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QIAGEN prove- og analyseteknologier

QIAGEN er den farende leverander af innovative preve- og analyseteknologier,
der muligger isolation og pavisning af indholdet i enhver biologisk preve. Vore
avancerede hgjkvalitetsprodukter og -service garanterer succes fra prove il
resultat.

QIAGEN szetter standarder inden for:

B Oprensning af DNA, RNA og proteiner

B Nucleinsyre- og proteinanalyser

B microRNA-undersagelser og RNAI

B Automatisering af prave- og analyseteknologier

Vores opgave er at saette dig i stand til at opné enestdende succes og
gennembrud. For yderligere information henvises til www.giagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Tilsigtet anvendelse

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er en in vitro-diagnostisk test, som er beregnet
til pavisning af fem somatiske mutationer i BRAF-genet, og som giver en kvali-
tativ vurdering af mutationens status. Der ekstraheres DNA fra formalinfikseret,
paraffinindstebt (FFPE) tumorvaev, som testes ved hjaelp af realtime polymerase-
kaedereaktion (PCR) pd Rotor-Gene Q MDx-instrumenter. therascreen BRAF RGQ
PCR-kittet er beregnet til at hjselpe laegen med at identificere patienter med
cancer, som mdske vil have gavn af mélrettet behandling med BRAF, som

f.eks. vemurafenib.

Tabel 1. Liste over mutationer og COSMIC-id'er*

Mutation Basiszendring COSMIC-id
V600E GTIG>GAG 476
V600E-kompleks GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTG>AAG 474
V600R GTG>AGG 477

* COSMIC-id'er stammer fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer:
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

Opsummering og forklaring

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er et brugsklart kit til p&visning af fem soma-

tiske mutationer i BRAF-genet ved hjelp aof realtime polymerasekaedereaktion
(RT PCR) pé Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Ved hjzelp af ARMS®- (Amplification Refractory Mutation System) og Scorpions®-
teknologier kan therascreen BRAF RGQ PCR-kittet pdvise falgende mutationer
i codon 600 i BRAF-onkogenet mod en baggrund af vildtype-genomisk DNA.

B V600E
V600E-kompleks (V60OEc)
V600D
V600K
V600R
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De anvendte metoder er meget selektive, og afhaengigt of den samlede maengde
af DNA muligger de pdvisning af en lav procentdel af mutanter mod en
baggrund af vildtype-genomisk DNA. Disse selektivitets- og p&visningsgraenser
er overlegne i forhold til teknologier som farveterminatorsekventering.

Procedureprincip

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet bruger to teknologier — ARMS og Scorpions —
til ot pdvise mutationer i en realtime PCR-analyse.

ARMS

Allele- eller mutationsspecifik forstzerkning opnds ved hjzelp af ARMS. Tag DNA-
polymerase (Taq) er effektiv til at skelne mellem en match og en fejlmatch i 3'-
enden af en PCR-primer. Specifikke muterede sekvenser forsteerkes selektivt, selv
i prever hvor stersteparten af sekvenserne ikke baerer mutationen. Nér primeren
er fuldstaendigt matchet, fortsaetter forstaerkningen med fuld effektivitet. Nar 3'-
basen ikke er matchet, forekommer der kun baggrundsforstaerkning pa et lavt
niveau.

Scorpions

Pavisning af forsteerkning udferes med Scorpions. Scorpions er bifunktionelle
molekyler, der indeholder en PCR-primer, som er kovalent kaedet til en fluo-
rescensmaerket probe. Fluoroforen i proben er knyttet til en quencher, der ogsé
er indeholdt i proben, hvilket reducerer fluorescensen. Nér proben binder sig til
amplikonen under PCR, bliver fluoroforen og quencheren adskilt. Det farer til en
mélbar gget fluorescens i reaktionsraret.

Kitformat
Der leveres fem analyser med therascreen BRAF RGQ PCR-kittet.
B En kontrolanalyse (Control Reaction Mix (kontrolreaktionsblanding), CTRL)

B Fire mutationsanalyser (mutantreaktionsblandinger; V60OE/Ec, V600D,
V600K, V600R)

V600E/Ec-analysen pdviser bade VO60OE- og V60OEc-mutationer, men skelner

ikke mellem dem.

Alle reaktionsblandinger er dobbelte og indeholder reagenser til pavisning af
mal, der er maerket med FAM™, og en intern kontrol, der er maerket med HEX™.
Den interne kontrolanalyse kontrollerer tilstedevaerelse af heemmere, der kan
medfere falsk-negative resultater.
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Analyser

therascreen BRAF RGQ PCRkittet indebaerer en totrinsprocedure. | farste trin
udferes kontrolanalysen for at bedemme det samlede BRAF DNA, der kan
forsteerkes, i praven. | andet trin udferes bade mutations- og kontrolanalyser
for at pavise eller afvise tilstedevaerelsen af mutant DNA.

Kontrolanalyse

Kontrolanalysen, der er maerket med FAM, anvendes til vurdering aof det
samlede BRAF DNA, der kan forstaerkes, i praven. Denne kontrolanalyse
forsteerker en region af exon 3 af BRAF-genet. Primerne og Scorpions-proben
er designet til at forstaerke uathaengigt af alle kendte BRAF-polymorfismer.

Mutationsanalyser

Hver mutationsanalyse indeholder en FAM-maerket Scorpions-probe og en
ARMS-primer for at skelne mellem vildtype-DNA og en bestemt mutant-DNA.

Kontroller

Bemazerk: Alle provekersler skal indeholde positive og negative kontroller.

Positiv kontrol

Hver kersel skal indeholde en positiv kontrol i rer 1-5. therascreen BRAF RGQ
PCRkittet indeholder positiv kontrol (PC) for BRAF, der skal bruges som skabelon
i den positive kontrolreaktion. De positive kontrolresultater vil blive vurderet for
at sikre, at kittet fungerer korrekt inden for de erkleerede acceptkriterier.

Negativ kontrol

Hver kersel skal indeholde en negativ kontrol ("kontrol uden skabelon")

i rer 9-13. therascreen BRAF RGQ PCR-kittet indeholder vand til NTC (NTC), der
skal bruges som "skabelon" i kontrollen uden skabelon. lkke-skabelon-kontrollen
bruges til at bedemme eventuelle potentielle kontamineringer under kersels-
opsaetningen og til at vurdere den interne kontrolreaktions ydelse.
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Bedemmelse af intern kontrolreaktion

Hver reaktionsblanding indeholder en intern kontrol ud over malreaktionen.

En fejl angiver enten, at der er haemmere til stede, som kan medfere ungjagtige
resultater, eller at der er opst&et en operateropsaetningsfejl for det pageeldende
rer. Hvis den mislykkede interne kontrol skyldes PCR-haemning, kan fortynding
af preven reducere haemmernes effekt, men man skal vaere opmaerksom pa,

at dette ogsa vil fortynde DNA-mélet. Der medfelger et rer med vand til fortyn-
ding (Dil.) of praven i kittet. Fortynding af praver skal udferes med vand il
fortynding af preven (Dil.).

Prevevurdering

Det anbefales pé det kraftigste at anvende den kontrolreaktionsblanding
(Control Reaction Mix (CTRL)), der leveres med therascreen BRAF RGQ PCR-
kittet, til vurdering af det samlede BRAF DNA, der kan forsteerkes, i en prove.
Denne kontrolanalyse forstaerker en region af exon 3 af BRAF-genet. Det
anbefales kun at opsaette preverne med kontrolanalysen med den positive

kontrol (PC) for BRAF som positiv kontrol og vand til NTC (NTC) som ikke-
skabelon-kontrol.

Bemaerk: DNA-vurderingen skal baseres pa PCR og kan afvige fra kvantificering
baseret p& absorbansmalinger. Der medfalger ekstra kontrolreaktionsblanding
(Control Reaction Mix (CTRL)) for at muliggere vurdering af kvaliteten og
kvantiteten af DNA'et i preverne inden analyse med therascreen BRAF RGQ
PCR-kittet.
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Medfelgende materialer

Kit-indhold
therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 870211
Antal reaktioner 24
Control Reaction Mix Red
(Kontrolreaktionsblanding) T CTRL 2x 720l
V600E/Ec Reaction Mix Lilla
(Reaktionsblanding) 2O B 720
V600D Reaction Mix
(Reaktionsblanding) Orange 3 V600D 720l
V600K Reaction Mix
(Reaktionsblanding) e RALEEUIS 7207
V600R Reaction Mix
(Reaktionsblanding) Gren > VOOOR 720 pl
BRAF Positive Control :
(Positiv kontrol for BRAF) Bege i 250 pl
Tag DNA Polymerase :
(Tagq-DNA-polymerase] Mintgren Taq 2 x 80 pl
Water for NTC ,
(Vand fil NTC) Hvid NTC 1,9 ml
Water for Sample Dilution : :
(Vand til fortynding af praven) Hvid Dil. 1,9 m
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook (engelsk) 1

Nedvendige materialer, som ikke medfalger

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyt-
telsesbriller, nér der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger i de
tilhgrende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS'er), som kan fas hos
produktets leverander.
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Reagenser

B DNA-ekstraheringskit (se "DNA-ekstrahering og klargering", side 14)
B Xylen

M Ethanol (96-100 %)*

Forbrugsvarer
B 1,5 mleller 2 ml mikrocentrifugeringsrer {(til lysistrin)

B 1,5 ml mikrocentrifugeringsrer (til elueringstrin) (fas fra Brinkmann
[Safe-Lock, katalognr. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock,
katalognr. 0030 120.086] eller Sarstedt [Sikkerhedshaette,
katalognr. 72.690])1

Dedikerede pipetter* (justerbare) til preveklargering
Dedikerede pipetter* (justerbare) til klargering af PCR-masterblanding
Dedikerede pipetter* (justerbare) til dispensering af DNA-skabelon

Sterile pipettespidser med filtre (for at undgd krydskontaminering anbefaler
vi pipettespidser med aerosolbarriere)

Udstyr

B Thermomixer, opvarmet orbital inkubator, varmeblok eller vandbad, der
kan inkubere ved 90 °C#

B Bordcentrifuge* med rotor til 2 ml reaktionsrer
Vortex!

B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*E med fluorescenskanaler til Cycling Green
(Cyklus gren) og Cycling Yellow (Cyklus gul) (pévisning af hhv. FAM og
HEX)

* Der mé ikke bruges denatureret alkohol, som indeholder andre stoffer som f.eks. metanol
eller methylethylketon.

T Dette er ikke en fuldsteendig liste over leveranderer.

* Kontrollér, at instrumenterne er kontrolleret og kalibreret i henhold til producentens
anbefalinger.

§ I nogle lande kan Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumentet med produktionsdatoen maj 2011
eller senere om ngdvendigt anvendes. Produktionsdatoen findes under serienummeret pd
bagsiden af instrumentet. Serienummeret findes i formatet "mmadnnn", hvor "mm" stér for
produktionsméneden i tal, "&&" stér for de sidste to tal i produktionsaret, og "nnn" star for
den entydige instrumentidentifikator.
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B Rotor-Gene Q-softwareversion 2.3 med BRAF Assay Package
(version 3.1.1) installeret til automatiseret pavist mutation (se "Bilag I
Installation of therascreen BRAF Assay Package", side 84)

Bemeaerk: Rotor-Gene Q-softwaren kan bruges uden BRAF Assay Package til

manuel mutationspévisning. Se "Bilag I: Vejledningsprotokol til therascreen
BRAF RGQ PCR-kittet", side 56

B 0.1 ml Strip Tubes and Caps (0,1 ml bandrer med haetter), til brug med
rotor med 72 brende (QIAGEN, katalognr. 981103 eller 981106)

Sterile mikrocentrifugeringsrer til klargering af masterblandinger

B Lloading Block 72 x 0.1 ml Tubes (issetningsblok 72 x 0,1 ml rer), alumi-
niumsblok til manuel opszetning af reaktioner med enkeltkanalspipette

(QIAGEN, katalognr. 2018901)

Advarsler og forholdsregler
Til in vitro-diagnostisk brug

Sikkerhedsinformationer

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyt-
telsesbriller, nér der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger i de
tilherende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS'er). Disse er
tilgaengelige online i et praktisk og kompakt PDF-format p& adressen
www.giagen.com/safety, hvor det er muligt at finde, fa vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGEN-kit og hver kitkomponenter.

Generelle forholdsregler
Brugeren skal altid vaere opmaerksom pé felgende:

M Positive materialer (prever og positive kontroller) skal opbevares og ekstra-
heres separat fra alle andre reagenser og tilszettes reaktionsblandingen pé
et separat sted.

B Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre forurening af PCR'er med syn-
tetisk kontrolmateriale. Vi anbefaler at bruge separate, dedikerede pipetter
til klargering af reaktionsblandinger og tilfajelse af DNA-skabelon. Klar-
gering og dispensering af reaktionsblandinger skal udferes i et omrade,
som er adskilt fra skabelontilfzjelsen. Rotor-Gene Q-rarene mé ikke abnes,
ndr PCR-kerslen er afsluttet. Dette er for at forhindre kontaminering af
laboratoriet med produkter efter PCR.
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B Reagenserne til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er fortyndet optimalt.
Vi anbefaler ikke at fortynde reagenserne yderligere, da det kan resultere
i tab af ydelse. Vi anbefaler ikke, at der bruges reaktionsvolumener pd
mindre end 25 pl, da det gger risikoen for falsk-negative resultater.

B Alle reagenser i therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er formuleret specifikt til
optimal ydelse. Alle reagenser, der leveres med therascreen BRAF RGQ
PCR-kittet, er udelukkende beregnet til brug sammen med de gvrige
reagenser i det samme therascreen BRAF RGQ PCR-kit. Hvis der skal
opnés optimal ydelse, ma reagenserne i kittet ikke udskiftes.

B Brug kun den Tag DNA-polymerase (Tagq), der findes i kittet. Den md ikke
udskiftes med Tag DNA-polymerase fra andre kit aof den samme eller en
anden type eller med Tag DNA-polymerase fra en anden leverander.

Opbevaring og handtering af reagenser

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet forsendes pé teris og skal stadig veere frosset
ved modtagelse. Hvis therascreen BRAF RGQ PCR-kittet ikke er frosset ved
modtagelse, hvis den ydre emballage har vaeret dbnet under transporten,

eller hvis forsendelsen ikke indeholder en falgeseddel, denne handbog

eller reagenserne, skal der rettes henvendelse til en af QIAGENS tekniske
serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden, eller besag
www.giagen.com).

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet skal straks efter modtagelse opbevares ved
-15 °C 1il -30 °C i en fryser med konstant temperatur og beskyttes mod lys —

Scorpions (som det er tilfseldet med alle fluorescensmaerkede molekyler) skal
beskyttes mod lys for at undgé fotoblegning og tab af ydelse.

Ved opbevaring i den oprindelige emballage under de anbefalede opbe-
varingsbetingelser er kittet stabilt indtil den udlgbsdato, der er angivet p&
etiketten. Undgd gentagen optening og indfrysning. Et reagens ma hgjst
nedfryses og optes 6 gange.
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Preveopbevaring og -handtering
Bemzerk: Alle praver skal behandles som potentielt infektigst materiale.

Prevemateriale skal vaere humant genomisk DNA, ekstraheret fra formalin-
fikseret, paraffinindlejret (FFPE) vaev. Praverne skal transporteres i henhold
til standardmetoder inden for patologien for at sikre pravernes kvalitet.

