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Przeznaczenie zestawu

Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR jest testem diagnostycznym in vitro
stuzgcym do wykrywania pieciu mutacji somatycznych wystepujgcych w genie
BRAF i pozwala na ocene ilosciowg statusu mutacji. DNA ekstrahuje sie z
utrwalonej formaling i zatopionej w parafinie tkanki (FFPE) nowotworowej i
poddaje analizie metodg PCR w czasie rzeczywistym na urzgdzeniach Rotor-
Gene MDx. Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR ma pomac klinicyscie w
identyfikacji pacjentow z nowotworem, ktorzy mogliby odnieS¢ korzysc¢ z terapii
ukierunkowanej na BRAF, jak np. leczenie vemurafenibem.

Tabela 1. Lista mutacji i ich identyfikator (COSMIC ID)*

Mutacja Zamiana zasad COSMIC ID
V600E GTG>GAG 476
V600E complex GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTG>AAG 474
V600R GTG>AGG 477

*COSMIC IDs - oznaczenia identyfikacyjne mutacji wziete z Katalogu Mutacji Somatycznych
w Raku: Catalog of Somatic Mutations in Cancer: (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Streszczenie i Wyjasnienie

Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR jest gotowym do uzycia zestawem
stuzgcym do wykrywania 5 mutacji somatycznych w genie BRAF przy
zastosowaniu fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-
time PCR) w aparatach Rotor-Gene Q MDx.

Zastosowane w zestawie technologie to detekcja mutacji oparta o technike
ARMS® (Amplified Refractory Mutation System) oraz sondy Scorpions®.
Pozwalajg one na detekcje nastepujgcych mutacji w kodonie 600 onkogenu
BRAF w tle genomowego DNA typu dzikiego.

B V600E
B V600E complex (V600ECc)
B V600D
B V600K
B V600R

Zastosowane metody sg wysoce selektywne i, w zaleznosci od catkowitej
ilosci obecnego DNA, umozliwiajg wykrywanie niskiego odsetka mutacji w tle
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genomowego DNA typu dzikiego. Granice selektywnosci i detekc;ji
przewyzszajg inne techniki, jak np. "dye terminator sequencing”.

Zasada metody

W zestawie therascreen BRAF RGQ PCR zastosowano dwie metody detekcji
mutacji metodg PCR w czasie rzeczywistym: ARMS i Scorpions.

ARMS

Allelospecyficzna lub specyficzna dla mutacji amplifikacja jest mozliwa dzieki
zastosowaniu technologii ARMS (Amplification Refractory Mutation System).
Polimeraza Taq DNA sprawnie rozréznia dopasowanie lub brak dopasowania
starterow na koncu 3'. Dzieki temu tylko zmutowane sekwencje sg
amplifikowane, nawet w probkach, w ktérych wiekszo$¢ sekwenciji nie posiada
danej mutacji. Gdy starter jest catkowicie komplementarny, amplifikacja
przebiega z petng wydajnoscig. Natomiast gdy zasada na koncu 3’ nie jest w
petni komplementarna, to wystepuje tylko niewielka amplifikacja tta.

Scorpions

Detekcja amplifikacji jest przeprowadzana z wykorzystaniem sond Scorpions.
Sg one dwufunkcyjnymi czgsteczkami zawierajgcymi starter reakcji PCR
kowalencyjnie powigzany z sondg fluorescencyjng. Sonda zawiera réwniez
wygaszacz, ktory hamuje fluorescencje. W czasie reakcji PCR, gdy sonda
zwigze sie z amplikonem, fluorofor i wygaszacz ulegajg rozdzieleniu. Prowadzi
to do mierzalnego wzrostu fluorescencji w probéwce reakcyjnej.

Format zestawu
W zestawie therascreen BRAF RGQ PCR jest zawartych 5 testéw.
B Jeden test kontroli reakcji (Control Reaction Mix; CTRL)

B Cztery testy mutacji (miksy analiz mutacji; V600E/Ec, V600D, V600K,
V600R)

Test V60OE/Ec wykrywa zarowno mutacje V600E jak i V600Ec, ale ich nie
rozréznia.

Wszystkie miksy reakcyjne sg dupleksami i zawierajg odczynniki do
wykrywania sekwencji wyznakowanych FAM™, natomiast kontrola
wewnetrzna jest wyznakowana HEX™. Test kontroli wewnetrznej sprawdza
obecnos¢ inhibitorow, mogacych prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie
ujemnych.

Testy

Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR pozwala na wykonanie analiz w dwéch
etapach: w pierwszym etapie dokonuje sie kontroli ilosciowej amplifikowalnego
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materiatu przeznaczonego do analizy, a w drugim etapie nastepuje wtasciwa
reakcja pozwalajgca stwierdzi¢ obecnosc¢ lub brak zmutowanego DNA.

Testy kontroli

Kontrola, wyznakowana FAM, jest uzywana do oceny catkowitego DNA w
prébce. W tym tescie dokonuje sie amplifikacji obszaru eksonu 3 w genie
BRAF. Startery i sondy Scorpions zostaty zaprojektowane tak, aby niezaleznie
amplifikowa¢ wszelkie znane polimorfizmy BRAF.

Testy mutacji

Kazdy test mutacji zawiera sonde Scorpion wyznakowang FAM oraz starter
ARMS pozwalajgce na rozroznienie miedzy DNA typu dzikiego a okreslonym
zmutowanym DNA.

Kontrole

Uwaga: Wszystkie cykle eksperymentalne muszg zawierac¢ kontrole dodatnig i
ujemna.

Kontrola dodatnia

Kazdy cykl musi zawiera¢ kontrole dodatnig w probéwkach 1-5. Zestaw
therascreen BRAF RGQ PCR zawiera kontrole dodatnig - BRAF Positive
Control (PC) przeznaczong do wykorzystania jako matryca w reakcji kontroli
dodatniej. Wyniki kontroli dodatniej bedg oceniane w celu zagwarantowania,
ze zestaw dziata w obrebie zatozonych kryteriow.

Kontrola ujemna

Kazdy cykl musi zawiera¢ kontrole ujemng (no template control) w
probowkach 9-13. Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR zawiera Wode do
Kontroli Ujemnej (NTC) przeznaczong do wykorzystania jako "matryca” do
kontroli ujemnej. Kontrola ujemna jest niezbedna do wykrycia wszelkich
potencjalnych zanieczyszczen powstatych podczas nastawiania reakcji, a
takze do oceny wydajnosci reakcji kontroli wewnetrzne;j.

Ocena reakcji kontroli wewnetrznej

Kazda mieszanina reakcyjna zawiera kontrole wewnetrzng jako dodatek do
reakcji gtdbwnej. Brak amplifikacji w kontroli wewnetrznej moze wskazywac na
obecnos¢ inhibitoréw reakciji, prowadzgcych do niewtasciwych wynikow, albo
na to, ze w przypadku tej probdéwki wystgpit btad pipetowania spowodowany
przez operatora. Jezeli niepowodzenie amplifikacji wewnetrznej kontroli jest
spowodowane inhibicjg reakcji PCR, to rozciehczenie prébki moze zmniejszy¢
wptyw inhibitoréw, natomiast nalezy mie¢ na uwadze, ze rozcienczy ono takze
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docelowe DNA. Probdwka z wodg do rozcienczen (Dil.) jest dostarczona w
zestawie. Rozcienczanie probek nalezy wykonywac tylko przy jej uzyciu.

Ocena probki

Zalecane jest, aby uzywac testu kontroli reakcji (Control Reaction Mix - CTRL)
dostarczonej w zestawie therascreen BRAF RGQ PCR, aby oceni¢ zawarto$é
catkowitego amplifikowalnego DNA z mutacjg BRAF w probce. W czasie
reakcji kontrolnej amplifikowany jest region eksonu 3 genu BRAF. Zaleca sie,
aby przygotowywac reakcje wytgcznie z uzyciem kontroli pozytywnej BRAF
(BRAF Positive Control - PC) jako kontroli dodatniej oraz Wody do Kontroli
Ujemnej (NTC) jako kontroli ujemne.

Uwaga: Ocena DNA powinna by¢ oparta na reakcji PCR i moze rézni¢ sie od
oceny ilosci DNA opartej na odczytach absorbancji. Dodatkowa mieszanina
reakcji kontrolnej (Control Reaction Mix - CTRL) jest dostarczona w celu
umozliwienia oceny jakosci i ilosci DNA w probkach przed ich analizg za
pomocg zestawu therascreen BRAF RGQ PCR.
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Dostarczone Materiaty

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR (24)
Nr katalogowy 870211
Liczba reakcji 24
Control Reaction Mix Czerwony

(Mieszanina reakcji kontrolnej) 1CTRL 2x 720
V600E/Ec Reaction Mix Fioletowy

(Mieszanina reakcji V600E/Ec) ERLR0E B 7204l
V600D Reaction Mix .

(Mieszanina reakcji V600D) Pomaranczowy 3 V600D 20 ul
V600K Reaction Mix »

(Mieszanina reakcji V600K) RO ERLCUUN et
V600R Reaction Mix .

(Mieszanina reakcji V60OR) Zielony 5 VEOOR 20ul
BRAF Positive Control .

(Kontrola dodatnia BRAF) EEHenYy e ze0
Taqg DNA Polymerase :

(Polimeraza Taq DNA) Migtowy Taq 2x80ul
Water for NTC .

(Woda do kontroli ujemnej) Sty NI 1L fil
Water for Sample Dilution . .

Woda do rozcienczen probki Bialy Dil. 1.9 ml
Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR (w jez. angielskim) 1

Materiaty Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch

laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej
informacji, nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS)

dostepnymi u dostawcy produktu.

O
H

* Nie nalezy uzywac alkoholu skazonego, ktory zawiera metanol lub metyloetyloketon.

Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016

dczynniki

Zestaw do izolacji DNA (patrz “Izolacja i przygotowanie DNA”, str. Fehler!

Textmarke nicht definiert.)

Ksylen
Etanol (96-100%)*




Materiaty zuzywalne
B Probowki wirownicze 1,5 ml lub 2 ml (do etapu lizy)

B Probowki wirownicze 1,5 ml (do etapu elucji) (dostepne w firmie
Brinkmann [Safe-Lock, nr kat. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock, nr kat.
0030 120.086] lub Sarstedt [Safety Cap, nr kat. 72.690])*

Dedykowane pipety ' (regulowane) do przygotowania probki
Dedykowane pipety * (regulowane) do przygotowania mastermiksu PCR
Dedykowane pipety * (regulowane) do dozowania matrycy DNA

Sterylne koncdéwki do pipet z filtrem (aby unikngé zakazen krzyzowych,
zalecamy koncowki z barierg aerozolowg)

Sprzet

Termomikser, blok grzewczy lub faznia wodna utrzymujgce temperature 90°C *
B Wiréwka nastotowa * z rotorem na probéwki 2 ml

B Worteks?

B Termocykler Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ** z kanatami
fluorescencyjny-mi dla Cycling Green (zielony) i Cycling Yellow (zétty)
(detekcja FAM i HEX)

Oprogramowanie Rotor-Gene Q wersja 2.3 z pakietem analiz BRAF -
BRAF Assay Package (wersja 3.1.1) zainstalowane w celu automatycznej

detekcji mutacji (zobacz: “Zatgcznik Il: Instalacja Pakietu Analiz
therascreen BRAF Assay Package” strona 83)

Uwaga: Oprogramowanie Rotor-Gene Q moze by¢ uzywane bez Pakietu
Analiz BRAF w przypadku manualnej detekcji mutacji. Zobacz: “Zatgcznik |:
therascreen BRAF RGQ PCR Kit - Protokét manualny”, strona 54

B Probowki w paskach z korkami o poj. 0,1 ml dedykowane do rotora 72-
probéwkowego (QIAGEN, nr kat. 981103 lub 981106)

B Sterylne probowki wirownicze do przygotowania mastermiksu

B Statyw na 72 probdéwki o poj. 0,1 ml - aluminiowy statyw do recznego
przygotowania reakcji pipetg jednokanatowg (QIAGEN, nr kat. 9018901)

* To nie jest petna lista dostawcédw.

" Nalezy sie upewnié¢, ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane wedtug zalecen
producenta.

* W niektérych krajach, jesli dotyczy, moze zosta¢ uzyty aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM z
datg produkcji maj 2011 lub pézniejsza. Date produkcji mozna ustali¢ na podstawie numeru
seryjnego z tytu urzgdzenia. Numer seryjny jest podany w formacie "mmyy nnn", gdzie "mm"
oznacza miesigc produkcji w cyfrach, "yy" oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkcji, a
"nnn" oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Ostrzezenia i Srodki Ostroznosci

Do uzytku diagnostycznego in vitro

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi zawsze nalezy nosi¢ odpowiednig

odziez laboratoryjna, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Wiecej
informacji znajduje sie w odpowiednich kartach charakterystyki substanciji

niebezpiecznych (SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym

formacie PDF pod adresem www.giagen.com/safety gdzie uzytkownik moze
znalez¢, obejrzec i wydrukowac karty (SDS) dla kazdego zestawu QIAGEN
oraz sktadnikow zestawu.

Ogodlne srodki ostroznosci

Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na nastepujgce wskazowki.

Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016

Materiaty pozytywne (probki i kontrole dodatnie) nalezy przechowywac i
izolowac oddzielnie od wszystkich pozostatych odczynnikow i dodawac je
do mieszaniny reakcyjnej w osobnym pomieszczeniu.

Nalezy zachowac¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec skazeniu PCR
syntetycznym materiatem kontrolnym. Zalecamy stosowanie oddzielnych,
dedykowanych pipet do przygotowania mieszanin reakcyjnych i
dodawania matrycy DNA. Przygotowanie i dozowanie mieszanin
reakcyjnych musi by¢ przeprowadzane w obszarze odseparowanym od
obszaru uzywanego do dodawania matrycy. Probéwki Rotor-Gene Q nie
mogq by¢ otwierane po zakohczonym cyklu PCR. Ma to na celu
zapobiezenie skazeniu laboratorium produktami po reakcji PCR.

Odczynniki zawarte w zestawie therascreen BRAF RGQ PCR zostaty
optymalnie rozcienczone. Nie zalecamy dalszego rozcienczania
odczynnikdéw, poniewaz moze to doprowadzi¢ do utraty wydajnosci. Nie
zalecamy uzywania objetosci reakcji ponizej 25 ul, poniewaz zwiekszy to
ryzyko wystgpienia wynikow fatszywie ujemnych.

WSszystkie odczynniki w zestawie therascreen BRAF RGQ PCR sg
tworzone specjalnie, aby uzyskac¢ pozgdang wydajnosc. Wszystkie
odczynniki zestawu therascreen BRAF RGQ PCR sg przeznaczone do
uzywania wytgcznie z innymi odczynnikami z tego samego zestawu
therascreen BRAF RGQ PCR. Niedopuszczalne jest zastepowanie
odczynnikow w zestawie innymi odczynnikami, jesli chcemy utrzymac
optymalng wydajnos¢.

Nalezy uzywacé tylko polimerazy Tag DNA dostarczonej w zestawie. Nie
nalezy zastepowac polimerazy Tag DNA enzymem z innych zestawow
tego samego rodzaju lub innego rodzaju, ani polimerazg Taq DNA od
innego dostawcy.
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Przechowywanie i Postepowanie z Odczynnikami
Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR jest dostarczany na suchym lodzie i
musi nadal by¢ zamrozony w momencie dostawy. Jesli zestaw nie jest
zamrozony w chwili dostarczenia, jesli w trakcie transportu zostato otwarte
zewnetrzne opakowanie lub dostawa nie zawiera listu przewozowego,
instrukcji lub odczynnikéw, to nalezy skontaktowac sie z Serwisem
Technicznym firmy QIAGEN lub dystrybutorem (patrz oktadka lub
www.giagen.com).

Natychmiast po dostarczeniu zestaw therascreen BRAF RGQ PCR powinien
zosta¢ umieszczony w temperaturze od -15 do -30°C w zamrazarce
utrzymujgcej statg temperature i musi by¢ chroniony przed swiattem — sondy
Scorpions (jak i wszelkie czgsteczki znakowane fluorescencyjnie) muszg byé
chronione przed $wiattem, aby zapobiec wyswiecaniu i utracie wydajnosci.
Jesli zestaw jest przechowywany w warunkach podanych na oryginalnym
opakowaniu, to zachowa stabilnos¢ az do daty waznosci podanej na etykiecie.
Nalezy unika¢ powtarzalnego zamrazania i rozmrazania. Nie nalezy
przekraczaé¢ 6 cykli zamrazania-rozmrazania.

