2015 Kovas

,therascreen® MGMT Pyro® Kit”
vadovas

1 versija

IVD

Skirtas ,in vitro“ diagnostikai

C€

971061

1061267LT

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, VOKIETIJA

R4 1061267LT

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



QIAGEN méginiy ir tyrimy technologijos

QIAGEN yra pirmaujanti inovaciniy méginiy ir tyrimy technologiju, leidzianciy iSskirti ir
aptikti bet kokiy biologiniy méginiy turinj, tiekéja. Pazangus, aukStos kokybeés musy
produktai ir paslaugos uztikrina s€kme nuo méginio iki rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy gryninimas

B Nukleino ragséiy ir baltymy tyrimai

B mikroRNR tyrimai ir RNRI

B Méginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Masy tikslas — leisti jums pasiekti sekme ir laiméjimus. Daugiau informacijos rasite
svetainéje www.giagen.com.
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Numatytoji paskirtis

stherascreen MGMT Pyro Kit“ yra in vitro nukleino rtgsties seka pagrjstas aptikimo
testas, atliekamas naudojant ,Pyrosequencing® technologija ir skirtas kiekybiskai
iSmatuoti metilinimo blseng genominés DNR, gautos iS Zzmogaus audinio meginiy,
Zzmogau MGMT geno 1 egzone.

s<therascreen MGMT Pyro Kit" skirtas naudoti kaip kity prognostiniy faktoriy priedas,
kad gydytojams suteikty informacijos ir padéty atrinkti véziu sergancius pacientus,
kuriems geriau gali padéti chemoterapija. Skirtas ,in vitro“ diagnostikai.

Skirtas naudoti tik ,PyroMark® Q24* sistemoje. ,PyroMark Q24“ sistemas sudaro:
M PyroMark Q24“ instrumentas ir ,PyroMark Q24 MDx“ instrumentas.

M PyroMark Q24“ vakuuminé darbo stotis ir ,PyroMark Q24 MDx"“ vakuuminé
darbo stotis.

B, PyroMark Q24" programiné jranga (2.0 versija) ir ,PyroMark Q24 MDx"
programiné jranga (2.0 versija).

Produkta turi naudoti tik specialistai, pvz., technikai ir gydytojai, iSmokyti atlikti in vitro
diagnostikos procediras, naudoti molekulinés biologijos metodus ir dirbti ,,PyroMark
Q24“ sistema.

Suvestine ir paaiskinimas

stherascreen MGMT Pyro Kit“ skirtas metilinimui kiekybiskai matuoti keturiose
Zzmogaus MGMT geno 1 egzono CpG vietose (chromosomos 10 genominéje sekoje
nuo 131 265 519 iki 131 265 537: CGACGCCCGCAGGTCCTCG). Bisulfitu
konvertuota genominé DNR amplifikuojama naudojant PGR ir sekvenuojama
nurodytame regione j priekj (1 pav.). Nurodytas vietas supancios sekos naudojamos
kaip tyrimo kiekybinio ir kokybinio vertinimo normalizavimo ir nuorodinés virSanés.

Gaminj sudaro PGR pradmeny miSinys ir sekvenavimo pradmuo, kiekvieno po du
buteliukus. Pradmenys pateikiami tirpale. Kiekviename buteliuke yra 24 ul pradmens
ar pradmeny misinio. Rinkinyje yra geny amplifikacijai skirty pradmeny ir reagenty,
taip pat buferiniy tirpaly, pradmeny ir reagenty, skirty kiekybiniam metilinimo
aptikimui realiuoju laiku ,PyroMark Q24“ sistema, naudojant ,Pyrosequencing®
technologija.

FP Sek. -
) —> [YJAYGTTYGTAGGTTTTY[G

<

RPB

MGMT

1 pav. MGMT tyrimo iliustracija. Seka rodo analizuojama seka atlikus bisulfitine

konversija. Y nurodo galimai metilintas vietas, o langeliai nurodo iSanalizuotas CpG vietas.
Zvaigzduté nurodo bisulfitinio konversijos kontrolés vietg. FP: tiesioginés PGR pradmenys;
RPB: atvirkstinés PGR pradmenys (B nurodo biotiniliacijg); Sek.: sekvenavimo pradmenys.
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Proceduros principas

Toliau pateikta darby eiga iliustruoja tyrimo procedirg. Atlikus PGR, naudojant j
nurodyto 1 egzono regiong nukreiptus pradmenis, amplifikacijos produktai
imobilizuojami streptavidino ,Sepharose® High Performance* rutuliukuose.
ParuoSiama vienos gijos DNR ir sekvenavimo pradmuo prisijungia prie DNR. Tada
méginiai analizuojami ,PyroMark Q24“ sistema naudojant tyrimo nustatymo failg ir
tyrimo faila.

Pastaba: darby eiga Siek tiek modifikuota, palyginti su ,,PyroMark Q24 naudotojo
vadovu (Zr. ,4 protokolas: méginiy paruoSimas pries$ ,Pyrosequencing” analize
.PyroMark Q24“ sistema“, 21 psl.).
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»therascreen MGMT Pyro* proceduros darby eiga

Analizés ir tyrimo nustatymas Megln_lq paruosimas, ls_lfaltant
bisulfitine konversija

Analizés failo nustatymas

(A priedas) PGR (2 protokolas)
\
‘ Imobilizavimas (3 protokolas)
\{
Tyrimo failo nustatymas Méginiy paruosimas
(1 protokolas) (4 protokolas)

\/

»PyroMark Q24" tyrimas (5 protokolas)
\j
»PyroMark Q24“ tyrimo analizé (6 protokolas)
\d
Ataskaita

Kontrolés

] rinkinj jtraukta metilinta kontroliné DNR kaip teigiama PGR ir sekvenavimo reakcijy
kontrolé. Si kontroliné DNR yra labai metilinta ir konvertuota naudojant bisulfita. |
kiekvieng ,Pyrosequencing”“ tyrimg, kad baty galima palyginti, taip pat
rekomenduojama jtraukti DNR pavyzdj, gautg iS sveiko kraujo donoro. Be to, |
kiekvieng PGR nustatyma turi bati jtraukta neigiama kontrolé (be DNR matricos).
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Pateikiamos medziagos
Rinkinio turinys

»stherascreen MGMT Pyro Kit“ (dézuté 1/2)

therascreen MGMT Pyro Kit (48)

Katalogo Nr. 971061

Reakcijy skaicius 48

PCR Primer Mix MGMT (PGR pradmeny miSinys MGMT) 2 x 24 pl

Seq Primer MGMT (Sek. pradmuo MGMT) 2 x 24 pl

PyroMark PCR Master Mix (,PyroMark® PGR pagrindinis misinys), 850 il

2 vnt.

CoralLoad® Concentrate (,CoralLoad®™ koncentratas), 10x 1,2 ml

H20 3x1,9ml

Methylated Control DNA (Metilinta kontroliné DNR), 10 ng/pul 100 pl
»therascreen Pyro“ buferiniai tirpalai ir reagentai (dézuteé 2/2)

»therascreen Pyro“ buferiniai tirpalai ir reagentai

PyroMark Binding Buffer (,PyroMark® susiejimo buferinis tirpalas) 10 mi

I?yroMark Annealing Buffer (,PyroMark® prisijungimo buferinis 10 ml

tirpalas)

PyroMark Denaturation Solution (,PyroMark® denatdracijos 250 m

tirpalas)*

PyroMark Wash Buffer (,PyroMark“ plovimo buferinis tirpalas), 10x 25 ml

Enzyme Mixture (Fermenty misinys) 1 buteliukas
Substrate Mixture (Substrato miSinys) 1 buteliukas
dATPaS 1180 pl
dCTP 1 180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
Handbook (Vadovas) 1

* Yra natrio hidroksido.
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Butinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su chemikalais, visada déveékite tinkama laboratorinj chalatg, mavékite

vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra

atitinkamuose Safey Data Sheets (saugos duomeny lapuose) (SDS), kuriuos gali
pateikti produkto tiekéjas.

B DNR iSskyrimo rinkinys (Zr. ,DNR i$skyrimas ir bisulfitiné konversija“, 13 psl.)

B DNR bisulfitinés konversijos reagentai (Zr. ,DNR i§skyrimas ir bisulfitiné
konversija“, 13 psl.)

Pipetés (reguliuojamos)*

Sterilds pipeciy antgaliai (su PGR nustatymo filtrais)
Staliné mikrocentrifuga®

Siluminio ciklo prietaisas ir atitinkami PGR mégintuvéliai

Streptavidino ,Sepharose High Performance” (,GE Healthcare®,
kat. Nr. 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

,PyroMark Q24 (kat. Nr. 9001513 arba 9001514)*"

,PyroMark Q24*“ programiné jranga (kat. Nr. 9019062 arba 9019063)"
,PyroMark Q24" plokstelé (kat. Nr. 979201)"

,PyroMark Q24* kaseté (kat. Nr. 979202)"

,PyroMark Q24*“ vakuuminé darbo stotis (kat. Nr. 9001515 arba 9001517)*"

Ploksteliy maisytuvas® rutuliukams imobilizuoti (zr. ,Rekomenduojami ploksteliy
maisytuvai“, 10 psl.)

Kaitinimo blokas*, galintis pasiekti 80 °C temperatirg
24 Sulinéliy PGR plokstelé arba juostelés
Juosteliy dangteliai

Labai i§grynintas vanduo (,Milli-Q® 18,2 MQ x cm arba atitinkamas)
Pastaba: produkte pateikiama pakankamai vandens PGR, DNR imobilizuoti,
fermenty misiniui ir substrato miSiniui istirpdyti; labai iSgryninto vandens
papildomai reikia ,PyroMark” plovimo buferiniam tirpalui (10x) atskiesti.

