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Technologie Badan i Analiz Firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie
zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej
jakosci produkty i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili
pobrania probki do uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

B oczyszczania DNA, RNA i biatek

B analizy kwaséw nukleinowych i biatek

B badan nad mikroRNA oraz RNAI

B automatyzacji technologii obrébki probek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Wam osiggania znakomitych i przetomowych
wynikow w prowadzonych badaniach. Wiecej informacji mozna znalez¢ na
stronie www.giagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Przeznaczenie Zestawu

Zestaw therascreen MGMT Pyro jest testem in vitro opartym na detekcji
sekwencji kwasow nukleinowych i wykorzystujgcym technologie
pirosekwencjonowania® do ilosciowej detekcji statusu metylacji eksonu 1
ludzkiego genu MGMT w DNA genomowym pozyskanym z tkanek ludzkich.

Zestaw therascreen MGMT Pyro ma na celu, w potgczeniu z innymi
czynnikami prognostycznymi, dostarczenie klinicystom informacji pomocnych
w postepowaniu z pacjentami nowotworowymi, ktorzy mogg odniesc¢ korzysé
ze stosowania chemioterapii. Do uzytku diagnostycznego in vitro.

Wytacznie do uzytku na systemie PyroMark® Q24. Systemy PyroMark Q24
zawieraja:
B Urzadzenie PyroMark Q24 oraz PyroMark Q24 MDx.

M Stacja prozniowa (Vacuum Workstation) PyroMark Q24 oraz PyroMark
Q24 MDx.

B Oprogramowanie PyroMark Q24 (wersja 2.0) oraz PyroMark Q24 MDx
(wersja 2.0).

Produkt ten jest przeznaczony dla wykwalifikowanych uzytkownikéw, takich jak
technicy oraz lekarze przeszkoleni w tematyce procedur diagnostycznych in
vitro, technik biologii molekularnej oraz obstugi systemu PyroMark Q24.
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Streszczenie i Wyjasnienia

Zestaw therascreen MGMT Pyro stuzy do ilosciowej oceny metylacji w
czterech pozycjach CpG (CpG sites) w eksonie 1 ludzkiego genu MGMT
(sekwencja genomowa na chromosomie 10 od 131.265.519 do 131.265.537:
CGACGCCCGCAGGTCCTCG). Genomowe DNA po konwersji
wodorosiarczynem (bisulfite converted genomic DNA) zostaje amplifikowane
przy pomocy PCR, a nastepnie sekwencjonowane w zdefiniowanym obszarze
w orientacji do przodu (forward; Rysunek 1). Sekwencje otaczajgce
zdefiniowany obszar stuzg jako sygnaty (piki) referencyjne i normalizacyjne do
oceny jakosciowej i ilosciowej analizy.

Produkt sktada sie z mieszaniny starteréw PCR oraz startera sekwencyjnego,
dwie probowki kazdego. Startery sg dostarczane jako roztwér, gdzie kazda
probowka zawiera 24 pl kazdego ze starterow lub mieszaniny starteréw.
Zestaw zawiera startery i odczynniki potrzebne do amplifikacji genéw, a
ponadto bufory, startery i odczynniki do ilosciowej detekcji metylacji w czasie
rzeczywistym przy wykorzystaniu technologii pirosekwencjonowania na
systemie PyroMark Q24.

Seq *

FP
) —> YGAYGITTYGITAGGTTTTY G|

RPB

MGMT

Rysunek 1. Schemat analizy dla MGMT. Pokazana sekwencja jest sekwencjg analizowang
po konwersji wodorosiarczynem. Y oznacza miejsca potencjalnie metylowane, a ramki
oznaczajg analizowane pozycje CpG. Gwiazdka wskazuje miejsce kontroli konwersji
wodorosiarczynem. FP: Startery przednie (forward) PCR; RPB: Startery wsteczne (reverse)
PCR (B oznacza biotynylacje); Seq: Startery sekwencyjne.
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Zasada Procedury

Ponizszy schemat ilustruje przebieg procedury. Po reakcji PCR z uzyciem
starteréw dla zdefiniowanego rejonu eksonu 1, amplikony zostajg
immobilizowane na kulkach sefarozy optaszczonych streptawidyng
(Streptavidin Sepharose® High Performance beads). Przygotowane zostaje
jednoniciowe DNA, do ktorego przytgczajg sie odpowiednie startery
sekwencyjne. Nastepnie probki zostajg sekwencjonowane na aparacie
PyroMark Q24 przy pomocy zaprogramowanych wczesniej protokotow (‘assay
setup files’ oraz ‘run file’).

Uwaga: Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem Instrukciji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24 (patrz ‘Protokot 4: Przygotowanie probek
do reakcji pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24’, strona 21).

Zarys procedury therascreen MGMT Pyro

Przygotowanie plikéw analizy Przygotowanie prébek
Przygotowanie pliku ‘assay file’ PCR (Protokot 2)
(Dodatek A) }
Immobilizacja (Protokoét 3)
¢ }
Przygotowanie pliku ‘run file’ Przygotowanie prébek (Protokét 4)

(Protokot 1)

\/

Reakcja (run) na aparacie PyroMark Q24 (Protokét 5)

\ 4
Analiza reakcji z aparatu PyroMark Q24 (Protokét 6)

\/
Raport

Kontrole

Metylowane DNA kontrolne bedgce czescig zestawu stuzy jako kontrola
pozytywna reakcji PCR i sekwencjonowania. To DNA kontrolne jest wysoce
metylowane i poddane konwersji wodorosiarczynem. Dla celow
porownawczych zaleca sie rowniez uwzglednienie probki DNA wyizolowanego
z krwi zdrowego dawcy w kazdej analizie pirosekwencjonowania. Dodatkowo
nalezy umiescic¢ kontrole negatywng (bez matrycy DNA) w kazdym
nastawieniu reakcji PCR.
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Materialy Dostarczone

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw therascreen MGMT Pyro (pudetko 1/2)

Zestaw therascreen MGMT Pyro (48)
Numer katalogowy 971061
llo$¢ reakcji 48
PCR Primer Mix MGMT (starter PCR) 2 x24 ul
Seq Primer MGMT (starter sekwencyjny) 2x24
PyroMark PCR Master Mix, 2x (mieszanina do PCR) 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x (koncentrat buforu) 1,2 ml
H-O 3x1,9ml
Methylated Control DNA (metylowane DNA kontrolne) 100 ul
10 ng/pl M
Bufory i odczynniki therascreen Pyro (pudetko 2/2)
Bufory i odczynniki therascreen Pyro
PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 10 ml
PyroMark Annealing Buffer (bufor hybrydyzacyjny) 10 mi
PyroMark Denaturation Solution* (roztwor denaturujgcy) 250 ml
PyroMark Wash Buffer, 10x (bufor ptuczacy) 25 ml
Enzyme Mixture (mieszanina enzymow) 1 vial
Substrate Mixture (mieszanina substratow) 1 vial
dATPaS 1180 pl
dCTP 1180
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Instrukcja (anglojezyczna) 1

* Zawiera wodorotlenek sodu.
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Materialy Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets),
dostepnymi u producentdéw lub dostawcow produktow.

B Zestaw do izolacji DNA (patrz ‘Izolacja DNA i konwersja
wodorosiarczynem’, strona 13)

B Odczynniki do konwersji DNA wodorosiarczynem (patrz ‘Izolacja DNA i
konwersja wodorosiarczynem’, strona 13)

B Pipety (nastawne)*

M Sterylne koncowki do pipet (do PCR, z filtrami)

M Mikrowiréwka stotowa*

B Termocykler* oraz odpowiednie probéwki PCR

B Sefaroza optaszczona streptawidyng (Streptavidin Sepharose High
Performance; GE Healthcare, nr kat. 17-5113-01;
www.gelifesciences.com)

M Aparat PyroMark Q24 (nr kat. 9001513 lub 9001514)*t

B Oprogramowanie PyroMark Q24 Software (nr kat. 9019063 lub 9019062)*

B PyroMark Q24 Plate (ptytki reakcyjne; nr kat. 979201)1

B PyroMark Q24 Cartridge (kartridze; nr kat. 979202)1

B PyroMark Q24 Vacuum Workstation (pompa prézniowa; nr kat. 9001515
lub 9001517)*t

B Wytrzasarka do ptytek* do immobilizacji na sefarozie (patrz ‘Zalecane
wytrzgsarki ptytek’, strona 10)

B Blok grzejny* zdolny do osiggania 80°C

B 24-dotkowe ptytki lub paski do PCR

B Zatyczki paskowe

B Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q® 18.2 MQ x cm lub ekwiwalent)

Uwaga: Zestaw zawiera ilo§¢ wody wystarczajgcg do PCR, immobilizacji
DNA oraz do rozpuszczania mieszanin enzymow i substratow. Dodatkowa
ilos¢ wody o wysokiej czystosci jest potrzebna do rozcienczania buforu
PyroMark Wash Buffer, 10x

B Etanol (70%)*

* Upewnij sie, ze urzgdzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producentow.

T Oznakowanie CE-IVD zgodne z Dyrektywg Unii Europejskiej (EU Directive 98/79/EC). Wszystkie
pozostate wymienione produkty nie posiadajg certyfikacji CE-1VD opartej na Dyrektywie UE
98/79/EC.

*Nie uzywaj alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera niepozgdane substancje, takie jak metanol czy
metyloketony.
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Zalecane wytrzgsarki ptytek

Wytrzgsarki ptytek przedstawione w Tabeli 1 sg rekomendowane do uzycia z
Zestawem therascreen MGMT Pyro.

