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Tilsigtet anvendelse

therascreen PITX2 RGQ PCRkittet er en in vitro-methyleringsspecifik PCR-realtidstest, der er
beregnet til bestemmelse af procentvis methyleringsratio (percent methylation ratio, PMR) i den
hypofysaere homeobox 2 (PITX2) promoter 2. Testen anvender bisulfitkonverteret gDNA fra FFPE-
vaev, der er taget fra patienter, der er i hgjrisikogruppe for brystcancer. PMR vil hjaelpe klinikere
med at forudsige respons p& adjuverende antracyklinbaseret kemoterapi med eller uden
endokrin behandling hos patienter, der er i hgjrisikogruppe for at f& lymfeknudepositiv,

gstrogenreceptorpositiv HER2-negativ brystcancer.

Produktet er beregnet til anvendelse af kvalificerede brugere, som f.eks. teknikere og lzeger,

der er uddannet inden for molekylaerbiologiske teknikker og in vitro-diagnostiske procedurer.

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet anvendes sammen med QIAGEN® Rotor-Gene Q MDx 5Plex
HRM-platformen.

Opsummering og forklaring

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet anvendes til oprensning af DNA fra FFPE-vaev. Hypofysaer
homeobox 2 (PITX2) er en transkriptionsfaktor, som induceres aof Wnt/p-
cateninsignaleringsbanen. PITX2-funktioner som en effektor af Whntsignalering ved at
rekruttere og interagere med B-catenin for at @ge ekspressionen af mélgener, der er involveret
i celleproliferation,  migration,  tumorprogression og  kemosensitivitet  (1-6).
Genekspressionsaktivitet af PITX2 reguleres af methylering i promoterregionen ved hjeelp of
sékaldt “epigenetisk modifikation”. Smé& molekyler, sékaldte “methylgrupper”, fastgeres il
DNA-basecytosinet i et gens promoterregion. S&dan et fuldstaendigt eller delvist methyleret
gen nedreguleres i sin akfivitet. | brystcancer har PITX2 vaeret rapporteret at vaere b&de en
prognostisk marker og en praediktiv marker for respons p& endokrin eller antracyklinbaseret

kemoterapi. Adskillige kliniske studier har vist en staerk statistisk korrelation mellem methylering
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i PITX2-genets promoterregion og kliniske effekimal som f.eks. progressionsfri overlevelse,

metastasefri overlevelse, sygdomsfri overlevelse og generel overlevelse (7-12).

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet er en methyleringsspecifik PCR-baseret (qMSP) realtidsanalyse.
Pravetypen er bisDNA, dvs. bisulfitkonverteret genomisk DNA (gDNA). gDNA er farst oprenset
fra formalinfikseret paraffinindstebt (FFPE) vaev fra patienter, der er i hgjrisikogruppe for at f&
lymfeknudepositiv, estrogenreceptorpositiv, HER2-negativ brystcancer. Efter bisulfiteksponering
for at skelne mellem methyleret og umethyleret PITX2 kvantificeres den procentvise
methyleringsratio (PMR) af tre CpG-motiver af PITX2-genpromoter 2 af gMSP og beregnes af
Rotor-Gene AssayManager®softwaren med Gamma Plug-in og PITX2-analyseprofil. Den
opndede PMR vil informere den behandlende laege om, hvorvidt det er sandsynligt, at en patient
responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi. Hvis den opndede PMR er lig med eller lavere
end 12, er det sandsynligt, at patienten responderer pa antracyklinbaseret kemoterapi. Hvis den
opndede PMR derimod er hgjere end 12, kan der foreslas en alternativ behandling, da det er
mindre sandsynligt, at patienten responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi (se “Klinisk cut-
off-validering”, side 74).

Funktionsprincip

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet anvender realtidsPCR (qPCR) til bestemmelse of den
procentvise methyleringsratio (PMR) i PITX2 promoter 2. Pravetypen for therascreen PITX2 RGQ
PCR-kittet er bisulfitkonverteret gDNA. Denne bisulfitkonvertering udferes med EpiTect Fast DNA
Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisulfite-kit) (QIAGEN, katalognr. 59824 eller 59826). gDNA'et,
der er anvendt til denne konvertering, er oprenset fra FFPEvaev fra patienter, der er i
haijrisikogruppe for brystcancer, ved hjzelp of QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue-kittet) (katalognr. 60404). Arbejdsgangen er vist i Figur 1.
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Deparaffinering e Xylen/aetanol, histolemon/zetanol eller

1-2 sektioner FFPE-prove deparaffineringsoplesning
(5 pm)
DNA-ekstraktion e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kit
gDNA-kvantificering e Spekirofotometer
Bist.Jlfi’rkonverrerin.g o9 o EpiTect Fast DNA Bisulfite-kit
bisDNA-rengering o Termocycler
400 ng (min: 200 ng;
maks: 1000 ng)

}

therascreen PITX2 RGQ
PCR-analyse
Datakontroller
PMR-bestemmelse
4 pl bisDNA

Rotor-Gene Q MDx
Rotor-Gene AssayManager V2.1
Gamma Plug-in

AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE

Figur 1. Arbejdsgang for therascreen PITX2 RGQ PCR-kit.

Anvendelse af gPCR tillader den nejagtige detektering af en mélrettet bisDNA-sekvens under
den eksponentielle fase af amplifikationsprocessen. qPCR-data kan opnés hurtigt og uden PCR-

efterbehandling ved realtidsdetektering af fluorescerende signaler under PCR-cyklus.
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therascreen PITX2 RGQ PCR-kitanalysen benytter qPCR-oligonukleotidhydrolyseprincippet for
TagMan®-prober i kombination med methylerings-uspecifikke primere (Figur 2, naeste side).
Denne analyse anvender et par primere, der amplificerer alle bisulfitkonverterede
mdlsekvenser. Der opnés to forskellige signaler fra denne amplifikation ved at anvende to
TagMan-prober, der er maerket med forskellige farver. Disse prober, som bestér af
oligonukleotider, der er maerket med et 5' reporterfarvestof (FAM™ eller HEX™) og en
downstream 3" farvefri quencher, hybridiserer til m&lsekvenserne inden for PCR-produktet. En
probe er specifik for bisDNA-sekvenserne fra methylerede sekvenser, der er farvet med FAM.
En anden er specifik for bisDNA-sekvenserne fra umethylerede sekvenser, der er farvet med
HEX. Analyse med TagMan gPCR benytter 5'— 3'-eksonukleaseaktivitet af Thermus aquaticus
(Tag) DNA-polymerasen. Nér proben er intakt, resulterer reporterfarvestoffets proksimitet fil
quencherresultaterne i suppression af reporterfluorescensen, primaert ved energioverfersel af
Forster-typen. Hvis interessemélet er til stede under PCR, afhaerder og flankerer den afheerdede
probe specifikt bade forward- og reverse-primere. 3'-enden af proben blokeres for at forhindre
udvidelse af proben under PCR (Figur 3, side 10). Under polymeriseringsfasen spalter DNA-
polymerasens 5'— 3-eksonukleaseaktivitet proben, hvilket ferer til frigivelse af quencher og
emission af reporterfluorescenssignal. Probefragmenterne forskydes derefter fra malet, og
polymerisering af strengen fortszetter. Denne proces forekommer i hver cyklus og forstyrrer ikke
produktets eksponentielle akkumulering (Figur 3, side 10). Stigningen i fluorescenssignalet
detekteres kun, hvis malsekvensen komplementerer primerne og proben og sdledes
amplificeres under PCR. PCR-cyklussen, hvor fluorescensen fra en bestemt reaktion overskrider
de foruddefinerede teerskelveerdier (der gives af therascreen PITX2-analysepakken), defineres

som Crveerdien.

Resultaterne af therascreen PITX2 RGQ PCR-kitanalysen er to Crveerdier, en for FAM og en
for HEX. Fra ACr-vaerdien mellem begge signaler beregnes en PMR (Figur 2, nzeste side). PMR-

beregningen er baseret p& felgende formel (11):

100

1+2 CTFAMﬁTHEX

PMR =
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Den opndede PMR vil informere den behandlende laege om, hvorvidt det er sandsynligt, at en
patient responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi. Hvis den opndede PMR er lig med eller
lavere end 12, er det sandsynligt, at patienten responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi.
Hvis den opndede PMR derimod er hgjere end 12, kan der foreslds en alternativ behandling,

da det er mindre sandsynligt, at patienten responderer pé antracyklinbaseret kemoterapi.

Behandlingstiden for udferelse aof alle opgaver fra gDNA-oprensning til dataanalyse er mindre

end to arbejdsdage.

gDNA-methylerede sekvenser gDNA-umethylerede sekvenser
CH3 CH3 CH3
Now N N
e C o C o CC e CG e CC o G e CC o C o CC e (o C o CC e CG == G == CG e CC o C o CC e
—G—G-GG—GC\—GC\—GC\—GG-G—GG— — G = G = GG e GC = GC = GC o GG = G = GG

CH3 CH3 CH3
Bisulfitkonvertering

4—

Cyklus 1
—U—U=UU——CG—CG = CG——UU=U=—UU—
— A—A=AA—— GC — GC = GC ——

—U=U=UU=———UG=—=UG = UG =——UU =U = Ul =—
—A=—A=—AA ——AC —AC —AC ——

PCR-amplifikation

‘.7

Cyklus 2
EE R GGG GG 16
— A—A—AA—— GC — GC — GC ——AA—A—AA: — A A AA —— AC —AC — AC ——AA— A — AA =

“— ! —

FAM CT-vaerdi

Bestemmelse af procentvis methyleringsratio (PMR)

Figur 2. Princip for therascreen PITX2 RGQ PCR-kitanalysen.
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Afhzerdning af primere og probe

Forer til frigivelse af quencherfarvestof og

—
3K ’ Polymerisering
L : Strengforskydning
4 ——
A
SE e, 8
Vo % ©o Spaltnin
88700 B
4. """ — emission af reporterfluorescenssignal
A
=ty
j@g o o o 0
v o @
- °© ‘ Polymerisering fuldfert
—_——— = = = = = = — — @] 2
! 1 PCR-produkt fuldfert og akkumulering of
4P - === —— - - —

Reporter K ¥ Specifik probe s

#® Quencher ===#% PCR-produkt @ Tag-polymerase

Figur 3. Princip for TagMan PCR-realtidsanalyse.

fluorescenssignal i hver cyklus

Forward- og reverse-primere
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Leverede materialer

Kit-indhold

therascreen PITX2 RGQ PCR-kit (8)

Katalognr. 873211

Antal reaktioner 8

Lilla PITX2 RGQ PCR Master Mix (PITX2 RGQ 660 pl
PCR-masterblanding)

Bl& PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix (PITX2 192yl
RGQ PCR-primerprobeblanding)

Gul PITX2 RGQ PCR Reference 50 12 pl

Orange PITX2 RGQ PCR Reference Low 12 pl

Gron PITX2 RGQ PCR Negative Control 12 pl

Farvelos PITX2 RGQ PCR NTC 12 pl

- Brugsanvisning (Handbog)

1

Nadvendige materialer, som ikke medfalger

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nér

der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger i de tilharende sikkerhedsdatablade

(safety data sheets, SDS'er), som kan f&s hos produktets leverander.

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

anbefalinger. Kontrollér, at ingen af kitreagenserne er udlgbet, og at de er transporteret og

opbevaret under de rette forhold.
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Reagenser

e Ethanol (molekylzerklasse 96-100 %)

Bemaerk: Der m& ikke bruges denatureret alkohol, da denne indeholder andre stoffer

som f.eks. metanol eller methylethylketon.

Udstyr
e Thermomixer, opvarmet orbital inkubator, varmeblok eller vandbad, der kan inkuberes
ved 56 °C og 90 °C.

Bemaerk: Overvej thermomixerens krav til rarform for at vaelge den rette rersterrelse
(f.eks. 2 eller 1,5 ml ror)

® Justerbare pipetter* dedikeret til PCR (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Der anbefales mindst to szet pipetter, et fil klargering og fordeling af PCR-reaktionsblandinger
og et fil handtering af bisDNA og kontroller herunder isaetning af PCR-skabelon.

e Nukleasefrie, aerosolresistente, sterile PCR-pipettespidser med hydrofobiske filtre

(pipettespidser med aerosolbarrierer anbefales for at forhindre krydskontaminering).

® 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tubes 1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugerer (1,5 ml rer,
leveres af Eppendorf, katalognr. 0030120.086 eller Sarstedt, katalognr. 72.690)

® Bordcentrifuge med rotor il 0,5 ml, 1,5 ml og 2,0 ml reaktionsrar (kan opn& 20.000 x g)
® Vortexer

e Spekirofotometer, f.eks. NanoDrop®-instrument eller QlAxpert® (QlAamp Plug-in: samlet

nukleinsyremaling)?

e Engangshandsker

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

' Dette er ikke en fuldsteendig liste over leverandarer.
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Valgfri reagenser til kontrol af arbejdsgang

@ One vial containing one section (15 or 20 pm) of KRAS G13D Reference Standard (Et
haetteglas med en sektion (15 eller 20 pm) af KRAS G13D-referencestandard) (Horizon
Discovery, katalognr. HD216).

Til manuel oprensning af DNA

® QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kit) (katalognr.
60404)

e Deparaffinization Solution (deparaffineringsoplasning) (katalognr. 19093) eller xylen
eller histolemon (Carlo Erba, katalognr. 454911)

Vigtigt: Deparaffineringsoplasning, xylen eller histolemon leveres ikke med QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue-kittet og skal bestilles separat.

Yderligere til bisulfitkonvertering

e EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisulfite-kit) (katalognr. 59824 eller 59826)
® 0,2 ml reaktionsrer eller 8-brandstrips
e Mikrocentrifuge til 0,2 ml rer

e Termocycler med opvarmet l&g (da bisulfitreaktionen ikke er belagt med mineralolie, er

kun termocyclere med opvarmede lag velegnede til denne procedure)

Til PCR pé& Rotor Gene Q MDx
® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (katalognr. 9002032) og leveret tilbehar

® Rotor-Gene AssayManager-software version 2.1.x (hvor x = O eller hgjere)

e Gamma Plug-in version 1.0.x (hvor x = O eller hgjere) til Rotor-Gene AssayManager v2.1
e therascreen_PITX2_FFPE_CE Assay Profile V1.0.x (hvor x = 1 eller hgjere)

® loading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (iszetningsblok til 72 x 0,1 ml rer) (katalognr. 9018901)
e 72-Well Rotor (rotor med 72 brgnde) (katalognr. 9018903)
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® Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (adapterl@sering til rotor med 72 brgnde)
(katalognr. 2018904)

® Rotor Holder (rotorholder) (katalognr. 9018908)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDx (striprer og haetter, 0,1 ml til
Rotor-Gene Q MDx) (katalognr. 981103 eller 981106)

o s (eller en kaleblok)

Advarsler og forholdsregler

Til in vitro-diagnostisk brug
Sikkerhedsinformationer

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

Se sikkerhedsoplysninger vedrerende deparaffineringsoplasning, xylen-ethanol, histolemon-
ethanol, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet eller EpiTect Fast DNA Bisulfite-kittet i de
respektive hdandbeger. Der findes sikkerhedsinformationer om instrumenterne i

brugervejledningen til de pdgeeldende instrumenter.
Generelle forholdsregler
Anvendelse af qPCRtests kraever god laboratoriepraksis, herunder sporbarhed,

vedligeholdelse af udstyr til molekyleerbiologi og overensstemmelse med gaeldende

bestemmelser og relevante standarder.
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Dette kit er beregnet til in vitro-diagnostisk brug. Reagenser og instruktioner, der leveres i dette

kit, er testet for optimal ydeevne.

