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QIAGEN prove- og analyseteknologier

QIAGEN er den farende leverander af innovative preve- og analyseteknologier,
der muligger isolation og pévisning af indholdet i enhver biologisk preve.

Vore avancerede hgjkvalitetsprodukter og -service garanterer succes fra preve
til resultat.

QIAGEN satter standarder inden for:

B Oprensning of DNA, RNA og proteiner

B Nucleinsyre- og proteinanalyser

B microRNA-undersgagelser og RNAI

M Avutomatisering af preve- og analyseteknologier

Vores opgave er at seette dig i stand til at opné enestdende succes og
gennembrud. For yderligere information henvises til www.qgiagen.com.
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Tilsigtet anvendelse

therascreen BRAF Pyro-kittet er en in vitro nucleinsyresekvensbaseret pdvisnings-
test baseret pd Pyrosequencing® til kvantitativ p&visning af mutationer i

codon 600 og 464-469 i det humane BRAF-gen i genomisk DNA udledt of
humane veevspraver.

therascreen BRAF Pyro-kittet er beregnet til at give laegen oplysninger, der kan
hjeelpe denne med at identificere de cancerpatienter, der med starst sand-
synlighed vil f& fordel af anti-EGFR-behandlinger. Til in vitro-diagnostisk brug.

Kun til brug p& PyroMark® Q24-systemet. Der findes folgende PyroMark Q24-
systemer:

B PyroMark Q24-instrumentet og PyroMark Q24 MDx-instrumentet.

B PyroMark Q24 Vacuum-arbejdsstationen og PyroMark Q24 MDx Vacuum-
arbejdsstationen.

B  PyroMark Q24-software (version 2.0) og PyroMark Q24 MDx-software
(version 2.0).

Produktet er beregnet til brug af professionelle brugere, f.eks. teknikere og
laeger med kvalifikationer inden for in vitro-diagnostiske procedurer,
molekyleerbiologiske teknikker samt PyroMark Q24 -systemet.

Opsummering og forklaring

therascreen BRAF Pyro-kittet bruges til kvantitative mélinger af mutationer i
codon 600 i exon 15 og 464-469 i exon 11 af det humane BRAF-gen (figur 1).

Exon 15 ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTC
TAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGT
TGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

Exon 11 AAAACACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATTCCTGAT
GGGCAGATTACAGTGGGACAAAGAATTGGATCTGGAICATTTGGAACA
GTCTACAAGGGAAAGTGGCATG

Figur 1. Genomisk kontekst for de sekventerede regioner af det humane BRAF-gen
(Ensembl-id ENSG00000157764). Codon 600, 464, 466 og 469 er angivet med firkanter.

Kittet bestdr af 2 analyser: én til pdvisning af mutationer i codon 600 og én til
pévisning af mutationer i codon 464-469 (figur 2). De to regioner forstaerkes
separat ved hjelp af PCR og sekventeres i hele den definerede region.
Sekvenserne omkring de definerede positioner fungerer som normaliserings-
og referencespidser til kvantificering og kvalitetsvurdering af analysen.
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Figur 2. lllustration af BRAF-analysen. Den afbildede sekvens er den analyserede sekvens
for en vildtypepreve. FPB: Forward-PCR-primere (B stér for biotinylering); RP: Reverse-PCR-
primere; Sek: Sekventeringsprimere.

Begge analyser sekventeres bagfra.

Produktet bestér af en PCR-primerblanding og en sekventeringsprimer til hver
analyse. Primerne leveres i en oplasning. Hvert haetteglas indeholder 24 ul af
hver primer eller primerblanding.

Procedureprincip

Rutediagrammet péd side 6 illustrerer analyseproceduren. Efter PCR ved hjzlp of
primere rettet mod codon 600 og codon 464-469 immobiliseres amplikonerne
pd Streptavidin Sepharose® High Performance-kugler. Der forberedes enkelt-
strenget DNA, og de tilsvarende sekventeringsprimere athaerdes til DNA'et.
Pregverne analyseres herefter pd PyroMark Q24 ved hjeelp af en
karselsopsaetningsfil og en karselsfil.

Det anbefales dog at bruge BRAF Plug-in'en Report til at analysere kerslen.
BRAF Plug-in'en Report fas ved henvendelse via e-mail til
pyro.plugin@giagen.com. Kgrslen kan dog ogsé analyseres ved hjeelp aof det
integrerede analyseveerkigj i PyroMark Q24-systemet. “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres) kan tilpasses med henblik p& pévisning af
sjeeldne mutationer efter kerslen (se “Protokol 6: Analyse af en PyroMark Q24-
kersel”, side 29).

Bemaerk: Rutediagrammet er aendret en smule i forhold til den tidligere version
af therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog (version 1, juli 2011). Se “Protokol 3:
Immobilisering af PCR-produkter pd Streptavidin Sepharose High Performance-
kugler”, side 20, og “Protokol 4: Klargering af praver inden pyrosekventerings-
analyse p& PyroMark Q24", side 22, og “Protokol 6: Analyse af en PyroMark
Q24-kersel”, side 29.

therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog 03/2015 5



Rutediagram for therascreen BRAF Pyro-procedure

Analyse- og kerselsopseetning Proveforberedelse
Analysefilopsatning (bilag A) PCR (protokol 2)
\/
v Immobilisering (protokol 3)
\/
Korselsfilopszetning Forberedelse af prover (protokol 4)

(protokol 1)

\/

PyroMark Q24-kersel (protokol 5)
v
Analyse aof PyroMark Q24-kersel (protokol 6)

\
Rapport

Kontroller

Kittet indeholder umethyleret kontrol-DNA som positiv kontrol til PCR og
sekventeringsreaktioner. Dette kontrol-DNA har en vildtype genotype i de
regioner, der sekventeres med dette kit, og er p&kraevet med henblik p& korrekt
fortolkning af resultaterne og identifikation af lavniveau-mutationer (se
“Fortolkning af resultater”, side 32). Medtag en preve med umethyleret kontrol-
DNA for hver analyse i hver enkelt pyrosekventeringskersel.

Hertil kommer, at en negativ kontrol (uden skabelon-DNA) skal medtages
i PCR-opseaetningen af mindst én analyse.
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Medfolgende materialer

Kit-indhold

therascreen BRAF Pyro-kit (seske 1/2)

therascreen BRAF Pyro Kit (24) (24)
Katalognr. 971470
Antal reaktioner 24
Seq Primer BRAF 600 (sekventeringsprimer BRAF 600) 24 ul
Seq Primer BRAF 464-469 (sekventeringsprimer BRAF 464-469) 24 ul
PCR Primer BRAF 600 (PCR-primer BRAF 600) 24 ul
PCR Primer BRAF 464-469 (PCR-primer BRAF 464-469) 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x (PyroMark PCR-masterblanding, 2x) 850 ul
CoralLoad® Concentrate, 10x (CoralLoad®-koncentrat, 10x) 1,2 ml
H,O 3x1,9ml
l]Jnme’rhylo’red Control DNA, 10 ng/ul (umethyleret kontrol-DNA, 100
0 ng/ul)
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therascreen-buffere og -reagenser (seske 2/2)

Buffere og reagenser

PyroMark Binding Buffer (PyroMark-bindingsbuffer) 10 ml
PyroMark Annealing Buffer (PyroMark-afhaerdningsbuffer) 10 ml
PyroMark Dena’ruro’ripn Solu’rion'* 250 ml
(PyroMark-denatureringsoplasning)

PyroMark Wash Buffer, 10x (PyroMark-vaskebuffer, 10x) 25 ml
Enzyme Mixture (enzymblanding) 1 heetteglas
Substrate Mixture (substratblanding) 1 heetteglas
dATPaS 1180 ul
dCTP 1180 ul
dGTP 1180 ul
dTTP 1180 ul
therascreen BRAF Pyro Kit Handbook (engelsk) 1

* Indeholder natriumhydroxid.

|
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Nodvendige materialer, som ikke medfalger

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og be-
skyttelsesbriller, n&r der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger
i de tilhgrende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS'er), som kan fés
hos produktets leverander.

B DNA-isolationskit (se “DNA-isolation”, side 14)
Pipetter (justerbare)*

Sterile pipettespidser (med filtre til PCR-opsaetning)
Bordmikrocentrifuge*

Termocykler* og egnede PCR-rar

Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare,
katalognr. 17-5113-01, www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 (katalognr. 9001513 eller 9001514)*f
PyroMark Q24-software (katalognr. 9019063 eller 9019062)f
PyroMark Q24-plade (katalognr. 979301)1

PyroMark Q24-beholder (katalognr. 979302)f

PyroMark Q24-vakuumarbejdsstation (katalognr. 9001515
eller 9001517)*

Plademikser* til immobilisering pd kugler

Varmeblok*, som kan né& op p& 80 °C
24-brgnds PCR-plade eller strips
Strip-haetter

Rektificeret vand (Milli-Q® 18,2 MQ x cm eller tilsvarende).

Bemeerk: Der medfalger tilstraekkeligt vand i kittet til PCR, DNA-
immobilisering og til at oplese enzymblandingen og substratblandingen.
Der skal bruges yderligere rektificeret vand til fortynding af PyroMark-
vaskebufferen 10x.

B Ethanol (70 %)*

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

t CE-IVD-maerket i henhold til EU-direktiv 98/79/EF. De gvrige produkter pé listen er ikke
CE-IVD-meerkede i henhold til EU-direktiv 98/79/EF.

* Der mé ikke bruges denatureret alkohol, som indeholder andre stoffer som f.eks. metanol
eller methylethylketon.
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Anbefalede plademiksere
De plademiksere, der er vist i tabel 1, anbefales til brug sammen med
therascreen BRAF Pyro-kittet.

Tabel 1. Plademiksere anbefalet til brug med therascreen BRAF
Pyro kittet

Producent Produkt Katalognummer
Thermomixer comfort (grundenhed) 5355 000.011
Thermoblock for MTP 5363 000.012
Eppendort Adapter plate for 96 x 0.2 ml PCR
tubes to insert in blocks for 5363 007.009
microtiter plates
Vari ® Toloshal 51410
ariomag® Teleshake
H-+P omag (115V = 51410 U)
Labortechnik
GmbH 51110

Variomag Monoshake

(115V = 51110 U)

Anbefalede 24-brgnds plader
De 24-brends plader, der er vist i tabel 2, anbefales til brug sammen med
therascreen BRAF Pyro-kittet.

