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QIAGEN prove- og analyseteknologi

QIAGEN er den ledende leverandgren av innovativ preve- og analyseteknologi
som gjer det mulig & isolere og pdvise innhold i enhver biologisk prave. Vare
avanserte haykvalitetsprodukter og -tjenester sikrer suksess fra preve til resultat.

QIAGEN setter standarden nar det gjelder:

Rensing av DNA, RNA og proteiner
Nukleinsyre- og proteinanalyser

microRNA-forskning og RNAI

Automatisering av preave- og analyseteknologi

Véart mél er & gjere det mulig for deg & oppnd enestdende suksess og gjennom-
brudd. Du finner mer informasjon p& www.giagen.com.
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Tiltenkt bruk

therascreen BRAF RGQ PCR-settet er en test til bruk i in vitro-diagnostikk til
pavisning av fem somatiske mutasjoner i BRAF-genet, og gir kvalitativ vurdering
av mutasjonsstatus. DNA ekstraheres fra formalinfiksert parafinlagret (FFPE)
tumorvev og testes ved hjelp av polymerasekjedereaksjon (PCR) i sanntid pé
Rotor-Gene Q MDx-instrumenter. therascreen BRAF RGQ PCR-settet er beregnet
pd & hjelpe leger med & identifisere kreftpasienter som kan ha utbytte av BRAF-
rettet behandling, som f.eks. vemurafenib.

Tabell 1. Liste over mutasjoner og COSMIC ID-er.*

Mutasjon Base-endring COSMIC-ID
V600E GTIG>GAG 476
V600E-kompleks GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTIG>AAG 474
V600R GTG>AGG 477

* COSMIC ID-er er hentet fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (katalog over
somatiske mutasjoner ved kreft): www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

Sammendrag og forklaring

therascreen BRAF RGQ PCR-settet bestar av et sett som er klart til bruk til
deteksjon av fem somatiske mutasjoner i BRAF-genet ved hjelp av polymerase-
kjedereaksjon (RT PCR) i sanntid pd Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Bruk av teknologier som ARMS® (Amplification Refractory Mutation System) og
Scorpions® gjer det mulig for therascreen BRAF RGQ PCR-settet & detektere
falgende mutasjoner i kodon 600 i BRAF-onkogenet mot en bakgrunn av villtype
av genomisk DNA.,

M V60OE
B V60OE-kompleks (V60OEC)
V600D
V600K
m  V60O0R
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Metodene i dette settet er svaert selektive, og avhengig av total mengde DNA
som er til stede, kan en lav prosent mutant detekteres mot en bakgrunn av
villtype av genomisk DNA. Disse selektivitets- og deteksjonsgrensene er bedre
enn teknologier som f.eks. fluoroforterminatorsekvensering.

Prosedyreprinsipp

therascreen BRAF RGQ PCR-settet benytter to teknologier — ARMS og
Scorpions - til pdvisning av mutasjoner i PCR i sanntid.

ARMS

Allel- eller mutasjonsspesifikk amplifikasjon oppnas ved ARMS. Tag DNA-
polymerase (Taq) er effektiv til & skille mellom en match og en mismatch ved
3'-enden av en PCR-primer. Spesifikt muterte sekvenser kan ogsa amplifiseres
selektivt, ogsd i prever der hoveddelen av sekvensene ikke baerer mutasjonen.
Nar primeren har full match, utferes amplifikasjonen med full effektivitet. Nar
3'-basen ikke matcher, oppstar kun et lavt nivé bakgrunnsamplifikasjon.

Scorpions

Deteksjon av amplifikasjon utferes med Scorpions. Scorpions er bifunksjonelle
molekyler som inneholder en PCR-primer kovalent bundet til en fluorescens-
merket probe. Fluoroforen i denne proben er tilknyttet en slukker som ogsé er
innlemmet i proben, og som reduserer fluorescens. Under polymerasekjede-
reaksjonen separeres fluoroforen og slukkeren nér proben bindes til amplikonet.
Dette farer til en malbar gkning i fluorescens fra reaksjonsraret.

Settformat
Fem analyser leveres med therascreen BRAF RGQ PCR-settet.
B En kontrollanalyse (kontrollreaksjonsblanding; CTRL)

B Fire mutasjonsanalyser (mutasjonsreaksjonsblandinger; V6OOE/Ec, V600D,
V600K, VSOOR]

V600E/Ec-analysen detekterer bade V60OE- og V60OEc-mutasjoner, men skiller
ikke mellom dem.

Alle reaksjonsblandinger bestér av to deler og inneholder reagenser for

& oppdage mal som er merket med FAM™, og en intern kontroll som er merket
med HEX™. Disse internkontrollanalysene kontrollerer naervaer av hemmere som
kan fere til falske negative resultater.
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Analyser

therascreen BRAF RGQ PCR-settet omfatter en prosedyre pé to trinn. | det farste
trinnet blir kontrollanalysen utfert for & vurdere totalt amplifiserbart BRAF DNA
i en prove. | det andre trinnet blir badde mutasjons- og kontrollanalyser utfert for
& fastsléd om mutant DNA er til stede eller ikke.

Kontrollanalyse

Kontrollanalysen merket med FAM brukes for & vurdere totalt BRAF DNA i en
prove. Kontrollanalysen amplifiserer et omréde av ekson 3 i BRAF-genet.
Primerne og Scorpions-proben er utformet for & amplifisere, uavhengig av
kjente BRAF-polymorfismer.

Mutasjonsanalyser

Hver mutasjonsanalyse inneholder en FAM-merket Scorpions-probe og en
ARMS-primer for & skille mellom villtype-DNA og spesifikt mutant DNA.

Kontroller

Merk: Alle forsgksanalyseringer mé inneholde positive og negative kontroller.

Positiv kontroll

Hver analysering ma inneholde en positiv kontroll i rer 1-5. therascreen BRAF
RGQ PCR-settet inneholder BRAF positiv kontroll (PC) som skal brukes som
templat i reaksjonen for positiv kontroll. Resultatene for positiv kontroll vil bli
vurdert for & sikre at settet fungerer i henhold til angitte akseptkriterier.

Negativ kontroll

Hver analysering ma inneholde en negativ kontroll (ikke-templat-kontroll)

i rer 9-13. therascreen BRAF RGQ PCR-settet inneholder vann for NTC (NTC)
som skal brukes som templat for ikke-templat-kontroll. Ikketemplatkontrollen
brukes for & vurdere potensiell kontaminering i lopet av analyseringen, og
for & vurdere ytelsen til internkontrollreaksjonen.
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Vurdering av internkontrollreaksjon

Hver reaksjonsblanding inneholder en intern kontroll i tillegg til malreaksjonen.
Hvis det oppstar feil, kan dette innebaere at det enten finnes hemmere som kan
fare til et ungyaktig resultat, eller at det har oppstatt en operaterfeil i oppsettet
for det aktuelle reret. Hvis det oppstér feil ved bruk av intern kontroll pga. PCR-
hemming, kan en fortynning av preven redusere effekten av hemmerne, men det
er viktig &@ merke seg at dette ogsa vil fortynne ma&l-DNA-et. Et rer med vann til
fortynning (fort.) er inkludert i settet. Fortynning av prever md utferes med vann
til fortynning (fort.) av prever.

Provevurdering

Vi anbefaler pé det sterkeste & bruke kontrollreaksjonsblandingen (CTRL) som
leveres med therascreen BRAF RGQ PCR-settet for & vurdere totalt amplifiserbart
BRAF DNA i en prave. Kontrollanalysen amplifiserer et omrade av ekson 3

i BRAF-genet. Vi anbefaler & sette opp praver der kun kontrollanalysen bruker
BRAF positiv kontroll (PC) som positiv kontroll, og vann for NTC (NTC) som
ikke-templatkontroll.

Merk: DNA-vurderinger mé baseres p& polymerasekjedereaksjon (PCR) og
kan variere fra kvantifisering basert p& absorbansavlesninger. Ekstra kontroll-
reaksjonsblanding (CTRL) falger med for & vurdere kvaliteten og mengden av
DNA i prevene for analyse med therascreen BRAF RGQ PCR-settet.
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Materialer som medfelger

Settets innhold

(vann til fortynning av preve)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook (engelsk handbok)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 870211
Antall reaksjoner 24
Control Reaction Mix Red

(kontrollreaksjonsblanding) PCTRL 2x 720yl
VéOOI?/Ec Reoc.hon Mix Lilla 2 V0OE /Ec 720
(reaksjonsblanding)

V600D Reaction Mix Oransje 3 V600D 720
(reaksjonsblanding)

VOOOK Reaction Mix Rosa 4 V600K 720
(reaksjonsblanding)

VEOOR Reaction Mix Gronn 5 V6OOR 720
(reaksjonsblanding)

BRAF Positive Control :

(positiv kontroll) Bege i 230
Tag DNA Polymerase :

(Tag DNA-polymerase) Mint Taq 280yl
Water for NTC :

vann til NTC) Hvit NTC 1,9 ml
Water for Sample Dilution Hvit Dl 19 ml

1
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Materialer som er nedvendige, men ikke medfelger

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablad (SDS) som leveres av
leveranderen av produktet, hvis du ansker mer informasjon.

Reagenser
B DNA-ekstraksjonssett (se “DNA-ekstraksjon og klargjering” pé side 14)
B Xylen

B Etanol (96100 %)*

Forbruksartikler
B 1,5 mleller 2 ml mikrosentrifugerer (for lyseringstrinn)

B 1,5 ml mikrosentrifugerer (for fortynningstrinn) (tilgjengelig fra
Brinkmann [Safe-Lock, kat.nr. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock,
kat.nr. 0030 120.086] eller Sarstedt [Safety Cap, kat.nr. 72.690])7

Tilpassede pipetter* (justerbare) til praveklargjering
Tilpassede pipetter* (justerbare) til klargjering av PCR Master Mix
Tilpassede pipetter* (justerbare) til pipettering av templat-DNA

Sterile pipettespisser med filtre (vi anbefaler pipettespisser med aerosol-
barriere for & unngé krysskontaminering)

Utstyr

B Termomikser, oppvarmet orbitalinkubator, varmeblokk eller vannbad egnet
il inkubering ved 90 °C*

B Bordsentrifuget med rotor for 2 ml reaksjonsrer

B Vorteksmikser?

* Denaturert alkohol som inneholder andre stoffer, som metanol eller metyletylketon, ma ikke
brukes.

T Dette er ikke en fullstendig liste over leveranderer.
*  Se til at instrumentene er kontrollert og kalibrert i henhold til produsentens anbefalinger.
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B Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument*T med fluorescenskanaler for

Cycling Green og Cycling Yellow (henholdsvis pavisning av FAM og HEX)

B Rotor-Gene Q-programvareversjon 2.3 med BRAF-analysepakken

(versjon 3.1.1) installert for automatisk mutasjonsdeteksjon (se “Vedlegg I:

Installasjon av therascreen BRAF Assay Package”, side 83)

Merk: Rotor-Gene Q-programvaren kan brukes uten BRAF-analysepakken
for manuell mutasjonsdeteksjon. Se “Vedlegg |: Manuell protokoll for
therascreen BRAF RGQ PCR-sett”, side 55

B 0.1 ml Strip Tubes and Caps (remser med mikrorer, 0,1 ml og lokk) til bruk

med 72-brgnners rotor (QIAGEN, katalognr. 981103 eller 281106)
M Sterile mikrosentrifugerer til klargjering av Master Mix-blandinger

B loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (lasteblokk for 72 x 0,1 ml rer),
aluminumsblokk for manuelt reaksjonsoppsett med en pipette med
enkeltkanal (QIAGEN, kat.nr. 2018901)

Advarsler og forholdsregler
Til bruk i in vitro-diagnostikk

Sikkerhetsinformasjon

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablader (SDS) hvis du ensker mer
informasjon. Disse er tilgjengelige i praktisk og kompakt PDF-format pé
www.qgiagen.com/safety, der du kan sgke etter, vise og skrive ut sikkerhets-
databladet for hvert QIAGEN-sett og hver settkomponent.

Generelle forholdsregler
Brukeren ma alltid vaere oppmerksom pé falgende:

B Positivt materiell (praver og positive kontroller) skal oppbevares og
ekstraheres separat i forhold til alle andre reagenser og tilsettes
reaksjonsblandingen i et eget avgrenset omréde.

* Se til at instrumentene er kontrollert og kalibrert i henhold til produsentens anbefalinger.

T | enkelte land er det eventuelt mulig & bruke Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumenter som er

produsert i mai 2011 eller senere. Serienummeret p& baksiden av instrumentet inneholder

produksjonsdatoen. Serienummeret er i formatet “mmda&nnn” der “mm” angir produksjons-

méneden i tall, “48” angir de siste fo tallene i produksjonsaret, og “nnn” angir den unike
instrument-ID-en.
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B Veer sveert forsiktig med tanke pé & forhindre kontaminering av polymerase-
kjiedereaksjoner med syntetisk kontrollmateriale. Vi anbefaler at du bruker
egne, tilpassede pipetter til & klargjere reaksjonsblandinger og tilsette
DNA-templat. Klargjeringen og pipetteringen av reaksjonsblandinger ma
utferes i et annet omrdde enn der templat tilsettes. Rotor-Gene Q-rer md
ikke &pnes etter at PCR-analyseringen er fullfert. Dette for & forhindre
laboratoriekontaminering med materiale etter PCR-analysen.

B Reagenser for therascreen BRAF RGQ PCR-settet er optimalt fortynnet.
Videre fortynninger av reagenser anbefales ikke, da dette vil pavirke
ytelsen negativt. Det er ikke anbefalt & bruke mindre enn 25 pl reaksjons-
volum, da dette vil ke risikoen for falske negative resultater.

B Alle reagenser i therascreen BRAF RGQ PCR-settet settes sammen spesifikt
for & f& optimal ytelse. Alle reagenser som falger med therascreen BRAF
RGQ PCR-settet skal bare brukes med de andre reagensene i det samme
therascreen BRAF RGQ PCR-settet. Reagensene i settet ma ikke erstattes
med andre produkter dersom optimal ytelse skal opprettholdes.

