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Alkalmazasi terulet

A QIAsure Methylation Test egy multiplex real-time metilacié-specifikus PCR assay a
FAM19A4 és a hsa-mir124-2 gén promoter hipermetilacidjanak kimutatasara. A QlAsure
Methylation Test alkalmazasaval az alabbi modszerekkel levett mintakbdl izolalt, biszulfit-
konvertalt DNS vizsgalata végezhets el:

e A digene® HC2 DNA Collection Device eszkézzel nyert (orvos altal vett) méhnyaki
mintak

e Kefe vagy seprii tipusu eszk6zzel vett és PreservCyt® Solution folyadékba helyezett
(orvos altal vett) méhnyaki mintak

e Kefe vagy sepri tipusu eszkdzzel vett hiivelyi mintak (a beteg sajat maganak veszi le)

Hasznalati javallatok:

1. Utankovetd tesztként, pozitiv human papillomavirus (HPV) teszttel rendelkezé
néknél annak megallapitasahoz, hogy beutalét kell-e adni kolposzképos vagy
egyéb utankdvet6 eljarasok elvégzésére.

2. Utankdvetd tesztként, olyan ndknél, akiknél a méhnyakkenet vizsgalata ismeretlen
jelentéségl atipusos laphamsejtek (atypical squamous cells of undetermined
significance, ASC-US) jelenlétét igazolta, annak megallapitdsahoz, hogy beutalét
kell-e adni kolposzkdpos vagy egyéb utankdvetd eljarasok elvégzésére.

A termék az in vitro diagnosztikai eljarasokban, molekularis biolégiai technikékban és a
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System kezelésében jartas professzionalis felhasznaldk,
példaul technikusok és laborasszisztensek altali hasznalatra szolgal.
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Osszefoglalas és magyarazat

A DNS-metilacié a magasabb rendl organizmusok normal fejlddéséhez fontos biokémiai
folyamat (1). A folyamat soran egy metilcsoport kerilil hozzaadasra a citozin nukleotid
pirimidingydrijének 5. pozicidjaban. Emellett az abnormalis DNS-metilaciés mintazatok
fontos szerepet jatszanak a karcinogenezisben. A FAM19A4 és/vagy hsa-mir124-2 gének
promoter-hipermetilaciojat mutattak ki tdbb human rakbetegségben és rakos
sejtvonalakban, beleértve a méhnyakrakot és az endometridlis rékot (2—6). A gazdasejt
promoter metilacio elemzése specifikusan kimutatja a rakbetegségeket és az ugynevezett
.elérehaladott” cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN) léziokat, amelyek
rakbetegségszerli metilacios profilt mutatnak, és amelyeknél rovid tavon magas a
rakbetegséghez vezet6 progresszié kockazata (3, 7, 8, 10). A QlAsure assay lehetévé teszi
a FAM19A4 és hsa-mir124-2 gének promoter-hipermetilaciéjanak kimutatasat méhnyaki
vagy huvelyi mintakbdl izolalt, biszulfit-konvertalt DNS-ben, az ACTB (béta-aktin) gént
hasznélva a minta belsé minéség-ellenérzésekeént.

Az eljaras elve

A QlAsure Methylation Test egy multiplex real-time PCR teszt, amely a FAM19A4 és
a hsa-mir124-2 tumorszuppresszor gének metilalt promoter régidit és egy referenciagén
metilaciora nem specifikus fragmentumat amplifikalja. A készletben 2 csé QlAsure Master
Mix és 2 csé QlAsure Calibrator talalhatd. A mesterkeverék a klinikai mintakbol készitett,
biszulfit-konvertalt DNS amplifikacidjara szolgal. A mesterkeverék a célgének primereit és
probait, valamint a minta bels6 min&ség-ellenérzéseként szolgald referenciagént
tartalmazza. A kalibrator a FAM19A4, hsa-mir124-2 és ACTB amplikonok szekvenciait
tartalmazé linearizalt plazmid.
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Az eljaras munkafolyamata

Klinikai minta

Nukleinsav-izolacio

DNS anyag

meghatarozasa

Biszulfit-kezelés

QlAsure tesztelés

Ertelmezés a Rotor-Gene AssayManager szoftverrel

A QIAsure assay a Rotor-Gene Q MDx készllléken fut, és a Rotor-Gene AssayManager®
szoftver automatikusan elvégzi az adatok elemzését és értelmezését. A Cr-érték (ciklus
kiiszobérték) a hattértél megkilonboztethetd fluoreszcens jel észleléséhez szilkséges
PCR-ciklusok szamat képviseli, ami korrelaciét mutat a mintaban jelen 1évé célmolekulak
szamaval. A QlAsure assay a FAM19A4 vagy hsa-mir124-2 célgének Cr-értéke és a
referenciagén (ACTB) Cr-értéke kozotti kulonbségként szamitja ki a ACr értékét. Ez a ACt
a FAM19A4 vagy a hsa-mir124-2 gén promoter-metilacios szintjének relativ kvantitativ
értéke. A normalizéldshoz a kalibratorminta ACr-értékét kivonjadk a FAM19A4 vagy
a hsa-mir124-2 célgének ACt-értékébdl, ami a AACt-értéket eredményezi (9). A kalibrator
egy standardizalt, alacsony képiaszamu plazmid DNS-minta, amelyben ismert a harom
célgén (tehat a FAM19A4, hsa-mir124-2 és ACTB) kdpiaszama.
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Szallitott anyagok

A kit tartalma

QIlAsure Methylation Test 72
Katalogusszam 616014
Reakciék szama 72
QlAsure Master Mix (mestermix) (2 csé) Barna szin( 630 pl
QlAsure Calibrator (kalibrator) (2 csé) Atlatsz6 szinii 25 pl
QIAsure Methylation Test hasznalati ttmutato (kézikdnyv) 1

Szukseéges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelel laboratériumi kopenyt, egyszer
hasznalatos kesztyiit és véddszemiiveget. Tovabbi informacidkat a megfelelé biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheet, SDS) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartojatol
szerezhetdk be.

A beteg altal levett mintak el6készitéséhez valo fogydeszkdzok és reagensek

e Hologic PreservCyt® Solution

A biszulfit-konverzidhoz sziikséges fogyoeszkdzok és reagensek

Az igazolt biszulfit-konverzids készletek kdzé tartoznak az alabbiak:

® EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, katalogusszam: D5001 vagy
katalégusszam: D5002)

e EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, katalégusszam: 59720)

QlAsure Methylation Test hasznalati utmutaté (kézikényv) 06/2019 7



Fogyoeszkozok a Rotor-Gene Q MDx készillékhez

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (katalégusszam: 981103)

e Tisztitott viz (pl., molekularis biolégiai munkahoz alkalmas minéség(, desztillalt vagy
ionmentes)

Eszk6zok

e PCR-hez valo, allithaté pipettak* (1—10 pl; 10—100 pl)

e FEgyszer hasznalatos keszty(

e Asztali centrifuga®, > 10 000 rpm sebesség(

e \Vortex keveré*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kataldgusszam: Q33216), NanoDrop® 3300

Fluorospectrometer (Thermo Fisher Scientific, kataldgusszam: ND-3300), vagy
egyenértéki*

Real-time PCR-hez szlkséges eszkdzok

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (kataldgusszam: 9002033) vagy Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM készlilék (kataldgusszam: 9002032)1

Rotor-Gene AssayManager Core Application 1.0.x szoftververzié (ahol az x legalabb 4)

Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in beéptilé modul telepitve, 1.0.x verzié (ahol
az x legalabb 1)

QlAsure Assay Profile (az AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fajlbol) (ahol az Y
legalabb 1) az orvosok altal vett méhnyaki mintakbdl nyert és biszulfit-konvertalt DNS-

en alapulé6 alkalmazashoz

* Ellendrizze, hogy a miiszerek a gyartd ajanlasai szerint rendszeresen lettek-e ellenérizve és kalibralva.
1 2010. janudr vagy annal késébbi gyartasi datumud Rotor-Gene Q 5plex HRM késziilék. A gyartasi datum a késziilék

hatoldalan talalhato sorozatszamrol olvashaté le. A sorozatszam formatuma ,hhéészszsz”, ahol a ,hh” a
szamjegyekkel jeldlt gyartasi honapot jelzi, az ,é€” a gyartas évének utolsé két szamjegyét jelzi, az ,szszsz” pedig
egy egyedi készllékazonosito.
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® QlAsure self-collected brush specimen Assay Profile (az
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap fajlbdl) (ahol az Y legalabb 0) az otthoni
mintavétellel vett hlivelyi kaparékmintakbol nyert és biszulfit-konvertalt DNS-en alapulo

alkalmazashoz
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Figyelmeztetések és ovintézkedesek

Csak in vitro diagnosztikai célra.
Biztonsagi informaciok

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfeleld laboratériumi kdpenyt, egyszer hasznalatos
kesztylt és védészemiiveget. Tovabbi informacidkat a megfelel6 biztonsagi adatlapok (Safety
Data Sheet, SDS) tartalmaznak. Ezek elérheték online, a www.qgiagen.com/safety weboldalon,
jol kezelhet6, kompakt PDF formatumban; a weboldalon megtalalhatd, megtekinthetd és
kinyomtathato az egyes QIAGEN® kitek és a kitben talalhaté komponensek biztonsagi adatlapja.

QIASURE MASTER MIX

Tartalmazott anyag: 1,2,4-triazol: Vigyazat! Kérosithatia a
termékenységet vagy a sziletendd gyermeket. Védbkesztyl/

védoéruha/szemvéd6/arcvédd hasznalata kotelezo.

Altalanos 6vintézkedések

A PCR-tesztek alkalmazasakor be kell tartani a helyes laboratériumi gyakorlatot, ami
magaban foglalja a molekularis biologiai célra készilt, valamint a vonatkoz6
szabalyozasoknak és a megfeleld szabvanyoknak megfelelé berendezések karbantartasat.

Mindig tartsa szem elétt az alabbiakat:

® A mintak kezelésekor viseljen egyszer hasznalatos, hintépormentes véddkeszty(it,

laboratériumi kdpenyt és védészemiveget.
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e Ovja meg a mintat és a kitet a mikrobialis és nukleaz (DN-az) szennyez6désektol.
A DN-az a DNS-templat lebomlasat idézheti eld.

e Kerllje a DNS, illetve a PCR-termék el6z6 vizsgalati anyaggal torténd szennyezését
(atszennyezés), mivel az alpozitiv jelet eredményezhet.

