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Ugel pouziti

Test QlAsure Methylation Test (kat. €. 616014) predstavuje multiplexni metylacni analyzu
PCR vredlném case pro UCely detekce hypermetylace promotoru gent FAM19A4 a
hsa-mir124-2. Alikvoty, které mohou byt testovany pomoci testu QlAsure Methylation Test,
obsahuji DNA konvertovanou hydrogensifi¢itanem, izolovanou ze vzork(i odebranych
nasledujicimi zplsoby:

e vzorky délozniho &ipku odebrané pomoci odbérového zafizeni digene® HC2 DNA
Collection Device (odbér Iékafem)

e cervikalni vzorky odebrané pomoci kartackového typu odbérového zafizeni a umisténé
do roztoku PreservCyt® Solution nebo SurePath™ Solution (odbér lékafem)

® vaginalni vzorky odebrané kartaCkovym zafizenim (samoodbér)
Indikace k pouZiti:

1. Jako kontrolni test u Zen s pozitivnim vysledkem testu na lidsky papillomavirus
(HPV) pro ucely rozhodnuti o nutnosti doporucit pacientku ke kolposkopii nebo na

jiné kontrolni vykony.

2. Jako kontrolni test pro Zeny s vysledky Pap testu s atypickymi dlazdicovymi
burikami neuréeného vyznamu (ASC-US) pro ucely stanoveni potfeby doporugit

pacientku ke kolposkopii nebo na jiné kontrolni vykony.
Tento produkt je uréen k pouziti profesionalnimi uZivateli, jako jsou technici a laboranti, ktefi

jsou vyskoleni v diagnostickych postupech in vitro, technikdch molekularni biologie
a systému Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Shrnuti a vysvétleni

Metylace DNA je biochemicky proces, ktery je dulezity pro normalni vyvoj vy$Sich organismu
(1). Zahrnuje pfidani metylové skupiny do 5. pozice pyrimidinového kruhu cytosinového
nukleotidu. Abnormalni vzorce metylace DNA také hraji dulezitou roli v karcinogenezi.
U nékolika typl lidské rakoviny a rakovinnych bunécnych linii, v€etné rakoviny délozniho
Cipku a karcinomu endometria, byla detekovana hypermetylace promotoru gendi FAM19A4
(skupina s podobnosti sekvenci 19 (chemokinovy (C-C motiv)-like) ¢len A4) a/nebo
hsa-mir124-2 (homo sapiens micro RNA 124-2) (2-6). Analyza metylace promotoru
hostitelskych bunék specificky detekuje rakovinu a takzvané ,pokrocilé“ 1éze cervikalni
intraepitelialni neoplazie (CIN), které nesou metylacni profil podobny rakoviné a maji vysoké
kratkodobé riziko progrese a vzniku rakoviny (3, 7, 8, 10, 11, 12, 14). Analyza QlAsure
umozniuje detekci hypermetylace promotoru gent FAM19A4 a hsa-mir124-2 u DNA
konvertované hydrogensifi¢itanem izolované z cervikalnich nebo vaginalnich vzork( pomoci
ACTB (lidsky gen B-aktinu) jako interni kontroly kvality alikvotu.

Princip postupu

Test QlAsure Methylation Test predstavuje multiplexni test real-time PCR, ktery amplifikuje
metylované oblasti promotoru genl potlacujicich nadory FAM19A4 a hsa-mir124-2, stejné
jako fragment referenéniho genu pfi nespecifické metylaci. Souprava obsahuje 2 zkumavky
smési QlAsure Master Mix a 2 zkumavky kalibratoru QlAsure Calibrator. Smés Master Mix
je ur€ena pro amplifikaci DNA konvertované hydrogensificitanem pfipravené z klinickych
vzork(l. Smés Master Mix obsahuje primery a sondy pro cilové geny a referen¢ni gen,
slouzici jako interni kontrola kvality alikvotu. Kalibrator je linearizovany plazmid obsahujici
sekvence FAM19A4, hsa-mir124-2 a ACTB amplikony.
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Interpretace pomoci softwaru Rotor-Gene Assay Manager

Analyza QIAsure probiha na pfistroji Rotor-Gene Q MDx a software Rotor-Gene
AssayManager® automaticky provadi analyzu a interpretaci dat. Hodnota Ct (prah cyklu)
predstavuje pocet cykld PCR nezbytnych pro detekci fluorescenéniho signalu nad signalem
v pozadi, ktery koreluje s poctem cilovych molekul pfitomnych v alikvotu. Analyza QlAsure
vypocita hodnotu ACr jako rozdil mezi cilovymi hodnotami Ct FAM19A4 nebo hsa-mir124-2
a referen¢ni hodnotou Cr (ACTB). Tato hodnota ACt pfedstavuje relativni kvantitativni
hodnotu pro uroven metylace promotoru genu FAM19A4 nebo hsa-mir124-2. Pro
normalizaci se hodnota ACt alikvotu kalibratoru odecte od ACr cild FAM19A4 nebo
hsa-mir124-2, coz se ve vysledku rovna hodnoté AACt (9). Kalibrator je standardizovany
alikvot plazmidové DNA se znamym poctem kopii ze tfi cilt (tj. FAM19A4, hsa-mir124-2 a
ACTB).
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Dodavané materialy

Obsah sady
QlAsure Methylation Test 72
Katalogové ¢. 616014
Pocet reakci 72
QlAsure Master Mix (2 zkumavky) Hnéda zkumavka 630 pl
QlAsure Calibrator (2 zkumavky) Transparentni zkumavka 25l
Navod k pouziti testu QlAsure 1

Methylation Test (pfirucka)

Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odéy,
jednorazové rukavice aochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych
bezpecénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Spotfebni material a ¢inidla pro pfipravu alikvotl pro odebrané alikvoty

e Roztok Hologic PreservCyt® Solution (Hologic)

Cinidla pro ptipravu alikvot(l ulozenych v odb&rovém médiu SurePath.

e Pufr Buffer AL (katalogové Cislo QIAGEN: 19075)
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Spotfebni material a €inidla pro konverzi hydrogensifi¢itanem

Verifikovana souprava ke konverzi hydrogensifi¢itanem obsahuje:

EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, kat. €. D5001 nebo kat. €. D5002)

EZ DNA Methylation-Lighting (ZYMO Research, kat. ¢. D5030 nebo kat. ¢. D5031)
EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, kat. ¢. 59720)

QIASymphony Bisulfite Kit (QIAGEN kat. ¢. 931106)

Spotfebni material pro pfistroj Rotor-Gene Q MDx

e Strip tubes and Caps, 0,1 ml (kat. €. 981103)

e Purifikovana voda (napf. Cistoty pro molekularni biologii, destilovana nebo
deionizovana)

Vybaveni

e Nastavitelné pipety* uréené vyhradné pro PCR (1-10 pl; 10—100 pl)

e Jednorazové rukavice

e Stolni odstfedivka* s rychlosti > 10 000 ot./min.

e Vifivy mixér*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kat. . Q33216), NanoDrop® 3300 Fluorospectrometer
(Thermo Fisher Scientific, kat. €. ND-3300) nebo ekvivalentni

e Systém QIAsymphony SP (kat. €. 9001297) pro volitelnou automatickou extrakci

a/nebo konverzi hydrogensifiitanem

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Vybaveni pro real-time PCR

e Systém Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat. €. 9002033) nebo pfistroj Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM (kat. . 9002032)"

® Aplikace Rotor-Gene AssayManager Core Application softwarové verze 1.0.x (kde x je
vétsi nebo rovno 4)

e Nainstalovany modul Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in, verze 1.0.x (kde x je
vétsi nebo rovno 1)

e Profil analyzy QlAsure Assay Profile (ze souboru
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) (kde Y se rovna nebo je vétsi nez 1) pro
aplikaci pro DNA konvertovanou hydrogensifi€itanem, ziskanou z cervikalnich vzork(
odebranych lékafem

e Profil analyzy vlastniho vzorku z karta€ku QlAsure (ze souboru
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (kde Y se rovna nebo vétsi nez 0) pro
aplikaci pro DNA konvertovanou hydrogensifi¢itanem, ziskanou z vlastnich vzork( z

vaginalniho kartaCku

* PFistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM s datem vyroby v lednu 2010 nebo pozdéji. Datum vyroby Ize zjistit ze sériového
Cisla uvedeného na zadni strané pfistroje. Sériové &islo je ve formatu ,mmrrnnn“, kde ,mm* €isly oznacuje mésic
vyroby v &islicich, ,rr* oznacuje posledni dvé &islice roku vyroby a ,nnn“ oznaduje jedine¢ny identifikator pristroje.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pouze pro diagnostiku in vitro.

Informace o bezpecénosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odéy,
bezpec¢nostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici on-line v praktickém
a kompaktnim formatu PDF na strankach www.giagen.com/safety, kde muizete nalézt,
zobrazit a vytisknout BL pro kazdou soupravu QIAGEN® a pro kazdou komponentu téchto
souprav.

QIASURE MASTER MIX

Obsahuje: 1,2,4-triazol: Nebezpedi! Podezifeni na moznost
poskozeni plodnosti nebo nenarozeného ditéte. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle /
obli¢ejovy stit.

VSeobecna bezpecnostni opatieni

Pouziti testd PCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi, véetné udrzby vybaveni, které je
uréeno pro molekularni biologii a splfiuje pfislusné pfedpisy a normy.
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http://www.qiagen.com/safety

Vzdy vénujte pozornost nasledujicim okolnostem:

e PFimanipulaci se vzorky vzdy pouZivejte jednorazové rukavice bez pudru, laboratorni
plast a ochranné bryle.

® Zamezte mikrobialni a nukledazové (DNazové) kontaminaci vzorku a soupravy. DNaza
muze zplsobit poskozeni templatu DNA.

® Zamezte prenosoveé kontaminaci produktu DNA nebo PCR, ktera mize mit za nasledek
faleSné pozitivni signal.

e \/Zdy pouzivejte jednorazové pipetové Spicky bez DNazy s aerosolovymi bariérami.

e Cinidla analyzy QlAsure jsou optimalné nafedény. Cinidla dale nefedte. MiZe to mit za
nasledek zhorSeni kvality provedeni analyzy.

e \/Sechna Cinidla dodavana v soupravé QlAsure jsou uréena k pouziti vyhradné
s ostatnimi &inidly dodanymi ve stejné soupravé. Zadné ginidlo z jedné soupravy
nenahrazujte stejnym Cinidlem z jiné soupravy QlAsure, ani ze stejné Sarze. Muze to
mit vliv na funkéni vlastnosti.

e iz uzivatelska pfirucka pfistroje Rotor-Gene Q MDx, kde naleznete dalsi varovani,
bezpeclnostni opatfeni a postupy.