B Kun Tag DNA-polymerase (Taq) vedlagt i settet skal benyttes. Bytt ikke ut
med Tag DNA-polymerase fra andre sett av samme eller en annen type,
eller med Tag DNA-polymerase fra en annen leverander.

Oppbevaring og handtering av reagenser

therascreen BRAF RGQ PCR-settet sendes pé terris og md fortsatt vaere frosset
ved ankomst. Dersom innholdet i therascreen BRAF RGQ PCR-settet ikke er
frosset ved ankomst, hvis den ytre pakningen er &pnet under frakt, hvis forsen-
delsen ikke inneholder en pakkseddel, brukerhéndbok eller reagenser, mé du
kontakte QIAGENS tekniske tieneste i ditt land eller den lokale distributeren
(se baksiden eller www.qgiagen.com).

therascreen BRAF RGQ PCR-settet skal umiddelbart etter mottak plasseres i en
mark fryser som holder en konstant temperatur pd mellom -15 °C og -30 °C -
Scorpions (dette gjelder alle fluorescensmerkede molekyler) ma beskyttes mot lys
for & unngé fotobleking og tap av ytelse.

Settet er stabilt frem til utlepsdatoen nér det oppbevares under anbefalte
oppbevaringsbetingelser i originalemballasjen. Gjentatt tining og frysing ber
unngds. Maks. 6 frysetiningssykluser kan benyttes.
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Oppbevaring og handtering av prover
Merk: Alle praver kan vaere smittefarlige og mé behandles deretter.

Pravematerialet mé vaere humant genomisk DNA, ekstrahert fra formalinfiksert
og parafinlagret (FPPE) vev. Pravene ma transporteres i henhold til standard
patologimetodologi for & sikre pravekvalitet.

Tumorpraver er ikke-homogene, og data fra en tumorpreve stemmer kanskje
ikke overens med andre snitt fra samme tumor. Tumorpraver kan ogsd@ inneholde
vev som ikke er fra tumoren. DNA fra vev som ikke stammer fra tumoren, antas
4 ikke inneholde mutasjoner detektert med therascreen BRAF RGQ PCR-settet.
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Prosedyre

DNA-ekstraksjon og klargjering

Ytelseskarakteristikkene for therascreen BRAF RGQ PCR-settet er opprettet
ved & bruke DNA ekstrahert med QlAamp DNA FFPE-vevssettet (QIAGEN,
katalognr. 56404). Hvis QlAamp DNA FFPE-vevssettet brukes, ma DNA-
ekstrasjonen skje i henhold til instruksjonene i héndboken med spesielt
fokus pa felgende:

B FFPE-snitt m& legges pd glassplater.

B Overfledig parafin mé& skrapes vekk rundt vevssnitt med en ny, steril
skalpell.

B Skrap vevssnitt inn i mikrosentrifugerer ved hjelp av en ny skalpell for hver
preve som skal ekstraheres.

B Renset genomisk DNA skal elueres i 120-200 pl ATE-buffer (falger med
QlAamp DNA FFPE-vevssettet). Renset genomisk DNA skal oppbevares ved
-15 °C til =30 °C,

DNA-vurderinger ma baseres pa kontrollreaksjonsblandingen (CTRL) som leveres
med therascreen BRAF RGQ PCR-settet, og dette kan vaere forskjellig fra kvantifi-
sering basert p& absorbansavlesninger. Ekstra kontrollreaksjonsblanding (CTRL)

falger med for & vurdere kvaliteten og mengden av DNA i pravene fer analyse
med therascreen BRAF RGQ PCR-settet.

Merk: For & sikre at det er nok DNA for analyse, er det anbefalt & samtidig
fremstille minst to FFPE-objektglass i det farste tilfellet og vurdere det sammen
med kontrollanalysen. Hvis det innhentes utilstrekkelig med DNA for PCR, kan
flere objektglass ekstraheres og DNA samles.

Merk: FFPE-snitt m& vaere minst 5 pm tykke for & sikre nok DNA til analysen.

Alle analyser i therascreen BRAF RGQ PCR-settet genererer korte PCR-produkter.
therascreen BRAF RGQ PCR-settet vil imidlertid ikke virke pé& kraftig fragmentert
DNA.
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Protokoll: Provevurdering

Denne protokollen brukes til & fé tilgang til totalt amplifiserbart DNA i prever
ved & bruke BRAF CE Sample Assessment Locked Template (therascreen BRAF
CE-prevevurdering med last templat) (analysepakken) for automatisk prave-
vurdering.

Merk: Les mer om manuell pravevurdering i “Vedlegg |: Manuell protokoll for
therascreen BRAF RGQ PCR-sett”, side 55.

Viktige punkter for du starter
B Lles “Generelle forholdsregler” pa side 11 far du starter prosedyren.

B Ta deg god tid til & bli kjient med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet far du
starter protokollen. Se instrumentets bruksanvisning.

W lkke vorteks Tag DNA-polymerase (Tag) eller andre blandinger som
inneholder Tag DNA-polymerase, da dette kan fordrsake inaktivering av
enzymet.

B Pipetter Tag DNA-polymerase (Taq) ved & plassere pipettespissen rett under
vaeskeoverflaten for & unngéd at spissen dekkes av overskytende enzym.

B Opptil 24 prever kan vurderes med Control Reaction Mix
(kontrollreaksjonsblanding — CTRL) som er tilgjengelig.

Dette ma du gjere for du starter

B Kontroller at therascreen BRAF Assay Package-programvaren er installert
for Rotor-Gene Q-instrumentet tas i bruk ferste gang (se “Vedlegg II:
Installasjon av therascreen BRAF Assay Package”, side 83).

B For bruk ma dlle reagenser tines i minst én time i romtemperatur
(15-25 °C), blandes ved & snu rerene 10 ganger, og sentrifugeres en kort
stund for & samle innholdet nederst i roret.

B Kontroller at Tag DNA-polymerase (Tag) holder romtemperatur (15-25 °C)
for hver bruk. Sentrifuger raret en kort stund for & samle enzymet i bunnen
av rgret.

Prosedyre

1. Tin kontrollreaksjonsblandingen (CTRL), vann for ikke-templatkontroll (NTC)
og positiv kontroll (PC) ved romtemperatur (15-25 °C) i minst én time. Nar
reagensene er tint, skal de blandes ved & vende hvert rer 10 ganger for
@ unnga lokale konsentrasjoner av salter. Sentrifuger deretter rerene en
kort stund for & samle innholdet nederst i reret.

Handbok for therascreen BRAF RGQ PCR-sett 06/2016 15



2.

Klargjer egnede blandinger av Master Mix (kontrollreaksjonsblanding
[CTRL] pluss Tag DNA-polymerase [Taql) for DNA-pravene, en positiv
kontrollreaksjon og en ikke-templatkontroll-reaksjon i henhold til mengdene
som er angitt i tabell 2. Inkluder reagenser for 1 prove, slik at det vil vaere
nok til PCR-oppsettet.

Master Mix inneholder alle komponentene som er nedvendige PCR, unntatt
proven.

Tabell 2. Klargjering av Master Mix* for kontrollanalyse

Komponent Volum

Kontrollreaksjonsblanding (CTRL) 19,5 pl x (n+1)*
Tag DNA-polymerase (Taq) 0,5 pl x (n+1)*
Totalt volum 20,0 pl/reaksjon

* n = antall reaksjoner (praver pluss kontroller). Né&r Master Mix skal klargjeres, ma

du klargjere nok til én ekstra preve (n+1) for & ha nok til PCR-oppsettet. Verdien n
mé ikke overskride 26 (24 praver pluss 2 kontroller).

Bland Master Mix grundig (ved & pipettere forsiktig opp og ned 10 ganger).
Plasser riktig antall remser med rer i lasteblokken i henhold til oppsettet
i figur 1. Tilsett 20 pl Master Mix i hvert PCR-rer umiddelbart.

La lokkene ligge i plastbeholderen til de skal brukes. Ved pravevurdering
ber Master Mix for kontrollanalyse tilsettes i én positiv kontrollbrann, én
negativ kontrollbrann og én brann for hver prove.

Analyse

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

Figur 1. Oppsett av prevevurderingsanalyser i lasteblokken. Tallene angir posisjoner
i lasteblokken og indikerer endelig rotorposisjon.
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4. Tilsett umiddelbart 5 pl vann for ikke-templatkontrollen (NTC) til ikke-
templatkontrollreret (PCR-rer nr. 2), og sett lokk pa reret. Tilsett 5 pl av hver
prove til praverarene (PCR-rer nr. 3-26), og sett lokk pa rerene. Tilsett 5 pl
BRAF positiv kontroll (PC) til det positive kontrollreret (PCR-rer nr. 1), og sett
lokk pa roret.

Merk lokkene pé rerene, slik at de viser hvilken retning rerene skal settes inn
i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

5. Nar det er satt lokk pa alle PCR-rerene, ser du over at rerene er fylt, for
a sikre at proven er tilsatt alle rerene.

6. Vend alle PCR-rerene (4 ganger) for a blande prevene og reaksjons-
blandingene.

7. Plasser remsene med PCR-ror i de aktuelle posisjonene i rotoren med
72 bronner (figur 1). Hvis rotoren ikke er fullsatt, ma alle tomme posisjoner
i rotoren fylles med et tomt rer med pasatt lokk.

8. Sett umiddelbart rotoren med 72 brenner inn i Rotor-Gene Q MDx-
instrumentet. Se til at laseringen (tilbehor til Rotor-Gene Q-instrumentet)
er plassert gverst pa rotoren for & sikre rerene under analyseringen.

9. Start programvaren for Rotor-Gene Q-serien ved a dobbeltklikke pa ikonet
“therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (therascreen
BRAF CE-provevurdering med last templat) pa skrivebordet til den baerbare
datamaskinen som er koblet til Rotor-Gene Q MDx-instrumentet (se figur 2).

Lt

therascreen

Template

Figur 2. Ikonet “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (therascreen BRAF
CE-provevurdering med last templat).
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10. Fanen “Setup” (Oppsett) vises som standard (figur 3). Kontroller at lase-
ringen er forsvarlig festet, og merk av i boksen “Locking Ring Attached”
(Lasering festet). Lukk lokket pa Rotor-Gene Q-instrumentet.

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

g have be d, cick St I57 _iwhn |

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

Figur 3. Fanen “Setup” (Oppsett) (1) og boksen “Locking Ring Attached” (Lasering festet) (2).
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11. Legg inn analyse-ID i feltet “Run ID” (Analyse-ID) i henhold til de lokale
navnereglene. Legg inn prevenavnet i feltet “Sample Name” (Prevenavn)
i henhold til de lokale navnereglene, og trykk pa returtasten. Provenavnet
legges til i provelisten nedenfor, og preven tilordnes en “Sample ID”
(Prove-ID) (1, 2, 3 osv.). | tillegg blir feltet “Layout of the pipetting adapter
(Oppsett for pipetteringsadapter) til hoyre oppdatert med prevenavnet
(figur 4).

Merk: Pravenavn som lagres i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-pravefil) eller
*.csv (kommaseparerte verdier), kan alternativt importeres ved hjelp av
knappen “Import Samples” (Importer praver). Pravenavnene vil bli fylt ut
automatisk med denne metoden.

/4

Merk: Kontroller i feltet “Layout of the pipetting adapter” (Oppsett for
pipetteringsadapter) at det tilfayde prevenavnet er uthevet og vises i en
annen farge, og at pravenavnet er i praveposisjonen (figur 4).

Merk: Hvis pravenavn har mer enn 8 tegn, er det ikke alltid hele navnet
vises i feltet “Layout of the pipetting adapter” (Oppsett for pipetterings-
adapter).

Y _anr-ﬁ_n_n qwm..:mmo{ - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Ternplate 2014-05-12 (1) - [BRAF Anabpsin]
File  Help

b4
Setup 1 | ]

Thes screen displays miscellanaous sebup ophons Ior he 1un, Complets the feids and clck St Fiun when you e ready 1o begn the nn

Motes
Kit Hame: therascrenn BRAF RGO Haotor [
PCR KR

¥ Locking Rirg Atached

Template Verson ana

"When e nun setings have been confimed clck St Funto begn thenn. 57 StatRun |

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

Figur 4. Inntasting av “Run ID” (Analyse-ID) og “Sample Name” (Provenavn). (1 = feltet
“Run ID” (Analyse-ID), 2 = “Sample Name” (Prgvenavn), 3 = proveliste, 4 = feltet “Layout
of the pipetting adapter” (Oppsett for pipetteringsadapter), 5 = knappen “Import Samples”
(Importer praver).)
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12. Gjenta trinn 11 for & legge inn navnene pa alle ytterligere prover (figur 5).
Merk: Nér du skal redigere et pravenavn, klikker du pa “Sample Name”
(Prevenavn) i pravelisten. Den valgte praven vises i feltet “Sample Name”
(Prevenavn) ovenfor. Rediger pravenavnet i henhold til lokale navneregler,
og trykk pé returtasten for & oppdatere navnet.

7 Rotor Gene Q Sered SR VRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Aisement Locked Template 2014-00-12 (1) - [67AF Ayl — = ]
Fite  Help L ®x
futw -E-!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 .
MNotes :
Kt Hame: :ﬂl&arwﬁ&“ﬁﬁﬂ Rotor: (55| sciing Ring Anacked [

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

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

Figur 5. Inntasting av ytterligere pravenavn i feltet “Sample Name” (Prevenavn). (1 = feltet
“Sample Name” (Prevenavn), 2 = preveliste, 3 = feltet “Layout of the pipetting adapter”
(Oppsett for pipetteringsadapter).)

|
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13. Nér alle preavenavnene er lagt inn, kontrollerer du at de er riktige. Legg om
nedvendig til eventuell tilleggsinformasjon i feltet “Notes” (Notater), og klikk
pa knappen “Start Run” (Start analyse) (figur 6).
Merk: Hvis en rotorposisjon er tom, vises en “Warning” (Advarsel) (figur 6)
for & minne brukeren pd at alle ubrukte posisjoner i rotoren ma fylles med
et tomt rer med lokk. Kontroller at alle rotorposisjoner er fylt med et tomt
rer med lokk, og klikk p& “OK” for & fortsette.

