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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN on johtavainnovatiivisten nayte- ja maaritystekniikoiden
toimittaja. QIAGENIn tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten
naytteiden sisalléon eristamisen ja tunnistamisen. Pitkalle kehitetyt ja
laadukkaat tuotteemme ja palvelumme takaavatluotettavan prosessin
naytteesta tulokseen.

QIAGENIn uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat seuraavat:
B DNA:n, RNA:n ja proteiinien puhdistus

B nukleiinihappojen ja proteiinien maaritykset

B microRNA-tutkimus ja RNAI

B nayte- ja maaritystekniikoiden automatisointi.

Tavoitteenamme on toimittaa tuotteita, joiden avulla asiakkaamme
saavuttavat menestysta ja lapimurtoja. Katso lisatietoja osoitteesta
www.giagen.com.
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Kayttotarkoitus

therascreen MGMT Pyro Kit on nukleiinihappojen sekvensointiin ja
Pyrosequencing®-tekniikkkaan perustuva in vitro -tunnistustestiihmisen
kudoshaytteista saadun genomisen DNA:n MGMT-geenin eksoni 1:n
metylaatioasteen kvantitatiivisin mittauksiin.

therascreen MGMT Pyro Kit on tarkoitettu taydentamaan muita
ennusteeseen vaikuttavia seikkoja ja antamaan hoitohenkilostolle
tietoja laakehoidoista todennakdisemmin hydtyvien syopapotilaiden
valintaa varten. In vitro -diagnostikkaan.

Testi on tarkoitettu kaytettavaksiainoastaan PyroMark® Q24 -
jarjestelmassa. PyroMark Q24 -jarjestelmien sisalto:

B  PyroMark Q24 -laite ja PyroMark Q24 MDx -laite.

B  PyroMark Q24 Vacuum Workstation ja PyroMark Q24 MDx Vacuum
Workstation.

B  PyroMark Q24 Software -ohjelmisto (versio 2.0) ja PyroMark Q24 MDx
Software -ohjelmisto (versio 2.0).

Tuote on tarkoitettuin vitro -diagnostikan menetelmia,
molekyylibiologisia tekniikoita ja PyroMark Q24 -jarjestelmaa koskevaa
koulutusta saaneiden ammattihenkildiden, kuten teknikoiden ja
laakareiden, kayttéon.

Yhteenveto ja selitykset

therascreen MGMT Pyro Kit on tarkoitettuihmisen MGMT-geenin eksoni
1:n neljan CpG-kohdan metylaation kvantitatiivisin mittauksiin
(kromosomin 10 genominen sekvenssi 131,265,519 — 131,265,537:
CGACGCCCGCAGGTCCTCG). Bisulfittikonversoitu genominen DNA
monistetaan PCR-laitteella ja sekvensoidaan maaritetylla alueella
eteenpain (kuval). Maaritettyjen paikkojen ymparilla olevat sekvenssit
toimivat normalisointi- ja vertailuhuippuina analyysin kvantifioinnissa ja
laadunvarmistuksessa.

Tuote koostuu PCR:n alukeseoksesta ja sekvensoinnin alukkeesta, kaksi
pulloa kumpaakin. Alukkeet toimitetaan liuoksessa. Kussakin pullossa on
24 ul aluketta tai alukeseosta. Sarja koostuu geenien monistamiseen
tarvittavistareagensseista ja alukkeista seka puskureista, alukkeista ja
reagensseista, joita kaytetaan reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa
metylaation tunnistuksessa pyrosekvensointitekniikalla PyroMark Q24 -
jarjestelmassa.
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Kuva 1. Kaaviokuva MGMT-testista. Kuvan sekvenssi on bisulfiittikonversion jalkeen
analysoitu sekv enssi. Y osoittaa mahdollisesti metyloituneet kohdat ja ruudut
ymparoiv at analysoituja CpG-kohtia. Bisulfiittikonversion kontrollin kohdalla on tahti.
FP: PCR:n etualukkeet; RPB: PCR:n taka-alukkeet (B tarkoittaa biotiinin sitoutumista);
Sek: sekvensoinnin alukkeet.

Menetelman toimintaperiaate

Testimenetelman tyonkulku esitetaan seuraavassa kaaviossa. Eksonin 1
maaritetylle alueelle kohdentuvia alukkeita kayttavanPCR:n jalkeen
amplikonit immobilisoidaan Streptavidin Sepharose® High Performance -
helmilla. Yksijuosteinen DNA valmistellaan ja sekvensoinnin aluke
kinnitetaan DNA:han. Taman jalkeen naytteet analysoidaan PyroMark
Q24 -jarjestelméassa testin asetustiedoston ja ajotiedoston avulla.

Huomautus: Tyonkulkua on hieman muokattu PyroMark Q24:n
kayttooppaasta (PyroMark Q24 User Manual) (”Protokolla 4. Naytteiden
valmistelu ennen Pyrosequencing-testia PyroMark Q24 -jarjesteiméassa”,
sivu 23).
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therascreen MGMT Pyro -menetelman tyonkulku

Naytteen valmistelu, mukaan

Vs 3 Elen VElmsic i iukien bisulfiittikonv ersio

Testitiedoston asetukset (lite A) PCR (protokolla 2)
V
i Immobilisointi (protokolla 3)
\
Ajotiedoston asetukset Naytteiden valmistelu (protokolla 4

(protokolla 1)

\/

PyroMark Q24 -ajo (protokolla 5)
\/
PyroMark Q24 -ajon analysointi (protokolla 6)

\
Raportti

Kontrollit

Sarjaan kuuluu metyloitunut kontroll-DNA, joka toimii PCR:n ja
sekvensoinnin reaktioiden positivisena kontrollina. Kontroll-DNA on
vahvastimetyloitunut ja bisulfittikonversoitu. Jokaiseen

pyrosekv ensointiajoon on myos suositeltavaa sisallyttaa terveelta
verenluovuttajalta saatu DNA-nayte vertailua varten. Jokaiseen PCR:n
valmisteluun tulisi sis&llytta& myos negatiivinen kontrolli (iman
templaatti-DNA:ta).

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

therascreen MGMT Pyro Kit (pakkaus 1/2)

therascreen MGMT Pyro Kit (48)
Tuotenumero 971061
Reaktioiden maara 48
PCR Primer Mix MGMT 2x 24 ul
Seq Primer MGMT 2x 24 ul
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 pl
CoralLoad® Concentrate, 10x 1,2 ml
H20 3x1,9ml
Methylated Control DNA, 10 ng/pl 100 pl
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therascreen Pyro -puskurit ja -reagenssit (pakkaus 2/2)

therascreen Pyro -puskurit ja -reagenssit

PyroMark Binding Buffer
PyroMark Annealing Buffer
PyroMark Denaturation Solution*
PyroMark Wash Buffer, 10x
Enzyme Mixture

Substrate Mixture

dATPaS

dCTP

dGTP

dTTP

Kasikirja

10 ml
10 ml
250 ml
25 ml
1 pullo
1 pullo
1180
1180 pl
1180 pl
1180 pl

* Siséltaa natriumhydroksidia.

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu

toimitukseen)

Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista

laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoja saa
tuotekohtaisista kayttoturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana

tuotteentoimittajalta.

B DNA:n eristyssarja (katso DNA:n eristaminen ja bisulfittikonversio,
sivu 14)

B Reagenssit DNA:n bisulfittikonversiota varten (katso ’DNA:n
eristaminen ja bisulfittikonversio”, sivu 14)

B Pipetteja (saadettavia)*

B Sterileja pipetinkarkia (joissa on suodattimet PCR:n valmistelua
varten)

B Poytamallinen sentrifugi*

B PCR-laite ja sopivia PCR-putkia

O

Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, tuotenro
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17-5113-01; www.qgelifesciences.com)

PyroMark Q24 (tuotenro 9001513 tai 9001514)*t
PyroMark Q24 Software (tuotenro 9019062 tai9019063)"
PyroMark Q24 Plate (tuotenro 979201)"

PyroMark Q24 Cartridge (tuotenro 979202)"

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (tuotenro 9001515 tai
9001517)**

Levysekoitin* helmien avulla immobilisointia varten (katso
”Suositeltavat levysekoittimet”, sivu 10)

Kuumennuslohko?*, jolla voidaan tuottaa 80 °C:n lampdétila
24-kuoppainen PCR-levy tailiuskat
Liuskojen korkit

Erittain puhdasta vetta (Milli-Q® 18,2 MQ x cm taivastaavaaq)

Huomautus: Tuotteen mukana toimitetaan tarpeeksivetta PCR:aa,
DNA:n immobilisointia seka Enzyme Mixture- ja Substrate Mixture -
seoksen liuotusta varten; lisaa erittain puhdasta vettatarvitaan
PyroMark Wash Buffer -puskurin 10-kertaista laimennosta varten

B Etanolia (70 %)*

*Varmista, etta valineet on tarkastettu ja kalibroitu v almistajan ohjeiden mukaan.

T EU-direktiivin 98/79/EC mukaisesti CE-IVD-merkitty. Muilla luettelon tuotteilla ei ole
EU-direktiivin 98/79/EC mukaista CE-l1VD-merkintaa.

+ Ala kayta denaturoitua alkoholia, joka siséltaa muita aineita, kuten metanolia tai
metyylietyyliketonia.

Suositeltavat levysekoittimet

Taulukossa 1 esitettyja levysekoittimia suositellaan kaytettavaksi
therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan kanssa.