Alle kemikalier og alt biologisk materiale er potentielt farligt. Praver er potentielt farlige
og skal héndteres som biologisk farlige materialer.

Preve- og analyseaffald skal bortskaffes i henhold til lokale sikkerhedsprocedurer.
Reagenserne til therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet er fortyndet optimalt. Fortynd ikke
reagenserne yderligere, da dette kan resultere i tab af ydelse.

Brug ikke reaktionsvolumener (reaktionsblanding plus preve) pa under eller over 20 pl.

Kvalitetskontrolprocedurer hos QIAGEN anvender test af funktionel kitfrigivelse for hver
individuel kitbatch. Bland derfor ikke reagenser fra forskellige batcher, da dette kan

pavirke ydeevnen.

Hele arbejdsgangen for therascreen PITX2 kraever overfarsel af prover til forskellige rer.

Serg derfor for, at prevernes sporbarhed bevares i hvert trin.

Kontrollér, at PITX2-analyseprofilen og det p&kraevede Rotor-Gene AssayManager v2.1
Gamma Plug-in er installeret.

Se yderligere advarsler, forholdsregler og procedurer i Rotor-Gene Q MDx User Manual
(brugervejledningen til Rotor-Gene Q MDx) og Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application User Manual (brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application).

A ndring af inkubationstider og temperaturer kan resultere i forkerte eller afvigende data.
Opte alle therascreen PITX2 RGQ PCR-komponenter og prever i et keleskab, pa is, péd en
keleblok eller ved stuetemperatur s& leenge, det er nadvendigt.

Bemazerk: Ved optening ved stuetemperatur kontrolleres regelmaessigt, om materialet er
opteet, specielt PITX2 RGQ PCR-masterblandingen (MMx), da den indeholder dNTPs,
der er felsom over for temperatur.

Bemaerk: PITX2 RGQ PCR PPM skal beskyttes mod lys, da den indeholder farvede

nukleotider.
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Bemaerk: Gentagen optening og frysning skal undgds og mé ikke overskride et

maksimum pé fire cyklusser med frysning-optening.
e Klarger alle reaktioner (reaktionsblanding plus prave) pa is eller i en keleblok.
e Forzldede eller forkert opbevarede komponenter mé ikke bruges.
® Reaktionsblandinger kan aendres, hvis de udsaettes for lys.
® Undlad at indtage nogen reagenser.

® Brug individuelle, velegnede pipetter til konfigurering af reaktionsblanding og filfzjelse af

skabeloner.
® Rotor-Gene Q MDx-instrumentet mé& ikke dbnes, fer kerslen er afsluttet.

® Rotor-Gene Q MDx-rer md ikke d&bnes, efter karslen er aofsluttet. Rar skal bortskaffes i
henhold til lokale sikkerhedsprocedurer.

e Der skal udvises forsigtighed for at sikre korrekte test af praver, hvad angér forkert
preveangivelse, fejl ved issetning og pipetteringsfeil.

® Sorg for, at preverne handteres pd en systematisk méde for at sikre korrekt identifikation.

e Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre, at reaktionsblandingen kontamineres med

materialerne, der er indeholdt i reagenserne PITX2 RGQ PCR Reference 50 og PITX2
RGQ PCR Reference Low Control.

e Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre, at afsmittende kontaminering af DNA eller

PCR-produkt resulterer i et falskt positivt signal.

e Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre DNase-kontamination, der kan resultere

i forringelse af DNA-skabelonen.
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Vi anbefaler derfor falgende:

e Anvend nukleasefrit laboratorieudstyr (f.eks. pipetter, pipettespidser, reaktionshaetteglas),

og baer engangshandsker ved udferelse af analysen.

e Anvend friske aerosolresistente pipettespidser til alle pipetteringstrin for at undgé

krydskontaminering af prever og reagenser.

Klarger PCR-reaktionsblandingen sammen med dedikeret materiale (pipetter, spidser
osv.) pé et dedikeret omré&de, hvor er ikke benyttes DNA-matricer (DNA, plasmid eller
PCR-produkter). Tilsset pd samme omréde PITX2 RGQ PCR NTC til det relevante rer
(Figur 4, side 37), men luk dette rer efter issetning af alle andre kontroller og praver
for at vurdere krydskontamination. Tilszet de praver, der skal testes, PITX2 RGQ PCR
Reference 50, PITX2 RGQ PCR Reference Low og PITX2 RGQ PCR Negative Control

i et separat rum med specifikke materialer (pipetter, spidser osv.).

Opbevaring og handtering af reagenser

Forsendelsesbetingelser

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet forsendes pé& teris. Hvis nogen af komponenterne i
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet ikke er frosne ved modtagelse, hvis den ydre emballage har
vaeret dbnet under transporten, eller hvis forsendelsen ikke indeholder en falgeseddel eller
reagenserne, skal der rettes henvendelse til QIAGENs tekniske serviceafdeling eller lokale

distributerer (besag www.giagen.com).
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Opbevaringsbetingelser

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet skal straks efter modtagelse opbevares ved -30 °C fil

-15 °C i en fryser med konstant temperatur og beskyttes mod lys.

Se oplysninger om opbevaring og hdndtering vedrerende deparaffineringsoplasning, xylen-
ethanol, histolemon-ethanol, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet eller EpiTect Fast DNA
Bisulfite-kittet i de respektive kithandbeger.

Stabilitet

Nar therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet opbevares under de specifikke opbevaringsbetingelser,
er det stabilt indtil den anferte udlgbsdato.

Nér de er abnet, kan reagenser opbevares i deres originale emballage ved -30 °C il -15 °C
indtil udlgbsdatoen, der er angivet p&d emballagen. Gentagen optening og frysning skal

undgés og mad ikke overskride et maksimum pé fire cyklusser med frysning-optening.

Se oplysninger om stabilitet vedrerende deparaffineringsoplasning, xylen-ethanol, histolemon-
ethanol, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet eller EpiTect Fast DNA Bisulfite-kittet i de
respektive kithandbeger.

Veer opmaerksom pé de udlgbsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt pé aesken og pé
etiketterne til samtlige komponenter. Forzeldede eller forkert opbevarede komponenter mé ikke

bruges.
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Handtering og opbevaring af prever

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet skal anvendes sammen med bisDNA-praver. Det oprensede
og bisulfitkonverterede DNA er fra FFPE-tumorvaev, der er taget fra primeere laesioner hos
patienter, der er i hgjrisikogruppe for at f& lymfeknudepositiv, gstrogenreceptorpositiv, HER2-
negativ  brystcancer.  Fikser vaevsprever i formalin i overensstemmelse med
laboratorieprotokollen (10 % neutral bufferet formalin accepteres normalt) s& hurtigt som muligt

efter kirurgisk fiernelse.

® Vaevsprover skal fikseres i 4-10 % formalin s& hurtigt som muligt efter kirurgisk fjernelse
eller kernebiopsi.

e Anvend helst en fikseringstid p& 14-24 timer (lengere fikseringstider ferer til mere
alvorlig DNA{fragmentering, hvilket resulterer i ringe praestation i gPCR/qMSP-analyser).

e Dehydrér grundigt preverne fer indstebning (restformalin kan heemme oplagsning af
profeinase K).

® 5 pm tykke sektioner skal afskaeres fra paraffinblokken.

® For sektioner, der har et tumoromréde < 100 mm?, anbefales det at behandle to

sektioner for at age det samlede tumoromrdde til mindst 100 mm2.

® Maerk, h&ndtér og opbevar tumorpraver, blokke, sektioner og prever, der er klar til

oprensning, pd en kontrolleret méde i henhold til lokale procedurer.

e Transportér og opbevar FFPE-blokke og sektioner ved stuetemperatur. Sektioner kan

anvendes hurtigt til oprensning af DNA.
e DNA, der er oprenset med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet, kan opbevares ved

2-8 °C ved korttidsopbevaring i op til 24 timer eller ved -30 °C til -15 °C ved
langtidsopbevaring.
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e DNA, der er bisulfitkonverteret med EpiTect Fast DNA Bisulfitekit, kan opbevares
ved -30 °C il -15 °C i mindst 9 méneder uden nedgang i kvalitet eller konvertering.
Yderligere undersagelser af langtidsopbevaring er vedvarende. Kontakt QIAGEN for
at f& yderligere oplysninger.

e Arbejdsgangens kontrol KRAS G13D Reference Standard-sektionen (Horizon Discovery,
katalognr. HD216) kan opbevares ved stuetemperatur i 36 maneder fra

fremstillingsdatoen.
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Procedure

Oprensning og klargering af genomisk DNA

therascreen PITX2 RGQ PCRkittet er valideret sammen med QIAGEN Deparaffinization
Solution (deparaffineringsoplesning) (katalognr. 19093) til deparaffinering af FFPE-sektioner,
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet) (katalognr. 60404)
til gDNA-oprensning og EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisulfite-kit)
(katalognr. 59824 eller 59826) til gDNA-bisulfitkonvertering.

Deparaffinering af FFPE-sektioner kan udferes med deparaffineringsoplesning, xylen-ethanol
eller histolemon-ethanol (sekvivalens af disse tre deparaffineringsmetoder blev bevist under

produktudvikling).

Hvis der anvendes Deparaffinization Solution (deparaffineringsoplasning) (katalognr. 19093),
starfes med  proceduren  “Deparaffinering of  FFPE-sektioner med QIAGEN-
deparaffineringsoplasning” side 22.

G direkte til proceduren “Manuel oprensning af gDNA med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-

kittet” pa side 24, hvis der anvendes xylen-ethanol eller histolemon-ethanol.

Valgfrit: Der kan anvendes en kontrol of arbejdsgangen for at vurdere, om oprensning og
bisulfitkonvertering er udfert korrekt. Kontrollen of arbejdsgangen, der er valideret for
arbejdsgangen for therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet, er KRAS G13D Reference Standard-

sektionen (Horizon Discovery, katalognr. HD216).

Kontrollér, at gDNA-oprensningsreagenserne ikke er udlgbet, og at de er transporteret og
opbevaret under de rette forhold. Foreeldede eller forkert opbevarede komponenter mé& ikke

bruges.
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Startmateriale

Startmateriale til oprensning of DNA skal veere friskskarne sektioner af FFPE-vaev. De kan
opbevares natten over ved stuetemperatur, hvis det er nedvendigt. Op fil to sektioner, hver
med en tykkelse p& 5 pm og et samlet overfladeomr&de over 100 mm2, skal anvendes som

startmateriale til oprensning af gDNA.

Deparaffinering af FFPE-sektioner med QIAGEN-

deparaffineringsoplasning

VIGTIGT: Hvis der foretages deparaffinering med xylen-ethanol eller histolemon-ethanol,
fortsaettes med “Manuel oprensning af gDNA med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet” p&
side 24.

Vigtige anvisninger fer start

e Udfer alle centrifugeringstrin ved stuetemperatur (15-25 °C).
e Akvilibrér alle buffere til stuetemperatur. Akvilibrér deparaffineringsoplesning til 20-25 °C.
e Deparaffineringsoplasning leveres ikke med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kit og skal

bestilles separat.

Ting, der skal geres for start

e Forvarm en thermomixer eller en opvarmet orbital inkubator til 56 °C til anvendelse i
trin 4 og 8. Hvis der ikke er en tilgaengelig thermomixer eller opvarmet orbital inkubator,
kan der i stedet benyttes en varmeblok eller et vandbad.

e Hyvis Buffer AL eller Buffer ATL indeholder bundfald, oplases det ved opvarmning il
70 °C med forsigtig omrering.

e Kontrollér, at Buffer AWT og Buffer AW2 er klargjort i henhold til instruktionerne

i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Handbook (héndbogen til QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue-kittef).
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Procedure (for op til to sektioner)

1. Vha. en skalpel trimmes overskydende paraffin of praveblokken. Skeer i sektioner pé& en
tykkelse p& 5 pm.
Bemaerk: Hvis praveoverfladen er blevet udsat for luft, bortskaffes de ferste 2-3 sektioner.

2. Anbring omgé&ende sektionen/sektionerne i et 1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugerer

(medfalger ikke).
3. Tilsaet 160 pl deparaffineringsoplesning, og vortex kraftigt i 10 sekunder.
Centrifugér kort for at samle praven i bunden aof reret.
4. Inkubér ved 56 °C i 3 minutter, og lad derefter afkele ved stuetemperatur (15-25 °C).
5. Tilseet 180 pl Buffer ATL, og bland med vortexer.
6. Centrifugér 1 minut ved 11.000 x g (10.000 rpm). To faser kommer til syne (bla og

gennemsigtig).

7. Tilsaet 20 pl proteinase K til den nederste, gennemsigtige fase ved at skubbe pipetten
gennem den overste fase. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned.

8. Inkubér ved 56 °C £ 3 °Ci > 1 time (eller indtil praven er fuldsteendig lyseret).

9. Inkubér ved 90 °C + 5 °Ci 1 time £ 5 minutter.

Inkuberingen ved 90 °C i Buffer ATL reverserer delvist formaldehydmodifikationen af
nukleinsyrer. Leengere inkuberingstider eller hgjere inkuberingstemperaturer kan resultere

i mere fragmenteret DNA.

Bemaerk: Hvis der kun anvendes en varmeblok, skal praven forblive ved stuetemperatur

(15-25 °C) efter 56 °C inkubering i trin 8, indtil varmeblokken har néet 90 °C il trin 9.
10.Centrifugér kortvarigt 1,5 ml reret for at fjerne draber fra lagets inderside.
11.Overfer den nederste, gennemsigtige fase til et nyt 2 ml mikrocentrifugerer (medfelger
ikke).
Bemaerk: Overfar ikke bl fase.

12.Fortsaet med trin 14 af “Manuel oprensning af gDNA med QIAamp DSP DNA FFPE
Tissue-kittet” pa side 24.
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Manuel oprensning af gDNA med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-
kittet

Manuel oprensning af gDNA udfgres med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue-kittet) (katalognr. 60404) i henhold til hédndbogen til QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue-kittet.

Vigtige anvisninger for start

e Udfer alle centrifugeringstrin ved stuetemperatur (15-25 °C).

Ting, der skal geres for start

e Akvilibrér alle buffere til stuetemperatur.
® Indstil en thermomixer eller en opvarmet orbital inkubator til 56 °C til anvendelse i trin 12.

