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Przeznaczenie

Test QlAsure Methylation Test (nr kat. 616014) to oznaczenie oparte na swoistej dla
metylacji reakcji multipleks real-time PCR przeznaczone do detekcji hipermetylacii
promotoréw gendw FAM19A4 i hsa-mir124-2. Za pomoca testu QlAsure Methylation Test
mozna badac¢ DNA, ktéry poddano konwersji wodorosiarczynem po wyizolowaniu z probek

pobranych na jeden z podanych nizej sposobow:

® prébki z szyjki macicy pobrane (przez lekarza) za pomocg wyrobu digene® HC2 DNA
Collection Device;

® probki z szyjki macicy pobrane (przez lekarza) za pomocg szczoteczki/miotetki do
wymazow cytologicznych i przeniesione do roztworu PreservCyt® Solution lub
SurePath™ Solution;

® probki z pochwy pobrane (przez pacjentke) za pomocg szczoteczki/miotetki do

wymazow cytologicznych.
Wskazania dotyczace stosowania:

1. jako test kontrolny u kobiet z pozytywnym wynikiem testu na obecno$¢ wirusa
brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus, HPV) w celu okreslenia

koniecznosci skierowania na kolposkopie lub inne dalsze procedury;

2. jako test kontrolny u kobiet, u ktérych w badaniu cytologicznym stwierdzono
obecnos¢ atypowych komorek nabtonka ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu
(atypical squamous cells of undetermined significance, ASC-US), w celu okreslenia

konieczno$ci skierowania na kolposkopie lub inne dalsze procedury.
Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak

technicy i laboranci przeszkoleni w dziedzinie procedur diagnostyki in vitro, technik biologii
molekularnej oraz obstugi systemu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Podsumowanie i objasnienie

Metylacja DNA to proces biochemiczny, ktéry jest istotny dla prawidtowego rozwoju organizmow
wyzszych (1). Proces ten obejmuje przytgczenie grupy metylowej w pozycji 5 pierscienia
pirymidynowego nukleotydu cytozynowego. Nieprawidtowe wzorce metylacji DNA petnig rowniez
kluczowg role w karcynogenezie. W wielu ludzkich nowotworach ztosliwych oraz liniach komdrek
nowotwordw ztosliwych, w tym w raku szyjki macicy oraz w raku bfony $luzowej trzonu macicy,
wykryto hipermetylacje promotora genu FAM719A4 (Family with sequence similarity 19
(chemokine (C-C motif)-like)member A4) illub promotora genu hsa-mir124-2 (homo sapiens
micro RNA 124-2) (2-6). Analiza metylacji promotoréow w komodrce gospodarza umozliwia
swoistg detekcje nowotworow  ziosliwych oraz tak zwanych ,zaawansowanych”
$rédnabtonkowych neoplazji szyjki macicy (cervical intraepithelial neoplasia, CIN), ktorych profil
metylacji jest zblizony do profilu obserwowanego w nowotworach ztosliwych i ktére powigzano
z wysokim ryzykiem progresji do nowotworu ziosliwego w krétkim czasie (3, 7, 8, 10, 11, 12, 14).
Oznaczenie QlAsure umozliwia detekcje hipermetylacji promotoréw gendw FAM719A4 i
hsa-mir124-2 w DNA, ktory wyizolowano z probek z szyjki macicy lub wymazu z pochwy i
poddano konwersji wodorosiarczynem. Gen ACTB (gen ludzkiej -aktyny) stuzy jako wewnetrzna

kontrola jakosci probki.

Zasada procedury

Test QlAsure Methylation Test to test multipleks real-time PCR, ktory amplifikuje metylowane
regiony promotoréw gendw supresorowych nowotworéw FAM19A4 i hsa-mir124-2, a takze
fragment genu referencyjnego, ktéry nie jest swoisty pod wzgledem metylacji. Zestaw zawiera 2
probéwki mieszaniny QIlAsure Master Mix i 2 probowki kalibratora QIAsure Calibrator.
Mieszanina Master Mix jest przeznaczona do amplifikacji DNA, ktéry wyizolowano z materiatéw
klinicznych i poddano konwersji wodorosiarczynem. Mieszanina Master Mix zawiera startery
i sondy dla genéw docelowych i genu referencyjnego, kiory stuzy jako wewnetrzna kontrola
jakosci probki. Kalibrator to zlinearyzowany plazmid, ktory zawiera sekwencje amplikonéw genéw
FAM19A4, hsa-mir124-2i ACTB.
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Procedura przeptywu pracy
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Interpretacja danych za pomoca oprogramowania
Rotor-Gene Assay Manager

Oznaczenie QIAsure jest wykonywane w aparacie Rotor-Gene Q MDXx, a oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager® automatycznie przeprowadza analize i interpretacje danych.
Wartos¢ Cr (cykl progowy) odpowiada liczbie cykli PCR, ktére musiaty zajs¢, aby byta mozliwa
detekcja sygnatu fluorescencyjnego powyzej sygnatu tta. Wartos¢ ta jest skorelowana z liczbg
czgsteczek docelowych obecnych w prébce. Podczas oznaczenia QlAsure wartosé ACt jest
obliczana jako roznica miedzy wartoscig Cr docelowego genu FAM19A4 lub hsa-mir124-2
a wartoscig Cr genu referencyjnego (ACTB). Otrzymana wartos¢ ACt to wzgledna ilosciowa
warto$¢ poziomu metylacji promotora genu FAM19A4 lub hsa-mir124-2. W celu normalizacji
wynikéw wartos¢ ACt prébki kalibratora jest odejmowana od wartosci ACt docelowego genu
FAM19A4 lub hsa-mir124-2, co daje wartos¢ AACT (9). Kalibrator to wystandaryzowana prébka
zawierajgca matg liczbe kopii plazmidowego DNA o znanej liczbie kopii trzech gendw docelowych
(tj. FAM19A4, hsa-mir124-2 i ACTB).
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Dostarczane materiaty

Zawartosc¢ zestawu

QlAsure Methylation Test 72

Nr katalogowy 616014
Liczba reakcji 72
QlAsure Master Mix (2 probéwki) Brazowa probéwka 630 pl
QlAsure Calibrator (2 probéwki) Przezroczysta probéwka 25 pl
QIAsure Methylation Test — 1

Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi)

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,

SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktow.

Materiaty eksploatacyjne i odczynniki do przygotowania probek pobranych przez
pacjentke

e Hologic PreservCyt® Solution (Hologic)

Odczynniki do przygotowania probek przechowywanych w podtozu do pobierania
probek SurePath.

o Bufor Buffer AL (QIAGEN, numer katalogowy: 19075)
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Materiaty eksploatacyjne i odczynniki do konwersji wodorosiarczynem

Zweryfikowano nastepujace zestawy do konwersji wodorosiarczynem:

Zestaw EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, nr kat. D5001 lub nr kat. D5002)
Zestaw EZ DNA Methylation-Lighting (ZYMO Research, nr kat. D5030 lub nr

kat. D5031)

Zestaw EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, nr kat. 59720)

Zestaw QIASymphony Bisulfite Kit (QIAGEN, nr kat. 931106)

Materiaty eksploatacyjne do aparatu Rotor-Gene Q MDx

Probéwki w paskach i zatyczki, 0,1 ml (nr kat. 981103)
Woda oczyszczona (np. o klasie czystosci do biologii molekularnej, destylowana lub

dejonizowana)

Wyposazenie

Pipety (z regulacjg)* przeznaczone do przygotowywania reakcji PCR (1-10 pl; 10—-100 ul)
Rekawiczki jednorazowe

Wiréwka laboratoryjna* umozliwiajgca wirowanie przy >10 000 rpm

Wytrzgsarka*®

Fluorometr Qubit® (Thermo Fisher Scientific, nr kat. Q33216), fluorospektrometr
NanoDrop® 3300 Fluorospectrometer (Thermo Fisher Scientific, nr kat. ND-3300) lub
réwnowazny aparat

System QIAsymphony SP System (nr kat. 9001297) do opcjonalnej zautomatyzowanej

izolacji i/lub konwersji wodorosiarczynem

* Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Wyposazenie potrzebne do przeprowadzenia reakgcji real-time PCR

® System Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (nr kat. 9002033) lub aparat
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (nr kat. 9002032)"

® Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager Core Application w wersji 1.0.x (gdzie ,x”
jest rowne lub wieksze niz 4)

® Zainstalowane narzedzie Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in w wersji 1.0.x
(gdzie ,x” jest rowne lub wieksze niz 1)

® Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile (z pliku
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)(gdzie ,Y” jest wieksze niz lub réwne 1)
w przypadku wykorzystywania DNA, ktéry wyizolowano z prébek z szyjki macicy
pobranych przez lekarza i poddano konwersji wodorosiarczynem

® Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile przeznaczony do probek pobranych
samodzielnie szczoteczkg cytologiczng (z pliku
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)(gdzie ,Y” jest wieksze niz lub réwne 0)
w przypadku wykorzystywania DNA, ktéry wyizolowano z prébek wymazu z pochwy
pobranych przez pacjentke szczoteczka cytologiczng i poddano konwers;ji

wodorosiarczynem

* Aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany w styczniu 2010 r. lub pézniej. Data produkgcji jest zawarta
w numerze seryjnym znajdujgcym sie z tytu aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza
miesigc produkcji (cyfry), ,rr” oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkgji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator
aparatu.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Wytacznie do celéw diagnostyki in vitro.
Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety
Data Sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym, kompaktowym formacie PDF pod
adresem www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac
i drukowaé karty charakterystyki dla wszystkich zestawoéw i sktadnikéw zestawow firmy
QIAGEN®,

QIASURE MASTER MIX

Zawiera: 1,2,4-triazol: Niebezpieczenstwo! Podejrzewa sie, ze
dziata szkodliwie na ptodnos¢ lub na dziecko w tonie matki.
Stosowa¢ rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrone

oczu / ochrone twarzy.

Ogodlne srodki ostroznosci
Podczas przeprowadzania testéw PCR wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk

laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu, witasciwych dla biologii

molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.
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http://www.qiagen.com/safety

Zawsze nalezy mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:

® Podczas pracy z probkami nalezy nosi¢ jednorazowe rekawiczki bezpudrowe, fartuch
laboratoryjny i okulary ochronne.

® Nalezy chroni¢ prébki i zestaw przed zanieczyszczeniami mikrobiologicznymi
i nukleazami (DNazami). DNazy mogg spowodowac rozktad matrycy DNA.

® Nalezy unika¢ przenoszenia zanieczyszczen w postaci DNA lub produktéw PCR,
co mogtoby powodowaé uzyskanie falszywie pozytywnego sygnatu.

® Zawsze nalezy uzywac¢ jednorazowych koncéwek do pipet wolnych od DNaz
z barierami aerozolowymi.

® Odczynniki oznaczenia QlAsure sg optymalnie rozcienczone. Nie nalezy dalej
rozcienczac odczynnikéw, gdyz moze to doprowadzi¢ do utraty skutecznosci.

® \Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie QIAsure sg przeznaczone do
stosowania wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu. Nie nalezy zastepowaé
zadnego odczynnika z jednego zestawu tym samym odczynnikiem z innego zestawu
QlAsure, nawet jesli sg one z tej samej partii, gdyz moze to wptynaé na skutecznosc.

® Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci i procedury mozna znalez¢ w podreczniku
uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx.

® Przed pierwszg reakcjg wykonywang danego dnia nalezy wykonac program rozgrzewajgcy
aparat Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM w temperaturze 95°C przez 10 minut.

® Zmiana czasow i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych.

® Nie nalezy uzywac sktadnikow zestawu po uptywie daty waznosci lub w przypadku,
gdy byly niewtasciwie przechowywane.

