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Kayttotarkoitus

QlAsure Methylation Test -testi (tuotenro 616014)on moninkertainen, metylaatiospesifinen real
time PCR -madritys geenien FAM19A4 ja hsa-mirl24-2 promoottorien hypermetylaation
tunnistamiseksi. QlAsure Methylation Test estissd voidaan kaytaa bisulfiittikonvertoitua

DNA:ta, joka on perdisin seuraavanlaisista néytteista:

e digene® HC2 DNA Collection Device -naytteenottolaitteella otetut kohdunkaulan
irtosolunaytteet (laakarin ottamat)

® Harjatyyppiselld néytteenottimella otetut kohdunkaulan irtosolundytteet, jotka on kerdtty
PreservCyt® Solution- tai SurePath™ Solution -sdilytysaineeseen (Iadkarin ottamat)

e Harjatyyppiselld naytteenottimella otetut eméttimen irtosolundytteet (itse otetut)

Kayttdaiheet:

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

jatkotoimenpiteiden tarve.

2. Jatkotutkimuksena naisille, joiden papakokeen tuloksissa on merkitykseltaan
epdselvia epdtyypillisia levyepiteelisoluja (atypical squamous cells of undetermined
significance, ASC-US), jofta voidaan madrittda kolposkopian tai  muiden

jatkotoimenpiteiden tarve.
Tuote on tarkoitettu teknikkojen, laboranttien ja muiden sellaisten ammattilaisten kayttoon,

jotka ovat saaneet in vitro -diagnostisia (IVD) menetelmid, molekyylibiologian tekniikoita ja

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

DNA:n metylaatio on biokemiallinen prosessi, joka on tdrked kehittyneiden elididen
normaalille kehitykselle (1). Metylaatiossa sytosiini-nukleotidin pyrimiidirenkaan 5. asemaan
liittyy metyyliryhma. DNA:n metylaation poikkeavuudet ovat merkittava tekija myds
karsinogeneesissd. Useissa ihmisen sydvissd ja sydpdsolulinjoissa, mukaan lukien
kohdunkaulan sydvassa ja kohdun limakalvon sydvassa, on todettu geenien FAM19A4 (perhe,
jolla on sekvenssin samankaltaisuus 19 (kemokiinin (C-C-motiivi) kaltainen) jésen A4) ja/tai
hsa-mir124-2 (homo sapiens -mikro-RNA 124-2) promoottorien hypermetylaatiota (2-4).
Iséintésolun promoottorien metylaatiotestillé voidaan tunnistaa sydpid ja pitkélle edenneitd
kohdunkaulan intraepiteliaalisia  neoplasioita  (CIN), joilla on sydvan kaltainen
metylaatioprofiili ja suuri riski kehittyd sydvaksi lyhyella aikavdlilla (3, 7, 8, 10, 11, 12, 14).
QlAsure-maaritykselld voidaan todeta FAMI19A4- ja hsa-mirl24-2-geenien promoottorien
hypermetylaatio  bisulfiittikonvertoidusta  DNA:sta, joka on perdisin kohdunkaulan tai
emdttimen irtosolundytteistd, kun ndytteen sisdisend laatukontrollina kéytetaan ACTB:ta

(ihmisen B-aktiinigeeni).
Menetelman toimintaperiaate

QlAsure Methylation Test esti on moninkertainen realtime PCR -esti, jolla monistetaan
kasvunrajoitegeenien FAM19A4 ja hsa-mir124-2 metyloituneita promoottorialueita seka
referenssigeenin metylaatioepdaspesifia fragmenttia. Sarja sisdltaa 2 putkea QlAsure Master
Mix -paaseosta ja 2 putkea QlAsure Calibrator -kalibraattoria. Paaseos on tarkoitettu kliinisista
irtosolundytteistd saadun bisulfiittikonvertoidun  DNA:n monistamiseen. Pdadseos sisdltaa
alukkeet ja koettimet kohdegeeneille sekd referenssigeenille, joka toimii ndytteen sisdisend
laatukontrollina.  Kalibraattori  on  linearisoitu  plasmidi, joka siséltéa FAMI19A4:n,

hsa-mir124-2:n ja ACTB:n amplikonien sekvensseja.
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Tulkinta Rotor-Gene Assay Manager -ohjelmistolla

QlAsure-maaritys  tehdéén  Rotor-Gene  Q  MDx  -aitteella, ja  Rotor-Gene
AssayManager® -ohjelmisto analysoi ja tulkitsee testin tiedot automaattisesti. Cr-arvo (syklin
kynnysarvo) kertoo, kuinka monta PCR-syklig tarvitaan fluoresoivan signaalin tunnistamiseen
taustasignaalista. Kynnysarvo korreloi ndytteessa olevien kohdemolekyylien maaran kanssa.
QlAsure-méarityksessé ACr-arvo lasketaan FAM19A4-tai hsa-mir124-2-*kohteiden Cr-arvon ja
referenssin  (ACTB) Crarvon erotuksena. ACr on FAMI9A4- tai hsa-mirl24-2-geenin
promoottorin metylaatiotason suhteellinen kvantitatiivinen arvo. Normalisointi tehdddn
vahentémalla kalibraattorindytteen ACr-arvo FAM19A4- tai hsa-mirl24-2-kohteiden ACr-
arvosta, jolloin tulokseksi saadaan AACrarvo (9). Kalibraattori on standardoitu matalan
kopioluvun plasmidi-DNA-nayte, jonka kopioluku tunnetaan kaikkien kolmen kohteen osalta

(FAM19A4, hsa-mir124-2 ja ACTB).
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

QlAsure Methylation Test -testi 72
Tuotenumero 616014
Reaktioiden méérd 72
QlAsure Master Mix -padseos (2 putkea) Ruskean vérinen putki 630 yl
QlAsure Calibrator -kalibraattori (2 putkea)  Kirkkaan vérinen putki 25 yl

QIAsure Methylation Test -kdsikirja 1

Tarvittavat materiaalit, jotka eivét kuulu
toimitukseen

Kemikaalien  kanssa  tydskenneltdessa  on  aina  kaytettava  laboratoriotakkia,
kertakdyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja on tuotekohtaisissa kdytoturvatiedotteissa
(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

ltse ofettujen néytteiden valmisteluun tarvittavat tarvikkeet ja reagenssit

® Hologic PreservCyt® Solution -liuos (Hologic)

Reagenssit SurePath-s@ilytysaineeseen sdilytettyjen naytteiden valmisteluun

o Buffer AL (QIAGEN-uotenumero: 19075)
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Tarvikkeet ja reagenssit bisulfiittikonversioon

Verifioituja bisulfiittikonversiosarjoja ovat seuraavat:

EZ DNA Methylation Kit -sarja (ZYMO Research, tuotenro D5001 tai D5002)
EZ DNA Methylation-Lighting (ZYMO Research, tuotenro D5030 tai D5031)
EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit -sarja (QIAGEN, tuotenro 59720)

QIASymphony Bisulfite Kit -sarja (QIAGEN, tuotenro 931106)

Rotor-Gene Q MDx -laitteen tarvikkeet

e Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (tuotenro 981103)

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

Vélineet

e Sadadettdvia pipettejd* PCR-ajoja varten (1-10 pl; 10-100 pl)

o Kertakayttokasineita

® Poytamallinen sentrifugi*, nopeus > 10 000 rpm

e Vortex-sekoitin*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, tuotenro @33216), NanoDrop® 3300

Fluorospectrometer -fluorospektrometri (Thermo Fisher Scientific, tuotenro ND-3300) tai
vastaava
® QlAsymphony SP System -jarjestelmd (tuotenro 9001297) valinnaiseen automaattiseen

eristykseen ja/tai bisulfiittikonversioon

* Varmista, effd vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Realtime PCR -vdlineet

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System -jarjestelmé (tuotenro 9002033) tai Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM -laite (tuotenro 9002032)"

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

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

e QlAsure Assay Profile -madritysprofiili (tiedostosta
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) (jossa Y on yhtd suuri tai suurempi kuin 1),
jota kaytetdan lagkarin ottamista kohdunkaulan irtosolundytteistd saatuun
bisulfiittikonvertoituun DNA:han

® lise ofettujen emattimen harjandytteiden QlAsure-méaaritysprofiili (tiedostosta
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (jossa Y on yht& suuri tai suurempi kuin 0),
jota kaytetadn itse otetuista emattimen harjandytteista saatuun bisulfiittikonvertoituun

DNA:han

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

QlAsure Methylation Test -testi Kayttdohje (kdsikirja) 06/2023 9



Varoitukset ja varotoimet

Vain in vitro -diagnostiikkaan.
Turvallisuustiedot

Kemikaalien  kanssa  tydskenneltdessa  on  aina  kaytettava  laboratoriotakkia,
kertakdyttkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéayttdturvatiedotteista
(Safety Data Sheet, SDS). Ne ovat saatavilla katevassd ja kompaktissa PDF-muodossa
osoitteessa www.giagen.com/safety , jossa voi tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGENE-

sarjan ja sarjakomponentin kayttaturvallisuustiedotteita.

QIASURE MASTER MIX -PAASEOS

Sisdlto: 1,2, 4+riatsoli: ~ Vaaral Epdillaan  heikentavan
hedelmallisyytta tai vaurioittavan sikiota. Kayta

suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Yleiset varotoimet

PCR-testien kayttaminen edellyttaa hyvien laboratoriokaytantdjen noudattamista, joihin kuuluu
molekyylibiologiaan kéytettavien laitteiden huolto sovellettavien saadésten ja standardien
mukaisesti.

Noudata aina seuraavia ohjeita:

® Kayta kertakayttoisia puuterittomia suojakasineitd, laboratoriotakkia ja suojalaseja

kasitellessasi naytteitd.
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e Estd ndytteen ja tarvikesarjan mikrobi- ja nukleaasi (DNaasi) -kontaminaatio. DNaasi
saattaa hajottaa DNA-mallin.

e Valta DNA:n tai PCR-tuotteen siirtymiskontaminaatiota, joka voi aiheuttaa véaraa
positiivista signaalia.