Tabel 2. 24-brends plader anbefales til brug sammen med therascreen
BRAF Pyro-kittet

Producent Produkt Katalognummer

ABgene

(Thermo Scientific) Thermo-Fast PCR Plate AB-0624

Axygen 24 Well PCR Microplate PCR-24-C

Atitude FrameStar Break-a-way 96 wells, 44-1000
clear tubes

Kisker Quali — PCR Plates without frame G030

|
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Advarsler og sikkerhedsforanstaltninger

Sikkerhedsinformationer

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

Felgende farer og forholdsregler geelder for komponenterne i therascreen BRAF
Pyro-kittet.

PyroMark Denaturation Solution

Advarsel! Fordrsager hudirritation. Forérsager alvorlig gjenirritation.

@ @ Kan aetse metaller. Absorber udslip for at undgé materielskade.
Opbevares kun i den originale beholder. Beer beskyttelseshandsker/
beskyttelseste|/ sjenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse.

PyroMark Enzyme Mixture

Indeholder: (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diol; acetic acid.

@ Fare! Fordrsager hudirritation. Forérsager alvorlig gjenskade. VED
KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fiern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan geres let. Fortsaet
skylning. VED eksponering eller mistanke om eksponering: Ring til
GIFTINFORMATION eller en leege. Forurenet tgj tages af og vaskes,
for det bruges igen. Beer beskyttelseshandsker/ beskyttelsesta|/
gienbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse.

PyroMark Substrate Mixture
@ Indeholder: acetic acid. Advarsel! Fordrsager hudirritation.

Forérsager alvorlig gjenirritation. Ved vedvarende gjenirritation: Seg
laegehijeelp. Forurenet tgj tages af og vaskes, fer det bruges igen.
Baer beskyttelseshandsker/ beskyttelsestaj/ ajenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse.
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Generelle forholdsregler
Bemaerk: Brugeren skal altid veere opmaerksom pé falgende:

B Hé&ndbogen skal falges fuldsteendigt for at opné optimale resultater. Det
anbefales ikke at fortynde reagenserne, undtagen som det er beskrevet
i denne h&ndbog, da det vil medfare tab af ydelse.

B Rutediagrammet er eendret en smule (se “Protokol 3: Immobilisering af
PCR-produkter pé& Streptavidin Sepharose High Performance-kugler”
(side 20), “Protokol 4: Klargering af praver inden pyrosekventeringsanalyse
pé& PyroMark Q24" (side 22) og “Protokol 6: Analyse af en PyroMark Q24-
karsel”, side 29) i forhold til revision R1 af therascreen BRAF Pyro Kit-
h&ndbogen.

B Komponenterne i dette produkt er tilstreekkelige til ot udfere 24 reaktioner
i op til 5 uatheengige kersler.

B Brug sterile pipettespidser med filtre (til PCR-opsaetning).

B Positive materialer (prever, positive kontroller og amplikoner) skal
opbevares og ekstraheres separat fra alle andre reagenser og tilszettes
reaktionsblandingen pé et separat sted.

B Alle komponenter skal omhyggeligt optes til stuetemperatur (15-25 °C),
inden analysen startes.

M Efter optening skal komponenterne blandes (ved gentagen pipettering op
og ned eller ved pulsvortexing) og centrifugeres kortvarigt.

B Mislykkede resultater kan ikke bruges som udgangspunkt for vurdering
af mutationsstatus.
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Opbevaring og héndtering af reagenser

therascreen BRAF Pyro-kittet forsendes i to aesker. therascreen BRAF Pyro-kittet
(seske 1/2) forsendes pé teris. PyroMark PCR-masterblandingen, CoralLoad-
koncentratet, det umethylerede kontrol-DNA og samtilige primere skal
opbevares ved -30 °C til -15 °C efter modtagelsen.

therascreen-buffere og -reagenser (seske 2/2), der indeholder buffere, enzym-
blanding, substratblanding, dATPaS, dCTP, dGTP og dTTP (reagenserne til
pyrosekventeringsanalyse) forsendes pé keleelementer. Disse komponenter
skal opbevares ved 2-8 °C efter modtagelse. For at minimere aktivitetstabet
anbefales det at opbevare b&de enzymblandingen og substratblandingen i de
leverede heetteglas.

Rekonstituerede enzym- og substratblandinger er stabile i mindst 10 dage ved
2-8 °C. Rekonstituerede enzym- og substratblandinger kan nedfryses og
opbevares i haetteglassene ved -30 °C til -15 °C. Frosne reagenser bar ikke
udsaettes for mere end 3 optenings- og indfrysningscyklusser.

Bemaerk: Nucleotider mé ikke fryses.

therascreen BRAF Pyro-kittet er stabilt indtil udlgbsdatoen ved opbevaring under
disse betingelser.

Hdandtering og opbevaring af prever
Alle prover skal behandles som potentielt infektiast materiale.

Prevematerialet er humant DNA ekstraheret fra formalinfikserede,
paraffinindstebte (FFPE) praver.
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Procedure

DNA-isolation

Systemets ydeevne er fastlagt ved hjeelp af EZ1® DNA Tissue-kit og QlAamp®
DNA FFPE Tissue-kit til ekstrahering af humant DNA fra formalinfikserede,

paraffinindlejrede tumorpraver.

De QIAGEN®-kit, der er vist i tabel 3, anbefales til oprensning af DNA fra de
angivne humane pravetyper til brug med therascreen BRAF Pyro-kittet. DNA-
oprensningen skal udferes i henhold til instruktionerne i kit-hdndbagerne.

Tabel 3. DNA-oprensningskit anbefalet til brug med therascreen BRAF
Pyro-kit

Katalognummer

Provemateriale Isolationskit til nucleinsyre (QIAGEN)
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 54404
Paraffinindlejret veev (50)

EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034

* Folg protokollen for brug med paraffinindstebt veev. EZ1 DNA Tissue-kit skal bruges
sammen med EZ1 Advanced (katalognr. 9001410 eller 9001411) og EZ1 Advanced DNA
Paraffin Section Card (katalognr. 9018298), med EZ1 Advanced XL (katalognr. 9001492)
og EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (katalognr. 9018700) eller med BioRobot®
EZ1 (katalognr. 9000705 — f&s ikke leengere) og EZ1 DNA Paraffin Section Card
(katalognr. 9015862).

|
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Protokol 1: Kerselsopseetning for PyroMark Q24-systemet

Vigtig anvisning for start

B Hvis det er ngdvendigt, kan LOB bekraeftes ved hjeelp af en vildtypeprave,

s& der opnds en hel plade resultater. Yderligere oplysninger f&s i CLSI's
retningslinje EP17-A “Protocol for determination of limits of detection and
limits of quantitation; approved guideline”.

Ting, der skal gores for start

B Hvis BRAF Plug-in'en Report ikke er blevet installeret, skal der oprettes en
analyseopsaetning (se “Bilag A: Opseetning af therascreen BRAF Pyro-

analyser”, side 47). Dette mé& kun gares én gang fer kersel af therascreen

BRAF Pyro-analysen ferste gang. | tilfeelde af ot BRAF Plug-in'en Report er
blevet installeret, er der adgang til preedefinerede analyseopsaetninger

i genvejsbrowseren i PyroMark Q24-softwaren ved at felge stien
“Example Files/PyroMark Setups/BRAF”. BRAF Plug-in'en Report fas ved

henvendelse via e-mail til pyro.plugin@aqgiagen.com.

Procedure
1. Klik pé& O pa veerktgijslinjen.
Der oprettes en ny kerselsfil.

2. Angiv kerselsparametrene (se “Korselsparametre”, side 16).

3. Klarger pladen ved at tilfeje analyser for codon 600 og codon 464-
469 i de brende, der svarer til de prever, som skal analyseres.

Bemaerk: En negativ preve (uden skabelon-DNA) skal medtages i PCR-
opsaetningen af mindst én analyse.

Bemaerk: Medtag en preave med umethyleret kontrol-DNA for hver analyse

i hver enkelt pyrosekventeringskersel (se “Kontroller”, side 6).

4. Nar kerslen er konfigureret og klar til at kere pd PyroMark Q24-
systemet, skal der udskrives en liste over de pdkraevede volumener
enzymblanding, substratblanding og nucleotider samt plade-
opsaetningen. Vzelg “Pre Run Information” (Information fer kersel)
i menuen “Tools” (Funktioner), og klik p& =, nér rapporten vises.

5. Luk kerselsfilen, og kopiér den til en USB-nogle (leveres med
systemet) ved hjzelp af Windows® Stifinder.

Bemaerk: Den udskrevne information fer kersel kan bruges som skabelon

for preveopsaetningen (se “Protokol 3: Immobilisering af PCR-produkter pé

Streptavidin Sepharose High Performance-kugler”, side 20).

therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog 03/2015
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Se “Protokol 5: Kersel af PyroMark Q24-systemet”, side 26, for at kare
pladen pé& PyroMark Q24-systemet.

Korselsparametre

Run name Navnet pd karslen angives, ndr filen gemmes. Hvis

(Kerselsnavn): filen omdebes, aendres navnet p& kerslen ogsa.

Instrument method Velg instrumentmetode ud fra den beholder, der skal

(Instrumentmetode): bruges til karslen. Se instruktionerne til produkterne.

Plate ID (Plade-id): Optional (Valgfrit): Angiv id'et for PyroMark Q24-
pladen.

Bar code (Stregkode):  Optional (Valgfrit): Angiv et stregkodenummer for
pladen. Hvis der er en stregkodelzeser tilsluttet
computeren, kan du ogsé placere markeren i feltet
“Barcode” (Stregkode) ved at klikke i feltet og herefter
scanne stregkoden.

Kit and Reagent ID Optional (Valgfrit): Angiv lotnummeret for det
(Kit og reagens-id): therascreen BRAF Pyro-kit, der skal bruges.
Lotnummeret fremgdr af etiketten p& produktet.

