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Kayttotarkoitus

QlAsure Methylation Test -festi on moninkertainen, metylaatiospesifinen real time PCR -analyysi
geenien FAMI9A4 ja hsa-mirl24-2 promoottorien hypermetylaation tunnistamiseksi.
QlAsure Methylation Test -testissd voidaan kéytaa bisulfiittikonvertoitua DNA:ta, joka on

perdisin seuraavanlaisista naytteistd:

e digene® HC2 DNA Collection Device -ndytteenottolaitteella otetut kohdunkaulan

irtosolunaytteet (laakarin ottamat)

® Harjatyyppisellé néytteenottimella otetut kohdunkaulan irtosolunéiytteet, jotka on kerdtty

PreservCyt® Solution -sdilytysaineeseen (ladkarin ottamat)

® Harjatyyppisella naytteenottimella otetut emattimen irtosolundytteet (itse otetut)
Kayttdaiheet:

1. Jatkotutkimuksena naisille, joilla ihmisen papilloomaviruksen (human papillomavirus,
HPV) testitulos on positiivinen, jofta voidaan maadrittdd kolposkopian tai muiden

jatkotoimenpiteiden tarve.

2. Jatkotutkimuksena naisille, joiden papakokeen tuloksissa on merkitykseltadn
epdselvia epatyypillisia levyepiteelisoluja (atypical squamous cells of undetermined
significance, ASC-US), jotta voidaan médrittaa kolposkopian tai  muiden

jatkotoimenpiteiden tarve.

Tuote on tarkoitettu teknikkojen, laboranttien ja muiden sellaisten ammattilaisten kayttodn,
jotka ovat saaneet in vitro -diagnostisia (IVD) menetelmid, molekyylibiologian tekniikoita ja

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -jarjestelmad koskevaa koulutusta.
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Yhteenveto ja selitykset

DNA:n metylaatio on biokemiallinen prosessi, joka on tdrked kehittyneiden elididen
normaalille kehitykselle (1). Metylaatiossa sytosiini-nukleotidin pyrimiidirenkaan 5. asemaan
liittyy metyyliryhmd. DNA:n metylaation poikkeavuudet ovat merkittava tekija myds
karsinogeneesissd. Useissa ihmisen sydvissd ja sydpasolulinjoissa, mukaan lukien
kohdunkaulan syévéassa ja kohdun limakalvon syévassa, on todettu geenien FAM19A4 ja/tai
hsa-mir124-2  promoottorien  hypermetylaatiota  (2-6).  Isént@solun  promoottorien
metylaatiotestilld  voidaan tunnistaa  syopid ja pitkdlle edenneitd  kohdunkaulan
intraepiteliaalisia neoplasioita (CIN), joilla on sydvén kaltainen metylaatioprofiili ja suuri riski
kehittyd sydvaksi lyhyella aikavalilla (3, 7, 8, 10). QlAsure-testilla voidaan todeta FAM19A4-
ja hsa-mir124-2-geenien promoottorien hypermetylaatio bisulfiittikonvertoidusta DNA:sta, joka
on perdisin kohdunkaulan tai emdttimen irtosolundytteistd, kun ndyteen sisdisend

laatukontrollina kéytetaan ACTB:14.

Menetelman toimintaperiaate

QlAsure Methylation Test -festi on moninkertainen realtime PCR -esti, jolla monistetaan
kasvunrajoitegeenien FAM19A4 ja hsa-mir124-2 metyloituneita promoottorialueita seka
referenssigeenin metylaatioepdspesifia fragmenttia. Sarja sisdltaa 2 putkea QlAsure Master
Mix -paaseosta ja 2 putkea QlAsure Calibrator kalibraattoria. Paaseos on tarkoitettu kliinisista
irtosolundytteistd  saadun bisulfiittikonvertoidun  DNA:n monistamiseen. Pddseos sisdltaa
alukkeet ja koettimet kohdegeeneille sekd referenssigeenille, joka toimii ndytteen sisdisend
laatukontrollina. Kalibraattori on linearisoitu plasmidi, joka siscltad FAM19A4:n, hsa-mir124-

2:n ja ACTB:n amplikonien sekvenssejd.
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Tydnkulku

Kliininen ndyte

Nukleiinihapon
eristdminen

DNA-materiaali

Kaksijuosteisen DNA:n pitoisuuden
mddritys

Bisulfiittikdsittely
QlAsure-testaus

Tulkinta Rotor-Gene Assay Manager -ohjelmistolla

QlAsure-testi tehdddn Rotor-Gene Q MDx -laitteella, ja Rotor-Gene AssayManager® -ohjelmisto
analysoi ja tulkitsee testin tiedot automaattisesti. Cr-arvo (syklin kynnysarvo) kertoo, kuinka
monta PCR-syklid tarvitaan fluoresoivan  signaalin  tunnistamiseen  taustasignaalista.
Kynnysarvo korreloi ndytteessd olevien kohdemolekyylien madran kanssa. QlAsuretestissa
ACrarvo lasketaan FAM19A4- tai hsa-mir124-2-kohteiden Cr-arvon ja referenssin (ACTB) Cr-
arvon erotuksena. ACr on FAM19A4- tai hsa-mir124-2-geenin promoottorin metylaatiotason
suhteellinen kvantitatiivinen arvo. Normalisointi tehd&én vahentamalla kalibraattorindytteen
ACr-arvo FAM19AA4-tai hsa-mir 124-2-kohteiden ACr-arvosta, jolloin tulokseksi saadaan AACr-
arvo (9). Kalibraattori on standardoitu matalan kopioluvun plasmidi-DNA-néyte, jonka
kopioluku tunnetaan kaikkien kolmen kohteen osalta (FAM19A4, hsa-mir124-2 ja ACTB).
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

QIAsure Methylation Test -kéyttsohje

QlAsure Methylation Test -testi 72
Tuotenumero 616014
Reaktioiden maéra 72
QlAsure Master Mix -padseos (2 putkea) Ruskea 630 pl
QIAsure Calibrator -kalibraattori (2 putkea) Lapindkyva 25 pl

1

Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu toimitukseen

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kéytettdvé asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja on tuotekohtaisissa kayttéturvallisuustiedotteissa

(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

ltse otettujen naytteiden kasittelyyn tarvittavat tarvikkeet ja reagenssit

® Hologic PreservCyt® Solution -livos

Tarvikkeet ja reagenssit bisulfiittikonversioon

Verifioituja bisulfiittikonversiosarjoja ovat seuraavat:

e EZ DNA Methylation Kit sarja (ZYMO Research, tuotenro D5001 tai D5002)
® EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit -sarja (QIAGEN, tuotenro 59720)
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Rotor-Gene Q MDx -laitteen tarvikkeet

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (tuotenro 981103)

e Puhdistettua vettd (esim. molekyylibiologialaatu, tislattu tai deionisoitu)

Valineet

e Saadettavia pipetteja* PCR-ajoja varten (1-10 pl; 10-100 pl)
o Kertakayttokasineitd
e Poytamallinen sentrifugi*, nopeus > 10 000 rpm

o Vortex-sekoitin*
® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, tuotenro Q33216), NanoDrop® 3300
Fluorospectrometer -fluorospekirometri (Thermo Fisher Scientific, tuotenro ND-3300) tai

vastaava™®

Real-time PCR -vdlineet

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -jarjestelmd (tuotenro 9002033) tai Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM -laite (tuotenro 9002032)7

® Rotor-Gene AssayManager Core Application -ohjelmistoversio 1.0.x (jossa x on suurempi
tai yhtd suuri kuin 4)

® Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in -lisdosa asennettuna, versio 1.0.x (jossa x on
suurempi tai yhtd suuri kuin 1)

e QlAsure Assay Profile -testiprofiili (tiedostosta AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)
(jossa Y on yhta suuri tai suurempi kuin 1), jota kdytetdan laakarin ottamista
kohdunkaulan irtosolundytteista saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

® lise otettujen em&ttimen harjandytteiden QlAsuredestiprofiili (tiedostosta
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (jossa Y on yhtd suuri tai suurempi kuin 0), jota
kéytetadn itse otetuista emdttimen harjanéyteistd saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

t Rotor-Gene Q 5plex HRM -laite, joka on valmistettu tammikuussa 2010 tai mydhemmin. Valmistuspdivémaard kay

ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa “kkvvnnn”, jossa “kk” on
valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeistd numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Varoitukset ja varotoimet

Vain in vitro -diagnostiikkaan.
Turvallisuustiedot

Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdytokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista
(Safety Data Sheets, SDS). Ne ovat saatavilla kétevdssa ja kompaktissa PDF-muodossa
osoitteessa www.giagen.com/safety, jossa voi tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN®-sarjan

ja sarjakomponentin kaytaturvallisuustiedotteita.

QIASURE MASTER MIX -PAASEOS

Sisaltaa:  1,2,4+riatsoli:  Varoitus!  Epaillaan  heikentavan
hedelmallisyytta tai vaurioittavan sikidta. Kaytd suojakésineitd/

suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Yleiset varotoimet

PCR-testien kayttdminen edellyttaa hyvien laboratoriokaytantdjen noudattamista, joihin kuuluu
molekyylibiologiaan kéytettdvien laitteiden huolto sovellettavien sdaddsten ja standardien

mukaisesti.
Noudata aina seuraavia ohjeita:

o Kayta kertakaytdisia puuterittomia suojakasineitd, laboratoriotakkia ja suojalaseja
kasitellessasi naytteitd.
e Estd ndytteen ja tarvikesarjan mikrobi- ja nukleaasi ([DNaasi/RNaasi) -kontaminaatio.

DNaasi saattaa hajottaa DNA-mallin.
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Véltd DNA:n tai PCR-tuotteen siirtymiskontaminaatiota, joka voi aiheuttaa véarad

positiivista signaalia.