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

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

® Rotor-Gene Q MDx -laitteen kéyttdoppaassa on lisdtietoja varoituksista, varotoimista ja
menettelytavoista.

® Tee ennen pdivan ensimmdistd ajoa Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM -laitteen
|&mmitysajo (95 °C 10 minuutin ajan).

Inkubaatioajan ja -émpétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisié tai ristiriitaisia tietoja.
Alg kayta sellaisen tarvikesarjan komponentteja, jonka viimeinen kéyttopdiva on
umpeutunut fai jota on sailytetty vaarin.

e Vdlta komponenttien altistumista valolle, koska reaktioseoksissa saattaa télldin tapahtua
muutoksia.

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

® Havitd ndyte ja madritysjate paikallisten turvallisuuskéyténtdjen mukaisesti.
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AssayManager-profiiliin liittyvat varotoimet

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

testattavan ndytteen tyyppid seuraavasti:

e Kohdunkaulan raaputusnéytteiden QlAsure-madritysprofiilia (tiedostosta AP_
QlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) on kaytettava ladkarin ottamista kohdunkaulan
irtosolundytteistd saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

® lise ofettujen harjandytteiden QlAsure-madritysprofiilia (tiedostosta AP_
QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) on kaytettava itse otetuista emdttimen

harjandytteistd saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

QlAsure Methylation Test -testi toimitetaan kuivajadssa. Jos jokin QlAsure Methylation
Test festin komponentti ei ole vastaanottohetkelld jGdssd, jos ulkopakkaus on avattu kuljetuksen
aikana tai jos toimituspakkaus ei sisalla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja, ota
yhteyttd QIAGEN:n tekniseen tukipalveluun tai paikalliseen jdlleenmyyijcén (katso lisdtietoja

takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com).
Sailytysolosuhteet

QlAsure Methylation Test -testi on varastoitava heti vastaanottamisen jalkeen -30...-15 °C:n
lédmpétilassa olevaan pakastimeen, jonka lampétila pysyy vakaana, ja pidettéva valolta

suojattuna.
Stabiilius

Oikein sailytetty QlAsure Methylation Test -testi on stabiili pakkauksen etiketissa ilmoitettuun

vanhenemispdivadn asti.

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

enintddn kolme.

e Sekoita kdantamalla putkea ylésalaisin 10 kertaa ja kéyta kaikkia putkia sentrifugissa
ennen avaamista.

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

komponenttierid.
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Naytteen kasittely ja sdilytys

HUOMIO

Kaikkia néytteitd on késiteltévé tartuntavaarallisena materiaalina.

Kohdunkaulan irtosolunaytteet

QlAsure-sarja on farkoitettu kohdunkaulan irtosolundytteisté saadun  bisulfiittikonvertoidun
genomisen DNA:n analyysiin. Validoidut sailytysaineet kohdunkaulan irtosolunaytteille
(raaputusndytteet) ovat PreservCyt® -sdilytysaine, SurePath™-sdilytysaine ja Digene Specimen
Transport Medium (STM) -kuljetusaine. Kliinisten naytteiden sailytyslampétilan tulisi olla 2-8 °C
laboratorioon saapuessa. Naissa sdilytysolosuhteissa ndytteet pysyvéit stabiileina PreservCyt-

tai SurePath™silytysaineessa 3 kuukautta ennen DNA:n eristamistd.

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

vudestaan —20 °C:n lampétilassa vastaanotettaessa.
ltse otetut emattimen harjanaytteet

QlAsure Methylation Test -testi on tarkoitettu itse ofetuista emdttimen harjandytteista saadun
bisulfiittikonvertoidun genomisen DNA:n analyysiin. ltse otetut emdttimen harjandytteet
voidaan keratd ja lahettad kuivina ja sailytaa laboratorioon saapuessaan PreservCyt-
sailytysaineessa suositellussa 2-3 ml:n sdilytystilavuudessa. PreservCyt-sdilytysaineessa olevat

ndytteet sdilyvat 2-8 °C:ssa tai huoneenlamméssa enintadn 3 kuukautta.
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Genomiset DNA-naytteet

Kun genominen DNA on eristetty, DNA-naytteitd voidaan sdilyttad ja kuljettaa
-30 °C... =15 °C:ssa 12 kuukauden ajan.
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PreservCyt-sdilytysaineessa sdilytettavien
ndytteiden valmistelu

QlAsure Methylation Test esti on validoitu kohdunkaulan irtosolundytteista perdisin olevan

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

voidaan tehda:

i) naytteen aiemman DNA-eristyksen ja DNA:n laatukontrollin kanssa tai

ii) suoraan kohdunkaulan irtosolundytteista kayttamélla EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit -sarjaa
(QIAGEN, tuotenro 59720) tai

iii) suoraan kohdunkaulan irtosolundytteesta kayttamalla QlAsymphony Bisulfite Kit -sarjaa
(QIAGEN-tuotenro 931106).

Suosittelemme seuraavaa menettelyd.

i) Néytteestd aiemmin eristetyn DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n laatukontrolli

Tassa protokollassa on ennen bisulfiittikonversioprotokollan aloittamista tehtéva DNA:n
eristdminen, DNA-pitoisuuden mittaaminen ja optimaalisen eluaattim@arén jakaminen
alikvootteihin. Protokolla on verifioitu kéytettévéksi ZYMO Research -yhtion EZ DNA
Methylation™Kit -sarjan (tuotenro D5001) ja EZ DNA Methylation-Lightning Kit -sarjan

(tuotenro D5030) kanssa. Suosittelemme seuraavia menettely|a:

O DNA:n eristdminen
Vakiotyyppiset DNA:n eristyssarjat (esim. kolonnityyppiset ja magneettihelmiin
perustuvat sarjat) ovat yhteensopivia QlAsure Methylation Test testin kanssa.
O DNA-pitoisuuden mittaaminen
Mittaa DNA-pitoisuus ennen DNA:n bisulfiittikonvertointia. Sopivia jarjestelmia DNA-
pitoisuuden mittaamiseen ovat Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (molemmat Thermo Fisher Scientific -yhtidn valmistamia) tai

vastaavat.
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O DNA-eluaatin jakaminen alikvootteihin
Bisulfiittikonversio toimii parhaiten, kun DNA-sy&tteen médrd on 100 ng — 2 pg.
Suositeltava maara bisulfiittikonversioon on 200 ng. Jos DNA-pitoisuus on liian
alhainen bisulfiittikonversioon, toista DNA:n eristdminen kéyttden suurempaa kliinisen
ndytteen sydttdtilavuutta tai eluoi DNA pienempédn eluutiotilavuuteen.

O Bisulfiittikonversio EZ DNA Methylation Kit- ja EZ DNA Methylation-Lightning

Kit -sarjalla tehd&an valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Huomautus: EZ DNA Methylation Kit -sarjan ohjeiden mukaan ndytteen DNA:n
enimmdismadard saa olla enintddn 2 pg, jotta konversiotehokkuus olisi riittévan suuri
(> 98 %).

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

seuraavia kohtia lukuun ottamatta:

O Protokollan vaihe 1. Ota 2,5 % kohdunkaulan irtosolundytettd PreservCyt®
-sdilytysaineesta (esim. 500 pl 20 ml:n ndytemdardstd) ja erota solupelletti
sentrifugoimalla 10 minuuttia véhintadn nopeudella 3390 x g. Poista supernatantti ja
jata solupelletti enintaén 20 pl:aan PreservCytsailytysainetta. Kayta
bisulfiittikonversioon tata solupellettindytettd ja jatka valmistajan protokollan
vaiheesta 2.

O Buffer BL -puskuri: Alg lisaa kantaja-RNA:ta.

O Bisulfiittikonversion DNA:n eluutiom&érd on 50 pl Buffer EB -puskuria kullekin

naytteelle.

o i) Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irfosolundiytteesti QIAsymphony Bisulfite Kit

-sarjalla
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PreservCyt® Solution -sdilytysaineeseen kerdtylle kohdunkaulan irtosolundytteelle suoraan
tehty bisulfiittikonversio on verifioitu QIAGENin QlAsymphony Bisulfite kit -sarjalle. Témé
perustuu QlAsymphony Bisulfite kit -sarjan kdsikirjaan, ja festaus tehdécn valmistajan

suositusten mukaisesti.

O Ofa 2,5 % kohdunkaulan irtosolundytettd PreservCyt®-sdilytysaineesta (esim. 500 pl
20 ml:n ndytemddrastd) ja erota solupelletti sentrifugoimalla 10 minuuttia véhintddn
nopeudella 3390 x g. Poista supernatantti ja j&ta solupelletti enintaan 20 pl:aan
jalielle jaanytta PreservCyt-sailytysainetta.

O Noudata bisulfiittikonversioreaktiossa “QIAsymphony SP protocol sheet — Bisulfite
140_HC_V” -ohjetta alkaen vaiheesta 2, ja kayta DNA:n sijasta solupellettic.

O Kun bisulfiittikonversioreaktio on valmis, kaynnistad SP-ajo QlAsymphony-laitteella
QIAsymphony Bisulfite Kit handbook -késikirjan “Metyloimattomien sytosiinien
bisulfiittikonversio eri naytetyypeissa” -protokollassa kuvattujen vaiheiden mukaisesti.

Eluutio tehdaan 40 pl:ssa.
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SurePath™sdilytysaineessa séilytettavien
ndytteiden valmistelu

SurePath-sdilytysaineessa sdilytetyt néiytteet pitdd esikésitellé ennen DNA-eristystd. QlAsure

Methylation Test -testi on validoitu kohdunkaulan irfosolundytteistd perdisin  olevan

bisulfiittikonvertoidun genomisen DNA:n analyysiin alla kuvatun toimenpiteen mukaisesti.

Ota 2,5 % kohdunkaulan irtosolunaytteestd

Sentrifugoi 10 minuuttia 4000 g:ssd, poista supernatantti mutta jaté 100 pl SurePath™
-sailytysnestetta

Lisaa 100 pl buffer AL -puskuria ja suspendoi pelletti uudelleen

Sekoita hyvin ja inkuboi 20 minuuttia 90 °C:ssa

Jéahdyta 5 minuuttia huoneenldmmdssa.

