.ex. experiment, analys, granskning, spdr, kér kontrollresultat).
3. Kontrollera amplifieringskurvorna fér varje prov, markera den férsta rutan till héger om

kolumnen “Flags” (Flaggor) (rutan blir grén) (figur 13).
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Figur 13. Kontroll av amplifieringskurvor.

4. Klicka p& “Report data” (Slapp/rapportera data) (langst ner till héger i fonstret) for att
skapa en .pdf-rapport och spara LIMSilen (en kopia sparas automatiskt i
C:\Documents and settings\AllUsers\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\
Exporf\Reports).

5. Stang pdffilen och gé tillbaka till Rotor-Gene AssayManager. Klicka pé& "OK” varje
géng den fragar.

6. Ga till "Archive”fliken och exportera .rexfilen. Kontrollera att “Start date” (Startdatum)
och "End date” (Slutdatum) stémmer och klicka p& “Apply filter” (Tillampa filter). Valj

experimentet aft exportera och klicka p& “Show assays” (Visa analyser) (figur 14).
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Figur 14. Exportera kérningsdata.

7.

Exportera .rexfilen (filen sparas i C:\Documents and settings\AllUsers\Documents\
QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Experiments).

Obs: Programmet skapar automatiskt en LIMSfil i C:\Documents and settings\
All Users\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Exporf\LIMS

Ta ut materialet fréin Rotor-Gene Q MDx-instrumentet och kassera réren pé remsa i

enlighet med lokala sékerhetsforeskrifter.

Obs: Ett supportpaket fran kérningen krévs for felsékningshijalp fran QIAGENS tekniska
support. Supportpaket kan skapas fran miljserna “Approval” eller “Archive”. Mer
information finns i “Creating a support package” (Skapa ett supportpaket) i
Anvéndarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Utéver supportpaketet kan historiken fré&n tiden fér incidenten = 1 dag vara till god hijélp.
Granskningsspéret kan hamtas fran “Service”-milidn. Mer information finns i

Anvéndarhandboken fér RotorGene AssayManager v2.1 Core Application.
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Installera Rotor-Gene AssayManager v2.1-programmet, Gamma-illagget och
importera analysprofilen

Programmet Rotor-Gene AssayManager version 2.1 eller hdgre méste installeras p& datorn
som &r ansluten till Rotor-Gene Q MDx. Programmet kan laddas ned frén “Operating
Software”  (Operativprogram) under fliken “Product Resources” (Produkiresurser) pé&
produktsidan  fér Rotor-Gene AssayManager v2.1:  www.qgiagen.com/Products/Rotor-
GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Detaljerad information om installation av  Rotor-Gene AssayManager v2.1  finns
i anvdndarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application. Detaljerad
information om ytterligare programvara pé anslutna datorer finns i Snabbstartsguide fér Rotor-

Gene AssayManager v2.1.

Om du vill ha automatisk resultattolkning med therascreen PITX2 RGQ PCR Kit med Rotor-Gene
AssayManager v2.1 s& maste det senaste Gamma-tillagget vara installerat p& din Rotor-Gene
AssayManager v2.1. Vélj “Product Resources” pd& produktsidan fér Rotor-Gene
AssayManager v2.1: www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssay Manager_v2_1.aspx for

att hamta den senaste versionen av tillagget.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit kréver Gven en analysprofil. Analysprofilen innehdller alla
parametrar som behdvs for cykling och analys av PITX2-analysen. De har parametrarna ér
l&sta for kérningen. PITX2-analysprofilen (AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE) motsvarar en .iap-
fil som kan hamtas frén produkisidan fér therascreen PITX2 RGQ PCR Kit:
www.giagen.com/shop/detection-solutions/personalized-healthcare/therascreen-pitx2-rgq-
per-kit-ce/ pé fliken “Product Resources” under “Protocol Files” (Protokollfiler). Analysprofilen

méste importeras till Rotor-Gene AssayManager v2.1-programmet.
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Information om installationen av Gammatillégget och att importera analysprofilen till Rotor-

Gene AssayManager v2.1-programmet ar féljande:

1. Hamta Gammattillagget frén www.qgiagen.com.

2. Starta installationsprocessen genom att dubbelklicka pé& filen
GammaPlugin.Installation.msi och sedan félja installationsinstruktionerna. En detaljerad
beskrivning av den hér processen finns i avsnittet ” Installing Plugins” (Installera tillagg) i
anvéandarhandboken for AssayManager Core Application.

3. Nar tillagget har installerats, méste en person med administratérsrattigheter for Rotor-Gene
AssayManager-programmet importera den nédvéndiga analysprofilen pd féljande sétt:

4. Gé till Utforskaren och spara AP:n i féljande fil:

"C:\Documents and Settings\All Users\Documents\QIAGEN\
Rotor-GeneAssayManager\Import\AssayProfiles”.

5. Oppna Rotor-Gene AssayManager-programmet genom att klicka p& 4 ikonen.

6. logga in p& Rotor-Gene AssayManager med ditt anvandar-ID och l6senord. Andra inte
"Closed mode” (Stangt lage). Klicka pa “OK". Rotor-Gene AssayManager-skdrmen
oppnas.

7. Valj "Configuration”-miljon (Figur 15).

oo vy Marges - 3 — e =

Figur 15. Konfigurationsfliken.
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8. Vdlj fliken “Assay Profiles” (Analysprofiler).
9. Klicka pé& “Import” (Importera).

10.1 dialogrutan véljer du analysprofilen AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE_V1.0.x.iap

(dér x = 1 eller hégre) som ska importeras och klickar pa “Open” (6ppna).

11.Naér analysprofilen har importerats, kan den anvandas i ”Setup”-miljsn.
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Tolkning av resulat

Dataanalys

Analys av therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-resultat for varje kontroll och prov utférs automatiskt
av Rotor-Gene AssayManager v2.1 associerad med Gammatillagget v1.0 och PITX2-
analysprofilen, harefter kallat PITX2-analyspaketet.

PITX2-analyspaketet analyserar amplifieringskurvor och kan invalidera avvikande kurvod
beroende p& deras form och brusamplitud. Om sé& &r fallet associeras en flagga med den
ogiltigférklarade kurvan. Varningsflaggor kan ocksé visas fér icke-invaliderade kurvavvikelser

(se flagglistan och information i avsnittet “Flaggor" sida 56).