B Etanolis (70 %)*

* Patikrinkite, ar visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

T Pazymeéta CE-IVD, atitinka ES direktyvg 98/79/EB. Visi kiti iSvardyti produktai néra
pazymeéti CE-IVD remiantis ES direktyva 98/79/EB.

* Nenaudokite denatiruoto alkoholio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar
metiletilketono.
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Rekomenduojami ploksteliy maisytuvai
Su ,therascreen MGMT Pyro Kit“ rekomenduojami naudoti 1 lenteléje pateikiami
ploksteliy maiSytuvai.

1 lentelé. Su ,therascreen MGMT Pyro Kit“ rekomenduojami naudoti ploksteliy
maisytuvai

Gamintojas Produktas Katalogo numeris

, Thermomixer comfort®

N . 5355 000.011
(pagrindinis jrenginys)

.‘ MTP Siluminis blokas 5363 000.012
~Eppendorf
96 x 0,2 ml PGR vamzdeliy
adapterio plokstelé, skirta jterpti j 5363 007.009
mikrotitry ploksteliy blokus
. 51410
,Variomag® Teleshake" .
,H+P Labortechnik J (115 Vv =51410U)
GmbH" 51110

,variomag Monoshake (115 V =51 110 U)

Perspéjimai ir atsargumo priemonés

Skirtas ,in vitro“ diagnostikai

Saugos informacija

Dirbdami su chemikalais, visada déveékite tinkama laboratorinj chalatg, mavekite
vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Dar Zr. atitinkamus Safety
Data Sheets (saugos duomeny lapus) (SDS). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku
PDF formatu internete www.qgiagen.com/safety, kur galite rasti, perzitreéti ir
iSspausdinti kiekvieno QIAGEN?® rinkinio ir jy komponenty SDS.

sLtherascreen MGMT Pyro Kit* komponentams taikomos toliau iSvardytos
pavojingumo ir atsargumo frazés.

PyroMark Denaturation Solution

@ Atsargiai! Dirgina odg. Sukelia smarky akiy dirginimg. Gali ésdinti
metalus. Absorbuoti iSsiliejusig medziaga, siekiant iSvengti materialinés
Zalos. Laikyti tik originalioje talpykloje. Muvéti apsaugines pirstines/
dévéti apsauginius drabuZius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

PyroMark Enzyme Mixture

@ Sudétyje yra: (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutane-2,3-diol; acetic acid.
Pavojinga! Dirgina odg. Smarkiai pazeidzia akis. PATEKUS | AKIS:
Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. 1Simti kontaktinius leSius, jeigu
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jile yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis. Esant
salyCiui arba jeigu numanomas salytis: Skambinti j APSINUODIJIMY
KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j gydytojg.
Nusivilkti uzterStus drabuZius ir iSskalbti prieS juos vél apsivelkant.
Muavéti apsaugines pirStines/ dévéti apsauginius drabuzius/ naudoti akiy
(veido) apsaugos priemones.

PyroMark Substrate Mixture

@ Sudétyje yra: acetic acid. Atsargiai! Dirgina odg. Sukelia smarky akiy
dirginimg. Jei akiy dirginimas nepraeina: kreiptis | gydytojg. Nusivilkti
uzterStus drabuzius ir iSskalbti prie§ juos vél apsivelkant. Mavéti
apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuzius/ naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.

Bendrosios atsargumo priemoneés
Naudotojas visada turi atkreipti démes;j:

B Norint gauti optimalius rezultatus, reikia grieZtai laikytis naudotojo vadove
pateikty nurodymy. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip, nei nurodyta
Siame vadove, nes gali sumazéti jy veiksmingumas.

B Atkreipkite démesj, kad darby eiga yra Siek tiek modifikuota, palyginti su
~PyroMark Q24" naudotojo vadovu (Zr. ,4 protokolas: méginiy paruoSimas pries
,Pyrosequencing” analize ,PyroMark Q24" sistema”, 21 psl.).

B Sio produkto komponenty uztenka 48 reakcijoms atlikti ne daugiau kaip
5 nepriklausomuose tyrimuose.

B Naudokite sterilius pipeciy antgaliy filtrus (PGR nustatymo).

B Teigiamas medziagas (méginius, teigiamas kontrolines medziagas ir
amplifikacijos produktus) laikykite ir ekstrahuokite atskirai nuo visy kity
reagenty, dékite juos j reakcijos miSinj erdviskai atskirtoje patalpoje.

B Prie$ pradédami tyrimg visus komponentus gerai atSildykite kambario
temperataroje (15-25 °C).

B Atsilde sumaisykite komponentus (pakartotinai lasindami arba ritmiskai
pavartydami) ir trumpai centrifuguokite.

B Metilinimo bisenos negalima vertinti remiantis nesékmingais rezultatais.

Reagenty laikymas ir naudojimas

stherascreen MGMT Pyro Kit“ pateikiamas dviejose dézutése. ,therascreen MGMT
Pyro Kit* (dézuté 1/2) pristatomas uz3aldytas sausame lede. ,PyroMark* PGR
pagrindinis misinys, ,CoralLoad“ koncentratas, metilinta kontroliné DNR ir visi
pradmenys pristatyti turi bati laikomi nuo —30 iki =15 °C temperaturoje.

stherascreen Pyro“ buferiniai tirpalai ir reagentai (dézuté 2/2), kurie apima buferinius
tirpalus, fermenty misinj, substrato misinj, dATPaS, dCTP, dGTP ir dTTP
(,Pyrosequencing® analizés reagentus), pristatomi Saltose pakuotése. Sie
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komponentai pristatyti turi bati laikomi 2—8 °C. Kad nesumazéty aktyvumas, enzimy
misSinj ir substrato miSinj patariama laikyti pateikiamuose buteliukuose.

Atkurti fermenty ir substrato misiniai yra stabills bent 10 dieny laikant 2-8 °C
temperaturoje. Atkurtus fermenty ir substrato miSinius galima uzSaldyti ir laikyti jy
buteliukuose nuo —30 iki —15 °C temperatiroje. Uz3aldytus reagentus galima
uzSaldyti ir atSildyti ne daugiau kaip 6 kartus.

Pastaba: nukleotidy Saldyti negalima.

,Ltherascreen MGMT Pyro Kit“ yra stabilus iki rinkinio galiojimo laiko pabaigos, jei
laikomas tokios temperaturos aplinkoje.

Meginiy naudojimas ir laikymas
Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkreCiama medziaga.

Méginio medZziaga yra naudojant bisulfitg konvertuota Zmogaus DNR, gauta i$ kraujo
ar formalinu fiksuoty parafine esanciy (FFPE) méginiy.

Negalima naudoti méginiy, gauty iS Zmoniy, kurie gydomi heparinu. Negalima
naudoti kraujo meginiy, surinkty mégintuvéliuose, kuriuose yra heparino kaip
antikoagulianto. Heparinas turi jtakos PGR.

|
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Procedura

DNR iSskyrimas ir bisulfitiné konversija

Sistemos efektyvumas nustatytas naudojant ,EZ1® DNR Tissue Kit* ir ,QlAamp®
DNA FFPE Tissue Kit*, skirtus ekstrahuoti Zmogaus DNR iS formaline fiksuoty ir
parafine esanciy auglio méginiy. ,QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit* sistemos
efektyvumas nustatytas naudojant sveiky kraujo donory méginius su pridétomis
auglio Igstelémis.

Norint iSgryninti iS nurodyty Zzmoniy meginiy tipy gautg DNR, skirtg naudoti su
stherascreen MGMT Pyro Kit“, rekomenduojama naudoti 2 lenteléje pateiktus
QIAGEN rinkinius. DNR gryninkite laikydamiesi rinkinio vadove pateikty nurodymy.

Atliekant bisulfitine konversija rekomenduojama naudoti QIAGEN ,EpiTect® Bisulfite
Kit“ (kat. Nr. 59104), ,EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59144) arba ,EpiTect
Plus DNA Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59124).

2 lentelé. DNR gryninimo rinkiniai, rekomenduojami naudoti su ,,therascreen
MGMT Pyro Kit“

Nukleino rigsties i$skyrimo Katalogo numeris
Méginio medziaga rinkinys (QIAGEN)
parafine esantis  QAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) 56404
audinys EZ1 DNA Tissue Kit (48)* 953034
Kraujas QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit" 61104

* Laikykités parafine esanciy audiniy naudojimo protokolo. ,EZ1 DNA Tissue Kit* turi bati
naudojamas kartu su ,EZ1 Advanced® (kat. Nr. 9001410 arba 9001411) ir ,EZ1 Advanced
DNA Paraffin Section Card“ (kat. Nr. 9018298), su ,EZ1 Advanced XL* (kat. Nr. 9001492) ir
,EZ1 Advanced XL DNA Paraffin Section Card” (kat. Nr. 9018700) arba su ,BioRobot® EZ1“
(kat. Nr. 9000705; nebetiekiama) ir ,EZ1 DNA Paraffin Section Card“ (kat. Nr. 9015862).

T Pazyméta CE-IVD, atitinka ES direktyvg 98/79/EB.

|
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1 protokolas: ,,PyroMark Q24* sistemos nustatymas

Svarbi informacija prieS pradedant

B Jei reikia, norint sugeneruoti visg rezultaty plokstele, LOB galima patvirtinti
naudojant sveiky kraujo donory méginius. ISsamios informacijos rasite CLSI
dokumente EP17-A ,Aptikimo riby nustatymo ir kiekybinio jvertinimo riby
protokolas; patvirtintas rekomendacija“.