® Minden esetben hasznaljon DN-az mentes, aeroszolsziirével ellatott egyszer
hasznélatos pipettahegyeket.

e A QIAsure assay reagensei optimalis koncentraciora vannak higitva. Ne higitsa tovabb
a reagenseket, mivel az teljesitménycstkkenéshez vezethet.

e A QIAsure kitben biztositott reagensek kizarélag az ugyanabban a kitben 1évé tobbi
reagenssel egyutt hasznalhatdk. Ne helyettesitse az egyik kitben 1év reagenst egy
masik QlAsure kitben 1évé ugyanolyan reagenssel, még akkor sem, ha ugyanabbdl a
gyartasi tételbdl szarmaznak, mivel az befolyasolhatja a teljesitményt.

e Tovabbi figyelmeztetéseket, dvintézkedéseket és eljarasokat a Rotor-Gene Q MDx
készllék felhasznaloi kézikbnyvében olvashat.

e Minden nap az elsé futtatas elétt végezze el a Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM
bemelegité futtatasat 95 °C-on, 10 percen keresztil.

® Az inkubacios id6k és hdmérsékletek megvaltoztatédsa hibas vagy ellentmondasos
adatokat eredményezhet.

o Ne haszndlja a kit lejart szavatossagu vagy nem megfeleléen tarolt 6sszetevéit.

modosulhatnak.

e Kiilonosen ligyeljen arra, hogy az elegyek ne szennyezédjenek a PCR-reagensekben
lévd szintetikus anyagokkal.

® A mintakat és az assay soran képz6dd hulladékokat a helyi biztonsagi eljarasoknak
megfeleléen kell artalmatlanitani.
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Az AssayManager profilokkal kapcsolatos évintézkedések

A kuldnféle mintatipusokhoz eltér6 AssayManager profilokra van szlkség. Gy6z6djon meg
arrol, hogy minden mintatipushoz a megfelel6 profilt hasznalja az alabbiak szerint:

e A ,QlAsure cervical scrapes Assay Profile (az
AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fajlbol)” hasznalandé az orvosok altal vett
méhnyaki mintakbol nyert és biszulfit-konvertalt DNS teszteléséhez

e A ,QlAsure self-collected brush specimens Assay Profile (az
AP_QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap fajlbol)” hasznalandé az otthoni

mintavétellel vett hlivelyi kaparékmintakbol nyert és biszulfit-konvertalt DNS
teszteléséhez
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A reagensek tarolasa és kezelése

Szallitasi kérilmények

A QlAsure Methylation Test szarazjégen tarolva ker(l szallitasra. Ha a QlAsure Methylation Test
valamelyik 6sszetevéje az érkezéskor nincs fagyott allapotban, ha a kiils6é csomagolast a
tranzit soran felbontottak, vagy ha a leszallitott termékbél hianyzik a csomagolasi feljegyzés,
a kézikdnyvek vagy a reagensek, forduljon a QIAGEN miszaki ligyfélszolgalati részlegéhez
vagy a helyi forgalmazohoz (lasd a kézikonyv hatlapjan, vagy latogasson el a
www.giagen.com oldalra).

Tarolasi feltételek

A QIlAsure Methylation Test kitet kdzvetlenll az atvételt kdvetden allandd hémérsékleti
fagyasztoban —30 és —15 °C kozott, fénytdl védve kell tarolni.

Stabilitas

A megadott tarolasi korulmények kozott tarolva a QlAsure Methylation Test a doboz
cimkéjén jelzett lejarati datumig stabil.

Felbontast kdvet&en a reagensek eredeti csomagolasukban —30 és —15 °C kozott tarolhatok.
Az ismételt felolvasztas és lefagyasztas kerlilendd. Legfeljebb 3 fagyasztas/olvasztas
ciklusra kerulhet sor.

e Felbontas el6tt az 6sszes csOvet 6vatosan, 10-szer atforgatva keverje fel és
centrifugalja.

® Az egyes reagensek lejarati datuma az adott 6sszetevé cimkéjén talalhaté. Helyes
tarolasi korulmények mellett a termék a stabilitasi idon beltl megérzi teljesitményét,
feltéve, hogy azonos gyartasi tételbe tartozé dsszetevbéket hasznalnak.

QlAsure Methylation Test hasznalati utmutaté (kézikényv) 06/2019 13



A mintak kezelése és tarolasa

A Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.

Méhnyakbdl szarmazd mintak

A QlAsure kit a méhnyaki mintakbol nyert és biszulfit-konvertalt genomialis DNS-mintakkal
valé felhasznalasra szolgal. A méhnyaki mintakkal (kaparékok) validalt gy(jtémédium a
PreservCyt® gy(ijtémeédium és a Digene Specimen Transport Medium (STM). A klinikai
mintak optimalis tarolasi hdmérséklete a laboratériumba érkezést kdvetéen 2-8 °C. llyen
tarolasi korilmények mellett a PreservCyt gyijtémédiumban Iévé mintak 3 honapig stabilak
a DNS-extrakcio el6tt.

Megjegyzés: Az STM médiumban tarolt méhnyaki mintak 2 °C és 30 °C kozétt tarthatok a
tesztelést végz6 laboratériumba vald expressz (egy éjszakas) szallitas soran, majd a
kézhezvétel utan ismételten lefagyasztandok —20 °C-on.

Otthoni mintavétellel vett hiivelyi kaparékmintak

A QlAsure Methylation Test az otthoni mintavétellel vett hlvelyi kaparékmintakbol extrahalt
és biszulfit-konvertalt genomialis DNS-mintakkal valé felhasznalasra szolgal. Az otthoni
mintavétellel vett hlvelyi kaparékmintak szarazon vagy soéoldatban (0,9% m/V NaCl)
gylijthet6k és szallithatok, a laboratériumba torténd érkezést kdvetéen pedig PreservCyt
gyUjtémédiumban tarolhatok. A PreservCyt gyijtémédiumban 1évé mintak 2—8 °C-on vagy
szobah&mérsékleten legfeljebb 3 hénapig tarolhatok.
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Genomialis DNS-mintak

A genomialis DNS extrakcidja utan a DNS-mintak —30 °C és —15 °C kozott tarolhatok és
szallithatok legfeljebb 12 hénapig.

Minta-elOkészités

A QlAsure Methylation Test validalva lett a méhnyaki mintakbdl nyert és biszulfit-konvertalt
genomidlis DNS-mintakkal valé felhasznalasra. A genomidlis DNS biszulfit-konverzidja
végrehajthato i) a mintaban Iévé DNS el6zetes extrakcidja és mindség-ellenérzése utan,
illetve ii) kozvetlentl a méhnyaki mintan. Ajanlasainkat az alabbiakban irjuk le.

e Biszulfit-konverzié a mintaban lIévé DNS elézetes extrakcidja és minéség-ellendrzése utan

Ez a protokoll elSirja a DNS extrakciojat és a DNS koncentracidjanak meghatarozasat,
majd az eluatumot optimalis térfogatu alikvotokra kell osztani, ez utan elkezdhet6 a
biszulfit-konverzis protokoll. A protokollt a ZYMO Research EZ DNA Methylation™
kitjével igazoltak. A kdvetkezd modszereket javasoljuk:

O DNS-extrakcio
A szabvanyos DNS-extrakcios kitek (pl., oszlop- és magneses gyongy alapu kitek)
kompatibilisek a QlAsure Methylation Test teszttel.

O DNS-koncentracié meghatarozasa
A DNS biszulfit-konvertalasa el6tt mérje meg a DNS koncentraciojat. A DNS-
koncentracio mérésére alkalmas rendszerek a Qubit® Fluorometer, a NanoDrop
3300 Fluorospectrometer (mindketté a Thermo Fisher Scientific terméke) vagy
ezekkel egyenértéki készllékek.

O A DNS-eluatum alikvotokra osztasa
A biszulfit-konverzié esetében a bevitt DNS optimalis mennyisége 100 ng és 2 ug
kozé esik, a javasolt mennyiség a 200 ng. Ha a DNS-koncentracié tul alacsony a
biszulfit-konverzidhoz, ismételje meg a DNS-extrakciot a klinikai minta nagyobb
bemeneti térfogataval, vagy elualja a DNS-t kisebb ellciods térfogattal.
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O Az EZ DNA Methylation Kit kittel torténé biszulfit-konverziét a gyartoi ajanlasoknak
megfelelen kell elvégezni.
Megjegyzés: Az EZ DNA Methylation Kit utasitasai szerint a minta DNS
mennyisége nem haladhatja meg a 2 pg-ot a kelléen magas konverziés
hatékonysag (> 98%) elérése érdekében.

Kozvetlenll a méhnyaki mintan végzett biszulfit-konverzié

A PreservCyt® Solution gy(jtémédiumba vett méhnyaki mintan végzett kbzvetlen
biszulfit-konverziot a QIAGEN EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit kitjiével igazoltak. Magas
DNS-koncentracidji mintak (1 ng és 2 ug kozott) esetében az Epitect® Fast 96 Bisulfite
Conversion Handbook szerint jartunk el a gyartoi ajanlasok szerint, kivéve a kdvetkezé
tételeknél:

O A protokoll 1. Iépése. Vegye a PreservCyt® gy(ijtémédiumban 1évé méhnyaki minta
2,5%-at (tehat 20 mI-b&l 500 pl-t) és legalabb 3390 x g-n végzett centrifugalassal
képezzen pelletet. Tavolitsa el a fellltszot, és legfeljebb 20 pl PreservCyt
gyljtémédiumot hagyjon a sejtpelleten. Ezt a sejtpelletmintat hasznalja a biszulfit-
konverzids reakcidhoz, és folytassa a gyartéi protokoll 2. [épésével.

O Buffer BL: Ne adjon hozza hordoz6 RNS-t.

O A biszulfit-konverzios DNS ellcios térfogata 50 ul Buffer EB mintanként.
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Altalanos ajanlasok a biszulfit-konverziéhoz

A reagensek beszennyezédésének elkerllése érdekében a biszulfit-konverzids reakciot
kilon erre a célra fenntartott terlileten kell végezni, ahol nem végzik a QlAsure Master Mix
tarolasat és adagolasat.

A QIAsure reakcié bemeneti mennyisége 2,5 pl biszulfit-konvertalt DNS.