Kayta aina kertakayttopipettejd, joissa ei ole DNaasia ja joissa on aerosolieste.
QlAsure-testin reagenssien laimennos on optimaalinen. Alg laimenna reagensseja
enempdd, koska seurauksena saattaa olla suorituskyvyn heikkeneminen.

Kaikki QIAsure -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu kéytettavaksi
ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien kanssa. Alg korvaa mitgén
reagenssia foisen QlAsure-sarjan samalla reagenssilla (ei edes samasta erastd), silla se
voi vaikuttaa suorituskykyyn.

Rotor-Gene Q MDx -laitteen kayttéoppaassa on lisatietoja varoituksista, varotoimista ja
menettelytavoista.

Tee ennen pdivan ensimmaistd ajoa Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM -laitteen
lammitysajo (95 °C 10 minuutin ajan).

Inkubaatioajan ja -dmpétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisié tai ristiriitaisia tietoja.
Alg kéyta sellaisen tarvikesarjan komponentteja, jonka viimeinen kayttépdivé on
umpeutunut fai jota on sdilytetty vaarin.

Vélta komponenttien altistumista valolle, koska reaktioseoksissa saattaa télldin tapahtua
muutoksia.

Noudata darimmdista varovaisuutta, jotta seokset eivat sekoittuisi PCR-reagensseissa
olevien synteettisten materiaalien kanssa.

Havitd nayte ja testijate paikallisten turvallisuuskaytdntdjen mukaisesti.
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AssayManager-profiiliin liittyvat varotoimet

Eri naytetyypeille tarvitaan eri AssayManager-profiilit. Varmista, ettd kaytettava profiili vastaa

testattavan ndytteen tyyppid seuraavasti:

e Kohdunkaulan raaputusnéytteiden QlAsure-testiprofiilia (tiedostosta
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) on kaytettava ladkérin ottamista
kohdunkaulan irtosolundytteisté saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

® lise otettujen harjandytteiden QlAsuretestiprofiilia (tiedostosta
AP_QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) on kdytettévé itse otetuista eméttimen

harjandytteista saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

QlAsure Methylation Test +esti toimitetaan kuivajddssa. Jos jokin QlAsure Methylation
Test testin komponentti ei ole vastaanottohetkelld jGdssa, jos ulkopakkaus on avattu kuljetuksen
aikana tfai jos toimituspakkaus ei sisdlla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja, ota
yhteytta QIAGENIn tekniseen tukipalveluun tai paikalliseen jalleenmyyjaén (katso lisatietoja

takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com).

Sailytysolosuhteet

QlAsure Methylation Test -testi on varastoitava heti vastaanottamisen jélkeen =30...-15 °C:n
ladmpétilassa olevaan pakastimeen, jonka lampétila pysyy vakaana, ja pidettava valolta

suojattuna.
Stabiilius

Oikein sdilytetty QlAsure Methylation Test -testi on stabiili pakkauksen etiketissé ilmoitettuun

vanhenemispdivaan asti.

Avatut reagenssit voidaan sdilyttad alkupergispakkauksissaan =30...-15 °C:n lampétilassa.
Toistuvaa sulattamista ja pakastamista on valtettdva. Pakastus- ja sulatusjaksoja saa olla

enintddn kolme.

e Sekoita kaantamalla putkea ylésalaisin 10 kertaa ja kayta kaikkia putkia sentrifugissa
ennen avaamista.

® Reagenssien vanhenemispdivat on ilmoitettu kunkin komponentin etiketissa. Oikein
sailytetyn tuotteen suoritustaso sailyy koko stabiilisuusajan, kunhan kaytetaén samoja

komponenttierid.
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Naytteen kasittely ja sdilytys

Kaikkia néytteitd on kasiteltéivé mahdollisesti tartuntavaarallisena

materiaalina.

Kohdunkaulan irtosolundytteet

QlAsure-sarja on farkoitettu kohdunkaulan irtosolunaytteistd saadun  bisulfiittikonvertoidun
genomisen DNA:n analyysiin. Validoidut sdilytysaineet kohdunkaulan irtosolunaytteille
(raaputusndytteet) ovat PreservCyt® -sdilytysaine ja Digene Specimen Transport Medium
(STM) -kuljetusaine. Kliinisten naytteiden sdilytyslampétilan tulisi olla 2-8 °C laboratorioon
saapuessa. Ndissa sdilytysolosuhteissa ndytteet pysyvat stabiileina PreservCytsdilytysaineessa

3 kuukautta ennen DNA:n eristdmistd.

Huomautus:  Kuljetusaineeseen  sdildtyt  kohdunkaulan irfosolundytteet  voidaan  pitaa
testauslaboratorioon  kuljetuksen aikana 2-30 °C:n lampétilassa yon yli ja pakastaa

vudestaan -20 °C:n lampétilassa vastaanotettaessa.

ltse otetut emattimen harjandytteet

QlAsure Methylation Test -testi on tarkoitettu itse ofetuista emdttimen harjandytteista saadun
bisulfiittikonvertoidun genomisen DNA:n analyysiin. ltse otetut emdttimen harjandytteet
voidaan kerdtd ja kuljettaa kuivina tai suolalivoksessa (0,9-prosenttisessa, NaCl) ja s@ilyttaa
laboratoriossa PreservCyt-sdilytysaineessa. PreservCyt-sdilytysaineessa olevat naytteet sdilyvat

2-8 °C:ssa tai huoneenldmméssa enintddn 3 kuukautta.

Genomiset DNA-naytteet

Kun genominen DNA on eristetty, DNA-ngytteitd voidaan sdilyttad ja kuliettaa -30 °C...
-15 °C:ssa 12 kuukauden ajan.
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Naytteen valmistelu

QlAsure Methylation Test +esti on validoitu kohdunkaulan irtosolundytteista perdisin olevan

bisulfiittikonvertoidun genomisen DNA:n analyysiin. Genomisen DNA:n bisulfiittikonversio

voidaan tehdd i) naytteestd aiemmin eristetystd DNA:sta ja DNA:n laatukontrollista tai i)

suoraan kohdunkaulan irfosolunéytteestd. Suosittelemme seuraavaa menettelyd.

e Naytteestd aiemmin eristetyn DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n laatukontrolli

Téssa protokollassa on ennen bisulfiittikonversioprotokollan aloittamista tehtdvé DNA:n

eristaminen, DNA-pitoisuuden mittaaminen ja optimaalisen eluaattimaaran jakaminen
alikvootteihin. Protokolla on verifioitu kéytettavaksi ZYMO Research -yhtion EZ DNA

Methylation™ Kit -sarjan kanssa. Suosittelemme seuraavia menettelyja:

O DNA:n eristdminen
Vakiotyyppiset DNA:n eristyssarjat (esim. kolonnityyppiset ja magneettihelmiin
perustuvat sarjat) ovat yhteensopivia QlAsure Methylation Test -testin kanssa.

O DNA-pitoisuuden mittaaminen
Mittaa DNA-pitoisuus ennen DNA:n bisulfiittikonvertointia. Sopivia jérjestelmic DNA-
pitoisuuden mittaamiseen ovat Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (molemmat Thermo Fisher Scientific -yhtién valmistamia) tai
vastaavat.

O DNA-eluaatin jakaminen alikvootteihin
Bisulfiittikonversio toimii parhaiten, kun DNA-syétteen maéra on 100 ng - 2 pg.
Suositeltava maaré bisulfiittikonversioon on 200 ng. Jos DNA-pitoisuus on liian
alhainen bisulfiittikonversioon, toista DNA:n eristdminen kdyttden suurempaa kliinisen
naytteen sydttdtilavuutta tai eluoi DNA pienempadn eluutiotilavuuteen.

O Bisulfiittikonversio EZ DNA Methylation Kit -sarjalla tehd&@én valmistajan ohjeiden
mukaisesti.
Huomautus: EZ DNA Methylation Kit -sarjan ohjeiden mukaan néytteen DNA:n
enimmaismaard saa olla enintddn 2 pg, jotta konversiotehokkuus olisi riittavan suuri
(> 98 %).
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e Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd

PreservCyt® Solution -sdilytysaineeseen kerdtylle kohdunkaulan irtosolunéytteelle suoraan
tehty bisulfiittikonversio on verifioitu QIAGENIn EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit -sarjalle.
Suuren pitoisuuden DNA-ngytteiden (1 ng — 2 pg) ohjeet perustuvat valmistajan
julkaisussa Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion Handbook antamiin suosituksiin

seuraavia kohtia lukuun ottamatta:

O Protokollan vaihe 1. Ota 2,5 % kohdunkaulan irtosolundytetté PreservCyt®-
sailytysaineesta (esim. 500 pl 20 ml:n ndytemd&adrdstd) ja erota solupelletti
sentrifugoimalla véhintaén nopeudella 3390 x g. Poista supernatantti ja jatd
solupelletti enintadn 20 pl:aan PreservCytsdilytysainetta. Kayta bisulfiittikonversioon
tata solupellettindytettd ja jatka valmistajan protokollan vaiheesta 2.

O Buffer BL -puskuri: Alg lisga siirtaja-RNA:ta.

O Bisulfiittikonversion DNA:n eluutiomédrd on 50 pl Buffer EB -puskuria kullekin

ndytteelle.
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Bisulfiittikonversion yleiset suositukset

Bisulfiittikonversioreaktiota ei saa suorittaa alueella, jossa QlAsure Master Mix -padseosta

sailytetadn ja annostellaan, jotta valtetdan reagenssien kontaminaatio.
QlAsure-reaktiossa bisulfiittikonvertoidun DNA-syétteen m&drd on 2,5 pl.