PriesS pradedant atliekami veiksmai

B Sukurkite tyrimo nustatyma, kaip aprasyta A priede, 42 psl. Tai reikia atlikti tik
viengkart prie$ pradedant pirmg ,therascreen MGMT* tyrima.

Procedura

1. Jrankiy juostoje spustelékite ﬁ
Sukuriamas naujas tyrimo failas.

2. |veskite tyrimo parametrus (zr. ,,Tyrimo parametrai“, 15 psl.)
3. Nustatykite plokstele pridédami tyrimg prie Sulinéliy, atitinkanciy
analizuojamus meéginius.

Pastaba: j kiekvieng PGR nustatymg turi bati jtraukta neigiama kontrolé (be DNR
matricos).

Pastaba: j kiekvieng ,Pyrosequencing” tyrima, kad baty galima palyginti, taip pat
rekomenduojama jtraukti kontrolinj DNR pavyzdj, gautg i$ sveiko kraujo donoro.
Kaip teigiamg PGR ir sekvenavimo reakcijy kontrole galima jtraukti méginj su
metilinta kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, 7 psl.).

4. Kaityrimas nustatytas ir parengtas paleisti ,,PyroMark Q24“ sistema,
iSspausdinkite fermenty misinio, substrato misinio ir nukleotidy reikiamy
tariy sgrasa. IS meniu ,Tools“ (jrankiai) pasirinkite ,,Pre Run Information*

(iSankstinio tyrimo informacija) ir pasirodzius ataskaitai spustelékite j
5. Uzdarykite tyrimo failg ir naudodami ,,Windows® Explorer“ nukopijuokite j
USB atmintine (pateikiama su sistema).

ISspausdintg iSankstinio tyrimo informacijg galima naudoti kaip nustatymo
pavyzdj (Zr. ,3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas streptavidino
~Sepharose High Performance® rutuliukuose®, 19 psl.).

Informacijos apie plokstelés tyrimg ,PyroMark Q24° rasite ,5 protokolas:
~PyroMark Q24" tyrimas*®, 25 psl.
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Tyrimo parametrai

,Run name* Tyrimo pavadinimas suteikiamas jrasant failg. Pervardijus
(tyrimo pavadinimas) failg, pakei¢iamas ir tyrimo pavadinimas.
,Instrument method* Pasirinkite instrumento metodg pagal tyrime naudojamag

(instrumento metodas) kasete. Zr. su produktais pateikiamas instrukcijas.

,Plate ID* (plokstelés ID) Pasirinktinai: jveskite ,PyroMark Q24“ plokstelés ID.

,Bar code” Pasirinktinai: jveskite plokstelés briksninio kodo numer;j

(braksninis kodas) arba, jei turite prie kompiuterio prijungtg brtksniniy kody
skaitytuvg, pelés zymiklj perkelkite j teksto laukg
,Barcode” (bruksninis kodas) ir nuskaitykite braksninj

koda.
,Reagent ID* Pasirinktinai: jveskite naudojamy ,therascreen MGMT
(reagento ID) Pyro Kit* 1 ir 2 dézuc€iy partijy numerius. Partijos numerj

galima rasti ant gaminio etiketés.

Pastaba: rekomenduojame jvesti partijos numerj, kad
bdty galima stebéti, ar nekyla nenumatyty ,therascreen
MGMT Pyro Kit“ problemuy.

,Run note* Pasirinktinai: jveskite pastabg apie tyrimo turinj ir tikslg.
(tyrimo pastaba)

Tyrimo faily pridéjimas
Norédami prie Sulinélio pridéti tyrimg, galite atlikti vieng iS Siy veiksmuy:

B Desiniuoju pelés mygtuku spustelékite Sulinélj ir i$ kontekstinio meniu pasirinkite
,Load Assay“ (jkelti tyrimg).

B Nuorody meniu pasirinkite tyrimg, spustelékite ir nuvilkite jj prie Sulinélio.
Sulinélis nuspalvintas spalva, atitinangia j ulinélj jkeltg tyrima.

Méginiy ID ir pastaby jvedimas
Noredami jvesti méginio ID ar pastabg, pasirinkite langelj ir jveskite teksta.

Norédami redaguoti méginio ID ar pastabg, pasirinkite langelj (bus pazymétas
dabartinis turinys) arba dukart jj spustelékite.
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2 protokolas: PGR naudojant su ,,therascreen MGMT Pyro
Kit“ pateikiamus reagentus

Sis protokolas skirtas bisulfitu konvertuotos DNR regiono PGR amplifikacijai
naudojant ,therascreen MGMT Pyro Kit".

Svarbi informacija pries pradedant

B ,PyroMark‘ PGR pagrindiniame misinyje esangiai ,HotStarTaq®™ DNR
polimerazei bitinas 15 minuc€iy aktyvinimo 95 °C temperaturoje veiksmas.

B Visus reakcijos miSinius nustatykite srityje, atskirtoje nuo tos, kurioje gryninama
DNR, j PGR pridedama DNR matrica, atliekama PGR produkto analizé arba
ruoSiami méginiai prie$ ,Pyrosequencing“ analize.

B Kad bty iSvengta kryzminio uzterStumo, naudokite vienkartinius antgalius su
hidrofobiniais filtrais.

M Bisulfitu konvertuota DNR turi bati naudojama kaip DNR matrica.
Rekomenduojama naudoti QIAGEN ,EpiTect Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59104),
,EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59144) arba ,EpiTect Plus DNA
Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59124).

PrieS pradedant atliekami veiksmai

B Prie$ atidarydami mégintuvélj su PGR pradmenimi, trumpai centrifuguokite, kad
baty surinktas turinys nuo mégintuvelio dugno.

B Jei reikia, nustatykite, kad méginio DNR koncentracija baty 2—10 ng/pl.

Procedira

1. AtsSildykite visus reikalingus komponentus.
PrieS naudodami gerai iSmaiSykite.

2. Paruoskite reakcijos misinj, kaip nurodyta 3 lenteléje.
Pagrindiniame miSinyje paprastai yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus
mégin;.
Reakcijos miSinio paruoskite daugiau nei i$ viso reikia visiems PGR tyrimams
atlikti.
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3 lentelé. Pagrindinio misSinio ruosimas

Komponentas Taris / reakcija (ul)
,PyroMark PGR pagrindinis misinys, 2 vnt. 12,5
,CoralLoad" koncentratas, 10x 2,5
PGR pradmeny misinys MGMT 1,0
Vanduo (H20, pateikiamas) 4,0
Bendrasis tiris 20,0

3. Reakcijos misinj gerai sumaisykite ir paskirstykite po 20 ul j kiekvieng PGR
mégintuvélj.
PGR meégintuvéliy nereikia laikyti lede, nes ,HotStarTaq“ DNR polimerazé
kambario temperatiroje yra neaktyvi.

4. | atskirus PGR mégintuvélius pridékite 5 ul bisulfitu konvertuotos DNR
matricos (10-50 ng genominés DNR, iSmatavus iki bisulfitinés konversijos)
(4 lentelé) ir gerai iSmaisykite.
Pastaba: j kiekvieng PGR nustatymag turi bati jtraukta neigiama kontrolé (be DNR
matricos).

Pastaba: j kiekvieng ,Pyrosequencing” tyrima, kad baty galima palyginti, taip pat
rekomenduojama jtraukti kontrolinj DNR pavyzdj, gautg i$ sveiko kraujo donoro.
Kaip teigiamg PGR ir sekvenavimo reakcijy kontrole galima jtraukti méginj su
metilinta kontroline DNR (Zr. ,Kontrolés®, 7 psl.).

4 lentelé. PGR paruosimas

Komponentas Taris / reakcija (ul)
Reakcijos misinys 20
DNR matrica 5
Bendrasis tiris 25

|
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5. Uzprogramuokite Siluminio ciklo prietaisg pagal gamintojo nurodymus
naudodami 5 lenteléje pateiktas salygas.

5 lentelé. Optimizuotas cikly protokolas

Komentarai
,HotStarTaq” DNR

\F/’é?kd;nmizsa:tktyvinimo 15 minuciy 3®°C Esgrlftye/\r/?nzaéma atliekant
§j kaitinimo veiksma.

3 veiksmy ciklai:

Denaturacija 20 sekundziy 95 °C

Prisijungimas 30 sekundziy 53 °C

ISplétimas 20 sekundziy 72 °C

Cikly skaicius 42

Galutinis iSplétimas: 5 minutés 72 °C

6. |dékite PGR mégintuvélius j Siluminio ciklo prietaisg ir pradékite cikly
programa.

7. Po amplifikacijos pereikite prie ,,3 protokolas: PGR produkty
imobilizavimas streptavidino ,,Sepharose High Performance*
rutuliukuose*®, 19 psl.
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3 protokolas: PGR produkty imobilizavimas streptavidino
yoepharose High Performance* rutuliukuose

Sis protokolas skirtas DNR matricai imobilizuoti streptavidino ,Sepharose High
Performance” (,GE Healthcare®) prie$ analizuojant ,PyroMark Q24 sistema.

Svarbi informacija pries pradedant

B Prie$ pradédami palaukite, kol visi reikalingi reagentai ir tirpalai atSils iki
kambario temperatiros (15-25 °C).

Procedura

1. Atsargiai papurtykite buteliuka su streptavidino ,,.Sepharose High
Performance®, kol tirpalas taps vientisas.

2. Paruoskite DNR imobilizavimo pagrindinj misinj, kaip nurodyta 6 lenteléje.
Paruoskite 10 % didesnj turj nei reikia visoms reakcijoms atlikti.