Bemaerk: Vi anbefaler at angive b&de reagens-id
og kit-id, s& eventuelle uventede problemer med
reagenserne kan spores.

Run note Optional (Valgfrit): Angiv en bemaerkning om
(Kerselsbemaerkning):  indholdet af eller formalet med karslen.

Tilfe| analysefiler
En analyse kan fajes til en brend pé en of felgende méader:

M Hojreklik p& brenden, og veelg “Load Assay” (Indlees analyse) i genvejs-
menuen.

B Marker analysen i genvejsbrowseren, klik p& den, og treek den til brenden.

En brend har farve efter den analyse, der er anbragt i brenden.

Angiv preve-id'er og bemarkninger

Der kan angives prave-id'er eller bemaerkninger ved at vaelge den pdgaeldende
celle og indtaste teksten.

Eksisterende prave-id'er eller bemaerkninger kan redigeres ved at markere
cellen (det aktuelle indhold markeres) eller dobbeltklikke pé cellen.

16 therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog 03/2015



Protokol 2: PCR ved hjalp aof de PCR-reagenser,
der medfelger i therascreen BRAF Pyro-kittet

Denne protokol er til PCR-forstaerkning af en region, der indeholder codon 600,
samt en separat PCR-forstaerkning af en region, der indeholder codon 464-
469, ved hjeelp aof therascreen BRAF Pyro-kittet.

Vigtige anvisninger for start

B HotStarTaq® DNA-polymerasen i PyroMark PCR-masterblandingen kraever
et aktiveringstrin p& 15 minutter ved 95 °C.

B Alle reaktionsblandinger skal klargeres i et omrdde, som er adskilt fra det
omrd&de, der bruges til DNA-oprensning, tilfajelse af skabelon-DNA i PCR,
PCR-produktanalyse eller klargering af prever inden
pyrosekvenseringsanalyse.

B Brug engangsspidser med hydrofobiske filtre for at minimere
krydskontaminering.

Ting, der skal gores for start

B Inden rerene med PCR-primere &bnes, skal de centrifugeres kortvarigt,
sd indholdet samles i bunden of rgrene.

B Juster evt. koncentrationen af kontrollen og preve-DNA'et til 0,4-2 ng/ul.

Procedure

1. Opte alle nedvendige reagenser (se tabel 4).
Bland dem godt inden brug.

2. Klarger en reaktionsblanding for hvert PCR-primersat i henhold til
tabel 4.
Reaktionsblandingen indeholder som regel alle de komponenter, der er
nedvendige ved PCR, undtagen praven.

Klarger en sterre maengde reaktionsblanding end den, der er nedvendig
for det samlede antal PCR-analyser, som skal udferes.

therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog 03/2015 17



Tabel 4. Klargering af reaktionsblanding til hver PCR-primerblanding

Komponent Volumen/reaktion (ul)
PyroMark PCR-masterblanding, 2x 12,5
CorallLoad-koncentrat, 10x 2,5
PCR-primer BRAF codon 600

eller 1,0
PCR-primer BRAF codon 464-469

Vand (H,O, medfalger) 4,0
Volumen i alt 20,0

3. Bland reaktionsblandingen grundigt, og dispenser 20 ul i hvert
PCR-ror.

Det er ikke nadvendigt at opbevare PCR-rgrene pé is, da HotStarTag-DNA-
polymerasen er inaktiv ved stuetemperatur.

4. Tilfej 5 ul skabelon-DNA (2-10 ng genomisk DNA) i de enkelte
PCR-ror (se tabel 5), og bland grundigt.
Bemaerk: En negativ kontrolpreve (uden skabelon-DNA) skal medtages
i PCR-opseaetningen af mindst én analyse.

Bemaerk: Medtag en preve med umethyleret kontrol-DNA for hver analyse
i hver enkelt pyrosekventeringskarsel (se “Kontroller”, side 6).

Tabel 5. Klargering af PCR

Komponent Volumen/reaktion (ul)
Reaktionsblanding 20
Prove-DNA 5
Volumen i alt 25

|
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5. Programmér termocykleren i henhold til producentens instruktioner
og de betingelser, der er skitseret i tabel 6.

Tabel 6. Optimeret cyklusprotokol

Kommentarer
Forste 15 minutter 95 °C  HotStarTag-DNA-
aktiveringstrin: polymerasen aktiveres
med dette

opvarmningstrin.

3-trinscyklus:

Denaturering 20 sekunder 95 °C
Athaerdning 30 sekunder 53 °C
Udvidelse 20 sekunder 72 °C
Antal cyklusser 42

Endelig udvidelse: 5 minutter 72 °C

6. Anbring PCR-rerene i termocykleren, og start cyklusprogrammet.

7. Efter forsteerkning skal der fortsaettes med “Protokol 3:
Immobilisering af PCR-produkter pa Streptavidin Sepharose High
Performance-kugler”, side 20.
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Protokol 3: Immobilisering af PCR-produkter pé
Streptavidin Sepharose High Performance-kugler

Denne protokol er til immobilisering af skabelon-DNA pé Streptavidin
Sepharose High Performance-kugler (GE Healthcare) inden analyse pé
PyroMark Q24-systemet.

Ting, der skal geres for start

B Lad de pékraevede reagenser og oplasninger nd stuetemperatur (15-25 °C)
inden start.

Vigtige anvisninger for start

M Rutediagrammet er eendret en smule i forhold til den tidligere version af
therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog (version 1, juli 2011, trin 2).

Procedure
1. Ryst forsigtigt flasken med Streptavidin Sepharose High Performance
fra side til side, til der opnds en homogen oplesning.

2. Klarger en masterblanding til DNA-immobilisering i henhold til
tabel 7. Klarger et 10 % sterre volumen end det, der er nedvendigt
for det samlede antal reaktioner, som skal udfores.

Tabel 7. Masterblanding til DNA-immobilisering

Komponent Volumen/prove (ul)
Streptavidin Sepharose High Performance 1
PyroMark-bindingsbuffer 40

Vand (H,O, medfalger) 29
Volumen i alt 70

Bemaerk: Denne protokol geelder for Streptavidin Sepharose High
Performance med lotnummer 10057037 eller hgjere. Hvis der bruges
Streptavidin Sepharose High Performance-kugler med et lotnummer, der
er lavere end 10057037, skal antallet af kugler pr. preve eges til 2 ul,
mens vandmaengden reduceres tilsvarende.

3. Tilseet 70 ul masterblanding i brendene pd en PCR-plade eller strip
med 24 bronde, som dette er defineret under karselsopsatningen
(se “Protokol 1: Kerselsopsaetning for PyroMark Q24-systemet”,
side 15).
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4. Tilsaet 10 ul biotinyleret PCR-produkt fra protokol 2 i hver brend med
masterblanding, som dette er defineret under korselsopssetningen

(se “Protokol 1: Kerselsopsaetning for PyroMark Q24-systemet”,
side 15).

Bemeerk: Det samlede volumen pr. brend skal veere 80 ul efter tilssetning
af masterblanding og PCR-produkt.
5. Forsegl PCR-pladen (eller strips) med strip-haetter.
Bemaerk: Kontrollér, at der ikke er risiko for laekage mellem brandene.
6. Ryst PCR-pladen ved stuetemperatur (15-25 °C) i 5-10 minutter ved
1.400 o/min.

Bemaerk: Under dette trin skal PyroMark Q24-vakuumarbejdsstationen
klargares til preveforberedelse som beskrevet i PyroMark Q24-
brugervejledningen (PyroMark Q24 User Manual).

7. Fortseet straks til “Protokol 4: Klargering af prever inden
pyrosekventeringsanalyse pad PyroMark Q24”, side 22.
Bemaerk: Sepharose-kugler sedimenterer hurtigt. Opfangning aof kuglerne
skal ske umiddelbart efter omrystning.

Hvis der er géet mere end 1 minut, siden pladen (eller strips) blev rystet,
rystes igen i 1 minut, fer kuglerne opfanges.
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Protokol 4: Klargering af prever inden pyrosekventerings-
analyse pa PyroMark Q24

Denne protokol er til klargering af enkeltstrenget DNA og athaerdning af
sekvenseringsprimeren til skabelonen inden pyrosekventeringsanalyse pé
PyroMark Q24.

Vigtige anvisninger for start

B Inden rgrene med sekventeringsprimere &bnes, skal de centrifugeres
kortvarigt, s& indholdet samles i bunden af rarene.

B De 2 forskellige sekventeringsprimere skal tilseettes i det manster, der
er defineret for pladen under karselsopsaetningen (se “Protokol 1:
Karselsopsaetning for PyroMark Q24-systemet”, side 15), athaengigt af
analyseregionen (codon 600 eller codon 464-469).

M Rutediagrammet er eendret en smule i forhold til den tidligere version af
therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog (version 1, juli 2011, trin 18).
Undgé at afkorte nedkelingstiden efter opvarmning af preverne til 80 °C.

M Udfer funktionstesten for filterproberne som beskrevet i PyroMark Q24-
brugervejledningen (PyroMark Q24 User Manual) med regelmaessige
mellemrum, og udskift filterproberne, nér det er pékraevet.

Ting, der skal geres for start

B Anbring én PyroMark Q24-pladeholder p& en forvarmet varmeblok ved

80 °C til brug i trin 17. Lad en anden PyroMark Q24-pladeholder std ved
stuetemperatur (15-25 °C) til brug i trin 18.

B PyroMark-vaskebufferen leveres som 10x-koncentrat. Inden den bruges
for ferste gang, skal den fortyndes til Tx-arbejdsoplesning ved at tilsaette
225 ml rektificeret vand i 25 ml 10x PyroMark-vaskebuffer (endeligt
volumen p& 250 ml).

Bemaerk: 1x PyroMark-vaskebufferoplasningen er stabil ved 2-8 °C indtil
den anferte udlgbsdato.

Procedure

1. Fortynd en tilstreekkelig maengde sekventeringsprimer,
sekventeringsprimer BRAF 600 eller sekventeringsprimer BRAF
464-469, i PyroMark-afhserdningsbuffer som vist i tabel 8.