Tabela 1. Wytrzagsarki ptytek reckomendowane do uzycia z Zestawem
therascreen MGMT Pyro

Producent Produkt Numer kat.
Ther_mom|>_(er comfort 5355 000.011
(Basic device)
Eppendorf Thermoblock for MTP 5363 000.012
Adapter na probéwki PCR 96 x
0,2 ml kompatybilny z blokiem 5363 007.009
ptytkowym
. 51410
®
H+P Variomag® Teleshake (115 V=51410 U)
Labortechnik 51110
GmbH :
Variomag Monoshake (115 V=51110 U)

Ostrzezenia i Uwagi

Do uzytku diagnostycznego in vitro

Informacje bezpieczenstwa

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets)
dostepnymi w internecie w postaci plikbw PDF pod adresem
www.diagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
dla kazdego zestawu oraz poszczegdolnych komponentéw zestawow QIAGEN.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Nastepujgce oswiadczenia ostrzegawcze odnoszg sie do komponentow
Zestawu therascreen MGMT Pyro.

PyroMark Denaturation Solution (roztwér denaturujacy)

a Uwaga! Powoduje podraznienia skéry. Powoduje powazne
. podraznienia oczu. Moze powodowac korozje metali. Wycieraj
wycieki, aby zapobiec uszkodzeniom materiatdw. Przechowu;j

wytacznie w oryginalnych opakowaniach. Nos ochronne
rekawiczki / odziez / ochrone oczu / ochrone twarzy.

PyroMark Enzyme Mixture (mieszanina enzymoéw)

@@ Zawiera: (R*,R*)-1,4-Dimerkaptobutano-2,3-diol; kwas octowy.

Niebezpieczenstwo! Powoduje podraznienia skory. Powoduje

powazne podraznienia oczu. PO DOSTANIU SIE DO OCZU:
Przemywaj wodg przez kilka minut. Wyjmij szkfa kontaktowe (o
ile sg) jesli to mozliwe i nadal ptucz. W przypadku kontaktu lub
watpliwosci: Dzwon do centrum zatru¢ lub do lekarza/szpitala.
Zdejmij zanieczyszczong odziez i oczy$¢ przed ponownym
uzyciem. Nos$ ochronne rekawiczki / odziez / ochrone oczu /
ochrone twarzy.

PyroMark Substrate Mixture (mieszanina substratow)

Zawiera: kwas octowy. Ostrzezenie! Powoduje podraznienia
skory. Powoduje powazne podraznienia oczu. Jesli podraznienie
oczu nie ustepuje poszukaj pomocy medycznej. Zdejmij
zanieczyszczong odziez i oczy$¢ przed ponownym uzyciem. No$
ochronne rekawiczki / odziez / ochrone oczu / ochrone twarzy.

Uwagi ogélne
Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage jak nastepuje.

M Sciste przestrzeganie instrukcji uzytkowania jest wymagane dla
optymalnych wynikéw. Rozcienczanie odczynnikéw inne niz podane w
niniejszej instrukcji nie jest zalecane i moze powodowac spadek wydajnosci.

B Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24 (patrz ‘Protokét 4: Przygotowanie
probek do reakcji pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24’, strona 21).

B Komponenty tego zestawu wystarczajg na wykonanie 48 reakcji
podzielonych na maksymalnie 5 niezaleznych analiz.

B Uzywaj sterylnych koncéwek (z filtrami) do pipet (do przygotowania PCR).
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B Przechowuj i izoluj materiaty pozytywne (prébki, kontrole pozytywne i
amplikony) odseparowane od innych odczynnikdéw i dodawaj ich do
mieszanin reakcyjnych w specjalnie do tego celu przeznaczonym
pomieszczeniu.

B Przed przystgpieniem do procedury dobrze rozmroz wszystkie
komponenty w temp. pokojowej (15-25°C).

B Po rozmrozeniu wymieszaj komponenty przez pipetowanie lub
worteksowanie, a nastepnie krotko zwiru;.

B Wyniki nieudanej analizy nie mogg by¢ podstawg do oceny statusu
metylaciji.

Przechowywanie i Obchodzenie sie z Odczynnikami

Zestaw therascreen MGMT Pyro jest dostarczany w dwoch pudetkach.
Pudetko 1/2 zestawu MGMT Pyro (box 1/2) jest dostarczane w suchym lodzie.
PyroMark PCR Master Mix, CoralLoad Concentrate, metylowane DNA
kontrolne oraz wszystkie startery muszg by¢ przechowywane po dostarczeniu
w —30°C do —15°C.

Pudetko 2/2 z buforami i odczynnikami therascreen Pyro zawierajgce bufor,
mieszaniny enzymdw, mieszanainy substratow, nukleotydy (dATPaS, dCTP,
dGTP oraz dTTP) — odczynniki do analizy pirosekwencjonowaniem — sg
dostarczane z wktadami chtodzgcymi. Te komponenty powinny byc¢
przechowywane po dostarczeniu w 2—8°C. Aby zminimalizowac ryzyko spadku
aktywnosci, zaleca sie przechowywanie mieszaniny enzymow i mieszaniny
substratéw w oryginalnych probéwkach.

Rozpuszczone mieszaniny enzymow i mieszaniny substratow sg stabilne
przez co najmniej 10 dni w 2—8°C. Rozpuszczone mieszaniny enzymow i
mieszaniny substratdw mogg by¢ zamrazane i przechowywane w —30°C do
—15°C. Zamrozone odczynniki nie powinny byé poddawane wiecej niz 6
cyklom zamrazania-rozmrazania.

Uwaga: Nukleotydy nie powinny by¢ zamrazane.

Zestaw therascreen MGMT Pyro jest stabilny do konca terminu przydatnosci
pod warunkiem przechowywania w zalecanych powyzej warunkach.

Przechowywanie i Obchodzenie sie z Probkami
Wszystkie prébki muszg byc¢ traktowane, jako materiat potencjalnie zakazny.

Materiat prébek stanowi ludzkie DNA (po konwersji wodorosiarczynem)
wyizolowane z krwi lub skrawkéw tkanek zatopionych w bloczkach
parafinowych (FFPE — ang. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded).

Probki od os6b poddawanych terapii heparynowej nie powinny by¢ uzywane w
tym tescie. Prébki krwi pobranej do probowek z heparyng jako antykoagulantem
nie powinny by¢ uzywane w tym tescie. Heparyna zaburza reakcje PCR.
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Procedura

Izolacja DNA i konwersja wodorosiarczynem

Wydajno$¢ systemu zostata okreslona przy wykorzystaniu zestawéw EZ1®
DNA Tissue Kit i QlIAamp® DNA FFPE Tissue Kit do pozyskania ludzkiego
DNA z prébek nowotworowych (FFPE). W przypadku systemu QlAamp DSP
DNA Blood Mini, wydajnos¢ zostata okreslona z wykorzystaniem probek krwi
zdrowego dawcy, czesciowo z dodatkiem komorek nowotworowych.

Zestawy QIAGEN® przedstawione w Tabeli 2 sg zalecane do izolacji DNA z
wymienionych typow ludzkich probek przy wykorzystaniu Zestawu therascreen
MGMT Pyro. I1zolacje DNA nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjami dla
odpowiednich zestawdw.

Do przeprowadzenia konwersji wodorosiarczynem zalecane sg zestawy
EpiTect® Bisulfite Kit (nr kat. 59104), EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit (nr kat.
59144) lub EpiTect Plus DNA Bisulfite Kit (nr kat. 59124) firmy QIAGEN.

Tabela 2. Zestawy do izolacji DNA rekomendowane do uzytku z
Zestawem therascreen MGMT Pyro

Numer kat.
Materiatl probki Zestaw do izolacji kw. nukleinowego (QIAGEN)
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
Tkanka (FFPE)
EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Krew QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit" 61104

* Postepuj zgodnie z instrukcjg dla tkanek (FFPE). Zestaw EZ1 DNA Tissue powinien by¢
uzytkowany w pofgczeniu z aparatem EZ1 Advanced (nr kat. 9001410 lub 9001411) oraz
kartg EZ1 Advanced DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9018298) lub z aparatem EZ1
Advanced XL (nr kat. 9001492) oraz kartg EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card (nr
kat. 9018700) lub z aparatem BioRobot® EZ1 (nr kat. 9000705; juz niedostepny w ofercie)
oraz kartg EZ1 DNA Paraffin Section Card (nr kat. 9015862).

T Oznakowanie CE-IVD zgodne z Dyrektywg EU 98/79/EC.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokét 1: Programowanie eksperymentu na systemie
PyroMark Q24

Wazna informacja przed rozpoczeciem

B Jeslijest to wymagane, LOB (limit proby Slepej) moze zostac
potwierdzony z uzyciem préobki krwi zdrowego i wygenerowanie catej
ptytki wynikdw. Wiecej informacji w publikacji CLSI Guideline EP17-A
‘Protocol for determination of limits of detection and limits of quantitation;
approved guideline’ (Protokot do okreslania limitow detekcji i limitéw
pomiaru ilosciowego; zatwierdzony przewodnik).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Zaprogramuj analize (Assay Setup) jak to opisano w Dodatek A, strona
42. Czynnosc¢ ta musi zosta¢ wykonana tylko raz, przed pierwszym
rozpoczeciem analizy Zestawem therascreen MGMT Pyro.

Procedura

1. Na pasku narzedzi wybierz ﬁ Stworzony zostaje nowy plik reakcyjny ‘run file'.
2. Wprowadz parametry analizy (patrz ‘Parametry analizy’, strona 15).

3. Zaprogramuj uklad ptytki przez dodawanie analiz do studzienek (p6l)
korespondujacych z probkami do analizy.

Uwaga: Kontrola negatywna (bez matrycy DNA) powinna by¢ réwniez
uwzgledniona w kazdej reakcji PCR.

Uwaga: Dla celow poréwnawczych zaleca sie rowniez uwzglednienie
probki DNA wyizolowanego z krwi zdrowego dawcy w kazdej analizie
pirosekwencjonowania. Probka kontrolna z ‘Methylated Control DNA’
moze zosta¢ uwzgledniona jako kontrola pozytywna w reakcjach PCR oraz
pirosekwencjonowania (patrz ‘Kontrole’, strona 7).

