Juni 2019

Bruksanvisning (handbok|
till QlAsure Methylation
Test

W72

Version 1

Fér anvandning med instrumentet Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM

For in vitro-diagnostisk anvéndning

616014

u Self—scregn B.V., Biothof 15-1, 1098 RX Amsterdam,
NEDERLANDERNA

R4 11177425V

— Sample to Insight QIAGE




Innehall

Avsedd anVANANING ......oiiiiiiiii i 4
Sammanfattning och fSrklaring...........ooooiiiiiii e 5
TESTPIINCIDEN ... 5
Material som medfBlier............ocooiiiiiii i 7
KIINNEhQIL ... 7
Material som behdvs men inte medféljer............cccooooiiiiiiiiiii 7
Varningar och fErsiktighet...........coiiiiiiiii e 9
Sakerhetsinformation ..........ccoiiiiiiiiii i 9
Allménna sakerhets8tgarder ..........ooviiiiiiiiiii e 9
Sakerhetsatgérder for AssayManager-profilen.............cccoooiiiiiiiiiiiiiii 11
Forvaring och hantering av reagens. ..........o..ooiiiiiiiiiiiii e 12
Hantering och f&rvaring av Prover........c..oocviiiiiiieiie e 13
PrOVDErEANING ... i 14
Allménna rekommendationer fér bisulfitkonvertering ..............cccooiiiiiiiiiii 16
Protokoll: QlAsure Methylation Test PCR i instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ..... 17
Tolkning @V resUMA ......oiiiiiiiii e 29
FelsOKNIiNgSQUIAE .. .eoiiiiiiii e 33
BegrGNSNINGAr. .. e 36
Prestandaegenskaper ... .....o..iiiiiiii e 38
Detektionsgréins (LOD)........couiiiiiiiiiiie ettt 38
LINJGIFIET e 38
PreCision .....coiiiiiiiiiie e 38

2 Bruksanvisning (handbok) till QlAsure Methylation Test  06/2019



Interfererande GMNEN ... .....oooii e 39

Klinisk prestand.........oiiioei e 40

ROBUSINEL. ...t 42
REFEIENSEI ... .. i 45
SYMBOIET ..o 46
Kontaktinformaton ...........ooiiiiiii i 47
Bestallningsinformation ............ccuiiiiii i 48
DOKUMENITEVISIONET ...ttt e e e e 51

Bruksanvisning (handbok till QlAsure Methylation Test  06/2019 3



Avsedd anvandning

QlAsure Methylation Test &r en multiplex metyleringsspecifik realtime PCR-analys- i fér
detektering av promotor-hypermetylering av generna FAM19A4 och hsa-mir124-2. Prover som
kan testas med QlAsure Methylation Test innehdller bisulfitkonverterat DNA isolerat fran prover

som samlats in pé& féljande satt:

e Cervixprover som tagits av en ldkare med digene® HC2 DNA Collection Device
e Cervixprover som tagits av en ldkare med en provtagningsborste och som sedan

placerats i PreservCyt® Solution

® Vaginalprover som tagits av patienten med en proviagningsborste
Indikationer for anvéndning:

1. Som ett uppféliningstest for kvinnor med ett positivt humant papillomavirus (HPV) -fest,

for att faststdlla behovet av remiss till kolposkopi eller andra uppféljningsétgérder.

2. Som ett uppféliningstest for kvinnor med paptestresultat med atypiska skivepitelceller
av obestamd signifikans (atypical squamous cells of undetermined significance,
ASC-US), for att faststélla behovet av remiss till kolposkopi eller andra

uppféljningsatgarder.

Den hér produkten ér endast avsedd att anvéndas av professionella anvéndare som tekniker
och laboratorieanstdllda  som har utbildning i in vitro-diagnostiska procedurer,
molekylarbiologiteknik och systemetRotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Sammanfattning och férklaring

DNA-metylering &r en biokemisk process som &r viktig for normal utveckling i hégre
organismer (1). Den inkluderar tilldgg av en metylgrupp i den 5:e positionen av
pyrimidinringen hos cytosinnukleotiden. Onormala ménster i DNA-metyleringen spelar ocksé
en viktig roll vid carcinogenes. Promotor-hypermetylering av generna FAM19A4 och/eller
hsa-mir124-2 har detekterats (2—6) i flera humana cancertyper och cancercellinjer, inklusive
cervixcancer och endometriecancer. Analys av promotor-metylering i vérdcellen detekterar
specifikt cancer och s& kallade “avancerade” CIN-lesioner (cervical intraepithelial neoplasia),
som innehdller en cancerliknande metyleringsprofil och har en hég risk for att utvecklas till
cancer pd kort sikt (3, 7, 8, 10). QlAsure-analysen maijliggér detektion av promotor-
hypermetylering av generna FAM19A4 och hsa-mir124-2 i bisulfitkonverterat DNA som har

isolerats frén cervix- eller vaginalprover med ACTB som en intern provkvalitetskontroll.
Testprincipen

QlAsure Methylation Test &r ett multiplext realtime PCR-est som férstérker de metylerade
promotor-regionerna i tumdrsuppressorgenerna FAM19A4 och hsa-mir124-2, samt ett
metylerings-icke-specifikt fragment i en referensgen. Kitet innehdller 2 rér med QlAsure Master
Mix och 2 rér med QlAsure Calibrator. Masterblandningen ar avsedd fér forstarkning av
bisulfitkonverterat DNA som har beretts frén kliniska prover. Masterblandningen innehdller
primrar och prober fér malgenerna och referensgenen, som fungerar som intern
provkvalitetskontroll. Kalibratorn ar en lineariserad plasmid som innehdller sekvenser av
FAM19A4, hsa-mir124-2 och ACTB-amplikoner.
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Arbetsfléde for proceduren

Kliniskt prov

Isolering av nukleinsyra
DNA-material

Bestdmning av koncentration fér
dubbelstréngat DNA

Bisulfitbehandling
QlAsure-estning

Tolkning med Rotor-Gene Assay Manager

QlAsure-analysen kérs pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx, och programmet Rotor-Gene
AssayManager® utfér dataanalys och tolkning automatiskt. Crvérdet (cykeltrdskelvarde)
representerar antalet PCR-cykler som behdvs for detektion av en fluorescenssignal dver en
bakgrundssignal, vilket korrelerar med antalet mélmolekyler som férekommer i provet.
QlAsure-analysen berdknar ACr-vérdet som skillnaden mellan Crvardet for FAM19A4- eller
hsa-mir124-2-méalgenen och Crvéardet for referensgenen (ACTB). Detta ACr-véarde &r eft relativt
kvantitativt vérde fér promotor-metyleringsnivén i FAM19A4- eller hsa-mir124-2genen. Fér
normalisering subtraheras ACrvérdet for ett kalibratorprov fran ACr-vardet for FAM19A4- eller
hsa-mir124-2-mélgenerna, vilket resulterar i ett AACrvéarde (9). Kalibratorn &r eft

standardiserat plasmid-DNA-prov med ett lagt ként antal kopior av de tre mélgenerna (dvs.

FAM19A4, hsa-mir124-2 och ACTB).
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Material som medféljer

Kitinnehall
QlAsure Methylation Test 72
Katalognr 616014
Antal reaktioner 72
QlAsure Master Mix (2 rér) Brun farg 630 pl
QIAsure Calibrator (2 rér) Transparent férg 25 pl
Bruksanvisning (handbok) till QIAsure Methylation Test 1

Material som behdvs men inte medféljer

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som

kan erhallas av respektive tillverkare.

Forbrukningsartiklar och reagenser for provberedning av sjalvtagna prover

e Hologic PreservCyt® Solution

Férbrukningsartiklar och reagenser for bisulfitkonvertering

Verifierade bisulfitkonverteringskit innehdller:

e EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, kat. nr D5001 eller kat. nr D5002)
e EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, kat. nr 59720)
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Forbrukningsartiklar fér instrumentet Rotor-Gene Q MDx

® Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (rér p& remsa och lock, 0,1 ml; kat. nr 981103)

® Renat vatten [f.ex. vatten avsett for molekylérbiologi, destillerat eller avjoniserat)

Utrustning

e Justerbara pipetter* avsedda fér PCR (1-10 pl; 10-100 pl)
e Engdngshandskar

® Bankcentrifug* med en hastighet p& > 10 000 rpm

e Vortexblandare*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kat. nr @33216), NanoDrop® 3300 Fluorospectrometer
(Thermo Fisher Scientific, kat. nr ND-3300) eller motsvarande*®

Utrustning for realtime PCR

® Systemet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat.nr 9002033) eller instrumentet Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM (kat.nr 9002032)7

® Programmet Rotor-Gene AssayManager Core Application version 1.0.x (dér x &r stdrre

an eller lika med 4

® Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in installerat, version 1.0.x (dér x &r stérre an

eller lika med 1)

® QlAsure Assay Profile (fran filen AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) (dér Y é&r lika
med eller storre én 1) fér tillampning pé& bisulfitkonverterat DNA fr&n cervixprover som

tagits av |ékare

® QlAsure Assay Profile for sjalvtagna borstprover (frén filen
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (dér Y &r lika med eller stdrre &n O) for

tillampning pé bisulfitkonverterat DNA fran sjdlvtagna vaginala borstprover

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.

t Instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med tillverkningsdatum januari 2010 eller senare. Tillverkningsdatumet kan
utlasas frén serienumret pé baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”, dér “mm” anger
mdnaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvé& sista siffrorna i tillverkningséret och “nnn” &r en unik
identifieringskod fér instrumentet.
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Varningar och férsiktighet

Endast for in vitro-diagnostisk anvéndning.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS).
Dessa ér tillgdngliga online i praktiskt och kompakt PDF-format pa www.qgiagen.com/safety
dér du kan hitta, granska och skriva ut datablad fér alla kit och kitkomponenter frén
QIAGENE®.