For att faststdlla analysens validitet, analyserar PITX2-analyspaketet Gven kérningskontrollerna
PITX2 RGQ PCR-referens 50 (REF50), PITX2 RGQ PCR-referens lag (Reflow), PITX2 RGQ PCR
negativ kontroll (NC) och PITX2 RGQ PCR NTC (NTC). Validiteten fér varje kontroll baseras
for efterlevnad av Cr och/eller PMR-vérden med férdefinierade specifikationer (se “Totalt

provresultat”, sida 54 och “Flaggor” sida 56).

Obs: Om minst en kontroll &r ogiltig, anses resultaten som erhdllits fér alla testprover vara

ogiltiga och inga PMR-resultat visas.

PITX2-analyspaketet analyserar Gven proverna genom att kontrollera validiteten fér dubletterna
och validiteten fér indata (se “Totalt provresultat”, sida 54 och “Flaggor” sida 56). Slutligen,
tilldelas proverna ett PMR-varde utan siffror genom de tvd PMR-resultat som ficks for varje
provreplikat. Det PMR som erhélls for varje patientprov, ger information till den behandlande
|ékaren om en patient sannolikt kommer att svara pé& antracyklinbaserad kemoterapi. Om det
PMR som erhdlls ar lika med eller lagre én 12 s& &r det sannolikt att patienten kommer att

svara pd antracyklinbaserad kemoterapi. Om det erhdllna PMR daremot ar hégre én 12 s
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kan en alternativ behandling féreslds, dé patienten har en ldgre sannolikhet aft svara pé

antracyklinbaserad kemoterapi (Figur 16).

Patientprov-PMR

|

Patientprov-PMR &r
Sver 12

lJc

Patienten har en lagre
sannolikhet att svara pé
antracyklinbehandling

Nej

Patienten har en hog
sannolikhet att svara pé&
antracyklinbehandling

Figur 16. Tolkning av PMR-resultat for patientprover for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit.

Resultaten for testproverna, som analyseras och anges automatiskt av PITX2-analyspaketet,

maste godkdnnas och sléppas av en anvandare med “Approver“-rollen. Provresultat som

behover godkannas har tre ytterligare knappar fér godkdnnande i slutet av den dedikerade

raden. Dessa knappar anvédnds till att acceptera eller avvisa provresultaten. Mer information

finns i Anvdndarhandboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma-illégget.

Arbetsflédeskontroll anteckning: Provet HD216 (arbetsflédeskontroll) ska ge ett PMR-vérde
mellan 30 och 50. Om det hdar PMR erhélls med den hér arbetsflddeskontrollen, kan bade

gDNA-rening och bisulfitkonverteringsstegen valideras.

Vid ogiltiga resultat, referera till “Felsokningsguide”, sida 61.
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Omtestning

Vid ogiltiga resultat krévs omtester. Om analysen &r ogiltig, det vill séga att négon av de fyra
kontrollerna &r ogiltiga, behdver hela kérningen inklusive alla testade prover testas om. Om
analysen &r giltig men en eller flera prover &r ogiltiga, bér de ogiltiga proverna testas om
efter att ha undersokt feltypen (se “Flaggor”, sida 56, Tabell 6 och Tabell 7, sidorna 57-58).

Ett arbetsflode for omtestningsproceduren finns i figur 17.

gDNA-prov

Bisulfitkonvertering |

-

therascreen PITX2
RGQ PCR Kit-

kérning

Karnings- e Nej Testa om alla testade
validitet Giltig kérning? et prover

- Omtest
—+| Ogjiltigforklarande | —> 400 ng gDNA —

ogiltigt prov*

—» | APMRhsg |
Testa om 400 eller

o Nej
Provvaliditet Giltigt prove = 1000 ng gDNA | —

ogiltigt prov*
—> | Ett replikat ogiltigt | 9meTP

Omtest
Prov-PMR faststalls | lag indata | — | 1000nggDNA | —
ogiltigt prov

<«
T

Figur 17. Testa om arbetsflodet for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit.
* Se Tabell 6 och Tabell 7, sidorna 57-58.

t En indata p& 200 ng kan anvédndas om det inte finns tillréckligt gDNA tillgéngligt. Det gér dock att risken for
flaggan ogiltigt resultat p& grund av “Low Input” &r hégre.
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Resultatvisning

Mal och kombinerade mal

Resultaten fér varje reaktion av therascreen PITX2 RGQ PCR Kit visas under fsljande mél- och

kombinerade malnamn:

e “FAM_Methylated_1": Grona kanalresultat for alla kontroller och fér replikat 1 av

testprover.
e “FAM_Methylated_2": Grona kanalresultat for replikat 2 av testprover.

e "HEX_Unmethylated_1": Gula kanalresultat fr alla kontroller och fér replikat 1 av

testprover.
e “HEX_Unmethylated_2": Gula kanalresultat fér replikat 2 av testprover.

® “PMR”: De har mélen ar kombinerade mal. Det motsvarande resultatet har kontrollernas

validitet i tanke. De har mélen visas for alla kontroller och testprover om giltiga.

® “Mean_PMR”: De hér malen ér kombinerade mél. Det motsvarande resultatet har

kontrollernas validitet i Gtanke. De har malen visas fér alla testprover om giltiga.

Totalt provresultat

Slutsatsen for analysen fér varje kontroll och prov visas i kolumnen "Overall Sample Result”

(Totalt provresultat) i rapporten (Tabell 4).
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Tabell 4. Totalt provresultat och atgérder

hogtt

Totalt provresultat Provtyp Beskrivning Argéird
Giltig REF50, REFlow, Kontrollen och testprovet ér giltigt N/A
NC, NTC och
testprov*
Ogiltigtt REF50, REFlow, Kontrollen ér ogiltig Upprepa hela
NC, NTC och kérningen
testprov
Ogiltigt Testprov testprovet &r ogiltigt Konfigurera en ny
kérning och upprepa
de ogiltiga proverna
Ogiltig, ett replikat Testprov Om et av mélen (FAM_Methylated_T, Konfigurera en ny
ogiltigt FAM_Methylated_2, kérning och upprepa
HEX_Unmethylated_1 eller de ogiltiga proverna
HEX_Unmethylated_2) &r ogiltigt, anses
provet ogiltigt
Ogiltigt, delta-PMR Testprov Om delta-PMR-vérdet mellan férsta Konfigurera en ny

replikatet och andra replikatet &r
ovanfdrett specifikt varde?, anses provet
vara ogiltigt

kérning och upprepa
de ogiltiga proverna

*

Tolkning av testprovets giltiga PMR-resultat férklaras tidigare (see figur 16).

t Nér kontrollerna &r ogiltiga, visas de ogiltiga Crvérdena och PMR-resultaten mellan hakparanteser fr information.