Klarger et starre volumen fortyndet sekventeringsprimer end det, der skal
bruges til det samlede antal prever, som skal sekventeres (antallet af
prever + én ekstra).

Fortynd og gem ikke mere sekventeringsprimer.
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Tabel 8. Eksempel pé fortynding af sekventeringsprimere

Volumen til
9 + 1 reaktioner
Komponent Volumen/prove (ul) (71)]

Sekventeringsprimer

BRAF codon 600

eller 0,8 8
Sekventeringsprimer

BRAF codon 464-469

PyroMark-
afhaerdningsbuffer

Volumen i alt 25 250

24,2 242

2. Tilsaet 25 pl fortyndet sekventeringsprimer i hver brond pé PyroMark
Q24-pladen i henhold til kerselsopsatningen (se “Protokol 1:
Korselsopsatning for PyroMark Q24-systemet”, side 15).

Bemeerk: Lad én af PyroMark Q24-pladeholderne (leveres med PyroMark
Q24-vakuumarbejdsstationen) vaere ved stuetemperatur (15-25 °C), og
brug den som underlag under klargering og flytning af pladen.

3. Anbring PCR-pladen (eller strips) fra protokol 3 og PyroMark Q24-
pladen pé arbejdsbordet (figur 3).
Inspicer PCR-pladen, og kontrollér, at der er Sepharose-kugler
i opl@sningen.

Bemaerk: Kontroller, at pladen vender samme vej, som da preverne
blev isat.
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Figur 3. Placering af PCR-plade (eller strips) og PyroMark Q24-plade pé& vakuum-
arbejdsstationen.

4. Seet vakuum pa vaerkigjet ved at taeende for vakuum.

5. Saenk forsigtigt filterproberne pa vakuumveerktojet ned i PCR-pladen
(eller strips) for at opfange kuglerne, der indeholder immobiliseret
skabelon. Hold proberne pa plads i 15 sekunder. Veer forsigtig, nar
vakuumveerkigjet samles op.

Bemeerk: Sepharose-kugler sedimenterer hurtigt. Hvis der er géet mere
end 1 minut, siden pladen (eller strips) blev rystet, rystes igen i 1 minut,
far kuglerne opfanges.

Inspicer PCR-pladen for fuldsteendig optagelse aof alle praver of
vakuumveerkgiet.

6. Overfor vakuumveerkigojet til beholderen med 40 ml 70 % ethanol
(figur 3). Skyl filterproberne i 5 sekunder.

7. Overfor vakuumvaerktoijet til beholderen med 40 mli
denatureringsoplesning (figur 3). Skyl filterproberne i 5 sekunder.

8. Overfor vakuumveerkigijet til beholderen med 50 ml vaskebuffer
(figur 3). Skyl filterproberne i 10 sekunder.

9. Left vakuumveerktojet op og tilbage over 90° lodret i 5 sekunder for
at dreene vaesken fra filterproberne (figur 4).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Figur 4. lllustration af vakuumvezerkigijet loftet til over 90° lodret.

Hold vakuumveerktgjet over PyroMark Q24-pladen, og sluk for
vakuumkontakten pé veerkigjet (Off).

Frigor kuglerne i PyroMark Q24-pladen ved at sanke filterproberne
ned i den fortyndede sekventeringsprimer og bevaege veerkigjet
forsigtigt fra side til side.

Bemaerk: Pas péd ikke at beskadige overfladen pd PyroMark Q24-pladen
ved at ridse den med filterproberne.

Overfor vakuumveerktoijet til beholderen med rektificeret vand
(figur 3), og ryst det i 10 sekunder.

Vask filterproberne ved at seenke proberne ned i rektificeret vand
(figur 3) og saette vakuum pa. Skyl filterproberne med 70 mli
rektificeret vand.

Loft vakuumveerktgjet op og tilbage over 90° lodret i 5 sekunder for
at dreene vaesken fra filterproberne (figur 4).

Luk vakuumkontakten pé& vakuumvezerktgojet (Off), og saet veerktojet
i parkeringsstilling (P).
Sluk for vakuumpumpen.

Bemaerk: Nér arbejdsdagen er slut, skal flydende affald og eventuelle
resterende oplasninger kasseres, og PyroMark Q24 -vakuumarbejds-
stationen skal kontrolleres for stav og spild. Se bilag B, side 50).

Opvarm PyroMark Q24-pladen med proverne ved 80 °C i 2 minutter
ved hjeelp aof den foropvarmede PyroMark Q24-pladeholder.

Fiern PyroMark Q24-pladen fra den varme pladeholder, og anbring
den pd den anden PyroMark Q24-pladeholder, som blev opbevaret
ved stuetemperatur (15-25 °C), for at lade preverne kole af til
stuetemperatur i 10-15 minutter.

Fortsaet med “Protokol 5: Kersel af PyroMark Q24-systemet”,
side 26.

therascreen BRAF Pyro-kit — Handbog 03/2015 25



Protokol 5: Kersel af PyroMark Q24-systemet

Denne protokol beskriver klargaring og issetning af PyroMark Gold Q24-
reagenser i PyroMark Q24-beholderen samt start og afslutning af en karsel
p& PyroMark Q24. Detaljerede oplysninger om opsaetning af en kersel findes
i PyroMark Q24-brugervejledningen (PyroMark Q24 User Manual).

Vigtig anvisning for start

M Rapporten “Pre Run Information” (Information fer kersel), der findes
i menuen “Tools” (Funktioner) (se “Protokol 1: Karselsopsaetning for
PyroMark Q24-systemet”, side 15), indeholder information om den
maengde nucleotider, enzym og substratbuffer, som er ngdvendig il
en bestemt kersel.

Ting, der skal gores for start

B Teend for PyroMark Q24. Teend/sluk-knappen er placeret bag pé
instrumentet.

Procedure

1. Oples hver aof de frysetorrede enzym- og substratblandinger i 620 pul
vand hver (H,O, medfelger).

2. Bland ved at slynge hzetteglasset forsigtigt rundt.
Bemeerk: Md ikke vortexes!

Bemaerk: For at sikre, at blandingen er helt oplest, skal den sté& ved stue-
temperatur (15-25 °C) i 5-10 minutter. Serg for, at oplasningen ikke er
uklar, fer PyroMark Q24-beholderen fyldes op. Hvis reagenserne ikke skal
bruges med det samme, skal reagenshaetteglassene laegges pé ist eller
seettes i kaleskab.

3. Lad reagenserne og PyroMark Q24-beholderen né stuetemperatur
(20-25 °C).

4. Anbring PyroMark Q24-beholderen, sé etiketten vender ind mod
dig.

5. lIseet PyroMark Q24-beholderen med de korrekte mangder
nucleotider samt enzym- og substratblandinger som vist i figur 5.
Serg for, at der ikke overferes nogen luftbobler fra pipetten til beholderen.

¥ Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller,
ndr der arbejdes med kemikalier. Der findes mere information i de tilherende
sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS'er), som kan f&s hos produktets leverander.
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{
Etiket

Figur 5. lllustration af PyroMark Q24-beholderen set oppefra. Forklaringerne svarer
til etiketten p& reagenshaetteglassene. Tilfej enzymblanding (E), substratblanding (S) og
nucleotider (A, T, C, G) i overensstemmelse med den volumeninformation, der er oplyst

i rapporten “Pre Run Information” (Information fer kersel), som findes i menuen “Tools”
(Funktioner) ved kerselsopsaetningen.

6. Abn beholderdbningen, og iseet den fyldte reagensbeholder.
Etiketten skal vende udad. Skub beholderen helt ind, og tryk den
derefter nedad.

7. Kontrollér, at linjen er synlig foran beholderen, og luk lagen.
8. Abn pladeholderrammen, og szt pladen pé& varmeblokken.
9. Luk den ramme, der holder pladen, og instrumentets lag.

10. Saet USB-ngglen (med kerselsfilen) i USB-porten pé instrumentets
forside.

Bemaerk: Tag ikke USB-ngglen ud, for kerslen er afsluttet.

11. Velg “Run” (Ker) i hovedmenuen (ved hjxlp af skeermknapperne «
og v ), og tryk pa “OK”".

12. Veelg kerselsfilen ved hjzlp af skeermknapperne « og ~.

Bemeerk: For at se indholdet af en mappe markeres mappen, og der
trykkes p& “Select” (Veelg). For at vende tilbage til det foreg&ende billede
trykkes p& “Back” (Tilbage).

13. Nar kerselsfilen er valgt, trykkes pa “Select” (Veelg) for at starte
korslen.

14. Nér kerslen er afsluttet, og instrumentet bekrzefter, at kerselsfilen
er gemt pd USB-ngglen, trykkes pé& “Close” (Luk).

15. Fjern USB-ngglen.

16. Abn instrumentléget.

17. Abn beholder&bningen, og tag reagensbeholderen ud ved at lafte
den op og treekke den ud.

18. Luk lemmen.

19. Abn den ramme, der holder pladen, og tag pladen ud fra
varmeblokken.

20. Luk den ramme, der holder pladen, og instrumentets lég.
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21. Kassér pladen, og rengoer beholderen i henhold til instruktionerne
i produktarket til beholderen.

22. Analysér kerslen i henhold til “Protokol 6: Analyse af en PyroMark
Q24-korsel”, side 29.
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Protokol 6: Analyse af en PyroMark Q24-korsel

Denne protokol beskriver mutationsanalyse for en afsluttet BRAF-karsel ved
hjeelp aof PyroMark Q24-software.

Procedure

1. Seet USB-noglen med den behandlede kerselsfil i USB-porten pd
computeren.

2. Flyt korselsfilen fra USB-neglen til den enskede placering pé
computeren ved hjxlp af Windows Stifinder.

3. Abn kerselsfilen i AQ-tilstand i PyroMark Q24-softwaren ved enten
at vaelge “Open” (Abn) i menuen “File” (Filer) eller dobbeltklikke pé&
filen (9) i genvejsbrowseren.

4. Der findes 2 metoder til analyse af kerslen. Hvis BRAF Plug-in'en
Report bruges, skal du ga til trin 5. Hvis den integrerede AQ-analyse
i PyroMark Q24-systemet bruges, skal du ga til trin 6.