Przechowywanie i Postepowanie z Probkami

Uwaga: Wszystkie probki muszg by¢ traktowane jako materiat potencjalnie
zakazny.

Prébkg musi by¢ ludzkie genomowe DNA wyizolowane z tkanki utrwalonej
formaling i zatopionej w parafinie (FFPE). Aby zapewni¢ ich jako$¢, prébki
muszg by¢ transportowane zgodnie ze standardami przyjetymi w patologii.
Prébki nowotworowe nie sg homogenne, a zatem dane z jednej probki
nowotworu mogag nie byc zbiezne z innymi skrawkami tego samego
nowotworu. Probki nowotworowe mogg rowniez zawierac tkanke
nienowotworowa, a zatem DNA z takiej tkanki nie bedzie zawierato mutacji
wykrywanych przez zestaw therascreen BRAF RGQ PCR.
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Procedura

|zolacja i przygotowanie DNA

Charakterystyka wydajnosci zestawu therascreen BRAF RGQ PCR zostata
opracowana przy uzyciu DNA wyizolowanego za pomocg produktu QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, nr kat. 56404). W przypadku uzywania tego
zestawu nalezy przeprowadzac izolacje DNA zgodnie z instrukcjami zawartymi
w podreczniku, zwracajgc uwage na nastepujgce elementy:

B Skrawki FFPE umiesc¢ na slajdach.

B Zeskrob nadmiar parafiny otaczajgcej tkanke uzywajgc nowego
sterylnego skalpela.

B Skrawki tkanki nalezy zeskrobywac do probowek wirowniczych uzywajgc
za kazdym razem nowego skalpela dla kazdej tkanki.

B Oczyszczone genomowe DNA musi by¢ zawieszone w 120-200 pul buforu
ATE (dostarczany w zestawie QIAamp DNA FFPE Tissue ). Przechowuj
oczyszczone DNA w temp. od -15 do -30°C.

Ocena DNA powinna opierac sie na mieszaninie kontrolnej (CTRL)
dostarczonej z zestawem therascreen BRAF RGQ PCR i moze rézni¢ sie od
oznaczenia ilosciowego na podstawie odczytow absorbancji. Dodatkowa
mieszanina kontrolna (CTRL) jest dostarczana w celu umozliwienia oceny
jakosci i ilosci DNA w probkach przed analizg za pomocg zestawu therascreen
BRAF RGQ PCR.

Uwaga: W celu zapewnienia wystarczajgcej ilosci DNA do analizy zaleca sie,
aby co najmniej dwa slajdy FFPE byly w pierwszej kolejnosci uzyte i ocenione
za pomocag testu kontrolnego. Jesli uzyskano niedostateczng ilos¢ DNA dla
reakcji PCR, mozna przeprowadzi¢ ekstrakcje kolejnych preparatéw i potgczy¢
DNA.

Uwaga: Aby zapewni¢ wystarczajgcg ilos¢ DNA do analizy, sekcje FFPE
muszg mie¢ grubos¢ minimum 5 pm.

Wszystkie testy w zestawie therascreen BRAF RGQ PCR generuja krotkie
produkty PCR. Jednakze, zestaw therascreen BRAF RGQ PCR nie bedzie
dziatat, jesli analizowane DNA jest silnie pofragmentowane.
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Protokét: Ocena probki

Protokét ten stuzy do oceny catkowitego amplifikowalnego DNA w probkach
przy uzyciu pakietu analizy BRAF CE Sample Assessment Locked Template
do automatycznej oceny prébki.

Uwaga: Informacje na temat recznej oceny probki DNA zamieszczono w
"Zatgczniku |: Protokot reczny Zestawu therascreen BRAF RGQ PCR?”, strona

4.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczyta¢ “Ogolne srodKi
ostroznosci”, strona 11.

Nalezy poswieci¢ czas na zapoznanie sie z aparatem Rotor-Gene Q MDx
przed rozpoczeciem protokotu. Patrz instrukcja obstugi.

Nie nalezy worteksowac polimerazy Taq, ani zadnej mieszaniny
zawierajgcej Taq, poniewaz moze to spowodowac inaktywacje enzymu.
Nalezy pipetowac polimeraze Taq umieszczajgc koncéwke pipety tuz pod
powierzchnig cieczy, aby unikng¢ pokrycia koncowki nadmiarem enzymu.

Stosujgc kontrolng mieszanine reakcyjng (Control Reaction Mix - CTRL)
mozliwa jest analiza maksymalnie 24 probek.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Nalezy sie upewnic, ze oprogramowanie therascreen BRAF Assay
Package zostato zainstalowane przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-
Gene Q (patrz “Zatacznik Il: Instalacja therascreen BRAF Assay
Package”, strona 83).

Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki muszg zosta¢ catkowicie
rozmrozone przez przynajmniej 1 godzine w temperaturze pokojowej (15-
25°C), wymieszane poprzez 10-krotne obracanie i krotko zwirowane w
celu zebrania zawartosci na dnie probowki.

Nalezy upewnic sie, ze przed kazdym uzyciem polimeraza Taq jest w
temperaturze pokojowej (15-25°C). Probowke nalezy krotko zwirowac,
aby zebra¢ enzym na dnie probdéwki.

Procedura

1.

14

Mieszanine Kontrolng Reakcji (Control Reaction Mix - CTRL), Wode
dla Kontroli Negatywnej (No Template Control - NTC), oraz Kontrole
Dodatnig (Positive Control - PC) nalezy rozmraza¢ w temperaturze
otoczenia (15-25°C) przez co najmniej 1 godzine.

Po rozmrozeniu odczynniki nalezy wymieszaé poprzez 10-krotne
obracanie kazdej proboéwki, aby unikngé miejscowego stezenia soli i
nastepnie kréotko zwirowaé, aby zebra¢ zawartos¢ na dnie probéwki.
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2. Przygotowaé odpowiednig ilos¢ mastermiksu zawierajagcego
Mieszanine Kontrolng Reakcji (CTRL) oraz polimeraze Taq dla danej
ilosci probek DNA, jedng kontrole pozytywna reakcji PC i jednag
kontrole negatywng NTC zgodnie z objetosciami podanymi w tabeli 2.
Dodatkowo nalezy doda¢ wiecej odczynnika dla jednej dodatkowej
probki, aby eliminujac btad pipetowania, zapewni¢ wystarczajaca
ilos¢ odczynnikéw do nastawienia reakcji PCR.

Mastermiks zawiera wszystkie elementy niezbedne do PCR, z
wyjatkiem proébki.

Tabela 2. Przygotowanie mastermiksu reakcji kontrolnej*

Skladnik zestawu Objetosé

Mieszanina reakcji kontrolnej

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

Polimeraza Taq DNA

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

Objetos¢ catkowita 20,0 pl/reakcje

* n = ilos¢ reakcji (probki plus kontrole). W czasie przygotowania mastermiksu nalezy
przygotowac wystarczajgcg ilos¢ odczynnikéw dla jednej dodatkowej probki (n+1), aby
zapewni¢ wystarczajgcg ilos¢ odczynnikdw do nastawienia reakcji PCR. Wartos¢ n nie
powinna przekroczy¢ 26 (24 probki + 2 kontrole).

3. Doktadnie wymieszaj mastermiks poprzez delikatne, 10-krotne

pipetowanie. Nalezy umiesci¢ odpowiednia liczbe paskow probéwek
w statywie zgodnie z ukladem przedstawionym na Rys. 1.
Natychmiast trzeba doda¢ 20 pl mastermiksu do kazdej probéwki
PCR.
Wieczka pozostang w opakowaniu do czasu, az bedg potrzebne. Dla oceny probki
DNA, nalezy doda¢ mieszanine CTRL do jednej studzienki z kontrolg pozytywng
PC, jednej studzienki z kontrolg ujemng NTC i do jednej studzienki dla kazdej
prébki badane;.
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Analiza

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

Rys 1. Uklad prébek w statywie w czasie nastawiania reakcji oceny jakosci DNA.
Liczby pokazujg potozenie poszczegolnych probek w statywie i jednoczesnie wskazujg ich
pozycje w rotorze.

4. Nalezy natychmiast doda¢ 5 pl Wody dla NTC do probéwki w pozycji
2 i zamkna¢ probowke wieczkiem. Doda¢ 5 pl kazdej z prébek do
probowek (pozycje probéwek PCR 3-26) i zamkna¢ probowki
wieczkiem. Dodaé 5 yl BRAF PC do proboéwki w pozyciji 1 i zamknaé
probéwke wieczkiem.

Wieczka probowek nalezy opisac tak, aby wskazywaty kierunek wktadania
probowek do aparatu Rotor Gene Q MDx.

5. Po zamknieciu wszystkich probéwek PCR wieczkami nalezy
przeprowadzi¢ wizualng kontrole pozioméw napelnienia probéwek z
probkami, aby upewni¢ sie, ze badana prébka zostata dodana do
wszystkich probéwek.

6. Wszystkie probowki nalezy odwracac (4 razy), aby wymieszaé probki
| mieszaniny reakcyjne.

7. Umiescié paski probowek PCR w odpowiednich pozycjach w rotorze
72-dotkowym zgodnie z ukladem przedstawionym na rys. 1. Jesli
rotor nie jest catkowicie wypetniony probéwkami, to nalezy wypetnié
puste pozycje rotora zamknietymi pustymi probéwkami.

8. 72-dotkowy rotor nalezy bezzwltocznie umiesci¢ w termocyklerze
Rotor-Gene Q MDx. Upewnij sie, ze pierscien mocujacy (bedacy
akcesorium Rotor-Gene Q) jest umieszczony na wierzchu rotora, aby
zabezpieczy¢ probowki podczas pracy instrumentu.
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9. Wiacz oprogramowanie Rotor-Gene Q naciskajgc dwukrotnie ikone
“therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” na
pulpicie komputera podtagczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx

(Rys. 2).
i

therascreen

Template

Rys. 2. Ikona “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template”.

10. Otwiera sie domysina zaktadka “Setup” (Rys. 3). Upewnij sie, ze
pierscien blokujacy probéwki jest prawidilowo zamontowany a
nastepnie zaznacz okienko ,,Locking Ring Attached” (pierscien
blokujagcy zamontowany). Zamknij pokrywe aparatu Rotor-Gene Q.

Flotce-Gene Q Sesies Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-00-12 (1) - [BRAF Analysis] = i o Sl
Ede Help Sl %
View asasn
b
'I e Sotun |
Thiz sciven dieplaps miscelanoous selu opbons for the run. Comglebe the Sekds snd clck Start Flun when pou are 1eady bo begin the n
Hotes -
2N R Fessacieen SFAL Ro0 Rotor: 15 Locking Aing anached
Templste Version: 111
Fun 10 [ Liayout of the pipatiing adapter
et Sammples
Samgier
Sarcle Nae
[Sample D | Sample Hame Pegion2
[ -
Cort

| | Corret

|
when #x . b d chck St un o begnthen. (57 SwtAun | |

Flotg fiene O Senes Sofwere 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZmmerB JAdmant stors|

Rys. 3. Zaktadka “Setup” (1) i okienko “Locking Ring Attached” (pierscien blokujacy
zamontowany) (2).
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11. Wprowadz identyfikator analizy (ID) w polu dialogowym “Run ID” (ID
cyklu) zgodnie z witasng przyjeta konwencja. Wpisz nazwe prébki w
polu dialogowym “Sample Name” (nhazwa prébki) zgodnie z wtasnag
przyjeta konwencja i nacisnij “Enter”. To spowoduje dodanie nazwy
probki do listy prébek ponizej i przypisze prébce numer
identyfikacyjny (Sample ID): 1, 2, 3 itd. Dodatkowo, znajdujacy sie po
prawej stronie panel “Layout of the pipetting adaptor” (adapter
uktadu pipetowania) uaktualnia sie tak, aby zawierat nazwe proébki
(Rys. 4).

Uwaga: Alternatywnie, nazwy probek zapamietane w formatach *.smp
(pliki probek Rotor-Gene Q) lub *.csv (wartosci oddzielone przecinkami)
mogg by¢ importowane przy uzyciu przycisku “Import Samples” (importu;
probki). Przy uzyciu tej metody nazwy prébek sg wypetniane
automatycznie.

Uwaga: W panelu “Layout of the pipetting adaptor” nalezy sprawdzic, ze
dodanie nazwy probki jest wyrdznione poprzez zmiane koloru i ze nazwa
probki znajduje sie w pozycji prébki (Rys. 4).

Uwaga: Nazwy prébek dtuzsze niz 8 znakéw mogg nie by¢ w catosci
wyswietlone w panelu “Layout of the pipetting adaptor”.

" Ptor-Gene § Sevies Soware VIRTUAL MOD - therascreen BAAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis] oo e S

Setup 1 | ]

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

K&t Name: therascresn BRAF RGO Hotor: [, i
gy R Locking Ring Atached

Template Verson ana

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

Roiorfiene O Senes Soware 231 thersrcreen BRAF Module VIRTUAL MODE | Cumend User GLOBAL/Zwmmerd (Admermiratons|

Rys. 4. Wprowadzanie “Run ID” i “Sample Name”. (1 = pole dialogowe “Run ID”, 2 = pole
dialogowe “Sample Name”, 3 = Lista prébek, 4 = panel “Layout of the pipetting adapter”, 5 =
przycisk “Sample Import”).
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12. Aby wpisa¢ nazwy wszystkich dodatkowych prébek, nalezy
powtoérzy¢ krok 11 (Rys. 5).
Uwaga: Aby edytowac nazwe probki nalezy klikngé na przycisk “Sample
Name” (nazwa probki) na liscie prébek, a wybrana prébka pojawi sie w
oknie dialogowym “Sample Name” powyzej. Edytuj nazwe probki zgodnie
z lokalnym sposobem nazewnictwa i nacisnij klawisz enter, aby
zaktualizowac nazwe.

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

Thiz scrmen displaps miscelanoous selup ophons for the . Comglete the Skt and clck Start Flun when pou are 1oady to begin the .
- Mgtes ;
Kt Hame: ::Ecqa;w BRAF RGO Fotor: |5 Laschirg Rling Afacked

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

L T T Poston2  Poston]
1 Samgle 1 NTC cle
2 Sarngln 2 Cortod Contid
3 Saple 3
4 Sample 4
5 Sample § Poake
6 Sanghe & Coriid
Semple 7
 Sample 8
Peston &
— Sarphe 2
Certod = 3
Poston S
Sarrgle 3
Cortrol
Pouton &
Samghe 4
Contrd
I.-.
h g have b o, chek: St Fiur o bogn K™ _ Sstfn |
PokaGiene 0 Sevies Sctvere 231 revancreen BRAF Modde [VIRTUAL MODE | Cusment Uses. GLOBAL/Zrmmasd YAdmnist o)

Rys. 5. Wprowadzanie nazw dodatkowych prébek w oknie dialogowym “Sample
Name”. (1 = “Sample Name” nazwa prébki, 2 = “Sample List” lista probek, 3 = panel “Layout
of the pipetting adapter”).
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13. Po wpisaniu nazw wszystkich prébek trzeba sprawdzi¢ ich
poprawnosé. Jesli to konieczne, nalezy doda¢ wszelkie dodatkowe
informacje w polu dialogowym “Notes” (notatki), a nastepnie
nacisna¢ przycisk “Start Run” (rozpocznij cykl) (Rys. 6).

Uwaga: Jesli ktéras pozycja rotora jest pusta, pojawia sie ostrzezenie
(Warning) (Rys. 6) aby przypomnie¢ uzytkownikowi, ze nieuzywane
pozycje na rotorze muszg zosta¢ wypetnione pustymi ale zamknietymi
probéwkami. Sprawdz, czy wszystkie nieuzywane pozycje rotora sg
wiasciwie uzupetnione i kliknij "OK” aby kontynuowac.

" Rotcr-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - thevascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anslys] =] EJ__ % _|
View sies
Sotup |

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

it Nama: ::c-efno:'-‘.‘rmﬂﬁv‘-f RGO Botot: (5 Locirg RingARached
Template Vemion: 311
Fun 1D [y re—— LApoUL o e plpi] daches
e Sanpls |
Samgles
Sangle Name: h i
Sanle Il | Samgio B Sl ¥ |}
Sargle 1
2 Somgle 2 Waening - There are unused Rotor Tubes.
Sample 3
& Sarncie & Pleate fill 8 unused poiaicns with emply tubes.
5 Sanpie 5 Do you with to continue?
Sugie §
T Sarrgle T
8 Sampie §
oK I Concel |
——

2 Sarple £
whno-m:-um;mummckm-\-nmmwhmIIG? StatAun_| I

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

Rys. 6. Pole dialogowe notatki “Notes” (1), przycisk startu cyklu “Start Run” (2) i
ostrzezenie o pustych pozycjach rotora “Warning” (3).
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14. Kiedy pojawi sie okno “Save As” (zapisz jako), nalezy wybraé¢
odpowiednig nazwe pliku i zapisaé cykl PCR w wybranej lokalizacji
jako plik z rozszerzeniem *.rex. Klikngé na “Save” aby zapisa¢ (Rys. 7).