¥ Nér ett prov ogiltigférklaras av ett hdgt delta-PMR, visas Cr-vardena och PMR-resultaten av bade replikat och medel-
PMR fér information. Provet bdr dock testas om fér att f& eft giltigt resultat.

w

Det specifika vardet varierar efter det PMR-vérde som erhdllits fr varje prov (se Tabell 5, nésta sida).
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Tabell 5. Delta-PMR-kriterier

Medel-PMR Delta-PMR-duplikat
0-1 <1
1-5 <5
5-10 <7
10-15 <9
15-35 <13
35 -65 <15
65 -85 <18
85-100 <6
Flaggor

Flaggor visas fér att ge ytterligare information om de erhdllna resultaten, framférallt om ogiltiga
resultat. Oproblematiska avvikelser kan flaggas med en varningsflagga som inte leder fill eft
ogiltigt resultat. Information om universella flaggor som inkluderas i Gammatillagget, finns Gven

i Anvdndarhandboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma-illdgget.

Den automatiska analysen av therascreen PITX2 RGQ PCR Kitanalysen kan ge bade
analys-specifika flaggor (Tabell 6, nésta sida) och allménna flaggor (Tabell 7, sida 58).
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Tabell 6. Analysspecifika flaggor

Analysspecifik flagga Provtyp

Beskrivning

Argéird

Analysspecifika flaggor for kontroller

BELOW_ACCEPTED_RANGE REF50,
REFlow
ABOVE_ACCEPTED_RANGE REF50,
REFlow
NO_SIGNAL REF50
NO_SIGNAL REFlow

Andlysspecifika flaggor for testprover

PMR_ABOVE_OR_EQUAL_92*  Testprov

PMR_BELOW_OR_EQUAL_4*

Testprov

LOW_INPUT_RETEST_NEEDED  Testprov

PMR-resultatet ér under det accepterade
intervallet (<36 for REF50, <2 for
REFlow).

PMR-resultatet &r ver det accepterade
intervallet (>65 for REF50, >13 for
REFlow).

Crvérdet fér mal FAM_Methylated_1
eller/och HEX_Unmethylated_1 &r >32

Crvardet fdr mél HEX_Unmethylated_1
ar >32

PMR-resultatet &r ovanfér
detektionsgrénsen som faststallts for
sokfragmentet fr de tidigare
ometylerade sekvenserna. Den hér
flaggan é&r inte ogiltigférklarande, det &r
en varningsflagga.

PMR-resultatet &r under
detektionsgransen som faststdllts for
sokfragmentet fér de tidigare metylerade
sekvenserna. Den hér flaggan &r inte
ogiltigférklarande, det ér en
varningsflagga.

Crvérdet fér mal FAM_Methylated_1 och
HEX_Unmethylated_1 eller
FAM_Methylated_2 och
HEX_Unmethylated_2 &r >32,5

Upprepa hela
kérningen

Upprepa hela
kérningen

Upprepa hela
kérningen

Upprepa hela
kérningen

Ingen

Ingen

Oka gDNA-indata i
bisulfitkonverteringe
n och upprepa
kérningen

*

Effersom PMR-resultaten ges utan siffra men programvaran beréknar PMR med en siffra, kan detektionsgrénsflaggan
visas eller inte fér vardet p& PMR-grénsen, det vill séga 4 och 92. Flaggan visas fér PMR-resultat >92 och <4,
darmed rundas PMR-resultat vid 4,1 eller 91,8 vid 4 och 92 och kommer inte att flaggas som under eller &ver

detektionsgrénsen.

Obs: Alla flaggor som visas ovan dr ogiltigférklarande férutom de tvé relaterade till detektionsgrénsen. Nér replikat &r
ogiltiga, visas Cr-vardena mellan hakparanteser fér information men det ogiltiga PMR-resultatet visas inte. Medel-PMR
for bagge replikaten visas inte.
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Tabell 7. Allménna flaggor
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Allmén flagga Beteende  Beskrivning Atgérd

CONSECUTIVE_FAULT Ogiltigt Ett mél som anvandes vid berdkningen av Upprepa provet eller
det hér mélet &r ogiltigt. kérningen om det &r pé

grund av ogiltighet i en
kontroll.

ASSAY_INVALID Ogiltigt Analysen ér ogiltig eftersom minst en Upprepa hela
kontroll &r ogiltig kérningen.

ANALYSIS_FAILED Ogiltigt Analysen dr ogiltig eftersom analysen Kontakta QIAGENS
misslyckats p& grund av olika skal. tekniska service

CURVE_SHAPE_ Ogiltigt Amplifieringskurvan med rédata visar en Upprepa provet eller

ANOMALY form som avviker frén det etablerade kérningen om det
beteendet fér den hér analysen. Det finns en  observeras i en kontroll.
hég sannolikhet for felaktiga eller feltolkade
resultat.

FLAT_BUMP Ogiltigt Amplifieringskurvan med r&data visar en Upprepa provet eller
form som liknar en végbula med svag kérningen om det
upphdijning som avviker frén det etablerade  observeras i en kontroll.
beteendet fér den hér analysen. Det finns en
hég sannolikhet for felaktiga eller feltolkade
resultat (t.ex. felbestémning av Crvérdet).

INVALID_CALCULATION  Ogiltigt Berdkningen for det har mélet misslyckades. ~ Upprepa provet eller
kérningen om det
observeras i en kontroll.

LOW_FLUORESCENCE_ Varning Andringen av procentandel fluorescens fér Ingen

CHANGE det hér provet i férhallande fill det provror
med storst fluorescenséndring &r légre dn en
definierad gréns.

LOW_REACTION_ Varning Reaktionseffektiviteten fér det hér provet har  Ingen

EFFICIENCY inte uppnatt en definierad grdns.

MULTI_THRESHOLD_ Ogiltigt Amplifieringskurvan korsar troskelvardet mer  Upprepa provet eller

CROSSING &@n en géng. Ett entydigt Crvérde kan inte kérningen om det
bestémmas. observeras i en kontroll.

NO_BASELINE Ogiltigt Ingen initial baseline har hittats. Den Upprepa provet eller
efterféljande analysen kan inte utféras. kérningen om det

observeras i en kontroll.

RUN_FAILED Ogiltigt Analysen é&r ogiltig eftersom ett problem Upprepa hela
uppstétt med cyklern eller kérningen.
cykleranslutningen.