® Hyvis der ikke er en tilgeengelig thermomixer eller opvarmet orbital inkubator, kan der i

stedet benyttes en varmeblok eller et vandbad.

e Hyvis Buffer AL eller Buffer ATL indeholder bundfald, oplases det ved opvarmning til
70 °C med forsigtig omrering.

e Kontrollér, at Buffer AW1 og Buffer AW2 er klargjort i henhold til instruktionerne i
héndbogen til QIAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet.

Procedure

Bemaerk: Hvis der anvendes QIAGEN-deparaffineringsoplasning, skal trin 1 til 14 erstattes af
den procedure, der er beskrevet i “Deparaffinering af FFPE-sektioner med QIAGEN-
deparaffineringsoplasning” pé side 22.

1. Vha. en skalpel trimmes overskydende paraffin af preveblokken.

2. Skeer 1 til 2 sektioner pd en tykkelse pa 5 pm thick, der straekker sig over mindst

100 mm?2 tumoroverflade (se “Startmateriale”, side 22).

Hvis preveoverfladen er blevet udsat for luft, bortskaffes de farste 2-3 sektioner.
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Anbring omgé&ende sektionerne i et 1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugerer (medfalger ikke).
Tilsaet 1 ml xylen eller histolemon til praven. Luk léget og vortex kraftigt i = 10 sekunder.
Centrifugér ved fuld hastighed i 2 minutter £ 30 sekunder ved stuetemperatur.

Fiern supernatanten ved pipettering. Pelleteringen mé ikke fjernes.

Tilszet 1 ml ethanol (96-100 %) til pelleten og bland med vortexer.

Ethanolet ekstraherer restxylen fra praven.

Centrifugér ved fuld hastighed i 2 minutter + 30 sekunder ved stuetemperatur.

Fiern supernatanten ved pipettering. Pelleteringen md ikke fjernes.

Fiern forsigtigt eventuel restethanol vha. en fin pipettespids.

10.Abn roret, og inkubér ved 15-40 °C. Inkubér i 10 minutter + 1 minut, eller indtil al det

resterende ethanol er fordampet.

11.Resuspendér pelleten i 180 pl Buffer ATL. Tilsaet 20 pl proteinase K, og bland med vortexer.

12.Inkubér ved 56 °C + 3 °C i > 1 time (eller indtil praven er blevet fuldsteendigt lyseret).
13.Inkubér ved 90 °C + 5 °C i 1 time £ 5 minutter.

Inkuberingen ved 90 °C i Buffer ATL reverserer delvist formaldehydmodifikationen af
nukleinsyrer. Leengere inkuberingstider eller hgjere inkuberingstemperaturer kan resultere
i mere fragmenteret DNA. Hvis der kun anvendes en varmeblok, skal preven forblive ved

stuetemperatur efter 56 °C inkubering, indtil varmeblokken har n&et 90 °C.

14.Centrifugér reret kortvarigt for at fjerne drdber fra l&gets inderside.

Bemaerk: Fortsaet med trin 15, hvis der anvendes deparaffineringsoplasning.

15.Tilsaet 200 pl Buffer AL til preven, og bland grundigt med vortexer. Tilszet derefter 200 pl

ethanol (96-100 %), og bland igen grundigt med vortexer.

Det er vigtigt, at preve, Buffer AL og ethanol blandes omgdende og grundigt ved
blanding i vortexer eller ved pipettering for at give en homogen oplasning. Buffer AL og
ethanol kan forblandes og tilsaettes sammen i et trin for at spare tid ved behandling aof
flere prover. Der kan dannes et hvidt bundfald ved tilseetning af Buffer AL og ethanol.
Dette bundfald pévirker ikke QlAamp-proceduren.
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16.Centrifugér reret kortvarigt for at fierne dréber fra lagets inderside.

17 .Overfer forsigtigt hele lysatet til QlAamp MinElute®-kolonnen (i et 2 ml prevetagningsrer)
uden at gere kanten vé&d. Luk l&get og centrifugér ved ca. 6000 x g i > 1 minut. Anbring
QIAamp MinElute-kolonnen i et rent 2 ml prevetagningsrer (vedlagt), og bortskaf

prevetagningsreret med gennemlgbet.

Hvis lysatet ikke er kommet helt gennem membranen efter centrifugering, skal der

centrifugeres igen ved en hgjere hastighed, indtil QlAamp MinElute-kolonnen er tom.

18.Abn forsigtig QlAamp MinElute-kolonnen, og tilseet 500 pl Buffer AW 1 uden at gere
kanten vad. Luk laget, og centrifugér ved ca. 6000 x g i > 1 minut. Anbring QlAamp
MinElute-kolonnen i et rent 2 ml prevetagningsrer (vedlagt), og bortskaf

prevetagningsreret med gennemlgbet.

19.Abn forsigtig QlAamp MinElute-kolonnen, og tilseet 500 pl Buffer AW2 uden at gere
kanten vad. Luk laget, og centrifugér ved ca. 6000 x g i > 1 minut. Anbring QlAamp
MinElute-kolonnen i et rent 2 ml prevetagningsrer (vedlagt), og bortskaf

prevetagningsreret med gennemlgbet.

Kontakt mellem QlAamp MinElute-kolonnen og gennemlgbet skal undgés. Nogle
centrifugerotorer kan vibrere ved deceleration, hvilket resulterer i, at gennemlgb, der
indeholder ethanol, kommer i kontakt med QlAamp MinElute-kolonnen. Udvis
forsigtighed ved udtagning af QlAamp MinElute-kolonnen, og prevetagningsreret fra

roforen, s& gennemlgbet ikke kommer i kontakt med QlAamp MinElute-kolonnen.

20.Centrifugér ved fuld hastighed (ca. 20.000 x g) i > 3 minutter for at tarre membranen
helt.
Dette trin er nedvendigt, da ethanolrester i eluatet kan haemme de udferte gPCR-reaktioner.
21.Anbring QlAamp MinElute-kolonnen i et rent 1,5 ml mikrocentrifugerer (vedlagt),
og bortskaf prevetagningsraret med gennemlabet. Abn forsigtigt laget p& QlAamp
MinElute-kolonnen, og tilsaet 50 pl Buffer ATE til midten af membranen.

22.luk l&get, og inkubér ved stuetemperatur (15-25 °C) i 5 minutter. Centrifugér ved fuld
hastighed (ca. 20.000 x g) i = 1 minut.
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Kvantitering af DNA

Buffer ATE, der anvendes til eluering i gDNA-oprensningskit, indeholder konserveringsmidlet
natriumazid. Natriumazid absorberes ved 260 nm, og derfor skal der foretages en blank

mé&ling med Buffer ATE for at kalibrere spektrofotometeret.

Koncentrationen af DNA bestemmes ved at male absorbans ved 260 nm efter
instrumentproceduren ved hjelp of QIAGENs QlAxpert, f.eks. (QlAamp Plug-in: samlet
nukleinsyremaling) eller et NanoDrop-instrument*. Absorbans-udlaesningerne ved 260 nm skal
ligge mellem 0,1 og 1,0 for at vaere najagtige. Absorption af 1 enhed ved 260 nm svarer til
50 pg DNA pr. ml (A0 = 1 = 50 pg/ml). Den samlede maengde oprenset DNA (ng) =
koncentration af DNA (ng/pl) x prevevolumen (pl).

Bemaerk: Ved anvendelse of QlAamp Plug-in fratraekkes et internt ATE-blankt spekirum automatisk

fra OD-veerdierne, s& der ikke kraeves en ekstra blank ATE-prave til denne konfiguration.

En minimal gDNA-koncentration er ideelt 10 ng/plT, men praver ned til 5 ng/pl kan behandles

med risiko for ugyldige resultater p& grund af “Low input” (lavt input).
gDNA-bisulfitkonvertering ved hjaelp af EpiTect Fast DNA Bisulfite-kittet

Denne protokol muligger bisulfitkonvertering af DNA-maengder p& 200, 400 eller op til 1000
ng (mélt ved mdling af OD2¢o nm) i en volumen pd op til 40 pl. Det anbefalede DNA-input pr.
reaktion bisulfitkonvertering er 400 ng. | tilfzelde aof lavt DNA-udbytte kan der dog anvendes
DNA-input ned til 200 ng, og i tilfeelde aof omtest p& grund of flag for et “Low input” i qPCR-

* Dette er ikke en fuldsteendig liste over mulige spektrofotometre for maling af ODa2so nm.

T 10 ng/pl for at f& 400 ng gDNA input (anbefalet input) il bisulfitkonvertering, da den maksimale volumen af gDNA
til konvertering er 40 pl.
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analysen (se “Flag”, side 58) skal der anvendes 1000 ng eller s& teet p& denne maengde som

muligt.

Bemazerk: gDNA-inputtet refereres til gDNAkvantificering med OD 260-méling (f.eks. ved
hjzelp af NanoDrop eller QlAxpert med QlAamp Plug-in til samlet méling af nukleinsyre).

Startmateriale

e Der skal anvendes genomisk DNA til bisulfitbehandling uden tidligere

restriktionsfordajelsestrin.

Vigtige anvisninger for start

e Kontrollér, at reagenserne til bisulfitkonvertering ikke er udlgbet, og at de er transporteret
og opbevaret under de rette forhold. Foraeldede eller forkert opbevarede komponenter
ma ikke bruges.

® DNA-beskyttelsesbuffer skal skifte farve fra gren til bla efter tilseetning af blandingen
af DNA-bisulfitoplasning for at angive filstraekkelig blanding og korrekt pH il
bisulfitkonverteringsreaktionen. En forkert pH-vaerdi kan indvirke pé fikseringen aof
konverteret DNA pé kolonnen.

e Udfer alle centrifugeringstrin ved stuetemperatur (15-25 °C).

e Bisulfitoplesning kan opbevares ved stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 6 maneder.

e Der kan dannes et hvidt bundfald i blandingen af Buffer BD-ethanol efter en vis
opbevaringstid. Dette bundfald vil ikke p&virke ydeevnen af Buffer BD. Undgé imidlertid
at overfere bundfald til MinElute DNA-spinkolonnen.

Ting, der skal geres for start

e Klarger kitreagenserne som beskrevet i afsnittet “Klargering af reagenser” i EpiTect Fast

Bisulfite Conversion Handbook (héndbogen til EpiTect Fast Bisulfite Conversion).

e Akvilibrér praver og buffere til stuetemperatur.
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® Valgfrit: Indstil en thermomixer, en varmeblok eller en opvarmet orbital inkubator fil

60 °C for at oplase bisulfitoplasningen.

Behandling af MinElute DNA-spinkolonner

P& grund af nukleinsyre-amplifikationsmetodernes haije sensitivitet er felgende forholdsregler
nedvendige, ndr der h&ndteres MinElute DNA-spinkolonner for at undgé krydskontaminering

mellem preveklargeringerne:

® Pipettér omhyggeligt preven eller oplasningen ned i MinElute DNA-spinkolonnen uden at
gere kolonnens kant véd. Undgd at berare MinElute DNA-spinkolonnens membran med

pipettespidsen.

e Udskift altid pipettespidser mellem vaeskeoverfarsler. Vi anbefaler, at der anvendes

pipettespidser med aerosolskaerme.

e Abn kun én MinElute DNA-spinkolonne ad gangen, og veer omhyggelig med at undgé

aerosoldannelse.

® Brug handsker under hele proceduren. Skift handsker med det samme, hvis de kommer i

berering med proven.

Centrifugering

® MinElute DNAspinkolonner passer ind i de fleste almindelige 1,5-2 ml mikrocentrifugerer.
Der leveres et saet med 2 ml prevetagningsrer il terrecentrifugeringen.

e Alle centrifugeringstrin skal udferes ved stuetemperatur (15-25 °C).

e Behandl MinElute DNA-spinkolonner i en mikrocentrifuge.

® Luk altid MinElute DNA-spinkolonnerne, far de anbringes i mikrocentrifugen.

® For effektiv parallelbehandling of flere praver pa én gang anbefaler vi at fylde et rack
med vaskergr, hvori MinElute DNA-spinkolonnerne kan overfares efter centrifugering.

Prevetagningsrer kan anvendes flere gange.
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Procedure
1. Opte DNA, der skal anvendes i bisulfitkonverteringsreaktionerne. Kontrollér,
at bisulfitoplasningen er helt oplest.

Bemaerk: Opvarm om nedvendigt bisulfitoplasningen til 60 °C, og bland med vortexer,

indtil alt bundfald igen er oplest.
Bemazerk: Anbring ikke oplast bisulfitoplasning pd is.
2. Klarger bisulfitreaktionerne i 200 pl PCR-rar (medfalger ikke) i henhold til Tabel 1, neeste

side. Tilsaet hver komponent i den angivne raekkefalge.
Bemaerk: Den kombinerede volumen af DNA og RNaserit vand skal samlet indeholde 40 pl.

Bemaerk: Anvend folgende formel til at bestemme den passende volumen for

gDNAvinteresseinputtet:

gDNA-volumen pé&kraevet til Interesseinput (ng)

en bisulfitkonvertering (yl) ~  Gennemsnitlig gDNA-koncentration (ng/pl)

Bemazerk: Ved anvendelse af therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet skal protokollen
“Low concentration” (lav koncentration) fra hdndbogen til EpiTect Fast Bisulfite
Conversion dltid anvendes, selv med input p& 1000 ng, da koncentrationen af gDNA

oprenset fra FFPE-praver er usaedvanlig lav.

Bemaerk: Bisulfitblandingen skal omgé&ende blandes med vortexer i 5 sekunder efter

tilssetning of DNA-beskyttelsesbuffer for at beskytte preverne mod nedbrydning.
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Tabel 1. Bisulfitreaktionens komponenter

Komponent Volumen pr. reaktion (pl)
DNA Variabel* (maksimum 40 pl)
RNase-frit vand Variabel*
Bisulfitoplesning 85
DNA-beskyttelsesbuffer 15

Samlet volumen 140

*

Den kombinerede volumen af DNA og RNasefrit vand skal samlet indeholde 40 pl.

Luk PCR-rgrene, og bland omgé&ende bisulfitreaktionerne grundigt. Opbevar rgrene ved
stuetemperatur (15-25 °C).

Bemaerk: DN A-beskyttelsesbuffer skal skifte farve fra gren til bld efter tilseetning aof
blandingen af DNA-bisulfitoplesning for at angive tilstraekkelig blanding og korrekt pH til
bisulfitkonverteringsreaktionen eller DNA-bindingen til MinElute DNA-spinkolonnen.
Udfer bisulfi-DNA-konverteringen med en termocycler. Programmér termocycleren i
henhold til Tabel 2, naeste side.

Hele cyklussen skal tage ca. 30 minutter.

Bemaerk: Ved anvendelse of en termocycler, hvor du ikke kan indtaste reaktionsvolumenen

(140 pl), skal du indstille instrumentet til den hgjest mulige volumenindstilling.
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Tabel 2. Termocyclerforhold for bisulfitkonvertering

Trin Tid Temperatur
Denaturering 5 min 95 °C
Inkubation 10 min 60 °C
Denaturering 5 min 95°C
Inkubation 10 min 60 °C
Stop Ubegraenset* 20 °C

* Konverteret DNA kan efterlades i termocycleren natten over uden tab af ydeevne.