Taulukko 1. Levysekoittimet, joita suositellaan kaytettavaksitherascreen
MGMT Pyro Kit -sarjan kanssa

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Valmistaja Tuote Tuotenumero

Thermomixer comfort

) 5355 000.011
(peruslaite)

Eppendorf Thermoblock for MTP 5363 000.012

Adapter plate for 96 x 0.2ml
PCR tubes toinsert in blocks for 5363 007.009
microtiter plates

i 51410
®
?;bportechnik varomagreleshake (115 V=51410 V)
Elilsin 51110

Variomag Monoshake (115 V=51110 U)

Varoituksetja varotoimet

In Vitro -diagnostikkaan

Turvallisuustiedot

Tyoskenneltaessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoasaa
tuotekohtaisista kayttoturvatiedotteista. Ne ovat saatavilla katevassa ja
kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.giagen.com/safety, jossa
voitarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN®-sarjan ja sarjakomponentin
kayttoturvallsuustiedotteita.

Seuraavat varoitukset ja varotoimet koskevat therascreen MGMT Pyro
Kit -sarjan osia.

PyroMark Denaturation Solution

Varoitus! Aiheuttaa ihoarsytysta. Aiheuttaa vakavaa simien
arsytysta. Voi syovyttaa metalleja. Imeyta roiskeet, jotta
materiaali ei vahingoitu. Sailyta vain alkuperaisessa astiassa.

Kayta
suojakasineita/suojavaatetusta/simasuojainta/kasvosuojainta.
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PyroMark Enzyme Mixture

Sisaltaa (R*,R*-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diolia,
etikkahappoa. Vaara! Aiheuttaa ihoarsytysta. Aiheuttaa

vakavaa simien vahingoittumista. JOS KEMIKAALIA JOUTUU
SILMIIN: Huuhtele huolellisesti vedella useiden minuuttien ajan.
Poista mahdolliset piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa.
Jatka huuhtelua. Altistumistapauksissa tai epavarmoissa
tilanteissa: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin.
Riisu altistuneet vaatteet,ja pese ne ennen seuraavaa
kayttoa. Kayta
suojakasineita/suojavaatetusta/simasuojainta/kasvosuojainta.

PyroMark Substrate Mixture
@ Sisaltaa etikkahappoa. Varoitus! Aiheuttaa iho&rsytysta.

Aiheuttaa vakavaasiimien arsytysta. Jos silmien arsytys jatkuu:
kysy neuvoa laakarita tai hakeudu laakarin hoitoon. Riisu
altistuneet vaatteet, ja pese ne ennen seuraavaa kayttoa.
Kayta
suojakasineita/suojavaatetusta/simasuojainta/kasvosuojainta.

Yleiset varotoimet

Kayttajan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet.

12

Parhaat tulokset saadaan, kun kayttboppaan ohjeita noudatetaan
tarkasti. Reagenssien muu kuin tassa kasikirjassa maaritetty
laimentaminen ei ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn
heikkenemiseen.

Huomaa, ettatyonkulku on hieman muokattu PyroMark Q24:n
kayttboppaaseenverrattuna (katso ’Protokolla 4. Naytteiden
valmistelu ennen Pyrosequencing-testia PyroMark Q24 -
jarjestelmassa”, sivu 23).

Taman tuotteen osat rittavat enintaan 5 yksittaisen ajon 48
reaktioon.

Kaytéa steriileja, suodattimella varustettuja pipetinkarkia (PCR:n
valmistelua varten).

Sailyta ja uuta positivinen materiaali (naytteet, kontrollit ja
amplikonit) erillaan, poissa kaikkien muiden reagenssien
lAheisyydesta ja lisaa se reaktioseokseen erilisessa tilassa.
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B Sulata kaikki osat huolellisesti huoneenlampoétilassa (15-25 °C)
ennen analyysin aloittamista.

B Sekoita sulatetut osat (pipetoimalla toistuvastiylos ja alas tai
pulssivorteksoimalla) ja sentrifugoi lyhyesti.

B Epaonnistuneiden tulosten perusteella ei voiarvioida
metylaatioastetta.

Reagenssien sailytysja kasittely

therascreen MGMT Pyro Kit toimitetaan kahdessa pakkauksessa.
therascreen MGMT Pyro Kit (pakkaus 1/2) toimitetaan kuivajaassa.
PyroMark PCR -paaseosta, Coralload Concentrate -konsentraattia,
metyloitunutta kontrolli-DNA:ta ja kaikkia alukkeita on sailytettava
-30...-15 °C:n lampotilassa vastaanottamisen jalkeen.

therascreen Pyro -puskurit ja -reagenssit (pakkaus 2/2), joiden sisaltoon
kuuluvat puskuri, entsyymiseos, substraattiseos, dATPaS, dCTP, dGTP ja
dTTP (pyrosekvensoinnin reagenssit), toimitetaan kyimapakkauksissa.
Naita osia on sailytettava 2-8 °C:n lampodtilassa vastaanottamisen
jalkeen. Aktiivisuuden heikkenemista voidaan vahentaa saiyttamalla
entsyymiseos ja substraattiseos toimitetuissa pulloissa.

Valmiksi saatetut entsyymi- ja substraattiseokset ovat stabiileja 2-8 °C:n
lampotilassa vahintaan 10 paivan ajan. Valmiksi saatetut entsyymi- ja
substraattiseokset voidaan pakastaa ja sailyttaa pulloissaan -30...-15
°C:n lampotilassa. Pakastettujareagensseja ei saa pakastaaja sulattaa
uudelleen yii 6 kertaa.

Huomautus: Nukleotideja ei saa pakastaa.

Naiss& olosuhteissa sailytetty therascreen MGMT Pyro Kit on stabiili
vanhenemispaivaansa asti.

Naytteiden kasittely ja sailytys
Kaikkia naytteita on kasiteltavatartuntavaarallsena materiaalina.

Naytemateriaali on veresta tai formaliinifiksoiduista parafiinivaletuista
naytteista uutettua, bisulfittikonversoitua ihmisen DNA:ta.

Hepariinihoitoa saaviltaihmisilta otettuja naytteita ei saa kayttaa.
Hepariinia antikoagulanttina sisaltaviin putkiin otettuja verinaytteita ei
saa kayttaa. Hepariini vaikuttaa PCR:aan.
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Menetelma

DNA:n eristaminen ja bisulfittkonversio

Jarjestelman suoritustaso on maaritetty EZ1® DNA Tissue Kit- ja QlAamp®
DNA FFPE Tissue Kit -sarjoilla, jotka on tarkoitettuihmisen DNA:n
eristamiseen formaliinifiksoiduista parafiinivaletuista kasvainnaytteista.
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -jarjestelman suoritustaso on maaritetty
terveilta luovuttajilita saaduilla verinaytteill&, joihin on osittain lisatty
kasvainsoluja.

Taulukossa 2 lueteltuja QIAGEN-sarjoja suositellaan DNA:n
puhdistamiseen kyseisista ihmisen naytetyypeista therascreen MGMT
Pyro Kit -sarjaa varten. Puhdista DNA sarjojen kasikirjoissa annettujen
ohjeiden mukaan.

Bisulfittikonv ersiota vartensuositellaan QIAGENiIn EpiTect® Bisulfite Kit-
(tuotenro 59104), EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit- (tuotenro 59144) tai
EpiTect Plus DNA Bisulfite Kit -sarjaa (tuotenro 59124).

Taulukko 2. therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan kanssa suositeltavat
DNA:n puhdistussarjat

Tuotenumero

Naytemateriaali Nukleiinihapon eristyssarja (QIAGEN)

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit 56404
Parafinivalettu (50
kudos

EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034

: QlAamp DSP DNA Blood Mini 61104

Veri Kit*

* Noudata parafiinivaletulle kudokselle tarkoitettua protokollaa. EZ1 DNA Tissue Kit -
sarjaa tulisi kayttaa yhdessa EZ1 Advanced- (tuotenro 9001410 tai 9001411) ja EZ1
Advanced DNA Paraffin Section Card -kortin (tuotenro 9018298) kanssa, EZ1
Advanced XL- (tuotenro 9001492) ja EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card -
kortin (tuotenro 9018700) kanssa tai BioRobot® EZ1- (tuotenro 9000705; ei endéa
saatavissa) ja EZ1 DNA Paraffin Section Card -kortin (tuotenro 9015862) kanssa.

T EU-direktiivin 98/79/EC mukaisesti CE-IVD-merkitty.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokolla 1: Tee PyroMark Q24 -jarjestelman valmistelut

Tarkea huomioitava seikka ennen aloittamista

B LOB-arvo voidaantarvittaessa varmistaa kayttamalla terveiden
verenluovuttajien naytteita taydellisen tulosalueen luontiin.
Lisatietoja on CLSI-ohjeessa EP17-A "Protocol for determination of
limits of detection and limits of quantitation; approved guideline”.

Ennen kuin aloitat

B Maaritatestiasetuksetlitteessa A, sivulla 46 annettujen ohjeiden
mukaan. Tama tehdaan vain kerran, ennen therascreen MGMT -
testin ensimmaista suorituskertaa.

Menetelma

1. Napsautatyokalurivin ﬁ -painiketta.
Jarjestelma luo uuden ajotiedoston.

2. Maarita ajon parametrit (katso ”Ajon parametrit”, sivu 17).

3. Maaritalevy lisaamalla testianalysoitavia naytteita vastaaviin
kuoppiin.
Huomautus: PCR-asetuksiin tulisi aina sisallyttaa negatiivinen
kontrollinayte (ilman templaatti-DNA:ta).