Eristd DNA QlAamp DNA mini kit -sarjan avulla (tai vastaavalla) valmistajan ohjeen
mukaisesti, eluoi DNA 50 pl:ssa.

Mittaa DNA, sopivia jgrjestelmia ovat Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (molemmat Thermo Fisher Scientific -yhtién valmistamia) tai vastaavat.
200 ng DNA:ta suositellaan bisulfiittikonversioon, ja jos 200 ng:td ei ole saatavilla,
kéytda suurinta sydtettdvad madrad. Tee konversio EZ DNA methylation kit- tai EZ DNA
Methylation-lightning -sarjalla (Zymo) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kayta 2,5 pl
eluaattia QlAsure Methylation Test -festiin.
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Bisulfiittikonversion yleiset suositukset

Bisulfiittikonversioreaktiota ei saa suorittaa alueella, jossa QlAsure Master Mix -p&dseosta

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

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

vaihteluvdlillé olevan ACTB:n Cr-arvon:

e Naytteestc aiemmin eristetyn DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n maarékontrolli: Toista
bisulfiittikonversioreaktio kdyttden suurempaa DNA:n sydtettd ja/tai toista DNA:n
eristdminen kayttéen suurempaa kohdunkaulan irtosolundytteen sydtettd

e Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolunéytteestd: Toista
bisulfiittikonversioreaktio kayttaen 10 %* PreservCytsdilytysaineeseen kerdtysta

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

Bisulfiittikonvertoitua DNA:ta voidaan sdilyttdd enintdén 24 tunnin ajan 2-8 °C:ssa, enintdén
5 pdivan ajan -25...—15 °C:ssa ja enintddn 3 kuukautta alle =70 °C:ssa. Bisulfiittikonvertoidun
DNA:n toistuvaa pakastamista ja sulatusta on aina véltettava. Néytteen laadun sailyttamiseksi

pakastus- ja sulatusjaksoja saa olla enintdan kolme.

* Suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd tehdyssé bisulfiittikonversiossa voidaan kayttéé suurempaa sydtettd,
jos onnistumisprosentti j@d liian pieneksi ndytteenoton vaihtelun vuoksi (joka voi johtua esim. riittaméattdmasta
ndytteenotostal).
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Protokolla: QlAsure Methylation Test -testin PCR-
ajo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella ™

Tarkeitd huomioita ennen aloittamista

e Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kaytédn ennen protokollan
suorittamista. Katso laitteen (tuotenro 2002033 tai 9002032) kayttdopas.

® Tee ennen pdivan ensimmaistd ajoa Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM -laitteen
|&mmitysajo (9?5 °C 10 minuutin ajan).

® Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmisto tulkitsee PCR+tulokset automaattisesti.
QlAsure-sarja on ajeftava Rotor-Gene Q MDx laitteella kayttden Rotor-Gene
AssayManager v1.0 -ohjelmistoa. Tutustu Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmistoon
(tuotenro 9022739) ja Epsilon Plug-ln -lisdosaan ja lue molemmat kéyttdoppaat.

® FEri naytetyypeille tarvitaan eri Rotor-Gene AssayManager v1.0 Assay
Profiles -mé&adritysprofiilit. Varmista, ettd kaytettéva profiili vastaa testattavan néytteen

tyyppid seuraavasti:

O Kohdunkaulan raaputusnéytteiden QlAsure-madritysprofiilia (tiedostosta
AP_QlIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) on kaytettavéa laakarin ottamista
kohdunkaulan irtosolundytteistd saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

O lise otettujen harjandytteiden QlAsure-madritysprofiilia (tiedostosta
AP_QlIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) on kaytettdva itse otetuista emattimen

harjanéytteista saatuun bisulfiittikonvertoituun DNA:han

Huomautus: Testillé voi testata vain yhden néytetyypin kerrallaan. Eri m&aritysprofiilit on
optimoitu kullekin néytetyypille, joten on erittdin tarkedd valita oikea méadritysprofiili,

jotta kunkin néytetyypin tulokset olisivat optimaaliset.

* Rotor-Gene Q 5plex HRM -laite, joka on valmistettu tammikuussa 2010 tai mydhemmin. Valmistuspdivamaard kay
ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa “kkvvnnn”, jossa “kk” on
valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeistd numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Ennen kuin aloitat
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Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen liitetyssa tietokoneessa on oltava asennettuna Rotor-Gene
AssayManager -ohjelmistoversio v1.0.x (jossa x on suurempi tai yhta suuri kuin 4).
Lisatietoja Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application -ohjelmistosta on
Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application kéyttdoppaassa.

QlAsure Methylation Test -testiin tarvitaan erillinen Epsilon Plug-in -lisdosa (versio 1.0.1
tai uudempi). Taman lisdosan voi ladata QIAGENIn verkkosivulta osoitteesta

http:/ /www.qiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources. Tama lisGosa on asennettava tiefokoneeseen, jossa on
asennettuna Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston versio 1.0.x (jossa x on suurempi
tai yhta suuri kuin 4).

QlAsure Methylation Test -testiin tarvitaan madrityskohtainen profiili, jota kaytetédan
Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston kanssa. Madaritysprofiili sisaltaa kaikki
testin sykleihin ja analyysiin tarvittavat parametrit. QlAsure Assay Profiles -

méadritysprofiileja on kaksi:

O Kohdunkaulan raaputusnaytteiden QlAsure-maaritysprofiilia (tiedostossa
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) kaytetaan lagkarin ottamiin kohdunkaulan
irtosolundytteisiin

O ltse otettujen harjandytteiden QlAsure-médritysprofiilia (tiedostossa
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) kaytetddn itse otettuihin eméttimen
harjanéytteisiin. Profiilit voidaan ladata QlAsure Methylation Test -testin verkkosivulta
osoitteesta http://www.qiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-
Kits/hpv-testing/ giasure-methylation-test-kit-eu/. Mddritysprofiili on tuotava
Rotor-Gene AssayManager -ohjelmistoon.

Huomautus: QlAsure -sarja voidaan ajaa vain, jos Rotor-Gene AssayManager

v1.0 -ohjelmistossa on madritetty tietyt asetukset.
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Jérjestelmanlaajuisen prosessin turvallisuuden varmistamiseksi seuraavat pakolliset asetukset

on madaritettava suljetulle tilalle:

® “Material number required” (Materiaalinumero pakollinen)
e "Valid expiry date required” (Kelvollinen vanhenemispaivéa pakollinen)

® "Lot number required” (Erénumero pakollinen)
Epsilon Plug-in -lisdosan asennus ja madritysprofiilin tuominen

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

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

® lataa sekd Epsilon Plug-in -lisdosa ettd QlAsure Assay Profile -madritysprofiilin viimeisin
versio QIAGENIn verkkosivuilta.

o Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla EpsilonPlugin.Installation.msitiedostoa. Noudata
naytoon tulevia asennusohjeita. Tarkempia tietoja on Rotor-Gene AssayManager Core

Application -kayttdoppaan kohdassa “Installing Plug-ins” (LisGosien asentaminen).

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

Jos valintaruutuja ei ole jo valittu, valitse ne napsauttamalla.

e Kun lisGosa on asennettu onnistuneesti, Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston

padkaytdjéan on tuotava AP_QIlAsure_V1_0_Y.iap-madritysprofiili seuraavasti.
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1. Avaa Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto napsauttamalla kuvaketta. 2 The

Rotor-Gene AssayManager -ikkuna avautuu (kuva 1).

Rotor-Gene AssayManager

CQLAGEN
User ID
Password
Mode
Closed v ]

Kuva 1. Rotor-Gene AssayManager -kirjautumisikkuna.

2. Kirjaudu sisaan Rotor-Gene AssayManager -ohjelmistoon kaytajatunnuksellasi ja
salasanallasi. Al muuta “Closed” (Suljettu) Hoimintatilan asetusta. Valitse OK. Nékyviin

tulee Rotor-Gene Assay Manager -néyttd (katso seuraavaa kuvaa).
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[ Show oy work kate never spplhed betore.

1 Set-up (Asetukset) -vdlilehti. Tassa 5 Service (Huolto) -vélilehti. Voit tarkastella
vélilehdessa voit hallita ja kayttad kaikkien ohjelmiston luomien tiedostojen
tydluetteloita. auditointilokeja

2 Jos valitset “Show only work lists never 6 Configuration (Konfigurointi) -vélilehti.
applied before” (Néytd vain uvudet Voit m&drittaa kaikkien
tydluettelot), ndkyviin tulevat vain vudet ohjelmistoparametrien asetukset
tydluettelot.

3 Approval (Hyvéksyntd) -vélilehti. Voit 7 Rotor-Gene Q MDx -kuvakkeet.
hakea aiempia testejd (ajoja).
4 Archive (Arkisto) -vélilehti. Voit hakea - ) .
aiempia jo hyvéaksyttyja testejd (ajoja). Ei yhteytd
sl Yhteys muodostettu

. Valitse Configuration (Konfigurointi) -vélilehti.
. Valitse Assay Profiles (Maaritysprofiilit) -valilehti.

. Valitse Import (Tuo).

o 0 AW

. Valitse valintaikkunassa madaritysprofiili, jonka haluat tuoda (Assay Profile
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap kohdunkaulan irfosolundytteille ja/tai Assay
Profile AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) ja valitse Open (Avaa).