Anbring PCR-rerene med bisulfireaktionerne i termocycleren. Start de termiske cyklusser
for inkubering.

VIGTIGT: Da bisulfitreaktionen ikke er belagt med mineralolie, er kun termocyclere med
opvarmede l&g velegnede til denne procedure. Det er vigtigt at anvende PCR-rer, der
lukker taet.

Bemaerk: Konverteret DNA kan efterlades i termocycleren natten over uden tab af ydeevne.

Rengering af bisulfitkonverteret DNA

6.

Nar bisulfitkonverteringen er feerdig, centrifugeres PCR-rarene med bisulfitreaktionerne
kortvarigt, og derefter overferes de feerdige bisulfitreaktioner til rene 1,5 ml
mikrocentrifugerer.

Overfarsel of bundfald i oplasningen vil ikke pévirke ydeevnen eller udbyttet of
reaktionen.

Tilsaet 310 pl Buffer BL til hver prove. Bland oplgsningen med vortexer, og centrifugér
derefter kortvarigt.

Tilszet 250 pl ethanol (?6-100 %) til hver preve. Bland oplasningerne ved pulsvortexing

i 15 sekunder, og centrifugér kortvarigt for at fjerne draberne fra indersiden of l&get.
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9. Anbring det p&kraevede antal MinElute DNA-spinkolonner og prevetagningsrer i et
velegnet rack. Overfer hele blandingen fra hvert rer fra trin 8 i den tilsvarende MinElute
DNA-spinkolonne.

10.Centrifugér spinkolonnerne ved den maksimale hastighed i 1 minut. Bortskaf

gennemlgbet, og szet spinkolonnerne tilbage i pravetagningsrerene.

11.Tilszet 500 pl Buffer BW (vaskebuffer) til hver spinkolonne, og centrifugér ved maksimal
hastighed i 1 minut. Bortskaf gennemlgbet, og szet spinkolonnerne tilbage

i prevetagningsrerene.

12.Tilszet 500 pl Buffer BD (desulfoneringsbuffer) til hver spinkolonne, og inkubér
i 15 minutter ved stuetemperatur (15-25 °C).

Undgé at overfere Buffer BD til spinkolonnerne, hvis der er bundfald.

VIGTIGT: Flasken med Buffer BD skal lukkes omgéende efter brug for at undgé

syredannelse fra kuldioxid i luften.
Bemaerk: Det er vigtigt at lukke ldgene pé& spinkolonnerne fer inkubering.
13.Centrifugér spinkolonnerne ved den maksimale hastighed i 1 minut. Bortskaf
gennemlgbet, og szt spinkolonnerne tilbage i prevetagningsrerene.
14.Tilszet 500 pl Buffer BW til hver spinkolonne, og centrifugér ved maksimal hastighed
i 1 minut. Boriskaf gennemlabet, og seet spinkolonnerne tilbage i prevetagningsrerene.
15.Gentag trin 14 en gang.
16.Tilsaet 250 pl ethanol (96-100 %) til hver spinkolonne, og centrifugér ved maksimal
hastighed i 1 minut.
17.Anbring spinkolonnerne i nye 2 ml prevetagningsrer (medfelger), og centrifugér
spinkolonnerne ved maksimal hastighed i 1 minut for at fjerne eventuel resterende vaeske.
18.Anbring spinkolonnerne med &bne lag i et rent 1,5 ml mikrocentrifugerer (medfalger
ikke), og inkubér kolonnerne i 5 minutter ved 60 °C i en varmeblok. Dette trin sikrer

fordampning af al resterende vaeske.
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19.Tilszet 15 pl Buffer EB (elueringsbuffer) direkte p& midten af hver spinkolonnemembran,
og luk lagene forsigtigt.
Bemaerk: Undlad at eluere med mindre end 15 pl buffer, da eluatvolumenen vil vaere for
lille til ot fortsaette med qPCR-trinnet.

20.Inkubér spinkolonnerne ved stuetemperatur i 1 minut.

21.Centrifugér i 1 minut ved 15.000 x g (12.000 rpm) for at eluere DNA'et.
Bemaerk: Vi anbefaler at opbevare oprenset DNA ved 2-8 °C i op til 24 timer.
Ved opbevaring af oprenset DNA i mere end 24 timer anbefaler vi opbevaring
ved -30 til -15 °C.
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Protokol: gPCR pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRMinstrument

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet skal keres pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet*

med automatisk tolkning af resultater med Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Tag dig tid il at blive fortrolig med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet og med Rotor-Gene
AssayManager v2.1-softwaren, fer protokollen startes. Se flere oplysninger i

brugervejledningen til instrumentet, Rotor-Gene AssayManager v2.1 og Gamma Plug-in.

Vigtig bemaerkning: Se instruktioner i installation i afsnittet “Installation af Rotor-Gene
AssayManager v2. 1-softwaren, Gamma Plug-in og import af analyseprofilen” pé& side 50, hvis
du anvender Rotor-Gene AssayManager v2.1-softwaren, Gamma Plug-in og analyseprofilen
for farste gang. Fortsaet med nedenstdende instruktioner, hvis Rotor-Gene AssayManager v2.1-
softwaren, Gamma Plug-in og analyseprofilen allerede er installeret og importeret i

computeren:

Opsaetning af gPCR

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet indeholder produkter til at teste otte praver i maksimalt tre

kersler.

Ting, der skal geres for start

o Afkel en issetningsblok til 72 x 0,1 ml rgr i 10 minutter i en dybfryser eller i mindst 1 time

ved keleskabstemperatur.

* Eventuelt et Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrument med en fremstillingsdato fra januar 2010 eller senere.
Fremstillingsdatoen kan indhentes fra serienummeret bag pé instrumentet. Serienummeret findes i formatet
“mmé&adnnn”, hvor “mm” stér for produktionsméneden i tal, “88" stér for de sidste to tal i produktionséret, og “nnn”
stér for den entydige instrumentidentifikator.
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e Opte dlle therascreen PITX2 RGQ PCR-kitkomponenter og prever i et keleskab, pé is, pd

en keleblok eller ved stuetemperatur sé laenge, det er nedvendigt.

Bemazerk: Ved optening ved stuetemperatur kontrolleres regelmaessigt, om materialet
allerede er optaet, specielt PITX2 RGQ PCR MMx, da den indeholder dNTPs, der er

falsom over for temperatur.

Bemaerk: PITX2 RGQ PCR PPM skal beskyttes mod sollys, da den indeholder farvede

nukleotider.

® Anbring de opteede produkter pé is, p& en keleblok eller i keleskab, indtil de saettes
tilbage til -30 il -15 °C efter brug.

Bemaerk: therascreen PITX2 RGQ PCR-kitkomponenterne kan opbevares ved 2-8 °C og

beskyttes mod lys i maksimalt 6 timer ved anvendelse flere gange p& samme dag.

Bemaerk: therascreen PITX2 RGQ PCR-kitkomponenterne kan anvendes i maksimalt fire

cyklusser med frysning-optening.

® Renger bordomradet, som skal bruges til klargering af PCR-blandingen for at reducere

risikoen for kontaminering af skabelon eller nuklease.

e Bland rerene i vortexer (10-12 sekunder), og centrifugér dem derefter kortvarigt for brug.
Undtagen PITX2 RGQ PCR MMx, som blandes ved op- og nedpipettering, da den

indeholder Tag-polymerase.

Procedure

1. Klarger PITX2 qPCR-reaktionsblandingen pé is (eller ved hjeelp of en keleblok) i et

1,5 eller 2 ml rgr (medfelger ikke) i henhold til antallet af prever, der skal behandles.

Pipetteringsplanen for klargaringen af PITX2-reaktionsblandingen, vist i Tabel 3 (naeste
side), beregnes for at opné endelige reaktionsvolumener pa 20 pl efter tilseetning af 4 pl
bisDNA-prave eller kontrol. Der er inkluderet ekstra volumen for at kompensere for
pipetteringsfejl og for at muliggere klargering of tilstraekkelig reaktionsblanding til fire
prover, der er testet in duplo plus fire kontroller. Hvis der testes faerre prever, kan

reaktionsblandingen klargeres i overensstemmelse hermed. Husk at tage hajde for den
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ekstra volumen for at kompensere for pipetteringsfejl (en ekstra brend for op til

10 brende og to ekstra brende for op til 20 brende).
Tabel 3. Klargering of therascreen PITX2 RGQ PCR-reaktionsblandingen

Eksempel pé en plade med

12 brende: 12+2 ekstra reaktioner
Komponent 1 reaktion (pl) (pl)*
PITX2 RGQ PCR-masterblanding 10 140
PITX2 RGQ PCR-primerprobeblanding 6 84
Samlet volumen for gPCR-reaktionsblanding (pl) 16 224
Fordeling af gPCR-reaktionsblanding 16 pl pr. rer
Pravefordeling 4 pl pr. rer
Samlet volumen for gPCR-reaktion 20 pl

* Der er inkluderet en ekstra reaktionsvolumen for at kompensere for pipetteringsfeil: en ekstra brend for op il
10 brende og to ekstra brende for op til 20 brende.

2. Bland i vortexer (10-12 sekunder), og centrifugér kortvarigt PITX2
gPCR-reaktionsblandingen. Anbring gPCR-striprerene p& en forkalet isaetningsblok 72,
og dispensér 16 pl PITX2 qPCR-reaktionsblanding pr. striprer ifelge opsaetningen

af issetningsblok, der er vist i Figur 4.

Bemaerk: Det anbefales at dispensere 16 pl reaktionsblanding ved hjzelp aof omvendt

pipettering.

REF50 9 [Sample 3|17 NA 25 NA 33 NA 41 NA 49 NA 57 NA 65 NA
10 | Sample 3 [ 18 NA 26 NA 34 NA 42 NA 50 NA 58 NA 66 NA
11 | Sample 4 [ 19 NA 27 NA 35 NA 43 NA 51 NA 59 NA 67 NA
12 | Sample 4| 20 NA 28 NA 36 NA 44 NA 52 NA 60 NA 68 NA
Sample 1[ 13 NA 21 NA 29 NA 37 NA 45 NA 53 NA 61 NA 69 NA
Sample 1] 14 NA 22 NA 30 NA 38 NA 46 NA 54 NA 62 NA 70 NA
15 NA 23 NA 31 NA 39 NA 47 NA 55 NA 63 NA 71 NA
16 NA 24 NA 32 NA 40 NA 48 NA 56 NA 64 NA 72 NA

o (N [o|alw|Nd|=

Figur 4. Opsztning af iseemingsblok til et eksperiment med therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet, testning of fire prover.
Tallene angiver positioner i issetningsblokken og indikerer den endelige rotorposition. Kontrollernes positioner szettes

i PITX2-analyseprofilen og kan ikke andres. Hvis kontrollerne ikke placeres som angivet, kan den automatiske
resultatanalyse ikke udferes. REF50: PITX2 RGQ PCR Reference 50; REFlow: PITX2 RGQ PCR Reference Low; NC: PITX2
RGQ PCR Negative Control, NTC: PITX2 RGQ PCR NTC (NTC); preve 1 til 4: bisDNA-praver, NA: Tom brand.
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3. Bland i vortexer (10-12 sekunder) og centrifugér kortvarigt bisDNA-praver, PITX2 RGQ
PCR Reference 50 (Ref50), PITX2 RGQ PCR Reference Low (Reflow), PITX2 RGQ PCR
Negative Control (NC) og PITX2 RGQ PCR NTC (NTC]).

4. Tilszet 4 pl preve eller kontrolmateriale i et tilsvarende rer ifalge opsaetningen i Figur 4 for
at opnd en samlet volumen pa 20 pl. Bland forsigtigt 5 gange ved at pipettere op og ned.
Bemazerk: Vaer omhyggelig med at skifte spidser mellem hvert rgr for at undgé falske

positive resultater fra kontaminering af en uspecifik skabelon.
5. Luk alle rr, og kontrollér, at der ikke er bobler p& bunden af rerene.

6. Seet alle therascreen PITX2 RGQ PCR-kitkomponenterne og praverne tilbage til de rette

opbevaringsforhold for at undgd nedbrydning af materiale.

Klargering af Rotor-Gene MDx

Det anbefales kraftigt at starte kerslen s& hurtigt som muligt efter klargeringen. Hvis pladen
imidlertid er klargjort, men ikke kan startes direkte (p& grund aof et utilgaengeligt instrument),
er det muligt at opbevare pladen ved 2-8 °C og beskyttet mod lys i op til 24 timer (se
“Tidsramme for drift”, side 74).

7. St en rotor med 72 brgnde p& Rotor-Gene Q MDx-rotorholderen.

8. Fyld rotoren med striprer, der tidligere er klargjort i henhold til de tildelte positioner,

startende ved position 1, som vist i Figur 5.
9. Udfyld tomme positioner med tomme, lukkede rer for at fylde rotoren helt.

Bemaerk: Sarg for, at det ferste rar indsaettes i position 1 og at striprgrene placeres

i den rigtige retning og de rigtige positioner (vigtigt for kerselsgyldighed og sporbarhed
af preven) som vist i Figur 5.

Bemazerk: Hold altid de fire kontroller (REF50, REFlow, NC og NTC) i positionerne 1 til 4,
séledes at optimering of tilvaekst (udfert pé rerposition 1) altid udferes p& den samme
amplifikation. Sgrg for, at kontrollerne indsaettes i den rigtige raekkefglge til kontrollernes
automatiske analyse (en ombytning af kontroller vil ugyldiggere kerslen af PITX2-

analyseprofilen).
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Figur 5. Rotoropsaetning til et eksperiment med therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet. REF50: PITX2 RGQ PCR

Reference 50; REFlow: PITX2 RGQ PCR Reference Low; NC: PITX2 RGQ PCR Negative Control, NTC: PITX2 RGQ PCR
skal fyldes med tomme rer.

NTC (NTC); S1 til S4: bisDNA-prever. Bemaerk: Alle de resterende positioner

10.Montér léseringen.
11.Saet rotoren med l&seringen i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet. Luk instrumentléget.
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Oprettelse af en arbejdsliste og start af gPCRkerslen

Bemaerk: Arbejdslisten kan oprefttes og gemmes, fer preverne klargeres, eller nér

eksperimentet saettes op pd instrumentet, som beskrevet i denne handbog.

12.Teend for Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

13.Abn Rotor-Gene AssayManager-softwaren ved at klikke pé ikonet: 5 4 . Rotor-Gene
AssayManager-vinduet &bnes (Figur 6).

Rotor-Gene AssayManager
e
QIAGEN D

User ID

Password

Mode

Closed b

Figur 6. Rotor-Gene AssayManager-loginskaermbilledet.