4. Gdy reakcja jest zaprogramowana i gotowa do rozpoczecia na
systemie PyroMark Q24, wydrukuj liste potrzebnych objetosci
mieszaniny enzymow, mieszaniny substratéw, nukleotydéw oraz
ustawien dla ptytki. Wybierz ‘Pre Run Information’ (informacja przed-
reakcyjna) z menu ‘Tools’ (narzedzia), a gdy pojawi sie raport, celem
wydrukowania wybierz /=

5. Zamknij ‘run file’ (plik reakcji) i skopiuj na nosnik USB (dostarczony
wraz z aparatem) uzywajac narzedzia Windows® Explorer.
Wydrukowana ‘Pre Run Information’ (informacja przed-reakcyjna) moze
by¢ uzyta jako szablon do przygotowania reakcji (patrz ‘Protokét 3:
Immobilizacja produktow PCR do czgsteczek streptawidyny (Streptavidin
Sepharose High Performance beads)’, strona 19).

Aby rozpoczgc¢ reakcje na aparacie PyroMark Q24 - patrz ‘Protokot 5:
Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark Q24’, strona 25.
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Parametry analizy

Nazwa reakcji
(Run name)

Metoda aparatu
(Instrument method)

Nazwa ptytkKi
(Plate ID)

Kod kreskowy
(Bar code)

Nazwa odczynnikow

(Reagent ID)

Notatka reakcji
(Run note)

Nazwa reakcji zostaje wyswietlona po zapisaniu
pliku. Zmiana nazwy pliku zmienia takze nazwe
reakciji.

Wybierz metode aparatu zgodnie z kartridzem, ktéry
ma zostac uzyty do reakcji. Patrz instrukcje
dotyczgce poszczegolnych produktow.

Opcjonalnie: Wprowadz nazwe ptytki dla PyroMark
Q24.

Opcjonalnie: Wprowadz dane kodu kreskowego dla
ptytki lub, jesli dysponujesz czytnikiem kodow
kreskowych podtgczonym do komputera, kliknij na
pole tekstowe dla kodu kreskowego i zeskanuj kod
kreskowy.

Opcjonalnie: Wprowadz numer partii (lot)
uzywanego zestawu therascreen MGMT Pyro dla
pudetek 1 oraz 2. Numery partii znajduja sie na
etykietach produktow.

Uwaga: Zaleca sie wprowadzanie numeru partii (lot)
zestawu, co moze by¢ pomocne przy rozwigzywaniu
ewentualnych problemow zwigzanych z uzywaniem
zestawu therascreen MGMT Pyro.

Opcjonalnie: Wprowadz notatke dotyczacyg
zawartosci i celu danej reakcji.

Przypisywanie plikow analizy

Aby przypisac plik analizy do dotka reakcyjnego nalezy:

B Klikng¢ pole odpowiadajgcg wybranemu dotkowi prawym przyciskiem
myszy i wybrac ‘Load Assay’ (zataduj reakcje) z menu kontekstowego.

LUB

B Wybra¢ odpowiednig reakcje poprzez menu oprogramowania, a nastepnie
zaznaczycC i przeciggnac jg do wybranego pola odpowiadajgcego dotkowi.

Kazdemu polu studzienki zostaje przyporzgdkowany kolor odpowiadajacy

okreslonej analizie.

Wprowadzanie nazw probek oraz notatek

Aby wprowadzi¢ nazwe probki lub notatke, wybierz odpowiednie pole i wpisz

pozgdane informacje.

Celem dalszej edycji wybierz pole (bierzgca zawartos¢ zostanie zaznaczona)
lub kliknij dwukrotnie odpowiednie pole.

Instrukcja Zestawu therascreen MGMT Pyro 03/2015
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Protokét 2: PCR z uzyciem odczynnikow zawartych w
Zestawie therascreen MGMT Pyro

Niniejszy protokdt dotyczy amplifikacji PCR obszaru DNA po konwersiji
wodorosiarczynem przy uzyciu Zestawu therascreen MGMT Pyro.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

M Polimeraza HotStarTaq® zawarta w zestawie PyroMark PCR Master Mix
wymaga etapu aktywacji przez 15 minut w 95°C.

B Przygotuj wszystkie mieszaniny reakcyjne w obszarze odseparowanym
fizycznie od tego, gdzie izoluje sie DNA, dodaje matrycy DNA, analizuje
produkty PCR oraz przygotowuje prébki do analizy
pirosekwencjonowaniem.

B Uzywaj jednorazowych koncéwek pipet z filtrami hydrofobowymi, aby
zminimalizowac¢ ryzyko kontaminacji krzyzowe;j.

B W charakterze DNA matrycowego musi zosta¢ uzyte DNA po konwers;ji
wodorosiarczynem. Rekomendowane zestawy to EpiTect Bisulfite Kit (nr
kat. 59104), EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit (nr kat. 59144) lub EpiTect
Plus DNA Bisulfite Kit (nr kat. 59124) firmy QIAGEN.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Przed otwarciem probéwek ze starterami do PCR, zwiruj je krétko celem
zebrania zawarto$ci na dnie.

M Jesli potrzeba, doprowadz stezenie DNA kontrolnego oraz prébek do
wartosci 2-10 ng/pl.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne odczynniki.
Przed uzyciem dobrze wymieszaj.

2. Przygotuj mieszanine reakcyjng dla kazdego zestawu starteréw
zgodnie z Tabelg 3.
Typowo, mieszanina reakcyjna zawiera wszystkie sktadowe niezbedne do
PCR, poza probka.

Przygotuj mieszanine reakcyjng w objetosci nieco wiekszej niz potrzebna
do wykonania wymaganej ilosci reakcji PCR.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Skladowa Objetosc¢/reakcje (pl)
PyroMark PCR Master Mix, 2x 12,5
CoralLoad Concentrate, 10x (koncentrat buforu) 2,5
PCR Primer Mix MGMT (starter PCR) 1,0
Water (H20, zawarta w zestawie) 4,0
Objetos¢ catkowita 20,0

3. Dobrze wymieszaj mieszanine reakcyjng i dodaj po 20 ul do kazdej
probowki PCR.

Z uwagi na brak aktywnoséci polimerazy HotStarTag DNA w temperaturze
pokojowej, trzymanie probéwek PCR na lodzie nie jest konieczne.

4. Dodaj 5 yl matrycy DNA po konwersji wodorosiarczynem (10-50 ng
DNA genomowego zgodnie z pomiarem przed konwersja) do
poszczegdbinych probéwek PCR (patrz Tabela 4) i dobrze wymieszaj.

Uwaga: Prébka stanowigca kontrole negatywng (bez matrycy DNA)
powinna by¢ uwzgledniona w kazdej reakcji PCR.

Uwaga: Dla celow poréwnawczych zaleca sie rowniez uwzglednienie
probki DNA wyizolowanego z krwi zdrowego dawcy w kazdej analizie
pirosekwencjonowania. Probka z ‘Methylated Control DNA’ moze zosta¢
uwzgledniona jako kontrola pozytywna w reakcjach PCR oraz
pirosekwencjonowania (patrz ‘Kontrole’, strona 7).

Tabela 4. Przygotowanie PCR

Skladowa Objetosc¢/reakcje (ul)
Mieszanina reakcyjna 20
Probka DNA 5
Objetos¢ catkowita 25
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5. Zaprogramuj termocykler zgodnie z instrukcjg producenta przy
uzyciu parametréw opisanych w Tabeli 5.

Tabela 5. Zoptymalizowany protokét PCR

Komentarze
. Polimeraza HotStarTaq
Aktywac!a 15 minut 95°C DNA jest aktywowana na
wstepna: .
tym etapie.
Cykle 3-etapowe:
Denaturacja 20 sekund 95°C
Hybrydyzacja 30 sekund 53°C
Wydtuzanie 20 sekund 72°C
llo$¢ cykli 42
Wydtuzanie 5 minut 72°C
koncowe

6. Umies¢ probéwki PCR w termocyklerze i rozpocznij program.

7. Po zakonczonej amplifikacji przejdz do ‘Protokét 3: Immobilizacja
produktow PCR do czgsteczek streptawidyny (Streptavidin
Sepharose High Performance beads)’, strona 19.
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Protokét 3: Immobilizacja produktéw PCR do czasteczek
streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance beads)
Niniejszy protokét ma na celu immobilizacje matrycowego DNA do czgsteczek

streptawidyny (Streptavidin Sepharose High Performance; GE Healthcare)
przed rozpoczeciem analizy na systemie PyroMark Q24.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Przed rozpoczeciem pozwdl wszystkim potrzebnym odczynnikom na
osiggniecie temperatury pokojowej (15-25°C).

Procedura
1. Delikatnie wstrzasaj butelka zawierajaca ‘Streptavidin Sepharose
High Performance’ do momentu uzyskania homogennego roztworu.

2. Przygotuj mieszanine ‘master mix’ do immobilizacji DNA zgodnie z
Tabelg 6.

Przygotuj objetos¢ o 10 % wiekszg niz wymagana dla planowanej ilosci
reakciji.

Tabela 6. Mieszanina ‘master mix’ do immobilizacji DNA

Sktadowa Objetosé/reakcje (ul)
Streptavidin Sepharose High Performance 2
PyroMark Binding Buffer (bufor wigzacy) 40
Water (H20, zawarta w zestawie) 28
Objetos¢ catkowita 70

3. Dodaj 70 yl mieszaniny ‘master mix’ do dotkéw 24-dotkowej ptytki
PCR lub paskoéw zgodnie z predefiniowanym planem reakcji ‘run
setup’ (patrz ‘Protokoét 1: Programowanie eksperymentu na systemie
PyroMark Q24’, strona 14).