Huomautus: Jokaiseen pyrosekvensointiajoon on mygds suositeltavaa

sisallytta& terveelta verenluovuttajalta saatua DNA:tasisaltava
kontrollinayte vertailua varten. Metyloitunutta kontrolli-DNA:ta
sisaltava nayte voidaan sisallyttaa PCR:n ja sekvensoinnin
reaktioiden positiiviseksi kontrolliksi (katso “Kontrollit”, sivu 7).

4. Kun ajon asetukset on maaritettyja se on valmis suoritettavaksi
PyroMark Q24 -jarjestelmassa, tulosta luettelo entsyymiseoksen,
substraattiseoksenja nukleotidien tarvittavista maarista seka
levyjarjestys. Valitse Tools (Tyokalut) -valikosta Pre Run Information

(Ajoa edeltavat tiedot). Kun raportti avautuu, napsauta =
painiketta.

5. Sulje ajotiedosto ja kopioi se muistitikkuun Windowsin®
Resurssienhallinnan avulla.

Tulostettuja ajoa edeltavia tietoja voidaan kayttaa mallina naytteen

valmistelussa (katso ”Protokolla 3: PCR-tuotteiden immobilisointi
Streptavidin Sepharose High Performance -helmin”, sivu 21).

therascreen MGMT Pyro Kit kasikirja 03/2015
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Suorita levy PyroMark Q24 -jarjestelmassa kohdassa Protokolla 5:
PyroMark Q24 -ajo”, sivulla 27 annettujen ohjeiden mukaan.
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Ajon parametrit

Run name (Ajon
nimi):

Instrument method
(Laitteen
menetelma):

Plate ID (Levyn
tunnus):

Bar code
(Vivakoodi):

Reagent ID

(Reagenssin tunnus):

Run note
(Ajon huomautus):

Lisaa testitiedostot

Ajon nimi annetaan tiedostoa tallennettaessa.
Kun tiedoston nime& muutetaan, myods ajon nimi
muuttuu.

Valitse laitteen menetelma ajossa kaytettavan
kasetin mukaan. Lisatietoja on tuotteiden
mukana toimitetuissa ohjeissa.

Valinnainen: Lisda PyroMark Q24 -levyn tunnus.

Valinnainen: Lis&a levyn viivakoodinumero tai, jos
tietokoneeseen on litetty vivakoodinlukija, aseta
hiriosoitin Barcode (Viivakoodi) -ruutuun
(napsauttamalla ruutua) ja lue viivakoodi
viivakoodinlukijalla.

Valinnainen: Anna kaytettavientherascreen
MGMT Pyro Kit -pakkausten1 ja 2 eranumerot.
Era&numero on tuotteen etiketissa.

Huomautus: Eranumeron antaminen on
suositeltavaa. Sita voidaan kayttaa therascreen
MGMT Pyro Kit -sarjan yllattavien ongelmien
selvittamisessa.

Valinnainen: Kirjoita ajon tarkoitusta taisisaltéa
koskeva huomautus.

Testivoidaan lisata kuoppaan seuraavilla tavoilla:

B Napsauta kuoppaa hiren kakkospainikkeella ja valitse pikavalikosta
Load Assay (Lisaa testi).

B Valitse testipikaselaimesta ja veda ja pudota testikuoppaan.

Kuopan vari maaraytyy sihen lisatyn testin perusteella.

Lisa& naytteiden tunnukset ja huomautukset

Lisda naytteen tunnus tai huomautus valitsemalla solu ja kirjoittamalla

teksti.

Jos haluat muokata naytteen tunnusta tai huomautusta, valitse solu
(tamanhetkinen sisalto valitaan) tai kaksoisnapsauta solua.

therascreen MGMT Pyro Kit kasikirja 03/2015
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Protokolla 2: PCR-ajo therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan
mukana toimitetuilla reagensseila

Tama protokolla on tarkoitettu bisulfittikonversoidun DNA:n alueen
monistamiseen PCR:lla ja therascreen MGMT Pyro Kit -sarjalla.

Tarkeita huomioita ennen kuin aloitat

B PyroMark PCR -paaseoksen HotStarTag® DNA -polymeraasia varten
tarvitaan 15 minuutin pituinen aktivointivaihe 95 °C:n lampatilassa.

B Valmista kaikki reaktioseokset eri paikassa kuin missa DNA
puhdistetaan, templaatti-DNA lisataan PCR:&an, PCR-tuote
analysoidaan ja naytteet valmistellaan ennen pyrosekvensoinnin
analyysia.

B Vahenna risti-kontaminaation vaaraa kayttamalla hydrofobisilla
suodattimila varustettuja kertakayttokarkia.

B Templaatti-DNA:na on kaytettava bisulffittikonversoitua DNA:ta.
Suositeltavia sarjoja ovat QIAGENIn EpiTect Bisulfite Kit (tuotenro
59104), EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit (tuotenro 59144) ja EpiTect Plus
DNA Bisulfite Kit (tuotenro 59124).

Ennen kuin aloitat

B Ennen kuin avaat PCR-alukettassisaltavan putken, kayta sita hetken
aikaa sentrifugissa, jottasisalto kertyy putkien pohjalle.

B Muuta tarvittaessa nayte-DNA:n pitoisuudeksi 2-10 ng/pl.

Menetelma

1. Sulata kaikki tarvittavat komponentit.
Sekoita hyvin ennen kayttoa.

2. Valmista reaktioseos taulukon 3 mukaan.

Reaktioseos sisaltaa yleensa kaikki PCR-reaktioon vaadittavat
komponentit naytettalukuun ottamatta.

Valmista suurempi maara reaktioseosta kuin mita tarvitaan
tehtavien PCR-testien kokonaismaaraa varten.

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Taulukko 3. Reaktioseoksen valmistus

Komponentti Reaktiokohtainen maara
(ul)

PyroMark PCR Master Mix, 2x 12,5

CoralLload Concentrate, 10x 2,5

PCR Primer Mix MGMT 1,0

Vesi (H20, sisaltyy toimitukseen) 4,0

Kokonaismaara 20,0

3. Sekoita reaktioseos huolellisesti ja lisaa 20 pl jokaiseen PCR-putkeen.

PCR-putkia ei tarvitse pitaa jaahauteessa, koska HotStarTag DNA -
polymeraasi ei ole aktivinen huoneenlammagssa.

4. Lisada 5 pl bisulfittikonvertoitua templaatti-DNA:ta (10-50 ng
genomista DNA:ta mitattuna ennen bisulfiittikonversiota) yksittaisiin
PCR-putkiin (taulukko 4) ja sekoita huolellisesti.

Huomautus: PCR-asetuksiin tulisi aina sisallyttaa negatiivinen
kontrolinayte (ilman templaatti-DNA:ta).

Huomautus: Jokaiseen pyrosekvensointiajoon on mygs suositeltavaa
sisallyttaa terveelta verenluovuttajalta saatua DNA:tasisaltava
kontrolinayte vertailua varten. Metyloitunutta kontrolli-DNA:ta
sisaltava nayte voidaan sisallyttaa PCR:n ja sekvensoinnin
reaktioiden positiiviseksi kontrolliksi (katso ”Kontroliit”, sivu 7).

Taulukko 4. PCR:n valmistelu

Komponentti Reaktiokohtainen
maara (pl)
Reaktioseos 20
Nayte-DNA 5
Kokonaisméaara 25
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5. Ohjelmoi PCR-laite valmistajan ohjeiden ja taulukossa 5 esitettyjen
olosuhteiden mukaan.

Taulukko 5. Optimoitu PCR-protokolla

Huomautuksia

HotStarTaq DNA -
Ensimmainen 15 95 °C polymeraasi aktivoituu
aktivointivaihe: minuuttia tassa

kuumennusv aiheessa.

3-vaiheinen sykli:

Denaturointi 20 : 95 °C
sekuntia

Alukkeiden 30 o
Kiinnitys sekuntia 53°C

: 20 o
Pidennys sekuntia 72 °C
Jaksojen maara 42

: 5

Loppupidennys: 72 °C

minuuttia

6. AsetaPCR-putket PCR-laitteeseen ja kaynnista PCR-ohjelma.

7. Jatka monistuksen jalkeen kohdasta ”Protokolla 3: PCR-tuotteiden
immobilisointi Streptavidin Sepharose High Performance -helmiin”,
sivulta 21.
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Protokolla 3: PCR-tuotteiden immobilisointi Streptavidin
Sepharose High Performance -helmin
Tata protokollaa kaytetaan templaatti-DNA:nimmobilisointiin

Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare) -helmien
avulla ennen naytteiden analysointia PyroMark Q24 -jarjestelméassa.

Tarkeita huomioita ennen kuin aloitat

B Anna kaikkien tarvittavien reagenssien ja liuosten tasaantua
huoneenlamp66n (15-25 °C) ennen kuin aloitat.

Menetelma
1. Ravistele Streptavidin Sepharose High Performance -helmia
sisaltavaa pulloa varovasti, kunnes liuos on homogeeninen.

2. Valmista paaseos DNA:n immobilisointia varten taulukon 6
mukaisesti. Valmista seosta 10 % enemman kuin reaktioiden
kokonaismaaraa varten tarvitaan.