14.log p& som en bruger med rollen “Operator” (operater) i den lukkede tilstand. Klik pa

“OK". Rotor-Gene AssayManager-skaermen &bnes (Figur 7, naeste side).
15.Kontrollér, at RGQ registreres korrekt af softwaren, fer kerslen startes.
16.Veelg fanen “Setup” (opsaetning).

Bemaerk: De overordnede funktionaliteter i opsaetningsmiljzet og i “Creating/Editing a

Work List” (oprettelse/redigering af en arbejdsliste) beskrives i brugervejledningen til
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

17 Klik p& “New work list” (ny arbejdsliste) (Figur 7).
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Figur 7. Beskrivelse af de forskellige faner i RGAM-softwaren.

1 Fanen “Setup”. Denne fane ger det muligt at héndtere5  Fanen “Service”. Viser en rapport over en

eller anvende arbejdslister. historikpost for hver fil, der er genereret aof
softwaren.
2 Checking applied work lists (kontrollerer anvendte 6  Fanen “Configuration” (konfiguration). Muligger
arbejdslister). Viser kun nye arbejdslister. En “applied konfiguration af alle softwareparametre.

work list” (anvendt arbejdsliste) er allerede udfert.
3 Fanen "Approval” (godkendelse). Ved hjzelp of denne7  Rotor-Gene Q MDx- (RGQ) ikoner:
fane kan du finde tidligere eksperimenter.

4 Fanen "Archive” (arkiv). Ger det muligt for dig at - Ikke filsluttet ﬂ Tilsluttet

finde gamle eksperimenter, der allerede er godkendt.

18.Vaelg PITX2-analyseprofilen pa listen over tilgeengelige analyseprofiler (Figur 8).
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Create work list | Select assay profiles and define assay details
Available assoy profies Selected sasay profiles

Ry peotie s Ve [Req P Aasa profi name Short name version Req Pon. Wnmpies [N skt
Kt informaticn psogen_JAK2_blood_US 004 1
[Merascreen_PiT<a_FFPE_CE [ | [
Somplen
Properties
Messages
Free positons [Z] o cument work kst does ot contsin an sssay proie. Acdd sn assay patie. (470014)
7
Pt wok Bt Expot Seve mnd chose Reset Som e

oo

Figur 8. Import af analyseprofil.

19.Overfar den valgte analyseprofil til listen over valgte analyseprofiler ved at klikke pé
pilen (til hgjre for analyseprofilnavnet). Analyseprofilen skal nu vises p& den valgte
analyseprofilliste (Figur 8).

20.Pé& fanen “Assays” udfyldes de gule felter: Antallet of praver (op til 8) i overensstemmelse
med din pladeopsaetning (Figur 9).
Bemaerk: Antallet of praver svarer ikke til antallet of brende og indeholder ikke kontroller.
Prever testes in duplo. Derfor svarer en prave til to brende. Antallet af praver, der skal

issettes, er f.eks. 4 for pladen med 12 brende, som vist i Figur 4 (side 37).
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| Create work list| Select assay profiles and define assay details
(havey prosas rame v e r. Rssmy profie e Snori e Version Rea.Poi et e sop e
| e ST i w0 e
Properties
Messages
£ gl Enter the number of samples far axsay profile therascreen_PITX2_FFPE_CE. (470015)
[0 Show only compatie Assey Preties
Pk ek bt

R 6 cioscdvooe
Figur 9. Indtastning of antallet af prover.

21.Velg fanen “Kit Information” (kitoplysninger). Indtast kitoplysningerne ved enten
at vaelge “Use kit bar code” (brug kitstregkode) (og scan stregkoden) eller vaelge
“Enter kit information manually” (indtast kitoplysninger manuelt) og manuelt indszette

kitoplysningerne, der star pa etiketten p& therascreen PITX2 RGQ PCR-kitboksen:

Materialenummer

g Udlgbsdato
Lotnummer

22 Velg fanen “Samples” (prever). Der vises en liste med preveoplysningerne. Listen
repraesenterer roforens forventede layout.

23.Indtast preveidentifikationen tillige med alle valgfri preveoplysninger som en kommentar

for hver prave (Figur 10).
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Creato wark list | Edit samples

| Ay | Sargie detads

Pos. | |strhe [l Sarriie © ten | Sarsple trew Torgels sy e ——
FAM, Mefylated 7
Tead FM,_ Mebrplated_ T
(] il Memyimed_7
Teat FAM_Memryiomed_ 1 AT K

al
|l'lnn—-u | AEEIEES 1) e FAM WPy PTES “al
' I = rrw PO PN Memyiated 1, P s b
o ST = g 1l ;
' NG FAM_ MePyisted 1, PITH8 il
Ll FAM_ Metyiates2.
FAN_Memyisted 2.

Teat FAM_Mebyined 1 PITLg
5w — Teat FAM_Mtryianed_ 1
Teat FAM_Mebyised 1, L ]

i FAM_Memyimed 2

15— Tewt FAM Metyiated | AT
W FAM_Mathyisted 1

i — Tt FAM_Mafryisted PIT% s i
0} FAN_Memyimed 3.

o — Teat FAM_Metyiaed_1, P e
n AL lbviniad 3 b

| Prisd wark bt Espod Save and sl Reasl
[y e ]

Figur 10. Proveopsatning.
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24 Valg "Properties” (egenskaber), og indtast et arbejdslistenavn (Figur 11).

Cruate work list | Edit properties

| WZ4

25

Espari Saveandciom | |

@ Cloasd Made

Figur 11. Oprettelse af arbejdslisten.

25.Aktivér afkrydsningsfeltet “worklist is complete (can be applied)” (arbejdslisten er faerdig
(kan anvendes)).

26.Gem arbejdslisten.

Valgfrit: Tryk p& “Print work list” (udskriv arbejdsliste) for at udskrive arbejdslisten.
Udskrivning af arbejdslisten kan vaere en hjselp ved klargeringen og opsaetningen

af kerslen. Praveoplysningerne er inkluderet som en del af arbejdslisten.

27 Velg den tilsvarende arbejdsliste pa arbejdslistemanageren, og klik p& “Apply”
(anvend). Alternativt kan du klikke p& “Apply”, hvis arbejdslisten stadig er &ben.

Bemaerk: Kontrollér, at Rotor-Gene Q MDx registreres korrekt af softwaren, far kerslen

startes.

28.Indtast eksperimentnavnet.
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29.Valg den cycler, der skal anvendes i “Cycler selection” (veelg cycler).
Bemaerk: Der skal anvendes en Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-cycler.

30.Kontrollér at laseringen er korrekt monteret, og bekraeft p& skaermen, at léseringen er

monteret.

31.Klik p& “Start run” (start kersel). gPCR-kerslen skal starte.

Frigiv, og rapportér qPCR-resultater

Den generelle funktionalitet for godkendelsesmiljeet er beskrevet i brugervejledningen til Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in
User Manual).

Nar en kersel er feerdig, og cycleren er slukket, gemmes eksperimentet i den interne database.
Analysen of de indsamlede data udferes automatisk i henhold til de regler og

parametervaerdier, der er defineret af analyseprofilen.
Bemaerk: Brugerrollen “Approver” (godkender) skal godkende en karsel.

1. Klik p& “Finish run” (afslut kersel), nér kerslen er faerdig for at analysere og eksportere
data.

Bemaerk: Eksperimentet gemmes ikke i den interne database, fer dette trin er udfert.

2. Indtast adgangskoden, og klik p& “Release and go to approval” (frigiv, og gé fil
godkendelse) efter at have klikket p& “Finish run” (Figur 12).
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Figur 12. Afslutning of kerslen.

Brugere, der er logget ind med rollen “Approver” skal klikke p& “Release and go to
approval”.
Brugere, der er logget ind med rollen “Operator”, skal klikke p& “Release” (frigiv).
Hvis der klikkes p& “Release and go to approval”, vises resultaterne for eksperimentet i
miljeet “Approval” (godkendelse).
Hvis en bruger med rollen “Operator” klikker p& “Release”, skal en bruger med rollen
“Approver” logge ind og vaelge miljget “Approval”.
Bemaerk: P& fanen “Approval” kan eksperimenterne analyseres ved at skifte mellem hver
fane (dvs. eksperiment, analyse, historikpost, ker kontrolresultater).
3. Kontrollér amplifikationskurverne for hver prave, og afkryds den ferste boks i hgjre side

af kolonnen “flags” (flag) (boksen bliver gren) (Figur 13).
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Figur 13. Kontrol af amplifikationskurve.

4. Klik p& “Release/report data” (frigiv/rapportér data) (nederst til hgjre i vinduet) for at oprefte

en pdfrapport og for at gemme LIMSHilen (der er automatisk gemt en kopi i C:\Documents
and settings\AllUsers\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Reports).

5. Luk pdffilen, og vend tilbage til Rotor-Gene AssayManager. Klik p&4 “OK” hver gang,

der bedes om det.

6. Gatil fanen “Archive” for at eksportere rex-filen. Kontrollér, at “start date” (startdato)

og “end date” (slutdato) er korrekte, og klik pa “apply filter” (anvend filter). Veelg det

eksperiment, der skal eksporteres, og klik derefter p& “Show assays” (vis analyser)

(Figur 14).
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Figur 14. Eksport of kerselsdata.

7.

Eksportér rex-filen (filen gemmes i C:\Documents and settings\AllUsers\
Documents \QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Experiments).

Bemaerk: Softwaren genererede automatisk en LIMS-il i C:\Documents and seftings\
All Users\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Exporf\LIMS

Tem Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, og bortskaf striprerene ifglge de lokale

sikkerhedsbestemmelser.

Bemaerk: QIAGENS tekniske support skal bruge en supportpakke fra kerslen som hjzelp

til fejlfinding. Supportpakker kan genereres fra miljzerne “Approval” eller “Archive”.
Der stdr flere oplysninger i “Oprettelse af en supportpakke” i brugervejledningen til

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.
Ud over supportpakken kan historikposten fra en dag fer eller efter tidspunktet for
haendelsen vaere nyttig. Historikposten kan hentes i miliget “Service”. Der stér flere

oplysninger i brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.
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Installation af Rotor-Gene AssayManager v2.1-softwaren, Gamma Plug-in og import
af analyseprofilen

Rotor-Gene AssayManager v2.1-softwaren skal installeres p& den computer, der er sluttet fil
Rotor-Gene Q MDx. Softwaren kan downloades fra “Operating Software” (operativsoftware)
under fanen “Product Resources” (produkiressourcer) p& produkisiden for Rotor-Gene

AssayManager v2.1: www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx.

For yderligere oplysninger om installation af Rotor-Gene AssayManager v2.1-kernesoftwaren
henvises til brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application. For
oplysninger om yderligere software pd tilsluttede computere henvises fil Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Quick-Start Guide (lynvejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Til automatisk tolkning af resultater med therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet med Rotor-Gene
AssayManager v2.1 skal det seneste Gamma Plug-in vaere installeret p& din Rotor-Gene
AssayManager v2.1. Se “Product Resources” p& produktsiden for Rotor-Gene AssayManager
v2.1: www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssay Manager_v2_1.aspx for at f& adgang il

den seneste version af plug-in'et.

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet kraever ogsé& en analyseprofil. Analyseprofilen indeholder
alle parametre, der er ngdvendige for cycling og analysering af PITX2-analysen. Disse
parametre er l&st for kerslen. PITX2-analyseprofilen (AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE) svarer il
en ".iap"fil, der kan downloades fra therascreen PITX2 RGQ PCR-kittets produktside:
www.giagen.com/shop/detection-solutions/personalized-healthcare /therascreen-pitx2-rgqg-
per-kit-ce/ pa fanen “Product Resources” under “Protocol Files” (protokolfiler). Analyseprofilen

skal importeres i Rotor-Gene AssayManager v2. 1-softwaren.
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Oplysninger om installation aof Gamma Plug-in og import af analyseprofilen i Rotor-Gene

AssayManager v2.1-softwaren er falgende.

1. Download Gamma Plug-in fra www.qgiagen.com.

2. Start installationsprocessen ved at dobbeltklikke pé filen GammaPlugin.Installation.msi og
felge installationsvejledningen. Se afsnittet “Installation af plug-ins” i brugervejledningen
til AssayManager Core Application for at f& en detaljeret beskrivelse af denne proces.

3. Efter en vellykket installation af plug-in'et skal en person med administratorrettigheder til
Rotor Gene AssayManager-softwaren importere den pékraevede analyseprofil pé
felgende méade:

4. Ga til Windows Stifinder, og gem analyseprofilen i fglgende fil: “C:\Documents and
Settings\All Users\Documents\QIAGEN\Rotor-GeneAssayManager\Imporf\

AssayProfiles”.
5. Abn Rotor-Gene AssayManager-softwaren ved at klikke p& » 4 ikonet.

6. log ind i Rotor-Gene AssayManager med dit bruger-ID og din adgangskode. Undlad
at aendre “Closed mode” (lukket tilstand). Klik p& “OK”. Rotor-Gene AssayManager-

skaermen dbnes.

7. Veelg konfigurationsmiljget (Figur 15).

& Mear Gena Amayiarager
.

Figur 15. Fanen Configuration (konfiguration).
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8. Veelg fanen “Assay Profiles” (analyseprofiler).

9. Klik p& “Import” (importér).

10.Veelg Assay Profile AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE_V1.0.x.iap (hvor x = 1 eller hgjere),
der skal importeres i dialogboksen, og klik p& “Open” (&bn).

11.Nér analyseprofilen er importeret, kan den anvendes i miljget “Setup”.
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Fortolkning af resultater

Dataanalyse

Analyse af therascreen PITX2 RGQ PCR-kitresultaterne for hver kontrol og preve udferes
automatisk af Rotor-Gene AssayManager v2.1 sammen med Gamma Plug-in v1.0 og PITX2-

analyseprofilen, herefter omtalt som PITX2-analysepakken.

PITX2-analysepakken  analyserer  amplifikationskurver ~ og  kan  ugyldiggere
ikke-overensstemmende kurver, afhaengigt af deres form og stejamplitude. Hvis dette er
tilfeeldet, forbindes et flag med den ugyldiggjorte kurve. Der kan ogsé vises advarselsflag for

ikke-ugyldiggjorte kurveanomalier (se listen Flag og oplysninger i afsnittet “Flag” side 58).

For at bestemme analysegyldighed analyserer PITX2-analysepakken ogsa kerselskontrollerne,
dvs. PITX2 RGQ PCR Reference 50 (REF50), PITX2 RGQ PCR Reference Low (REFlow), PITX2
RGQ PCR Negative Control (NC) og PITX2 RGQ PCR NTC (NTC). Gyldighed for hver kontrol
er baseret p& overholdelse af Cr- og/eller PMR-vaerdier med foruddefinerede specifikationer

(se “Generelle praveresultater”, side 56 og “Flag” side 58).

Bemaerk: Hvis mindst en kontrol er ugyldig, betragtes de opndede resultater for alle testpraver

som ugyldige, og der vises ingen PMR-resultater.