Ha a minta belsé min8ség-ellenérzése negativ eredményt ad (tehat az ACTB Cr-értékei
> 26,4), akkor a mintabdl nyert biszulfit-konvertalt DNS elégtelen mennyiséget és/vagy
minéséget eredményezett, és érvénytelen értékelést kapott. Végezze el az ajanlott
Iépéseket, melyekkel az érvényes tartomanyba es6 ACTB Cr-értéket kap majd a kévetkez6
miveletekhez:

e Biszulfit-konverzié a mintaban 1évé DNS el6zetes extrakcidja és mennyiségi
ellendrzése utan: Ismételje meg a biszulfit-konverzios reakciét magasabb bemeneti
minta DNS-mennyiséggel és/vagy ismételije meg a DNS izolalasat magasabb bemeneti
mennyiségl méhnyaki mintaval

o Kozvetleniil a méhnyaki mintan végzett biszulfit-konverzié: Ismételje meg a biszulfit-
konverziés reakciét a PreservCyt gy(jtdmédiumba vett méhnyaki minta 10%-aval*
(tehat 20 ml-bdl 2 mi-rel).

A biszulfit-konvertalt DNS legfeljebb 24 6raig tarolhatd 2—-8 °C-on, legfeljebb 5 napig —25 és
—15 °C kozott és legfeljebb 3 hénapig —70 °C alatt. Mindenkor kerilni kell a biszulfit-
konvertalt DNS ismétel kiolvasztasat és fagyasztasat. A megfelel6 minéség megdrzése
érdekében legfeljebb harom fagyasztasi/kiolvasztasi ciklus megengedheté.

* A kdzvetlen biszulfit-konverzié mintatérfogata megndévelhetd, amennyiben a mintavételi variabilitas, példaul nem
megfeleléen végzett mintavétel miatt elégtelen a sikerességi rata.
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Protokoll: QlAsure Methylation Test PCR a
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM készuléken*

A kezdés elétt figyelembe veendd fontos szempontok

*

Az eljaras inditasa el6tt hagyjon id6t arra, hogy megismerje a Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM késziiléket. Lasd a készllék felhasznaloi kézikonyvét (katalogusszam: 9002033
vagy 9002032).

Minden nap az els6 futtatas elétt végezze el a Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM
bemelegité futtatasat 95 °C-on, 10 percen keresztiil.

A Rotor-Gene AssayManager v1.0 lehet6vé teszi a PCR eredmények automatikus
értelmezését. A QlAsure kitet a Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftvert hasznalo
Rotor-Gene Q MDx készuléken kell futtatni. Hagyjon idét arra, hogy megismerje a
Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftver (kataldgusszam: 9022739) és az Epsilon
Plug-In beépllé modul mikddéseét, és olvassa mindkét szoftver felhasznaldi
kézikdnyvét.

A kilénféle mintatipusokhoz eltéré Rotor-Gene AssayManager v1.0 Assay profilokra
van szikség. Gy6z6djén meg arrdl, hogy minden mintatipushoz a megfeleld profilt
hasznalja az alabbiak szerint:

O A ,QlAsure cervical scrapes Assay Profile (az
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fajlbdl)” hasznalandé az orvosok altal
vett méhnyaki mintakbol nyert és biszulfit-konvertalt DNS teszteléséhez

O A ,QlAsure self-collected brush specimens Assay Profile (az
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap fajlbél)” hasznalandd az otthoni
mintavétellel vett hlivelyi kaparékmintakbol nyert és biszulfit-konvertalt DNS

teszteléséhez

2010. januar vagy annal késébbi gyartasi datumud Rotor-Gene Q 5plex HRM késziilék. A gyartasi datum a késziilék
hatoldalan talalhato sorozatszamrol olvashaté le. A sorozatszam formatuma ,hhéészszsz”, ahol a ,hh” a
szamjegyekkel jeldlt gyartasi hénapot jelzi, az ,6€” a gyartas évének utolsé két szamjegyét jelzi, az ,szszsz” pedig
egy egyedi készllékazonosito.
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Megjegyzés: Kisérletenként csak egyetlen tipust mintat szabad tesztelni. Az egyes
assay-k profiljat a mintatipusokhoz optimalizaltak, és elengedhetetlen, hogy az
Ugyfelek a megfelel6 assay-profilt valasszak ki az adott mintatipussal elérhetd optimalis
eredmények érdekében.

Teendbk az eljaras megkezdése elbtt

® A Rotor-Gene AssayManager v1.0.x szoftververzié (ahol az x értéke legalabb 4) legyen
telepitve a Rotor-Gene Q MDx késziilékhez csatlakoztatott szamitogépen. A Rotor-
Gene AssayManager v1.0 Core Application telepitésére vonatkozo részletes
informaciodkat lasd a Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application felhasznaloi
kézikbnyvét.

® A QIAsure Methylation Test egy specifikus beépulé modul, az ,,Epsilon Plug-in” (1.0.1
vagy Ujabb verzié) hasznalatat igényli. Ez a beépil6 modul a QIAGEN weboldalarol
tolthetd le: http://www.qgiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-
analysis/rotor-gene-assaymanager#resources. Ezt a beépuilé6 modult olyan
szamitogépre kell telepiteni, amelyen mar telepitve van a Rotor-Gene AssayManager
1.0.x verzié (ahol az x értéke legalabb 4).

e A QIAsure Methylation Test esetében assay-specifikus profilra van sziikség, amelyet a
Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftverrel egyitt kell futtatni. Ez az assay-profil
tartalmazza a kisérlet soran végzett ciklizalashoz és a kisérlet elemzéséhez szikséges
valamennyi paramétert. 2 QlAsure assay profil van:

O A ,QlAsure cervical scrapes Assay Profile (az
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fajlbol)” az orvosok altal vett méhnyaki
mintaknak felel meg

O A,QlAsure self-collected brush specimens Assay Profile (az
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap fajlbol)” az otthoni mintavétellel vett
hivelyi kaparékmintaknak felel meg. A profilok letdlthet6k a QlAsure Methylation Test
weboldalardl: http://lwww.qgiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-
Kits/ hpv-testing/giasure-methylation-test-kit-eu/. Az assay-profilt importalni kell a
Rotor-Gene AssayManager szoftverbe.

QlAsure Methylation Test hasznalati utmutaté (kézikényv) 06/2019 19


https://www.qiagen.com/de/shop/automated-solutions/accessories/rotor-gene-assaymanager/?akamai-feo=off&clear=true#resources
https://www.qiagen.com/de/shop/automated-solutions/accessories/rotor-gene-assaymanager/?akamai-feo=off&clear=true#resources

A

Megjegyzés: A QlAsure kit csak akkor futtathatd, ha bizonyos konfiguracios
beallitadsok be vannak programozva a Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftverbe.

rendszerszintli folyamatbiztonsag érdekében a kovetkezd el6irt konfiguracios

beallitasokat kell beallitani a zart Gzemmaodhoz:

»Material number required” (Anyagszam sziikséges)
,Valid expiry date required” (Ervényes lejarati datum sziikséges)

,Lot number required” (Tételszam sziikséges)

Az Epsilon Plug-in beéplil6 modul telepitése és az assay-profil importalasa

Az Epsilon Plug-in beéptilé modul telepitésének és az assay-profil importalasanak részletes

leirasat lasd a Rotor-Gene AssayManager Core Application felhasznaléi kézikényvében és

az Epsilon Plug-In felhasznaléi kézikényvében.

Toltse le az Epsilon Plug-in beépiilé modult és a QlAsure assay-profilt a QIAGEN
weboldalaral.

Kattintson duplan az EpsilonPlugin.Installation.msi fajlra a telepitési folyamat
elinditasahoz, majd kdvesse a telepitési utasitasokat. A folyamat részletes leirasat lasd
az AssayManager Core Application felhasznaloi kézik6nyvének ,Beépiild modulok
telepitése” cimi fejezetében.

Megjegyzés: A rendszerszinti folyamatbiztonsag érdekében valassza a Settings
(Beallitasok) fiilet, és jelolje be Material number required (Anyagszam sziikséges),
Valid expiry date required (Ervényes lejarati datum szilkséges) és Lot number
required (Tételszam sziikséges) jelolonégyzeteket a zart izemmaddhoz (a Work list
(Munkalista) részen). Ha nincsenek engedélyezve (bejeldlve), kattintson az
engedélyezéshez.

A beépulé modul sikeres telepités utan a Rotor Gene AssayManager szoftverhez
rendszergazda jogosultsaggal rendelkez6 felhasznalonak kell importalni az
AP_QIlAsure_V1_0_Y.iap assay profilt az alabbiak szerint.
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/%
1. Az ikonra kattintva nyissa meg a Rotor-Gene AssayManager szoftvert. @

Megnyilik a Rotor-Gene AssayManager ablak (lasd 1. abra).

Rotor-Gene AssayManager

ssese
CQLAGEN

User 1D

Fassword

| Ciosed v

1. abra: A Rotor-Gene AssayManager bejelentkezési képernyéje.

2. Jelentkezzen be a Rotor-Gene AssayManager szoftverbe a felhasznaldi azonositéjaval
és jelszavaval. Ne valtoztassa meg a ,Closed” (Zart) izemmodot. Kattintson az OK
gombra. Megnyilik a Rotor-Gene Assay Manager képernydje (lasd alabb).

o Rotor-Grene AsiayhMansger -

Fie  Hen
OLAGEN = e 2 G

Woork but mama o |# nampte Runay proties Fntor type Vo | A Creation dase Lant appied

B Show oty wrork bats never sppbed belore.
1 Setup (Beallitasok) lap. Ezen a lapon 5 Service (Szerviz) lap. Megmutatja a
kezelhet6k vagy alkalmazhatok a szoftver altal létrehozott fajlok
munkalistak. eseménynapldjat tartalmazo jelentést
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Az alkalmazott munkalistak 6 Configuration (Konfiguralas) lap. Itt

jelélénégyzeteinek bejeldlésével csak az konfiguralhatja az 0sszes

Uj munkalistak jelennek meg. szoftverparamétert

Approval (Jovahagyas) lap. Ezen a 7 Rotor-Gene Q MDx ikonok.

lapon kikeresheti a korabbi kisérleteket

(futtatasokat).

Archive (Archivum) lap. Kikeresheti a H ,

mar jovahagyott korabbi kisérleteket Not connected (Nincs kapcsolat)
(futtatasokat).

Connected (Kapcsolddva)
Valassza ki a konfiguracids kornyezetet.

Valassza az Assay Profiles (Assay profilok) lapot.
Kattintson az Import (Importalas) gombra.

A parbeszédpanelen valassza ki az Assay Profile
AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap fajlt a méhnyakbdl szarmazoé mintakhoz
és/vagy az Assay Profile AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap fajlt az
importalashoz, és kattintson az Open (Megnyitas) gombra.