[ Save As &
— _—

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

! Organize = = - (7]

t

: 457 Favorites Desktop Downloads

e . )

& Downloads

% Recent Places
| ~4 Libraries
! 1M Computer

|
1 — h‘ﬁ MNetwork
|

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

Rys. 7. Zapisywanie pliku cyklu. (1 = okno “Save As — zapisz jako”, 2 = pola “File Name —
nazwa pliku” i “Save as type — zapisz jako plik”, 3 = przycisk “Save - zapisz”).
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15. Start cyklu PCR.

Uwaga: W momencie rozpoczecia cyklu otwiera sie zaktadka “Run
Progress” (postep reakciji), aby wyswietli¢c wykres temperatury i czasu

Rotor-Gene ) Senes Soltware VIRTLAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Termpiate 2014-0912 (1) - (BRAF Anabysia] ™ E=stof x|

File Help -

=i e
Sop 1 T Progiess |
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
]
i
k5
E0
[0
s
o
£
30
20
15
10
3
Ll i mn w2 {~11]
Al S —
Fuosge iene 0 Semes Sofware 231 thenaacuven BRAF Modde |VIFITUAL MODE | Cument User GLOBAL et [Admansiaton|

Rys. 8. Zaktadka “Run Progress — postep reakcji”.
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16. Gdy reakcja sie skonczy, automatycznie otwiera sie zaktadka
“Analysis - analiza”.
Uwaga: Jesli zaktadka “Analysis” nie otworzy sie, to nalezy klikng¢ na
zaktadke “Analysis” (Rys. 9).

Uwaga: Wyttumaczenie metody obliczen zostato zaprezentowane w
rozdziale “Interpretacja wynikow (zautomatyzowana)”, str. 36.

" e nep -joix

View

oo 1 BunProgess [ s F— .I

_Bepa |

Contiol Run Sample Aol Table:
Tk D [Soncie Hom I [P ot wrirgn I 2
1 PC Contsal

iiif

2 NTC Contral
3 Samgle 1

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

Rys. 9. Zaktadka “Analysis” i tabela wynikéw. (1 = zaktadka “Analysis - analiza”, 2 =
tabela “Sample Result Table - tabela wynikéw prébek”).

17. Wyniki kontroli sa podawane w tabeli “ Sample QC Result Table”
(Rys. 9).
M Kontrole cyklu (PC oraz NTC i odpowiadajgce im pozycje probéwek 1 i
2). Jesli wyniki mieszczg sie w dopuszczalnych zakresach, to kazdy
jest wyswietlany jako “Valid” (wazny). W przeciwnym razie, wynik
zostanie wyswietlony jako “Invalid” (niewazny).

B Reakcja kontroli probki Ct>32,00; zostaje wyswietlona jako
“Invalid” (niewazna). llos¢ DNA nie jest wystarczajgca do analizy
mutacji. Nalezy ponownie przetestowac prébke. Jesli ilos¢ DNA nadal
jest niewystarczajgca do przeprowadzenia analizy mutacji, to jesli jest
to mozliwe, nalezy wyekstrahowac wiecej tkanki nowotworowe;j
(zobacz "Przewodnik Rozwigzywania Problemow”, str. 37).

B Reakcja kontroli prébki C1<21,95 zostaje wyswietlona jako “Invalid”
(niewazna). Stezenie DNA jest zbyt wysokie dla analizy mutacji. Probke
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trzeba rozcienczy¢ wodg do rozcienczen (Dil.) i ponownie przetestowac.
Rozcienczyc tak, aby wartos¢ CT miescita sie w zakresie 21,95-32,00.
Rozciehczenie 1:1 zwieksza wartos¢ Ct o okoto 1,0.

B Reakcja kontroli prébki mieszczaca sie w zakresie Cr 21,95-32,00
(21,95 < Control CT 232,00); zostaje wyswietlona jako “Valid”
(wazna). Stezenie DNA jest odpowiednie dla dalszej analizy mutaciji.

Uwaga: Jesli wymagana jest ponowna ekstrakcja lub rozcienczenie
probki, to nalezy powtdrzy¢ reakcje kontroli w celu potwierdzenia, ze
stezenie DNA jest juz odpowiednie do dalszych analiz.

18. Aby sporzadzi¢ plik raportu nalezy klikngé na “Report”. Otworzy sie
okno "Report Browser". Wybierz “BRAF CE Analysis Report” w
sekcji “Templates” a nastepnie nacisnij przycisk “Show” (Rys. 10).
Uwaga: Aby zapisac raporty w dodatkowej lokalizacji w formacie Web
Archives, kliknij przycisk “Save As — zapisz jako” w gérnym lewym rogu
kazdego raportu.

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

Contiol Run Sanple Aesull Table:

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

Rys. 10. Wybor “BRAF CE Analysis Report”. (przyciski: 1 = "Report - raport”, 2 = “Report
Browser — przegladarka raportow”, 3 = “BRAF CE Analysis Report”, 4 = “Show - pokaz”)

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokét: detekcja mutacji BRAF

Ten protokdt stuzy do wykrywania mutacji BRAF. Jesli probka przeszta
pomysinie ocene probki, to moze by¢ testowana testem mutacji BRAF
automatycznie przy uzyciu dedykowanego programu.

Uwaga: Aby wykonac¢ analize metoda manualng, przeczytaj "Zatacznik A:
Protokét Reczny zestawu therascreen BRAF RGQ PCR Protokdt reczny”, str. 54.

Wazne punkty przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczytaé “Ogélne srodki
ostroznosci”, strona 11.

Nalezy poswieci¢ czas na zapoznanie sie z aparatem Rotor-Gene Q MDx
przed rozpoczeciem protokotu. Patrz instrukcja obstugi urzgdzenia.

Nie nalezy worteksowac polimerazy Taqg ani zadnej mieszaniny
zawierajgcej Taq, poniewaz moze to spowodowac inaktywacje enzymu.

Aby w petni wykorzystac¢ zestaw therascreen BRAF RGQ PCR, probki
muszg by¢ pogrupowane w partie po 6 lub wiecej. Mniejsze partie probek
analizowanych w czasie jednego cyklu spowodujg, ze mniej probek
bedzie mogto zostaé przetestowanych przy uzyciu zestawu therascreen
BRAF RGQ PCR.

Polimeraze Taq nalezy pipetowaé umieszczajgc koncowke pipety tuz pod
powierzchnig cieczy, aby unikng¢ pokrycia koncowki nadmiarem enzymu.

Czynnosci, jakie nalezy wykona¢ przed rozpoczeciem

Upewnij sie, ze oprogramowanie therascreen BRAF CE Assay Package
byto zainstalowane przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-Gene Q
(patrz “Zatgcznik I: Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR”,
strona 54).

Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki muszg zosta¢ catkowicie
rozmrozone przez co najmniej 1 godzine w temperaturze pokojowej (15—
25°C), wymieszane poprzez 10-krotne obracanie i krétko zwirowane w
celu zebrania zawartosci na dnie probowki.

Upewnij sie przed kazdym uzyciem, ze polimeraza Taq jest w
temperaturze otoczenia (15-25°C). Krotko zwiruj probowke, aby zebraé
enzym na dnie probdwki.

Procedura

1.

Mastermiksy, Wode do Kontroli Negatywnej (NTC) oraz Kontrole
Dodatnig BRAF (PC) nalezy rozmrazaé¢ w temperaturze otoczenia (15—
25°C) przez co najmniej 1 godzine. Kiedy odczynniki sg rozmrozone,
nalezy wymieszac je poprzez 10-krotne obracanie kazdej proboéwki,
aby unikngé miejscowego zwiekszonego stezenia soli i nastepnie
krétko zwirowagé, aby zebraé zawartos¢ na dnie probéwki.
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2. Przygotowac odpowiednig ilos¢ mastermiksu (mieszanine reakcyjna
plus polimeraze Taq (Taq) dla probek DNA, jedng kontrole dodatnig
reakcji i jedng kontrole ujemng NTC zgodnie z objetosciami
podanymi w Tabeli 3. Ponadto nalezy doda¢ wiecej odczynnika dla
jednej dodatkowej prébki, aby eliminujgc btad pipetowania, zapewnié
wystarczajacq ilos¢ odczynnikdéw do nastawienia reakcji PCR.
Mastermiksy zawierajg wszystkie elementy niezbedne do PCR, z
wyjatkiem prébki.

Tabela 3. Przygotowanie mastermiksu reakcji*

Reakcja Objetos¢ miksu Objetos¢ polimerazy Taq
Kontrola 19,5 ul x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl X (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl X (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600R 19,5 ul x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

* n = ilo$¢ reakcji (probki plus kontrole). W czasie przygotowania mastermiksu nalezy
przygotowac wystarczajgca ilos¢ odczynnikéw dla jednej dodatkowej prébki (n+1).
3. Doktadnie wymieszaj mastermiks poprzez delikatne, 10-krotne
pipetowanie. Nalezy umiesci¢ odpowiednia liczbe paskow probéwek
w statywie zgodnie z ukladem przedstawionym na rys. 11.
Natychmiast trzeba dodaé¢ 20 pul mieszaniny mastermiks do kazdej
probowki PCR (dostepne osobno).

Wieczka pozostang w opakowaniu do czasu, az bedg potrzebne.

|
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Kontrole Numer prébki
Reakcja PC [NTC| 1 2 3 4 5 6 7
Kontrola 1 9 17 25 33 41 49 57 65
VV600E/Ec 2 10 18 26 34 42 50 58 66
V600D 3 11 19 27 35 43 51 59 67
V600K 4 12 20 28 36 44 52 60 68
V600R 5 13 21 29 37 45 53 61 69

Rys.

11. Uktad testow kontrolnych i testow mutacji w statywie. Numery oznaczaja

potozenie w statywie i wskazujg korncowa pozycje w rotorze.

Instr

Nalezy natychmiast dodaé 5 pl wody dla NTC do probéwek w
pozycjach 9-13 i zamkna¢ probéwki wieczkiem. Dodaé 5 pl kazdej z
probek do probéwek (pozycje probowek 17-21, 25— 29, 33-37, 41-45,
49-53, 57-61 oraz 65-69) i zamkna¢ je wieczkiem. Doda¢ 5 pl BRAF
PC do probowek w pozycji 1-5 i zamkna¢ je wieczkiem. Kazda probka
DNA musi by¢ analizowana zaréwno z kontrolg jak i z wszystkimi
testami mutacji.

Opisz wieczka probowek aby pokazac kierunek wktadania probowek do
aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Po zamknieciu wszystkich probéwek PCR wieczkami nalezy
przeprowadzi¢ wizualng kontrole pozioméw napelnienia probéwek z
probkami, aby upewni¢ sie, ze prébka zostata dodana do wszystkich
probowek.

Nalezy odwraca¢ wszystkie probowki PCR 4 razy, aby wymieszaé¢
prébki i mieszaniny reakcyjne.

Umies¢ paski probowek PCR w odpowiednich pozycjach w rotorze
72-dotkowym zgodnie z ukladem pokazanym w tabeli 11.

W kazdym cyklu PCR mozna analizowa¢ maksymalnie 7 prébek. Jesli
rotor nie jest w petni zajety, wszystkie puste pozycje na rotorze muszg byc¢
wypetnione zamknietymi, pustymi probéwkami.

Natychmiast umies¢é 72-dotkowy rotor w aparacie Rotor-Gene Q MDx.
Nalezy upewnic¢ sie, ze pierscien blokujacy (akcesorium aparatu
Rotor-Gene Q) jest umieszczony w gornej czesci rotora, aby
zabezpieczy¢ probowki podczas pracy.
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9. Nalezy uruchomié oprogramowanie Rotor-Gene Q klikajac
dwukrotnie na ikone “therascreen BRAF CE Mutation Analysis
Locked Template” na pulpicie laptopa podtagczonego do aparatu
Rotor-Gene Q (Rys. 12).

Analysis
Locked
Temnplate

Rys. 12. Ikona “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”.

10. Otwiera sie zakladka “Setup” jako domysina (rysunek 13). Nalezy
upewni¢ sie, ze pierscien blokujacy jest prawidiowo zamontowany i
nastepnie zaznaczy¢ okienko ,,Locking Ring Attached”. Zamknaé
pokrywe aparatu Rotor-Gene Q.

" Fotor-Gene kahhwu VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabpsis] lﬁ_r:-ﬁ)-&
Fie Help -2
view i
] Sotup I Frog | |

This scien displays mescellanectas selup ophions for the rur. Complebs the s and chck Stat Flun when you are isady 3 begn the run

Lapoud of the poetting adaple:

Fit Hama: hecareen BRAF RGO Rotor: [ e fir Aached

2 Taoglots Vertion: 311

{ comtron |

[vaoore |

| vesos
Motes =
[ veoem |
\ /
‘Wihen the fun sefngs han rdemed, clek § b enn [[FF _ SaBun | |
Rt Gone O Seims Soltware 231 thesascroen BFAF Mode (VIRITUAL MODE | Cumerd Liser. GLOBAL Zimmer [Admststors]

Rys. 13. Zaktadka “Setup” (1) i okno “Locking Ring Attached” (2).

|
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11. Nalezy wpisa¢ identyfikator (ID) dla cyklu w polu dialogowym “Run
ID” (ID cyklu) zgodnie z wiasng przyjetag konwencja. Wpisa¢ nazwe
probki w polu dialogowym “Sample Name” (nazwa prébki) zgodnie z
wilasng przyjetag konwencja i nacisngé Enter. Spowoduje to dodanie
nazwy probki do listy prébek ponizej i przypisze prébce identyfikator
“Sample ID” (1, 2, 3, etc.). Ponadto panel “Layout of the pipetting
adaptor” (adapter ukladu pipetowania) po prawej stronie uaktualnia
sie tak, aby zawieral nazwe prébki (Rys. 14).

Uwaga: Alternatywnie nazwy probek zapamietane w formatach *.smp
(pliki probek Rotor-Gene Q) lub *.csv (wartosci oddzielone przecinkami)
mogg by¢ importowane przy uzyciu przycisku “Import Samples” (importuj
probki). Przy uzyciu tej metody nazwy prébek sg wypetniane
automatycznie.

Uwaga: W panelu “Layout of the pipetting adaptor” nalezy sie upewnic, ze
dodanie nazwy probki jest wyréznione poprzez zmiane koloru i ze nazwa
prébki znajduje sie na pozycji prébki (rysunek 14).

Uwaga: Mozliwe jest dodanie maksymalnie 7 prébek. Identyfikatory (ID)
probek (w kétkach prébek) sg przypisywane automatycznie numerom 1-7.
Uwaga: Nazwy probek dtuzsze niz 8 znakdéw mogg nie by¢ w catosci
wyswietlone w panelu “Layout of the pipetting adaptor”.

FiokorGhene ) Series SoMmare VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anslysis Locked Template 2014-09-12 (1) - (BRAF Anatysls] e Sl
Fe  Help -

Setup

Thea scomen dzplays msceBansous sehus opAions ior e 1un. Complstn the fekdy aeed chick St Fun when pou ate ioady 1o g the

Kit Hamo thessucroen BRAF RGO Rotor: | —
PCR K = Locking Flng Altached

Tomplate Vorsmn an

"Whan e run sefings have been confimed, chck Sini funlobegnthern (5 Statfn |

Rys. 14. Wpisywanie “Run ID” oraz “Sample Name”. (1 = pole dialogowe “Run ID”; 2 =
pole dialogowe “Sample Name”; 3 = “Sample List”; 4 = panel “Layout of the pipetting
adapter”; 5 = wyréznione (podswietlone) kotko prébki i kolumna 5 testéw pod spodem); 6 =
przycisk “Sample Import”.
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12. Nalezy powtérzy¢ krok 11, aby wpisaé nazwy wszystkich
dodatkowych prébek (Rys. 15).

Uwaga: Aby edytowac nazwe probki nalezy klikngé na “Sample Name”
(nazwa probki) na liscie probek i wybrana probka pojawi sie w polu
dialogowym “Sample Name” powyzej. Nalezy edytowacC nazwe probki
zgodnie z lokalng konwencjg nazewnictwa i nacisng¢ Enter, aby
zaktualizowac nazwe.