Jos néytteen sisdinen laatukontrolli on negatiivinen (eli ACTB:n Cr-arvot ovat > 26,4), néytteen
DNA:n bisulfiittikonversion tuloksena saadun materiaalin laatu ja/tai m&éard ei ole riittava, ja
jdriestelm@ maarittaa naytteen virheelliseksi. Tee suositellut toimet, jotta saat hyvaksyttavalla

vaihteluvdlillé olevan ACTB:n Cr-arvon:

e Naytteestd aiemmin eristetyn DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n madrdkontrolli: Toista
bisulfiittikonversioreaktio kéyttden suurempaa DNA:n systettd ja/tai toista DNA:n

eristdminen kayttGen suurempaa kohdunkaulan irtosolundytteen sydtettd

o Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd: Toista
bisulfiittikonversioreaktio kaytiden 10 %* PreservCytsdilytysaineeseen kerdtysta

kohdunkaulan irtosolundytteestd (esim. 2 ml 20 ml:n naytteestd).

Bisulfiittikonvertoitua DNA:ta voidaan sdilyttdd enintdcén 24 tunnin ajan 2-8 °C:ssa, enint&dn
5 pdivan ajan -25...-15 °C:ssa ja enintddn 3 kuukautta alle =70 °C:ssa. Bisulfiittikonvertoidun
DNA:n toistuvaa pakastamista ja sulatusta on aina valtettava. Naytteen laadun s@ilyttamiseksi

pakastus- ja sulatusjaksoja saa olla enintdén kolme.

* Suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd tehdyssé bisulfiittikonversiossa voidaan kéyttad suurempaa sydtettd, jos
onnistumisprosentti {ad liian pieneksi ndytteenoton vaihtelun vuoksi (joka voi johtua esim. riittématdmasta
ndytteenotostal).
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Protokolla: QIAsure Methylation Test -testin PCR-
ajo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella™

Tarkeitd huomioita ennen aloittamista

e Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kdyttd6n ennen protokollan
suorittamista. Katso laitteen (tuotenro 9002033 tai 9002032) kayttéopas.

e Tee ennen pdivdn ensimmdistd ajoa Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM -laitteen
|admmitysajo (95 °C 10 minuutin ajan).

® Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmisto tulkitsee PCR-tulokset automaattisesti.
QlAsure-sarja on ajeftava Rotor-Gene Q MDx -laitteella kéyttaen Rotor-Gene
AssayManager v1.0 -ohjelmistoa. Tutustu Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmistoon

(tuotenro 9022739) ja Epsilon Plug-ln -lisdosaan ja lue molemmat kéyttdoppaat.

® Eri naytetyypeille tarvitaan eri Rotor-Gene AssayManager v1.0 Assay
Profiles -testiprofiilit. Varmista, ettd kaytettava profiili vastaa testattavan ndytteen tyyppid

seuraavasti:

O Kohdunkaulan raaputusnaytteiden QlAsure-testiprofiilia (tiedostosta
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) on kaytettava laakarin ottamista
kohdunkaulan irtosolundytteista saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

O ltse ofettujen harjandytteiden QlAsure-testiprofiilia (tiedostosta
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) on kaytettava itse otetuista emattimen
harjanéytteisté saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

Huomautus: Testillé voi testata vain yhden néytetyypin kerrallaan. Eri testiprofiilit on

optimoitu kullekin néytetyypille, joten on erittdin tarkedd valita oikea festiprofiili, jotta

kunkin naytetyypin tulokset olisivat optimaaliset.

* Rotor-Gene Q 5plex HRM -laite, joka on valmistettu tammikuussa 2010 tai mydhemmin. Valmistuspdivémaard kay
ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa “kkvvnnn”, jossa “kk” on
) . ) cn . .
valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeistd numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Ennen kuin aloitat

® Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen liitetyssa tietokoneessa on oltava asennettuna Rotor-Gene
AssayManager -ohjelmistoversio v1.0.x (jossa x on suurempi tai yhta suuri kuin 4).
Lisatietoja Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application -ohjelmistosta on Rofor-

Gene AssayManager v1.0 Core Application -kayttdoppaassa.

® QlAsure Methylation Test -festiin tarvitaan erillinen Epsilon Plug-in -liséosa (versio 1.0.1
tai uudempi). Téman lisdosan voi ladata QIAGENn verkkosivulta osoitteesta
http:/ /www.qiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/rotor-gene-
assaymanageriresources. Tama lisGosa on asennettava tietokoneeseen, jossa on
asennettuna Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston versio 1.0.x (jossa x on suurempi tai

yhta suuri kuin 4).

® QlAsure Methylation Test -testiin tarvitaan testikohtainen profiili, jota kéytetdén Rotor-
Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston kanssa. Testiprofiili siscltad kaikki testin sykleihin

ja analyysiin tarvittavat parametrit. QlAsure Assay Profiles -testiprofiileja on kaksi:

O Kohdunkaulan raaputusnéytteiden QlAsure-testiprofiilia (tiedostossa
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) kaytetaan lagkarin ottamiin kohdunkaulan
irtosolunaytteisiin

O ltse otettujen harjanaytteiden QlAsure-testiprofiilia (tiedostossa
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) kaytetddn itse ofettuihin eméattimen
harjanaytteisiin. Profiilit voidaan ladata QlAsure Methylation Test -testin verkkosivulta
osoitteesta http://www.qgiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-Kits/
hpv-testing/ qiasure-methylation-test-kit-eu/. Testiprofiili on tuotava Rotor-Gene
AssayManager -ohjelmistoon.

Huomautus: QlAsure -sarja voidaan ajaa vain, jos Rotor-Gene AssayManager
v1.0 -ohjelmistossa on madritetty tietyt asetukset.
Koko jériestelman prosessiturvallisuuden vuoksi seuraavat pakolliset asetukset on maaritettava

suljetun toimintatilan mukaisiksi:
® "Material number required” (Materiaalinumero pakollinen)
® "Valid expiry date required” (Kelvollinen vanhenemispaiva pakollinen)

® "lot number required” (Erénumero pakollinen)
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Epsilon Plug-in -liséosan asennus ja testiprofiilin tuominen

Epsilon Plug-in -lisdosan ja testiprofiilin asennus ja tuonti on selostettu Rotor-Gene

AssayManager Core Application User- ja Epsilon Plug-in User -kayttdoppaissa.

Lataa sekd Epsilon Plug-in -lisGosa ettéd QlAsure Assay Profile -festiprofiilin viimeisin versio
QIAGEN:in verkkosivuilta.

Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla EpsilonPlugin.Installation.msi-tiedostoa. Noudata
nayttdon tulevia asennusohijeita. Tarkempia tietoja on Rofor-Gene AssayManager Core
Application kayttdoppaan kohdassa “ LisGosien asentaminen”.

Huomautus: Koko jarjestelman prosessiturvallisuuden vuoksi maarita suljettu toimintatila
valitsemalla Settings (Asetukset) -vélilehden osiosta Work list (Tydluettelo) valintaruudut
Material number required (Materiaalinumero pakollinen), Valid expiry date required
(Kelvollinen vanhenemispdivéa pakollinen) ja Lot number required (Eréinumero pakollinen).

Jos valintaruutuja ei ole jo valittu, valitse ne napsauttamalla.

Kun lisdosa on asennettu onnistuneesti, Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston

padkaytdjan on tuotava AP_QlAsure_V1_0_Y .iap-estiprofiili seuraavasti.

74

. Avaa Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto napsauttamalla kuvaketta. = Rotor-

Gene AssayManager -ikkuna avautuu (katso Kuva 1).

Rotor-Gene AssayManager

ssene
QUAGEN

User ID

Password

| Closed v

S——|

Kuva 1. Rotor-Gene AssayManager -kirjautumisikkuna.
Kirjaudu sisGdn Rotor-Gene AssayManager -ohjelmistoon kayttajatunnuksellasi ja
salasanallasi. Alé muuta “Closed” (Suljettu) -toimintatilan asetusta. Valitse OK. Nékyviin

tulee Rotor-Gene Assay Manager -néyttd (katso seuraavaa kuvaa).
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) Show oniy work kate never appked betore

1 Set-up (Asetukset) -vdlilehti. Tassa 5 Service (Huolto) -vélilehti. Voit tarkastella
vélilehdessa voit hallita ja kayttad kaikkien ohjelmiston luomien tiedostojen
tydluetteloita. auditointilokeja
Jos valitset “Show only work lists never 6 Configuration (Konfigurointi) -vélilehti.
applied before” (Néytd vain uvudet Voit m&drittaa kaikkien
tydluettelot), ndkyviin tulevat vain vudet ohjelmistoparametrien asetukset
tydluettelot.

Approval (Hyvaksyntd) -vélilehti. Voit 7 Rotor-Gene Q MDx -kuvakkeet.
hakea aiempia testejd (ajoja).
Archive (Arkisto) -vélilehti. Voit hakea - Ei yhteyttd

aiempia jo hyviaksyttyja testejd (ajoja).
Yhteys muodostettu

3. Valitse Configuration (Konfigurointi) -vélilehti.

4. Vdlitse Assay Profiles (Testiprofiilit) -vélilehti.

5. Valitse Import (Tuo).

6. Valitse valintaikkunassa testiprofiili, jonka haluat tuoda (Assay Profile
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap kohdunkaulan irtosolunéytteille ja/tai
Assay Profile AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) ja valitse Open (Avaa).