® Pred prvnim cyklem dne pristroje Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM provedte zahfivaci
cyklus pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut.

® Zména inkubacnich dob a teplot miize mit za nasledek chybné nebo nesouhlasné
udaje.

® Nepouzivejte sou€asti soupravy, které exspirovaly nebo byly nespravné skladovany.

e Minimalizujte vystaveni soucasti svétlu: reakéni smési se mohou vlivem svétla ménit.
Dbejte maximalni opatrnosti, aby se zabranilo kontaminaci smési syntetickymi
materialy, které jsou obsazeny v Cinidlech PCR.

e Alikvoty a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.
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Bezpec€nostni opatieni profilu AssayManager

Pro rizné typy alikvotl jsou vyzadovany rizné profily systému AssayManager. Zajistéte, aby

se pro kazdy profil pouzil spravny typ alikvotu, jak je uvedeno nizZe:

o K testovani DNA konvertované hydrogensifi¢itanem, ziskané z cervikalnich vzorku
odebranych lékafem, musi byt pouzit profil analyzy ,QlAsure cervical scrapes Assay
Profile” (Profil analyzy cervikalni stérd QlAsure; ze souboru AP_
QlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)

o K testovani DNA konvertované hydrogensificitanem, ziskané ze vzorkl ze samoodbéru
vaginalnim kartackem, musi byt pouzit profil analyzy ,QlAsure self-collected brush
specimens Assay Profile” (Profil analyzy vzorkll ze samoodbéru vaginalnim kartackem
QlAsure; ze souboru AP_ QlIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Podminky pro pfepravu

Test QlAsure Methylation Test je dodavan na suchém ledu. Pokud neni jakakoliv soucast
testu QlAsure Methylation Test pfi dodani zmrzla, béhem pfepravy doslo k otevreni vnéjsiho
obalu nebo zasilka neobsahuje balici list, pfirucky nebo Cinidla, obratte se na oddéleni
technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo na mistni prodejce (viz zadni obalka nebo
navstivte stranky www.qgiagen.com).

Podminky skladovani

Test QlAsure Methylation Test ulozte po dodani bez prodleni do mrazni¢ky a skladujte
v temnu pfi konstantni teploté —-30 az —15 °C.

Stabilita

P¥i skladovani dle stanovenych podminek je test QlAsure Methylation Test stabilni do data

exspirace uvedeného na Stitku krabicky.

Po otevieni Ize €inidla skladovat v plvodnich obalech pfi teploté —30 az —15 °C. Zabrarite
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni. NepfekraCujte maximalni pocet 3 cykll

zmrazeni/rozmrazeni.

e V3echny zkumavky pfed otevienim jemné promichejte tim, Ze je 10kréat otoCite dnem
vzhUru, a vSechny je odstfedte.

e Datum exspirace pro kazdé Cinidlo je uvedeno na jednotlivém Stitku dané soucasti. Pri
pouZiti stejnych Sarzi soucasti si za spravnych podminek skladovani vyrobek zachova

své vlastnosti po dobu stability.
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Manipulace se vzorky a jejich ulozeni

UPOZORNENI

Se v8emi vzorky se musi zachazet jako s potencialné infekénimi.

Vzorky z délozniho Cipku

Souprava QlAsure je uréena pro alikvoty genomové DNA konvertované
hydrogensifi¢itanem, ziskané ze vzorkd délozniho Cipku. Validovana odbérova média pro
cervikalni vzorky (stéry) jsou odbérové médium PreservCyt®, odbérové médium SurePath™
a pfepravni médium Digene Specimen Transport Medium (STM). Optimalni teplota
skladovani klinickych alikvotd pfi doruc¢eni do laboratofe je 2-8 °C. Za téchto podminek
skladovani jsou alikvoty v odbérovém médiu PreservCyt nebo SurePath™ stabilni po dobu
3 mésicl pred extrakci DNA.

Poznamka: Alikvoty z délozniho €ipku v médiu STM Ize prepravovat pfi teploté 2—30 °C jako
dodavku pfes noc do zkuSebni laboratofe a po prevzeti opakované rozmrazit pfi
teploté -20 °C.

Vlastni vzorky z vaginalniho kartacku (samoodbér)

Test QlAsure Methylation Test je uréen pro pouziti s alikvoty genomové DNA konvertované
hydrogensifi¢itanem, extrahovanymi z vlastnich vzork(l z vaginalniho kartacku. Vzorky
ziskané samoodbérem vaginalnim kartdCkem mohou byt odebrany a odeslany v suchém
stavu apo pfichodu do laboratofe jsou ulozeny v odbérovém médiu PreservCyt
s doporu¢enym objemem pro skladovani 2—-3 ml. Alikvoty v odbérovém médiu PreservCyt
mohou byt skladovany pfi teploté 2—8 °C nebo pokojové teploté po dobu nejvyse 3 mésica.
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Alikvoty genomové DNA

Jakmile je genomova DNA extrahovana, mohou byt alikvoty DNA uskladnény
a pfepravovany pri teploté =30 °C az -15 °C po dobu az 12 mésicu.
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Priprava alikvotu — alikvoty skladované
v odbérovém médiu PreservCyt

Test QlAsure Methylation Test byl validovan pro pouziti s genomovou DNA konvertovanou
hydrogensifi¢itanem, ziskanou z cervikalnich vzorkd. Konverze genomové DNA
hydrogensifi¢itanem mdze byt provedena:

i) pfed extrakci DNA v alikvotu a kontrolou kvality DNA nebo

i) pfimo na cervikalnim vzorku pomoci soupravy EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN,
kat. ¢. 59720) nebo

iii) pfimo na cervikalnim vzorku pomoci soupravy QIAsymphony Bisulfite Kit (QIAGEN
kat. €. 931106).

NaSe doporuceni jsou uvedena nize.

® i) Konverze hydrogensifi¢itanem s predchozi extrakci DNA a kontrolou kvality DNA
Tento protokol vyZzaduje extrakci DNA, méfeni koncentrace DNA, nasledovanou
alikvotovanim optimalniho objemu eluatu pfed zahgjenim protokolu konverze
hydrogensifi¢itanem. Protokol byl ovéfen pro soupravu EZ DNA Methylation™ Kit
(kat. €. D5001) a soupravu EZ DNA Methylation-Lightning Kit (kat. ¢. D5030) od
spole¢nosti ZYMO Research. Doporu€ujeme nasledujici metody:

O Extrakce DNA
S timto testem QlAsure Methylation Test jsou kompatibilni standardni soupravy na
extrakci DNA (napf. soupravy kolonkové nebo na bazi magnetickych kulicek).

O Meéfeni koncentrace DNA
Pfed konverzi DNA hydrogensifi¢itanem provedte méfeni koncentrace DNA.
Vhodné systémy pro méfeni koncentraci DNA jsou Qubit® Fluorometer, NanoDrop
3300 Fluorospectrometer (oba od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific) nebo
ekvivalentni.
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O Alikvotovani eluatu DNA
Optimalni vstup DNA pro konverzi hydrogensifiitanem se pohybuje v rozmezi od
100 ng do 2 ug, pro konverzi hydrogensifiitanem se doporucuje 200 ng. Pokud je
koncentrace DNA pro konverzi hydrogensifiitanem pFili§ nizka, opakujte extrakci
DNA s vy38im vstupnim objemem klinického alikvotu nebo eluujte DNA v mensim
eluénim objemu.

O Konverze hydrogensifi¢itanem pomoci souprav EZ DNA Methylation Kit a EZ DNA

Methylation-Lightning Kit se provadi podle doporu€eni vyrobce.

Poznamka: Podle soupravy EZ DNA Methylation Kit by maximalni mnoZzstvi alikvotu
DNA nemélo prekrocit 2 ug, aby bylo dosaZzeno dostate¢né vysoké ucinnosti konverze
(> 98 %).

e i) Konverze hydrogensifi¢itanem pfimo na cervikalnim vzorku se soupravou EpiTect
Fast 96 Bisulfite Kit
Konverze hydrogensifi¢itanem pfimo provadéna na cervikalnich vzorcich odebraného
do roztoku PreservCyt® Solution byla ovéfena pro soupravu EpiTect Fast 96 Bisulfite
Kit od spolecnosti QIAGEN. U alikvott DNA s vysokou koncentraci (1 ng — 2 ug)
odkazujeme na prirucku Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion Handbook podle

doporuceni vyrobce, s vyjimkou nasledujicich polozek:

O Krok 1 protokolu. Odeberte 2,5 % cervikalniho vzorku v odbérovém médiu
PreservCyt® (tj. 500 pl z 20 ml) a odstfedénim pfi minimalnich otackach 3 390 x g
po dobu 10 minut vytvorte pelet. Odstrarite supernatant se zanechanim bunééného
peletu v maximalnim mnozstvi 20 pl odbérového média PreservCyt. K reakci
konverze hydrogensifiitanem pouzijte tento alikvot buné&cnych pelet a pokracuijte
krokem 2 dle protokolu vyrobce.

O Buffer BL: Nepfidavejte nosi¢ovou RNA.

O Eluéni objem DNA konvertované hydrogensifi¢itanem je 50 pl pufru Buffer EB pro
kazdy alikvot.
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iii) Konverze hydrogensifi¢itanem pfimo na cervikalnim vzorku se soupravou
QIAsymphony Bisulfite Kit

Konverze hydrogensifi¢itanem provadéna pfimo na cervikalnich vzorcich odebranych
do roztoku PreservCyt® Solution byla ovéfena pro soupravu QIAsymphony Bisulfite Kit
od spolec¢nosti QIAGEN. Odkazujeme na pfiru¢ku soupravy QIAsymphony Bisulfite Kit;

testovani se provadi podle doporuceni vyrobce.

O Odeberte 2,5 % cervikalniho vzorku v odbérovém médiu PreservCyt® (tj. 500 pl
z 20 ml) a odstfedénim pfi minimalnich otackach 3 390 x g po dobu minut 10 minut
vytvorte pelet. Odstrante supernatant se zanechanim bunééného peletu
v maximalnim mnozstvi 20 pl zbytkového odbérového média PreservCyt.

O Pro reakci konverze hydrogensifi¢itanem postupujte podle listu protokolu
,QIAsymphony SP protocol sheet — Bisulfite 140_HC_V*, a to od kroku 2, misto
DNA pouZijte bunécny pelet.