4. Dodaj 10 pl biotynylowanego produktu PCR do dotkéw 24-dotkowej
plytki PCR lub paskéw zgodnie z predefiniowanym planem reakcji
‘run setup’ (patrz ‘Protokét 2: PCR z uzyciem odczynnikéw zawartych
w Zestawie therascreen MGMT Pyro’, strona 16).

Po dodaniu mieszaniny ‘master mix’ oraz produktu PCR, catkowita

objetos¢ mieszaniny reakcyjnej w kazdym dotku powinna wynosi¢ 80 ul.
5. Zaklej ptytke PCR (lub paski) przy uzyciu zamknieé paskowych.

Upewnij sie, ze przeciekanie pomiedzy dotkami nie jest mozliwe.
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6. Wytrzasaj plytke PCR w temp. pokojowej (15-25°C) przez 5-10 minut
przy 1400 rpm.
Podczas tego etapu przygotuj stacje prézniowg (PyroMark Q24 Vacuum
Workstation) do przygotowywania prébek zgodnie z opisem zawartym w
Instrukcji Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

7. Przejdz niezwtocznie do ‘Protokét 4: Przygotowanie prébek do reakciji
pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24 *, strona 21.
Uwaga: Czgsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg) — ich pobranie
powinno nastgpi¢ natychmiast po zakonczeniu wytrzgsania ptytki (lub
paskéw).

Jesli od wytrzgsania mineta wiecej niz 1 minuta — wytrzgsaj dodatkowo
przez 1 minute i natychmiast przejdz do pobrania czgsteczek sefarozy.
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Protokoét 4: Przygotowanie probek do reakciji
pirosekwencjonowania na aparacie PyroMark Q24

Niniejszy protokot stuzy do preparatyki jednoniciowego DNA oraz hybrydyzacii
starterow sekwencyjnych do matrycy przed rozpoczeciem analizy
pirosekwencjonowaniem na aparacie PyroMark Q24.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Dodaj starter sekwencyjny zgodnie ze wzorcem predefiniowanych
ustawien analizy (run setup) dla uzywanej ptytki (patrz ‘Protokét 1:
Programowanie eksperymentu na systemie PyroMark Q24’, strona 14).

B Procedura zostata nieznacznie zmodyfikowana wzgledem Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24 (krok 18). Nie nalezy skraca¢ czasu
schtadzania probek po uprzedniej inkubacji w 80°C.

B Regularnie przeprowadzaj test funkcjonowania koncowek filtrujgcych
(filter probes) oraz wymieniaj je na nowe tak jak to opisano w Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Przed otwarciem probdéwki ze starterami sekwencyjnymi zwiruj jg krétko
celem zebrania zawartosci na dnie.

B Umies¢ jeden adapter do ptytek (PyroMark Q24 Plate Holder) na bloku
grzejnym nagrzanym do 80°C — do uzytku w kroku 17. Drugi adapter do
ptytek pozostaw w temp. pokojowej (15-25°C) do uzytku w kroku 18.

M Bufor ptuczgcy (PyroMark Wash Buffer) jest dostarczany jako koncentrat
(10x). Przed pierwszym uzyciem rozciencz go do stezenia roboczego (1x)
poprzez dodanie 225 ml wody o wysokiej czystosci do 25 ml koncentratu
(10x PyroMark Wash Buffer) — do uzyskania koncowej objetosci 250 ml.

Bufor ptuczacy o stezeniu roboczym (1x PyroMark Wash Buffer) jest
stabilny w 2—-8°C do konnca oznaczonego terminu waznosci.

Procedura

1. Rozciencz wystarczajgcq ilos¢ startera sekwencyjnego (Seq Primer
MGMT) w buforze hybrydyzacyjnym (PyroMark Annealing Buffer) jak
przedstawiono w Tabeli 7.

Przygotuj rozcienczony starter sekwencyjny w objetosci wiekszej od
wymaganej dla liczby analizowanych probek (dla wymaganej ilosci probek
+ jednej dodatkowo).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 7. Przyktadowe rozcienczanie startera sekwencyjnego

Objetos¢/prébke Objetos¢ dla
Sktadowa (pl) 9 + 1 reakcji (ul)

Seq Primer MGMT

(starter sekwencyjny) 0.8 8,0
PyroMark Annealing Buffer

(bufor hybrydyzacyjny) 2.2 242,0
Objetosc¢ catkowita 25,0 250,0

2. Add 25 pl of diluted sequencing primer to each well of the PyroMark
Q24 Plate according to the run setup (see ‘Protokét 1: Programowanie
eksperymentu na systemie PyroMark Q24’, strona 14).

Miej przygotowany jeden ze statywow do ptytek (PyroMark Q24 Plate
Holder) dostarczony wraz ze stacjg prozniowg (PyroMark Q24 Vacuum
Workstation) w temp. pokojowej (15-25°C) i uzywaj jako statywu podczas
przygotowywania i przenoszenia ptytki.

3. Umiesé ptytke/paski PCR przygotowane w Protokole 3 oraz plytke
(PyroMark Q24 Plate) na stole roboczym stacji prézniowej (Rysunek 2).
Upewnij sie, ze ptytka jest w tej samej orientacji, jak podczas dodawania
probek.

Rysunek 2. Umieszczanie ptyki PCR PyroMark Q24 (lub paskéw) na stacji prézniowej.

4. Wiacz ssanie w narzedziu prézniowym przy pomocy znajdujgcego sie
na nim wiacznika.
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5. Ostroznie zbliz koncowki filtrujgce (filter probes) narzedzia
prézniowego do dotkéw ptytki PCR (lub paskéw) celem zebrania
(przyssania) czgsteczek sefarozy zawierajgcych immobilizowang
martyce. Przytrzymaj koncowki w tej pozycji przez 15 sekund.
Ostroznie podnies narzedzie prézniowe.

Uwaga: Czgsteczki sefarozy szybko opadajg (sedymentujg) i ich pobranie
musi nastgpi¢ natychmiast po ich wczesniejszym wymieszaniu.

Jesli od wytrzgsania ptytki (paskdw) mineta wiecej niz 1 minuta — wytrzgsaj
dodatkowo przez 1 minute i natychmiast przejdz do pobrania czgsteczek
sefarozy.

6. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml 70%
etanolu (Rysunek 2). Ptucz koncéwki filtrujgce przez 5 sekund.

7. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajgcej 40 ml
roztworu denaturujgcego (Denaturation Solution; Rysunek 2). Ptucz
koncoéwki filtrujgce przez 5 sekund.

8. Przenies narzedzie prézniowe do wanienki zawierajacej 50 ml buforu
pluczacego (Wash Buffer; Rysunek 2). Ptucz koncéwki filtrujgce
przez 10 sekund.

9. Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozycji takiej, aby koncoéwki
filtrujace byly uniesione lekko w gére, tak jak to pokazano na
Rysunku 3, a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem odessania
ptynu z filtréw.

Rysunek 3. Narzedzie prézniowe uniesione celem odessania catego ptynu z filtrow.

10. Ostroznie przenies narzedzie prézniowe nad ptytke (PyroMark Q24
Plate), a nastepnie zamknij ssanie przetacznikiem na narzedziu
prézniowym (pozycja ‘Off’).

11. Obniz narzedzie prézniowe tak, aby koncoéwki filtrujace znalazty sie w
dotkach plytki (PyroMark Q24 Plate) zawierajgcych rozcienczony
starter sekwencyny, a nastepnie delikatnie poruszaj narzedziem
prézniowym na boki celem uwolnienia czasteczek sefarozy do
roztworu.

Uwazaj, aby nie uszkodzi¢/zarysowac powierzchni ptytki koncéwkami
filtrujgcymi.
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12. Przenies$ narzedzie prozniowe do wanienki z woda o wysokiej
czystosci (Rysunek 2) i wytrzgsaj delikatnie przez 10 sekund.

13. Przeptucz koncowki filtrujace poprzez ich zanurzenie w wodzie o
wysokiej czystosci (Rysunek 2) i wigczenie ssania (prézni). Przeptucz
koncéwki ok. 70 ml wody o wysokiej czystosci.

14. Unies narzedzie prézniowe i ustaw w pozycji takiej, aby koncowki
filtrujgce byly uniesione lekko w goére, tak jak to pokazano na
Rysunek 3, a nastepnie przytrzymaj przez 5 sekund celem odessania
ptynu z filtréw.

15. Wylacz ssanie na narzedziu prézniowym (pozycja ‘Off’) i umiesé je w
miejscu spoczynkowym (Parking (P) position).

16. Wylgcz pompe prézniowa.

Uwaga: Na koniec dnia roboczego, wszystkie wykorzystane ptyny powinny
zostac usuniete, a stacja prézniowa (PyroMark Q24 Vacuum Workstation)
sprawdzona pod kagtem zanieczyszczen (patrz Dodatek B, strona 43).

17. Inkubuj ptytke (PyroMark Q24 Plate) z préobkami w 80°C przez 2
minuty na nagrzanym adapterze do ptytek (PyroMark Q24 Plate
Holder).

18. Usun ptytke (PyroMark Q24 Plate) z podgrzanego adaptera i umiesé¢
na drugim adapterze znajdujagcym sie w temp. pokojowej (15-25°C) i
pozostaw w takich warunkach przez 10-15 minut celem ostudzenia.

19. Przejdz do ‘Protokoét 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie
PyroMark Q24’, strona 25.
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Protokét 5: Przeprowadzanie reakcji na aparacie PyroMark
Q24

Niniejszy protokdt przedstawia przygotowanie i dodawanie odczynnikow
PyroMark Gold Q24 do kartridza (PyroMark Q24 Cartridge) oraz rozpoczecie i
zakonczenie reakcji na aparacie PyroMark Q24. Wiecej szczegotow w
Instrukcji Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Wazna informacja przed rozpoczeciem

B Raport przed-reakcyjny (pre run information report) znajdujacy sie w
menu narzedzi (Tools) dla ustawieh reakcji (patrz ‘Protokét 1:
Programowanie eksperymentu na systemie PyroMark Q24’, strona 14)
dostarcza informacji dotyczgcych objetosci nukleotyddw, mieszanin
enzymow, substratéw oraz buforéow wymaganych dla danej reakc;ji.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Wiacz urzadzenie PyroMark Q24 - wigcznik znajduje sie w jego tylnej
czesci.