7. Kun maéaritysprofiili on tuotu, se voidaan ottaa kayttddn “Setup” (Asetukset) -valilehdessa.

Huomautus: Madéritysprofiilin samaa versiota ei voi tuoda kahdesti.
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Naytteiden kasittely Rotor-Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Yhdessd ajossa (testissd) voidaan testata enintaén 70 bisulfiittikonvertoitua DNA-ndytetta
kalibraattorinaytteen ja mallitoman kontrollin lisaksi. Taulukossa 1 on esimerkki latauslohkon
tai roottorin asettelusta QlAsure Methylation Test -festic tehtdessd. Numerot ilmaisevat sijainnit

latauslohkossa seka roottorin loppuasennon.
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Taulukko 1. Levyn ja roottorin asettelu QlAsure-sarjan ajossa Rotor-Gene Q MDx-laitteella

Liuska Putken  Néytteen nimi Liuska  Putken Ndytteen Liuska  Putken Ndytteen nimi
paikka paikka nimi paikka
1 1 Kalibraattori 7 25 Nayte 23 13 49 Nayte 47
2 NTC (Malliton 26 Nayte 24 50 Nayte 48
kontrolli)
3 Néyte 1 27 Nayte 25 51 Nayte 49
4 Nayte 2 28 Nayte 26 52 Nayte 50
2 5 Nayte 3 8 29 Nayle 27 14 53 Nayte 51
[¢) Nayte 4 30 Néyte 28 54 Néyte 52
7 Nayte 5 31 Nayte 29 55 Nayte 53
8 Nayte 6 32 Nayte 30 56 Nayte 54
3 9 Nayte 7 9 33 Nayte 31 15 57 Nayte 55
10 Néyte 8 34 Néyte 32 58 Néyte 56
11 Nayte 9 35 Néyte 33 59 Nayte 57
12 Nayte 10 36 Nayte 34 60 Nayte 58
4 13 Nayte 11 10 37 Nayte 35 16 61 Néyte 59
14 Nayte 12 38 Nayte 36 62 Nayte 60
15 Nayte 13 39 Néyte 37 63 Néyte 61
16 Nayte 14 40 Nayte 38 64 Nayte 62
5 17 Nayte 15 11 41 Néyte 39 17 65 Néyte 63
18 Nayte 16 42 Néyte 40 66 Nayte 64
19 Nayte 17 43 Nayte 41 67 Nayte 65
20 Nayte 18 44 Nayte 42 68 Néyle 66
6 21 Nayte 19 12 45 Néyte 43 18 69 Néyte 67
22 Nayte 20 46 Nayte 44 70 Nayte 68
23 Néyte 21 47 Nayte 45 71 Nayte 69
24 Nayte 22 48 Nayte 46 72 Nayte 70
HUOMIO | Putket on asetettava roottoriin  taulukossa 1  kuvatulla  tavalla.

Maéritysprofiilissa mdadritetty automaattinen analyysi  perustuu  tdhén

jarjestykseen. Jos jarjestys on erilainen, tuloksista tulee poikkeavia.

Huomautus: Taytd kaikki kaytamattomat paikat tyhiilla putkilla.
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PCR-ajo Rotor-Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

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

1.

28

Luo kasiteltavasta naytteesta tydluettelo seuraavasti:
Ta. Kaynnista Rotor-Gene Q MDx -laite.
1b. Avaa Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto ja kirjaudu kéyttajén roolissa
suljetussa toimintatilassa.
Tc. Valitse "Setup” (Asetukset) -vélilehti ja tydluetteloiden hallinnassa New work list
(Uusi tydluettelo).
1d. Valitse kaytettévissa olevien médritysprofiilien luettelosta QlAsure Assay Profile
(QlAsure-madritysprofiili).
Huomautus: AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap-madritysprofiilia on
kaytettava kohdunkaulan irtosolundytteille ja
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap-madritysprofiilia itse otetuille
emattimen harjandytteille.
Huomautus: Testillg voi testata vain yhden néytetyypin kerrallaan.
le. Valitse Move (Siirrd). Valittu madritysprofiili siirtyy Selected assay profiles (Valitut
madritysprofiilit) -luetteloon. Madritysprofiilin pitdisi nyt ndkya “Selected assay
profiles” (Valitut m&dritysprofiilit) -luettelossa.
1f.  Kirjoita néytteiden lukumadré vastaavaan kenttaan.
1g. Kirjaa seuraavat QlAsure-sarjan tiedot, jotka on painettu laatikon kanteen.
® Materiaalinumero: 1102417
® Viimeinen kayttdpdiva muodossa VVVV-KK-PP
® FErdénumero
Th. Valitse Samples (Naytteet) -vaihe. AssayManagernéyttddn tulee nékyviin luettelo
naytteiden tiedoista. Luettelo kuvaa roottorin oletettua asettelua.
Ti.  Kirjoita luetteloon néytteen tunnistenumerol(t) ja mahdolliset muut valinnaiset
naytetiedot kommenttina jokaisen naytteen kohdalle.
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1j. Valitse Properties (Ominaisuudet) -vaihe ja kirjoita tydluettelon nimi (kuva 2).

Properties

Work list name

MI

work st
5} (m]

Assar
——

Last meained

Lot appbed

Kuva 2. Ominaisuudet

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

1. Tallenna tydluettelo.
Tydluettelon voi tulostaa helpottamaan PCR:n valmistelua ja asetusten
mddrittdmistd. Jos haluat tulostaa tydluettelon, valitse Print work list (Tulosta
tyoluettelo). Tydluettelossa nékyvat myds néytteen tiedot.

Huomautus: Tydluettelon voi luoda sen jalkeen, kun ajo on madritetty laitteeseen, ja

tallentaa ennen naytteiden lisaamista laitteeseen.
2. Maarita QlAsure-ajo.

PCR-reaktion kontaminaatioriskin véhentédmiseksi on suositeltavaa kéyttda PCR-kaappia,

jossa on UV-sateilytysmahdollisuus.

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

bisulfiittikonversioreaktio tapahtuu.

Puhdista tydalusta, pipetit ja putkiteline ennen DNA:ta hajottavan livoksen kayttdd, jotta

malli- tai nukleaasikontaminaation riski pienenee.

Huomautus: Vaihda pipetin karki jokaisen putken kohdalla. Néin valtat véarat positiiviset
tulokset, jotka ovat seurausta ei-spesifin mallin tai reaktioseoksen aiheuttamasta

kontaminaatiosta.

QlAsure Methylation Test -testi Kéyttoohje (kdsikirja) 06/2023 29



3.
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2a. Sulata QlAsure Master Mix -padseos ja QlAsure Calibrator -kalibraattori kokonaan
ja suojaa QlAsure Master Mix -padseos valolta aina kun mahdollista.

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

2b. Sekoita putkia varovasti kédantamallé ne yldsalaisin 10 kertaa ja kéytd niita
sentrifugissa hetken aikaa ennen kéyttoa.

2c. Annostele 17,5 pl kayttdvalmista QlAsure Master Mix -padseosta kyseisiin
liuskaputkiin. Reaktio voidaan valmistella huoneenldmmassa.

2d. Vie QlAsure Master Mix -pddseos takaisin pakastimeen, jotta materiaali ei hajoa.

2e. Kuljeta putket eri alueelle madrityksen kontrollien ja bisulfiittikonvertoitujen
ndytteiden annostelua varten.

2f. Liséa 2,5 pl vettd paikkaan 2, (NTC) (no template control, malliton kontrolli) (katso
taulukko 1 yll&). Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

2g. Lisaa 2,5 pl QlAsure Calibrator kalibraattoria paikkaan 1 (katso taulukko 1 ylla).
Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas. Sulje putki korkilla.

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

2i.  Kun olet tayttanyt 4 putken ryhmdan, sulje putket korkilla.

Huomautus: PCR-putkia voidaan sailyttad pimedssd, 2-8 °C:n lampétilassa 30 minuuttia

ndytteiden pipetoinnin ja kokeen kdynnistamisen valilla.

2j.  Vie QlAsure Calibrator -kalibraattori takaisin pakastimeen, jotta materiaali ei hajoa.
Huomautus: Vaihda pipetin karki jokaisen putken kohdalla. Néin valtat véarat positiiviset
tulokset, jotka ovat seurausta ei-spesifin mallin tai reaktioseoksen aiheuttamasta

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

3a. Aseta 72-kuoppainen roottori roottoripidikkeeseen.

3b. Aseta liuskaputket paikoilleen roottoriin: aloita paikasta 1 taulukon (taulukossa 1)
esittamalla tavalla. Aseta kaikkiin kaytamattdmiin paikkoihin tyhid, korkilla suljettu putki.

Huomautus: Varmista, ettd ensimmdinen putki on asetettu paikkaan 1 ja eftd liuskaputket

on asetettu oikeisiin suuntiin ja paikkoihin taulukossa 1 esitetylla tavalla.

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

3e. Valitse Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmistossa joko vastaava tydluettelo
tydluetteloiden hallinnasta ja valitse Apply (Kéytd). Jos tydluettelo on vield auki,
valitse Apply (Kaytd).

Huomautus: Jos ajon tydluetteloa ei ole luotu, kirjaudu Rotor-Gene AssayManager

v1.0 -ohjelmistoon ja tee kohdassa 1 kuvatut toimet ennen kuin jatkat ajon valmistelua.

3f.  Kirjoita ajon (testin) nimi.

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

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

3i.  Valitse Start experiment (Aloita testi).

QlAsure Methylation Test -festin ajo alkaa.
4. Kun ajo on pddttynyt, valitse Finish run (Lopeta ajo).
5. Vapauta ja hyvéksy ajo.
® Jos olet kirjautunut sisddn Approver (Hyvdksyjd) -roolissa, valitse Release and go
to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntéén).

® Jos olet kirjautunut sisddn Operator (Kayttdjd) -roolissa, valitse Release (Vapauta).

6. Vapauta tulokset.

® Jos vdlitsit Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntddn), testin
tulokset tulevat nékyviin.

® Jos Release (Vapauta) -vaihtoehdon valitsi kéyttdjcn roolissa kirjautunut kdytdija,
jonkun toisen kayttdjan on kirjauduttava sisaén “Approver” (Hyvaksyjd) -roolissa
ja valittava “Approval” (Hyvaksyntd) -valilehti.

® Hae suodatinvaihtoehtojen avulla nékyviin madritys, jonka haluat hyvaksyd, ja
valitse sitten Apply (Kaytd).

® Tarkista ja hyvaksy kunkin testindytteen tulokset.

Siirry “Results” (Tulokset) -taulukossa sen naytteen kohdalle, jonka haluat hyvaksya.