O Po dokon&eni reakce konverze hydrogensifi¢itanem spustte béh SP na
QIlAsymphony podle krokl popsanych v protokolu ,Bisulfite conversion of
unmethylated Cytosines in different sample types” (Konverze nemetylovanych
cytosinl hydrogensifi¢itanem v rliznych typech alikvotd) z pfirucky k soupravé
QlAsymphony Bisulfite Kit. Eluce se provadi v objemu 40 pl.
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Priprava alikvotu — alikvoty skladovanée
v odbérovém médiu SurePath™

Alikvoty skladované v odbérovém médiu SurePath je tfeba pfed extrakci DNA pfedem
upravit. Test QIAsure Methylation Test byl validovan pro pouziti s genomovou DNA
konvertovanou hydrogensifi¢itanem, ziskanou z cervikalnich vzorkl podle nize uvedeného
postupu.

e CQOdeberte 2,5 % cervikalniho alikvotu.

Odstfedujte 10 minut pfi otakach 4 000 g, odstrarte supernatant, ale ponechte 100 pl

roztoku SurePath™.
Pridejte 100 pl pufru Buffer AL a resuspenduijte pelet.
Dobre promichejte a inkubujte 20 minut pfi teploté 90 °C.

Nechte 5 minut chladnout pfi teploté mistnosti.

Provedte extrakci DNA pomoci soupravy QlIAamp DNA Mini Kit (nebo ekvivalentni

soupravy) podle pokyn( vyrobce, eluujte DNA v 50 pl.

e Zmaéite koncentraci DNA, vhodné systémy jsou Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (oba od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific) nebo ekvivalentni.

® Pro konverzi hydrogensific¢itanem se doporucuje 200 ng DNA, pokud neni 200 ng

k dispozici, pouzijte maximalni vstupni objem. Provedte konverzi pomoci soupravy EZ

DNA Methylation Kit nebo EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo) podle pokynu

vyrobce. Pro test QlAsure Methylation Test pouzijte 2,5 pl eluatu.
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Obecna doporuceni pro konverzi hydrogensifiCitanem

Reakce konverze hydrogensifiCitanem by méla byt provadéna na uréeném misté oddélené
od mista, kde je skladovana a davkovana smés QIAsure Master Mix, aby nedoS$lo ke
kontaminaci €inidel.

Vstup do reakce QlAsure je 2,5 yl DNA konvertované hydrogensifi¢itanem.

Pokud je interni kontrola kvality alikvotu negativni (tj. hodnoty ACTB Ct > 26,4), vysledny
preparat DNA konvertované hydrogensifiitanem ved| ke vzniku materialu s nedostateCnym
mnozstvim a/nebo kvalitou a je hodnocen jako neplatny. Provedte doporucené kroky, abyste
dosahli hodnoty ACTB Cr, ktera je v platném rozsahu pro nasledujici:

e Konverze hydrogensifi¢itanem s pfedchozi extrakci DNA a kontrolou mnozstvi DNA:
Opakujte reakci konverze hydrogensifi¢itanem s vy$$i hodnotou vstupniho alikvotu
DNA a/nebo opakujte izolaci DNA s vy$si hodnotou vstupniho vzorku délozniho &ipku

e Konverze hydrogensifi¢itanem pfimo na vzorku z délozniho Cipku: Opakujte reakci
konverzi hydrogensifi¢itanem s 10 %* cervikalniho vzorku v odbérovém médiu
PreservCyt (tj. 2 ml z 20 ml).

DNA konvertovana hydrogensifi¢itanem muze byt uloZzena az 24 hodin pfi 2—-8 °C az 5 dni
pfi —25 az —15 °C a az 3 mésice pfi teploté nizSi nez —70 °C. Vzdy je tfeba zamezit
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani DNA konvertované hydrogensifi¢itanem. Pocet
cykld zmrazeni a rozmrazeni by nemél pfesahnout tfi, aby byla zachovana dostate¢na
kvalita.

* Objem alikvotu pro pfimou konverzi hydrogensifi¢itanem maze byt zvy$en, pokud je mira Uspé$nosti neuspokojiva
kvuli variabilité odbéru vzorku, napfiklad v disledku nedostate¢ného odbéru vzorka.
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Protokol: PCR s testem QlAsure Methylation
Test v pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

Dulezité body pred zahajenim pouzivani

® Pred zahgjenim protokolu vénujte dostatek Casu seznameni se s pfistrojem
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Viz uzivatelska pfirucka pristroje (kat. ¢. 9002033 nebo
9002032).

® Pred prvnim cyklem dne pristroje Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM provedte zahfivaci
cyklus pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut.

e Software Rotor-Gene AssayManager v1.0 umozriuje automatickou interpretaci
vysledk( PCR. Souprava QlAsure musi byt spusténa na pfistroji Rotor-Gene Q MDx
pomoci softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0. Vénuijte dostatek ¢asu seznameni
se se softwarem Rotor-Gene AssayManager v1.0 (kat. €. 9022739) a s plug-inem
,Epsilon Plug-in“, v obou pfipadech nahlédnéte do uZivatelskych pfirucek.

® Pro ruzné typy alikvotl jsou vyZzadovany rdzné profily analyz v softwaru Rotor-Gene
AssayManager v1.0. Zajistéte, aby se pro kazdy profil pouzil spravny typ alikvotu, jak je

uvedeno nize:

O K testovani DNA konvertované hydrogensifi¢itanem, ziskané ze vzorkd z délozniho
Cipku (cervikalnich stérli) odebranych lékafem, musi byt pouzit profil analyzy
,QlAsure Assay Profile” (ze souboru AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)

O K testovani DNA konvertované hydrogensifi¢itanem, ziskané z vlastnich vzork( z
vaginalniho kartacku, musi byt pouzit profil analyzy ,QlAsure Assay Profile*

(ze souboru AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)

* PFistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM s datem vyroby v lednu 2010 nebo pozdéji. Datum vyroby Ize zjistit ze sériového
Cisla uvedeného na zadni strané pfistroje. Sériové ¢&islo je ve formatu ,mmrrnnn“, kde ,mm"“ oznacuje mésic
vyroby v &islicich, ,rr* oznacuje posledni dvé &islice roku vyroby a ,nnn“ oznaéuje jedineny identifikator pristroje.
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Poznamka: V ramci jednoho experimentu Ize testovat pouze jeden typ alikvotu.
Jednotlivé profily analyz byly optimalizovany pro kazdy typ alikvotu a je nezbytné, aby
si zékaznici vybrali spravny profil analyzy pro ziskani optimalnich vysledkd pro kazdy
konkrétni typ alikvotu.

Co je tfeba udélat, nez zacnete
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Na pocitaci pfipojeném k pfistroji Rotor-Gene Q MDx musi byt nainstalovan software
Rotor-Gene AssayManager verze v1.0.x (kde x je vétsSi nebo rovno 4). Podrobnosti

o instalaci zakladniho softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application
najdete v uZivatelské pfiru¢ce Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application.

Test QlAsure Methylation Test vyzaduje specificky plug-in ,Epsilon Plug-in“ (verze
1.0.1 nebo vysSi). Tento plug-in Ize stahnout z webové stranky spole¢nosti QIAGEN:
http://www.qiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources. Tento plug-in musi byt nainstalovan v pogitaci, ktery jiz ma
nainstalovany software Rotor-Gene AssayManager verze 1.0.x (kde x je vét$i nez nebo
rovno 4).

Test QlAsure Methylation Test vyZaduje spusténi profilu specifického pro analyzu
pomoci softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0. Tento profil analyzy obsahuje
vS8echny parametry potifebné pro cyklovani a analyzu experimentu. K dispozici jsou

2 profily QlAsure Assay Profile:

O Profil ,QlAsure Assay Profile” (ze souboru
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) odpovida vzorkim délozniho &ipku
odebranym |ékafem

O Profil ,QlAsure Assay Profile” (ze souboru
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) odpovida vlastnim vzorkim z
vaginalni kartacku. Profily si mdzete stahnout z webové stranky QlAsure
Methylation Test: http://www.giagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-
Assay-Kits/hpv-testing/giasure-methylation-test-kit-eu/. Profil analyzy je nutno
importovat do softwaru Rotor-Gene AssayManager.
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Poznamka: Soupravu QlAsure Ize spustit pouze tehdy, pokud jsou
naprogramovana urcita nastaveni konfigurace v softwaru Rotor-Gene

AssayManager v1.0.

Kvlli celosystémové bezpecnosti procesu musi byt pro uzavieny rezim provedena

nasledujici konfiguraéni nastaveni:

e  Material number required” (Je vyzadovano &islo materialu)
e Valid expiry date required” (Je vyZadovano platné datum exspirace)

e Lot number required” (Je vyzadovano Cislo Sarze)

Instalace Epsilon Plug-inu a import profilu analyzy

Instalace aimport plug-inu Epsilon Plug-in a profilu analyzy jsou podrobné popsany

v uzivatelskych pfiruckach Rotor-Gene AssayManager Core Application a Epsilon Plug-In.

e Stahnéte si Epsilon Plug-in a nejnovéjsi verzi profilu analyzy QlAsure Assay Profile z
webovych stranek spole¢nosti QIAGEN.

e Instalaci zahajite dvojkliknutim na soubor EpsilonPlugin.Installation.msi; postupujte
podle pokynu pro instalaci. Podrobny popis tohoto postupu najdete v ¢asti ,Installing

Plug-ins“ (Instalace plug-ind) v uzivatelské pfiruc¢ce AssayManager Core Application.

Poznamka: Pro bezpecénost celého postupu vyberte v systému kartu Settings
(Nastaveni) a zaskrtnéte policka Material number required (PoZadované ¢islo
materialu), Valid expiry date required (Platné datum exspirace) a Lot number required
(Pozadované Cislo Sarze) pro uzavieny rezim (¢ast Work list (Pracovni seznam)).
Pokud tyto moznosti nejsou povoleny (zaSkrtnuty), aktivujte je kliknutim.

® Po Uspésné instalaci plug-inu bude muset osoba s administratorskymi pravy k softwaru
Rotor Gene AssayManager importovat profil analyzy AP_QIlAsure_V1_0_Y.iap
nasledujicim zplsobem.
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4
1. Oteviete software Rotor-Gene AssayManager kliknutim na ikonu. #  Otevie se

okno softwaru Rotor-Gene AssayManager (viz obrazek 1).

sssss Rotor-Gene AssayManager
asese .

Obrazek 1. PrihlaSovaci obrazovka softwaru Rotor-Gene AssayManager.

2. Prihlaste se k softwaru Rotor-Gene AssayManager pomoci svého ID uZivatele a hesla.
Nemérnte rezim ,Closed* (Uzavreny). Kliknéte na OK (OK). Otevre se obrazovka

softwaru Rotor-Gene Assay Manager (viz nize).
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1 Zalozka Set-up (Nastaveni). Tato

zélozka umozfiuje spravu nebo pouZiti
pracovnich seznam(.