PITX2-analysepakken analyserer ogsé preverne ved at kontrollere gyldigheden af duplikaterne
og gyldigheden af inputtet (se “Generelle preveresultater”, side 56 og “Flag” side 58). Endelig
tildeles en PMR-veerdi uden cifre til preverne ved meaning of de to PMR-resultater, der er
opnéet for hvert prevereplikat. Den opn&ede PMR for hver patient vil informere den
behandlende leege om, hvorvidt det er sandsynligt, at en patient responderer pé
antracyklinbaseret kemoterapi. Hvis den opndede PMR er lig med eller lavere end 12, er det

sandsynligt, at patienten responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi. Hvis den opndede
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PMR derimod er hgjere end 12, kan der foresl&s en alternativ behandling, da det er mindre

sandsynligt, at patienten responderer p& antracyklinbaseret kemoterapi (Figur 16).

Patientpreve-PMR

!

) Der er stor
Patientpreve-PMR er EL sandsynlighed for, at
over 12 patienten responderer
p& behandling med
l Ja antracyklin

Der er mindre
sandsynlighed for, at
patienten responderer

pd behandling med
antracyklin

Figur 16. Fortolkning af PMR-resultater af patientpraver for therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet.

Resultaterne af testpreverne, der analyseres og indstilles automatisk af PITX2-analysepakken,
skal godkendes og frigives af en bruger, der er logget ind med rollen “Approver”.
Preveresultaterne, der skal godkendes, har tre ekstra godkendelsesknapper for enden af den
dedikerede rackke. Disse knapper anvendes til interaktivt at acceptere eller afvise
proveresultaterne. Der stér flere oplysninger i brugervejledningen til Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.
Bemaerkning til kontrol af arbejdsgang: Praven HD216 (arbejdsgangkontrol) skal give en PMR-
vaerdi mellem 30 og 50. Hvis denne PMR opnds med denne arbejdsgangkontrol, kan begge

trin for gDNA-oprensning og bisulfitkonvertering valideres.

Se “Fejlfindingsvejledning”, side 63 i tilfselde of ugyldige resultater.
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Omtest

| tilfeelde af ugyldige resultater skal testene tages om. Hvis analysen er ugyldig, dvs. en of de
fire kontroller er ugyldige, skal hele kerslen herunder alle testede praver analyseres igen. Hvis
analysen er gyldig, men en eller flere prever er ugyldige, skal den eller de ugyldige prever
omtestes efter undersegelse af fejltypen (se “Flag”, side 58, Tabel 6 og Tabel 7, side 59-60).

En arbejdsgang for proceduren for omtestning vises i Figur 17.

9gDNA-prave
Bisulfitkonvertering |

|

Kersel af therascreen
PITX2 RGQ PCR-kit

Kerslens — Nej Omtest alle testede
gyldighed Er korslen gyldige2 | ——» praver

ke Omtest
Ja —» | Ugyldiggerende flag* | ——» 400 ng ugyldig =
gDNA-prove’
—> | APMR hoj |
Nej Omtest 400 eller
Provegyldighed Er proven gyldig? | — 1000 ng ugyldig [ —
gDNA-prove’
i Ja —» | Et replikat ugyldigt |
Omtest
ProvePMR L | Lavt input | —> | 1000 ng ugyldig | —
€ bestemmes gDNA-prove

Figur 17. Arbejdsgang for omtest of therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet.
* Se Tabel 6 og Tabel 7, side 59-60.

t Der kan anvendes et input p& 200 ng, hvis der ikke er nok gDNA. Risikoen for ugyldigt resultat pa grund aof flag for
“low input” er imidlertid hgjere.
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Visning af resultater

Mél og kombinerede mal

Resultaterne for hver reaktion af therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet vises under felgende navne

pé& mél og kombinerede mal:

e “FAM_Methylated_1": Resultater i gren kanal for alle kontroller og for replikat 1 of testpraver.
e “FAM_Methylated_2": Resultater i gren kanal for replikat 2 of testprever.

e “HEX_Unmethylated_1": Resultater i gul kanal for alle kontroller og for replikat 1 of

testpraver.
e “HEX_Unmethylated_2": Resultater i gul kanal for replikat 2 of testpraver.

e “PMR”: Disse mal er kombinerede mdl. Det tilsvarende resultat tager hajde for kontrollernes

gyldighed. Disse mal vises for alle kontroller og testpraver, hvis de er gyldige.

e “Gennemsnitlig_PMR": Disse mal er kombinerede mal. Det tilsvarende resultat tager

hejde for kontrollernes gyldighed. Disse mél vises for alle testpraver, hvis de er gyldige.

Generelle preveresultater

Konklusionen af analysen for hver kontrol og preve vises i rapportens kolonne “Overall Sample

Result” (generelt praveresultat) (Tabel 4).
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Tabel 4. Generelle proveresultater og -handlinger

Generelt Pravetype Beskrivelse Handling
proveresultat
Gyldig REF50, REFlow, Kontrol eller testprave er gyldig I/R
NC, NTC og
testprove™
Ugyldig® REF50, REFlow, Kontrol er ugyldig Gentag hele kerslen
NC, NTC og
testprave
Ugyldig Testprove Testpraven er ugyldig Opsaet en ny kersel

for at gentage den

eller de ugyldige

prover
Ugyldig, et replikat Testpreve Hvis et af mélene (FAM_Methylated 1, Opsaet en ny kersel
er ugyldigt FAM_Methylated_2, for at gentage den
HEX_Unmethylated_1 eller eller de ugyldige
HEX_Unmethylated_2) er ugyldigt, praver
betragtes preven som ugyldig
Ugyldig, delta-PMR Testprove Hvis delta-PMR-veerdien mellem det ferste  Opsaet en ny kersel
hajt replikat og det andet replikat er over en  for at gentage den
bestemt vaerdié, betragtes preven som eller de ugyldige
ugyldig prover

*

Fortolkning of testprevens gyldige PMR-resultat er forklaret tidligere (se Figur 16).

-

Naér kontroller er ugyldige, vises de ugyldige Cr-veerdier og PMR-resultaterne i firkantede parenteser til orientering.

¥ Nér en prove ugyldiggeres af en hgj delta-PMR, vises Cr -vaerdier og PMR-resultater af begge replikater samt den
gennemsnitlige PMR til orientering. Preven skal imidlertid omtestes for at opnd et gyldigt resultat.

w

Den specifikke veerdi varierer i henhold til PMR-vaerdien, der er opnéet for hver prave (se Tabel 5, naeste side).
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Tabel 5. Kriterier for delta-PMR

Gennemsnitlig Delta-PMR-duplikater
PMR
O-1 <1
1-5 €5
5-10 <7
10-15 <9
15-35 <13
35-65 <15
65-85 <18
85-100 <6
Flag

Der vises flag for at give yderligere oplysninger om de opnéede resultater, isser om ugyldige
resultater. Uproblematiske anomalier kan maerkes med et advarselsflag, der ikke ferer til et
ugyldigt resultat. Se ogsd& brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma

Plug-in vedrgrende universalflag inkluderet i Gamma Plug-in.

therascreen PITX2 RGQ PCR-kitanalysens automatiske analyse kan give béade
analysespecifikke flag (Tabel 6, naeste side) og generelle flag (Tabel 7, side 60).
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Tabel 6. Analysespecifikke flag

Analysespecifikt flag Pravetype

Beskrivelse

Handling

Analysespecifikke flag fil kontroller

BELOW_ACCEPTED_RANGE REF50,
REFlow
ABOVE_ACCEPTED_RANGE REF50,
REFlow
NO_SIGNAL REF50
NO_SIGNAL REFlow

Analysespecifikke flag fil testpraver

PMR_ABOVE_OR_EQUAL_92*  Testprave

PMR_BELOW_OR_EQUAL_4*

Testprave

LOW_INPUT_RETEST_NEEDED  Testprave

PMR-resultatet er under det accepterede
omréde (< 36 for REF50, < 2 for REFlow).

PMR-resultatet er over det accepterede
omréde (> 65 for REF50, > 13 for
REFlow).

Crvaerdien af mélet FAM_Methylated_1
eller/og HEX_Unmethylated_1 er > 32

Crvaerdien af malet
HEX_Unmethylated_1 er > 32

PMR-resultatet er over detektionsgraensen,
der er fastlagt for proben med fokusering
pé& tidligere umethylerede sekvenser.
Dette flag er ikke ugyldiggerende. Det er
et advarselsflag.

PMR-resultatet er under
detektionsgraensen, der er fastlagt for
proben med fokusering pé tidligere
methylerede sekvenser. Dette flag er ikke
ugyldiggerende. Det er et advarselsflag.

Crvaerdien af mélet FAM_Methylated_1
og HEX_Unmethylated_1 eller
FAM_Methylated_2 og
HEX_Unmethylated_2 er > 32,5

Gentag hele kerslen

Gentag hele kerslen

Gentag hele kerslen

Gentag hele korslen

Ingen

Ingen

@9 gDNA-inputtet i
bisulfitkonverte-
ringen, og gentag
kerslen

*

Da PMR-resultater gives uden ciffer, men softwaren beregner PMR med ciffer, kan detektionsgraenseflaget vaere til
stede eller ej for vaerdien ved PMR-greensen, dvs. 4 og 92. Ganske vist vises flag fra PMR-resultater > 92 og < 4.
Et PMR-resultat p& 4,1 eller 91,8, der oprundes til henholdsvis 4 og 92, flagmaerkes f.eks. saledes ikke, da tallene

er henholdsvis under eller over detektionsgraensen.

Bemaerk: Alle flag, der er vist ovenfor, er ugyldiggerende undtagen de to, der har forbindelse med detektionsgraensen.

Naér replikater er ugyldige, vises Cr-veerdierne i firkantede parenteser fil orientering, men det ugyldige PMR-resultat

vises ikke. Og den gennemsnitlige PMR af begge replikater vises ikke.
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Tabel 7. Generelle flag
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Generelt flag Adfeerd Beskrivelse Handling
CONSECUTIVE_FAULT Ugyldig Et mél, der anvendtes til beregning of dette  Gentag preven eller
mdl er ugyldigt. kerslen, hvis den
skyldes ugyldighed i en
kontrol.

ASSAY_INVALID Ugyldig Analysen er ugyldig, fordi mindst én kontrol ~ Gentag hele kerslen.

er ugyldig.

ANALYSIS_FAILED Ugyldig Analysen er sat til ugyldig, fordi den Kontakt QIAGENSs

mislykkedes af forskellige arsager. tekniske service
CURVE_SHAPE_ Ugyldig Radataene for amplifikationskurven har en Gentag preven eller
ANOMALY facon der afviger fra den fastlagte adfeerd kerslen, hvis den
for denne analyse. Der er en hgj observeres i en kontrol.
sandsynlighed for ukorrekte resultater eller
fejlfortolkning af resultater.

FLAT_BUMP Ugyldig Radataene for amplifikationskurven har en Gentag preven eller
facon som ligner en flad bule og afviger fra  kerslen, hvis den
den fastlagte adfeerd for denne analyse. Der  observeres i en kontrol.
er hoj sandsynlighed for ukorrekte resultater
eller fejlfortolkning af resultater (dvs. forkert
bestemmelse of Crvaerdi).

INVALID_CALCULATION Ugyldig Beregningen for dette mé&l mislykkedes. Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

LOW_FLUORESCENCE_ Advarsel Den procentvise fluorescensaendring for Ingen

CHANGE denne prave i forhold til prevergret med den

sterste fluorescensaendring er lavere end den
definerede graense.

LOW_REACTION_ Advarsel Reaktionseffektiviteten for denne preve har Ingen

EFFICIENCY ikke ndet den definerede graense.

MULTIPLE_THRESHOLD_ Ugyldig Amplifikationskurven krydser teersklen mere  Gentag preven eller

CROSSING end en gang. En utvetydig Cr kan ikke kerslen, hvis den

fastslés. observeres i en kontrol.

NO_BASELINE Ugyldig Der er ikke fundet nogen farste baseline. Gentag preven eller

Den efterfalgende analyse kan ikke udferes.  kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

RUN_FAILED Ugyldig Analysen er indstillet til ugyldig pga. et Gentag hele kerslen.

problem med cycleren eller tilslutningen til
cycleren.
RUN_STOPPED Ugyldig Analysen er indstillet til ugyldig, fordi Gentag hele kerslen.

karslen blev stoppet manuelt.
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SATURATION Ugyldig

SATURATION_IN_ Advarsel
PLATEAU

SPIKE Advarsel
SPIKE_CLOSE_TO_CT Ugyldig
STEEP_BASELINE Ugyldig
STRONG_BASELINE_DIP  Ugyldig
STRONG_NOISE Ugyldig
STRONG_NOISE_IN_ Ugyldig
GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_ Ugyldig
FLUORESCENCE

Radatafluorescensen maettes kraftigt fer
amplifikationskurvens knaekpunkt.

Radatafluorescensen maettes i
amplifikationskurvens plateaufase.

Spidser i rédatafluorescensen pdvises i
amplifikationskurven, men uden for det
omréde, hvor Cr er fastlagt.

En spids blev pavist i amplifikationskurven
ved siden af Cr.

En skarp stigning i baseline for
rédatafluorescensen er pdvist i
amplifikationskurven.

Et skarpt fald i baseline for
r&datafluorescensen er pévist i
amplifikationskurven.

Kraftig stej blev pavist uden for vaekstfasen
af amplifikationskurven.

Kraftig stej blev pdvist i vaekstfasen
(eksponentiel) af amplifikationskurven.

En belgeformet baseline for
rédatafluorescensen er pdvist i
amplifikationskurven.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Ingen

Ingen

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Gentag preven eller
kerslen, hvis den
observeres i en kontrol.

Bemaerk: For provereplikater, der viser et ugyldiggerende flag, vises Crvaerdierne i firkantede parenteser til orientering,

men det ugyldige PMR-resultat vises ikke. Og den gennemsnitlige PMR of begge replikater vises ikke.
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Fejlfindingsvejledning

Denne fejlfindingsvejledning kan vaere nyttig med hensyn til at lzse alle problemer, der kan
opstd ved PITX2 promoter 2 PMR-bestemmelsen med anvendelse af therascreen PITX2 RGQ
PCR-kittet. Derudover svarer personalet fra QIAGENs tekniske service gerne p& spergsmdl
vedrerende enten informationen og/eller protokollerne i denne handbog eller preve- og

analyseteknologier (kontaktinformation: Besgg www.giagen.com).

Se fejlfindingsoplysninger vedrerende Deparaffinization Solution (deparaffineringsoplasning)
(katalognr. 19093), QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet)
(katalognr. 60404) og EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisulfite-kittet)
(katalognr. 59824 eller 59826) i de respektive kithandbeger.

Se fejlfindingsoplysninger vedrerende Rotor-Gene Q MDx-instrumentet og Rotor-Gene

AssayManager v2.1-softwaren i de respektive brugervejledninger.

Kommentarer og forslag

Lavt gDNA-udbytte

Den oprensede g Der kan anvendes et input p& 200 ng. Risikoen for et ugyldigt resultat p&
DNA-maengde er underde  grund af flag for “low input” er imidlertid hajere.