Taulukko 6. Paaseos DNA:n immobilisointia varten

Komponentti Naytekohtainen
maara (ul)

Streptavidin Sepharose High 5

Performance

PyroMark Binding Buffer 40

Vesi (H20, sisaltyy toimitukseen) 28

Kokonaisméaara 70

3. Lisaa 70 ul paaseosta 24-kuoppaisen PCR-levyn (tailiuskojen)
kuoppiin ajon esimaaritysten mukaan (katso ”Protokolla 1: Tee
PyroMark Q24 -jarjestelman valmistelut”, sivu 15).

4. Lis&da 10 pul protokollan 2 biotinyloitua PCR-tuotetta jokaiseen
paaseostasisaltavaankuoppaan ajon esimaaritysten mukaan
(katso ”Protokolla 2: PCR-ajo therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan
mukana toimitetuilla reagensseila”, sivu 18).

Kuoppakohtaisen kokonaismaaran pitaisi olla 80 ul paaseoksen ja
PCR-tuotteen lisaamisen jalkeen.
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5. Sulje PCR-levy (tailiuskat) korkkiliuskoilla.
Varmista, ettei kuoppien valin voitulla vuotoja.

6. Ravista PCR-levya huoneenlammaossa (15-25 °C) 5-10 minuuttia
nopeudella 1 400 rpm.

Valmistele tassavaiheessa PyroMark Q24 Vacuum Workstation
naytteiden valmistelua varten PyyoMark Q24:n kayttéoppaan
mukaisesti.

7. Jatkaheti kohdasta ”Protokolla 4. Naytteiden valmistelu ennen
Pyrosequencing-testia PyroMark Q24 -jarjestelméassa “, sivulta 23.
Huomautus: Sepharose-helmet sedimentoituvat nopeasti. Helmet on
siepattava hetiravistamisen jalkeen.

Jos levyn (tailiuskojen) ravistamisesta on kulunut yli 1 minuutti,
ravistele sitd uudelleen 1 minuutin ajan ennen helmien sieppausta.
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Protokolla 4: Naytteiden valmistelu ennen
Pyrosequencing-testid PyroMark Q24 -jarjestelmassa

Tama protokolla on tarkoitettu yksijuosteisen DNA:n valmisteluun ja
sekvensoinnin alukkeen templaattiin kiinnittamiseen ennen
Pyrosequencing-testia PyroMark Q24 -jarjestelmassa.

Tarkeita huomioita ennen kuin aloitat

Lisda sekvensointialuke samalla levyjarjestyksella kuin ajon
esimaarityksissa (katso ”Protokolla 1: Tee PyroMark Q24 -jarjestelman
valmistelut”, sivu 15).

Tyonkulkua on hieman muokattu PyyoMark Q24:n kayttooppaaseen
verrattuna (vaihe 18). Ala lyhenna naytteiden jaahtymisaikaa
80 °C:n lampotilaan kuumentamisen jalkeen.

Tee suodatinantureiden toimintatesti PrvoMark Q24:n
kayttboppaan mukaan saanndllisesti ja vaihda ne tarpeen
mukaan.

Ennen kuin aloitat

Ennen kuin avaat sekvensoinnin alukkeen putken, kayta sita hetken
aikaa sentrifugissa, jotta sisalto kertyy putkien pohjalle.

Aseta PyroMark Q24 Plate Holder -pidike 80 °C:n esilammitetylle
kuumennuslevylle vaiheessa 17 kayttoa varten. Jata toinen
PyroMark Q24 Plate Holder -pidike huoneenlampo6n (15-25 °C)
vaiheessa 18 kayttoa varten.

PyroMark Wash Buffer -puskuri toimitetaan 10x-konsentraattina.
Lisda ennen ensimmaista kayttokertaa erittain puhdasta vetta 25
milllitraan 10x PyroMark Wash Buffer -puskuria niin, ettalopullinen
maara on 250 ml ja saadaan 1x-tyoliuos.

1x PyroMark Wash Buffer -tydliuos on stabiili 2-8 °C:n lampotilassa
viimeiseen kayttopaivaan asti.

Menetelma

1.

Laimenna tarvittava maara sekvensoinnin aluketta, Seq Primer
MGMT:ta, PyroMark Annealing Buffer -puskurissa taulukon 7
mukaisesti.

Valmista laimennettua sekvensoinnin aluketta enemmaéan kuin

sekvensoitavien naytteiden kokonaismaaraa varten tarvitaan
(naytteiden kokonaismaara + yksi yimaarainen).
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Taulukko 7. Esimerkki sekvensoinnin alukkeen laimennoksesta

Maara
Naytekohtainen 9 + 1 reaktiota
Komponentti maara (ul) kohti (pl)
Seq Primer
MGMT 0.8 8,0

PyroMark
Annealing Buffer 24,2 242,0

Kokonaismaara 25,0

250,0

2. Lisaa 25 ul laimennettua sekvensoinnin aluketta PyroMark Q24 -levyn

jokaiseen kuoppaan ajon asetusten mukaan (katso "Protokolla 1:
Tee PyroMark Q24 -jarjestelman valmistelut”, sivu 15).

Pida yksi PyroMark Q24 Plate Holder -pidikkeista (jotka on toimitettu
PyroMark Q24 Vacuum Workstationin mukana) huoneenlammaossa
(15-25 °C) ja kayta sita tukena, kun levya valmistellaan ja siirretaan.

Aseta protokollasta 3 saatu PCR-levy (tailiuskat) ja PyroMark Q24
Plate -levy tyGalustalle (kuva 2).

Varmista, ettalevy on samassa asennossa kuin naytteita lisattaessa.

”r—_aL,_ -
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L

Kuva 2. PCR-levyn (tai liuskojen) ja PyroMark Q24 Plate -levyn asettaminen
Vacuum Workstationin tydalustalle.
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10.

11.

12.

13.

Kaynnista alipainetyokalun alipaine avaamalla alipainekytkin.

Laske alipainetydkalun suodatinanturit varovastiPCR-levylle (tai
liuskoille) immobilisoitua templaattia sisaltavien helmien
sieppaamista varten. Pida antureita paikallaan 15 sekuntia. Ole
varovainen, kun nostat alipainetyokalua.

Huomautus: Sepharose-helmet sedimentoituvat nopeasti. Helmet on
siepattava hetiravistamisen jalkeen.

Jos levyn (tailiuskojen) ravistamisesta on kulunut yli 1 minuutti,
ravistele sitd uudelleen 1 minuutin ajan ennen helmien sieppausta.

Siirra alipainetydkalu kaukaloon, jossa on 40 ml 70-prosenttista
etanolia (kuva 2). Huuhtele suodatinantureita 5 sekuntia.

Siirra alipainetydkalu kaukaloon, jossa on 40 ml Denaturation
Solution -liuosta (kuva 2). Huuhtele suodatinantureita 5 sekuntia.
Siirra tyokalu kaukaloon, jossa on 50 ml Wash Buffer -puskuria (kuva
2). Huuhtele suodatinantureita 10 sekuntia.

Nosta alipainetyokalu ylos ja taaksepain, yli 90° pystysuunnassa,

5 sekunnin ajaksi, jotta neste poistuu suodatinantureista (kuva 3).

Kuva 3. YI0s ja taaksepain yli 90° pystysuunnassa nostettu alipainetydkalu.

Kun alipainetyokalua pidetaan PyroMark Q24 Plate -levyn paala,
sulje tyokalun alipainekytkin (Off-asento).

Paasta helmet PyroMark Q24 Plate -levyyn laskemalla
suodatinanturit laimennettuun sekvensoinnin alukkeeseen ja
heiluttamalla tyokalua varovastisivusuunnassa.

Varo, etteivatsuodatinanturit naarmuta PyroMark Q24 Plate -levyn
pintaa.

Sirra alipainetydkalu kaukaloon, jossa on erittain puhdasta vetta
(kuva 2) ja ravista tyokalua 10 sekuntia.

Pese suodatinanturit laskemalla ne erittain puhtaaseen veteen
(kuva?) ja kayttamalla alipainetta. Huuhtele antureita 70 milllitralla
erittain puhdasta vetta.
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14. Nostatyokalu yl6s ja taaksepain, yli 90° pystysuunnassa, 5 sekunnin
ajaksi, jotta neste poistuu suodatinantureista (kuva 3).

15. Sulie tyokalun alipainekytkin (Off-asento) ja aseta tydkalu P (Parking)
-asentoon.

16. Katkaise alipainepumpun virta.
Huomautus: Nestejate ja jalielle jaaneet liuokset on havitettava
tyopaivan lopuksi ja PyroMark Q24 Vacuum Workstation on
tarkastettava polyn ja roiskeiden varalta (lisatietoja on litteessa B
sivulla 47).

17. Kuumenna naytteetsisaltavaa PyroMark Q24 Plate -levya 80 °C:ssa
2 minuuttia esilammitetyn PyroMark Q24 Plate Holder -pidikkeen
avulla.

18. Ota PyroMark Q24 Plate -levy pois kuuman levyn pidikkeestaan ja
asetase toiseen PyroMark Q24 Plate Holder -pidikkeeseen, jota
pidettin huoneenlammaossa (15-25 °C), ja anna naytteiden jaahtya
huoneenlampd6n 10-15 minuuttia.