Kontroluje pouziti pracovnich seznamd
a zobrazuje pouze nové pracovni
seznamy.

Karta Approval (Schvaleni). Tato karta
umozfiuje vyhledat pfedchozi
experimenty (béhy zpracovani vzork().
Karta Archive (Archiv). Umoznuje
vyhledat staré experimenty (béhy
zpracovani vzork(), které jiz byly
schvéleny.

. Vyberte prostfedi Configuration (Konfigurace).

. Kliknéte na moznost Import (Importovat).

5 Zalozka Service (Servis). Zobrazi

zpravu auditovych stop kazdého
souboru vytvofeného softwarem.

6 Zalozka Configuration (Konfigurace).

Umozriuje provedeni konfigurace vSech
softwarovych parametr(

7 lkony Rotor-Gene Q MDx

- Nepfipojeno Pfipojeno

. Vyberte zalozku Assay Profiles (Profily analyz).

. Zvolte profil analyzy AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap pro cervikalni vzorky

a/nebo AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap pro import do dialogového okna

a kliknéte na Open (Otevrit).

. Po Uspésném importu profilu analyzy jej Ize pouzit v prostfedi ,Setup® (Nastaveni).

Poznamka: Tutéz verzi profilu analyzy nelze importovat dvakrat.
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Zpracovani alikvotu na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx s rotorem na 72 zkumavek

Az 70 alikvotd DNA konvertovanych hydrogensifiCitanem Ize testovat v ramci téhoz béhu
zpracovani (experimentu), kromé kalibratoru a beztemplatové kontroly. Schéma v tabuice 1
ukazuje pfiklad plniciho bloku nebo usporadani rotoru pro cyklus zpracovani v ramci testu
QlAsure Methylation Test. Cisla ozna&uiji pozice v plnicim bloku a indikuji koneénou polohu
rotoru.
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Tabulka 1. Usporadani desky a rotoru pro cyklus se soupravou QlAsure na pfristroji Rotor-Gene Q MDx

Strip Poloha Nazev Strip  Poloha Nazev Strip Poloha Nazev
zkumavky alikvotu zkumavky alikvotu zkumavky alikvotu
1 1 Kalibrator 7 25 Alikvot 23 13 49 Alikvot 47
2 NTC 26 Alikvot 24 50 Alikvot 48
3 Alikvot 1 27 Alikvot 25 51 Alikvot 49
4 Alikvot 2 28 Alikvot 26 52 Alikvot 50
2 5 Alikvot 3 8 29 Alikvot 27 14 53 Alikvot 51
6 Alikvot 4 30 Alikvot 28 54 Alikvot 52
7 Alikvot 5 31 Alikvot 29 55 Alikvot 53
8 Alikvot 6 32 Alikvot 30 56 Alikvot 54
3 9 Alikvot 7 9 33 Alikvot 31 15 57 Alikvot 55
10 Alikvot 8 34 Alikvot 32 58 Alikvot 56
11 Alikvot 9 35 Alikvot 33 59 Alikvot 57
12 Alikvot 10 36 Alikvot 34 60 Alikvot 58
4 13 Alikvot 11 10 37 Alikvot 35 16 61 Alikvot 59
14 Alikvot 12 38 Alikvot 36 62 Alikvot 60
15 Alikvot 13 39 Alikvot 37 63 Alikvot 61
16 Alikvot 14 40 Alikvot 38 64 Alikvot 62
5 17 Alikvot 15 11 41 Alikvot 39 17 65 Alikvot 63
18 Alikvot 16 42 Alikvot 40 66 Alikvot 64
19 Alikvot 17 43 Alikvot 41 67 Alikvot 65
20 Alikvot 18 44 Alikvot 42 68 Alikvot 66
6 21 Alikvot 19 12 45 Alikvot 43 18 69 Alikvot 67
22 Alikvot 20 46 Alikvot 44 70 Alikvot 68
23 Alikvot 21 47 Alikvot 45 71 Alikvot 69
24 Alikvot 22 48 Alikvot 46 72 Alikvot 70
UPOZORNENI | Zkumavky museji byt vioZeny do rotoru tak, jak je uréeno v tabulce 1.

Nastaveni automatické analyzy v profilu analyzy je zaloZzeno na tomto
rozvrzeni. PouZiti jiného usporfadani povede k ziskani neplatnych

vysledkd.

Poznamka: VSechny nepouZité pozice vypliite prazdnymi zkumavkami.
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PCR na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx s rotorem na 72 zkumavek

Pfed prvnim cyklem dne pfistroje Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM provedte zahfivaci cyklus
pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut.

1. Vytvorte pracovni seznam pro alikvot, ktery ma byt zpracovan, nasledujicim zpisobem:

1a. Zapnéte pfistroj Rotor-Gene Q MDx.
1b. Otevrete software Rotor-Gene AssayManager a pfihlaste se jako uZivatel v roli
obsluhy v uzavieném rezimu.
1c. Ve spravci pracovnich seznamu kliknéte na New work list (Novy pracovni
seznam) (Prostfedi ,Setup” (Nastaveni)).
1d. Vyberte profil analyzy QlAsure Assay Profile ze seznamu dostupnych profill
analyz.
Poznamka: Profil analyzy AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap odpovida
vzorkiim z délozniho &ipku; profil analyzy
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap odpovida vlastnim alikvotim z
vaginalniho kartacku.
Poznamka: V ramci jednoho experimentu Ize testovat pouze jeden typ alikvotu.
1e. Kliknutim na Move (Pfenést) pfeneste vybrany profil analyzy do seznamu
Selected assay profiles (Vybrané profily analyz). Profil analyzy by nyni mél byt
zobrazen na seznamu ,Selected assay profiles” (Vybrané profily analyz).
1f. Do odpovidajiciho pole zadejte pocet alikvotu.
1g. Zadejte nasledujici informace o soupravé QlAsure, které jsou vytistény na vicku
krabicky.
o Cislo materialu: 1102417
® Platné datum exspirace ve formatu RRRR-MM-DD
e Cislo 8arze

1h. Vyberte krok Samples (Alikvoty). Na obrazovce AssayManager se zobrazi
seznam s podrobnostmi o alikvotu. Tento seznam predstavuje predpokladané
obsazeni rotoru.
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1i. Do tohoto seznamu zadejte identifikacni Cisla alikvot(, jakoz i jakékoli volitelné
informace o alikvotu jako komentar ke kazdému alikvotu.

1j.  Vyberte krok Properties (Vlastnosti) a zadejte nazev pracovniho seznamu

(obrazek 2).

Assars. Properties

‘ o

Properties > (ietesk geme )
Work list
=] (m]
Linst enodidfied
Lt appied
External order ID

Obrazek 2. Vlastnosti.

1k. Potvrdte zaskrtavaci policko is applicable (vztahuje se) a kliknéte na tlacitko
Apply (Pouzit).

11.  Ulozte pracovni seznam.
Lze vytisknout pracovni seznam, ktery mize pomoci s pfipravou a nastavenim
PCR. Chcete-li vytisknout pracovni seznam, kliknéte na Print work list (Tisk
pracovniho seznamu). Podrobnosti o alikvotech jsou soucéasti tohoto pracovniho
seznamu.

Poznamka: Pracovni seznam Ize vytvofit, jakmile je cyklus nastaven v pristroji, nebo je

mozné pracovni seznam uloZit pfed pfidanim alikvott do pfistroje.

2. Nastavte béh zpracovani QlAsure.

Pro minimalizaci rizika kontaminace pfi reakci PCR se dlirazné doporucuje pouzivat
PCR skFifi s moznosti UV zareni.

Davkovani smési QlAsure Master Mix musi byt provedeno v oblasti oddélené od
oblasti, kde se provadi reakce konverze DNA hydrogensifi¢itanem.
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Pro zabranéni kontaminace templatu nebo nukleazy pred pouZitim roztoku k degradaci
DNA ocistéte prostor stolu, pipety i stojan na zkumavky.

Poznamka: Mezi kazdym pouzitim ve zkumavce vymériujte Spi¢ky, aby se zabranilo
jakékoli nespecifické kontaminaci templatu nebo reakéni smési, ktera by mohla vést k
faleSné pozitivnim vysledkdm.

2a. Zcela rozmrazte smés QlAsure Master Mix a kalibrator QlAsure Calibrator.

Chrarnite smés QlAsure Master Mix pred svétlem, kdykoli je to mozné.
Poznamka: Nepfekracujte 30 minut pro krok rozmrazovani, aby nedo$lo k degradaci
materiélu.

2b. Jemné promichejte vzorky tim, Ze je 10krat pfevratite, poté je pfed pouZitim
kratce odstfedte.

2c. Do pfislusnych zkumavek ve stripu nadavkuijte 17,5 pl smési QlAsure Master Mix
pfipravené k pouziti. Pfiprava reakce muze byt provadéna pfi pokojové teploté.

2d. Smés QlAsure Master Mix vratte do mraznicky, aby se zabranilo jakékoli
degradaci materialu.

2e. Zkumavky preneste do oddélené oblasti a nadavkuijte kontroly analyzy a alikvoty
konvertované hydrogensifiCitanem.

2f.  Pridejte 2,5 pl vody do beztemplatové kontroly (No Template Control, NTC) na
pozici 2 (viz tabulka 1 vySe). Opatrné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

2g. Pridejte 2,5 pl kalibratoru QlAsure Calibrator na pozici 1 (viz tabulka 1 vyse).
Opatrné promichejte pipetovanim nahoru a dolt a zkumavku opatiete uzavérem.

2h. Do odpovidajici zkumavky pfidejte 2,5 ul DNA konvertované hydrogensifi¢itanem.
Opatrné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

2i.  Jakmile jste naplnili sadu 4 zkumavek, uzaviete je.

Poznamka: Zkumavky PCR Ize mezi pipetovanim alikvoti do zkumavek PCR a

zahajenim experimentu ve stroji skladovat po dobu 30 minut v temnu pfi

teploté 2-8 °C.

2j. Kalibrator QlAsure Calibrator vratte do mraznicky, aby se zabranilo jakékoli
degradaci materialu.
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Poznamka: Mezi kazdym pouzitim ve zkumavce vymériujte Spi¢ky, aby se zabranilo
jakékoli nespecifické kontaminaci templatu nebo reakéni smési, ktera by mohla vést k
faleSné pozitivnim vysledkdm.

3. Pripravte pfistroj Rotor-Gene Q MDx a nasledujicim zplsobem zahajte béh

(experiment):

3a. Rotor se 72 jamkami umistéte do drzaku rotoru.

3b. Vlozte stripy se zkumavkami na pfifazené pozice v rotoru; zaénéte pozici 1, jak
ukazuje tabulka 1; do vSech nevyuZitych pozic vloZte prazdné zkumavky uzaviené
Vicky.