® (Czas ekspozycji sktadnikéw na swiatto powinien by¢ zminimalizowany: wtasciwosci
mieszanin reakcyjnych mogg ulec zmianie pod wplywem $wiatta.

® Nalezy zachowac szczegdlng ostroznosé, aby unikng¢ zanieczyszczenia mieszanin
syntetycznymi materiatami, ktére sg zawarte w odczynnikach do reakcji PCR.

® Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowaé

zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Srodki ostroznosci dotyczace profili oprogramowania
AssayManager

Do réznych typow probek wymagane sg rézne profile oprogramowania AssayManager.
Nalezy upewnic sie, ze stosowany jest profil odpowiedni do badanego typu probki, zgodnie

Z ponizszymi wytycznymi:

® Do wykonywania testow na DNA, ktéry wyizolowano z probek z szyjki macicy
pobranych przez lekarza i poddano konwersji wodorosiarczynem, musi by¢ uzywany
L,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile przeznaczony do prébek zeskrobin z kanatu
szyjki macicy (z pliku AP_ QlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)”.

® Do wykonywania testow na DNA, ktéry wyizolowano z probek wymazu z pochwy
pobranych przez pacjentke szczoteczka cytologiczng i poddano konwers;ji
wodorosiarczynem, musi by¢ uzywany ,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile
przeznaczony do probek pobranych samodzielnie szczoteczkg cytologiczng (z pliku
AP_ QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)”
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Warunki transportu

Test QlAsure Methylation Test jest transportowany na suchym lodzie. Jesli ktérykolwiek
sktadnik testu QlAsure Methylation Test nie byt zamrozony w chwili odbioru, opakowanie
zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie zawiera listu
przewozowego, instrukcji obstugi lub odczynnikéw, nalezy skontaktowaé sie z jednym
z dziatbw pomocy technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (informacje
znajdujg sie na tylnej stronie okfadki lub pod adresem www.qiagen.com).

Warunki przechowywania

Test QIAsure Methylation Test musi zosta¢ natychmiast po dostarczeniu umieszczony
w zamrazarce o statej temperaturze od -30 do -15°C bez dostepu $wiatta.

Stabilnosc¢

Test QlAsure Methylation Test zachowuje stabilno$¢ do uptyniecia terminu waznosci
podanego na etykiecie opakowania, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach.

Po otwarciu odczynniki nalezy przechowywac¢ w oryginalnych opakowaniach w temperaturze
od -30 do -15°C. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania. Nie przekraczac
maksymalnej liczby 3 cykli zamrazania-rozmrazania.

® Przed otwarciem delikatnie wymieszac przez 10-krotne odwrécenie probowki
i zwirowac¢ wszystkie probowki.

® Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach poszczegéinych
sktadnikow. W prawidtowych warunkach przechowywania skutecznos$¢ produktu zostanie
zachowana w okresie stabilnosci, jezeli bedg uzywane skiadniki pochodzace z tej samej
partii.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

PRZESTROG
Wszystkie prébki powinny by¢ traktowane jako materiat

potencjalnie zakazny.

Prébki z szyjki macicy

Zestaw QlAsure jest przeznaczony do uzytku z prébkami genomowego DNA, ktéry wyizolowano
z probek z szyjki macicy i poddano konwersji wodorosiarczynem. Zwalidowane podtoza do
pobierania prébek z szyjki macicy (zeskrobin) to podioza do pobierania probek PreservCyt®
i SurePath™ oraz podtoze transportowe Digene Specimen Transport Medium (STM). Optymalna
temperatura przechowywania prébek klinicznych po dostarczeniu do laboratorium wynosi 2—8°C.
W tych warunkach przechowywania prébki w podiozu do pobierania prébek PreservCyt lub

SurePath™ sg stabilne przez 3 miesigce przed izolacjg DNA.

Uwaga: Probki z szyjki macicy w podtozu STM moga by¢ transportowane w temperaturze
2-30°C w celu dostarczenia ich nastepnego dnia do laboratorium, w ktérym
przeprowadzane sg testy. Po dostarczeniu takich probek nalezy je ponownie zamrozi¢

w temperaturze -20°C.
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Prébki wymazu z pochwy pobrane przez pacjentke szczoteczkg cytologiczng

Zestaw QIAsure Methylation Test jest przeznaczony do uzytku z probkami genomowego
DNA, ktory wyizolowano z prébek wymazu z pochwy pobranych przez pacjentke
szczoteczka cytologiczng i poddano konwersji wodorosiarczynem. Probki wymazu z pochwy
pobierane przez pacjentke szczoteczka cytologiczng mogg by¢ pobierane i transportowane
na sucho, natomiast po dostarczeniu do laboratorium przechowywane w zalecanej objetosci
(2—-3 ml) podtoza do pobierania prébek PreservCyt. Probki w podtozu do pobierania probek
PreservCyt mogg by¢ przechowywane w temperaturze 2—8°C lub w temperaturze pokojowej
przez maksymalnie 3 miesigce.

Prébki genomowego DNA

Po wyizolowaniu genomowego DNA probki DNA moga by¢ przechowywane
i transportowane w temperaturze od -30°C do -15°C przez maksymalnie 12 miesiecy.
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Przygotowanie prébek przechowywanych
w podtozu PreservCyt

Test QIAsure Methylation Test zwalidowano do uzytku z genomowym DNA, ktéry
wyizolowano z probek z szyjki macicy i poddano konwersji wodorosiarczynem. Genomowy
DNA mozna podda¢ konwersji wodorosiarczynem:

i) po izolacji DNA z prébki i kontroli jakosci DNA;

i) bezposrednio w probce z szyjki macicy przy uzyciu zestawu EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit
(QIAGEN, nr kat. 59720);

iii) bezposrednio w prébce z szyjki macicy przy uzyciu zestawu QlAsymphony Bisulfite Kit
(QIAGEN, nr kat. 931106).

Ponizej przedstawiono zalecenia dotyczgce tego procesu.

o i) Konwersja wodorosiarczynem po izolacji DNA i kontroli jakosci DNA
W przypadku tego protokotu konwersji wodorosiarczynem przed rozpoczeciem
protokotu nalezy wyizolowa¢ DNA i wykonac pomiar stezenia DNA, a nastepnie
odmierzyé optymalng objetos¢ eluatu. Protokét ten zostat zweryfikowany dla zestawu
EZ DNA Methylation™ Kit (nr kat. D5001) i zestawu EZ DNA Methylation-Lightning Kit
(nr kat. D5030) firmy ZYMO Research. Zalecamy korzystanie z nastepujacych metod:

O lzolacja DNA
Z testem QlAsure Methylation Test sg zgodne standardowe zestawy do izolacji
DNA (np. zestawy oparte na kolumnach lub kulkach magnetycznych).

O Pomiar stezenia DNA
Przed konwersjg DNA wodorosiarczynem nalezy zmierzy¢ stezenie DNA.
Odpowiednie systemy do pomiaru stezenia DNA to Qubit® Fluorometer, NanoDrop
3300 Fluorospectrometer (oba firmy Thermo Fisher Scientific) lub rownowazne
aparaty.
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O Wyadzielenie odpowiedniej porcji eluatu DNA
Optymalna wejsciowa ilos¢ DNA do reakcji konwersji wodorosiarczynem miesci sie
w zakresie od 100 ng do 2 ug, przy czym ilos¢ zalecana do reakcji konwers;ji
wodorosiarczynem wynosi 200 ng. Jesli stezenie DNA jest zbyt niskie do reakc;ji
konwersji wodorosiarczynem, nalezy powtorzyc¢ izolacje DNA, uzywajgc wiekszej
wejsciowej objetosci probki klinicznej lub przeprowadzi¢ elucje DNA w mniejszej
objetosci elugiji.

O Konwersja wodorosiarczynem za pomocg zestawu EZ DNA Methylation Kit
i zestawu EZ DNA Methylation-Lightning Kit jest przeprowadzana zgodnie
z zaleceniami producenta.

Uwaga: Zgodnie z instrukcjg zestawu EZ DNA Methylation Kit, aby uzyskaé
wystarczajgco wysoka wydajnosc¢ reakcji konwersji wodorosiarczynem (>98%),
maksymalna ilos¢ DNA w probce nie powinna przekraczaé 2 ug.

e ii) Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio w probkach z szyjki
macicy przy uzyciu zestawu EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit
Wykonywanie konwersji wodorosiarczynem bezposrednio w probce z szyjki macicy
pobranej do roztworu PreservCyt® Solution zweryfikowano dla zestawu EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit firmy QIAGEN. Procedura ta powinna by¢ wykonywana zgodnie
zaleceniami producenta w przypadku probek o wysokim stezeniu DNA (1 ng — 2 ug)
zawartymi w dokumencie Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion — Instrukcja obstugi
z wyjatkiem nastepujgcych punktow:

O Krok 1 protokotu. Pobra¢ 2,5% probki z szyjki macicy w podiozu do pobierania
prébek PreservCyt® (tj. 500 yl z 20 ml) i osadzi¢ komorki, wirujgc przy co najmniej
3390 x g przez 10 minut. Odrzuci¢ supernatant, pozostawiajgc osad komoérkowy
w maksymalnie 20 ul podtoza do pobierania probek PreservCyt. W celu
przeprowadzenia reakcji konwersji wodorosiarczynem nalezy uzyc tej probki osadu
komorkowego i przejs¢ do kroku 2 protokotu producenta.

O Bufor Buffer BL: Nie dodawac¢ no$nika RNA.

O Objetos¢ elucji DNA po konwersji wodorosiarczynem jest réwna 50 pl buforu Buffer
EB na kazdg prébke.
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iii) Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio w probkach z szyjki

macicy przy uZyciu zestawu QIAsymphony Bisulfite Kit

Wykonywanie konwersji wodorosiarczynem bezposrednio w prébce z szyjki macicy

pobranej do roztworu PreservCyt® Solution zweryfikowano dla zestawu QIAsymphony

Bisulfite Kit firmy QIAGEN. Testy powinny by¢ wykonywane zgodnie z zaleceniami

producenta zawartymi w instrukcji obstugi zestawu QlAsymphony Bisulfite.

O

Pobraé¢ 2,5% probki z szyjki macicy w podtozu do pobierania probek PreservCyt®
(tj. 500 pl z 20 ml) i osadzi¢ komérki, wirujgc przy co najmniej 3390 x g przez

10 minut. Odrzuci¢ supernatant, pozostawiajgc osad komérkowy w maksymalnie
20 pl pozostatego podtoza do pobierania prébek PreservCyt.

W przypadku reakcji konwersji wodorosiarczynem nalezy postepowac zgodnie

z ,Kartg protokotu QIAsymphony SP — Bisulfite 140_HC_V”, zaczynajgc od kroku
2; zamiast DNA nalezy uzy¢ osadu komérkowego.

Po zakonczeniu reakcji konwersji wodorosiarczynem nalezy rozpoczg¢ program SP
w aparacie QlAsymphony, postepujac zgodnie z krokami opisanymi w protokole
~Konwersja niemetylowanych cytozyn wodorosiarczynem w réznych typach prébek”
w instrukcji obstugi zestawu QIAsymphony Bisulfite Kit. Elucja jest wykonywana

w 40 pl.
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Przygotowanie prébek przechowywanych
w podtozu SurePath™

Probki przechowywane w podiozu SurePath musza zostaé¢ poddane obrébce wstepnej

przed izolacjg DNA. Test QlAsure Methylation Test zwalidowano do uzytku z genomowym

DNA, ktéry wyizolowano z probek z szyjki macicy i poddano konwersji wodorosiarczynem,

zgodnie z procedurg przedstawiong ponize;j.