Miutan sikeresen importalta az assay-profilt, hasznalhatja a ,Setup” (Beallitasok)
kérnyezetben.

Megjegyzés: Egy assay-profil ugyanazon verzidja csak egyszer importalhato.

Mintafeldolgozas a 72 mintahelyes rotorral rendelkezé Rotor-Gene Q MDx
készilékeken

A kalibratoron és a templatot nem tartalmazé kontrollon kivll legfeljebb 70 biszulfit-
konvertalt DNS-minta vizsgalhaté ugyanabban a futtatasban (kisérletben). Az 1. tablazatban
bemutatott elrendezés példa a betdlté blokk vagy a rotor beallitasara a QlAsure Methylation
Test kittel végzett futtatashoz. A szamok a betdlté blokkban elfoglalt pozicidkat és a végs6

rotorpoziciokat jelzik.
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. tablazat: Lemez- és rotorbeallitasok a Rotor-Gene Q MDx késziiléken QlAsure kittel végzett futtatashoz

Fiizér Cso6 Minta neve Filizér Csé Minta Filizér Csé Minta
helyzete helyzete neve helyzete neve
1 1 Kalibrator 7 25 23. minta 13 49 47. minta
2 NTC 26 24. minta 50 48. minta
3 1. minta 27 25. minta 51 49. minta
4 2. minta 28 26. minta 52 50. minta
2 5 3. minta 8 29 27. minta 14 53 51. minta
6 4. minta 30 28. minta 54 52. minta
7 5. minta 31 29. minta 55 53. minta
8 6. minta 32 30. minta 56 54. minta
3 9 7. minta 9 33 31. minta 15 57 55. minta
10 8. minta 34 32. minta 58 56. minta
11 9. minta 35 33. minta 59 57. minta
12 10. minta 36 34. minta 60 58. minta
4 13 11. minta 10 37 35. minta 16 61 59. minta
14 12. minta 38 36. minta 62 60. minta
15 13. minta 39 37. minta 63 61. minta
16 14. minta 40 38. minta 64 62. minta
5 17 15. minta 11 41 39. minta 17 65 63. minta
18 16. minta 42 40. minta 66 64. minta
19 17. minta 43 41. minta 67 65. minta
20 18. minta 44 42. minta 68 66. minta
6 21 19. minta 12 45 43. minta 18 69 67. minta
22 20. minta 46 44. minta 70 68. minta
23 21. minta 47 45. minta 71 69. minta
24 22. minta 48 46. minta 72 70. minta

A csOveket az 1. tablazat szerint kell betdlteni a rotorba. Az Assay
Profile (Assayprofil) lapon beallitott automatizalt elemzés ezen az
elrendezésen alapul. Mas elrendezés hasznalata esetén hibas

eredményeket fog kapni.
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Megjegyzés: Az 6sszes nem hasznalt poziciét toltse fel lires csovekkel.

PCR a 72 csoves rotorral rendelkez6 Rotor-Gene Q MDx készUilékeken

Minden nap az els futtatas el6tt végezze el a Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM bemelegité

futtatasat 95 °C-on, 10 percen keresztiil.

1. Hozzon létre egy munkalistat a feldolgozandé mintahoz az alabbiak szerint:

1a.
1b.

1c.

1d.

1e.

1f.

1g.

1h.

1i.

Kapcsolja BE a Rotor-Gene Q MDx készuléket.
Nyissa meg a Rotor-Gene AssayManager szoftvert, és a zart izemmaodban
jelentkezzen be kezel6i szerepkori felhasznaldként.
Kattintson a New work list (Uj munkalista) gombra a munkalista-kezelében
(»Setup” (Beallitasok) kdrnyezet).
Valassza ki a QlAsure assay profile profilt az elérhet6 assay-profilok listajan.
Megjegyzés: Az AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap assay profil a
méhnyaki mintaknak felel meg; az AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap
assay profil az otthoni mintavétellel vett hiivelyi kaparékmintaknak felel meg.
Megjegyzés: Kisérletenként csak egyetlen tipust mintat szabad tesztelni.
Kattintson a Move (Athelyezés) gombra a kivalasztott assay-profilnak a Selected
assay profiles (Kivalasztott assay-profilok) listara valo athelyezéséhez. Az assay-
profilnak most mar meg kell jelennie a ,Selected assay profiles” (Kivalasztott
assay-profilok) listan.
Adja meg a mintak szamat a megfelelé mezdben.
Adja meg a QlAsure kit adatait, amelyek a doboz fedelére vannak nyomtatva.

® Anyagszam: 1102417

® Ervényes lejarati datum EEEE-HH-NN formatumban

® Tételszam
Valassza a Samples (Mintak) Iépést. Megjelenik a minta adatait mutaté lista az
AssayManager képernydn. Ez a lista a rotor vart elrendezését képviseli.
Vigye be a minta vagy mintdk azonositdészamat a listéra, valamint az opcionalis
tovabbi adatokat az egyes mintdkra vonatkozé megjegyzésekként.
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1j. Valassza a Properties (Tulajdonsagok) Iépést és adja meg a munkalista nevét
(2. abra).

Avsays Properties

m —

2. abra: Properties (Tulajdonsagok).

1k. Ellenérizze, hogy be van-e jeldlve a jel6lénégyzet, és kattintson az Apply
(Alkalmaz) gombra.

11.  Mentse el a munkalistat.
A munkalista nyomtathatd, ami segithet a PCR el6készitése és beallitasa soran.
A munkalista nyomtatasahoz kattintson a Print work list (Munkalista nyomtatasa)
gombra. A munkalistan megjelennek a minta részletes adatai.
Megjegyzés: A munkalista létrehozhatd, miutan mar beallitotta a futtatast a
készuléken, illetve elmenthetd, mielbtt hozzaadja a mintékat a készulékhez.

2. Allitsa be a QlAsure futtatast.

A PCR-reakcié szennyezddési kockazatanak minimalizalasa érdekében erésen ajanlott
az UV-besugarzasi funkcidval rendelkezé PCR-fiilke hasznalata.

A QlAsure Master Mix adagolasat a DNS biszulfit-konverziés reakcié végrehajtasahoz
hasznélt helytdl eltérd terlleten kell elvégezni.

A templat- és nukledz-szennyez6dés megel6zése érdekében a DNS-degradalé oldat
hasznalata el6tt tisztitsa meg a munkafelliletet, a pipettakat és a csétarto allvanyt.
Megjegyzés: Az egyes csovek kdzott cseréljen pipettahegyet, hogy elkertlje a nem

specifikus templat- vagy reakcidelegy-szennyez&dést, ami alpozitiv eredményekhez
vezethet.
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2a. Teljesen olvassza ki a QlAsure Master Mix keveréket és a QlAsure Calibrator
kalibratort, és lehet8ség szerint 6vja a QlAsure Master Mix keveréket a fénytél.
Megjegyzés: Az 6sszetevk lebomlasanak elkerllése érdekében ne haladja meg
a 30 percet a kiolvasztasi 1épés soran.

2b. 10-szer 6vatosan atforgatva keverje 0ssze a cs6 tartalmat, majd hasznalat el6tt
centrifugalja rovid ideig.

2c. Adagoljon 17,5 pl hasznalatra kész QlAsure Master Mix keveréket a fuzérek
megfeleld csdveibe. A reakcid elékészitése szobahémérsékleten végezhetd.

2d. Az 6sszetevok lebomlasanak elkeriilése érdekében tegye vissza a QlAsure
Master Mix keveréket a fagyasztéba.

2e. Vigye a csoveket egy elkulonitett terliletre az assay kontrollok és a biszulfit-
konvertalt mintdk hozzadadasahoz.

2f. Adjon 2,5 pl vizet a 2. poziciéban Iévé, templatot nem tartalmazé kontrollhoz
(No Template Control, NTC) (lasd 1. tablazat fent). Ovatosan keverje 6ssze
fel-le pipettazassal.

2g. Adjon 2,5 pl of QlAsure Calibrator kalibratort az 1. pozicioban Iévé cs6hdz (lasd
1. tablazat fent). Ovatosan keverje dssze fel-le pipettazassal, majd kupakkal zarja
le a csovet.

2h. Adjon 2,5 pl biszulfit-konvertalt DNS-t a megfelel csébe. Ovatosan keverje 6ssze
fel-le pipettazassal.

2i.  Minden 4 cs8bél allo csoport megtéltése utan zarja le kupakkal a cséveket.
Megjegyzés: A PCR-csévek a mintak PCR-csébe pipettazasat kdvetéen a
vizsgalat elinditasa el6tt 30 percig tarolhaték a berendezésben 2—-8 °C-on,
sotétben.

2j. Az 6sszetevdk lebomlasanak elkerllése érdekében tegye vissza a QlAsure
Calibrator kalibratort a fagyasztdba.
Megjegyzés: Az egyes csOvek kdzott cseréljen pipettahegyet, hogy elkertlje a
nem specifikus templat- vagy reakciéelegy-szennyezédést, ami alpozitiv
eredményekhez vezethet.

. Készitse el6 a Rotor-Gene Q MDx készlléket, és az alabbiak szerint inditsa el a

futtatast (kisérletet):
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3a.
3b.

3c.
3d.

3e.

3f.

39.

3h.

3i.

Helyezzen egy 72 cellas rotort a rotortartéba.

Toltse fel a rotort cséfiizérekkel a kijelolt pozicioknak megfeleléen az

1. tabladzatban bemutatottak szerint, az 1. poziciéval kezdve, és az 6sszes nem
hasznalt poziciéba helyezzen ures, kupakkal ellatott cséfiizéreket.
Megjegyzés: Ugyeljen ra, hogy az elsé csé az 1-es pozicidba keriiljén, és a
csoflizérek helyes iranyban, a megfelel6 pozicidkban helyezkedjenek el, az

1. tablazatban kozolteknek megfeleléen.

Helyezze fel a zarégydriit.

Toltse be a rotort a zarégydrivel egyltt a Rotor-Gene Q MDx késziilékbe, és
zarja le a készilék fedelét.

A Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftverben valassza ki a megfelel®
munkalistat a munkalista kezel6ben és kattintson az Apply (Alkalmaz) gombra,
vagy ha a munkalista még nyitva van, kattintson az Apply (Alkalmaz) gombra.

Megjegyzés: Ha még nem hoztak Iétre a futtatas munkalistajat, jelentkezzen be a

Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftverbe, és a tovabblépés el6tt végezze el az

1. 1épést.
Adja meg a futtatas (kisérlet) nevét.