" Hlokor-Gene Q Sevies Soltware VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 {1} - [BRAF Analysis] = [ IR |
Fie He -
view ey
Setup | n Prog
Thas scrmen chsplages miscallneous tebup plions s the run, Comelebe the fekd: and cick S Flun when yeus are st b begn the 1
Hotes ;
Kt Hama: thetsseoen BRAF RGO Rotor: [ . e =R~
b ¥ Locking Rling Amachad
Tomplate Voo 311
Fun 1D [y re—— Lot o the ppettng sdspien
e Sanpls |
Samplex
SomgleName: | f
Q Seres Software e |
Samole 1D | Saemgle Hae = = = 2
T Sorngie 1
£ Suih 2 Warning - There are unuved Rotor Tubes.
3 Samgle 3
4 Sarvie & Pleste Gl o unused portions with empty tubes.
5 Sampie S Do you with to continue?
Sugle §
T Sarrgle T
8 Sampie 8
oK I |
T
Pty
Samp
Cenbe
Podkon 7
Sample 5
_ "
2 Sample &
Contrd
‘wihen e run setings have been confimed, chck. Start Flur 10 begn the run I (L | I

Retrfens O Senes Sotware 231 Fheaicreen BRAF Module VIRTUAL MODE | Cusent Uiser: GLOBAL Tirrenerd [Admriststors]

Figur 6. Feltet “Notes” (Notater) (1), knappen “Start Run” (Start analyse) (2) og “Warning”
(Advarsel) om ubrukte rotorposisjoner (3).

|
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14. Vinduet “Save As” (Lagre som) vises. Velg et relevant filnavn, og lagre PCR-
analysen som en *.rex-analysefil pa ensket sted ved a klikke pa knappen
“Save” (Lagre) (figur 7).

[ Save As ﬁ
-— _ —

@-\Jd “{ » Favorites - |+, I search Favorites 2

| 5 .

| Organize = i 2 l@'

t

| 457 Favorites Desktop | Downloads
Shortcut Shortcut
B Desktop ! 451 bytes IJ} 854 bytes
& Downloads
% Recent Places
4 Libraries

1M Computer

1 — € Network

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

Figur 7. Lagring av analysefilen. (1 = vinduet “Save As” (Lagre som), 2 = feltene “File Name”
(Filnavn) og “Save as type” (Lagre som type), 3 = knappen “Save” (Lagre).)
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15. PCR-analysen starter.

Merk: Nér analyseserien starter, apnes fanen “Run Progress” (Analyse-
fremdrift) automatisk for & vise temperaturregistrering og resterende
analyseringstid (figur 8).

1

Rotor-Gene O Senes Soltware VITLAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Fermplate 2014-09012 (1) - [BRAF Anabpsia]. ™ E=stof x|
File  Help ~imin
=i e
Sk 1 fin Progpess ]
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
]
0
k5
E0
[0
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” (Analysefremdrift).
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16. Nér analysen er ferdig, apnes fanen “Analysis” (Analyse) automatisk.
Merk: Hvis fanen “Analysis” (Analyse) ikke &pnes av seg selv, klikker du
pd fanen “Analysis” (Analyse) (figur 9).

Merk: Du finner en beskrivelse av beregningsmetoden i avsnittet “Tolkning
av resultater”, side 38.

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

Contiol flun Sanple Ao Table:

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

2 NTC Contrad ik

3 Wik

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

Figur 9. Fanen “Analysis” (Analyse) og rapportering av resultater. (1 = Fanen “Analysis”
(Analyse), 2 = “Sample Result Table” (Tabell for praveresultater).)

17. Kontrollresultater rapporteres som vist i “Sample QC Result Table” (Tabell
for provekontrollresultater) (figur 9).
B Analysekontroller (PC og NTC, henholdsvis rerposisjon 1 og 2). Hvis
resultatene er innenfor akseptable omréder, vil “Valid” (Gyldig) vises.
Hvis ikke vises resultatet “Invalid” (Ugyldig).

B Provekontrollreaksjon-Cr>32,00 vil vise “Invalid” (Ugyldig). Kvantitet av
DNA er ikke tilstrekkelig for mutasjonsanalyse. Test praven pé nytt. Hvis
kvantiteten av DNA fortsatt er utilstrekkelig, mé& du ekstrahere mer tumor-
vev hvis det lar seg gjere (se “Feilsekingsveiledning” pa side 39).

B Provekontrollreaksjon-Ci<21,95 vil vise “Invalid” (Ugyldig). DNA-konsen-
trasjon er for hay for mutasjonsanalyse. Fortynn med nukleasefritt vann til
fortynning (Dil.) og test p& nytt. Fortynn til en Cr p& 21,95-32,00. En 1:1-
fortynning gker Crverdien med ca. 1,0.
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B Provekontrollreaksjon Cr med 21,95-32,00 (21,95 < kontroll
Cr < 32,00) vil vise “Valid” (Gyldig). DNA-konsentrasjonen er
egnet for mutasjonsanalyse.

Merk: Hvis du blir ngdt til & ekstrahere eller fortynne mer, mé& kontroll-
reaksjonen gjentas for & bekrefte at DNA-konsentrasjonen er egnet for bruk.

18. Rapportfiler kan genereres ved & klikke pa knappen “Report” (Rapport).
Vinduet “Report Browser” (Rapportfunksjon) vises. Velg “BRAF CE Analysis
Report” (BRAF CE analyserapport) under “Templates” (Templater), og klikk
pa knappen “Show” (Vis) (figur 10).

Merk: Rapporter kan lagres p& et annet sted i Web Archive-format ved
& klikke p& knappen “Save As” (Lagre som) everst til venstre i 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 Fi reriy

Conbiol Run Sangle Aesull T able:

[Rotx Gene O Senms Solwpe 231 thessicinen BRAF Modde VIRTUAL MOOE  Cumerd User GLDBAL e (Admwustestons]

Figur 10. Velge “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE-analyserapport). (1 = knappen “Report”
(Rapport), 2 = “Report Browser” (Rapportleser), 3 = “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE-
analyserapport), 4 = knappen “Show” (Vis).)

|
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Protokoll: Deteksjon av BRAF-mutasjon

Denne protokollen gjelder deteksjon av BRAF-mutasjoner. Sa& snart en prave har
bestatt pravevurderingen, kan den testes med BRAF-mutasjonsanalysene ved
hielp av automatisert programvare.

Merk: Les mer om manuell mutasjonsdeteksjon i “Vedlegg |: Manuell protokoll
for therascreen BRAF RGQ PCR-sett”, side 55.

Viktige punkter for du starter
B Lles “Generelle forholdsregler” pa side 11 far du starter prosedyren.

B Ta deg god tid til & bli kjent med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet far du
starter protokollen. Se instrumentets bruksanvisning.

B lkke vorteks Tag DNA-polymerase (Tag) eller andre blandinger som
inneholder Tag DNA-polymerase, da dette kan forarsake inaktivering av
enzymet.

M For & f& en effektiv bruk av therascreen BRAF RGQ PCR-settet, m& pravene
deles inn i batcher pd minst 6. Mindre batchstarrelser innebaerer at feerre
prover kan testes med therascreen BRAF RGQ PCR-settet.

B Pipetter Tag DNA-polymerase (Taq) ved & plassere pipettespissen rett under
vaeskeoverflaten for & unngé at spissen dekkes av overskytende enzym.

Dette ma du gjere for du starter

B Kontroller at therascreen BRAF Assay Package-programvaren er installert
for Rotor-Gene Q-instrumentet tas i bruk ferste gang (se “Vedlegg |: Manuell

protokoll for therascreen BRAF RGQ PCR-sett”, side 55).

B For bruk ma alle reagenser tines i minst én time i romtemperatur
(15-25 °C), blandes ved & snu rerene 10 ganger, og sentrifugeres en kort
stund for & samle innholdet nederst i roret.

B Kontroller at Tag DNA-polymerase (Tag) holder romtemperatur (15-25 °C)
for hver bruk. Sentrifuger raret en kort stund for & samle enzymet i bunnen
av rgret.

Prosedyre

1. Tin reaksjonsblandingene, vann for ikke-templatkontroll (NTC) og BRAF
positiv kontroll (PC) ved romtemperatur (15-25 °C) i minst én time. Nar
reagensene er tint, skal de blandes ved & vende hvert rer 10 ganger for
a unnga lokale konsentrasjoner av salter. Sentrifuger deretter rerene en
kort stund for @ samle innholdet nederst i roret.
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2. Klargjer egnede blandinger av Master Mix (reaksjonsblanding pluss Taq
DNA-polymerase [Taq]) for DNA-prevene, en positiv kontrollreaksjon og
en ikke-templatkontroll-reaksjon i henhold til mengdene som er angitt
i tabell 3. Inkluder reagenser for 1 prove, slik at det vil vaere nok til PCR-

oppsettet.

Master Mix inneholder alle komponentene som er nadvendige for PCR,

unntatt praven.

Tabell 3. Klargjering av Master Mix for analyse*

Mengde Taq DNA-
Analyse Reaksjonsblandingsvolum  polymerase (Taq)
Kontroll 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600R 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

*

klargjere nok til én ekstra preve (n+1) for & ha nok til PCR-oppsettet.

n = antall reaksjoner (praver pluss kontroller). Nér Master Mix skal klargjeres, mé du

3. Bland Master Mix grundig (ved & pipettere forsiktig opp og ned 10 ganger).
Plasser riktig antall remser med rer i lasteblokken i henhold til oppsettet
i figur 11. Tilsett 20 pl Master Mix umiddelbart til hvert PCR-rer (felger

ikke med).

La lokkene ligge i plastbeholderen til de skal brukes.
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Kontroller Prevenummer
Analyse PC | NTC | 1 2 3 4 5 6 7
Kontroll 1 9 17 | 25 | 33 | 41 | 49 | 57 | 65
V600E/Ec 2 10 | 18 | 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66
V600D 3 11 19 | 27 | 35 | 43 51 59 | 67
V600K 4 12 | 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
V600R 5 13 21 29 37 | 45 | 53 61 69

Figur 11. Oppsett av kontroll- og mutasjonsanalyser i lasteblokken. Tallene angir plassering
i lasteblokken og indikerer endelig rotorposisjon.

4.

28

Tilsett 5 pl vann umiddelbart for ikke-templatkontrollen (NTC) til ikke-
templatkontrollens PCR-rer (PCR-rer nr. 9-13), og sett lokk pa rerene.

Tilsett 5 pl av hver prove til praverarene (PCR-rer nr. 17-21, 25-29, 33-37,
41-45, 49-53, 57-61 og 65-69), og sett lokk pa rerene. Tilsett 5 pl BRAF
positiv kontroll (PC) til rerene med positiv kontroll (PCR-rer nr. 1-5), og sett
lokk pé rerene. Hver DNA-prave ma kontrolleres med bade kontrollen og
alle mutasjonsanalysene.

Merk lokkene pa rerene, slik at de viser hvilken retning rarene skal settes
inn i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Nér det er satt lokk pa alle PCR-rerene, ser du over at rerene er fylt, for
a sikre at proven er tilsatt alle rerene.

Vend alle PCR-rerene (4 ganger) for & blande prevene og reaksjons-

blandingene.

Plasser remsene med PCR-ror i de aktuelle posisjonene i rotoren med

72 bronner (figur 11).

Maks. 7 prever kan inkluderes i hver PCR-analyse. Hvis rotoren ikke er
fullsatt, ma alle tomme posisjoner i rotoren fylles med et tomt rer med

pasatt lokk.

Sett umiddelbart rotoren med 72 bronner inn i Rotor-Gene Q MDx-
instrumentet. Se til at laseringen (tilbehor til Rotor-Gene Q-instrumentet)

er plassert gverst pa rotoren for a sikre rerene under analyseringen.
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Start Rotor-Gene Q-programvaren og dpne samtidig templatet ved
a dobbeltklikke pa ikonet “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked
Template” (therascreen BRAF CE-mutasjonsanalyse med last templat)

pa skrivebordet pa datamaskinen som er koblet il Rotor-Gene Q-
instrumentet (figur 12).

bt

therascreen

BRAF CE
Mutation
Analysis
Locked
Temnplate

Figur 12. lkonet “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template” (therascreen BRAF
CE-mutasjonsanalyse med last templat).

10. Fanen “Setup” (Oppsett) vises som standard (figur 13). Kontroller at lase-

ringen er forsvarlig festet, og merk av i boksen “Locking Ring Attached”
(Lasering festet). Lukk lokket pa Rotor-Gene Q-instrumentet.

Fator-Gene Q_smn sé!hw- VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis]
Fie Help

=
.I Setup |

his scomen dinglays mecellanecin tetug options: o the s Complete the fiekds and chck Slart Flum when you are teady 1o begn the

.....

‘Wwihen thee un »

enn  [[FF _ SatBun

Fioipt{iene 0 Seves Soltware 231

thesascroen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User. GLDBAL T (Admwrwhston |

Figur 13. Fanen “Setup” (Oppsett) (1) og boksen “Locking Ring Attached” (Lasering festet) (2).
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11. Legg inn analyse-ID i feltet “Run ID” (Analyse-ID) i henhold til de lokale
navnereglene. Legg inn prevenavnet i feltet “Sample Name” (Prevenavn)
i henhold til de lokale navnereglene, og trykk pa returtasten. Provenavnet
legges til i provelisten nedenfor, og preven tilordnes en “Sample ID”
(Prove-ID) (1, 2, 3 osv.). | tillegg blir feltet “Layout of the pipetting adapter
(Oppsett for pipetteringsadapter) til hayre oppdatert med prevenavnet
(figur 14).

Merk: Provenavn som lagres i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-provefil) eller
*.csv (kommaseparerte verdier), kan alternativt importeres ved hjelp av
knappen “Import Samples” (Importer praver). Pravenavnene vil bli fylt ut
automatisk med denne metoden.

/4

Merk: Kontroller i feltet “Layout of the pipetting adapter” (Oppsett for
pipetteringsadapter) at det tilfayde pravenavnet er uthevet og vises i en
annen farge, og at alle analyser i kolonnen under pravesirkelen er uthevet

(figur 14).
Merk: Du kan legge til maks. 7 praver. Prave-ID-ene (i provesirklene)

tilordnes automatisk fra 1 til 7.