Poznamka: Ovérte, Ze je prvni zkumavka vilozena do pozice 1 a stripy se zkumavkami

jsou umistény ve spravnych pozicich a orientaci, jak ukazuje tabulka 1.

3c. Nasadte pojistny krouzek.

3d. Vlozte rotor s pojistnym krouzkem do pristroje Rotor-Gene Q MDx a zaviete viko
pristroje.

3e. V softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0 vyberte bud pfislusny pracovni
seznam ze spravce pracovnich seznamU a kliknéte na tlacitko Apply (Pouzit),
nebo — pokud je pracovni seznam stéle otevieny — kliknéte na tlacitko Apply
(Pouzit).

Poznamka: Pokud nebyl pracovni seznam pro cyklus dosud vytvoren, pfihlaste se do

softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0 a pfedtim, nez budete pokracovat,

postupujte podle kroku 1.

3f.  VloZte ndzev bé&hu zpracovani (experimentu).
3g. V polozce Cycler selection (Vybér cykleru) vyberte cykler, ktery chcete pouzit.
3h. Zkontrolujte spravné pripojeni pojistného krouzku a potvrdte na obrazovce, ze
pojistny krouzek je spravné nasazen.
3i.  Kliknéte na Start experiment (Zahajit experiment).
Mél by se spustit test QlAsure Methylation Test.

4. Po probéhnuti cyklu kliknéte na Finish run (Dokongit cyklus).
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5. Uvolnéte a schvalte cyklus.

® Uzivatel, ktery je pfihlaSen jako ,Approver” (Schvalovatel), klikne na Release
and go to approval (Uvolnit a prejit ke schvaleni).

® Uzivatel, ktery je pfihlaSen jako ,Operator” (Obsluha), klikne na Release
(Uvolnit).

6. Uvolnéte vysledky.

32

® Pokud kliknete na Release and go to approval (Uvolnit a pfejit ke schvaleni),
zobrazi se vysledky experimentu.

® Pokud uzivatel pfihlaSeny s uzivatelskou roli klikne na Release (Uvolnit), musi
se nékdo prihlasit jako ,Approver” (Schvalovatel) a vybrat prostfedi Approval
(Schvaleni).

® Vyfiltrujte analyzu, ktera ma byt schvalena vybérem moznosti filtru a kliknutim
na Apply (Pouzit).

® Zkontrolujte vysledky a schvalte vysledky kazdého alikvotu testu.

V tabulce ,Results* (Vysledky) zobrazte rolovanim alikvot, ktery ma byt schvalen.
Kazdy vysledek alikvotu, ktery ma byt schvalen, ma tii pfepinace na konci vyhrazeného
fadku.

Vysledek alikvotu bud pfijméte, nebo odmitnéte.

Poznamka: Vysledek, ktery byl automaticky nastaven softwarem Rotor-Gene
AssayManager na INVALID (NEPLATNY), nelze jiZ nikdy ptevést na platny vysledek,

a to ani v pfipadé, Ze je vysledek odmitnut.

Volitelné: Do sloupce Sample comment (Komentar alikvotu) zadejte komentar.

Kliknéte na Release/Report data (Uvolnit/vykazovat data).

Kliknéte na OK (OK). Zprava bude vytvorena ve formatu pfenosného dokumentu (.pdf)
a automaticky uloZena v pfedem definované slozce. Ve vychozim nastaveni je
umisténi slozky: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports (QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export > Soubory sestavy)
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Poznamka: Slozku i jeji umisténi Ize zménit v prostredi ,Configuration“ (Konfigurace).

Prejdéte na kartu Archive (Archiv) a exportujte soubor .rex odpovidajici
nezpracovanymi udajim. Vyhledejte svij experiment pomoci moznosti filtru a kliknéte
na Show Assays (Zobrazit analyzy). Poté kliknéte na Export .rex file (Exportovat soubor
.rex) a ulozte jej kliknutim na OK (OK). Software automaticky ulozi soubor .rex do
nasledujici predem definované slozky: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export > Experiments (QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Experimenty)

Poznamka: Toto umisténi a slozku Ize zménit na karté Specify the .rex file export
destination (Specifikovat cilové umisténi exportu souboru .rex).

Poznamka: Pro ucely feSeni potizZi je vyzadovan podpurny bali€ek zpracovani testu.
Podpurné bali¢ky Ize vytvofit v prostfedi schvaleni nebo archivu. Viz uZivatelska
pfirucka Rotor-Gene AssayManager Core Application, feSeni potizi, pokyny ,Creating a
support package” (Vytvoreni balicku podpory) na strankach
https://www.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources. Kromé podpurného balicku miize byt napomocna také
auditova stopa z doby +1 den kolem ¢€asu, kdy doslo k danému incidentu. Auditovou
stopu Ize vyhledat v prostfedi Service (Servis) (uZivatelska pfirucka Rotor-Gene
AssayManager Core Application).

. Vyjméte zkumavky z pristroje Rotor-Gene Q MDx a zlikvidujte stripy se zkumavkami

v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi predpisy.
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Interpretace vysledku

Analyza je zcela automatizovana.

Software Rotor-Gene AssayManager v1.0 nejdfive analyzuje amplifikacni kfivky a muze
oznacit neshodné kfivky jako neplatné podle toho, jaky maji tvar a jaké je amplituda Sumu.
Pokud se to stane, bude zneplatnéna kfivka oznacena pfiznakem (viz tabulka 2).

Software Rotor-Gene AssayManager v1.0 poté provede analyzu kontrol béhu.

e Kalibrator
e NTC

Poznamka: Soubor sestavy generovany na konci béhu ukazuje vysledky ziskané

pomoci kontrol béhu s pfiznaky neplatnosti pfed neplatnymi daty.

Pokud vSechny kontroly béhu vyhovuji, potom software Rotor-Gene AssayManager provede
analyzu neznamych alikvota.

Tabulka 2 znazornuje pfiznaky neplatnosti alikvotl, které mohou byt pfifazeny jednotlivé

zkumavce béhem analyzy provadéné softwarem Rotor-Gene AssayManager v1.0 soubézné

s vysvétlenim, co tyto pfiznaky znamenaji.
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Tabulka 2. Pfiznaky neplatnosti alikvot( a popis podminek

PFiznak

Chovani

Popis

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

Neplatné

Neplatné

Neplatné

Neplatné

Neplatné

Neplatné

Platné

Neplatné

Neplatné

Neplatné

Proménna

Neplatné

Varovani

Neplatné
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Cilova hodnota je vy$Si nez definovany rozsah.
Muze se jednat o Cr, koncovou fluorescenci,
koncentraci nebo vypocitanou hodnotu, napf. Cr &i
ACr.

Analyza je neplatna, protoZe je neplatna nejméné
jedna externi kontrola.

Cilova hodnota je nizsi nez definovany rozsah. Muze
se jednat o Cr, koncovou fluorescenci, koncentraci
nebo vypocitanou hodnotu, napf. Cr & ACr.

Cil, ktery byl pouzit pro vypocet tohoto cile, je
neplatny.

Amplifikaéni kfivka z nezpracovanych dat vykazuje
tvar, ktery se vymyka standardnimu chovani této
analyzy. Existuje vysoka pravdépodobnost
nespravnych vysledk( nebo chybné interpretace
vysledku.

Amplifikacni kfivka z nezpracovanych dat vykazuje
tvar jako zplostély hrbol, ktery se vymyka
standardnimu chovani této analyzy. Existuje vysoka
pravdépodobnost nespravnych vysledkd nebo
chybné interpretace vysledku (napf. chybné uréena
hodnota CT).

NTC zobrazuje signalni hodnoty Ct nad 36 pro
cilovou hodnotu ACTB.

Chyba vypoctu pro tento cil.

Amplifikaéni kfivka prekracuje prahovou hodnotu
vice nez jedenkrat. Nelze ur¢it jednoznacnou
hodnotu Cr.

Nenalezena pocate€ni hodnota pro po¢atecni
zakladnf linii.

Pro tento cil neni uréena zadna Cr.

Cil nema zadnou hodnotu, ale ocekava se, ze
néjakou bude mit. Tato hodnota nemusi byt v
konkrétnim rozsahu. Mize se jednat o Ct koncovou
fluorescenci, koncentraci nebo vypocitanou hodnotu
(napr. Cr Ci ACv).

Odchylka béhem normaliza¢niho postupu.
Amplifikaéni kfivka je zobrazena s vychozi
normalizaci, spravnost vysledku je zapotrebi
zkontrolovat ru¢né.

DalSi cil pro stejny alikvot je neplatny.
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Tabulka 2. Pfiznaky neplatnosti alikvot( a popis podminek

SATURATION Neplatné
SATURATION_IN_PLATEAU Varovani
SPIKE Varovani
SPIKE_CLOSE_TO_CT Neplatné
STEEP_BASELINE Neplatné
STRONG_BASELINE_DIP Neplatné
STRONG_NOISE Neplatné

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Neplatné

UNCERTAIN Proménna
UNEXPECTED_CT_DETECTED Proménna
UNEXPECTED_VALUE Neplatné
UPSTREAM Proménna
WAVY_BASE_FLUORESCENCE Neplatné

Fluorescence z nezpracovanych dat je silné
saturovana pred inflekénim bodem amplifikaéni
kFivky.

Fluorescence nezpracovanych dat se saturuje pfed
fazi platé amplifikacni krivky.

U fluorescenece z nezpracovanych dat je zjistén
ostry narust v amplifikaéni kfivce, ale mimo oblast,
kde se urcuje Cr.

V amplifika¢ni kfivce je zji§tén ostry narlst blizko Cr.

V amplifikaéni kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjiS§téna strmé stoupajici
zéakladni linie.

V amplifikani kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjiStén strmy pokles
zakladni linie.

Silny $um je zjistén mimo rustovou fazi amplifikaéni
kFivky.

Silny $um je zjistén v rlstové (exponencialni) fazi
amplifikaéni kFivky.

Vysledky z automatického skenovani dat (AUDAS)
jsou v nesouladu s vysledky ze zakladni analyzy.
Neni mozné provést jednozna¢né automatické
vyhodnoceni dat.

Pro cil, ktery by se nemél amplifikovat, byla
detekovana hodnota Cr.

Cil méa hodnotu, ale nejedna se o o€ekavanou
hodnotu. Mdze se jednat o Ct, koncovou
fluorescenci, koncentraci nebo vypocitanou hodnotu,
napf. Ct &i ACr.

Status alikvotu byl nastaven na Invalid (Neplatny)
nebo Unclear (Nejasny) procesem v pfedchozich
krocich (napf. QlIAsymphony).