Botor-Gene Q Sres Sofwwve VBUAL MODE - fheniceen ORAF E Mtiion Ansyis Locked Tempiate 014.03-11 (1 - B9AF Arsh] B e =Tn
Fie Help ~telx
Vi T

Setup L un |

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

Kt Hame: esaicreen BAAF GO [ e | bbb

Tomplate Version: 111 : (Cine ) ((smmtn’) ((sompm ) (smmpin ) [sompm ) {{ssmgn ) Sampi Y [ sumin')
] il i oty Poston 2 Pomtion 33 P Posbon Poto Pouton €5
A T Same 3 San g

Fun ID: {Distrctin of ERAF Mutsbons

ot Samgs

Sanglex

1 — Samphe Nome:  [Sample 7

Sample 10 |Sampie Mame
1 Sample |
2 Sample 2
3 Sample 3
4 Sammple 4
5 Sample 5
5 Sampie
T{5ameke 7

ehan e fun sesings have baen confimed. chck StatRunto bagnthemn. 57 Statflun

RotgrGene O Senes Soltware 231 thesspcreen BFRAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User GLOBAL/ ZimmerB pdrsstiston |

Rys. 15. Wpisywanie dodatkowych nazw prébek w oknie dialogowym “Sample Name”.
(1 = okno dialogowe "Sample Name — nazwa prébki”; 2 = “Sample List — lista probek”; 3 =
"Layout of the pipetting adaptor — schemat pipetowania”).

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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13. Po wpisaniu wszystkich nazw probek nalezy sprawdzié, czy sa one
poprawne. Nalezy doda¢ wszelkie dodatkowe informacje w polu
dialogowym “Notes”, jesli to niezbedne, i nastepnie klikngé na “Start
Run” (uruchom reakcje) (Rys. 16).

Uwaga: Jesli ktérakolwiek z pozycji rotora pozostaje nieuzywana to pojawi
sie “Warning” (ostrzezenie) (Rys. 16), aby przypomnie¢ uzytkownikowi, ze
wszystkie nieuzywane pozycje na rotorze muszg zosta¢ wypetnione
zamknietymi pustymi probéwkami. Nalezy upewni¢ sig, ze wszystkie
nieuzywane pozycje rotora sg wypetnione zamknietymi pustymi
probéwkami i klikng¢ na “OK”, aby kontynuowac.
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Rys. 16. Pole dialogowe “Notes - uwagi” (1), przycisk “Start Run — start reakcji” (2)
oraz “Warning — ostrzezenie” dotyczace niewykorzystanych pozycji rotora (3).
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14. Otwiera sie okno ”Save As - zapisz jako” Nalezy wybra¢ odpowiedniag
nazwe pliku i zapamieta¢ cykl PCR jako plik z rozszerzeniem *.rex w
wybranej lokalizacji. Klikng¢ na “Save — zachowaj” (Rys. 17).

@\:j‘ﬂ - » Favorites v |4y || search Foverites ol
Organize v =T - (73

4 .1 Favorites Desktop Downloads
! Shortcut Shortcut
= e [t o

B Downloads |

=) Recent Places
» 4 Libraries
- 1M Computer

I o € Network f_'I

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

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

|l Hide Folders || Save I | Cancel

—
2

Rys. 17. Zapisywanie pliku cyklu. 1 = okno “Save As — zapisz jako”, 2 = pola "File Name —
nazwa pliku” oraz “Save as type — zapisz jako typ”, 3 = przycisk "Save — zapisz”).
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15. Rozpoczyna sie cykl PCR.
Uwaga: W momencie uruchomienia cyklu otwiera sie zaktadka “Run
Progress”, aby wyswietla¢ wykres graficzny temperatury i pozostaty czas
cyklu (Rys. 18).
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Rys. 18. Zakladka “Run Progress” (1).

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Gdy cykl zakonczy sie, otwiera si¢ zaktadka “Analysis” (analiza).

Uwaga: Jesli zaktadka “Analysis” nie otworzy sie, to nalezy na nig klikngc
(Rys. 19).

Uwaga: Wyjasnienie metody obliczen zostato zaprezentowane w rozdziale
“Interpretacja wynikow” na stronie 36.
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Rys. 19. Zaktadka analiza i raport wynikéw. 1 = “Analysis Tab — zaktadka analiza”; 2 =
panel "Run Controls, Positive Control — kontrole, kontrola dodatnia”; 3 = panel "Run Controls,
Negative Control — kontrole — kontrola ujemna”; 4 = "Sample Result Table — tabela wynikow
prébek”; 5 = panel "Mutation Status — status mutacji”).

17. Wyniki testéow sg przedstawione w sposéb nastepujacy (Rys 19):

B Panel “Run Controls, Positive Control”. Jesli wyniki mieszczg sie w
dopuszczalnym zakresie, to “Positive Control Status” wyswietli “Valid”
(wazny), w przeciwnym razie pojawi sie wynik “Invalid” (niewazny).

M Panel “Run Controls, Negative Control”. Jesli wyniki “NTC” i “Internal
Control” (kontroli wewnetrznej) mieszczg sie w dopuszczalnych
zakresach, to “Negative Control Status” wyswietli “Valid” (wazny), w
przeciwnym razie pojawi sie wynik “Invalid” (niewazny).

B Panel “Sample Result Table”. Poszczegdlne mutacje sg raportowane
dla prébek Mutation Positive (z mutacjg pozytywng) w kolumnie “BRAF
Mutation Status” (status mutacji BRAF).
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18. Aby sporzadzi¢ plik raportu nalezy kliknaé na “Report”. Otwiera si¢
okno przegladarki "Report Browser". Nalezy wybra¢ “BRAF CE
Analysis Report” pod “Templates” i nastepnie kliknaé na “Show”
(Rys. 20).

Uwaga: Aby zapisac raporty w alternatywnej lokalizacji w formacie Web

Archives nalezy klikng¢ na “Save As” w gérnym lewym rogu kazdego
raportu.
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Rys. 20. Wybieranie “BRAF CE Analysis Report”. (1 = przycisk “Report - raport” ; 2 =
panel “Report Browser — przeglgdarka raportéw”; 3 = przycisk "BRAF CE Analysis Report”; 4
= przycisk “Show - pokaz”).
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Interpretacja wynikéw (automatyczna)

Analizy i wykrywanie mutacji (mutation calls) sg wykonywane przez
therascreen BRAF Assay Package automatycznie po zakonhczeniu cyklu.
Ponizsze informacje przedstawiajg sposéb, w jaki therascreen EGFR Assay
Package przeprowadza analizy i wykrywa mutacje.

Uwaga: Informacje na temat recznej analizy wynikéw zamieszczono w
“Zatgcznik |: therascreen BRAF RGQ PCR Protokét Manualny”, strona 54.

Cykl PCR, w ktérym fluorescencja okreslonej reakcji przekracza wartos¢
progowg (threshold), zostata zdefiniowana jako wartos¢ C+t. Wartos¢ Cr
wskazuje ilos¢ specyficznego wejsciowego DNA. Niskie wartosci Ct wskazujg
na wyzsze poziomy wejsciowego DNA, natomiast wysokie wartosci Crt
wskazujg na nizsze poziomy wejsciowego DNA. Reakcje z wartosciami Cr sg
klasyfikowane jako amplifikacja dodatnia.

Oprogramowanie Rotor-Gene Q dokonuje interpolacji sygnatow
fluorescencyjnych pomiedzy dowolnymi dwoma odnotowanymi wartosciami.
Dlatego wartosci Ct mogg by¢ dowolng liczbg rzeczywistg (nie ograniczong do
liczb catkowitych) w zakresie od 0 do 40.

W przypadku zestawu therascreen BRAF RGQ PCR wartosci progowe dla
kanatu zielonego i zéttego sg ustawione na odpowiednio 0,151 0,05
wzglednych jednostek fluorescencji. Wartosci te sg automatycznie
konfigurowane w therascreen BRAF Assay Package.

Kontrole cyklu (kontrola dodatnia PC, NTC oraz kontrole wewnetrzne IC) sg
oceniane w celu zapewnienia, ze uzyskano akceptowalne wartosci Ct i ze
reakcje przebiegajg prawidtowo.

Wartosci ACt probki sg obliczane dla kazdego testu mutacji wg réwnania:
ACt = [wartos¢ Cr testu mutacji] — [wartos¢ Cr testu kontroli]

Prébki sg klasyfikowane jako pozytywne, jesli daty warto§¢ ACt mniejszg niz
lub réwng wartosci odciecia ACt dla danego testu. Powyzej tej wartosci probka
albo moze zawieraC odsetek mutaciji, ktére nie mogg jeszcze zosta¢ wykryte
przez zestaw therascreen BRAF RGQ PCR (poza limitem detekciji testu), albo
prébka jest ujemna i w obu przypadkach jest raportowana jako “No Mutation
Detected” (nie wykryto mutacji).

Brak amplifikacji w reakcjach mutaciji jest raportowany jako “No Mutation
Detected” (nie wykryto mutacji). Oczekuje sie, ze wartosci ACr liczone z

amplifikacji tta sg wieksze niz warto$ci odciecia ACr, a zatem prébka jest
klasyfikowana jako “No Mutation Detected” (nie wykryta mutacja).

Wyniki testu sg wyswietlane jako “Mutation Detected” (wykryto mutacje), “No
Mutation Detected” (nie wykryto mutaciji), “Invalid” (niewazne) oraz, jesli cykl
kontrolny zakonczy sie niepowodzeniem, “Run Control Failed” (kontrola
analizy nieudana). Dla probek dodatnich, z mutacjg, poszczegdlne mutacje
beda raportowane zgodnie z Tabelg 8 (Okreslanie statusu mutacji probki), str. 48.
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Inne mozliwe wyniki, ktére mogg by¢ wyswietlane, sg omowione w "Protokole:
Ocena probki" na stronie 14, "Protokot: Wykrywanie mutacji BRAF" na stronie
25 oraz "Komunikaty ze strony therascreen BRAF Assay Package" na str. 42.

Niekiedy guz moze zawiera¢ wiecej niz jedng mutacje. W takich przypadkach
raport pokaze status BRAF jako "Mutation Detected - Wykryto mutacje”,
jednak wszystkie dodatnie mutacje zostang wymienione wraz z komunikatem
ostrzegawczym "SAMPLE_POSITIVE_AND_ UNCLASSIFIABLE" (prébka
dodatnia, ale nieklasyfikowalna).

Rozwigzywanie problemoéw

Ta czes¢ instrukcji moze by¢ pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek
zaistniatych problemoéw. Wiecej informacji mozna uzyskac takze na stronie
Czesto Zadawane Pytania w Dziale Pomocy Technicznej:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z Dziatu Pomocy Technicznej
firmy QIAGEN z checig odpowiedzg na wszystkie Panstwa pytania dotyczace
zaréwno informacji i opiséw protokotéw zawartych w tej instrukcji obstugi, jak i
technologii wykonania oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na
oktadce i na stronie www.giagen.com).

Komentarze i sugestie

Btedne wyniki

a) Warunki przechowywania jednego Sprawdz warunki przechowywania i
lub wiecej sktadnikow zestawu nie date waznosci (na etykiecie). Uzyj
sg zgodne z instrukcjg podang w  nowego zestawu, jesli to konieczne.
“Przechowywanie i postepowanie
z odczynnikami” (strona 12)

b) Data waznosci zestawu Sprawdz warunki przechowywania i
therascreen BRAF CE RGQ PCR date waznosci (na etykiecie). Uzyj
skonczyta sie nowego zestawu therascreen BRAF

RGQ PCR jesli to konieczne.

Komunikaty ze strony therascreen BRAF Assay Package

Tabela 4 zawiera komunikaty, ktére mogg zosta¢ wygenerowane przez
therascreen BRAF Assay Package, ich znaczenie oraz akcje, ktore nalezy
podjgc.

|
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Tabela 4. Komunikaty therascreen BRAF Assay Package

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia

PC_CTRL_ASSAY Analiza PCR niewazna - FAM CT Powt6rz catg analize
_ poza zakresem kontroli dodatniej PCR.
FAIL w reakcji kontrolnej.

PC_CTRL_INVALI Analiza PCR niewazna - dane Powtérz catg analize
D _DATA fluorescencji w kontroli dodatniej PCR.

(mieszanina Control Reaction)

nie mogg zostac

zinterpretowane.

PC_MUTATION_  Analiza PCR niewazna - FAM Ct Powt6rz catg analize

ASSAY_FAIL poza zakresem dla jednej lub PCR.

wiecej reakcji kontrolnych

mutaciji.
PC_MUTATION_ Analiza PCR niewazna - dane Powtérz catg analize
INVALID_DATA fluorescencji w kontroli PCR.

pozytywnej (reakcja mutacji) nie

mogqg zostac zinterpretowane.
NTC_INVALID _ Analiza PCR niewazna - danych Powtoérz catg analize
DATA fluorescencji w kontroli PCR.

negatywnej nie da sie

Zinterpretowac.

NTC ASSAY_CT_ Analiza PCR niewazna - Powtérz catg analize
INVALID niewtasciwa rejestracja FAM PCR.

(ponizej limitu) dla kontroli

negatywnej.
NTC_INT_CTRL_ Analiza PCR niewazna - kontrola Powto6rz catg analize
FAIL wewnetrzna jest powyzej zakresu PCR.

dla kontroli ujemne;.

NTC INT_CTRL_  Analiza PCR niewazna - kontrola Powtérz catg analize
EARLY_CT wewnetrzna jest ponizej zakresu PCR.
dla kontroli ujemne;.

Cigg dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia

SAMPLE_CTRL_  Niewazna probka - dane  Nalezy nastawi¢ nowg
INVALID _DATA fluorescencji w prébce reakcje PCR, aby
kontrolnej nie mogag by¢ powtorzy¢ odpowiednig

zinterpretowane. probke(-ki).
SAMPLE_CTRL_ Niewazna probka — FAM  Rozcienczy¢ probke, aby
HIGH_CONC Cr za niskie w kontroli zwiekszy¢ wartosc Cr

probki. kontroli. Rozcienczenie

skalkulowac¢ zaktadajac,
ze rozcienczenie 1:1 z
wodg dostarczong w ze-
stawie zwieksza Ct 0 1,0.
Gdy probka zostanie
rozcienczona, nalezy
przygotowacC nowg analize
PCR i powtérzy¢ prébke.

SAMPLE_CTRL_  Probka wazna— niskie Nie podejmowac zadnych
LOW_CONC stezenie probki kontrolnej czynno$ci.
(ostrzezenie, a nie biad).

SAMPLE_CTRL_F Niewazna probka - FAM ~ Przygotowac nowa analize

AlL Cr za wysokie w kontroli ~ PCR. aby powtdrzyc probke.
probki. Jesli probka jest niewazna

po powtorzeniu, trzeba
ekstrahowac kolejne sekcje z
preparatu FFPE.
Przygotowac kolejng analize
PCR, aby przetestowac
nowg ekstrakcje. Jesli
prébka znéw jest niewazna,
to nalezy powtérzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jedli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status nieokreslo-
nej mutacji i nalezy
zaprzesta¢ dalszych analiz.

Cigg dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia
SAMPLE_CTRL_ Niewazna probka - HEX ~ Przygotowac nowg analize
INT_CTRL_EARLY Cr za niskie dla probki PCR, aby powtorzyc probke.

Jesli probka jest niewazna
po powtlrzeniu, trzeba
ekstrahowac kolejne sekcje z
preparatu FFPE.
Przygotowac kolejng analize
PCR, aby przetestowac
nowg ekstrakcje. Jesli
prébka zndéw jest niewazna,
to nalezy powtorzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jedli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status nieokreslo-
nej mutaciji i nalezy
zaprzesta¢ dalszych analiz.

SAMPLE_CTRL_  Cr zbyt wysokie (lub brak Przygotowac nowg analize
INT_CTRL_FAIL  Cr) dla kontroli ke e e
wewnetrznej (HEX) i Cr Jedli prébka jest niewazna

. 0 powtdrzeniu, trzeba
zbyt wysokie (lub brak Cr) P ni, |
. . kstrah kol k
dla kontroli reakcji (FAM) ekstrahowac Kolejne sekcje z

preparatu FFPE.
Przygotowac kolejng analize
PCR, aby przetestowac
nowg ekstrakcje. Jesli
prébka zndéw jest niewazna,
to nalezy powtérzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jedli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status nieokreslo-
nej mutacji i nalezy
zaprzesta¢ dalszych analiz.

(kontrola wewnetrzna).

CT

Ciag dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

wewnetrznej (HEX) i brak
Cr dla testu mutacji (FAM).