Merk: Hvis pravenavn har mer enn 8 tegn, er det ikke alltid hele navnet
vises i feltet “Layout of the pipetting adapter” (Oppsett for pipetterings-
adapter).
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Figur 14. Inntasting av “Run ID” (Analyse-ID) og “Sample Name” (Prevenavn). (1 = feltet
“Run ID” (Analyse-ID), 2 = “Sample Name” (Pravenavn), 3 = preveliste, 4 = feltet “Layout of
the pipetting adapter” (Oppsett for pipetteringsadapter) 5 = uthevet pravesirkel og kolonnen
med 5 analyser under feltet, 6 = knappen “Import Samples” (Importer prover).)
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12. Gjenta trinn 11 for & legge inn navnene pa alle ytterligere prover (figur 15).

Merk: Nér du skal redigere et pravenavn, klikker du pa “Sample Name”
(Prevenavn) i pravelisten. Den valgte praven vises i feltet “Sample Name”
(Prevenavn) ovenfor. Rediger pravenavnet i henhold til lokale navneregler,
og trykk pé returtasten for & oppdatere navnet.
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Figur 15. Inntasting av ytterligere pravenavn i feltet “Sample Name” (Prevenavn). (1 = feltet
“Sample Name” (Prevenavn), 2 = preveliste, 3 = feltet “Layout of the pipetting adapter”
(Oppsett for pipetteringsadapter).)
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13. Nér alle pravenavnene er lagt inn, kontrollerer du at de er riktige. Legg om
nedvendig til eventuell tilleggsinformasjon i feltet “Notes” (Notater), og klikk
pa knappen “Start Run” (Start analyse) (figur 16).
Merk: Hvis en rotorposisjon er fom, vises en “Warning” (Advarsel) (figur 16)
for @ minne brukeren pé at alle ubrukte posisjoner i rotoren ma fylles med
et tomt rer med lokk. Kontroller at alle rotorposisjoner er fylt med et tomt rer
med lokk, og klikk pa “OK" for & fortsette.

“Rotor Gene Q Series Softmare VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anabyis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] SIEHNE)
iew sssas
me
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Kit Hame: S BAAR B LU ey ] ] =
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o & Poskon Posi Postion 33 | Posibon D witan 57
- PL T S : g "
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Sample Home: [Sampie 6
Sanhe 1D | Sample Name
¥ Sample 1
Py
3 Sangle 3
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6 Sapie &
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Figur 16. Feltet “Notes” (Notater) (1), knappen “Start Run” (Start analyse) (2) og “Warning”
(Advarsel) om ubrukte rotorposisjoner (3).

|
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14. Vinduet “Save As” (Lagre som) vises. Velg et relevant filnavn, og lagre
PCR-analysen som en *.rex-analysefil pa ensket sted (figur 17).

@\:}d w{ » Favorites v |4y || search Faverites 2
Organize v =T - (7]

4 .1 Favorites Desktop Downloads
|| Shortcut Shortcut
= ooy e 3

B 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 av analysefilen. (1 = vinduet “Save As” (Lagre som), 2 = feltene “File Name”
(Filnavn) og “Save as type” (Lagre som type), 3 = knappen “Save” (Lagre).)
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15. PCR-analysen starter.

Merk: Nér analyseserien starter, apnes fanen “Run Progress” (Analyse-
fremdrift) automatisk for & vise temperaturregistrering og resterende
analyseringstid (figur 18).

1
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Figur 18. Fanen “Run Progress” (Analysefremdrift) (1).

|
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16. Nér analysen er ferdig, apnes fanen “Analysis” (Analyse) automatisk.
Merk: Hvis fanen “Analysis” (Analyse) ikke &pnes av seg selv, klikker du
pd fanen “Analysis” (Analyse) (figur 19).

Merk: Du finner en beskrivelse av beregningsmetoden i avsnittet “Tolkning
av resultater”, side 38.
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R
-
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Figur 19. Fanen “Analysis” (Analyse) og rapportering av resultater. (1 = fanen “Analysis”
(Analyse), 2 = feltet “Run Controls, Positive Control” (Analysekontroller, positiv kontroll),
3 = feltet “Run Controls, Negative Control” (Analysekontroller, negativ kontroll), 4 = feltet
“Sample Result Table” (Tabell for preveresultater), 5 = feltet “Mutation Status” (Mutasjons-
status).)

17. Analyseresultater rapporteres som felger (figur 19):

M Feltet “Run Controls, Positive Control” (Analysekontroller, positiv
kontroll). Hvis resultatene er innenfor akseptable omréder, vil “Positive
Control Status” (Positiv kontrollstatus) vise “Valid” (Gyldig). Hvis ikke,
vises “Invalid” (Ugyldig).

Ill

M Feltet “Run Controls, Negative Control” (Analysekontroller, negativ
kontroll). Hvis bade “NTC” og “Internal Control” (Internkontroll) er
innenfor akseptable omréder, vil “Negative Control Status” (Negativ
kontrollstatus) vise “Valid” (Gyldig). Hvis ikke, vises “Invalid” (Ugyldig).
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B Feltet “Sample Result Table” (Tabell for preveresultater). For mutasjons-

positive prever rapporteres spesifikke mutasjoner under kolonnen “BRAF
Mutation Status” (BRAF mutasjonsstatus).

18. Rapportfiler kan genereres ved & klikke pa knappen “Report” (Rapport).
Vinduet “Report Browser” (Rapportfunksjon) vises. Velg “BRAF CE Analysis
Report” (BRAF CE analyserapport) under “Templates” (Templater), og klikk
pa knappen “Show” (Vis) (figur 20).

Merk: Rapporter kan lagres p& et annet sted i Web Archive-format ved
& klikke pé& knappen “Save As” (Lagre som) everst til venstre i hver rapport.
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Figur 20. Velge “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE-analyserapport). (1 = knappen “Report”

(Rapport), 2 = feltet “Report Browser” (Rapportleser), 3 = knappen “BRAF CE Analysis Report”
(BRAF CE-analyserapport), 4 = knappen “Show” (Vis).)
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Tolkning av resultater (automatisk)

Tolkning av analyse- og mutasjonsfunn foretas automatisk av therascreen BRAF
Assay Package med en gang en analysering er fullfert. Falgende informasjon
beskriver hvordan therascreen BRAF Assay Package tolker analyse- og
mutasjonsfunn.

Merk: Les mer om manuell analyse i “Vedlegg I: Manuell protokoll for
therascreen BRAF RGQ PCR-sett”, side 55.

PCR-syklusen der fluorescensen fra en bestemt reaksjon krysser en terskelverdi,
defineres som Cr-verdien. Crverdier indikerer kvantiteten av spesifikt input-DNA.
Lave Crverdier indikerer hayere input-DNA-nivaer, og haye Crverdier indikerer
lavere input-DNA-nivéer. Reaksjoner med en Crverdi klassifiseres som positiv
amplifikasjon.

Rotor-Gene Q-programvaren interpolerer fluorescenssignaler mellom to hvilke
som helst registrerte verdier. Cr-verdiene kan derfor vaere ethvert reelt tall (ikke
begrenset til heltall) innenfor omradet O til 40.

Terskelverdiene for de grenne og gule kanalene i therascreen BRAF RGQ PCR-
settet er satt til henholdsvis 0,15 og 0,05 relative fluorescensenheter. Disse
verdiene konfigureres automatisk i therascreen BRAF-analysepakken.

Analysekontrollene (positiv kontroll, NTC og internkontroller) vurderes for & sikre
at det oppnds akseptable Cr-verdier og at reaksjonene fungerer som de skal.

ACr-verdier for praver beregnes for hver mutasjonsanalyse med ligningen:
ACr = [mutasjonsanalyse-Cr-verdi] — [kontrollanalyse-Cr-verdi]

Praver klassifiseres som mutasjonspositive hvis de gir en ACr som er mindre enn
eller lik cutoff-ACrverdien for praven. Over denne verdien kan preven enten
inneholde mindre enn den mutasjonsprosenten som kan detekteres av
therascreen BRAF RGQ PCR Kit (utenfor analysenes grense), eller praven kan
vaere mutasjonsnegativ, noe som vil bli rapportert som “No Mutation Detected”
(Ingen mutasjon detektert).

Ingen amplifikasjon i mutasjonsreaksjoner vil bli registrert som “No Mutation
Detected” (Ingen mutasjon detektert). ACr-verdier beregnet fra bakgrunns-
amplifikasjon forventes & vaere starre enn cutoff-ACrverdiene, og preven

vil bli klassifisert som “No Mutation Detected” (Ingen mutasjon detektert).

Analyseresultatene vises som “Mutation Detected” (Mutasjon detektert), “No
Mutation Detected” (Ingen mutasjon detektert), “Invalid” (Ugyldig) eller, hvis en
analysekontroll mislykkes, “Run Control Failed” (Analysekontroll mislyktes). For
de mutasjonspositive pravene vil spesifikke mutasjoner bli rapportert i henhold til
kryssreaktivitetslogikken i “Tabell 8. F& frem pravemutasjonsstatus” pé& side 50.
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Andre mulige resultater kan vises som beskrevet i “Protokoll: Pravevurdering”
pd side 15, “Protokoll: Deteksjon av BRAF-mutasjon” pa side 26 og “Flagg
i therascreen BRAF Assay Package” pd side 40 i denne héndboken.

En tumor vil sjelden inneholde mer enn én mutasjon. | slike ftilfeller viser
rapporten BRAF-statusen som “Mutation Detected” (Mutasjon detektert),
men alle positive mutasjoner vil vises sammen med varselflagget
“SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE” (Preve positiv og ikke

klassifiserbar).

Feilsekingsveiledning

Denne feilsgkingsveiledningen kan vaere nyttig for & lgse problemer som kan
oppsté. Hvis du ensker mer informasjon, kan du ogsé se siden med ofte stilte
spersmal pé vart tekniske supportsenter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Forskerne ved QIAGENS tekniske avdelinger er alltid klare til & svare pa
eventuelle sparsmdl, enten det dreier seg om innholdet og protokollene i denne
handboken eller preve- og analyseteknologi (du finner kontaktinformasjon bak
pd omslaget eller ved & gé til www.qgiagen.com).

Kommentarer og forslag

Ugyldige resultater

a) Oppbevaringsforholdene for én Kontroller oppbevaringsforholdene og
eller flere komponenter stemte utlepsdatoen (se etiketten) til boksen,
ikke overens med instruksjonene og bruk om nadvendig et nytt sett.

i “Oppbevaring og handtering
av reagenser”, side 12

b) therascreen BRAF CE RGQ PCR- Kontroller oppbevaringsforholdene og
settet er utlept pd dato utlepsdatoen (se settetiketten) til
boksen, og bruk om nedvendig et nytt

therascreen BRAF RGQ PCR-sett.
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Flagg i therascreen BRAF Assay Package

Tabell 4 viser en liste over flagg som kan genereres av therascreen BRAF Assay
Package, hva de betyr, og hvilke tiltak som skal iverksettes.

Tabell 4. Flagg i therascreen BRAF Assay Package

Flagg Betydning Tiltak

PC_CTRL_ASSAY_ PCR-analyse ugyldig —
FAIL FAM Cr utenfor omréde
for positiv kontroll
i kontrollreaksjon.

PC_CTRL_INVALID_ PCR-analyse ugyldig -

DATA Fluorescensdata i positiv
kontroll (kontrollreaksjon)
kan ikke tolkes.

PC_MUTATION_  PCR-analyse ugyldig —
ASSAY_FAIL FAM Cr utenfor omréde
for en eller flere
mutasjonsreaksjoner.
PC_MUTATION_  PCR-analyse ugyldig —
INVALID_DATA Fluorescensdata i positiv
kontroll (mutasjons-
reaksjon) kan ikke tolkes.
NTC_INVALID_ PCR-analyse ugyldig —

DATA Fluorescensdata i negativ
kontroll kan ikke tolkes.

NTC_ASSAY_CT_
INVALID

PCR-analyse ugyldig —
FAM ugyldig (mindre enn
grense) for negativ
kontroll.

NTC_INT_CTRL_  PCR-analyse ugyldig -

FAIL Internkontroll over
omréde for negativ
kontroll.

Gijenta hele PCR-analysen.

Gijenta hele PCR-analysen.

Gijenta hele PCR-analysen.

Gijenta hele PCR-analysen.

Gijenta hele PCR-analysen.

Gjenta hele PCR-analysen.

Gjenta hele PCR-analysen.

Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_
LOW_CONC

SAMPLE_CTRL_FAIL

omréde for negativ
kontroll.

Prave ugyldig —
Fluorescensdata i
pravekontroll kan
ikke tolkes.

Prove ugyldig —
FAM Cs for lav i
pravekontroll.

Gyldig preve - Lav
konsentrasjon
i prevekontroll
(advarsel, ikke feil).

Prave ugyldig —
FAM Ci for hay i
prevekontrollreaksjon.

Flagg Betydning Tiltak
NTC_INT_CTRL_  PCR-analyse ugyldig - Gjenta hele PCR-analysen.
EARLY_CT Internkontroll under

Sett opp ny PCR-analyse for
& gjenta den eller de relevante
prevene.

Fortynn praven for & oke
kontroll-Cr-verdien. Denne
fortynningen skal beregnes ut
fra forutsetningen om at 1:1-
fortynning med vannet i settet
vil ke Cr med 1,0. Nér preven
er fortynnet, m& ny PCR-analyse
settes opp for & gjenta prove.

Ingen tiltak.

Sett opp ny PCR-analyse for

a gjenta preve. Hvis preven er
ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, m& praven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfares ytterligere testing.

Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

Flagg

Betydning

Tiltak

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_EARLY_
CT

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_FAIL

Prave ugyldig — HEX
Cr for lav for prove
(internkontroll).

Cr for hay (eller ingen
Cy) for intern kontroll
(HEX), og Cr for hay
(eller ingen Cr) for
kontrollanalysen

(FAM).

Sett opp ny PCR-analyse for

& gjenta preve. Hvis proven er
ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, m& praven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfgres ytterligere testing.