QIASURE MASTER MIX

Innehéller: 1,2,4-riazol: Varning! Misstéinks kunna skada fertiliteten
eller det ofddda barnet. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/
dgonskydd/ansiktsskydd.

Allméanna sakerhetsétgarder

Anvéndning av PCR4ester kréver god laboratoriesed, inklusive underhdll av utrustning, som &r
speciellt anpassad till molekylarbiologi och som uppfyller tillampliga regler och relevanta

standarder.
Lagg alltid sérskild vikt vid féljande:

® Anvand puderfria engangshandskar, en laboratorierock och skyddsglaségon vid

hantering av prover.
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Férhindra mikrobiell och nukleas (DNase) kontaminering av proverna och kitet. DNase

kan orsaka férsamring av DNA-mallen.

Undvik éverféring av kontaminering via Carryover av DNA- eller PCR-produkter, vilket

kan orsaka en falskt positiv signal.
Anvand alltid engéngspipettspetsar med aerosolbarrigrer fria fran DNase.

Reagenserna i QlAsure-analysen har spétts ut optimalt. Spad inte ut reagenserna
ytterligare dé det kan resultera i férlorad prestanda.

Alla reagenser som medfélier QlAsure-kitet &r avsedda att anvandas enbart tillsammans
med &vriga reagenser som ing&r i samma kit. Byt inte ut ndgot reagens frén ett kit mot
samma reagens frén ett annat QlAsure-kit (Gven om det kommer fr&n samma batch),

eftersom detta kan péverka prestandan.

Ytterligare instruktioner om varningar och sékerhetsatgérder samt fler

procedurbeskrivningar finns i anvéndarhandboken till Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

Utf6r en uppvarmningskérning fér Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM i 95 °C i 10 minuter

fére dagens forsta kdrning.

Andring av inkubationstider och temperaturer kan orsaka felaktiga eller icke

Sverensstdmmande data.
Anvénd inte komponenter i kitet efter utg&ngsdatum, eller om de har férvarats felaktigt.

Minimera komponenternas exponering fér ljus: Reaktionsmixar kan dndras om de utsdtts

for ljus.

laktta stdrsta forsiktighet for att férhindra att mixarna kontamineras av syntetiskt

kontrollmaterial som finns i PCR-reagenserna.

Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsprocedurer.
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Sakerhetsatgarder for AssayManager-profilen

Det kravs olika AssayManager-profiler for olika provtyper. Sakerstall att rétt profil anvénds for

den provtyp som ska testas, enligt nedan:

® Analysprofilen "QlAsure cervixskrapning” (frén filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) méste anvéndas fér testning av

bisulfitkonverterat DNA frén cervixprover som tagits av lékare

® Analysprofilen “QlAsure-prover som har tagits av patienten” (fran filen
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) maste anvandas fér testning av

bisulfitkonverterat DNA frén sjclvtagna vaginala borstprover
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Férvaring och hantering av reagens

Leveransvillkor

QlAsure Methylation Test levereras pd torris. Om négon komponent i QlAsure Methylation
Test inte &r frusen vid ankomst, om den ytire férpackningen har ppnats under transporten
eller om det saknas en bipacksedel, handbacker eller reagenser i leveransen ska du kontakta
négon av QIAGENS tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

besok www.qiagen.com).

Forvaring

QIAsure Methylation Test maste vid mottagandet omedelbart férvaras i =30 °C ill =15 °C i en

frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus.
Stabilitet

Vid férvaring under de angivna férvaringsvillkoren ar QlAsure Methylation Test héllbart fram

till det utgédngsdatum som anges pé férpackningens etikett.

Nar reagenser har dppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 till -15 °C. Undvik
att tina och frysa upprepade ganger. Overskrid inte 3 frys-/upptiningscykler, vilket &r det

maximalt till&tna.

e Blanda férsiktigt genom att véinda réret 10 génger och centrifugera alla rér innan de
oppnas.

e Utgangsdatum fér reagenserna anges pd etiketterna till varje enskild produkt. Vid
férvaring under de angivna férvaringsvillkoren har produkten full prestanda under hela

stabilitetstiden s& ldnge komponenter fran samma batchar anvénds.
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Hantering och férvaring av prover

A Alla prover méste behandlas som potentiellt infektidst material.

Cervixprover

QlAsure-kitet &r avsett for anvéndning med bisulfitkonverterade prover av genomiskt DNA som
erhdllits frén cervixprover. Validerade proviagningsmedier fér cervixprover (skrapprover) &r
PreservCyt®-provtagningsmedium och Digeneproviransportmedium (Specimen Transport
Medium, STM). Den optimala férvaringstemperaturen fér kliniska prover ér 2-8 °C vid
ankomst till laboratoriet. Under dessa férvaringstérhéllanden @r prover i PreservCyt

provtagningsmedium stabila i 3 manader innan DNA-extraktion.

Obs! Cervixprover i STM kan levereras i 2-30 °C fér leverans nésta dag till testlaboratoriet,

och frysas om i =20 °C vid mottagandet.

Vaginala borstprover som har tagits av patienten

QlAsure Methylation Test &r avsett fér anvéndning med bisulfitkonverterade prover av
genomiskt DNA som extraherats fran sjélvtagna vaginala borstprover. Sjélvtagna vaginala
borstprover kan samlas in och levereras torra eller i saltlésning (0,9 % w/v NaCl) och férvaras
i PreservCyt-provtagningsmedium vid ankomst till laboratoriet. Prover i PreservCyt-

provtagningsmedium kan férvaras i 2-8 °C eller i rumstemperatur i hégst 3 ménader.

Prover med genomiskt DNA

Nar det genomiska DNA:t har extraherats kan DNA-proverna férvaras och levereras i =30 °C
till =15°C i upp till 12 mé&nader.
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Provberedning

QlAsure Methylation Test har validerats fér anvéndning med bisulfitkonverterat genomiskt

DNA som extraherats fran cervixprover. Bisulfitkonvertering av genomiskt DNA kan utféras i)

med tidigare DNA-extraktion och DNAkvalitetskontroll, eller ii) direkt p& cervixprovet. Véara

rekommendationer beskrivs nedan.

o Bisulfitkonvertering med tidigare DNA-extraktion och DNA-kvalitetskontroll

Detta protokoll kraver DNA-extraktion, métning av DNAkoncentration, féljt av

alikvotering av optimal elueringsvolym innan man bérjar med

bisulfitkonverteringsprotokollet, och har verifierats fér EZ DNA Methylation™ Kitfrén

ZYMO Research. Vi rekommenderar fsljande metoder:

O

DNA-extraktion

DNA-extraktionskit i standardformat (t.ex. kolumnbaserade och magnetiska
parlbaserade kit) ar kompatibla med QlAsure Methylation Test.

Métning av DNA-koncentration

Mat DNA-koncentrationen fére bisulfitkonvertering av DNA. Lampliga system fér
matning av DNAkoncentrationer &r Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (b&da fran Thermo Fisher Scientific) eller motsvarande.
Alikvotering av DNA-eluat

Intervallet fér optimal DNA-input fér bisulfitkonvertering ér mellan 100 ng och 2 pg,
och 200 ng rekommenderas fér bisulfitkonvertering. Om DNA-koncentrationen &r fér
l&g for bisulfitkonverteringen upprepar du DNA-exiraktionen med en hégre
inputvolym for det kliniska provet eller eluerar DNA:t i en mindre elueringsvolym.
Bisulfitkonvertering med EZ DNA Methylation Kit utférs enligt tillverkarens
rekommendation.

Obs! Enligt EZ DNA Methylation Kit ska den maximala inputen av prov-DNA inte
dverstiga 2 pg for att en tillrackligt hég effektivitet (> 98 %) ska erhdllas vid

konverteringen.
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o Bisulfitkonvertering direkt p& cervixprov

Bisulfitkonvertering som utférs direkt p& cervixprovet och som samlas in i PreservCyt®
Solution har verifierats fr EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit frén QIAGEN. Vi hénvisade fill
Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion Handbook fér prover med hég DNA-koncentration

(1 ng - 2 pg) enligt tillverkarens rekommendation, med undantag fér fsljande artiklar:

O Steg 1i protokollet. Ta 2,5 % av cervixprovet i PreservCyt®-provtagningsmedium
(dvs. 500 pl fr&n 20 ml) och pellet genom centrifugering vid minst 3390 x g. Kassera
supernatanten som ldmnar cellpelleten vid maximalt 20 pl PreservCyt-
provtagningsmedium. Fér bisulfitkonverteringsreaktionen, anvénd detta cellpellet-prov
och fortsatt med steg 2 i tillverkarens protokoll.