Tumorpraver er uthomogene, og data fra én tumorprave vil muligvis ikke vaere
samstemmende med data fra andre praeparater fra den samme tumor.
Tumorpraver kan ogsd indeholde ikke-tumorvaev. DNA fra ikke-tumorvaev

forventes ikke at indeholde de mutationer, der detekteres af therascreen BRAF
RGQ PCR-kittet.
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Procedure

DNA-ekstrahering og -klargering

therascreen BRAF RGQ PCR-kittets ydelseskarakteristika er blevet genereret ved
hjzelp of DNA, som er ekstraheret med QlAamp DNA FFPE Tissue-kittet
(QIAGEN, katalognr. 56404). Hvis QIAamp DNA FFPE Tissue-kittet anvendes,
skal DNA-ekstraheringen udferes i henhold til instruktionerne i handbogen med
falgende bemaerkninger:

M Indsaml FFPE-praeparater pd objektglas.

B Skrab overskydende paraffin bort rundt om vaevspreverne med en ny,
steril skalpel.

B Skrab vaevspraeparatet ind i mikrocentrifugeringsrarene med en ny skalpel
for hver prave, der ekstraheres.

B Det oprensede genomiske DNA skal elueres i 120-200 pl ATE-buffer
(findes i QlAamp DNA FFPE Tissue-kittet). Opbevar det oprensede
genomiske DNA ved -15 °C til -30 °C.

DNA-vurderingen skal baseres pa den kontrolreaktionsblanding (Control
Reaction Mix (CTRL)), der leveres i therascreen BRAF RGQ PCR-kittet og kan
afvige fra kvantificering baseret pa absorbansmélinger. Der medfelger ekstra
kontrolreaktionsblanding (Control Reaction Mix (CTRL)) for at muliggere
vurdering af kvaliteten og kvantiteten af DNA'et i preverne inden analyse
med therascreen BRAF RGQ PCR-kittet.

Bemaerk: For at sikre tilstraekkeligt DNA til analyse anbefales det. at mindst

to FFPE-glas ekstraheres samtidigt i ferste omgang og vurderes sammen med
kontrolanalysen. Hvis der ikke opnds tilstraekkeligt DNA for PCR, kan yderligere
glas ekstraheres, og DNA'et pooles.

Bemaerk: For at sikre tilstraekkeligt DNA til analyse skal FFPE-praeparater vaere
mindst 5 pm tykke.

Alle analyser i therascreen BRAF RGQ PCR-kittet genererer korte PCR-produkter.
therascreen BRAF RGQ PCR-kittet fungerer imidlertid ikke med meget
fragmenteret DNA.

14 therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Handbog 06/2016



Protokol: Prevevurdering

Denne protokol bruges til at vurdere det samlede DNA, der kan forsteerkes,
i praver ved hjeelp af BRAF CE Sample Assessment Locked Template (Assay
Package) til automatiseret pravevurdering.

Bemzerk: Se flere oplysninger om manuel prevevurdering under "Bilag :
Vejledningsprotokol til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet", side 56.

Vigtige anvisninger for start

Gennemlaes "Generelle forholdsregler”, side 11, for proceduren
pabegyndes.

Serg for at vaere fortrolig med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, for
protokollen pdbegyndes. Se brugerhdndbogen til instrumentet.

Tag DNA-polymerasen (Tag) eller blandinger, der indeholder Tag DNA-
polymerase, md ikke vortexes, da dette kan inaktivere enzymet.

Pipettér Tag DNA-polymerasen (Taq) ved at placere pipettens spids lige
under vaeskens overflade, sa spidsen ikke dackkes af overskydende enzym.

Der kan bedemmes op til 24 prever med kontrolreaktionsblanding (Control
Reaction Mix (CTRL)).

Ting, der skal geres for start

B Kontrollér, at therascreen BRAF Assay Package-softwaren er installeret, far
Rotor-Gene Q-instrumentet anvendes farste gang (se "Bilag II: Installation aof
therascreen BRAF Assay Package", side 84).

B For hver brug skal alle reagenser optes i mindst 1 time ved stuetemperatur
(15-25 °C), blandes ved at vende dem 10 gange og centrifugeres
kortvarigt for at samle alt indhold i bunden af reret.

B Kontrollér, at Tag DNA-polymerase (Tag) har stuetemperatur (15-25 °C)
inden hver brug. Centrifugér raret kortvarigt for at samle enzymet i bunden
af roret.

Procedure

1.

Opte kontrolreaktionsblandingen (Control Reaction Mix (CTRL)), vand til
ikke-skabelon-kontrol (NTC) og positiv kontrol (PC) ved stuetemperatur
(15-25 °C) i mindst 1 time. Nar reagenserne er opteet, skal de blandes ved,
at man vender hvert rer 10 gange, sé lokale saltkoncentrationer undgés, og
derefter centrifugeres kortvarigt for at samle alt indhold i bunden af roret.
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2.

16

Forbered tilstraekkelige maengder masterblanding (kontrolreaktionsblanding
[CTRL] samt Tag DNA-polymerase [Tag]) til DNA-preverne, en positiv kon-
trolreaktion og en ikke-skabelon-kontrolreaktion i henhold til de volumener,
der er anfert i tabel 2. Inkluder reagenser til 1 ekstra preve for at sikre
tilstreekkelig aeldning til PCR-opsaetningen.

Masterblandingen indeholder alle de komponenter, der er nedvendige ved
PCR, undtagen praven.

Tabel 2. Forberedelse of kontrolmasterblanding*

Komponent Volumen

Control Reaction Mix (CTRL)
(Kontrolreaktionsblanding)

19,5 pl x (n+1)*

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

Volumen i alt 20,0 pl/reaktion

* n = antallet of reaktioner (praver plus kontroller). N&r masterblandingen forberedes,

skal der forberedes nok til 1 ekstra preve (n+1) for at sikre tilstraekkelig seldning fil
PCR-opszetningen. Veerdien n ma ikke overstige 26 (24 praver, plus 2 kontroller).

Bland masterblandingen grundigt ved at pipettere forsigtigt op og ned

10 gange. Placer det passende antal bandrer i issetningsblokken i overens-
stemmelse med layoutet i figur 1. Tilszet straks 20 pl masterblanding til hvert
PCR-bandrer.

Haetterne skal blive i plastikbeholderen, til de skal bruges. Med henblik pé
prevebedemmelse skal der tilseettes kontrolanalysemasterblanding til en
positiv kontrolbrand, en negativ kontrolbreand og en brend for hver prave.
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Analyse

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

Figur 1. Layout for prevevurderingsanalyser i iseetningsblokken. Tallene angiver positioner
i iseetningsblokken og indikerer den endelige rotorposition.

4. Tilsaet straks 5 pl vand til ikke-skabelon-kontrol (NTC) til ikke-skabelon-
kontrolrgret (PCR-rer nummer 2), og szt haette pa roret. Tilsaet 5 pl of hver
prove til provererene (PCR-rer nummer 3-26), og sat haette pa rerene.

Tilsaet 5 pl positiv kontrol (PC) for BRAF til reret med positiv kontrol (PCR-rer

nummer 1), og szt haette pa roret.

Markér rerenes haetter for at vise, hvilken vej rarene skal vende, nér de
saettes i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

5. Nar der er sat hatte pa alle PCR-rerene, skal der foretages en visuel kontrol

af prevererenes opfyldningsniveauer for at sikre, at proven er blevet tilsat
alle rerene.

6. Vend alle PCR-rerene (4 gange) for at blande preverne og reaktions-
blandingerne.

7. Placér PCR-bandrerene pa de korrekte positioner i rotoren med 72 brende
(figur 1). Hvis rotoren ikke er helt fyldt, skal alle tomme positioner pé
rotoren fyldes med et tomt rer med hatte pa.

8. Placér straks rotoren med 72 bronde i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Kontrollér, at laseringen (tilbeher til Rotor-Gene Q-instrumentet) er placeret

oven pd rotoren, for at sikre rerene under kerslen.
9. Start Rotor-Gene Q-seriesoftwaren ved at dobbeltklikke pé ikonet

"therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template" pé skrivebordet
pa den baerbare computer, der er sluttet til Rotor-Gene Q MDx-instrumentet

(se figur 2).
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Lt

therascreen

Figur 2. lkonet "therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template".

10. Fanen "Setup" (Opsaetning) vises som standard (figur 3). Kontrollér, at
laseringen er korrekt pasat, og markér afkrydsningsfeltet "Locking Ring
Attached" (Lasering pasat). Luk laget pa Rotor-Gene Q-instrumentet.

Fotce -Gene O Sevies Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assesiment Locked Template 2004-09-12 (1) - [BRAF Analysis] i o Sl
Ede Help
View shiss
b ]
] — Setup I - | £ |
Thiz sciven dieplaps miscelanoous selu opbons for the run. Comglebe the Sekds snd clck Start Flun when pou are 1eady bo begin the n
Hotes :
KR Nams: Fessacieen SFAL Ro0 Rotor: [57| acking Ring Anached
Templste Version: 111
Aun 1D
Impon Samples |
Sarrplet
Saghe Name: |
[SampleiD | Sample Hiame | Prston 2

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

FotaGene O Senes Sofware 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZmmerB JAdmant stors|

Figur 3. Fanen "Setup" (Opsaetning) (1) og afkrydsningsfeltet "Locking Ring Attached" (Lasering
pasat) (2).

11. Angiv kersels-id i dialogboksen "Run ID" (Korsels-id) i overensstemmelse
med den lokale navnekonvention. Angiv prevenavnet i dialogboksen
"Sample Name" (Prevenavn) i overensstemmelse med den lokale navne-
konvention, og tryk pé returtasten. Dette fajer pravenavnet til listen over
preven nedenfor og giver praven et "Sample ID" (Prove-id) (1, 2, 3 osv).
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Derudover opdateres panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for
den pipetterende adapter) i hgjre side til at omfatte pravenavnet (figur 4).

Bemazerk: Alternativt kan pravenavne, som er gemt i formatet *.smp (Rotor-
Gene Q-provefil) eller *.csv (kommaseparerede vaerdier) importeres ved
hjzelp af knappen "Import Samples" (Importér praver). Pravenavnene
udfyldes automatisk ved hjzelp af denne metode.

Bemaerk: | panelet "Layout of the pipetterende adapter" (Layout for den
pipetterende adapter) skal man kontrollere, at tilszetningen aof prevenavnet
er fremhaevet med en sndring of farven, og at pravenavnet er i prave-
positionen (figur 4).

Bemaerk: Pravenavne med mere end 8 tegn vises muligvis ikke helt i panelet
"Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter).

 PatorGene mm.mmm therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis] T ._|_';"_‘:—"f“;_
File Help T
View

Setup |

Thi screen displays miscellanaous setup opons 1os e 1un. Complats the eds and clck St Run when you ase resdy 1o begn the nn
Motes ;
¥ Locking Ring Aached

Kit Hame: therascresn BRAF RGO Haotor
PCR KR

Templste Version: 311

Iﬂunlo' [DMA S arrple Ansevament I Layout of the pipelting adapter
5 — et
S wighes
2 SaglaMame: |
SanglelD | W Poaten
T Garmple 1 F’m ;
Conisa

‘wikas e 1 tettings have b d, chck St F henn 57 _ Stwtfun |

Roigrfiene O Senea Software 231 thersscieen BRAF Module VIRTUAL MODE ' Curent User: GLOBAL ZimmesB [Admanatraton)

Figur 4. Angivelse af "Run ID" (Kersels-id) og "Sample Name" (Prevenavn). (1 = dialogfeltet
"Run ID" (Kersels-id), 2 = dialogfeltet "Sample Name" (Pravenavn), 3 = preveliste, 4 = panelet
"Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter), 5 = knappen "Import
Samples" (Importér praver)).
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12. Gentag trin 11 for at angive navnene pa yderligere prover (figur 5).

Bemeerk: For at redigere et prevenavn skal man klikke pé& "Sample Name"
(Prevenavn) pa listen over praver og derefter vises den valgte prove i
dialogboksen "Sample Name" (Pravenavn) ovenfor. Rediger prevenavnet
efter de lokale navnekonventioner, og tryk pé returtasten for at opdatere

" Fotor-Gene Q e SoRware VIRTUAL MODE - theassreen BRAF CE Sample Assessment Locked Terplate 2014-09-12 () - [BRAF Ayl ———— w=bT >
File Help ~ielx
Vitw ---!u
Setup 1
Thiz scrmen displaps miscelanoous selup ophons for the . Comglete the Skt and clck Start Flun when pou are 1oady to begin the .
Hotes -
Kt Name: :,'E‘q‘r‘wsw R&Q Potor: 55| scking Fing Aached |
Template Version: 311
Run 1D: [y re— Liayout of the pipeiing adspler
|mpon Sanmglet
Poston g
Sarglat Samgin 7
Comtrol
.I s | :
ECT e Pesion 2 Pestion 10
T Samgin 1 NTE it §
2 Sarngln 2 Cerival Contid
3 Samgle 3
4 Samgle 4
5 Samgle 5
6 Savgie
Semple 7
' Sample §
P 4
et -
2 Certod = 3
Postons
Sagie 3
Cortrol
Posson 7
Sarple §
_ ;
Sample €
Conbg
" 08 hae d, ek St R bo begin I~ _Swthun |

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

Figur 5. Angivelse of yderligere prevenavne i dialogfeltet "Sample Name" (Prevenavn).
(1 = dialogfeltet "Sample Name" (Pravenavn), 2 = preveliste, 3 = panelet "Layout of the
pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter)).
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13. Nér alle prevenavne er angivet, skal man bekrafte, at de er korrekte. Tilfgj
eventuelle yderligere oplysninger i dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger), om
nedvendigt, og klik derefter pa knappen "Start Run" (Start kersel) (figur 6).

Bemaerk: Hvis nogle rotorpositioner er tomme, vises en "Warning" (Advarsel)
(figur 6) for at minde brugeren om, at alle tomme positioner pé rotoren skal
udfyldes med et tomt rer med haette. Kontrollér, at alle tomme rotorpositioner
udfyldes med et tomt rer med haette, og klik p& "OK" for at fortsaette.

Fotcr-Gene ) Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assetsment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anslysis] STEFEET
view ey
Sekon I o Piog
Thie screen craplayes miscellaneous setup ophona lof he run. Comglete the lekds and chck Stan Flun wihen pou st teady 1o begn the n
Hotes ;
Kt Namo: thessicosen BRAF RGO Rotor: [ 1o el ||
e ¥ Locking Rling Amachad
Templste Vemion: 311
Fun 1D [DHR Saercle Assmemene LA o EPEE
e Sanpls |
Samplex
Erss— = " ;
Q Series Software = |
Samole 1D | Saemgle Hae = it = ¥
T Sorngie 1
2 Semgle 2 Warning - There are unused Rotor Tubes.
¥ Samgle 3
4 Sarmgle 4 Pleate fil 58 unused pestions with empty tubes
S Sangle 5 D you with to continue?
Samgle
T Sarrgle T
8 Sugle §
| ams |
T

2 Sampls &
When e run seftngs have beon confrmed. chck. $tat Flun 10 begn the un I I | St Fun | I
Rolorfiene O Senes Software 231 Sensicrean BRAF Modude VIRTUAL MODE | Cumert Liver GLOBAL Trvwmert (Admarsstistors]

Figur 6. Dialogfeltet "Notes" (Bemzerkninger) (1), knappen "Start Run" (Start kersel) (2)
og advarsel om tomme positioner (3).
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14. Vinduet "Save As" (Gem som) vises. Vzlg et passende filnavn, gem PCR-

kerslen som en *.rex-kerselsfil pa den valgte placering, og klik pa knappen
"Save" (Gem) (figur 7).