A Cycler selection (Ciklus kivalasztasa) lista segitségével valassza ki a hasznalni

kivant ciklust.

Ellenérizze a zarégylrii megfelel6 csatlakoztatasat, és erésitse meg a képernyén,

hogy csatlakoztatva van a zarégyrd.
Kattintson a Start experiment (Kisérlet inditasa) gombra.
Ekkor elindul a QlAsure Methylation Test futtatas.

4. A futtatas végeén kattintson a Finish run (Futtatas befejezése) gombra.

5. Adja ki és hagyja jova a futtatast.

® Az Approver (Jovahagyd) felhasznaldi szerepkdrrel bejelentkezett felhasznalok

kattintsanak a Release and go to approval (Kiadas és jévahagyas) gombra.
® Az Operator (Kezeld) felhasznaldi szerepkorrel bejelentkezett felhasznalok
kattintsanak a Release (Kiadas) gombra.
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6.

Adja ki az eredményeket.

® Ha afelhasznal6 a Release and go to approval (Kiadas és jovahagyas) gombra
kattintott, megjelennek a kisérlet eredményei.
® Ha Operator (Kezeld) szerepkorrel rendelkezé felhasznald a Release (Kiadas)
gombra kattintott, egy ,Approver” (Jévahagyo) felhasznaldi szerepkdrrel
rendelkezd felhasznalo jelentkezzen be és valassza az ,,Approval” (Jovahagyas)
kérnyezetet.
® Az assay szliréséhez valassza ki a kivant szlrési opciét, majd kattintson az
Apply (Alkalmaz) gombra.
® Tekintse at az eredményeket és hagyja jova az egyes tesztmintak eredményeit.
A ,Results” (Eredmények) tablazatban gérgessen a jovahagyni kivant mintahoz.
Minden, a jovahagyandd mintak eredményét tartalmazo kulénallé sor végén harom
valasztégomb van.

Valassza az Accept (Elfogad) vagy a Reject (Elutasit) lehetéséget az egyes mintak
eredményeinél.

Megjegyzés: A Rotor-Gene AssayManager altal automatikusan INVALID (Ervénytelen)
mindsitésre beallitott eredmények nem allithatdk at érvényes eredményekké, még az
eredmény elvetése esetén sem.

Opcionalis: Adjon meg egy megjegyzést a Sample comment (Mintahoz adott
megjegyzés) oszlopban.

Kattintson a Release/Report data (Adatok kiadasa/leletezése) lehet8ségre.
Kattintson az OK gombra. A lelet Adobe hordozhaté dokumentumformatumban (.pdf)
készll és a szoftver automatikusan egy elére meghatarozott mappaban tarolja.

A mappa alapértelmezett elérési utvonala: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export (Exportalas) > Reports (Jelentések)

Megjegyzés: Az utvonal és a mappa a ,Configuration” (Konfiguralas) kérnyezetben
modosithato.

Az Archive (Archivum) lapon exportalhatja a nyers adatoknak megfeleld .rex fajlt.

A szlirési opciok segitségével keresse meg a kivant kisérletet, és kattintson a Show
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assays (Assay-k megmutatasa) lehetéségre. Utana kattintson az Export .rex file (.rex
fajl exportalasa) gombra, és az OK gombra kattintva mentse a fajlt. A szoftver
automatikusan az elére meghatarozott mappaba menti a .rex fajlt: QIAGEN > Rotor-
Gene AssayManager > Export (Exportalas) > Experiments (Kisérletek)

Megjegyzés: Az Utvonal és a mappa a Specify the .rex file export destination (A .rex
fajl exportalasi célmappajanak megadasa) lapon médosithato.

Megjegyzés: A hibaelharitashoz a futtatasbol készitett tdmogatasi csomagra van
szlkség. A tdmogatasi csomagok a jévahagyasi vagy az archivalasi kérnyezetben
hozhatok létre. Lasd Rotor-Gene AssayManager Core Application felhasznaléi
kézikényv, Hibaelharitas, ,TAmogatasi csomag létrehozésa” a
https://www.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/rotor-gene-
assaymanager#resources oldalon. Tovabbi segitséget nyujthat az esemény napja
11 nap alatt rogzitett eseménynaplé. Az eseménynaplo a Service (Szerviz)
kérnyezetben kérhetd le (Rotor-Gene AssayManager Core Application felhasznaldi
kézikonyv).

Uritse ki a Rotor-Gene Q MDx késziiléket, és artalmatlanitsa a cséfiizéreket a helyi
biztonsagi szabalyozasoknak megfelel6en.
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Az eredmények értelmezése

Az elemzés teljesen automatizalt.

A Rotor-Gene AssayManager v1.0 szoftver el6szor az amplifikacios gorbéket elemzi, és a
gorbék alakjatol és zajamplitudéjatol fliggéen érvénytelenitheti a nem megfelelé gorbéket.
llyen esetben a szoftver egy jeldlést ad az érvénytelenitett gorbéhez (lasd 2. tablazat).

Ezt kdvetéen a Rotor-Gene AssayManager v1.0 elemzi a futtatas kontrolljait.

e Kalibrator

e NTC

Megjegyzés: A futtatas végén létrehozott jelentés megjeleniti a futtatasi kontrollok
eredményeit, ahol az érvénytelen adatok elétt érvénytelenitd jeldlések vannak.

Ha a futtatds minden kontrollja megfeleld, akkor a Rotor-Gene AssayManager elvégzi az
ismeretlen mintak elemzését.

A 2. tablazat mutatja azokat az érvénytelenité mintajeldléseket, amelyeket a Rotor-Gene
AssayManager v1.0 az elemzés soran hozzaadhat az egyes csdvekhez, valamint az egyes
jelolések magyarazatat.
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N

. tablazat: Ervénytelenité mintajelolések bemutatasa

Jeldlés

Ertelmezés

Leiras

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

ASSAY_INVALID

BELOW_ACCEPTED_RANGE

CONSECUTIVE_FAULT

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

IN_ACCEPTED_RANGE

INVALID_CALCULATION

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE
NO_CT_DETECTED

NO_VALUE

NORM_FACTOR_ALTERATION

OTHER_TARGET_INVALID

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervényes
Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Valtoz6

Ervénytelen

Figyelmeztetés

Ervénytelen

A célérték meghaladja a meghatarozott
tartomanyt. Ez lehet Cr, végponti fluoreszcencia,
koncentracié vagy szamitott érték, pl. atlag Cr
vagy ACr.

Az assay érvénytelen, mert legalabb egy kiilsé
kontroll érvénytelen.

A célérték a meghatarozott tartomany alatt van.
Ez lehet Cr, végponti fluoreszcencia,
koncentracié vagy szamitott érték, pl. atlag Cr
vagy ACr.

A célérték szamitasahoz hasznalt célérték
érvénytelen.

A nyersadatok amplifikacios gérbéjének alakja
eltér az assay altal produkalt jellemzd gorbétél.
Nagy az esélye a hibas eredményeknek vagy
valamelyik eredmény hibas értelmezésének.

A nyersadatok amplifikaciés gorbéje lapos harang
alaku, ami eltér az assay altal produkalt jellemzé
gorbétél. Nagy az esélye a hibas eredményeknek
vagy az eredmények hibas értelmezésének

(pl. A Cr-érték hibas meghatarozasanak).

Az NTC kontroll 36-ot meghaladé jel Cr-értékeket
mutat az ACTB célszekvencia esetében.

Sikertelen volt a szamitas az adott célszekvencia
esetében.

Az amplifikaciés goérbe egynél tébbszor
keresztezi a kiiszobértéket. A Cr-érték nem
hatarozhaté meg egyértelmien.

Nincs kiindulasi érték a kezdeti alapvonalhoz.

Ehhez a célszekvenciahoz nem hatarozhat6é meg
Cr-érték.

A véarakozas ellenére a célszekvencia nem ad
értéket. Az értéknek nem kell egy bizonyos
tartomanyba esnie. Ez lehet Cr, végponti
fluoreszcencia, koncentracié vagy szamitott érték
(pl. atlag Ct vagy ACr).

Eltérés a normalizacios eljaras soran.

Az amplifikaciés gorbe alapértelmezett
normalizacidval jelenik meg; az eredményeket a
helyesség érdekében manualisan ellendrizni kell.

Egy masik célszekvencia ugyanazon minta
esetében érvénytelen.
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SATURATION

SATURATION_IN_PLATEAU

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

Ervénytelen

Figyelmeztetés

Figyelmeztetés

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen

Ervénytelen
Ervénytelen

Valtoz6

Valtoz6

Ervénytelen

Valtoz6

Ervénytelen

A nyersadatok fluoreszcenciaja erds telitettséget
mutat még az amplifikacios gorbe inflexiés pontja
elétt.

A nyersadatok fluoreszcenciaja telitettséget mutat
az amplifikaciés gorbe plato fazisaban.

Az amplifikaciés gorbe valamely részén a
nyersadatok fluoreszcenciajaban megjelenik egy
cslcs, de nem ott, ahol a Cr-érték
meghatarozasa torténik.

A csucs helye az amplifikaciés gérbén kézel van
a Cr-értékhez.

Az amplifikaciés goérbén a nyersadatok
fluoreszcenciajanak alapvonala meredek
emelkedést mutat.

Az amplifikaciés gérbén a nyersadatok
fluoreszcenciajanak alapvonala erés cskkenést
mutat.

Erés zaj észlelhet6 az amplifikaciés gorbe

Erés zaj észlelhet6 az amplifikaciés gorbe
névekedési (exponencidlis) fazisaban.

Az AUDAS eredményei ellentmondanak az
alapelemzés eredményeinek. Az adatok
érvényességének egyértelmi automatikus
felmérése nem lehetséges.

Cr-érték észlelhetd egy célszekvencianal,
amelynél nem varhat6 amplifikacio.

A célszekvencia értéket ad, de nem a vart
értéket. Ez lehet Cr, végponti fluoreszcencia,
koncentracié vagy szamitott érték, pl. atlag Cr
vagy ACr.

A minta allapotat valamelyik upstream folyamat
(pl., QlAsymphony) Invalid (Ervénytelen) vagy
Unclear (Nem egyértelmi) értékre allitotta.

Megjegyzés: A nem egyértelmiiként megjelolt
mintak esetében a Rotor-Gene AssayManager
viselkedését az AssayManager szoftver
,Configuration” (Konfiguralas) kérnyezete
hatarozza meg. Az upstream folyamatokbdl
szarmazé ,Invalid” (Ervénytelen) jeldlések
eredményeképpen a Rotor-Gene AssayManager
az adott mintat érvénytelenként jel6li meg.