7. Kun testiprofiili on tuotu, se voidaan ottaa kayttédn “Setup” (Asetukset) -vélilehdessa.
Huomautus: Testiprofiilin samaa versiota ei voi tuoda kahdesti.
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Naytteiden kasittely Rotor-Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Yhdessé ajossa (testissd) voidaan testata enintaén 70 bisulfiittikonvertoitua DNA-ndytettd
kalibraattoringytteen ja mallittoman kontrollin lisaksi. Taulukossa 1 on esimerkki latauslohkon
tai roottorin asettelusta QlAsure Methylation Test -testid tehtdessd. Numerot ilmaisevat paikat

latauslohkossa ja lopulliset paikat roottorissa.
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Taulukko 1. Levyn ja roottorin asettelu QlAsure-sarjan djossa Rotor-Gene Q MDx-laitteella

Liuska  Putken Néytteen Liuska Putken  Néytteen Liuska Putken Néytteen
paikka nimi paikka  nimi paikka nimi
1 1 Kalibraattori 7 25 Nayte 23 13 49 Nayte 47
2 NTC 26 Néyte 24 50 Nayte 48
3 Nayte 1 27 Nayte 25 51 Nayte 49
4 Nayte 2 28 Néyte 26 52 Nayte 50
2 5 Néyte 3 8 29 Néyte 27 14 53 Nayte 51
6 Nayte 4 30 Nayte 28 54 Nayte 52
7 Nayte 5 31 Nayte 29 55 Nayte 53
8 Nayte 6 32 Néyte 30 56 Nayte 54
3 9 Néyte 7 9 33 Néyte 31 15 57 Néyte 55
10 Nayte 8 34 Néyte 32 58 Nayte 56
11 Néyte 9 35 Nayte 33 59 Nayte 57
12 Nayte 10 36 Nayte 34 60 Nayte 58
4 13 Néyte 11 10 37 Néyte 35 16 61 Nayte 59
14 Nayte 12 38 Néyte 36 62 Nayte 60
15 Néyte 13 39 Nayte 37 63 Nayte 61
16 Nayte 14 40 Néyte 38 64 Nayte 62
5 17 Nayte 15 11 41 Nayte 39 17 65 Nayte 63
18 Nayte 16 42 Néyte 40 66 Nayte 64
19 Néyte 17 43 Nayte 41 67 Nayte 65
20 Nayte 18 44 Nayte 42 68 Nayte 66
6 21 Néyte 19 12 45 Nayte 43 18 69 Nayte 67
22 Nayte 20 46 Nayte 44 70 Nayte 68
23 Néyte 21 47 Néyte 45 71 Néyte 69
24 Nayte 22 48 Néyte 46 72 Nayte 70
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Putket on asetettava roottoriin taulukossa 1
kuvatulla  tavalla.  Testiprofiilissa  mddritetty
automaattinen  analyysi  perustuu  tahan
jarjestykseen. Jos jarjestys on erilainen, tuloksista

tulee poikkeavia.

Huomautus: Téyta kaikki kayttamattomét paikat tyhjilla putkilla.

PCR-ajo Rotor-Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Tee ennen pdivan ensimmdistd ajoa Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM -aitteen lammitysajo
(25 °C 10 minuutin ajan).

1. Luo kasiteltavasta naytteestd tydluettelo seuraavasti:

la.

1b.

K&ynnista Rotor-Gene Q MDx -laite.

Avaa Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto ja kirjaudu kayttdjan roolissa
suljetussa toimintatilassa.

Valitse “Setup” (Asetukset) -vdlilehti ja tydluetteloiden hallinnassa New work list
(Uusi tydluettelo).

Valitse kaytettavissa olevien testiprofiilien luettelosta QlAsure Assay Profile (QlAsure-
testiprofiili).

Huomautus: AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap-testiprofiilia on kaytettéva
kohdunkaulan irtosolunéytteille ja AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap-
testiprofiilia itse ofetuille eméttimen harjanaytteille.

Huomautus: Testillé voi testata vain yhden néytetyypin kerrallaan.

Valitse Move (Siirrd). Valittu testiprofiili siirtyy Selected assay profiles (Valitut
testiprofiilit) -luetteloon. Testiprofiilin pitdisi nyt ndkyd “Selected assay profiles”
(Valitut testiprofiilit) -luettelossa.

Kirjoita naytteiden lukumé&ard vastaavaan kenttéan.
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1g. Kirjaa seuraavat QlAsure-sarjan tiedot, jotka on painettu laatikon kanteen.
® Materiaalinumero: 1102417
® Viimeinen kayttopdiva muodossa VVVV-KK-PP
® Erdnumero
Th. Valitse Samples (Néytteet) -vaihe. AssayManager-néyttéon tulee nékyviin luettelo
naytteiden tiedoista. Luettelo kuvaa roottorin oletettua asettelua.
li.  Kirjoita luetteloon néytteen tunnistenumerol(t) ja mahdolliset muut valinnaiset
ndytetiedot kommenttina jokaisen néytteen kohdalle.

1j.  Valitse Properties (Ominaisuudet) -vaihe ja kirjoita tydluettelon nimi (Kuva 2).

Assays Properties

Work st mama

I

n ——

work st

Kuva 2. Ominaisuudet.

k. Valitse is applicable (on kéytettévissa) -valintaruutu ja valitse sitten Apply (Kéytd).

11, Tallenna tydluettelo.
Tyéluettelon voi tulostaa helpottamaan PCR:n valmistelua ja asetusten
mddrittdmistd. Jos haluat tulostaa tydluettelon, valitse Print work list (Tulosta
tydluettelo). Tydluettelossa ndkyvat myds naytteen tiedot.
Huomautus: Tydluettelon voi luoda sen jalkeen, kun ajo on madritetty laitteeseen, ja
tallentaa ennen naytteiden lisaamista laitteeseen.

2. Méarita QlAsure-ajo.

PCR-reaktion kontaminaatioriskin vahentamiseksi on suositeltavaa kayttaa PCR-kaappia,

jossa on UV-sateilytysmahdollisuus.

QlAsure Master Mix -padseoksen annostelua ei saa tehda alueella, jossa DNA:n

bisulfiittikonversioreaktio tapahtuu.
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Puhdista tydalusta, pipetit ja putkiteline ennen DNA:ta hajottavan liuoksen kayttdd, jotta

malli- tai nukleaasikontaminaation riski pienenee.

Huomautus: Vaihda pipetin kérki jokaisen putken kohdalla. Nain véltat ei-spesifin mallin

tai reaktioseoksen kontaminaation, jotka voivat aiheuttaa vadria positiivisia tuloksia.

2a.

2b.

2c.

2d.
2e.

2f.

2h.

2i.

Sulata QlAsure Master Mix -paaseos ja QlAsure Calibrator -kalibraattori kokonaan
ja suojaa QlAsure Master Mix -padseos valolta aina kun mahdollista.

Huomautus: Sulatusvaihe saa kestad enintdan 30 minuuttia, jotta materiaali ei
hajoa.

Sekoita putkia varovasti kaantamalla ne ylésalaisin 10 kertaa ja kayta niita
sentrifugissa hetken aikaa ennen kéayttda.

Annostele 17,5 pl kayttovalmista QlAsure Master Mix -padseosta kyseisiin
liuskaputkiin. Reaktio voidaan valmistella huoneenlammaéssa.

Vie QlAsure Master Mix -padseos takaisin pakastimeen, jotta materiaali ei hajoa.
Kuljeta putket eri alueelle testin kontrollien ja bisulfiittikonvertoitujen néytteiden
annostelua varten.

Lisaa 2,5 pl vettd paikkaan 2, (NTC) (no template control, malliton kontrolli) (katso
Taulukko 1 ylla). Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

Lisaa 2,5 pl QlAsure Calibrator -kalibraattoria paikkaan 1 (katso Taulukko 1 yll&).
Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas. Sulie putki korkilla.

Lisda vastaavaan putkeen 2,5 pl bisulfiittikonvertoitua DNA:ta. Sekoita varovasti
pipetoimalla ylds ja alas.

Kun olet tayttanyt 4 putken ryhmdn, sulie putket korkilla.

Huomautus: PCR-putkia voidaan sdilyttad pimedssd, 2-8 °C:n lampétilassa 30
minuuttia naytteiden pipetoinnin ja kokeen kaynnistamisen valilla.

Vie QlAsure Calibrator kalibraattori takaisin pakastimeen, jotta materiaali ei
hajoa.

Huomautus: Vaihda pipetin kérki jokaisen putken kohdalla. Nain véltat ei-spesifin
mallin tai reaktioseoksen kontaminaation, jotka voivat aiheuttaa vaaria positiivisia

tuloksia.
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3. Valmistele Rotor-Gene Q MDx -laite ja aloita ajo (testi) seuraavasti:

3a. Aseta 72-kuoppainen roottori roottoripidikkeeseen.

3b. Aseta liuskaputket paikoilleen roottoriin: aloita paikasta 1 taulukon 1 esittamalla
tavalla. Aseta kaikkiin kayttdmattdmiin paikkoihin tyhja, korkilla suljettu putki.
Huomautus: Varmista, eftd ensimmdinen putki on asetettu paikkaan 1 ja eftd
liuskaputket on asetettu oikeisiin suuntiin ja paikkoihin taulukon 1 esittamélla
tavalla.

3c. Kiinnita lukitusrengas.

3d. Lataa roottori ja lukitusrengas Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ja sulje laitteen kansi.

3e. Valitse Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmistossa joko vastaava tydluettelo
tydluetteloiden hallinnasta ja valitse Apply (Kaytd). Jos tydluettelo on vield auki,
valitse Apply (Kéytd).
Huomautus: Jos ajon tydluetteloa ei ole luotu, kirjaudu Rotor-Gene AssayManager
v1.0 -ohjelmistoon ja tee kohdassa 1 kuvatut toimet ennen kuin jatkat ajon
valmistelua.

3f.  Kirjoita ajon (testin) nimi.

3g. Valitse kaytettava sykleri Cycler selection (Syklerin valinta) -luettelossa.

3h. Tarkista, ettd lukitusrengas on kiinnitetty oikein ja vahvista néytéssd, ettd
lukitusrengas on kiinnitetty.

3i.  Valitse Start experiment (Aloita testi).