O Buffer BL: Lagg inte till barar-RNA.

O Elueringsvolymen for bisulfitkonverterat DNA &r 50 pl Buffer EB fér varje prov.
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Allmanna rekommendationer for bisulfitkonvertering

Bisulfitkonverteringsreaktionen ska utféras i eft anpassat utrymme som ar separerat frén den
plats dér QlAsure Master Mix férvaras och férdelas, for att undvika aft reagenserna

kontamineras.
Inmatningen i QlAsure-reaktionen ar 2,5 pl bisulfitkonverterat DNA.

Om den interna provkvalitetskontrollen &r negativ (dvs. ACTB Crvdrdena ar > 26,4)
resulterade provberedningen med bisulfitkonverterat DNA i material med ofillrécklig kvantitet
och/eller kvalitet och beddms som ogiltig. Utfér de rekommenderade stegen for att nd eft

ACTB Crvérde som &r inom det giltiga intervallet fér féljande:

e Bisulfitkonvertering med tidigare DNA-extraktion och DNA-kvantitetskontroll: Upprepa
bisulfitkonverteringsreaktionen med en hégre input av prov-DNA och/eller upprepa
DNA:-isoleringen med en hdgre input av cervixprov

o Bisulfitkonvertering direkt p& cervixprov: Upprepa bisulfitkonverteringsreaktionen med
10 %* av cervixprovet i PreservCyt-provtagningsmedium (dvs. 2 ml frén 20 ml).

Bisulfitkonverterat DNA kan férvaras i upp till 24 timmar i 2-8 °C, upp fill 5 dagar i -25 °C

fill =15 °C och upp fill 3 manader under -70 °C. Undvik alltid att frysa och tina

bisulfitkonverterat DNA upprepade gdnger. Antalet frysnings-/upptiningscykler ska inte
dverstiga tre for att bibehdlla godkand kvalitet.

* Provvolymen fér direkt bisulfitkonvertering kan 6kas vid ofillfredsstéllande resultat pa grund av
provitagningsvariabilitet, till exempel som ett resultat av ofillrécklig provtagning.
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Protokoll: QlAsure Methylation Test PCR i
instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

Viktigt att tanka pa fore start

*

Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM innan du

startar protokollet. Se anvéndarhandboken till instrumentet (kat. nr 9002033 eller
9002032).

Utfor en uppvérmningskérning fér Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM i 95 °C i 10 minuter

fore dagens forsta kdrning.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 majliggdr automatisk tolkning av PCR-resultaten.
QlAsure-kitet maste kdras pd instrumentet Rotor-Gene Q MDx med Rotor-Gene
AssayManager v1.0. Ta dig tid aft bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene
AssayManager v1.0 (kat. nr 9022739), och Epsilon Plug-In, och las

anvandarhandbéckerna till dem.

Det krévs olika Rotor-Gene AssayManager v1.0 Assay Profiles for olika provtyper.
Sakerstall att ratt profil anvénds for den provtyp som ska testas, enligt nedan. Sakerstall

att rétt profil anvénds fér den provtyp som ska testas, enligt nedan:

O Analysprofilen "QlAsure cervixskrapning” (frén filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) méste anvéndas for testning av
bisulfitkonverterat DNA frén cervixprover som tagits av lékare

O Analysprofilen “QIlAsure-prover som har tagits av patienten” (fran filen
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) maste anvéndas for testning av
bisulfitkonverterat DNA fran sjdlvtagna vaginala borstprover.

Obs! Endast en provtyp per experiment kan testas. De individuella analysprofilerna har

optimerats fér varje provtyp, och kunderna maste vélja rétt analysprofil fér att erhélla

optimala resultat fr varje specifik provtyp.

Instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med fillverkningsdatum januari 2010 eller senare. Tillverkningsdatumet kan
utlasas frén serienumret pé baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn” dér “mm” anger
mdnaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvé& sista siffrorna i tillverkningséret och “nnn” &r en unik
identifieringskod fér instrumentet.
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Saker som méste goras fére start

® Programmet Rotor-Gene AssayManager version v1.0.x (d&r x &r storre an eller lika
med 4) mé&ste installeras p& datorn som &r ansluten till Rotor-Gene Q MDx. Detaljerad
information om installation av Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application finns i

anvandarhandbok till Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application.

® Det krévs ett specifikt plugin-program fér QlAsure Methylation Test som heter “Epsilon
Plug-in” (version 1.0.1 eller hégre). Du kan ladda ned detta plugin-program frén
QIAGENS webbplats p& adressen: htip://www.giagen.com/shop/automated-
solutions/ detection-and-analysis/rotor-gene-assaymanager#resources. Detta plugin-
program méste installeras p& en dator som redan har Rotor-Gene AssayManager version

1.0.x (dar x ar storre an eller lika med 4) installerat.

e Det krévs en analysspecifik profil fér QlAsure Methylation Test fér kérning med
programmet Rotor-Gene AssayManager v1.0. Den hér analysprofilen innehéller alla
parametrar som behdvs fér cykling och analys av experimentet. Det finns 2 QlAsure

Assay Profiles:

O Analysprofilen “QlAsure cervixskrapning” (frén filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)” motsvarar cervixprover som tagits av
l&kare

O Analysprofilen “QlAsure-prover som har tagits av patienten” (frén filen
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)” motsvarar sjélvtagna vaginala
borstprover. Profilerna kan laddas ner frén webbsidan fér QlAsure Methylation Test:
http:/ /www.qiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-Kits/ hpv-
testing/ qiasure-methylation-test-kit-eu/. Analysprofilen maste importeras till Rotor-
Gene AssayManager-programmet.

Obs! QlAsure-kitet kan bara kéras om vissa konfigurationsinstéllningar har gjorts
i programmet Rotor-Gene AssayManager v1.0.
For en systemomfattande processdkerhet méste féljande obligatoriska konfigurationsinstdlliningar

goras for det stangda laget:

® "Material number required” (Materialnummer krdvs)
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e "Valid expiry date required” (Giltigt utgangsdatum krévs)

® "Lot number required” (Lotnummer krévs)

Installation av Epsilon Plug-in och import av analysprofilen

Installation och import av Epsilon-plugin-programmet och analysprofilen beskrivs
i anvdndarhandbok till Rotor-Gene AssayManager Core Application och i anvéndarhandbok
till Epsilon-plugin-programmet.

® ladda ned b&de Epsilon-plugin-programmet och den senaste versionen av analysprofilen
QlAsure Assay Profile fran QIAGENS webbplats.

® Starta installationsprocessen genom att dubbelklicka pé filen EpsilonPlugin.Installation.msi
och sedan félja instruktionerna fér installation. Se avsnittet om installation av plugin-
program i Anvandarhandbok till AssayManager Core Application fér en detaljerad

beskrivning av den har processen.

Obs! For en systemomfattande processckerhet valjer du fliken Settings (Instéllningar) och
markerar kryssrutorna fér Material number required (Materialnummer krévs), Valid expiry
date required (Giltigt utgéngsdatum kréivs) och Lot number required (Lotnummer kréivs) for
det stangda laget (avsnittet “Work list” (Arbetslista)). Markera kryssrutorna om de inte

redan &r markerade.

e Nar plugin-programmet har installerats méste en person med administratérsrattigheter for
programmet Rotor-Gene AssayManager importera AP_QIAsure_V1_0_Y.iap-

analysprofilen pé féljande satt.
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. v 4
1. Oppna Rotor-Gene AssayManager-programmet genom att klicka pé ikonen. The

Rotor-Gene AssayManager-fonstret 6ppnas (se Bild 1).

Rotor-Gene AssayManager

Password

= E=

Bild 1. Inloggningsskarm fér Rotor-Gene AssayManager.

2. logga in pé Rotor-Gene AssayManager med ditt anvandar-D och lsenord. Andra inte

"stangt” lage. Klicka p& OK. Skarmen Rotor-Gene Assay Manager 6ppnas (se nedan).
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) Show oniy work kate never appked betore

1 Fliken Setup (Installation). Den hér fliken 5 Fliken Service. Visar en rapport med eft

tilléter hantering eller tillampning av granskningsspdr fér varje fil som skapats
arbetslistor. av programmet
2 Kontroll av de arbetslistor som anviinds 6 Fliken Configuration (Konfiguration).
visar endast nya arbetslistor. Tillater konfiguration av alla
programparametrar

3 Fliken Approval (Godkénna). Pé den hér 7 Rotor-Gene Q MDx-ikoner.
fliken kan du scka efter tidigare utférda
experiment (kdrningar).

4 Fliken Archive (Arkiv). Har kan du scka - Infe ansluten H Ansluten

efter gamla experiment (kérningar) som
redan har godkants.