Poznamka: U alikvotu, které jsou oznaceny jako
nejasné, je chovani softwaru Rotor-Gene
AssayManager definovano v prostiedi
,Configuration* (Konfigurace) softwaru
AssayManager. Priznaky ,Neplatné“ z procest
v predchozich krocich vzdy vedou k neplatnému
odpovidajicimu alikvotu v systému Rotor-Gene
AssayManager.

V amplifikaéni kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjisténa kolisajici zakladni
linie.
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® Pokud jsou vSechny kontroly v béhu platné, potom software Rotor-Gene
AssayManager v1.0 provede analyzu neznamych alikvotud. V alikvotu musi byt pfitomno
minimalni mnozstvi DNA konvertované hydrogensificitanem, aby byly vysledky
interpretovany. To je indikovano hodnotou Ct housekeeping genu ACTB, ktera musi
byt < 26,4, aby byl alikvot softwarem Rotor-Gene AssayManager validovan.

® Poté budou vypocteny hodnoty AACt pro FAM19A4 a hsa-mir124-2 a bude stanoven
vysledek. Pokud je hodnota AACt pod mezni hodnotou, je cil hodnocen jako
,Hypermethylation positive* (Hypermetylace pozitivni).

Poznamka: Castetné nebo nizké Urovné metylace jsou pfirozené vyskytujici se jevy,
které na rozdil od hladin hypermetylace pfimo nesouviseji s rozvojem rakoviny.

e Alikvot je povazovan za ,Hypermethylation positive® (Hypermetylace pozitivni), pokud
je alesponi jeden z cild hodnocen jako ,Hypermethylation positive® (Hypermetylace
pozitivni).

e Alikvoty s nizkou kvalitou/kvantitou DNA (tj. hodnoty ACTB Cr hrani¢né splfujici
parametry pfijatelnosti, hodnoty Cr od 25 do 26,4) mohou byt hodnoceny jako faleSné
negativni. Je doporu€eno provadét opakovani testovani PCR. Negativni vysledek u
opakovaného testovani znamena, Ze je u alikvotu hypermetylace negativni; pozitivni
vysledek znamen4, Ze je u alikvotu hypermetylace pozitivni.

e U alikvotl s vysokou celularitou, které jsou zpracovavany protokolem pfimé konverze,
existuje riziko pretizeni reakce PCR DNA, coz mlze vést k faleSné negativnimu
vysledku pro cil FAM19A4. Proto se u alikvotl s 1) negativnim vysledkem
hypermetylace, 2) hodnotou C; ACTB < 23 a 3) hodnotou AACtT FAM19A4 mezi 10,36
a 11,36 doporucuje opakovat PCR s pétinasobné mensim vstupem konvertované DNA,
a to zfedénim alikvotu ve vodé.
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Navod na reSeni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potiZi, které mohou nastat pfi praci se systémem.
Dalsi informace mUzete najit také mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)
na strankach nasSeho centra technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Védecti pracovnici, ktefi pracuji v technickych sluzbach spole¢nosti QIAGEN, vam vzdy
ochotné odpovi na jakékoli dotazy tykajici se informaci Ci protokold v této pfiru¢ce nebo
technologii pfipravy alikvotll &i zpracovani analyz (kontaktni informace najdete na zadni
strané obalky nebo na strankach www.giagen.com).

Informace o feSeni potizZi souvisejicich se systémem Rotor-Gene AssayManager naleznete
v uzivatelské pfiru¢ce Rotor-Gene AssayManager Core Application.

Komentare a navrhy

V8eobecné nakladani

Koncentrace DNA alikvotu je pfili§ nizka
pro konverzi hydrogensifi¢itanem

Zkontrolujte extrakt DNA Opakujte extrakci DNA s koncentrovanéjSim klinickym alikvotem.

Alikvot je vyhodnocen jako neplatny: amplifikace ACTB je pfili§ nizka nebo chybi

a) Chyba pipetovani nebo vynechana Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni reakce. Zopakujte
Cinidla cyklus PCR.
b) Zkontrolujte koncentrat DNA Zvyste vstupni mnozstvi DNA pro konverzi hydrogensifi¢itanem na

maximum. Reakce konverze hydrogensifi¢éitanem ma optimalni
vykonnost pro vstup DNA v rozsahu od 100 ng do 2 ug.

c) U protokolu ,Bisulfite-conversion Opakujte reakci konverzi hydrogensifi¢itanem s 10 % cervikalniho
directly on cervical specimen® (Konverze vzorku v odbérovém médiu PreservCyt (tj. 2 ml z 20 ml).
hydrogensifi¢itanem pfimo na

cervikalnim vzorku) zkontrolujte

celularitu klinického vzorku

d) Zkontrolujte eluat konvertovany V pfFipadé potfeby vys§Siho vstupniho mnozstvi DNA Ize konverzi
hydrogensifi¢itanem hydrogensifi¢itanem opakovat.

Alikvot je hodnocen jako neplatny: cile FAM19A4 a/nebo hsa-mir124-2 jsou neplatné

Nedostate¢né michani Alikvot a reakéni smés promichejte pipetovanim (pfiblizné 10x
kazdou zkumavku). Opakujte zpracovani alikvotu.
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Komentare a navrhy

Pozitivni kontrola je hodnocena jako neplatna: amplifikace je pfili§ nizka nebo pro jeden &i vice cill chybi

a) Chyba pipetovani nebo vynechana Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni reakce. Zopakujte

Cinidla cyklus PCR.

b) Caste¢na degradace Uchovavejte obsah soupravy pfi teploté =30 az -15 °C.
Opakované zmrazeni a rozmrazeni je povoleno maximalné po tfi
cykly.

c) Cinidla PCR &aste&né degradovana Uchovavejte soucasti soupravy pfi teploté —30 az —15 °C a reakéni

smési chrarite pred svétlem.
Zabrarite opakovanému zmrazeni a rozmrazeni.

d) Obraceni stripu Zkontrolujte postup pipetovani a nastaveni reakce.
e) Datum pouzitelnosti Zkontrolujte datum pouzitelnosti pouzité soupravy.
f) Casova prodleva mezi pipetovanim Reakéni smési PCR Ize uchovavat pfi teploté

alikvotli a zahajenim cyklu 2-8 °C po dobu 30 minut ve tmé& mezi davkovanim alikvotu do

reakci PCR a spusténim cyklu na pristroji.

Beztemplatova kontrola (no template control, NTC) je neplatna

a) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni reakce. Zopakujte
cyklus PCR.
b) Kfizova kontaminace Vymeérite v§echna kriticky dulezita ¢inidla.

S alikvoty, sou¢astmi soupravy a spotfebnim materialem vzdy
zachazejte v souladu s bézné pfijimanou praxi k zabranéni prenosu
kontaminace.

c) Kontaminace ¢inidel Vymeérite v§echna kriticky dulezita ¢inidla.

S alikvoty, sou¢astmi soupravy a spotfebnim materidlem vzdy
zachazejte v souladu s bézné pfijimanou praxi k zabranéni pfenosu
kontaminace.

d) Obraceni stripu Zkontrolujte postup pipetovani a nastaveni reakce.

e) Casova prodleva mezi pipetovanim Reakéni smési PCR Ize uchovavat pfi teploté

alikvotli a zahajenim cyklu 2-8 °C po dobu 30 minut ve tmé mezi davkovanim alikvotu do

reakci PCR a spusténim cyklu na pristroji.
f) Zhor$eni kvality sondy Reakéni smési uchovavejte mimo dosah svétla.
Zkontrolujte faleSné pozitivni na fluorescencni kfivce.
Nepfitomny nebo slaby signal u alikvotu, av§ak kontroly jsou v pofadku

a) Inhibi¢ni vlivy Vzdy zkontrolujte, Ze se na pufru ve filtru nevyskytuji po
odstfedovani pfi konverzi hydrogensifi¢itanem zadné zbytky.

Opakujte konverzi hydrogensifi¢itanem.

b) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni reakce. Zopakujte
cyklus PCR.

Pokud chyba pretrvava, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti QIAGEN.
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Omezeni

Cinidla testu QlAsure Methylation Test se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in-vitro.

Pouziti testd PCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi, v€etné udrzby vybaveni, které je

uréeno pro molekularni biologii a splfiuje pfislusné pfedpisy a normy.
Cinidla a pokyny dodané s touto soupravou byly validovany pro zaji$téni optimalniho vykonu.

Test QlAsure Methylation Test smi byt pouzivan laboranty vySkolenymi v pouziti pristrojl

Rotor-Gene Q MDx a softwaru Rotor-Gene AssayManager v1.0.

Produkt sméji pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné pouceni a vySkoleni
v technikach real-time PCR a postupech diagnostiky in vitro. Jakékoliv ziskané diagnostické

vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich klinickych nebo laboratornich nalez.

Pro dosazeni optimalnich vysledk(l PCR je nutné pfisné dodrzovat pokyny v navodu pro
uzivatele (pfirucka).

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace vytisténym na obalu a Stitcich
vSech soucasti. Komponenty po datu pouZzitelnosti nepouzivejte.

Alikvoty s nizkou kvalitou/kvantitou DNA (tj. hodnoty ACTB Cr hrani¢né splfiujici parametry
pfijatelnosti, hodnoty Ct od 25 do 26,4) mohou byt hodnoceny jako faleSné negativni. Je
doporuceno provadét opakovani samostatnych testd. Negativni vysledek u opakovaného
testovani znamena, Ze je u alikvotu hypermetylace negativni; pozitivni vysledek znamena,
Ze je u alikvotu hypermetylace pozitivni.

40 QlAsure Methylation Test Navod k pouziti (pfirucka) 06/2023



VSechna reakeni Cinidla dodavana v testu QlAsure Methylation Test jsou uréena k pouZiti
vyhradné s ostatnimi €inidly dodanymi ve stejné soupravé. Jinak to mize mit vliv na funkéni

vlastnosti.

Test QlAsure Methylation Test je validovan pro HPV pozitivni Zeny.

Test QlAsure Methylation Test je validovan pro cervikalni vzorky odebrané a skladované
v médiu PreservCyt, SurePath™ nebo STM a pro vzorky ze samoodbéru vaginalnim

kartackem, uloZené az do dodani do laboratofe v roztoku PreservCyt.

Pro pouziti s analyzou PCR s testem QIAsure Methylation Test byl validovan pouze pfistroj
Rotor-Gene Q MDx.