Procedura

1. Rozpusé zliofilizowane mieszaniny enzymow i substratow w 620 i
(kazdy) wody (H20, zawarta w zestawie).

2. Wymieszaj delikatne.
Nie mieszaj przez worteksowanie!

Celem petnego rozpuszczenia mieszanin, pozostaw je w temp. pokojowej
(15-25°C) przez 5-10 minut. Przed uzyciem upewnij sie, ze roztwory nie
sg metne przed ich dodaniem do kartridza PyroMark Q24. Jesli odczynniki
nie majg zostac¢ uzyte natychmiast, umie$¢ je na lodzie* lub w lodéwce.

3. Przed uzyciem, zarowno odczynniki, jak i kartridz PyroMark Q24
powinny osiggna¢ temp. pokojowa (20-25°C).
4. Postaw kartridz PyroMark Q24 etykieta w swoja strone.

5. Dodaj do kartridza PyroMark Q24 odpowiednie objetosci
nukleotydow oraz mieszanin enzyméw i substratéw, zgodnie z
Rysunkiem 4.

Uwazaj, aby nie przenosi¢ pecherzykoéw powietrza z koncowek pipet do
studzienek kartridza.

* Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe rekawiczki oraz
okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informacji, zapoznaj sie z odpowiednimi kartami
bezpieczenstwa materiatéw (safety data sheets), dostepnymi u producentéw lub
dostawcow produktow.
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Rysunek 4. Widok kartridza PyroMark Q24 z géry. Widoczne oznaczenia
korespondujg z oznaczeniami na etykietach odczynnikéw. Dodaj mieszaniny enzymow
(E), mieszaniny substratow (S) oraz nukleotydéw (A, T, C, G) zgodnie z informacjami
zawartymi w raporcie przed-reakcyjnym (pre run information report w menu ‘Tools’
ustawien reakciji.

Otwoérz bramke kartridza w aparacie PyroMark Q24 i wstaw kartridz
napetniony odczynnikami z etykieta zwrécong w kierunku operatora
(do siebie). Wsun kartridz do konca, a nastepnie docisnij w dét.

Upewnij sie, ze z przodu kartridza jest widoczna linia, po czym
zamknij bramke.

Otwoérz ramke do blokowania ptytki i umiesé ptytke PyroMark Q24
Plate na bloku grzejnym aparatu.

Zamknij ramke do blokowania ptytki oraz pokrywe aparatu.

Do znajdujacego sie w przedniej czesci urzadzenia portu USB
podiacz nosnik pamieci USB zawierajacy plik reakcyjny ‘run file’.
Nie usuwaj nosnika pamieci USB przed zakonczeniem reakciji.

W menu gtéwnym wybierz ‘Run’ (przyciski a oraz ) i wcisnij ‘OK’.
Wybierz plik reakcyjny ‘run file’ (przyciski a oraz ).

Celem podgladu zawartosci folderu, zaznacz go i wybierz ‘Select’. Aby
wrocic¢ do poprzedniego widoku wybierz ‘Back’.

Aby rozpocza¢ reakcje zaznacz plik ‘run file’, a nastepnie wybierz ‘Select’.
Po skonczonej reakcji, gdy aparat wyswietli informacje o zapisaniu
catej analizy na nosniku pamieci USB, wybierz ‘Close’.

Usun nosnik pamieci USB z aparatu.

Otwoérz pokrywe aparatu.

Otwoérz bramke zabezpieczajgca kartridza i wyjmij kartridz - nalezy go
pociagnac¢ lekko w gore, a nastepnie na zewnatrz (do siebie).
Zamknij bramke kartridza.

Otwoérz ramke zabezpieczajaca ptytke PyroMark Q24 Plate i usun
plytke z bloku grzejnego.

Zamknij ramke zabezpieczajaca ptytke oraz pokrywe aparatu.

Usun ptytke i umyj kartridz zgodnie z zaleceniami zawartymi w
instrukcji zalgczonej do kartridza.

Dokonaj analizy reakcji zgodnie z opisem w ‘Protokdét 6: Analiza
wynikow reakcji na aparacie PyroMark Q24’°, strona 27.
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Protokét 6: Analiza wynikoéw reakcji na aparacie PyroMark
Q24

Niniejszy protokdt przedstawia analize metylacji po zakonczonej reakcji
therascreen MGMT przy uzyciu oprogramowania PyroMark Q24.

Procedura

1.

2.

Podiacz nosnik pamieci USB (zawierajacy plik reakcyjny ‘run file’ po
zakonczonej reakcji) do portu USB komputera.

Przenies plik ‘run file’ z nosnika USB do wybranej lokalizacji na
komputerze przy uzyciu Windows Explorer.

Otworz plik ‘run file’ w trybie CpG w oprogramowaniu PyroMark Q24
wybierajgc ‘Open’ w menu ‘File’ lub klikajgc dwukrotnie ikone @ na
gtéwnym pasku narzedzi.
Celem dokonania analizy reakcji i uzyskania podgladu wynikéw
kliknij na jeden z przyciskéw ‘Analyze’.

T Analiza wszystkich probek (dotkdw).

0@}} Analiza wybranych probek (dotkow).

Wyniki analizy (czestos¢ wystepowania metylacji) oraz ocena jako$ciowa
Sg przedstawiane powyzej zmiennej pozycji na wykresie pyrogramu.
Wiecej informacji na temat analizy reakcji znajduje sie w Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

Aby wygenerowac raport, wybierz opcje ‘CpG Full Report’ (peten
raport) lub ‘CpG Analysis Results’ (wyniki analizy) w menu ‘Reports’.
Uwaga: Dla uzyskania wiarygodnych wynikow rekomendowana jest
analiza pojedynczych pikow o wysokosci przynajmniej 30 RLU (relative
light units). Ustaw 30 RLU jako ‘required peak height for passed quality’ w
ustawieniach analizy (assay setup) (patrz Dodatek A, strona 42 oraz
Instrukcja Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24).

Uwaga: Wyniki z raportu ‘CpG Analysis Results’ powinny zostac uzyte w
celu dokumentaciji i interpretacji wynikow ilosciowych wystepowania
metylacji. Wyniki numeryczne przedstawione w pyrogramie sg
zaokraglone i nie pokazujg doktadnych wynikow ilosciowych.

Uwaga: Pyrogram powinien by¢ zawsze porownywany z histogramem,
ktory moze by¢ wyswietlony po wybraniu odpowiedniej opcji po kliknigeciu
prawym przyciskiem myszy w oknie pyrogramu. Wysokosci pikow
pyrogramu powinny korespondowac z wysokoscig stupkéw histogramu.
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Interpretacja Wynikéw

Dla celow poréwnawczych zaleca sie uwzglednienie prébki DNA
wyizolowanego z krwi zdrowego dawcy w kazdej analizie
pirosekwencjonowania.

Kontrola konwersji DNA (zaznaczona zottym stupkiem w oknie pyrogramu)
pokazuje wydajnos¢ konwersji wodorosiarczynem. Sygnat w probce kontrolnej
konwersji wodorosiarczynem moze wskazywac¢ na niekompletng konwersje, co
moze wypaczac pomiar ilosciowy metylacji i powodowac pojawienie sie
komunikatu ostrzegawczego.

Wartosci LOB odzwierciedlajg czestotliwosci wystepowania metylaciji
uzyskane z probek krwi pozyskanych od zdrowych dawcow z
prawdopodobienstwem wynoszgcym 95% (patrz Tabela 8 oraz
‘Charakterystyka Wydajnosci’, strona 33).

Tabela 8. Wartosci LOB ustalone dla konkretnych pozycji metylacji przy
uzyciu prébek krwi pozyskanych od zdrowych dawcéw.

Pozycja LOB (%)
CpG pozycja 1 15
CpG pozycja 2 1,8
CpG pozycja 3 3,2
CpG pozycja 4 3,4
Srednia dla CpG pozycje 1 do 4 2,1

Uwaga: Wartosci te zostaty uzyskane na podstawie analiz z sygnatami
wynoszacymi ponad 30 RLU (relative light units), co uzyskuje sie rutynowo z
10 ng DNA izolowanego z krwi (pomiar przed konwersjg wodorosiarczynem).
Zaleca sie potwierdzenie wydajnosci metody w laboratorium.
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Reprezentatywne wyniki
Reprezentatywne wyniki w postaci pyrograméw — Rysunki 5-7.
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Rysunek 5. Pyrogram bedacy wynikiem analizy niemetylowanego DNA po konwersji
wodorosiarczynem, pozyskanym z prébki krwi od zdrowego dawcy. Stupek dozowania
15 przedstawia kontrole wydajnosci konwersji.
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Rysunek 6. Pyrogram bedacy wynikiem analizy metylowanego DNA po konwersji
wodorosiarczynem. Stupek dozowania 15 przedstawia kontrole wydajnosci konwersiji.
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Rysunek 7. Pyrogram bedacy wynikiem analizy wysoce metylowanego DNA po
konwersji wodorosiarczynem (Methylated Control DNA, dostarczony w zestawie).
Stupek dozowania 15 przedstawia kontrole wydajnosci konwersiji.
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Rozwigzywanie probleméw

Ten przewodnik moze by¢ pomocny w przypadku potrzeby rozwigzywania
probleméw. Wiecej informacji dotyczgcych rozwigzywania problemow mozna
znalez¢ na stronie internetowej ‘Frequently Asked Questions’ (czesto
zadawane pytania) w centrum pomocy technicznej:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Specjalisci w centrum pomocy
technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢ wszelkich informacji
dotyczagcych zaréwno tresci niniejszej instrukcji, jak i innych problemow
zwigzanych z rozwigzaniami QIAGEN — od probki do wyniku. Wiecej informac;i
kontaktowych dostepnych jest na ostatniej stronie niniejszej instrukcji oraz pod
adresem: www.giagen.com..