[ Save As ﬁ
-— _ —
@-\Jd “{ » Favorites - | +y I search Favorites 2
I Organize v S 'o'
t
: 4.7 Favorites Desktop Dewnloads
= ooser P RS

& Downloads

% Recent Places
4 Libraries
1M Computer

1 — cﬁ MNetwork

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

Figur 7. Lagring of kerselsfilen. (1 = vinduet "Save As" (Gem som), 2 = felterne "File Name"
(Filnavn) og "Save as type" (Gem som type), 3 = knappen "Save" (Gem)).
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15. PCR-korslen starter.

Bemaerk: Nar karslen starter, dbnes fanen "Run Progress" (Kerselsstatus)
automatisk for at vise temperatursporingen og den resterende kerselstid

Rotor-Gene ) Senes Soltware VIRTLAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Termpiate 2014-0912 (1) - (BRAF Anabysia] ™ E=stof x|
File Help =i=iun
=i e
Sk 1 fin Progpess ]
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
]
i
k5
E0
[0
s
o
£
30
20
15
10
3
Ll i mn w2 {~11]
Al S —
Fuosge Giene 0 Semen Sofware 231 themaacusen BRAF Modde |VIFITUAL MODE | Cument User GLOBAL et [Adminsiaton|

Figur 8. Fanen "Run Progress" (Kerselsstatus).
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16. Nar kerslen er afsluttet, dbnes fanen "Analysis" (Analyse) automatisk.
Bemaerk: Hvis fanen "Analysis" (Analyse) ikke &bnes, skal man klikke
pa fanen "Analysis" (figur 9).

Bemaerk: Der vises en forklaring p& beregningsmetoden i afsnittet
"Fortolkning af resultater", side 37.

U He Hep (- lafxn
View '.E..=
Soo 1 BunProgass | Anris — ]
__Beor |
Contiol lun 5 anple Ao Table:
Tde N [&: [P Poimrmgn |ETTS 2
1 Contsal Wakd
2 NTC Contrad ik
3 Wik

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

Figur 9. Fanen "Analysis" (Analyse) og rapportering af resultater. (1 = fanen "Analysis"
(Analyse), 2 = "Sample Result Table" (Resultattabel for prave)).

17. Kontrolresultater rapporteres pa felgende made i "Sample QC Result Table"
(Resultattabel for preve-QC) (figur 9).
B Kerselskontroller (PC og NTC, henholdsvis rerpositioner 1 og 2). Hvis
resultaterne er inden for de acceptable omrader, vil hvert of dem vise
"Valid" (Gyldigt), ellers vises resultatet "Invalid" (Ugyldigt).

B Provekontrolreaktionens Cr > 32,00 vil vise "Invalid" (Ugyldigt).
Kvantiteten af DNA er ikke tilstraekkelig til mutationsanalyse. Test
preven igen. Hvis kvantiteten af DNA'et stadig er utilstraekkelig,
skal der ekstraheres mere vaev, hvis det er tilgeengeligt
(se "Fejlfindingsvejledning", side 38).

|
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B Provekontrolreaktionens Cr < 21,95 vil vise "Invalid" (Ugyldigt). DNA-
koncentrationen er for hgij til mutationsanalyse. Fortynd med nukleasefrit
vand til fortynding (Dil.), og test igen. Fortynd til en Cr p& 21,95-32,00.
En 1:1fortynding eger Crveerdien med ca. 1,0.

B Provekontrolreaktion Cr for 21,95-32,00, (21,95 < kontrol Cr < 32,00)
viser "Valid" (Gyldig). DNA-koncentrationen er egnet til mutations-
analyse.

Bemaerk: Hvis det er nadvendigt at ekstrahere praven igen eller fortynde
den, skal kontrolreaktionen gentages for at bekrzefte, at DNA-koncentra-
tionen er passende til brug.

18. Rapportfiler kan oprettes ved at klikke pa knappen "Report" (Rapport).
Vinduet "Report Browser" (Rapportbrowser) vises. Valg "BRAF CE Analysis
Report" (BRAF CE-analyserapport) under "Templates" (Skabeloner), og klik
derefter pa knappen "Show" (Vis) (figur 10).

Bemaerk: Rapporter kan gemmes pa et alternativt sted i Web Archives-
format ved at klikke p& knappen "Save As" (Gem som) i gverste venstre
hjgrne af hver rapport.

1 Rotor-Gene  Series Sobtware VIRTUAL MODE - 354 SA_Sample_Control CtFamsMinCtFam_CtFams MaxCtGood_NeCtHex sex-revHEAD senD00 tmp « [BRAF Anstysia] a0 o
T Fil reriy -

b o
Sehm 1 Bun Progren ] Anslysis

Conbiol Hun Sanphs Aesull Tabls:
Tube i [Sample Hame
1

PC Contel
2 HIC Contedl
Sample 1

| Frokx Gane O Semes Solwme 231 thesicinen BRAF Modde VIRTUAL MOOE  Cumerd User GLDBAL T (Admwustestons]

Figur 10. Velg "BRAF CE Analysis Report" (BRAF CE-analyserapport). (1 = knappen "Report"
(Rapport), 2 = "Report Browser" (Rapportbrowser), 3 = "BRAF CE Analysis Report" (BRAF CE-
analyserapport), 4 = knappen "Show" (Vis)).

|
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Protokol: Pavisning af BRAF-mutation

Denne protokol er til pavisning af BRAF-mutationer. Nér en prave har bestdet
prevevurderingen, kan den testes ved hjeelp af BRAF-mutationsanalyserne og
den automatiserede software.

Bemzerk: Se oplysninger om manuel mutationsp&visning under "Bilag I:
Vejledningsprotokol til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet", side 56.

Vigtige anvisninger for start

B Gennemlees "Generelle forholdsregler", side 11, far proceduren
pabegyndes.

B Serg for at vaere fortrolig med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, for
protokollen pdbegyndes. Se brugerhdndbogen til instrumentet.

B Taq DNA-polymerasen (Taq) eller blandinger, der indeholder Tag
DNA-polymerase, ma ikke vortexes, da dette kan inaktivere enzymet.

B For at udnytte therascreen BRAF RGQ PCR-kittet effektivt skal praverne
grupperes i batch af mindst 6. Mindre batchstarrelser betyder, at der
kan testes feerre prever med therascreen BRAF RGQ PCR-kittet.

M Pipettér Tag DNA-polymerasen (Taq) ved at placere pipettens spids lige
under vaeskens overflade, s& spidsen ikke daekkes af overskydende enzym.

Ting, der skal gores for start

B Kontrollér, at therascreen BRAF Assay Package-softwaren er installeret,
for Rotor-Gene Q-instrumentet anvendes ferste gang (se "Bilag I:
Vejledningsprotokol til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet", side 56).

B For hver brug skal alle reagenser optas i mindst 1 time ved stuetemperatur
(15-25 °C), blandes ved at vende dem 10 gange og centrifugeres kort-
varigt for at samle alt indhold i bunden af reret.

M Kontrollér, at Tag DNA-polymerase (Tag) har stuetemperatur (15-25 °C)
inden hver brug. Centrifugér reret kortvarigt for at samle enzymet i bunden
af roret.
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Procedure

1. Opto reaktionsblandingerne, vand til ikke-skabelon-kontrol (NTC) og positiv
kontrol (PC) for BRAF ved stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 1 time. Nar
reagenserne er optaet, skal de blandes ved, at man vender hvert ror
10 gange, sa lokale saltkoncentrationer undgés, og derefter centrifugeres
kortvarigt for at samle alt indhold i bunden af roret.

2. Forbered tilstraekkelige mangder masterblanding (reaktionsblanding plus
Taq DNA-polymerase [Taq]) til DNA-preverne, en positiv kontrolreaktion og
en ikke-skabelon-kontrolreaktion i henhold til de volumener, der er anfort
i tabel 3. Inkluder reagenser til 1 ekstra preve for at sikre tilstraekkelig
ldning til PCR-opsaetningen.

Masterblandingerne indeholder alle de komponenter, der er ngdvendige
ved PCR, undtagen preven.

Tabel 3. Forberedelse af analysemasterblandinger*

Volumen af Volumen af Taq DNA-
Analyse reaktionsblanding polymerase (Taq)
Kontrol 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600R 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

* n = antallet of reaktioner (praver plus kontroller). N&r masterblandingen forberedes,

skal der forberedes nok til 1 ekstra preve (n+1) for at sikre tilstraekkelig seldning fil
PCR-opsaetningen.

3. Bland masterblandingen grundigt ved at pipettere forsigtigt op og
ned 10 gange. Placer det passende antal bandrer i isaetningsblokken
i overensstemmelse med layoutet i figur 11. Tilseet straks 20 pl
masterblanding til hvert PCR-bandrer (medfelger ikke).

Haetterne skal blive i plastikbeholderen, til de skal bruges.
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Figur 11. Layout for konirol- og mutationsanalyser i isetningsblokken. Tallene angiver
positionen i isaetningsblokken og indikerer den endelige rotorposition.

Tilscet straks 5 pl vand til ikke-skabelon-kontrol (NTC) til ikke-skabelon-

4.

28

Kontroller Prevenummer
Analyse PC | NTC | 1 2 3 4 5 6 7
Kontrol 1 Q 17 | 25 | 33 | 41 | 49 | 57 | 65
V600E/Ec 2 10 | 18 | 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66
V600D 3 11 19 | 27 | 35 | 43 | 51 59 | 67
V600K 4 12 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
V600R 5 13 21 29 | 37 | 45 | 53 | 61 69

kontrol-PCR-bandrerene (PCR-rer nummer 9-13), og szt heette pa rerene.
Tilsaet 5 pl af hver prove til provergrene (PCR-rer nummer 17-21, 25-29,

33-37, 41-45, 49-53, 57-61 og 65-69), og szt heette pa rerene. Tilsaet
5 pl positiv kontrol (PC) for BRAF til rerene med positiv kontrol (PCR-rer

nummer 1-5), og sat hatte pa rerene. Hver DNA-prove skal testes med
bade kontrolanalysen og alle mutationsanalyserne.

Markér rerenes haetter for at vise, hvilken vej rarene skal vende, nér de

saettes i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Nér der er sat haette pa alle PCR-rerene, skal der foretages en visuel kontrol
af prevergrenes opfyldningsniveauer for at sikre, at preven er blevet tilsat

alle rerene.

Vend alle PCR-rerene (4 gange) for at blande preverne og reaktions-

blandingerne.

Placér PCR-bandrerene pa de korrekte positioner i rotoren med 72 brende

(figur 11).

Der kan hgjst medtages 7 prever i hver PCR-karsel. Hvis rotoren ikke er helt

fyldt, skal alle tomme positioner p& rotoren fyldes med et tomt rer med

haette pa.

Placér straks rotoren med 72 bronde i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.
Kontrollér, at laseringen (tilbeher til Rotor-Gene Q-instrumentet) er placeret

oven pd rotoren, for at sikre rerene under korslen.
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9. Start Rotor-Gene Q-softwaren, og abn samtidigt skabelonen ved at dobbelt-
klikke pa ikonet "therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template"
pa skrivebordet pa den computer, der er sluttet til Rotor-Gene Q-instru-
mentet (figur 12).

bt

therascreen

ERAF CE
Mutation
Analysis
Locked
Template

Figur 12. lkonet "therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template".

10. Fanen "Setup" (Opsaetning) vises som standard (figur 13). Kontrollér, at
laseringen er korrekt pasat, og markér afkrydsningsfeltet "Locking Ring
Attached" (Lasering pasat). Luk laget pa Rotor-Gene Q-instrumentet.

Fator-Gene Q Series sé!hw- VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Analysls Locked Template 2014-09-12 (1} - [BRAF Anabysis] o e S
Fie Help

Wiew

1 !

Thia screen dinplays mercelanecun betup options for the man Complee the fekds and chick Stat Flun whan you are isady 1o begin the rn

.....

Fit Hama: thesascrsen BRAF RGO Rotor: 757,
PCRER

Tomplste Version: at

‘Wwihen thee un » s d, chck 5 enn  [[FF _ SatBun

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

Figur 13. Fanen "Setup" (Opsaetning) (1) og afkrydsningsfeltet "Locking Ring Attached"
(Lasering pasat) (2).

11. Angiv kersels-id i dialogboksen "Run ID" (Kersels-id) i overensstemmelse
med den lokale navnekonvention. Angiv prevenavnet i dialogboksen

therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Hadndbog 06/2016 29



"Sample Name" (Prevenavn) i overensstemmelse med den lokale navne-
konvention, og tryk pa returtasten. Dette fojer pravenavnet til listen over
proven nedenfor og giver preven et "Sample ID" (Preve-id) (1, 2, 3 osv).
Derudover opdateres panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for
den pipetterende adapter) i hgjre side til at omfatte provenavnet (figur 14).
Bemaerk: Alternativt kan prevenavne, som er gemt i formatet *.smp (Rotor-
Gene Q-provefil) eller *.csv (kommaseparerede vaerdier), importeres ved
hjzelp of knappen "Import Samples" (Importér praver). Pravenavnene
udfyldes automatisk ved hjselp af denne metode.

Bemaerk: | panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipette-
rende adapter) skal man kontrollere, at prevenavnet er fremhaevet med en
zendring of farven, og at alle praver i kolonnen under pravecirklen er
fremhaevet (figur 14).

Bemaerk: Der kan hgijst tilfajes 7 prover. Prave-id'er (i prevecirklerne) tildeles
automatisk fra 1 til 7.

Bemaerk: Pravenavne med mere end 8 tegn vises muligvis ikke helt i panelet
"Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter).

Fotor-Geene O Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anslysis Locked Template 2014-09-12 (1] - [BRAF Anabysa] o=
Fie  Help =

Setin ' - . |

Thea scomen dzplays msceBansous sehuts opAions ior e 1un. Complste the fiekdy aeed chick St Fun when you ate ioady 1o begn he

apout of the ppeting adapiec | 5

‘When e 1un sefings have baen confimed, cick Siut Aunlobegnthern. 57 Statfun .