6 lentelé. DNR imobilizavimo pagrindinis misSinys

Komponentas Turis / méginys (ul)
Streptavidino ,Sepharose High Performance* 2
,PyroMark“ susiejimo buferinis tirpalas 40
Vanduo (H;0, pateikiamas) 28
Bendrasis tiris 70

3. Pridékite 70 pl pagrindinio misinio j 24 Sulinéliy PGR plokstelés (ar
juosteliy) Sulinélius, kaip i$ anksto nustatyta tyrimo nustatyme
(zr. ,,1 protokolas: ,,PyroMark Q24“ sistemos nustatymas*“, 14 psl.).

4. | kiekvieng Sulinélj, kuriame yra pagrindinio misinio, pridékite 10 pl
biotiniliuoto PGR produkto iS 2 protokolo, kaip i$ anksto nustatyta tyrimo
nustatyme (zr. ,,2 protokolas: PGR naudojant su ,,therascreen MGMT Pyro

Kit““, 16 psl.).
Pridéjus pagrindinio miSinio ir PGR produkto bendras vieno Sulinélio taris turi bati
80 pl.

5. Uzsandarinkite PGR plokstele (ar juosteles) naudodami juosteliy
dangtelius.

Uztikrinkite, kad tarp Sulinéliy nebaty nuotekio.
6. Plakite PGR plokstele kambario temperatiroje (15-25 °C) 5-10 minugéiy
1 400 apsis./min. greiciu.

Atlikdami $j veiksmag parenkite ,PyroMark Q24" vakuumine darbo stotj méginio
paruosSimui, kaip aprasyta ,PyroMark Q24“ naudotojo vadove.
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7. IS karto pereikite prie ,,4 protokolas: méginiy paruosimas pries
»Pyrosequencing“ analize ,,PyroMark Q24* sistema*“, 21 psl.
Pastaba: ,Sepharose” rutuliukai greitai nuséda. Rutuliuky kaupimas turi vykti i$
karto suplakus.

Jei suplakus plokstele (ar juosteles) praéjo daugiau nei 1 minuté, dar kartg
plakite 1 minute ir tik tada kaupkite rutuliukus.
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4 protokolas: meéginiy paruosimas pries ,,Pyrosequencing“
analize ,,PyroMark Q24" sistema

Sis protokolas skirtas vienos gijos DNR paruoéti ir sekvenavimo pradmenims
prisijungti prie matricos pries$ ,Pyrosequencing” analize ,PyroMark Q24 sistema.

Svarbi informacija pries pradedant

B Pridékite sekvenavimo pradmenj pagal modelj, kuris plokstelei i$ anksto
nustatytas tyrimo nustatyme (Zr. ,1 protokolas: ,PyroMark Q24“ sistemos
nustatymas®, 14 psl.).

B Darby eiga Siek tiek modifikuota, palyginti su ,,PyroMark Q24“ naudotojo vadovu
(18 veiksmas). Méginius pakaitine iki 80 °C, netrumpinkite jy atausimo laiko.

B Reguliariai tikrinkite filtravimo zondy veikima, kaip aprasyta ,,PyroMark Q24“
naudotojo vadove, ir, jei reikia, pakeiskite filtravimo zondus.

Pries pradedant atliekami veiksmai

B Prie$ atidarydami mégintuvélj su sekvenavimo pradmenimi, trumpai
centrifuguokite, kad baty surinktas turinys nuo mégintuvélio dugno.

B Vieng ,PyroMark Q24* plokstelés laikiklj, kuris bus naudojamas Siame veiksme,
uzdékite ant iki 80 °C pakaitinto kaitinimo bloko 17. Antrg ,PyroMark Q24
plokstelés laikiklj, kuris bus naudojamas 18 veiksme, palikite kambario
temperatiros (15-25 °C) aplinkoje.

B PyroMark“ plovimo buferinis tirpalas pateikiamas kaip 10x koncentratas. Prie$
naudodami pirma kartg, j 25 ml 10x ,PyroMark® plovimo buferinj tirpalg pridékite
labai iSgryninto vandens, kad bendrasis taris baty 250 ml ir baty gautas 1x
darbinis tirpalas.

1x ,PyroMark” plovimo buferinis tirpalas 2—8 °C temperaturoje yra stabilus iki
nurodytos galiojimo pabaigos datos.

Procediira
1. Pakankama kiekj sekvenavimo pradmens MGMT atskieskite ,,PyroMark*
prisijungimo buferiniu tirpalu, kaip parodyta 7 lenteléje.

Atskiesto sekvenavimo pradmens paruoskite daugiau nei reikia bendram
méginiy skaiciui sekvenuoti (méginiy skaifius + vienas papildomas).
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7 lentelé. Sekvenavimo pradmens skiedimo pavyzdys

Komponentas Taris / méginys (ul) Taris 9 +(Lﬁ)reakcua|
Sek. pradmuo MGMT 0,8 8,0
~PyroMark”

prisijungimo buferinis 24,2 242,0
tirpalas

Bendrasis tiris 25,0 250,0

2. | kiekvieng ,,PyroMark Q24“ plokstelés Sulinélj pridékite 25 ul atskiesto
sekvenavimo pradmens, kaip nurodyta tyrimo nustatyme (zr. ,,1 protokolas:
»PyroMark Q24“ sistemos nustatymas*, 14 psl.).

Vieng ,PyroMark Q24 plokstelés laikikliy (pateikiamg su ,PyroMark Q24*
vakuumine darbo stotimi) laikykite kambario temperatiroje (15-25 °C) ir
naudokite kaip atramg ruoSdami ir perkeldami plokstele.

3. PGR plokstele (arba juosteles) iS 3 protokolo ir ,PyroMark Q24“ plokstele
padékite ant darbinio stalo (2 pav.).

Uztikrinkite, kad jdedant méginius ploksteliy padétis baty vienoda.

2 pav. PGR plokstelés (arba juosteliy) ir ,,PyroMark Q24 plokstelés déjimas j
vakuumine darbo stot;.
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4. Jjunge vakuumo jungiklj, vakuuminiame jrankyje sukurkite vakuuma.

5. Atsargiai nuleiskite vakuumo jrankio filtravimo zondus j PGR plokstele
(arba juosteles), kad buty sukaupti rutuliukai su imobilizuota matrica.
Palaikykite zondus 15 sekundziy. Bukite atsargus iSimdami vakuuminj
jrankj.

Pastaba: ,Sepharose” rutuliukai greitai nuséda. Rutuliuky kaupimas turi vykti is
karto suplakus.

Jei suplakus plokstele (ar juosteles) praéjo daugiau nei 1 minuté, dar kartg
plakite 1 minute ir tik tada kaupkite rutuliukus.

6. Vakuuminj jrankj perkelkite j lovelj, kuriame yra 40 ml 70 % etanolio
(2 pav.). Filtravimo zondus skalaukite 5 sekundes.

7. Vakuuminj jrankj perkelkite j lovelj, kuriame yra 40 ml denaturacijos tirpalo
(2 pav.). Filtravimo zondus skalaukite 5 sekundes.

8. Vakuuminj jrankj perkelkite j lovelj, kuriame yra 50 ml plovimo buferinio
tirpalo (2 pav.). Filtravimo zondus skalaukite 10 sekundziy.

9. b5 sekundéms pakelkite vakuuminj jrankj aukstyn ir atgal, daugiau nei
90° vertikaliai, kad nuo filtravimo zondy nubégty skystis (3 pav.).

3 pav. Vakuuminio jrankio, pakelto daugiau nei 90° vertikaliai, iliustracija.

10. Kol vakuuminis jrankis laikomas virs ,,PyroMark Q24* plokstelés iSjunkite
ant jrankio esantj vakuumo jungiklj (,,Off (iSjungta)).

11. Nuleide filtravimo zondus j atskiesta sekvenavimo pradmenj ir lengvai
judindami jrankj j Sonus, iSlaisvinkite rutuliukus j ,,PyroMark Q24
plokstele.

Bikite atsargus, kad filtravimo zondais nesubraizytuméte ,PyroMark Q24*
plokstelés pavirSiaus.
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12. Perkelkite vakuuminj jrankj j lovelj su labai iSgrynintu vandeniu (2 pav.) ir
10 sekundziy skalaukite.

13. Filtravimo zondus nuplaukite panardine juos j labai iSgrynintag vandenj
(2 pav.) ir naudodami vakuuma. Nuskalaukite zondus 70 ml labai iSgryninto
vandens.

14. 5 sekundéms pakelkite jrankj aukstyn ir atgal, daugiau nei 90° vertikaliai,
kad nuo filtravimo zondy nubégty skystis (3 pav.).

15. ISjunkite ant jrankio esantj vakuumo jungiklj (,,Off* (iSjungta)) ir padékite
jrankj j laikymo (P) padét;.

16. ISjunkite vakuumo siurblj.

Pastaba: darbo dienos pabaigoje skysciy atliekas ir tirpaly likuCius reikia iSmesti
ir patikrinti, ar ,PyroMark Q24 vakuuminéje darbo stotyje néra dulkiy ir
iSsiliejusiy skysciy (zr. B priedg, 43 psl.)

17. ,,PyroMark Q24“ plokstele su méginiais 2 minutes pakaitinkite 80 °C
temperaturoje naudodami pasildytg ,,PyroMark Q24“ plokstelés laikiklj.

18. ISimkite ,,PyroMark Q24" plokstele i$ karsto plokstelés laikiklio ir padékite
ant antro ,,PyroMark Q24 plokstelés laikiklio, kuris buvo laikomas
kambario temperaturoje (15-25 °C), kad méginiai 10—-15 minu¢€iy austy iki
kambario temperatiiros.