Bemeerk: Vi anbefaler pd det kraftigste, at man bruger BRAF Plug-in'en
Report til fortolkning af resultaterne. BRAF Plug-in'en Report fés ved
henvendelse via e-mail til pyro.plugin@giagen.com. Denne rapport sikrer,
at de respektive LOD-veerdier (tabel 9) og forskellige “Sequences to
Analyze” (Sekvenser, der skal analyseres) bruges til automatisk at pévise
alle mutationer.

Bemeerk: De komplekse mutationer i BRAF codon 600 og 469 kan ikke
analyseres ved hjelp af AQ-analysen i PyroMark Q24-softwaren. Det
anbefales at bruge BRAF Plug-in'en Report til analyse af komplekse
codon 600- og 469-mutationer.

Bemaerk: Nogle af de relevante mutationer i codon 600 samt mutationerne
i G469A og G469S kan muligvis ikke adskilles preecist ved mutations-
niveauer under 10 %.

5. Sé&dan bruges BRAF Plug-in'en Report:

Valg “AQ Add On Reports/BRAF” (AQ-tilfajelsesrapporter/BRAF) i
menuen “Reports” (Rapporter) for at oprette en rapport (se figur 6).
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Figur 6. Menuen for BRAF Plug-in'en Report.

Brendene analyseres automatisk for samtlige mutationer, hvor der er an-
givet en LOD i tabel 9. Resultaterne praesenteres i en oversigtstabel (figur 7)
efterfulgt of de detaljerede resultater, som inkluderer pyrogrammer og
analysekvalitet.

Summary
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A2 | Codin G4 K 110652 Potential bow level mutation | 4.8 1 798 T=A ViEMIE 1h
Al sz 50} K151 M lation dotoctad
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Kl M 164 1798 |POGT=AN  [VEOOK
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1
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290 LA06G>T JCGS

4 Condons 264 b 465 K1 10654 Mo nvatation detocted
L] Coddons 464 1o 468 I 1T Mo istion detected
i 464 bo 468 |K1 10282 Mutation Fis 13%1GeA (i E

Iy See detailed resulis below.

MNOTE: The result miust be validaigd by companng the observed peaks with the expectad peak Berghin displaved as grey bars, Foe Further infoemansan
abast data evalustion and resall mlerpretation please refer 1o the handbook

Figur 7. BRAF Plug-in'en Report.

6. Sdadan bruges AQ-analysen:
Klik pé& en af analyseknapperne for at analysere korslen og fé et
overblik over resultaterne.

m Analysér alle brende.
m Analysér den markerede brend.

Analyseresultaterne (allelefrekvenser) og kvalitetsvurderingen vises over den
variable position i Pyrogram®-sporingen. Yderligere oplysninger om analyse
af en karsel findes i PyroMark Q24-brugervejledningen (PyroMark Q24
User Manual).
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7. Velg “AQ Full Report” (Fuld AQ-rapport) eller “AQ Analysis Results”
(AQ-analyseresultater) i menuen “Reports” (Rapporter) for at oprette
en rapport.

Bemeerk: For at opnd pdlidelige resultater anbefaler vi enkelte spidshajder
p& over 30 RLU. “Required peak height for passed quality” (P&kraevet
spidshajde til godkendt kvalitet) skal indstilles til 30 RLU under analyse-
opsaetningen (se bilag A og PyroMark Q24-brugervejledningen [PyroMark
Q24 User Manual]).

Bemeerk: Brug rapporten AQ Analysis results (AQ-analyseresultater) til
dokumentation og fortolkning af allelekvantificering. De viste antal i
pyrogrammet er afrundede og viser ikke den ngjagtige kvantificering.

Bemeerk: Pyrogrammet skal altid sammenlignes med histogrammet, som
kan vises ved at hgjreklikke i pyrogramvinduet. De malte spidser skal svare
til hgjden af sgjlerne i histogrammet.

Ny analyse af prever uden registrering af mutationen GTG > GAG
eller med kvalitetsvurderingen “Check” (Kontrollér) eller “Failed”
(Ikke godkendt)

Den hyppigste mutation i BRAF er GTG = GAG ved nucleotid 1799 (anden
base i codon 600). Standardindstillingen for “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres), der er defineret i analyseopsaetningen,
fokuserer derfor p& denne mutation (se “Bilag A: Opsaetning af therascreen

BRAF Pyro-analyser”, side 47).

Vi anbefaler p& det kraftigste, at alle praver, hvor der ikke blev p&vist
mutationer med standardindstillingen for “Sequence to Analyze” (Sekvens,
der skal analyseres), samt prever, hvor kvalitetsvurderingen endte med
“Check” (Kontrollér) eller “Failed” (Ikke godkendt), eller som viser spidser,
der ikke svarer til hajden af s@jlerne i histogrammet, analyseres igen.
Kvalitetsvurderingerne “Check” (Kontrollér) og “Failed” (Ikke godkendt) kan
indikere en mutation, som der ikke fokuseres p& med standardindstillingen
for “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres), hvilket resulterer
i afvigelser af spidshajder.

Analysen kan gentages for mutationer ved nucleotid 1798 eller 1799 for
codon 600 ved at g til “Analysis Setup” (Analyseopsaetning) og eendre
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) til en af de andre
inderstillinger for “Sequence to Analyze”, der er angivet i “Bilag A:
Opseetning af therascreen BRAF Pyro-analyser”, side 47. Klik p& “Apply”

(Anvend), og klik derefter p& “To All” (P& alle), nér vinduet “Apply Analysis
Setup” (Anvend analyseopsaetning) vises.

Opdaterede hyppigheder for mutationer i det humane BRAF-gen i
codon 600 og codon 464-469 er gjort tilgeengelige online af Sanger
Institute p& www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
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Bemeerk: Kontrollér, at teerskelveerdien for enkelt spidshajde er indstillet
til 30 RLU efter aendring af “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal
analyseres).

Bemaerk: Der kan veaere yderligere sjseldne eller uventede mutationer i den
sekventerede region og disse kan analyseres ved hjeelp af den alternative
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) med hensyntagen ftil
uventede mutationer.

Bemaerk: Hvis de mélte spidser ikke svarer til hajden af sgjlerne i histo-
grammet, og dette ikke kan forklares med sjeeldne eller uventede
mutationer, anbefales det at kere praven igen.

Fortolkning af resultater

Fortolkning af analyseresultater og pavisning af lavniveau-
mutationer

Det anbefales p& det kraftigste, at medtage umethyleret kontrol-DNA i hver
enkelt karsel til sammenligning og kontrol af baggrundsniveauer. Den maélte
hyppighed for kontrolpraven skal veere lavere end eller lig med tomgraensen

(LOB).

Alle prever skal undersgges for sd vidt angér pavisningsgraensen (LOD, tabel 9)
og fortolkes som falger.

B Mutationshyppighed < LOD: Ingen mutation pdvist

B Mutationshyppighed =LOD og <LOD + 3 procentenheder: Potentiel
lavniveau-mutation

Bemeerk: Hvis BRAF Plug-in'en Report anvendes (se trin 5 i “Protokol 5:
Kersel af PyroMark Q24-systemet”, side 26), og dette sker, vises der en
advarsel.

Prever med en rapporteret potentiel lavniveau-mutation mé kun betragtes
som positive for mutationen, hvis de kan bekraeftes ved at gentage karslen
i duplikeret form sammen med en preve med umethyleret kontrol-DNA.
Resultatet af begge duplikater skal veere =LOD og forskelligt fra kontrol-
preven. | modsat fald skal preven vurderes som “Ingen mutation pdvist”.

B Mutationshyppighed >LOD + 3 procentenheder: Mutation
Hvis BRAF Plug-in'en Report anvendes, geres dette automatisk.

Bemeerk: Det anbefales, at bruge BRAF Plug-in'en Report til fortolkning af
resultaterne. Med henblik p& en neermere undersegelse af prever med en
rapporteret, potentiel lavniveau-mutation, anbefaler vi, at praven yderligere
analyseres manuelt i applikationens software (f.eks. for at sammenligne med
kontrolprevens mutationshyppighed).
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Bemaerk: Nogle af de relevante mutationer i codon 600 samt mutationerne
i G469A og G469S kan muligvis ikke adskilles preecist ved mutationsniveauer
under 10 %.

Bemeerk: En malt hyppighed over LOB i kontrolpraven antyder et hojere
baggrundsniveau end normalt i den pdgeeldende kersel, hvilket kan pévirke
allelekvantificeringen iseer i tilfeelde af lave mutationsniveauer. | dette tilfaelde
mé& de mélte hyppigheder i omrédet fra LOD (tabel 9) til LOD + 3 procent-
enheder ikke anvendes som grundlag for vurderingen af mutationsstatus.
Det anbefales at kare praver med en potentiel lavniveau-mutation igen.

Bemaerk: Beslutninger om behandling af cancerpatienter mé aldrig baseres
udelukkende p& BRAF-mutationsstatus.

|
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Tabel 9. Fastlagt LOB og LOD for specifikke mutationer

LOB LOD
Nukleinsyre- Aminosyre- (procent- (procent- COSMIC-
substitution substitution enheder) enheder) id* (V46)
Codon 600 (GTG) som analyseret bagfra (CAC)
1799T>A V600E 0,4 2,4 476
17997>G V600G 0,1 2,1 (5)f 6137
17997>C V600A 0,2 2,2 (7)1 18443
1798G>A V600M 0,4 2,4 1130
1799 1800TG>AA  V600Ecomplex 0,4 2,4 475
1799 1800TG>AT V600D 2,3 4,3 477
1798 1799GT>AA V600K 0,1 2,1 473
1798 1799GT>AG  V600R 0,2 2,2 474
Codon 469 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1406G>A G469E 1,1 3,1 461
1406G>C G469A 1,2 3,8 460
1406G>T G469V 1,1 3,1 459
1405 1406GG>TC G469S 1,5 3,5 458
Codon 466 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1397G>A G466E 4,1 8,6 453
1397G>T G466V 1,3 50 451
Codon 464 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1391G>A G464E 1,3 3,4 449
1391G>T G464V 0,3 2,3 450

* Fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, der er tilgaengeligt online p& Sanger
Institutes websted p& www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

' Laveste mutationsniveau i en preve, der resulterer i en mélt hyppighed >LOD.
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Repreesentative resultater

Figur 8-10 viser repraesentative pyrogramresultater.
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Figur 8. Pyrogramsporing opnéet efter analyse af en preve med vildtype genotype i
codon 600 med “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) CWCTGTAGC.
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Figur 9. Pyrogramsporing opnéet efter analyse af en preve med vildtype genotype
i codon 464-469 med “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres)
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA.
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Figur 10. Pyrogramsporing opndet efter analyse af en preve med en GTG > GAG
(V600E)-mutation i base 2 i codon 600 (nucleotid 1799, angivet med en pil), hvor
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) er CWCTGTAGC.
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Fejlfindingsvejledning

Denne fejlfindingsvejledning kan veere nyttig til at afthjeelpe eventuelle problemer.
For yderligere information henvises ogsa til siden “Frequently Asked Questions”
(Hyppigt stillede spargsmal) hos vores Technical Support Center:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover svarer personalet fra QIAGENs
tekniske service gerne pd spergsmal vedrerende enten informationen og
protokollerne i denne h&ndbog eller prave- og analyseteknologier (kontakt-
information: se bagsiden, eller beseg www.qgiagen.com).