RotgrGene O Senes Sofware 21 thesascreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cupert User GLOBAL/ZmmerB (hdmrmtiston]

Figur 14. Angivelse af "Run ID" (Kersels-id) og "Sample Name" (Prevenavn). (1 = dialogfeltet
"Run ID" (Kersels-id), 2 = dialogfeltet "Sample Name" (Prevenavn), 3 = proveliste, 4 = panelet
"Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter), 5 = fremhaevet
provecirkel og kolonne med 5 analyser under panelet, 6 = knappen "Import Samples"
(Importér praver)).
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12. Gentag trin 11 for at angive navnene pa yderligere prover (figur 15).
Bemeerk: For at redigere et pravenavn skal man klikke pé& "Sample Name"
(Prevenavn) pd listen over praver og derefter vises den valgte prave i
dialogboksen "Sample Name" (Pravenavn) ovenfor. Rediger prevenavnet
efter de lokale navnekonventioner, og tryk pé returtasten for at opdatere

navnet.
Bk G S VBTUAL ODE e DAATCE Vot Ayl Locked Terlate 20140512 (1) [B94F Arbyi T i
Fie  Help = foln

View

Sotup L

Thia screon dieplayt mescellanecus sebup ophons 1oe the run. Complstn B fekde ared cick Start Flun whee you are ready o bagin the nn
~ oot of the poeting sdster

°|’.Tc‘l|' Sample | | Sampie | [ Sanpie | [ 5 samgie | [ Same | [ Sampe

Kit Hame: tecreen BFAF FGO Moo [ Firg Allached

FCR
Template Version: 311

Run I {Detectan of BRAF Mutason:

ot Semgs

Samples

m— | sngle Hame:  [Sample 7

|Sample I |5 pergie Mame
1 Sample |
2 Somple 2

! 3 Sample 3
4 Somple 4
| 5 Samgie 5
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| T{5ameke 7

Motes :

‘when e fun sefings have been confimed. cick SttRuntobegnthenn 7 Statfun

FotgrGene 0 Senes Software 211 thesspcreen BFRAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User GLOBAL/ ZimmerB pdrsstiston |

Figur 15. Angivelse af yderligere prevenavne i dialogfeltet "Sample Name" (Provenavn).
(1 = dialogfeltet "Sample Name" (Pravenavn), 2 = preveliste, 3 = panelet "Layout of the

pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter)).

|
therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Handbog 06/2016 31



13. Nér alle prevenavne er angivet, skal man bekrafte, at de er korrekte. Tilfaj
eventuelle yderligere oplysninger i dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger), om
nedvendigt, og klik derefter pa knappen "Start Run" (Start kersel) (figur 16).
Bemaerk: Hvis nogle rotorpositioner er tomme, vises en "Warning"
(Advarsel) (figur 16) for at minde brugeren om, at alle tomme positioner p&
rotoren skal udfyldes med et tomt rer med heette. Kontrollér, at alle tomme
rotorpositioner udfyldes med et tomt rer med haette, og klik pa "OK" for at

*Flotor-Gene ) Sevies Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Analyiis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] =il &7_ =
i it
Setup I
Thiz rcrven diplays mizcelanscus seh.g ophons for the i Cor 2 and cick Staet acy 10 bogn the run
v . r Layout of the prpefting adapher
Kit Hame: Sancreen BRAF GO Roto: [ o aed ] ] =
Tomplate Version: 371 % ° W \| { sampe sanpe | ( sampie | { sacpe | [ sempe | [ e | )
(icomtrol
{ Com | [ s " - : Pouiondd | P
= “ I8 NIC e ) ple 5
Run 1D: {Dstecten of BRAF Mutshers — vol d  |Cormel  [Cord  Coetied
Jmpon Somgies P
Samgler 3 o ution
: Fstor-Gene Q Series Soltware :‘;'c*“-'“ - 1 ";_ >
Sampie Hamer  [Sampie & VDD /E NE BE Ee
Sangie D [ Sample Name 1 Wamning - There are uncsed Rotor Tubes.
1 Samgle 1
3 2 ey hu‘.-er il muwdw with emnpty tubes Position: 11 Posiior 1 o F dnS1 ]
3 Sample 3 Do ish to continue! NTC o 1 in ke e 5 vl
4 Sample 4 VEO0D i K 0 a0 X
5 Surcle 5
& Sample & - =
| Poaition:12 Foskn
— [ amgla1 | Sangin 2 io P
it v VEODK BOIK 0K o0
VaDOR J L TR Position: 13 Postwr o &
NI i oo 4
W VEIR YA
2 e run sesings have b chck Stat Runtabegnthe . [~ St Fn
Floigt{iene 0 Soies Scltwarn 231 herascroen BRAF Module [VIRTUAL MODE | Cunend User GLOBAL/Zimmert {Admisehistors]

Figur 16. Dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger) (1), knappen "Start Run" (Start kersel) (2) og
advarsel om tomme positioner (3).
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14. Vinduet "Save As" (Gem som) vises. Vzlg et passende filnavn, og gem
PCR-kerslen som en *.rex-kerselsfil pa den valgte placering (figur 17).

5 Save As &
@\:}d w{ » Favorites v |4y || search Faverites ol

Organize v =T - (7]

4 .1 Favorites Desktop Downloads
| Shortcut Shortcut
B Desktop : -:F'lcf(‘-.'.-:-: !vl ﬁ':-:r"

8 Downloads

=) Recent Places
» 4 Libraries
» 1™ Computer

I o € Network :—‘I

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

Save as type: [Ruﬁ F.ile (*.rex) -

(™ Hide Folders || Save I | Cancel

—
2

Figur 17. Lagring of kerselsfilen. (1 = vinduet "Save As" (Gem som), 2 = felterne "File Name"
(Filnavn) og "Save as type" (Gem som type), 3 = knappen "Save" (Gem)).
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15. PCR-korslen starter.

Bemaerk: Ndr karslen starter, dbnes fanen "Run Progress" (Kerselsstatus)
automatisk for at vise temperatursporingen og den resterende kerselstid

(figur 18).
1
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Figur 18. Fanen "Run Progress" (Korselsstatus) (1).

|
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16. Nar kerslen er afsluttet, dbnes fanen "Analysis" (Analyse) automatisk.
Bemaerk: Hvis fanen "Analysis" (Analyse) ikke &bnes, skal man klikke
pa fanen "Analysis" (figur 19).

Bemzerk: Der vises en forklaring pé beregningsmetoden i afsnittet
"Fortolkning af resultater”, side 37.

Flotar-Gene  Series Sohware VIRTUAL MOOK - 233 RAF Mutation Status_ Neg Neg_Pos_invaisd res-revHEAD.1n000.tm - [BRAF Analysis] e
Fie Help x
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b Bun Progens | Araly — 1
Beoart |
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[ Rt Poakion | Avsan | Flaga Aot ame [Posive Conirol Slatus
1 [ Vokd
2 VEOUE e iad
3 VEND ]
VEO: o
VER i
Fun Controls, Negative Conbrot
on | Asay | jesnal Cortsol | Flage/y [Hegaive Conbol Stsha
Corticd ok s Vaid
— VEDE /£ P b Void
Ve o i Vokd
veoo ki e Vaid
| ok 2id Vakd

;é..ﬁﬂ-lr:)g,.g-.ng..u: i
Watsien Datected |

Fioigfene O Seoe Sobware 211 thesancreen BFUAF Modde | VIRTUAL MODE | Cuert Uiser: GLOBAL/Zmmert Wdminestor)

Figur 19. Fanen "Analysis" (Analyse) og rapportering af resultater. (1 = fanen "Analysis"
(Analyse), 2 = panelet "Run Controls, Positive Control” (Karselskontroller, positiv kontrol),

3 = panelet "Run Controls, Negative Control" (Kerselskontroller, negativ kontrol),

4 = panelet "Sample Result Table" (Tabel over preveresultat), 5 = panelet "Mutation Status"
(Mutationsstatus)).

17. Analyseresultater rapporteres pa felgende made (figur 19):

B Panelet "Run Controls, Positive Control" (Kerselskontroller, positiv
kontrol). Hvis resultaterne er inden for et acceptabelt omréade, viser
"Positive Control Status" (Positiv kontrolstatus) "Valid" (Gyldigt), ellers
vises resultatet som "Invalid" (Ugyldigt).

B Panelet "Run Controls, Negative Control" (Kerselskontroller, negativ
kontrol). Hvis resultaterne for b&ade "NTC" og "Internal Control" (Intern
kontrol) er inden for acceptable omréder, viser "Negative Control
Status" (Negativ kontrolstatus) "Valid" (Gyldigt), ellers vises resultatet
som "Invalid" (Ugyldigt).
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B Panelet "Sample Result Table" (Tabel over praveresultat).
Der rapporteres specifikke mutationer for mutationspositive praver
under kolonnen "BRAF Mutation Status" (BRAF-mutationsstatus).

18. Rapportfiler kan oprettes ved at klikke pa knappen "Report" (Rapport).
Vinduet "Report Browser" (Rapportbrowser) vises. Valg "BRAF CE Analysis
Report" (BRAF CE-analyserapport) under "Templates" (Skabeloner), og klik
derefter pa knappen "Show" (Vis) (figur 20).

Bemaerk: Rapporter kan gemmes pd et alternativt sted i Web Archives-
format ved at klikke pd knappen "Save As" (Gem som) i everste venstre
higrne af hver rapport.

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

Setp ] Fun Progess Analysis
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Figur 20. Vzlg "BRAF CE Analysis Report" (BRAF CE-analyserapport). (1 = knappen "Report"
(Rapport), 2 = panelet "Report Browser" (Rapportbrowser), 3 = knappen "BRAF CE Analysis
Report" (BRAF CE-analyserapport), 4 = knappen "Show" (Vis)).
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Fortolkning af resultater (automatiseret)

Analyse- og mutationsbestemmelser udferes automatisk af therascreen BRAF
Assay Package, nér en karsel er afsluttet. De falgende oplysninger forklarer,
hvordan therascreen BRAF Assay Package udferer analyse- og mutations-
bestemmelserne.

Bemaerk: Se oplysninger om manuel analyse under "Bilag I: Vejledningsprotokol
til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet", side 56.

PCR-cyklussen, hvor fluorescensen fra en bestemt reaktion overskrider den
foruddefinerede teerskelvaerdi, defineres som Crvaerdien. Crveerdier angiver
kvantiteten af bestemt input-DNA. Lave Crvaerdier angiver hgjere input-DNA-
niveaver, og haje Cr-vaerdier angiver lavere input-DNA-vaerdier. Reaktioner
med en Crvaerdi klassificeres som positiv forstaerkning.

Rotor-Gene Q-softwaren interpolerer fluorescenssignaler mellem to registrerede
vaerdier. Crvaerdierne kan derfor vaeret et reelt tal (ikke begraenset til heltal)
inden for omradet O til 40.

| therascreen BRAF RGQ PCR-kittet indstilles teerskelvaerdierne for de grenne og
gule kanaler til henholdsvis 0,15 og 0,05 relative fluorescensenheder. Disse
vaerdier konfigureres automatisk i therascreen BRAF Assay Package.

Karselskontrollerne (positiv kontrol, NTC og interne kontroller) vurderes for at
sikre, at acceptable Crvaerdier opfyldes, og at reaktionerne fungerer korrekt.

Pravens ACrvaerdier beregnes for hver mutationsanalyse ved hjzelp af
ligningen:

ACr = [mutationsanalyse Crvaerdi] - [kontrolanalyse Crvaerdi]

Praverne klassificeres som mutationspositive, hvis de giver en ACr-vaerdi, der er
mindre end eller lig med cut-offACrvaerdien for den pageeldende analyse. Over
denne vaerdi indeholder praven enten mindre end den mutationsprocentdel, der
kan pévises aof therascreen BRAF RGQ PCR-kittet (ud over analysens graenser),
eller ogsé er preven mutationsnegativ, hvilket rapporteres som "No Mutation
Detected" (Ingen mutation pdvist).

Ingen forstaerkning i mutationsreaktioner klassificeres som "No Mutation
Detected" (Ingen mutation pavist). ACr-veerdier, der er beregnet fra baggrunds-
forstaerkning, forventes at vaere hgjere end cut-off-ACrveerdierne, og preven
klassificeres som "No Mutation Detected" (Ingen mutation pévist).

Analyseresultaterne vises som "Mutation Detected" (Mutation pavist), "No
Mutation Detected" (Ingen mutation pdvist), "Invalid" (Ugyldig), eller hvis en
kersel mislykkes "Run Control Failed" (Karselskontrol mislykket). For de
mutationspositive praver rapporteres de specifikke mutationer i overens-
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stemmelse med krydsreaktivitetslogikken under "Tabel 8. Bestemmelse af status
for prevemutation" pd side 51. Andre mulige resultater, der kan vises, beskrives
under "Protokol: Pravevurdering" pé side 15, "Protokol: Pavisning af BRAF-
mutation" pd side 26 og "therascreen BRAF Assay Package-flag" pé& side 39

i denne handbog.

En tumor kan i sjeeldne tilfeelde indeholde mere end én mutation. | sédanne
tilfelde viser rapporten BRAF-status som "Mutation Detected" (Mutation pévist),

alle positive mutationer vil dog blive angivet med advarselsflaget
"SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE".

Fejlfindingsvejledning

Denne fejlfindingsvejledning kan vaere nyttig til at afhjselpe eventuelle
problemer. For yderligere information henvises ogsé til siden "Frequently Asked
Questions" (Hyppigt stillede spergsmdl) hos vores Technical Support Center:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover svarer personalet fra
QIAGEN:Ss tekniske service gerne p& spergsmdl vedrarende enten informationen
og protokollerne i denne héndbog eller preve- og analyseteknologier (kontakt-
information: se bagsiden, eller bessg www.giagen.com).

Kommentarer og forslag

Ugyldige resultater

a) Opbevaringsbetingelserne for Kontrollér opbevaringsbetingelserne
en eller flere komponenter var og udlgbsdatoen (se etiketten) pd
ikke i overensstemmelse med esken, og brug om ngdvendigt et
instruktionerne i afsnittet nyt kit.

"Opbevaring og hé&ndtering af
reagenser", side 12

b) therascreen BRAF CE RGQ PCR- Kontrollér opbevaringsbetingelserne
kittet er for gammelt og udlgbsdatoen (se kittets etiket) pé

aesken, og brug om ngdvendigt et nyt
therascreen BRAF RGQ PCR-kit.
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therascreen BRAF Assay Package-flag

Tabel 4 viser de mulige flag, der kan genereres af therascreen BRAF Assay

Package, deres betydning og de handlinger, der skal foretages.

Tabel 4. therascreen BRAF Assay Package-flag

Flag

Betydning Handling, der skal foretages

PC_CTRL_ASSAY_
FAIL

PC_CTRL_INVALID_
DATA

PC_MUTATION_
ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_
INVALID_DATA

NTC_INVALID_
DATA

NTC_ASSAY_CT_
INVALID

NTC_INT_CTRL_
FAIL

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkearslen.
FAM-Cr uden for omradet

for positiv kontrol

i kontrolreaktion.

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkearslen.
fluorescensdata i positiv

kontrol (kontrolreaktion)

kan ikke fortolkes.

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkearslen.
FAM-Cr uden for omradet

for én eller flere

mutationsreaktioner.

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkarslen.
fluorescensdata i positiv

kontrol (mutations-

reaktion) kan ikke

fortolkes.

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkarslen.
fluorescensdata i negativ
kontrol kan ikke fortolkes.

PCR-kersel ugyldig — FAM Gentag hele PCRkarslen.
ugyldig (mindre end

graensen) for negativ

kontrol.

PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCRkarslen.
intern kontrol over

omrddet for negativ

kontrol.

Tabellen fortsaettes pd naeste side
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages
NTC_INT_CTRL_  PCR-kersel ugyldig - Gentag hele PCRkarslen.
EARLY_CT intern kontrol er under

omrédet for negativ

kontrol.
SAMPLE_CTRL_ Prave ugyldig — Seet ny PCR-kersel op for

INVALID_DATA fluorescensdata i preve-  at gentage de(n) relevante
kontrol kan ikke fortolkes. prave(r).

SAMPLE_CTRL_ Prave ugyldig - FAM-C;  Fortynd praven for at age

HIGH_CONC for lav i prevekontrol. kontrollens Cr-vaerdien.
Denne fortynding skal
beregnes p& en forudsaetning
om, at fortynding 1:1 med
det vand, der leveres
sammen med kittet, vil age
Crvaerdien med 1.0; nér
preven er fortyndet, skal en
ny PCRkarsel saettes op for
at gentage praven.