19. Pereikite prie ,,5 protokolas: ,,PyroMark Q24“ tyrimas*, 25 psl.
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5 protokolas: ,,PyroMark Q24" tyrimas

Siame protokole aprasomas ,PyroMark Gold Q24“ reagenty paruo$imas ir jkélimas |
,PyroMark Q24" kasete, tyrimo ,PyroMark Q24“ pradéjimas ir uzbaigimas. ISsamy
apra$a, kaip nustatyti tyrima, rasite ,PyroMark Q24“ naudotojo vadove.

Svarbi informacija pries pradedant

B ISankstinio tyrimo informacijos ataskaitoje, kurig galima rasti meniu , Tools"
(jrankiai) tyrimo nustatymo dalyje (zr. ,1 protokolas: ,PyroMark Q24" sistemos
nustatymas®, 14 psl.), pateikiama informacija apie nukleotidy, fermenty ir
substrato buferinio tirpalo tarj, reikalingg konkreciam tyrimui atlikti.

Pries pradedant atliekami veiksmai
B Jjunkite ,PyroMark Q24"“. Maitinimo jungiklis yra instrumento galinéje dalyje.

Procedira

1. Atskirai istirpinkite sausai uzsaldyty fermenty misinj ir substrato misinj
620 ul vandenyje (H,O, pateikiama).

2. Sumaisykite lengvai pastkuriuodami buteliuka.
Nevartykite!
Norédami uztikrinti, kad miSinys visiSkai istirpo, palikite jj 5—10 minuciy kambario
temperatdroje (15-25 °C). Prie$ uzpildydami ,PyroMark Q24“ kasete, sitikinkite,
kad tirpalas nesudrumstas. Jei reagentai nebus naudojami i$ karto, laikykite juos
sausame lede* arba Saldytuve.

3. Palaukite, kol reagentai ir ,PyroMark Q24“ kaseté atSils iki kambario
temperaturos (20-25 °C).

4. ,,PyroMark Q24“ kasete jdékite taip, kad etiketé buty nukreipta j jus.

5. |kelkite j ,,PyroMark Q24“ kasete atitinkama nukleotidy, fermenty ir
substrato misinio turj, kaip nurodyta 4 pav.

Uztikrinkite, kad | kasete i$ pipetés nepatekty oro burbuliuky.

* Dirbdami su chemikalais, visada dévekite tinkamag laboratorinj chalatg, mavékite
vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra
atitinkamuose Safey Data Sheets (saugos duomeny lapuose) (SDS), kuriuos gali pateikti
produkto tiekéjas.

|
»therascreen MGMT Pyro Kit“ vadovas 2015-03 25



oo

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

26

[ (]

) (s
0@©

sjcie

Etiketé

4 pav. ,,PyroMark Q24“ kasetés iliustracija, vaizdas i$ virSaus. Komentarai atitinka
reagenty buteliuky etiketes. Pridékite fermenty misinio (E), substrato misinio (S) ir
nukleotidy (A, T, C, G) pagal tirio informacijg, pateiktg iSankstinio tyrimo informacijos
ataskaitoje, kurig galima rasti meniu ,Tools” (jrankiai) tyrimo nustatymo dalyje.

Atidarykite kasetés sklende ir jdékite uzpildyta reagenty kasete, kad etiketé
buty nukreipta j iSore. VisiSkai jstime kasete, stumkite jg zemyn.
Jsitikinkite, kad kasetés priekyje matyti linija, ir uzdarykite sklende.
Atidarykite plokstele laikantj réemg ir padékite plokstele ant kaitinimo bloko.
Uzdarykite plokstele laikantj rémg ir instrumento dangt;.

Jterpkite USB atmintine (su tyrimo failu) j instrumento priekyje esancig USB

jungt;j.

NeiStraukite USB atmintinés, kol nesibaigs tyrimas.

Pagrindiniame meniu pasirinkite ,,Run“ (tyrimas) (naudodami « ir v
ekrano mygtukus) ir paspauskite ,,OK“ (gerai).

Naudodami a ir v ekrano mygtukus pasirinkite tyrimo failg.

Norédami perzitréti aplanko turinj, pasirinkite aplankg ir paspauskite ,Select"
(pasirinkti). Norédami grjzti j ankstesnj rodinj, paspauskite ,Back® (atgal).

Pasirinke tyrimo failg, paspauskite ,,Select“ (pasirinkti), kad bity pradétas

tyrimas.

Kai tyrimas bus baigtas ir instrumentas patvirtins, kad tyrimo failas
iSsaugotas USB atmintinéje, paspauskite ,,Close‘ (uzdaryti).

IStraukite USB atmintine.
Atidarykite instrumento dangtj.

Atidarykite kasetés sklende ir keldami j virSy reagenty kasete jg iStraukite.

Uzdarykite sklende.

Atidarykite plokstele laikantj rémg ir iSimkite plokstele iS kaitinimo bloko.
Uzdarykite plokstele laikantj remg ir instrumento dangt;.

ISmeskite plokstele ir iSvalykite kasete, kaip nurodyta su kasete
pateikiamoje produkto instrukcijoje.

ISanalizuokite tyrima, kaip nurodyta ,,6 protokolas: ,,PyroMark Q24“ tyrimo

analizé®, 27 psl.
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6 protokolas: ,,PyroMark Q24" tyrimo analize

Siame protokole aprasoma uzbaigto ,therascreen“ MGMT tyrimo metilinimo analizé
naudojant ,PyroMark Q24“ programine jranga.

Procedura

1. Jterpkite USB atmintine (su apdorotu tyrimo failu) j kompiuterio USB jungtj.

2. Naudodami ,Windows Explorer* perkelkite tyrimo failg iS USB atmintinés j
norima vietg kompiuteryje.

3. Meniu ,File“ (failas) pasirinke ,,Open“ (atidaryti) arba dukart spusteléje
failg (@) nuorody narsykléje, atidarykite tyrimo failg ,,PyroMark Q24
programinés jrangos CpG rezimu.

4. Norédami analizuoti tyrima ir gauti rezultaty apzvalga, spustelékite vieng i$
analizavimo mygtukuy.

om Analizuoti visus Sulinélius.
0}@ Analizuoti pasirinktg Sulinél;.

Analizés rezultatai (metilinimo dazniai) ir kokybés vertinimas rodomas virs
kintamojo padéties ,Pyrogram® kreivéje. Daugiau informacijos, kaip analizuoti
tyrima, rasite ,PyroMark Q24“ naudotojo vadove.

5. Norédami sugeneruoti ataskaita, meniu ,,Reports* (ataskaitos) pasirinkite
,CpG Full Report” (iSsami CpG ataskaita) arba ,,CpG Analysis Results“
(CpG analizés rezultatai).

Pastaba: kad baty gauti patikimi rezultatai, rekomenduojame naudoti atskiras
virsines vir§ 30 RLU. Analizés nustatyme ,required peak height for passed
quality” (bdtinas virSanés aukstis, kad buty tinkama kokybé) nustatykite 30 RLU
(2r. A prieda, 42 psl., ir ,PyroMark Q24“ naudotojo vadovg).

Pastaba: CpG analizés rezultaty ataskaita turi bati naudojama metilinimo
kiekybiniam vertinimui dokumentuoti ir aiskinti. ,Pyrogram® kreivéje pateikti
skaicCiai yra suapvalinti ir nerodo tikslaus kiekybinio vertinimo.

Pastaba: ,Pyrogram® kreivé visada turi bati lyginama su histograma, kurig galima
perziaréti deSiniuoju pelés mygtuku spusteléjus lange ,Pyrogram®. ISmatuotos
virStnes turi atitikti histogramos stulpeliy aukst;.
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Rezultaty aiSkinimas

| kiekvieng tyrimg, kad buty galima palyginti, taip pat rekomenduojama jtraukti DNR
pavyzdj, gautg iS sveiko kraujo donoro.

Bisulfitinés konversijos kontrolé (lange ,Pyrogram® pazymeéta geltonu stulpeliu)
nurodo bisulfitinés konversijos uzbaigtumg. Bisulfitinés konversijos kontrolés signalas
gali nurodyti neuzbaigtg bisulfitine konversijg, dél ko gali bati paveiktas metilinimo
kiekybinis vertinimas ir sugeneruotas jspéjimas.

Tustumo ribos (LOB) reikSmés nurodo metilinimo daznius, gautus i$ sveiky kraujo
donory meginiy su 95 % tikimybe (Zr. 8 lentele ir ,Efektyvumo charakteristikos®,
33 psl.).

8 lentelé. Konkrec€iy metilinimo viety LOB, nustatyta naudojant sveiky kraujo
donory méginius

Padétis LOB (% vienetai)
CpG 1 vieta 15
CpG 2 vieta 1,8
CpG 3 vieta 3,2
CpG 4 vieta 3,4
CpG 1-4 viety vidurkis 2,1

Pastaba: Sios reikSmés pagrjstos tyrimais, kai signalas buvo per 30 santykiniy
Sviesos vienety (RLU), jprastai gautas iS 10 ng DNR, iSskirtos i$ kraujo (matuota
prie$ bisulfitine konversijg). Rekomenduojame, kad metodo efektyvumas bty
patvirtintas laboratorijoje.

|
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Tipiniai rezultatai
Tipiniai ,Pyrogram® rezultatai pateikiami 5—7 pav.
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5 pav. ,,Pyrogram“ kreivé gauta iSanalizavus nemetilintg bisulfitu konvertuota DNR i$
sveiko kraujo donoro méginio. Stulpelis ties 15 paskirstymu nurodo bisulfitinés konversijos
uzbaigimo kontrole.
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6 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus metilintg bisulfitu konvertuota DNR.
Stulpelis ties 15 paskirstymu nurodo bisulfitinés konversijos uzbaigimo kontrole.
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7 pav. ,,Pyrogram“ kreivé, gauta iSanalizavus labai metilintg bisulfitu konvertuota DNR
(metilinta kontroliné DNR, pateikiama). Stulpelis ties 15 paskirstymu nurodo bisulfitinés
konversijos uzbaigimo kontrole.

|
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Trik€iy sSalinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali padéti sprendziant iSkilusias problemas. Daugiau
informacijos rasite masy Techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,Frequently
Asked Questions® (dazniausiai uzduodami klausimai) adresu
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techniniy tarnyby mokslininkai visada
mielai atsako j klausimus apie Siame vadove pateiktg informacijg ir protokolus arba
apie méginiy ir tyrimy technologijas (kontaktiné informacija pateikta virSelyje ir
svetainéje adresu www.giagen.com).