Bemaerk: Se PyroMark Q24-brugervejledningen (PyroMark Q24 User Manual)
for at f& generel fejlfindingsvejldning for instrumentet.

Kommentarer og forslag

Der er signaler i kontrollen uden skabelon-DNA (negativ kontrol)

a) Krydstale mellem Signalet fra én brend blev pévist i en brend ved
brande siden af. Undgé at placere prever med haje
signalintensiteter teet pd kontrolbrende uden
skabelon-DNA.

b) PCR-kontaminering Brug sterile pipettespidser med filtre. Materialer
som praver, kontroller og amplikoner skal
opbevares og ekstraheres separat fra PCR-
reagenserne.

Der blev pavist en dérlig eller uventet sekvens

a) Genomisk DNA af Genomisk DNA af lav kvalitet kan f& PCR til at
lav kvalitet mislykkes. Analysér PCR-praverne ved hjeelp af
en elektroforeseteknik (f.eks. QlAxcel® Advanced
System eller agarose-gel-elekiroforese).

|
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Kommentarer og forslag

Resultatet var “Check” (Kontrollér) eller “Failed” (lkke godkendt)

a) Lav spidshgjde Handteringsfejl under PCR-opsaetningen eller
proveforberedelsen inden pyrosekventering kan
resultere i lave spidser.

Det er vigtigt, at preverne optages helt of
vakuumveerktgijet. Serg for, at vakuumveerkigjet
senkes langsomt i preverne, og at geometrien
for den PCR-plade eller strips, der anvendes til
immobilisering, ger det muligt at optage
praverne helt.

Udfer funktionstesten for filterproberne som
beskrevet i PyroMark Q24-brugervejledningen
(PyroMark Q24 User Manual) med regelmaessige
mellemrum, og udskift filterproberne, ndr det er
pékraevet.

| tilfeelde af en “Check”-advarsel skal pyro-
grammet omhyggeligt sammenlignes med
histogrammet, som kan vises ved at hgjreklikke i
pyrogramvinduet. Hvis de malte spidser svarer il
hejden pd sajlerne i histogrammet, er resultatet
gyldigt. | modsat fald anbefales det at kere
preven igen.

b) Mutation ikke defineret Juster den sekvens, der skal analyseres, i

i “Sequence to analyseopsaetningen (se “Bilag A: Opseetning aof
Analyze” (Sekvens, der  therascreen BRAF Pyro-analyser”, side 47), og
skal analyseres): analysér karslen igen.

c) Uventet, sjeelden Hvis kvalitetsvurderingen ender med “Check”
mutation (Kontrollér) eller “Failed” (Ikke godkendt), kan

det skyldes et uventet spidsmanster. Dette kan
indikere en uventet mutation, der ikke analyseres
med den angivne “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres). S&danne prover
bar analyseres manuelt ved hjzelp af den
alternative “Sequence to Analyze” (Sekvens, der
skal analyseres) med hensyntagen til uventede
mutationer.
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Kommentarer og forslag

d) Advarsel om store Pyrogrammet skal omhyggeligt sammenlignes
afvigelser af med histogrammet, som kan vises ved at
spidshajder ved hojreklikke i pyrogramvinduet. | tilfeelde af at de
dispensering malte spidser ikke svarer til hajden of sajlerne i

histogrammet, og dette ikke kan forklares med
sjeeldne mutationer, anbefales det at kare proven
igen.

e) Advarslen “High peak  Pyrogrammet skal omhyggeligt sammenlignes

height deviation” med histogrammet, som kan vises ved at
(Store afvigelser af hojreklikke i pyrogramvinduet. Hvis baggrunds-
spidshajder) for stajen ved dispensering Té er under det
dispensering 6 med forventede niveau, og de malte spidser svarer il
codon 600-analysen hejden pd sajlerne i histogrammet, kan der ses
og “Sequence to bort fra advarslen og kvalitetsvurderingen
Analyze” (Sekvens, “Check” (Kontrollér) eller “Failed” (Ikke
der skal analyseres) godkendt).
CAYCTGTAGC

f) Advarslen “High peak  Pyrogrammet skal omhyggeligt sammenlignes
height deviation” med histogrammet, som kan vises ved at
(Store afvigelser af hajreklikke i pyrogramvinduet. Hvis baggrunds-
spidshgjder) for stajen ved dispensering G3 eller T4 er under det
dispensering 3 eller 4  forventede niveau, og de maélte spidser svarer il
med codon 600- hejden pd sajlerne i histogrammet, kan der ses
analysen og “Sequence bort fra advarslen og kvalitetsvurderingen
to Analyze” (Sekvens, “Check” (Kontrollér) eller “Failed” (Ikke
der skal analyseres) godkendt).
CVCTGTAGC

g) Advarslen “The | tilfeelde af at de méalte spidser svarer til hgjden
sequence contains less  pd sejlerne i histogrammet, kan der ses bort
reference peaks than fra advarslen og kvalitetsvurderingen “Check”
required” (Sekvensen (Kontrollér).

indeholder feerre
referencespidser end
nedvendigt) vises

i analysen af

codon 600, hvor
“Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal

analyseres) er
CVCTGTAGC
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Kommentarer og forslag

Hegj baggrund

a) Nucleotider opbevaret
forkert

b) Kort aftkalingstid for
praver forud for
pyrosekventerings-
analyse

c) Kontaminering af

beholder

Der er ingen signaler i de
DNA)

a) Utilstreekkelig enzym-
eller substratblanding i
alle brende

b) Reagenser opbevaret
eller fortyndet forkert

c) Mislykket PCR eller
preveklargering

Kvalitetskontrol

Nucleotider skal opbevares ved 2-8 °C.
Opbevaring ved -15 °C til -25 °C kan give
anledning til en foregelse af baggrunden.

Lad preverne st& p& en PyroMark Q24-
pladeholder ved stuetemperatur i 10-
15 minutter. Undgé at afkorte nedkalingstiden.

Serg for at gere beholderen grundigt ren som
beskrevet i produktarket. Opbevar beholderen
beskyttet mod lys og stev.

positive kontroller (umethyleret kontrol-

PyroMark Q24-beholderen skal fyldes i henhold
til “Pre Run Information” (Information fer kersel)
i menuen “Tools” (Funktioner).

Klarger therascreen-reagenserne i overens-
stemmelse med instruktionerne i “Protokol 5:
Karsel af PyroMark Q24-systemet”, side 26.

Handteringsfejl under PCR-opsaetningen,
programmering af PCR-cyklusanordningen eller
preveforberedelsen inden pyrosekventerings-
analyse kan resultere i manglende signal. Udfer
funktionstesten for filterproberne som beskrevet

i PyroMark Q24-brugervejledningen (PyroMark
Q24 User Manual), og udskift filterproberne, nér
det er pdkraevet. Gentag PCR og
pyrosekventeringsanalysen.

| overensstemmelse med QIAGENSs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem
testes hvert lot af therascreen BRAF Pyro-kittet efter fastlagte specifikationer
for at sikre en ensartet produktkvalitet.
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Begreensninger

De fremkomne diagnostiske resultater skal fortolkes i forbindelse med andre
kliniske fund eller laboratoriefund.

Det er brugerens ansvar at kontrollere systemets egnethed til eventuelle
procedurer, der udferes i laboratoriet og ikke er omfattet af QIAGENSs
ydelsesundersggelser.

Brugsegenskaber

Tomgreaense og pdavisningsgraense

Tomgreensen (LOB) og pévisningsgraensen (LOD) er fastlagt for en raekke
mutationer ved hjeelp of blandinger af plasmider (tabel 10). LOB og LOD er
fastlagt i henhold til anbefalingerne i CLSI's (Clinical and Laboratory Standards
Institute) retningslinje EP17-A “Protocol for determination of limits of detection
and limits of quantitation; approved guideline”. a- og B-fejl (hhv. falsk-positiv-
og falsk-negativ-fejl) blev indstillet til 5 %. LOB-veerdierne repraesenterer

den madlte hyppighed, der opnds med en vildtypepreve. LOD-veerdierne
repraesenterer det laveste signal (malt hyppighed), der kan betragtes som
positivt for den pdgaeldende mutation.