SAMPLE_CTRL_ Prave gyldig — lav Ingen handling.
LOW_CONC koncentration i preve-

kontrol (advarsel,

ikke fejl).

Tabellen fortsaettes pd naeste side
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages
SAMPLE_CTRL_FAIL Prgve ugyldig - FAM-Cr  Seet en ny PCR-kersel op for
for haj i prevekontrol- at gentage preaven. Hvis den
reaktion. er ugyldig ved en gentagen

PCR-kersel, skal praven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
praeparat. Saet en ny PCR-
karsel op for at teste en

ny ekstrahering. Hvis den
er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, far praven

en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

Tabellen fortsaettes pd naeste side
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages

SAMPLE_CTRL_ Prove ugyldig — HEX Cr  Saet en ny PCR-kersel op for
INT_CTRL_EARLY_  for lav til preve (intern at gentage preaven. Hvis den
CT kontrol). er ugyldig ved en gentagen
PCR-kersel, skal praven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
praeparat. Saet en ny PCR-
karsel op for at teste en
ny ekstrahering. Hvis den
er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, far praven
en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

SAMPLE_CTRL_ Cr for hgj (eller ingen Cr) Seet en ny PCR-kersel op for
INT_CTRL_FAIL til intern kontrol (HEX) og at gentage preven. Hvis den
Cr for hgj (eller ingen Cr) er ugyldig ved en gentagen
til kontrolanalysen (FAM). PCR-kersel, skal preven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
preeparat. Szt en ny PCR-
kersel op for at teste en
ny ekstrahering. Hvis den
er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, far praven
en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

Tabellen fortsaettes pd naeste side
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Tabel 4. Fortsat

ingen Cr til mutations-
analysen (FAM).

Flag Betydning Handling, der skal foretages
SAMPLE_INT_ Cr for hgj (eller ingen Cr) Hvis praven fér status som
CTRL_FAIL til intern kontrol (HEX) og "mutation detected"

(Mutation pavist) — ingen
handling.

Hvis praven far status som
"invalid" (Ugyldig), skal en
ny PCR-kersel szettes op for
aft gentage praven.

Bemaerk: Hvis den
mislykkede interne kontrol
skyldes PCR-haemning, kan
fortynding af preven
reducere haeemmernes effekt,
men man skal veere
opmaerksom pd, at dette

ogsé vil fortynde DNA-malet.

Der medfalger et rer med
vand til fortynding (Dil.) of
preven i kittet.

Hvis den er ugyldig ved en
gentagen PCR-kersel, skal
preven ekstraheres fra et nyt
FFPE-preeparat. Saet en ny
PCR-kersel op for at teste en
ny ekstrahering. Hvis den

er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, fér praven

en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udfares
yderligere test.
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages
SAMPLE_INT_ Mutationsrer er ugyldigt — Hvis preven fér gyldig status
CTRL_EARLY_CT  Cy HEX for lav til prave  som "mutation detected"
(intern kontrol). (Mutation pdvist) — ingen
handling.

Hvis praven far status som
"invalid" (Ugyldig), skal en
ny PCR-kersel szettes op for
at gentage praven. Hvis den
er ugyldig ved en gentagen
PCR-kersel, skal praven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
preeparat. Szet en ny PCR-
karsel op for at teste en

ny ekstrahering. Hvis den

er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, fér praven

en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

Tabellen fortsaettes pd naeste side

|
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages
SAMPLE_INVALID_  Mutationsrer er ugyldigt — Hvis praven far gyldig status
DATA fluorescensdata i infern  som "mutation detected"
kontrol kan ikke fortolkes. (Mutation pdvist) — ingen
handling.

Hvis praven far status som
"invalid" (Ugyldig), skal en
ny PCR-kersel szettes op for
at gentage praven. Hvis den
er ugyldig ved en gentagen
PCR-kersel, skal praven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
preeparat. Szet en ny PCR-
karsel op for at teste en

ny ekstrahering. Hvis den

er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, fér praven

en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

Tabellen fortsaettes pd naeste side

|
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Tabel 4. Fortsat

Flag Betydning Handling, der skal foretages

SAMPLE _ Mutationsrer er ugyldigt — Hvis preven fér gyldig status

MUTATION_ Cr FAM for lav til preve.  som "mutation detected"

EARLY DELTA_CT (Mutation pavist) — ingen
handling.

Hvis praven far status som
"invalid" (Ugyldig), skal en
ny PCR-kersel szettes op for
at gentage praven. Hvis den
er ugyldig ved en gentagen
PCR-kersel, skal praven
ekstraheres fra et nyt FFPE-
preeparat. Szet en ny PCR-
karsel op for at teste en

ny ekstrahering. Hvis den

er ugyldig, skal denne
sekundaere ekstrahering
testes igen. Hvis preven ikke
giver et gyldigt resultat efter
denne kersel, fér praven

en ubestemt mutationsstatus,
og der skal ikke udferes
yderligere test.

Tabellen fortsaettes pd naeste side

|
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Tabel 4. Fortsat

Flag

Betydning

Handling, der skal
foretages

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALID

SAMPLE_POSITIVE_
AND_
UNCLASSIFIABLE

Gyldigt resultat — Et eller flere Ingen handling.

af fire mutationsrer for en
preve er gyldige og positive,
og samtidigt er et eller flere
mutationsrer for den samme
preve ugyldige (en advarsel,

ikke en fejl).

Praven kaldes "mutation
detected" (Mutation pavist),
da en mutation er tilstede.
Den specifikke mutation, der
vises i rapporten, repraesen-
terer dog muligvis ikke den
faktiske tilstedevaerende
mutation pga. kryds-
reaktiviteten for analyserne.
Derfor skal praven angives
som "mutation detected"
(Mutation pavist).

Gyldigt resultat — Mere end
én af mutationsrgrene er

gyldig for den samme prove.

Kombinationen er ikke
kompatibel med de forven-

tede krydsreaktivitetsmegnstre.

Se tabel 8. | sjzeldne tilfzelde
kan preven indeholde mere
end én mutation.

Ingen handling.

Kvalitetskontrol

| overensstemmelse med QIAGENSs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem

testes hvert lot af therascreen BRAF RGQ PCR-kittet efter fastlagte specifikationer
for at sikre en ensartet produktkvalitet.
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Begraensninger

De fremkomne resultater ved brug af produktet skal fortolkes i forbindelse med
alle relevante kliniske fund eller laboratoriefund og mé ikke bruges som eneste
grundlag for en diagnose.

Verificeringsundersagelser blev udfert ved hjzelp af humant DNA ekstraheret fra
formalinfikserede, paraffinindstgbte tumorpraver og syntetiske standarder som
passende for de enkelte undersagelser.

Produktet er blevet verificeret ved hjzelp af QlAamp DNA FFPE Tissue-kittet fra
QIAGEN.

Produktet er kun beregnet il brug pé Rotor-Gene Q MDx-instrumenter

Handbogen til therascreen BRAF RGQ PCR-kittet skal felges fuldstaendigt for at
opnd optimale resultater. Det anbefales ikke at fortynde reagenserne, undtagen
som det er beskrevet i denne handbog, da det vil medfere tab af ydelse.

Det er vigtigt, at maengden og kvaliteten af DNA'et i praven vurderes, inden
preven analyseres ved hjaelp af therascreen BRAF RGQ PCR-kittet. Der
medfalger ekstra kontrolblanding for at konstatere, om Cr-vaerdien kan
accepteres for analysen. Brug ikke absorbansmaélinger, da de ikke svarer til
Crvaerdierne i fragmenterede DNA-prover.

Veer opmaerksom pd de udlebsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt
pd aesken og pa etiketterne til samtlige komponenter. Forzeldede eller forkert
opbevarede komponenter mé ikke bruges.

Ydelsesegenskaber

Tomgraense (LOB), arbejdsomrade og cut-off-vzerdier

| alt 143 FFPE-praver blev testet i en undersegelse, der fulgte vejledningen

i NCCLS EP17-A (2004) for at bestemme LOB og cut-off-vaerdier for hver
mutationsanalyse. Derudover blev arbejdsomréadet for kontrolanalysen bestemt.
Cut-off-veerdierne blev fastlagt og er vist i tabel 5.

Tabel 5. Fastlagte cut-off-vaerdier for hver mutationsanalyse

V600E/Ec

Mutantanalyse (ACr)
V600D V600K V600R

Cut-off (ACy)

<7,0

<6,9 <6,0 <7,0
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Kontrolreaktionens Cr-omrade blev fastlagt til 21,95 til 32,00 C.

Cut-off-vaerdierne og arbejdsomradet for analysen blev verificeret ved hjzelp af

standarder og 102 yderligere (unikke) FFPE-praver. Under verificeringen blev
cut-off-vaerdierne vurderet for evnen til at skelne mellem den korrekte mutation

mod en baggrund aof vildtype-genomisk DNA ved at vurdere hver analyse med
hajt genomisk input-DNA og hgj input-mutation (se "Krydsreaktivitet", side 51).
Effekten af input-DNA ved mutationsbestemmelse blev ogsa vurderet (se "Effekt

af input-DNA pé& ACr-veerdier", side 50).

Nojagtighed: Sammenligning med den analytiske
referencemetode

En undersggelse viste overensstemmelsen i mutationsstatus for therascreen BRAF

RGQ PCR-kittet i forhold til bidirektional Sanger-sekventering. | denne
undersggelse blev 126 FFPE-praver testet ved hjzelp af statistiske metoder med

overensstemmelse/uoverensstemmelse fra vejledningen i CLSI EP12-A2 (2008).

Kun 102 of FFPE-preverne gav gyldige resultater for bade therascreen BRAF
RGQ PCR-kittet og bidirektional Sanger-sekventering. Pyrosequencing® blev
brugt til at bekraefte mutationsstatus, hvor status for prevemutation ikke var

samstemmende mellem bidirektional Sanger-sekventering og therascreen BRAF
RGQ PCR-kittet.

Tabel 6 viser analysen af overensstemmelse mellem therascreen BRAF RGQ
PCR-kittet og sekventering.

Tabel 6. Analyse af overensstemmelse

Grad of overensstemmelse Hyppighed (%)
Overordnet overensstemmelse 96,08

Resultat Positiv overensstemmelse 100,00
Negativ overensstemmelse 95,29

Hyppigheden af den negative overensstemmelse skyldes mutationspévisningen
for 4 praver, der blev angivet som vildtype ved sekventering og V60OE/Ec-
mutationspositiv af therascreen BRAF RGQ PCR-kittet. Dette skyldes den agede
falsomhed i Scorpions- og ARMS-teknologierne.
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Effekt af input-DNA pa ACr-vaerdier

Effekten af de samlede input-DNA-niveauer pd bestemmelsen af mutationsstatus
ved hjzelp af therascreen BRAF RGQ PCR-kittet blev evalueret som en del af
verificeringen af undersggelse af analysens cut-off-vaerdier og arbejdsomrédet.
Dette var for at bekraefte, at de mutationsbestemmelser, der blev genereret af
therascreen BRAF RGQ PCR-kittet, er konsistente p& forskellige DNA-input-
niveauer pa tvaers af arbejdsomrédet.

Mutationsstandarder, der indeholder haje, mellemstore og lave procentdele
af mutation (henholdsvis 100 %, 50 % og 3 x LOD %) mod en baggrund af
vindtype-DNA, blev forberedt ved haje, mellemstore og lave DNA-input-
niveauer. 9 mutationsstandarder blev derfor testet for hver mutationsanalyse.
Resultaterne for alle analyser er vist i tabel 7.

De ansléede forskelle i ACr-middelvaerdier mellem hvert par DNA-inputniveaver,
som estimeret fra den linezere regressionsanalyse, er alle inden for £1 Cr. Alle
4 mutationsanalyser blev derfor anset for at vaere sekvivalente ved hgije,
mellemstore og lave DNA-inputniveauer.

Tabel 7. Anslaede forskelle mellem DNA-inputniveauer

Parameter Anslaet forskel konfid:flsifﬂerval
Analyse (DNA-inputniveau) (ACy) (lavere, hojere)
V600E (E) Haj — mellemstor 0,56 0,22, 0,90
V60OE (E) Lav — mellemstor 0,01 -0,33, 0,35
V60OE (Ec)  Hgj — mellemstor 0,48 0,12,0,84
V60OE (Ec) Lav — mellemstor 0,26 0,10, 0,62
V600D Haj — mellemstor -0,32 0,58, 0,06
V600D Lav — mellemstor -0,43 0,69, 0,17
V600K Haj — mellemstor 0,10 0,10, 0,30
V600K Lav — mellemstor 0,33 0,53, 0,13
V600R Haj — mellemstor 0,12 0,28, 0,04
V600R Lav — mellemstor 0,62 0,78, -0,46
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Krydsreaktivitet

Standarder ved hgj inpu-DNA med hgijt mutationsindhold (100 %) blev testet for
at vurdere potentiel krydsreaktivitet for hver analyse. Krydsreaktivitetsresultaterne
gjorde det muligt at samle en tabel over mutationsstatus som vist i tabel 8. BRAF
CE Assay Package bruger krydsreaktivitslogik til at pavise mutationsstatus.

Tabel 8. Bestemmelse aof status for prevemutation

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutationsstatus

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

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

Verdier for pavisningsgraense (LOD)

Der blev gennemfert en undersegelse for at fastlaegge pavisningsgraensen (LOD)
for hver af de 4 mutationsspecifikke reaktioner, der er indeholdt i therascreen
BRAF RGQ PCR-kittet. | denne undersagelse blev LOD defineret som den laveste
maengde mutant-DNA i en baggrund af vildtype-DNA, hvor en mutantpreve
giver mutationspositive resultater i 95 % af testresultaterne (Cos).

For at bestemme LOD for hver analyse blev forskellige procenter for mutations-
standarder forberedt ved mellemstor input-DNA-koncentration og testet med
therascreen BRAF RGQ PCR-kittet. LOD for hver analyse blev beregnet ved
logistisk regression. For at verificere LOD for hver analyse blev der forberedt
mutationsstandarder ved det fastlagte LOD. 60 replikater blev testet, og den
positive testrate blev verificeret.

Det verificerede LOD ved mellemstor input-DNA-koncentration er angivet
i tabel 9. Ved hgjere input-DNA-koncentrationer forventes LOD-vaerdierne
at blive lavere end de vaerdier, der er angivet i tabel 9.
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Tabel 9. LOD-vardier for hver mutationsanalyse (mellemstort input)

LOD Cys ved mellemstor input-DNA
Analyse (mutation)* (procentdel of mutant-DNA i vildtype-DNA)
V60OE (] 1,82 %
V60OE (Ec) 4,31 %
V600D 3,19 %
V600K 4,34 %
V600R 4,85 %

* Pavisningsgraensen for V6OOE-analysen blev beregnet for bade V60OE- og V60OEc-

mutationer.

Effekten of melanin pa kittets resultater

Formélet med denne undersggelse var at evaluere, hvilken indflydelse melanin —
en kendt PCR-heemmer, som findes i melanompraver — har p& therascreen BRAF
RGQ PCR-kittets resultater. Dette blev udfert ved at tilszette melanin direkte i
DNA-praver, for der testes med therascreen BRAF RGQ PCR-kittet pa tveers af en
raekke koncentrationer (0-250 ng/reaktion) og vurdere effekten pa ACrveerdier
og mutationsstatus for testpraver.