Pastaba: bendrus instrumento trik¢€iy Salinimo bddus rasite ,PyroMark Q24
naudotojo vadove.

Pastabos ir pasitulymai

Signalai kontroléje be matricos (neigiamoje kontroléje)

a) Signalas i$ kity Sulinéliy  Signalas i$ vieno Sulinélio aptinkamas gretimame
Sulinélyje. Stenkités nedéti meéginiy su intensyviu
signalu Salia Sulinéliy, kuriuose yra kontrolé be
matricos.

b) PGR uzterStumas Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais.
MedZziagas, pvz., méginius, kontroles ir
amplifikacijos produktus, laikykite ir ekstrahuokite
atskirai nuo PGR reagenty.

Bloga arba nenumatyta seka

a) Prasta genominés DNR  Dél prastos kokybés genominés DNR gali
kokybé nepavykti PGR. PGR méginius analizuokite
naudodami elektroforetinius metodus
(pvz., ,QlAxcel®™ sistema ar agarozés gelio
elektroforeze).
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Pastabos ir pasitilymai

Rezultatas ,,Check* (patikrinkite) arba ,,Failed“ (nepavyko)

a) Mazas virSineés aukstis  Mazos virSunés gali bati dél PGR nustatymo klaidy
apdorojimo arba méginiy ruoSimo pries
,Pyrosequencing®.

Svarbu, kad vakuuminiu jrankiu méginiai bty
visiSkai surinkti. Vakuuminj jrankj stenkités létai
nuleisti j meginius ir pasirdpinkite, kad
imobilizavimo PGR plokstelés ar juosteliy
geometriné forma leisty visiSkai surinkti méginius.

Reguliariai tikrinkite filtravimo zondy veikima, kaip
apraSyta ,PyroMark Q24 naudotojo vadove, ir, jei
reikia, pakeiskite filtravimo zondus.

Jei yra jspéjimas ,Check” (patikrinkite), atidziai
palyginkite ,Pyrogram® kreive su histograma, kurig
galima perziaréti deSiniuoju pelés mygtuku
spusteléjus lange ,Pyrogram®. Jei iSmatuotos
virsStinés atitinka histogramos stulpeliy aukstj,
rezultatas yra tinkamas. Kitu atveju
rekomenduojama pakartotinai istirti megin;.

b) Rodomas jspéjimo Jsitikinkite, kad “Allowed percentage for passed
praneSimas quality” (leidziamas procentas, kad baty tinkama
,2Uncertain/Failed kokybé) ir “Allowed percentage for check quality”
bisulfite conversion at (leidZiamas procentas, kad baty tinkama patikros
dispensation: 15“ kokybé) reikSmés nustatytos atitinkamai 7,0 ir 10,0.

(Neaisku / nepavyko
bisulfitiné konversija ties
paskirstymu: 15)

Pastaba: jei nurodoma ,,Check” (patikrinkite) arba
,Failed“ (nepavyko) kokybés jvertinimas, bisulfitiné
konversija nebuvo baigta, o tai gali turéti jtakos
metilinimo kiekybiniam vertinimui.

Rekomenduojama naudoti QIAGEN ,EpiTect
Bisulfite Kit* (kat. Nr. 59104), ,EpiTect Plus FFPE
Bisulfite Kit“ (kat. Nr. 59144) arba ,EpiTect Plus
DNA Kit* (kat. Nr. 59124) ir grieZtai laikytis
konversijos protokolo.
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Pastabos ir pasitilymai

Didelis fonas

a) Netinkamai laikomi Nukleotidus laikykite 2—8 °C temperatiaroje. Laikant
nukleotidai nuo —10 iki —25 °C gali padidéti fonas.

b) Trumpas méginiy Méginius ,PyroMark Q24“ plokstelés laikiklyje 10—
ausinimo laikas pries 15 minuciy laikykite kambario temperataroje.
,Pyrosequencing* Netrumpinkite ausinimo laiko.
analize

c) UzterSta kaseté Kruop$ciai iSvalykite kasete, kaip aprasyta

produkto instrukcijoje. Kasete laikykite vietoje,
apsaugotoje nuo Sviesos ir dulkiy.

Néra teigiamy kontroliy signaly

a) Fermenty ir substrato Jsitikinkite, kad ,PyroMark Q24“ kaseté pripildyta,
miSinio nepakanka kaip nurodyta meniu ,Tools” (jrankiai) dalyje ,Pre
visiems Sulinéliams Run Information® (iS8ankstinio tyrimo informacija).

b) Reagentai laikomiarba  ,therascreen” reagentus paruoskite, kaip nurodyta
atskiesti netinkamai instrukcijose, pateiktose ,5 protokolas:
.PyroMark Q24" tyrimas*, 25 psl.

c) PGR ar méginiy Signalo gali nebiiti dél PGR nustatymo klaidy
paruoSimo klaida apdorojimo, PGR ciklo prietaiso programavimo ar
meginiy ruosimo prie$ ,Pyrosequencing“ analize.
Reguliariai tikrinkite filtravimo zondy veikima, kaip
aprasyta ,PyroMark Q24 naudotojo vadove, ir, jei
reikia, pakeiskite filtravimo zondus. Pakartokite
PGR ir ,Pyrosequencing“ analize.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
stherascreen MGMT Pyro Kit“ partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas,
siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe.

Apribojimai

laboratoriniais rezultatais.

Naudotojas atsako uz sistemos efektyvumo tikrinima, jei laboratorijoje atliekamos
proceddaros, kuriy neapima QIAGEN efektyvumo tyrimai.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Efektyvumo charakteristikos

Tustumo ribos

Tustumo riba (LOB, 9 lentelé) nustatyta iSanalizavus keturias CpG vietas naudojant
Jtherascreen MGMT Pyro Kit“ ir DNR méginius, gautus i$ sveiky kraujo donory,
atsizvelgiant j Klinikiniy ir laboratoriniy standarty instituto (CLSI) rekomendacijg
EP17-A ,Aptikimo riby nustatymo ir kiekybinio jvertinimo riby protokolas; patvirtinta
rekomendacija“. a ir f klaidy (atitinkamai klaidingai neigiama ir klaidingai teigiama)
buvo nustatyta 5 %.

LOB reikSmés nusako metilinimo daznius, gautus i$ sveiky kraujo donory méginiy,
tikimybé 95 %.

9 lentelé. Konkrec€iy metilinimo viety LOB, nustatyta naudojant sveiky kraujo
donory méginius

Padétis LOB (% vienetai)
CpG 1 vieta 15
CpG 2 vieta 1,8
CpG 3 vieta 3,2
CpG 4 vieta 3,4
CpG 1-4 viety vidurkis 2,1

Pastaba: rekomenduojama, kad metodo efektyvumas baty patvirtintas laboratorijoje.

LinijiSkumas

LinijiSkumas nustatytas naudojant nemetilintos ir metilintos bisulfitu konvertuotos
genominés DNR i§ ,EpiTect” PGR kontrolinés DNR rinkinio (kat. Nr. 59104) miSinius
ir lygiagrec€iai naudojant plazmidziy miSinius, kuriuose buvo atitinkama bisulfitu
konvertuota nemetilinto ir metilinto méginio seka (t. y. atitinkamai turintys C ir

T nukleotidy CpG vietose). Genominés DNR ir plazmidés atitinkamai buvo
sumaisytos tokiomis proporcijomis, kad baty gauta dvylika metilinimo lygiy (0, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ir 100 %). Kiekvienas miSinys iSanalizuotas naudojant
tris skirtingas ,therascreen MGMT Pyro Kit* partijas atlikus ,Pyrosequencing® tyrimus
ir po tris kiekvieno jy pakartojimus.

Rezultatai (kiekvieno mutacijos lygio n = 9) iSanalizuoti atsizvelgiant j CLSI
rekomendacijg EP6-A ,Kiekybinio matavimo procedury linijiSkumo jvertinimas:
statistinis pozitris; patvirtinta rekomendacija“ naudojant ,Analyse-it™ programinés
jrangos versijg v2.21 (,Analyse-it Software®, Ltd., JK) ir pateikti 8 ir 9 pav. (CpG 1-
4 viety metilinimo vidurkiai kaip matricg naudojant genomine arba plazmidziy DNR).

|
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Kiekvienos atskiros metilinimo vietos ir keturiy metilinimo viety vidurkio titame
intervale nuo 0 iki 100 % metilinimo lygio rezultatai buvo linijiniai su leidziamu 5 %
vienety nelinijiSkumu.
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% metilinta genominé DNR (remiantis OD,g0)

8 pav. CpG 1-4 viety metilinimo, naudojant ,,Epitect” kontrolinés DNR misinius,
vidurkio linijiSkumas.
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9 pav. CpG 1-4 viety metilinimo, naudojant plazmidziy DNR miSinius, vidurkio
linijiSkumas.

|
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Tikslumas

Naudojant tikslumo duomenis galima nustatyti bendrg tyrimo kintamuma. Sie
duomenys gauti trimis skirtingai lygiais analizuojant anksCiau minétus genominés ir
plazmidzZiy DNR miSinius ir po tris jy pakartojimus.