19. Jatka kohdasta ”Protokolla 5: PyroMark Q24 -ajo”, sivulta 27.
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Protokolla 5: PyroMark Q24 -ajo

Tassa protokollassa kasitellaan PyroMark Gold Q24:n reagenssien
valmistelua ja asettamista PyroMark Q24 Cartridge -kasettiinsek&a ajon
aloittamista ja lopettamista PyroMark Q24 -jarjestelmassa. Lisatietoja
ajon valmistelusta on PyyoMark Q24:n kayttboppaassa.

Tarkea huomioitava seikka ennen aloittamista

B Ajoa edeltavien tietojen raportissa, joka avataan ajoasetustenTools
(Tyokalut) valikosta (katso ”Protokolla 1: Tee PyroMark Q24 -
jarjestelman valmistelut”, sivu 15), on tietoja kulloiseenkin ajoon
tarvittavasta nukleotidien, entsyymiseoksen ja substraattiseoksen
maarasta.

Ennen kuin aloitat
B Kaynnista PyroMark Q24. Virtakytkin on laitteen taustapuolella.

Menetelma

1. Liuota sek&a kyiméakuivattu entsyymi- etta substraattiseos omissa
pulloissaan 620 pl:aan vetta (H20, sisaltyy toimitukseen).

2. Sekoita pyorittamalla pulloa kevyesti.
Ala kayta vortexer-laitteessal
Varmista, ettaseos liukenee kokonaan, jattamalla se
huoneenlampddn (15-25 °C) 5-10 minuutiksi. Varmista ennen
PyroMark Q24 Cartridge -kasetin tayttamista, etta liuos ei ole
sameaa. Jos reagensseja ei kayteta heti, siirra reagenssipullot
jaahan* taijaakaappin.

3. Odota, ettareagenssit ja PyroMark Q24 Cartridge -kasettiovat
saavuttaneet huoneenlampotilan (20-25°C).

4. AsetaPyroMark Q24 Cartridge -kasetin etikettipuoliitseesi pain.

5. Tayta PyroMark Q24 Cartridge -kasettiin okea maara nukleotidi-,
entsyymi- ja substraattiseoksia, kuten kuvassa 4.

Varmista, etta pipetista ei siirry iimakuplia kasettiin.
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*Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineit& ja suojalaseja. Lisatietoja saa
tuotekohtaisista kayttoturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen

toimittajalta.
(=] (o] (]
) (<]
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Label

Kuva 4. Hav ainnepiirros PyroMark Q24 Cartridge -kasetista ylapuolelta
katsottuna. M erkinnat vastaavat reagenssipullojen etiketteja. Lisaa ajoasetusten
Tools (Tyokalut) -valikosta avattavan ajoa edeltéavien tietojen raportin mukaiset
maarat entsyymiseosta (E), substraattiseosta (S) ja nukleotideja (A, T, C, G).

6. Avaakasettiluukku ja aseta taytetty reagenssikasetti paikalleen
etikettiulospain suunnattuna. Tydnna kasettikokonaan sisalle ja
sitten alas.

7. Tarkista, etta kasetin etuosassa oleva viiva nakyy, ja sulie luukku.

8. Avaalevyn pidikekehys ja aseta levy lammittimen paalle.

9. Sulje levyn pidikekehys ja laitteen kansi.

10. Aseta (ajotiedoston sisaltava) muistitikku laitteen edessa olevaan
USB-litantaan.
Ala irota muistitikkua ennen ajon paattymista.

11. Valitse paavalikosta Run (Aja) (nayton painikkeilla aja «) ja
valitse OK.

12. Valitse ajotiedosto nayton painikkeilla « ja .
Saat kansion sisallén esiin valitsemalla kyseisen kansion ja Select
(Valitse). Palaa edelliseen nakymaan valitsemalla Back (Takaisin).

13. Kun ajotiedosto on valittu, aloita ajo painamalla painiketta Select
(Valitse).

14. Kun ajo on valmis ja laite iimoittaa, ett& ajotiedosto on tallennettu
muistitikkuun, valitse Close (Sulje).

15. Irrota muistitikku.
16. Avaa laitteen kansi.

17. Avaa kasettiluukku ja ota reagenssikasetti pois nostamalla sitaja
vetamalla se ulos.

18. Sulje luukku.
19. Avaalevyn pidikekehys ja ota levy pois lammittimelta.
20. Sulie levyn pidikekehys ja laitteen kansi.
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21. Havitalevy ja puhdista kasettisen mukana tulleiden ohjeiden
mukaisesti.

22. Analysoi ajo kohdassa "Protokolla 6: PyroMark Q24 -ajon
analysointi”’, sivulla 30 annettujen ohjeiden mukaan.
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therascreen MGMT Pyro Kit kasikirja 03/2015 29



Protokolla 6: PyroMark Q24 -ajon analysointi

Tassa protokollassa kasitellaan valmistuneen therascreen MGMT -ajon
metylaation analysointia PyroMark Q24 -ohjelmistossa.

Menetelma

1.

30

Aseta (kasitellyn ajotiedoston sisaltava) muistitikku tietokoneen USB-
litantaan.

Siirr& ajotiedosto muistitikusta haluamaasi tietokoneen kansioon
Resurssienhallinnassa.

Avaa ajotiedosto PyroMark Q24 -ohjelmiston CpG-tilassa
valitsemalla File (Tiedosto) -valikosta Open (Avaa) tai
kaksoisnapsauttamalla tiedostoa (@) pikaselaimessa.

Analysointipainikkeilla voit analysoida ajoa ja saada yhteenvedon
tuloksista.

FHHH] Analysoi kaikki kuopat.
B Analysoi valittu kuoppa.

Analyysin tulokset (metylaatiotasot)ja laadunvarmistus nakyv at
muuttujan paikan ylapuolella Pyrogram®-kayrassa. Lisatietoja ajon
analysoinnista on PyroMark Q24:n kayttboppaassa.

Jos haluat luoda raportin, valitse Reports (Raportit) -valikosta CpG
Full Report (Taydellinen CpG-raportti) tai CpG Analysis Results (CpG-
analyysin tulokset).

Huomautus: Jotta tulokset ovat luotettavia, kannattaa kayttaayii
30 RLU:n yksittaisen huipun korkeuksia. Maarita testiasetuksissa
required peak height for passed quality (hyvaksyttavaanlaatuun
tarvittava huipun korkeus) -kohdan arvoksi 30 RLU (lisatietoja on
litteessa A sivulla 46 ja PyyoMark Q24:n kayttboppaassa).

Huomautus: CpG Analysis Results (CpG-analyysin tulokset) -raporttia
tulisi kayttaa metylaation kvantifioinnin tulkinnassa ja
dokumentoinnissa. Pyrogrammin numerot ovat pyoristettyja eivatka
esita tasmallista kvantifiointia.

Huomautus: Pyrogrammia tulisi aina verrata pylvaskaavioon, johon
paastaannapsauttamalla pyrogrammi-ikkunaa hiren
kakkospainikkeella. Mitattujen piikkien tulisi vastata pylvaskaavion
palkkien korkeutta.
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Tulosten tulkitseminen

Suosituksen mukaan jokaiseen ajoon sisallytetaan terveelta
verenluovuttajalta saatu DNA-nayte vertailua varten.

Bisulfittikonversion kontrollista (joka on merkitty keltaisella palkilla
pyrogrammi-ikkunassa) nahdaan bisulfittikonversion eheys.
Bisulfiittikonversion kontrollin antama signaali saattaa merkita
epataydellista bisulfittikonversiota, josta voi aiheutua poikkeava
metylaation kvantifiointi ja jarjestelméan varoitus.

LOB (limit of blank) -arvot esittavat terveiden verenluovuttajien
naytteista saatuja metylaatioasteita 95 prosentin todennakoisyydella
(katso taulukko 8 ja Suorituskykyominaisuudet”, sivu 36).

Taulukko 8. Terveiden verenluovuttajien naytteiden metylaation tietyile
kohdille maaritetty LOB-arvo

Sijainti LOB (%)
CpG-kohta 1 1,5
CpG-kohta 2 1,8
CpG-kohta 3 3,2
CpG-kohta 4 3,4
CpG-kohtien 1-4 keskiarvo 2,1

Huomautus: Nama arvot perustuivat ajoihin, joissa signaali oli yli 30
suhteellista valoyksikkba (relative light units, RLU), kuten yleensa kun
ajossa analysoidaan 10 ng veresta eristettya DNA:ta (mitattu ennen
bisulfittikonversiota). Suosittelemme, etta menetelman suoritustaso
varmistetaanlaboratoriossa.
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Esitettavat tulokset

Kuvista 5-7 nahdaan pyrogrammissa esitettavattulokset.
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Kuvab. Pyrogrammin kayra, joka on saatu terveen verenluovuttajan
metyloimattoman bisulfittikonversoidun DNA-naytteen analysoinnista. Kohdan 15
palkki esittaa bisulfiittikonversion eheyden kontrollia.
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Kuva 6. Pyrogrammin kayra, joka on saatu metyloituneen bisulfiittikonversoidun DNA-
naytteen analysoinnista. Kohdan 15 palkki esitta& bisulfiittikonversion eheyden
kontrollia.
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Kuva 7. Pyrogrammin k&yra, joka on saatu vahvasti metyloituneen
bisulfittikonvertoidun DNA-n&aytteen analysoinnista (metyloitunut kontrolli-DNA sisaltyy
toimitukseen). Kohdan 15 palkki esittaa bisulfiittikonversion eheyden kontrollia.
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa
ongelmissa. Lisatietoja on saatavissa myds teknisen tuen sivustostamme
usein kysyttyjen kysymysten osiosta:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENIn teknisen palvelun
asiantuntijat vastaavat aina mielellaan kysymyksiisi koskivatpa ne sitten
taman kasikirjan tietoja tai tassa kasikirjassa esiteltyja protokollia tai
naytteisiin ja testeihin littyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot taman
kasikijan takakannesta taiosoitteesta www.qiagen.com.)