Sett opp ny PCR-analyse for

& gjenta preve. Hvis proven er
ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, mé& praeven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfares ytterligere testing.

42

Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

Flagg Betydning Tiltak
SAMPLE_INT_ Cr for hay (eller ingen  Hvis preven gir status for
CTRL_FAIL C1) for intern kontroll  mutasjon detektert — ingen

(HEX), og ingen Cr for tiltak.
mutasjonsanalysen

Hvis preven gir ugyldig status,
(FAM). P gir ugylaig

mé& ny PCR-analyse kjeres for
d gjenta preven.

Merk: Hvis det oppstér feil ved
bruk av intern kontroll pga.
PCR-hemming, kan en fortyn-
ning av preven redusere
effekten av hemmerne, men det
er viktig & merke seg at dette
ogsd vil fortynne mal-DNA-et.
Et rer med vann til fortynning
(Dil.) er inkludert i settet.

Hvis preven er ugyldig etter
gjentatt PCR-analyse, ma
praven ekstraheres fra ett eller
flere nye FFPE-snitt. Sett opp
ny PCR-analyse for & teste ny
ekstraksjon. Hvis den er
ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utferes ytterligere testing.

Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

Flagg

Betydning

Tiltak

SAMPLE_INT_
CTRL_EARLY_CT

SAMPLE_INVALID_
DATA

Mutasjonsrer ugyldig -
Cr HEX for lav for
preve (internkontroll).

Mutasjonsrer ugyldig -
Fluorescensdata i
internkontroll kan

ikke tolkes.

Hvis preven gir gyldig status
for mutasjon detektert — ingen
tiltak.

Hvis preven gir ugyldig status,
mé& ny PCR-analyse kjeres for
& gjenta preven. Hvis praven
er ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, m& praven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfgres ytterligere testing.

Hvis preven gir gyldig status
for mutasjon detektert — ingen
tiltak.

Hvis praven gir ugyldig status,
mé& ny PCR-analyse kjgres for
& gjenta preven. Hvis praven
er ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, mé& praven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfgres ytterligere testing.
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Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

Flagg Betydning Tiltak

SAMPLE _ Mutasjonsrer ugyldig — Hvis praeven gir gyldig status
MUTATION_ Cr FAM for lav for for mutasjon detektert — ingen
EARLY_DELTA_CT  prove. tiltak.

Hvis preven gir ugyldig status,
mé& ny PCR-analyse kjeres for
a gjenta preven. Hvis preven
er ugyldig etter gjentatt PCR-
analyse, mé& praven ekstraheres
fra ett eller flere nye FFPE-snitt.
Sett opp ny PCR-analyse for &
teste ny ekstraksjon. Hvis den
er ugyldig, skal denne andre
ekstraksjonen gjentas. Hvis
preven ikke gir et gyldig
resultat etter denne analysen,
gis preven en ubestemt
mutasjonsstatus, og det skal
ikke utfares ytterligere testing.

Tabellen fortsetter pa neste side.
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Tabell 4. Forts.

Flagg Betydning Tiltak

SAMPLE_POSITIVE_ Gyldig resultat — Et eller  Ingen ftiltak.
AND_INVALID flere mutasjonsrer for en

preve er gyldig(e) og

positiv(e), samtidig som en

eller flere mutasjoner for

samme prave er ugyldig(e)

(advarsel, ikke en feil).

Praven kalles for mutasjon
detektert pga. tilstedevae-
relsen av en mutasjon. Den
spesifikke mutasjonen som
er vist pa rapporten, vil
kanskje ikke representere
den faktiske mutasjonen
som er til stede, pga.
analysenes kryssreaktivitet.
Derfor merkes praven med
mutasjon detektert.

SAMPLE_POSITIVE_ Gyldig resultat — Mer enn  Ingen filtak.
AND_ eft mutasjonsrer er gyldig
UNCLASSIFIABLE  for samme prave.
Kombinasjonen er ikke
kompatibel med de
forventede manstrene
for kryssreaktivitet.
Se tabell 8. Selv om det
er sielden, kan preven
inneholde mer enn én
mutasjon.

Kvalitetskontroll

| henhold til QIAGENSs ISO-sertifiserte kvalitetsstyringssystem, testes hvert parti
med therascreen BRAF RGQ PCR-sett mot forhandsbestemte spesifikasjoner for
& sikre konsekvent produktkvalitet.
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Begrensninger

Resultatene fra dette produktet mé tolkes i sammenheng med alle relevante
kliniske og laboratoriemessige funn og ikke brukes som eneste grunnlag for

diagnose.

Det ble utfert valideringsstudier med humant DNA ekstrahert fra formalinfikserte

og parafinlagrede tumorpraver og syntetiske standarder egnet for hver enkelt

studie.

Produktet er validert med QlAamp DNA FFPE-vevssett fra QIAGEN.

Produktet skal kun brukes p& Rotor-Gene Q MDx-instrumenter

Handboken til therascreen BRAF RGQ PCR-settet mé falges nayaktig for & f&
mest mulig optimale resultater. Fortynning av reagenser som ikke er beskrevet

i denne handboken, anbefales ikke og vil pavirke ytelsen.

Det er viktig av prevens DNA-mengde og DNAkvalitet vurderes for praven
analyseres med therascreen BRAF RGQ PCR-settet. Ekstra kontrollblanding
felger med, slik at du kan vurdere om Cr-verdien kan godkjennes for analysen.

Absorbansavlesninger mé& ikke brukes, da de ikke samsvarer med Crverdier

i fragmenterte DNA-praver.

Veer spesielt oppmerksom pé utlapsdatoene og oppbevaringsbetingelsene angitt

pd komponentenes esker og etiketter. Bruk ikke komponenter som er gétt ut pé

dato eller oppbevart feil.

Ytelseskarakteristikker

Blank grense (LOB), arbeidsomrade og cutoff-verdier

Totalt 143 FFPE-praver ble testet i en studie ved hjelp av retningslinjer i NCCLS

EP17-A (2004) for & bestemme verdiene for blank grense (LOB) og cutoff for

hver mutasjonsanalyse. | tillegg ble arbeidsomradet for kontrollanalysen
bestemt. Cutoff-verdiene ble etablert og er vist i tabell 5.

Tabell 5. Etablerte cutoff-verdier for hver mutasjonsanalyse

Mutantanalyse (ACy)

V600E/Ec V600D V600K V600R
Cutoff (ACy) <7,0 <6,9 <6,0 <7,0
Omrédet for kontrollreaksjon Cr ble satt til 21,95 til 32,00 Cr.
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Cutoff-verdiene for analysen og arbeidsomradet ble validert med standarder
og vtterligere (unike) 102 FFPE-praver. Under valideringen blir cutoff-verdiene
vurdert for muligheten til & skille mellom riktig mutasjon i bakgrunn av villtype-
DNA ved & vurdere hver analyse med genomisk DNA med hay input og
mutasjon med hay input (se “Kryssreaktivitet”, p& side 50). Effekten av input-
DNA p& mutasjonsfunnet ble ogsa vurdert (se “Effekt av input-DNA p& ACr-
verdier”, pd side 49).

Neyaktighet: Sammenligning med analytisk referansemetode

En studie viste overensstemmelse i mutasjonsstatus i therascreen BRAF RGQ PCR-
settet i forhold til toveis Sanger-sekvensering. | denne studien ble 126 FFPE-
prover testet ved hjelp av statistiske malinger av overenskomst/ikke-overens-
komst angitt i veiledningen for CLSI EP12-A2 (2008). Bare 102 av FFPE-prevene
hadde gyldige resultater for b&de therascreen BRAF RGQ PCR-settet og toveis
Sanger-sekvensering. Pyrosequencing® ble brukt til & bekrefte mutasjonsstatus
der prevemutasjonsstatusfunnet ikke var samsvarende mellom toveis Sanger-

sekvensering og therascreen BRAF RGQ PCR-settet.

Tabell 6 viser overensstemmelsesanalysen mellom therascreen BRAF RGQ PCR-
settet og sekvensering.

Tabell 6. Samsvarsanalyse

Overensstemmelsesmal Frekvens (%)
Generell overensstemmelse 96,08

Score Positiv overensstemmelse 100,00
Negativ overensstemmelse 95,29

Frekvensen av negativ overensstemmelse skyldes mutasjonsdeteksjon for

4 pregver som ble funnet villtype ved sekvensering og V60OE/Ec mutasjons-
positiv av therascreen BRAF RGQ PCR-settet. Dette skyldes okt sensitivitet for
Scorpions- og ARMS-teknologi.
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Effekt av input-DNA pé ACr-verdier

Effekten av totale nivéer av input-DNA ved bestemmelse av mutasjonsstatus med
therascreen BRAF RGQ PCR-settet ble vurdert som en del av studien for valide-
ring av analysens cutoff-verdier og arbeidsomrade. Dette ble gjort for & bekrefte
at mutasjonsfunn generert av therascreen BRAF RGQ PCR-settet er konsekvent
pd ulike DNA-input-nivéer over arbeidsomradet.

Mutasjonsstandarder som inneholder mutasjon med hgy, middels og lav prosen-
tandel (henholdsvis 100 %, 50 % og 3 x LOD %) i en bakgrunn med villtype-
DNA ble klargjort ved haye, middels haye og lave DNA-input-nivaer. Derfor ble
totalt 9 mutasjonsstandarder testet for hver mutasjonsanalyse. Resultatene for
alle analyser er vist i tabell 7.

De estimerte forskjellene i gjennomsnittlig ACr mellom hvert par med DNA-input-
nivder, estimert fra linezer regresjonsanalyse, er alle innenfor £1 Cr. Alle

4 mutasjonsanalyser ble derfor vurdert & vaere ekvivalente ved haye, middels
haye og lave nivéer av DNA-input.

Tabell 7. Estimerte forskjeller mellom DNA-input-nivaer

Parameter Estimert forskiell konfierfsi/;tervall

Analyse (DNA-input-niva) (ACy) (lavere, hoyere)
V60OE (E) Hay — middels 0,56 0,22; 0,90
V60OE (E) Lav — middels 0,01 -0,33; 0,35
V60OE (Ec)  Hey — middels 0,48 0,12;0,84
V60OE (Ec)  Lav — middels 0,26 -0,10; 0,62
V600D Hay — middels -0,32 -0,58; -0,06
V600D Lav — middels -0,43 -0,69; -0,17
V600K Hay — middels 0,10 -0,10; 0,30
V600K Lav — middels -0,33 -0,53;-0,13
V600R Hay — middels -0,12 -0,28; 0,04
V600R Lav — middels -0,62 -0,78; -0,46
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Kryssreaktivitet

Standarder med DNA med hgy input og heyt mutasjonsinnhold (100 %) ble
testet for & vurdere potensiell kryssreaktivitet for hver analyse. Kryssreaktivitet-
resultater gjorde det mulig & kompilere en logikktabell for mutasjonstatus som
vist i tabell 8. BRAF CE-analysepakken bruker kryssreaktivitetslogikk til

& bestemme mutasjonsstatus.

Tabell 8. Fa frem prevemutasjonsstatus

V600E/Ec V600D V600K  V600R Mutasjonsstatus

Positiv Negativ  Negativ  Negativ  V60OE- eller V6OOEc-positiv
Positiv Negativ  Positiv Negativ  V60OEc- eller V60OK-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

Deteksjonsgrense (LOD)-verdier

Det ble utfart en studie for & bestemme deteksjonsgrensen for hver av de

4 mutasjonsspesifikke reaksjonene som er innlemmet i therascreen BRAF RGQ
PCR-settet. | denne studien ble deteksjonsgrensen angitt som laveste mengde
mutant DNA i en bakgrunn av villlype-DNA der en mutant prave vil gi
mutasjonspositive resultater i 95 % av testresultatene (Cos).

For & bestemme LOD for hver analyse, ble mustasjonsstandarder med ulik
prosent klargjort med en konsentrasjon av middels input-DNA og testet med
therascreen BRAF RGQ PCR-settet. LOD for hver analyse ble beregnet med
logistisk regresjon. LOD for hver analyse kunne bekreftes ved & klargjere
mutasjonsstandarder ved bestemt LOD. Seksti replikater ble testet, og den
positive testraten ble verifisert.

Verifisert LOD med middels input-DNA-konsentrasjon er angitt i tabell 9. For
DNA-konsentrasjoner med hayere input ble LOD-verdier forventet & vaere
lavere enn verdiene angitt i tabell 9.
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Tabell 9. LOD-verdier for hver mutasjonsanalyse (middels input)

LOD Cos med middels input-DNA
Analyse (mutasjon)* (prosent mutant DNA i villtype-DNA)
V60OE (] 1,82 %
V60OE (Ec) 4,31 %
V600D 3,19 %
V600K 4,34 %
V600R 4,85 %

* Deteksjonsgrensen for V6OOE-analysen ble beregnet for bédde V60OE- og V600Ec-

mutasjoner.

Effekt av melanin pa settytelsen

Mélet med denne studien var & vurdere hvilken innvirkning melanin, en kjent
PCR-hemmer som kan finnes i melanompraver, kan ha pé ytelsen til therascreen
BRAF RGQ PCR-settet. Dette ble gjort ved & spike melanin direkte i DNA-praver
for testing med therascreen BRAF RGQ PCR-settet over et omrade konsentrasjo-
ner (0-250 ng/reaksjon) og vurdere effekten p& ACr-verdier og mutasjonsstatus
til testpravene.

Resultatene viste at lav melaninkonsentrasjon ikke hadde innvirkning p& ACr og
minimal effekt pa ACr ved middels melaninkonsentrasjon. Derfor hadde ikke
melanin innvirkning p& analysens evne til & pavise mutasjon ved lave og
middels haye konsentrasjonsnivéer av melanin. Ved 180 ng/reaksjon sviktet
internkontrollen og indikerte tilstedevaerelse av hemmer, og dermed blir
muligheten for & detektere hemmere for mutasjonsfunn berert.

Melaninkonsentrasjoner som var forventet @ forekomme i normal bruk, pavirker
ikke evnen til therascreen BRAF RGQ PCR-settet & skille mellom mutasjons-
positive og mutasjonsnegative prover.