Resultaterne viste, at lav melaninkoncentration ikke havde nogen indflydelse pa
ACt og minimal indflydelse pd ACr ved mellemstore niveauer af melaninkoncen-
tration. Ved lave og mellemstore koncentrationsniveauver havde melanin ingen
indflydelse p& analysernes evne til at pavise mutation. Ved 180 ng/reaktion
mislykkedes den interne kontrol, hvilket indikerer tilstedevaerelsen af en haemmer
og muligger pavisning af heemmere, for mutationsbestemmelsen pavirkes.

Melaninkoncentrationer, der kan forventes ved normal brug, pavirker ikke
therascreen BRAF RGQ PCR-kittets evne til at skelne mellem mutationspositive
og mutationsnegative praver.

Der vises en oversigt over resultaterne i tabel 10.
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Tabel 10. Mengden of melanin, der er testet i hver analyse

Melaninkoncentration Status for intern kontrol
(ng/reaktion) Andring i AC (godkendt/mislykket)

0 0 Godkendt

60 0,20 Godkendt

100 0,61 Godkendt

150 -1,21 Godkendt

180 2,15 Mislykket

Repeterbarhed

Der blev implementeret et matrix-undersegelsesdesign for at variere operater,
dag, pladelayout og instrument for at bestemme analysepraecisionen bade
inden for kersler og mellem karsler. Repeterbarheden blev pdvist ved lavt input-
DNA-niveau ved 3 x LOD for mutationsanalyser. Derudover blev en procentdel
af mutationspositive bestemmelser vurderet for hver analyse, der blev testet med
dens specifikke mutationsstandard. Hver mutationsanalyse gav 100 % positive
mutationsbestemmelser.

Praecisionsvaerdier vises i tabel 11.

Reproducerbarhed

Der blev implementeret et matrix-undersegelsesdesign for at vurdere analysens
reproducerbarhed ved at teste standarder pa 3 laboratorier (steder) med 3 lot
therascreen BRAF RGQ PCRkit (2 p& hvert sted) ved hjeelp of 2 operatarer pr.
sted, pd 2 instrumenter pr. sted og skiftevis over 4 dage. Reproducerbarheden
blev pdvist ved lavt mutationsniveau (3 x LOD) for mutationsanalyser og vildtype
med lavt input for kontrolanalysen. Praecisionen for hver analyse blev beregnet
pd tvaers af de 3 steder sammen med 95 % praecisionsestimater (tabel 12).
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Tabel 11. Pracisionsestimater for repeterbarhed

Praecision 95 % Praecision 95 %

(mellem  konfidensinterval (inden for konfidensinterval
Analyse kersler) (lavere, hojere) kersler) (lavere, hojere)
Kontrol 0,30 0,25, 0,39 0,16 0,13, 0,20
;’E‘)SOOE 0,74 0,61, 0,94 0,57 0,46, 0,74
X;Z;)OE 0,79 0,64, 1,01 0,76 0,62, 0,99
V600D 0,47 0,38, 0,60 0,46 0,38, 0,60
V600K 0,37 0,31, 0,48 0,37 0,30, 0,49
V60OR 0,44 0,36, 0,56 0,44 0,36, 0,58

Tabel 12. Pracisionsestimater for reproducerbarhed

95 % konfidensinterval
Analyse Praecision (lavere, hojere)
Kontrol 0,54 0,42, 0,76
V60OE (E) 0,87 0,67, 1,22
V60OE (Eq] 0,86 0,66, 1,21
V600D 0,80 0,62, 1,14
V600K 0,61 0,47, 0,86
V600R 0,63 0,49, 0,89
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Indeholder tilstraekkelige reagenser til <24> reaktioner

Anvendes inden

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
Katalognummer
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Materialenummer

Komponenter

Indeholder

Antal

Globalt varenummer
Temperaturbegraensning

Producent

Se de informationer, der er angivet i hédndbogen
Opbevares uden for sollys

Forsigtig

therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Hadndbog 06/2016

55



Bilag I: Vejledningsprotokol til therascreen BRAF RGQ

PCR-kittet

Dette afsnit indeholder instruktioner i brugen aof therascreen BRAF RGQ PCR-
kittet med RGQ-softwareversion 2.3 i dben tilstand (dvs. uden brug aof BRAF
Assay Package).

Generelle oplysninger
B Se en liste over de ngdvendige materialer pé side 9.

B Se dlle instruktioner i preveklargering og prevelayout i afsnittene "Protokol:
Pravevurdering", side 15 og "Protokol: Pa&visning af BRAF-mutation",
side 26.

Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil

For du starter, skal du oprette en temperaturprofil til BRAF-analysen. Cyklus-
parametrene er de samme for bade prevevurdering og mutationsvurdering.

Procedure

Cyklusparametrene er som falger:

Tabel 13. Cyklusparametre

Cyklusse
r Temperatur Tid Datahentning
1 95 °C 15 minutter Ingen
/@ 95 °C 30 sekunder Ingen
60 °C 60 sekunder Gren og gul

1. Dobbeltklik péa ikonet for Rotor-Gene Q-seriesoftwaren 2.3 pa skrivebordet
pa den barbare computer, der er tilsluttet Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

2. Opret en ny skabelon ved at valge "Empty Run" (Tom kersel), og klik
derefter pa "New" (Ny) for at starte "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel).
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3. Velg 72-Well Rotor (Rotor med 72 brende) som rotortype. Kontrollér, at

laseringen er pasat, og markér afkrydsningsfeltet "Locking Ring Attached"
(Lasering pasat). Klik pa "Next" (Naeste) (figur 21).

New Run Wizard E

Welcome to the Advanced Bun Wizard!
Ratar Tupe
1- I 72-well Rotor

Roktor-Disc 72
Roktor-Disc 100

2— —l ¥ Lacking Ring Attached

3
Skip Wizard |

Figur 21. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel). (1 = "Rotor Type" (Rotortype),
2 = feltet "Locking Ring Attached" (Lasering pasat), 3 = knappen "Next" (Neeste)).

|
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4. Skriv navnet pa operateren. Tilfoj eventuelle bemarkninger, og angiv
reaktionsvolumen som 25. Kontrollér, at der star "1, 2, 3..." i "Sample
Layout" (Prevelayout). Klik pa "Next" (Neeste) (figur 22).

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

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

Reaction

Sample Layout : §11. 2, 3... -

SkipWizard| << Back I Newtos

Figur 22. Angiv navnet pd operateren og reaktionsvolumener. (1 = dialogfeltet "Operator"
(Operater), 2 = dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger), 3 = feltet "Reaction Volume"
(Reaktionsvolumen), 4 = feltet "Sample Layout" (Prevelayout), 5 = knappen "Next" (Naeste)).
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5. Klik pa knappen "Edit Profile" (Rediger profil) i dialogboksen i "New Run
Wizard" (Guiden Ny kersel) (figur 23), og kontrollér kerselsparametrene
i henhold til de felgende trin.

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

| =t Edit Prafile ..

Channel Setup

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

Skipwizand | <<Back | Newt» |

Figur 23. Redigering of profilen (1).

6. Klik pa knappen "Insert after" (Indsaet efter), og vaelg "New Hold at
Temperature" (Ny holdetemperatur) (figur 24).

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

Chek on a epche below Lo moddy #

Copy of Current Step

Figur 24. Indszettelse af forste inkuberingstrin. (1 = knappen "Insert after" (Indsaet efter),
2 = "New Hold at Temperature" (Ny holdetemperatur)).

|
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7. Skift "Hold Temperature" (Holdetemperatur) til 95 °C og "Hold Time"
(Holdetid) til 15 mins O secs (15 minutter og O sekunder). Klik pa knappen
"Insert after" (Indszet efter), og veelg derefter "New Cycling" (Ny cyklus)

(figur 25).
M Edit Profile 3
.8 H @
Tew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

..... Mew Cycling
Mew Melt
Mew Hold at Temperature
Remave Mew HRIM Step

1 Huold Temperature : 5 i Copy af Current Step

Hald Time :

Inzert before. .

15 |mine 0 |zec

Figur 25. Farste inkuberingstrin ved 95 °C. (1 = knapperne "Hold Temperature" (Holde-

temperatur) og "Hold Time" (Holdetid), 2 = knappen "Insert after" (Indsaet efter), 3 = "New
Cycling" (Ny cyklus)).

]
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8. Skift antallet of cyklusser til 40. Velg det forste trin, og indstil til "95°C for
30 secs" (95 °C i 30 sekunder) (figur 26).

M Edit Profile

. 8 H @
ey Cpen  Save As Hslgp
Thhee: pun, vall ke approcamashely 32 minubels) bo complete. The: graph below reprezents the un to be perfiamed :

Cick on & cycle bedow bo modify #

Hudd Ireceit aifler,
Ingeat befoie...
1 Ramive

Thiz cycle repeats§ 40 Jme{:)
Chck o ome of the seps i przecly i, O presss + o« bo k] nd pemeres slepe fos this copcle.

Timed Step |

E| &l

b s5Cinosec: 2

3= Not Acquring ;/ \\\ 72AC fox 20 secs /
” Lot wcwme [

ak

Figur 26. Cyklustrin ved 95 °C. (1 = felt til cyklusgentagelse, 2 = temperaturindstilling
af farste trin, 3 = tidsindstilling af ferste trin).
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9. Markér det andet trin, og indstil til "60°C for 60 secs" (60 °C i 60 sekunder).
Muligger datahentning i dette trin ved at vaelge knappen "Not Acquiring"
(Henter ikke) (figur 27).

M Edit Profile X
@ o, 8 H )

Rewe Open  Saveds | Help

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

ALY

Chck on & cipcle badows bo modip i

Hold et ter_ |
Im:db:i'ﬂn.l
Femowve |

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

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

x|

Figur 27. Cyklustrin ved 60 °C. (1 = temperatur- og tidsindstilling af andet trin, 2 = knappen
"Not Acquiring" (Henter ikke)).
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10. Angiv kanalerne "Green" (Gren) og "Yellow" (Gul) som hentende kanaler
ved at vaelge knappen ">" for at overfere dem fra listen "Available
Channels" (Tilgeengelige kanaler). Klik pa "OK" (figur 28).

Same as Previous : | (New Acquisition) -

Acquisition Configuration :

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

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

Diye Chart > | Dm'thcquifel Help |

Dye Channel Selection Chart

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

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

E80nm | 7T10hp | Quasar705Y, Alesa Fluor 680

460nm | 510nm [ SYTOD 94, EvaGreen

Figur 28. Hentning ved cyklustrin pa 60 °C. (1 = valgte kanaler, 2 = knappen "OK").

therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Handbog 06/2016 63



11. Markér det tredje trin, og slet ved at klikke pa knappen "-". Klik pa "OK"
(figur 29).

M Edit Profile fx

S . © O H W
e Open  Saveds | Help
T s vl Lk appimcmatel 135 maruda(z] ha complste. The gaph below raprecent s the un 1o be petoimed :

Click o a cycls below bo modify it -
1HDH Irmest Alftex
Ingart before..
P |
Thes cyclinpaats A0 | fmeiz]
Clck or ore of the theps bedow bo moddy i, of press = or - ko add and remove steps for this cpcla 2
Tined Step - 2 Fs
J I o ) 1y uJ
TaC i '
20 saconds |'r f
easegtoCrems |/ \ T2 o 20 vecs
on Green ||I
T S AT o A L 1
I Touchdown

--3

Figur 29. Fiernelse af udvidelsestrin. (1 = tredje trin, 2 = sletknap, 3 = knappen "OK").

64 therascreen BRAF RGQ PCR-kit — Handbog 06/2016



12. Klik pa knappen "Gain Optimisation" (Optimering af forstserkning)
i den naeste dialogboks (figur 30).

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

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

help about itz

ailable setts

Edit Profile .. S
Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm 6

Yelow 530nm 555nm 5 _ e |

Orange 585w  Bl0nm 5 Edit Gair...

Red B25nm  BEDnem 5 —ml

Crmson  BB0nm  7i0hp 7 Remaove

HRM 4EB0hm  510nm 7

Reset Defaults
1= Eor ommeon |
SkipWizard | <<Back | MNew» |

Figur 30. Gain Optimisation (Optimering af forsteerkning) (1).
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13. Klik pa knappen "Optimise Acquiring" (Optimer hentning). Kanal-
indstillingerne vises for hver enkelt kanal. Acceptér standardvaerdierne

o

ved at klikke pa "OK" for begge kanaler (figur 31).

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

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

Set temperature to I_uj degrees.

uto-Gain Optimisation Channel Settings

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

Figur 31. Optimering of automatisk forstzerkning for den grenne kanal. (1 = knappen
"Optimise Acquiring" (Optimer hentning), 2 = knappen "OK").
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14. Markér afkrydsningsfeltet "Perform Optimisation before 1st Acquisition"
(Udfer optimering inden ferste hentning), og klik derefter pa knappen
"Close" (Luk) for at vende tilbage til guiden (figur 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

(Opirviz:ation :

. Auto-Gain Optimization will read the fluoesence on the nzerted sample at

e different gamn levels untl it finds one at which the fluorescence levels ane

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

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

Charinel Settirgs |
| =] A |
Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit.. |
Green 1 5F1 10F] 10 10
Yellow 1 EF] 10F] a0 10 Remove |
Remaowve &) |

=1 [ T

Figur 32. Valg af grenne og gule kanaler. (1 = afkrydsningsfeltet "Perform Optimisation Before
1st Acquisition" (Udfer optimering inden ferste hentning), 2 = knappen "Close" (Luk)).

15. Klik pa "Next" (Nzeste) for at gemme skabelonen pa et passende sted ved at
valge "Save Template" (Gem skabelon).
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Procedure (manuel)

Protokol: Pravevurdering (manuel)

Denne protokol bruges til at vurdere det samlede DNA, der kan forsteerkes,
i praver og skal udferes far BRAF-mutationsanalysen.

B Klarger preverne som beskrevet i afsnittet "Protokol: Pravevurdering"
pd side 15.

B Konfigurer PCR-karslen pa Rotor-Gene Q MDx-instrumentet som beskrevet
i afsnittet "Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ-opsaetning" pé& side 70.

B Nar kerslen er afsluttet, skal du analysere dataene i henhold til afsnittet
"Dataanalyse af prevevurdering" péa side 76.
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Protokol: BRAF-mutationspavisning (manuel)

Nér en preve har gennemfert prevevurderingen, kan den testes for at pdvise
BRAF-mutationerne.

B Klarger preverne som beskrevet i afsnittet "Protokol: P&visning af BRAF-
mutation" pd side 26.

B Konfigurer PCR-karslen pd Rotor-Gene Q MDx-instrumentet som beskrevet
i afsnittet "Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ-opsaetning" pé side 70.

B Nar kerslen er afsluttet, skal du analysere dataene i henhold til afsnittet
"Dataanalyse af BRAF-mutationspdvisning" pé side 77.
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Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ-opsazetning

1. Abn Rotor-Gene Q-seriesoftwaren (2.3), og ébn den relevante temperatur-
profil (.ret-fil).
Se instruktioner i, hvordan man opretter temperaturprofilen og kontrollerer
kerselsparametrene under "Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil" pd
side 56.