Jakékoli jiné nez urc¢ené pouziti tohoto vyrobku a/nebo Uprava soucasti zneplatni zaruku
spolecnosti Self-screen B.V.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funk&nich vlastnosti systémd u vSech postupt

pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti
vyrobku Self-screen.
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Charakteristika funkcnich vlastnosti

Limit detekce (Limit of Detection, LOD)

Analyticka citlivost testu QlAsure Methylation Test byla stanovena jako 95 % limit detekce
(95 % LOD) s pouzitim Fady sériovych fedéni plazmidu obsahujiciho vSechny tfi amplikonové
sekvence (tj. ACTB, FAM19A4 a hsa-mir124-2; rozmezi 750 000 az 0,25 kopii na PCR).
35z 36 pozitivnich vysledkl (Ct <40). Celkem bylo provedeno 12 experiment Ctyfmi
riznymi operatory (1 bé&h zpracovani na operatora za den) s pouzitim tfi riiznych Sarzi a tfi
rdznych systémt RGQ. Kazdy experiment zahrnoval trojnasobné testovani 11 fedéni
plazmidu. 95 % LOD byl pro vSechny tfi rizné cile 7,5 kopii na PCR.

Linearita

Linearita analyzy QlAsure byla stanovena na zakladé udaju z 12 experimentd, které byly
provedeny pro hodnoceni 95 % LOD. Dva cile, FAM19A4 a hsa-mir124-2, a referencni
ACTB maji linedrni amplifikaci od 750 000 do 7,5 kopii na PCR.

Presnost

Presnost testu QlAsure Methylation Test byla stanovena jako variabilita v ramci jedné
analyzy (variabilita vice vysledk( alikvotll se stejnou koncentraci v ramci jednoho
experimentu) a celkova variabilita analyzy (variabilita vice vysledk( analyzy generované
riznymi operatory, na rlznych pfistrojich, s rdznymi $arzemi, v raznych laboratofich).
Testovani bylo provadéno na DNA konvertované hydrogensifiCitanem, ziskané ze vzorku z
délozniho Cipku s vysokym rizikem HPV pozitivity, ktery testoval pozitivni hypermetylaci
pomoci signalt pro FAM19A4 a hsa-mir124-2, coz odpovida pfiblizné trojnasobku hodnoty
LOD koncentrace. Testovani bylo realizovano ve dvou opakovanich v osmi cyklech
provadénych ¢&tyfmi riznymi operatory (jeden béh na operatora za den) pomoci dvou
rdznych Sarzi a tfi rGznych pfistrojd RGQ ve dvou rdznych laboratofich, ¢imz vzniklo
16 datovych bodl na alikvot. Koeficient variace (CV) byl stanoven pro hodnoty Cr a AACt
(tabulka 3).
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Tabulka 3. CV (%) pro hodnoty CT a AACT v alikvotu z délozniho &ipku s pozitivni metylaci

Typ alikvotu Typ alikvotu (%) Typ alikvotu (%)
Interni kontrola kvality 0,3 1,32
Hodnota CT ’ ’
odnota alikvotu (. ACTB)
FAM19A4 1,02 1,62
hsa-mir124-2 1,16 1,64
Hodnota AACT FAM19A4 3,70 5,97
hsa-mir124-2 4,21 5,75

Celkovy statisticky rozptyl v hodnotach Cr alikvotu se zminénou koncentraci je 1,32 % pro
interni kontrolu kvality alikvotu (ACTB), 1,52 % pro FAM19A4 a 1,64 % pro hsa-mir124-2.
Celkovy statisticky rozptyl v hodnotach AACr alikvotu s uvedenou koncentraci je 5,97 % pro
FAM19A4 a 5,75 % pro hsa-mir124-2.

Interferujici latky

Inhibiénimi latkami vybranymi pro svuj potencialni Uc¢inek na PCR byl desulfonaéni a
promyvaci pufr soupravy pro konverzi hydrogensifiCitanem. Latky potencialné pfitomné v
puvodnim alikvotu nebyly testovany vzhledem ke skute€nosti, Zze alikvot DNA je dvakrat
¢istén kfemennymi kulickami, tj. extrakce DNA z plvodniho alikvotu a cisténi DNA po
konverzi hydrogensific¢itanem. Stopy desulfonaéniho a promyvaciho pufru vykazovaly
interferenci v PCR, ktera byla detekovana neplatnym vysledkem testu pro interni kontrolu
kvality alikvotu.
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Klinicka ucinnost

HPV pozitivni vzorky z délozniho €ipku*

Klinicka ucinnost testu QlAsure Methylation Test pro cervikalni intraepiteliaini neoplazii
stupné 3 (CIN 3) a karcinom délozniho €ipku (tj. CIN 3+) byla hodnocena v multicentrické
retrospektivni studii v EU (13). Test QlAsure Methylation Test byl hodnocen u 2 384 HPV
pozitivnich screeningovych alikvotd z délozniho Cipku Zen (ve véku 29-76 let) ze Ctyf zemi
EU (Skotsko, Slovinsko, Dansko, Nizozemsko) (13). Vzorky byly odebrany do médii
PreservCyt nebo SurePath. Populace studie zahrnovala 2 012 Zen bez znamek onemocnéni
béhem 2 let sledovani (zkracené < CIN 1), 124 Zen s CIN2, 228 Zen s CIN 3 a 20 zen
s karcinomem. DNA bylo extrahovano ze alikvotl z délozniho Cipku a 250 ng DNA bylo
pouzito pro vstup do reakce konverze hydrogensifi¢itanem (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO
Research). Z 250 ng modifikované DNA bylo 20 % pouzito v ramci PCR (coz odpovida 50 ng
puvodni cilové DNA/PCR). Celkové miry pozitivity pro miry pozitivity testu QIAsure
Methylation Test stratifikované podle klinického cilového parametru jsou uvedeny nize
(tabulka 4).

Tabulka 4. Miry pozitivity testu QlAsure Methylation Test

Klinicky cilovy parametr Frakce Mira pozitivity (95 % Cl)
<CIN1 437/2012 21,7 % (20-23,6)
CIN 2 58/124 46,8 % (38,1-56,6)
CIN 3 176/228 77,2 % (71,3-82,2)
Karcinom délozniho €ipku 19/20 95,0 % (70,7-99,3)

U alikvot( délozniho ipku s vysokym rizikem HPV pozitivity je citlivost u CIN 3+ 78,6 % (195/248; 95 %

Cl: 73,1-88,3) a celkova specificita testu QlAsure Methylation Test byla 78,3 % (n =2 013; 95 % CI: 76-80).
Negativni prediktivni hodnota hrHPV pozitivnich, vysledkd s negativni metylaci byla 99,9 % pro karcinom délozniho
Cipku (N = 1 694; 95 % CI: 99,6-99,99), 96,9 % pro CIN 3+ (95 % CI: 96-98), a 93,0 % pro CIN 2+ (95 % Cl: 92-94).

Kromé toho byla citlivost pro karcinom déloZzniho ¢&ipku hodnocena v multicentrické
celosvétoveé retrospektivni studii na 519 invazivnich karcinomech s rtznymi histotypy z vice

* Lékafem odebrané vzorky z délozniho &ipku.
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nez 25 zemi (11). DNA bylo extrahovano ze alikvot( z délozniho Cipku a 250 ng DNA bylo
pouzito pro vstup do reakce konverze hydrogensifi¢itanem (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO
Research). Z 250 ng modifikované DNA bylo 20 % pouzito v ramci PCR (coz odpovida 50 ng
puvodni cilové DNA/PCR). 510 z 519 karcinomu bylo testem QIAsure Methylation Test
stanoveno jako pozitivni, takze mira pozitivity €inila 98,3 % (95 % CI: 96,7-99,2), miry
pozitivity stratifikované podle histotypu uvadi Tabulka 5. Mira pozitivity testu QlAsure
Methylation Test ve vzorcich karcinomu délozniho Cipku.

Tabulka 5. Mira pozitivity testu QlAsure Methylation Test ve vzorcich karcinomu délozniho €ipku

Klinicky cilovy parametr Frakce Mira pozitivity (95 % Cl)
Spinocelularni karcinom 313/318 98,4 % (96,4-99,5)
Adenokarcinom 121/123 98,4 % (94,2-99,8)
Karcinom z adenoskvamoznich 42/42 100,0 % (91,6-100)
bunék

Vzacné histotypy karcinomu 30/32 93,8 % (79,2-99,2)
Histotyp karcinomu neni 4/4 100 % (39,8-100,0)
specifikovan

HPV pozitivni vlastni vzorky z odbéru vaginalnim kartackem

Klinicka ucinnost testu QlAsure Methylation Test pro vlastni vzorky z vaginalniho kartacku
pro ucely detekce cervikalnich intraepitelialnich neoplazii stupné 3 a rakoviny déloZniho
Cipku (tj. CIN 3+) byla hodnocena testovanim 247 vaginalnich vzorkd s vysokym rizikem
pozitivity HPV. U 14 alikvotl (5,7 %) byly hodnoty ACTB Cr > 26,4 a ty byly nasledné
hodnoceny jako neplatné. Alikvoty s platnymi vysledky testu zahrnovaly 148 vlastnich
alikvotu z kartackd u Zen s <CIN 1 po 18 mésicich sledovani, 24 s CIN 2, 50 s CIN 3, 8 se
spinocelularnim karcinomem a 3 s adenokarcinomem. DNA byla extrahovana z vaginalnich
vzork(li a 250 ng DNA bylo pouzito pro vstup do reakce konverze hydrogensifi¢itanem
(EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). Z 250 ng DNA konvertované
hydrogensifi¢itanem bylo 20 % pouzito v PCR (coz odpovida 50 ng pGvodni cilové
DNA/PCR). Miry pozitivity testu QlAsure Methylation Test stratifikované podle klinického
cilového parametru jsou uvedeny nize (tabulka 6).
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Tabulka 6. Miry pozitivity testu QlAsure Methylation Test u vzorki ze samoodbéru vaginalnim kartackem

Klinicky cilovy parametr Frakce Mira pozitivity (95 % Cl)
<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)
Karcinom skvamoznich bunék 8/8 100,0 % (63,1-100,0)
Adenokarcinom 3/3 100,0 % (29,2-100,0)

Mezi vlastnimi vzorky z vaginalniho karta€ku s vysokymi rizikem pozitivity HPV je citlivost u CIN 3+ 72,1 %
(44/61; 95 % CI: 59,7-81,9) a u karcinomu 100 % (11/11; 95 %CI: 72-100).*

Vykon FAM19A4 a hsa-mir124-2 pro detekci pokrocilych transformujicich CIN Iézi

Analyza metylace promotoru hostitelské buriky specificky detekuje tzv. ,pokrocilé“ 1éze CIN,
které nesou profil metylace zplisobeny rakovinou a maji o¢ekavané vysoké kratkodobé riziko
progrese k rakoviné (7, 8). Vykon analyzy hypermetylace promotoru FAM19A4 a
hsa-mir124-2 byl hodnocen testovanim 29 vzorkd s vysokym rizikem HPV pozitivity u Zen
s pokro€ilymi transformujicimi CIN 2/3 a 19 vzorkd s vysokym rizikem HPV pozitivity u Zen
s ¢asné ftransformujicimi CIN 2/3. Metylace byla zvlasté spojena s pokroCilou fazi
onemocnéni a hodnotila vSechny pokrocilé Iéze CIN2/3 (100 %; 29/29; 95 % CI: 88—-100) s
pozitivni hypermetylaci ve srovnani se 47 % (9/19; 95 % CI: 27-69) ¢asnych Iézi CIN 2/3.