Valj konfigurationsmiljsn.
Valj fliken Assay Profiles (Analysprofiler).

Klicka pé& Import (Importera).

S

Vaélj analysprofilen AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fér cervixprover och/eller
analysprofilen AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap som ska importeras och
klicka p& Open (Oppnal).

7. Nar analysprofilen har importerats kan den anvéndas i miljgn “Setup” [Installation].

Obs! Samma version av en analysprofil kan inte importeras tvé& génger.
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Provbearbetning pé Rotor-Gene Q MDx-instrument med 72-rotor

Upp till 70 bisulfitkonverterade DNA-prover kan testas inom samma kérning (experiment),
férutom en kalibrator och en kontroll utan mall. | schemat i Tabell 1 finns ett exempel pé
konfiguration av laddningsblock eller rotor fér en kérning med QlAsure Methylation Test.

Siffrorna markerar positioner i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.
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Tabell 1. Platt- och rotorkonfiguration fér en kérning med QlAsure-kitet pa instrumentet Rotor-Gene Q MDx

Remsa Rérposition Provnamn Remsa Rérposition Provnamn ~ Remsa Rérposition  Provnamn
1 1 Kalibrator 7 25 Prov 23 13 49 Prov 47
2 NTC 26 Prov 24 50 Prov 48
3 Prov 1 27 Prov 25 51 Prov 49
4 Prov 2 28 Prov 26 52 Prov 50
2 5 Prov 3 8 29 Prov 27 14 53 Prov 51
6 Prov 4 30 Prov 28 54 Prov 52
7 Prov 5 31 Prov 29 55 Prov 53
8 Prov 6 32 Prov 30 56 Prov 54
3 9 Prov 7 9 33 Prov 31 15 57 Prov 55
10 Prov 8 34 Prov 32 58 Prov 56
11 Prov 9 35 Prov 33 59 Prov 57
12 Prov 10 36 Prov 34 60 Prov 58
4 13 Prov 11 10 37 Prov 35 16 61 Prov 59
14 Prov 12 38 Prov 36 62 Prov 60
15 Prov 13 39 Prov 37 63 Prov 61
16 Prov 14 40 Prov 38 64 Prov 62
5 17 Prov 15 11 41 Prov 39 17 65 Prov 63
18 Prov 16 42 Prov 40 66 Prov 64
19 Prov 17 43 Prov 41 67 Prov 65
20 Prov 18 44 Prov 42 68 Prov 66
6 21 Prov 19 12 45 Prov 43 18 69 Prov 67
22 Prov 20 46 Prov 44 70 Prov 68
23 Prov 21 47 Prov 45 71 Prov 69
24 Prov 22 48 Prov 46 72 Prov 70
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Réren méste sattas in i rotorn enligt Tabell 1.
Instéliningen fér automatisk analys i analysprofilen

ar baserad p& denna placering. Om du anvénder

en annan layout blir resultaten avvikande.

Obs! Fyll alla oanvénda positioner med tomma rér.

PCR pd Rotor-Gene Q MDx-instrument med rotor med 72 ror

Utfdr en uppvarmningskdrning fér Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM i 95 °C i 10 minuter fore

dagens forsta kdrning.

1. Skapa en arbetslista fér det prov som ska bearbetas pé féljande satt:

la.

1b.

Sl& pé& instrumentet Rotor-Gene Q MDx.
Oppna programmet Rotor-Gene AssayManager och logga in som anvéndare med
operatorsbehdrighet i stangt lage.
Klicka p& New work list (Ny arbetslista) i work list manager (inom miljén “Setup”
(Installation)).
Markera analysprofilen QlAsure assay profile i listan dver tillgangliga analysprofiler.
Obs! Analysprofilen AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap motsvarar
cervixprover; analysprofilen AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap motsvarar
vaginala borstprover som har tagits av patienten.
Obs! Endast en proviyp per experiment kan festas.
Klicka p& Move (Flytta) for att dverféra den valda analysprofilen fill listan med
"Selected assay profiles” (Valda analysprofiler). Analysprofilen ska nu visas i listan
"Selected assay profiles” (Valda analysprofiler).
Ange anfalet prover i det motsvarande féltet.
. Ange féljande information om QlAsure-kitet som @r tryckt p& locket till fdrpackningen.
® Materialnummer: 1102417
® Giltigt utgangsdatum med formatet AAAA-MM-DD

® lotnummer
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Th. Valj steget Samples (Prover). En lista med provinformation visas p& AssayManager-
skérmen. Denna lista representerar den férvéntade layouten fér rotorn.

1i.  Ange providentifieringsnumren i listan samt eventuell valfri provinformation som en
kommentar fér varje prov.

1j. Valj steget Properties (Egenskaper) och ange ett namn pé arbetslistan (Bild 2).

Assays Properties

Work st mama

I

n ——

work st

Bild 2. Properties (Egenskaper).

Tk, Vélj kryssrytan Is applicable (Ar tillamplig) och klicka p& Apply (Tillampa).

1. Spara arbetslistan.
Arbetslistan kan skrivas ut, vilket kan vara till hjélp vid férberedelse och
konfiguration av PCR. Om du vill skriva ut arbetslistan klickar du p& Print work list
(Skriv ut arbetslista). Provinformationen inkluderas som en del av denna arbetslista.
Obs! Arbetslistan kan skapas nér kérningen r instdlld i instrumentet, eller s& kan
arbetslistan sparas innan proverna laggs till i instrumentet.

2. Stélla in QlAsure-kérning.
Fér att minimera risken fér PCR-reaktionskontaminering rekommenderas det starkt att ett

PCR-skap med UV-bestrélning anvénds.

Dispensering av QlAsure Master Mix méste utfdras i ett omr&de som ér avskilt frén
omrddet dar DNA-bisulfitkonverteringsreaktionen utférs.

Rengdr bankytan, pipetterna och rérstéllet innan anvéndning med en DNA-nedbrytande

[8sning for att férhindra mall- eller nukleaskontaminering.

Obs! Byt spets mellan varje rér s& att du undviker eventuell ospecifik kontaminering fréin

mall eller reaktionsmix, vilket kan leda till falskt positiva resultat.
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2a.

2b.

2c.

2d.
2e.

2f.

2g.

2h.

2i.

2.

Tina QlAsure Master Mix och QlAsure Calibrator fullstandigt, och skydda QlAsure
Master Mix mot ljus s& mycket som méjligt.

Obs! L&t inte upptiningstiden dverstiga 30 minuter eftersom materialet dé kan
férsamras.

Blanda forsiktigt genom att vanda réren 10 génger, och centrifugera dem sedan en
kort stund fére anvéndning.

Férdela 17,5 pl av den anvandningsklara QlAsure Master Mix i rétt rér p& remsa.
Reaktionskonfigurationen kan utféras i rumstemperatur.

Stall tillbaka QlAsure Master Mix i frysen for att undvika att materialet férsémras.
Flytta réren till ett separat omrade fér att férdela analyskontrollerna och de
bisulfitkonverterade proverna.

Tillsatt 2,5 pl vatten i kontrollen utan mall (NTC) i position 2 (se Tabell 1 ovan).
Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

Tillsatt 2,5 pl QlAsure Calibrator i position 1 (se Tabell 1 ovan). Blanda férsiktigt
genom att pipettera upp och ned och férslut réret med ett lock.

Tillsatt 2,5 pl bisulfitkonverterat DNA i motsvarande rér. Blanda férsiktigt genom att
pipettera upp och ned.

Nar en uppséttining med 4 rr har fyllts, férslut réren.

Obs! PCR-réren kan férvaras mérkt i 2-8°C i 30 minuter mellan pipettering av
prover i PCR-réren och start av experimentet i maskinen.

Stall tillbaka QlAsure Calibrator i frysen fér att undvika att materialet férsémras.
Obs! Byt spets mellan varje rér s& att du undviker eventuell ospecifik kontaminering

frén mall eller reaktionsmix, vilket kan leda till falskt positiva resultat.