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia
SAMPLE_INT_ Cr zbyt wysokie (lub brak Jesli prébka ma status
CTRL_FAIL Cr) dla kontroli "wykryto mutacje” nie nalezy

podejmowac dziatan.

Jesli prébka ma status
"niewazna”, przygotowac
nowg reakcje PCR aby jg
powtorzyc.

Uwaga: jesli kontrola
wewnetrzna jest niewazna z
powodu inhibicji reakcji PCR,
rozcienczenie probki moze
zmniejszy¢ wptyw
inhibitoréw, ale nalezy mie¢
na uwadze, ze to rowniez
rozcienczy DNA badane.
Probowka z wodg do
rozcienczen (Dil.) jest
zawarta w zestawie.

Jesli probka jest niewazna
po powtdrzeniu, trzeba
ekstrahowac kolejne sekcje z
preparatu FFPE.

Przygotowacé kolejng analize
PCR, aby przetestowac
nowg ekstrakcje. Jesli
prébka znow jest niewazna,
to nalezy powtorzy¢ drugag
ekstrakcje.

Jesli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status
nieokreslonej mutacji i
nalezy zaprzesta¢ dalszych
analiz.
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Tabela 4 cd.

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia
SAMPLE_INT_  Niewazna probéwka z Jesli probka ma status
CTRL_EARLY_CT mutacjg - CrHEX zbyt wykryto mutacjg” nie nalezy

podejmowac dziatan.

Jedli prébka ma status
"niewazna”, przygotowaé
nowgq reakcje PCR aby jg
powtorzyc¢. Jesli probka jest
niewazna po powtorzeniu,
trzeba ekstrahowac kolejne
sekcje preparatu FFPE.
Nalezy przygotowac kolejng
analize PCR, aby
przetestowa¢ nowg
ekstrakcje. Jesli probka
zndw jest niewazna, to
nalezy powtorzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jesli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status
nieokreslonej mutacji i
nalezy zaprzesta¢ dalszych
analiz

niskie dla prébki (kontrola
wewnetrzna).

Ciag dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia

SAMPLE_INVALID Niewazna probka z Jesli probka ma status

_ mutacjg — rejestracja "wykryto mutacjg” nie nalezy

DATA fluorescenciji w kontroli podejmowac dziatan.
wewnetrznej nie moze Jesli probka ma status
zostac zinterpretowany. "niewazna”, przygotowaé

nowgq reakcje PCR aby jg
powtdrzyc€. Jesli prébka jest
niewazna po powtorzeniu,
trzeba ekstrahowacé kolejne
sekcje preparatu FFPE.
Nalezy przygotowac kolejng
analize PCR, aby
przetestowaé nowg
ekstrakcje. Jesli probka
znow jest niewazna, to
nalezy powtorzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jedli i ta prébka nie da
waznego wyniku po analizie,
to prébce tej zostanie
przypisany status
nieokreslonej mutacji i
nalezy zaprzestaé dalszych
analiz

Cigg dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

Komunikat Znaczenie Dziatania do podjecia
SAMPLE _ Niewazna probdéwka Jesli probka ma status
MUTATION_ mutacji - Ct FAM zbyt "wykryto mutacje” nie
EARLY_DELTA_C niskie dla probki. nalezy podejmowac

T dziatan.

Jesli probka ma status
"niewazna”, przygotowac
nowg reakcje PCR aby jg
powtorzy¢. Jesli probka
jest niewazna po
powtorzeniu, trzeba
ekstrahowac kolejne
sekcje preparatu FFPE.

Nalezy przygotowac
kolejng analize PCR, aby
przetestowacC nowg
ekstrakcje. Jesli probka
znow jest niewazna, to
nalezy powtoérzy¢ drugg
ekstrakcje.

Jesli i ta prébka nie da
waznego wyniku po
analizie, to prébce tej
zostanie przypisany status
nieokreslonej mutaciji i
nalezy zaprzestac
dalszych analiz.

Cigg dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 4 cd.

Komunikat

Znaczenie

Dziatania do podjecia

SAMPLE_POSITIV
E_AND_INVALID

SAMPLE_POSITIV
E_AND_
UNCLASSIFIABLE

Wynik wazny — jedna lub
wiecej probéwek z mutacijg
danej probki jest wazna i
dodatnia, a w tym samym
czasie jedna lub wiecej
probéwek z mutacjq tej
samej probki jest niewazna
(ostrzezenie, nie btad).
Prébka jest oznaczona jako
“‘wykryto mutacje” jesli
mutacja jest obecna.
Jednakze dana mutacja
przedstawiona w raporcie
moze nie reprezentowac
wiasciwej mutacji z powodu
aktywnosci krzyzowej analiz.
Z tego powodu probka musi
byc¢ jako prébka z wykrytg
mutacja.

Wynik wazny — wiecej niz
jedna z probéwek mutacji
jest wazna dla tej samej
probki.

Kombinacja nie jest
kompatybilna ze
spodziewanymi wzorcami
reaktywnosci krzyzowe;.
Sprawdz tabele 8.

Chociaz jest to rzadkie,
prébka moze zawiera¢
wiecej niz jedng mutacje.

Brak dziatan.

Brak dziatan.

Kontrola jakosci

Zgodnie z certyfikatem ISO Systemu Zarzgdzania Jakoscig firmy QIAGEN,

kazda partia zestawu therascreen BRAF RGQ PCR jest testowana pod katem

zgodnosci z wczesniej okreslonymi specyfikacjami, aby zapewnic jednolitg

jakosc¢ produktu.

Ograniczenia w stosowaniu produktu

Wyniki uzyskane za pomocg tego zestawu muszg byc interpretowane w
kontekscie wszystkich istotnych objawow klinicznych i wynikéw
laboratoryjnych i nie mogg by¢ stosowane samodzielnie w celu diagnozy.
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Badania weryfikacyjne przeprowadzono z zastosowaniem ludzkiego DNA

wyizolowanego z prébek nowotwordw utrwalonych formaling i zatopionych w
parafinie oraz syntetycznych standardéw, odpowiednich dla poszczegdinych
badan.

Produkt zostat przetestowany przy uzyciu zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue
firmy QIAGEN.

Produkt moze by¢ uzywany wytacznie z termocyklerem Rotor-Gene Q MDx.

Aby otrzymac optymalne wyniki, nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi
opisanymi w instrukcji therascreen BRAF RGQ PCR. Rozcienczanie
odczynnikow inaczej niz opisane w niniejszej instrukcji nie jest zalecane,
poniewaz spowoduje utrate wydajnosci.

Wazng kwestig jest okreslenie ilosci i jakosci DNA w probce przed
przeprowadzeniem analiz przy uzyciu zestawu therascreen BRAF RGQ PCR.
W zestawie jest dostarczona dodatkowa mieszanina kontrolna w celu
upewnienia sie, czy warto$¢ Cr jest akceptowalna dla tego testu. Nie nalezy

polega¢ na odczytach absorbancji, bowiem nie korelujg one z wartosciami C+
w pofragmentowanych probkach DNA.

Nalezy tez zwracacC uwage na daty waznosci i warunki przechowywania
umieszczone na pudetku i etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie
nalezy uzywac sktadnikow po dacie waznosci lub niewtasciwie

przechowywanych.

Charakterystyka Wydajnosci

Granica probki zerowej (limit of blank - LOB), zakres
roboczy i wartosci odciecia (cutoff values)

Przetestowano 143 prébki FFPE w badaniu zgodnym z wytycznymi NCCLS
EP17-A (2004) w celu okreslenia granicy prébki zerowej LOB i wartosci
odciecia (cutoff) dla kazdego testu mutacji. Ponadto okreslono zakres roboczy
dla reakcji kontrolnej. Wartosci odciecia zostaty ustalone i sg przedstawione w
tabeli 5.

Tabela 5. Ustalone wartosci odciecia dla kazdej prébki mutacji

Analiza mutacji (ACr)

V600E/Ec V600D V600K V600R

Odciecie (AC+

<7,0 <6,9 <6,0

<7,0

Zakres Cr reakcji kontroli zostat okreslony od 21,95 do 32,00 Cr
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Wartosci odciecia testu i zakresy robocze zostaty zweryfikowane przy uzyciu
standardow i dodatkowych unikatowych 102 probek FFPE. Podczas
weryfikacji wartosci odciecia (cutoffs) zostaty okreslone pod kgtem zdolnosci
rozrézniania prawidtowych mutacji w tle DNA typu dzikiego poprzez ocene

kazdego testu z wysokim wejsciowym genomowym DNA i wysokg wejsciowg

mutacjg (patrz “Reaktywnosc¢ krzyzowa”, strona 48). Wptyw wejsciowego
stezenia DNA zostat rowniez okreslony na wykrycie mutacji (patrz “Wptyw
stezenia wejsciowego DNA na wartosci AC+t ", strona 47).

Doktadnos¢: Poréwnanie do referencyjnej metody
analitycznej

W badaniu wykazano zgodnos$¢ wykrywania statusu mutacji przez zestaw
therascreen BRAF RGQ PCR w poréwnaniu do dwukierunkowego
sekwencjonowania metodg Sangera. W badaniu tym przetestowano 126
prébek FFPE i dokonano analizy statystycznej wynikéw
zgodnych/niezgodnych wg wytycznych CLSI EP12-A2 Guidance (2008). Dla
wszystkich 102 probek analizowanych zarowno testem therascreen BRAF
RGQ PCR jak i sekwencjonowanych metodg Sangera wynik byt zgodny.

W przypadku wynikow rozbieznych miedzy ww. metodami, do potwierdzenia
statusu mutacji uzyto metody Pirosekwencjonowania®.

Tabela 6 przedstawia odsetek zgodnos$ci miedzy zestawem therascreen BRAF

RGQ PCR a sekwencjonowaniem.

Tabela 6. Analiza zgodnosci

Miara zgodnosci Frequency (%)
Zgodnos¢ ogolna 96,08

Wynik Zgodnosc¢ wynikéw dodatnich 100,00
Zgodnosc¢ wynikéw ujemnych 95,29

Odsetek zgodnosci wynikow ujemnych jest efektem wykrycia mutacji w 4
probkach, ktére analizowane met. sekwencjonowania zostaty uznane jako
DNA typu dzikiego, natomiast analizowane za pomocg zestawu therascreen

BRAF RGQ PCR daty wynik dodatni mutacji V600E/Ec. Rezultat ten jest zostat

osiggniety dzieki wiekszej czutosci technologii Scorpions i ARMS.

Wptyw stezenia wejsciowego DNA na wartosci AC+

Wptyw poczatkowej ilosci DNA na okreslenie statusu mutacji przy uzyciu
zestawu therascreen BRAF RGQ PCR oceniano jako czes¢ badania
Weryfikacja Wartosci Odciecia i Zakres Roboczy. Miato to na celu

sprawdzenie, czy wyniki mutacji generowane przez zestaw therascreen BRAF
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RGQ PCR sg spdjne przy roznych poziomach wejsciowego DNA w catym
zakresie roboczym.

Standardy mutacji o wysokiej, srednigj i niskiej procentowosci mutac;ji
(odpowiednio 100%, 50% i 3 x LOD%) w tle DNA typu dzikiego
przygotowywano przy wysokich, srednich i niskich poziomach wejsciowego
DNA. W zwigzku z tym przetestowano w sumie 9 standardow mutacji dla
kazdego testu mutaciji. Wyniki dla wszystkich testow pokazano w Tabeli 7.

Szacowane roznice sredniej ACt miedzy kazdg parg poziomdw wejsciowego
DNA, oszacowane na podstawie analizy regresji liniowej, mieszczg sie w
zakresie £ 1 Ct. Wszystkie 4 testy mutacji uznano zatem za réwnowazne przy
wysokich, srednich i niskich poziomach wejsciowego DNA.

Tabela 1. Badane réznice pomiedzy wejsciowym stezeniem DNA

Parametr (DNA 95% prog

wejsciowe Zbadana réznica ufnosci
Analiza stezenie) (ACq) (nizszy, wyzszy)
V600E (E)  Wysoki - Sredni 0,56 0,22, 0,90
VBOOE (E)  Niski - Sredni 0.01 —0.33, 0.35
VB0OE (Ec)  Wysoki - Sredni 0.48 0.12, 0.84
VB0OE (Ec)  Niski - Sredni 0.26 —0.10, 0.62
V600D Wysoki - Sredni -0.32 -0.58, —0.06
V600D Niski - Sredni -0.43 -0.69, —0.17
V600K Wysoki - Sredni 0.10 —0.10, 0.30
V600K Niski Sredni -0.33 —0.53, -0.13
V600R Wysoki - Sredni -0.12 —0.28, 0.04
V600R Niski Sredni —0.62 —0.78, —0.46

Reaktywnosé¢ krzyzowa

Standardy o wysokim wejsciowym stezeniu DNA z wysokg zawartoscig
mutacji (100%) byty analizowane w celu oceny potencjalnych reakcji
krzyzowych kazdego testu. Wyniki pozwolity na zestawienie statusu mutacji w
tabeli 8.

Oprogramowanie BRAF CE Assay Package stosuje logike reaktywnosci
krzyzowej do oceny statusu mutaciji.
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Tabela 8. Okreslanie statusu mutacji probki

V600E/Ec V600D V600K V600R  Status mutacji
V600E lub V600EC

Dodatni Ujemny  Ujemny  Ujemny dodatni
Dodatni Ujemny  Dodatni  Ujemny ggggtif lub V600K

Dodatni Dodatni  Ujemny  Ujemny V600D dodatni
Ujemny Dodatni Ujemny  Ujemny V600D dodatni
Ujemny Ujemny Dodatni Ujemny V600K dodatni
Ujemny Ujemny Ujemny  Dodatni V600R dodatni

Granica wykrywalnosci (limit of detection - LOD)

W celu okreslenia LOD dla kazdej z 4 reakcji specyficznych dla mutacji w
zestawie therascreen BRAF RGQ PCR przeprowadzono badanie, ktore
pozwolito na okreslenie najnizszej ilosci zmutowanego DNA w tle DNA typu
dzikiego, przy ktérej probka z mutacjg dostarczy dodatniego wyniku mutacji w
95% wynikow testu (Cos).

Aby okresli¢c LOD dla kazdej reakcji, zostaty przygotowane probki o roznej
procentowosci mutaciji przy srednim stezeniu wejsciowego DNA i
przetestowane za pomocg zestawu therascreen BRAF RGQ PCR. Granica
wykrywalnosci (LOD) dla kazdego testu bytg liczona metodg regresji
logistycznej. Aby zweryfikowa¢ LOD dla kazdej reakcji, przygotowano
standardy mutacji o okreslonym LOD.

Przetestowano 60 powtorzen i zweryfikowano pozytywny wynik testu.

W tabeli 9 przedstawiono zweryfikowane LOD przy Srednim wejsciowym
stezeniu DNA. Jesli wejsciowe stezenie DNA bedzie wyzsze, spodziewane
jest, ze wartosci LOD bedg nizsze niz te przedstawione w tabeli 9.
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Tabela 9. Wartosci LOD dla kazdego testu mutaciji (Srednie stez. DNA)

LOD Cgs przy srednim stez. DNA
(procentowos¢é zmutowanego DNA w tle
Analiza (mutacja)* dzikiego DNA)
V600E (E) 1,82%
V600E (Ec) 4,31%
V600D 3,19%
V600K 4,34%
V600R 4,85%

* Granice wykrywalnosci reakcji V600E zostaty policzone dla obu mutacji: V600E i V600Ec.

Wptyw melaniny na wydajnos¢ zestawu

Celem tego badania byto okreslenie wptywu melaniny, znanego inhibitora
reakcji PCR obecnego w prébkach czerniaka, na wydajnos¢ zestawu
therascreen BRAF RGQ PCR.

Badanie przeprowadzono przez dodanie melaniny bezposrednio do probek
DNA tuz przed ich analizg zestawem therascreen BRAF RGQ PCR. Melanina
byta dodawana w réznych stezeniach (0—250 ng/reakcje), a oceniany byt jej
wptyw na wartosci AC+ oraz status mutacji w badanych probkach.

Wyniki pokazujg, ze melanina w niskich stezeniach nie miata wptywu na
wartosci ACti miata minimalny wptyw na ACt przy srednich poziomach stezen
melaniny. Tak wiec, przy niskich i srednich poziomach stezen, melanina nie
wptywata na zdolnos¢ zestawu do wykrycia mutacji.

Przy stezeniu 180 ng/reakcje, reakcja kontroli wewnetrznej nie powiodta sie,
wskazujgc na obecnosc inhibitora i tym samym umozliwiajgc wykrycie
inhibitoréw zanim zaburzyty one reakcje detekcji mutaciji.