Jokaisen hyvéksyntad odottavan tulosrivin lopussa on kolme néppdintd.

Valitse naytteen tuloksen kohdalla joko accept (hyvaksy) tai reject (hylkad).
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Huomautus: Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston automaattisesti INVALID
(VIRHEELLINEN) -tilaan asettamaa tulosta ei voi endd muuttaa kelvolliseksi, vaikka hylkaisit

tuloksen.

Valinnainen: Voit kirjoittaa ndytettd koskevan kommentin Sample comment (Kommentti

naytteestd) -sarakkeeseen.

Valitse Release/Report data (Vapauta/raportoi tiedot).
Valitse OK. Jérjestelmd luo PDF-muotoisen raportin ja tallentaa sen automaattisesti
ennalta m&dritettyyn kansioon. Kansiopolku on oletusarvoisesti: QIAGEN > Rotor-Gene

AssayManager > Export > Reports

Huomautus: Tétd polkua ja kansiota voi muuttaa Configuration

(Konfigurointi) -ympdristdssa.

Siirry Archive (Arkisto) -vdlilehteen viemdadn raakadatan siséltévé .rextiedosto. Valitse
haluamasi suodatusvaihtoehdot ja valitse show assays (néytd méadritykset). Valitse sitten
Export .rex file (Vie .rextiedosto) ja OK. Ohjelmisto tallentaa .rex-tiedoston
automaattisesti seuraavaan ennalta madritettyyn kansioon: QIAGEN > Rotor-Gene

AssayManager > Export > Experiments

Huomautus: Témén polun ja kansion voi muuttaa vdlilehdessé Specify the .rex file export

destination (Mddritd .rex-tiedoston vientikansio).

Huomautus: Vianmé&dritystd varten tarvitaan ajosta luotu tukipaketti. Tukipaketin voi luoda
Approval (Hyvaksyntd)- tai Archive (Arkisto) -valilehdessa. Katso lisgtietoja Rotor-Gene
AssayManager Core Application -kayttdoppaan luvun Troubleshooting (Vianmadritys)
kohdasta "Creating a support package" (Tukipaketin luominen). Kéyttéopas on osoitteessa
https:/ /www.qgiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanagerifresources. Liscksi auditointilokista (tapahtumahetki + 1 p&ivé) voi olla hydtya.
Auditointilokin voi hakea Service (Huolto) -valilehdesta (Rotor-Gene AssayManager Core

Application kayttdopas).

. Poista Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ladatut materiaalit ja hévitd liuskaputket

paikallisten turvallisuussdaddsten mukaan.
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Tulosten tulkitseminen

Analyysi tapahtuu t@ysin automaattisesti.

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

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

e Kalibraattori

o NTC (Malliton kontrolli)

Huomautus: Ajon padtteeksi luodussa raportissa nakyvat ajon kontrolleista saadut

tulokset. Ohjelman virheellisiksi madrittdmien tietojen kohdalla on erityinen merkintd.

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

tuntemattomat ndytteet.
Taulukko 2 esittelee virheellisen néytteen merkinndt, jotka voidaan maarittaa yksittgiselle

putkelle Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston analyysissa, sekd selitykset taman

merkinndn tarkoituksesta.
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Taulukko 2. Virheelliseksi mééritetyn néiytteen merkinnét ja niiden selitykset

Merkintd

Jarjestelmén
tekemd médritys

Kuvaus

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

ASSAY_INVALID (MAARITYS_VIRHEELLINEN)

BELOW_ACCEPTED_RANGE

CONSECUTIVE_FAULT (PERAKKAINEN_VIKA)

CURVE_SHAPE_ANOMALY
(KAYRAN_MUODON_POIKKEAMA)

FLAT_BUMP (LITTEA_TOYSSY)

IN_ACCEPTED_RANGE

INVALID_CALCULATION
(VIRHEELLINEN_LASKENTA)

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING
(USEAN_KYNNYKSEN_YLITYS)

NO_BASELINE (EI_LAHTOTASOA)
NO_CT_DETECTED
NO_VALUE

NORM_FACTOR_ALTERATION

OTHER_TARGET_INVALID
(TOINEN_KOHDE_KELVOTON)

Invalid (Hyldtty)

Invalid (Hyldtty)

Invalid (Hyldtty)

Invalid (Hyldtty)

Invalid (Hylatty)

Invalid (Hyldtty)

Valid
(Kelvollinen)
Invalid (Hyldtty)
Invalid (Hyldtty)

Invalid (Hyldtty)

Muuttuja

Invalid (Hyldtty)

Warning (Varoitus)

Invalid (Hyldtty)

Kohdearvo on suurempi kuin méadritetyn
arvoalueen ylaraja. Kohdearvo voi olla Cr,
padtetapahtuman fluoresenssi, pitoisuus tai laskettu
arvo, esim. Crkeskiarvo tai ACrkeskiarvo.

M&éritys on virheellinen, sillé véhintéén yksi
ulkoinen kontrolli on virheellinen.

Kohdearvo on pienempi kuin m&dritetyn
arvoalueen alaraja. Kohdearvo voi olla Cr,
pddtetapahtuman fluoresenssi, pitoisuus tai laskettu
arvo, esim. Crkeskiarvo tai ACrkeskiarvo.

Kohteen laskennassa kaytetty kohde on
virheellinen.

Raakadatan monistuskéyrén muoto on félle
mdaritykselle epatyypillinen. Virheellisten tulosten
tai tulosten virheellisen tulkinnan todenndk3isyys
on suuri.

Raakadatan monistuskéyrén muoto on télle
médritykselle epétyypillinen (laakea kohouma).
Virheellisten tulosten tai tulosten virheellisen
tulkinnan todennékaisyys on suuri (esimerkiksi
virheellinen CT-arvon médritys).

NTCkontrollin signaalin Crarvot kohde-ACTB:lle
ovat suurempia kuin 36.

Kohteen laskenta epdonnistui.

Monistuskdyré ylittaé kynnysarvon useammin kuin
kerran. Yksiselitteistd Crarvoa ei voida maérittad.

Ensimméisen perustason alkuarvoa ei I6ydy.
Kohteelle ei havaittu Crarvoa.

Kohteella ei ole arvoa, vaikka sillé edellytetéén
olevan arvo. Arvon ei farvitse olla tietyllé alueella.
Kohdearvo voi olla Cr, paétetapahtuman
fluoresenssi, pitoisuus tai laskettu arvo (esim. Cr-
keskiarvo tai ACrkeskiarvo).

Normalisoinnin aikana ilmeni poikkeama.
Monistuskdyréissd néikyy vain oletusarvo. Tulosten
oikeellisuus on tarkistettava manuaalisesti.

Saman néytteen toinen kohde on virheellinen.
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Taulukko 2. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset

SATURATION (SATURAATIO) Invalid (Hyldtty)
SATURATION_IN_PLATEAU Warning (Varoitus)
SPIKE (PIKKI) Warning (Varoitus)

SPIKE_CLOSE_TO_CT (PIIKKI_LAHELLA_CT:TA)  Invalid (Hylatty)

STEEP_BASELINE (JYRKKA_PERUSTASO) Invalid (Hyldtty)
STRONG_BASELINE_DIP Invalid (Hyldtty)
(VOIMAKAS_PERUSTASON_PUDOTUS)

STRONG_NOISE (VOIMAKAS_KOHINA) Invalid (Hyldtty)
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Invalid (Hyldtty)

(VOIMAKAS_KOHINA_KASVUVAIHEESSA)

UNCERTAIN Muuttuja
UNEXPECTED_CT_DETECTED Muuttuja
UNEXPECTED_VALUE Invalid (Hylatty)
UPSTREAM Muuttuja
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Fluoresenssin raakadata saturoituu voimakkaasti
ennen monistuskdyran kadnnepistetta.

Fluoresenssin raakadata saturoituu ennen
monistuskdyrdn tasannevaihetta.

Monistuskdyréssé havaittiin fluoresenssin
rackadatassa piikki, mutta se on Cr-
madritysalueen ulkopuolella.

Monistuskéyréssé havaittiin piikki léhella Cr-
arvoa.

Monistuskdyréssé havaittiin fluoresenssin
rackadatassa jyrkésti nouseva perustaso.

Monistuskéyréssé havaittiin fluoresenssin
rackadatassa jyrkésti laskeva perustaso.

Monistuskdyrén kasvuvaiheen ulkopuolella
havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistuskdyrén kasvuvaiheessa
(eksponentiaalisessa vaiheessa) havaittiin
voimakasta kohinaa.

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

Havaittiin Cr-arvo kohteelle, jonka ei pitdisi
monistua.

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

Upstream-prosessi (esim. QlAsymphony) asetti
néytteen filaksi Invalid (virheellinen) tai Unclear
(epaselva).

Huomautus: Rotor-Gene AssayManagerin toiminta
epdselviksi merkittyjen néytteiden kohdalla
voidaan madriticd AssayManager-ohjelmiston
"Configuration” (Konfigurointi) -vélilehdessa.
Upstream-prosessien “Invalid” (Virheellinen) -
merkintd aiheuttaa aina sen, eftd vastaava néyte
mddritetGdn virheelliseksi my&s Rotor-Gene
AssayManagerissa.
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Taulukko 2. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset

WAVY_BASE_FLUORESCENCE Invalid (Hyldtty) Monistuskdyréissd havaittiin fluoresenssin

(AALTOILEVA_PERUSTASO_FLUORESENSSISSA) rackadatassa aaltoileva perustaso.