Pobrac 2,5% prébki z szyjki macicy.

Wirowac przez 10 minut przy 4000 x g, usung¢ supernatant, lecz pozostawi¢ 100 pl
podtoza SurePath™.

Dodac¢ 100 pl odczynnika Buffer AL i ponownie zawiesi¢ osad.

Dobrze wymieszac i inkubowa¢ przez 20 minut w temperaturze 90°C.

Chtodzi¢ przez 5 min w temperaturze pokojowe;j.

Wykona¢ izolacje DNA przy uzyciu zestawu QlAamp DNA Mini Kit (lub rownowaznego
produktu) zgodnie z instrukcjami producenta; eluowaé DNA w 50 pl.

Zmierzy¢ stezenie DNA; odpowiednie systemy do pomiaru stezenia to Qubit®
Fluorometer, NanoDrop 3300 Fluorospectrometer (oba firmy Thermo Fisher Scientific)
lub rownowazne aparaty.

Do przeprowadzenia konwersji wodorosiarczynem zalecane jest uzycie 200 ng DNA,;
jesli 200 ng nie jest dostepne, nalezy uzy¢ maksymalnej objetosci wejsciowe;.
Wykonac¢ konwersje przy uzyciu zestawu EZ DNA Methylation Kit lub EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (Zymo) zgodnie z instrukcjami producenta. Uzy¢ 2,5 pl eluatu
do wykonania testu QlAsure Methylation Test.
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Ogodlne zalecenia dotyczgce konwersji wodorosiarczynem

Reakcje konwersji wodorosiarczynem nalezy wykonywac¢ w specjalnie wyznaczonym do
tego celu miejscu, w ktérym nie jest przechowywana ani dozowana mieszanina QlAsure

Master Mix, aby unikng¢ zanieczyszczenia odczynnikow.
Objetos¢ wejsciowa dla reakcji QlAsure wynosi 2,5 ul DNA po konwersji wodorosiarczynem.

Jesli wewnetrzna kontrola jakosci probki jest negatywna (ij. wartosci Ct uzyskane dla genu
ACTB sg >26,4), w procesie przygotowania prébki DNA po konwersji wodorosiarczynem
uzyskano niewystarczajgcg iloS¢ materiatu i/lub materiat o niewystarczajgcej jakosci. Wynik
takiej probki jest uznawany za niewazny. Wykona¢ wymagane kroki, aby osiggna¢ wartos¢
Cr genu ACTB, ktéra miesci sie zakresie waznych wartosci dla nastepujgcych protokotow:

o Konwersja wodorosiarczynem po izolacji DNA i kontroli ilosci DNA: powtérzy¢ reakcje
konwersji wodorosiarczynem, uzywajgc wiekszej wejsciowej ilosci DNA z prébki i/lub
powtérzy¢ izolacje DNA, uzywajgc wiekszej wejsciowej ilosci probki z szyjki macicy

e Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio na probkach z szyjki macicy:
powtérzy¢ reakcje konwersji wodorosiarczynem, uzywajgc 10%* probki z szyjki macicy

w podfozu do pobierania probek PreservCyt (tj. 2 ml z 20 ml).

DNA po konwersji wodorosiarczynem mozna przechowywac przez maksymalnie 24 godziny
w temperaturze 2-8°C, przez maksymalnie 5 dni w temperaturze od -25 do -15°C i przez
maksymalnie 3 miesigce w temperaturze ponizej -70°C. Nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania DNA po konwersji wodorosiarczynem. Nalezy ograniczy¢ liczbe

cykli rozmrazania-zamrazania do maksymalnie trzech, aby zachowac¢ wystarczajgca jakosc.

* Jesli skuteczno$¢ nie jest zadowalajgca ze wzgledu na zmienno$¢ podczas pobierania prébek, np. wynikajaca
z niedoktadnego poboru prébek, mozna zwiekszy¢ objeto$¢ probki uzywang do bezposredniej reakcji konwersji
wodorosiarczynem.
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Protokét: Reakcja PCR testu QIAsure
Methylation Test wykonywana w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

Wazne informacje przed rozpoczeciem

*

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM. Patrz podrecznik uzytkownika aparatu (nr kat. 9002033 lub 9002032).
Przed pierwszg reakcjg wykonywang danego dnia nalezy wykona¢ program rozgrzewajgcy
aparat Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM w temperaturze 95°C przez 10 minut.
Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 umozliwia zautomatyzowang
interpretacje wynikéw reakcji PCR. Zestaw QlAsure musi by¢ wykorzystywany

w aparacie Rotor-Gene Q MDx przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager w wersji 1.0. Nalezy poswieci¢ odpowiedni czas na zapoznanie sie

z obstugg oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 (nr kat. 9022739)

i narzedzia Epsilon Plug-In oraz przeczytac ich podreczniki uzytkownika.

Do réznych typdw préobek wymagane sg rézne profile oznaczen Rotor-Gene
AssayManager v1.0 Assay Profile. Nalezy upewnic sie, ze stosowany jest profil
odpowiedni do badanego typu prébki, zgodnie z ponizszymi wytycznymi:

O Do wykonywania testow na DNA, kidry wyizolowano z probek z szyjki macicy
pobranych przez lekarza i poddano konwersji wodorosiarczynem, musi by¢ uzywany
,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile przeznaczony do prébek zeskrobin z kanatu
szyjki macicy (z pliku AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)”

O Do wykonywania testow na DNA, ktéry wyizolowano z probek wymazu z pochwy
pobranych przez pacjentke szczoteczka cytologiczng i poddano konwersiji
wodorosiarczynem, musi by¢ uzywany ,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile
przeznaczony do prébek pobranych samodzielnie szczoteczkg cytologiczng (z pliku
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)”

Aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany w styczniu 2010 r. lub pdzniej. Data produkciji jest zawarta w numerze
seryjnym znajdujgcym sie z tylu aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkgcji
(cyfry), ,ir” oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkcji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Uwaga: W jednym eksperymencie mozna badac tylko jeden typ probki. Poszczegdlne
profile oznaczen zostaty zoptymalizowane dla danych typoéw prébek i w celu uzyskania
optymalnych wynikéw dla okreslonego typu probki kluczowe jest, aby klienci wybrali

odpowiedni profil Assay Profile.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0.x (gdzie ,x” jest wigksze niz
lub réwne 4) musi by¢ zainstalowane na komputerze podtgczonym do aparatu
Rotor-Gene Q MDx. Szczego6towe informacje na temat instalacji oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application zawiera Podrecznik uzytkownika
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application.

® Do testu QlAsure Methylation Test wymagane jest okreslone narzedzie o nazwie ,Epsilon
Plug-in” (wersja 1.0.1 lub wyzsza). Narzedzie to mozna pobrac¢ ze strony internetowej firmy
QIAGEN: http://lwww.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-
analysis/Rotor-Gene-assaymanager#resources. Narzedzie to nalezy zainstalowa¢ na
komputerze, na ktérym jest juz zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
w wersji 1.0.x (gdzie ,Xx” jest rowne lub wieksze niz 4).

® Aby wykonanie testu QlAsure Methylation Test przy uzyciu oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 byto mozliwe, wymagany jest okreslony profil
oznaczenia. Profil oznaczenia Assay Profile zawiera wszystkie parametry wymagane
do wykonywania cykli i analizowania eksperymentu. Istniejg 2 profile oznaczen
QlAsure Assay Profile:

O ,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile przeznaczony do prébek zeskrobin
z kanatu szyjki macicy (z pliku AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)”

odpowiada probkom z szyjki macicy pobranym przez lekarza;
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O ,Profil oznaczenia QlAsure Assay Profile przeznaczony do prébek pobranych
samodzielnie szczoteczkg cytologiczng (z pliku
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)” odpowiada probkom wymazu
z pochwy pobranym przez pacjentke szczoteczkg cytologiczng. Profile te mozna
pobra¢ ze strony internetowej testu QlAsure Methylation Test:
http://www.giagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-Kits/hpv-
testing/giasure-methylation-test-kit-eu/. Profil oznaczenia musi zosta¢
zaimportowany do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager.

Uwaga: Zestaw QlAsure moze zostac¢ uzyty tylko pod warunkiem, ze
w oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 zaprogramowano

okreslone ustawienia konfiguracji.

Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, nalezy ustawi¢ nastepujgce

wymagane ustawienia konfiguracji w trybie zamknigtym:

.Material number required” (Wymagany numer materiatu)
»Valid expiry date required” (Wymagana wazna data waznosci)

,Lot number required” (Wymagany numer serii)

Instalacja narzedzia Epsilon Plug-in i importowanie profilu oznaczenia

Szczegdtowe informacje dotyczgce instalacji i importowania narzedzia Epsilon Plug-in
i profilu oznaczenia zawiera Podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene

AssayManager Core Application i Podrecznik uzytkownika narzedzia Epsilon Plug-in.

® Pobierz narzedzie Epsilon Plug-in i najnowszg wersje profilu oznaczenia QlAsure ze
strony internetowej firmy QIAGEN.

® Rozpocznij proces instalacji, klikajgc dwukrotnie plik EpsilonPlugin.Installation.msi,
a nastepnie postepuj zgodnie z instrukcjami instalacji. Szczegétowy opis tego procesu
zawiera rozdziat ,Instalowanie narzedzi” w Podreczniku uzytkownika aplikacji

podstawowej oprogramowania AssayManager.
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Uwaga: Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, wybraé karte
Settings (Ustawienia) i zaznaczy¢ pola wyboru opcji Material number required
(Wymagany numer materiatu), Valid expiry date required (Wymagana wazna data
waznosci) i Lot number required (Wymagany numer serii) dla trybu zamknietego
(sekcja Work list (Lista robocza)). Jesli nie sg one wigczone (wybrane), klikng¢, aby
je wigczy¢.

® Po pomysinym zainstalowaniu narzedzia osoba posiadajgca uprawnienia
administratora do oprogramowania Rotor Gene AssayManager bedzie musiata
wykonac¢ nastepujgce czynnosci, aby zaimportowaé profil oznaczenia
AP_QIAsure_V1_0_Y.iap.

yig
1. Otworz oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager, klikajgc ikone. 7  Zostanie

otwarte okno oprogramowania Rotor-Gene AssayManager (patrz Ryc. 1).

ssses
asess
QLAGEN

Rotor-Gene AssayManager

Ryc. 1. Ekran logowania do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager.

2. Zaloguj sie do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager, uzywajac identyfikatora
uzytkownika i hasta. Nie wprowadzaj zmian w trybie ,Closed” (Zamkniety). Kliknij
przycisk OK. Zostanie otwarty ekran oprogramowania Rotor-Gene Assay Manager

(patrz ponizej).
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1 Karta Set-up (Ustawienia). Na tej karcie

mozliwe jest zarzadzanie listami
roboczymi lub zastosowanie list
roboczych.

Zaznaczenie zastosowanych list
roboczych powoduje wyswietlenie
wytgcznie nowych list roboczych.

Karta Approval (Zatwierdzanie). Na tej
karcie mozliwe jest wyszukanie
poprzednich eksperymentow (reakciji).
Karta Archive (Archiwum). Na tej karcie
mozliwe jest wyszukanie starych
eksperymentow (reakcji), ktére zostaty
juz zatwierdzone.

. Wybierz srodowisko konfiguracyjne.

. Kliknij opcje Import (Importuj).

5 Karta Service (Konserwacja). Na tej

karcie wyswietlany jest raport dotyczacy
Sciezki audytu kazdego pliku
wygenerowanego przez
oprogramowanie.

Karta Configuration (Konfiguracja). Na
tej karcie mozliwe jest skonfigurowanie
wszystkich parametréw
oprogramowania.