400 ng, der anbefales for

udferelse af arbejdsgangen

for therascreen PITX2 RGQ

PCRkittet

Ugyldig analyse pa grund af ugyldig REFlow og/eller REF50

a) En komponent af Kontrollér, at reaktionsblandingen er klargjort korrekt (Tabel 3, side 37).
reaktionsblandingen Kontrollér, at alle komponenter i gPCR-reaktionsblandingen er tilsat. Gentag
ikke tilsat PCR-kerslen.

b) Fejl i Rotor-Gene Q MDx- Kontrollér instrumentets vedligeholdelseslogge.
instrumentet F.eks. kan fejljustering af linser fere til hajere baggrund. Hvis linsejustering

ikke er en del of din vedligeholdelsesplan, bedes du kontakte QIAGENS
tekniske serviceafdeling for at f& flere oplysninger og eventuel hjzelp.
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Kommentarer og forslag

q

d

e)

f

h)

i

Fejl i tilbehgret il Rotor-
Gene Q MDx-instrumentet

Reaktionsblanding er
nedbrudt

Ombytning af striprer
og/eller prove-ID

Kontroller mangler eller
indsat i en forkert position

Dérlig blanding of

kontrolpraver

Forkert pipetteringsvolumen

Ineffektiv rerlukning

Rotoren med 72 brende kan vaere forkert last. Gentag PCRkerslen.

Kittet er blevet frosset/opteet mere end fire gange, eller kitindholdet blev ikke
opbevaret ved -30 °C til -15 °C, eller PPM eller reaktionsblandingen blev ikke
beskyttet mod lys.

Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for reagenserne (se
etiketten), og brug et nyt kit. Gentag PCR*kerslen.

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen aof reaktionen. Gentag
PCR-kerslen.

Kontrollér, at den rigtige kontrol er indsat i den rigtige position.

Kontrollerne var ikke helt opteet ved iszetning, eller blanding aof kontrollerne
med reaktionsblandingen (op- og nedpipettering) blev ikke udfert korrekt.
Gentag PCR-kerslen.

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen aof reaktionen. Kontrollér, at der
er tilsat 4 pl kontrol og 16 pl gPCR-reaktionsblanding. Efterse alle pipetterede
volumener.

Kontrollér pipetterne, og rekalibrér dem eventuelt far gentagelse af qPCRrinnet.

Reret var ikke lukket korrekt, og det resulterede i fordampning under qPCRkerslen.

Ugyldig analyse pa grund af ugyldig ikke-skabelonkontrol (NTC) eller negativ kontrol (NC)

a)

b)

<)

d)

Krydskontamination eller

kontamination af reagenser

En komponent af
reaktionsblandingen
ikke tilsat

Ombytning af striprer
og/eller prove-ID

Reaktionsblanding eller
prober beskadiget

Handtér altid praver, kitkomponenter og forbrugsvarer i henhold il
anbefalede fremgangsmader for at forhindre afsmittende kontaminering.

Serg for at skifte spidser mellem pipettering af forskellige reagenser eller ved
issetning af forskellige rer. Klarger qPCR-reaktionsblandingen med dedikeret
materiale (pipetter, spidser osv.).

Klarger gPCR-reaktionsblandingen og NTC-reakfionen pé et dedikeret omréde,
hvor er ikke benyttes DNA-matricer (DNA, plasmid eller PCR-produkter).

Gentag PCRkerslen.
Kontrollér, at reaktionsblandingen er klargjort korrekt (Tabel 3, side 37).

Kontrollér, at alle komponenter i gPCR-reaktionsblandingen er tilsat. Gentag
PCR*kerslen.

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen aof reaktionen. Gentag
gPCR-kerslen.
Opbevar kitindholdet ved -30 °C til -15 °C, og beskyt PPM-rgret mod lys.

Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for reagenserne (se
etiketten), og brug et nyt kit. Gentag PCR*kerslen.
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Kommentarer og forslag

e) Forkert amplifikationskurve  Kontrollér den tilsvarende amplifikation for usaedvanlige kurver (f.eks. lige linje).
(artefakter) Gentag qPCRkarslen.

Ugyldig preve pa grund of flag for “Low input”
a) FFPE-blokforhold Kontrollér transport-/ opbevaringsforhold for den anvendte FFPE-blok.
b) Klargering of FFPE-blok Serg for at fiksere preven i 4-10 % formalin. Kontrollér, at der skaeres en til to

sektioner pd en tykkelse p& 5 pm fil deekning af en vaevsoverflade p& 100
mm? for at sikre tilstraekkeligt mange celler.

c) Pipetteringsvolumen kan Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen af reaktionen. Kontrollér, at der
vaere forkert er tilsat 4 pl prave og 16 pl gPCR-reaktionsblanding. Efterse alle pipetterede
volumener.

Kontrollér pipetterne, og rekalibrér dem eventuelt far gentagelse af qPCRrinnet.

d) gDNA-oprensning eller Kontrollér, om arbejdsgangkontrollen gav forventede resultater. Kontrollér,
bisulfitkonvertering fejlet at arbejdsgangens protokol for therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet blev fulgt
som beskrevet ovenfor. Kontrollér, at kittene ikke er udlebne, reagenserne er
korrekt klargjort (f.eks. ethanol tilsat, undgé at overfere bundfald til MinElute
DNA-spinkolonnen). Kontrollér, at stuetemperaturen ikke er under 15 °C
under hé&ndtering for at undgé krystallisering af buffer. Kontrollér transport-
og opbevaringsforhold.

Gentag hele arbejdsgangen.

e) Ombytning aof striprer Kontrollér pipetteringsplanen eller om et tomt rer er i den rigtige position,
og/eller prove-ID og kontrollér opsaetningen af reaktionen. Gentag PCR-kerslen.

f)  Darlig kvalitet of Gentag med mere materiale. Der kan anvendes op til 1000 ng DNA-input
gDNA-prave mélt med en OD 260 nm metode.

g) Ineffektiv rerlukning Raret var ikke lukket korrekt, og det resulterede i fordampning under gPCRkarslen.

h)  Praeve ikke isat Kontrollér, at preven blev isat i begge brende.

Ugyldig prove pé grund af “Delta PMR high” (hoj Delta-PMR)

a) Reaktionsblanding er Opbevar kitindholdet ved -30 °C til -15 °C, og beskyt reaktionsblandingerne
nedbrudt mod lys.

Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for reagenserne (se
etiketten), og brug et nyt kit. Gentag PCR*kerslen.

b) Pipetteringsvolumen kan Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen af reaktionen. Kontrollér, at der
veere forkert er tilsat 4 pl kontrol/preve og 16 pl gPCR-reaktionsblanding. Efterse alle
pipetterede volumener.

Kontrollér pipetterne, og rekalibrér dem eventuelt far gentagelse af qPCRrinnet.
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Kommentarer og forslag

c) Ombytning af striprer
og/eller praveID

d) Amplifikationskurven kan
vaere forkert

e) Sent signal p& grund af lav
maengde, der forer til mere
variable PMR-resultater

f Darlig blanding of
kontrolpraver

g) Ineffektiv rerlukning

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen af reaktionen. Gentag
PCR*kerslen.

Kontrollér det tilsvarende amplifikationsdiagram for usaedvanlige kurver.

Gentag den ugyldige prove.

Gentag med mere materiale. Der kan anvendes op til 1000 ng DNA-input
mélt med en OD 260 nm metode.

Kontrollen var ikke helt opteet ved iseetning, eller blanding af kontrollen med
reaktionsblandingen (op- og nedpipettering) blev ikke udfert korrekt. Gentag
PCR*kerslen.

Raret var ikke lukket korrekt, og det resulterede i fordampning under
gPCR-kerslen.

Ugyldig prove pa grund af “one replicate invalid” (et ugyldigt replikat)

a) lkke nok materiale (teet p&
graensen)

b) Pipetteringsvolumen kan
vaere forkert

c) Ombytning af striprer
og/eller praveID

d)  Amplifikationskurven kan
vaere forkert

e) Dérlig blanding of
kontrolpraver

f)  Ineffektiv rerlukning

g) En af de to prevebrende
ikke pé&fyldt

Gentag med mere materiale. Der kan anvendes op til 1000 ng DNA-input
mélt med en OD 260 nm metode.

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen af reaktionen. Kontrollér, at der
er tilsat 4 pl kontrol/preve og 16 pl qPCR-reaktionsblanding. Efterse alle
pipetterede volumener.

Kontrollér pipetterne, og rekalibrér dem eventuelt far gentagelse af qPCRrinnet.

Kontrollér pipetteringsplanen og opsaetningen aof reaktionen. Gentag
PCR*kerslen.

Kontrollér det tilsvarende amplifikationsdiagram for usaedvanlige kurver.
Gentag PCR-kerslen.

Kontrollen var ikke helt opteet ved issetning, eller blanding af kontrollen med
reaktionsblandingen (op- og nedpipettering) blev ikke udfert korrekt. Gentag
PCR-kerslen.

Reret var ikke lukket korrekt, og det resulterede i fordampning under
qPCR-kerslen.

Kontrollér, at preven blev isat i begge brende.
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Korselsfejl pé grund af voverensstemmende fluorescenssignal i kontroller og/eller prover (pé tveers af alle rer)

Fejl i tilbehgret il Rotor- Kontrollér instrumentets vedligeholdelseslogge.

Gene Q MDx-instrumentet Rotoren med 72 brande kan veere fejlbehazeftet.

Kvalitetskontrol

| overensstemmelse med QIAGENSs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem testes hvert lot af
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet efter fastlagte specifikationer for at sikre en ensartet
produktkvalitet.

Der er udfart kvalitetskontrol af hele kittet p& et Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM:-instrument.

Dette kit er fremstillet i henhold til ISO 13485-standarden. Analysecertifikater er tilgaengelige

ved anmodning p& www.qiagen.com/support.

Begraensninger

Kittet er beregnet til professionel brug. Systemets ydeevne er kun fastlagt ved hjeelp of

formalinfikseret paraffinindstebt (FFPE) brystcancervaev.

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet er kun valideret for FFPEveev fra patienter, der er i

haijrisikogruppe for at f& estrogenreceptorpositiv, HER2-negativ lymfeknudepositiv brystcancer.

Produktet m& kun anvendes af kvalificerede brugere, som f.eks. teknikere og laeger, der er

uddannet inden for molekylaerbiologiske teknikker og in vitro-diagnostiske procedurer.

Dette kit skal bruges i henhold til instruktionerne i denne héndbog sammen med validerede

instrumenter, som angivet i “Nedvendige materialer, som ikke medfelger”, side 11.
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Alle reagenser, der leveres med therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet, er udelukkende beregnet

til brug sammen med de @vrige reagenser i det samme kit.

Bemaerk ngje udlebsdatoerne, der er trykt pa seskens etiket. Brug ikke udlabne komponenter.
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet er kun valideret til brug med Deparaffinization Solution
(deparaffineringsoplesning) (katalognr. 19093) eller xylen-ethanol eller histolemon-ethanol,
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue-kittet] (katalognr. 60404)
og EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisulfitekittet) (katalognr. 59824 eller
5982¢).

Kun Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (til PCR) er blevet valideret.

Enhver brug til andre formél end de tiltaenkte af dette produkt og/eller komponentaendringer
ger, at QIAGENSs garanti bortfalder.

Al diagnostik skal genereres sammen 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 QIAGENS ydelsesundersegelser.
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Ydelsesegenskaber

| de tilfselde hvor der blev anvendt biologiske praver i alle studierne i dette afsnit, blev
deparaffineringstrinnet for gDNA-ekstraktion foretaget  ved hjeelp af
deparaffineringsoplasning. Bemaerk imidlertid, at der er pavist akvivalens mellem

deparaffineringsoplasning og xylen eller histolemon.
Tomgraense

Tomgraensen (limit of blank, LoB) blev bestemt pa basis af datapunktet, der svarer til den nedre
og gvre 95 % percentil af resultaterne, der er opné&et med henholdsvis PMR O og PMR 100
prever, som beskrevet i CLSI/NCCLS EP17-A2 (14). Testede praver svarer til kunstige prover,
der er genereret med forskellige kopinumre (100, 200, 500 og 750 kopier) af ikke-
mdlplasmid (den anden probes mél) p& en baggrund af ukonverteret gDNA. LoB-resultaterne
er baseret p& 64 og 63 mélinger for prober med fokusering pd tidligere methylerede sekvenser
og 64 og 61 malinger for prober med fokusering pé tidligere umethylerede sekvenser pr.

batch ved hjzelp of to forskellige kitpilotbatcher. LoB-resultaterne er opsummeret i Tabel 8.

Tabel 8. Oversigt over tomgreenseresultaterne

PMR O praver PMR 100 prover
Mailt LoB, PMR Afsluttende LoB, PMR Malt LoB, PMR Afsluttende LoB, PMR
Batch 1 0 99
Batch 2 0 0 98 98
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Pdvisningsgraense

lfelge probitfremgangsméden, der er beskrevet i CLSI/NCCLS EP17-A2 (14), er
detektionsgraensen (limit of detection, LoD) den PMR-vaerdi, ved hvilken 95 % af mélingerne
overskrider LoB'en. LoD blev bestemt for hver probe ved det minimale gDNA-input p& 200 ng
og ved det anbefalede gDNA-input p&d 400 ng ved hjzlp af to forskellige therascreen PITX2
RGQ PCRkitpilotbatcher. Tre praver var pr. testet input (200 ng og 400 ng) og for hver probe.
Disse prever blev produceret ved forskellige samlede amplificerbare kopinumre dvs. 50, 100
og 150 kopier til 200 ng gDNA-input og 100, 200 og 300 kopier til 400 ng gDNA-input.
Derfor blev der i alt produceret 60 praver til LoD-studiet. Testede praver svarer til kunstige
prever, der er produceret fra blandinger af mdl- og ikke-mélplasmider (der giver fem forskellige
teoretiske PMR-niveauer pr. preve) pd en baggrund af ukonverteret gDNA. For hver probe,
der er testet ved hvert input, opnds LoD-resultaterne fra mindst 20 mélinger pr. therascreen
PITX2 RGQ PCR-kitpilotbatch for hvert PMR-niveau af hver prave. LoD'en for lave PMR-praver
er 4 og for hgje PMR-praver 92 (Tabel 9).

Tabel 9. Oversigt over detektionsgraenseresultaterne

Prove Input (ng) Batch LOD-vaerdi Nedre graense Ovre grense
Lav PMR-prave 200 Batch 1 3 3 5
200 Batch 2 3 3 4
400 Batch 1 3 2 6
400 Batch 2 4 3 6
Haj PMR-prave 200 Batch 1 92 92 92
200 Batch 2 > 92 I/R I/R
400 Batch 1 94 93 95
400 Batch 2 95 93 5

1/R: Ikke relevant.
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DNA-input

Der blev testet fem forskellige gDNA-input (50, 100, 200, 400 og 1000 ng). Hvert viste syv
forskellige PMR-niveaver (0, 5, 10, 25, 40, 50 og 75). Det maksimale gDNA-input blev
defineret til 1000 ng af tekniske &rsager, da det ville vaere vanskeligt at opné& en hgijere
kvantitet i det virkelige liv. gDNA-inputomradet, der er acceptabelt for therascreen PITX2 RGQ
PCR-kittet, blev bestemt af Deming-regression ved hjslp af et therascreen PITX2 RGQ PCR-
kitpilotbatch og et Rotor-Gene Q MDx-instrument.