RUN_STOPPED Ogiltigt Analysen dr ogiltig eftersom kérningen har Upprepa hela

stoppats manuellt.

kérningen.
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SATURATION Ogiltigt Radata fér fluorescensen méttas kraftigt Upprepa provet eller
innan brytpunkten p& amplifieringskurvan. kérningen om det
observeras i en kontroll.
SATURATION_IN_ Varning Radatafluorescensen méttas i platéfasen péd  Ingen
PLATEAU amplifieringskurvan.
SPIKE Varning En topp i rddatafluorescensen har Ingen
detekterats i amplifieringskurvan, men
utanfdr det omrade dér Cr bestéms.
SPIKE_CLOSE_TO_CT Ogiltigt En topp har detekterats i amplifieringskurvan  Upprepa provet eller
ndra Cr. kérningen om det
observeras i en kontroll.
STEEP_BASELINE Ogiltigt En brant stigande baslinje fér rédata for Upprepa provet eller
fluorescensen har detekterats i kérningen om det
amplifieringskurvan. observeras i en kontroll.
STRONG_BASELINE_DIP  Ogiltigt Ett kraftigt fall i baslinjen for rédata for Upprepa provet eller
fluorescensen har detekterats i kérningen om det
amplifieringskurvan. observeras i en kontroll.
STRONG_NOISE Ogiltigt Hogt brus har detekterats utanfor Upprepa provet eller
tillvéxtfasen i amplifieringskurvan. kérningen om det
observeras i en kontroll.
STRONG_NOISE_IN_ Ogiltigt Hégt brus har detekterats i tillvéxtfasen Upprepa provet eller
GROWTH PHASE (exponentiella fasen) i amplifieringskurvan.  kérningen om det
- observeras i en kontroll.
WAVY_BASE_ Ogiltigt En végliknande baslinje for rédata for Upprepa provet eller
FLUORESCENCE fluorescensen har detekterats i kérningen om det

amplifieringskurvan.

observeras i en kontroll.

Obs: Fér provreplikat som har en ogiltigférklarande flagga, visas Cr-vérdena mellan hakparanteser f5r information men
det ogiltiga PMR-resultatet visas inte. Medel-PMR fér bagge replikaten visas inte.
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Felsékningsguide

Den hér felsdkningsguiden kan vara till higlp fér att [6sa eventuella problem som uppstar vid
faststéllande av PITX2-promotor 2 PMR med therascreen PITX2 RGQ PCR Kit. Dessutom svarar
teamet for QIAGEN:s tekniska service garna pé fradgor om informationen och/eller protokollen
i denna handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, besck

www.qiagen.com).

Felsdkningsinformation som relaterar till deparaffiniseringslésning  (katalognr  19093),
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr 60404) och EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(katalognr 59824 eller 59826) aterfinns i handbdckerna for respektive kit.

Information om felsékning relaterat till Rotor-Gene Q MDx-instrumentet och Rotor-Gene

AssayManager v2.1-programmet finns i respektive anvéndarhandbok.

Kommentarer och férslag

Lag produktion av gDNA
Mangden renat gDNA &r En indata p& 200 ng kan anvéndas. Det gér dock att risken for ett ogiltigt
under de 400 ng som resultat pa grund av “Low Input” &r hdgre.

rekommenderas for att utféra
arbetsflodet for therascreen
PITX2 RGQ PCR Kit

Andlysen ér ogiltig pa grund av ogiltiga REFlow och/eller REF50

a) En komponent av Kontrollera att reaktionsmixen har férberetts korrekt (Tabell 3, sida 35).
reaktionsmixen har inte Kontrollera att alla komponenter fér gPCR-reaktionsmixen har tillsatts.
tillsats Upprepa PCR-kérningen.

b) Fel p& Rotor-Gene Q Kontrollera underhéllsloggarna fér instrumentet.

MDxcinstrumentet En felinriktad lins kan t.ex. orsaka hdgre bakgrund. Om linsjustering inte

ingér i din underhdllsplan kontaktar du QIAGENS tekniska service for mer
information och eventuell atgérd.

c) Fel pa tillbehor till Rotor- 72-Well-rotorn kan vara felaktigt last. Upprepa PCR-k&rningen.
Gene Q MDx-instrumentet
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Kommentarer och férslag

d)

e)

f

g

h)

i)

Reaktionsmixen har
forsémrats

Inversion av rér pa remsa
och/eller prov-ID

Kontroller saknas eller har
laddats i en felaktig position

Dalig blandning av

kontrollprover

Felaktig pipetteringsvolym

Ineffektiv rérsténgning

Kitet har frusits/finats mer én fyra génger, eller s& har kitets innehéll inte forvarats i
-30°C ill -15°C, eller s& har inte PPM eller reaktionsmixen skyddats fréin ljus.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utgéngsdatum (se etiketten) fér
reagenserna och anvénd ett nytt kit. Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.
Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera att rétt kontroll har laddats i rétt position.

Tiningen av kontrollerna slutférdes inte innan de laddades eller s& blandades
inte kontrollerna korrekt med reaktionsmixen (pipettering upp och ner).
Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.

Kontrollera att en 4 pl volym kontroll och 16 pl gPCR-reaktionsmix har tillsatts.

Kontrollera visuellt alla pipetterade volymer.

Kontrollera pipetterna och omkalibrera dem vid behov innan du upprepar
gPCR-steget.

Réret stdngdes inte effektivt, vilket ledde till dunstning vid gPCR-kérningen.

Analysen &r ogiltig pa grund av ogiltiga ingen mall-kontroll (NTC) eller negativ kontroll (NC)

a)

b

q

d

e)

Korskontamination eller
kontamination av
reagenserna

En komponent av
reaktionsmixen har inte
tillsats

Inversion av rér pd remsa
och/eller prov-ID

Reaktionsmixen eller
sonderna har forsémrats

Felaktig amplifieringskurva
(artefakter)

Hantera alltid prover, kitkomponenter och férbrukningsartiklar i enlighet med
god laboratoriesed fér att undvika kontamination via carry-over.

Var noga med att byta spetsar mellan pipettering av olika reagenser eller vid
laddning av olika rér. Férbered qPCR-reaktionsmixen med dértill avsedda
tillbehér (pipetter, spetsar etc.).

Férbered qPCR-reaktionsmixen och NTC-reaktionen i ett anpassat utrymme
dér inget DNA-material (DNA, plasmid eller PCR-produkter) férs in.

Upprepa PCR-kérningen.
Kontrollera att reaktionsmixen har forberetts korrekt (Tabell 3, sida 35).