Uwaga: Ogdlne informacje dotyczgce rozwigzywania problemdw zwigzanych
z aparatem PyroMark Q24 mogg by¢ znalezione w Instrukcji Uzytkowania
Aparatu PyroMark Q24.

Komentarze i sugestie

Sygnat dla kontroli bez matrycy (kontrola negatywna)

a) Przenikanie sygnatu Sygnat z jednego dotka jest wykrywany w
pomiedzy dotkami sgsiednim dotku. Unikaj umieszczania probek o
wysokiej intensywnosci sygnatu obok probek
bez matrycy.

b) Zanieczyszczenie Uzywaj sterylnych kohcowek pipet z filtrami.
PCR |zoluj i przechowuj materiaty takie jak probki,
kontrole i amplikony z dala od odczynnikéw
PCR.
Sekwencja niespodziewana lub o niskiej jakosci
a) DNA genomowe o DNA genomowe o niskiej jakosci moze byc¢
niskiej jakosci przyczyng nieudanego PCR. Analizuj probki

PCR uzywajgc technik elektroforetycznych (np.
QIAxcel® System lub elektroforeza w zelu
agarozowym).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komunikat ‘Check’ (sprawdz) lub ‘Failed’ (niepowodzenie)

a) Niskie piki

b) Pojawia sie
ostrzezenie
‘Uncertain/Failed
bisulfite conversion at
dispensation: 15’
(niepewna/nieudana
konwersja dla
dozowania: 15)

Wysoki poziom tta

a) Niewtasciwe
przechowywanie
nukleotydéw

Btedy w przygotowaniu PCR lub przygotowaniu
probek do pirosekwencjonowania mogg
prowadzi¢ do powstawania zbyt matych pikow.

Istotnym jest catkowite pobranie probek przez
narzedzie prozniowe. Upewnij sie, ze jest ono
opuszczane powoli do prébek i ze geometria
ptytki PCR lub paskéw uzywanych do
immobilizacji pozwala na catkowite pobranie
probek.

Przeprowadz test funkcjonowania koncowek
filtrujgcych oraz wymieniaj je na nowe zgodnie
z zaleceniami opisanymi w Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.

W przypadku pojawienia sie komunikatu
‘Check’, uwaznie poréwnaj pyrogram z
histogramem (widocznym poprzez wybranie
opcji wywotanej kliknieciem prawym
przyciskiem myszy na pyrogramie). Jesli
wysokos¢ pikdw odpowiada wysokosci
stupkow, to wynik jest wazny. W przeciwnym
razie zalecana jest powtorna analiza probki.

Upewnij sie, ze wartosc¢ dla ‘Allowed
percentage for passed quality’ oraz ‘Allowed
percentage for check quality’ sg ustawione
odpowiednio na 7,0 oraz 10,0.

Uwaga: Pojawienie sie komunikatow
jakosciowych ‘Check’ lub ‘Failed’ oznacza
niekompletng konwersje wodorosiarczynem, co
moze wypaczac wynik ilosciowy metylacji.

Zaleca sie uzywanie zestawow EpiTect
Bisulfite Kit (nr kat. 59104), EpiTect Plus FFPE
Bisulfite Kit (nr kat. 59144) lub EpiTect Plus
DNA Bisulfite Kit (nr kat. 59124) firmy QIAGEN
i postepowac $cisle z zaleceniami protokotéw.

Nukleotydy przechowuj w 2—-8°C.
Przechowywanie w —15 do —25°C moze
powodowac wzrost poziomu tfa.
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b) Krotki czas Trzymaj probki na statywie ‘PyroMark Q24

schfadzania prébek Plate Holder’ w temp. pokojowej przez 10-15

przed rozpoczeciem minut. Nie skracaj czasu schtadzania.

analizy

pirosekwencjonowaniem

C) Zanieczyszczenie Ostroznie oczys¢ kartridz zgodnie z

kartridza wytycznymi w instrukcji kartridzy. Przechowuj
kartridz zabezpieczony przed swiattem i
kurzem.

Brak sygnatéw dla kontroli pozytywnych
a) Niewystarczjgca dla Upewnij sie, ze kartridz aparatu PyroMark Q24

wszystkich probek jest napetniony odczynnikami zgodnie z
ilos¢ mieszaniny protokotem pre-reakcyjnym (Pre Run
enzymow lub Information) z menu ‘“Tools’.
substratow

b) Nieprawidtowe Przygotuj odczynniki therascreen zgodnie z
przechowywanie lub instrukcjg w ‘Protokot 5: Przeprowadzanie
rozcienczanie reakcji na aparacie PyroMark Q24’, strona 25.
odczynnikow

c) Niepowodzenie w Btedy w przygotowaniu reakcji PCR,
przygotowaniu PCR programowaniu termocyklera lub
lub probki przygotowaniu probki do analizy

pirosekwencjonowaniem mogg skutkowac
brakiem sygnatu. Przeprowadz test funkcyjny
koncowek filtrujgcych zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Instrukcji Uzytkowania Aparatu
PyroMark Q24 i wymien je na nowe jesli
zachodzi taka potrzeba. Powt6rz PCR oraz
analize pirosekwencjonowaniem.

Kontrola Jakosci

Zgodnie z wymaganiami certyfikatu zarzgdzania jakoscig ISO firmy QIAGEN,
kazda partia produktu therascreen MGMT Pyro jest testowana wzgledem
predeterminowanych specyfikacji, celem zapewnienia statej jakosci produktu.

Ograniczenia

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne muszg by¢ interpretowane w
powigzaniu z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi.

Sprawdzenie wydajnosci systemu jest odpowiedzialnoscig uzytkownika w
kontekscie procedur stosowanych w jego laboratorium, a ktore nie sg objete
testami wykonywanymi przez QIAGEN.
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Charakterystyka Wydajnosci

Limit dla préby slepej (LOB)

Limit dla proby sSlepej (LOB, Tabela 9) zostat okre$lony dla czterech pozycji
CpG przeanalizowanych przy uzyciu Zestawu therascreen MGMT Pyro oraz
probek DNA pozyskanego z krwi zdrowych dawcéw, zgodnie z wytycznymi
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP17-A ‘Protocol
for determination of limits of detection and limits of quantitation; approved
guideline’ (Protokét ustalania limitéw detekcji oraz limitdbw pomiaréow
ilosciowych; zaaprobowany poradnik). Btedy o oraz § (odpowiednio, fatszywie
pozytywne i fatszywie negatywne) zostaty ustalone na 5%.

Wartosci LOB odzwierciedlajg czestotliwos¢ wystepowania metylacji na
podstawie analizy probek pozyskanych od zdrowych dawcéw z
prawdopodobienstwem réwnym 95%.

Tabela 9. LOB ustalony dla specyficznych pozycji metylacji przy uzyciu
probek pozyskanych z krwi zdrowych dawcéw

Pozycja LOB (%)
CpG pozycja 1 15
CpG pozycja 2 1,8
CpG pozycja 3 3,2
CpG pozycja 4 3,4
Srednia dla CpG pozycje 1 do 4 2,1

Uwaga: Zaleca sie potwierdzenie wydajnosci metody w laboratorium.

Liniowos¢

Liniowos¢ zostata zmierzona z uzyciem mieszanin niemetylowanego i
metylowanego DNA po konwersji wodorosiarczynem oraz zestawu EpiTect
PCR Control DNA set (nr kat. 59104) oraz rownolegle z uzyciem mieszanin
plazmidéw niosgcych odpowiednie sekwencje po konwersji wodorosiarczynem
prébek niemetylowanych i metylowanych (np. niosgce nukleotydy,
odpowiednio C i T w pozycjach CpG). Probki DNA genomowego oraz
plazmidow zostaty zmieszane w proporcjach dajgcych 12 poziomow metylacii
(0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 i 100%). Kazda mieszanina zostata
przeanalizowana z uzyciem trzech roznych partii (lot) Zestawu therascreen
MGMT Pyro w 3 reakcjach pirosekwencjonowania, kazda w 3 powtorzeniach.
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Wyniki (n = 9 dla kazdego poziomu mutacji) zostaty przeanalizowane zgodnie
z wytycznymi CLSI Guideline EP6-A ‘Evaluation of the linearity of quantitative
measurement procedures: a statistical approach; approved guideline’ (Ocena
liniowos$ci w procedurach pomiaréw ilosciowych: podejscie statystyczne;
zaaprobowany poradnik) z uzyciem oprogramowania Analyse-it® Software
v2.21 (patrz Rysunki 8 i 9) dla sredniej metylacji CpG pozyciji 1 do 4 przy
uzyciu, odpowiednio DNA genomowego lub plazmidowego jako matrycy.

Wyniki byty liniowe w zakresie dopuszczalnej nieliniowosci 5 % w testowanym
zakresie poziomu metylacji O - 100% dla kazdej indywidualnej pozycji metylacji
oraz dla sredniej z czterech pozycji metylacji.
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Rysunek 8. Liniowos$¢ dla sredniej metylacji CpG pozycje 1 do 4 przy uzyciu mieszanin
‘Epitect control DNA’.
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Rysunek 9. Liniowos¢ dla sredniej metylacji CpG pozycje 1 do 4 przy uzyciu mieszanin
DNA plazmidowego.

Precyzja

Dane dotyczgce precyzji pozwalajg na okreslenie catkowitej zmiennosci analiz
i zostaty uzyskane na trzech réznych poziomach poprzez analize wyze;j
wymienionych mieszanin DNA genomowego i plazmidowego w trzech
powtdrzeniach dla kazdego.