Stezenia melaniny, ktérych mozna sie spodziewa¢ w normalnym uzyciu, nie
majg wptywu na zdolnos¢ zestawu therascreen BRAF RGQ PCR do
rozréznienia prébek z mutacjg i probek bez mutacji.

Podsumowanie uzyskanych wynikdw znajduje sie w tabeli 10.

|
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Tabela 10. Testowane stezenia melaniny i ich wplyw na reakcje

Stezenie melaniny Status kontroli wewnetrznej
(ng/reakcje) Zmianaw ACr (powodzenie/niepowodzenie)
0 0 powodzenie
60 -0,20 powodzenie
100 -0,61 powodzenie
150 -1,21 powodzenie
180 -2,15 niepowodzenie
Precyzja

Przeprowadzono badanie matrycy DNA majgce na celu poréwnanie wptywu
réznych operatorow, dni, uktadu ptytki i urzgdzen oraz ich wptywu na
powtarzalnos¢ analiz w ramach jednego cyklu jak i powtarzalnos¢ miedzy
roznymi cyklami.

Badanie wykazato powtarzalnos¢ przy niskim poziomie wejsciowego DNA przy
3 x LOD dla testéw mutacji. Dodatkowo zostat oceniony odsetek wynikéw
pozytywnych mutacji dla kazdego testu, analizowanego z odpowiednim
standardem mutacji. Kazdy test mutacji dat 100% dodatnich wynikow mutacji.

Wartosci precyzji podano w tabeli 11.

Odtwarzalnos¢

W celu oceny odtwarzalnosci przeprowadzono badanie matrycy DNA testujgc
probki standardéw w 3 laboratoriach przy wykorzystaniu 3 partii zestawu
therascreen BRAF RGQ PCR (po 3 partie w kazdym laboratorium). Testy byty
przeprowadzone przez 2 operatoroéw z kazdego z laboratoriéw, z
wykorzystaniem po 2 aparaty w kazdym laboratorium, przez kolejne 4 dni.

Badanie wykazato odtwarzalnos¢ przy niskim poziomie mutaciji (3 x LOD) dla
testow mutaciji i przy niskim stezeniu wejsciowego DNA typu dzikiego w
proboéwce kontrolnej. Dodatkowo zostata oceniona precyzja kazdej analizy w
kazdym z laboratoriéw dajgc wynik 95% precyzyjnych oszacowan (tabela 12).

|
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Tabela 11. Oszacowanie precyzji powtarzalnosci

95% przedziat Precyzja 95% przedziat

Precyzja ufnosci (w ufnosci

(miedzy (nizszy, ramach (nizszy,
Analiza cyklami) wyzszy) cyklu) wyzszy)
Kontrola 0,30 0,25; 0,39 0,16 0,13; 0,20
V600E (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

Tabela 12. Oszacowanie precyzji odtwarzalnosci

95% przedziat ufnosci (nizszy,
Analiza Precyzja wyzszy)
Kontrola 0,54 0,42; 0,76
V600E (E) 0,87 0,67; 1,22
V600E (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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Zatacznik I: Protokét manualny therascreen BRAF
RGQ PCR Kit

Ta sekcja zawiera instrukcje uzycia zestawu therascreen BRAF RGQ PCR z
oprogramowaniem RGQ wersja 2.3 w trybie otwartym (tzn. bez uzycia
programu BRAF Assay Package).

Informacje ogolne
B Lista wymaganych materiatéw znajduje sie na stronie 9.

B Szczegodtowe instrukcje dotyczgce przygotowania probek i ich uktadu
zamieszczono w sekcjach “Protokét: Ocena prébki”, strona 14 i “Protokot:
Wykrywanie mutacji BRAF” strona 25.
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Protokét: Tworzenie profilu temperaturowego

Przed rozpoczeciem nalezy utworzy¢ profil temperaturowy dla analizy BRAF.
Parametry cyklu sg takie same zarowno dla oceny probki DNA jak i dla

wykrywania mutacji BRAF.

Procedura
Podsumowanie parametrow cyklu znajduje sie w ponizszej tabeli:

Tabela 13. Parametry cyklu

Cykle Temperatura Czas Rejestracja danych
1 95°C 15 minut brak
e 95°C 30 sekund brak

60°C 60 sekund zielony i zétty

1. Dwukrotnie kliknij ikone oprogramowania Rotor-Gene Q wersja 2.3
znajdujaca sie na pulpicie komputera podtaczonego do termocyklera
Rotor-Gene Q MDx.

2. Aby utworzy¢ nowy szablon, wybierz “Empty Run” nastepnie kliknij
“New” aby otworzyé¢ “New Run Wizard”.

|
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3. Zaznacz rotor 72-dotkowy. Sprawdz, czy pierscien mocujacy jest
zatozony na rotorze i potwierdz ten fakt naciskajgc okienko “Locking
Ring Attached”. Kliknij “Next” (Rys. 21).

New Run Wizard g

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Tupe
L-w'el B oo

I 72-\Well Rakor
Rakar-Disc 72
Rataor-Disc 100

D= —l ¥ Locking Ring Attached

3
Skip Wizard |

Rys. 21. Okno dialogowe “New Run Wizard”. (1 = “Rotor type”, 2 = “Locking Ring
Attached box”, 3 = przycisk “Next").
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4. Wpisz dane operatora. Dodaj notatki i wprowadz 25 jako objetos¢
reakcji. Upewnij sie, ze uktad ptytki “Sample Layout” czyta“1, 2, 3...".
Nacisnij “Next” (Rys. 22).

New Run Wizard E|
Thig screen dizplays mizcellaneous optionz for the run. Complete the fields, ;hlis box Iclisplays .
clicking Mext when you are ready to move ta the next page. Elp 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.

Reaction
[ [ne= -

Sample Lavout : §11. 2. 3... -

SkipWwizard | << Back

Rys. 22. Wprowadzanie danych operatora i objetosci reakciji. (1 = okno dialogowe
“Operator”, 2 = okno dialogowe “Notes”, 3 = okno “Reaction Volume”, 4 = okno “Sample
Layout”, 5 = przycisk “Next”)

Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016 57



5. Kiliknij przycisk “Edit Profile” (edytuj profil) w oknie dialogowym
“New Run Wizard” (kreator reakcji) (Rys. 23) i sprawdz parametry
cyklu zgodnie z podanymi nizej krokami.

Mew Run Wizard E|
Temperature Profile ; Click this button to
edit the prafile
zhowr in the box
above.

1]

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 a
Crimson  B30nm  710kp 7 Remaove
HRAk 460nm  510nm v Fieset Defaults
[Zain Optimization. . |

Skipwizand | <<Back | Newt» |

Rys. 23. Edycja profilu (1).
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6. KIliknij przycisk “Insert after” (wstaw po) i wybierz “New Hold at
Temperature” (Rys. 24).

M Edit Profile
PR A | u
P Opon  Save As Halp
The fun wall Lake sppicamately O second|t) o complete. The graph bebow repissents the un 1o be pedomed

B

Chek on a cipche bebow Lo moddy #

Copy of Current Step

Rys. 24. Wprowadzanie etapu wstepnej inkubacji. (1 = przycisk "Insert after”, 2 = “New
Hold at Temperature”).

7. Zmien “Hold Temperature” na 95°C oraz “Hold Time” na
15 minut 0 sekund. Nacisnij przycisk “Insert After” i wybierz “ New
Cycling” (nowe cykle) (Rys. 25).

M Edit Profile 3
@, 8 H @
TlEw 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
Meww Melt

Inzert before. .

Mew Hold at Temperature
Remove Mew HRIM Step
Huold Temperature : 95 |0 Copy of Current Step

1 Hald Time : 15 |ming 0 |zec

Rys. 25. Etap wstepnej inkubacji na 95°C. (1 = przyciski “Hold Temperature and Hold
Time”, 2 = przycisk “Insert after”, 3 = “New Cycling”).
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8. Zmien liczbe powtérzen cyklu na 40. Wybierz pierwszy krok i ustaw
go na 95°C przez 30 sekund (Rys. 26).

M Edit Profile

s . & H @

e Open  Save As Heslgy
Tihee: puny vall ke apprceamashely 52 manubels] bo complete. The: graph bebow represents the un to be perfamed :

Chick on & cycle bedow o mdify #
Hadd Irszat il
Ingeet bebioe...
1 Fiammiren

This cycle epeatsf 40 Jime{:]
Chck o ome of the Heps i prwzecly i, O presss + o - bo adkd and pemrve slep for this cpcle.

Timed Step - =] B
= b o Cindsc: | =] 2
/ \ T Toe 200 ocs
™ Leong Range |
-1 BOAC lor 200 sece

ak

Rys. 26. Etap cyklu przy 95°C. (1 = okno “Cycle repeats”, 2 = Step one temperature setting,
3 = Step one time setting).
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9. Podswietl drugi krok i ustaw na 60°C przez 60 sekund. Aby
uniemozliwié rejestracje danych w tym kroku wybierz przycisk “Not
Acquiring” (bez rejestraciji) (Rys. 27).

/8 Edit Profile £

@, 8 W w
Mew Open Save Az | Help

Th run wall tabo approeamatedy 125 mirate(z) o complets. The geaph below iepeesents the s bo be peromed :

AT A LAY

Chck on a cyche bslow to modify i

Hold_ et ster_ |
Im:ﬂbﬂun.l
Fiemove |

Tli.ltychmpe-d's 40 ln'EEs].
Click orone of the sleps below bo modify 1, or press + of - 1o add and remove steps for thes cpcle

—_— d S dor 30 wece j ﬂ
2 BT T S d 1
— &l seconds
Nt Acquang / \ T2 o 200 secs
— i T
- b /

__& |

Rys. 27. Etap cyklu przy 60°C. (1 = Second step temperature and time setting, 2 = przycisk
“Not Acquiring”).
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10. Ustaw kanaty Green (zielony) i Yellow (zé6tty) jako rejestrujgce dane
wybierajgc przycisk “>” aby przenies¢ te kanaly z listy “Available
Channels” (dostepne kanaly). Kliknij “OK” (Rys. 28).

Same &z Previous ; | [Mew Acquisition) :'

Aecquisition Configuration :

Available Channels : Acquinng Channels ;
Mame [ LI M anmye
Crimsan Green 1
HRM < [l veiiow
Orarge
Red «

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

Diye Chart > | Don't Acquire Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm  [510nm  |FAM“, SYBR Green 14 Fluorescein, EvaGreen ', Aleva Fluor 488
Yelow [530nm | 555nm JOES WICE HEX, TET, CAL Fluos Gold 5405, ' akima ellow '
Drange  |585nm |610nm | RO, CAL Fluor Red 6104, Cy3 5%, Texas Red ™, Alexa Fluor 565

625nm [BBOnm  [CySY, Quasar B70Y, Alexa Fluor 6334

E80nm |710hp | Quasar705+, Alexa Fluor 680

460nm |S100m | SYTO 94, EvalGreen

Rys. 28. Rejestracja danych w etapie cyklu przy 60°C. (1 = wybrane kanaty, 2 = przycisk
“OK").
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11. Podswietl trzeci krok a nastepnie usun go naciskajac przycisk “-“.
Nacisnij “OK” (Rys. 29).

()

M Edit Profile

@ .8 || e

Hewr Open Saveds | Help
The e vl Laks appioumatels 135 rarude(z] bo complsle. The geaph below reprasents the iun 1o be peroimed :

AR A A,

Click on & cycls below bo modify it -
1HDH Iroert afte
Indget bebors .
i
Thet cochy ispaals 4] | tmes(z].
ek an ores of the thens bebow b moddy 8, of pieds = o - b 83d and reméve slaps lor thes cpcle 2
Taned S - g B
e J S o 3 mmcy uJ
a0 T '
20 snconds [ f
AcasrgioCroms |/ \ T2 ot 20 secs
an [neen ||I i
Fiaafs GG oo B gzt - 1
I Touchdown

--3

Rys. 29. Usuwanie etapu wydtuzania. (1 = trzeci etap, 2 = przycisk usuwania, 3 = przycisk
“OK”).
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12. W kolejnym oknie dialogowym nacis$nij przycisk “Gain Optimisation”
(optymalizacja rejestracji danych). (Rys. 30)

Hew Run Wizard

Temperature Profile ; This bow dientare T
help on elements in
the: wazard. For help

on an ibem, hover
woun mouse over the
ibem for help, Yow
can alqo chek on a
combo box bo desplay

help about its
: b
Edit Profile .. avallable settings.
Channed Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 51 0nm 5
Yelow 530nm 555nm 5 _ Ea. |
Orange  585wm  B10m 5 Edit Gain...
Red B25nm  BEDnm 5 —ml
Crimson  E80hm  Tl0hp 7 Remove
HRM 40k 510nm 7
Reset Defaults
1o o ]
SkipWizard | <<Back |  MNew» |

Rys. 30. Optymalizacja rejestracji danych (1).
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13. Kliknij przycisk “Optimise Acquiring” (optymalizuj rejestracje
danych). Ustawienia kanatu sa wyswietlone dla kazdego z nich.
Zaakceptuj te wartosci domysine klikajagc “OK” dla obu kanatéw
(Rys. 31).

Auto-Gain Optimisation Setup (%]
Optirnization :
Auto-Gain Optenization will read the fuoresence on the insered sample at
s different gain levels untilit finds one at which the fluorescence levels are
acceplable. The range of uorescence you are looking for depends on the:
chemistry you are pesfarming.

Set lemperature o I_:JI degrees.
Opiiise Al 1

Channel Settings ;

]| Creend: Green TubePostion: |1

Acceplsble Gain Range: [10 = 10 [i0 =

dd...
HER Tasget Sample Range : lﬁ_ﬁﬂmtulrﬂﬂ Ecﬂ_.. ]

emove_|

fmovee A0
0k 1 cancel | Hep |4

Rys. 31. Automatyczna optymalizacja dla kanatu zielonego. (1 = przycisk “Optimise
Acquiring”, 2 = przycisk “OK").
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14. Sprawdz czy przycisk “Perform Optimisation before 1st Acquisition”
(przeprowadz optymalizacje przed pierwsza rejestracjqg) jest
zaznaczony, a nastepnie kliknij przycisk “Close”, aby powréci¢ do
kreatora (Rys. 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

(Optirnisation :
L Auto-Gain Optimization will read the fluoesence on the nserted sample at
% differert gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels ane

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

Sel temperatung ko :JI dearess,
Optimise Al | Optimise Acquiting |
1 = Ypicim tiptiisation efcie 131 Acquisiion
[™ Pedform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run

Charnel Settings :
| <] .|
Mare | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 5F1 10F 10 10
Yellow 1 5F1 10FI a0 10 Rlemove I
Remove A |

=1 [ T

Rys. 32. Wybieranie kanatéw zéltego i zielonego. (1 = okno zaznaczenia “Perform
Optimisation Before 1st Acquisition”, 2 = przycisk “Close”).

15. Nacisnij “Next”, aby zapisa¢ zaprogramowane parametry w wybranej
lokalizacji wybierajac “Save Template”.
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Procedura (Manualna)

Protokét: Ocena prébki (manualna)

Ten protokot jest uzywany do oceny catkowitego amplifikowalnego DNA w
probkach i powinien by¢ przeprowadzony przed analizg mutacji BRAF.

B Przygotuj probki jak opisano w rozdziale “Protokot: Ocena probki” na
stronie 14.

B Skonfiguruj profil temperaturowy PCR na termocyklerze Rotor-Gene Q
MDx jak opisano w rozdziale "Protokét: Ustawianie therascreen BRAF
PCR RGQ RGQ PCR” na stronie 69.

B Po skonczonym cyklu, przeanalizuj dane zgodnie z instrukcjami w
rozdziale "Analiza danych z oceny probki” na stronie 75.
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Protokét: detekcja mutacji BRAF (manualna)

Gdy prébka przejdzie pomysinie ocene, moze zostaé przetestowana w celu
wykrycia mutacji BRAF.

B Przygotuj prébki jak opisano w rozdziale “Protokét BRAF detekcja mutacji”
na stronie 25.

B Skonfiguruj reakcje PCR na termocyklerze Rotor-Gene Q MDx jak
opisano w rozdziale ,, Protokét: Ustawianie therascreen BRAF PCR RGQ”
na stronie 69.

B Po skonczonej reakcji, przeanalizuj dane zgodnie z instrukcjami w
rozdziale "Analiza danych z analizy mutacji BRAF” na stronie 76.
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Protokoét: ustawianie therascreen BRAF PCR RGQ

1. Otwdrz oprogramowanie Rotor-Gene Q seria (2.3) i otworz
odpowiedni profil temperatury (plik .ret).
Instrukcje na temat tworzenia profilu temperaturowego i sprawdzania
parametréw cyklu zamieszczone sg w rozdziale “Protokot: Tworzenie
profilu temperaturowego” na stronie 55.

