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QIAGEN on johtava innovatiivisten ndyte- ja madritystekniikoiden toimittaja.
QIAGEN:n tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten naytteiden sisallén
eristamisen ja tunnistamisen. Pitkalle kehitetyt ja laadukkaat tuotteemme ja
palvelumme takaavat onnistuneet lopputulokset aina néytteenotosta analysointiin
asti.

QIAGENin uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat
B DNA:n, RNA:n ja proteiinien puhdistus

B nukleiinihappojen ja proteiinien maaritykset

B microRNA-utkimus ja RNAI

B ndyte- ja madritystekniikoiden automatisointi.

Tavoitteenamme on toimittaa tuotteita, joiden avulla asiakkaamme saavuttavat
menestystd ja lapimurtoja. Katso lisatietoja osoitteesta www.qiagen.com.
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Kéyttotarkoitus

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on diagnostinen in vitro -testi, jonka avulla
pystytddn tunnistamaan viisi BRAF-geenista [6ydettyd somaattista mutaatiota ja
tekemadn mutaatiostatuksesta kvalitatiivinen arviointi. DNA-ndyte uutetaan
formaliini-fiksoidusta parafiiniin valetusta (FFPE) kasvainkudoksesta ja testataan
reaaliaikaisella polymeraasiketjureaktiomenetelméllé (PCR) Rotor-Gene Q
MDx -laitteita kayttaen. therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on tarkoitettu
auttamaan kliinikoita tunnistamaan sydpdpotilaat, jotka voisivat hyétyd BRAF:n
estajahoidosta, kuten vemurafenibista.

Taulukko 1. Mutaatioluettelo ja COSMIC-tunnisteet*

Mutaatio Emdsjdrjestyksen muutos COSMIC-tunniste
V600E GTG > GAG 476
V600E-kompleksi GTG > GAA 475
V600D GTG > GAT 473
V600K GTG > AAG 474
V60OR GTIG > AGG 477

*COSMIC+unnisteet on otettu COSMIC-luettelosta (Catalog of Somatic Mutations in Cancer):
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tiivistelma ja kuvaus

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on kayttévalmis sarja viiden BRAF-geenin
somaattisen mutaation tunnistamiseen reaaliaikaisen polymeraasiketju-
reaktiomenetelman (PCR) avulla Rotor-Gene Q MDx -laitetta kayttaen.

ARMS®-(Amplification Refractory Mutation System) -jarjestelmdn ja Scorpions®-
tekniikoiden avulla therascreen BRAF RGQ PCR -sarja mahdollistaa seuraavien
mutaation tunnistamisen BRAF-sydpdgeenin kodoni 600:ssa villityypin
genomisessa DNA:ssa.

B V600E
B V600E-kompleksi (V6OOEc)
M V600D
B V600K
M V600R
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Kaytetyt menetelmat ovat erittdin selektiivisia ja — DNA:n kokonaismé&drasté
riippuen — mahdollistavat alhaisen tason mutaatioiden havaitsemisen villigyypin
genomisessa DNA:ssa. Annetut selektiivisyys- ja tunnistamisrajat ovat
tehokkaampia kuin vériaineeseen perustuva sekvensointi.

Menetelmdn periaate

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja tunnistaa mutaatioita kahden tekniikan —

ARMS ja Scorpions — avulla reaaliaikaista polymeraasiketjureaktiomenetelmaa
(PCR) kayttcen.

ARMS

Alleeli- tai mutaatiokohtainen monistus saadaan aikaan ARMS+ekniikan avulla.
Tag DNA -polymeraasi (Taq) erottaa tehokkaasti vastaavuudet ja poikkeamat
PCR-alukkeen 3'-padssa. Spesifiset mutaation lapikayneet sekvenssit monistetaan
tasaisesti naytteissa, joissa suurimmassa osasta sekvensseja mutaatiota ei ole.
Kun alukkeen vastaavuus on taydellinen, monistus jatkuu téydella teholla. Kun
3’-p&dn emas ei ole vastaava, ilmenee vain matalan tason taustan monistusta.

Scorpions

Monistuksen tunnistamisessa kdytetddn Scorpions-tekniikkaa. Scorpionit ovat
bifunktionaalisia molekyyleja, jotka sisaltavat PCR-aluketta, joka on kovalenttisesti
kiinnitetty fluoresoivaan koettimeen. Koettimen fluorofori liittyy koettimessa
olevaan sammuttajaan, joka véhentaa fluoresenssia. PCR:n aikana, kun koetin
sitoutuu amplikoniin, fluorofori ja sammuttaja irtoavat toisistaan. Tamé johtaa
mitattavissa olevaan fluoresenssin nousuun reaktioputkesta.

Sarjan rakenne
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaan sisdltyy viisi testia:
B yksi kontrollitesti (kontrollireaktioseos; CTRL)

B nelja mutaatiotestia (mutaatioreaktioseokset; V6OOE/Ec, V600D, V600K,
V600R).

V600E/Ec-testi tunnistaa sekd VOOOE- ettd VO6OOEc-mutaatiot, mutta ei erota
niita toisistaan.

Kaikki reaktioseokset ovat kaksiosaisia, ja ne sisaltavat reagensseja, jotka
tunnistavat FAM™-kohteen ja sisdisen kontrollin, jonka tunnus on HEX™. Sisdinen
kontrollitesti kontrolloi inhibiittoreita, jotka voivat johtaa vaériin negatiivisiin
tuloksiin.
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Testt

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja koostuu kaksivaiheisesta toimenpiteesta.
Ensimmdisessd vaiheessa suoritetaan kontrollitesti ndytteen monistettavissa
olevan BRAF DNA:n arvioimiseksi. Toisessa vaiheessa suoritetaan sekd
mutaatio- ettd kontrollitesti DNA:n mutaation lasnéolon
vahvistamiseksi/poissulkemiseksi.

Kontrollitesti

Kontrollitestilla, FAM-estilla, arvioidaan naytteen monistettavissa oleva BRAF
DNA. Kontrollitesti monistaa BRAF-geenin eksoni 3 -alueen. Alukkeet ja
Scorpion-koetin on suunniteltu monistamaan itsendisesti mita tahansa tunnettuja

BRAF-polymorfismeja.

Mutaatiotestit

Jokaisessa mutaatiotestissé on FAM-merkitty Scorpion-koetin ja ARMS-aluke,
joilla erotetaan villityypin DNA ja erityinen DNA:n mutaatio.

Kontrollit

Huomautus: Kaikissa testierissé on oltava mukana positiiviset ja negatiiviset
kontrollit.

Positiivinen kontrolli

Jokaisessa testierassa on oltava mukana positiivinen kontrolli putkissa 1-5.
therascreen BRAF RGQ PCR -sarja sisaltdd BRAF-positiivisen kontrollin (PC), jota
kaytetdan templaattina positiivisessa kontrollireaktiossa. Positiiviset kontrolli-
tulokset arvioidaan, jotta voidaan varmistaa, ettd sarja toimii mainittujen
hyvéaksyntékriteerien vaatimusten mukaisesti.

Negatiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssa on oltava mukana negatiivinen kontrolli (NTC) putkissa
9-13. therascreen BRAF RGQ PCR -sarja sisaltaa vettd NTC:ta varten (NTC),
jota kaytetaan templaattina NTC:ssa. NTC:ta kaytetaan arvioimaan
mahdollinen kontaminaatio erdn valmistelun aikana ja arvioimaan sisdisen
kontrollireaktion toimintaa.
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Sisdisen kontrollireaktion arviointi

Jokainen reaktioseos sisdltaa kohdereaktion liscksi sisaisen kontrollin.
Epdonnistuminen osoittaa, ettd lasnd saattaa olla inhibiittoreita, jotka voivat
johtaa epatarkkaan tulokseen tai kyseessa saattaa olla testin suorittajan
virheellinen putken kasittely eran valmistelun aikana. Jos sisaisen kontrollin virhe
johtuu PCR-inhibitiosta, ndytteen laimentaminen saattaa vahentad inhibiittorien
vaikutusta. Tass@ tapauksessa on kuitenkin huomattava, ettd talldin myés kohde-
DNA laimenee. Sarjaan sisaltyy myds vesiputki ndytteen laimentamista varten
(Dil.). Néaytteiden laimentaminen on suoritettava sarjan mukana toimitettua
laimentamiseen tarkoitettua vetta (Dil.) kayttaen.

Ndytteen arviointi

On erittdin suoriteltavaa kayttaa therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan mukana
toimitettua kontrollireaktioseosta (CTRL) naytteen monistettavissa olevan BRAF
DNA:n arvioimiseksi. Kontrollitesti monistaa BRAF-geenin eksoni 3 -alueen.

On suositeltavaa valmistaa naytteitd, joissa kaytetaan ainoastaan kontrollitestia
kayttden BRAF-positiivista kontrollia (PC) positiivisena kontrollina ja NTC:hen
tarkoitettua vettd NTC:na.

Huomautus: DNA:n arvioinnin tulisi perustua PCR:Gan, ja se saattaa erota
absorbanssilukemiin perustuvasta kvantifikaatiosta. Sarjan mukana toimitetaan
my&s ylimadrdinen kontrollireaktioseos (CTRL), jonka avulla voidaan arvioida
ndytteiden DNA:n laatu ja maard ennen therascreen BRAF RGQ PCR -sarjalla
suoritettavaa analyysia.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisdltd

therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
Luettelonumero 870211
Reaktioiden méara 24
Control Reac’rion Mix Punainen 1 CTRL 2 x 720 yl
(kontrollireaktioseos)

V600E/Ec Reaction Mix Purppura

(V60OOE/Ec-reaktioseos) 2O B 7207
V600D Reaction Mix :

(V600D-reakfioseos| Oranssi 3 V600D 720 pl
V600K Reaction Mix ,

(V600K-reakfioseos) Vaaleanpunainen 4 V600K 720 l
V600R Reaction Mix 0

(V60OR-reaktioseos) Vihred > VOOOR 7204
BRAF Positive Control :

(BRAF-positiivinen kontrolli) Beige S 20
Tag DNA Polymerase : N

(Tag DNA -polymeraasi Mintunvihred Taq 2 x 80 l
Water for NTC (vesi :

NTC 16 varten) Valkoinen NTC 1,9 ml
Water for Sample Dilution

(vesi naytteen Valkoinen Dil. 1,9 ml

laimentamista varten)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook
(englanninkielinen kasikirja)
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Tarvittavat materiaalit jotka eivét kuulu toimitukseen

TydskenneltGessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakéayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoja saa
tuotekohtaisista kayttéturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen
toimittajalta.

Reagenssit

B DNA:n uuttosarja (katso “DNA:n uuttaminen ja valmistaminen”, sivu 14)
B Ksyleeni

M Etanoli (96-100 %) *

Kulutustavarat
B 1,5 ml:n tai 2 ml:n mikrosentrifugiputkia (lyysivaiheisiin)

B 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkia (eluutiovaiheisiin) (saatavana mm. seuraavilta:
Brinkmann [Safe-Lock, luettelonro 022363204], Eppendorf [Safe-Lock,
luettelonro 0030 120.086] ja Sarstedt [Safety Cap, luettelonro 72.690]) 1

Tarkoitukseen sopivia pipettejd* (saddettavid) naytteen valmisteluun
Tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavia) PCR-paaseoksen valmisteluun

Tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavia) templaatti-DNA:n annosteluun

Steriilejd, suodattimella varustettuja pipetin karkid (ristikontaminaation véltta-
miseksi suosittelemme kayttamadn pipetin karkia, joissa on aerosoliesteet)

Laitteisto

B Lamposekoitin, kuumennettava ravistava inkubaattori, kuumennuslohko tai
vesihaude, joka mahdollistaa inkuboinnin 90 °C:ssat

B Poytamallinen sentrifugi*, jossa on roottori 2 ml:n reaktioputkia varten
M Vortex-sekoittaja?

M Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*”, jossa on vihred ja keltainen
fluoresenssikanava (FAM:n ja keltaisen tunnistamiseen)

* Ala kéyta denaturoitua alkoholia, joka siséltaa muita aineita, kuten metanolia tai
metyylietyyliketonia.

T Toimittajaluettelo ei ole kattava.

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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M Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3 BRAF-estisarjan kanssa (versio 3.1.1) on
valmiiksi asennettu automatisoitua mutaatioiden havaitsemista varten (katso
“Liite Il: therascreen BRAF +estipaketin asennus”, sivu 88)

Huomautus: Rotor-Gene Q -ohjelmistoa voidaan kayttéd ilman BRAF-
testisarjaa manuaaliseen mutaatioiden tunnistamiseen. Katso kohta “Liite I:
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin protokolla”, sivulla 59.

B 0,1 ml:n liuskaputkia ja korkkeja kaytettavaksi 72-kuoppaisen roottorin
kanssa (QIAGEN, luettelonro 981103 tai 981106)

W Steriileja mikrosentrifugiputkia paaseosten valmistamiseen

M Latauslohko, jossa on 72 x 0,1 ml:n putkea, alumiinilohko manuaaliseen
reaktion valmisteluun, sis. Yksikanavainen pipetti (QIAGEN,
luettelonro 9018901)

Varoitukset ja huvomautukset

In vitro -diagnostiikkaan

Turvallisuustiedot

TydskenneltGessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoa saa
tuotekohtaisista kayttéturvatiedotteista. Ne ovat saatavilla kétevassa ja
kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.qgiagen.com/safety, jossa
voidaan tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjan ja sarjakomponentin
kayttoturvallisuustiedotteita.

Yleiset varotoimet
Kayttajan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet.

W Sailytd ja uuta positiiviset materiaalit (ndytteet ja positiiviset kontrollit)
erillaan, poissa kaikkien muiden reagenssien laheisyydestd ja lisad ne
reaktioseokseen erillisessa tilassa.

B Varmista huolellisesti, etteivat PCR:t padase kontaminoitumaan synteettisesta
kontrollimateriaalista. Suosittelemme kayttamaan reaktioseosten valmistuksessa
ja DNA-+templaatin lisaémisessd tarkoitukseen sopivia, erillisia pipetteja.

" Joissakin maissa voidaan tilanteesta riippuen kayttad Rotor-Gene Q 5plex HRM -instrumenttia,
jonka valmistuspdiva on toukokuussa 2011 tai mydhemmin. Valmistuspdiva on néhtavissa
laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa “kkvvnnn”, jossa
"kk” on valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeistd numeroa ja “nnn” on
laitteen tunnistenumero.
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Reaktioseosten valmistaminen ja annostelu on suoritettava eri paikassa kuin
templaatin liséaminen. Rotor-Gene Q -putkia ei saa avata PCR-ajon on
paattymisen jalkeen. Syyna on laboratoriokontaminoitumisen estéminen PCR-
ajon jalkeen.

M therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan reagenssit on laimennettu optimaaliseen
vahvuuteen. Emme suosittele laimentamaan reagensseja enempdad, koska
seurauksena saattaa olla suorituskyvyn heikkeneminen. Suosittelemme
yhdella kertaa kaytettavan reagenssin vahimmaismaaraksi 25 pl, koska
muutoin vadrien positiivisten tulosten riski kasvaa.

W Kaikki therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan reagenssit on suunniteltu sarjan
optimaalista suorituskykyé ajatellen. Kaikki therascreen BRAF RGQ PCR
-sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu kaytettavaksi ainoastaan
muiden samaan therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaan sisdltyvien reagenssien
kanssa. Sarjan reagensseja ei saa korvata muilla reagensseilla, jos halutaan
sGilyttaa sarjan optimaalinen suorituskyky.

B Kayta ainoastaan sarjan mukana toimitettua Tag DNA -polymeraasia (Tag).
Ala korvaa Tag DNA -polymeraasia muiden saman- tai toisentyyppisten
sarjojen polymeraaseilla tai muiden toimittajien Tag DNA -polymeraaseilla.

Reagenssien sdilytys ja kasittely

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja toimitetaan pakattuna hiilihappojadahan, ja
sen on oltava jGdssa toimitushetkelld. Jos therascreen BRAF RGQ PCR -sarja
ei ole toimitushetkella jadssa, ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana

tai toimituspakkaus ei sisélla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja, ota
yhteyttd QIAGENIn paikalliseen tekniseen tukipalveluun tai jalleenmyyjaan
(katso yhteystiedot takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com).

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on asetettava valitdmasti toimituksen
vastaanottamisen jdlkeen tasaldmpéiseen pakastimeen, jonka lampétila
on -15...-30 °C ja suojattava valolta. Scorpions (samoin kuin kaikki
fluoresenssimerkityt molekyylit) on suojattava valolta haalistumisen ja
suorituskyvyn heikkenemisen estamiseksi.

Alkuperdispakkauksessaan suositelluissa sailytysolosuhteissa sdilytetty sarja
on kayttokelpoinen etiketissé mainittuun viimeiseen kayttopdivaan asti.
Sarjan toistuvaa sulattamista ja pakastamista on valtettava. Pakastamis- ja
sulattamisjaksoja saa olla enintaan kuusi.
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Naytteiden sdilytys ja kasittely

Huomautus: Kaikkia naytteitd on kasiteltdva mahdollisesti infektoituneena
materiaalina.

Naytemateriaalin on oltava formaliini-fiksoidusta parafiiniin valetusta (FFPE)
kudoksesta uutettua ihmisen genomista DNA:ta. Naytteet on kuljetettava
tavanomaisia patologian kaytantdja noudattaen naytteen hyvaksyttavan laadun
varmistamiseksi.