3. Forbered Rotor-Gene Q MDx och starta kdrningen (experimentet) pé& féljande satt:
3a. Placera en rotor med 72 brunnar pd rotorhéllaren.
3b. Fyll rotorn med rér pa remsa enligt deras tilldelade positioner, med bérjan pé
position 1 enligt Tabell 1, och med tomma férslutna rér pé remsa i alla oanvénda
positioner.
Obs! Se till att det forsta réret sétts in pa position 1 och att réren pé remsa placeras
i ratt rikining och pé& ratt positioner enligt Tabell 1.
3c.  Satt dit lasringen.
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3d. Lladda Rotor-Gene Q MDx-instrumentet med rotorn och l&sringen och stang
instrumentluckan.
3e. | programmet Rotor-Gene AssayManager v1.0 vdljer du den motsvarande
arbetslistan i work list manager och klickar pa Apply (Tillimpa) eller, om
arbetslistan fortfarande &r dppen, klickar du pé& Apply (Tilldmpa.).
Obs! Om ingen arbetslista har skapats fér kdrningen loggar du in pé& Rotor-Gene
AssayManager v1.0 och féljer steg 1 innan du fortsétter.
3f. Ange namnet p& kdrningen (experimentet).
3g. |listan Cycler selection (Val av cykler) véljer du den cykel som ska anvéndas.
3h. Kontrollera att l&sringen sitter fast pa ratt sétt och bekréfta pa skérmen att l&sringen
ar fastsatt.
3i.  Klicka p& Start experiment (Starta experiment).
Kérningen av QlAsure Methylation Test ska nu starta.
4. Naér kdrningen har slutférts klickar du p& Finish run (Slutfér kéring).
5. Visa/lasa upp och godkanna kérningen.
® Anvandare som ar inloggade med behdrigheten “Approver” (Godkannare) ska
klicka pé& Release and go to approval (Visa/l&s upp och fortsétt till godkdnnay).
® Anvandare som @r inloggade med behdrigheten “Operator” (Operatér) ska
klicka p& Release (Visa/I&s upp).
6. Visa/las upp resultaten.
® Om du klickade pé& Release and go to approval (Visa/I&s upp och fortsdt till
godkéanna) visas resultaten fér experimentet.
® Om en anvdndare med behérighet som anvéndare klickade pé& Release (Visa/las
upp) méste ndgon med behérigheten “Approver” (Godkannare) logga in och
valja miljdn “Approval” (Godkanna).
® Filtrera fram analysen som ska godkénnas genom att vélja filteralternativ och
klicka p& Apply (Tillampa).
® Granska resultaten och godkéann resultaten fér varje testprov.
Rulla till provet som ska godkénnas i tabellen “Results”. Varje provresultat som ska

godkannas har tre radioknappar i slutet av den dedikerade raden.
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Vaélj antingen accept (godkénn) eller reject (avvisa) resultatet for ett prov.

Obs! Ett resultat som automatiskt stélls in p& INVALID (Ogiltigt) av Rotor-Gene

AssayManager kan inte konverteras till ett giltigt resultat Gven om resultatet avslds.
Valfritt: Skriv in en kommentar i kolumnen “Sample comment” (Provkommentar).
Klicka p& Release/Report data (Visa/l&s upp/rapportera datal).

Klicka p& OK. Rapporten genereras i .pdf-format (Adobe Portable Document Format) och
sparas automatiskt i den férdefinierade mappen. Som standard &r sékvdgen till denna

mapp: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports
Obs! Denna sékvdg och mapp kan éndras i miljign “Configuration” (Konfiguration).

Ga till fliken Archive (Arkiv) for att exportera .rexfilen som motsvarar radatan. Leta upp
ditt experiment med hjélp av filteralternativen och klicka p& show assays [visa analyser).
Klicka sedan pé& Export .rex file (Exportera .rexfil) och spara den genom att klicka pa
OK. Programmet sparar automatiskt .rexfilen i féljande férdefinierade mapp: QIAGEN >

Rotor-Gene AssayManager > Export > Experiments

Obs! Du kan dndra den hér sdkviagen och mappen pé fliken Specify the .rex file export

destination (Ange exportplats for .rex-filen).

Obs! For felsskning krévs ett supportpaket frén kdrningen. Supportpaket kan genereras
via milién “Approval” (Godkéannande) eller “Archive” (Arkivering). Se anvéndarhandbok
till Rotor-Gene AssayManager Core Application, avsnittet Felsckning, Creating a support
package (Skapa ett supportpaket) pé https://www.qiagen.com/shop/automated-
solutions/ detection-and-analysis/rotor-gene-assaymanager#resources. Dessutom kan
granskningsspdret frén tiden for incidenten = 1 dag vara till god hijélp.
Granskningsspéret finns i Service-miljén (Anvandarhandbok till Rotor-Gene

AssayManager Core Application).

Ta ut materialet frén Rotor-Gene Q MDx-instrumentet och kassera réren p& remsa

i enlighet med lokala sékerhetsforeskrifter.
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Tolkning av resultat

Analysen &r helt automatisk.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 analyserar férst férstérkningsgraferna, och kan ogiltigférklara
avvikande kurvor beroende pé deras form och brusamplitud. Om s& &r fallet associeras en

flagga med den ogiltigférklarade kurvan (se Tabell 2).
Rotor-Gene AssayManager v1.0 analyserar sedan kérningskontrollerna:

e Kalibrator

e NTC

Obs! Rapporten som genereras i slutet av kérningen visar resultaten som erhdllits med

kérningskontroller, med ogiltigférklarande flaggor framfér ogiltiga data.

Om alla kontrollerna i kdrningen &verensstémmer kommer Rotor-Gene AssayManager att

analysera de okdnda proverna.

Tabell 2 visar de ogiltigférklarande provflaggorna som kan tilldelas enskilda rér av Rotor-
Gene AssayManager v1.0 under analysen, tillsammans med en férklaring av vad flaggan

betyder.

Tabell 2. Ogiltigfsrklarande provflaggor och beskrivning av termer

Flagga Befeende Beskrivning

ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid (Ogiltig) Malvérdet ér hégre én det definierade
intervallet. Det kan vara ett Cr-vérde,
slutpunktsfluorescensvérde,
koncentrationsvérde eller ett berdknat vérde,
t.ex. genomsnitiligt Crvarde eller ACr-vérde.

ASSAY_INVALID Invalid (Ogiltig) Analysen é&r ogiltig effersom minst en extern
kontroll &r ogiltig.
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BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid (Ogiltig) Maélvérdet ér légre dn det definierade
intervallet. Det kan vara ett Cr-vérde,
slutpunktsfluorescensvérde,
koncentrationsvarde eller ett berdknat varde,
t.ex. genomsnittligt Crvérde eller ACr-vérde.

CONSECUTIVE_FAULT Invalid (Ogiltig) Ett mal som anvéndes vid berdkningen av det
har mélet ar ogiltigt.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid (Ogiltig) Férstarkningsgrafen med rédata visar en form

som avviker fréin det etablerade beteendet fér
den hér analysen. Det finns en hég
sannolikhet fér felaktiga eller feltolkade
resultat.

FLAT_BUMP Invalid (Ogiltig) Férstarkningsgrafen med rédata visar en form
som liknar en végbula med svag upphéjning
som avviker fréin det etablerade beteendet fér
den hér analysen. Det finns en hég
sannolikhet fér felaktiga eller feltolkade
resultat (t.ex. felbestémning av Cr-vérde).

IN_ACCEPTED_RANGE Valid (Giltig) NTC visar signal Crvérden éver 36 fér ACTB-
mélvardet.

INVALID_CALCULATION Valid (Giltig) Berdkningen for det hér mélet misslyckades.

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Valid (Giltig) Forstarkningsgrafen korsar tréskelvérdet mer
an en géng. Ett entydigt Cr-varde kan inte
bestémmas.

NO_BASELINE Valid (Giltig) Inget startvarde for initial baslinje hittades.

NO_CT_DETECTED Variable (Varierande)  Inget Cr har detekterats for detta mal.

NO_VALUE Invalid (Ogiltig) Maélet saknar vérde men férvéntas ha eft.

Detta vérde behéver inte ligga inom ndgot
speciellt intervall. Det kan vara eft Cr-vérde,
slutpunkisfluorescensvérde,
koncentrationsvérde eller ett berdknat vérde
(.ex. genomsnitiligt Crvarde eller ACr-vérde).

NORM_FACTOR_ALTERATION Warning (Varning) Awvikelse under normaliseringsproceduren.
Férstérkningsgrafen visas utan normalisering.
Resultat ska tolkas manuellt avseende

korrekthet.
OTHER_TARGET_INVALID Invalid (Ogiltig) Ett annat mal fér samma prov ér ogiltigt.
SATURATION Invalid (Ogiltig) Rédata fér fluorescensen mattas kraftigt innan

brytpunkten pé férstarkningsgrafen.

SATURATION_IN_PLATEAU Warning (Varning) Rédatafluorescensen méttas i platéfasen pé
forstarkningsgrafen.
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SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

UNCERTAIN

UNEXPECTED_CT_DETECTED

UNEXPECTED_VALUE

UPSTREAM

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Warning (Varning)

Invalid (Ogiltig)

Invalid (Ogiltig)

Invalid (Ogiltig)

Invalid (Ogiltig)

Invalid (Ogiltig)

Variable (Varierande)

Variable (Varierande)

Invalid (Ogiltig)

Variable (Varierande)

Ogiltig

En topp i rédatafluorescensen har detekterats
i forstarkningsgrafen, men utanfér det omréde
dér Cr bestams.

En topp har detekterats i férstarkningsgrafen
nara Cr.

En brant stigande baslinje fér rédata fér
fluorescensen har detekterats i
férstarkningsgrafen.

Ett kraftigt fall i baslinjen fér radata fér
fluorescensen har detekterats i
forstarkningsgrafen.

Hagt brus utanfér tillvéxtfasen i
farstarkningsgrafen har detekterats.