Huomautus: Laitteen yleista vianmaaritysta koskevia tietoja on PyroMark
Q24:n kayttboppaassa.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Signaaleja ei-templaattikontrollissa (negatiivinen kontrolli)

a) Kuoppien Yhden kuopan antama signaali
keskinaishairidita tunnistetaan viereisessa kuopassa. Valta
voimakkaan signaalin antavien naytteiden
asettamista ei-templaattikontrollien
kuoppien viereen.

b) PCR:n Kayta sterileja pipettikarkia, joissa on
kontaminaatio suodattimet. Sailyta ja uuta materiaalit,
kuten naytteet, kontrollit ja amplikonit,
erildaan PCR:n reagensseista.

Heikko tai odottamaton sekvenssi

a) Genomisen DNA:n Heikkolaatuinen genominen DNA voi
huono laatu aiheuttaa PCR:n epaonnistumisen. Analysoi
PCR-naytteet elektroforeettisella tekniikalla
(esimerkiksi QlAxcel®-jarjestelmalla tai
agaroosigeelielektroforeesilla).
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Tulos on Check (Tarkista)taiFailed (Hylatty)

a) Matala huippu Kasittelyvirheet PCR:n tai naytteen
valmistelussa ennen pyrosekvensointia
voivat aiheuttaa matalia huippuja.

On tarkeaa, etta alipainetydkalu nostaa
naytteet kokonaan. Huolehdi siita, etta
alipainetyokalu lasketaan hitaasti
naytteisiin ja ettaimmobilisoinnissa
kaytettava PCR-levy tailiuskat on aseteltu
nin, etta naytteet voidaan nostaa
kokonaan.

Tee suodatinantureiden toimintatesti
PyroMark Q24:n kayttboppaan mukaan
saanndllisesti ja vaihda ne tarpeen
mukaan.

Jos jarjestelma antaa Check (Tarkista) -
varoituksen, vertaa pyrogrammia tarkasti
pylvaskaavioon, johon paastaan
napsauttamalla Pyrogram (Pyrogrammi) -
ikkunaa hiren kakkospainikkeella. Jos
mitatut huiput vastaavat pylvaskaavion
palkkien korkeutta, tulos on validi. Muutoin
naytteen ajo kannattaa suorittaa
uudelleen.
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b) Nayttoon tulee Varmista, etta asetusten Allowed
varoitus percentage for passed quality (Hyvaksytyn
Uncertain/Failed laadun sallittu prosenttiosuus) ja Allowed
bisulfite conversion percentage for check quality
at dispensation: 15 (Tarkistettavanlaadun sallittu
(Epavarma tai prosenttiosuus) arvoiksi on maaritetty 7.0 ja
epaonnistunut 10.0.
bisulfittikonversio
annostelussa 15)

Huomautus: Jos laadunvarmistuksen tulos
on Check (Tarkista) tai Failed (Hylatty),
bisulfittikonversio ei ollut taydellinen, mika
voivaikuttaa metylaation kvantifiointiin.

Suositeltavia sarjoja ovat QIAGENIn EpiTect
Bisulfite Kit (tuotenro 59104), EpiTect Plus
FFPE Bisulfite Kit (tuotenro 59144) ja EpiTect
Plus DNA Bisulfite Kit (tuotenro 59124).
Kasittelyprotokollaa tulisi noudattaa
tarkasti.

Paljon taustahairioita
a) Nukleotidien vaara Sailyta nukleotideja 2-8 °C:n l[ampdtilassa.
sailytys Sailyttaminen -15...-25 °C:n lampdtilassa
voilisata taustahairidita.

b) Naytteiden lyhyt Pida naytteita PyroMark Q24 Plate Holder -
jdahdytysaika ennen pidikkeessa huoneenlammaossa 10-15
Pyrosequencing- minuuttia. Ala lyhenna jaahdytysaikaa.
analysointia

c) Kasetin Puhdista kasettihuolellisesti ohjeiden
kontaminaatio mukaan. Sailyta kasettia valoltaja polyita

suojattuna.

Ei signaalia positiivisissa kontrolleissa
a) Kaikkiin kuoppiin ei Tayta PyroMark Q24 Cartridge -kasettiTools

rit& entsyymi- tai (Tyokalut) -valikon Pre Run Information

substraattiseosta (Ajoa edeltavat tiedot)-kohdan mukaisesti.
b) Reagensseja on Valmista therascreen-reagenssit kohdassa

sailytetty tai ”Protokolla 5: PyroMark Q24 -ajo”, sivulla 27

laimennettu vaarin annettujen ohjeiden mukaan.

therascreen MGMT Pyro Kit kasikirja 03/2015



c) PCR:n tainaytteen Kasittelyvirheet PCR:n valmistelussa, PCR-
valmistelu laitteen ohjelmoinnissa tainaytteen
epaonnistui valmistelussa ennen Pyrosequencing-

analyysia voivat estaasignaalin. Tee
suodatinantureiden toimintatestiPyroMark
Q24:n kayttboppaan mukaan ja vaihda ne
tarvittaessa. Toista PCR ja Pyrosequencing-
analyysi.

Laadunvalvonta

QIAGENIn ISO-sertifioidun laadunvarmistusjarjestelman mukaisesti
jokainen therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan era testataan maarattyjen
vaatimusten mukaisesti tuotteiden yndenmukaisen laadun
takaamiseksi.

Rajoitukset

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessa muiden klinisten
lbydOsten tailaboratorioloyddsten kanssa.

Kayttajan vastuulla on validoida jarjestelman suorituskyky kaikissa niiss&
laboratoriossa kaytetyissa menetelmissa, joita QIAGENIn tekemat
suorituskykytutkimukset eivat kata.

Suorituskykyominaisuudet

LOB (Limit of Blank)

Terveiden verenluovuttajien DNA-naytteiden neljan therascreen MGMT
Pyro Kit -sarjalla analysoidun CpG-kohdan LOB-arvo (taulukko 9)
maaritettiin CLSI:n (Clinical and Laboratory Standards Institute) ohjeen
EP17-A Protocol for determination of limits of detection and limits of
quantitation; approved guideline” mukaisesti. a-- ja B-virheiksi (vaara
positivinen ja vaara negatiivinen) maaritettiin 5 %.

LOB-arvot esittavat terveidenverenluovuttajien naytteista saatuja
metylaatioasteita 95 prosentin todennakoisyydella.

36 therascreen MGMTPyro Kit -kasikirja 03/2015



Taulukko 9. Terveiden verenluov uttajien naytteiden metylaation tietyile
kohdille maaritetty LOB-arvo

Sijainti LOB (%)
CpG-kohta 1 1,5
CpG-kohta 2 1,8
CpG-kohta 3 3,2
CpG-kohta 4 3,4
CpG-kohtien 1-4 keskiarvo 2,1

Huomautus: Suosittelemme, etta menetelman suoritustaso varmistetaan
laboratoriossa.

Lineaarisuus

Lineaarisuus maaritettiin bisulfittikonversoidun metyloimattoman ja
metyloidun genomisen DNA:n seoksilla EpiTect PCR Control DNA -
sarjasta (tuotenro 59104) ja rinnakkain plasmidiseoksilla, jotka sisalsivat
metyloimattoman tai metyloidun naytteen vastaavan
bisulfittikonversoidun sekvenssin (eli joissa oli CpG-kohdissa nukleotidit C
jaT). Genomiset DNA:t ja plasmidit sekoitettiin osuuksilla, joilla saatiin
kaksitoista metylaatiotasoa (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ja

100 %). Kukin seos analysoitin kolmella eri therascreen MGMT Pyro Kit -
sarjalla kolmessa Pyrosequencing-ajossa, joihin sisaltyi kolme
replikaattia.

Tulokset (n = 9 kullakin mutaatiotasolla) analysoitin CLSI-ohjeen EP6-A
“Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: a
statisticalapproach; approved guideline” mukaisesti Analyse-it®-
ohjelman versiolla 2.21 (Analyse-it Software, Ltd., UK). Kuvissa 8 ja 9
esitetaan CpG-kohtien 1-4 keskimaarainen metylaatio, kun
templaattina oli genominen DNA tai plasimidi-DNA.

Metylaation neljan kohdan ja niiden keskiarvon tulokset olivat lineaarisia
testatulla 0-100 prosentin metylaatiotasolla ja sallitulla 5 prosentin
vaihteluvalilla.
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Kuva 8. CpG-kohtien 1-4 keskimaaraisen metylaation lineaarisuus Epite ct-kontrolli-
DNA:n seoksilla.
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Kuva9. CpG-kohtien 1-4 keskimaaraisen metylaation lineaarisuus plasmidi-DNA:n
seoksilla.
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Tarkkuus

Tarkkuustietojen perusteella voidaan maarittaa testin kokonaisvaihtelu.
Se maaritettiin kolmella eri tasolla analysoimalla edella mainittuja
genomisen DNA:n ja plasmidi-DNA:n seoksia kolmella replikaatila.