Powtarzalnos$¢ (w ramach jednego zestawu oraz jako zmienna pomiedzy
partiami) byta obliczona na podstawie danych okreslajgcych liniowos$¢ (trzy
analizy tego samego dnia przy uzyciu réznych partii Zestawu therascreen
MGMT Pyro). Usredniona precyzja (precyzja wewnatrzlaboratoryjna) byta
okreslona podczas trzech analiz w tym samym laboratorium w trzech réznych
dniach i wykonanych przez réznych operatoréw, na réznych aparatach
PyroMark Q24 i ro6znych partiach Zestawu therascreen MGMT Pyro.
Odtwarzalnos¢ (zmiennos¢ miedzylaboratoryjna) byta obliczona na podstawie
danych z dwoch analiz z kazdego z laboratoriow — wewnetrznego jak i
zewnetrznego — przy uzyciu réznych partii Zestawow therascreen MGMT Pyro.

Szacunkowa precyzja jest wyrazona, jako odchylenie standardowe zmierzonej
czestotliwosci metylacji CpG pozycje 1 do 4 w % (Tabele 10 11).
Powtarzalnos¢, usredniona precyzja oraz odtwarzalnosc¢ przy uzyciu
mieszanin DNA genomowego byta odpowiednio w zakresach 0,5-4,3, 0,4-4,0,
oraz 0,4-4,4 %, w testowanym zakresie poziomu metylacji 0-100%. Podobne
wyniki zostaty uzyskane z uzyciem mieszanin DNA plazmidowego (patrz
Tabela 11).
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Tabela 10. Precyzja dla sredniej metylacji CpG pozycje 1 do 4 przy uzyciu
mieszanin ‘EpiTect control DNA’*

WES}??Q? (\;voannt?glo Powtarzalnosé Ups):teagglz?: | Odtwarzalnos¢
DNAT Srednia SD* Srednia SD Srednia SD
0 2,4 0,5 2,2 0,4 2,6 0,7

5 7,1 2,7 7,7 2,5 9,3 3,9
10 12,8 2,2 12,9 2,3 15,3 3,3
20 23,7 2,3 23,6 2,2 24,2 2,6
30 29,8 2,6 31,0 2,6 30,4 3,0
40 36,7 3,3 37,0 3,6 38,1 3,7
50 44,1 2,9 44,8 3,6 442 2,7
60 51,3 3,6 52,4 3,5 51,2 3,3
70 62,3 1,9 62,8 2,1 61,2 2,9
80 68,6 3,1 69,4 3,1 66,9 3,4
90 80,6 3,3 79,5 2,2 77,0 4,3
100 90,8 1,2 91,7 2,1 90,0 1,9

* Wszystkie wartosci podane sg w jednostkach procentowych [%].
T Na podstawie pomiaréw OD 2.

+SD: odchylenie standardowe (n=9 dla powtarzalnosci i usrednionej precyzji, n=12 dla
odtwarzalnosci).
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Tabela 11. Precyzja dla sredniej metylacji CpG pozycje 1 do 4 przy uzyciu
mieszanin DNA plazmidowego*

Miesznanina Usredniona
DNA Powtarzalnosé precyzja Odtwarzalnos¢
plazm(iyil);wego Srednia SD* Srednia SD  Srednia  SD
0 1,1 0,2 1,0 0,1 11 0,3
5 8,6 1,4 8,3 1,1 10,2 3,0
10 15,7 1,9 15,1 2,8 18,8 3,2
20 25,3 2,1 25,5 3,1 28,4 3,6
30 35,2 2,3 34,3 3,2 36,2 2,5
40 44,1 2,0 43,7 3,3 42,8 2,4
50 50,3 3,2 51,8 29 52,1 2,5
60 60,2 2,2 60,9 2,8 59,3 2,3
70 68,4 1,7 68,7 1,5 66,9 2,7
80 76,9 1,1 77,4 0,8 75,7 2,1
90 88,9 1,3 88,8 1,7 85,1 4.6
100 99,5 0,1 99,5 0,2 99,0 0,8

* Wszystkie warto$ci podane sg w jednostkach procentowych [%].

T Na podstawie pomiaréw ODaso. Warto$ci 0-100% oznaczajg proporcje plazmidéw
niosgcych nukleotydy C w pozycjach CpG (metylowane nukleotydy C) w mieszaninie z
plazmidami niosgcymi nukleotydy T (niemetylowane nukleotydy C).

+SD: odchylenie standardowe (n=9 dla powtarzalnosci i usrednionej precyzji, n=12 dla
odtwarzalno$ci).

Ocena diagnostyczna

Zestaw therascreen MGMT Pyro ostat przetestowany w poréwnaniu do
sekwencjonowania Sangera. DNA zostato wyizolowane ze 100 probek
nowotworowych glejaka a nastepnie przetestowane pod katem metylacji w
czterech pozycjach CpG przy uzyciu Zestawu therascreen MGMT Pyro.

DNA zostato wyizolowane przy uzyciu zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
i konwertowane wodorosiarczynem przy uzyciu zestawu Epitect Bisulfite Kit.
Analiza pirosekwencjonowaniem zostata przeprowadzona przy pomocy
Zestawu therascreen MGMT Pyro na aparacie PyroMark Q24 oraz
sekwencjonowaniem Sangera na aparacie ABI™ 3130 Genetic Analyzer.
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Na 100 prébek przeanalizowanych sekwencjonowaniem Sangera, status
metylacji zostat okreslony w 49 przypadkach, natomiast uzycie Zestawu
therascreen MGMT Pyro pozwolito na okres$lenie statusu metylacji we
wszystkich przypadkach. Srednie poziomy metylacji od 1 do 74 % zostaty
wykryte w 100 prébkach metodg pirosekwencjonowania (Rysunek 10).
Dystrybucja poziomow metylacji dla poszczegolnych pozycji jest pokazana na
Rysunku 11.
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Rysunek 10. Sredni poziom metylacji CpG pozycje 1 do 4 uzyskane dla 100 prébek
glejaka przy uzyciu Zestawu therascreen MGMT Pyro. Probki sg uporzadkowane wraz ze
wzrastajgcym poziomem metylaciji.
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Rysunek 11. Dystrybucja metylacji poszczegoélnych pozycji CpG dla 100 prébek
glejaka z uzyciem Zestawu therascreen MGMT Pyro. Prébki sg pogrupowane zgodnie ze
Srednig metylacjg pozycji CpG 1 do 4. Prostokaty przedstawiajg dolne i gérne kwartyle
(percentyle 25-ty oraz 75-ty) odseparowane przez srednig (50-ty percentyl, linia
horyzontalna). Dane poza tym zakresem sg przedstawione jako Wasy (Whisker) i Wyniki
Odstajgce (Outlier) jak oznaczono w legendzie wykresu skrzynkowego. IQR: zakres
miedzykwartylowy. Site: pozycja (CpG).

Dla poréwnania metod, wynikom analizy pirosekwencjonowania zostat
przypisany status metylowany oraz niemetylowany przy uzyciu 5 % sredniej
metylacji CpG pozycje 1 do 4 jako prég odciecia (cut-off), natomiast wynikom z
sekwencjonowania Sangera zostat recznie przypisany status metylowany lub
niemetylowany.

Metoda Sangera pozwolita na okreslenie 32 probek jako metylowane. We
wszystkich przypadkach wyniki te zostaty odtworzone z uzyciem Zestawu
therascreen MGMT Pyro. Dwie dodatkowe prébki zostaty raportowane jako
metylowane metodg pirosekwencjonowania, podczas gdy metylacja dla nich
nie zostata wykryta metodg Sangera. Sposrod 19 prébek okreslonych jako
niemetylowane metodg Sangera, taki sam wynik zostat wygenerowany dla 17
prébek z uzyciem Zestawu therascreen MGMT Pyro. Wyniki zostaty
zilustrowane w Tabeli 12.

Pomijajgc probki, ktérych analiza metodg Sangera nie powiodta sie, metody z
wykorzystaniem Zestawu therascreen MGMT Pyro oraz sekwencjonowanie
Sangera wykazaty 96% zbiezno$¢ wynikow (Tabela 12).

Instrukcja Zestawu therascreen MGMT Pyro 03/2015 39



Tabela 12. Wyniki analizy metylacji CpG pozycje 1 do 4 dla
analizowanych prébek glejaka

Sekwencjonowanie Sangera
Niemetylowane Metylowane Nieznane Razem

c

(]

o

o 9

n> .

® A Niemetylowane 17 0 18 35
O

g (ED Metylowane 2 32 31 65
3 2 Nieznane 0 0 0 0
N Razem 19 32 49 100

Uwaga: We wszystkich analizach wykonanych celem okreslenia
charakterystyki wydajnosci, sygnat wynosit ponad 30 RLU, co jest rutynowo
otrzymywane dla 10 ng DNA izolowanego z krwi (zgodnie z pomiarem przed
konwersjg wodorosiarczynem).

Literatura

QIAGEN prowadzi duzg i aktualng baze danych publikacji naukowych
zawierajgcych dane dotyczgce produktow QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania pozwalajg na znalezienie pozgdanych publikacji i informaciji z
wykorzystaniem stow kluczowych lub przez okreslenie zastosowania, obszaru
badawczego, tytutu etc.