7 lkony aparatu Rotor-Gene Q MDx.

- Nie potgczono Potgczono

. Wybierz karte Assay Profiles (Profile oznaczen).

. Wybierz profil oznaczenia AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap dla prébek

z szyjki macicy i/lub profil oznaczenia AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap,

aby zaimportowac go do okna dialogowego, a nastepnie kliknij opcje Open (Otworz).
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7. Po pomysinym zaimportowaniu profilu oznaczenia mozna go uzywac¢ w srodowisku
,Setup” (Ustawienia).

Uwaga: Nie mozna zaimportowac tej samej wersiji profilu oznaczenia po raz drugi.

Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q MDx z rotorem na 72 probowki

W czasie jednej reakcji (eksperymentu), poza kalibratorem i kontrolg bez matrycy (no
template control, NTC), mozna zbada¢ maksymalnie 70 prébek DNA po konwers;ji
wodorosiarczynem. Schemat w Tabeli 1 przedstawia przyktadowy rozktad prébek w bloku
tadowania lub rotorze dla reakcji z wykorzystaniem testu QlAsure Methylation Test. Liczby

oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg koricowe pozycje w rotorze.
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Tabela 1. Ustawienia plytki i rotora dla reakcji z wykorzystaniem zestawu QlAsure w aparacie Rotor-Gene Q MDx

Pasek Pozycja Nazwa Pasek Pozycja Nazwa Pasek Pozycja Nazwa
probowki probki probowki  probki probéwki  probki
1 1 Kalibrator 7 25 Prébka 23 13 49 Prébka 47
2 NTC 26 Prébka 24 50 Prébka 48
3 Prébka 1 27 Prébka 25 51 Prébka 49
4 Probka 2 28 Prébka 26 52 Prébka 50
2 5 Prébka 3 8 29 Prébka 27 14 53 Prébka 51
6 Prébka 4 30 Prébka 28 54 Prébka 52
7 Prébka 5 31 Probka 29 55 Prébka 53
8 Prébka 6 32 Prébka 30 56 Prébka 54
3 9 Prébka 7 9 33 Prébka 31 15 57 Prébka 55
10 Prébka 8 34 Prébka 32 58 Prébka 56
1" Prébka 9 35 Prébka 33 59 Prébka 57
12 Prébka 10 36 Prébka 34 60 Prébka 58
4 13 Prébka 11 10 37 Prébka 35 16 61 Prébka 59
14 Probka 12 38 Probka 36 62 Prébka 60
15 Prébka 13 39 Prébka 37 63 Prébka 61
16 Prébka 14 40 Prébka 38 64 Prébka 62
5 17 Prébka 15 11 4 Prébka 39 17 65 Prébka 63
18 Prébka 16 42 Prébka 40 66 Prébka 64
19 Prébka 17 43 Prdbka 41 67 Prébka 65
20 Prébka 18 44 Prébka 42 68 Prébka 66
6 21 Prébka 19 12 45 Prébka 43 18 69 Probka 67
22 Prébka 20 46 Probka 44 70 Prébka 68
23 Prébka 21 47 Prébka 45 71 Prébka 69
24 Prébka 22 48 Prébka 46 72 Prébka 70
PRZESTROGA | Probéwki nalezy witozy¢ do rotora w sposéb wskazany w Tabeli 1.

Zautomatyzowana analiza skonfigurowana w profilu oznaczenia
opiera sie na takim uktadzie. W przypadku zastosowania innego

uktadu zostang uzyskane wyniki odbiegajgce od normy.

Uwaga: We wszystkich niewykorzystanych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki.
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Reakcja PCR w aparatach Rotor-Gene Q MDx z rotorem na 72 probowki

Przed pierwszg reakcjg wykonywang danego dnia nalezy wykona¢ program rozgrzewajgcy

aparat Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM w temperaturze 95°C przez 10 minut.

1. Dla probek, kiére majg by¢ przetwarzane, nalezy utworzy¢ liste roboczg, wykonujac

nastepujgce czynnosci:

1a.
1b.

1c.

1d.

1e.

Wigcz aparat Rotor-Gene Q MDx.

Otworz oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager i zaloguj sie jako uzytkownik
o roli operatora w trybie zamknietym.

Kliknij opcje New work list (Nowa lista robocza) w menedzerze listy roboczej
(srodowisko ,Setup” (Ustawienia)).

Wybierz profil QlAsure assay profile (Profil oznaczenia QlAsure) z listy
dostepnych profili oznaczen.

Uwaga: Profil oznaczenia AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap odnosi sie
do probek z szyjki macicy; profil oznaczenia
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap odnosi sie do prébek wymazu

z pochwy pobranych przez pacjentke.

Uwaga: W jednym eksperymencie mozna badac¢ tylko jeden typ probki.

Kliknij opcje Move (Przenies), aby przenies¢ wybrany profil oznaczenia na liste
Selected assay profiles (Wybrane profile oznaczen). Profil oznaczenia powinien
by¢ teraz wyswietlany na liscie ,Selected assay profiles” (Wybrane profile

oznaczen).
1f.  Wpisz liczbe prébek w odpowiednie pole.
1g. Wpisz nastepujgce informacje o zestawie QlAsure, ktdre sg wydrukowane na

wieczku pudetka.

® Numer materiatu: 1102417
® \Wazna data waznosci w formacie RRRR-MM-DD

® Numer serii
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1h.  Wybierz krok Samples (Probki). Na ekranie oprogramowania AssayManager
zostanie wyswietlona lista zawierajgca szczegoty dotyczgce probek. Lista
przedstawia oczekiwany ukfad rotora.

1i.  Na liste wpisz numery identyfikacyjne prébek oraz wszelkie opcjonalne informacje
o probkach jako komentarz do kazdej prébki.

j.  Wybierz krok Properties (Wtasciwosci) i wprowadz nazwe listy roboczej (Ryc. 2).

—_

Assays Propertes
P nlvlntm
Properties > (ietesk geme )
Wor st
= o
Creama
Last modified
Last appied
External order 10

Ryc. 2. Properties (Wtasciwosci)

1k. Zaznacz pole wyboru is applicable (ma zastosowanie), a nastepnie kliknij opcje
Apply (Zastosuj).

1l.  Zapisz liste robocza.
Liste roboczg mozna wydrukowaé, aby utatwi¢ przygotowanie i konfiguracje
reakcji PCR. Aby wydrukowac liste robocza, nacisnij przycisk Print work list
(Drukuj liste roboczg). Szczegoty dotyczgce prébek stanowig czesc tej listy
roboczej.

Uwaga: Liste roboczg mozna utworzy¢ po skonfigurowaniu reakcji w aparacie lub

zapisac jg przed wtozeniem probek do aparatu.

2. Skonfiguruj reakcje QlAsure.

Aby zminimalizowac¢ ryzyko zanieczyszczenia reakcji PCR, usilnie zaleca sie
wykorzystanie komory do PCR z mozliwoscig wigczenia lampy UV.

Mieszanine QlAsure Master Mix nalezy rozdziela¢ do proboéwek w miejscu oddzielonym
od miejsca, gdzie jest przeprowadzana reakcja konwersji DNA wodorosiarczynem.
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Przed uzyciem nalezy przemy¢ stét roboczy, pipety i statyw na proboéwki roztworem
degradujgcym DNA, aby unikng¢ zanieczyszczenia matrycg lub nukleazami.
Uwaga: Nalezy zmienia¢ koncowke pipety przy kazdej probowce, aby unikng¢
przeniesienia zanieczyszczen w postaci niespecyficznej matrycy lub mieszaniny

reakcyjnej, co mogtoby prowadzi¢ do otrzymania fatszywie pozytywnych wynikow.

2a. Catkowicie rozmrozi¢ mieszaning QlAsure Master Mix i kalibrator QlAsure
Calibrator i, gdy tylko to mozliwe, chroni¢ mieszanine QlAsure Master Mix przed
Swiattem.

Uwaga: Aby unikngc¢ rozktadu materiatu, krok rozmrazania nie powinien trwac dtuzej

niz 30 minut.

2b. Przed uzyciem delikatnie wymieszaj przez 10-krotne odwrdcenie probowki i krétko
wiruj.

2c. Dodaj po 17,5 pl gotowej do uzycia mieszaniny QlAsure Master Mix do
odpowiednich probowek w pasku. Reakcje mozna przygotowywac w
temperaturze pokojowe;j.

2d. Aby unikngc¢ rozktadu materiatu, mieszaning QlAsure Master Mix nalezy ponownie
umiesci¢ w zamrazarce.

2e. Probowki nalezy przenie$¢ w inne miejsce i tam dodac probki kontroli oznaczenia
oraz probki po konwersji wodorosiarczynem.

2f.  Dodaj po 2,5 yl wody do kontroli bez matrycy (NTC) na pozyciji 2 (patrz Tabela 1
powyzej). Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w dot.

2g. Dodaj 2,5 pl kalibratora QlAsure Calibrator na pozycje 1 (patrz Tabela 1 powyzej).
Delikatnie wymieszaj, pipetujgc w gore i w dot, a nastepnie zamknij probéwke
zatyczka.

2h. Dodaj 2,5 pyl DNA po konwersji wodorosiarczynem do odpowiedniej probdwki.
Delikatnie wymieszaj, pipetujgc w gore i w dot.

2i.  Po napefnieniu zestawu 4 probowek nalezy zamkng¢ probowki.

Uwaga: Probowki do PCR moga by¢ przechowywane w temperaturze 2—-8°C, w

ciemnosci, do 30 minut od czasu rozpipetowania prébek do probéwek do PCR do

momentu rozpoczecia eksperymentu w urzgdzeniu.
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2j.  Aby unikna¢ rozktadu materiatu, kalibrator QlAsure Calibrator nalezy ponownie
umiesci¢ w zamrazarce.

Uwaga: Nalezy zmienia¢ koncoéwke pipety przy kazdej probéwce, aby unikng¢

przeniesienia zanieczyszczen w postaci niespecyficznej matrycy lub mieszaniny

reakcyjnej, co mogtoby prowadzi¢ do otrzymania fatszywie pozytywnych wynikow.

. Przygotuj aparat Rotor-Gene Q MDx i rozpocznij reakcje (eksperyment) w nastepujgcy

sposob:

3a. Umies¢ 72-pozycyjny rotor w uchwycie na rotor.

3b. Zataduj paski probéwek do rotora zgodnie z przypisanymi pozycjami, zaczynajgc
od pozyciji 1, jak pokazuje to Tabeli 1, a w niewykorzystanych dotkach umies¢
puste paski probowek z zamknietymi wieczkami.

Uwaga: Nalezy upewnic sie, ze pierwsza probdéwka zostata umieszczona w pozycji 1,

a probowki w paskach sg umieszczone w prawidtowej orientacji i odpowiednich

pozycjach, zgodnie ze wskazaniem w Tabeli 1.

3c. Zamocuj pierscien blokujacy.

3d. Zataduj rotor z pierscieniem blokujgcym do aparatu Rotor-Gene Q MDx,
a nastepnie zamknij pokrywe aparatu.

3e. W oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 wybierz odpowiednig
liste roboczg z menedzera list roboczych, a nastepnie kliknij przycisk Apply
(Zastosuj), lub jesli lista robocza jest wcigz otwarta, kliknij przycisk Apply
(Zastosuj).

Uwaga: Jeéli lista robocza dla reakcji nie zostata utworzona, przed wykonaniem

kolejnych czynnosci nalezy zalogowac¢ sie do oprogramowania Rotor-Gene

AssayManager w wersji 1.0 i wykonac¢ krok 1.

3f.  Wopisz nazwe reakcji (eksperymentu).