2. Kontrollér, at den korrekte rotor er valgt, og afkryds feltet for at bekraefte,
at laseringen er pasat. Klik pa "Next" (Naeste) (figur 33).

Mew Run Wizard El

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

Ratar-Disc 72
Ratar-Disc 100

2— —l ¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard | e : 3

Figur 33. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) og velkomstskaermen.
(1 = "Rotor Type" (Rotortype), 2 = feltet "Locking Ring Attached" (L&sering pésat),
3 = knappen "Next" (Naeste)).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. Skriv navnet pa operateren. Tilfoj eventuelle bemzerkninger, og kontrollér,
at reaktionsvolumen er indstillet til 25, og at der star "1, 2, 3..." i feltet
"Sample Layout" (Prevelayout). Klik pa "Nexi" (Nzeste) (figur 34).

New Run Wizard E|
Thiz zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;hlis box 'IjiSpI‘a-"'S .
clicking Mest when vou are ready to move to the nest page. theepwcilga? d..arlggpﬁell 1
. Ok & e, Nover
Clprevatar NAME wour mouse over the
M ; ttern for help. vou
otes can alzo click on a
combo box to display
help about its
available zettings.
Reaction 25 = | |
Yaolume [pL]: =1 I 2
Sample Lavout : §1.2, 3. - |
SkipWizard | << Back |I Hext > : 3

Figur 34. Valgskaermen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel). (1 = felterne "Operator"
(Operater) og "Notes" (Bemaerkninger), 2 = felterne "Reaction Volume" (Reaktionsvolumen)
og "Sample Layout" (Pravelayout), 3 = knappen "Next" (Naeste)).
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4. | det nzeste vindue kan du redigere temperaturprofilen. Der er ikke behov
for redigering, da temperaturprofilen allerede er oprettet i henhold til
instruktionerne i "Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil”, side 56.
Klik pa "Next" (Nzeste) (figur 35).

MNew Run Wizard El

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

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

help about its
available seftings.

Edit Profile ..

Channel Setup :

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

Green 470nm  510nm 5 $

elow B30nm  BBAnm

Orange  585hm E10mm Edit Gair...

Red E28nm  BBOnm

Crimgon  B230nm  710hp Remaove
Reset Defaultz

-l -l

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

Figur 35. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) og skaermen til redigering
af temperaturen. (1 = knappen "Next" (Naeste)).
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5. Gennemga oversigten, og klik pa "Start Run" (Start kersel) for at gemme
kerselsfilen og starte kerslen (figur 36).

New Run Wizard g|

Summary ;

Setting Y alue

Green Gain L

ellow Gain L

Auto-Gain Ophimization Before First Acquizsition
Rotor T2 el Rotor

Sample Layout 1,23, ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

EEE | o1

Once vou've confirmed that your run settings are comect, click Start Run ta Save Template
begin the un. Click Save Template to save settings for future runs,

SkipWizard | << Back |

Figur 36. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) og oversigtsskaermen.
(1 = knappen "Start Run" (Start kersel)).

6. Nar kerslen er startet, abnes der et nyt vindue, hvor du enten kan angive

prevenavne nu eller klikke pa "Finish" (Udfer) og angive dem senere ved at
vaelge knappen "Sample" (Preve) under kerslen, eller néar kerslen er faerdig.

Hvis du klikker p& "Finish and Lock Samples" (Udfer og lé&s prever), kan
du ikke zndre pravenavnene. Brugeren skal veere saerlig p&passelig ved
angivelse af pravenavne for at sikre korrekte test og analyser af praver.

Bemaerk: Ved navngivning af prever skal tomme brende efterlades tomme
i kolonnen "Name" (Navn).

7. Analysér dataene i henhold til afsnittene "Dataanalyse of prevevurdering",
side 76 eller "Dataanalyse af BRAF-mutationspavisning", side 77 efter
behov, nar kerslen er afsluttet.

8. Hyvis der kraeves kvantiteringsrapporter, skal du klikke pa ikonet "Reports"
(Rapporter) pa vaerkigijslinjen i Rotor-Gene Q-kerselsfilen.
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9. | rapportbrowseren skal du klikke pa "Cycling A. Green (Page 1)" (Cyklus
med A. Gron (side 1)) under "Report Categories" (Rapportkategorier)
(figur 37).

— Report Categories : — Templates :

e ' OTV Report

- Cucling & Green [Page 1
- Cyeling A vellow [Page 1)

Figur 37. Report browser (Rapportbrowser). (1 = knappen "Cycling A. Green (Page 1)"
(Cyklus med A. Gren (side 1)).

10. Vzlg "Quantitation (Full Report)" (Kvantitering (fuld rapport)) under
"Templates" (Skabeloner) (figur 38).

— Repoart Categories : — Templates :

- [General] Ty — .
&- Quantitation » Quantitation (Concise)
.- Cycling 4 Green [Page 1)

. Cycling & Yellow [Page 1] uantitation (Full Report)

*e
*% Quantitation (Standard Report)

Shiow I Cancel

Figur 38. Quantitation (Full Report) (Kvantitering (fuld rapport)) (1).

11. Klik pa "Show" (Vis) for at generere rapporten.
12. Klik pa "Save As" (Gem som) for at gemme en elektronisk version.
13. Gentag for "Cycling A. Yellow (Page 1)" (Cyklus med A. Gul (side 1)).
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Fortolkning af resultater (manuel)

Nar prevevurderingskerslen eller mutationsanalysekarslen er afsluttet, skal du
analysere dataene i henhold til falgende procedure.

Softwareanalyseindstillinger

1. Abn den relevante fil med Rotor-Gene Q-seriesoftwaren 2.3.

2. Hvis du ikke allerede har navngivet dine prover for udferelsen af kerslen,
skal du klikke pa "Edit Samples" (Rediger prover).

3. Indszt navnene pa dine prover i kolonne "Name" (Navn).
Bemaerk: Lad navnene pa eventuelle tomme brgnde sté tomme.

4. Klik pa "Analysis" (Analyse). Klik pa "Cycling A. Yellow" (Cyklus med A.
Gul) pé analysesiden for at fa vist den gule kanal.

o

Klik péd "Named On" (Navngivet pa).

Bemaerk: Dette sikrer, at tomme brgnde ikke indgér i analysen.
Vzlg "Dynamic tube" (Dynamisk rer).

Vzlg "Slope correct”" (Hzldningskorrigering).

Velg "Linear scale" (Linezer skala).

0 ®NO

Vzlg "Take off Adj." (Justering of udgangspunkt), og angiv veerdierne
15,01 i det averste felt ("If take off point was calculated before cycle"

(Hvis udgangspunktet blev beregnet for cyklus)) og 20,01 i det nederste felt

("then use the following cycle and take off point" (Brug sé felgende cyklus
og udgangspunki)).

10. Indstil teerskelvaerdien til 0,05.

11. Indstil "Eliminate Cycles before" (Eliminer cyklusser for] til 15.

12. Kontrollér Yellow Ci-veerdierne.

13. Klik pa "Cycling A. Green" (Cyklus med A. Gren) pa analysesiden for at
fa vist den grenne kanal.

14. Valg "Named On" (Navngivet pd).

15. Velg "Dynamic tube" (Dynamisk rer).

16. Valg "Slope correct" (Haeldningskorrigering).

17.Valg "Linear scale" (Lineaer skala).

18. Vlg "TOA", og angiv veerdierne 15,01 i det averste felt ("If take off point

was calculated before cycle" (Hvis udgangspunktet blev beregnet for cyklus))
og 20,01 i det nederste felt ("then use the following cycle and take off point"

(Brug sa felgende cyklus og udgangspunki)).
19. Indstil tzerskelvaerdien til 0,15.
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20. Indstil "Eliminate Cycles before" (Eliminer cyklusser fer) til 15.
21. Kontrollér Green Cr-vaerdierne.

Dataanalyse af prevevurdering

Kersel of kontrolanalyse
Analysér dataene som fglger, nar kerslen er afsluttet.

B Negativ kontrol: For at sikre at der ikke er nogen skabelonkontaminering,
mé& kontrollen uden skabelon ikke generere en Crvaerdi i den grenne kanal
(FAM) under 40. For at sikre at kerslen er indstillet korrekt, skal kontrollen
uden skabelon vise forsteerkning i omrédet 32,53-38,16 i den gule kanal
(HEX). De angivne vaerdier er inden for og inklusive disse vaerdier.

M Positiv kontrol: Den positive kontrol (PC) for BRAF skal give kontrolanalysen
en Crvaerdi i den grenne (FAM) kanal pé& 30,37-36,38. De angivne veerdier
er inden for og inklusive disse vaerdier. En vaerdi uden for dette omrade
angiver, at der er et problem med analyseopsaetningen, og derfor kan
kerslen ikke fuldfares.

Provedata md ikke anvendes, hvis en af disse to kerselskontroller er mislykket.

Forudsat at begge kerselskontroller er gyldige, skal hver preves Crvaerdi ligge
inden for omrédet 21,95-32,00 i den grenne kanal. Hvis preven ligger uden
for omradet, gives falgende vejledning.

Proveanalyse — kontrolanalyse

B Provekontrolanalyse Cr <21,95: Praver med en kontrol-Cr p& <21,95 skal
fortyndes, da dette repraesenterer den nedre ende af det validerede
analyseomréde. For at pavise hver enkelt mutation pa lavt niveau skal de
overkoncentrerede praver fortyndes, s& de er i ovenstdende interval med
den basis, at Cr stiger med 1, nér der fortyndes 1:1. Hvis praven er teet
pa 21,95, anbefales fortynding for at sikre, at der opnds et resultat fra
pravens testkarsel (BRAF-mutationspdvisning). Praver skal fortyndes med
det vand, der medfalger i kittet (vand til fortynding [Dil.]).

B Provekontrolanalyse Cr >32,00: Det anbefales at ekstrahere praven igen,
da en utilstreekkelig DNA-startskabelon vil vaere til stede til at pavise alle
mutationer ved de fastsatte cut-off-vaerdier for analysen.
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Dataanalyse af BRAF-mutationspavisning

Kersel af kontrolanalyse

Se rutediagrammet for karsel af kontrolanalysen i figur 39.

B Negativ kontrol: For at sikre at der ikke er nogen skabelonkontaminering,

mé& kontrollen uden skabelon ikke generere en Cr-vaerdi i den grenne kanal

(FAM) under 40. For at sikre at karslen er indstillet korrekt, skal kontrollen
uden skabelon vise forstaerkning i omrédet 32,53-38,16 i den gule kanal

(HEX). De angivne vaerdier er inden for og inklusive disse vaerdier.

M Positiv kontrol: Den positive kontrol (PC) for BRAF skal give en Crveerdi for
hver BRAF-analyse som vist i tabel 14 i den grenne kanal. De angivne
vaerdier er inden for og inklusive disse vaerdier. En vaerdi uden for dette
omréde angiver, at der er et problem med analyseopsaetningen, og derfor

kan kerslen ikke fuldferes.

Bemaerk: Provedata md ikke anvendes, hvis en af disse to kerselskontroller er

mislykket.

Tabel 14. Acceptabelt C-omrade for reaktionskontroller.

Reaktionsblanding Prave Kandl Cr-omrade

Kontrol PC Gren 30,37-36,38
V600E/Ec PC Gren 29,62-35,73
V600D PC Gren 29,75-35,79
V600K PC Gran 29,32-35,32
V600R PC Gren 29,41-35,41
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Green Cr-

Green Cr-

veerdi for veerdi for
negativ positiv
kontrol kontrol
Er Green Cr-reret Nei Mistvideet korsel
Er Green Cr <407 a—>»  Mislykket korsel iintervallet &> Mislykket korsel
T v 30,376,387
Mislykket kersel/
Intern kontrol er ugyldig Ja
Nej T
Yes
v Er V600E/Ec
Green Cr-reret Nej—p| Mislykket kersel
i intervallet 29,62- 1= Misly
Er Yellow Cr Er den interne 35,737
i intervallet ej kontrols Yellow Cy
32,53-38,167 <32,537
Ja
No
Er V600D Green ) i
Cr-raret i intervallet Nej—p Mislykket korsel
x ?
Er den interne 29,75-35,797
kontrols Yellow Ct
>38,167
Ja
Ja
Ja
. Er V60OK Green
Mislykket kersel/ Cr-reret i intervallet Nej—p Mislykket korsel
Yellow-forstaerkning er 29,32-35,32?
v negativ for intern kontrol
Negativ kontrol
gennemfeart Ja
Er VBOOR Green ) i
Cr-roret i intervallet Nej—p Mislykket kersel
29,41-35,417

Fortsaet til preveanalyse.

Ja

v

Positiv kontrol
gennemfart

Figur 39. Rutediagram over kersel af kontrolanalyse.
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Praveanalyse — Green Cr-veerdi for pravekontrol
Se rutediagrammet over praveanalyse i figur 40.

Forudsat at begge karselskontroller er gyldige for kontrolanalysen, skal hver
prevekontrols Cr-vaerdi ligge inden for intervallet 21,95-32,00 i den grenne
kanal.

Hvis preven ligger uden for omrédet, gives felgende vejledning.

B Provekontrolanalyse Cr <21,95: Praver med en kontrol Cr p& <21,95
overbelaster mutationsanalyserne og skal fortyndes. For at pdvise hver
enkelt mutation pa lavt niveau skal de overkoncentrerede praver fortyndes,
s& de er i ovenstdende interval med den basis, at Cr stiger med 1.
Praver skal fortyndes med det vand, der medfalger i kittet (vand til

fortynding [Dil.]).

B Provekontrolanalyse Cr >32,00: Det anbefales at ekstrahere praven igen,
da en utilstreekkelig DNA-startskabelon vil vaere til stede til at pavise alle
mutationer ved de fastsatte cut-off-vaerdier for analysen.

Proveanalyse — Mutationsanalyser i prevens interne kontrol - Yellow Cr-vaerdi
Se rutediagrammet over preveanalyse i figur 40.

Alle brande for hver prave skal analyseres. Kontrollér, at alle brende danner et
HEX-signal i den gule kanal fra den interne kontrol. Der er 3 mulige resultater.

B Hvis den interne kontrols Cr ligger inden for det specificerede omréde
(32,53-38,16), har den positiv Yellow-forsteerkning og er gyldig.

B Hvis den interne kontrols Cr ligger over det specificerede omréde (>38,16),
har den negativ Yellow-forstaerkning. Hvis der er forsteerkning i den grenne
kanal for det pégaeldende rer, er Yellow-forstaerkningen gyldig. Hvis der er
forsteerkning i den grenne kanal for det pdgaeldende rer, er Yellow-
forstaerkningen ugyldig.

B Hvis den interne kontrols Cr ligger under det specificerede omrade
(<32,53), er den ugyldig.

Hvis den mislykkede interne kontrol skyldes PCR-haemning, kan fortynding af
preven reducere heemmernes effekt, men man skal vaere opmaerksom p4, at
dette ogsa vil fortynde DNA-mdlet. Der medfalger et rer med vand til
fortynding (Dil.) of preven i kittet.
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Green Cr-veerdi
for prevekontrol.

Yellow Cr-vaerdier
for mutations-
analyser i pravens
interne kontrol.

Green Cr-veerdier
for preve-

mutationsanalyser.

Er kontrolanalysen
med Green Cr i intervallet
21,95-32,00?

A

Se side 77 i handbogen for
at fa en narmere forklaring.

Ja

Er Yellow Cri en analyse
<32,53?