QlAsure Methylation Test -testin ajo alkaa.
4. Kun ajo on pddttynyt, valitse Finish run (Lopeta ajo).
5. Vapauta ja hyvéksy ajo.
® Jos olet kirjautunut siséidn Approver (Hyvéksyjd) -roolissa, valitse Release and go
to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntdan).
® Jos olet kirjautunut sisddn Operator (Kéyttdjd) -roolissa, valitse Release (Vapauta).

6. Vapauta tulokset.

® Jos valitsit Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéksynt&dn), testin

tulokset tulevat nakyviin.

26 QlAsure Methylation Test -kayttdohje 06/2019



® Jos Release (Vapauta) -vaihtoehdon valitsi kdyttdijéan roolissa kirjautunut kéyttdid,
jonkun toisen kayttajan on kirjauduttava siséan “Approver” (Hyvaksyija) -roolissa
ja valittava “Approval” (Hyvaksyntd) -valilehti.
® Hae suodatinvaihtoehtojen avulla nakyviin testi, jonka haluat hyvaksyd, ja valitse
sitten Apply (Kaytd).
® Tarkista ja hyvaksy kunkin testingytteen tulokset.
Siirry "Results” (Tulokset) -taulukossa sen néytteen kohdalle, jonka haluat hyvéksya.

Jokaisen hyvaksyntad odottavan tulosrivin lopussa on kolme nappaintd.
Valitse néytteen tuloksen kohdalla joko accept (hyvdksy) tai reject (hylkad).

Huomautus: Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston automaattisesti INVALID
(VIRHEELLINEN) -tilaan asettamaa tulosta ei voi endd muuttaa kelvolliseksi, vaikka

hylkaisit tuloksen.

Valinnainen: Voit kirjoittaa néytettd koskevan kommentin Sample comment (Kommentti

ndytteestd) -sarakkeeseen.

e Valitse Release/Report data (Vapauta/raportoi tiedot).

e Valitse OK. Jarjestelma luo PDF-muotoisen raportin ja tallentaa sen automaattisesti
ennalta madritettyyn kansioon. Kansiopolku on oletusarvoisesti: QIAGEN > Rotor-Gene
AssayManager > Export > Reports
Huomautus: Tata polkua ja kansiota voi muuttaa Configuration

(Konfigurointi) -vélilehdella.

e Siirry Archive (Arkisto) -vélilehteen viemadn raakadatan sisdltéva .rex-tiedosto. Valitse
haluamasi suodatusvaihtoehdot ja napsauta show assays (néytd testit). Valitse sitten
Export .rex file (Vie .rextiedosto) ja OK. Ohjelmisto tallentaa .rex-tiedoston
automaattisesti seuraavaan ennalta madritettyyn kansioon:

QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Experiments
Huomautus: Taémén polun ja kansion voi muuttaa vélilehdessa Specify the .rex file export

destination (Mddritd .rex-tiedoston vientikansio).

Huomautus: Vianmddritystd varten tarvitaan ajosta luotu tukipaketti. Tukipaketin voi luoda

Approval (Hyvéksyntd)- tai Archive (Arkisto) -vélilehdella. Katso lisatietoja
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Rotor-Gene AssayManager Core Application -kayttdoppaan luvun Troubleshooting
(Vianmaaritys) kohdasta “Creating a support package” (Tukipaketin luominen).
Kéyttopas on osoitteessa https:/ /www.qgiagen.com/shop/automated-solutions/detection-
and-analysis/rotor-gene-assaymanager#resources. Lisdksi auditointilokista
(tapahtumahetki + 1 pdivd) voi olla hydtyd. Auditointilokin voi hakea Service (Huolto) -

vélilehdesta (Rotor-Gene AssayManager Core Application -kayttdopas.

Poista Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ladatut materiaalit ja havita liuskaputket

paikallisten turvallisuussédaddsten mukaan.
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Tulosten tulkitseminen

Analyysi tapahtuu tysin automaattisesti.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 analysoi ensin monistumiskdyria ja voi maarittaa
epdyhteensopivat kayrdt virheellisiksi niiden muodon ja kohina-amplitudin mukaan. Téllaiset

kayrat on merkitty erityiselld merkinnallé (katso Taulukko 2).
Sen jalkeen Rotor-Gene AssayManager v1.0 analysoi ajon kontrollit.

e Kalibraattori

e NTC

Huomautus: Ajon pddtteeksi luodussa raportissa ndkyvat ajon kontrolleista saadut tulokset.

Ohjelman virheellisiksi maarittamien tietojen kohdalla on erityinen merkinta.

Jos kaikki ajon kontrollit ovat méadritysten mukaisia, Rotor-Gene AssayManager analysoi

tuntemattomat ndytteet.

Taulukossa 2 esitetddn Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston yksittgiselle putkelle

madrittdmat virhemerkinnat ja niiden selitykset.

Taulukko 2. Virheelliseksi m&dritetyn néytteen merkinnét ja niiden selitykset

Merkint& Jarjestelman tekemd Kuvaus
mddritys
ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid (Virheellinen) Kohdearvo on suurempi kuin méadritetyn

arvoalueen yldraja. Kohdearvo voi olla Cr,
p&étetapahtuman fluoresenssi, pitoisuus tai
laskettu arvo, esim. Crkeskiarvo tai ACr
keskiarvo.

ASSAY_INVALID Invalid (Virheellinen)  Testi on virheellinen, sillé véhintéén yksi

ulkoinen kontrolli on virheellinen.
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BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid (Virheellinen) Kohdearvo on pienempi kuin maaritetyn
arvoalueen alaraja. Kohdearvo voi olla Cr,
pédtetapahtuman fluoresenssi, pitoisuus tai
laskettu arvo, esim. Crkeskiarvo tai ACr

keskiarvo.

CONSECUTIVE_FAULT Invalid (Virheellinen)  Kohteen laskennassa kéytetty kohde on
virheellinen.

CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid (Virheellinen) Raakadatan monistuskéyrén muoto on télle

testille epétyypillinen. Virheellisten tulosten tai
tulosten virheellisen tulkinnan todenndkaisyys
on suuri.

FLAT_BUMP Invalid (Virheellinen) Raakadatan monistuskdyrén muoto on télle
testille epatyypillinen (laakea kohouma).
Virheellisten tulosten tai tulosten virheellisen
tulkinnan todenndkaisyys on suuri (esimerkiksi
virheellinen Cr-arvon médritys).

IN_ACCEPTED_RANGE Valid (Kelvollinen) NTCkontrollin signaalin Cr-arvot kohde-
ACTB:lle ovat suurempia kuin 36.

INVALID_CALCULATION Invalid (Virheellinen) Kohteen laskenta epdonnistui.

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Invalid (Virheellinen)  Monistuskdyré ylittaa kynnysarvon useammin
kuin kerran. Yksiselitteistd Cr-arvoa ei voida
madrittaa.

NO_BASELINE Invalid (Virheellinen) ~ Ensimmdisen perustason alkuarvoa ei 13ydy.

NO_CT_DETECTED Variable (Muuttuja) Kohteelle ei havaittu Cr-arvoa.

NO_VALUE Invalid (Virheellinen) Kohteella ei ole arvoa, vaikka silla

edellytetddn olevan arvo. Arvon ei farvitse
olla tietylld alueella. Kohdearvo voi olla Cr,
pédtetapahtuman fluoresenssi, pitoisuus tai
laskettu arvo (esim. Cr-keskiarvo tai ACr-
keskiarvo).

NORM_FACTOR_ALTERATION Warning (Varoitus) Normalisoinnin aikana ilmeni poikkeama.
Monistuskéyréssé nakyy vain oletusarvo.
Tulosten oikeellisuus on tarkistettava
manuaalisesti.

OTHER_TARGET_INVALID Invalid (Virheellinen) ~ Saman néytteen toinen kohde on virheellinen.

SATURATION Invalid (Virheellinen) Fluoresenssin raakadata saturoituu
voimakkaasti ennen monistuskayrén
ké&dnnepistettd.

SATURATION_IN_PLATEAU Warning (Varoitus) Fluoresenssin raakadata saturoituu ennen
monistuskdyrdn tasannevaihetta.
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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 (Varoitus)

Invalid (Virheellinen)

Invalid (Virheellinen)

Invalid (Virheellinen)

Invalid (Virheellinen)

Invalid (Virheellinen)

Variable (Muuttuja)

Variable (Muuttuja)

Invalid (Virheellinen)

Variable (Muuttuja)

Invalid (Virheellinen)

Monistuskdyréssd havaittiin fluoresenssin
raakadatassa piikki, mutta se on Cr-
madritysalueen ulkopuolella.

Monistuskéyréssa havaittiin piikki lahellé Cr-
arvoa.

Monistuskdyréssd havaittiin fluoresenssin
rackadatassa jyrkdsti nouseva perustaso.

Monistuskéyrdss@ havaittiin fluoresenssin
rackadatassa jyrkasti laskeva perustaso.

Monistuskayrén kasvuvaiheen ulkopuolella
havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistuskdyrén kasvuvaiheessa
(eksponentiaalisessa vaiheessa) havaittiin
voimakasta kohinaa.

AUDAS (Automatic Data Scan) ulokset ovat
ristiriidassa ydinanalyysin tulosten kanssa.
Tietojen kelvollisuuden yksiselitteinen
automaattinen arviointi ei ole mahdollista.

Havaittiin Cr-arvo kohteelle, jonka ei pitdisi
monistua.

Kohteella on arvo, mutta arvo ei ole odotettu.
Kohdearvo voi olla Cr, paétetapahtuman
fluoresenssi, pitoisuus tai laskettu arvo (esim.
Crkeskiarvo tai ACrkeskiarvo).

Upstream-prosessi (esim. QlAsymphony) asetti
ndytteen filaksi Invalid (virheellinen) tai
Unclear (epdselvé).