Hogt brus har detekterats i tillvéxtfasen
(exponentiella fasen) i férstarkningsgrafen.

Resultat frén AUDAS &r i konflikt med resultat
frén den centrala analysen. Det gdr inte att
gdra en entydig automatisk bedémning av
datagiltighet.

Ett Cr-varde har detekterats for ett mal som
inte ska forstarkas.

Malet har ett varde, men det &r inte eft
forvéntat varde. Det kan vara ett Crvérde,
slutpunkisfluorescensvérde,
koncentrationsvarde eller ett berdknat varde,
t.ex. genomsnittligt Cr-vérde eller ACrvarde.

Provstatus angavs som Invalid (Ogiltig) eller
Unclear (Otydlig) av en process uppstréms
(t.ex. frén QIAsymphony).

Obs! Fér prover som é&r flaggade som Unclear
anges beteendet fér Rotor-Gene
AssayManager i milign “Configuration”
(Konfiguration) i AssayManager-
programvaran. Flaggor som &r “invalid” frén
uppstrémsprocesser leder alltid fill ett ogiltigt
motsvarande prov i Rotor-Gene
AssayManager.

En végliknande baslinje fér radata fér
fluorescensen har detekterats i
forstérkningsgrafen.
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e Om alla kontrollerna i kérningen é&r giltiga kommer Rotor-Gene AssayManager v1.0 att
analysera de okdnda proverna. Det maste finnas en minimal méngd bisulfitkonverterat
DNA i provet fér att resultaten ska kunna tolkas. Detta indikeras av Crvardet for
hushé&llningsgenen ACTB, som mdste vara < 26,4 for att ett prov ska valideras av Rotor-

Gene AssayManager.
o AACrvéardena for FAM19A4 och hsa-mirl24-2 berdknas sedan och resultatet

presenteras. Om ett AACrvéarde ligger under cutoff-vardet bedéms malet som
"Hypermethylation positive” (hypermetyleringspositivt).

Obs! Nivéer for delvis eller l&g metylering &r ett naturligt férekommande fenomen som,
till skillnad fran nivéer fér hypermetylering, inte &r direkt relaterade fill utveckling av

cancer.

e Ett prov betraktas som “Hypermethylation positive” (hypermetyleringspositivt) nér minst eft

av mélen beddms som ” “Hypermethylation positive” (hypermetyleringspositivi).
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Felsékningsguide

Den hér felsdkningsguiden kan vara till hjglp fér att [6sa eventuella problem som kan uppstd.
Mer information finns p& sidan Frequently Asked Questions (Vanliga frégor) pé vért tekniska
supporfcenter: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vetenskapsménnen pé QIAGEN tekniska
service svarar gérna pd dina frégor om informationen och protokollen i den har handboken eller

om prov- och analysteknik (kontaktinformation finns p& baksidan eller p& www.qgiagen.com).

Information om felsékning géllande Rotor-Gene AssayManager finns i anvdndarhandbok fill

Rotor-Gene AssayManager Core Application.

Bruksanvisning (handbok) till QlAsure Methylation Test 06/2019 33


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/

Kommentarer och férslag

Allmén hantering

DNA-koncentrationen i provet &r for lag for att det ska g att utféra bisulfitkonvertering

Kontrollera DNA-extraktet

Upprepa DNA-extraktionen med ett kliniskt prov med
hégre koncentration

Provet bedéms som ogiltigt: forstérkningen av ACTB &r for lag eller saknas

a)  Pipetteringsfel eller uteldmnade reagenser

b)  Kontrollera DNAkoncentratet

c)  Kontrollera det kliniska provet fér cellularitet
for protokollet “Bisulfitkonvertering direkt pé
cervixprov”

d)  Kontrollera det bisulfitkonverterade eluatet

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet
av reaktionen. Upprepa PCRk&rningen.

Oka DNA-inputen for bisulfitkonverteringen till max.
Bisulfitkonverteringsreaktionen har en optimal
prestanda fér DNA-input i omrddet 100 ng-2 pg

Upprepa bisulfitkonverteringsreaktionen med 10 % av
cervixprovet i PreservCyt-provtagningsmedium (dvs. 2
ml frén 20 ml).

Upprepa bisulfitkonverteringen. En hégre DNA-input
kan anvéndas om det behdvs.

Provet beddms som ogiltigt: mélen FAM79A4 och/eller hsa-mirl 24-2 &r ogiltiga

Ctillrécklig blandning

Blanda prov och reaktionsmix genom att pipettera
(ungefér 10 génger per rér). Upprepa provet.

Positiv kontroll bedsms som ogiltig: forstarkningen r for lag eller saknas for ett eller flera av mélen

a)  Pipetteringsfel eller utelémnade reagenser

b)  Partiell férséimring

c)  PCRreagenser delvis férsdmrade

d)  Felvant rér pa remsa

e)  Utgangsdatum

f)  Tidsférdrajning mellan pipettering av prover
och start av kérningen

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstallandet
av reaktionen. Upprepa PCRk&rningen.

Férvara kitinnehéllet i -30 till -15°C.

Undvik att tina och frysa upprepade génger, maximalt
tre cykler.

Férvara kitets innehdll i -30 fill -15°C och hall
reaktionsmixarna skyddade mot ljus.

Undvik att tina och frysa upprepade génger.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet
av reaktionen.

Kontrollera utgéngsdatumet fér det anvénda kitet.

PCR-reaktionsmixarna kan férvaras

i 2-8 °C i 30 minuter i mérker mellan dispenseringen
av proverna i PCR-reaktionerna och start av kérningen
i instrumentet.

34 Bruksanvisning (handbok) till QIAsure Methylation Test

06/2019



Kommentarer och férslag

Kontroll utan mall (No template control, NTC) &r ogiltig
a)  Pipetteringsfel

b)  Korskontaminering

c)  Reagenskontaminering

d)  Felvant rér pé remsa

e)  Tidsfordrsjning mellan pipettering av prover

och start av kérningen

f) Prob férsémrad

Inga eller l&ga signaler i prov, men kontrollkérning ok

a)  Hammande effekter

b)  Pipetteringsfel

Kontakta QIAGEN:s tekniska service om problemet kvarstér.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet
av reaktionen. Upprepa PCRk&rningen.
Byt ut alla kritiska reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god laboratoriesed
fr att undvika Carryover av kontaminering.

Byt ut alla kritiska reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god laboratoriesed
f5r att undvika Carryover av kontaminering.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet
av reaktionen.

PCR-reaktionsmixarna kan férvaras i 2-8 °C i 30
minuter i mdrker mellan dispenseringen av proverna i
PCR-reaktionerna och start av kérningen i instrumentet.
Hall reaktionsmixarna skyddade mot ljus.

Leta efter falskt positivt resultat pé fluorescenskurvan.

Kontrollera alltid att det inte finns négra rester av
buffert kvar pa filtret efter centrifugeringen under
bisulfitkonverteringen.

Upprepa bisulfitkonverteringen.

Kontrollera pipetteringsschemat och iordningstéllandet
av reaktionen. Upprepa PCRk&rningen.
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Begrdnsningar
Reagenserna i QlAsure Methylation Test far endast anvéndas fér in vitro-diagnostik.

Anvandning av PCRester kraver god laboratoriesed, inklusive underhdll av utrustning, som ar
speciellt anpassad till molekylarbiologi och som uppfyller tillampliga regler och relevanta

standarder.
Reagenserna och instruktionerna som medféljer detta kit har validerats fr optimal prestanda.

QlAsure Methylation Test ska anvdndas av professionell laboratoriepersonal som é&r utbildad

i anvandning av Rotor-Gene Q MDx-instrument och Rotor-Gene AssayManager v1.0.

Produkten ska endast anvéndas av personal som har fétt specialinstruktioner och som har
utbildats i teknikerna fér realtime PCR och in vitro-diagnostiska férfaranden. Eventuella
diagnostiska resultat som erhélls maste tolkas tillsammans med 6vriga kliniska fynd eller
laboratoriefynd.

Fér optimalt PCR-resultat krévs att anvisningarna i anvéndarmanualen (handboken) féljs strikt.

Var uppmdrksam pé de utg&ngsdatum som anges pé férpackningen och pé etiketterna till alla

komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat.

Prover med lég DNA-kvalitet/-kvantitet (dvs. ACTB Crvdrden som ligger precis inom
acceptanskriterierna; Crvarden frén 25 till 26,4) kan bedémas som falskt negativa. Vi
rekommenderar aft testerna gérs om enskilt. Ett negativt resultat fér det upprepade testet
innebar att provet ar hypermetyleringsnegativt, ett positivt resultat innebdr att provet ar

hypermetyleringspositivt.
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Alla reagenser som medfélier QlAsure Methylation Test &r avsedda att anvéndas enbart
tillsammans med &vriga reagenser som ingdr i samma kit. Detta kan annars péverka

prestandan.
QlAsure Methylation Test &r validerat for HPV-positiva kvinnor.