Az amplifikaciés gérbén a nyersadatok
fluoreszcenciajaban hulldmos alapvonal
észlelhet6.
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e Ha a futtatas minden kontrollja érvényes, akkor a Rotor-Gene AssayManager v1.0
elvégzi az ismeretlen mintdk elemzését. Egy minimalis mennyiségi biszulfit-konvertalt
DNS-nek jelen kell lenni a mintaban ahhoz, hogy az eredmény értelmezhet6 legyen.
Ezt jelzi az ACTB haztartasi gén Cr-értéke, amelynek < 26,4 értékinek kell lennie
ahhoz, hogy a Rotor-Gene AssayManager validalja.

e Ezt kdvetben a szoftver kiszamitja a FAM19A4 és a hsa-mir124-2 gén AACt-értékét, és
megadja az eredményt. Ha a AACt-érték a kiiszobérték alatt van, akkor a célgén
,=Hypermethylation positive” (Hipermetilacio-pozitiv) értékelést kap.

Megjegyzés: A részleges vagy alacsony szintli metilacié természetes jelenség, amely
a hipermetilacioval ellentétben nincs kdzvetlenll kapcsolatban a rakbetegség
kialakulasaval.

e A minta ,Hypermethylation positive” (Hipermetilacio-pozitiv) eredmény(inek tekinthetd,
ha legalabb egy célgén értékelése ,Hypermethylation positive” (Hipermetilacié-pozitiv).
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Hibaelharitasi utmutatd

Ez a hibaelharitasi utmutaté barmely felmerlld hiba esetén segithet a megoldasban.
Tovabbi informaciokeért kérjiik, olvassa el mlszaki tAmogatasi oldalunkon a gyakran ismételt
kérdéseket: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN miszaki szolgalat kutato
szakemberei 6rommel allnak rendelkezésére, ha barmilyen kérdése van akér ennek a
kézikdnyvnek a tartalmaval és a benne szerepld protokollokkal kapcsolatban, akar a
mintafeldolgozasi és assay moddszerekkel kapcsolatban (az elérhetéség a kézikdnyv
hatlapjan vagy a kévetkezd cimen talalhaté: www.qgiagen.com).

A Rotor-Gene AssayManager alkalmazassal kapcsolatos hibaelharitasi informaciokat lasd
a Rotor-Gene AssayManager Core Application felhasznaloi kézikbnyvében.
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Megjegyzések és javaslatok

Altalanos kezelés

A minta DNS-koncentracioéja tul alacsony a biszulfit-konverziohoz

Ellenérizze a DNS-extraktumot

Ismételje meg a DNS-extrakciét magasabb
koncentraciéju klinikai mintaval

A minta érvénytelen értékelést kapott: Az ACTB-amplifikacio tulsagosan alacsony vagy nem tortént meg

a) Pipettazasi hiba vagy kihagyott reagensek

b)  Ellenérizze a DNS-koncentratumot

c) A ,Bisulfite-conversion directly on cervical
specimen” (Kdzvetlenil a méhnyaki mintan
végzett biszulfit-konverzio) protokoll
esetében ellenérizze a klinikai minta
sejttartalmat

d)  Ellenérizze a biszulfit-konvertalt eluatumot

Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobedllitdsokat. Ismételje meg a PCR-futtatast.
Novelje maximalisra a biszulfit-konverziés reakciéba
bevitt DNS mennyiségét. A biszulfit-konverzié a

100 ng és 2 pg kozotti bemeneti DNS-mennyiség
tartomanyaban mutat optimalis teljesitményt

Ismételje meg a biszulfit-konverzids reakciot a
PreservCyt gy(jtémédiumba vett méhnyaki minta
10%-aval (tehat 20 ml-b&l 2 ml-rel).

Ismételje meg a biszulfit-konverziot, és sziikség
esetén hasznaljon nagyobb bemeneti DNS
mennyiséget.

A minta érvénytelen értékelést kapott: a FAM19A4 és/vagy a hsa-mir124-2 célszekvencia érvénytelen

Elégtelen 6sszekeverés

Pipettazassal keverje 6ssze a mintat és a
reakcioelegyet (csdvenként korilbelll 10-szer
pipettazza fel-le). Ismételje meg a minta vizsgalatat.

A pozitiv kontroll érvénytelen értékelést kapott: az amplifikacio tulsagosan alacsony vagy nem tortént

meg egy vagy tobb célszekvencia esetén
a) Pipettazasi hiba vagy kihagyott reagensek

b)  Részleges lebomlas

c) A PCR-reagensek részleges lebomlasa

d) A csoéfizér megfordulasa

e) Lejarati datum

f) Idébeli késlekedés a mintak pipettazasa és
a futtatas elinditasa kozott

Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobedllitdsokat. Ismételje meg a PCR-futtatast.
A kit 6sszetevoit —30 és —15 °C kozott tarolja.
Legfeljebb harom lefagyasztasi és felolvasztasi
ciklust végezzen.

A kit 0sszetevoit —30 és —15 °C kozott, a
reakcioelegyeket pedig fénytdl védve tarolja.
Kerilje az ismétl6d6 lefagyasztast és felolvasztast.
Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobeallitasokat.

Ellenérizze az alkalmazott kit lejarati datumat.

A PCR reakciokeverékek sotétben, 2—8 °C-on

30 percig tarolhatdk a PCR reakcidkba torténd minta-

bemérés és a futtatdshoz hasznalt készulék
elinditasa kozott.

A templatot nem tartalmazé kontroll (NTC) érvénytelen

a) Pipettazasi hiba

Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobedllitasokat. Ismételje meg a PCR-futtatast.
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Megjegyzések és javaslatok

b)

c)

d)

e)

f)

Keresztszennyez&édés

Reagensek szennyez&dése

A cséfuizér megfordulasa

Idébeli késlekedés a mintak pipettazasa és
a futtatas elinditasa kozott

A préba lebomlasa

Cserélje ki az 6sszes kritikus reagenst.

Az atszennyezés megel6zése érdekében minden
esetben az altalanosan elfogadott gyakorlatoknak
megfeleléen kezelje a mintakat, a kit 6sszetevdit és a
fogydeszkozoket.

Cserélje ki az 6sszes kritikus reagenst.

Az atszennyezés megel6zése érdekében minden
esetben az altalanosan elfogadott gyakorlatoknak
megfeleléen kezelje a mintakat, a kit 6sszetevdit és a
fogydeszkozoket.

Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobeallitasokat.

A PCR reakciokeverékek sotétben, 2—8 °C-on

30 percig tarolhaték a PCR reakcidkba torténd minta-
bemérés és a futtatdshoz hasznalt készulék
elinditasa kozott.

A reakcioelegyeket fényt6l védve tarolja.

Ellenérizze a hamis pozitiv eredményt a
fluoreszcenciagérbén.

A minta nem ad jelet vagy gyenge jelet ad, de a kontroll futtatasa rendben van

a)

b)

Gatlé hatasok

Pipettazasi hiba

Mindig gy6z6djon meg réla, hogy nincs visszamaradt
puffer a biszulfit-konverzié alatt végzett centrifugalas
utan.

Ismételje meg a biszulfit-konverziot.

Ellenérizze a pipettazasi sémat és a
reakciobedllitasokat. Ismételje meg a PCR-futtatast.

Ha a hiba tovabbra is fennall, forduljon a QIAGEN miszaki tigyfélszolgalatahoz.
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Korlatozasok

A QlAsure Methylation Test reagensei kizardlag in vitro diagnosztikai célra hasznalhatok.

A PCR-tesztek alkalmazasakor be kell tartani a helyes laboratériumi gyakorlatot, ami
magaban foglalja a molekularis biologiai célra készilt, valamint a vonatkoz6
szabalyozasoknak és a megfeleld szabvanyoknak megfelel6 berendezések karbantartasat.

Validaltak a kithez biztositott reagensek és utasitasok optimalis teljesitményét.

A QIlAsure Methylation Test kitet a Rotor-Gene Q MDx késziilékek és a Rotor-Gene
AssayManager v1.0 szoftver kezelésében képzett Ilaboratériumi szakemberek
hasznalhatjak.

Ezt a terméket kizardlag olyan személy haszndlhatja, aki képzett és gyakorlott a real-time
PCR és az in vitro diagnosztikai eljarasok terlletén. A kapott diagnosztikai eredményeket
mindig az egyéb klinikai vagy laboratériumi leletekkel 6sszefiiggésben kell értelmezni.

Az optimalis PCR-eredmények eléréséhez pontosan be kell tartani a felhasznaldi
kézikdnyvben (kézikbnyvben) leirtakat.

Figyelien oda a dobozon és az egyes Osszetevék cimkéjén feltlintetett lejarati idékre. Ne
hasznaljon lejart reagenst.

A rossz min6éségli vagy alacsony mennyiségli DNS-t tartalmazé mintak (pl. az éppen csak
a megfeleléségi kritériumokon belll esé ACTB Cr-értékek; 25 és 26,4 kozotti Cr-értékek)
alnegativ értékelést kaphatnak. Egyenkénti ismételt tesztelés javasolt. Ha az ismételt teszt
negativ eredményt ad, akkor a minta hipermetilacié-negativ, a pozitiv eredményt pedig azt
jelenti, hogy a minta hipermetilacié-pozitiv.
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A QlAsure Methylation Test kitben biztositott reagensek kizarélag az ugyanabban a kitben
Iévd tobbi reagenssel egyutt hasznalhatok. Maskulonben befolyasolhatjak a teljesitményt.

A QlAsure Methylation Test HPV-pozitiv nékre validalt.

A QlAsure Methylation Test validalt a PreservCyt vagy az STM gy{jtémédiumba vett és tarolt
méhnyaki mintakra és az otthoni mintavétellel séoldatba (0,9% m/V NaCl) vett hivelyi
kaparékmintakra. A QlAsure Methylation Test nem validalt a formaldehidet tartalmazo
gytijtémeédiumba (pl. BD® Surepath® vagy egyenértékii) vett és tarolt méhnyaki mintakkal
valé hasznalatra. A formaldehid hatasara kialakul6 keresztkétések zavarhatjak a QlAsure
Methylation Test teljesitményét.

Kizardlag a Rotor-Gene Q MDx készlilék validalt a QlAsure Methylation Test PCR assay-vel
val6 hasznélatra.

A termék nem elbirasszer(i alkalmazasa és/vagy az 6sszetevék modositasa semmissé teszi
a Self-screen B.V. felel@sségét.