Kasvainndytteet ovat ei-homogeenisid, ja kasvainndytteen tiedot eivat véltamatta
ole yhdenmukaisia saman kasvaimen muiden osien tietojen kanssa.
Kasvainndytteet saattavat sisaltad kasvaimen lisgksi myés muuta kudosta. Muun
kudoksen kuin kasvainkudoksen DNA:n ei oleteta sisaltdvan therascreen BRAF
RGQ PCR -sarjan havaitsemia mutaatioita.
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Toimenpide

DNA:n vuttaminen ja valmistaminen

therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan suoritusarvot on saatu aikaan kayttamalla
QIAamp FFPE Tissue -sarjan avulla vutettua DNA:ta (QIAGEN,

luettelonro 56404). Jos kaytéssa on QlAamp FFPE Tissue -sarja, suorita DNA:n
uuttaminen kasikirjan ohjeiden mukaisesti huomioiden myds alla esitetyt ohjeet.

B Ota FFPE-nGytteet naytelevyille.

B Raaputa ylimaarainen parafiini pois kudoksesta kayttamattomalla, steriililla
skalpellilla.

B Raaputa kudosnaytteet mikrosentrifugiputkiin kayttamalla jokaisen uutettavan
naytteen kohdalla kayttamataonta skalpellia.

B Puhdistettua genomista DNA:ta on uutettava 120-200 pl:ssa Buffer ATE
-puskuria (sisaltyy QlAamp DNA FFPE Tissue -sarjaan). Sailytd puhdistettu
genominen DNA -15...-30 °C:n lampétilassa.

DNA:n arvioinnin on perustuttava therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan mukana
toimitettuun kontrollireaktioseokseen (CTRL), ja se saattaa erota
absorbanssilukemiin perustuvasta kvantifioinnista. Sarjan mukana toimitetaan
my&s ylimaarainen kontrollireaktioseos (CTRL), jonka avulla voidaan arvioida
ngytteiden DNA:n laatu ja maérd ennen therascreen BRAF RGQ PCR -sarjalla
suoritettavaa analyysia.

Huomautus: Jotta voitaisiin varmistaa riittdvé DNA:n maard analyysia varten,
on suositeltavaa uuttaa vahintadn kaksi FFPE-levy& ensimmdisessa vaiheessa ja
arvioida ne kontrollitestilla. Jos PCR:aa varten on saatu riittavasti DNA:ta,
lisdlevyja voidaan uuttaa ja ottaa DNA-poolit.

Huomautus: Jotta voitaisiin varmistaa riittavéd DNA:n madrd analyysia varten,
FFPE-nGytteiden paksuuden on oltava vahintaan 5 pm.

Kaikki therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan testit tuottavat lyhyitd PCR-tuotteita.
therascreen BRAF RGQ PCR -sarja ei kuitenkaan toimi voimakkaasti
fragmentoituneen DNA:n kanssa.
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Protokolla: Néytteen arviointi

Taman protokollan avulla arvioidaan néytteiden monistettavissa olevan DNA:n
kokonaismaara kayttaen BRAF CE Sample Assessment Locked Template
templaattia (testitipakkausta) automatisoituun néytteen arviointiin.

Huomautus: Katso lisatietoja manuaalisesta ndytteen arvioinnista kohdasta
“Liite I: therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin protokolla” sivulta 59.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta “Yleiset varotoimet”, sivulta 11,

Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx -laitteen kayttéén ennen protokollan
suorittamista. Katso laitteen kayttdopas.

Alg sekoita Tag DNA -polymeraasia (Tag) tai mitdan Tag DNA -polymeraasia
sisaltavaa seosta, silla sekoittaminen saattaa inaktivoida entsyymin.

Pipetoi Tag DNA -polymeraasi (Tag) asettamalla pipetin karki aivan
nestepinnan alapuolelle, jotta karkeen ei padse liikaa entsyymia.

Kontrollireaktioseoksen (CTRL) avulla voidaan arvioida enintdan 24 naytetta.

Ennen aloittamista suoritettava valmistelut

Varmista, ettd therascreen BRAF -testipaketin ohjelmisto on asennettu ennen
Rotor-Gene Q -laitteen ensimmadistd kayttokertaa (katso “Liite Il: therascreen
BRAF -testipaketin asennus”, sivu 88.

Ennen reagenssien jokaista kayttokertaa kaikkia reagensseja on sulatettava
huoneenldmmdssa (15-25 °C) vahintaan yhden tunnin ajan, kaanneltava
10 kertaa ja sentrifugoitava hetken aikaa putken pohjalla olevan sisallén
sekoittumiseksi.

Varmista ennen jokaista kayttokertaa, ettd Tag DNA -polymeraasi (Tag) on
huoneenlampaista (15-25 °C). Sentrifugoi putkea hetken aikaa putken
pohijalla olevien entsyymien sekoittumiseksi.

Toimenpide

1.

Sulata kontrollireaktioseosta (CTRL), NTC:té varten tarkoitettua vetté (NTC) ja
positiivista kontrollia (PC) huoneenldmméssa (15-25 °C) vahintadn yhden
tunnin ajan. Kun reagenssit ovat sulaneet, sekoita ne kadntelemdllé jokaista
putkea 10 kertaq, jotta paikallisia suolakertymié ei pédse muodostumaan,
ja sentrifugoi sen jdlkeen hetken aikaaq, jotta putken pohjalla oleva
materiaali sekoittuu.
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2. Valmista riittdva méara padseoksia (kontrollireaktioseos [CTRL] seka Tag
DNA -polymeraasi [Taql) DNA-ndytteitd varten, yksi positiivinen
kontrollireaktio ja yksi NTC-reaktio noudattaen taulukossa 2 annettuja
mddrid koskevia ohjeita. Sisdllytd mukaan reagensseja yhta ylimaérdgisté
ndytettd varten, jotta mahdollistat riittévén kattavuuden PCR-mddritystd

varten.

Padseos sisdltaa kaikki PCR:Gé varten tarvittavat komponentit naytettd

lukuun ottamatta.

Taulukko 2. Kontrollitestin pédseoksen valmistaminen*

Komponentti

Mdard

Kontrollireaktioseos (CTRL)

Tag DNA -polymeraasi (Taqg)

19,5pl x (n+ 1)*
0,5 pl x (n+ 1)*

Kokonaismddra

20,0 pl/reaktio

* n = reaktioiden maara (naytteet plus kontrollit). Valmista padseosta valmistaessasi
riittdvé maara seosta yhta ylimaardaistd néytettd varten (n+1), jotta mahdollistat riittévan
kattavuuden PCR-maadritysta varten. Arvo n ei saa olla yli 26 (24 naytetta plus

2 kontrollia).

Sekoita paaseos huolellisesti pipetoimalla sita varovasti 10 kertaa yl6s ja
alas. Aseta sopiva mdara liuskaputkia latauslohkoon kuvassa 1 esitetylla
tavalla. Lisad valittomdsti 20 pl padseosta jokaiseen PCR-liuskaputkeen.

Pida korkit muovisgiliéssa mydhempad kayttéd varten. Ndytteen arviointia
varten lisaa kontrollitestin pddseosta yhteen positiiviseen kontrollikuoppaan,
yhteen negatiiviseen kontrollikuoppaan ja kunkin ndytteen yhteen

kuoppaan.

Testi

Kontrolli 9 17 25 = - - - _
Kontrolli 10 18 26 = = - - _
Kontrolli 3 11 19 = = - - - _
Kontrolli 4 12 20 = = - - _ _
Kontrolli 5 13 21 = = - - - _
Kontrolli 6 14 22 = = - - _ _
Kontrolli 7 15 23 - = = - - _
Kontrolli 8 16 24 = = - - _ _

Kuva 1. Latauslohkossa olevien néytteiden arviointi. Numerot ilmaisevat sijainnit
latauslohkossa seké roottorin loppuasennon.

16
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4. Lisaa valitomdasti 5 pl NTC:hen tarkoitettua vettd NTC-putkeen (PCR-putki
numero 2) ja aseta putken korkki paikalleen. Lisaa 5 pl vetté jokaiseen
ndyteputkeen (PCR-putkiin numero 3-26) ja aseta putkien korkit paikoilleen.
Lisaa 5 pl BRAF-positiivista kontrollia (PC) positiiviseen kontrolliputkeen
(PCR-putki numero 1) ja aseta putken korkki paikalleen.

Merkitse putkien korkkeihin suunta, jota noudattaen putket ladataan Rotor-
Gene Q MDx -laitteeseen.

5. Kun kaikkien PCR-putkien korkit on asetettu paikoilleen, tarkista nayteputkien
tayttotasot silmémddardisesti, jotta voit varmistaa, ettd néyte on lisdtty
kaikkiin putkiin.

6. Kadntele kaikkia PCR-putkia (4 kertaa), jotta naytteet ja reaktioseokset
sekoittuvat.

7. Aseta PCR-liuskaputket oikeisiin kohtiinsa 72-kuoppaiseen roottoriin
(kuva 1). Jos roottori ei ole tdynnd, kaikkiin tyhjiin kohtiin on lisattévé tyhjé
putki, jonka korkki on paikallaan.

8. Aseta vdlittémdsti 72-kuoppainen roottori Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen.
Varmista, etta lukkorengas (Rotor-Gene Q -laitteen varuste) on asetettu
roottorin pddlle, jotta putket pysyvét paikoillaan ajon aikana.

9. Kdaynnista Rotor-Gene Q -sarjan ohjelmisto kaksoisnapsauttamalla Rotor-
Gene Q MDx -laitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen néytéssé nakyvaa
”therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (therascreen
BRAF CE -ndytteen arvioinnin lukitus) -kuvaketta (katso kuva 2).

bt

therascreen

BRAF CE
Sample
Assessment

Locked
Template

Kuva 2. "therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (therascreen BRAF CE
-ndytteen arvioinnin lukitus) -kuvake.
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10. "Setup” (Asennus) -vdlilehti tulee oletuksena nékyviin (kuva 3). Varmista,
etta lukkorengas on kunnolla paikallaan ja laita rasti “Locking Ring
Attached” (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutuun. Sulje Rotor-Gene Q
-laitteen kansi.

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

Wiew

1 o ] : . - =!

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

Hotes -

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

Template Vermon an

g Saneias |
Sarplet

Sancls Hame: |

[Somple 10| Samgle Hame | Poston 2

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

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

Kuva 3. "Setup” (Asennus) -vélilehti (1) ja “Locking Ring Attached” (Lukkorengas kiinnitetty)
-valintaruutu (2).

11. Anna “Run ID” (Ajon tunniste) -kenttddn ajon tunniste oman laitoksesi
nimedmiskdytintéjen mukaisesti. Anna “Sample Name” (Néytteen nimi)
-kenttddn ndytteen nimi oman laitoksesi nimedmiskaytdntdjen mukaisesti.
Talléin ndytteen nimi lisétéan alla olevaan néyteluetieloon ja naytteelle
annetaan “Sample ID” (Naytteen tunniste) -nimi (1, 2, 3 jne.). Lisaksi
ndytteen nimi pdivitetddn oikealla puolella ndkyvadn “Layout of the
pipetting adapter” (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeliin (kuva 4).

Huomautus: Vaihtoehtoisesti *.smp (Rotor-Gene Q -ndytetiedosto)

-muodossa tai *.csv (CSV-tiedosto) -muodossa tallennetut néytteet voidaan

tuoda valitsemalla “Import Samples” (Tuo néytteet) -painike. Néaytteiden

nimet tdytetddn automaattisesti taté menetelmad kayttéen.

Huomautus: Tarkista “Layout of the pipetting adapter” (Pipetointiadapterin
asettelu) -paneelissa, ettd lisatty ndytteen nimi on korostettu eri varilla kuin
muut nimet ja ettd néytteen nimi on ndytekohdassa (kuva 4).
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Huomautus: Jos ndytteen nimessé on yli kahdeksan merkkid, nimi ei
mahdollisesti ndy “Layout of the pipetting adapter” (Pipetointiadapterin
asettelu) -paneelissa kokonaan.

Potor-Gene Q) Sered Sofivare VBTUAL MODE - heraireen BRAF CE Sample Asessment Locked Template 2014.09-12 1) - (8RAF Anahi] =T <
Fie  Help =@l
View shsss
Setup 1 Froges ] 4
This scimen ds fox e 1 Complet e and chck R  ous e ready 10 begin the un.
Motes ;
Kt Name: ;agf_mupxnsu Rotor: [ Locking Rieg Atached
Template Version: 111
Inmm: P8 5 et Avsmaa I Lo of the pipsiting adapter
5 ——T——=
Sasnples
2 Sampls Hame | H
Sangle I Hame Poston
1 Sample 1 NTC
T Contl
;:’.(11
Contel

g . chck Sem Fi tenn [P SR |

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

Kuva 4. “Run ID” (Ajon tunniste)- ja “Sample Name” (Naytteen nimi) -tietojen antaminen.

(1 = "Run ID” [Ajon tunniste] -kenttd, 2 = “Sample Name” [Ndytteen nimi] -kenttd, 3 = Sample
List [Nayteluettelo], 4 = “Layout of the pipetting adapter” [Pipetointiadapterin asettelu] -paneeli,
5 = "Sample Import” [Naytteen tuonti] -painike).

]
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12. Anna muiden ndytteiden nimet toistamalla vaihe 11 (kuva 5).

Huomautus: Voit muokata néytteen nimed napsauttamalla néyteluettelossa
kohtaa “Sample Name” (Naytteen nimi), jolloin valittu nayte tulee edella
mainittuun “Sample Name” (Néaytteen nimi) -kenttadn. Muokkaa nimed
oman laitoksesi nimedmiskaytantdjen mukaisesti ja pdivita nimi painamalla

Enter.

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

File  Help

Setup

|

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

Hotes :
it Hams: :,laeqar‘wsw RGO Hotor: [ Lockirsg Flrg Aftachad T
Template Version: 311
Run ID: [Ty r— Liayout of the pipeiing adspler
Jrrgant S armgiet
Paston g
Sarplos Sanghe 7
Cortral
.I s | f
ECT o T Poskon?  Poston10
T Sample 1 NTC e
2 Surgl 2 Conivol Connol
3 Sugle 3
4 Samgle 4
5 Sample § Poake
Bcamet =]

Sample £
e

h g have b d|, chok St Fi

I~ _Swthun |

FlohzGiens O Senies Sofwere 231

Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZimmerB JAdmant stors|

Kuva 5. Muiden naytteiden nimien lisaéaminen “Sample Name” (Naytteen nimi) -kenttédn.
(1 = "Sample Name” [Naytteen nimi] -kenttd, 2 = Sample List [Nayteluettelo], 3 = “Layout of
the pipetting adapter” [Pipetointiadapterin asettelu] -paneeli).
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13. Kun kaikkien naytteiden nimet on annettu, varmista, ettd ne ovat oikein.
Lisad tarvittaessa lisatietoja “Notes” (Huomautukset) -kenttadn ja napsauta
”Start Run” (Kaynnistd ajo) -painiketta (kuva 6).

Huomautus: Jos jokin roottorin paikka on tyhja, ndkyviin tulee “Warning”
(Varoitus) (kuva 6), jolla kaytajaa muistutetaan siitd, etta kaikkiin roottorin
tyhjiin kohtiin on lisattava tyhja korkilla suljettu putki. Tarkista, ettd kaikissa
roottorin tyhjissé kohdissa on tyhja putki, jonka korkki on paikallaan, ja
jatka napsauttamalla “OK”.

____RMW-C_*_"(’_QM_‘_‘!NIW VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assetsment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analyzis] = E_J= xi _I
= P
Sotup L 2

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

Holes ;
Kt Nama: gc-enn'.:’rm BRAF RGO Rotor: 5 ) eking Rling Amschad
Templste Vemion: 311
Fun 1D (Y re—— Lo of the ppaing addapier
o Sl |
Samgles
Somgle Hame: | - -
Sangle 1D | Samgio N St = .l
Samgla 1
2 Somgle 2 Waening - There are unused Rotor Tubes.
Sample 3
4 Sarngla & Pleste fill ol unused posttions with empty tubes.
5 Sanpie 5 Do you with to continue?
Swpie ©
7 Sapla 7
8 Sampie §
x| cwen |
—

2 Sample £
wmhnn:ﬂlnq:hawbew:mlmedcki%\aﬂmlukwh'\mIﬁi" Start Aun | I

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

Kuva 6. "Notes” (Huomautukset) -kentté (1), “Start Run” (Kdynnista ajo) -painike (2) ja tyhijié
roottorin paikkoja koskeva "Warning” (Varoitus) (3).
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14. "Save As” (Tallenna nimelld) -ikkuna tulee naytt66n. Valitse haluamasi
tiedostonimi ja tallenna PCR-ajo *.rex-tiedostona valittuun sijaintiin ja
napsauta “Save” (Tallenna) -painiketta (kuva 7).

& Downloads

[ Save As &
— _—

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

! Organize v - [7]

t

: 4.7 Favorites Desktop Dewnloads

‘ Bl Desktop ! c:‘.lg I| "’" :

% Recent Places
4 Libraries
1M Computer

|
| -
1 — €M 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 ,

3

Kuva 7. Ajotiedoston tallentaminen. (1 = “Save As” [Tallenna nimell@] -ikkuna, 2 = “File
Name” [Tiedostonimi]- ja “Save as type” (Tallenna tyyppind) -kentdt, 3 = “Save” [Tallenna]
-painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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15. PCR-ajo kdynnistyy.
Huomautus: Kun ajo kéynnistyy, “Run Progress” (Ajon edistyminen) -vélilehti
avautuu automaattisesti, ja siind nakyvat lampatilatiedot ja jaljella oleva
ajoaika (kuva 8).