Huomautus: Rotor-Gene AssayManagerin
toiminta epdselvéksi merkittyjen néytteiden
kohdalla voidaan méérittad AssayManager-
ohjelmiston “Configuration”

(Konfigurointi) -vélilehdelld. Upstream-
prosessien “Invalid” (Virheellinen) -merkinta
aiheuttaa aina sen, eftd vastaava nayte
mddritetddn virheelliseksi myds Rotor-Gene
AssayManagerissa.

Monistumiskdyréssd havaittiin fluoresenssin
rackadatassa aaltoileva perustaso.
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® Jos kaikki ajon kontrollit ovat kelvollisia, Rotor-Gene AssayManager v1.0 analysoi

tuntemattomat ndytteet. Néytteessd on oltava pieni madra bisulfiittikonvertoitua DNA:ta,
jotta tulokset voidaan tulkita. Tama kdy ilmi yllapitogeeni ACTBC:n r-arvosta. Sen on
oltava < 26,4, jotta Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto voi validoida naytteen.

Sen jalkeen ohjelmisto laskee FAM19A4:n ja hsa-mir124-2:n AACrarvot ja antaa
tuloksen. Jos jokin AACr-arvo on raja-arvon alapuolella, jarjestelma antaa kohteelle
merkinndn “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen).

Huomautus: Osittainen tai alhainen metylaatiotaso on luonnollinen ilmid, jolla ei ole
suoraa yhteyttd sydvan kehittymiseen (toisin kuin hypermetylaatiolla).

Nayte on “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen), jos ainakin yksi

kohde saa merkinnén “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen).
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Vianmddaritys

Naiden vianmaaritysohjeiden tarkoitus on auttaa selvittdmaan mahdollisia ongelmia. Katso myés
usein kysyttyjc kysymyksid teknisen tuen sivulta: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
QIAGENIn teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat mielelldgn kaikkiin kysymyksiin ndissa
kayttdohijeissa esitetyista tiedoista ja protokollista tai néytteiden ja testien kasittelyyn liittyvisté

tekniikoista. (Katso yhteystiedot taman kasikirjan takakannesta tai osoitteesta www.qiagen.com).

Lisatietoja  Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston vianmaarityksestd on  Rotor-Gene

AssayManager Core Application -kéyttdoppaassa
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Yleinen késittely
Néytteen DNA-pitoisuus on liian alhainen bisulfiittikonversioon

Tarkista DNA:n eristyksen fulos Toista DNA:n eristéminen konsentroituneemmalla

kliinisellé naytteelld

Nayte hylatadn: ACTB:n monistuminen on liian véhdistd tai sitd ei tapahdu lainkaan
a)  Pipetointivirhe tai reagensseja on jddnyt

> Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jérjestely.
pois

Suorita PCR-ajo uudelleen.

b)  Tarkista DNAkonsentraati Lisaa bisulfiittikonversion DNA-sydte

enimmdismadraan. Bisulfiittikonversioreaktio toimii
parhaiten, kun DNA-sydtteen médrd on 100 ng — 2 pg
c)  Jos kéytdt protokollaa “Bisulfiittikonversio

suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd”,
tarkista kliinisen néytteen solukkuus

Toista bisulfiittikonversioreaktio kéyttgen 10 %
PreservCyt-sdilytysaineeseen keréttyd kohdunkaulan
irtosolundytettd (eli 2 ml 20 ml:n ndytemdadrasta).

d)  Tarkista bisulfiitikonvertoitu eluaatti Toista bisulfiittikonversio ja lisdd tarvittaessa DNA-

syotteen madrad.
Néyte hylatécn: kohteet FAMT9A4 ja/tai hsa-mir] 24-2 ovat virheellisia

Riittamaton sekoittuminen Sekoita ndytettd ja reaktioseosta pipetoimalla (noin 10

kertaa/putki). Toista néytteen késittely.

Positiivinen kontrolli hylétéén: yhden tai useamman kohteen monistuminen on liian véhéistd tai sité ei tapahdu
lainkaan
a)  Pipefointivirhe tai reagensseja on jadnyt

> Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
pois

Suorita PCR-ajo uudelleen.

b)  Osittainen hajoaminen Sailytd sarjan sisaltéa —30...—15 °C:n lampétilassa.

Vélta toistuvaa jaétymistd ja sulamista. Pakastus- ja
sulatusjaksoja saa olla enintaan kolme.

) PCRreagenssit ovat ositiain hajonneet Sailytd sarjan sisdltéd —30...-15 °C:n lémpétilassa ja

suojaa reaktioseokset valolta.
Vélta toistuvaa jaatymistd ja sulamista.

d)  Liuskaputket ovat vaihtuneet keskencién Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

e} Viimeinen kéyttépdivd Tarkista kdytetyn sarjan viimeinen kayttépdiva.

f)  Viive ndytteiden pipefoinnin ja ajon

Kun néytteet on annosteltu PCR-reaktioita varten, PCR-
alkamisen valilla

reaktioseoksia voi sdilyttad pimedssa 2-8 °C:n
|&dmpétilassa enintdan 30 minuutin ajan ennen ajon
kéynnistamista laitteessa.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Malliton kontrolli (No template control, NTC) hylatéién

a)  Pipefointivirhe

b)  Ristikontaminaatio

c)  Reagenssin kontaminaatio

d)  Liuskaputket ovat vaihtuneet keskenddn

e)  Viive ndytteiden pipetoinnin ja ajon
alkamisen valilla

fi  Koettimen hajoaminen

Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jérjestely.
Suorita PCR-ajo uudelleen.

Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.

Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita
yleisesti hyvaksyttyjen kaytantdjen mukaan, jotta
siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.

Vaihda kaikki kriittisen térkedt reagenssit.

Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita
yleisesti hyvaksyttyjen kaytantdjen mukaan, jotta
siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.

Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jérjestely.

Kun néytteet on annosteltu PCR-reaktioita varten, PCR-
reaktioseoksia voi sdilyttad pimedssa 2-8 °C:n
|émpétilassa enintaan 30 minuutin ajan ennen ajon
kéynnistamistd laitteessa.

Suojaa reaktioseokset valolta.

Tarkista, onko fluoresenssikéyrdssa vadria positiivisia
signaaleja.

Néytteen signaaleja puuttuu tai ne ovat heikkoja, mutta kontrolliajo onnistuu

a)  Inhiboivia vaikutuksia

b)  Pipetointivirhe

Kun teet bisulfiittikonversiota, tarkista aina
sentrifugoinnin jélkeen, ettei suodattimessa ole
puskurilivoksen jaamia.

Toista bisulfiittikonversio.

Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jérjestely.
Suorita PCR-ajo uudelleen.

Jos ongelma ei poistu, ota yhteyttd QIAGEN:n tekniseen tukipalveluun.
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Rajoitukset

QlAsure Methylation Test -testin reagensseja saa kayttad ainoastaan in vitro -diagnostiikassa.

PCR-testien kayttdminen edellyttaa hyvien laboratoriokdaytantdjen noudattamista, joihin kuuluu
molekyylibiologiaan kéyteftdvien laitteiden huolto sovellettavien saadésten ja standardien

mukaisesti.

Téman sarjan mukana toimitetut reagenssit ja ohjeet on validoitu suorituskyvyltaan

optimaalisiksi.

QlAsure Methylation Test -testia saavat kayttada laboratoriotydntekijat, jotka ovat saaneet
Rotor-Gene Q MDx -aitteiden ja Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston

kayttokoulutusta.

Tuotetta saavat kéyttad ainoastaan henkildt, jotka ovat saaneet realtime PCR -tekniikoita ja
diagnostisia in vitro -menetelmid koskevaa erityisopastusta ja -koulutusta. Saatujen
diagnostisten tulosten tulkinnassa on ofettava huomioon myds muut kliiniset 16yddkset tai

laboratorioldyddkset.
Optimaalisten PCR-ulosten saamiseksi kayttdoppaan ohjeita on noudatettava tarkasti.

Kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisia kayttopaivamadria on

noudatettava. Ald kdytd vanhentuneita komponentteja.

Jarjestelmd saattaa madritaa vadriksi negatiivisiksi néytteet, joissa DNA:n laatu tai m&ard on
alhainen (esim. ACTB:n Crarvot juuri ja juuri hyvéksyntdrajoissa, Crarvot 25-26,4). Tallsin
suositellaan kunkin ndytteen uusintatestausta yksittdin. Negatiivinen tulos toistetussa testissd
tarkoittaa, ettd ndyte on hypermetylaationegatiivinen. Positiivinen tulos tarkoittaa, ettd néyte

on hypermetylaatiopositiivinen.
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Kaikki QlAsure Methylation Test festin reagenssit on tarkoitettu kéytettdvaksi ainoastaan
muiden samaan sarjaan sisaltyvien reagenssien kanssa. Muunlainen kaytté saattaa heikentaa

testin suorituskykyd.

QlAsure Methylation Test -testi on validoitu HPV-positiivisille naisille.

QlAsure Methylation Test -testi on validoitu kohdunkaulan irtosolunéytteille, jotka on kerdtty ja
sailotty PreservCyt- tai STM-silytysaineeseen, sekd itse ofetuille emattimen harjanaytteille,
jotka on sailétty suolalivokseen (0,9-prosenttinen NaCl). QlAsure Methylation Test -testia ei
ole validoitu kohdunkaulan irtosolunéytteille, jotka on kerdtty ja sdildtty formaldehydia
sisdltdvadn ndytteenottoalustaan, kuten BD® Surepath® tai vastaava. Formaldehydi aiheuttaa

DNA:n ristiinlinkittymista, mika voi heikentad QlAsure Methylation Test -testin suorituskykyd.