A felhasznalo felel6ssége, hogy validalja a rendszer teljesitményét az adott laboratériumban
alkalmazott barmely olyan eljarasra, amely nem része a Self-screen teljesitményértékeld
vizsgalatoknak.
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Teljesitmenyjellemzdok

Kimutatasi hatar (LOD)

A QlAsure Methylation Test analitikai szenzitivitasat a kimutatasi hatar 95%-aként (95% LOD)
hatéroztdk meg a mindharom amplikonszekvenciat (ACTB, FAM19A4 és hsa-mir124-2,
tartomany: 750 000 és 0,25 koépia kozott PCR-enként) tartalmazé plazmid sorozathigitasos
vizsgalataval. A célszekvenciak LOD-értékének 95%-at vették azon legalacsonyabb plazmid
higitasként, amely 36 eset kozll 35 esetben pozitiv eredményt adott (Cr <40).
Osszességében négy kiildnbdzé kezelé 12 kisérletet végzett (naponként és kezeldnként
1 futtatds) harom kulonbozd tétellel és harom kilonb6z6 RGQ rendszeren. Mindegyik
kisérletben 11 plazmid higitast mértek harom példanyban. Az LOD-érték 95%-a mindharom
kiilénbdz6 célszekvencia esetében 7,5 kopia volt PCR-enként.

Linearitas

A QlAsure assay linearitasat az LOD-érték 95%-anak meghatarozasara végzett 12 kisérlet
adataibdl hataroztak meg. A két célszekvencia, a FAM19A4 és a hsa-mir124-2, valamint a
referencia ACTB linearis amplifikaciét mutat 7,5 kdpia per PCR és 750 000 képia per PCR
kozott.

Precizitas

A QlAsure Methylation Test precizitasat az assay-k kozotti variabilitasként (egyazon
kisérletben azonos koncentracidban alkalmazott mintak tébb eredményének variabilitasa) és
az assay Osszes varianciajaként (kulonbozé kezeldk altal, kiilonbozé késziilékeken, kilénbdzé
tételekkel, kiilbnbdzd laboratériumokban nyert tébb eredmény variabilitdsa) hataroztak meg. A
tesztelést a FAM19A4 és a hsa-mir124-2 célszekvenciak esetében egyarant hozzavetéleg 3x
LOD koncentracionak megfelel6 jelet mutatd, hipermetilacio-pozitiv eredményt add, magas
kockazatu, HPV-pozitiv méhnyaki mintakbol nyert, biszulfit-konvertalt DNS-sel végezték.
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A tesztelést négy kilonb6zd kezel6, 8 futtatasban, két példanyban (naponta és kezel6nként
egy futtatas) végezték két kilonbozé tétellel és harom kildnbdzé6 RGQ készlléken, két
kilénb6z6 laboratériumban, ami mintéanként 16 adatpontot eredményezett. Meghatéroztak a
C1- és a AACt-értékek variacios koefficiensét (CV) (3. tablazat).

3. tdblazat: A Cr- és a AACt-értékek variacios koefficiense (CV%) metilacié-pozitiv méhnyaki mintaban

Minta tipusa Assay-k kozotti variabilitas Assay teljes varianciaja
Cr-érték Minta bels6 minéség- 0,3% 1,32%

ellenérzése (vagyis ACTB)

FAM19A4 1,02% 1,52%

hsa-mir124-2 1,16% 1,64%
AACt-érték FAM19A4 3,70% 5,97%

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

Afent megadott koncentracioju adott minta Cr-értékeinek atlagos statisztikai eloszlasa 1,32% volt
a minta belsé minéség-ellendrzési kontrollja (ACTB), illetve 1,52% a FAM19A4 és 1,64% a
hsa-mir124-2 esetében. A fent megadott koncentracioju adott minta AACt-értékeinek atlagos
statisztikai eloszlasa 5,97% volt a FAM19A4 és 5,75% a hsa-mir124-2 esetében.

Zavaro anyagok

A PCR-re kifejtett esetleges hatasuk alapjan kivalasztott gatlé anyagok a biszulfit-konverziés
kitben talalhaté deszulfonald és mosopufferek voltak. Az eredeti mintaban esetlegesen jelen
lIévé anyagokat nem tesztelték, mivel a minta DNS-ét kétszer is tisztitjak szilicium-dioxid
gyongyokkel, az eredeti minta DNS-extrakcidja és a biszulfit-konverziot kdveté DNS-tisztitas
soran. A nyomokban jelen l1évé deszulfonald és mosopufferek zavartak a PCR-t, amit a minta
belsd mindség-ellendrzésének érvénytelen eredménye jelzett.
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Klinikai teljesitmény

HPV-pozitiv méhnyaki mintak*

A QIlAsure Methylation Test kit 3-as stadiumu cervicalis intraepithelialis neoplasiara (CIN 3)
és méhnyakrakra (vagyis CIN 3+) vonatkozd klinikai teljesitményét 267, (18-85 éves koru)
nétol vett, magas kockazatu, HPV-pozitiv méhnyaki mintan*t tesztelték. Kilenc minta (3,4%)
26,4 folotti ACTB Cr-értéket adott, ezeket érvénytelenként értékelték. Az érvényes
teszteredményt adé 258 minta kdzil 117 méhnyaki minta olyan néktdl szarmazott, akiknél
18 honapos utankdvetés soran nem talaltak CIN 2 vagy sulyosabb allapot bizonyitékat
(roviditve: <CIN 1), 42 minta CIN2 és 30 minta CIN 3 eredményt adott, 59 mintaban
laphamsejtes karcinébmat, 10 mintdban adenokarcindbmat azonositottak. A méhnyaki
mintakat PreservCyt (Hologic) gyijtdmédiumba vették. A méhnyaki mintakkal DNS-
extrakciot végeztek, és mintanként 250 ng DNS-t vittek be a biszulfit-konverziés reakcioba
(EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). A 250 ng moédositott DNS 20%-at hasznaltak a
PCR-hez (ez PCR-enként 50 ng eredeti cél DNS-nek felel meg). A QlAsure Methylation Test
pozitivitasi aranyait az aldabb megadott klinikai végpontok szerint rétegezték (4. tablazat).

4. tablazat: A QlAsure Methylation Test pozitivitasi aranyai

Klinikai végpont Frakcio Pozitivitasi arany (95%-os CI)
<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)
Laphamsejtes karcinéma 59/59 100,0% (94,0-100,0)
Adenokarcinéma 10/10 100,0% (69,0—100,0)

A magas kockazatu, HPV-pozitiv méhnyaki mintak kézétt a CIN 3+ irdnti szenzitivitas 89,9% (89/99; 95% CI: 82,2-94,5),
a karcindma iranti szenzitivitds 100% (69/69, 95% CI: 94—100) volt.t

* Orvosok altal vett méhnyaki mintak.

T Megjegyzés: A mintavétel variabilitasa, példaul nem megfeleld mintavétel miatt nem feltétlenil keril kimutatasra
az elérehaladott CIN Iéziéval és/vagy méhnyakrakkal rendelkezd nék mintaiban l1évé célszekvenciak
hipermetilacioja.
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Otthoni mintavétellel vett, HPV-pozitiv hiivelyi kaparékmintak

Az otthoni mintavétellel vett hiivelyi kaparékmintak esetében a QlAsure Methylation Test 3-
as stadiumu cervicalis intraepithelialis neoplasiara és méhnyakrakra (vagyis CIN 3+)
vonatkozé klinikai teljesitményét 247, magas kockézatu, HPV-pozitiv hivelyi mintan
értékelték. 14 minta (5,7%) > 26,4 ACTB Cr-értéket adott és ezeket érvénytelenként
értékelték. Az érvényes teszteredményt adé mintak kdzul 148, otthoni mintavétellel vett
kaparékminta olyan néktdl szarmazott, akiknél 18 hénapos utankdvetés soran < CIN 1
allapotot mutattak ki, 24 minta CIN2 és 50 minta CIN 3 eredményt adott, 8 mintaban
laphamsejtes karcinébmat, 3 mintdban adenokarcinémat azonositottak. A hivelyi mintakkal
DNS-extrakciot végeztek, és mintanként 250 ng DNS-t vittek be a biszulfit-konverziés
reakcioba (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). A 250 ng biszulfit-konvertalt DNS
20%-at hasznaltdak a PCR-hez (ez PCR-enként 50 ng eredeti cél DNS-nek felel meg). A
QlAsure Methylation Test pozitivitasi aranyait az alabb megadott klinikai végpontok szerint
rétegezték (5. tablazat).

5. tablazat: A QlAsure Methylation Test pozitivitasi aranyai

Klinikai végpont Frakcio Pozitivitasi arany (95%-os CI)
<CIN1 34/148 23,0% (16,9-30,4)

CIN 2 7124 29,2% (14,6-49,8)

CIN 3 33/50 66,0% (52,0-77,7)
Laphamsejtes karcinéma 8/8 100,0% (63,1-100,0)
Adenokarcinéma 3/3 100,0% (29,2—-100,0)

A magas kockazatu, HPV-pozitiv otthon levett hiivelyi kaparékmintak kézott a CIN 3+ iranti szenzitivitas 72,1%
(44/61; 95% CI: 59,7-81,9), a karcinéma iranti szenzitivitdas 100% (11/11, 95% CI: 72-100) volt.*

* Megjegyzés: A mintavétel variabilitdsa, példaul nem megfeleld mintavétel miatt nem feltétlentl kerll kimutatasra az
elérehaladott CIN Iézioval és/vagy méhnyakrakkal rendelkezé nék mintaiban 1év6 célszekvenciak hipermetilacidja.
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A FAM19A4 és a hsa-mir124-2 teljesitménye az el6rehaladott, transzformal6do
CIN léziok kimutatasaban

A gazdasejt promoter metilacié elemzése specifikusan kimutatja az igynevezett ,elérehaladott”
CIN lézidkat, amelyek rakbetegségszerl metilacios profilt mutatnak, és amelyeknél révid tavon
varhatéan magas a rakbetegséghez vezetd progresszié kockazata (7, 8). A FAM19A4 és a
hsa-mir124-2 promoéter metilacio elemzés teliesitményét 29, elérehaladott, transzformalodo
CIN 2/3 léziéval rendelkezd nétél vett magas kockazatu, HPV-pozitiv mintan és 19, korai,
transzformalodod CIN 2/3 Iézidval rendelkezd nétél vett magas kockazatu, HPV-pozitiv mintan
értékelték. Szoros Gsszefiiggés volt a metilacio és az el6érehaladott betegség kozott, minden
elérehaladott CIN2/3 1éziét (100%; 29/29; 95% CI: 88—100) hipermetilacio-pozitivnak értékeltek,
mig ez az arany 47% (9/19; 95% CI: 27—69) volt a CIN 2/3 Iézidk esetében.