3g. Wybierz cykler, ktéry ma by¢ uzywany, na liscie Cycler selection (Wybor
cyklera).

3h. Upewnij sie, ze pierscien blokujgcy jest prawidtowo zamocowany, a nastepnie
potwierdz na ekranie, ze zamocowano pierscien blokujacy.
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3i.  KIliknij przycisk Start experiment (Rozpocznij eksperyment).
Powinna rozpoczg¢ sie reakcja wykonywana w ramach testu QlAsure Methylation
Test.
4. Po zakonczeniu reakcji kliknij przycisk Finish run (Zakoncz reakcje).
5. Udostepnij i zatwierdz wyniki reakciji.
® W przypadku uzytkownikéw posiadajgcych role Approver (Osoba
zatwierdzajgca): kliknij opcje Release and go to approval (Udostepnij i przejdz
do zatwierdzania).
® W przypadku uzytkownikéw posiadajgcych role Operator: kliknij opcje Release
(Udostepnij).

6. Udostepnij wyniki.

® Po kliknigciu opcji Release and go to approval (Udostepnij i przejdz do
zatwierdzania) wyswietlane sg wyniki eksperymentu.

® Po kliknigciu opcji Release (Udostepnij) przez uzytkownika o roli uzytkownika
osoba o roli ,Approver” (Osoba zatwierdzajgca) musi zalogowac sie do
oprogramowania i wybra¢ srodowisko ,Approval” (Zatwierdzanie).

® QOdfiltruj liste wg oznaczen, ktére oczekujg na zatwierdzenie, wybierajgc opcje
filtrowania i klikajgc opcje Apply (Zastosuj).

® Przejrzyj wyniki, a nastepnie zatwierdz wyniki kazdej badanej probki.

Przewin tabele ,Results” (Wyniki) do prébki, ktéra ma zostac¢ zatwierdzona. Na korcu
wiersza kazdego wyniku prébki, ktory oczekuje na zatwierdzenie, znajdujg sie trzy
przyciski opcji.

Zaakceptuj lub odrzué¢ wynik prébki.

Uwaga: Wynik, ktéry zostat automatycznie oznaczony przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager jako INVALID (Niewazny) nie moze zosta¢ przeksztatcony

w wazny wynik, nawet po odrzuceniu.
Opcjonalnie: Wpisz komentarz w polu Sample comment (Komentarz do probki).

o Kiiknij opcje Release/Report data (Udostepnij/raportuj dane).
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o Kiliknij przycisk OK. Raport zostanie wygenerowany w formacie Adobe Portable
Document (.pdf) i bedzie automatycznie przechowywany we wstepnie zdefiniowanym
folderze. Domyslna Sciezka folderu to: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export > Reports (QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Eksport > Raporty)

Uwaga: Sciezke i folder mozna zmieni¢ w $rodowisku ,Configuration” (Konfiguracja).

® Przejdz na karte Archive (Archiwum), aby wyeksportowac plik .rex odpowiadajgcy
danym surowym. Odszukaj eksperyment, korzystajgc z opcji filtrowania, a nastepnie
kliknij opcje show assays (pokaz oznaczenia). Nastepnie kliknij opcje Export .rex file
(Eksportuj plik .rex) i zapisz plik, klikajac przycisk OK. Oprogramowanie automatycznie
zapisuje plik .rex w nastepujacym wstepnie zdefiniowanym folderze: QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export > Experiments (QIAGEN > Rotor-Gene
AssayManager > Eksport > Eksperymenty)

Uwaga: Sciezke i folder mozna zmieni¢ na karcie Specify the .rex file export

destination (Okres| docelowy folder do eksportu pliku .rex).

Uwaga: Do rozwigzywania probleméw wymagany jest pakiet wsparcia z reakgji.
Pakiety wsparcia mozna wygenerowac ze srodowiska zatwierdzania lub archiwizaciji.
Patrz Podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene AssayManager Core
Application, Rozwigzywanie problemdw, ,Tworzenie pakietu wsparcia” pod adresem
https://www.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-
analysis/Rotor-Gene-assaymanager#resources. Ponadto moze okazac sie
przydatna $ciezka audytu z czasu wystgpienia zdarzenia (+1 dzien). Sciezke audytu
mozna uzyskac w srodowisku Service (Konserwacja) (Podrecznik uzytkownika
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager Core Application).

7. Roztaduj aparat Rotor-Gene Q MDx i usun probéwki w paskach zgodnie z lokalnymi

przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Interpretacja wynikow
Analiza jest w petni zautomatyzowana.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 najpierw analizuje krzywe
amplifikacji i moze uniewazni¢ krzywe, ktére nie spetniajg wymagan, na podstawie ich
ksztattu i amplitudy szumu. W takim przypadku do uniewaznionej krzywej zostanie
przypisana flaga (patrz Tabela 2).

Nastepnie oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 przeanalizuje kontrole
reakciji.

Kalibrator
NTC

Uwaga: Raport generowany po zakonczeniu reakcji przedstawia wyniki uzyskane dla
kontroli reakcji wraz z flagami uniewazniajgcymi umieszczonymi przed niewaznymi
danymi.
Jesli wszystkie kontrole reakcji spetniajg wymagania, oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager przeanalizuje nieznane prébki.

Tabela 2 przedstawia flagi uniewazniajgce probki, ktére moga zosta¢ przypisane do
poszczegolnych probowek podczas analizy wykonywanej przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0, wraz z objasnieniami znaczenia poszczegoélnych
flag.
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Tabela 2. Uniewazniajace flagi prébek i opis warunkéw

Flaga Znaczenie Opis
ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid Warto$¢ docelowa jest wyzsza niz zdefiniowany
(Niewazny) zakres. Moze to dotyczy¢ wartosci Cr, fluorescenc;ji
w punkcie koncowym, stezenia lub obliczonej
wartosci, np. $redniej wartosci Cr lub wartosci ACr.
ASSAY_INVALID Invalid Oznaczenie jest niewazne, poniewaz co najmniej
(Niewazny) jedna kontrola zewnetrzna jest niewazna.
BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid Warto$¢ docelowa jest nizsza niz zdefiniowany
(Niewazny) zakres. Moze to dotyczy¢ wartosci Cr, fluorescenciji
w punkcie koncowym, stezenia lub obliczonej
wartosci, np. $redniej wartosci Ct lub wartosci ACr.
CONSECUTIVE_FAULT Invalid Warto$¢ docelowa uzyta do obliczenia danej
(Niewazny) wartosci docelowej jest niewazna.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid Krzywa amplifikacji danych surowych ma ksztatt
(Niewazny) odbiegajacy od ksztattu oczekiwanego dla tego
oznaczenia. Istnieje wysokie prawdopodobienstwo
uzyskania nieprawidtowych wynikéw lub btednej
interpretacji wynikow.
FLAT_BUMP Invalid Krzywa amplifikacji danych surowych ma ksztatt
(Niewazny) ~éwnego wybrzuszenia”, ktéry odbiega od ksztattu
oczekiwanego dla tego oznaczenia. Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo uzyskania nieprawidtowych
wynikéw lub btednej interpretacji wynikéw (np.
okreslenia nieprawidtowej wartosci CT).
IN_ACCEPTED_RANGE Valid Kontrola NTC wykazuje wartosci sygnatu Cr
(Wazny) powyzej 36 dla sekwencji docelowej genu ACTB.
INVALID_CALCULATION Invalid Obliczenie danej wartosci docelowej zakonczyto sig
(Niewazny) niepowodzeniem.
MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Invalid Krzywa amplifikacji przecina warto$¢ progowa
(Niewazny) wiecej niz jeden raz. Nie mozna wyznaczy¢
jednoznacznej wartosci Cr.
NO_BASELINE Invalid Nie odnaleziono warto$ci poczatkowej dla wstepnej
(Niewazny) linii podstawowe;j.
NO_CT_DETECTED Variable Nie wykryto wartosci Cr dla danej sekwencji
(Zmienna) docelowe;j.
NO_VALUE Invalid Sekwencja docelowa nie data zadnej wartosci,
(Niewazny) a zgodnie z oczekiwaniami powinna da¢ wartosé.
Warto$¢ ta nie musi by¢ w okreslonym zakresie.
Moze to dotyczy¢ wartosci Cr, fluorescenciji
w punkcie koncowym, stezenia lub obliczonej
wartosci (np. $redniej wartosci Cr lub wartosci ACr).
NORM_FACTOR_ALTERATION Warning Odchylenie podczas procedury normalizacji.

(Ostrzezenie)

Krzywa amplifikacji jest wyswietlana z domys$ing
normalizacjg; wyniki nalezy recznie sprawdzi¢ pod
katem poprawnosci.
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Tabela 2. Uniewazniajace flagi probek i opis warunkéw

OTHER_TARGET_INVALID Invalid
(Niewazny)

SATURATION Invalid
(Niewazny)

SATURATION_IN_PLATEAU Warning

(Ostrzezenie)

SPIKE Warning
(Ostrzezenie)

SPIKE_CLOSE_TO_CT Invalid
(Niewazny)
STEEP_BASELINE Invalid
(Niewazny)
STRONG_BASELINE_DIP Invalid
(Niewazny)
STRONG_NOISE Invalid
(Niewazny)
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Invalid
(Niewazny)
UNCERTAIN Variable
(Zmienna)
UNEXPECTED_CT_DETECTED Variable
(Zmienna)
UNEXPECTED_VALUE Invalid
(Niewazny)
UPSTREAM Variable
(Zmienna)

Inna wartos¢ docelowa dla tej samej prébki jest
niewazna.

Surowe dane fluorescenciji sg silnie nasycone przed
punktem przegiecia krzywej amplifikacji.

Surowe dane fluorescencji sg nasycone w fazie
plateau krzywej amplifikacji.

W surowych danych fluorescencji wykryto pik na
krzywej amplifikacji, ale jest on poza regionem,
w ktorym okreslono warto$¢ Cr.

Wykryto pik na krzywej amplifikacji blisko wartosci
Cr.

Na krzywej amplifikacji wykryto stromo rosnacg lini¢
podstawowg dla surowych danych fluorescencji.

Na krzywej amplifikacji wykryto silny spadek linii
podstawowej dla surowych danych fluorescenciji.

Poza faza wzrostu krzywej amplifikacji wykryto silny
szum.

W fazie wzrostu (fazie wyktadniczej) krzywej
amplifikacji wykryto silny szum.

Wyniki z automatycznego skanowania danych
(AUDAS) sa sprzeczne z wynikami z podstawowej
analizy. Nie jest mozliwe przeprowadzenie
jednoznacznej automatycznej oceny waznosci
danych.

Dla sekwencji docelowej, ktéra nie powinna by¢
amplifikowana, wykryto warto$¢ Cr.

Dla sekwencji docelowej otrzymano wartos¢,

a zgodnie z oczekiwaniami nie powinna ona da¢
wartosci. Moze to dotyczy¢ wartosci Cr,
fluorescencji w punkcie koncowym, stezenia lub
obliczonej wartosci, np. $redniej wartosci Cr lub
wartosci ACr.

Status probki zostat ustawiony na Invalid
(Niewazny) lub Unclear (Niejasny) we
wczesniejszym procesie (np. w aparacie
QIAsymphony).