Kontrollera att alla komponenter fér gPCR-reaktionsmixen har tillsatts.
Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet av reaktionen.
Upprepa gPCRkérningen.
Férvara kitets innehdll i -30 fill -15 °C och se fill att PPM-roret &r skyddat mot ljus.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utgéngsdatum (se etiketten) fér
reagenserna och anvénd ett nytt kit. Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera motsvarande amplifiering fér ovanliga kurvor (t.ex. en rak linje).

Upprepa qPCR-kéringen.
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Kommentarer och férslag

Ogiltigt prov pa grund av “Low Input”-flagga

a)

b

<)

d

f

g
h)

FFPE-blockférhallanden
Férberedelse av FFPE-
blocket

Pipetteringsvolymen kan
vara felaktig

gDNA-reningen eller
bisulfitkonverteringen
misslyckades

Inversion av rér pd remsa
och/eller prov-ID

Dalig gDNA-provkvalitet

Ineffektiv rérstdngning

Provet laddades inte

Kontrollera transport-/férvaringsférhéllanden fér det anvanda FFPE-blocket.

Kontrollera att provet fixerades i 4-10 % formalin. Kontrollera att en fill tv&
sektioner med 5 pm-tjocklek har skurits fér att uppnd 100 mm? vévnadsyta
och ftillse fillréckligt med celler.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.
Kontrollera att en 4 pl volym av provet och en 16 pl volym av gPCR-
reaktionsmixen har tillsatts. Kontrollera visuellt alla pipetterade volymer.

Kontrollera pipetterna och omkalibrera dem vid behov innan du upprepar
gPCR-steget.

Kontrollera om arbetsflédeskontrollen gav férvdntade resultat. Kontrollera att
arbetsflddesprotokollet for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit féljdes som det
beskrevs ovan. Kontrollera aft kiten inte har gétt ut, reagenserna har férberetts
korrekt (dvs. etanol har tillsatts, precipitat har inte éverfdrts till MinElute DNA-
spinnkolonnen). Kontrollera att rumstemperaturen inte &r under 15 °C vid
hantering fér att undvika kristallisering av buffrar. Kontrollera transport- och
forvaringsférhallandena.

Upprepa hela arbetsflsdet.

Kontrollera pipetteringsschemat eller om ett tomt rér &r i rétt position och
kontrollera reaktionskonfigurationen. Upprepa PCRkdrningen.

Upprepa med mer material. Upp till 1 000 ng DNA-indata som méts med en
OD 260 nm-metod kan anvéndas.

Réret stdngdes inte effektivt, vilket ledde till dunstning vid gPCR-kérningen.

Kontrollera att provet laddades i bagge brunnarna.

Ogiltigt prov pé grund av delta PMR hogt

Férvara kitets innehdll i =30 till =15 °C och se till aft reaktionsmixarna &r

a) Reaktionsmixen har
forsémrats skyddade mot ljus.
Kontrollera férvaringsvillkoren och utgéngsdatum (se etiketten) fér
reagenserna och anvénd ett nytt kit. Upprepa PCR-kérningen.
b)  Pipetteringsvolymen kan Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstdllandet av reaktionen.
vara felaktig Kontrollera att en 4 pl volym av kontrollen/provet och en 16 pl volym av
gPCR-reaktionsmixen har tillsatts. Kontrollera visuellt alla pipetterade volymer.
Kontrollera pipetterna och omkalibrera dem vid behov innan du upprepar
gPCR-steget.
c) Inversion av rér pd remsa Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.
och/eller prov-ID Upprepa PCR-kérningen.
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Kommentarer och férslag

d)

e)

f

g

Amplifieringskurvan kan
vara felaktig

Sen signal pé grund av en
l&g mangd vilket leder till
mer variabla PMR-resultat

Dalig blandning av
kontrollprover

Ineffektiv rérstdngning

Kontrollera motsvarande amplifieringsdiagram fér ovanliga kurvor.

Upprepa det ogiltiga provet.
Upprepa med mer material. Upp till 1 000 ng DNA-indata som méts med en
OD 260 nm-metod kan anvéndas.

Tiningen av kontrollen slutférdes inte innan de laddades eller s& blandades
inte kontrollen korrekt med reaktionsmixen (pipettering upp och ner). Upprepa
PCR-k&rningen.

Réret stdngdes inte effektivt, vilket ledde till dunstning vid gPCR-kérningen.

Ogiltigt prov pa grund av ett replikat ogiltigt

a)

b

<)

d)

e)

f

9l

Kérningsfel pa grund av i

Inte tillrckligt med material
(ndra grdnsen)

Pipetteringsvolymen kan
vara felaktig

Inversion av rér pa remsa
och/eller prov-ID

Amplifieringskurvan kan
vara felaktig

Dalig blandning av
kontrollproverna
Ineffektiv rérsténgning

En brunn eller bagge
provbrunnarna laddades inte

kvent fluoresc

Upprepa med mer material. Upp till 1 000 ng DNA-indata som méts med en
OD 260 nm-metod kan anvéndas.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.
Kontrollera att en 4 pl volym av kontrollen/provet och en 16 pl volym av
gPCR-reaktionsmixen har tillsatts. Kontrollera visuellt alla pipetterade volymer.

Kontrollera pipetterna och omkalibrera dem vid behov innan du upprepar
gPCR-steget.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet av reaktionen.
Upprepa PCR-kérningen.

Kontrollera motsvarande amplifieringsdiagram fér ovanliga kurvor.

Upprepa PCR-kérningen.

Tiningen av kontrollen slutférdes inte innan de laddades eller s& blandades
inte kontrollen korrekt med reaktionsmixen (pipettering upp och ner). Upprepa
PCR-kérningen.

Réret stdngdes inte effektivt, vilket ledde till dunstning vid gPCR-kérningen.

Kontrollera att provet laddades i bagge brunnarna.

al i kontroller och/eller prover (for alla ror)

Fel péd tillbehér till Rotor-
Gene Q MDx-instrumentet

-

Kontrollera underhéllsloggarna fér instrumentet.

Ett fel kan ha uppstétt p& rotorn med 72 brunnar.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen PITX2 RGQ
PCRkitet ~med faststillda  specifikationer  enligt  QIAGENs  ISO-certifierade

kvalitetshanteringssystem.