Jos kaikki ajon kontrollit ovat kelvollisia, Rotor-Gene AssayManager v1.0 analysoi
tuntemattomat néytteet. Ndytteessd on oltava pieni maara bisulfiittikonvertoitua DNA:ta,
jotta tulokset voidaan tulkita. Tama kay ilmi yllapitogeeni ACTBC:n r-arvosta. Sen on
oltava < 26,4, jotta Rotor-Gene AssayManager -ohjelmisto voi validoida néytteen.
Sen jalkeen ohjelmisto laskee FAM19A4:n ja hsa-mir124-2:n AACr-arvot ja antaa
tuloksen. Jos jokin AACr-arvo on raja-arvon alapuolella, jarjestelmd antaa kohteelle
merkinnan “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen).
Huomautus: Osittainen tai alhainen metylaatiotaso on luonnollinen ilmig, jolla ei ole
suoraa yhteytta sydvan kehittymiseen (toisin kuin hypermetylaatiolla).
Nayte on “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen), jos ainakin yksi
kohde saa merkinnan “Hypermethylation positive” (Hypermetylaatiopositiivinen).
Jarjestelmd saattaa maarittaa vadriksi negatiivisiksi naytteet, joissa DNA:n laatu tai
mé&drd on alhainen (esim. ACTB:n Cr-arvot juuri ja juuri hyvaksyntérajoissa, Cr-arvot
25-26,4). Tallsin suositellaan kunkin PCR:n uusintatestausta yksittdin. Negatiivinen tulos
toistetussa festissa tarkoittaa, eftd ndyte on hypermetylaationegatiivinen. Positiivinen tulos
tarkoittaa, eftd néyte on hypermetylaatiopositiivinen.
Naytteisiin, joiden solukkuus on korkea ja jotka kasitelléén suoralla
konversioprotokollalla, liittyy riski, ettéd PCR-reaktio ylikuormittuu DNA:lla, miké voi johtaa
FAM19A4-kohteen virheellisesti negatiiviseen tulokseen. Siksi, jos naytteilla on 1)
negatiivinen hypermetylaatiotulos, 2) ACTB C; -arvo <23 ja 3) FAM19A4 AACr -arvo
valilta 10,36-11,36, PCR on suositeltavaa toistaa 5 kertaa pienemmallé konvertoidun

DNA:n m&aralla laimentamalla néytettd vedelld.
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Vianmaaritysopas

Tama vianmaadritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Katso myds usein
kysyttyja  kysymyksia (Frequently ~Asked Questions, FAQ) teknisen tuen sivulta:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat
mielellaan kaikkiin kysymyksiin néissé kayttoohjeissa esitetyista tiedoista ja protokollista tai
naytteiden ja madritysten kasittelyyn liittyvista tekniikoista. (Katso yhteystiedot taman kasikirjan

takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com).

Lisatietoja Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston vianmadrityksestd on Rotor-Gene

AssayManager Core Application -kéytéoppaassa

Huomautuksia ja ehdotuksia

Yleinen késittely

Néytteen DNA-pitoisuus on liian alhainen
bisulfiittikonversioon

Tarkista DNA:n eristyksen tulos Toista DNA:n eristéminen konsentroituneemmalla kliinisellé naytteella

Néyte hylgtéicin: ACTB:n monistuminen on liian véhdistd tai sité ei tapahdu lainkaan

a) Pipetointivirhe tai reagensseja on jGényt Tarkista pipetointijcrjestys ja reakfion jarjestely. Suorita PCR-ajo uudelleen.

pois

b) Tarkista DNAkonsentraatti Lisaa bisulfiitikonversion DNAsydte enimmdismad@radn.
Bisulfiittikonversioreaktio toimii parhaiten, kun DNA-systteen médrd on 100
ng-2pg

¢) Tarkista “Bisulfiitiikonversio suoraan Toista bisulfiittikonversioreaktio kdyttéen 10 % PreservCytsdilytysaineeseen

kohdunkaulan irfosolunéytteessé” protokollaa  kerétysté kohdunkaulan irtosolundytteestd (esim. 2 ml 20 ml:n néytteestd).
varten kliininen solukkuusnéyte

d) Tarkista bisulfiittikonvertoitu eluaatti Toista bisulfiittikonversio ja lisGd tarvittaessa DNA-sydtteen maarad.
Naéyte hylétiicn: kohteet FAMT A4 a/tai hsa-mir] 24-2 ovat virheellisié

Riittdmatdn sekoittuminen Sekoita ndytettd ja reaktioseosta pipetoimalla (noin 10 kertaa/putki). Toista
ndytteen kasittely.

Positiivinen kontrolli hyléticn: yhden tai useamman kohteen monistuminen on liian véhdisté tai sité ei tapahdu lainkaan

a) Pipetointivirhe tai reagensseja on jGényt Tarkista pipetointijcrjestys ja reakfion jarjestely. Suorita PCR-ajo uudelleen.
pois
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Huomautuksia ja ehdotuksia

b) Osittainen hajoaminen Séilytd sarjan sisdltéd -30...-15 °C:n lampétilassa.
Vilta toistuvaa jaétymistd ja sulamista. Pakastus- ja sulatusjaksoja saa olla
enintdan kolme.

) PCRreagenssien osittainen pilaantuminen  Sailyta sarjan sisaltéa -30...-15 °C:n lampétilassa ja suojaa reaktioseokset
valolta.

Vilta toistuvaa jaétymistd ja sulamista.

d) Liuskaputken ké@ntéminen Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jarjestely.

e Viimeinen kayttdpaiva Tarkista kaytetyn sarjan viimeinen kayttopdiva.

f) Viive néytteiden pipetoinnin ja ajon Kun néytteet on annosteltu PCR-reaktioita varten, PCRreaktioseoksia voi
alkamisen valilla sdilyttad

pimedssé 2-8 °C:n lampétilassa enintaén 30 minuutin ajan ennen ajon
kaynnistamista laitteessa.

Malliton kontrolli (No femplate control, NTC) hylétécn
a) Pipetointivirhe Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktfion jarjestely. Suorita PCR-ajo uudelleen.

b) Ristikontaminaatio Vaihda kaikki kriittisen térkedit reagenssit.

Késittele néytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita aina yleisesti
hyvaksyttyjen kéytantdjen mukaan, jotta siirtymiskontaminaatiota ei
tapahtuisi.

) Reagenssin konfaminaatio Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.

Késittele néiytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita aina yleisesti
hyvéksyttyjen kéytantsjen mukaan, jotta siitymiskontaminaatiota ei

tapahtuisi.
d) Liuskaputken ka@ntéminen Tarkista pipetointijcrjestys ja reakfion jarjestely.
e) Viive ndytteiden pipetoinnin ja ajon Kun ndytteet on annosteltu PCR-reaktioita varten, PCR-reaktioseoksia voi
alkamisen vdlilla sdilyttéc

pimedssé 2-8 °C:n ldmpétilassa enintéén 30 minuutin ajan ennen ajon
kéynnistamistd laitteessa.

f) Koettimen hajoaminen Suojaa reaktioseokset valolta.
Tarkista, nékyykd fluoresenssikayréssa virheellisesti positiivinen tulos.
Naytteen signaaleja puuttuu tai ne ovat heikkoja, mutta kontrolliajo onnistuu

a) Inhiboivat vaikutukset Kun teet bisulfiittikonversiota, tarkista aina sentrifugoinnin jélkeen, ettei
suodattimessa ole puskurilivoksen jaémid.

Toista bisulfiittikonversio.

b) Pipetointivirhe Tarkista pipetointijcrjestys ja reaktion jarjestely. Suorita PCR-ajo uudelleen.

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

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

PCR-testien kayttaminen edellyttaa hyvien laboratoriokaytantdjen noudattamista, joihin kuuluu
molekyylibiologiaan kéytettavien laitteiden huolto sovellettavien saadésten ja standardien

mukaisesti.

Téman sarjan mukana toimitetut reagenssit ja ohjeet on validoitu suorituskyvyltaan

optimaalisiksi.

QlAsure Methylation Test -testic saavat kayttad laboratoriotydntekijat, jotka ovat saaneet
Rotor-Gene Q MDx -laitteiden ja Rotor-Gene AssayManager v1.0 -ohjelmiston

kayttakoulutusta.

Tatd tuotetta saavat kéyttad ainoastaan henkildt, jotka ovat saaneet realtime PCR-tekniikoita
ja diagnostisia in vitro -menetelmid koskevaa erityisopastusta ja -koulutusta. Saatu
diagnostinen tulos on tulkittava yhdessé muiden kliinisten 16ydésten tai laboratorioldydésten

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

Kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisia kayttopaivamaaria on

noudatettava. Ald kdytd vanhentuneita komponentteja.

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

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

testin suorituskykyd.

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

QlAsure Methylation Test testi on validoitu kohdunkaulan irtosolunaytteille, jotka on kerdtty ja
sailotty PreservCyt, SurePath™- tai STM-sdilytysaineeseen, sekd itse ofetuille emattimen

harjanaytteille, jotka on sdildtty PreservCytsdilytysaineeseen niiden saapuessa laboratorioon.

Vain Rotor-Gene Q MDx -laite on validoitu kéytettavaksi QlAsure Methylation Test -festin PCR

Assay -mddarityksen kanssa.

Tuotteen off label -kéyto ja/tai komponenttien muokkaaminen mitétsi Self-screen B.V -yhtién

vastuun.
Kayttajan vastuulla on validoida jdrjestelmén suoritustaso kaikissa niissé laboratoriossa

kdytetyissé menetelmissd, joita Self-screen B.V -yhtion suoritustasoa koskevat tutkimukset eivdt

kata.
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Suorituskykyominaisuudet

Havaitsemisraja (LOD)

QlAsure Methylation Test -festin analyyttinen herkkyys méaritettiin 95 %:n havaitsemisrajana
(95 % LOD). Havaitsemisrajan mdadrityksessa kaytettiin plasmidin sarjalaimennosta, joka
sisdlsi kaikki kolme amplikonisekvenssia (ACTB, FAM19A4 ja hsa-mir124-2; vaihteluvdli
750 000-0,25 kopiota per PCR-ajo). Kohteiden 95 %:n havaitsemisrajaksi arvioitiin alhaisin
plasmidin laimennos, joka tuotti vahintdan 35 positiivista tulosta 36:sta (Cr<40). Yhteensd
tehtiin 12 testia, joissa oli nelja eri kayttajaa (1 ajo/kaytaja/paiva), kolme eri erad ja kolme
eri RGQ-jcrjestelmdd. Jokaisessa testissd testattiin 11 plasmidilaimennosta kolmesti. 95 %:n

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

QlAsuremaarityksen lineaarisuus arvioitiin 95 %:n havaitsemisrajan madrittdmiseksi tehtyjen 12 testin
tietojen perusteella. Testin kahdessa kohteessa (FAMT19A4 ja hsa-mir124-2) sekd vertailukohteessa
(ACTB) lineaarisen monistumisen vaihteluvdli oli 750 000-7,5 kopiota per PCRajo.