Oppsummering av resultater vises i tabell 10.
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Tabell 10. Mengde melanin testet i hver analyse

Melaninkonsentrasjon Internkontrollstatus

(ng/reaksjon) Endring i (ACy) (bestatt/ikke bestatt)

0 0 Bestaft

60 -0,20 Bestatt

100 -0,61 Bestatt

150 -1,21 Bestatt

180 -2,15 lkke bestatt
Repeterbarhet

En matrisestudiedesign ble implementert for & variere operater, dag, plate-
oppsett og instrument for & bestemme analysepresisjon béde i analyseserien

og mellom analyseserier. Repeterbarhet ble vist ved lave DNA-input-nivéer ved
3 x LOD for mutasjonsanalyser. | tillegg ble prosentandelen for mutasjons-
positive funn vurdert for hver analyse nér de ble testet med den bestemte
mutasjonsstandarden. Hver mutasjonsanalyse ga 100 % positive mutasjonsfunn.

Presisjonsverdier er angitt i tabell 11.

Reproduserbarhet

En matrisestudiedesign ble implementert for & vurdere analysereproduserbarhet
ved 4 teste standarder ved 3 laboratorier (teststeder), med 3 partier med
therascreen BRAF RGQ PCR-sett (2 pa hvert sted), med henholdsvis 2 operaterer
og 2 instrumenter per sted, over 4 dager. Reproduserbarhet ble vist ved lavt
mutasjonsnivé (3 x LOD) for mutasjonsanalyser og villtype med lav input for
kontrollanalysen. Presisjon for hver analyse ble beregnet for de 3 stedene,

i tillegg til 95 % presisjonsestimater (tabell 12).
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Tabell 11. Presisjonsestimater for repeterbarhet

95 % 95 %

Presisjon konfidens- Presisjon konfidens-

(mellom intervall (innen intervall

analyse- (lavere, analyse- (lavere,
Analyse serier) hoyere) serier) hoyere)
Kontroll 0,30 0,25; 0,39 0,16 0,13; 0,20
V60OE (E) 0,74 0,61, 0,94 0,57 0,46; 0,74
V60OE (Ec) 0,79 0,64; 1,01 0,76 0,62; 0,99
V600D 0,47 0,38; 0,60 0,46 0,38; 0,60
V600K 0,37 0,31, 0,48 0,37 0,30; 0,49
V600R 0,44 0,36; 0,56 0,44 0,36; 0,58

Tabell 12. Presisjonsestimater for reproduserbarhet

95 % konfidensintervall
Analyse Presisjon (lavere, hoyere)
Kontroll 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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Symboler

Inneholder reagenser som er ftilstrekkelig til <24>
24> reaksjoner

Skal brukes innen

RS

IVD Medisinsk utstyr for in vitro-diagnostikk
Katalognummer

LO Partinummer (lot)

Materialnummer

Komponenter

Innhold

Nummer

Globalt artikkelnummer
Temperaturbegrensninger

Produsent

Se informasjonen i handboken

SRS R

A
\

N
A

Mé beskyttes mot sollys

")

Forsiktig

>
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Vedlegg I: Manuell protokoll for therascreen BRAF RGQ

PCR-sett

Denne delen inneholder instruksjoner for bruk av therascreen BRAF RGQ PCR-
settet med RGQ-programvareversjon 2.3 i dpen modus (dvs. uten & bruke BRAF-

analysepakken).

Generell informasjon

B Du finner en liste over ngdvendige materialer pé side 9.

B Du finner fullstendige instruksjoner om praveklargjering og preveoppsett
i delen “Protokoll: Prevevurdering”, pé side 15, og i delen “Protokoll:

Deteksjon av BRAF-mutasjon”, pé& side 26.

Protokoll: Opprette en temperaturprofil

Det m& opprettes en temperaturprofil for BRAF-analysen fer du starter. Syklus-
parameterne er de samme for bade prevevurdering og mutasjonsvurdering.

Prosedyre

Oppsummert er syklusparameterne som falger:

Tabell 13. Syklusparametere

Sykluser Temperatur Klokkeslett Dataavlesning
1 95 °C 15 minutter Ingen
@ 95 °C 30 sekunder Ingen

60 °C 60 sekunder Grenn og gul

1. Dobbeltklikk pa programvareikonet til Rotor-Gene Q-seriens programvare-
versjon 2.3 pa datamaskinens skrivebord som er tilkoblet Rotor-Gene Q

MDx-instrumentet.

2. Opprett en ny templat ved a velge “Empty Run” (Nullstill analyse), og klikk
deretter pa “New” (Ny) for & ga inn i “New Run Wizard” (Veiviser for ny

analyse).
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3. Velg “72-Well Rotor” (72 brenners rotor) som rotortype. Kontroller at
laseringen er festet, og merk av i boksen “Locking Ring Attached”
(Lasering festet). Klikk pa “Next” (Neste) (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” (Veiviser for ny analyse). (1 = “Rotortype”,
2 = boksen “Locking Ring Attached” (Lasering festet), 3 = knappen “Next” (Neste).)

|
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4. Skriv inn navnet pa operateren. Legg til merknader, og legg inn reaksjons-
volumet som 25. Kontroller at det ved siden av “Sample Layout” (Preve-
oppsett) star “1, 2, 3...”. Klikk pa “Next” (Neste) (figur 22).

New Run Wizard El

Thiz bow dizplaps
help on elements in
the wizard. For help
on 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.

Thig zcreen dizplays mizcellaneous options for the run, Complete the fields,
clicking Hext when you are ready to move to the next page.

Reaction

Sample Layout : §11. 2, 3... -

SkipWizard| << Back I Newtos

Figur 22. Innlegging av operaternavn og reaksjonsmengder. (1 = feltet “Operator” (Operater),
2 = feltet “Notes” (Merknader), 3 = feltet “Reaction Volume” (Reaksjonsvolum), 4 = feltet
“Sample Layout” (Preveoppsett), 5 = knappen “Next” (Neste).)
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5. Klikk pa knappen “Edit Profile” (Rediger profil) i dialogboksen “New
Run Wizard” (Veiviser for ny analyse) (figur 23), og kontroller analyse-
parameterne i henhold til felgende trinn.

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 av profil (1).

6. Klikk pa knappen “Insert after” (Sett inn etter) og velg “New Hold at
Temperature” (Ny pause ved temperatur) (figur 24).

M Edit Profile =

. BH o
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. Innsetting av et innledende inkubasjonstrinn. (1 = knappen “Insert after”
(Sett inn etter), 2 = “New Hold at Temperature” (Ny pause ved temperatur).)

|
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7. Endre “Hold Temperature (Pausetemperatur) til 95 °C og “Hold Time”
(Pausetid) til “15 mins 0 secs” (15 min i O s). Klikk pa knappen “Insert after”
(Sett inn etter) og velg deretter “New Cycling” (Ny syklus) (figur 25).

M Edit Profile X
@ . 8 H @
New Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Mew Cyeling
T Melt
Mew Hold at Temperature
Remove | Mew HRM Step

Haold Temperature : Copy of Current Step
1 Haold Time : 15 mlns 0 |sec

Figur 25. Innledende inkubasjonstrinn ved 95 °C. (1 = knappene “Hold Temperature”
(Pausetemperatur) og “Hold Time” (Pausetid), 2 = knappen “Insert after” (Sett inn etter),
3 = “New Cycling” (Ny syklus).)
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8. Endre antall syklusrepetisjoner til 40. Velg det forste trinnet og angi “95°C
for 30 secs” (95 °C i 30 s) (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. Syklustrinn ved 95 °C. (1 = boks med syklusrepetisjoner, 2 = farste trinn for
temperaturinnstilling, 3 = ferste trinn for tidsinnstilling.)
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9. Marker det andre trinnet og angi “60°C for 60 secs” (60 °C i 60 s). | dette
trinnet kan du aktivere dataavlesning ved a velge knappen “Not Acquiring”
(Ingen avlesning) (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 |
" G = I

x|

Figur 27. Syklustrinn ved 60 °C. (1 = andre frinn for temperatur- og tidsinnstilling, 2 = knappen
“Not Acquiring” (Ingen avlesning).)

Handbok for therascreen BRAF RGQ PCR-sett 06/2016 61



10. Angi Green (Grenn) og Yellow (Gul) som kanaler som skal avleses, ved
a velge “>"-knappen for & overfere dem fra listen “Available Channels”
(Tilgjengelige kanaler). Klikk 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, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540+, 'Y'akima ellow '
Drange  |585nm |610nm | RO, CAL Fluor Red B104, Cy3 5%, Texas Red ™ Alexa Fluor 568

625nm [BB0nm  [CySY. Quasar 670, Alexa Fluor 633

E80nm | 7T10hp | Quasar705Y, Alesa Fluor 680

460nm | 510nm [ SYTOD 94, EvaGreen

Figur 28. Avlesning ved syklustrinn pa 60 °C. (1 = valgte kanaler, 2 = knappen “OK".)
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11. Marker det tredje trinnet og slett ved a klikke pa “-”-knappen. Klikk

pa “OK” (figur 29).

1 Edit Profile 3
S . © O H W
Hese Open  Save ds Help

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

AR A,

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. Fjerning av forlengelsestrinn. (1 = tredje trinn, 2 = sletteknapp, 3 = knappen “OK".)

Handbok for therascreen BRAF RGQ PCR-sett 06/2016 63



12. Klikk pa knappen “Gain Optimisation” (Optimal forsterkning) i den neste
dialogboksen (figur 30).

Hew Run Wizard

Temperature Profile - THie oo dieclavs =Fr
help on elements in
the: vazard. For help

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

help about
. i
Edit Profile . avalable seltings.
Channel Setup :
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |

G 470nm  510nm B
Yelow Sirm 5 _ Ea. |
0 585rm  Bl0nm 5 .
H::-drue 6nm : Edit Gain.
Crmzon  BBO0nm  Ti0hp 7 Remove
HRM  4B0nm  510nm 7
Reset Defaults
1= o Gptmesien |
SkipWizard | <<Back | MNew» |

Figur 30. Optimal forsterking (1).
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13. Klikk pa knappen “Optimise Acquiring” (Optimaliser avlesning). Kanal-
innstillinger vises for hver kanal. Godta disse standardverdiene ved &
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. Automatisk optimal forsterkning for den grenne kanalen. (1 = knappen
“Optimise Acquiring” (Optimaliser avlesning), 2 = knappen “OK".)
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14. Merk av for “Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Utfer optimali-
sering for forste avlesning), og klikk deretter pa knappen “Close” (Lukk)
for & ga tilbake til veiviseren (figur 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

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

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

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

Charnnel Settings ;

| =] Ak |

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

Green 1 5F1 10F1 10 10

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

£

=1 [ T

Figur 32. Valg av grenne og gule kanaler. (1 = avkrysningsboksen “Perform Optimisation
Before 1st Acquisition” (Utfer optimalisering fer ferste avlesning), 2 = knappen “Close” (Lukk).)

15. Klikk pa “Next” (Neste) for a lagre templatet pa et passende sted ved
a velge “Save Template” (Lagre templat).
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Prosedyre (manuell)

Protokoll: Prevevurdering (manuell)

Denne protokollen brukes til @ vurdere totalt amplifiserbart DNA i praver og
ber utfares for BRAF-mutasjonsanalyse.

B Klargjer prever slik det er beskrevet i delen “Protokoll: Prevevurdering”
pd side 15.

B Gjer klar til PCR-analyse pé& Rotor-Gene Q MDx-instrumentet slik det er
beskrevet i delen “Protokoll: Oppsett for therascreen BRAF PCR RGQ”
pd side 69.

B Nar analyseserien er fullfert, kan dataene analyseres i henhold til
instruksjonene i delen “Dataanalyse av prevevurdering” pé side 75.
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Protokoll: Deteksjon av BRAF-mutasjon (manuell)

Sa snart en prave har bestétt pravevurderingen, kan den testes for & detektere
BRAF-mutasjoner.

B Klargjer prever slik det er beskrevet i delen “Protokoll: Deteksjon av BRAF-
mutasjon” pé side 26.

B Gjor klar til PCR-analyse pé& Rotor-Gene Q MDx-instrumentet slik det er
beskrevet i delen “Protokoll: Oppsett for therascreen BRAF PCR RGQ”
pd side 69.

B Nar analyseserien er fullfert, kan dataene analyseres i henhold til

instruksjonene i delen “Dataanalyse av deteksjon av BRAF-mutasjon”
pd side 76.
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Protokoll: Oppsett for therascreen BRAF PCR RGQ

1. Apne programvaren til Rotor-Gene Q-serien (2.3), og dpne den aktuelle
temperaturprofilen (.ret-fil).

Se “Protokoll: Opprette en temperaturprofil” p& side 55 for & f& informasjon
om hvordan du oppretter temperaturprofilen og kontrollerer analyse-
parameterne.

2. Kontroller at riktig rotor er valgt, og merk av i ruten for a bekrefte at lase-
ringen er festet. Klikk pa “Next” (Neste) (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” (Veiviser for ny analyse) og startskjermbilde.
(1 = “Rotortype”, 2 = boksen “Locking Ring Attached” (L&sering festet), 3 = knappen
“Next” (Neste).)
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3. Skriv inn navnet pa operataren. Legg til merknader, og kontroller at
reaksjonsvolumet er satt til 25 og at det ved siden av “Sample Layout”
(Proveoppsett) star “1, 2, 3...". Klikk pa “Next” (Neste) (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. Dialogboksen “New Run Wizard” (Veiviser for ny analyse) med alternativer.
(1 = feltet “Operator” (Operater) og feltet “Notes” (Merknader), 2 = feltet “Reaction Volume”
(Reaksjonsvolum) og feltet “Sample Layout” (Preveoppsett), 3 = knappen “Next” (Neste).)
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4. | neste vindu er det mulig & redigere temperaturprofilen. Det er ikke
nedvendig & redigere noe fordi temperaturprofilen allerede er opprettet
i henhold til instruksjonene i “Protokoll: Opprette en temperaturprofil”
pa side 55. Klikk pa “Next” (Neste) (figur 35).

MNew Run Wizard gl

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

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

help about its
available seftings.

Edit Profile ..

Channel Setup :

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

Green 470nm  510nm 5 $

elow B30nm  BBAnm

Orange  585hm E10mm Edit Gair...