Kvalitetskontroll av hela kitet har utférts pa eft Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument. Det
har kitet ar tillverkat enligt standarden 1SO 13485. Analyscertifikat finns tillgéngliga pé

begédran p& www.giagen.com/support.
Begransningar

Det har kitet ar avsett for professionell anvéndning. Systemprestandan har faststallts enbart

med hjélp av formalinfixerad, paraffininbéddad (FFPE) bréstcancervévnad.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit &r bara validerat fér FFPE-véavnad frén hogrisk,

Sstrogenreceptorpositiva, HER2-negativa, lymfnodspositiva bréstcancerpatienter.

Produkten &r enbart avsedd fér anvéndning av professionella anvéndare som
laboratoriepersonal och |akare utbildade i molekylarbiologiska tekniker och in vitro-

diagnostiska procedurer.

Kitet ska anvéndas i enlighet med instruktionerna i den har handboken, i kombination med eft

validerat instrument som listas i “Material som beh&vs men inte medfélier”, sida 11.

Alla reagenser som medféljer therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ér avsedda att anvéndas enbart

tillsammans med Svriga reagenser som ingdr i samma kit.
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Var uppmérksam pd de utg&ngsdatum som anges pé férpackningens etikett. Anvénd inte

komponenter vars utgdngsdatum har passerat.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit har enbart validerats tillsammans  med
deparaffiniseringslésning  (katalognr  19093) eller xylen-etanol eller histolemon-etancl,
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr 60404) och EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(katalognr 59824 eller 59826).

Enbart Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (fér PCR) har validerats.

All anvandning av produkten tillsammans med andra marken och/eller andring av

komponenterna gér att QIAGENs garanti upphdr att gdlla.
All diagnostik méste skapas tillsammans med 6vriga kliniska fynd eller laboratoriefynd.

Det ar anvandarens ansvar att validera systemegenskaperna for alla de procedurer som

anvands i laboratoriet som inte ingar i QIAGENs egenskapsstudier.
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Prestandaegenskaper

Nar biologiska prover anvéndes i alla studierna i det har avsnittet, utfordes
deparaffiniseringssteget innan gDNA-extraktionen med QIAGEN-deparaffiniseringslésning.
Observera docka att ekvivalens mellan deparaffiniseringslésningen och xylen eller histolemon

har demonstrerats.
LOB (limit of blank)

LOB (limit of blank) faststélldes baserat p& datapunkten som motsvarar lagre och évre 95 %
percentilen av resultaten som erhéllits med PMR O och PMR 100-prover, som det beskriv i
CLSI/NCCLS EP17-A2 (14). Testade prover motsvarar artificiella prover som skapats med
olika kopienummer (100, 200, 500 och 750 kopior) av icke-mélplasmid (mél fér det andra
sokfragmentet] i en bakgrund med okonverterad gDNA. LoB-resultaten baseras pa 64 och 63
métt for sokfragmenten med malet de tidigare metylerade sekvenserna é4 och 61 maétt for
sokfragmenten med mdlet de tidigare ometylerade sekvenserna per batch, med tvé olika kit-

pilotbatcher. LoB-resultaten sammanfattas i Tabell 8.

Tabell 8. Sammanfattning av LOB-resultat

PMR O-prover PMR 100-prover
Uppmiitt LoB, PMR Slutlig LoB, PMR Uppmditt LoB, PMR Slutlig LoB, PMR
Batch 1 0 99
Batch 2 0 0 98 98
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Detektionsgrans (LOD)

| enlighet med Probittillvagagangssattet som beskrivs i CLSI/NCCLS EP17-A2 (14), ar
detektionsgransen (limit of detection, LoD) det PMR-varde dér 95 % av métten Sverstiger LoB.
LoD faststdlldes for varje sokfragment vid minsta gDNA-indata p& 200 ng och vid
rekommenderad gDNA-indata p& 400 ng med tv& olika therascreen PITX2 RGQ PCR Kit
pilotbatchar. Tre prover per testad indata (200 ng och 400 ng) och fér varje sdkfragment. De
hér proverna skapades vid olika totala amplifierbara kopienummer dvs. 50, 100 och 150
kopior fér 200 ng gDNAvindata och 100, 200 och 300 kopior fér 400 ng gDNA-indata.
Dérmed skapades totalt 60 prover fér LoD-studien. De testade proverna motsvarar artificiella
prover som skapats frén blandningar av mél- och icke-mdlplasmider (vilket ger fem olika
teoretiska PMR-nivé&er per prov) i en bakgrund av okonverterat gDNA. Fér varje sdkfragment
som festats vid varje indata, erhdlls LoD-resultaten frén minst 20 métt per therascreen PITX2
RGQ PCR Kit-pilotbatch fér varje PMR-niva av varje prov. LoD for lagt PMR-prover &r 4 och
for hogt PMR-prover 92 (Tabell 9).

Tabell 9. Sammanfattning av LOD-resultat

Prov Indata (ng) Sats LOD-vérde Légre grdns Ovre griins

Lagt PMR-prov 200 Batch 1 3 3 5
200 Batch 2 3 & 4
400 Batch 1 3 2 6
400 Batch 2 4 & 6

Hogt PMR-prov 200 Batch 1 92 92 92
200 Batch 2 >92 N/A N/A
400 Batch 1 94 93 95
400 Batch 2 95 93 95

N/A: Ej tillampligt.
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DNA:-indata

Fem olika gDNA-indata (50, 100, 200, 400 och 1 000 ng) testades, varje representerade
sju olika PMR-nivéer (0, 5, 10, 25, 40, 50 och 75). Av tekniska skal definierades max gDNA-
indata som 1 000 ng, eftersom en hégre kvantitet vore svért att erhélla i verkligheten. Det
acceptabla intervallet fér gDNA-indata fér therascreen PITX2 RGQ PCR Kit faststélldes med
Deming-regression med hjdlp av en therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatch och ett Rotor-
Gene Q MDx-instrument.