Tarkkuus

QlAsure Methylation Test -estin tarkkuus maaritettiin madrityksen sisdisend vaihteluna (joka
tarkoittaa samat pitoisuudet siséltévien néytteiden useiden tulosten vdlisté vaihtelua samalla
laitteella) ja madrityksen kokonaisvarianssina (joka tarkoittaa useiden tulosten vaihtelua eri
kaytdijien, laitteiden, erien ja laboratorioiden valilla). Testauksessa kéytettiin korkean riskin HPV-
positiivisesta kohdunkaulan irtosolundytteestd saatua bisulfiittikonvertoitua DNA:ta, joka oli testissa
todettu hypermetylaatiopositiiviseksi ja tuotti sekd FAMT9A4:n ettd hsa-mir124-2:n osalia
signaalin, joka vastasi noin 3 kertaa havaitsemisrajan pitoisuutta. Testissa tehtiin kahdennettuna 8
ajoa, joissa oli nelic eri kayttdjaa (1 ajo/kayttdia/pdiva), kaksi eri erdd ja kolme eri RGQ-
jariestelmaa kahdessa eri laboratoriossa, ja tulokseksi saatiin 16 datapistetta ndytetta kohti. Testissa

madritettiin Cr- ja AACrarvojen variaatiokerroin (coefficient of variation, CV) (taulukko 3).
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Taulukko 3. CT- ja AACT-arvojen variaatiokerroin metylaatiopositiivisessa kohdunkaulan irtosolunéytteessa

Néytetyyppi Néytetyyppi (%) Naytetyyppi (%)
CT-arvo Ndaytteen sisdinen 0,3 1,32

laatukontrolli (ACTB)

FAM19A4 1,02 1,52

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

hsa-mir124-2 4,21 5,75

Testatulla pitoisuudella néytteen Cr-arvojen tilastollinen kokonaishajonta oli 1,32 % naytteen
sisdisen laatukontrollin (ACTB) osalta, 1,52 % kohteen FAM19A4 osalta ja 1,64 % kohteen
hsa-mir124-2  osalta.  Testatulla  pitoisuudella  néytteen  AACr-arvojen tilastollinen
kokonaishajonta oli 5,97 % kohteen FAMI19A4 osalta ja 5,75 % kohteen hsa-mir124-2

osalta.
Hairitsevat aineet

Mahdollisten ~ PCR-vaikutusten  perusteella  valitut  inhiboivat ~ aineet  olivat
bisulfiittikonversiosarjan desulfonointi- ja pesupuskuri. Alkuperéisessd néytteessd mahdollisesti
olevia aineita ei testattu, koska néytteen DNA puhdistetaan piioksidirakeilla kahdesti
(alkuperdisestd ndytteestd eristdmisen ja bisulfiittikonversion jélkeen). Desulfonointi- ja
pesupuskurijédmien havaittiin  hairitsevéin  PCR-ajoa, mikd havaittiin  ndytteen sisdisen

laatukontrollin virheellisesta testituloksesta.
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Kliininen suorituskyky
HPV-positiiviset kohdunkaulan irtosolunaytteet *

QlAsure  Methylation Test -festin  kliininen  suorituskyky kohdunkaulan  intraepiteliaalisten
neoplasioiden (CIN 3) ja kohdunkaulan syévan (CIN 3+) toteamisessa madritettiin EU:ssa tehdyssa
retrospektiivisessé monikeskustutkimuksessa (13). QlAsure Methylation Test -festi arvioitiin 2384
HPV-positiivisella kohdunkaulan seulontandytteelld, jotka saatiin naisilta (ika 29-76 vuotta) neljasta
EU-maasta (Skotlanti, Slovenia, Tanska, Alankomaat) (13). Naytteet kerdttiin PreservCyt- tfai
SurePath-sdilytysaineeseen. Tutkimuspopulaatio koostui 2012 naisesta, joilla ei ollut mitaén
todisteita sairaudesta 2 vuoden seurannassa (lyhenne <CIN 1), 124 naisesta, joilla oli CIN 2, 228
naisesta, joilla oli CIN 3, ja 20 naisesta, joilla oli sydpd. Kohdunkaulan irtosolunaytteistd eristettiin
DNA, ja bisulfiittikonversioreaktion sydtteend (ZYMO Research -yhtién EZ DNA Methylation
Kit -sarja) kayteftiin 250 ng DNA:ta. Tastd 250 ng:sté modifioitua DNA:ta PCR-ajossa kaytettiin
20 % (mika vastaa 50 ng:td alkuperdisté kohdeDNA:ta per PCR-gjo). QlAsure Methylation
Test -festin kokonaispositiivisuusasteet ryhmiteltying kliinisen paatetapahtuman mukaan kerrotaan
alla (faulukko 4).

Taulukko 4. QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusaste

Kliininen péétepiste Fraktio Positiivisuusaste (95 %:n luottamusvli)
<CIN'1 437/2012 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)
Kohdunkaulan syspé 19/20 95,0 % (70,7-99,3)

Korkean riskin HPV-positiivisten kohdunkaulan irtosolunéiytteiden joukossa herkkyys CIN 3+ -asteen osalta on 78,6 %
(195/248; 95 %:n luottamusvdli: 73,1-88,3) ja QlAsure Methylation Test testin kokonaisspesifisyys oli 78,3 % (n = 2013;
95 %:n Cl: 76-80). hrHPV-positiivisten, metylaationegatiivisten tulosten negatiivinen ennustearvo oli 99,9 % kohdunkaulan

sydvélle (N = 1694; 95 %:n Cl: 99,6-99,99), 96,9 % CIN3+:lle (95 %:n Cl: 96-98) ja 93,0 % CIN2+:lle (95 %:n Cl: 92-94).

* Lagkarin ottamat kohdunkaulan irtosolunégytteet.
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Lisaksi herkkyys kohdunkaulan sydvélle arvioitin - maailmanlaajuisessa  retrospekfiivisessa

monikeskustutkimuksessa 519 invasiivisella syovalla, joilla oli eri histotyypit yli 25 maasta (11).

Kohdunkaulan irtosolundytteistd eristettin DNA, ja bisulfiittikonversioreaktion sydtteend (ZYMO
Research -yhtion EZ DNA Methylation Kit sarja) kayteftin 250 ng DNA:ta. Tasta 250 ng:sta
modifioitua DNA:ta PCRjossa kaytettiin 20 % (miké vastaa 50 ng:td alkuperdistd kohde-DNA:ta
per PCR-jo). 510 sydpad 519:std sai testista positiivisen tuloksen QlAsure Methylation test testilla,
miké tarkoittaa positiivisuusastetta 98,3 % (95 %:n Cl: 96,7-99,2), positiivisuusasteet ryhmiteltyiné
histotyypin mukaan kerrotaan alla kohdassa Taulukko 5. QIAsure Methylation Test -estin

positiivisuusaste kohdunkaulan syévén naytteissd.

Taulukko 5. QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusaste kohdunkaulan sydvén néytteissd

Kliininen pédtepiste Fraktio Positiivisuusaste (95 %:n luottamusviili)
Levyepiteelikarsinooma 313/318 98,4 % (96,4-99,5)
Adenokarsinooma 121/123 98,4 % (94,2-99,8)
Adenoskvamoosi solukarsinooma 42/42 100,0 % (91,6-100)
Harvinaiset sydvan histotyypit 30/32 93,8 % (79,2-99,2)
Sydvan histotyyppid ei ole madritetty 4/4 100 % (39,8-100,0)
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HPV-positiiviset itse otetut emattimen harjandytteet

QlAsure  Methylation Test -festin  kliininen  suorituskyky kohdunkaulan  intraepiteliaalisten
neoplasioiden (CIN 3) ja kohdunkaulan syévan (CIN 3+) toteamisessa itse ofetuista emdattimen
harjanéytteistd  madritettiin - testaamalla 247 korkean  riskin - HPV-positiivista  emdttimen
irtosolundytettd. Néaytteista 14:ssa (5,7 %) ACTB:n Cr-arvo oli suurempi kuin 26,4, ja ne madritettiin
virheellisiksi. Kelvollisiksi madritetyt itse otetut harjanéytteet jakautuivat seuraavasti: 148 ndytettd
naisilta, joilla todettiin 18 kuukauden seurannassa < CIN 1 -asteinen muutos, 24 naytettd, joissa
CIN 2 -asteinen muutos, 50 néytettd, joissa CIN 3 -asteinen muutos, 8 ndyteftd, joissa
levyepiteelikarsinooma ja 3 naytettd, joissa adenokarsinooma. Emdattimen irfosolundytteista
eristettin DNA, ja bisulfiittikonversioreaktion sydtteend (ZYMO Research -yhtién EZ DNA
Methylation Kit -sarja) kéytettin 250 ng DNA:ta. Tasta 250 ng:sta bisulfiittikonvertoitua DNA:ta
PCR-jossa kaytettiin 20 % (mikd vastaa 50 ng:td alkuperdistéd kohdeDNA:ta per PCR-ajo).
QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusasteet kliinisen padatepisteen mukaan on esitetty alla
(faulukko 6).