\ 4

Raret er ugyldigt. Rerets
resultat ma ikke bruges.

Nej

Er Yellow Cr >38,16
i en analyse?

Rarets Yellow-forstaerkning
er negativ. Se side 77
i handbogen for at fa
en nzermere forklaring.

Nej

Er hver Green Cr
for mutation i omradet
15,00-40,00?

Nej—p

\ 4

Rearets Green-forstaerkning
er negativ. Se side 79
i handbogen.

Ja
\ 4

Rerets Green-forstaerkning
er positiv.

A 4

Beregn ACt-vaerdier
for hver mutation.
ACt = mutation Cy — kontrol Cy

A 4

Sammenlign AC-vaerdier med
cut-off-vaerdier fra mutation.
Se tabel 6.

Er der nogen
ACq-veerdi inden for det angivne
ACr-omrade for analysen
positiv forstaerkning)?

Ja

BRAF-mutation registreret
for mutationsanalyse.
Se, hvordan mutationsstatus
bestemmes i tabel 7.

Figur 40. Rutediagram over preveanalyse.
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Preveanalyse — Green Cr-veerdi for prevemutationsanalyser

Green-vaerdierne for alle 4 reaktionsblandinger skal kontrolleres i forhold til
vaerdierne i tabel 15.

Tabel 15. Acceptable vardier for prevemutationsreaktion (gren kanal)*

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

* De acceptable veerdier ligger inden for og inkluderer de viste vaerdier.

B Hvis Green Cr ligger inden for det specificerede omrade, har den positiv
FAM-forstaerkning.

B Hvis Green Cr ligger over det specificerede omrdde, har den negativ
Green-forstaerkning.

ACrvaerdien beregnes som falger for alle mutationsbrende, der viser positiv
FAMforstaerkning, idet det skal sikres, at mutation og kontrol for Cr-vaerdierne
er fra den samme prove.

ACt = mutation C1 = kontrol Cr

Sammenlign ACrvaerdien for praven med cut-off-punktet for den pégaeldende
analyse (tabel 15), idet det skal sikres, at det korrekte cut-off-punkt anvendes
for hver enkelt analyse.

Cut-off-punktet er det punkt, over hvilket et positivt signal potentielt kunne skyldes
et baggrundssignal i ARMS-primeren pé vildtype-DNA. Hvis pravens ACrvaerdi
er hajere end cutoff-punktet, klassificeres den som negativ eller uden for kittets
pdvisningsgraenser.

For hver prave vil hver mutationsreaktion f& en status som pdvist mutation,
mutation ikke pévist eller ugyldig efter falgende kriterier.
B Mutation pavist:

Green-forstaerkning er positiv, og ACr er pé& eller under cutoff-vaerdien. Hyvis

der pavises flere mutationer, skal der tildeles mutationsstatus i henhold til
tabel 16.
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B Mutation ikke pavist:
Green-forstaerkning er positiv og ACr er over cut-off-vaerdien.
Green-forstzerkning er negativ, og Yellow-forstzerkning (intern kontrol)
er positiv.

B Ugyldig:
Yellow (intern kontrol) er ugyldig.

Green-forstaerkning er negativ, og Yellow-forstaerkning er negativ.

Se yderligere forklaring i rutediagrammet (Figur 40). Hvis en praves Yellow-
forstaerkning er negativ i et rer, men dens Green-forsteerkning er positiv i et
andet rer, kan et "mutation pavist"-resultat i det andet rer godt anses for at vaere
gyldigt, men den bestemte mutation, der er identificeret, er muligvis ikke tildelt
korrekt.

Hvis en preves Yellow-forsteerkning er negativ, men dens Green-forstaerkning er
positiv i samme rer, ber "mutation pavist"-resultatet anses for at vaere gyldigt.

Hvis et rer er ugyldigt for Yellow (intern kontrol), ma resultatet of dette rer ikke
anvendes.

Proveanalyse - Tildeling af status for prevemutation

Nér alle mutationsreaktionsrer er vurderet, bestemmes mutationsstatus for
preven pd felgende méde.

B Mutation pavist: En eller flere of 4 mutationsreaktioner er positive. Hvis der
pavises flere mutationer, skal mutationen rapporteres i henhold til tabel 16
(se naeste side).

B Mutation ikke pavist: Alle 4 mutationsreaktioner er negative.

B Ugyldig: Ingen mutationsreaktioner er positive, og en eller flere
mutationsreaktioner er ugyldige.
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Tabel 16. Bestemmelse af status for prevemutation

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutationsstatus
Positiv Negativ  Negativ.  Negativ ~ V60OE- eller V6OOEc-positiv

Positiv Negativ  Positiv Negativ ~ V60OEc- eller V6OOK-positiv
Positiv Positiv Negativ  Negativ ~ V600D-positiv
Negativ Positiv Negativ  Negativ  V600D-positiv
Negativ Negativ  Positiv Negativ  V600K-positiv
Negativ Negativ  Negativ  Positiv V600R-positiv

Bemaerk: therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er beregnet til at pavise mutationer
i BRAF-genet i en DNA-prave. Nar der er angivet en pavist BRAF-mutation for

en prave, skal der kun rapporteres én specifik mutation. Hvis der pavises flere
mutationer, skal mutationen rapporteres i henhold til tabel 16.

Der kan forekomme nogen krydsreaktivitet mellem mutationsreaktioner. V60OE/
Ec-analysen kan f.eks. give et positivt resultat, hvis der er en V60OD-mutation,
V600E/Ec-analysen kan give et positivt resultat, hvis der er en V60OK-mutation,
og V600K-analysen kan give et positivt resultat, hvis der er en kompleks V60OE-
mutation. Der kan dog skelnes mellem mutationsstatus ved hjselp of tabel 16.

Krydsreaktivitet skyldes, at ARMS-primeren paviser andre mutationer i lignende
sekvens efter hinanden. Hvis en anden mutationsanalyse giver et positivt
resultat, er dette sandsynligvis krydsreaktivitet. Der er observeret dobbelt-
mutanter, selvom de er sjseldne.

| sjzeldne tilfelde kan der derfor pavises kombinationer af positive resultater,
som ikke fremgar af tabel 16. Praven kan stadig angives som pavist BRAF-
mutation. P& grund af krydsreaktivitet kan der dog ikke skelnes mellem bestemte
mutationer. Derfor ber praven kun angives som pavist BRAF-mutation.

Hvis en eller flere af mutationsreaktionerne er ugyldige, men en eller flere er
positive, kan praven alligevel angives som pavist BRAF-mutation, da en mutation
er til stede. Den specifikke rapporterede mutation er dog muligvis ikke najagtig
og kan vaere et resultat af krydsreaktivitet. Derfor bar praven kun angives som
pavist BRAF-mutation.
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Bilag II: Installation af therascreen BRAF Assay Package

therascreen BRAF RGQ PCR-kittet er udviklet til brug sammen med Rotor-Gene Q
MDx-instrumentet med en rotor med 72 brende. therascreen BRAF Assay
Package kan hentes pd therascreen BRAF RGQ PCR-kittets webside pé
www.giagen.com. Oplysningerne om hentning kan findes i afsnittet "Product
Resources" (Produktressourcer) under fanen "Supplementary Protocols"

(Supplerende protokoller). Assay Package-softwaren kan ogsa bestilles
pa en CD (QIAGEN, katalognr. 9023820).

Analysepakken indeholder "therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template" og "therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template".

Bemaerk: therascreen BRAF Assay Package er kun kompatibel med Rotor-
Gene Q-softwareversionen 2.3. Kontrollér, at den korrekte version af Rotor-
Gene Q-softwaren er installeret, for installationen aof therascreen BRAF Assay
Package fortseettes. Hvis dit Rotor-Gene Q MDx-instrument blev leveret med en
tidligere softwareversion, kan du let opgradere ved at hente softwareversion 2.3
fra Rotor-Gene Q MDx-produkisiden pd www.giagen.com. Den nye software
findes i afsnittet "Product Resources" (Produkiressourcer) under fanen
"Operating Software" (Operativsystem).

Procedure (hentning)

1. Hent therascreen BRAF RGQ Assay Package CE pa den tilsvarende webside
for therascreen BRAF RGQ PCR-kittet pad www.giagen.com.

2. Abn den hentede zip-fil ved at dobbeltklikke pa filen og hente filerne ned
i arkivet.

3. Start installationen ved at dobbeltklikke pa den hentede fil
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe.

Procedure (cd)

1. Bestil therascreen BRAF RGQ Assay Package CE CD (QIAGEN,
katalognr. 9023820), som fas separat fra QIAGEN.

2. St cd'en i cd-drevet pa den baerbare computer, som er filsluttet
Rotor-Gene Q-instrumentet.

3. Start installationen ved at dobbeltklikke pa filen
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe, hvis cd'en indlzeses
automatisk, ellers kan du finde denne eksekverbare fil ved hjzlp of
filbrowseren pa den tilsluttede baerbare computer.
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4. Installationsguiden vises. Klik pa "Next" (Naeste) for at fortseette (figur 41).

- . - S
i8] Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = lﬂ

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

Thes will install RotorGene O therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 on your computer

k is recommended that you close 3l other applications before
cortinging

Chick Neat to continue, or Cancel to et Setup

e

Figur 41. Dialogboksen "Setup" (Opsaetning). (1 = knappen "Next" (Naeste)).

5. Ls licensaftalen i dialogboksen "License Agreement” (Licensaftale), og
accepter aftalen ved at markere erklaeringen "l accept the agreement”

o

(Jeg accepterer aftalen). Klik pa "Next" (Naeste) for at fortszette (figur 42).

151 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package =

License Agreement
Please read the following important information befiore continuing

Please read the folowing License Agreement. You must accept the tems of this
agreement before continuing with the installation

Licance Agreement -

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

support @giagen.com ) The Software and any accomparying documentation have
been developed entinedy at private expense. They are delivered and licensed as
"commercial compuder software”

2. Licence e

| g not accept the agreament 2

el e

he

Figur 42. Dialogboksen "License Agreement" (Licensaftale). (1 = knappen "Accept" (Acceptér),

2 = knappen "Next" (Naeste)).
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6. Installationen af skabelonen starter automatisk, og nar denne er afsluttet,
vises den sidste dialogboks "Setup" (Opsatning). Klik pa "Finish" (Udfer)
for at afslutte installationsguiden (figur 43).

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

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

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

Click: Finish to exdt Setup

— 1

Figur 43. Afslutning of installationsguiden. (1 = knappen "Finish" (Udfer)).

.

7. Genstart computeren. Der oprettes automatisk genveje til bade "therascreen
BRAF CE Sample Assessment Locked Template" og "therascreen BRAF CE
Mutation Analysis Locked Template", som vises pa skrivebordet.

Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere oplysninger henvises til vores tekniske
supporfcenter p& www.giagen.com/Support, ring pd 00800-22-44-6000,
eller kontakt en af QIAGENS tekniske serviceafdelinger eller lokale forhandlere
(se bagsiden, eller beseg www.giagen.com).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat. nr.
therascreen BRAF Til 24 reaktioner: Kontrolanalyse, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 mutationsanalyser, positiv kontrol, Tag
DNA-polymerase, vand til NTC og vand
til fortynding af preven
Rotor-Gene Q og andet tilbehor
RotorGene Q MDx Realtime PCR-cyklusanordning og 9002032
5plex HRM Platform hajopleselig smelteanalysator med
5 kanaler (gren, gul, orange, red, lilla)
samt HRM-kanal, baerbar computer,
software, tilbeher, 1 érs garanti mod
h&ndvaerksmaessige og materielle
defekter; installation og uddannelse
er ikke inkluderet
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR-cyklusanordning og 9002033
5plex HRM System hajoplaselig smelteanalysator med
5 kanaler (gren, gul, orange, red, lilla)
samt HRM-kanal, baerbar computer,
software, tilbeher, 1 érs garanti mod
handvaerksmaessige og materielle
defekter; installation og uddannelse
therascreen BRAF Cd med therascreen BRAF CE Sample 9023820
Assay Package CD Assessment Locked Template og
therascreen BRAF CE Mutation Analysis
Locked Template.
Loading Block Aluminiumsblok til manuel opsaetning 9018901
72 x 0.1 ml Tubes af reaktioner med enkeltkanalspipette
i72x0,1 mlrer
Strip Tubes and Caps, 250 band a 4 rer og heetter fil 981103
0.1 ml (250) 1.000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 band a 4 rer og haetter 981106
0.1 ml (2500) til 10.000 reaktioner
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Kat. nr.

Produkt Indhold
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit - til oprensning af genomisk DNA
fra paraffinindstebt vaev

QlAamp DNA FFPE Til 50 DNAklarggringer: 50 QlAamp
Tissue Kit (50) MinElute®kolonner, proteinase K,
buffere og indsamlingsrer (2 ml)

56404

For opdateret licensinformation og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser
henvises til den aktuelle QIAGEN kit-handbog eller brugermanual. QIAGEN

kithandbager og brugermanualer kan fés via www.giagen.com eller kan
rekvireres hos QIAGEN Technical Services eller den lokale distributer.

|
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Denne side er tom med vilje.
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Varemeerker: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Gruppen);
ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Ma ikke anvendes til at fastleegge risiko for at udvikle endometriose
Aftale om begraenset licens
Brug af dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger af therascreen BRAF RGQ PCR-kittet accepterer folgende vilkar:

1. therascreen BRAF RGQ PCR-xkittet m& kun bruges i overensstemmelse med therascreen BRAF RGQ PCR-kit-hdndbogen og kun med de
komponenter, der er i kittet. QIAGEN giver ingen licens under nogen intellektuel ejendomsret til at bruge eller inkludere komponenterne i
dette kit med komponenter, der ikke er inkluderet i dette kit, undtagen som beskrevet i therascreen BRAF RGQ PCR-kithéndbogen og yderligere

protokoller, som fé&s p& www.qgiagen.com.

2. Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit, og/eller brugen af det, ikke overtraeder tredjeparts
rettigheder.

3. Dette kit og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé& ikke genbruges, genoprettes eller videreszlges.
4. QIAGEN dfviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

5. Keberen og brugeren af kittet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt der kunne fare til, eller fremme, handlinger der forbydes
ovenfor. QIAGEN kan héndhzeve forbuddene i denne begreaensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og
sagsomkostninger, herunder advokatsalzrer, i ethvert segsmal for at handheeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektuelle
ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet og/eller komponenterne deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises til www.qgiagen.com.
HB-1273-005 © 2016 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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www.qiagen.com
Australia = techservice-au@qiagen.com
Austria = techservice-at@qgiagen.com
Belgium = techservice-bnl@qiagen.com
Brazil = suportetecnico.brasil@qiagen.com
Canada = techservice-ca@qiagen.com
China = techservice-cn@qiagen.com
Denmark = techservice-nordic@qiagen.com
Finland = techservice-nordic@qgiagen.com
France = techservice-fr@giagen.com
Germany = techservice-de@qgiagen.com
Hong Kong = techservice-hk@qiagen.com
India = techservice-india@qiagen.com
Ireland = techservice-uk@qiagen.com
ltaly = techservice-it@qiagen.com
Japan = techservice-jp@qgiagen.com
Korea (South) = techservice-kr@qiagen.com
Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com
Mexico = techservice-mx@qiagen.com
The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com
Norway = techservice-nordic@qgiagen.com
Singapore = techservice-sg@qiagen.com
Sweden = techservice-nordic@qiagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

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

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGEN
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