2. Upewnij sie, ze zostal wybrany odpowiedni rotor i zaznacz okienko
potwierdzajace, ze pierscien mocujacy jest zatlozony. Nacisnij “Next”
(Rys. 33).

New Run Wizard r5_<|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rataor Type

. - i
Skip Wizard | I Mest = I 3

Rys. 33. Okno dialogowe i ekran powitalny “New Run Wizard” (kreator nowej reakciji).
(1 = “Rotor type”, 2 = “Locking Ring Attached box”, 3 = przycisk “Next”).
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3. Wpisz nazwisko operatora. Dodaj notatki i wprowadz objetos¢ reakcji
jako 25. Upewnij sie, ze ukiad ptytki “Sample Layout” czyta
“1, 2, 3...”. Nacisnij “Next” (Rys. 34).

MNew Run Wizard E|
This screen dizplays mizcellaneous options for the n, Complete the fislds, Ehlis box ll:lisplays .
clicking Next when pou are ready to move to the next page. theepwcil;a? ;'}';EPEE'I 1
. Q& IKerm, Hover
Operator : NAME oL moLse over the
M ; itern for help. ou
otes: can alzo click on a
combo boy to display
help about its
availlable sethings.
Reaction o5 = | |
Walume [pL]: = I 2
Sample Lapout - 1.2 3. - |
Skip'wizard | << Back |I Mest > : 3

Rys. 34. Ekran opcji “New Run Wizard”. (1 = pola “Operator” i “Notes” , 2 = pola “Reaction
Volume” i “Sample Layout”, 3 = przycisk “Next”).
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4. Kolejne okno pozwala na edytowanie profilu temperaturowego. Nie
jest to wymagane, poniewaz profil temperaturowy zostat juz
utworzony zgodnie z instrukcjami w “Protokét: Tworzenie profilu
temperaturowego”, strona 55.) Kliknij “Next” (dalej) (Rys. 35).

Hew Run Wizard E|
Temperature Profile : This box displays

help on elements in

the wizard. Faor help

oh an item, hover
wour moLse aver the
itern for help. ou
zah alzo chick on a
combo box to dizplay

help about its
avallable settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :
M are | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 5 Edit

rellow B530nm  558nm
Orange  585nm E10mm Edit Gair...
Red E2Bhm  BEOnm

Crimzon  B30nm 710kp
HRM 4E0nm 5100m

Skipwizard | << Back e 1

Femave

-l -l

it

Reset Defaultz

Rys.35. Okno dialogowe “New Run Wizard” i ekran edycji temperatury. (1 =
przycisk “Next).
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5. Sprawdz podsumowanie ustawien i nacisnij “Start Run” (start reakcji)
aby zapisac plik cyklu i rozpoczaé jego bieg (Rys. 36).

New Run Wizard g|

Surmmary :

Setting Yalue

Green Gain A

ellow Gain L

Auto-Gain Dplimization Before First Acquizsition

Ratar T2 el Rotar

Sample Layout 1.2.3. ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

= | |
Once vou've confirmed that your run settings are comect, click Start Run ta Save Template
begin the run. Click Save Template to zave settings for future uns.
Skipwizard | << Back |

Rys. 36. Okno dialogowe “New Run Wizard” i ekran z podsumowaniem ustawien. (1 =
przycisk “Start Run”).

6. Po rozpoczeciu reakcji otwiera si¢ nowe okno, w ktérym mozesz
teraz wpisa¢ nazwy prébek albo nacisng¢ “Finish” i wpisa¢€ je pézniej
wybierajac przycisk “Sample” (prébka) w trakcie cyklu lub po jego
zakonczeniu.

Klikniecie na “Finish and Lock Samples” (zakoncz i zablokuj probki)
zabezpieczy cie przed edytowaniem nazw probek. Uzytkownik powinien
zachowac szczegolng ostroznos¢ podczas wpisywania nazw probek, aby
zapewni¢ prawidtowe ich testowanie i analize.

Uwaga: Podczas nazywania prébek, pola odpowiadajgce pustym
probéwkom w kolumnie “Name” (nazwa) powinny pozosta¢ niewypetnione.

7. Po zakonczeniu reakcji nalezy przeanalizowaé zarejestrowane dane
zgodnie z rozdzialem “Analiza danych oceny prébki”, strona 75, lub
“Analiza danych wykrywania mutacji BRAF”, strona 76, w zaleznosci
od sytuaciji.

8. Jesli wymagane jest wygenerowanie raportéw okreslajacych ilosci,
nacisnij ikone “Reports” na pasku narzedzi w pliku cyklu Rotor-Gene

Q.
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9. W przegladarce raportow wybierz “Cycling A Green (Page 1)” w
czesci “Report Categories — kategorie raportu” (Rys. 37).

— Report Categories

EI Quantitation

Rys. 37. Przegladarka raportéw. (1 = przycisk “Cycling A. Green (Page 1)).

10. Wybierz “Quantitation (Full Report)” w czesci “Templates” (Rys. 38).

— Repoart Categories : — Templates :

-~ [General]

8- Buantitation
Cycling & Green [Page 1]
‘.. Cycling &.vellow [Page 1)

-
] ‘:} Quantitation (Concise)
uantitation (Full Repart)

: ‘g Quantitation (Standard Report)

Shiow I Cancel

Rys. 38. “Quantitation report (Full Report)” (1).

11. Klinkij “Show”, aby wygenerowac raport.
12. Kliknij “Save As”, aby zapisa¢ wersje elektroniczna.
13. Powtdérz to samo dla “Cycling A Yellow (Pagel)”.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
Instrukcja zestawu therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016 73



Interpretacja wynikow (Manualna)

Po zakonczeniu analizy probki lub zakonczeniu analizy mutacji przeanalizu;
dane zgodnie z nastepujgcg procedurs.

Ustawienia oprogramowania do analizy

1. Otworz wiasciwy plik w oprogramowaniu Rotor-Gene Q wersja 2.3.
2. Jesli jeszcze nie nadates nazw probkom, kliknij “Edit Samples”
(edycja prébek).
3. Wprowadz nazwy probek w kolumnie “Name” (nazwa).
Uwaga: Miejsca odpowiadajgce pustym proboéwkom pozostawi¢ puste.

4. Nacisnij “Analysis”. Na stronie analizy kliknij “Cycling A. Yellow”,
aby otworzy¢ kanat z6ity.

5. Kiliknij “Named On”.

Uwaga: To sprawi, ze puste probowki nie bedg brane pod uwage podczas
analizy.

Wybierz “Dynamic tube”.
Wybierz “Slope correct”.
Wybierz “Linear scale”.

Wybierz “Take off Adj” i wprowadz wartosci 15,01 w gornym okienku
(“If take off point was calculated before cycle”) oraz 20,01 w dolnym
okienku (“then use the following cycle and take off point”)

10. Ustaw punkt odciecia na 0.05.
11. Ustaw “Eliminate Cycles before” na 15.
12. Sprawdz wartosci Yellow Cr.

13. Na stronie analizy kliknij “Cycling A. Green” aby wyswietli¢ kanat
zielony.

14. Wybierz “Named On”.
15. Wybierz “Dynamic tube”.
16. Wybierz “Slope correct”.
17. Wybierz “Linear scale”.

18. Wybierz “TOA” i wprowadz wartosci 15.01 w gérnym okienku (“If take
off point was calculated before cycle”) oraz 20.01 w dolnym okienku
(“then use the following cycle and take off point”)

19. Ustaw prdg odciecia (threshold) na 0,15.
20. Ustaw “Eliminate Cycles before” na 15.
21. Sprawdz wartosci Green Cr.

© ® N
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Analiza danych oceny proébki

Analiza cyklu kontrolnego
Po zakonczeniu cyklu, przeanalizuj dane jak opisano ponize;j.

B Kontrola negatywna: Aby upewnic sie, ze nie wystepuje
zanieczyszczenie matrycy, probka NTC nie moze generowac wartosci Cr
ponizej 40 w kanale zielonym (FAM). Aby upewnic sie, ze cykl zostat
prawidtowo skonfigurowany, NTC musi wykazywa¢ amplifikacje w
zakresie 32,53-38,16 w kanale zéttym (HEX). Podane wartosci mieszczg
sie w tym zakresie lub zawierajg te wartosci.

B Kontrola pozytywna: Kontrola dodatnia BRAF (PC) musi generowac
wartosci Cr w kanale zielonym (FAM) w zakresie 30,37-36,38. Podane
wartosci mieszczg sie w tym zakresie lub zawierajg te wartosci. Wartosci
wykraczajgce poza ten zakres wskazujg na problem z konfiguracjg cyklu i
oznaczajg jego niepowodzenie.

Wyniki z probek nie mogg by¢ brane pod uwage, jezeli ktérykolwiek z cykli
kontrolnych zawiodt.

Zaktadajac, ze oba cykle kontrolne sg wazne, wartos¢ Cr kazdej probki musi
miescic¢ sie w zakresie 21,95-32,00 w kanale zielonym. Jesli natomiast probka
jest poza tym zakresem, nalezy zastosowac ponizsze wytyczne.

Analiza probki — reakcja kontroli

B W tescie kontroli probki Cr <21,95: Probki kontrolne z Ct <21,95 muszg
zostac rozcienczone, bowiem wartosc jest bliska dolnej granicy
zwalidowanego zakresu reakcji. Aby wykry¢ poszczegolne mutacje przy
niskim poziomie, zbyt stezone probki muszg by¢ rozcienczone tak, aby
miescity sie w podanym wyzej zakresie. Rozcienczenie probki o potowe
zwiekszy Ct o 1. Jesli zatem probka ma C+ blisko 21,95, zaleca sie
rozcienczenie, aby uzyska¢ miarodajny wynik w pdzniejszym tescie
mutacji BRAF. Probki nalezy rozciehczac tylko przy uzyciu wody do
rozcienczen dostarczonej w zestawie (Water for Dilution - Dil.).

B W tescie kontroli prébki Ct >32,00: Zaleca sie ponowng izolacje probki,
bowiem poczgtkowa ilo§¢ matrycy DNA jest niewystarczajgca, aby wykry¢
wszystkie mutacje przy zakladanych wartosciach odciecia (threshold) w
tescie BRAF.
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Analiza danych detekcji mutacji BRAF

Analiza reakcji kontrolnej
Przeanalizuj wykres na rys. 39.

Kontrola negatywna: Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia
matrycy, kontrola NTC nie moze generowaé wartosci Ct ponizej 40 w
kanale zielonym (FAM). Aby upewnic¢ sie, ze cykl zostat prawidtowo
skonfigurowany, kontrola NTC musi wykazywa¢ amplifikacje w zakresie
32,53-38,16 w kanale zéttym (HEX). Podane wartosci mieszczg sie w tym
zakresie lub zawierajg te wartosci.

Kontrola pozytywna: Kontrola dodatnia BRAF (PC) musi generowac
wartosci Cr dla kazdej mutacji w kanale zielonym (FAM) zgodnie z danymi
podanymi w tabeli 14. Podane wartosci mieszczg sie w tym zakresie lub
zawierajg te wartosci. Wartosci wykraczajgce poza ten zakres wskazujg
na problem z konfiguracjg cyklu i oznaczajg jego niepowodzenie.

Uwaga: Wyniki z prébek nie mogg by¢ brane pod uwage, jezeli
ktorykolwiek z cykli kontrolnych zawiodt.

Tabela 2. Dopuszczalne zakresy Cr dla kontroli reakcji.

Mieszanina

reakcyjna Probka Kanat Zakres Cr
Kontrola PC Zielony 30,37-36,38
V600E/Ec PC Zielony 29,62-35,73
V600D PC Zielony 29,75-35,79
V600K PC Zielony 29,32-35,32
V600R PC Zielony 29,41-35,41
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Wartos¢ Cr

Wartos¢ Cr

wkanale »/ W kanale zielonym
elon I kontroli dodatnie]
kantroli ujemnej
X . zielonym probdwki . Niepowodzenie
CoCunkanale Tak Niepowodzenie cyklu ontrolne] jestw zakresi Nie cykiu
zielonym jest =407
Niepowodzenie cyklu /
Kontrola wewn. niewazna Tak
Mie
Tak
4 1 3
elonym probdwki VE00 Nig—p Niepowodzenie
- jestw zakresie cyklu
Czy Crw kanale CzyCr ko_ntroh
26ty jest w zakresie Mie wewnetrznej w kanale
32,53-38,167 goitym jest 32735
Tak
Mie
zZielonym probdwki V00D Nig— Niepowodzenie
jestw zakresie cyklu
Czy Crw kanale
7Gttym kontroli wewnetrzng
jest=32,167
Tak L :
Tak
Tak
i Czy Crw kanale
Niepowodzenie cyklu / zielonym probdwki VE0OK Nig—p Niepowodzenie
Amplifikacja kontroli wewn. jestw zakresie cyklu
v w kanale 26ttym niewazna :
Kontrola ujemna wazna Tok
ielonym probdwki VEOOR Nig—p Niepowodzenie
jestw zakresie cyklu

PrzejdZ do analizy prébki

Tak

-

Kontrola dodatnia wazna

Rys. 391. Wykres analizy reakcji kontrolnej.
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Analiza probki — Wartos¢ Cr w kanale zielonym kontroli probki
Prosze przeanalizowac wykres na rys. 40.

Zaktadajgc, ze oba cykle kontrolne reakciji kontroli prébki sg wazne, wartosc
Cr kazdej probki musi miesci¢ sie w zakresie 21,95-32,00 w kanale zielonym.

Natomiast jesli probka jest poza tym zakresem, nalezy zastosowac ponizsze
wytyczne.

M W tescie kontroli préobki Ct <21,95: Prébki kontrolne z Cy <21,95
spowodujg przetadowanie probki z testem mutacji i muszg zostac
rozcienczone. Aby wykry¢ poszczegolne mutacje przy niskim poziomie
Cr, zbyt stezone préobki muszg by¢ rozcienczone tak, aby miescity sie w
podanym wyzej zakresie. Rozcienczenie probki o potowe zwiekszy Cr o 1.
Probki nalezy rozcienczac tylko przy uzyciu wody do rozcienczen
dostarczonej w zestawie (Water for Dilution - Dil.).

M W tescie kontroli probki Ct >32,00: Zaleca sie ponowng izolacje prébki,
bowiem poczatkowa ilo§¢ matrycy DNA bedzie niewystarczajgca, aby
wykry¢ wszystkie mutacje przy zaktadanych wartosciach odciecia w tescie
BRAF.

Analiza probki — Wartos¢é Ct w kanale zéttym kontroli prébki w tescie
mutacji

Prosze przeanalizowac¢ wykres na rys. 40.

Wszystkie probowki poszczegdlnych probek muszg zostac przeanalizowane.
Sprawdz, czy kazda probowka generuje sygnat HEX z kontroli wewnetrznej w
kanale zéttym. Mozliwe sg 3 sytuacje.

B Jesli Ct kontroli wewnetrznej miesci sie w zaktadanym zakresie (32,53—
38,16), to oznacza, ze byta amplifikacja w kanale zéttym i ze jest wazna.

B Jesli Crkontroli wewnetrznej jest powyzej podanego zakresu (>38,16), to
amplifikacja w kanale zéttym jest ujemna. Jesli wystepuje amplifikacja w
kanale zielonym dla tej samej probowki, to amplifikacja dla kanatu zéttego
jest wazna. A jesli nie wystepuje amplifikacja w kanale zielonym dla tej
probéwki to amplifikacja dla kanatu zéttego jest niewazna.

B Jedli Crkontroli wewnetrznej jest ponizej podanego zakresu (<32.53),
prébka jest niewazna.

Jesli niepowodzenie kontroli wewnetrznej wynika z inhibicji reakcji PCR,

rozcienczenie probki moze zmniejszy¢ dziatanie inhibitorow, ale nalezy mie¢

na uwadze, ze rozcienczy to takze badang czgsteczke DNA. Do zestawu

dotgczona jest probéwka z wodg do rozcienczania prébki (Dil.).
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Wartoéci Cr Czy Crw kanale

zielonym testu kontroli
jest w zakresie
21,95-32,07

A 4

w kanale zielonym
probki

Nie

Tak

Czy Crw kanale
26ttym ktdregos testu
jest<32,53?