Rstow-Gene § Senes Sofwane VIRTUAL MODE - theruscreen BRAF CF Sample Assesiment Locked Termplate 2014-06012 (1} - [BRAF Anabysia} ™ et i

File  Help = Eix

View e
Sop 1 T Progiess |
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
]
0
k5
[0
5
o
2
0
el
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|

Kuva 8. “Run Progress” (Ajon edistyminen) -valilehti.
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16. Kun ajo on suoritettu loppuun, “Analysis” (Analyysi) -valilehti avautuu
automaattisesti.
Huomautus: Jos “Analysis” (Analyysi) -valilehti ei avaudu, napsauta
"Analysis” (Analyysi) -vélilehted (kuva 9).

Huomautus: Laskentamenetelma on selitetty osassa “Tulosten tulkinta”

sivulla 38.
T Fie Help -l@in
Veew
oo 1 BunProgess [ Analyens — ]
__Beor |
Contiol flun Sanple Ao Table:
Tbe ) |Sangle Hum [&: [P Poimrmgn |ETTS 2
1 PC Contsal 208 Wakd
2 NTC Contrad 240 - ik
) Wakd

3

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

Kuva 9. “Analysis” (Analyysi) -vélilehti ja tulosten raportointi. (1 = “Analysis” [Analyysi]
-vélilehti, 2 = "Sample Result Table” [Naytteen tulostaulukko]).

17. Kontrollitulokset raportoidaan, kuten kohdassa “Sample QC Result Table”

(Ndytteen QC-tulostaulukko) (kuva 9) on esitetty.

B Aja kontrollit (PC ja NTC, putkien sijainnit 1 ja 2). Jos tulokset ovat
hyvaksyttavan alueen rajoissa, kummassakin kohdassa nakyy teksti
"Valid” (Hyvaksytty). Muussa tapauksessa tulokseksi tulee teksti “Invalid”
(Virheellinen).

B Naytteen kontrollireaktion Cr > 32,00 kohdalle tulee teksti “Invalid”
(Virheellinen). DNA:n maara ei ole riittdva mutaatioanalyysia varten.
Testaa ndyte uudelleen. Jos DNA:n maara on edelleen riittamaton, vuta
lisad kudosnaytettd, jos sitd on saatavilla (katso “Ongelmien ratkaisu”,

sivu 39.
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B Ndytteen kontrollireaktion Cr < 21,95 kohdalle tulee teksti “Invalid”
(Virheellinen). DNA:n konsentraatio on liian korkea mutaatioanalyysia
varten. Laimenna nukleaasittomalla laimentamiseen tarkoitetulla vedella
(Dil.) ja suorita testi uudelleen. Laimenna pitoisuuteen Cr 21,95-32,00.
Laimennussuhde 1:1 kasvattaa Crarvoa 1.0:lla.

B Ndytteen kontrollireaktion Cr-arvon 21,95-32,00,
(21,95 < kontrolli Cr > 32,00) kohdalle tulee teksti “Valid” (Hyvéksyity).

DNA:n konsentraatio on sopiva mutaatioanalyysia varten.

Huomautus: Jos uudelleen vuttaminen tai laimennus on tarpeellinen, toista
kontrollireaktio, jotta voit varmistaa, ettd DNA:n konsentraatio on sopiva
kayttod varten.

18. Raporttitiedostot voidaan luoda napsauttamalla “Report” (Raportti)
-painiketta. “Report Browser” (Raporttiselain) -ikkuna tulee néyttoon. Valitse
kohdasta "Templates” (Mallit) kohta “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE
-analyysiraportti) ja napsauta sen jélkeen “Show” (Néytd) -painiketta
(kuva 10).Huomautus: Raportit voidaan tallentaa Web Archives
(Verkkoarkisto) -muodossa toiseen sijaintiin napsauttamalla kunkin raportin
vasemmassa ylakulmassa “Save As” (Tallenna nimell@) -painiketta.

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

o B
Seam 1 Bun Progrers 1 Analysis

Contiol Run Sanple Aesull Table:

Tube D [Samle Hame
1 FC Contial

2
3 Sample 1

| Fotcx e O Semws Sowawe 231 therascinen BRAF Modde (VIRTUAAL MOOE | Cusnert User GLOBAL e [dmristatons)

Kuva 10. “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE -analyysiraportti) -kohdan valitseminen.
(1 = "Report” [Raportti] -painike, 2 = “Report Browser” [Raporttiselain], 3 = “BRAF CE
Analysis Report” [BRAF CE -analyysiraportti], 4 = “Show” [Naytd] -painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokolla: BRAF-mutaation tunnistaminen

Tama protokolla koskee BRAF-mutaatioiden tunnistamista. Kun nayte on
lGpaissyt ndytteen arvioinnin, se voidaan testata BRAF-mutaatiotesteilla
automatisoitua ohjelmistoa kayttaen.

Huomautus: Katso lisatietoja manuaalisesta mutaatioiden tunnistamisesta
kohdasta “Liite I: therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin protokolla”
sivulta 59.

Térkeitd huomioita ennen kuin aloitat
M Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta “Yleiset varotoimet”, sivulta 11.

B Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx -laitteen kaytédn ennen protokollan
suorittamista. Katso laitteen kayttdopas.

B Alg sekoita Tag DNA -polymeraasia (Tag) tai mitdén Tag DNA
-polymeraasia sisaltavad seosta, silla sekoittaminen saattaa inaktivoida
entsyymin.

M therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan tehokkaan toiminnan takaamiseksi
ndytteet on jaettava vahintéddn kuuden kappaleen eriin. Jos erdkoko on
pienempi, therascreen BRAF RGQ PCR -sarjalla voidaan testata pienempi
maara naytteita.

M Pipetoi Tag DNA -polymeraasi (Taq) asettamalla pipetin karki aivan
nestepinnan alapuolelle, jotta karkeen ei padse liikaa entsyymid.

Ennen aloitamista suoritettava valmistelut

M Varmista, ettd therascreen BRAF -testipaketin ohjelmisto on asennettu ennen
Rotor-Gene Q -laitteen ensimmadistd kayttokertaa (katso “Liite I: therascreen
BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin protokolla”, sivu 59.

B Ennen reagenssien jokaista kayttokertaa kaikkia reagensseja on sulatettava
huoneenlammdssa (15-25 °C) vahintaan yhden tunnin ajan, kaanneltava 10
kertaa ja sentrifugoitava hetken aikaa putken pohjalla olevan sisallén
sekoittumiseksi.

M Varmista ennen jokaista kayttokertaa, etté Tag DNA -polymeraasi (Tag) on
huoneenlampaista (15-25 °C). Sentrifugoi putkea hetken aikaa putken
pohjalla olevien entsyymien sekoittumiseksi.
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Toimenpide

1. Sulata reaktioseoksia, NTC:ta varten tarkoitettua vetta (NTC) ja BRAF-
positiivista kontrollia (PC) huoneenlémmésséa (15-25 °C) vahintaén yhden
tunnin ajan. Kun reagenssit ovat sulaneet, sekoita ne kadntelemdllé jokaista
putkea 10 kertaq, jotta paikallisia suolakertymié ei pédse muodostumaan,
ja sentrifugoi sen jdlkeen hetken aikaq, jotta putken pohjalla oleva
materiaali sekoittuu.

2. Varmista riittava méard padseoksia (reaktioseos seké Taq DNA -polymeraasi
[Taql) DNA-naytteitd varten, yksi positiivinen kontrollireaktio ja yksi NTC-
reaktio noudattaen taulukossa 3 annettuja médria koskevia ohjeita. Siséllyta
mukaan reagensseja yhtd ylimadraista ndytetta varten, jotta mahdollistat
riittévén kattavuuden PCR-mddritystd varten.

Paaseokset sisaltavat kaikki PCR:Ga varten tarvittavat komponentit ngytetta
lukuun ottamatta.

Taulukko 3. Testin padseosten* valmistaminen

Reaktioseoksen Taq DNA -polymeraasin
Testi mddra (Taq) médara
Kontrolli 19,5 pl x (n+ 1) 0,5 plx (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl x (n+ 1) 0,5plx (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+ 1) 0,5plx (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+ 1) 0,5plx (n+1)
V60O0R 19,5 pl x (n+ 1) 0,5plx (n+1)

* n = reaktioiden maara (ndytteet plus kontrollit). Valmista padseosta valmistaessasi
riittdvé maarad seosta yhta ylimaardaistd néytettd varten (n+1), jotta mahdollistat riittévan
kattavuuden PCR-maadritysta varten.
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3. Sekoita pddseos huolellisesti pipetoimalla sitd varovasti 10 kertaa yl6s ja
alas. Aseta sopiva madré liuskaputkia latauslohkoon kuvassa 11 esitetylla
tavalla. LisGé vélittomasti 20 pl padseosta jokaiseen PCR-liuskaputkeen
(eivat sisally toimitukseen).

Pida korkit muovisailidssd mychempad kayttdéa varten.

Kontrollit Ndytteen numero
Testi PC [NTC| 1 2 3 4 5 6 7
Kontrolli 1 9 17 | 25 33 4] 49 | 57 | 65

V600E/Ec 10| 18 | 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66
V600D 111 19 | 27 | 35 | 43 | 51 59 | 67

2
3

V600K 4 | 12| 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
5 | 13| 21 29 | 37 | 45 | 53 | 6] 69

V600R

Kuva 11. Latauslohkossa olevien kontrolli- ja mutaatiotestien arviointi. Numerot ilmaisevat
sijainnit latauslohkossa seka roottorin loppuasennon.

4. Lisaa vélittomdsti 5 pl NTC:hen tarkoitettua vettd NTC-putkiin (PCR-putket
numero 9-13) ja aseta putkien korkit paikoilleen. Lisaa 5 pl vettd jokaiseen
nayteputkeen (PCR-putkiin numero 17-21, 25-29, 33-37, 41-45, 49-53,
57-61 ja 65-69) ja aseta putkien korkit paikoilleen. Liséé 5 pl BRAF-
positiivista kontrollia (PC) positiivisiin kontrolliputkiin (PCR-putket numero 1-5)
ja aseta putkien korkit paikoilleen. Kaikki DNA-n&ytteet on testattava seka
kontrollilla etté kaikilla mutaatiotesteilld.

Merkitse putkien korkkeihin suunta, jota noudattaen putket ladataan Rotor-
Gene Q MDx -laitteeseen.

5. Kun kaikkien PCR-putkien korkit on asetettu paikoilleen, tarkista nayteputkien
tayttotasot silmémddraisesti, jotta voit varmistaa, ettd néyte on lisatty
kaikkiin putkiin.

6. Kddntele kaikkia PCR-putkia (4 kertaa), jotta ndytteet ja reaktioseokset
sekoittuvat.
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7. Aseta PCR-liuskaputket oikeisiin kohtiinsa 72-kuoppaiseen roottoriin
(kuva 11).

Yhdessé PCR-ajossa voi olla mukana enintéan seitsemdn naytetta. Jos

roottori ei ole tdynnd, kaikkiin tyhjiin kohtiin on lisattava tyhja putki, jonka
korkki on paikallaan.

8. Aseta vdlittémdsti 72-kuoppainen roottori Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen.
Varmista, etta lukkorengas (Rotor-Gene Q -laitteen varuste) on asetettu
roottorin pddlle, jotta putket pysyviét paikoillaan ajon aikana.

9. Kéynnistd Rotor-Gene Q -ohjelmisto ja avaa samalla malli
kaksoisnapsauttamalla Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen liitetyn kannettavan
tietokoneen naytdssd ndkyvédd ”therascreen BRAF CE Mutation Analysis
Locked Template” (therascreen BRAF CE -mutaatioanalyysin lukitus)

-kuvaketta (katso kuva 12).
X

therascreen
BRAF CE
Mutation

Analysis
Locked
Template

Kuva 12. "therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template” (therascreen BRAF CE
-mutaatioanalyysin lukitus) -kuvake.
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10. "Setup” (Asennus) -vélilehti tulee oletuksena nékyviin (kuva 13). Varmista,

P
L Attached
Templste Version: at . ",_
2

Aun 1D

ettd lukkorengas on kunnolla paikallaan ja laita rasti “Locking Ring Attached”
(Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutuun. Sulje Rotor-Gene Q -laitteen kansi.

Potor-Gene Q) Series Software VIRTUAL MODE - thesascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Temglate 2014-09-12 (1} - [BRAF Anabysis] oo S
Fie Help

Wiew i

Setup |

This scesen displays mcellanecun setup options for the s Complete the fekds and

Fit Hama: thesascrsen BRAF FIGD Rotor: [y
PCREE o

Motes

‘Wwihen thee un » Farve b o, click: Stat F enn  [[FF _ SatBun

Rotgifiene O Sees Sofware 231 thesascreen BRAF Modue VIRTUAL MODE | Cumert User: GLDBAL/ZimmerB (Admeratrston )

Kuva 13. ”"Setup” (Asennus) -vélilehti (1) ja “Locking Ring Attached” (Lukkorengas kiinnitetty)
-valintaruutu (2).

11. Anna “"Run ID” (Ajon tunniste) -kenttaén ajon tunniste oman laitoksesi

30

nimedmiskdytdntojen mukaisesti. Anna “Sample Name” (Néytteen nimi)
-kenttdén naytteen nimi oman laitoksesi nimedmiskaytantojen mukaisesti.
Talléin ndytteen nimi lisétéan alla olevaan néyteluetteloon ja naytieelle
annetaan “Sample ID” (Naytteen tunniste) -nimi (1, 2, 3 jne.). Lisdksi
ndytteen nimi paivitetdén oikealla puolella nékyvaén “Layout of the
pipetting adapter” (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeliin (kuva 14).
Huomautus: Vaihtoehtoisesti *.smp (Rotor-Gene Q -néytetiedosto)
-muodossa tai *.csv (CSV-tiedosto) -muodossa tallennetut naytteet voidaan
tuoda valitsemalla “Import Samples” (Tuo naytteet) -painike. Néytteiden
nimet tdytetddn automaattisesti 1t menetelméa kayttaen.

Huomautus: Tarkista “Layout of the pipetting adapter” (Pipetointiadapterin
asettelu) -paneelissa, ettd naytteen nimi on korostettu eri varilla kuin muut
nimet ja etta kaikki testit nGyteympyrén alapuolella on korostettu (kuva 14).

Huomautus: Lisattavien ndytteiden enimmd&ism&dra on seitsemdn.

Naytteiden tunnisteet (ndyteympyréihin) annetaan automaattisesti kayttaen
numeroita 1-/.
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Huomautus: Jos ndytteen nimessé on yli kahdeksan merkkid, nimi ei
mahdollisesti ndy “Layout of the pipetting adapter” (Pipetointiadapterin
asettelu) -paneelissa kokonaan.

Bl e O S s VUM VOO - iruirtes BAAF Cf Wkition AnlysLoched Tenplute 014-09-13 - AAF dndiri] I = b ikl
Fée  Help _leix
View prery
Setup 1
Tha 1 o e 1. C ared chck Saart P you
) ) = st o the pipeting adapiec
Kit Hame: oo BRAF RGO Rotor: [ Lo Ring Aached =" = — — = = = 5
Tomplate Vorsion: 311 ; { N s | I y [ ) @ A £ 3 \ [ \
CA\T/IY & & O & Y
! | i i oaition 17
I“"" o: [Detacton of BRAF Mutason: | " "

6 e T
Sangles

2 Somple Nomer  {Samgle |

SsnplelD | 5amcle Hams
T Samgle |

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

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

Kuva 14. “Run ID” (Ajon tunniste)- ja “Sample Name” (Néytteen nimi) -tietojen antaminen.

(1 = “Run ID” [Ajon tunniste] kenttd, 2 = “Sample Name” [Néytteen nimi] -kenttd, 3 = Sample
List [Nayteluettelo], 4 = “Layout of the pipetting adapter” [Pipetointiadapterin asettelu]
-paneeli, 5 = Korostettu ndyteympyrd ja 5 testin sarake paneelin alapuolella, 6 = “Sample

Import” [Néytteen tuonti] -painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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12. Anna muiden naytteiden nimet toistamalla vaihe 11 (kuva 15).
Huomautus: Voit muokata néytteen nimed napsauttamalla néyteluettelossa
kohtaa “Sample Name” (Néytteen nimi), jolloin valittu nayte tulee edella
mainittuun “Sample Name” (Néytteen nimi) -kenttadn. Muokkaa nimed
oman laitoksesi nimedmiskaytantdjen mukaisesti ja pdivita nimi painamalla

T Bator-Gene Q Seei Sofimare VIRTUAL MODE - thefaicieen BRAF CE Mutation Analyit Locked Template 2014-09-12 (1 - [BRAF Anaiyi] B <
Fie  Help = faln

rres I T |

Thia screen dieplays mescellanecus sebup optons 1oe the un. Complstn B fekde ared cick Start Flun when you are ready o bagin the nn

X e . e Jawoutcf the ppoting adapier
it Kme: bz BRAF A0 Roto: (5 ccing g ached e e e e T e v
T ° { wic ) ( same Y [ sampe | [ sanpie Y [ sampe | ([ sampe | ( sampie | [ samps )
i Postor 33 Pasondl Py 3 | PostonST &
PC
Fun ID: {Detectin of BRAF Mutston: " A u i
st Samples
Sanglex

— Somple Hame: |5 ample 7

Samgle 10| Samgie M
1 Sample |

2 Somple 2

3 Sample 3

2 4 5ol 4
5 Sample S

B Sample &
7[5amci T

Motes :

‘when the un sefings hirve been confimed. chck. Start Fun 1o begin the mn (?' Stat Aum

Kuva 15. Muiden néytteiden nimien liséGminen “Sample Name” (Néytteen nimi) -kenttdaan.
(1 = “Sample Name” [Naytteen nimi] -kenttd, 2 = Sample List [Nayteluettelo], 3 = “Layout of
the pipetting adapter” [Pipetointiadapterin asettelu]).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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13. Kun kaikkien naytteiden nimet on annettu, varmista, ettd ne ovat oikein.
Lisad tarvittaessa lisatietoja “Notes” (Huomautukset) -kenttadn ja napsauta
”Start Run” (Kaynnistd ajo) -painiketta (kuva 16).