Toistettavuus (testinsisainen ja erien valinen vaihtelu) laskettiin
ineaarisuuden maarityksessa kaytettyjen tietojen perusteella (kolme
ajoa samana paivana therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan eri erilla).
Mittauksen osittainen tasmallisyys (laboratorion sisainen vaihtelu)
maaritettiin kolmella ajolla yhdessa laboratoriossa kolmena eri paivana
eri kayttajila, PyroMark Q24 -laitteilla ja therascreen MGMT Pyro Kit -
sarjan erilla. Uusittavuus (laboratorioiden valinen vaihtelu) laskettiin
kahden ulkoisessa ja sisaisessa laboratoriossa therascreen MGMT Pyro Kit
-sarjan eri erilla tehdyn ajon perusteella.

Tarkkuusarviot esitetaankeskihajontana CpG-kohtien 1-4 mitatuista
keskimaaraisista metylaatioasteista, yksikkbna on prosentti (taulukot 10
ja 11). Genomisen DNA:n seoksilla saatu toistettavuus, mittauksen
osittainen tasmallisyys ja uusittavuus oli 0,5-4,3, 0,4-4,0 ja 0,4-4,4

% metylaatiotason mitatulla 0-100 prosentin arvovalila. Samanlaiset
tulokset saatiin plasmidi-DNA:n seoksilla (taulukko 11).
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Taulukko 10. CpG-kohtien 1-4 keskimaaraisen metylaation tarkkuus
Epitect-kontrolli-DNA:n seoksilla*

% Mittauksen
M etyloitunut osittainen
EpiTect- Toistettavuus tasmallisyys Uusittavuus
kontrolli-
DNAT Keskiarvo SD* Keskiarvo SD  Keskiarvo  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 44,2 2,7
60 51,3 3,6 52,4 3,5 51,2 3,3
70 62,3 19 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

* Kaikkien arv ojen yksikkd on %.
T Perustuu OD2e0-mittaukseen.

+SD, standard deviation: keskihajonta (toistettavuudessa ja mittauksen osittaisessa
tasmallisyydessa n = 9, uusittavuudessa n = 12).
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Taulukko 11. CpG-kohtien 1-4 keskimaaraisen metylaation tarkkuus

plasmidi-DNA:n seoksilla*

Mittauksen
Plasmidi- osittainen
DNA'N Toistettavuus tasmallisyys Uusittavuus

seos (%) Keskiarvo  SD*  Keskiarvo  SD Keskiarvo  SD
0 1,1 0,2 1,0 0,1 1,1 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 2,9 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

* Kaikkien arv ojen yksikkd on %.

T Perustuu OD2s0-mittaukseen. Arvot 0-100 % ilmaisev at sen plasmidin osuutta, jolla on
CpG-kohdissa nukleotidi C (edustaa metyloituneita C-nukleotideja), seoksessa, jossa
plasmidilla on CpG-kohdissa nukleotidi T (edustaa metyloitumattomia C-

nukleotideja).

+SD: keskihajonta (toistettavuudessa ja mittauksen osittaisessa tasmallisyydessan =9,
uusittavuudessa n = 12).

Diagnostinen arviointi

therascreen MGMT Pyro Kit -sarjaa arvioitiin vertailemalla Sanger-
sekvensoinnin kanssa. DNA eristettiin sadasta formalinifiksoid usta

parafiinivaletusta glioblastooman kasvainnaytteesta, ja therascreen
MGMT Pyro Kit -sarjalla analysoitin neljan CpG-kohdan metylaatiota.

DNA eristettiin QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjalla ja sen

bisulfittikasittely tehtiin Epitect Bisulfite Kit -sarjalla. Pyrosequencing-testi
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tehtiin therascreen MGMT Pyro Kit -sarjalla PyroMark Q24 -laitteella, ja
Sanger-sekvensointi tehtiin ABI™ 3130 Genetic Analyzer -laitteella.

Sadasta testatusta naytteesta metylaatioaste voitin mitata Sanger-
sekvensoinnilla 49 naytteesta. therascreen MGMT Pyro Kit -sarjalla
metylaatioaste voitin mitata kaikista naytteista. Pyrosequencing-testin
100 naytteen keskimaarainen metylaatiotaso oli 1-74 % (kuva 10).
Yksittaisten kohtien metylaatiotasojen jakauma esitetaan kuvassa 11.
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Kuva 10. Sadan glioblastoomanaytteen therascreen MGMTPyro Kit -sarjalla mitattu
CpG-kohtien 1-4 keskim&arainen metylaatio. Naytteet on lajiteltu nousevaan
jarjestykseen metylaatiotason perusteella.
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Naytteet on ryhmitelty CoG-kohtien 1-4 keskimaéaraisen metylaation mukaan

Kuva 1l. Sadan glioblastoomanaytteen yksittaisen CpG-kohdan metylaatio
therascreen MGMTPyro Kit -sarjalla. Naytteet on ryhmitelty CpG-kohtien 1-4
keskimaaraisen metylaation mukaan. Laatikot esittav at yla- ja alakv artiileja (25ja 75
%), jotka mediaani erottaa (50 %, vaakaviiva). Taméan alueen ulkopuolelle jaav at
tiedot esitetaan janoina ja poikkeamina kuten laatikko-jana-kuviossa. | QR: Kvartiilivali.

Menetelman vertailua varten Pyrosequencing-testituloksille maaritettiin
metyloimaton tai metyloitu tila niin, etta CpG-kohtien 1-4
keskimaaraisen metylaation raja-arvo oli 5 %, ja Sanger-sekvensoinnin
tuloksille maaritettiin manuaalisesti metyloimaton tai metyloitu tila.

Sanger-sekvensoinnissa kolmekymmentakaksi naytetta tunnistettiin
metyloituneeksi. Metylaation tila voitiin tuottaa uudelleen kaikissa
tapauksissa therascreen MGMT Pyro Kit -sarjalla. Pyrosequencing-testi
raportoi metyloituneeksi kaksi naytetta lisda, mutta Sanger-sekvensointi
ei havainnut niden metylaatiota. Sanger-sekvensoinnin 19
metyloitumattomaksi tunnistamasta naytteesta sama tulos saatiin 17
naytteelle therascreen MGMT Pyro Kit -sarjalla. Tulokset esitetaan
taulukossa 12.

Lukuun ottamattanaytteita, jotka eivat lapaisseet Sanger-sekvensoinnin
testia, therascreen MGMT Pyro Kit -sarjan ja Sanger-sekvensoinnin
tulosten yhtenevaisyys oli 96 % (taulukko 12).
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Taulukko 12. Analysoitujen glioblastoomanéaytteiden CpG-kohtien 1-4
metylaatiotestin tulokset

Sanger-sekvensointi

M etyloimaton Metyloitunut Tuntematon Yhteensa

'—
=
S
S < M etyloimaton 17 0 18 35
o
S 2 Metyloitunut 2 32 31 65
g Tuntematon 0 0 0 0
e
* Yhteensa 19 32 49 100

Huomautus: Kaikilla suoritustason ominaisuuksien testauskerroilla signaali
oli yli 30 suhteellista valoyksikk6a (RLU), kuten yleens&a, kun ajossa
analysoidaan 10 ng veresta eristettya DNA:ta (mitattuennen
bisulfittikonversiota).

Lahdeviitteet

QIAGEN ylapitaa laajaa ja paivitettya verkkotietokantaa QIAGEN-
tuotteita koskevista tieteellisista julkaisuista. Mittavien
hakumahdollisuuksien avulla Ioydat tarvitsemasi artikkelit joko
yksinkertaisella hakusanahaulla tai maarittelemalla sovellukset,
tutkimusalueen, otsikon jne.

Luettelo kaikista kirjallisuusviitteistd on QIAGENIn viitetietokannassa
osoitteessa www.giagen.com/RefDB/search.asp. Voit myos tilata sen
QIAGENIn teknisesta palvelupisteesta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Merkinnat

W<N>

LOT

;

COMP

CONT

NUM

GTIN

-k g

Sisaltaa reagensseja, jotka rittavat <N> testiin
Vimeinen kayttopaivamaara
Diagnostinen in vitro -la&akintalaite
Tuotenumero

Eranumero

Materiaalinumero

Komponentit

Sisalto

Numero

Natriumhydroksidi

GTIN-numero

Lampotilarajoitus

Valmistaja

Katso kayttoohjeet

Y hteystiedot

Teknisi& ohjeita ja lisatietoja Ioytyy teknisesta tukikeskuksesta osoitteessa
www.giagen.com/Support. Voit myds ottaa yhteytta QIAGENIn teknisen

palvelun osastoon tai paikalliseen jalleenmyyjaan (katso yhteystiedot

takakannesta taiosoitteesta www.qgiagen.com).
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Liite A: MGMT-testin valmistelut

Testitiedosto on maaritettava ennen MGMT-testin ensimmaista
kayttokertaa. Maarita MGMT-testin asetukset PyroMark Q24 -
ohjelmistolla seuraavien ohjeiden mukaan.

Menetelma

1. NapsautatyOkalurivin = -painiketta ja valitse New CpG Assay (Uusi
CpG-testi).

2. Kirjoita sekvenssiSequence to Analyze (Analysoitava sekvenssi) -
kohtaan:
YGAYGTTYGTAGGTTTTYGT

3. Lisaa Dispensation Order (Annostelujarjestys) -kohtaan tama
manuaalisesti:. GTCGTATCAGTCGTCATGTTCG

4. Lisaa Analysis Parameters (Testiparametrit) -valilehden Peak Height
Threshold - Required peak height for Passed quality: (Huipun
korkeuden kynnysarvo - Hyvaksyttyyn laatuun tarvittava huipun
korkeus:) -asetuksen arvoksi30.