Pasikartojamumas (tyrimo viduje ir tarp jvairiy partijy) apskai€iuotas remiantis
linijiskumo nustatymo duomenimis (vieng dieng buvo atlikti trys tyrimai naudojant
jvairias ,therascreen MGMT Pyro Kit" partijas). Vidutinis tikslumas (kintamumas
vienoje laboratorijoje) buvo nustatytas per tris skirtingas dienas vienoje laboratorijoje
atlikus tris tyrimus, kuriuos atliko trys skirtingi operatoriai naudodami skirtingus
,PyroMark Q24" instrumentus ir skirtingas ,therascreen MGMT Pyro Kit* partijas.
Atkartojamumas (kintamumas vienoje laboratorijoje) buvos apskaiciuotas atlikus du
tyrimus vidinéje ir iSorinéje laboratorijoje, naudojant jvairias ,therascreen MGMT Pyro
Kit“ partijas.

Tikslumo apskai€iavimas iSreikstas kaip CpG 1-4 viety metilinimo daznio standartinis
nuokrypis nuo iSmatuoto vidurkio % vienetais (10 ir 11 lentelés). Pasikartojamumas,
vidutinis tikslumas ir atkartojamumas naudojant genominés DNR miSinius atitinkamai
buvo 0,5-4,3, 0,4-4,0 ir 0,4-4,4 % vienety metilinimo lygio matavimo intervale 0—
100 %. Panasus rezultatai gauti ir naudojant plazmidziy DNR miSinius

(Zr. 11 lentele).
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10 lentelé. CpG 1-4 viety metilinimo, naudojant ,,Epitect“ kontrolinés DNR
misinius, vidurkio tikslumas*.

%Em_e_lt_ilintt“a Pasikartojamumas t\_/kidlutmis Atkartojamumas
I,(’or?tlrt;alfné _ _ _ | S e _ _
DNR! Vidurkis ~ SD¥  Vidurkis  SD  Vidurkis  SD
0 2,4 0,5 2,2 0,4 2,6 0,7
5 7,1 2,7 17,7 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 1,9 62,8 2,1 61,2 2,9
80 68,6 3,1 69,4 3,1 66,9 3,4
90 80,6 3,3 79,5 2,2 77,0 4,3
100 90,8 1,2 91,7 2,1 90,0 1,9

* Visos reikSmes pateiktos % vienetais.
T Remiantis OD,g, matavimu.

* SD: standartinis nuokrypis (pasikartojamumo ir vidutinio tikslumo n = 9, atkartojamumo
n=12).
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11 lentelé. CpG 1-4 viety metilinimo, naudojant plazmidziy DNR misSinius,
vidurkio tikslumas*.

PIazDrEEiiq Pasikartojamumas t\llklg qutm:s Atkartojamumas
misinys . : : : . :

(%) Vidurkis ~ SD*  Vidurkis ~ SD  Vidurkis  SD
0 11 0,2 1,0 0,1 1.1 0,3
5 8,6 1,4 8,3 11 10,2 3,0
10 15,7 19 151 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 11 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

* Visos reikSmes pateiktos % vienetais.

T Remiantis OD.g matavimu. 0-100 % reik§meés nurodo plazmidziy, CpG vietose turingiy C
nukleotidy (reiSkia metilintus C nukleotidus), proporcijg miSinyje, kuriame yra plazmidziy,
CpG vietose turin€iy T nukleotidy (Zymi nemetilintus C nukleotidus).

* SD: standartinis nuokrypis (pasikartojamumo ir vidutinio tikslumo n = 9, atkartojamumo
n=12).
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Diagnostinis jvertinimas

stherascreen MGMT Pyro Kit“ buvo jvertintas lyginant su Sangerio sekvenavimu.
DNR buvo ekstrahuota i§ 100 formalinu fiksuoty parafine esanciy (FFPE) auglio
méginiy, gauty iS glioblastomos, ir iSanalizuota dél metilinimo keturiose CpG vietose
naudojant ,therascreen MGMT Pyro Kit".

DNR buvo iSskirta naudojant ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit" ir konvertuota bisulfitu
naudojant ,Epitect Bisulfite Kit“. ,PyroMark Q24" instrumentu, naudojant ,therascreen
MGMT Pyro Kit“, buvo atlikta ,Pyrosequencing“ analizé, o naudojant ,ABI™ 3130
Genetic* analizatoriy — Sangerio sekvenavimas.

Sangerio sekvenavimu iSanalizavus 100 méginiy, metilinimo biseng pavyko nustatyti
49 meéginiuose, o naudojant ,therascreen MGMT Pyro Kit* metilinimo lygj pavyko
nustatyti visuose méginiuose. Atlikus ,Pyrosequencing“ analize, 1-74 % metilinimo
lygiai buvo aptikti 100 méginiy (10 pav.). Atskiry viety metilinimo lygiy pasiskirstymas
pateiktas 11 pav.

80 A
70 4
60 A
50 ~
40 -
30 ~
20 A

10 A

CpG 14 viety metilinimo vidurkis
(% vienetais)

0+
1 100

Méginio numeris

10 pav. CpG 1-4 viety metilinimo vidurkis, gautas iS 100 glioblastomos méginiy
naudojant ,,therascreen MGMT Pyro Kit“. Méginiai surtSiuoti didéjancio metilinimo
lygio tvarka.
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Méginiai sugrupuoti pagal CpG 1-4 viety metilinimo vidurkj

11 pav. Atskiry CpG viety metilinimo pasiskirstymas, gautas is 100 glioblastomos
méginiy naudojant ,,therascreen MGMT Pyro Kit“. Méginiai sugrupuoti pagal CpG 1-

4 viety metilinimo vidurkj. Blokai vaizduoja virSutinj ir apatinj kvartilius (25-as ir 75-as
procentilis), atskirtus mediana (50-tu procentiliu, pavaizduotu horizontalia linija). Duomenys,
nepatenkantys j §j intervalg, rodomi kaip ,Usai“ ir iSsiskiriantieji stebéjimai, kaip nurodyta
diagramos legendoje. IQR: tarpkvartilinis intervalas.

Norint palyginti metodus, ,Pyrosequencing” analizés rezultatams, naudojant

5 % vienety CpG 1-4 viety metilinimo vidurkj kaip galutine reikSme, buvo priskirta
bdsena ,Nemetilinta“ arba ,Metilinta“, o Sangerio sekvenavimo rezultatai bisenai
,Nemetilinta“ arba ,Metilinta“ buvo priskirti rankomis.

Atlikus Sangerio sekvenavimg trisdeSimt du méginiy buvo nustatyti kaip metilinti.
Visais atvejais metilinimo bldseng buvo galima atkartoti naudojant ,therascreen
MGMT Pyro Kit“. Atlikus ,Pyrosequencing“, dar du papildomi méginiai buvo nustatyti
kaip metilinti, o atliekant Sangerio sekvenavimg metilinimas nebuvo aptiktas. IS

19 nemetilinty méginiy, kaip nustatyta atlikus Sangerio sekvenavimg, 17 méginiy taip
pat nustatyti kaip nemetilinti naudojant ,therascreen MGMT Pyro Kit“. Rezultatai
pateikiami 12 lenteléje.

ISskyrus méginius, kuriy nepavyko iSanalizuoti naudojant Sangerio sekvenavimag,
stherascreen MGMT Pyro Kit“ ir Sangerio sekvenavimo metodai pateiké 96 %
rezultaty nuoseklumg (12 lentelé).
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12 lentelé. ISanalizuoty glioblastomos méginiy 1-4 viety metilinimo analizés

rezultatai

— Sangerio sekvenavimas

(% Nemetilinta Metilinta Nezinoma IS viso

S

< v Nemetilinta 17 0 18 35
o

S5 Metilinta 2 32 31 65

o a

g Nezinoma 0 0 0 0

= IS viso 19 32 49 100

Pastaba: atliekant visus efektyvumo charakteristiky nustatymo tyrimus, signalas

buvo vir§ 30 RLU, jprastai gautas i8 10 ng DNR, i8skirtos i$ kraujo (matuota pries
bisulfitine konversijg).

Literatura

QIAGEN palaiko didele, atnaujinamg internetine moksliniy publikacijy apie QIAGEN
produkty utilizavimg duomeny baze. Naudojant iSsamios paieSkos parinktis galima
rasti reikiamus straipsnius, ieSkant tiesiog pagal raktinj Zodj arba nurodant pritaikymo
sritj, moksliniy tyrimy sritj, pavadinimg ir kt.

Norédami pamatyti visg literatlros sgrasg, apsilankykite internetinéje QIAGEN
literatiros duomeny bazéje adresu www.qgiagen.com/RefDB/search.asp arba
kreipkités | QIAGEN technines tarnybas ar vietinj platintoja.
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Simboliali

<N> Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> testams atlikti

Tinka iki

£d <

,In vitro“ diagnostikos medicinos prietaisas

Katalogo numeris

BB

Serijos numeris

MAT Medziagos numeris

COMP Komponentai

CONT Sudétyje yra

NUM Numeris

Natrio hidroksidas
GTIN Visuotinis prekinio vieneto numeris

Temperattros apribojimai

Gamintojas

EL%IE

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite misy
Techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support arba skambinkite
vienam i§ musy QIAGEN Techninio aptarnavimo skyriy ar vietiniy platintojy (zr. virselj
arba apsilankykite www.giagen.com).

|
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A priedas: MGMT tyrimo nustatymas

Prie$ pirma kartg atliekant MGMT tyrima, reikia nustatyti analizés failg. Nustatykite
MGMT analize naudodami ,PyroMark Q24“ programine jranga, kaip aprasyta toliau.