Wartosci Cr w kanale /
2ottym kontroli wewn.
prébki testu mutacji

v

Prébka niewaina.
Dalsze wyjasnienia w
instrukcji na str. 76

Probdwka niewazna.
Nie uzywac wyniku tej
probdwki.

Nig

Czy Crw kanale
16ttym ktdregos testu
jest »38,16?

Ujemny wynik amplifikacji

w kanale 26ttym probdwki.
Dalsze wyjasnienia w instrukeji
nastr. 76

Czy Crw kanale
zielonym kazde] mutacji jest
zakresie 15,00-40,007

Wartosci Cr
w kanale zielonym
probek testéw mutacji

h 4

L4

Dodatni wynik amplifikacji w
kanale zielonym probowki

v

Policz wartosci ACr dla
kazdej mutacji.
ACr=Cr mutacji — Cr kontroli

v

Pordwnaj wartosci ACrdo wartosci
progu odciecia dla kazdej mutacji.
Sprawdzi w tabeli 6

zy ktdras z wartosci AG
jest w okreslonym zakresie ACrdla
nego testu (amplifikacja

Tak

Wykryta mutacja BRAF dla testu
mutacji. Aby przypisac status
mutacji, sprawdz tabele 7

Rys. 40. Wykres analizy probki.
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Analiza probki — Wartos¢ Cr dla reakcji probki z mutacja
Nalezy sprawdzic, czy wartosci z kanatu zielonego dla wszystkich 4 miksow
reakcyjnych sg zgodne z warto$ciami podanymi w tabeli 15.

Tabela 15. Akceptowalne wartosci reakcji probek z mutacja (kanat
zielony)*

Probowka Akceptowalny zakres Cr Zakres ACt
V600E/Ec 15,00-40,00 <7,0
V600D 15,00-40,00 <6,9
V600K 15,00-40,00 <6,0
V600R 15,00-40,00 <7,0

* Akceptowalne wartosci mieszcza sie w podanych zakresach (z nimi wigcznie).

B Jedli Crw kanale zielonym miesci sie w podanym zakresie, jest to
amplifikacja FAM dodatnia.

B Jesli Crw kanale zielonym jest powyzej podanego zakresu, lub nie
stwierdzono amplifikacji, to amplifikacja FAM jest ujemna.

Dla kazdej probowki FAM dodatniej nalezy przeliczy¢ wartosci ACt kazdej
mutacji zgodnie z ponizszym wzorem (nalezy pamietac, aby wartosci Ct
mutacji i kontroli pochodzity z tej samej probki.

ACt = Ct mutacji — Ct kontroli

Nalezy porownac¢ wartosci AC+ dla probki z punktem odciecia dla testu, o
ktérym mowa (tabela 15). Nalezy sie upewnic¢, ze zastosowano prawidiowy
prég odciecia dla kazdej analizy.

Prég odciecia jest punktem, powyzej ktérego sygnat dodatni dla testu mogtby
potencjalnie by¢ spowodowany sygnatem powstatym z tta startera ARMS DNA
typu dzikiego. Jesli wartos¢ AC+ probki jest wyzsza niz prog odciecia dla testu,
to probka jest klasyfikowana jako ujemna albo poza granicami wykrywalnosci
zestawu dla tego testu.

W przypadku kazdej probki, w kazdej z odpowiadajgcych im mutacji bedzie
nadany status: mutacja wykryta, mutacja niewykryta, reakcja niewazna, przy
pomocy ponizszych kryteriow.

B Mutacja wykryta:

Amplifikacja w kanale zielonym jest dodatnia, a warto$ci ACt sg na
poziomie progu odciecia lub ponizej niego. Jesli wykryto wiecej mutacji,
status mutacji powinien by¢ przypisany zgodnie z tabelg 16.
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M Mutacja niewykryta:

Amplifikacja w kanale zielonym jest dodatnia, a wartosci ACt sg powyzej
progu odciecia.

Amplifikacja w kanale zielonym jest ujemna, a amplifikacja w kanale
z6itym jest dodatnia.

B Niewazna:
Kanat z6tty (kontrola wewnetrzna) jest niewazny.

Amplifikacja w kanale zielonym jest ujemna i amplifikacja w kanale z6ttym
jest ujemna.

Doktadniejsze wyjasnienie znajduje sie na wykresie (rysunek 40). Jesli probka
ma ujemng amplifikacje w zottym kanale w jednej probdwce, ale w inngj
probéwce amplifikacja jest dodatnia w zielonym kanale amplifikacji, to w takim
przypadku wynik “mutacja wykryta” w drugiej probowce moze by¢ nadal
traktowany jako wazny, ale ta konkretna zidentyfikowana mutacja moze nie
by¢ wiarygodnie przypisana.

Jesli probka ma negatywng amplifikacje w zoitym kanale a pozytywng
amplifikacje w kanale zielonym w tej samej probowce, to wynik “mutacja
wykryta” powinien zosta¢ uznany za wazny.

Jesli probka kontrolna w kanale zéttym jest niewazna, to wynik z tej probowki
nie moze zostac¢ uznany.

Analiza probki — Przypisywanie statusu mutacji prébki

Po przeprowadzeniu oceny wszystkich proboéwek mutacji, status mutacji probki
okresla sie w nastepujacy sposob.

B Wykryta mutacja: Jedna lub wiecej z 4 reakcji mutacji jest dodatnia. Jesli
wykryto wiele mutacji, zgtoszona mutacja powinna by¢ zgodna z tabelg 16
(patrz nastepna strona).

B Mutacja niewykryta: Wszystkie 4 reakcje mutacji sg ujemne.

B Niewazna: Zadna reakcja mutacji nie jest dodatnia albo 1 lub wiece;
reakcji mutacji jest niewaznych.
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Tabela 16. Przypisanie statusu mutacji probki

V600E/Ec V600D V600K V600R Status mutacji
Dodatnia  Ujemna Ujemna Ujemna  V600E lub V600Ec dodatnia

Dodatnia  Ujemna Dodatnia Ujemna  V600Ec lub V600K dodatnia

Dodatnia  Dodatnia  Ujemna Ujemna V600D dodatnia

Ujemna Dodatnia  Ujemna Ujemna V600D dodatnia
Ujemna Ujemna Dodatnia Ujemna V600K dodatnia
Ujemna Ujemna Ujemna Dodatnia V600R dodatnia

Uwaga: Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR jest przeznaczony do
wykrywania mutacji w genie BRAF w probce DNA. Jezeli stwierdzono w
probce mutacje BRAF, nalezy zgtosic¢ tylko jedng konkretng mutacje. Jesli
wykryto wiele mutacji, zgtoszona mutacja powinna by¢ zgodna z tabelg 16.

Niekiedy miedzy reakcjami mutacji wystepujg reakcje krzyzowe. Na przyktad:
test V6OOE/Ec moze daé pozytywny wynik, jesli wystepuje mutacja V600D,
test V60OOE/Ec moze daé pozytywny wynik, jesli obecna jest mutacja V600K, a
test V60OOK moze dac¢ pozytywny wynik, jesli w kompleksie V600OE wystepuje
mutacja. Mozna jednak rozrézni¢ status mutacji przy uzyciu tabeli 16.

Reakcje krzyzowe sg spowodowane tym, ze startery ARMS wykrywajqg tez
inne mutacje o podobnej sekwencji do badanych. Jesli druga reakcja mutacji
daje dodatni wynik, moze to by¢ wtadnie reaktywnosc¢ krzyzowa. Owszem,
obserwowano podwojne mutacje, jednak sg one rzadkie.

W rzadkich przypadkach, mozna wykry¢ kombinacje pozytywnych wynikow,
ktére nie sg podane w tabeli 16. Probka moze by¢ uznana za dodatnig prébke,
z wykrytg mutacjg BRAF. Jednakze, z powodu reaktywnosci krzyzowej, nie
mozna wyodrebni¢ konkretnej mutaciji. Dlatego taka probka powinna by¢
nazywana “probkg BRAF dodatnig”.

Jesli jedna lub wiecej reakcji mutacji jest niewazna, ale jedna lub wiecej jest
pozytywna, probka moze nadal nazywac sie "probkg BRAF dodatnig”
poniewaz mutacja jest obecna. Jednakze zgtoszona specyficzna mutacja
moze nie by¢ dokfadna i moze by¢ wynikiem reaktywnosci krzyzowej. Dlatego
probka powinna by¢ nazywana tylko probkg BRAF dodatnig.
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Zatacznik Il: Instalacja programu therascreen BRAF
Assay Package

Zestaw therascreen BRAF RGQ PCR jest przeznaczony do uzycia z
termocyklerem Rotor-Gene Q MDx z rotorem 72-dotkowym. Program
therascreen BRAF Assay Package jest dostepny do Sciggniecia na stronie
internetowej odpowiadajgcej zestawowi therascreen BRAF RGQ PCR
www.giagen.com.

Informacja ta znajduje sie w sekcji “Product resources - Zasoby produktu” w
zaktadce “Supplementary protocols - Protokoty uzupetniajgce”. Program moze
by¢ takze zamodwiony na nosniku CD (QIAGEN, nr kat. 9023820).

Pakiet programow testowych obejmuje “therascreen BRAF CE Sample
Assessment Locked Template” oraz “therascreen BRAF CE Mutation Analysis
Locked Template”.

Uwaga: Pakiet therascreen BRAF Assay Package jest kompatybilny tylko z
oprogramowaniem Rotor-Gene Q wersja 2.3. Upewnij sie, ze zainstalowano
poprawng wersje oprogramowania Rotor-Gene Q przed przystgpieniem do
instalacji pakietu BRAF Assay Package. Jesli urzgdzenie Rotor-Gene Q MDx
zostat dostarczony z poprzednig wersjg oprogramowania, mozna jg tatwo
uaktualni¢, pobierajgc wersje oprogramowania 2.3 z witryny produktu Rotor-
Gene Q MDx na stronie www.giagen.com. Nowe oprogramowanie mozna
znalez¢ w sekcji " Product resources - Zasoby produktu " w zakftadce
"Operating software - Oprogramowanie operacyjne".

Procedura (pobranie z sieci)

1. Pobierz program therascreen BRAF RGQ Assay Package CE na
stronie internetowej www.giagen.com dot. produktu therascreen
BRAF RGQ PCR Kit.

2. Otwérz zatadowany plik w formacie zip klikajac na ikone i
wyodrebniajac pliki z archiwum.

3. Rozpocznij instalacje klikajac na plik
therascreen BRAF_Assay Package 3.1.1.exe.

Procedura (instalacja z ptyty CD)

1. Zamoéw plyte CD therascreen BRAF RGQ Assay Package CE
(QIAGEN, nr kat. 9023820), dostepny osobno w firmie QIAGEN.

2. Wiéz ptyte CD do napedu CD w laptopie poditgczonym do
termocyklera Rotor-Gene Q.

3. Rozpocznij instalacje klikajac na plik
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe kiedy automatycznie
faduje lub alternatywnie zlokalizuje ten plik wykonywalny za pomoca
przegladarki plikéw na podigczonym laptopie.
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4. Pojawi sie kreator konfiguraciji. Kliknij "Dalej", aby kontynuowaé
(Rys. 41).

r | T 3
{58! Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package |.,'=' ! ﬂ

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

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

k is recommended that you close all other applications before
continuing

Chick Neat to contniue, or Cancel to et Setup

Rys. 412. Okno dialogowe “Setup” (1 = przycisk “Next”).

5. Przeczytaj umowe licencyjng w oknie dialogowym "Umowa
licencyjna"” i zaakceptuj ja zaznaczajac oswiadczenie "Akceptuje
umowe". Kliknij "Dalej", aby kontynuowacé (Rys. 42).

151 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package |~ =21

License Agreement
Please read the folowing important information befone continuing

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

Licance Agreement -

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

support @giagen com ) The Software and any accompanying documentation have
been developed entinedy at private expense. They are delivered and licensed as

"commercial compuder software”

2. Licence e

[ <Back |[Ched> ] [ Concel |

Rys. 423. Okno dialogowe “License Agreement”. (1 = przycisk “Accept”, 2 = przycisk
“Next").
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6. Konfiguracja szablonu rozpocznie si¢ automatycznie i po jej
zakonczeniu pojawi sie okno dialogowe “Setup” (ustawienia). Kliknij
przycisk "Finish” (zakoncz), aby zamkna¢ kreatora konfiguracji (Rys.
43).

i3 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = [

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

Setup has finished instaling RotorGene Q therascreen BRAF
CE Azsay Package on your computer. The appkcation may be
[aunched by selecting the installed icons

Chck Finish to eodt Setup

Rys. 434. Koiczenie pracy kreatora konfiguracji. (1 = przycisk “Finish”).

7. Uruchom ponownie komputer. Skroty do “therascreen BRAF CE
Sample Assessment Locked Template” i do “therascreen BRAF CE
Mutation Analysis Locked Template” zostang automatycznie
wygenerowane i zapisane na pulpicie.

Informacje kontaktowe

Aby uzyskaé pomoc techniczng i wiecej informacji prosze zapoznac sie z
naszym Centrum Pomocy Technicznej na stronie www.giagen.com/Support,
zadzwoni¢ pod nr 00800-22-44-6000 albo skontaktowac sie z jednym z
Dziatéw Serwisu Technicznego firmy QIAGEN lub miejscowym dystrybutorem
(informacje na oktadce oktadkg lub na stronie www.giagen.com).

|
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Informacje dotyczace zamoéwien

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
therascreen BRAF Na 24 reakcje: Reakcja kontrolna, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 testy mutacji, kontrola dodatnia,

Polimeraza Tag DNA, woda do NTC |
woda do rozcienczania préobki

Rotor-Gene Qi inne akcesoria

Rotor-Gene Q MDx Termocykler typu real-time PCR z 9002032
5plex HRM Platform wysokorozdzielczg analizg topnienia, z

5 kanatami (zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),

plus kanat HRM, laptop,

oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1

rok gwarancji na czesci i robocizne,

instalacja i szkolenie nie sg wliczone w

cene
Rotor-Gene Q MDx Termocykler typu real-time PCR z 9002033
5plex HRM System wysokorozdzielczg analizg topnienia, z

5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1
rok gwarancji na czesci i robocizne, w
cenie instalacja i szkolenie

therascreen BRAF Ptyta CD z therascreen BRAF CE 9023820
Assay Package CD Sample Assessment Locked Template

oraz therascreen BRAF CE Mutation

Analysis Locked Template

Statyw na probowki Aluminiowy statyw do recznego 9018901
72 x0,1 ml przygotowania reakcji pipetg
jednokanatowg na 72 probowki x 0,1 ml

Paski probéwek i 250 paskéw po 4 probowki wraz z 981103
korkéw, 0,1 ml (250) korkami na 1000 reakcji

Paski probéwek i 10 x 250 paskow po 4 probowki wraz z 981106
korkéw, 0,1 ml (2500) korkami na 10 000 reakc;ji
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — do izolacji genomowego
DNA z tkanek zatopionych w parafinie

QIAamp DNA FFPE Na 50 izolacji DNA: 50 kolumn QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®, Proteinaza K, Bufory,
Probowki (2 ml)

Aktualne informacje na temat licenciji i zastrzezen dotyczgcych produktu
mozna uzyskac z podrecznika zestawu QIAGEN lub z instrukcji. Podreczniki
zestawdéw QIAGEN i instrukcje obstugi sg dostepne na stronie
www.giagen.com Mozna je takze zamoéwi¢ w Dziale Pomocy Technicznej firmy
QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS®
(AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Nie do wykorzystania w okreslaniu ryzyka rozwoju endometriozy.
Ograniczona umowa licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu therascreen BRAF RGQ PCR na nastepujgce warunki:

1. Zestawu therascreen BRAF RGQ PCR mozna uzywac¢ wytacznie zgodnie z Instrukcjg obstugi therascreen BRAF RGQ PCR i tylko razem z
elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos$¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub
wigczania dotgczonych sktadnikoéw tego zestawu do innych sktadnikow, ktére nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem przypadkéw
opisanych w Instrukcji obstugi zestawu therascreen BRAF RGQ PCR oraz dodatkowych protokotéw dostepnych na stronie www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Ten zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wylgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
sprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegdlnos$ci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjgtkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynno$ci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowa¢ zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie z kosztami
prawnikéw, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej lub praw
do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.giagen.com.

HB-1273-005 © 2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@giagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@qgiagen.com

France = techservice-fr@qgiagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com

Hong Kong = techservice-hk@gqiagen.com

India = techservice-india@qgiagen.com

Ireland = techservice-uk@gqiagen.com

Italy = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@qiagen.com

Switzerland = techservice-ch@gqiagen.com

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

USA = techservice-us@giagen.com QIAGEN
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