Huomautus: Jos jokin roottorin paikka on tyhja, ndkyviin tulee “Warning”
(Varoitus) (kuva 16), jolla kayttajaa muistutetaan siitd, ettd kaikki roottorin
tyhjiin kohtiin on lisattava tyhja korkilla suljettu putki. Tarkista, ettd kaikissa
roottorin tyhjissé kohdissa on tyhja putki, jonka korkki on paikallaan, ja
jatka napsauttamalla “OK”.

* okor-Gene Q Series Saftware VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anabyiis Locked Template 2018-09-12 (1] - [BRAF Analysis] SIEHNE) |
iew sssas
Setup 1
Thin screen displays mescellanscur sehap ophions lor the run Cos s and chck Start Ry ady 10 b the 1un.
g ’ - . = | Layout of the ppefiing adagher
Kit Hame: m_aia'emswﬂuﬂ LU ey = ] ] =
Tampiata Ymela: et ° L wc ) ( sance saope | [ Samphe | [ Savoe | [ S | [ seme | | )
(icomtrat)
| Costrot | FRRSE Position:3
= '’ I HIC e
Run 1D: [Detecian of BRAF Mugrs: =" e 1ol
Jmpon Somgies
Sampler
: Rotor-Gene Q Senes Software
Sampie Home: [Sampie 6
Sanhe 1D | Sample Name
1 Samgle 1
Py
3 Sangle 3
4 Sample 4
5 Sample 5§
£ Saple
Motes ©
2 e run sesings huve b cick Start Funtabepnthe . [~ St Fun I}
| Fictatiene © Seims Seltware 231 thercimen BRAF Mode 'VIRTUAL MODE | Cunent User GLOBAL/Zrvmerd jAdmisstiotors]

Kuva 16. "Notes” (Huomautukset) -kenttd (1), “Start Run” (Kaynnisté ajo) -painike (2) ja tyhjia
roottorin paikkoja koskeva "Warning” (Varoitus) (3).
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14."Save As” (Tallenna nimelld) -ikkuna tulee naytt66n. Valitse haluamasi
tiedostonimi ja tallenna PCR-ajo *.rex-tiedostona valittuun sijaintiin

(kuva 17).

[ Save As &
@\:}d w{ » Favorites v |4y | Search Favorites ol

Organize v =T - (7]

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

B Downloads

=) Recent Places
» 4 Libraries
» 1M 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

Kuva 17. Ajotiedoston tallentaminen. (1 = “Save As” [Tallenna nimelld] -ikkuna, 2 = “File
Name” [Tiedostonimi]- ja “Save as type” (Tallenna tyyppind) -kentat, 3 = “Save” [Tallennd]
-painike).
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15. PCR-gjo kdynnistyy.
Huomautus: Kun ajo kéynnistyy, “Run Progress” (Ajon edistyminen) -vélilehti
avautuu automaattisesti, ja siind nakyvat lampatilatiedot ja jaljella oleva
ajoaika (kuva 18).

1

" Rator-Gene  Series Sohwace VIRTUAL MODE - th BRAF Ci Mutation tinalysis Locked Template 2004-09- 10 (11 - [BRAF Arabysi] o i o M =ty
=i®in

" Fe Help
e it
Sehp 1 Run Progeass i aras
44 minute(s) remaining
Temparature Trace - Temp (*C) vs Time (min)
]
2]
0 / N
b /
0 J,a"l
i /
i
ES
el
=
0
s
a0
£
£
Bs
0
hs
10
-1
[ 01:06 007 0108 onm 0110
| 4 |
Fiolgr-fiene 0 Seoes Softwae 231 thesascroen BRAF Modue VIRTUAL MODE | Cumert Uter. GLDBAL Zmmer® [Admnahston |

Kuva 18. “Run Progress” (Ajon edistyminen) -vélilehti (1).
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16. Kun ajo on suoritettu loppuun, “Analysis” (Analyysi) -vélilehti avautuu
automaattisesti.

Huomautus: Jos “Analysis” (Analyysi) -valilehti ei avaudu, napsauta
“Analysis” (Analyysi) -valilehtea (kuva 19).

Huomautus: Laskentamenetelma on selitetty osassa “Tulosten tulkinta”
sivulla 38.

Rotoe-Gene ) Series Sohware VIRTUAL MOOE - 233_8RAF_ Mutation Status_Neg_ Neg_Pat_lnvatid.rex-revHEAD $n000 tr - [BRAF Analysis] o i
Fie Help

View

Sehe B Progress | Analysis p— 1

Becer

Run Controls, Positive Contiot

PRiotos Position | Avsa | Flags Aot smiengs [Posiove Conol Slatus
1 Cortio Vkd
2 VEOE e

VEND

|[eeges

VEQLK
VEOCR

fiun Controls, Negatve Conbiat

[Aisay I

EEEEES

FoigGene O Senet Sofware 211 thesancreen BFUAF Modde | VIRTUAL MODE | Cuert Uiser: GLOBAL/ZmmerE Wminetator]

Kuva 19. “Analysis” (Analyysi) -vélilehti ja tulosten raportointi. (1 = “Analysis” [Analyysi]
-vélilehti 2 = “Run Controls, Positive Control” [Ajon kontrollit, positiivinen kontrolli] -paneeli,
3 = "Run Controls, Negative Control” [Ajon kontrollit, negatiivinen kontrolli] -paneeli,

4 = "Sample Result Table” [Naytteen tulostaulukko], 5 = “Mutation Status” [Mutaatiostatus]
-paneeli).

17. Testin tulokset raportoidaan seuraavasti (kuva 19):
B "“Run Controls, Positive Control” (Ajon kontrollit, positiivinen kontrolli)
-paneeli. Jos tulokset ovat hyvaksyttavan alueen rajoissa, naytdssa

nakyy teksti “Valid” (Hyvaksytty). Muussa tapauksessa nayttodn tulee

teksti “Invalid” (Virheellinen).

B “Run Controls, Negative Control” (Ajon kontrollit, negatiivinen kontrolli)
-paneeli. Jos seka "NTC"- ettd “Internal Control” (Sisginen kontrolli)
tulokset ovat hyvaksyttavan alueen rajoissa, “Negative Control Status”
(Negatiivisen kontrollin status) -kohdalla nakyy teksti “Valid” (Hyvaksytty).
Muussa tapauksessa nayttéon tulee teksti “Invalid” (Virheellinen).
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B “Sample Result Table” (Néytteen tulostaulukko) -paneeli. Spesifiset
mutaatiot raportoidaan mutaatiopositiivisten ndytteiden taulukossa
"BRAF Mutation Status” (BRAF-mutaatiostatus) -sarakkeessa.

18. Raporttitiedostot voidaan luoda napsauttamalla “Report” (Raportti)
-painiketta. “Report Browser” (Raporttiselain) -ikkuna tulee néyttoon. Valitse
kohdasta “Templates” (Mallit) kohta “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE
-analyysiraportti) ja napsauta sen jélkeen “Show” (Néytd) -painiketta
(kuva 20).

Huomautus: Raportit voidaan tallentaa Web Archives (Verkkoarkisto)
-muodossa toiseen sijaintiin napsauttamalla kunkin raportin vasemmassa
ylakulmassa “Save As” (Tallenna nimelld) -painiketta.

Rotoe-Gene () Series Software VIRTUAL MODE - 233_BRAF_Mutation Status_Neq Meq_Pos_Invalid rex-revHEAD svn000 tvp - [BRAF Analysis]
siase
- Fun Progeess ™
I Feport 'l 1
Flun Controls. Positive Contiot
[Riotor Posion | Avsay [ Flageofaerire Positres Cortiol St
1 Contiol Vaid
VEOEEc Nk
VEDOD i
VELDH ot
VEDOR Vebd
Fun Contiols, Negative Contiot
bon_{ Asséry In sl Coriiol | Flsgu/waern e
fffff ol e =
VEDDE e sk sk
t Be 5
VEDOD el b e e - -
Lo s ad rpor Catgoses epiate
VR o L [Geresal = - T
| crnen ERAF Ansiyei £ BRAF CE Analyss Repart I
Samplo Rosull Table: ibesascrmn AR Arivi|
[Sameie @ [Sumpletiame Jorar sid [ [ v i |
1 Sample 1 Mutaton etk Delaciod =
I Show : 4
Fiskilwr 0 Saon Sy 241 Hhesascreen BRAF Modue |VIATUAL MODE | Cument Liser GORAL /e {Aciminshstors]

Kuva 20. “BRAF CE Analysis Report” (BRAF CE -analyysiraportti) -kohdan valitseminen.
(1 = "Report” [Raportti] -painike, 2 = “Report Browser” [Raporttiselain] -paneeli, 3 = “BRAF CE
Analysis Report” [BRAF CE -analyysiraportti] -painike, 4 = “Show” [Naytd] -painike).
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Tulosten tulkinta (automaattinen)

therascreen BRAF -testipaketti suorittaa ajon lopuksi automaattisesti analyysin ja
mutaation tunnistuksen. Alla on kuvattu, miten therascreen BRAF -testipaketti
suorittaa analyysin ja mutaation tunnistuksen.

Huomautus: Katso lisatietoja manuaalisesta analyysin suorittamisesta kohdasta
“Liite I: therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin protokolla” sivulta 59.

PCR-jakso, jossa tietyn reaktion fluoresenssi ylittda raja-arvon, on méadritetty
Cr-arvoksi. Cr-arvot ilmaisevat spesifisen input-DNA:n maaran. Matalat Cr-arvot
merkitsevat korkeampia input-DNA:n tasoja ja korkeat Cr-arvot merkitsevét
matalia input-DNA:n tasoja. Cr-arvon reaktiot luokitellaan positiiviseksi
monistukseksi.

Rotor-Gene Q -ohjelmisto interpoloi fluoresenssisignaalit minka tahansa kahden
tallennetun arvon valilla. Cr-arvot voivat ndin ollen olla mitd tahansa reaalilukuja
(ei pelkkia kokonaislukuja) alueella 0-40.

therascreen BRAF RGQ PCR -sarjassa vihredn ja keltaisen kanavan
kynnysarvoiksi on asetettu 0,15 ja 0,05 suhteellista fluoresenssiyksikkoa tassa
jarjestyksessa. Nama arvot on konfiguroitu therascreen BRAF -testipakettiin
automaattisesti.

Ajon kontrollit (positiivinen kontrolli, NTC ja sisaiset kontrollit) arvioidaan, jotta
voidaan varmistaa, ettd hyvaksytyt Cr-arvot on saavutettu ja ettd reaktiot on
suoritettu oikein.

Naytteen ACr-arvot lasketaan jokaisessa mutaatiotestissd seuraavaa yhtaléa
kayttaen:

ACr = [mutaatiotestin Cr-arvo] - [kontrollitestin Cr-arvo]

Naytteet luokitellaan mutaatiopositiivisiksi, jos niiden ACr-arvo on pienempi tai
yhta suuri kuin kyseisen testin ACr-rajo-arvo. Taman arvon ylittaviltd osin nayte
voi sisaltdé mutaation, jonka prosenttiosuus on pienempi kuin therascreen BRAF
RGQ PCR -sarjan tunnistama prosenttiosuus (testausrajan alapuolella) tai nayte
on mutaationegatiivinen, jolloin testin tulokseksi raportoidaan “No Mutation
Detected” (Mutaatiota ei havaittu).

Jos mutaatioreaktioissa ei ilmene monistuksia, tuloksena on “No Mutation
Detected” (Mutaatiota ei havaittu). ACr-arvojen, jotka on laskettu taustan
monistuksesta, oletetaan olevan suurempia kuin ACrraja-arvojen ja naytteen
tulokseksi raportoidaan “No Mutation Detected” (Mutaatiota ei havaittu).

Testitulokset ovat seuraavat: “Mutation Detected” (Mutaatio havaittu), “No
Mutation Detected” (Mutaatiota ei havaittu), “Invalid” (Virheellinen) tai, jos
ajon kontrolli epdonnistuu, “Run Control Failed” (Ajon kontrolli epdonnistui).
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Mutaatiopositiivisten naytteiden kohdalla spesifiset mutaatiot raportoidaan
ristireaktiivisuuslogiikan mukaisesti, katso “Taulukko 8. Naytteen
mutaatiostatuksen tunnistaminen”sivulla 53. Muut mahdollisesti naytettavat
tulokset on esitetty tdman kasikirjan kohdassa “Protokolla: Néytteen arviointi”
sivulla 15, kohdassa “Protokolla: BRAF-mutaation tunnistaminen” sivulla 26 ja
kohdassa “therascreen BRAF -testipakkauksen merkinngt” sivulla 40.

Kasvain saattaa harvoin sisaltaa useamman kuin yhden mutaation. Tallaisissa
tapauksissa raportissa nakyy BRAF-statuksena “Mutation Detected” (Mutaatio
havaittu). Kaikki positiiviset mutaatiot kuitenkin luetellaan varoitusmerkin

yhteydessd “SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE” (Nayte positiivinen,
ei luokiteltavissal).

Ongelmien ratkaisu

Tédma ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa.
LisGtietoja on saatavissa myds teknisen tuen sivustoltamme usein kysyttyjen
kysymysten osiosta: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENIn teknisen
palvelun asiantuntijat vastaavat aina mielellaén kysymyksiisi koskivatpa ne sitten
taman kasikirjan tietoja tai tassa kasikirjassa esiteltyja protokollia tai ndytteisiin
ja testeihin liittyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot tamén kasikirjan takakannesta
fai osoitteesta www.giagen.com).

Kommentteja ja ehdotuksia

Virheelliset tulokset

a) Yhtd tai useampaa komponenttia  Tarkista s@ilytysolosuhteet ja

ei ole sailytetty kohdassa pakkauksen viimeinen kayttopaiva
"Reagenssien sailytys ja kasittely”,  (katso etiketti) ja kayta tarvittaessa
sivu 12, esitettyjen ohjeiden uutta sarjaa.
mukaisesti.

b) therascreen BRAF CE RGQ PCR Tarkista sailytysolosuhteet ja
-sarja on vanhentunut. pakkauksen viimeinen kayttopaiva

(katso etiketti) ja kayta tarvittaessa
uutta therascreen BRAF RGQ PCR
-sarjaa.

therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirja 06/2016 39



therascreen BRAF -testipakkauksen merkinndt

Taulukossa 4 on esitetty therascreen BRAF -testipakkauksessa mahdollisesti
kaytetyt merkinndt, niiden merkitys ja suoritettavat toimenpiteet.

Taulukko 4. therascreen BRAF -testipakkauksen merkinnat

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide
PC_CTRL_ASSAY_  PCR-gjo virheellinen — FAM Suorita koko PCR-ajo
FAIL Cr-arvo kontrollireaktion uudelleen.

positiivisen kontrollin
sallitun alueen ulkopuolella.

PC_CTRL_INVALID_ PCR-ajo virheellinen - Suorita koko PCR-ajo
DATA positiivisen kontrollin uudelleen.
(kontrollireaktio)
fluoresenssitietoja ei voida

tulkita.
PC_MUTATION_  PCR-ajo virheellinen — FAM Suorita koko PCR-ajo
ASSAY_FAIL Cr-arvo sallitun alueen uudelleen.
ulkopuolella yhdessa tai
useammassa
mutaatioreaktiossa.
PC_MUTATION_  PCR-ajo virheellinen — Suorita koko PCR-ajo
INVALID_DATA positiivisen kontrollin uudelleen.

(mutaatioreaktio)
fluoresenssitietoja ei voida
tulkita.

NTC_INVALID PCR-ajo virheellinen — Suorita koko PCR-ajo
DATA negatiivisen kontrollin uudelleen.
fluoresenssitietoja ei voida
tulkita.

NTC_ASSAY_CT_  PCR-ajo virheellinen - Suorita koko PCR-ajo
INVALID negatiivisen kontrollin FAM uudelleen.
virheellinen (rajan
alapuolella).

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_
LOW_CONC

sisainen kontrolli rajan
alapuolella.

Nayte virheellinen -
naytteen kontrollin
fluoresenssitietoja ei voida
tulkita.

Nayte virheellinen -
naytteen kontrollin FAM Cr
liian alhainen.

Nayte hyvaksytty —
naytteen kontrollissa
matala konsentraatio
(varoitus, ei virhe).

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide
NTC_INT_CTRL_  PCR-ajo virheellinen — Suorita koko PCR-ajo
FAIL negatiivisen kontrollin uudelleen.

sisainen kontrolli rajan

ylapuolella.
NTC_INT_CTRL_  PCR-ajo virheellinen — Suorita koko PCR-ajo
EARLY_CT negatiivisen kontrollin uudelleen.