Robusztussag

A QIAsure Methylation Test robusztussagat a QlAsure Methylation Test és az assay
kizarolag kutatasi célra (Research Use Only, RUO) szolgalé verzidja altal nyujtott
eredmények egyezése alapjan hataroztdk meg. A tesztelést 10, magas kockazatu,
HPV-pozitiv méhnyaki mintabol nyert, biszulfit-konvertalt genomialis DNS-sel végezték,
ebbdél kordbban mar 5 mintat mindkét markerre vonatkozdan hipermetilacio-negativként,
5 mintat pedig (pl. a 2 marker kozll legalabb egyre vonatkozéan) hipermetilacié-pozitivként
azonositottak. A tesztelést négy kilénb6zd kezeld, 8 futtatasban, két példanyban (naponta
és kezelénként egy futtatas) végezték két kilonbozd tétellel és harom kilonbozé
Rotor-Gene Q MDx késziiléken, két kilonbdz6 laboratériumban. Ezaltal mintanként
Osszesen 16 adatpontot nyertek (6. tablazat).
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6. tablazat: A QlAsure Methylation Test és az assay RUO verzidja kozotti egyezés

Mintaszam RUO eredmény 1. laboratérium, 2. laboratorium,
egyezés az RUO egyezés az RUO
verziéval verziéval

1 Negativ 100% (8/8) 100% (8/8)

2 Negativ 100% (8/8) 100% (8/8)

3 Negativ 62,5% (5/8) 62,5% (5/8)

4 Negativ 100% (8/8) 100% (8/8)

5 Negativ 100% (8/8) 100% (8/8)

Negativ 6sszesen 92,5% (37/40) 92,5% (37/40)

6 Pozitiv 100% (8/8) 100% (8/8)

7 Pozitiv 100% (8/8) 100% (8/8)

8 Pozitiv 100% (8/8) 100% (8/8)

9 Pozitiv 100% (8/8) 100% (8/8)

10 Pozitiv 100% (8/8) 100% (8/8)

Pozitiv 6sszesen 100% (40/40) 100% (40/40)

Osszesen (pozitiv és negativ) 96,25% (77/80) 96,25% (77/80)

A korabban metilacio-negativként azonositott 6t minta kdzul négy 100% egyezést mutatott,
amikor mindkét laboratériumban a QIAsure Methylation Test kitet hasznaltak. A 3. minta
mindkeét laboratériumban 62,5% (5/8) egyezést mutatott. A medfigyelt variacié a FAM19A4
génhez kothet6, és a szint az assay kiszdbértékének kdzelében volt. A metilacid-negativ
mintak altalanos egyezése 92,5% (37/40) volt.

A korabban metilacio-pozitivként azonositott mind az 5 minta 100%-os egyezést mutatott a
referenciaassay-vel, amit 100%-os (40/40) altalanos egyezést adott.
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Kozvetlenil a méhnyaki mintan végzett biszulfit-konverzio

A ,Bisulfite-conversion directly on cervical specimen” (Kdzvetlenil a méhnyaki mintan
végzett biszulfit-konverzio) protokollt a referencia protokollal (vagyis biszulfit-konverzié a
minta DNS el6zetes mindség-ellendrzése utan) sszehasonlitva igazoltak 119 méhnyaki
kaparékmintaval, majd a QlAsure Methylation Test kittel. A k6zvetlentl a méhnyaki mintakon
végzett, a méhnyaki minta 2,5%-at bemeneti anyagként hasznald biszulfit-konverzio
sikerességi rataja 95,8% (114/119) volt, és 100%-ra emelkedett, amikor az érvénytelen
mintakat Ujratesztelték a méhnyaki minta 10%-at hasznalva bemeneti anyagként. A biszulfit-
konverzids protokollok QlAsure Methylation Test eredményei kozotti egyezés 90,8%
(108/119; kappa érték: 0,75) volt.
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Szimbdolumok

A csomagolason és a cimkéken a kdvetkezd szimbdlumok szerepelhetnek:

Szimbdélum Szimbélum meghatarozasa

Lejarati datum

<

D In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszk6z
CE-IVD jel6lés szimboélum
<N> reakciéhoz elegendé reagenst tartalmaz

Katalogusszam
Tételszam

Anyagszam

Osszetevék

Tartalom

Szam

Az R a Hasznalati Gtmutat6 (Kézikényv) moédositasat, az n pedig a médositas szamat jeldli

Globalis kereskedelmi aruazonosité szam

Hémérsékleti korlatozas

Gyartd

Fénytél védve tarolando

Olvassa el a hasznalati utasitast

Figyelem!
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Kapcsolatfelvételi adatok

Miszaki segitségnyujtasért és tovabbi informaciokért tekintse meg miszaki tamogatasunk
weblapjat a www.qgiagen.com/Support cimen, hivja a 00800-22-44-6000 telefonszamot,
vagy forduljon a QIAGEN valamelyik miiszaki szervizosztalyahoz vagy a terlletileg illetékes
forgalmazéhoz (lasd a hatso boriton vagy a www.qgiagen.com webhelyen).
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalogusszam
QlAsure Methylation 72 reakciohoz: 2 mesterkeverék, 616014
Test Kit 2 kalibrator.

Rotor-Gene Q MDx
Rotor-Gene Q MDx 5plex  Real-time PCR berendezés és nagy 9002033
HRM System felbontasu olvadasigorbe-analizalo

(High Resolution Melt, HRM)
5 csatornaval (z6ld, sarga, narancs,
piros, karmazsin) és HRM csatornaval,
laptop, szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves
garanciat, Uzembe helyezést és
oktatast is tartalmaz
Rotor-Gene Q MDx 5plex  Real-time PCR berendezés és nagy 9002032
HRM Platform felbontasu olvadasigorbe-analizald
(High Resolution Melt, HRM)
5 csatornaval (z6ld, sarga, narancs,
piros, karmazsin), HRM csatorna,
laptop, szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves
garanciat tartalmaz; tizembe helyezést
és oktatast nem tartalmaz

Rotor-Gene Q MDx tartozékok
Loading Block 72 x 0.1ml  Aluminiumblokk a reakciék manualis 9018901
Tubes Osszeallitasara egycsatornas

pipettaval 72 x 0,1 ml-es csGvekben
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalogusszam
Strip Tubes and Caps, 250, egyenkeént 4, kupakkal ellatott 981103
0.1ml (250) csovet tartalmazo strip

1000 reakcidhoz

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strip 4 csével és kupakkal 981106
0.1ml (2500) 10 000 reakcidhoz

Rotor-Gene AssayManager — a Rotor-Gene Q MDx késziilékekkel

végzett rutin teszteléshez

Rotor-Gene Szoftver a Rotor-Gene Q és 9022739
AssayManager QIAsymphony RGQ készUlékekkel

végzett rutin teszteléshez; egylicences

szoftver, egyetlen szamitogépen

telepithet6

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfeleld QIAGEN kit kézikényvében, vagy felhasznaldi kézikényvében talalhatok.
A QIAGEN kitek kézikdnyvei és felhasznaldi kézikonyvei a www.qgiagen.com webhelyen
érhetdék el, illetve a QIAGEN miszaki Ugyfélszolgalattol vagy a terlletileg illetékes
forgalmazoétol szerezhetdk be.
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Ezt az oldalt szandékosan hagytuk uresen.
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A dokumentum atdolgozasi elbzmeényei

Datum Modositasok

R4, 2019. junius Munkafolyamat eljaras folyamatabrajanak atdolgozasa az Alapelvek és eljaras részben;

EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit hozzaadva a Szilkséges, de nem biztositott anyagok
részhez; Biztonsagi informaciok szdévegdoboz tartalmanak atdolgozasa; Hozzaadott
informéci6 az RGQ MDx 5-plex HRM bemelegitd futtatasardl; Atdolgozott Minta-
el6készités fejezet; Tovabbi hibaelharitasi tétel hozzaadva; A Kdzvetlenll a méhnyaki
mintan végzett biszulfit-konverzié témakdr hozzaadva a Teljesitményjellemzék részhez;
Frissitett Irodalomjegyzék fejezet; Frissitett elrendezés

QlAsure Methylation Test korlatozott licensz megallapodas

A termék hasznalataval a termék vasarldja vagy felhasznaloja elfogadja a kovetkezo feltételeket:

1.

o s wN

A terméket kizardlag a hozza tartozo protokollok és a jelen kézikényv szerint, valamint a kithez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képez6 termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a kithez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban,

a jelen kézikdnyvben és a www.qgiagen.com webhelyen elérhetd tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a kithez tartozé komponensekbe
beépitsék vagy azokkal egyitt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznal6i bocsatjiak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére.

A QIAGEN nem végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és
nem garantalja azt sem, hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

Az itt leirt licenceken kiviil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a kit és/vagy ennek hasznalata nem sérti harmadik felek jogait.
A kit és Osszetevéinek licence csak egyszeri haszndlatra érvényes, nem szabad azt tjra felhasznalni, feldjitani vagy ujra értékesiteni.
A QIAGEN az itt leirtakon kiviil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

A kit vasarloja és felhasznaldja elfogadja, hogy semmilyen olyan Iépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan Iépés megtételét, amely a
fentiekben el6irtak megszegéséhez vezet vagy azt elésegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon
keresztil térténd érvényesitésére, valamint a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerz6dés vagy a kittel és/vagy annak barmely 6sszetevéjével kapcsolatos
bamilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabol inditott peres eljarassal kapcsolatban felmeriilé 6sszes vizsgalati és perkoltség kdvetelésére, beleértve
az lgyvedi koltségeket is.

A leguijabb licencfeltételekrél a www.giagen.com oldalon tajékozdédhat.

A Self-screen B.V. a QlAsure Methylation Test hivatalos gyartéja.

A QlAsure Methylation Test gyartéja a Self-screen B.V., eurépai forgalmazéja a QIAGEN.

Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, digene®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); BD®, SurePath® (Becton
Dickinson); EZ DNA Methylation™ (Zymo Research Corp.); NanoDrop® (NanoDrop Technologies LLC); PreservCyt® (Hologic, Inc.); Qubit® (Molecular Probes, Inc.).
A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekinthetok a térvény védelmén kiviil esének, ha nincsenek kilon jeldléssel ellatva.
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