Red E28nm  BBOnm

Crimgon  B230nm  710hp Remaove
Reset Defaultz

-l -l

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

Figur 35. Dialogboksen “New Run Wizard” (Veiviser for ny analyse) og skjermbilde for
temperaturredigering. (1 = knappen “Next” (Neste).)
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5. Kontroller oppsummeringen og klikk pa “Start Run” (Start analyse) for
a lagre analysefilen og starte analysen (figur 36).

New Run Wizard g|
Summary ;
Setting Yalue
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” (Veiviser for ny analyse) og sammendrags-
skjermbilde. (1 = knappen “Start Run” (Start analyse).)

6. Etter at analyseserien er startet, vises et nytt vindu der du enten kan legge
inn provenavn med det samme, eller klikke pa “Finish” (Fullfer) og skrive
dem inn senere ved & velge knappen “Sample” (Prove) i lepet av

analyseserien, eller sa snart serien er fullfort.

Hvis du klikker p& “Finish and Lock Samples” (Fullfer og lés praver), vil dette
hindre deg i & redigere pravenavnene. Brukeren ber vaere spesielt forsiktig
ved innlegging av prevenavn for & sikre en korrekt pravetesting og analyse.

Merk: Nér du gir navn til prever, ber du ikke skrive noe i kolonnen “Name”
(Navn) for tomme brgnner.

7. Nar analyseserien er fullfert, kan dataene analyseres i henhold til delen
“Dataanalyse av prevevurdering”, pa side 75 eller delen “Dataanalyse av
deteksjon av BRAF-mutasjon”, pa side 76.

8. Der det er krav om kvantifiseringsrapporter, ma du klikke pa ikonet
“Reports” (Rapporter) pa verktoylinjen i analysefilen for Rotor-Gene Q.
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9. Klikk pa “Cycling A. Green (Page 1)” (Syklus A. Grenn (side 1)) i rapport-
leseren under “Report Categories” (Rapportkategorier) (figur 37).

— Report Categaories — Templates :

(1]
1 - Cocling & Green [Fage 1

*% OTV Report
- Cycling A v ellow [Fage 1]

Show I Cancel |

Figur 37. Rapportleser. (1 = knappen “Cycling A. Green (Page 1)” (Syklus A. Grenn (side 1)).)

10. Velg “Quantitation (Full Report)” (Kvantifisering (full rapport)) under
“Templates” (Templater) (figur 38).

— Repoart Categories : — Templates :

- [General] T — .
&- Quartitation = Quantitation (Concise)

Cycling &, Green [Page 1]
o Cyeling & ellow [Page 1)

Quantitation (Full Report)

1]
*% Quantitation (Standard Report)

Figur 38. Kvantifiseringsrapport (full rapport) (1).

11. Klikk pa “Show” (Vis) for & opprette rapporten.
12. Klikk pa “Save As” (Lagre som) for & lagre en versjon elektronisk.
13. Gjenta for “Cycling A. Yellow (Page 1)” (Syklus A. Gul (side 1)).
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Tolkning av resultater (manuell)

Etter kjgring av prevevurderingen eller mutasjonsanalysen mé dataene
analyseres i henhold til falgende prosedyre.

Analyseinnstillinger i programvaren
1. Apne den riktige filen ved hjelp av programvare for Rotor-Gene Q-
serien (2.3).

2. Huyis du ikke allerede har gitt navn til prevene fer analysen er utfort,
klikker du pa “Edit Samples” (Rediger prover).

3. Sett inn navn pa prevene i kolonnen “Name” (Navn).
Merk: La navnefeltene std tomme for de tomme brannene.

4. Klikk pa “Analysis” (Analyse). Klikk pa “Cycling A. Yellow” (Syklus A, gul)
for & vise kanalen Yellow (Gul).

Klikk pa “Named On” (Navngitt).
Merk: Da sikrer du at de tomme brannene ikke kommer med i analysen.

o

Velg “Dynamic tube” (Dynamisk rer).
Velg “Slope correct” (Riktig helning).
Velg “Linear scale” (Lineaer skala).

0 ®NO

Velg “Take off Adj.” (Utgangspunktjust.), og legg inn verdiene 15,01 i den
overste boksen (hvis utgangspunktet ble beregnet for syklusen) og 20,01
i den nederste boksen (bruk da felgende syklus og utgangspunkt).

10. Angi 0,05 som terskelverdi.
11. Angi “Eliminate Cycles before” (Fjern sykluser for) til 15.
12. Kontroller Yellow Cr-verdier.

13. Klikk pa “Cycling A. Green” (Syklus A. Grenn) for a vise kanalen Green
(Grenn).

14. Velg “Named On” (Navngitt).

15. Velg “Dynamic tube” (Dynamisk rer).
16. Velg “Slope correct” (Riktig helning).
17. Velg “Linear scale” (Linezer skala).

18. Velg “TOA” (Utgangspunktjust.), og legg inn verdiene 15,01 i den averste
boksen (hvis utgangspunktet ble beregnet for syklusen) og 20,01 i den
nederste boksen (bruk da felgende syklus og utgangspunki).

19. Angi 0,15 som terskelverdi.
20. Angi “Eliminate Cycles before” (Fjern sykluser for til 15.
21. Kontroller Green Cr-verdier.
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Dataanalyse av prevevurdering

Seriekontrollanalyse

Nar analyseringen er fullfert, kan dataene analyseres pé felgende mate.

Negativ kontroll: Hvis du vil sikre at det ikke skjer noen templat-
kontaminering, mé ikke-templat-kontrollen ikke generere en Cr-verdi

i den grenne kanalen (FAM) pa under 40. Ikke-templat-kontrollen mé vise
amplifikasjon i omradet 32,53-38,16 i den gule kanalen (HEX) for & sikre
at analysen er satt opp korrekt. De angitte verdiene ligger innenfor og
inkluderer disse verdiene.

Positiv kontroll: BRAF positiv kontroll (PC) mé gi en kontrollanalyse-Cr-verdi
i den grenne kanalen (FAM) p& 30,37-36,38. De angitte verdiene ligger
innenfor og inkluderer disse verdiene. En verdi som ligger utenfor dette
omradet, indikerer et oppsettsproblem for analysen og er derfor en
analysefeil.

Prevedata md ikke brukes hvis en av disse to analysekontrollene mislykkes.

Forutsatt at begge analysekontrollene er gyldige, ma hver prave Crverdi ligge
innenfor et omrade pd 21,95-32,00 i den grenne kanalen. Hvis praven ligger
utenfor dette omrédet, gis felgende rad.

Proveanalyse - kontrollanalyse

Provekontrollanalyse Cr <21,95: Praver med en kontroll-Cr p& <21,95 mé
fortynnes, da denne representerer den nedre delen av validert analyse-
omréde. For & kunne se hver mutasjon pa et lavt niva, ma de overkonsen-
trerte pravene fortynnes til & falle innenfor omrédet ovenfor med utgangs-
punkt i at en fortynning med en halv vil gke Cr med 1. Hvis preven ligger
naer 21,95, anbefales fortynning for & sikre at et resultat blir innhentet fra
provetestanalysen (BRAF-mutasjonsdeteksjon). Praver mé& fortynnes med
vann som falger med dette settet (vann for fortynning [Dil.]).

Provekontrollanalyse Cr >32,00: Ny ekstraksjon av preven anbefales fordi
utilstrekkelig start-DNA-templat vil vaere til stede for & pavise alle mutasjoner
ved de angitte cutoff-verdiene for analysen.
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Dataanalyse av deteksjon av BRAF-mutasjon

Seriekontrollanalyse
Se flytskjemaet “Seriekontrollanalyse” i figur 39.

B Negativ kontroll: Hvis du vil sikre at det ikke skjer noen templat-
kontaminering, mé ikke-templat-kontrollen ikke generere en Cr-verdi
i den grenne kanalen (FAM) pa under 40. Ikke-templat-kontrollen mé vise
amplifikasjon i omradet 32,53-38,16 i den gule kanalen (HEX) for & sikre
at analysen er satt opp korrekt. De angitte verdiene ligger innenfor og
inkluderer disse verdiene.

B Positiv kontroll: BRAF positiv kontroll (PC) mé& gi en Crverdi for hver BRAF-
analyse som vist i tabell 14 i den grenne kanalen. De angitte verdiene ligger
innenfor og inkluderer disse verdiene. En verdi som ligger utenfor dette
omradet, indikerer et oppsettsproblem for analysen og er derfor en
analysefeil.

Merk: Pravedata mé ikke brukes hvis en av disse to analysekontrollene
mislykkes.

Tabell 14. Godkjent Ci-omrade for reaksjonskontroller.

Reaksjonsblanding Prove Kanal Cr-omrade

Kontroll PC Grenn 30,37-36,38
V600E/Ec PC Grenn 29,62-35,73
V600D PC Gronn 29,75-35,79
V600K PC Grenn 29,32-35,32
V600R PC Gronn 29,41-35,41
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Negativ

Postiv kontroll

kontroll Green Green
Cr-verdi Cr-verdi
Er kontroll
Er Green Cr <407 a—p Analysefeil Greegocg;rﬁw gg",: adet ey CUELOEEL
Analysefeil /
|nternkont+oll ugyldig Ja
Ja
) 4 Er V600E/Ec ‘ .
Green Cr-rer i omradet Nei—p  Analysefeil
29,62-35,737
Eir;f:lllg;ve? i Er intern kontroll
?
32 53-38,167 Yellow Cr <32,537
Ja
Nei
Er V600D ‘ .
Green Cr-ror | omradet Nei—p  Analysefeil
29,75-35,797
Er intern kontroll
Yellow Cr >38,167
Ja
Ja
Ja
. Er V600K
Analysefeil / Green Cr-rar i omréadet Nei—p  Analysefeil
intern kontroll Yellow- 29,32-35,327
v amplifikasjonsnegativ
Negativ kontroll
godkjent Ja
Er VBOOR ‘ .
Green Cr-rer i omradet Nei—p  Analysefeil
29,41-35,417

Fortsett til praveanalyse

Ja

v

' Positiv kontroll godkjent

Figur 39. Flytskjema for seriekontrollanalyse.
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Proveanalyse — provekontroll Green Ci-verdi
Se flytskjemaet “Praveanalyse” i figur 40.

Forutsatt at begge analysekontrollene er gyldige for kontrollanalysen, mé hver
prevekontroll Cr-verdi ligge innenfor et omréde pa 21,95-32,00 i den grenne
kanalen.

Hvis praven ligger utenfor dette omradet, gis felgende rad.

B Provekontrollanalyse Cr <21,95: Pragver med en kontroll-Cr p& <21,95 vil
overbelaste mutasjonsanalysene og mé fortynnes. For & kunne se hver
mutasjon p& et lavt niva, mé de overkonsentrerte prevene fortynnes til
& falle innenfor omrédet ovenfor med utgangspunkt i at en fortynning med
en halv vil gke Cr med 1. Praver ber fortynnes med vann som fglger med
dette settet (vann for fortynning [Dil.]).

B Provekontrollanalyse Cr <32,00: Ny ekstraksjon av preven anbefales fordi
utilstrekkelig start-DNA-templat vil vaere til stede for & pavise alle mutasjoner
ved de angitte cutoff-verdiene for analysen.

Proveanalyse - internkontroll for prevemutasjonsanalyse - Yellow Cr-verdi
Se flytskjemaet “Praveanalyse” i figur 40.

Alle prevebranner mé analyseres. Kontroller at hver brgnn gir et HEX-signal
i den gule kanalen fra den interne kontrollen. Det er 3 mulige resultater.

B Hvis intern kontroll Cr ligger innenfor grenseomrédet (32,53-38,16), er
den Yellow-amplifikasjonspositiv og gyldig.

M Hvis intern kontroll Cr ligger over grenseomrédet (>38,16), er den Yellow-
amplifikasjonsnegativ. Hvis det er amplifikasjon i den grenne kanalen for
det roret, er Yellow-amplifikasjonen gyldig. Hvis det ikke er amplifikasjon
i den grenne kanalen for det reret, er Yellow-amplifikasjonen ugyldig.

B Hoyis intern kontroll Cr ligger under grenseomrédet (<32,53), er reret
ugyldig.

Hvis det oppstar feil ved bruk av intern kontroll pga. PCR-hemming, kan en

fortynning av preven redusere effekten av hemmerne, men det er viktig & merke

seg at dette ogsd vil fortynne m&l-DNA-et. Et rer med vann til fortynning (Dil.) er
inkludert i settet.
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Pravekontroll Er kontrolla

Green Cr-verdier.
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prevemutasjons-
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Yellow Cr-verdi
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i omradet 21,95-32,00?
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<32,53?
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Er hver Green C+
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amplifikasjonspositivt.

Y

Beregn ACr-verdier
for hver mutasjon.
ACt = mutasjon Cy — kontroll Cy

Y

Sammen

cutoff-verdier etter mutasjon.

lign ACy-verdier med

Se tabell 6.

ampl

innenfor det angitte
ACr-omradet for analysen

r en ACr-verdi

lifikasjonspositiv)?

Ja

BRAF

-mutasjon pavist for

mutasjonsanalyse.

Se

tabell 7 for & vise

mutasjonsstatus.

Figur 40. Flyiskjema for proveanalyse.
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Prave ugyldig.
ei—p Seihandboken pa side 76
for mer informasjon.

Rar ugyldig.
a—P| Ikke bruk resultater
fra dette raret.

Raret er Yellow-
amplifikasjonsnegativt.
3= Se i handboken pé side 76
for mer informasjon.

Raret er Green-
ei—p| amplifikasjonsnegativt. Se
i handboken pa side 78.

i Mutasjon ikke pavist.
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Proveanalyse — provemutasjonsanalyser — Green Cr-verdi

Green-verdier for alle 4 reaksjonsblandinger mé kontrolleres opp mot verdiene
angitt i tabell 15.

Tabell 15. Godkjente reaksjonsverdier for prevemutasjon (grenn kanal)*

Analyse Godkjent 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
V60O0R 15,00-40,00 <7,0

* Godkjente verdier ligger innenfor og inkluderer verdiene som er angitt i tabellen.