Studiet viste:

® Det anbefalede gDNA-input, der skal anvendes sammen med therascreen PITX2 RGQ
PCR-kittet er 400 ng gDNA.

® Det minimale acceptable gDNA-input er 200 ng gDNA, og det maksimale gDNA-input
er 1000 ng.

e Det minimale gDNA-input skal kun testes, hvis det anbefalede input ikke kan nés, da
risikoen for at opnd et ugyldigt resultat p& grund af et lavt input eges og ferer til en stor
risiko for omtest. Det anbefales, at det maksimale gDNA-input testes, n&r et gDNA-input

p& 400 ng giver et ugyldigt PMR-resultat, f.eks. p& grund aof et flag for lavt input.
Linearitet

Linearitetsstudiet blev udfert i overensstemmelse med CLSI/NCCLS EP6-A (15). Lineariteten af
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet blev bestemt pd syv prever ved forskellige PMR-niveauer (O,
5, 10, 25, 40, 50 og 75), der var klargjort fra fem forskellige gDNA-input (inklusive 200,
400 og 1000 ng). Studiet blev udfert ved hijzelp af en therascreen PITX2 RGQ PCRkitpilotbatch
pé et Rotor-Gene Q MDx-instrument af en operater. Studiet viste, at lineariteten bekraeftes med
prover, for hvilke PMR er mellem 5 og 50 ved de acceptable gDNA-input (dvs. 200-1000 ng).
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Repeterbarhed og reproducerbarhed

therascreen PITX2 RGQ PCR-kittets repeterbarhed og reproducerbarhed blev bestemt i lgbet
af et preecisionsstudie udfert pd et sted og et preecisionsstudie udfert pé flere steder, begge
foretaget i overensstemmelse med CLSI/NCCLS EP5-A3 (16), se Tabel 10 og Tabel 11.
Praecisionsstudierne blev udfert pd tre biologiske prever, der giver en meget lav, lav og hgj
PMR (henholdsvis 9, 16 og 77). | praecisionsstudiet udfert pd et sted blev variabilitetskilderne
vurderet p& 23 ikkeforlabende arbejdsdage aof tre operaterer ved hjzlp af tre forskellige
therascreen PITX2 RGQ PCR-kitpilotbatcher og tre Rotor-Gene Q MDx-instrumenter. Der blev
opndet to mélinger pr. prave p& hver kersel. Der blev udfert to identiske kersler pr. dag med
mindst to timer mellem kerslerne. Kerselstiden varierede gennem hele arbejdsdagen, og der
blev opretholdt mindst to timers mellemrum mellem kerslerne for at tilfere testningen en starre
vilkérlighed. Praecisionsstudiet udfert pd flere steder blev foretaget pé& tre forskellige steder,
hvor en enkelt operater anvendte en enkelt therascreen PITX2 RGQ PCR-kitpilotbatch pé et
enkelt Rotor-Gene Q MDx-instrument. Der blev opn&et fem mdlinger pr. preve pd hver kersel.

Der blev foretaget en kersel pr. dag pd hvert sted skiffende mellem morgen og eftermiddag.

Tabel 10. Oversigt over studieresultaterne af preecisionsstudiet udfert pa et sted

Variabilitetskilde (%)

Prove Inden for Korsel Batch Instrument Operater Dag 1 alt
kersler

Meget lav PMR 12,29 4,20 0,00 12,54 0,00 9,49 20,39

Lav PMR 19,99 0,00 0,00 3,09 0,00 8,04 21,76

Haj PMR 3,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,64 4,23

Tabel 11. Oversigt over studieresultaterne af preacisionsstudiet udfert pa flere steder

Variabilitetskilde (%)

Prove Mellem kersler Dag Sted I alt
Meget lav PMR 13,90 8,43 4,72 16,93
Lav PMR 28,72 0,00 0,00 28,72
Haj PMR 4,25 0,00 1,77 4,61
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Interfererende stoffer

Studiet af interfererende stoffer blev udfart i overensstemmelse med CLSI/NCCLS EP7-A2 (17).
Den endelige koncentration af hvert stof, der blev anvendt under preveklargeringens
arbejdsgang, blev evalueret ferst (under hensyntagen fil fortyndingseffekten ved hvert trin).
Baseret p& relevansen af den endelige koncentration af hvert stof i startmaterialet for
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet (dvs. bisDNA) blev alle potentielle interfererende stoffer
testet ved hjzelp af en therascreen PITX2 RGQ PCR-xkitpilotbatch. Resultaterne har ikke vist
nogen interfererende virkning fra stofferne, der er anvendt under arbejdsgangen aof
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet (Tabel12).

Tabel12. Testede interfererende stoffer

Testet stof Endelig volumen testet i 30 pl
Deparaffineringsoplasning 1,4x 10"

Histolemon 2,10 x 10%

Ethanol (96-100%) 0,50

Bisulfitoplasning 7,2x10%
DNA-beskyttelsesbuffer 2,26 x 1070

Buffer BL 3,44 x 10

Buffer BW 0,1102

Buffer BD 0,002

Krydskontaminering

Krydskontaminationen mellem negative og positive prever blev vurderet ved hjzlp af en
therascreen PITX2 RGQ PCR-kitpilotbatch og to Rotor-Gene Q MDx-instrumenter. Der blev testet
seks tilstande ved hjzelp of NTC og/eller negativ kontrol, da negative prever med eller uden
en bisDNA-prave giver en lav PMR som positiv prave. Krydskontaminationen blev evalueret til
1,3 %.
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Tidsramme for drift

Den maksimale tidsramme mellem pladeklargeringen og starten af gPCR-kerslen blev fastlagt
ved hjzelp af en therascreen PITX2 RGQ PCRkitpilotbatch og en kunstig preve, der var
genereret fra mé&l og ikke-mélplasmider, som giver en medium PMR. Den maksimale
acceptable tidsramme er 24 timer. Det anbefales imidlertid at starte therascreen PITX2 RGQ
PCR-kittets gPCRkgarsel s& hurtigt som muligt efter klargeringen of pladen (dvs. efter iszetning

af alle prever, der skal testes).
Klinisk cut-off-validering

Der blev foretaget en prospektiv analyse for at validere therascreen PITX2 RGQ PCR-kittets
kliniske cutoff med FFPE-vaev fra 145 patienter, der er i heijrisikogruppe for at fé
lymfeknudepositiv, estrogenreceptorpositiv, HER2-negativ brystcancer. Preverne, der blev

anvendt i studiet, var arkiveret FFPE-vaev, som opfyldte felgende kriterier:

e Histologisk bekraeftet invasiv brystcancer

® Primeert tumorstadie pT1, pT2 og pT3

e Histologisk bekraeftet lymfeknudeinvolvering (= N1)
e Adjuverende antracyklinbaseret standardkemoterapi
® Ingen terapi med kraftig dosis

® Ingen anden primaer systemisk kemoterapi (ikke flere taxaner), undtagen

hormonbehandling

Der blev mé&lt PMR for hver preve med det endelige kitformat og héndbogsinstruktioner.
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Sygdomsfri overlevelse (DFS, Disease-free survival) var det primaere endepunkt og defineret
som tiden fra primeer kirurgi til den ferste dokumenterede DFS-haendelse. Datoen for primaer
kirurgi blev betragtet som den opfelgende indeksdato. DFS-haendelser omfattede cancerrecidiv
(lokal sygdomsrecidiv eller fiernmetastase), sekundaere maligniteter, der blev betragtet som
livstruende og dedsfald af en hvilken som helst arsag. For patienter, som dede uden

cancerrecidiv, blev der anvendt konkurrerende risikoanalyse i henhold til Fine and Gray (13).

Der blev foretaget analyse of opfelgende DFStid censureret til 10 ar. Der blev beregnet
overlevelseskurver i henhold til incidensfunktionen (13). Den PITX2-praedefinerede cutoff-vaerdi
p& PMR 12 pdviste en statistisk signifikant differentiering mellem de to grupper for det primaere
endepunkt for DFS med et signifikant niveau p< 0,05 (tosidet, alfaveerdi). PITX2-promoterens
methyleringstilstand, der blev vurderet med therascreen PITX2 RGQ PCRkitanalysen, har derfor
vist praediktiv vaerdi for antracyklinbaseret kemoterapi hos patienter, der er i hgjrisikogruppe for

at f& lymfeknudepositiv, estrogenreceptorpositiv, HER2-negativ brystcancer.
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Symboler

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

Symbol

Symboldefinition

A
4
\

LO

=BT gl

Indeholder tilstraekkelige reagenser til <N> reaktioner

Anvendes inden

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik

CE-maerke for europaeisk konformitet

Katalognummer
Lotnummer
Materialenummer

Globalt handelsvarenummer

Temperaturbegraensning

Revision af handbogen, og n stér for revisionsnummeret

Producent

Se de informationer, der er angivet i héndbogen

\\y/
AN
Opb den f [
/|\ pbevares uden for sollys
]
A Forsigtig
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Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information henvises til vores tekniske supportcenter pé
www.qiagen.com/Support. Ring p& 00800-22-44-6000, eller kontakt en of QIAGENSs

tekniske  serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden, eller besag

www.giagen.com).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Katalognr.
therascreen PITX2 RGQ PCR-kittet til bestemmelse af den procentvise
methyleringsratio (PMR) i PITX2 promoter 2
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit  Til 8 reaktioner: PITX2 RGQ PCR 873211
(8) Master Mix, PITX2 RGQ PCR Primer
Probe Mix, PITX2 RGQ PCR Reference
50, PITX2 RGQ PCR Reference Low,
PITX2 RGQ PCR Negative Control og
PITX2 RGQ PCR NTC
Rotor-Gene Q MDx-platform, software og tilbeher
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM PCR-realtidscycler og HRM-analysator 9002032
Platform med 5 kanaler (gren, gul, orange, red,
violet) plus HRM-kanal, baerbar
computer, software, tilbeher: inkluderer
1 &rs garanti p& reservedele og
arbejdslgn, installation og uddannelse
ikke inkluderet
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM PCR-realtidscycler og HRM-analysator 9002033
System med 5 kanaler (gren, gul, orange, red,
violet) plus HRM-kanal, baerbar
computer, software, tilbeher: inkluderer
1 &rs garanti p& reservedele og
arbejdslen, installation og uddannelse
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Produkt Indhold Katalognr.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software til rutinetestning sammen med 9024203
Rotor-Gene Q- og Rotor-Gene Q
MDx-instrumenter.
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes ~ Aluminiumsblok til manuel opszetning 9018901
af reaktion med en etkanalspipette i
72 x0,1 ml rer
72-Well Rotor Til at holde striprer og haetter, 0,1 ml, 9018903
kraever lasering til rotor med 72 brende
Locking Ring 72-Well Rotor Til at l&se striprer og haetter, 0,1 ml, 9018904
i rotor med 72 brende
Rotor Holder Fritstdende metalholder til montering af 9018908
rer og Rotor-Discs® i rotorer
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 strips & 4 rer og haetter til 981103
(250) 1.000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 strips & 4 rer 6g heetter til 981106
(2500) 10.000 reaktioner
Relaterede produkter
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Til 50 DNAklargeringer: 50 QlAamp 60404
Kit (50) MinElute-kolonner, proteinase K,
buffere og indsamlingsrer
Deparaffinization Solution 16 ml deparaffineringsoplasning 19093

(16 ml)
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Produkt

Indhold Katalognr.

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(200)

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(50)

Til 200 DNAkonverteringer: 59826
Bisulfitoplesning, DNA-beskyttelsesbuffer,

MinElute DNA-spinkolonner, baererRNA

og buffere

Til 50 DNAkonverteringer: 59824
Bisulfitoplasning, DNA-

beskyttelsesbuffer, MinElute DNA-

spinkolonner, baerer-RNA og buffere

For opdateret licensinformation og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser henvises til den
aktuelle hé&ndbog eller brugervejledning til QIAGEN«kittet. QIAGEN kithandbeger og
brugervejledninger kan findes p&@ www.qiagen.com eller kan rekvireres fra QIAGENS tekniske

serviceafdeling eller den lokale leverander.
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Dette produkt er beregnet il in vitro-diagnostisk brug. QIAGEN-produkter mé& ikke videresaelges, aendres til
produkter uden skriftlig tilladelse fra QIAGEN.

Oplysningerne i dette dokument kan aendres uden forudgaende varsel. QIAGEN pétager sig intet ansvar for fejl, som kan findes i dette dokument. Dette dokument
anses for at veere fuldsteendigt og najagtigt pa tidspunktet for udgivelsen. QIAGEN er under ingen Jigheder ansvarlig for filfzeldige, seerlige og adskillige
skader eller folgeskader, som opstdr i forbindelse med eller stammer fra brugen of dette produkt.

Ig eller bruges il fremstilling of kommercielle

QIAGEN-produkter er garanteret at leve op til de specifikationer, der er angivet for dem. QIAGEN er udelukkende forpligtet til, og kunden kan kun kraeve, afhjzelpning
i form af udskifting af produkter vederlagsfrit i filfaelde of, at produkter ikke fungerer som garanteret.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAxpert®, EpiTect®, MinElute®, therascreen®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN
Group); FAM™, HEX™, NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific Inc.); TagMan® (Roche Group).

Aftale om £ licens til handbogen til PITX2 RGQ PCR-kittet

9

Brug aof dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger af produktet accepterer falgende vilkér:

. Produktet ma kun anvendes i o med p leveret med produktet og denne héndbog og kun med de komponenter, der er i panelet. QIAGEN
glver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, nI at bruge eller inkludere komponenterne i dette panel med komponenter, der ikke er inkluderet i dette panel,
undtagen som beskrevet i de protokoller, der falger med produktet, denne handbog og andre protokoller, der er tilgaengelige p& www.qiagen.com. Nogle af disse
andre protokoller er stillet til rédighed of QIAGEN-brugere for QIAGEN-brugere. Disse protokoller er ikke grundigt testet eller optimeret af QIAGEN. QIAGEN hverken
garanterer for dem eller for, at de ikke overtraeder tredjeparts rettigheder.

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

3. Dette panel og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé ikke genbruges, genoprettes eller videreseelges.

4. QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udirykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

5. Keberen og brugeren of panelet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt der kunne fere til, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor. QIAGEN
kan handhzeve forbuddene i denne begraensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og sagsomkostninger, herunder advokatsalzerer,

i ethvert sogsmdl for at héindhaeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektuelle ejendomsrettigheder i forbindelse med ponelet og/eller komponenterne
deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises der til www.qiagen.com.
Nov-17 HB-2370-001 © 2017 QIAGEN, dlle rettigheder forbeholdes.
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