Vain Rotor-Gene Q MDx -laite on validoitu kéytettavéksi QlAsure Methylation Test -testin PCR

Assay -festin kanssa.

Tuotteen off label -kayttd ja/tai komponenttien muokkaaminen mitatdi Self-screen B.V -yhtién

vastuun.

Kayttgjan vastuulla on validoida jérjestelmdn suoritustaso kaikissa niissé laboratoriossa
kéytetyissé menetelmissd, joita Self-screen B.V -yhtion suoritustasoa koskevat tutkimukset eivat

kata.
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Suorituskyky

Toteamisraja (LOD)

QlAsure Methylation Test -testin analyyttinen herkkyys madritettiin 95 %:n toteamisrajana
(95% LOD). Toteamisrajan méadrityksessa kaytettiin plasmidin sarjalaimennosta, joka sisalsi
kaikki kolme amplikonisekvenssia (ACTB, FAM19A4 ja hsa-mir124-2; vaihteluvali 750 000-
0,25 kopiota per PCR-gjo). Kohteiden 95 %:n toteamisrajaksi arvioitiin alhaisin plasmidin
laimennos, joka tuotti vahintadn 35 positiivista tulosta 36:sta (C1<40). Yhteensd tehtiin
12 testid, joissa oli nelja eri kayttajaa (1 ajo/kayttaja/pdiva), kolme eri eréa ja kolme eri
RGQ-griestelmad. Jokaisessa testissa testattiin 11 plasmidilaimennosta kolmesti. 95 %:n

toteamisraja oli kaikissa kolmessa kohteessa 7,5 kopiota per PCR-ajo.
Lineaarisuus

QlAsure-festin lineaarisuus arvioitiin 95 %:n toteamisrajan mé&adrittdmiseksi tehtyjen 12 testin
tietojen perusteella. Testin  kahdessa kohteessa (FAMI9A4 ja hsa-mir124-2) seka
vertailukohteessa (ACTB) lineaarisen monistumisen vaihteluvdli oli 750 000-7,5 kopiota per
PCR-ajo.

Tarkkuus

QlAsure Methylation Test -testin tarkkuus madritettiin analyysin sisdisend vaihteluna (joka
tarkoittaa samat pitoisuudet siséltévien naytteiden useiden tulosten valistd vaihtelua samalla
laitteella) ja analyysin kokonaisvarianssina (joka tarkoittaa useiden tulosten vaihtelua eri
kayttajien, laitteiden, erien ja laboratorioiden vélilla). Testauksessa kéytettiin korkean riskin
HPV-positiivisesta kohdunkaulan irtosolunéytteestd saatua bisulfiittikonvertoitua DNA:ta, joka
oli testissd todettu hypermetylaatiopositiiviseksi ja tuotti sekéd FAM19A4:n etté hsa-mirl124-2:n
osalta signaalin, joka vastasi noin 3 kertaa toteamisrajan pitoisuutta. Testissa tehtiin

kahdennettuna 8 ajoq, joissa oli nelja eri kéytajaa (1 ajo/kayttaja/pdiva), kaksi eri eréé ja
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kolme eri RGQ-jcrjestelm&d kahdessa eri laboratoriossa, ja tulokseksi saatiin 16 datapistettd
ndytettd kohti. Testissd mddritettiin Cr- ja AACrarvojen variaatiokerroin (coefficient of
variation, CV) (Taulukko 3).

Taulukko 3. Cr- ja AAGr-arvojen variaatiokerroin metylaatiopositiivisessa kohdunkaulan irtosolunéytteessd

Néytetyyppi Testien vélinen vaihtelu Testin kokonaisvarianssi
G-arvo Ndytteen sisdinen 0,3 % 1,32 %

laatukontrolli (ACTB)

FAM19A4 1,02 % 1,52 %

hsa-mir124-2 1,16 % 1,64 %
AAG -arvo FAM19A4 3,70 % 5,97 %

hsa-mir124-2 4,21 % 5,75 %

Testatulla pitoisuudella néytteen Cr-arvojen tilastollinen kokonaishajonta oli 1,32 % naytteen
sisdisen laatukontrollin (ACTB) osalta, 1,52 % kohteen FAM19A4 osalta ja 1,64 % kohteen
hsa-mir124-2  osalta. Testatulla  pitoisuudella  ndytteen  AACrarvojen ftilastollinen
kokonaishajonta oli 5,97 % kohteen FAM19A4 osalta ja 5,75 % kohteen hsa-mir124-2

osalta.
Hairitsevat aineet

Mahdollisten ~ PCR-vaikutusten ~ perusteella  valitut  inhiboivat  aineet  olivat
bisulfiittikonversiosarjan desulfonointi- ja pesulivos. Alkuperdisessd ndytteessé mahdollisesti
olevia aineita ei festattu, koska néaytteen DNA puhdistetaan silikahelmilla kahdesti
(alkuperdisestad naytteestd eristdmisen ja bisulfiittikonversion jalkeen). Desulfonointi- ja
pesulivosjgamien havaittiin  hdiritsevén  PCR-ajoa, mikd havaittiin - ndytteen  sisdisen

laatukontrollin virheellisestd testituloksesta.
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Kliininen suorituskyky

HPV-positiiviset kohdunkaulan irtosolunaytteet *

QlAsure  Methylation Test -testin kliininen suorituskyky kohdunkaulan intraepiteliaalisten
neoplasioiden (CIN 3) ja kohdunkaulan sydvan (CIN 3+) toteamisessa méadritettiin testaamalla
267 korkean riskin HPV-positiivista kohdunkaulan irtosolunéytetta*+ 18-85-vuotiailta naisilta.
Yhdeksdssé ndytteessa (3,4 %) ACTB:n Crarvo oli suurempi kuin 26,4, ja ne mddritettiin
virheellisiksi. Kelvollisiksi madritetyt 258 kohdunkaulan irfosolunaytettd jakautuivat seuraavasti:
117 naytettd naisilta, joilla ei 18 kuukauden seurannassa ollut todettu CIN 2 -asteista tai
vaikeampaa muutosta (taulukossa lyhennetty muotoon < CIN 1), 42 naytettd, joissa CIN
2 -asteinen muutos, 30 ndytettd, joissa CIN 3 -asteinen muutos, 59 ndytettd, joissa
levyepiteelikarsinooma, ja 10 ndytettd, joissa adenokarsinooma. Kohdunkaulan irtosolunéytteet
kerdttiin PreservCyt-sdilytysaineeseen (Hologic). Kohdunkaulan irtosolundytteistd eristettiin DNA,
ja bisulfiittikonversioreaktion sydtteend (ZYMO Research -yhtion EZ DNA Methylation Kit -sarja)
kaytettiin 250 ng DNA:ta. Tastd 250 ng:std modifioitua DNA:ta PCR-gjossa kdytettiin 20 %
(miké vastaa 50 ng:té alkuperdisté kohde-DNA:ta per PCR-ajo). QlAsure Methylation Test -testin

positiivisuusasteet kliinisen paatepisteen mukaan on esitetty alla (Taulukko 4).

Taulukko 4. QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusaste

Kliininen pé&étepiste Fraktio Positiivisuusaste (95 %:n luottamusvili)
<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)
Levyepiteelikarsinooma 59/59 100,0 % (94,0-100,0)
Adenokarsinooma 10/10 100,0 % (69,0-100,0)

Korkean riskin HPV-positiivisten kohdunkaulan irtosolundytteiden joukossa herkkyys CIN 3+ -asteen osalta on 89,9 %
(89/99; 95 %:n luottamusvéili: 82,2-94,5) ja karsinooman osalta 100 % (69/69, 95 %:n luottamusvéli: 94-100).

* Ladkarin ottamat kohdunkaulan irtosolunaytteet.

t Huomautus: Kohteiden hypermetylaatio niiden naisten néytteissd, joilla on pitkélle edennyt CIN-eesio ja/tai
kohdunkaulan sy8pd, saattaa jGéda havaitsematta ndytteenotossa tapahtuvan vaihtelun vuoksi (joka voi johtua esim.
riittdmattdmastd ndytteenotosta).
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HPV-positiiviset itse otetut eméttimen harjandytteet

QlAsure Methylation Test -testin kliininen suorituskyky kohdunkaulan intraepiteliaalisten
neoplasioiden (CIN 3) ja kohdunkaulan syévan (CIN 3+) toteamisessa itse otetuista emattimen
harjandytteista  madritettiin testaamalla 247 korkean riskin  HPV-positiivista eméttimen
irtosolundytettd. Naytteistd 14:ssa (5,7 %) ACTB:n Crarvo oli suurempi kuin 26,4, ja ne
madritettiin  virheellisiksi. Kelvollisiksi madritetyt itse otetut harjandytteet jakautuivat
seuraavasti: 148 naytettd  naisilta, joilla  todettiin 18 kuukauden  seurannassa
< CIN 1 -asteinen muutos, 24 ndytettd, joissa CIN 2 -asteinen muutos, 50 ndytettd, joissa
CIN 3 -asteinen muutos, 8 ndytetta, joissa levyepiteelikarsinooma ja 3 naytettd, joissa
adenokarsinooma. Eméttimen irtosolundytteistd eristettiin DNA, ja bisulfiittikonversioreaktion
sydtteend (ZYMO Research -yhtion EZ DNA Methylation Kit -sarja) kéytettiin 250 ng DNA:ta.
Tasta 250 ng:sta bisulfiittikonvertoitua DNA:ta PCR-ajossa kéaytettiin 20 % (mikd vastaa 50
ng:td alkuperdistd kohde-DNA:ta per PCR-gjo). QlAsure Methylation Test -festin

positiivisuusasteet kliinisen padtepisteen mukaan on esitetty alla (Taulukko 5).