Suorita uusi PCR-gjo
tarvittavien naytteiden
osalta vudelleen.

Laimenna naytetta, jotta
kontrollin Cr-arvo suurenee.
Laimennussuhde on
laskettava siten, ettd
oletuksena on, ettd kun
naytettd laimennetaan
sarjan mukana toimitetulla
vedellg suhteessa 1:1, arvo
nousee Cr 1.0:lla. Kun
ndyte on laimennettu,

suorita naytteelle uusi
PCR-agjo.

Ei toimenpiteitd.
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta

Merkitys

Suoritettava toimenpide

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_EARLY_
CT

SAMPLE_CTRL_FAIL Nayte virheellinen -

naytteen kontrollin FAM Cr
liian korkea.

Nayte virheellinen -
naytteen (sisainen kontrolli)
HEX Cr on liian alhainen.

Suorita naytteelle vusi PCR-
ajo. Jos myds uuden PCR-
ajon tulos on virheellinen,
vuta ndyte uusista FFPE-
naytteistd. Suorita vudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen naytteenotto
uudelleen. Jos ndytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tamankadn ajon jalkeen,
naytteelle maaritetadn
maarittdmaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Suorita naytteelle vusi PCR-
ajo. Jos myds uuden PCR-
ajon tulos on virheellinen,
vuta ndyte uusista FFPE-
naytteistd. Suorita vudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen naytteenotto
uudelleen. Jos ndytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tdmdank&an ajon jalkeen,
naytteelle madaritetadn
maarittamaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide

SAMPLE_CTRL_ Sisaisen kontrollin (HEX) Cr Suorita naytteelle uusi PCR-

INT_CTRL_FAIL liian korkea (tai Cr puuttuu) ajo. Jos myds uuden PCR-
ja kontrollitestin (FAM) Cr  ajon tulos on virheellinen,
liian korkea (tai Cr uuta ndyte uusista FFPE-
puuttuu). naytteistd. Suorita vudelle

naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen naytteenotto
uudelleen. Jos ndytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tamankadn ajon jalkeen,
naytteelle maaritetadn
maarittdmaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide
SAMPLE_INT_ Sisdisen kontrollin (HEX) Cr Jos naytteelle annetaan
CTRL_FAIL liian korkea (tai Cr puuttuu) “Mutation detected”
ja mutaatiotestin (FAM) Cr (Mutaatio havaittu) -tila -
puuttuu. toimenpiteitd ei vaadita.

Jos naytteelle annetaan
“Invalid” (Virheellinen) ila,
tee naytteelle uusi PCR-ajo.

Huomautus: Jos sisdisen
kontrollin virhe johtuu PCR-
inhibitiosta, ndytteen
laimentaminen saattaa
vahentaa inhibiittorien
vaikutusta. Tassa
tapauksessa on kuitenkin
huomattava, ettd talldin
my&s kohde-DNA
laimenee. Sarjaan sisdltyy
vesiputki ndytteen
laimentamista varten (Dil.).

Jos myds uuden PCR-ajon
tulos on virheellinen, uvuta
ndyte vusista FFPE-
naytteistd. Suorita vudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen naytteenotto
uudelleen. Jos naytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tdmankadn ajon jalkeen,
ndytteelle madritetadn
maarittdmaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide

SAMPLE_INT_ Mutaatioputki virheellinen — Jos néytteelle annetaan
CTRL_EARLY_CT ndytteen (sisdinen kontrolli) hyvaksytty “Mutation
Cr HEX on liian alhainen.  detected” (Mutaatio
havaittu) -tila -
toimenpiteitd ei vaadita.

Jos naytteelle annetaan
“Invalid” (Virheellinen) -tila,
tee naytteelle uusi PCR-ajo.
Jos myds uuden PCR-ajon
tulos on virheellinen, uuta
ndyte uusista FFPE-
naytteistd. Suorita vudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen ndytteenotto
uudelleen. Jos naytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tdmdankaan ajon jalkeen,
naytteelle madaritetadn
madarittamaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide

SAMPLE_INVALID_  Mutaatioputki virheellinen — Jos naytteelle annetaan

DATA sisdisen kontrollin hyvéaksytty “Mutation
fluoresenssitietoja ei voida detected” (Mutaatio
tulkita. havaittu) -ila -

toimenpiteitd ei vaadita.

Jos naytteelle annetaan
“Invalid” (Virheellinen) ila,
tee naytteelle uusi PCR-ajo.
Jos myds uuden PCR-ajon
tulos on virheellinen, uuta
ndyte uusista FFPE-
ndytteista. Suorita uudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen naytteenotto
uudelleen. Jos ndytteen
tulos ei ole hyvaksytty vield
tdmdnk&an ajon jalkeen,
naytteelle madaritetadn
maarittamaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta Merkitys Suoritettava toimenpide
SAMPLE _ Mutaatioputki virheellinen — Jos néytteelle annetaan
MUTATION_ ndytteen Cr FAM liian hyvéksytty “Mutation
EARLY_DELTA_CT  alhainen. detected” (Mutaatio

havaittu) -tila -
toimenpiteitd ei vaadita.

Jos naytteelle annetaan
“Invalid” (Virheellinen) -tila,
tee naytteelle uusi PCR-ajo.
Jos myds uvuden PCR-ajon
tulos on virheellinen, uuta
ndyte uusista FFPE-
naytteistd. Suorita vudelle
naytteelle uusi PCR-ajo. Jos
tulos on virheellinen, toista
toinen ndaytteenotto
uudelleen. Jos naytteen
tulos ei ole hyvaksytty viela
tdmdnkaan ajon jalkeen,
naytteelle madaritetadn
madarittamaton
mutaatiostatus, eika sille
tule suorittaa endd
lisatesteja.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 4 jatkuu

Merkinta

Merkitys Suoritettava toimenpide

SAMPLE_POSITIVE_

AND_INVALID

SAMPLE_POSITIVE_
AND_
UNCLASSIFIABLE

Tulos hyvaksytty — yksi tai  Ei toimenpiteita.
useampi naytteen

mutaatioputkista on

hyvaksytty ja positiivinen ja

yksi tai useampi saman

ndytteen mutaatioputkista

on virheellinen (varoitus, ei

virhe).

Naytteelle annetaan
"Mutation detected”
(Mutaatio havaittu) -tila,
koska ndytteessé on todettu
mutaatio. Raportissa
mainiftu mutaatio ei
kuitenkaan valttamatta
edusta todellista naytteessa
olevaa mutaatiota testien
ristireagoinnista johtuen.
Ndain ollen naytteen tilaksi
on mddritettdva “Mutation
detected” (Mutaatio
havaittu).

Tulos hyvéksytty — saman  Ei toimenpiteitd.
naytteen yksi tai useampi
mutaatioputki on
hyvaksytty. Tama
yhdistelma ei ole
yhteensopiva odotettujen
ristireaktioiden kanssa.
Katso taulukko 8. Kasvain
saattaa harvoin sisaltaa
useamman kuin yhden
mutaation.
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Laadunvarmistus

QIAGEN:n ISO-sertifioidun laadunvarmistusjarjestelméan mukaisesti jokainen
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan erd testataan madrattyjen vaatimusten
mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Rajoitukset

Tuotteella saatujen tulosten tulkinnassa on ofettava huomioon kaikki asianmukaiset
kliinisten l6ydokset ja laboratorioldyddkset, eika diagnoosia saa tehda yksin
testitulosten pohijalta.

Varmistustutkimuksia suoritettiin kayttaen formaliinifiksoidusta parafiiniin
valetuista (FFPE) kudosnaytteistd uutettua ihmisen DNA:ta sekd synteettisid
standardilivoksia erillisten tutkimusten vaatimusten mukaisesti.

Tuote on verifioitu QIAGENin QlAamp DNA FFPE Tissue -sarjaa kayttéen.

Tuote on tarkoitettu kaytettavaksi ainoastaan Rotor-Gene Q MDx -laitteiden
kanssa.

Optimaalisten tulosten saavuttaminen edellyttaa kaikkien therascreen BRAF RGQ
PCR -sarjan kdsikirjassa annettujen ohjeiden huolellista noudattamista.
Reagenssien muu laimentaminen kuin mité tassa kasikirjassa on madritetty, ei
ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn heikkenemiseen.

On tarkedq, etta naytteen sisdltdman DNA:n madrd ja laatu arvioidaan ennen
ndytteen analysointia therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaa kayttaen. Testiin
vaadittava hyvéksyttava Cr-arvo voidaan maarittaé sarjan mukana toimitettavaa
ylimaaraista kontrolliseosta kayttaen. Absorbanssilukemien kaytts ei ole
hyvaksyttavaad, silla ne eivat korreloi DNA:n Cr-arvojen kanssa.

Kaikki kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista
kayttépaivaa ja sailytysta koskevat ohjeet on huomioitava. Ala kayta
vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja komponentteja.
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Suoritusarvot

LOB (Limit of blank), toiminta-alue ja raja-arvot

Yhteensa 143 FFPE-naytettd testattiin tutkimuksessa NCCLS EP17-A -ohjeiden
(2004) mukaisesti LOB-arvojen ja raja-arvojen maarittdmiseksi kussakin
mutaatiotestissd. Lisaksi madritettiin kontrollitestin toiminta-alue. Luodut rajo-arvot
on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Mutaatiotesteille luodut raja-arvot

Mutaatioanalyysi (ACr)
V600E/Ec V600D V600K V600R

Raja-arvo

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

Kontrollireaktion Cr-alueeksi maaritettiin 21,95-32,00 C;.

Testin raja-arvot ja toiminta-alue varmistettiin standardilivosten avulla seka
lisdksi (uniikilla) 102 FFPE-naytteelld. Varmistuksen aikana rajo-arvoista
arvioitiin niiden kyky erottaa oikea mutaatio villityypin DNA:ssa arvioimalla
jokainen testi suurella genomisella input-DNA:lla ja suurella mutaatiomaaralla
(katso ”

Ristireagoivuus”, sivu 53). My&s input-DNA:n vaikutus mutaation tunnistukseen
arvioitiin (katso “InputDNA:N vaikutus ACT-arvoihin”, sivu 51).
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Tarkkuus: Vertailu analyyttiseen vertailumenetelmaén

Tutkimuksessa ilmeni therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan korrelaatio
mutaatiostatuksen suhteen kaksisuuntaisen Sanger-sekvensoinnin kanssa. Tassa
tutkimuksessa testattiin 126 FFPE-ndytettd tilastollisia yhtapitavyyden menetelmié
kayttaen, CLSI EP12-A2 Guidance (2008). 102 FFPE-ngytetta antoi hyvaksyttavan
tuloksen seka therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaa ettd kaksisuuntaista Sanger-
sekvensointia kaytettdessd. Pyrosequencing®menetelmad kaytettiin
mutaatiostatuksen vahvistamisessa tilanteissa, joissa ndytteen mutaatiostatuksen
tunnistus ei ollut yhdenmukainen kaksisuuntaisen Sanger-sekvensoinnin ja
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan vdlilla.

Taulukossa 6 on esitetty therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan ja sekvensoinnin
yhtapitavyyden arviointi.

Taulukko 6. Yhtépitiavyyden arviointi

Yhtépitavyyden arvio Tiheys (%)
Yleinen yhtapitavyys 96,08

Tulos Positiivinen yhtapitavyys 100,00
Negatiivinen yht&pitavyys 95,29

Negatiivisen yhtapitdvyyden esiintyvyys on johtuen mutaation havaitsemisesta
nelj@ssa ndytteessd, jotka olivat villityypin sekvensointeja, ja therascreen BRAF
RGQ PCR -sarjalla saadun tuloksen mukaan V60OE/Ec-mutaatiopositivisia.
Tama johtuu Scorpions- ja ARMS+ekniikoiden paremmasta herkkyydesta.

Input-DNA:N vaikutus ACr-arvoihin

Kaikkien input-DNA:n tasojen vaikutusta mutaatiostatuksen madritykseen
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaa kayttéen arvioitiin osana Verification of
Assay Cut Offs and Working Range -tutkimusta. Tdman arvioinnin tarkoituksena
oli varmistaa, ettd therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan luomat mutaatioiden
tunnistukset ovat yhdenmukaisia erilaisilla input-DNA:n tasoilla koko
tydskentelyalueella.

Mutaatiolivokset, joiden mutaatiosisalts oli korkea, keskitaso tai matala (100 %,
50 % ja 3 x LOD %, tassa jarjestyksessd) villityypin DNA:ssa valmistettiin siten,
ettd niiden input-DNA:n taso oli korkea, keskitaso tai matala. Nain ollen
kustakin mutaatiotestistd testattiin yhteensé 9 mutaatiostandardilivosta. Kaikkien
testien tulokset on esitetty taulukossa 7.
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Arvioidut erot keskim&draisessd ACr-arvossa kunkin input-DNA:n tason valillg
lineaarisen regressioanalyysin mukaisesti ovat kaikki £1 Cr. Kaikkia neljaa

mutaatiotestia pidettiin ndin ollen vastaavina korkean, kestitason tai matalan
input-DNA:n tasolla.

Taulukko 7. Arvioidut erot input-DNA:n tasojen vdlillé

95 %:n

luottamusvali

Parametri Arvioitu ero (matalampi,

Testi (input-DNA:n taso) (ACq) korkeampi)

V60OE (E) Korkea - keskitaso 0,56 0,22; 0,90
V60OE (E) Matala - keskitaso 0,01 -0,33; 0,35
V60O0E (Ec)  Korkea — keskitaso 0,48 0,12; 0,84
V60OE (Ec)  Matala - keskitaso 0,26 -0,10; 0,62
V600D Korkea — keskitaso -0,32 -0,58;-0,06
V600D Matala — keskitaso -0,43 -0,69;-0,17
V600K Korkea - keskitaso 0,10 -0,10; 0,30
V600K Matala - keskitaso -0,33 -0,53;-0,13
V600R Korkea - keskitaso -0,12 -0,28; 0,04
V600R Matala — keskitaso -0,62 -0,78;-0,46
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Ristireagoivuus

Suuren mutaatiosisallén pitoisuudeltaan runsaat input-DNA-liuokset (100%)
testattiin kunkin testin mahdollisen ristireagoivuuden testaamiseksi.
Ristireagoivuustulokset mahdollistivat mutaatiostatuslogiikan laadinnan, joka on
esitetty taulukossa 8. BRAF CE -testipaketissa kaytetdan ristireagoivuuslogiikkaa,
jonka avulla m@dritetédn mutaatiostatus.

Taulukko 8. Naytteen mutaatiostatuksen tunnistaminen

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutaatiostatus
V60O0E- tai
Positiivinen ~ Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen V600Ec-
positiivinen
V600Ec- tai
Positiivinen ~ Negatiivinen Positiivinen ~ Negatiivinen V600K-
positiivinen
Positiivinen  Positiivinen ~ Negatiivinen Negatiivinen Vé(?(-).D.-
positiivinen
Negatiivinen Positiivinen ~ Negatiivinen Negatiivinen Vé(?C‘).D.-
positiivinen
Negatiivinen Negatiivinen Positiivinen ~ Negatiivinen V6Q(.).K?
positilvinen
Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen Positiivinen Véq(.).Rj
positiivinen
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Havaitsemisraja (LOD) -arvot

Tutkimus suoritettiin havaitsemisrajan madarittdmiseksi jokaisessa neljassa
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaan sisaltyvassd mutaatiospesifisessa
reaktiossa. Tassd tutkimuksessa havaitsemisraja méadritettiin alhaisimmaksi
m&draksi mutaatio-DNA:ta villityypin DNA:ssa, jolla mutaationdyte antaa
95 prosentissa testituloksista mutaatiopositiivisen tuloksen (Cos).

Havaitsemisrajan madrittamiseksi kustakin testista valmistettiin
mutaatiostandardeja, joiden mutaatiosisaltd oli erilainen ja joiden input-DNA oli
keskitasoa. Standardit testattiin therascreen BRAF RGQ PCR -sarjalla. Kunkin
testin havaitsemisraja laskettiin logistisella regressiolla. Kunkin testin
havaitsemisrajan madrittdmiseksi valmistettiin mutaatiostandardit madritetyn
havaitsemisrajan mukaisesti. 60 replikaattia testattiin ja positiivisten testin osuus
varmistettiin.

Varmistettu havaitsemisraja keskitason input-DNA-konsentraatiossa on esitetty
taulukossa 9. Suuremmissa input-DNA-konsentraatioissa odotettujen
havaitsemisrajan arvojen odotetaan olevan alhaisempia kuin taulukossa 9

esi

tetyt arvof.

Taulukko 9. Kunkin mutaatiotestin havaitsemisrajan arvot (keskitason input)

Havaitsemisraja Cos keskitason input-DNA:ssa
(mutaatio-DNA:n prosenttiosuus villityypin
Testi (mutaatio)* DNA:ssa)
V60OE (E) 1,82 %
V60OE (Eq] 4,31 %
V600D 3,19%
V600K 4,34 %
V600R 4,85 %

* V60OE-festin havaitsemisrajat laskettiin sekd VOOOE- ettd VOOOEc-mutaatioille.
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Melaniinin vaikutus sarjan suorituskykyyn

Taman tutkimuksen tavoitteena oli arvioida melaniinin, melanoomanéytteissé
havaitun tunnetun PCR-inhibiittorin, vaikutusta therascreen BRAF RGQ PCR
-sarjan suorituskykyyn. Arviointi suoritettiin annostelemalla melaniinia suoraan
DNA-ndytteisiin ennen néytteiden testaamista therascreen BRAF RGQ PCR
-sarjalla erilaisilla konsentraatioilla (0-250 ng/reaktio) ja arvioimalla vaikutusta
testindytteiden ACr-arvoihin ja mutaatiostatukseen.