Uwaga: W przypadku probek, ktére sg oznaczone
jako niejasne, dziatanie programu Rotor-Gene
AssayManager jest definiowane w srodowisku
,Configuration” (Konfiguracja) oprogramowania
AssayManager. Flagi ,Invalid” (Niewazny)
ustawione we wczesniejszych procesach zawsze
skutkujg uniewaznieniem odpowiadajgcej im prébki
w oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager.
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Tabela 2. Uniewazniajace flagi probek i opis warunkéw
WAVY_BASE_FLUORESCENCE Invalid Na krzywej amplifikacji wykryto falistg lini¢
(Niewazny) podstawowg dla surowych danych fluorescencji.
® Jesli wszystkie kontrole reakcji sg wazne, oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
w wersji 1.0 przeanalizuje nieznane prébki. Aby mozliwa byta interpretacja wynikow,
w prébce musi znajdowac¢ sie minimalna ilos¢ DNA po konwersji wodorosiarczynem.
Jest to okreslane na podstawie wartosci Ct genu metabolizmu podstawowego ACTB,;
wartos¢ ta musi by¢ <26,4 dla prébki, aby oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
mogto uzna¢ dang prébke za wazng.
o Nastepnie zostang obliczone wartosci AACt dla gendw FAM19A4 i hsa-mir124-2
i zostanie podany wynik. Jesli warto$¢ AACr jest ponizej punktu odciecia, gen docelowy
jest oceniany jako ,Hypermethylation positive” (Pozytywny pod wzgledem
hipermetylacji).
Uwaga: Czesciowe lub niskie poziomy metylacji to naturalne zjawisko, ktére, w
przeciwienstwie do hipermetylacji, nie jest bezposrednio zwigzane z rozwojem raka.
® Probce przypisywany jest status ,Hypermethylation positive” (Pozytywny pod wzgledem
hipermetylaciji), gdy co najmniej jeden z gendéw docelowych jest oceniany jako
~Hypermethylation positive” (Pozytywny pod wzgledem hipermetylac;ji).
® Prébki zawierajgce DNA o niskiej jako$ci/ matg ilos¢ DNA (tj. warto$ci Ct ACTB ledwo
spetniajace kryteria akceptacji; wartosci Ct mieszczgce sie w zakresie od 25 do 26,4)
mogg zostac ocenione jako fatszywie negatywne. Zalecane jest ponowne wykonanie
reakcji PCR w jednym powtérzeniu. Wynik negatywny dla powtérzonego testu oznacza,
ze probka jest negatywna pod wzgledem hipermetylacji, a wynik pozytywny oznacza,
ze probka jest pozytywna pod wzgledem hipermetylaciji.
® W przypadku probek o wysokiej komoérkowosci przetwarzanych przy uzyciu protokotu
bezposredniej konwersiji istnieje ryzyko przecigzenia reakcji PCR zbyt duzg iloscig
DNA, co moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywie negatywnego wyniku dla docelowej
sekwencji genu FAM19A4. Z tego wzgledu w przypadku probek 1) o negatywnym
wyniku hipermetylacji, 2) o wartosci Ct dla genu ACTB <23, 3) o wartosci AACt dla

genu FAM19A4 wynoszacej od 10,36 do 11,36 zalecane jest ponowne wykonanie
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reakcji PCR z zastosowaniem 5-krotnie mniejszej wejsciowej ilosci DNA po konwersji,

uzyskanej poprzez rozcienczenie probki woda.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze byc¢ przydatna w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyskac¢ wiecej informacji, nalezy rowniez zapoznac sie ze strong poswiecong czesto
zadawanym pytaniom (Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego centrum
pomocy technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy
z serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace
informacji i protokotow opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek
i oznaczen (informacje kontaktowe znajduja sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem
www.giagen.com).

Informacje na temat rozwigzywania probleméw zwigzanych z oprogramowaniem
Rotor-Gene AssayManager zawiera Podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager Core Application.

Komentarze i wskazowki

Ogolne postepowanie

Stezenie DNA w prébce jest zbyt niskie
do przeprowadzenia konwersji
wodorosiarczynem

Nalezy zmierzy¢ wyizolowane DNA Powtdrzyc izolacje DNA, uzywajgc bardziej stezonej probki klinicznej

Wynik dla prébki jest niewazny: amplifikacja genu ACTB jest zbyt niska lub nie wystepuje

a) Blad pipetowania lub pominiecie Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakcji.
odczynnikow Powtorzy¢ reakcje PCR.
b) Sprawdzi¢ stezenie DNA Maksymalnie zwiekszy¢ wejsciowg ilos¢ DNA do reakcji konwers;ji

wodorosiarczynem. Reakcja konwersji wodorosiarczynem ma
optymalng skutecznosc¢ przy wejsciowej ilosci DNA w zakresie

100 ng-2 pg.
c) W przypadku protokotu ,Konwersja Powtdrzy¢ reakcje konwersji wodorosiarczynem, uzywajac 10% probki
wodorosiarczynem wykonywana z szyjki macicy w podtozu do pobierania prébek PreservCyt (tj. 2 ml
bezposrednio w prébkach z szyjki macicy” z 20 ml).
nalezy sprawdzi¢ komoérkowos¢ probki
klinicznej
d) Sprawdzi¢ eluat po konwersji Powtdrzy¢ konwersje wodorosiarczynem; w razie potrzeby mozna uzyé
wodorosiarczynem wigkszej wejsciowej ilosci DNA.
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Komentarze i wskazowki

Wynik dla prébki jest niewazny: nieprawidtowe wyniki dla docelowego genu FAM719A4illub hsa-mir124-2

Niedostateczne wymieszanie

Wymiesza¢ prébke i mieszaning reakcyjng, pipetujagc w gore i w dot
(okoto 10 razy kazdg probéwke). Powtorzy¢ badanie probeki.

Wynik kontroli pozytywnej jest niewazny: amplifikacja jest zbyt niska lub nie wystepuje dla jednej lub

wiekszej liczby sekwencji docelowych

a) Btad pipetowania lub pominigcie
odczynnikow

b) Czesciowa degradacja

c) Czesciowy rozktad odczynnikéw do PCR

d) Odwrocenie probowek w pasku
e) Data waznosci
f) Zbyt dtuga przerwa miedzy

pipetowaniem prébek i rozpoczgciem
reakcji

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.
Powtérzy¢ reakcje PCR.

Zawartos¢ zestawu przechowywac w temperaturze od -30 do -15°C.
Unika¢ ponownego zamrazania i rozmrazania wiecej niz trzy razy.
Zawarto$¢ zestawu przechowywaé w temperaturze od -30 do -15°C
i chroni¢ mieszaniny reakcyjne przed $wiattem.

Unikac¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.
Sprawdzi¢ date waznosci uzywanego zestawu.

Mieszaniny do reakcji PCR mozna przechowywac¢

w temperaturze 2—-8°C, w ciemnosci, przez 30 minut od czasu
dodania prébek do mieszanin do reakcji PCR do momentu
rozpoczecia reakcji w urzadzeniu.

Kontrola bez matrycy (NTC) jest niewazna

a) Btad pipetowania

b) Zanieczyszczenie krzyzowe

¢) Zanieczyszczenie odczynnika

d) Odwrocenie probowek w pasku

e) Zbyt dluga przerwa miedzy
pipetowaniem prébek i rozpoczgciem
reakcji

f) Rozktad sondy
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Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.
Powtérzy¢ reakcje PCR.

Wymieni¢ wszystkie kluczowe odczynniki.

Aby unikngé¢ zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem,
nalezy zawsze postepowac z odczynnikami, sktadnikami zestawu
i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie z powszechnie przyjetymi
praktykami.

Wymieni¢ wszystkie kluczowe odczynniki.

Aby unikng¢ zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem,
nalezy zawsze postgpowac z odczynnikami, sktadnikami zestawu
i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie z powszechnie przyjetymi
praktykami.

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.

Mieszaniny do reakcji PCR mozna przechowywac¢

w temperaturze 2-8°C, w ciemnosci, przez 30 minut od czasu
dodania prébek do mieszanin do reakcji PCR do momentu
rozpoczecia reakcji w urzadzeniu.

Nalezy chroni¢ mieszaniny reakcyjne przed $wiattem.

Nalezy sprawdzi¢, czy na krzywej fluorescencji wystepuje wynik
fatszywie pozytywny.
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Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu lub niski sygnat w prébce pomimo prawidiowej reakcji kontrolnej

a) Efekty hamujace Nalezy zawsze sprawdzaé, czy w trakcie konwersji
wodorosiarczynem po wirowaniu na filtrze nie zostaty resztki
buforéw.

Powtorzy¢ reakcje konwersji wodorosiarczynem.

b) Btad pipetowania Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgiji.

Powtorzy¢ reakcje PCR.

Jesli problem bedzie sig utrzymywat, nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym QIAGEN.
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Ograniczenia

Wszystkie odczynniki uzywane do testu QIAsure Methylation Test sg przeznaczone

wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Podczas przeprowadzania testéw PCR wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk
laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu, witasciwych dla biologii

molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.

Odczynniki i instrukcje dostarczone w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia
optymalnej skutecznosci.

Test QlAsure Methylation Test jest przeznaczony do uzycia przez wykwalifikowany personel
laboratorium przeszkolony w zakresie uzywania aparatow Rotor-Gene Q MDx oraz
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersiji 1.0.

Z produktu moze korzystac¢ jedynie personel odpowiednio poinstruowany i przeszkolony
w zakresie techniki real-time PCR i procedur diagnostycznych in vitro. Wszelkie uzyskane
wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ wraz z innymi wynikami badan klinicznych
i laboratoryjnych.

W celu osiggniecia optymalnych wynikow reakcji PCR nalezy Scisle stosowac sie do tresci
podrecznika uzytkownika (instrukcji obstugi).

Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na pudetku i etykietach wszystkich

sktadnikow zestawu. Nie uzywaé przeterminowanych skfadnikow.
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Probki zawierajgce DNA o niskiej jakosci/ matg ilos¢ DNA (tj. wartosci Cr ACTB ledwo
spetniajgce kryteria akceptacji; wartosci Ct mieszczgce sie w zakresie od 25 do 26,4) moga
zosta¢ ocenione jako fatszywie negatywne. Zalecane jest ponowne wykonanie testu
w jednym powtérzeniu. Wynik negatywny dla powtérzonego testu oznacza, ze prébka jest
negatywna pod wzgledem hipermetylacji, a wynik pozytywny oznacza, ze probka jest
pozytywna pod wzgledem hipermetylacji.

Wszystkie odczynniki dostarczone w tescie QlAsure Methylation Test sg przeznaczone do
stosowania wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu. W przeciwnym wypadku

moze doj$¢ do obnizenia skuteczno$ci.

Test QlAsure Methylation Test zostat zwalidowany do uzytku z probkami pobranymi od
kobiet, u ktérych stwierdzono obecnos¢ wirusa HPV.

Test QlAsure Methylation Test zostat zwalidowany do uzytku z probkami z szyjki macicy
pobranymi do podtoza PreservCyt, SurePath™ |ub STM i przechowywanymi w tym podtozu
oraz z prébkami wymazu z pochwy pobranymi przez pacjentke szczoteczkg cytologiczng
i przechowywanymi w podtozu PreservCyt do czasu dostarczenia do laboratorium.

Do uzytku z oznaczeniem metodg PCR wykonywanym w ramach testu QlAsure Methylation
Test zwalidowano wylgcznie aparat Rotor-Gene Q MDx.