Studien demonstrerade att:

® Den gDNA-indatan fér anvéndning med therascreen PITX2 RGQ PCR Kit &r 400 ng gDNA
® Minsta acceptabla gDNA-indata ér 200 ng gDNA och max gDNA-indata ar 1 000 ng.

e Den minsta gDNA-indata ska enbart testas om rekommenderad indata inte kan uppnés
eftersom risken att erhélla ett ogiltigt resultat pa grund av “Low Input” 8kar, vilket leder till
en hogre risk for omtest. Max gDNA-indata rekommenderas att testas nér en gDNA-indata

p& 400 ng ger eft ogiltigt PMR-resultat, till exempel pé grund av en flagga om légt indata.
Linjaritet

Linjaritetsstudien utfrdes i enlighet med CLSI/NCCLS EP6-A (15). Linjariteten for therascreen
PITX2 RGQ PCR Kit faststélldes med sju prover vid olika PMR-nivéer (0, 5, 10, 25, 40, 50
och 75) forberedda fran fem olika gDNA-indata (inklusive 200, 400 och 1 000 ng). Studien
utférdes med en therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatch p& eft Rotor-Gene Q MDx-
instrument av en operatér. Studien visade att linjaritet bekraftas med prover dar PMR ér mellan
5 och 50 vid acceptabla gDNA-indata (dvs., 200-1 000 ng).
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Repeterbarhet och reproducerbarhet

Repeterbarhet och reproducerbarhet for therascreen PITX2 RGQ PCR Kit faststéilldes under en
precisionsstudie p& en anldggning och en multi-site precisionsstudie, bagge utférda i enlighet
med CLSI/NCCLS EP5-A3 (16), se Tabell 10 and Tabell 11. Precisionsstudierna utférdes pé
tre biologiska prover som gav ett valdigt lagt, légt och hégt PMR (9, 16 och 77).
Precisionsstudien p& en anldggning utvarderade variabiliteten under 23 icke-konsekutiva
arbetsdagar av tre operatdrer med tre olika therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatchar och
tre Rotor-Gene Q MDx-instrument. Tvd métt per prov erhélls fér varje kérning. Tvé identiska
korningar per dag utférdes med minst tva timmar mellan kérningar. Kérningstiden har varierats
under arbetsdagen med minst tvd timmars separation mellan kérningarna fér att introducera
slumpmdssighet i testningen. Multisite precisionsstudien utférdes pé tre olika anléggningar
dar en enda operatdr anvénde en enda therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatch pa ett enda
Rotor-Gene Q MDx-instrument. Fem maétt per prov erhélls fér varje kérning. En kérning per

dag utférdes pé varje plats, omvéxlande morgon och kvall.

Tabell 10. Sammanfatining av resultaten fran precisionsstudien pa en plats

Variabilitetskdlla (%)

Prov Intra-kérning  Kérning Sats Instrument Operator Dag Totalt
Véldigt lagt PMR 12,29 4,20 0,00 12,54 0,00 9,49 20,39
Lagt PMR 19,99 0,00 0,00 3,09 0,00 8,04 21,76
Hagt PMR 3,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,64 4,23

Tabell 11. Sammanfattning av resultaten fran multi-site precisionsstudien

Variabilitetskélla (%)

Prov Inter-kérning Dag Anlaggning Totalt
Véldigt lagt PMR 13,90 8,43 4,72 16,93
Lagt PMR 28,72 0,00 0,00 28,72
Hagt PMR 4,25 0,00 1,77 4,61
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Interfererande substanser

Den interfererande substanser studien utférdes i enlighet med CLSI/NCCLS EP7-A2 (17). Den
slutliga koncentrationen av varje substans som anvéndes i arbetsflodet for provférberedelse
utvérderades forst (dar utspadningseffekten vid varje steg togs med i berdkningen). Baserat
pé& relevansen fér den slutliga koncentrationen av varje substans i startmaterialet for
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit (dvs. bisDNA), testades alla potentiellt interfererande
substanser med en therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatch. Resultaten har inte uppvisat
ndgon interfererande péverkan fran de substanser som anvéndes i arbetsflodet for therascreen
PITX2 RGQ PCR Kit (Tabell 12).

Tabell 12. Testade interfererande substanser

Testad substans Slutlig testad volym i 30 pl
Deparaffiniseringslésning 1,4x 10"

Histolemon 2,10 x 10%

Etanol (96-100 %) 0,50

Bisulfitldsning 7,2 x 109
DNA-skyddsbuffert 2,26 x 1070

BL-buffert 3,44 x 10

BW-buffert 0,1102

BD-buffert 0,002

Korskontaminering

Korskontamineringen mellan negativa och positiva prover testades med en therascreen PITX2
RGQ PCR Kit-pilotbatch och tvé& Rotor-Gene Q MDx-instrument. Sex férhéllanden testades med
NTC och/eller negativ kontroll som negativt prov med eller utan ett bisDNA-prov, med ett lagt

PMR som positivt prov. Korskontamineringen utvarderades till 1,3%.
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Tidsram i anvéndning

Den maximala tidsramen mellan plétfrberedelse och start av qPCR-krningen faststdlldes med
en therascreen PITX2 RGQ PCR Kit-pilotbatch och et artificiellt prov som skapats fran mél- och
icke-malplasmider vilket gav et medel-PMR. Den maximala godkanda tidsramen &r 24 timmar.
Dock rekommenderas det att starta therascreen PITX2 RGQ PCR Kit gPCR-kdrningen sé snart

som méjligt efter forberedelse av platen (dvs. Efter att alla prover som ska testats har laddats).
Klinisk cutoff-validering

Prospektiv analys utférdes fér att validera den kliniska cutoffen for therascreen PITX2 RGQ
PCR Kit med FFPE-vavnad fran 145 hégrisk, lymfnodspositiva, éstrogenreceptorpositiva, HER2-
negativa bréstcancerpatienter. Proverna som inkluderades i studien var arkiverade FFPE-

vavnader som uppfyllde féljande kriterier:

Histologiskt bekraftad invasiv bréstcancer

® Primdr tumérfas pT1, pT2 och pT3

e Histologiskt bekraftad lymfnodsinblandning (=N1)

e Standard avhjdlpande antracyklinbaserad kemoterapi
® Ingen dosintensiv terapi

® Ingen annan primar systemisk kemoterapi (inga ytterligare taxaner), férutom hormonell

terapi

PMR uppmdttes for varje prov med det slutliga kitformatet och handboksinstruktionerna.
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Sjukdomsfri éverlevnad (DFS) var den priméra slutpunkten och definierades som tiden fran
primarkirurgi till forsta dokumenterade DFS-héndelsen. Datum fér primérkirurgin anségs som
indexdatum fér uppfélining. DFS-handelser inkluderade &terfall av cancer (lokalt
sjukdomséterfall eller avldgsen metastas), sekunddra elakartade som anses livshotande samt
ddd oavsett orsak. For patienter som dog utan cancerdterfall, tillampades kompetitiv riskanalys

enligt Fine och Gray (13).