* Poznamka: Hypermetylace cilG v alikvotech Zen, které maji pokrocilé CIN Iéze a/nebo rakovinu délozniho &ipku,
muZe zustat nezjisténa kvuli variabilité odbéru vzorku, napfiklad v disledku nedostate¢ného odbéru vzorku.
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Robustnost

Robustnost testu QlAsure Methylation Test byla stanovena jako shoda mezi vystupem

analyzy QlAsure Methylation Test a verzi analyzy Research Use Only (RUO). Testovani

bylo provadéno na genomové DNA konvertované hydrogensifiitanem, ziskané z 10 alikvotd

délozniho Cipku s vysokym rizikem HPV pozitivity, z nichz 5 bylo dfive identifikovano jako s

vzorky s negativni hypermetylaci pro oba markery a 5 jako vzorky s pozitivni metylaci (napf.

alespon pro 1 ze 2 marker(l). Testovani bylo realizovano ve dvou opakovanich v 8 cyklech

StyFmi riznymi operatory (jeden cyklus na operatora za den) pomoci dvou riznych Sarzi a tfi

raznych pfistroju Rotor-Gene Q MDx ve dvou rGznych laboratofich. Pro kazdy alikvot bylo

ziskano celkem 16 datovych bod (tabulka 7).

Tabulka 7. Shoda analyzy QlAsure Methylation Test a verze RUO analyzy

Cislo vzorku

Vysledek RUO

Shoda Lab 1 ve
srovnani s RUO

Shoda Lab 2 ve
srovnani s RUO

1
2
3
4
5
Mezisoucet
6
7
8
9

10

Mezisoucet
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Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Poz
Poz
Poz
Poz

Poz

100 % (8/8)
100 % (8/8)
62,5 % (5/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)

92,5 % (37/40)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)

100 % (40/40)

100 % (8/8)
100 % (8/8)
62,5 % (5/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)

92,5 % (37/40)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)
100 % (8/8)

100 % (40/40)
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Ctyfi z péti alikvotl, které byly dfive identifikovany jako vzorky s negativni metylaci,
prokazaly 100 % shodu pfi pouziti testu QIAsure Methylation Test v obou laboratofich.
Alikvot 3 vykazoval v obou laboratofich shodu 62,5 % (5/8). Pozorovana variace souvisejici
s hladinami FAM19A4 kolem mezni hodnoty analyzy. Celkova shoda mezi alikvoty
s negativni metylaci byla 92,5 % (37/40).

U vSech 5 alikvott dfive identifikovanych jako vzorky s pozitivni metylaci se prokazala 100 %
shoda s referencni analyzou, takze celkova shoda byla 100 % (40/40).
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Konverze hydrogensifiitanem pfimo u vzork( délozniho Cipku

Protokol ,Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit* (Konverze hydrogensifiCitanem pfimo na cervikalnich vzorcich pomoci
soupravy EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit) byl ovéFfen oproti referenénimu protokolu (1. konverze
hydrogensifi¢itanem s pfedchozi kontrolou mnozstvi DNA v alikvotu) na 119 cervikalnich
stérech a naslednym testem QIlAsure Methylation Test. Mira UspéSnosti konverze
hydrogensifi¢itanem pfimo u alikvot( délozniho Cipku s pouzitim vstupu 2,5 % cervikalniho
vzorku byla 95,8 % (114/119) a zvysila se na 100 % po opakovaném testovani neplatnych
vzorkd s 10 % vzorkd délozniho &ipku. Shoda ve vysledku testu QlAsure Methylation Test
mezi protokoly konverze hydrogensifi¢itanem byla 90,8 % (108/119; hodnota kappa 0,75).

Protokol ,Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the QIAsymphony
Bisulfite Kit* (Konverze hydrogensifiCitanem pfimo na cervikalnich vzorcich pomoci
soupravy QlAsymphony Bisulfite Kit) byl ovéfen oproti referenénimu protokolu (tj. konverze
hydrogensifi¢itanem s pfedchozi kontrolou mnozZstvi DNA v alikvotu) na 120 cervikalnich
stérech a naslednym testem QIlAsure Methylation Test. Mira UspéSnosti konverze
hydrogensifi¢itanem pfimo u alikvotl délozniho Cipku s pouzitim vstupu 2,5 % cervikalniho
vzorku byla 94,2 % (113/120) ve srovnani s mirou 97,5 % (117/120) ziskanou referenénim
protokolem. Shoda ve vysledku testu QlAsure Methylation Test mezi protokoly konverze
hydrogensific¢itanem byla 94,7 % (107/113; hodnota kappa 0,88).
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Symboly

Na obalu a zna€eni se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol Definice symbolu
g Pouzijte do
IVD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro

Symbol CE-IVD

Obsahuje dostatek ¢inidel pro <N> reakci

I m
) M

Katalogové ¢islo

Cislo 8arze

SR

Cislo materialu

(9]
O
2
°

Komponenty

Obsahuje

Cislo

R oznacuje revizi navodu k pouziti (pfiru¢ky) a n je &islo revize

Globalni ¢islo obchodni polozky

Teplotni omezeni

Vyrobce

Chrarnte pred svétlem

4R~ g

a
N
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[:Ij] Viz navod k pouziti
A Upozornéni

Kontaktni udaje

Pro technickou podporu avice informaci navstivie centrum technické podpory na
internetové adrese www.giagen.com/Support, volejte na telefonni ¢islo 00800-22-44-6000,
kontaktujte jedno z technickych servisnich oddéleni spolecnosti QIAGEN anebo mistni
distributory (viz zadni strana obalu nebo navstivte webové stranky www.giagen.com).
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Informace pro objednani

Produkt

Obsah

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

Pro 72 reakci: 2 master mixy,
2 kalibratory.

Modul pro pripravu alikvotd
QlAsymphony: zahrnuje ro¢ni zaruku
na vSechny Casti a provedeni
(volitelné pro automatickou extrakci)

Cykler pro real-time PCR a analyzator
kFivek tani s vysokym rozlisenim

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, karminovy) plus kanal HRM,
notebook, software, pfisluSenstvi:
zahrnuje ro¢ni zaruku na ¢asti

a provedeni, instalaci a Skoleni

Cykler pro real-time PCR a analyzator
High Resolution Melt s 5 kanaly
(zeleny, Zluty, oranzovy, Cerveny,
purpurovy) plus kanal HRM, notebook,
software, pFislusenstvi: zahrnuje ro¢ni
zaruku na v8echny ¢asti a provedeni;
instalace a Skoleni nejsou zahrnuty

Prislusenstvi pristroje Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 mL
Tubes

54

Hlinikovy blok pro manualni nastaveni
reakce pomoci jednokanalové pipety
s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 ml

616014

9001297

9002033

9002032

9018901
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 250 strip po 4 zkumavkach 981103
0.1 mL (250) s uzavéry, pro 1 000 reakci

Strip Tubes and Caps, 10x 250 stripl po 4 zkumavkach 981106
0.1 mL (2500) a vicka na 10 000 reakci

Rotor-Gene AssayManager — pro bézné testovani pomoci pfistroju
Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene AssayManager Software pro bézné testovani 9022739
s pristroji Rotor-Gene Q and
QlAsymphony RGQ; samostatna
licence pro instalaci softwaru na
jednom pocitadi

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v priru¢ce soupravy QIAGEN nebo v uzivatelské prirucce. Pfiru¢ky k soupravam QIAGEN
a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.giagen.com nebo si je
Ize vyzadat od technické podpory spole¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Datum Zmény

R4, ¢erven 2019 Revidovany vyvojovy diagram pracovniho postupu v ¢asti ,Princip a postup testu®;
PFidana souprava EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit do ¢asti ,Materialy, které nejsou
soucasti dodavky“; Revidovany obsah okna s informacemi o bezpec¢nosti; Pfidany
informace o zahfivacim béhu pro RGQ MDx 5-plex HRM; Revidovana ¢ast
,Priprava alikvotu®; Pfidana dalSi polozka do ¢asti  Reseni potizi“; Pfidano téma
konverze hydrogensificitanem pfimo k vzorkum délozniho ¢ipku v ¢asti
,Charakteristiky funk&nich vlastnosti“; Aktualizovana ¢ast ,Literatura“; Aktualizace
rozvrzeni

R5, ¢ervenec 2023 PFidana instrumentace QIAsymphony pro volitelnou automatizaci extrakce
a souprava QIAsymphony Bisulfite Kit v oddile Potfebné materialy, které nejsou
soucasti dodavky; revidovana ¢ast o priprave alikvotu; pfidano pouziti odbérového

média SurePath; revidovana ¢ast o klinické u¢innosti. Pfidany nadpisy pro
tabulku 5 a tabulku 6.

Omezené licenéni ujednani pro test QlAsure Methylation Test

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto priruckou a pro pouziti pouze s komponentami
dodanymi v soupravé. Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouZzivani nebo zaclenéni komponent, které jsou obsazeny
v této sadé, spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této sadé obsazeny, s vyjimkou pfipadi popsanych v této pfiru¢ce a dalsich protokolech
dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokolt byly poskytnuty uzivateli vyrobkd spoleénosti QIAGEN pro jiné uzivatele
vyrobk QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spole¢nosti QIAGEN dUkladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje
zaruku na to, Ze neporusuji prava tretich stran.

Kromé vyslovné uvedenych licenci spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti neporuSuje prava tretich stran.
Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany k jednorazovému pouZiti a nesméji se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
Spolecnost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

o s 0N

Kupujici a uzivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti anebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muze prosazovat zakazy této smlouvy o omezené licenci u kteréhokoliv soudu a bude vyzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vySetiovani a soudni vylohy, véetné poplatki za pravni zastoupeni v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu

s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k duSevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou a/nebo jejimi
komponentami.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.
Self-screen B.V. je zakonny vyrobce testu QlAsure Methylation Test.
Test QlAsure Methylation Test je vyrabén spole¢nosti Self-screen B.V. a distribuovan spoleénosti QIAGEN na Gzemi Evropy.

Ochranné znamky: 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.).
Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

07-2023 HB-2304-005 1132288CS © 2023 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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