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego

sktadnikach spowoduje zniesienie odpowiedzialnosci firmy Self-screen B.V.
Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich

procedur stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami skutecznosci

wykonanymi przez firme Self-screen.
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Parametry skutecznosci
Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD)

Czutos¢ analityczng testu QlAsure Methylation Test okreslono jako 95-procentowg granice
wykrywalnosci (95% LOD), uzywajgc serii rozcienczen seryjnych plazmidu zawierajgcego
wszystkie trzy sekwencje amplikonow (tj. ACTB, FAM19A4 i hsa-mir124-2; zakres od
750 000 do 0,25 kopii na reakcje PCR). Warto$¢ 95% LOD dla genéw docelowych okreslono
jako najnizsze rozcienczenie plazmidu, dla ktérego uzyskano co najmniej 35 na 36 wynikéw
pozytywnych (Cr <40). Ogotem czterech réznych operatoréw wykonato 12 eksperymentow
(1 reakcja wykonywana przez jednego operatora na dzien), uzywajgc trzech réznych serii
zestawu oraz trzech roznych systeméw RGQ. Kazdy eksperyment obejmowat wykonanie
testow 11 rozcienczen plazmidu w trzech powtérzeniach. Warto$¢ 95% LOD dla wszystkich
trzech réznych gendw docelowych wyniosta 7,5 kopii na reakcje PCR.

Liniowos¢

Liniowos¢ oznaczenia QIlAsure okreSlono na podstawie danych uzyskanych
z 12 eksperymentdw przeprowadzanych w celu oceny wartosci 95% LOD. Dwa geny
docelowe, FAM19A4 i hsa-mir124-2, oraz gen referencyjny ACTB charakteryzujg sie liniowg
amplifikacjg w zakresie od 750 000 do 7,5 kopii na reakcje PCR.

Precyzja

Precyzje testu QIAsure Methylation Test okreslono jako zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia
(zmiennos$¢ wielu wynikéw uzyskanych dla prébek o takim samym stezeniu w obrebie jednego
eksperymentu) oraz catkowitg wariancje oznaczenia (zmienno$¢ wielu wynikdw oznaczenia
wygenerowanych podczas wykonywania testu przez roznych operatoréw, na réznych aparatach,
w réznych laboratoriach i przy uzyciu réznych partii zestawu). Testy wykonywano na DNA po
konwersji wodorosiarczynem, wyizolowanym z materiatu prébki z szyjki macicy, w ktérym
stwierdzono obecno$¢ wirusa HPV wysokiego ryzyka oraz dla ktérego uzyskano pozytywny
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wynik pod wzgledem hipermetylacji — materiat ten dawat sygnaty dla obu genéw, FAM19A4
i hsa-mir124-2, odpowiadajgce okoto 3-krotnej wartosci stezenia LOD. Testy przeprowadzano
w dwdch powtdrzeniach w 8 reakcjach wykonywanych przez czterech réznych operatoréw (jedna
reakcja wykonywana przez jednego operatora na dzien), uzywajgc dwoch réznych serii zestawu
oraz trzech roznych aparatow RGQ w dwdch réznych laboratoriach, w wyniku czego uzyskano
16 punktéw danych na prébke. Okreslono wspdtczynnik zmiennosci (CV) dla wartosci Ct i AACt
(Tabela 3).

Tabela 3. CV% wartosci CT i AACT w probkach z szyjki macicy pozytywnych wzgledem metylacji

Typ probki Typ probki (%) Typ probki (%)
& Wewnetrzna kontrola 0,3 1,32
Wart CT ) )
artose jakosci proébki (tj. ACTB)
FAM19A4 1,02 1,52
hsa-mir124-2 1,16 1,64
Wartogé AACT FAM19A4 3,70 5,97
hsa-mir124-2 4,21 5,75

Catkowity statystyczny rozktad wartosci Ct probki o wspomnianym stezeniu wynosi 1,32%
dla wewnetrznej kontroli jakosci probki (ACTB), 1,52% dla genu FAM19A4 i 1,64% dla genu
hsa-mir124-2. Catkowity statystyczny rozktad wartosci AACt prébki o wspomnianym
stezeniu wynosi 5,97% dla genu FAM19A4i5,75% dla genu hsa-mir124-2.

Substancje zaktécajgce

Substancjami hamujgcymi wybranymi ze wzgledu na ich mozliwy wptyw na reakcje PCR byty
bufor do reakcji desulfonacji i bufor ptuczacy z zestawu do reakcji konwersji wodorosiarczynem.
Substancje potencjalnie obecne w prébce pierwotnej nie byly badane ze wzgledu na fakt, ze
probke DNA oczyszcza sie dwukrotnie przy uzyciu kulek krzemionkowych, tj. podczas izolacji
DNA z probki pierwotnej oraz podczas oczyszczania DNA po reakcji konwersji
wodorosiarczynem. Sladowe iloéci buforu do reakgji desulfonagii i buforu ptuczacego wykazywaty
wplyw na reakcje PCR, ktory wykrywano na podstawie nieprawidtowego wyniku testu dla
wewnetrznej kontroli jakosci probki.
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Skutecznos¢ kliniczna
Prébki z szyjki macicy pozytywne wzgledem wirusa HPV*

Skuteczno$¢ kliniczng testu QlAsure Methylation Test w odniesieniu do $rédnabtonkowych
neoplazji szyjki macicy stopnia 3 (CIN 3) oraz raka szyjki macicy (i. CIN 3+) oceniono
w wieloo$rodkowym badaniu retrospektywnym na terenie UE (13). Dziatanie testu QlAsure
Methylation Test oceniono przy uzyciu 2384 pozytywnych wzgledem wirusa HPV prébek z badan
przesiewowych pobranych z szyjki macicy kobiet (w wieku 2976 lat) pochodzacych z czterech
krajéw na terenie UE (Szkocji, Stowenii, Danii i Holandii) (13). Materiat pobrano do podtoza
PreservCyt lub SurePath. Populacja badania obejmowata 2012 kobiet bez objawéw choroby
w ciggu 2 lat obserwacji (w skrocie <CIN 1), 124 kobiety ze zmianami CIN 2, 228 kobiet ze
zmianami CIN 3 i 20 kobiet z nowotworem ztosliwym. Wyizolowano DNA z prébek z szyjki
macicy, a nastepnie uzyto 250 ng DNA jako ilosci wejsciowej do reakcji konwersji
wodorosiarczynem (zestaw EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). 20% z 250 ng
zmodyfikowanego DNA uzyto do reakcji PCR (co odpowiada 50 ng pierwotnego docelowego
DNA/PCR). Ponizej przedstawiono ogolny odsetek pozytywnych wynikow testu QlAsure
Methylation Test stratyfikowanych wedtug klinicznych punktéw koAcowych (Tabela 4).

Tabela 4. Odsetki pozytywnych wynikéw testu QlAsure Methylation Test

Kliniczny punkt koncowy Stosunek Odsetek pozytywnych wynikow
(95-procentowy ClI)

<CIN 1 437/2012 21,7% (20-23,6)

CIN 2 58/124 46,8% (38,1-56,6)

CIN3 176/228 77,2% (71,3-82,2)

Rak szyjki macicy 19/20 95,0% (70,7-99,3)

Wsrdd probek z szyjki macicy pozytywnych wzgledem wirusa HPV wysokiego ryzyka czuto$é dla zmian CIN 3+ wynosi
78,6% (195/248; 95-procentowy Cl: 73,1-88,3), a ogdlna swoistos¢ testu QlAsure Methylation Test wynosita 78,3%

(n =2013; 95-procentowy Cl: 76-80). Ujemna warto$¢ predykcyjna wynikéw pozytywnych wzgledem wirusa hrHPV i
negatywnych wzgledem metylacji wynosi 99,9% dla raka szyjki macicy (N = 1694; 95-procentowy ClI: 99,6-99,99), 96,9% dla
zmian CIN3+ (95-procentowy Cl: 96-98) i 93,0% dla zmian CIN2+ (95-procentowy Cl: 92—94).

* Prébki z szyjki macicy pobrane przez lekarza.
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Ponadto poziom czutosci dla raka szyjki macicy zostat oceniony w wieloosrodkowym,
ogolnoswiatowym badaniu retrospektywnym na podstawie 519 przypadkéw rakéw inwazyjnych
o réznych histotypach, pochodzacych z ponad 25 panstw (11). Wyizolowano DNA z prébek
z szyjki macicy, a nastepnie uzyto 250 ng DNA jako ilosci wejsciowej do reakcji konwers;ji
wodorosiarczynem (zestaw EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). 20% z 250 ng
zmodyfikowanego DNA uzyto do reakcji PCR (co odpowiada 50 ng pierwotnego docelowego
DNA/PCR). Dla 510 sposrod 519 przypadkéw rakdw uzyskano pozytywny wynik przy uzyciu
testu QlAsure Methylation Test, co dato odsetek wynikéw pozytywnych na poziomie 98,3%
(95-procentowy Cl: 96,7-99,2). Odsetki wynikdw pozytywnych stratyfikowane wedtug histotypu
przedstawiono w Tabela 5. Odsetki wynikdw pozytywnych uzyskanych przy uzyciu testu QlAsure
Methylation Test dla probek raka szyjki macicy ponize;.

Tabela 5. Odsetki wynikéw pozytywnych uzyskanych przy uzyciu testu QlAsure Methylation Test dla prébek
raka szyjki macicy

Kliniczny punkt koncowy Stosunek Odsetek pozytywnych wynikéw
(95-procentowy Cl)

Rak ptaskonabtonkowy 313/318 98,4% (96,4-99,5)
Gruczolakorak 121/123 98,4% (94,2-99,8)
Rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy 42/42 100,0% (91,6-100)
Rzadkie histotypy raka 30/32 93,8% (79,2-99,2)
Rak o nieokreslonym histotypie 4/4 100% (39,8-100,0)
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Prébki wymazu z pochwy pozytywne wzgledem wirusa HPV pobrane przez
pacjentke szczoteczkg cytologiczng

Skutecznos$¢ kliniczng testu QlAsure Methylation Test dla probek wymazu z pochwy pobranych
przez pacjentke szczoteczkg cytologiczng pod wzgledem wykrywania srédnabtonkowych
neoplazji szyjki macicy stopnia 3 oraz raka szyjki macicy (tj. CIN 3+) oceniono, badajgc 247
probek wymazu z pochwy, w ktérych stwierdzono obecnos¢ wirusa HPV wysokiego ryzyka. W 14
prébkach (5,7%) uzyskane wartosci Cr dla genu ACTB byly >26,4 i wyniki te uznano za
niewazne. Sposréd probek, dla ktorych uzyskano wazny wynik testu, 148 to probki pobrane
szczoteczkg cytologiczng przez pacjentki, u ktérych nie stwierdzono zmian <CIN 1 po
18 miesigcach obserwacji, w przypadku 24 probek stwierdzono CIN 2, 50 — CIN 3, 8 — raka
ptaskonabtonkowego, a 3 — gruczolakoraka. Wyizolowano DNA z prébek wymazu z pochwy,
a nastepnie uzyto 250 ng DNA jako ilosci wejsciowej do reakcji konwersji wodorosiarczynem
(zestaw EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). 20% z 250 ng DNA po konwersji
wodorosiarczynem uzyto do reakcji PCR (co odpowiada 50 ng pierwotnego docelowego
DNA/PCR). Ponizej przedstawiono odsetki pozytywnych wynikow testu QlAsure Methylation

Test stratyfikowane wedtug klinicznych punktéw koncowych (Tabela 6).