Mutationerne (GTG - GGG) og (GTG > GCG) i codon 600 og (GGA >
GAA) i codon 464

For disse mutationer var de tomme malinger konstant teet p& O procentenheder
(n=72), hvilket resulterede i en ikke-gaussiansk fordeling, eller mélingerne af
prever med lave mutationsniveauer havde en ikke-gaussiansk fordeling. LOD
blev derfor fastlagt ved hjeelp af en anden metode i henhold til anbefalingerne

i CLSI's retningslinje EP17-A. Det laveste signal, der indikerer tilstedeveerelsen af
en mutation (LOD) i disse positioner, blev angivet til 2 procentenheder over det
respektive baseline-niveau som defineret af 95-percentilen for tomme mélinger.
Under analyse af en preve med et mutationsniveau, der er oplyst i kantede
parenteser i tabel 10, gav 95 % af resultaterne (n=72) et signal, der kan
betragtes som positivt (>LOD).
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Tabel 10. Fastlagt LOB og LOD for specifikke mutationer

LOB LOD
Nukleinsyre- Aminosyre- (procent- (procent- COSMIC-
substitution substitution enheder) enheder) id* (V46)
Codon 600 (GTG) som analyseret bagfra (CAC)
1799T>A V600E 0,4 2,4 476
17997>G V600G 0,1 2,1 (5)" 6137
17997>C V600A 0,2 2,2 (7)1 18443
1798G>A V600M 0,4 2,4 1130
1799 1800TG>AA  V600Ecomplex 0,4 2,4 475
1799 1800TG>AT V600D 2,3 4,3 477
1798 1799GT>AA V600K 0,1 2,1 473
1798 1799GT>AG  V600R 0,2 2,2 474
Codon 469 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1406G>A G469E 1,1 3,1 461
1406G>C G469A 1,2 3,8 460
1406G>T G469V 1,1 3,1 459
1405 1406GG>TC G469S 1,5 3,5 458
Codon 466 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1397G>A G466E 4,1 8,6 453
1397G>T G466V 1,3 50 451
Codon 464 (GGA) som analyseret bagfra (TCC)
1391G>A G464E 1,3 3,4 449
1391G>T G464V 0,3 2,3 450

* Fra Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, der er tilgeengeligt online p& Sanger
Institutes websted p& www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

t Laveste mutationsniveau i en preve, der resulterer i en malt hyppighed >LOD.

Bemaerk: Disse veerdier er baseret pé kersler, hvor blandinger af plasmider,
der baerer vildtype- eller den respektive mutantsekvens, blev brugt som
skabelon til PCR-amplifikation.

Bemazerk: Det anbefales, at metodens egnethed bekrzeftes i laboratoriet.
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Linearitet

Lineariteten blev bestemt ved hjeelp af blandinger af plasmider, der indeholdt
vildtype- eller mutantsekvensen for mutationen V600OE (GTG > GAG) i
codon 600 i BRAF-genet. Disse plasmider blev blandet i forhold, der gav fire
mutationsniveauer (5, 10, 30 og 50 %). Hver af blandingerne blev analyseret
med tre forskellige lot af therascreen BRAF Pyro-kittet i tre pyrosekventerings-
kersler hver med tre replikater.

Resultaterne (n=9 for hvert mutationsniveau) blev analyseret i henhold til CLSI's
retningslinje EP6-A “Evaluation of the linearity of quantitative measurement
procedures: a statistical approach; approved guideline” ved hjeelp af
Analyse-it®-software v2.21 og vises i figur 11 for mutationen V600E

(GTG = GAG) i codon 600.

Resultaterne var linesere inden for en tilladt nonlinearitet pd 5 procentenheder
over analyseomrédet for mutationsniveauet fra 5 til 50 %.

Figur 11.
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Linearitet for mutationen V600E (GTG > GAG) i codon 600.

Praecision

Data for preecision ger det muligt at bestemme analysernes samlede variabi-
litet, og blev opndet pé tre forskellige niveauer ved at analysere ovennaevnte
plasmidblandinger hver med tre replikater.

Repeterbarhed (variabilitet inden for samme analyse og mellem batches) blev
beregnet pd basis af data til bestemmelse af linearitet (tre karsler p& samme
dag med forskellige lot af therascreen BRAF Pyro-kit). Laboratoriengjagtighed
(variabilitet inden for samme laboratorium) blev bestemt i tre karsler p& ét
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laboratorium pa tre forskellige dage med forskellige operatarer, PyroMark
Q24-systemer og lot af therascreen BRAF Pyro-kit. Reproducerbarhed
(variabilitet mellem laboratorier) blev beregnet ud fra to kersler henholdsvis
pd& et internt og et ekstern laboratorium og ved hjelp af forskellige lot af
therascreen BRAF Pyro-kit.

Den estimerede praecision udtrykkes som standardafvigelse i forhold til de
malte mutationshyppigheder i procentenheder (tabel 11). Repeterbarhed,
laboratoriengjagtighed og reproducerbarhed for mutationen V600OE (GTG >
GAG) i codon 600 var henholdsvis 0,6-2,1, 0,7-1,8 og 0,8-2,1 procent-
enheder, over m&leomradet for mutationsniveauet fra 5 til 50 %.

Tabel 11. Praecision for mutationen V600E (GTG > GAG) i codon 600*

Laboratorie-
% muteret Repeterbarhed nojagtighed Reproducerbarhed
plasmid’ Gns. SD Gns. SD Gns. SD
5 5,2 0,6 4,4 0,7 5,1 0,8
10 2.1 1,0 9.6 1,0 9.6 1,3
30 28,1 2,1 27,9 1,8 28,3 2,1
50 46,9 1,2 46,3 1,5 47,9 1,7

* Alle veerdier er anfert som procentenheder. SD: Standardafvigelse (n=9).
t Baseret p& OD,4o-maéling.

Diagnostisk evaluering

therascreen BRAF Pyro-kittet blev evalueret i sammenligning med Sanger-
sekventering. DNA blev ekstraheret fra 100 formalinfikserede, paraffinindstebte

(FFPE) tumorprever fra hud og analyseret for mutationer i codon 600 og
codon 464-469.

DNA blev isoleret ved hjeelp af QlAamp DNA FFPE Tissue-kit. Pyro-
sekventeringsanalyse blev udfert med therascreen BRAF Pyro-kittet pd PyroMark
Q24-systemet og Sanger-sekventering p& ABI™ 3130 Genetic Analyzer.

Af de 100 analyserede prever kunne mutationsstatus for codon 600 og
codon 464-469 bestemmes i henholdsvis alle og i 99 prever med Sanger-
sekventering and therascreen BRAF Pyro-kittet (tabel 12 og tabel 13).

| fire af de 100 praver blev en V600E (GTG = GAG) mutation pévist med
Sanger-sekventering. Tre af disse prever gav identiske resultater med
therascreen BRAF Pyro-kittet, mens én prave mislykkedes i pyrosekventerings-
analysen for codon 600 pé& grund af lave spidser. | codon 464-469-analysen
havde preven tilstraekkelige, men betragteligt lavere spidser, end andre prever,
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hvilket antyder, at DNA'et var af lav kvalitet. Ingen of de sjeeldne mutationer
i codon 464-469 blev pévist af nogen af de to metoder.

Nar praven, der mislykkedes i den ene metode, udelukkes, viste therascreen
BRAF Pyro-kittet og Sanger-sekventeringen et sammenfald p& 100 % i
resultaterne for bdde codon 600 og codon 464-469 (tabel 12 og 13).

Tabel 12. Resulter for de analyserede hudtumorprever for codon 600

Sanger-sekventering

Mutant Vildtype Ukendt | alt

Mutant 3 0 0 3
therascreen
BRAF Pyro- Vildtype 0 96 0 96
kit Ukendt 1 0 0 1
| alt 4 96 0 100

Tabel 13. Resulter for de analyserede hudtumorprever for
codon 464-469

Sanger-sekventering

Mutant Vildtype Ukendt | alt

Mutant 0 0 0 0
therascreen
BRAF Pyro- Vildtype 0 99 0 99
kit Ukendt 0 ] 0 1
| alt 0 99 0 100

Bemaerk: | samtlige kersler, der blev brugt til bestemmelse af ydelses-
karakteristika, var signalet over 30 RLU, der rutinemaessigt kan opnds med
10 ng DNA isoleret fra formalinfikseret, paraffinindstabt (FFPE) vaev.
Pyrosekventeringsdata blev analyseret ved hjselp af BRAF Plug-in'en Report.
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Referencer

QIAGEN opretholder en stor, opdateret online-database over videnskabelige
publikationer, der benytter QIAGENs produkter. Omfattende segemuligheder
ger det nemt at finde de artikler, der er brug for, enten ved en enkel sagning
pé& negleord eller ved at specificere anvendelse, forskningsomréde, titel, etc.

En fuldsteendig referenceliste kan fas ved at besege QIAGENS reference-
database online p& www.qgiagen.com/RefDB/search.asp eller kontakte
QIAGENSs tekniske service eller den lokale forhandler.

Symboler

Folgende symboler kan evt. findes p&d emballagen og etiketten:

\/

<N>

2

IVD

REF

F
E o
-4

COMP

CONT

NUM

GTIN

E- 3§

Indeholder tilstraekkelige reagenser til <N> prevepreeparationer
Anvendes inden

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
Katalognummer

Lot-nummer

Materialenummer

Komponenter

Indeholder

Antal

Natriumhydroxid

Globalt varenummer
Temperaturbegraensning

Producent
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E@ Se de informationer, der er angivet i hdndbogen

Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information henvises til vores tekniske
supportcenter p&d www.giagen.com/Support, eller ring til en af QIAGENs
tekniske serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden eller besag
www.giagen.com).
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Bilag A: Opseetning af therascreen BRAF Pyro-
analyser

| tilfeelde af at BRAF Plug-in'en Report er blevet installeret, er der adgang fil
praedefinerede analyseopsaetninger for codon 600 og codon 464-469 i
genvejsbrowseren i PyroMark Q24-softwaren ved at falge stien “Example
Files/PyroMark Setups/BRAF”. Det er ikke nadvendigt at udfere felgende trin.
BRAF Plug-in'en Report fds ved henvendelse via e-mail il
pyro.plugin@giagen.com.

Vi anbefaler pd det kraftigste, at BRAF Plug-in'en Report bruges i stedet for
manuel analyse. Komplekse mutationer kan ikke fajes manuelt til en “Sequence
to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) og skal analyseres ved hjeelp af
plug-in'en. Efter installation aof plug-in'en og hver gang der installeres eller op-
graderes software p& computeren, skal det kontrolleres, at plug-in'en fungerer
korrekt, som beskrevet i BRAF Plug-In Quick Guide.

Hvis BRAF Plug-in'en Report ikke er installeret, skal analysefilen konfigureres
manuelt, inden therascreen BRAF Pyro-analysen keres for farste gang. Opsaet

analysen for BRAF codon 600 og codon 464-469 ved hjelp af PyroMark Q24-
softwaren som beskrevet nedenfor.