Taulukko 5. QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusaste

Kliininen p&dtepiste Fraktio Positiivisuusaste (95 %:n luottamusvaili)
<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)
Levyepiteelikarsinooma 8/8 100,0 % (63,1-100,0)
Adenokarsinooma 3/3 100,0 % (29,2-100,0)

Korkean riskin HPV-positiivisten itse ofettujen emdéttimen harjandytteiden joukossa herkkyys CIN 3+ -asteen osalta on 72,1 %
(44/61; 95 %:n luottamusvéli: 59,7-81,9) ja karsinooman osalta 100 % (11/11; 95 %:n luottamusvali: 72-100). *

* Huomautus: Kohteiden hypermetylaatio niiden naisten ndytteissd, joilla on pitkélle edennyt CIN-leesio ja/tai
kohdunkaulan syépd, saattaa jaada havaitsematta ndytteenotossa tapahtuvan vaihtelun vuoksi (joka voi johtua esim.
riittdmattomastd ndytteenotosta).
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FAM19A4:n ja hsa-mir124-2:n suorituskyky pitkélle edenneiden muuntuvien CIN-
leesioiden toteamisessa

Iséntésolun promoottorien metylaation analyysilla tunnistetaan spesifisti pitkdlle edenneita CIN-
leesioita, joilla on sydvan kaltainen metylaatioprofiili ja odotetusti suuri riski kehittyd syovéksi
lyhyella aikavalilla (7, 8). FAMI19A4:n ja hsa-mir124-2:n promoottorin hypermetylaation
analyysin suorituskyky mé&dritettiin testaamalla 29 korkean riskin HPV-positiivista ndytettd naisilta,
joilla oli pitkélle edennyt muuntuva CIN 2/3-asteinen muutos, sekd 19 korkean riskin HPV-
positiivista néytettd naisilta, joilla oli varhaisvaiheen muuntuva CIN 2/3-asteinen muutos.
Metylaatio liittyi erityisesti pitkdlle edenneeseen sairauteen, ja kaikki pitkélle edenneet
CIN 2/3 -asteiset leesiot (100 %: 29/29; 95 %:n luottamusvdli: 88-100) madritettiin
hypermetylaatiopositiivisiksi verrattuna 47 %:iin (9/19; 95 %:n luottamusvéli: 27-69) aikaisista
CIN 2/3 -asteisista leesioista.

Robustisuus

QlAsure Methylation Test -testin robustisuus madritettiin vertaamalla QlAsure Methylation
Test testilla saatujen tulosten ja testin vain tutkimuskayttoon tarkoitetulla versiolla (Research
Use Only, RUO) saatujen tulosten yhtapitavyytta. Testauksessa kdytettiin 10:std suuren riskin
HPV-positiivisesta kohdunkaulan irfosolundytteesta saatua bisulfiittikonvertoitua genomista
DNA:ta. Naytteista 5 oli aiemmin todettu hypermetylaationegatiivisiksi molempien markkerien
suhteen ja 5 metylaatiopositiivisiksi (eli vahintaan toisen markkerin osalta). Kahdennetussa
testauksessa oli nelja kayttdjad 8 ajossa (yksi ajo/kayttaja/paiva), kaksi eri eréd ja kolme eri
Rotor-Gene Q MDx -laitetta kahdessa eri laboratoriossa. Kullekin naytteelle saatiin 16

datapistettd (Taulukko 6).
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Taulukko 6. QlAsure Methylation Test -festin ja sen RUO-version vélinen yhtapitévyys

Néytteen numero RUO-tulos Yhtapitévyys, laboratorio 1 Yhtépitévyys, laboratorio 2
verrattuna RUO-versioon verrattuna RUO-versioon
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)
Valisumma 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)
Valisumma 100 % (40/40) 100 % (40/40)
Yhteensd (positiiviset ja 96,25 % (77/80) 96,25 % (77/80)
negatiiviset)

Nelja viidestd aiemmin metylaationegatiiviseksi todetusta néytteestd oli 100-prosenttisesti
yhtdpitavid, kun QlAsure Methylation Test -testid kdytettiin kummassakin laboratoriossa.
Naytteen 3 yhtapitavyysprosentti oli 62,5 % (5/8) kummassakin laboratoriossa. FAM19A4-
kohteeseen liittyva havaittu variaatio oli 1ahella testin rajo-arvoja. Metylaationegatiivisten

ndytteiden yleinen yhtapitavyys oli 92,5 % (37/40).

Kaikki aiemmin metylaatiopositiivisiksi maaritetyt 5 ndytettd olivat  100-prosenttisesti

yhtapitavia vertailutestin kanssa, joten yleinen yhtapitavyys oli 100 % (40/40).
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Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd

Protokolla “Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteesta” verifioitiin tekemalla
119:lle kohdunkaulan raaputusnéytteelle vertailuprotokolla (néytteestd aiemmin eristetyn
DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n maardkontrolli) jo QlAsure Methylation Test -festi.
Suoraan kohdunkaulan irtosolunéytteesté tehdyn bisulfiittikonversion onnistumisaste kdyttden
2,5 %:n syotetta oli 95,8 % (114/119) ja kasvoi 100 %:iin, kun virheellisiksi madritetyt
ndytteet testattiin uudelleen kayttden 10 %:n syotettd. QlAsure Methylation Test -festin
yhtapitévyys kahden bisulfiittikonversioprotokollan valilla oli 90,8 % (108/119; kappo-
kerroin 0,75).
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisatietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd johonkin

QIAGENIn teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa www.giagen.com).
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Tilaustiedot

Tuote

Sisalts

Tuotenro

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:n tarvikkeet
Loading Block 72 x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(250)

72 reaktioon: 2 padseosta,
2 kalibraattoria.

Realtime PCR -sykleri ja High
Resolution Melt -analysaattori, jossa 5
kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen, karmiini) seké HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto,
lisdvarusteet: sisdltad 1-vuotisen takuun
osille ja tydlle, asennuksen ja
koulutuksen

Realtime PCR -sykleri ja High
Resolution Melt -analysaattori, jossa 5
kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen, karmiini) seké HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto,
lisévarusteet: sisaltaa 1 vuoden takuun
osille ja tydlle. Ei sisalla asennusta ja
koulutusta

Alumiininen levy manuaaliseen
reaktion valmisteluun yksikanavaisella
pipetilla. 72 kpl 0,1 ml:n putkia

250 neljan putken ja korkin liuskaa,
1 000 reaktioon

616014

9002033

9002032

9018901

981103
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Tilaustiedot

Tuote Sisalts Tuotenro
Strip Tubes and Caps, 0.1ml 10 x 250 neljan putken ja korkin 981106
(2500) liuskaa, 10 000 reaktioon

Rotor-Gene AssayManager - rutiinitestaukseen Rotor-Gene Q MDx -laitteilla

Rotor-Gene AssayManager Ohijelmisto rutiinitestaukseen 9022739
Rotor-Gene Q- ja QlAsymphony
RGQ -laitteilla; yhdella lisenssilla
varustettu ohjelmisto asennukseen
yhdelle tietokoneelle

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
jo kayttéoppaat [dytyvat osoitteesta www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGENin

teknisesta palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Paivamadra Muutokset

R4, heingkuu 2019 Tarkistettu tydnkulkukaavio kohdassa Menetelmén toimintaperiaate; lisdtty EpiTect
Fast 96 Bisulfite Kit kohtaan Tarvittavat materiaalit, jotka eivét kuulu toimitukseen;
tarkistettu tietoruutu kohdassa Turvallisuustiedot; lisétty tiedot RGQ MDx S-plex
HRM aitteen lammitysajosta; tfarkistettu kohta Naytteen valmistelu; liscitty
vianmadritystietoja;  lisétty osio  Bisulfiittikonversio  suoraan  kohdunkaulan
irtosolundytteesta  kohtaan Suorituskyky; paivitetty Kirjallisuusviitteet; pdivitetty
ulkoasua

QlAsure Methylation Test -testin rajoitettu lisenssisopimus

Taémdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1.

tetta saa kdyté&d ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja témén kéyttdoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéyttdd vain sarjan
imi& komponentteja. QIAGEN ei my&nné lisenssid mihink&én aineettomaan omaisuuteensa, eikd téman sarjan oheisia komponentteja saa kéytad tai

i muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly tahan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, téssd kéyttdoppaassa ja lisamateriaalissa
mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttgjien toisille QIAGEN-kéyttijille laatimaa. QIAGEN ei ole
testannut tai tarkistanut kyseisté materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eikd takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

Muutoin kuin nimenomaisesti iimoitettujen kdyttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, eftd tamé sarja ja/tai sen kéytdijét eivét loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

Téma sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakdayttddn, eikd niitd saa kéyttaa vudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpdin.

QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kéyttéoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole téssé nimenomaisesti ilmoitettu.

Sarjan ostaja ja kdyttdjd suostuvat siihen, efté he eivét ryhdy tai anna kenellekéan toiselle lupaa ryhtyd foi jotka saattavat aih tai edistad
mitaén ylla kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kééntyd minkd tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen téyténtddn témén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot

ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on tdmén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
ja/tai sen kompc ihin liittyvien immateriaalioikeuksien téyténtésnpano.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

QlAsure Methylation Test -testin laillinen valmistaja on Self-screen B.V.

QlAsure Methylation Test -testin valmistaja on Self-screen B.V. ja jakelija Euroopassa QIAGEN.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, digene®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN-ryhmd); BD®, SurePath® (Becton
Dickinson); EZ DNA Methylation™ (Zymo Research Corp.); NanoDrop® (NanoDrop Technologies LLC); PreservCyt® (Hologic, Inc.); Qubit® (Molecular Probes, Inc.).
Téssd asiakirjassa mainittuja rekisterdityjé nimid, tavaramerkkejé jne. on pidettévé lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

06-2019 HB-2304-004 1117742 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetadn.
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