Tulokset osoittivat, ettd matalalla melaniinikonsentraatiolla ei ollut vaikutusta
ACr-arvoon ja minimaalinen vaikutus ACr-arvoon melaniinikonsentraation
keskitasolla. Nain ollen matalilla ja keskitason melaniinitasoilla ei ollut
vaikutusta testien kykyyn havaita mutaatioita. Tasolla 180 ng/reaktio sisdinen
kontrolli epdonnistui ja osoitti inhibiittorin lasndolon ja mahdollisti siten
inhibiittorien tunnistuksen ennen vaikutusta mutaation tunnistamiseen.

Tavanomaisessa kdytdssa ilmenevaksi odotetut melaniinikonsentraatiot eivat
vaikuta therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kykyyn erottaa mutaatiopositiiviset
|a mutaationegatiiviset naytteet toisistaan.

Tulosten yhteenveto on esitetty taulukossa 10.

Taulukko 10. Kussakin testissa testatun melaniinin maara

Melaniinikonsentraatio Muutos ACr- Sisdisen kontrollin status
(ng/reaktio) arvossa (hyvaksytty/hylatty)

0 0 Hyvaksytty

60 -0,20 Hyvaksytty

100 -0,61 Hyvéksytty

150 -1,21 Hyvaksytty

180 -2,15 Hylatty
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Toistettavuus

Matriisitutkimus toteutettiin eri testaajaa, paivia, levyasettelua ja laitetta kayttaen,
jotta voitiin maarittad testin tarkkuus seka ajon aikana etta ajojen valilla.
Toistettavuus osoitettiin matalalla input-DNA-tasolla 3 x LOD mutaatiotesteissd.
Lisaksi kustakin testista arvioitiin mutaatiopositiivisten tunnistusten
prosentuaalinen osuus testattaessa niitd spesifiselld mutaatiostandardilivoksella.
Kukin mutaatiotesti antoi 100 % positiivisia mutaatioiden tunnistuksia.

Tarkkuusarvot on esitetty taulukossa 11.

Uusittavuus

Matriisitutkimus toteutettiin tarkoituksena arvioida testin uusittavuutta testaamalla
standardeja kolmessa laboratoriossa (tutkimuspaikassa) kayttaen kolmea
therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan erdd (kaksi eraa kussakin paikassa)
kayttaen kahta testaajaa/tutkimuspaikka ja kahta instrumenttia/tutkimuspaikka,
neljan perdkkéaisen paivan aikana. Uusittavuus osoitettiin mutaatiotestien
alhaisella mutaatiotasolla (3 x LOD) ja kontrollitestin villityypin matalalla
inputilla. Kunkin testin tarkkuus laskettiin kolmessa tutkimuspaikassa 95 prosentin
tarkkuusarvioita kayttéen (taulukko 12).

Taulukko 11. Toistettavuuden tarkkuusarviot

95 %:n 95 %:n
Tarkkuus luottamusvali Tarkkuus luottamusvali
(ajojen (matalampi, (ajon (matalampi,
Testi vdlilla) korkeampi) aikana) korkeampi)
Kontrolli 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
V600E (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
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Taulukko 12. Uusittavuuden tarkkuusarviot

95 %:n luottamusvaili
Testi Tarkkuus (matalampi, korkeampi)
Kontrolli 0,54 0,42; 0,76
V60OE (] 0,87 0,67; 1,22
V60OE (Ec) 0,86 0,66; 1,21
V600D 0,80 0,62; 1,14
V600K 0,61 0,47, 0,86
V600R 0,63 0,49; 0,89
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Symbolit
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>
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Liite I: therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan manuaalin
protokolla

Tassa osassa annetaan ohjeet therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan ja RGQ-
ohjelmistoversion 2.3 ké&yttédn avoimessa tilassa (eli ilman BRAF-testipakettia).

Yleista

B Katso tarvittavien materiaalien luettelo sivulta 9.

B Katso yksityiskohtaiset ohjeet naytteen valmistelusta ja asettelusta osasta
"Protokolla: Néytteen arviointi” sivulta 15 ja osasta “Protokolla: BRAF-
mutaation tunnistaminen” sivulta 26.
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Protokolla: Lampatilaprofiilin luominen

Luo ennen aloittamista lampétilaprofiili BRAF-analyysia varten. Jakson parametrit
ovat samat sekd naytteen ettd mutaation arvioinnissa.

Toimenpide

Jakson parametrit ovat lyhyesti kuvattuna seuraavat:

Taulukko 13. Jakson parametrit

Jaksot Lampatila Aika Tiedonkeruu
1 95 °C : 15 : Ei mitaan
minuuttia
@ 95 °C 30 sekuntia Ei mitGan
60 °C 60 sekuntia Vihred ja keltainen

1. Kaksoisnapsauta Rotor-Gene Q Series Software 2.3 -ohjelmistokuvaketta
Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen
tyopoydalla.

2. Luo vusi malli valitsemalla “Empty Run” (Tyhja ajo), napsauta “New” (Uusi)
ja kaynnistd “New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo).

60 therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirja 06/2016



3. Valitse roottorityypiksi “72-Well Rotor” (72-kuoppainen roottori). Varmista,
etta lukkorengas on paikallaan ja laita rasti “Locking Ring Attached”

(Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutuun. Napsauta “Next” (Seuraava)
(kuva 21).

New Run Wizard E

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

Roktor-Disc 72
Rokbor-Disc 100

Pl —l ¥ Lacking Ring Attached

3
Skip Wizard |

Kuva 21. "New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu. (1 = “Rotor type”

[Roottorityyppi], 2 = “Locking Ring Attached” [Lukkorengas kiinnitetty] -valintaruutu, 3 = “Next”
(Seuraava) -painike).
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4. Anna testaajan nimi. Lisad mahdolliset huomautukset ja anna
reaktiomdardksi 25. Varmista, etté “Sample Layout” (Ndytteen asettelu)
-kohdassa lukee ”1, 2, 3...”. Napsauta “Next” (Seuraava) (kuva 22).

New Run Wizard §|
Thiz box dizplags
help on elements in
the wizard. Far help
on an itern, hover
wour mouse over the
itern for kelp. You
zah alzo click on a
combo box to display
help about its
available zettings.

Thig screen dizplays mizcellaneous optionz for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move ta the next page.

Reaction
[ [ne=

Sample Lavout : §11. 2. 3... -

SkipWwizard | << Back

Kuva 22. Testaajan nimen ja reaktiomaérdn antaminen. (1 = “Operator” [Testaaja] -kenttd,
2 = "Notes” [Huomautukset] -kenttd, 3 = “Reaction Volume” [Reaktiom&ard] -kenttd,
4 = "Sample Layout” [Naytteen asettelu] -kentta, 5 = “Next” [Seuraava] -painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Napsauta “New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -ikkunassa “Edit Profile”
(Muokkaa profiilia) -painiketta (kuva 23) ja tarkista ajon parametrit alla
esitettyjen vaiheiden mukaisesti.

Mew Run Wizard le
Temperature Profile : Click this buttan ta
edit the profile
zhowr in the box
above.

| =t Edit Prafile ...

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm ] Edit
el 530nm  555nm a
Orange  585mm B10nm a E dit Gair...
Red B25nm  BEOnm ]
Crimzon B80nm F10hp v Remove
HRAk 460nm  510nm v Fieset Defaults
Gain Optirmizatiorn. .. |

Skipwizard | <<Back | Mests> |

Kuva 23. Profiilin muokkaaminen (1).

6. Napsauta “Insert after” (Syota seuraavan jdlkeen) -painiketta ja valitse
kohta “New Hold at Temperature” (Uusi pito lampétilassa) (kuva 24).

8 Edit Profile =

. BH ¥
e Opon SaveAs | Help
The run wall takoe spgooamatedy [ second(s] to complste. The graph below epresents the nn 1o be pedomed

Chek on & eipchs bebow lo moddy &

e e 1

i M Mk 2

= - Hew HRM Step
Copy of Current Step

Kuva 24. Alun inkubointivaiheen méérittdminen. (1 = “Insert affer” [Syota seuraavan jalkeen]
-painike, 2 = "New Hold at Temperature” [Uusi pito lampétilassa]).
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7. Muvuta "Hold Temperature” (Pitoldmpétila) -asetukseksi 95 °C ja “Hold Time”
(Pitoaika) -asetukseksi 15 min 0 s. Napsauta “Insert after” (Syotd seuraavan
jalkeen) -painiketta ja valitse kohta “New Cycling” (Uusi jakso) (kuva 25).

M Edit Profile 3
@, 8 H @
Tew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it :

Mew Cycling
Insert before,.| e Melt
—————————  Mew Hold at Temperature
Fiemove Mew HRIM Step
Huold Temperature : 5 i Copy af Current Step

1 Hald Time : 15 |ming 0 |zec

Kuva 25. Alun inkubointivaiheen lémpétila 95 °C. (1 = “Hold Temperature” [Pitolampétila]
-painike, “Hold Time"” [Pitoaika] -painike, 2 = “Insert after” [Sydtd seuraavan jdlkeen] -painike,
3 = "New Cycling” [Uusi jakso]).
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8. Vaihda jakson toistojen madraksi 40. Valitse ensimmdinen vaihe ja asetus
”95°C for 30 secs ” (95 °C 30 sekunnin ajan) (kuva 26).

M Edit Profile

Ja . & H ]
2= Opan  Save A Heslg
Tihee: puny vall bk apprcoamashely 52 manubels] bo complete. The: graph bebow reprecents the un to be perfamed :

Click on & cycle bedow to modify #

Huid Irccait sl
Ingweet befione...
1 Fiarmiren

This cycle epeatsf 40 Jime{:)
Chck oo ome of the Heps i prwzecily i, O prerss + o - bo ik and pemaos dlepe s this cpcle.

Timed Step - . -] o]

I =Cioumsec: § 2

3= i / \
1 [ \ ﬁ/

oK

Kuva 26. Jakson vaiheen lémpétila 95 °C. (1 = Cycle repeats” [Jakson toistot] -ruuty, 2 = 1.
vaiheen lampdtila-asetus, 3 = 1. vaiheen ajan asetus).
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9. Korosta toinen vaihe ja asetus ”60 °C for 60 secs ” (60 °C 60 sekunnin
ajan). Ota kayttéon tiedonkeruu témén vaiheen aikana valitsemalla kohta
”Not Acquiring” (Ei kerdtd) -painike (kuva 27).

/8 Edit Profile [

@, 8 W @
Foewe Cpen SaveAs | Help
Thes e wall Lakos approaamabeds 125 mirwte(z] o complete. The geaph below ispeassnts the pur bo b perfomed :

W00 0 AN

Chck: on a cyche belovw to modify i

Hald et alter._ |
Inzer before.
Fiemave |

Tli.stpchmpe-d's 40 | bmefs]
Click onone of the sleps below bo modify 1, or press + or - 1o add and remove steps for thes cpcle

—_— d S5 dor 30 zece j ﬂ
BOMC A s Fl
2-' &0 seconds / / 1
Not Acgunng HI T2 fon 200 sy
= T“"‘“ el i_mumm /

x|

Kuva 27. Jakson vaiheen lampétila 60 °C. (1 = 2. Vaiheen lampétilan ja ajan asetus,
2 = "Not Acquiring” (Ei keratd) -painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
66 therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirja 06/2016



10. Aseta keruukanaviksi Green (Vihred) ja Yellow (Keltainen) siirtdméllé ne
" Available Channels” (Kaytettavissé olevat kanavat) -luettelosta valitsemalla
”>"-painike. Napsauta "OK” (kuva 28).

Same as Previous : | New Acquisition) ~|

Acqusition Configurstion :

Avallable Channels : Acquiing Channels -
I ame [ LI
Crimson Green 1
HRM < [l veiow
Drange
Red il

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

Diywe Chart 3 | Dm'tﬁcquirel Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm |510nm | FAM <, SYBR Green 1+, Fluorescein, EvaGreen*, Alexa Fluor 4884
Yellow [530nm |555em  |JOE-, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540+, Yakima Yellow:'
Drange | 585nm |610nm | RO, CAL Fluor Red 6104, Cy3 5%, Texas Red™ Alexa Fluor 568

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

E80nm | T10hp | Quasar705*, Alexa Fluor 680

460nm  |S10nm | SYTO 94, EvalGresn

Kuva 28. Keruu vaiheen 60 °C lampétilassa. (1 = Valitut kanavat, 2 = “OK"-painike).
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11. Korosta 3. vaihe ja poista napsauttamalla ”-”-painiketta. Napsauta “OK”
(kuva 29).

=

M Edit Profile
@ . 8 H W
(28 Open  Save ds Help
T sun vl Laks appeosmately 135 manude(z] bo complste. Tihe geaph below represents the iun 1o be perfosmed :

Click o & cycls below bo modif it -
1HDH Irneet alftex
Ingart bafors..,
__fosoe_ |
Thes cyclninpaats 40 | Gmeiz].
Chek on ores of the thens below b moddy 8, of pregs + or - b3 sdd and remave steps for thes cpcle 2
Tned Step - g K
J I o 3 1oy uJ
a0 | '
20 saconds |'r f
casrotoCrons |/ \ T o 20 vecs
on Green ||I .
S EAPC o A L 1
I Touchdowm

——

Kuva 29. Laajennusvaiheen poistaminen. (1 = 3. vaihe, 2 = Poistopainike, 3 = "OK"-painike).
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12. Napsauta seuraavassa valintaikkunassa “Gain Optimisation” (Poiminnan
optimointi) -painike (kuva 30).

Hew Run Wizard El
Temperature Profile ; This box displays
help on elements in
the wazard. For help

ar an ibem, hover
woun mouse over the
item for help, ou
can alzo click on a
combo box to desplay

help about R
’ ot
Edit Profle .. avaiable seltings
Channel Setup ;
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470m 510 5
Yelow 530rm 55 5 __Ea. |
Orange  585wm  Bllnm 5 Edit Gam...
Red B25nm  BEDnm 5
Crimson  E80nm  7l0hp 7 Remove
HRM 4EDnm  510nm 7
Reset Defaultz
1= o oo |
SkipWizard | <cBack |  Mewt» |

Kuva 30. Gain optimization (Poiminnan optimointi) (1).
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13. Napsauta “Optimise Acquiring” (Optimoi keruu) -painike. Kanavan
asetukset néytetddan kullekin kanavalle. Hyvéksy némé oletusarvot
napsauttamalla molempien kanavien kohdalla “OK” (kuva 31).

Auto-Gain Optimisation Setup [X]
Optimization :
Y Budto-Gam Opbmazation will read the lluoresence on the insered sample at
L " different gain levvels undil it finds one at which the fluorescence levels are

acceplable. The range of llucrescence you are looking for depends on the:
chemistry you are pesfarming.

Sel temperature o I_uj degrees.

1

Channel Sethngs ; = :

Channel { .
- Channel: Green TubePostion: [1 -
Hame || Teroet Sample Range : B ﬂﬁmtuﬁﬂ_jﬂ Efﬂ---

Accepiable GainRange: [10 =5 10 10 = emove !

fmoree A0 l

o0k | Cancel | Hep |

Kuva 31. Vihredn kanavan poiminnan automaattinen optimointi. (1 = “Optimise Acquiring”
[Optimoi keruu] -painike, 2 = “OK"-painike).

]
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14. Valitse “Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Suorita optimointi
ennen 1. keruuta” -valintaruutu ja palaa ohjattuun toimintoon
napsauttamalla “Close” (Sulje) -painiketta (kuva 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optirnigation ;
. Austo-Gain Optimization will read the flumesence on the mzeted sample at
_% differerd gam levels unld it finds ane at which the fleorescence levels ae

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

Sel temperatung ko I_:JI dearess,
Optimise Al | Optimise Acquiing |
1—-EE.mIa.r.m..l;!mmigat.in.-:.-..B.ﬂ.a.r.;t.l.at_é.l;m.i.aﬂjnri
[ Peiform Oplimisation At 60 Degrees At Beginning Of Fun
Charnel Settings :
| <] s |
Marne | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |
velow 1 = a0 1o | Bemow |
Remove Al |

. | )
=1 [

Kuva 32. Vihredn ja keltaisen kanavan valinta. (1 = “Perform Optimisation Before 1st
Acquisition” (Suorita optimointi ennen 1. keruuta) -valintaruuty, 2 = “Close” (Sulje) -painike).

RN

15. Napsauta “Next” (Seuraava) -painike ja tallenna malli haluamaasi sijaintiin
valitsemalla “Save Template” (Tallenna malli).
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Toimenpide (manuaalinen)

Protokolla: Naytteen arviointi (manuaalinen)

Tata protokollaa kaytetddn arvioimaan naytteissa olevan monistettavissa olevan
DNA:n kokonaismaara. Arviointi tulisi suorittaa ennen BRAF-mutaatioanalyysin
tekemistd.

B Valmistele ndytteet osassa “Protokolla: Naytteen arviointi” sivulla 15
annettujen ohjeiden mukaisesti.

B Suorita PCR-ajo Rotor-Gene Q MDx -laitteessa osassa “Protokolla:
therascreen BRAF PCR RGQ -testin suorittaminen” sivulla 74 esitettyjen
ohjeiden mukaisesti.

B Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot osassa “Naytteen
arviointitietojen analyysi” sivulla 80 esitettyjen ohjeiden mukaisesti.
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Protokolla: BRAF-mutaation tunnistaminen (manuaalinen)

Kun néyte on lapdissyt ndytteen arvioinnin, se voidaan testata BRAF-
mutaatiotesteilld.

B Valmistele naytteet osassa “Protokolla: BRAF-mutaation tunnistaminen”
sivulla 26 annettujen ohjeiden mukaisesti.

M Suorita PCR-ajo Rotor-Gene Q MDx -laitteessa osassa “Protokolla:
therascreen BRAF PCR RGQ -testin suorittaminen” sivulla 74 esitettyjen
ohjeiden mukaisesti.

B Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot osassa “BRAF-mutaation
tunnistamisen tietojen analysointi” sivulla 81 esitettyjen ohjeiden mukaisesti.
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Protokolla: therascreen BRAF PCR RGQ -testin suorittaminen

1. Avaa Rotor-Gene Q -sarjan ohjelmisto (2.3) ja avaa tarvittava
lampétilaprofiili (.ret-tiedosto).
Katso ohjeet lampatilaprofiilin luomisesta ja ajoparametrien tarkistamisesta
osasta “Protokolla: Lampétilaprofiilin luominen” sivulta 60.

2. Varmista, etté oikea roottori on valittu ja valitse valintaruutu, jossa
varmistetaan, etté lukkorengas on paikallaan. Napsauta “Next” (Seuraava)
(kuva 33).

New Run Wizard §|

Welcome Lo the Advanced Run Wizard!

Fataor Type

. P 1
Skip Wizard | I Mewt »» I 3

Kuva 33. "New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu ja Tervetuloa-ruutu. (1 = “Rotor
type” [Roottorityyppi], 2 = “Locking Ring Attached” [Lukkorengas kiinnitetty] -valintaruutu,
3 = "Next” (Seuraava) -painike).
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3. Anna testaajan nimi. Liséa mahdolliset huomautukset ja tarkista, ettd
reaktiovolyymiksi on asetettu 25 ja etté “Sample Layout” (Naytteen asettelu)
-kohdassa lukee 1, 2, 3...”. Napsauta “Next” (Seuraava) (kuva 34).

Mew Run Wizard

This screen dizplays mizcellaneous options for the wn. Complete the figlds,
clicking Mest when pou are ready ta move to the nest page.

This bow dizplavs

help on elements in
the wizard, For help

aFt art IKErmn, Hover
waur moLse over the
itern for help. vou
cah alzo click on a
combo box to display
help about its
available zettings.

Operator : MAME

Motes :

Reaction or = | |
Walume [pL]: =

Sample Lapout - 1.2, 3.

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

Kuva 34. "New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -valintaikkuna. (1 = "Operator” [Testaaja]
-kenttd ja “Notes” [Huomautukset] -kenttd, 2 = “Reaction Volume” [Reaktiomadard] -kenttd ja
"Sample Layout” [Naytteen asettelu] -kentta, 3 = “Next” [Seuraava] -painike).
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4. Seuraavassa ikkunassa voit muokata lémpétilaprofiilia. Muokkaus ei
ole tarpeen, koska lampéatilaprofiili on jo luotu osassa ”Protokolla:
Lampétilaprofiilin luominen” sivulla 60 esitettyjen ohjeiden mukaan.
Napsauta “Next” (Seuraava) (kuva 35).

Hew Run Wizard El

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

oh an item, hover
wour mouse over the
itern for help. You
zah alzo click on a
combo box to dizplay

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Narme | Sounce | D etector | Gain | Create Mev... |

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

Crimzon  E80nm  F10hp
HEM 4B0nm 5100nm

Skip'wizard | << Back e 1

Kuva 35. "New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu ja lémpétilanmuokkausruutu.
(1 = "Next” [Seuraava] -painike).

=l nnon o
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5. Tarkista tiivistelmd ja napsauta “Start Run” (Kdynnista ajo), kun haluat
tallentaa suoritettavan tiedoston ja kéynnistda ajon (kuva 36).

New Run Wizard @|
Surnmary :
Setting W alue
Green Gain 3
rellow Gain 3
Auto-Gain Optimization Before First Acquizsition
Ratar 72 el Ratar
Sample Lapaut 1.2.3...
Feaction Yolume [in microliters] 25

e -1

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

SkipWizard | <<Back |

Kuva 36. “New Run Wizard” (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu ja tiivistelmaruutu. (1 = “Start
Run” [Kaynnistd ajo] -painike).

6. Kun ajo kdynnistyy, néaytt6on tulee uusi ikkuna, jossa voit joko antaa
ndytteiden nimet tai napsauttaa “Finish” (Lopeta) ja antaa nimet
my6hemmin valitsemalla ajon aikana tai ajon suorittamisen jalkeen
”Sample” (Ndyte) -painike.

Kun napsautat “Finish and Lock Samples” (Lopeta ja lukitse ndytteet), et voi
endd muokata naytteiden nimid. K&yttdjan on oltava erityisen huolellinen
antaessaan naytteiden nimid, jotta naytteiden testaus ja analyysi suoritetaan
oikein.

Huomautus: Naytteitd nimettGessa tyhjien kuoppien kohdat “Name” (Nimi)
-sarakkeessa on jatettava tyhijiksi.

7. Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot osassa “Ndéytteen
arviointitietojen analyysi” sivulla 80 tai osassa “BRAF-mutaation
tunnistamisen tietojen analysointi” sivulla 81 esitettyjen ohjeiden mukaisesti
tai tilanteen mukaan.

8. Jos tarvitaan kvantitatiivisia raportteja, napsauta Rotor-Gene Q
-ajotiedoston tyokalupalkissa olevaa “Reports” (Raportit) -kuvaketta.
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9. Napsauta raporttiselaimen “Report Categories” (Raporttiluokat) -kohdassa
”Cycling A Green (Page 1)” (Vihreé jakso (sivu 1) (kuva 37).

— Report Categories : — Templates :

"% OTV Report

- Quantitation

Show I Cancel |

Kuva 37. Report Browser (Raporttiselain). (1 = “Cycling A. Green (Page 1)” [Vihred jakso]
[Sivu 1] -painike).

10. Valitse “"Templates” (Mallit) -kohdasta “Quantitation (Full Report)”
(Kvantitointi [tdysi raportti]) (kuva 38).

— Report Categories ; — Templates ;

- [General) ve . _
& Quantitation % Quantitation (Condise)

Cycling &.Green [Page 1]
i Cycling & ellow [Page 1)

uantitation (Full Repart)

-
% Quantitation (Standard Report)

Show I Cancel I

Kuva 38. “Quantitation report (Full Report)” (Kvantitointiraportti [taysi raportti]) (1).

11. Luo raportti napsauttamalla “Show” (Néytd).
12. Tallenna elektroninen versio napsauttamalla “Save As” (Tallenna nimella).
13. Toista "Cycling A Yellow (Page 1)” (Keltainen jakso [sivu 1]).
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Tulosten tulkinta (manuaalinen)

Kun ndytteen arviointiajo on suoritettu tai mutaatioanalyysi on valmis, analysoi
tiedot alla esitettyjen ohjeiden mukaisesti.

Ohjelmiston analyysiasetukset

1. Avaa tarvittava tiedosto Rotor-Gene Q series software 2.3 -ohjelmistolla.

2. Jos et ole jo nimennyt naytteitd ennen ajon suorittamista, napsauta “Edit
Samples” (Muokkaa ndytteita).

3. Anna ndytteille nimet “Name” (Nimi) -sarakkeessa.
Huomautus: Jatd tyhjien kuoppien nimet tyhjiksi.

4. Napsauta “Analysis” (Analyysi). Napsauta analyysisivulla “Cycling A.
Yellow” (Keltainen jakso), jos haluat tarkastella keltaista kanavaa.

5. Napsauta “Named On” (Nimetty).

Huomautus: Ndin voit varmistaaq, ettei tyhjia kuoppia kaytetd analyysissa.
Valitse “Dynamic tube” (Dynaaminen putki).

Valitse “Slope correct” (Pudotus oikea).

Valitse “Linear scale” (Lineaariasteikko).

0 ® NSO

Valitse “Take off Adj” (Mittauspisteen sdatd) ja anna arvo 15,01 yléruutuun
("If take off point was calculated before cycle”) (Jos mittauspiste laskettiin
ennen jaksoa) ja arvo 20,01 alaruutuun ("then use the following cycle and
take off point”) (kayta sitten seuraavaa jaksoa ja mittauspistettd).

10. Aseta kynnysarvoksi 0,05.

11. Aseta “Eliminate Cycles before” (Eliminoi edeltévdt jaksot) -kohdan
asetukseksi 15.

12. Valitse keltaisen Cr-arvot.

13. Napsauta analyysisivulla “Cycling A. Green” (Vihred jakso), jos haluat
tarkastella vihredd kanavaa.

14. Valitse “Named On” (Nimetty).

15. Valitse “Dynamic tube” (Dynaaminen putki).
16. Valitse ”Slope correct” (Pudotus oikea).

17. Vadlitse “Linear scale” (Lineaariasteikko).

18. Valitse “TOA” ja anna arvo 15,01 yléruutuun ("If take off point was
calculated before cycle”) (Jos mittauspiste laskettiin ennen jaksoaq) ja arvo
20,01 alaruutuun (“then use the following cycle and take off point”) (kéytd
sitten seuraavaa jaksoa ja mittauspistettd).

19. Aseta kynnysarvoksi 0,15.
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20. Aseta “Eliminate Cycles before” (Eliminoi edeltévat jaksot) -kohdan
asetukseksi 15.

21. Valitse vihredn Cr-arvot.

Naytteen arviointitietojen analyysi

Ajon kontrollin analyysi
Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot alla esitetylla tavalla.

B Negadtiivinen kontrolli: Templaatin kontaminoitumisen estamiseksi NTC ei
saa tuottaa alle 40:n Cr-arvoa vihredssa (FAM) kanavassa. Jotta voisit
varmistaa, ettd ajo on madritetty oikein, NTC:ssa ei saa ndkyd monistusta
alueella 32,53-38,16 keltaisessa (HEX) kanavassa. Annetut arvot ovat
ndiden arvojen sisapuolella ja sisaltavat naméa arvot.

B Positiivinen kontrolli: BRAF-positiivisen kontrollin (PC) antaman kontrollitestin
Cr-arvon vihreassa (FAM) kanavassa on oltava 30,37-36,38. Annetut
arvot ovat ndiden arvojen sisdpuolella ja sisaltavat nama arvot. Taman
alueen ulkopuolella oleva arvo merkitsee ongelmaa ajon valmistelussa ja
siten ajon epdonnistumista.

Ndytteen tietoja ei saa kayttad, jos jompi kumpi ndistd kontrolleista on
epaonnistunut.

Kun molemmat kontrollit ovat hyvaksyttavia, jokaisen ndytteen Cr-arvon on
oltava vihredssa kanavassa alueella 21,95-32,00. Jos ndyte on taman alueen
ulkopuolella, toimi jaljempana esitettyjen ohjeiden mukaan.

Naytteen analysointi — kontrollitesti

B Naytteen kontrollitesti Cr < 21,95: Naytteitd, joiden Cr < on 21,95, on
laimennettava, koska kyseessd on hyvaksyttavan testialueen alaraja.
Matalan tason mutaation havaitsemiseksi konsentroituja naytteitd on
laimennettava siten, ettd niiden pitoisuus on sallitun alueen rajojen
sisapuolella, jolloin laimennus puolella nostaa Cr-arvoa yhdella numerolla.
Jos naytteen lukema on lahella lukemaa 21,95, naytetta suositellaan
laimennettavaksi, jotta voidaan varmistaa, etta naytteen testausajossa
(BRAF-mutaation tunnistus) saadaan tulos. Néytteiden laimentamiseen on
kaytettava sarjan mukana toimitettua vetta (Dil.).

B Nadytteen kontrollitesti CCr > 32,00: Naytteen uuttaminen uudelleen on
suositeltavaa, koska alun riittaméatén DNA-templaatti estad kaikkien
mutaatioiden tunnistamisen testille madaritetyilla raja-arvoilla.
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BRAF-mutaation tunnistamisen tietojen analysointi

Ajon kontrollin analyysi
Katso ajon kontrollin analyysin vaihekaavio kuvassa 39.

B Negatiivinen kontrolli: Templaatin kontaminoitumisen estamiseksi NTC ei
saa tuottaa alle 40:n Cr-arvoa vihredssa (FAM) kanavassa. Jotta voisit
varmistaa, eftd ajo on mddritetty oikein, NTC:ssd ei saa ndky& monistusta
alueella 32,53-38,16 keltaisessa (HEX) kanavassa. Annetut arvot ovat
naiden arvojen sisapuolella ja sisaltavat nama arvot.

M Positiivinen kontrolli: BRAF-positiivisen kontrollin (PC) on annettava Cr-arvo
vihredssd kanavassa kaikissa BRAF-testeissd, kuten taulukossa 14 on
esitetty. Annetut arvot ovat ndiden arvojen sisépuolella ja sisaltavat nama
arvot. Taman alueen ulkopuolella oleva arvo merkitsee ongelmaa ajon
valmistelussa ja siten ajon ep&onnistumista.

Huomautus: Naytteen tietoja ei saa kayttad, jos jompi kumpi ndistd kontrolleista
on epaonnistunut.

Taulukko 14. Reaktion kontrollien hyvéksyttava Cr-alue.

Reaktioseos Nayte Kanava Cr-alue

Kontrolli PC Vihrea 30,37-36,38
V600E/Ec PC Vihrea 29,62-35,73
V600D PC Vihred 29,75-35,79
V600K PC Vihred 29,32-35,32
V600R PC Vihred 29,41-35,41
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Negatiivisen

kontrollin
vihrea

Cy-arvo

Onko vihred

Co < 407 Kylla— Ajo epaonnistui
T ?

Ajo epaonnistui /
sisdinen kontrolli
virheellinen

Kylla
v

Onko keltainen
Cr alueella ——Ei

Onko siséisen
kontrolli keltainen

Positiivisen
kontrollin
vihreédn
Cr-arvo

Onko vihreéd
Cr alueella
30,37-36,38?

Kylla

Onko V600E/Ec:n
vihre& Cr-putki alueella
29,62-35,73?

Ei—

Ajo epaonnistui

Ei—

Ajo epaonnistui

32,53-38,16? Cy <32,53?
Kylla
Ei
Onko V600D:n
vihre& Cr-putki alueella Ei— Ajo epédonnistui
. 29,75-35,79?
Onko siséisen
kontrollin keltainen
Cr> 32,167
Kylla
Kylla
Kylla
Onko V600K:n
Ajo epaonnistui / vihrea Cr-putki alueella Ei—¥{ Ajo epaonnistui
sisaisen kontrollin 29,32-35,32?
v keltaisen monistus
negatiivinen
Negatiivinen kontrolli

hyvéksytty

Jatka suorittamalla naytteen
analysointi.

Kylla

Onko V600R:n
vihre& Cr-putki alueella
29,41-35,41?

Kylla

Positiivinen kontrolli
hyvaksytty

Ei—

Ajo epaonnistui

Kuva 39. Ajon kontrollin analyysin vaihekaavio.
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Naytteen analyysi — ndytteen kontrollin vihreén Cr-arvo
Katso ajon néytteen analyysin vaihekaavio kuvassa 40.

Kun molemmat ajon kontrollit ovat hyvdksyttavia kontrollin testaukseen, jokaisen

ndytteen kontrollin Cr-arvon on oltava vihredssa kanavassa alueella
21,95-32,00.

Jos ndyte on taman alueen ulkopuolella, toimi jaljempand esitettyjen ohjeiden
mukaan.

B Ndytteen kontrollitesti Cr < 21,95: Naytteet, joiden kontrollin Cr <-arvo on
21,95, ylikuormittavat mutaatiotestejd, ja ne on laimennettava. Matalan
tason mutaation havaitsemiseksi konsentroituja ndytteitd on laimennettava
siten ettd niiden pitoisuus on sallitun alueen rajojen sisapuolella, jolloin
laimennus puolella nostaa Cr-arvoa yhdelld numerolla. Naytteiden
laimentamiseen on kdytettéva sarjan mukana toimitettua vetta (Dil.).

M Nadytteen kontrollitesti CCr > 32,00: Néytteen uuttaminen uudelleen on
suositeltavaa, koska alun riittématén DNA-templaatti estad kaikkien
mutaatioiden tunnistamisen testille madaritetyilla raja-arvoilla.

Naytteen analyysi — ndytteen sisdisen kontrollin mutaatiotestien Cr-arvo
Katso ajon néytteen analyysin vaihekaavio kuvassa 40.

Jokaisen naytteen kaikki kuopat on analysoitava. Tarkista, ettd jokainen kuoppa
luo sisdisestd kontrollista HEX-signaalin keltaisessa kanavassa. Mahdollisia
tuloksia on kolmenlaisia.

B Jos sisgisen kontrollin Cr-arvo on maaritetylla alueella (32,53-38,16), se
on keltaisen osalta monistuspositiivinen ja hyvaksytty.

B Jos sisdisen kontrollin Cr-arvo on madritetyn alueen (> 38,16), ylapuolella,
putki on keltaisen osalta monistusnegatiivinen. Jos vihredssa kanavassa on
monistus kyseiselle putkelle, keltaisen monistus on hyvaksytty. Jos vihredssa
kanavassa ei ole monistusta kyseiselle putkelle, keltaisen monistus on
virheellinen.