Procedure

BRAF codon 600

Al.

A2.

Klik pé& = pé veerktojslinjen, og veelg “New AQ Assay” (Ny AQ-
analyse).
Angiv folgende sekvens i “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal

analyseres):
CWCTGTAGC

Bemeerk: Den hyppigste mutation i codon 600 er en GTG > GAG-
mutation ved nucleotid 1799 (anden position).

“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) kan ogsd aendres efter
kerslen for at analysere, om der er mutationer i forskellige positioner.

For at analysere, om der er mutationer i nucleotid 1798 (farste position),
skal “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) sendres til
felgende sekvens:

CAYTGTAGC

For at finde eventuelle andre sjaeldne mutationer i nucleotid 1799 skal
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres) CWCTGTAGC ogsé
analyseres.
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Bemeerk: Kontrollér, at teerskelveerdien for enkelt spidshajde er indstillet
til 30 RLU.

Bemeerk: De komplekse mutationer i BRAF codon 600 kan ikke analyseres
ved hjeelp aof AQ-analysen i PyroMark Q24-softwaren ved hjelp af
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres). Det anbefales at
bruge BRAF Plug-in'en Report til analyse af komplekse codon 600-
mutationer.

A3. Indtast manuelt felgende “Dispensation Order” (Dispensations-

rekkefolge):
TCGTATCTGTAG

5 10

Figur 12. Histogram for codon 600 (nucleotid 1799) med “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres) angivet til CWCTGTAGC.
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Figur 13. Histogram for codon 600 (nucleotid 1798) med “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres) angivet til CAYTGTAGC.
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Figur 14. Histogram for codon 600 (nucleotid 1799) med “Sequence to Analyze”
(Sekvens, der skal analyseres) angivet tii CVCTGTAGC.

A4. Klik pé fanen “Analysis Parameters” (Analyseparametre), og og
“Peak Height Threshold — Required peak height for Passed quality:”
(Teerskelveerdi for spidshejde — Pdkraevet spidshojde til godkendt
kvalitet:) til 30.

A5. Klik pé 4 pa veerktejslinjen, og gem derefter analysen som
“BRAFcodon 600”.
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BRAF codon 464-469

A1l. Klik pé == pa veerktgijslinjen, og vaelg “New AQ Assay” (Ny AQ-
analyse).
A2. Angiv felgende sekvens i “Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal

analyseres):
CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA

Bemezerk: Den komplekse mutation i BRAF codon 469 kan ikke analyseres
ved hjeelp aof AQ-analysen i PyroMark Q24-softwaren ved hjzlp aof
“Sequence to Analyze” (Sekvens, der skal analyseres). Det anbefales at
bruge BRAF Plug-in'en Report til analyse af den komplekse codon 469-
mutation.

A3. Tilfej manuelt felgende “Dispensation Order”
(Dispensationsrekkefalge):
AGCTCGTAGCATGCATACGAGCATAC

3

2

OIIIJI rN
A G CTCGTASG
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Figur 15. Histogram for codon 464-469 (nucleotid 1391 [codon 464], 1397
[codon 466] og 1406 [codon 469]).
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A4. Klik pé fanen “Analysis Parameters” (Analyseparametre), og og
“Peak Height Threshold — Required peak height for Passed quality:”
(Teerskelveerdi for spidshejde — Pdkraevet spidshojde til godkendt
kvalitet:) til 30.

A5. Klik pa | pa veerktgijslinjen, og gem analysen som
“BRAFcodons 464-469”.
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Bilag B: Temning af affaldsbeholder og beholdere

ADVARSEL | Sundhedsfarlige kemikalier
A Den denatureringsoplasning, der anvendes sammen med

vakuum-arbejdsstationen, indeholder natriumhydroxid, som
virker irriterende pé @jne og hud.

Brug altid sikkerhedsbriller, handsker og en laboratoriekittel.

Den ansvarlige person (for eksempel laboratorielederen) skal
treeffe de nedvendige forholdsregler for at sikre, at den om-
givende arbejdsplads er sikker, og at de, der betjener udstyret,
ikke udsaettes for sundhedsfarlige niveauer af giftige stoffer
(kemiske eller biologiske) som defineret i de relevante sikkerheds-

datablade (SDS'er) eller OSHA*-, ACGIHT- eller COSHH*-

dokumenter.

Udluftning af gasser og bortskaffelse af affald skal ske ifalge alle
geeldende sundheds- og sikkerhedsregler og love.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Arbejdssikkerheds- og Sundheds-
administrationen, USA)

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Amerikansk Konference
for Statslige Industrihygiejnikere, USA)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrol af sundhedskadelige stoffer,
Storbritannien)

Serg for at overholde alle nationale, regionale og lokale miljgbestemmelser for
bortskaffelse af laboratorieaffald.

Vigtig anvisning for start

B Denne protokol kraever rektificeret vand.

Procedure

B1. Kontrollér, at der ikke seettes vakuum pé& vakuumveerkiojet. Vakuum-
kontakten skal veere lukket (Off), og der skal vaere slukket for
vakuumpumpen.

B2. Kasser eventuelle oplgsninger, der er tilbage i beholderne.

B3. Skyl beholderne med rektificeret vand, eller udskift dem om
nodvendigt.

B4. Tom affaldsbeholderen.
Bemaerk: Haetten kan tages af uden at afbryde slangen.
B5. Hvis vakuumarbejdsstationen skal rengores (f.eks. for stov eller

spild), felges anvisningerne i PyroMark Q24-brugervejledningen
(PyroMark Q24 User Manual).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat. nr.
therascreen BRAF Pyro  Til 24 reaktioner p& PyroMark Q24- 971470
Kit (24) systemer: Seq Primers, PCR Primers,
Unmethylated Control DNA, PyroMark
PCR Master Mix, CorallLoad
Concentrate, PyroMark Binding Buffer,
PyroMark Annealing Buffer, PyroMark
Denaturation Solution, PyroMark Wash
Buffer, Enzyme Mixture, Substrate
Mixture, dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP
og H,O
PyroMark Q24 MDx Sekvensbaseret pévisningsplatform til 9001513
parallel pyrosekventering af 24 praver
PyroMark Q24 Sekvensbaseret pévisningsplatform til 9001514
parallel pyrosekventering af 24 prever
PyroMark Q24 MDx Vakuumarbejdsstation (220 V) til 9001517*
Vacuum Workstation parallel klargering af 24 praver fra 9001515t
PCR-produkt til enkeltstrenget skabelon
PyroMark Q24 Vacuum Vakuumarbejdsstation (220 V) til 9001518
Workstation parallel klargering af 24 prever fra
PCR-produkt til enkeltstrenget skabelon
PyroMark Q24 MDx Program 9019063
Software
PyroMark Q24 Analysesoftware 9019062
Software
Tilbehor
PyroMark Q24 Sekvensreaktionsplade med 24 brende 979301
Plate (100)
PyroMark Q24 Beholdere til dispensering af 979302
Cartridge (3) nucleotider og reagenser
PyroMark Vacuum Prep  Genanvendelige filterprober til 979010
Filter Probe (100) PyroMark-vakuumarbejdsstation Q96
og Q24
* Kun Storbritannien
' Resten af verden
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Produkt Indhold Kat. nr.

PyroMark Control Til installationskontrol af systemet 979303
Oligo
PyroMark Q24 Til ydelseskontrol af systemet 979304

Validation Oligo

Relaterede produkter

QIAamp DNA FFPE Til 50 DNA-forberedelser: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®-kolonner, proteinase K,

buffere og indsamlingsrar (2 ml)
EZ1 DNA Tissue Til 48 forberedelser: Reagensbeholdere 953034
Kit (48) (vaev), engangsfilterspidser, engangs-

spidsholdere, preverer (2 ml), vaskerer
(1,5 ml), buffer G2, proteinase K

For opdateret licensinformation og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser
henvises til den aktuelle QIAGEN kit-hdndbog eller brugermanual. QIAGEN
kit-h&ndbager og brugermanualer kan fés via www.giagen.com eller kan
rekvireres hos QIAGEN Technical Services eller den lokale distributer.

|
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Denne side er tom med vilje
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Denne side er tom med vilje
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Varemeerker: QIAGEN®, QlAamp®, QlAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EZ1®, HotStarTaqg®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen®
(QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd.); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag (H+P
Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Registrerede navne, varemaerker osv., der bruges i dette dokument, er beskyttet af den relevante lovgivning, ogsé nér disse ikke er specifikt markeret som s&dan.

Ansvarsfraskrivelse

M@ ikke anvendes til at fastleegge risiko for at udvikle endometriose.

Aftale om begraenset licens

Brug af dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger af therascreen BRAF Pyro-kittet accepterer felgende vilkér:

1.

o > 0N

therascreen BRAF Pyro-kittet mé& kun bruges i overensstemmelse med therascreen BRAF Pyro-kit-h&ndbogen og kun med de komponenter, der er i kittet. QIAGEN
giver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, til at bruge eller inkludere komponenterne i dette kit med komponenter, der ikke er inkluderet i dette kit,
undtagen som beskrevet i therascreen BRAF Pyro-kit-hdndbogen og yderligere protokoller, som f&s p& www.giagen.com.

Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit, og/eller brugen aof det, ikke overtreeder tredjeparts rettigheder.
Dette kit og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé ikke genbruges, genoprettes eller videreseelges.
QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstdede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

Keberen og brugeren af kittet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt der kunne fore til, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor. QIAGEN
kan h&ndhaeve forbuddene i denne begreensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og retsomkostninger, herunder advokat-
saleerer, i ethvert segsmaél for at h&ndheeve denne begreensede licensaftale samt alle deres intellektuelle ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet og/eller
komponenterne deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises til www.giagen.com.
© 2015 QIAGEN. Alle rettigheder forbeholdes.
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Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@qgiagen.com

Belgium = techservice-bnl@qiagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@gqiagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

ltaly = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@qiagen.com

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

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@gqiagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com . ‘ . . .

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGE N

Switzerland = techservice-ch@giagen.com
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