Kompletng liste literatury mozna znalez¢ w bazie danych ‘QIAGEN Reference
Database’ pod adresem www.giagen.com/RefDB/search.asp albo kontaktujgc
sie z pomocg techniczng QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem.
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Symbole
W<N>

IVD

REF

MAT

COMP

CONT

GTIN

g g [

Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> ilos¢ testow
Uzyj do

Do medycznego uzytku diagnostycznego in vitro
Numer katalogowy

Numer partii (lot)

Numer materiatu

Komponenty (sktadowe)

Zawiera

Numer
Wodorotlenek sodu
Globalny Numer Handlowy Produktu (Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

Producent

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Informacje Kontaktowe

Aby uzyska¢ pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informaciji, zapraszamy do
naszego Centrum Pomocy Technicznej www.giagen.com/Support lub do
kontaktu z Serwisem Pomocy Technicznej QIAGEN badz do kontaktu z
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub odwiedz www.giagen.com).
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Dodatek A: Przygotowanie reakcji MGMT

Przed przystgpieniem do analizy z uzyciem zestawu therascreen MGMT po
raz pierwszy, nalezy zaprogramowac plik reakcyjny (assay file). Zaprogramuij
reakcje MGMT przy uzyciu oprogramowania PyroMark Q24 zgodnie z
ponizszymi instrukcjami.

Procedura

1. Kliknij =¥ na pasku narzedzi i wybierz ‘New CpG Assay’.
2. W oknie ‘Sequence to Analyze’ wpisz ponizszg sekwencje:
YGAYGTTYGTAGGTTTTYGT

3. Recznie wprowadz nastepujaca kolejnos¢ dozowania (Dispensation
Order):
GTCGTATCAGTCGTCATGTTCG

4. Wybierz zakladke ‘Analysis Parameters’ (parametry analizy) i zwieksz
‘Peak Height Threshold - Required peak height for Passed quality:’
(odciecie wysokosci piku — wymagana wysokos¢ piku spetniajaca
kryteria jakosci) do 30.

5. W zakladce ‘Analysis Parameters’ (parametry analizy) ustaw ‘Allowed
percentage for passed quality’ oraz ‘Allowed percentage for check
quality’ odpowiednio na 7,0 oraz 10,0.

6. Kliknij i na pasku narzedzi i zachowaj analize jako ‘MGMT’.

Rysunek 12. Histogram dla analizy MGMT. Stupek dozowania 15 przedstawia kontrole
wydajnosci konwersji wodorosiarczynem.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Dodatek B: Opréznianie pojemnikéw na odpady i
roztwory

OSTRZEZENIE | Niebezpieczne chemikalia

Roztwor denaturujgey (Denaturation Solution) uzywany ze
stacjg prézniowg zawiera dziatajgcy draznigco na skore i
oczy wodorotlenek sodu.

Zawsze nos okulary ochronne, fartuch i rekawiczki.

Osoba lub instytucja odpowiedzialna (np. manager
laboratorium) musi zadbac, aby otaczajgce miejsce pracy
byto bezpieczne i operatorzy urzgdzen nie byli narazeni na
niebezpieczne ilosci substancji toksycznych (chemicznych
I biologicznych), tak jak to zdefiniowano w odpowiednich
kartach bezpieczenstwa (Safety Data Sheets - SDS) lub
innych dokumentach takich jak OSHA,* ACGIH,T lub
COSHH*.

Wietrzenie oparéw oraz usuwanie odpaddw musi
przebiega¢ w zgodzie ze wszystkimi krajowymi i lokalnymi
przepisami dotyczgcymi zdrowia i bezpieczenstwa, w tym
przepisow BHP.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (United States of America)
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (United States of America)
* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (United Kingdom)

Upewnij sie, ze przestrzegane sg wszelkie krajowe i lokalne przepisy
srodowiskowe dotyczgce pozbywania sie odpadow laboratoryjnych.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Niniejszy protokét wymaga uzycia wody o wysokiej czystosci.

Procedura

B1. Upewnij sig, ze narzedzie prézniowe ma wylgczone ssanie (préznie;
pozycja ‘Off’) i pompa prézniowa jest wylgczona.

B2. Usun wszystkie roztwory pozostate w wanienkach.

B3. Umyj wanienki wodg o wysokiej czystosci lub jesli konieczne wymien
na nowe.

B4. Opréznij butle na odpady ptynne.
B5. Pokrywa moze zostaé¢ odkrecona bez potrzeby odtgczania wezykow.

B6. Jesli stacja prézniowa musi zosta¢ umyta (np. z powodu kurzu lub
wyciekéw), postepuj zgodnie z wytycznymi zawartymi w Instrukcji
Uzytkowania Aparatu PyroMark Q24.
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Informacje Dotyczgce Zamawiania

Produkt Zawartosc Nr kat.
therascreen MGMT  Na 48 reakcji na systemach PyroMark 971061
Pyro Kit (48) Q24: Seq Primers (startery

sekwencyjne), PCR Primers (startery
PCR), Methylated Control DNA
(metylowane DNA kontrolne),
PyroMark PCR Master Mix
(mieszanina PCR), CoralLoad
Concentrate, PyroMark Binding Buffer
(bufor wigzacy), PyroMark Annealing
Buffer (bufor hybrydyzacyjny),
PyroMark Denaturation Solution (bufor
denaturujgcy), PyroMark Wash Buffer
(bufor ptuczacy), Enzyme Mixture
(mieszanina enzymow), Substrate
Mixture (mieszanina substratow),
dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP i H,O

Akcesoria
PyroMark Q24 Plate 24-dotkowa ptytka reakcyjna 979301
(100)
PyroMark Q24 Kartridze do dozowania 979302
Cartridge (3) nukleotydéw i odczynnikdw
PyroMark Vacuum Koncdwki filtrujgce 979010
Prep Filter Probe wielokrotengo uzytku do stac;ji
(100) prézniowej PyroMark Vacuum

Workstation Q96 oraz Q24
PyroMark Control Odczynnik do sprawdzania 979303
Oligo dziatania systemu po instalacji
PyroMark Q24 Odczynnik do testu wydajnosci 979304
Validation Oligo systemu po instalacji
Produkty powigzane

PyroMark Q24 MDx Platforma do detekcji sekwencji 9001513
metodg pirosekwencjonowania
dla 24 prébek jednoczes$nie

PyroMark Q24 Platforma do detekcji sekwencji 9001514
metodg pirosekwencjonowania
dla 24 prébek jednoczesnie

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

PyroMark Q24 MDx  Stacja prozniowa (220 V) do 9001517*
Vacuum preparatyki 24 probek 9001515t
Workstation jednoczesénie, od produktu PCR

do jednoniciowej matrycy
PyroMark Q24 Stacja prézniowa (220 V) do 9001518
Vacuum preparatyki 24 probek
Workstation jednoczesnie, od produktu PCR

do jednoniciowej matrycy
PyroMark Q24 MDx Oprogramowanie aplikacyjne 9019063
Software
PyroMark Q24 Oprogramowanie analityczne 9019062
Software
QlAamp DNA FFPE Zestaw na 50 izolacji DNA: 50 56404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute® Columns

(kolumny), Proteinase K
(proteinaza K), Buffers (bufory),
Collection Tubes (2 ml) (probdwki

na eluat)
EZ1 DNA Tissue Kit Zestaw na 48 izolacji: Reagent 953034
(48) Cartridges (Tissue) (kartridze

odczynnikowe; tkanka), Disposable
Filter-Tips (jednorazowe koncowki
pipet z filtrami), Disposable Tip-
Holders (jednorazowe uchwyty do
koncowek pipet), Sample Tubes (2
ml) (probéwki), Elution Tubes (1,5
ml) (probéwki na eluat), Buffer G2
(bufor G2), Proteinase K
(proteinaza K)

QlAamp DSP DNA  Zestaw na 50 izolacji: QlAamp Mini 61104
Blood Mini Kit Spin Columns (kolumny), Buffers

(bufory), Reagents (odczynniki),

Tubes (probowki), VacConnectors

(adaptery)

EpiTect Bisulfite Kit ~ Zestaw na 48 reakcji: EpiTect 59104
Bisulfite Spin Columns (kolumny),
Reaction Mix (mieszanina
reakcyjna), DNA Protect Buffer
(bufor DNA Protect), Carrier RNA
(RNA nosnikowe), Buffers (bufory)
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

EpiTect Plus FFPE  Zestaw na 48 reakcji: MinElute 59144
Bisulfite Kit DNA spin columns (kolumny),
Bisulfite mix (mieszanina
reakcyjna), DNA Protect Buffer
(bufor DNA Protect), Carrier RNA
(RNA nosnikowe), Buffers (bufory),
Deparaffinization Solution (roztwér
deparafinizujacy), Lysis Buffer FTB
(bufor lizujgcy)

EpiTect Plus DNA Zestaw na 48 reakcji: MinElute 59124
Bisulfite Kit DNA spin columns (kolumny),

Bisulfite mix (mieszanina

reakcyjna), DNA Protect (bufor

DNA Protect) Carrier RNA (RNA

nosnikowe) , Buffers (bufory)

EpiTect PCR Zestaw ludzkiego DNA kontrolnego 59695
Control DNA Set (zawiera metylowane i
(100) niemetylowane DNA po konwersiji

wodorosiarczynem oraz
niekonwertowane niemetylowane
DNA) na 100 reakcji PCR

* Tylko UK.
T Reszta $wiata.

Aktualne informacje na temat licencji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktow mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.qgiagen.com. Mozna je takze zaméwic¢ w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, QlAamp®, QIAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EpiTect®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Analyse-it® (Analyse-it Software, Ltd., UK); Milli-Q® (Millipore
Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag® (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Ograniczona Umowa Licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu therascreen MGMT Pyro na nastepujgce warunki:

1. Zestawu therascreen MGMT Pyro mozna uzywaé wytacznie zgodnie z Instrukcjg obstugi Zestawu therascreen MGMT Pyro i tylko razem z
elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub
wigczania dotgczonych sktadnikow tego zestawu do innych sktadnikéw, ktore nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjgtkiem
przypadkéw opisanych w Instrukcji obstugi zestawu therascreen MGMT Pyro oraz dodatkowych protokotéw dostgpnych na stronie
www.giagen.com.

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

3. Niniejszy zestaw i jego skfadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywacé, regenerowac lub
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegolnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentaciji.

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

© 2015 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 “ . ‘ .

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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