Analys utférdes for DFS-uppfliningstid censurerat till 10 &r. Overlevnadskurvor berdknades
enligt incidensfunktionen (13). Det PITX2-férdefinierade cutoff-virdet PMR 12 uppvisade en
statistiskt signifikant differentiering mellan de tvé& grupperna fér den priméra slutpunkis-DFS:en
med en signifikansnivé p<0,05 (vésidigt, alfavédrde). Dérmed har metyleringstillstandet for
PITX2-promotorn som utvérderats med therascreen PITX2 RGQ PCR Kitanalys visat sig ha
forutsdgande varde fér antracyklinbaserad  kemoterapi i hégrisk, lymfnodspositiva,

dstrogenreceptorpositiva, HER2-negativa bréstcancerpatienter.
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Symboler

Féljande symboler kan finnas pé& férpackning och efiketter:

Symbol Symbolférklaring

Innehaller tillréickligt med reagenser fér <N> reaktioner

A
4
v

Anvénds senast

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

CE-mérkning fér europeiskt godkénnande

Katalognummer

SECh

LOT Lotnummer

Materialnummer

GS-artikelnummer

Temperaturbegransning

Revidering av handboken dér n &r revisionsnumret

Tillverkare

Se bruksanvisningen

e g

{d
v

Y
/]

Utsatt inte for direkt solljus

")

Forsiktighet

>
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information @r du valkommen aft besdka vért tekniska
supportcenter pé www.qiagen.com/Support, ringa oss pé 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGENSs tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

besck www.qiagen.com).
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat. nr
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit - for faststdllande av den procentuella
metyleringsration (PMR) i PITX2-promotorn 2
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit For 8 reaktioner: PITX2 RGQ PCR- 873211
(8) huvudmix, PITX2 RGQ PCR Primer
Probe Mix, PITX2 RGQ PCR-referens
50, PITX2 RGQ PCR-referens lag,
PITX2 RGQ PCR negativ kontroll och
PITX2 RGQ PCR NTC
Rotor-Gene Q MDx-plattformen, programvara och tillbehér
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-  Realtids-PCR-cykler och HRM- 9002032
platformen analysinstrument med 5 kanaler
(gron, gul, orange, réd, blodréd)
plus HRM-kanal, bérbar dator,
programvara, tillbehér, 1 érs garanti
p& delar och arbete ingdr, installation
och utbildning ingdr ej
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtids-PCR-cykler och HRM- 9002033
System analysinstrument med 5 kanaler (gron,
gul, orange, réd, blodréd) plus HRM-
kanal, barbar dator, programvara,
tillbehdr, 1 &rs garanti p& delar och
arbete ingdr, installation och utbildning
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Produkt Innehall Kat. nr
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Programvara fér rutintestning i 9024203
kombination med instrumenten Rotor-
Gene Q och Rotor-Gene Q MDx.
Loading Block 72 x 0.1 ml rér Aluminiumblock fér manuell 9018901
reaktionsinstdlining med en
enkanalspipett i 72 x 0,1 ml rér
72-Well Rotor For placering av ror pa remsa och 9018903
lock, 0,1 ml; kréver l&sring till rotor
med 72 brunnar
Locking Ring 72-Well Rotor For lasning av rér pd remsa och lock, 9018904
0,1 ml i rotorn med 72 brunnar
Rotor Holder Metallfri héllare for placering av rér 9018908
och Rotor-Discs® i rotorer
Strip Tubes och lock, 0,1 ml 250 remsor med 4 rér med lock for 981103
(250) 1 000 reaktioner
Testremserdr med lock, 0,1 ml 10 x 250 remsor med 4 ror och lock 981106
(2 500) for 10 000 reaktioner
Relaterade produkter
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Fér 50 DNA forberedelser: 60404
Kit (50) 50 QlAamp MinElute-kolonner,
Proteinas K, Buffertar, Insamlingsrér
Deparaffiniseringsldsning (16 ml) 16 ml deparaffiniseringsldsning 19093
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Produkt Innehall Kat. nr
EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit Fér 200 DNA konvertering: 59826
(200) Bisulfitlésning, DNA-skyddsbuffert,

MinElute DNA-spinnkolonner, Carrier

RNA och Buffertar
EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit Fér 50 DNA konvertering: 59824
(50) Bisulfitidsning, DNA-skyddsbuffert,

MinElute DNA-spinnkolonner, Carrier

RNA och Buffertar

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
anvandarmanualen till respektive QIAGEN-kit. Handbdcker och anvdandarmanualer Hill

QIAGENkiten finns p& www.giagen.com eller kan bestdllas frén QIAGENS tekniska support

eller din lokala distributor.
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Den hér produkten &r avsedd fér in vitro-diagnostisk anvéindning. QIAGEN-produkter far inte séljas vidare, modifieras fér aterférsélining eller anvéndas for att tillverka
kommersiella produkter utan fdregéende skriftligt medgivande frén QIAGEN.

Informationen i det har dokumentet kan komma att &ndras utan féregéende meddelande. QIAGEN ansvarar infe fér eventuella fel i detta dokument. Det har
dokumentet férvéintas vara fullsténdigt och korrekt vid tidpunkten fér publicering. Under inga omstandigheter ska QIAGEN héllas ansvarigt fér oavsiktliga, sérskilda,
multipla eller paféliande skador som uppstétt i samband med eller genom anvéindning av det har dokumentet.

QIAGENS produkter uppfyller garanterat sina angivna specifikationer. QIAGENs enda skyldighet och kundens enda réttighet &r begrénsad till erséttande av produkter
kostnadsfritt om produkterna inte fungerar som utlovat.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAxpert®, EpiTect®, MinElute®, therascreen®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN
Group); FAM™, HEX™, NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific Inc.); TagMan® (Roche Group).

Avtal om begréinsad licens fér therascreen PITX2 RGQ PCR Kit anvéndarhandbok
Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den hér handboken och far endast anvéindas med komponenterna som
ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér ndgon av sina immateriella fillgangar f5r att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inte ingér i denna panel férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.giagen.com. Vissa av dessa ytterligare protokoll har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare for QIAGEN-anvéindare. De hér protokollen har inte festats noggrant
eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte kréinker tredje parts réttigheter.

2. Fdrutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

3. Panelen och dess komponenter ér licensierade fér engdngsbruk och fér inte teranvandas, férbéttras eller séljas vidare.

4. QIAGEN frénsdger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, bortsett fréin dem som uttryckligen angivits.

5. Képaren och anvéndaren av panelen godkénner att inte filléta négon annan att utféra nédgot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva att detta avtal om begrénsad licens upprétthalls i domstol, och ska ersdttas for alla undersdknings- och réttegéingskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstar vid férssk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller négon
av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

Nov-17 HB-2370-001 © 2017 QIAGEN, med ensamrdtt.
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