Tabela 6. Odsetki wynikéw pozytywnych uzyskanych przy uzyciu testu QlAsure Methylation Test dla prébek
wymazu z pochwy pobranych przez pacjentke szczoteczkg cytologiczng

Kliniczny punkt koncowy Stosunek Odsetek pozytywnych wynikow
(95-procentowy ClI)

<CIN 1 34/148 23,0% (16,9-30,4)
CIN 2 7124 29,2% (14,6—-49,8)
CIN3 33/50 66,0% (52,0-77,7)
Rak ptaskonabtonkowy 8/8 100,0% (63,1-100,0)
Gruczolakorak 3/3 100,0% (29,2-100,0)

Wsréd probek wymazu z pochwy pozytywnych wzgledem wirusa HPV wysokiego ryzyka pobranych przez pacjentki
szczoteczkg cytologiczng czuto$¢ dla zmian CIN 3+ wynosi 72,1% (44/61; 95-procentowy Cl: 59,7-81,9), a dla raka
100% (11/11, 95-procentowy CI: 72-100).*

* Uwaga: Hipermetylacja docelowych genéw w prébkach pobranych od kobiet ze zmianami CIN o stopniu
zaawansowanym i/lub rakiem szyjki macicy moze pozosta¢ niewykryta ze wzgledu na zmienno$¢ podczas
pobierania probek, na przyktad w wyniku pobierania prébek w nieprawidtowy sposéb.
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Skutecznos$¢ wykrywania zaawansowanych zmian CIN, ktére ulegaja
transformacji, na podstawie genéw FAM19A4 i hsa-mir124-2

Analiza metylacji promotoréw w komodrce gospodarza umozliwia swoistg detekcje tak
zwanych ,zaawansowanych” zmian CIN, ktérych profil metylacji jest zblizony do profilu
obserwowanego w nowotworach ztosliwych i ktére powigzano z wysokim ryzykiem progresji
do nowotworu ztosliwego w krotkim czasie (7, 8). Skuteczno$¢ analizy hipermetylacii
promotoréw genow FAM19A4 i hsa-mir124-2 oceniono, badajac 29 prébek, w ktérych
stwierdzono obecnos¢ wirusa HPV wysokiego ryzyka, pobranych od kobiet
z zaawansowanymi zmianami CIN 2/3 ulegajgcymi transformac;ji, oraz 19 probek, w ktorych
stwierdzono obecnos¢ wirusa HPV wysokiego ryzyka, pobranych od kobiet ze wczesnymi
zmianami  CIN 2/3 ulegajacymi transformacji. Metylacje szczegdlnie powigzano
z zaawansowang chorobg, oceniajgc jako pozytywne wzgledem hipermetylacji wszystkie
zaawansowane zmiany CIN 2/3 (100%; 29/29; 95-procentowy Cl: 88—100), natomiast tylko
47% (9/19; 95-procentowy Cl: 27-69) sposrod wczesnych zmian CIN 2/3.

Odpornos¢

Odporno$c testu QlAsure Methylation Test okreslono jako zgodno$¢ miedzy wynikami testu
QlAsure Methylation Test a wynikami uzyskanymi za pomocg oznaczenia w wers;ji
przeznaczonej wytgcznie do celdw badawczych (Research Use Only, RUO). Testy
przeprowadzano na genomowym DNA po konwersji wodorosiarczynem, wyizolowanym
z 10 probek z szyjki macicy pozytywnych pod wzgledem wirusa HPV wysokiego ryzyka,
z ktérych 5 zidentyfikowano wczesniej jako negatywne pod wzgledem hipermetylacji dla obu
markeréw, a 5 jako pozytywne pod wzgledem metylacji (tzn. co najmniej dla jednego
z 2 markerow). Testy przeprowadzano w dwdch powtérzeniach w 8 reakcjach
wykonywanych przez czterech roznych operatorow (jedna reakcja wykonywana przez
jednego operatora na jeden dzien), uzywajac dwodch réznych serii zestawu oraz trzech
roznych aparatow Rotor-Gene Q MDx w dwdch réznych laboratoriach. tgcznie dla kazdej

probki uzyskano 16 punktéw danych (Tabela 7).
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Tabela 7. Zgodnos¢ wynikow testu QlAsure Methylation Test z wynikami oznaczenia w wersji RUO

Numer probki Wynik oznaczenia RUO Zgodnos¢ w lab. 1. Zgodnos¢ w lab. 2.
W poréwnaniu W poréwnaniu
z oznaczeniem RUO z oznaczeniem RUO
1 Neg 100% (8/8) 100% (8/8)
2 Neg 100% (8/8) 100% (8/8)
3 Neg 62,5% (5/8) 62,5% (5/8)
4 Neg 100% (8/8) 100% (8/8)
5 Neg 100% (8/8) 100% (8/8)
Suma czesciowa 92,5% (37/40) 92,5% (37/40)
6 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
7 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
8 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
9 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
10 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
Suma czesciowa 100% (40/40) 100% (40/40)

Cztery z pieciu probek uprzednio zidentyfikowanych jako negatywne wzgledem metylac;ji
wykazaty 100% zgodnosci przy zastosowaniu testu QlAsure Methylation Test w obu
laboratoriach. Prébka 3 wykazata zgodnos$¢ na poziomie 62,5% (5/8) w obu laboratoriach.
Zaobserwowana zmiennos$¢ byta zwigzana z genem FAM19A4, kitdrego stezenia byty
zblizone do wartosci punktu odciecia oznaczenia. Ogodlna zgodno$¢é wynikéw prébek
negatywnych wzgledem metylacji wynosita 92,5% (37/40).

Wszystkie 5 probek uprzednio zidentyfikowanych jako pozytywne wzgledem metylacji

wykazato 100% zgodnosci z oznaczeniem referencyjnym, zatem ogolna zgodnos$¢ wyniosta
100% (40/40).
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Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio na probkach z szyjki
macicy

Protokot ,Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio w prébkach z szyijki
macicy przy uzyciu zestawu EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit” zweryfikowano wzgledem
protokotu referencyjnego (tj. konwersja wodorosiarczynem po kontroli ilosci DNA w prébce)
na 119 probkach zeskrobin z kanatu szyjki macicy, na ktérych nastepnie wykonano test
QlAsure Methylation Test. Wskaznik skutecznosci reakcji konwersji wodorosiarczynem
wykonywanej bezposrednio w prébkach z szyjki macicy przy uzyciu wejsciowej ilosci 2,5%
probki z szyjki macicy wynosit 95,8% (114/119) i wzréost do 100% po ponownym
przetestowaniu probek, dla ktérych uzyskano niewazne wyniki, przy uzyciu wejsciowej ilosci
10% probki z szyjki macicy. Zgodnos¢ wynikéw testu QlAsure Methylation Test miedzy
protokotami konwersji wodorosiarczynem wyniosta 90,8% (108/119; warto$¢ kappa 0,75).

Protokét ,Konwersja wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio w prébkach z szyjki
macicy przy uzyciu zestawu QIAsymphony Bisulfite Kit” zweryfikowano wzglgedem protokotu
referencyjnego (tj. konwersja wodorosiarczynem po kontroli ilosci DNA w prébce) na 120
probkach zeskrobin z kanatu szyjki macicy, na ktérych nastepnie wykonano test QlAsure
Methylation Test. Wskaznik skutecznos$ci reakcji konwersji wodorosiarczynem wykonywanej
bezposrednio w probkach z szyjki macicy przy uzyciu wejsciowej ilosci 2,5% probki z szyjki
macicy wynosit 94,2% (113/120) w poréwnaniu do 97,5% (117/120) w przypadku protokotu
referencyjnego. Zgodnosé wynikéw testu QlAsure Methylation Test migdzy protokotami
konwersji wodorosiarczynem wyniosta 94,7% (107/113; warto$¢ kappa 0,88).
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu
g Termin waznosci
IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Oznaczono symbolem CE-IVD

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakc;ji

I m
) M

Numer katalogowy

Numer serii

SR

Numer materiatu

Sktadniki

(9]
O
2
°

Zawiera

Numer

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia (Instrukcji obstugi), a n to numer wydania

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

Chroni¢ przed $wiattem

4R~ g

(o)
SN
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[:Ij] Zapoznac sie z instrukcjg uzycia
A Przestroga

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzié¢
witryne  naszego centrum  pomocy technicznej dostepng pod  adresem
www.giagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowac sie
z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub lokalnych dystrybutoréw (patrz

tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

QlAsure Methylation Test Kit

QlAsymphony SP

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

56

Na 72 reakcje: 2 mieszaniny Master
Mix, 2 kalibratory.

Modut QlAsymphony sample prep;
obejmuje roczng gwarancje na czesci
i robocizne (opcjonalnie do izolac;ji
zautomatyzowanej)

Cykler do reakgiji real-time PCR

i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne,
instalacje i przeszkolenie

Cykler do reakcji real-time PCR

i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, CZerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria; obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne,
nie obejmuje instalacji i przeszkolenia

616014

9001297

9002033

9002032
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.

Akcesoria do aparatu Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 ml Aluminiowy blok do recznego 9018901
Tubes przygotowywania reakcji

jednokanatowg pipetg w uktadzie

72 probéwek o pojemnosci 0,1 ml

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 paskoéw po 4 probowki i zatyczki 981103
(250) na 1000 reakg;ji

Strip Tubes and Caps, 0.1ml 10 x 250 paskéw po 4 probowki 981106
(2500) i zatyczki na 10 000 reakgji

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager — do wykonywania
rutynowych badan za pomocg aparatow Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene AssayManager Oprogramowanie przeznaczone do 9022739
wykonywania rutynowych badan za
pomocg aparatow Rotor-Gene Q i
QlAsymphony RGQ; pojedyncza
licencja na oprogramowanie do
zainstalowania na jednym komputerze

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wyltagczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéw znajdujg sie w instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika
odpowiedniego zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika
zestawow QIAGEN s3g dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢
w serwisie technicznym firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.

QlAsure Methylation Test Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 06/2023 57


http://www.qiagen.com/

Ta strona zostata celowo pozostawiona pusta.
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Historia zmian dokumentu

Data Zmiany

R4, czerwiec 2019 . Zmieniono schemat blokowy procedury przeptywu pracy w sekgcji ,Zasada i
procedura”; dodano zestaw EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit w sekcji ,Materiaty
wymagane, ale niedostarczone”; zmieniono tres$¢ pola informacji dotyczacych
bezpieczenstwa; dodano informacje o programie rozgrzewajacym dla aparatu
RGQ MDx 5-plex HRM; zmieniono sekcje ,Przygotowanie prébki”; dodano
dodatkowy punkt w sekcji rozwigzywania probleméw; dodano temat ,Konwersja
wodorosiarczynem wykonywana bezposrednio na prébkach z szyjki macicy”

w sekgji ,Parametry skutecznos$ci”; zaktualizowano sekcje ,PiSmiennictwo”;
zaktualizowano ukfad

R5, lipiec 2023 r. W sekcji ,Materiaty wymagane, ale niedostarczane” dodano aparat QIAsymphony
do opcjonalnej automatyzacji izolacji oraz zestaw QIAsymphony Bisulfite Kit;
poprawiono sekcje ,Przygotowanie prébki”; dodano informacje dotyczace uzycia
podtoza do pobierania prébek SurePath; poprawiono sekcje dotyczaca
skutecznosci klinicznej. Dodano nagtéwki w Tabeli 5 i Tabeli 6.

Umowa ograniczonej licencji dla testu QlAsure Methylation Test
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzywany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejsza instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania tego zestawu ze
sktadnikami nienalezgcymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukciji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostgpnych na stronie www.qgiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikow rozwigzan
QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji
przez firmg QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw stron trzecich.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji firma QIAGEN nie gwarantuje, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie naruszajg praw osob trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sa na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN podkresla, ze nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzujg si¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢

do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze egzekwowac przestrzeganie zakazow
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasno$ci
intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne sg dostepne na stronie www.giagen.com.
Firma Self-screen B.V. jest oficjalnym producentem testu QlAsure Methylation Test.
Test QlAsure ylation Test jest pr y przez firme Self- B.V.idystry y przez firme¢ QIAGEN w Europie.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, 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.).
Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty wyraznie oznaczone, nie mozna uwazac za
niechronione przepisami prawa.

07-2023 HB-2304-005 1132288PL © 2023 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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