QlAsure Methylation Test ar validerat fér cervixprover som samlats in och fSrvarats i
PreservCyt- eller STM-provtagningsmedium och fér sjdlvtagna vaginala borstprover som
forvarats i saltlsning (0,9 % w/v NaCl). QlAsure Methylation Test &r inte validerat for
anvéndning med cervixprover som samlats in och férvarats i provtagningsmedia som
innehdller formaldehyd, t.ex. BD® Surepath® eller motsvarande. Formaldehyd orsakar

korslankning av DNA:t, vilket kan interferera med prestandan fér QlAsure Methylation Test.

Endast Rotor-Gene Q MDx har validerats fér anvdndning med PCR-analysen fér QlAsure
Methylation Test.

All anvéndning av produkten fillsammans med andra marken och/eller &ndring av

komponenterna gér att garantin fér Self-screen B.V. upphér att gélla.

Det &r anvandarens ansvar att validera systemegenskaperna fér alla de procedurer som

anvands i laboratoriet som inte ingér i Self-screen-egenskapsstudierna.
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Prestandaegenskaper

Detektionsgrans (LOD)

Den analytiska sensitiviteten fér QlAsure Methylation Test faststélldes som den 95-procentiga
detektionsgransen (95 % LOD) genom att anvénda en seriell spadningsserie med plasmid som
innehdll alla tre amplikonsekvenserna (dvs. ACTB, FAM19A4 och hsa-mir124-2; intervallet
750 000 till 0,25 kopior per PCR). Den 95-procentiga LOD-grénsen fér mélen bedémdes som
den lagsta plasmidspadningen som gav minst 35 av 36 positiva resultat (Cr< 40). Totalt
utférdes 12 experiment av fyra olika operatérer (1 kdrning per operatér och dag) som
anvande fre olika partier och tre olika RGQ-system. Varje experiment inkluderade testning av
11 plasmidsp&dningar tre génger. Den 95-procentiga LOD-grénsen fér alla de tre olika mélen
var 7,5 kopior per PCR.

Linjaritet

Linjariteten for QlAsure-analysen faststélldes med data frén de 12 experiment som utférdes for
att bedéma den 95-procentiga LOD-gréinsen. De tvd& mélen, FAM19A4 och hsa-mir124-2,
samt referensgenen ACTB har linjar férstérkning frén 750 000 upp till 7,5 kopior per PCR.

Precision

Precisionen fér QlAsure Methylation Test faststélldes som intra-analys-variabiliteten (variabilitet
for flera resultat fér prover med samma koncentration inom eft experiment) och den totala
variansen fér analysen (variabilitet for flera resultat i analysen som genererades av olika
operatdrer pd olika instrument, med olika satser i olika laboratorier). Testningen utférdes p&
bisulfitkonverterat DNA som erhdllits frén ett HPV-positivt hogrisk-cervixprov som testats
hypermetyleringspositivt med signaler fér bade FAM19A4 och hsa-mirl124-2 motsvarande
ungefdr 3 ganger LOD-koncentrationen. Testningen utférdes i duplikat i 8 kérningar av fyra

olika operatérer (en kérning per operatér och dag) med tv& olika partier och tre olika RGQ-
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instrument i tv& olika laboratorier, vilket gav 16 datapunkter per prov. Variationskoefficienten
(CV) bestémdes for Cr- och AACrvérdena (Tabell 3).

Tabell 3. CV % for G- och AAGr-véirdena i eft metyleringspositivt cervixprov

Provtyp Interanalysvariabilitet Total varians fér analysen
Cr-varde Intern provkvalitetskontroll 0,3 % 1,32 %

(dvs. ACTB)

FAM19A4 1,02 % 1,52 %

hsa-mir124-2 1,16 % 1,64 %
AAGCr-vérde FAM19A4 3,70 % 5,97 %

hsa-mir124-2 4,21 % 575%

Den totala statistiska spridningen i Cr-vérdena fér ett prov med den némnda koncentrationen
ar 1,32 % for den interna provkvalitetskontrollen (ACTB), 1,52 % for FAM19A4 och 1,64 %
fér hsa-mir124-2. Den totala statistiska spridningen i AACrvérden fér ett prov med den
ndmnda koncentrationen ar 5,97 % fér FAM19A4 och 5,75 % fér hsa-mirl124-2.

Interfereronde amnen

De hammande substanser som valdes fér sin potentiella effekt p& PCR var desulfonerings- och
tvattbuffertarna i bisulfitkonverteringskitet. Substanser som potentiellt férekommer i det
ursprungliga provet testades inte darfor att prov-DNA:t renas tvé génger med silikonkulor, dvs.
DNA-extraktion fran det ursprungliga provet och DNA-rening efter bisulfitkonverteringen. Spar
av desulfonerings- och tvattbufferten visade interferens i PCR:en, vilket detekterades via eft

ogiltigt testresultat fér den interna provkvalitetskontrollen.
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Klinisk prestanda

HPV-positiva cervixprover*

Den kliniska prestandan fér QlAsure Methylation Test fér cervical intraepithelial neoplasia
grad 3 (CIN 3) och cervixcancer (dvs. CIN 3+) beddmdes genom att testa 267 HPV-positiva
hogrisk-cervixprover*t frén kvinnor (&lder 18-85 ar). Nio prover (3,4 %) visade ACTB CT-
varden over 26,4 och beddmdes som ogiltiga. De 258 proverna med giltiga testresultat
omfattade 117 cervixprover frén kvinnor utan evidens p& CIN 2 eller varre efter 18 ménaders
uppfélining (férkortat som < CIN 1), 42 med CIN 2, 30 med CIN 3, 59 med
skivepitelcellscarcinom och 10 med adenocarcinom. Cervixproverna samlades in i PreservCyt-
provtagningsmedium (Hologic). DNA extraherades fran cervixproverna, och 250 ng DNA
anvandes fér input i bisulfitkonverteringsreaktionen (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO
Research). Av 250 ng modifierat DNA anvandes 20 % i PCR (motsvarande 50 ng ursprungligt
m&l-DNA/PCR). Positivitetsandelarna fér QlAsure Methylation Test stratifierat efter klinisk
endpoint anges nedan (Tabell 4).

Tabell 4. Positivitetsandelar for QlAsure Methylation Test

Klinisk endpoint Fraktion Positivitetsandel (95 % Cl)
<CIN1 24/117 20,5 % (14,1-28,8)
CIN 2 16/42 38,1 % (24,8-53,4)
CIN 3 20/30 66,7 % (48,4-84,0)
Skivepitelcellscarcinom 59/59 100,0 % (94,0-100,0)
Adenocarcinom 10/10 100,0 % (69,0-100,0)

Bland de HPV-positiva hégrisk-cervixproverna ér sensitiviteten for CIN 3+ 89,9 % (89/99; 95 % Cl: 82,2-94,5) och
for carcinom dr sensitiviteten 100 % (69/69, 95 % Cl: 94-100). t

* Cervixprover tagna av lakare.

t Anmérkning: Hypermetylering av malen i prover fran kvinnor som innehdll avancerad CIN-esion och/eller
cervixcancer kan undgd att detekteras pa grund av variabilitet vid provtagningen, till exempel som ett resultat av
bristfallig provtagning.
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HPV-positiva, sjdlvtagna vaginala borstprover

Den kliniska prestandan fér QlAsure Methylation Test for sjclvtagna vaginala borstprover fér
detektering av cervical intraepithelial neoplasia grad 3 och cervixcancer (dvs. CIN 3+)
beddmdes genom att testa 247 HPV-positiva hégrisk-vaginalprover. Fér 14 prover (5,7 %) var
ACTB Crvérdena > 26,4 och bedémdes darfér som ogiltiga. Proverna med giltiga testresultat
omfattade 148 sjalvtagna borstprover fran kvinnor med < CIN 1 efter 18 mdnaders
uppfélining, 24 med CIN 2, 50 med CIN 3, 8 med skivepitelcellscarcinom och 3 med
adenocarcinom. DNA extraherades frén vaginalproverna, och 250 ng DNA anvéndes for
input i bisulfitkonverteringsreaktionen (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). Av 250 ng
bisulfitkonverterat DNA anvéndes 20 % i PCR:en (motsvarande 50 ng ursprungligt mal-
DNA/PCR). Positivitetsandelarna for QlAsure Methylation Test stratifierat efter klinisk endpoint
anges nedan (Tabell 5).