B Jos sisaisen kontrollin Cr-arvo on maaritetyn alueen (< 32,53), alapuolella,
putki on virheellinen.

Jos sisaisen kontrollin virhe johtuu PCR-inhibitiosta, ndytteen laimentaminen
saattaa véhentad inhibiittorien vaikutusta. Tassa tapauksessa on kuitenkin
huomattava, ettd talléin myés kohde-DNA laimenee. Sarjaan sisdltyy vesiputki
ndytteen laimentamista varten (Dil.).
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Naytteen
kontrollin vihrean
Cy-arvot.

Naytteen siséisen
kontrollin
mutaatiotestien
keltaisen Cr-arvo

Naytteen
mutaatiotestien
vihreén Cr-arvot.

\4

alueella 21,95-32,00?

Kylla

Onko keltainen Cy-arvo
jossain testissa < 32,53?

\4

Ei

Onko keltainen Cr-arvo
jossain testissa > 38,16?

Ei

Onko kunkin mutaation
vihred Cr alueella
15,00-40,00?

\4

Kylla

Putki on vihrean monistuksen
suhteen positiivinen.

\ 4
Laske kunkin mutaation
ACr-arvot.

AC+ = mutaation Cy
- kontrollin C+

\ 4

Vertaa ACr-arvoja mutaation
raja-arvoihin. Katso taulukko 6.

Onko jokin ACt-arvo
testissa maaritetyn ACy
alueen sisépuolella
(monistuspositiivinen)?

Kylla
A 4

Mutaatiotestissa havaittu BRAF-
mutaatio. Katso mutaatiostatuksen
tunnistaminen taulukosta 7.

Kuva 40. Naytteen analyysin vaihekaavio.

84

therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirja 06/2016

Crkolkontolliestipvinriealey Ei—){ Katso lisatietoja kasikirjan

Nayte virheellinen.

sivulta 81.

Putki virheellinen.
Ala kéyta putken tulosta.

Putki on keltaisen
monistuksen suhteen

Kylla— negatiivinen. Katso lisatietoja

kéasikirjan sivulta 81.

Putki on vihrean monistuksen

Ei—| suhteen negatiivinen.

Katso kasikirjan sivu 83.

Ei—»{ Mutaatiota ei havaittu.



Naytteen analyysi - ndytteen mutaatiotestien Cr-arvo

Vihreén arvot kaikille neljglle reaktioseokselle on tarkistettava taulukossa 15
esitettyjen arvojen avulla.

Taulukko 15. Hyvaksyttévét ndytteen mutaation reaktioarvot (vihred kanava)*

Testi Hyvéksyttdvéa Cr-alue ACr-alue
V600E/Ec 15,00-40,00 <7,0
V600D 15,00-40,00 <6,9
V600K 15,00-40,00 <6,0
V60O0R 15,00-40,00 <70

* Hyvaksyttavat arvot ovat ndytettyjen alueiden mukaisia raja-arvot mukaan lukien.

B Jos vihred Crarvo on madritetylla alueella, se on FAM-monistuspositiivinen.

B Jos vihred Cr-arvo on madritetyn alueen ylapuolella, eiké monistusta
ilmene, se on vihredn osalta monistusnegatiivinen.

Laske ACr-arvo kaikille FAM-monistuspositiivisille mutaatioputkille alla esitetylla
tavalla varmistaen ettd mutaation ja kontrollin Cr-arvot ovat perdisin samasta
naytteesta.

ACt = mutaation Ct - kontrollin Cr

Vertaa ndytteen ACr-arvoa kyseisen testin raja-arvoon (taulukko 15) varmistaen
etta kuhunkin testiin kaytetaan oikeaa raja-arvoa.

Raja-arvo on arvo, jonka ylittdva positiivinen signaali voi johtua villityypin
DNA:n ARMS-alukkeen taustasignaalista. Jos néytteen ACr-arvo on korkeampi
kuin raja-arvo, nayte luokitellaan negatiiviseksi tai sarjan havaitsemisrajojen
ulkopuolella olevaksi.

Jokaisen ndytteen kohdalla jokaiselle mutaatioreaktiolle annetaan status
havaitun mutaation perusteella: mutaation havaittu, mutaatiota ei havaittu tai
virheellinen alla esitettyjen kriteerien mukaisesti.

B Mutaatio havaittu:

Vihred monistuspositiivinen ja ACr ovat raja-arvon mukaisia tai sen
alapuolella. Jos havaitaan useita mutaatioita, mutaatiostatus on madritettava
taulukossa 16 esitetylla tavalla.
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B Mutaatiota ei havaittu:
Vihred monistuspositiivinen ja ACr ovat raja-arvon ylapuolella.

Vihred monistusnegatiivinen ja keltainen (sisdinen kontrolli)
monistuspositiivinen.

B Virheellinen:
Keltainen (sisdinen kontrolli) on virheellinen.

Vihreén monistus on negatiivinen ja keltaisen monistus on negatiivinen.

Katso tarkemmat tiedot vaihekaaviosta (kuva 40). Jos nayte on keltaisen osalta
monistusnegatiivinen putkessa, mutta vihredn osalta monistuspositiivinen toisessa
putkessa, “Mutation detected” (Mutaatio havaittu) -tulosta toisessa putkessa
voidaan pitdd hyvaksyttynd tuloksena, mutta kyseisen havaitun mutaation
ma&dritys ei valtamatta ole luotettava.

Jos nayte on keltaisen osalta monistusnegatiivinen ja vihred monistuspositiivinen
samassa putkessa, “Mutation detected” (Mutaatio havaittu) -tulosta pidetadn

hyvéksyttynd.
Jos putki on keltaisen (sisdinen kontrolli) osalta virheellinen, kyseisen putken
tulosta ei saa kayttaa.

Naytteen analyysi — ndytteen mutaatiostatuksen madritys

Kun kaikki mutaatioreaktioputket on arvioitu, ndytteen mutaatiostatus médritetédan
seuraavasti.

B Mutaatio havaittu: Yksi tai useampi neljasta mutaatioreaktiosta ovat
positiivisia. Jos useita mutaatioita havaitaan, raportoidun mutaation tulisi
olla yhdenmukainen taulukossa 16 esitettyjen tietojen kanssa (katso
seuraava sivu).

B Mutaatiota ei havaittu: Kaikki nelj@ mutaatioreaktiota ovat negatiivisia.

B Virheellinen: Yksikaan mutaatioreaktio ei ole positiivinen ja yksi tai
useampi mutaatioreaktio on virheellinen.
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Taulukko 16. Néytteen mutaatiostatuksen tunnistaminen

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutaatiostatus
V600E- tai
Positiivinen Negatiivinen  Negatiivinen  Negatiivinen  V600Ec-
positiivinen
V600Ec- tai
Positiivinen Negatiivinen  Positiivinen Negatiivinen  V60OK-
positiivinen
Positiivinen Positiivinen Negatiivinen  Negatiivinen V6(.)(.).D._
positiivinen
Negatiivinen  Positiivinen Negatiivinen  Negatiivinen Vé(?(.).D.-
positiivinen
Negatiivinen  Negatiivinen  Positiivinen ~ Negatiivinen VéQ(-).K?
positiivinen
Negatiivinen  Negatiivinen  Negatiivinen  Positiivinen Vé(?C').Rj
positiivinen

Huomautus: therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on tarkoitettu havaitsemaan
DNA-naytteen mahdolliset BRAF-geenin mutaatiot. Kun naytteessa havaitaan
BRAF-mutaatio, vain yksi spesifinen mutaatio raportoidaan. Jos useita
mutaatioita havaitaan, raportoidun mutaation tulisi olla yhdenmukainen
taulukossa 16 esitettyjen tietojen kanssa.

Mutaatioreaktioiden vdlilla iimenee jonkinlaista ristireagoivuutta. Esimerkiksi
V60OE/Ec+esti voi antaa positiivisen tuloksen, jos se havaitsee ndytteessd
V600D-mutaation, VO0OOE/Ec-testi voi antaa positiivisen tuloksen, jos se
havaitsee ndytteessd VOOOK-mutaation ja V60OK-esti voi antaa positiivisen
tuloksen, jos se havaitsee naytteessa kompleksin VOOOE-mutaation.
Mutaatiostatus voidaan kuitenkin maarittaa taulukossa 16 esitetylla tavalla.

Ristireagoivuus johtuu ARMS-alukkeesta, joka havaitsee myds muita saman
sekvenssin mutaatioita. Jos toinen mutaatiotesti antaa positiivisen tuloksen,
kyseessd on todenndkdisesti ristireagoivuus. Myds kaksoismutaatioita on
havaittu, mutta ne ovat harvinaisia.
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Ndain ollen harvinaisissa tapauksissa voidaan havaita positiivisten tulosten
yhdistelmia, joita ei ole esitetty taulukossa 16. Naytteessa voidaan edelleen
ilmoittaa olevan BRAF-mutaatio. Ristireagoivuudesta johtuen tiettyd mutaatiota ei
voida erottaa. Tastd syysta naytteessé voidaan edelleen ilmoittaa olevan pelkké
BRAF-mutaatio.

Jos yksi tai useampi mutaatioreaktio on virheellinen, mutta yksi tai useampi on
positiivinen, voidaan silti sanoa, ettd néytteessd on havaittu BRAF-mutaatio,
koska mutaatio on silti havaittu. Spesifinen raportoitu mutaatio ei kuitenkaan
valttamatta ole tasmdallinen ja saattaa olla ristireagoinnin aiheuttama. Tésta
syystd naytteessa voidaan edelleen ilmoittaa olevan pelkké BRAF-mutaatio.

Liite Il: therascreen BRAF -testipaketin asennus

therascreen BRAF RGQ PCR -sarja on tarkoitettu kaytettavaksi Rotor-Gene Q
MDx -laitteen ja 72-kuoppaisen roottorin kanssa. therascreen BRAF -testipaketti
on ladattavissa therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan tuotesivulta osoitteesta
www.giagen.com. Lataustiedot |dytyvéat “Supplementary Protocols”
(Lisaprotokollat) -vélilehdestd kohdasta “Product Resources” (Tuoteresurssit).
Testipaketteja voi myds tilata CD-levymuodossa (QIAGEN,

luettelonro 9023820).

Testipaketti siscltad “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template”- ja “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”
templaatin.

Huomautus: therascreen BRAF -testipaketti on yhteensopiva ainoastaan Rotor-
Gene Q -ohjelmistoversion 2.3 kanssa. Varmista, ettd asennettuna on oikea
Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio ennen kuin aloitat therascreen BRAF -testipaketin
asennuksen. Jos Rotor-Gene Q MDx -laitteessasi on vanhempi ohjelmistoversio,
voit helposti péivittad sen lataamalla ohjelmistoversion 2.3 Rotor-Gene Q MDx -
tuotesivulta osoitteesta www.giagen.com. Uusi ohjelmisto |dytyy “Operating
Software” (Ohjelmisto) -vélilehdesta kohdasta “Product Resources”
(Tuoteresurssit).

Toimenpide (lataus)

1. Lataa therascreen BRAF RGQ Assay Package CE vastaavalta therascreen
BRAF RGQ PCR -sarjan tuotesivulta osoitteesta www.qgiagen.com.

2. Avaa ladattu zip-tiedosto kaksoisnapsauttamalla sitd ja purkamalla tiedosto.

3. Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla purettua tiedostoa
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe.
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Toimenpide (CD)

1. Tilaa erikseen saatavana oleva therascreen BRAF RGQ Assay Package CE
-CD-levy (QIAGEN, luettelonro 9023820) QIAGEN:ilta.

2. Aseta CD-levy Rotor-Gene Q -laitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen
levyasemaan.

3. Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla tiedostoa
therascreen_BRAF_Assay Package 3.1.1.exe, jos CD latautuu
automaattisesti tai etsi suoritettava tiedosto kannettavan tietokoneen
resurssienhallinnasta.

4. Ohjattu asennustoiminto tulee ndytt66n. Napsauta “Next” (Seuraava)
(kuva 41).

151 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package == I-E_'?-J

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

This will install RetorGene O therasereen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 on your computer.

k is recommended that you close all other applications before
cortinging

Chick Neat to continue, or Cancel to edt Setup

[ (o

Kuva 41. "Setup” (Asennus) -valintaikkuna. (1 = “"Next” [Seuraava] -painike).

therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirja 06/2016

89



5. Lue lisenssisopimus kohdasta “License Agreement” (Lisenssisopimus) ja
hyvéksy se valitsemalla kohta “I accept the agreement” (Hyvéksyn
sopimuksen). Napsauta “Next” (Seuraava) (kuva 42).

15' Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package

License Agreement
Please read the folowing important information before continuing

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

Licence Agreement

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

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

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

Kuva 42. “License Agreement” (Lisenssisopimus) -valintaikkuna. (1 = “Accept” (Hyvdksy) -
painike, 2 = "Next” (Seuraava) -painike).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. Asennus alkaa automaattisesti ja kun se on suoritettu loppuun, néyttéon
tulee viimeinen ”Setup” (Asennus) -valintaikkuna. Poistu ohjatusta
asennuksesta napsauttamalla “Finish” (Lopeta) (kuva 43).

5 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = ——

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

Satup has finished instaling RotorGene Q therascreen BRAF
CE Assay Package on your computer. The appkcation may be
[aunched by selecting the instaled icons

Chck Finish to eott Setup

Kuva 43. Ohjatun asennuksen paattéminen. (1 = “Finish” [Lopeta] -painike).

7. Kdynnista tietokone uvudelleen. Pikakuvakkeet seka “therascreen BRAF CE
Sample Assessment Locked Template” -templaattiin ettd “therascreen BRAF
CE Mutation Analysis Locked Template” -templaattiin luvodaan tyopéydalle
automaattisesti.

Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tukemme sivuilla
osoitteessa www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroomme
00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd johonkin QIAGEN:In teknisen palvelun
osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa www.giagen.com).
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlto Kataloginumero

therascreen BRAF 24 reaktiolle: kontrollitesti, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 mutaatiotestid, positiivinen

kontrolli, Tag DNA -polymeraasi,

NTC-estissa kaytettava vesi ja

ndytteen laimennuksessa kaytettava

vesi

Rotor-Gene Q ja muut tarvikkeet

Rotor-Gene Q MDx  Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM- 9002032
5plex HRM Platform  analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi, punainen

ja viininpunainen) sekd HRM-

kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: sisaltaa 1

vuoden takuun osien rikkoutumisen

ja valmistusvirheiden varalta, ei sis.

asennusta ja koulutusta

Rotor-Gene Q MDx  Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM- 9002033
5plex HRM System  analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi, punainen

ja viininpunainen) sekd HRM-

kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: sisaltad 1

vuoden takuun osien rikkoutumisen

ja valmistusvirheiden varalta,

asennuksen ja koulutuksen

therascreen BRAF CD, joka sisaltaa therascreen BRAF 9023820
Assay Package CD  CE Sample Assessment Locked

Template- ja therascreen BRAF CE

Mutation Analysis Locked Template

templaatin.
Loading Block Alumiinilaatta manuaalisen reaktion 9018901
72 x 0.1 ml Tubes  suorittamiseksi sekd yksikanavainen

pipetti; 72 x 0,1 ml:n putkea
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Tuote Sisdlto Kataloginumero

Strip Tubes and 250 liuskaa 4 putkessa ja korkit 981103
Caps, 0.1 ml (250) 1 000 reaktiota varten

Strip Tubes and 10 x 250 liuskaa 4 putkessa ja 981106
Caps, 0.1 ml (2500) korkit 10 000 reaktiota varten

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — genomisen DNA:n
puhdistukseen pardfiiniin valetuista kudosnaytteista

QlAamp DNA FFPE 50 DNA-ngytteelle: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® -pakkausta, Proteinase K,
puskureita, nayteputkia (2 ml)

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat
saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista.
QIAGEN:-sarjojen kasikirjat ja kayttdoppaat [6ytyvét osoitteesta
www.giagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGEN:in teknisesta huollosta tai
paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Tama sivu on jdtetty tarkoituksella tyhjgksi.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-ryhma); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Ei kaytetd endometrioosin kehittymisen riskin arvioinnissa
Rajoitettu lisenssisopimus
T&man tuotteen kayttd tarkoittaa therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. therascreen BRAF RGQ PCR -sarjaa voidaan kéyttdd ainoastaan therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan kasikirjan ohjeiden mukaisesti ja ainoastaan
yhdessa sarjan siséltdmien komponenttien kanssa. QIAGEN ei mydnné lisenssia mihink&én aineettomaan omaisuuteensa, eiké tdman sarjan
oheisia komponentteja saa kéyttdd tai liitdad muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly téhén sarjaan, kuten therascreen BRAF RGQ PCR -sarjan
kasikirjassa ja lisdprotokollissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.giagen.com.

QIAGEN ei takaa kuin nimenomaisissa lisensseissddn, eftd t&ma sarja ja/tai sen kéyttdja(t) eivat loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.
Téma sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttddn, eikd niitd saa kayttaa vudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpdin.

QIAGEN sanoutuu irti muista suorista ja ep&suorista lisensseistd.

o M DN

Sarjan ostaja ja kayttdja suostuvat siihen, eftd he eivét ryhdy tai anna kenellekadn toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa
tai edistdd mitaan ylla kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kaéntyd minkd tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen taytdntd6n taman rajoitetun
lisenssisopimuksen kiellot ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&dmén
rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téytantédnpano.

Paivitetyt lisenssiehdot saa osoitteesta www.qgiagen.com.
HB-1273-005 © 2016 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetdan.
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