Procediira

1. Jrankiy juostoje spustelékite = ir pasirinkite ,,New CpG Assay*“ (naujas CpG
tyrimas).

2. Lauke ,,Sequence to Analyze“ (analizuotina seka) jrasykite:
YGAYGTTYGTAGGTTTTYGT

3. Ranka jveskite Sig ,,Dispensation Order” (paskirstymo tvarka):
GTCGTATCAGTCGTCATGTTCG

4. Spustelékite skirtuka ,,Analysis Parameters“ (analizés parametrai) ir
padidinkite ,,Peak Height Threshold - Required peak height for Passed
quality:“ (virSanés aukscio riba — butinas virSunés austis, kad buty tinkama
kokybeé:) iki 30.

5. Skirtuke ,,Analysis Parameters‘ (analizés parametrai) nustatykite ,,Allowed
percentage for passed quality“ (leidziamas procentas, kad buty tinkama
kokybé) ir ,,Allowed percentage for check quality” (leidziamas procentas,
kad buty tinkama patikros kokybé) reikSmes atitinkamai 7,0 ir 10,0.

6. Jrankiy juostoje spustelékite H ir iSsaugokite tyrima kaip ,,MGMT*.

12 pav. MGMT tyrimo histograma. Stulpelis ties 15 paskirstymu nurodo bisulfitinés
konversijos uzbaigimo kontrole.
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B priedas: atlieky konteinerio ir loveliy istustinimas

ISPEJIMAS | Pavojingi chemikalai

Denatdracijos tirpale, naudojamame vakuuminéje darbinéje
stotyje, yra natrio hidroksido, kuris dirgina akis ir oda.

Visada muvekite apsaugines pirstines, dévekite apsauginius
akinius ir laboratorinj apsiaustsg.

Atsakingas asmuo (pvz., laboratorijos vadovas) turi imtis batiny
atsargumo priemoniy, kad uztikrinty darbo vietos saugg ir
apsaugoty instrumento operatorius nuo toksiniy medziagy
pavojingy lygiy poveikio, kaip nurodyta taikomuose medziagos
saugos duomeny lapuose (SDS) arba OSHA*, ACGIH" ar
COSHH?* dokumentuose.

Gary védinimas ir atlieky iSmetimas turi bati atliekami atsizvelgiant
j vietinius ir Salies sveikatos ir saugos reikalavimus ir teisés aktus.

* OSHA: Profesinés saugos ir sveikatos administracija (Jungtinés Amerikos Valstijos)

T ACGIH: Amerikos vyriausybiniy pramonés higienisty konferencija (Jungtinés Amerikos
Valstijos)

* COSHH: Pavojingy sveikatai medziagy kontrolé (Jungtiné Karalyste)

Uztikrinkite, kad baty laikomasi Salies ir vietiniy laboratorijos atlieky iSmetimo
aplinkos apsaugos reikalavimy.

Svarbi informacija prie$ pradedant

M Siam protokolui reikalingas labai isgrynintas vanduo.

Procedira

B1. Jsitikinkite, kad vakuuminiame jrankyje néra vakuumo. |sitikinkite, kad
iSjungtas (,,Off“) vakuumo jungiklis ir iSjungtas vakuumo siurblys.

B2. Pasalinkite visg loveliuose likusj skystj.

B3. ISskalaukite lovelius labai iSgrynintu vandeniu arba, jei reikia, juos
pakeiskite.

B4. IStustinkite atlieky konteiner;j.
B5. Dangtelj galima nuimti neatjungus vamzdeliy.

B6. Jei reikia iSvalyti vakuumine darbo stotj (pvz., susikaupus dulkéms ar
iSsiliejus skysc¢iuy), vykdykite ,,PyroMark Q24* naudotojo vadove pateiktus
nurodymus.
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
therascreen MGMT 48 reakcijoms ,PyroMark Q24* 971061
Pyro Kit (48) sistemomis: sekvenavimo
pradmenys, PGR pradmenys,
metilinta kontroliné DNR,
.PyroMark“ PGR pagrindinis
misinys, ,CoralLoad” koncentratas,
,PyroMark*“ susiejimo buferinis
tirpalas, ,PyroMark® prisijungimo
buferinis tirpalas, ,PyroMark®
denatuaracijos tirpalas, ,PyroMark®
plovimo buferinis tirpalas, fermenty
misinys, substrato misinys,
dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP ir
H.O
Priedai
PyroMark Q24 24 Sulineliy sekvenavimo reakcijos 979301
Plate (100) plokstele
PyroMark Q24 Nukleotidy ir reagenty paskirstymo 979302
Cartridge (3) kasetés
PyroMark Vacuum .PyroMark® vakuuminés darbo 979010
Prep Filter stoties Q96 ir Q24 daugkartiniai
Probe (100) filtravimo zondai
PyroMark Control Skirta sistemos diegimo patikrai 979303
Oligo
PyroMark Q24 Skirta sistemos efektyvumui tikrinti 979304
Validation Oligo
Susije produktai
PyroMark Q24 MDx 24 méginiy lygiagreciai atliekamos 9001513
.Pyrosequencing” analizés seka
pagrjsta aptikimo platforma
PyroMark Q24 24 méginiy lygiagreciai atliekamos 9001514
,Pyrosequencing” analizés seka
pagrjsta aptikimo platforma
PyroMark Q24 MDx Vakuuminé darbo stotis (220 V), 900151 7*
Vacuum Workstation  lygiagrecCiai paruosSianti 9001515

* Tik JK.

24 méginius nuo PGR produkto iki
vienos gijos matricos

T Likusiose pasaulio $alyse.
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Produktas Turinys Kat. Nr.
PyroMark Q24 Vakuuminé darbo stotis (220 V), 9001518
Vacuum Workstation  lygiagreciai paruoSianti

24 méginius nuo PGR produkto iki

vienos gijos matricos
PyroMark Q24 MDx Taikomoji programiné jranga 9019063
Software
PyroMark Q24 Analizés programiné jranga 9019062
Software
QIAamp DNA FFPE 50 DNR paruos.: 50 ,QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute®™ cilindry, proteinazé K,

buferiniai tirpalai, surinkimo

mégintuveliai (2 ml)
EZ1 DNA Tissue 48 paruos.: reagenty kasetés 953034
Kit (48) (audinys), vienkartiniai filtry

antgaliai, iSmetami antgaliy

laikikliai, méginiy mégintuveliai

(2 ml), iSplovimo mégintuvéliai

(1,5 ml), buferinis tirpalas G2,

proteinazé K
QIAamp DSP DNA 50 paruos.: ,QlAamp” sukimo 61104
Blood Mini Kit minicilindrai, buferiniai tirpalai,

reagentai, mégintuvéliai,

,VacConnector® jungtys
EpiTect Bisulfite Kit 48 paruos.: ,EpiTect” bisulfito 59104

sukimo cilindrai, reakcijos misinys,

DNR apsaugos buferinis tirpalas,

RNR nesiklis, buferiniai tirpalai
EpiTect Plus FFPE 48 paruos.: ,MinElute® DNR sukimo 59144
Bisulfite Kit cilindrai, bisulfito miSinys, DNR

apsaugos buferinis tirpalas, RNR

nesiklis, buferiniai tirpalai,

deparafinizavimo tirpalas, lizés

buferinio tirpalo FTB
EpiTect Plus DNA 48 paruos.: ,MinElute“ DNR sukimo 59124

Bisulfite Kit

cilindrai, bisulfito miSinys, DNR
apsaugos buferinis tirpalas, RNR
nesiklis, buferiniai tirpalai
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EpiTect PCR Control  Zmogaus kontrolinés DNR rinkinys 59695
DNA Set (100) (yra tiek bisulfitu konvertuota

metilinta ir nemetilinta DNR, tiek

nekonvertuota nemetilinta DNR),

skirtas 100 kontroliniy PGR

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry produkty garantiniy
jsipareigojimy atsisakymai pateikti atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba
naudotojo vadove. QIAGEN rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti adresu
www.giagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar vietinio
platintojo.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
46 »therascreen MGMT Pyro Kit“ vadovas 2015-03



Prekiy Zenklai: QIAGEN®, QlAamp®, QIAxcel®, BioRobot®, CoralLoad®, EpiTect®, EZ1®, HotStarTaq®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®, PyroMark®,
Pyrosequencing®, therascreen® (,QIAGEN Group*); ABI™ (,Life Technologies®); Analyse-it® (,Analyse-it Software”, Ltd., JK); MiIIi-Q® (,Millipore
Corporation®); Sepharose® (,GE Healthcare*); Variomag® (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (,Microsoft Corporation®).

Ribotoji licenciné sutartis

Sio produkto naudojimas reigkia ,therascreen MGMT Pyro Kit* pirkéjo ar naudotojo sutikimg su Siomis sglygomis:

1.

o M w DN

Ltherascreen MGMT Pyro Kit“ galima naudoti tik vadovaujantis ,MGMT Pyro“ vadovu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN
nesuteikia jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio rinkinio komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais
komponentais, i§skyrus aprasytus ,MGMT Pyro“ vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com.

I18skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy $aliy teisiy.
Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti viena karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.
QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreiksty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiSkiai nurodytas licencijas.

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmuy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus
draudziamus veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo
ir teismo iSlaidas, jskaitant iSlaidas advokatams, pateikusi ieSkinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir
(arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo intelektine nuosavybe.

© 2015 QIAGEN, visos teisés saugomos.



www.qiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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