Tabell 5. Positivitetsandelar for QlAsure Methylation Test

Klinisk endpoint Fraktion Positivitetsandel (95 % Cl)
<CIN1 34/148 23,0 % (16,9-30,4)

CIN 2 7/24 29,2 % (14,6-49,8)

CIN 3 33/50 66,0 % (52,0-77,7)
Skivepitelcellscarcinom 8/8 100,0 % (63,1-100,0)
Adenocarcinom 3/3 100,0 % (29,2-100,0)

Bland de HPV-positiva sjélvtagna vaginala hégrisk-borstproverna ér sensitiviteten for CIN 3+ 72,1 % (44/61;
95 % Cl: 59,7-81,9) och fér carcinom 100 % (11/11, 95 % ClI: 72-100). *

* Anmérkning: Hypermetylering av mélen i prover fréin kvinnor som innehdll avancerad CIN-lesion och/eller
cervixcancer kan undgé att detekteras pa grund av variabilitet vid provtagningen, till exempel som ett resultat av
bristfallig provtagning.
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Prestanda for FAM19A4 och hsa-mir124-2 for detektering av avancerade
transformerande CIN-lesioner

Analys av promotor-metylering i vérdcellen detekterar specifikt s& kallade “avancerade” CIN-
lesioner, som innehdller en cancerliknande metyleringsprofil och har en férvantat hég risk for att
utvecklas till cancer pé& kort sikt (7, 8). Prestandan fér analysen av promotor-hypermetylering av
FAM19A4 och hsa-mir124-2 bedémdes genom att testa 29 HPV-positiva hdgriskprover frén
kvinnor med avancerad transformerande CIN 2/3 och 19 HPV-positiva hégriskprover frén
kvinnor med tidig transformerande CIN 2/3. Metyleringen var framfér allt associerad med
avancerad sjukdom, med bedémning av alla avancerade CIN 2/3-lesioner (100 %; 29/29;
95 % Cl: 88-100) hypermetyleringspositiva, jamfért med 47 % (9/19; 95 % Cl: 27-69) av de
tidiga CIN 2/3-lesionerna.

Robusthet

Robustheten fér QlAsure Methylation Test bestémdes som &verensstémmelsen mellan outputen
for QlAsure Methylation Test jamfért med RUO-versionen (Research Use Only) av analysen.
Testningen utférdes pd bisulfitkonverterat genomiskt DNA som erhdllits fran 10 HPV-positiva
hogrisk-cervixprover, varav 5 tidigare hade identifierats som hypermetyleringsnegativa for
b&da markérerna och 5 som metyleringspositiva (t.ex. fér minst en av de 2 markdrerna).
Testningen utférdes i duplikat i 8 kérningar av fyra olika operatérer (en kérning per operatér
och dag) med tv& olika partier och tre olika Rotor-Gene Q MDx-instrument, utfort i tvé olika

laboratorier. Totalt gav detta 16 datapunkter per prov (Tabell 6).
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Tabell 6. Overensstémmelse fér QlAsure Methylation Test jémfért med RUO-versionen av analysen

Provnummer RUO-resultat Overensstammelse fér Overensstammelse fér
labb 1 j@mfsrt med RUO  labb 2 jémfért med RUO
1 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
2 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
3 Neg 62,5 % (5/8) 62,5 % (5/8)
4 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
Delsumma 92,5 % (37/40) 92,5 % (37/40)
6 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
7 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
8 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
9 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
10 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
Delsumma 100 % (40/40) 100 % (40/40)
Totalt (positiva och 96,25 % (77/80) 96,25 % (77/80)
negatival)

Fyra av de fem proverna som tidigare hade identifierats som metyleringsnegativa visade

100 % &verensstdmmelse vid anvdndning av QlAsure Methylation Test i b&da laboratorierna.

Prov 3 visade en dverensstammelse p& 62,5 % (5/8) i béda laboratorierna. Den observerade

variationen relaterade till FAM19A4 med nivéer kring analysens cutoff-vdrde. Den totala

Sverensstdmmelsen hos de metyleringsnegativa proverna var 92,5 % (37/40).

Alla de 5 prover som tidigare hade identifierats som metyleringspositiva visade 100 %

Sverensstdmmelse med referensanalysen, vilket gjorde att den totala dverensstédmmelsen var

100 % (40/40).
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Bisulfitkonvertering direkt p& cervixprover

Protokollet “Bisulfitkonvertering direkt p& cervixprover” verifierades mot referensprotokollet
(dvs. bisulfitkonvertering med tidigare DNA-provkvantitetskontroll) p& 119 cervixskrapningar
folit av QlAsure Methylation Test. Andelen framgdngsrik bisulfitkonvertering direkt pé&
cervixprover med 2,5 % indata frén cervixprov var 95,8 % (114/119) och &kade till 100 %
efter omtestning av de ogiltiga med 10 % indata fran cervixprov. Overensstammelsen i
QlAsure  Methylation Testresultatet mellan  bisulfitkonverteringsprotokollen var 90,8 %
(108/119; kappavérde 0,75).
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Symboler

Féljande symboler kan finnas pé& férpackning och etiketter:

Symbol

Symbolférklaring

EIX]

D

mn
Aﬂ\

9@'%&“?@ 5 @E S HEE

Utgéngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Symbol fér CEHVD-mérkning

Innehéller reagens som racker till <N> reaktioner

Katalognummer
Lotnummer

Materialnummer

Komponenter

Innehaller

Antal

R betyder revidering av bruksanvisningen (handboken) och n ér revisionsnumret

GS1-artikelnummer

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

Skyddas mot ljus
Las bruksanvisningen innan anvéndning

Férsiktighet

I

6
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vélkommen att bescka vart tekniska
supportcenter p& www.giagen.com/Support, ringa oss p& 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGEN:s tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

besck www.qiagen.com).
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Bestallningsinformation

Produkt

Innehall

Kat. nr

QlAsure Methylation Test Kit

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Platform

Rotor-Gene Q MDx-tillbehor
Loading Block 72 x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(2500)

For 72 reaktioner: 2
masterblandningar, 2 kalibratorer.

Realtime PCR-cykler och HRM-
analysinstrument (High Resolution Melt)
med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd,
blodrad) plus HRM-kanal, bérbar
dator, programvara, tillbehér, 1 &rs
garanti p& delar och arbete,
installation och utbildning ingér

Realtime PCR-cykler och analysator
med hdguppldsningssmaltning och 5
kanaler (grén, gul, orange, réd och
karmosinréd) plus HRM-kanal, bérbar
dator, program, tillbehér: inkluderar 1
ars garanti pé reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingdr inte

Aluminiumblock fér manuell
reaktionsinstdlining med en
enkanalspipett i 72 x 0,1 ml rér

250 remsor med 4 rér med lock fér
1 000 reaktioner

10 x 250 remsor med 4 rér och lock
for 10 000 reaktioner

616014

9002033

9002032

9018901

981103

981106
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat. nr

Rotor-Gene AssayManager — fér rutintestning med Rotor-Gene Q MDx-
instrument
Rotor-Gene AssayManager Programvara fér rutintestning i 9022739
kombination med Rotor-Gene Q- och
QIAsymphony RGQ-instrument;

engdngslicensierad programvara for
installation p& en enda dator

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
QIAGEN-kithandbok eller -bruksanvisning. Handbécker och bruksanvisningar till QIAGEN-kit
finns p& www.qiagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN tekniska Service eller din lokala

aterforsaljare.
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Denna sida ar avsikiligt tom.
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Dokumentrevisioner

Datum Andringar

R4, juni 2019 Reviderat arbetsfléde fér proceduren med flédesschema i Princip och utférande;
tillagt EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit i Material som behdvs men inte medfélier;
Reviderat inneh&ll i  Sakerhetsinformationen;  Tillagd information  om
uppvdrmningskérning  fér RGQ MDx  5-plex HRM; Reviderat avsnitt om
provberedning; Tillagt felsckningsobjekt; Amnet bisulfitkonvertering  direkt pé
cervixprover tillagt i  Prestandaegenskaper; Uppdaterat  referensavsnitt;
Layoutuppdateringar

Avtal om begrénsad licens for QlAsure Methylation Test

Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvindare av produkten godkénner fsljande villkor:

1.

R

Produkten fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér ndgon av sina immateriella illgéngar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som
inte ingér i detta kit férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.qiagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte
testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte kréinker tredje parts réttigheter.
Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kréinker oberoende tredje parts réttigheter.
Kitet och dess komponenter &r licensierade for engéngsbruk och far inte ateranvéndas, férbattras eller saljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfdrstédda, férutom de uttryckligen angivna.
Inképaren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller tilléta att négon annan vidtar négra steg som kan leda fill eller underlétta ndgra atgérder
som ur forbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphuvqnde av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséttas for alla underséknings- och

\ )

ré , inklusive advokatk Jer, vid Il atgérd for att upprétthélla detta begrénsade licensavtal eller négon av féretagets immateriella
rattigheter avseende kitet och/eller ndgon av dess komponenter.

For uppdaterade licensvillkor, se www.qgiagen.com.

Self-screen B.V. &r den juridiska fillverkaren av QlAsure Methylation Test.

QlAsure Methylation Test tillverkas av Self-screen B.V. och distribueras av QIAGEN i Europa.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, digene®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); BD®, SurePath® (Becton
Dickinson); EZ DNA Methylation™ (Zymo Research Corp.); NanoDrop® (NanoDrop Technologies LLC); PreservCyt® (Hologic, Inc.); Qubit® (Molecular Probes, Inc.).
Registrerade namn, varumérken osv. som anvénds i detta dokument, dven nér de infe uttryckligen har markerats som sddana, far inte betraktas som oskyddade i lag.

06-2019 HB-2304-004 1117742 © 2019 QIAGEN, med ensamratt.
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