5. Maarita Analysis Parameters (Testiparametrit) -valliehden Allowed
percentage for passed quality (Hyvaksytyn laadun sallittu
prosenttiosuus)- ja Allowed percentage for check quality
(Tarkistettavanlaadun sallittu prosenttiosuus) -asetusten arvoiksi 7.0
ja 10.0.

6. Napsautatyokalurivin | -painiketta ja tallenna testinimella MGMT.

Kuva 12. MGMT-testin pylvaskaavio. Kohdan 15 palkki esittaa bisulfiittikonversion
eheyden kontrollia.
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Liite B Jatesailion ja kaukaloiden tyhjentaminen

VAROITUS | Vaaralliset kemikaalit

Vacuum Workstationin kanssa kaytettava Denaturation
Solution -liuos sisaltaa natriumhydroksidia, joka arsyttaa
silmia ja ihoa.
Kayta aina suojalaseja, kasineita ja laboratoriotakkia.

Vastaavantahon, kuten laboratorion johtajan, on
tarvittavin toimenpitein varmistettava, etta
tyoskentelyalue on turvallinen ja ettalaitteen kayttajat
eivat altistu vastaavissa kayttoturv atiedotteissa (SDS) tai
OSHA-*, ACGIH-T tai COSHHT™-asiakirjoissa maaritellyile
vaarallisile maarille (kemiallisia tai biologisia) toksisia
aineita.

Savut tulee tuulettaaja jatteet havittaa kaikkien
kansallisten ja paikallisten terveytta ja turvallsuutta
koskevien maaraysten ja lakien mukaisesti.

* OSHA: Yhdysv altain tyoterveys- ja tyOturvallisuusvirasto (Occupational Safety and
Health Administration).

T ACGIH: Yhdysv altain hygieenikkojarjestd (American Conference of Government
Industrial Hygienists).

¥ COSHH: Ison-Britannian terveydelle vaarallisten aineiden valvonta (Control of
Substances Hazardous to Health).

Noudata kansallisia, alueelliisia ja paikallisia laboratoriojatetta koskevia
ymparistosaadoksia.

Tarkea huomioitava seikka ennen aloittamista

B Tassa protokollassa tarvitaan erittain puhdasta vetta.

Menetelma

B1l. Varmista, ettei alipainetydkaluun tule alipainetta. Varmista, etta
alipaine on suljettu (Off) ja alipainepumpun virta on katkaistu.

B2. Havita kaukaloihin ja&aneet liuokset.

B3. Huuhtele kaukalot erittain puhtaalla vedella taivaihda ne
tarvittaessa.

B4. Tyhjenna nestejatesailio.
B5. Korkki voidaan poistaa irrottamatta letkua.
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B6. Jos Vacuum Workstation on puhdistettava (esimerkiksi polyn tai
roiskeiden takia), noudata PyroMark Q24:n kayttooppaassa
annettuja ohjeita.
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Tilaustiedot

Tuote Sisalto Tuotenro
therascreen MGMT 48 reaktioon PyroMark Q24 - 971061
Pyro Kit (48) jarjestelmissa: Seq Primers,

PCR-alukkeet, Methylated

Control DNA, PyroMark PCR

Master Mix, CoralLoad

Concentrate, PyroMark

Binding Buffer, PyroMark

Annealing Buffer, PyroMark

Denaturation Solution,

PyroMark Wash Buffer,

Enzyme Mixture, Substrate

Mixture, dATPaS, dCTP, dGTP,

dTTP ja H20
Lisavarusteet
PyroMark Q24 24-kuoppainen sekvensoinnin 979301
Plate (100) reaktiolevy
PyroMark Q24 Kasetit nukleotidien ja 979302
Cartridge (3) reagenssien annostelua

varten
PyroMark Vacuum PyroMark Vacuum 979010
Prep Filter Probe Workstation Q96:n ja Q24:n
(100) uudelleenkaytettavat

suodatinanturit
PyroMark Control  Jarjestelman asennuksen 979303
Oligo tarkastukseen
PyroMark Q24 Jarjestelman suoritustason 979304
Validation Oligo tarkastukseen
Littyvat tuotteet
PyroMark Q24 Sekvenssipohjainen 9001513

MDx

havainnointialusta 24
rinnakkaisen naytteen
Pyrosequencing-analysointiin
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PyroMark Q24 Sekvenssipohjainen 9001514
havainnointialusta 24
rinnakkaisen naytteen
Pyrosequencing-analysointiin

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (220 V) 9001517*
MDx Vacuum -tydasema 24 rinnakkaisen 9001515!
Workstation naytteen valmisteluun PCR-

tuotteesta yksijuosteiseen
templaattiin

PyroMark Q24 Vacuum Workstation (220 V) 9001518
Vacuum -tybasema 24 rinnakkaisen
Workstation naytteen valmisteluun PCR-

tuotteesta yksijuosteiseen
templaattiin

PyroMark Q24 Laitteen ohjelmisto 9019063
MDx Software

PyroMark Q24 Analyysiohjelmisto 9019062
Software

QlAamp DNA FFPE 50:een DNA:N 56404
Tissue Kit (50) valmistelukertaan: 50 QIAamp

MinElute® Column -putkia,
proteinaasi K, puskureita,
nayteputkia (2 ml)

EZ1 DNATIissue Kit 48 preparaattiavarten: 953034

(48) Reagenssikasetteja (kudos),
kertakayttoiset suodatinkarjet,
kertakayttoiset

karjenpidikkeet, nayteputket
(2 ml), eluutioputket

(1,5 ml), G2-puskuri,
proteinaasi K
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QlAamp DSP DNA 50 preparaattiavarten: 61104
Blood Mini Kit QlAamp Mini Spin Column -
putket, puskureita,
reagensseja, putkia,
VacConnectors
EpiTect Bisulfite Kit 48 preparaattiavarten: 59104
EpiTect Bisulfite Spin Column -
putket, reaktioseos, DNA-
suojapuskuri , kantaja-RNA,
puskurit
*Vain |so-Britannia.
T Muut maat.
EpiTect Plus FFPE 48 preparaattiavarten: 59144
Bisulfite Kit MinElute DNA spin column -
putket, bisulfittiseos, DNA-
suojapuskuri, kantaja-RNA,
puskurit, deparafinisaatioliuos,
lyysauspuskuri FTB
EpiTect Plus DNA 48 preparaattia varten: 59124
Bisulfite Kit MinElute DNA spin column -
putket, bisulfittiseos, DNA-
suojapuskuri, kantaja-RNA,
puskurit
EpiTect PCR Ihmisen kontroll-DNA-sarja 59695

Control DNA Set
(100)

(joka sisaltaa
bisulfittikonvertoitua
metyloitunutta ja
metyloimatonta DNA:taseka
kasittelematonta
metyloimatonta DNA:ta) 100
kontroll-PCR-ajoa varten

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet

ovat saatavilla tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttooppaista tai
kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja kayttooppaat ovat saatavila

osoitteessa www.giagen.com tainiita voitiedustella QIAGENIn

teknisesta huollosta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, QlAamp®, QIAx cel® BioRobot®, CoralLload®, EpiTect® Ez1®, HotStarTaq® MinElute® Pyro® Pyrogram®,
PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen®(QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Analyse-it®(Analyse-it Softw are, Ltd., UK); Milli-
Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare); Variomag® (Florida Scientific Services, Inc.); Window s® (Microsoft
Corporation).

Rajoitettu lisenssisopimus
Taman tuotteenkaytto tarkoittaa therascreen MGMTPyro Kit -sarjan ostajan tai kay ttajan suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. therascreenMGMTPyro Kit -sarjaa saa kdytt&a ainoastaan therascreen MGMT Pyro -k&sikirjan ohjeiden mukaisestija ainoastaan
yhdesséa sarjan sisaltamien komponenttien kanssa. QIAGEN ei mydnna lisenssia mihinkdan aineettomaan omaisuuteensa, eika
tamaéan sarjan oheisia komponentteja saa kayttaatailittaa muihin komponentteihin, jotka eivat sisélly tahansarjaan, kuten
therascreen MGMT Pyro -kasikirjassa ja lisaprotokollissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta w ww.giagen.com.

2. QIAGEN eitakaa kuin nimenomaisissa lisensseissaan, etta tamasarja ja/tai sen kayttaja(t) eivatloukkaa kolmannen tahon
oikeuksia.

3. Tama sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttoon, eika niita saa kay ttaa uudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpain.
4. QIAGEN kiistda nimenomaisesti kaikki kayttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole tassé nimenomaisesti iimoitettu.

5. Sarjan ostaja jakayttajasuostuvat siihen, etta he eivat ryhdy tai anna kenellek&an toiselle lupaa ryhty & toimenpiteisiin, jotka
saattavat aiheuttaa tai edistda mitaan yllakielletty & toimintaa. QIAGEN voi kaénty & minka tahansa tuomioistuimen puoleen
pannakseen taytantdontaman rajoitetunlisenssisopimuksen kiellot ja saada hyvityksenkaikista valmistelu- ja oikeuskuluista
(asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on taman rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen komponentteihin
litty vienimmateriaalioikeuksien tay tantdénpano.

© 2015 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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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

HongKong = Orders 800933 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

Sample & Assay Technologies
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