Taulukko 6. QlAsure Methylation Test -testin positiivisuusasteet itse ofetuissa eméttimen harjandytteissé

Kliininen pédtepiste Fraktio Positiivisuusaste (95 %:n luottamusvili)
<CIN'1 34/148 23,0 % (16,9-30,4)

CIN 2 7/24 29,2 % (14,6-49,8)

CIN 3 33/50 66,0 % (52,0-77,7)
Levyepiteelikarsinooma 8/8 100,0 % (63,1-100,0)
Adenokarsinooma 3/3 100,0 % (29,2-100,0)

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

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

Iséintésolun promoottorien metylaation analyysilla tunnistetaan spesifisti pitkélle edenneitd
CIN-leesioita, joilla on sydvén kaltainen metylaatioprofiili ja odotetusti suuri riski kehittyd
syovaksi lyhyella aikavalilla (7, 8). FAMI9A4:n ja hsa-mirl24-2:n promoottorin
hypermetylaation analyysin suorituskyky mddritettiin testaamalla 29 korkean riskin HPV-
positiivista ndytettd naisilta, joilla oli pitkalle edennyt muuntuva CIN 2/3-asteinen muutos,
sekd 19 korkean riskin HPV-positiivista néytetté naisilta, joilla oli varhaisvaiheen muuntuva
CIN 2/3-asteinen muutos. Metylaatio liittyi erityisesti pitkdlle edenneeseen sairauteen, ja
kaikki pitkélle edenneet CIN 2/3 -asteiset leesiot (100 %: 29/29; 95 %:n luottamusvdli:
88-100) mdadaritettiin  hypermetylaatiopositiivisiksi - verrattuna 47 %:iin  (9/19; 95 %:n

luottamusvali: 27-69) aikaisista CIN 2/3 -asteisista leesioista.
Robustisuus

QlAsure Methylation Test -estin robustisuus maadritettiin vertaamalla QlAsure Methylation
Test -testilla saatujen tulosten ja madrityksen vain tutkimuskaytoon tarkoitetulla versiolla
(Research Use Only, RUO) saatujen tulosten yhtdpitavyytta. Testauksessa kdytettiin 10:std
suuren riskin HPV-positiivisesta kohdunkaulan irtosolunéytteestd saatua bisulfiittikonvertoitua
genomista DNA:ta. Néytteistd 5 oli aiemmin todettu hypermetylaationegatiivisiksi molempien
markkerien suhteen ja 5 metylaatiopositiivisiksi (eli vahintaan toisen markkerin osalta).
Kahdennetussa testauksessa oli nelja kaytdjad 8 ajossa (yksi ajo/kayttaja/paiva), kaksi eri
erdd ja kolme eri Rotor-Gene Q MDx -laitetta kahdessa eri laboratoriossa. Kullekin naytteelle

saatiin 16 datapistetta (taulukko 7).
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Taulukko 7. QlAsure Methylation Test -testin ja madrityksen RUO-version vélinen yhtépitdvyys

Ndytteen numero RUO-tulos Yhtépitdvyys, laboratorio  Yhtépitévyys, laboratorio
1 verrattuna RUO-versioon 2 verrattuna RUO-versioon

1 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)

2 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)

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

4 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)

5 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)

Valisumma 92,5 % (37/40) 92,5 % (37/40)

6 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)

7 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)

8 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)

9 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)

10 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)

Valisumma 100 % (40/40) 100 % (40/40)

Nelja viidestd aiemmin metylaationegatiiviseksi todetusta néytteestd oli 100-prosenttisesti
yhtgpitavia, kun QlAsure Methylation Test -festic kaytettiin kummassakin laboratoriossa.
Naytteen 3 yhtapitavyysprosentti oli 62,5 % (5/8) kummassakin laboratoriossa. FAM19A4-
kohteeseen  liittyvé  havaittu  variaatio  oli  l&helld  madrityksen  raja-arvoja.

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

Kaikki aiemmin metylaatiopositiivisiksi madritetyt 5 ndytettd olivat  100-prosenttisesti

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

Protokolla “Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit -sarjalla” verifioitin tekemdlla 119:lle  kohdunkaulan raaputusnaytteelle
vertailuprotokolla  (ndytteestd aiemmin eristetyn DNA:n  bisulfiittikonversio ja  DNA:n
madrakontrolli) ja QlAsure Methylation Test -festi. Suoraan kohdunkaulan irtosolunaytteesta
tehdyn bisulfiittikonversion onnistumisaste kdyttden 2,5 %:n sydtettd oli 95,8 % (114/119) ja
kasvoi 100 %:iin, kun virheellisiksi madritetyt naytteet testattiin uudelleen kayttgen 10 %:n
syotettd. QlAsure Methylation Test -testin yhtapitavyys kahden bisulfiittikonversioprotokollan
valilla oli 90,8 % (108/119; kappa-kerroin 0,75).

Protokolla “Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolunéytteestéd QlAsymphony Bisulfite
Kit -sarjalla” verifioitiin tekemalla 120:lle kohdunkaulan raaputusnéytteelle vertailuprotokolla
(néytteestd aiemmin eristetyn DNA:n bisulfiittikonversio ja DNA:n m&éardkontrolli) ja QlAsure
Methylation Test -testi. Suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd tehdyn bisulfiittikonversion
onnistumisaste kayttaen 2,5 %:n sydtettd oli 94,2 % (113/120) verrattuna vertailuprotokollan
97,5 %:iin  (117/120). QlAsure Methylation Test -estin  yhtdpitdvyys kahden
bisulfiittikonversioprotokollan vélillé oli 94,7 % (107/113; kappa-kerroin 0,88).
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa nakyd seuraavia symboleita:

Symboli Symbolin selitys
g Viimeinen kayttopaivamaara
IVD In vitro -diagnostinen lacketieteellinen laite

CE-IVD-merkintd

Sisaltad reagensseja, jotka riittévat <N> reaktioon
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Tuotenumero
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Materiaalinumero
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Sisdlto
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R tarkoittaa kéyttéohjeen (kasikirja) versiota, ja n on versionumero

GTIN-numero

Lampétilarajoitus

Valmistaja

ol ELIEEER
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[:Ij] Katso kayttdohjeet
A Huomio

Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisatietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd johonkin
QIAGEN:in teknisen palvelun osastoon tai paikalliseen jalleenmyyjaan (ks. takakansi tai kay

osoitteessa www.qgiagen.com).
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Tilaustiedot

Tuote Sisalto

Tuotenro

QlAsure Methylation Test Kit 72 reaktioon: 2 padseosta,
2 kalibraattoria.

QlAsymphony SP QlAsymphony-
ndytteenvalmistelumoduuli: sisaltaa
T-vuotisen takuun osille ja tyodlle
(valinnainen automaattiseen

eristykseen)

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-sykleri ja tarkka

System sulamisanalysaattori, jossa 5 kanavaa
(vihred, keltainen, oranssi, punainen,
karmiini) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto,
lisévarusteet: sisaltad 1-vuotisen takuun
osille ja tydlle, asennuksen ja
koulutuksen.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-sykleri ja tarkka

Platform sulamisanalysaattori, jossa 5 kanavaa
(vihred, keltainen, oranssi, punainen,
karmiini) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto,
lisévarusteet: Sisaltaa 1-vuotisen takuun
osille ja tydlle. Ei sisalla asennusta ja
koulutusta.
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Tuote Sisalto Tuotenro

Rotor-Gene Q MDx:n tarvikkeet

Loading Block 72 x 0.1 mlL Alumiinilohko kasin tehtévaan reaktion 9018901
Tubes valmisteluun yksikanavaisella pipetilla
72 kappaleelle 0,1 ml:n putkia

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 981103
(250) 1 000 reaktioon

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

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

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

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéyttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
ja kaytdoppaat ovat saatavilla osoitteesta  www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN!in teknisesta palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Pdivdys Muutokset
R4, kesdkuu 2019 Tarkistettu tydnkulkukaavio kohdassa Menetelmén toimintaperiaate; liséitty EpiTect Fast

96 Bisulfite Kit kohtaan Tarvittavat materiaalit, jotka eivét kuulu toimitukseen; tarkistettu
tieforuutu kohdassa Turvallisuustiedot; lisétty tiedot RGQ MDx 5-plex HRM -laitteen
|&mmitysajosta; tarkistettu kohta Néytteen valmistelu; lisétty vianmaaritystietoja; lisétty
osio Bisulfiittikonversio suoraan kohdunkaulan irtosolundytteestd kohtaan
Suorituskykyominaisuudet; pdivitetty Kirjallisuusviitteet; pdivitetty ulkoasua

R5, heindkuu 2023 Lisétty QIAsymphony-instrumentit valinnaiseen eristyksen automaatioon ja
QlAsymphony Bisulfite Kit -sarja materiaaliin Tarvittavat materiaalit, jotka eivét kuulu
toimitukseen; korjattu ndytteen valmisteluosiota; lisdtty SurePath-silytysaineen kayts;
korjattu kliinisen suorituskyvyn osiota. Lisétty taulukon 5 ja taulukon 6 otsikot.

QlAsure Methylation Test -testin rajoitettu li

Tamén tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuofetta saa kéyttad ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja taman kdsikirjan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéyttad vain sarjan
sisdltamia komponentteja. QIAGEN ei mydnnd lisenssia mihinkddén aineettomaan omaisuuteensa, eiké témén sarjan oheisia komponentteja saa kéyttaa tai
liitté& muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly téhan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa protokollissa, téssa késikirjassa ja lisaprotokollissa
mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qgiagen.com. Osa liséprotokollista on QIAGEN-kéyttgjien toisille QIAGEN-kayttgjille laatimaa. QIAGEN ei ole
testannut tai tarkistanut kyseisié protokollia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, eftei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin nimenomaisesti ilmoitettujen kéyttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, eftd tamd sarja ja/tai sen kéyttd eivét loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

3. Téma sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakéyttdsn, eiké niité saa kéyttéd vudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpéin.

4. QIAGEN kiistaa ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole fdssé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kéytdjé suostuvat siihen, etté he eivét ryhdy tai anna kenellekédn toiselle lupaa ryhtyé toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistéa
mitédn yllé kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kééntyd minké tahansa ioistuimen puoleen | téytantédn tamén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot

ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téytantdénpano.

Katso paivitetyt kéyttéoikeusehdot osoitteesta www.giagen.com.
QlAsure Methylation Test -testin laillinen valmistaja on Self-screen B.V.

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

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

07-2023 HB-2304-005 1132288 © 2023 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetadn.
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