B Hvis Green Cr ligger innenfor det angitte omradet, er den FAM-amplifi-
kasjonspositiv.

B Hvis Green Cr ligger over det angitte omradet, er det ingen amplifikasjon,
og den er Green-amplifikasjonsnegativ.

Beregn ACrverdien for hver mutasjonsbrgnn som er FAM-amplifikasjonspositiv
ved hjelp av falgende metode, og kontroller at mutasjons- og kontroll-Cr-verdier
er fra samme prove.

ACr = mutasjon Cr - kontroll Cr

Sammenlign ACrverdien for preven med cutoff-punkt for den aktuelle analysen
(tabell 15) som sikrer at riktig cutoff-punkt brukes til hver analyse.

Cut-off-punktet er punktet over der et positivt signal kan forekomme, pa grunn av
bakgrunnssignalet til ARMS-primeren pa villtype-DNA. Hvis prave ACr-verdien er
hayere enn cutoff-punktet, er den klassifisert som negativ eller utenfor settets
deteksjonsgrense.

For hver prave vil hver mutasjonsreaksjon f& statusen mutasjon pdvist, mutasjon
ikke pavist eller ugyldig i henhold til falgende kriterier.
B Mutasjon pavist:

FAM-amplifikasjon er positiv og ACr er ved eller under cutoff-verdien.
Dersom flere mutasjoner pavises, bar mutasjonsstatus tildeles i henhold
til tabell 16.
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B Mutasjon ikke pavist:
Green-amplifikasjon er positiv, og ACr er over cutoff-verdien.
Green-amplifikasjon er negativ og Yellow (intern kontroll)-amplifikasjon er
positiv.

B Ugyldig:
Yellow (intern kontroll) er ugyldig.

Green-amplifikasjonen er negativ og Yellow-amplifikasjonen er negativ.

Se flytkart (Figur 40) for ytterligere forklaringer. Hvis en prave er Yellow-amplifi-
kasjonsnegativ i et rar, men Green-amplifikasjonspositiv i et annet rer, kan
resultatet “Mutation detected” (Mutasjon pdvist) fortsatt betraktes som gyldig,
men det er ikke sikkert at mutasjonen som er identifisert, er riktig tilordnet.

Hvis en prave er Yellow-amplifikasjonsnegativ og Green-amplifikasjonspositiv
i det samme raret, ber resultatet “Mutation detected” (Mutasjon pavist) betraktes
som gyldig.

Hvis et rer er Yellow (intern kontroll)-ugyldig, skal ikke resultatet fra dette reret
brukes.

Proveanalyse - tildeling av prevemutasjonsstatus

Né&r mutasjonreaksjonsrgrene er vurdert, bestemmes prevens mutasjonsstatus pd
falgende mate.

B Mutasjon pavist: En eller flere av de 4 mutasjonsreaksjonene er positive.
Dersom flere mutasjoner pavises, ber mutasjonen som er rapportert vaere
i henhold til tabell 16 (se neste side).

B Mutasjon ikke pavist: Alle 4 mutasjonsreaksjoner er negative.

B Ugyldig: Ingen mutasjonsreaksjoner er positive, og én eller flere mutasjons-
reaksjoner er ugyldige.

Handbok for therascreen BRAF RGQ PCR-sett 06/2016 81



Tabell 16. Fa frem prevemutasjonsstatus

V600E/Ec V600D V600K  V600R  Mutasjonsstatus
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

Merk: therascreen BRAF RGQ PCR-settet er utviklet for & detektere mutasjoner
i BRAF-genet i en DNA-prave. Nar en prave klassifiseres som BRAF-mutasjon
pavist, er det bare en bestemt mutasjon som skal rapporteres. Dersom flere

mutasjoner pdvises, ber mutasjonen som er rapportert vaere i henhold ftil
tabell 16.

Noe kryssreaktivitet kan inntreffe mellom mutasjonsreaksjoner. V6OOE/Ec-
analysen kan for eksempel gi et positivt resultat hvis en V60OD-mutasjon er il
stede, V6OOE/Ec-analysen kan gi et positivt resultat hvis en V60OK-mutasjon er
til stede, og V60OK-analysen kan gi et positivt resultat hvis en VOOOE kompleks
mutasjon er til stede. Det er imidlertid mulig & skille mellom mutasjonsstatus ved
hjelp av tabell 16.

Kryssreaktivitet skyldes ARMS-primeren som paviser andre mutasjoner med
lignende sekvens for hverandre. Hvis en annen mutasjonsanalyse gir et positivt
resultat, er dette sannsynligvis kryssreaktivitet. Doble mutanter er observert, men
disse er sjeldne.

Derfor, i sieldne tilfeller, kan kombinasjoner med positive resultater pdvises som
ikke er angitt i tabell 16. Derfor kan preven fortsatt klassifiseres som BRAF-
mutasjon pdvist. P& grunn av kryssreaktivitet kan imidlertid ikke en bestemt
mutasjon bli identifisert. Derfor m& praven kun klassifiseres som BRAF-mutasjon
pdvist.

Hvis en eller flere av mutasjonsreaksjonene er ugyldige, mens en eller flere er
positive, kan praven fortsatt angis som BRAF-mutasjon pdvist, i og med at en
mutasjon er il stede. Men den bestemte mutasjonen som er rapportert er kanskje
ikke nayaktig. Den kan vaere et resultat av kryssreaktivitet. Derfor mé preven kun
klassifiseres som BRAF-mutasjon péavist.
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Vedlegg II: Installasjon av therascreen BRAF Assay
Package

therascreen BRAF RGQ PCR-settet er beregnet for bruk med Rotor-Gene Q MDx-
instrumentet med rotor med 72 brenner. therascreen BRAF-analysepakken kan
lastes ned fra produktsidene til therascreen BRAF RGQ PCR-settet p&
www.giagen.com. Du finner informasjon om nedlasting i delen “Product
Resources” (Produktressurser) i fanen “Supplementary Protocols” (Tilleggs-
protokoller). Analysepakker kan ogsa bestilles p& CD (QIAGEN,

katalognr. 9023820).

Analysepakken inneholder “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template” (therascreen BRAF CE-prevevurdering med |ast templat) og
“therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template” (therascreen
BRAF CE-mutasjonsanalyse med last templat).

Merk: therascreen BRAF-analysepakken er kun kompatibel med Rotor-Gene Q-
programvareversjon 2.3. Kontroller at den riktige versjonen av Rotor-Gene Q-
programvaren er installert for du installerer therascreen BRAF Assay Package.
Hvis Rotor-Gene Q MDx-instrumentet ble levert med en tidligere programvare-
versjon, er det enkelt & oppgradere den ved & laste ned programvare-

versjon 2.3 for Rotor-Gene Q MDx fra produktsidene péd www.giagen.com.

Du finner den nye programvaren i delen “Product Resources” (Produktressurser)
i fanen “Operating Software” (Systemprogramvare).

Prosedyre (nedlasting)
1. therascreen BRAF RGQ-analysepakken CE kan lastes ned fra produktsidene
til therascreen BRAF RGQ PCR-settet pa www.giagen.com.

2. Apne den nedlastede zip-filen ved & dobbeltklikke pé filen og pakke ut filen
som ligger i arkivet.

3. Start installasjonen ved é dobbeltklikke pé filen som er pakket ut,
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe.

Prosedyre (CD)

1. Bestill CD-en therascreen BRAF RGQ Assay Package CE (therascreen BRAF
RGQ-analysepakke CE) (QIAGEN, katalognr. 9023820) som leveres separat
fra QIAGEN.

2. Sett CD-en inn i CD-stasjonen pé datamaskinen som er koblet til Rotor-
Gene Q-instrumentet.
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3. Start installeringen ved a dobbeltklikke pa filen
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe hvis CD-en lastes inn
automatisk, eller finn exe-filen ved & soke etter filen i filutforskeren
pa den tilkoblede datamaskinen.

4. Installasjonsveiviseren vises. Klikk pa “Next” (Neste) for a fortsette
(figur 41).

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

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

This will install Rotor{Gene G therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 0n your computer.

k is recommended that you close all other applications before
continuing

Click Neat to continue, or Cancel to et Setup

mrm R

e

Figur 41. Dialogboksen “Setup” (Oppsett). (1 = Knappen “Next” (Neste).)
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5. Les lisensvilkarene i dialogboksen “License Agreement” (Lisensavtale) og
godta avtalen ved é huke av ved siden av “I accept the agreement” (Jeg
godtar avialen). Klikk pa “Next” (Neste) for a fortsette (figur 42).

@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package I_El,_ ﬂ

License Agreement
Please read the following important information befiore continuing

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

Licence Agreement

1. In the folowing "Giagen” refers to Giagen GmbH and its affikated companies and
“Software" means the programs and data supplied on this physical medium {2g. CD-
ROM) or over the Intemet with these condiions. [ you are unsure of ary aspect of
[this agresment or have ary questions they should be emaded to

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

been developed ertinely at private expense. They are delivered and licensed as
"commercial computer software”

| <Back [ Met> ] | Cancel

L

Figur 42. Dialogboksen “License Agreement” (Lisensavtale). (1 = godkjenningsknapp,
2 = knappen “Next” (Neste).)

|
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6. Templatoppsettet starter automatisk, og etterpa vises dialogboksen “Setup”
(Oppsett). Klikk pa “Finish” (Avslutt) for a avslutte installasjonsveiviseren
(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. Avslutt installasjonsveiviseren. (1 = Knappen “Finish” (Avslutt).)

.

7. Start datamaskinen pa nytt. Snarveier til bade “therascreen BRAF CE Sample
Assessment Locked Template” (therascreen BRAF CE-prevevurdering med
last templat) og “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”
(therascreen BRAF CE-mutasjonsanalyse med last templat) genereres
automatisk og vises pa skrivebordet.

Kontaktinformasjon

Hvis du ensker teknisk assistanse eller mer informasjon, kan du gé til vart
tekniske supportsenter p& www.qiagen.com/Support eller ringe
00800-22-44-6000 eller en av QIAGENSs tekniske serviceavdelinger eller
lokale distributerer (se bak p& omslaget eller www.giagen.com).
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Bestillingsinformasjon

Produkt Innhold Katalognr.
therascreen BRAF Til 24 reaksjoner: Kontrollanalyse, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 mutasjonsanalyser, positiv kontroll,

Tag DNA-polymerase, vann til NTC

og vann til fortynning av preve
Rotor-Gene Q og annet tilbehor
RotorGene Q MDx PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for 9002032
5plex HRM Platform HRM-analyser med 5 kanaler (grenn,

gul, oransje, red, karmosinrad) pluss

HRM-kanal, baerbar PC, programvare,

tilbeher, ett ars garanti p& deler og

arbeid, installasjon og oppleering ikke

inkludert.
Rotor-Gene Q MDx PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for 9002033
5plex HRM System HRM-analyser med 5 kanaler (grenn,

gul, oransje, red, karmosinrad) pluss

HRM-kanal, baerbar PC, programvare,

tilbeher, ett ars garanti p& deler og

arbeid, installasjon og oppleering.
therascreen BRAF CD med therascreen BRAF CE Sample 9023820
Assay Package CD Assessment Locked Template

(therascreen BRAF CE-prevevurdering

med |ast templat) og therascreen BRAF

CE Mutation Analysis Locked Template

(therascreen BRAF CE-mutasjonsanalyse

med |&st templat).
Loading Block Aluminiumsblokk til manuelt reaksjons- 9018901
72 x 0.1 ml Tubes oppsett med en énkanalspipette i rer

pd 72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 remser med 4 rer og lokk til 981103
0.1 ml (250) 1000 reaksjoner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remser med 4 rer og korker 981106
0.1 ml (2500) til 10 000 reaksjoner
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Produkt Innhold Katalognr.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit - for rensing av genomisk DNA fra
parafininnstepte vev

QlAamp DNA FFPE Til 50 DNAXklargjeringer: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®-kolonner, Proteinase K,
buffere, praverar (2 ml)

Hvis du ensker oppdatert lisensinformasjon og produktspesifikke ansvars-
frasigelser, kan du se i den aktuelle handboken for QIAGEN-settet eller

i bruksanvisningen. Handbgker og bruksanvisninger for QIAGEN-settet er
tilgjengelig pd www.qgiagen.com eller kan leveres fra QIAGENS tekniske
tienester eller den lokale distributaren.
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Denne siden skal vaere tom.
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Denne siden skal vaere tom.
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Varemerker: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-gruppen); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Skal ikke bruke til & bestemme risiko for utvikling av endometriose

Begrenset lisensavtale

Bruk av dette produktet innebaerer at en kjoper eller bruker av therascreen BRAF RGQ PCR-settet samtykker i falgende vilkar:

1.

o M DN

therascreen BRAF RGQ PCR-settet kan brukes bare i samsvar med h&ndboken for therascreen BRAF RGQ PCR-sett og til bruk med komponenter
som bare finnes i settet. QIAGEN gir ingen lisens i forhold til noen av sine &ndsprodukter til & bruke eller innlemme vedlagte komponenter i dette
seftet med komponenter som ikke er inkluderte i dette settet, med unntak av det som er beskrevet i handboken for therascreen BRAF RGQ PCR-
seft og flere protokoller som nd finnes p& www.qgiagen.com.

QIAGEN gir ingen garanti for at dette seftet og/eller dets bruk ikke krenker reftighetene til tredjeparter, bortsett fra uttrykkelig oppgitte lisenser.
Dette settet og tilherende komponenter er lisensiert til engangsbruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges p& nytt.
QIAGEN frasier seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, bortsett fra det som er uttrykkelig oppgitt.

Kjeperen og brukeren av settet samtykker i ikke & la noen andre gjere noe som kan fare til handlinger som er forbudt ovenfor. QIAGEN kan
handheve forbud i denne begrensede lisensavtalen i en hvilken som helst domstol, og skal f& tilbake alle sine etterforsknings- og domstolskostnader,
inkludert advokathonorarer, i enhver handling for & hdndheve denne begrensede lisensavtalen eller noen av sine immaterielle rettigheter i forhold til
seftet og/eller komponentene.

Oppdaterte lisensvilkér er tilgjengelige pd www.giagen.com.
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