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Namena

QlAsure Methylation Test (kat. br. 616014) je multipleksno PCR ispitivanje specificno za
metilaciju u realnom vremenu za detekciju hipermetilacije promotora gena FAM19A4 i
hsa-mir124-2. Uzorci koji se mogu ispitati pomo¢u QIlAsure Methylation Test ukljucuju

bisulfitno konvertovanu DNK izolovanu iz uzoraka prikupljenih na sledec¢e nacine:

® Cervikalni uzorci prikupljeni sa digene® HC2 DNA Collection Device (prikupljeni od
strane lekara)

e Cervikalni uzorci prikupljeni ¢etkicom i stavljeni u PreservCyt® Solution ili u SurePath™
Solution (prikupljeni od strane lekara)

® Vaginalni uzorci prikupljeni ¢etkicom (samoprikupljeni)
Indikacije za upotrebu:

1. Kao dodatni test za Zene s pozitivnim testom na humani papiloma virusa (HPV)
kako bi se utvrdila potreba za upucivanjem na kolposkopiju ili druge dodatne
postupke.

2. Kao dodatni test za Zene sa rezultatima Papa testa sa atipi¢nim ploastim celijama
neodredenog znacaja (ASC-US) kako bi se utvrdila potreba za upucivanjem na
kolposkopiju ili druge dodatne postupke.

Ovaj proizvod je predviden za koriS¢enje od stane profesionalnih korisnika, kao Sto su

tehnicari i laboranti koji su obu€eni za in vitro dijagnosti¢ke procedure, tehnike molekularne
biologije i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sistem.
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Sazetak i objasnjenje

Metilacija DNK je biohemijski proces koji je vazan za normalan razvoj u vi§im organizmima
(1). UkljuCuje dodavanje metilne grupe na 5. poziciju pirimidinskog prstena citozinskog
nukleotida. Nenormalni obrasci metilacije DNK takode igraju vaznu ulogu u karcinogenezi.
U nekoliko humanih karcinoma i linijskih ¢elija karcinoma, ukljuCujucéi karcinom grli¢a
materice i karcinom endometrijuma, detektovana je hipermetilacija promotora gena
FAM19A4 (porodica sa ¢lanom A4 sli¢nosti sekvence 19 (nalik na hemokin (C-C motiv))) i/ili
hsa-mir124-2 (homo sapiens mikro RNK 124-2) (2-6). Analiza metilacije promotora celija
domacina posebno otkriva karcinome i takozvane ,uznapredovale® cervikalne intraepitelne
neoplazije (CIN) ili lezije, koje sadrze profil metilacije slicnog karcinomu i imaju visok
kratkoro€an rizik od progresije u karcinom (3, 7, 8, 10, 11, 12, 14). QlAsure ispitivanje
omogucava detekciju hipermetilacije promotora gena FAM19A4 i hsa-mir124-2 u bisulfitno
konvertovanoj DNK koja je izolovana iz cervikalnih ili vaginalnih uzoraka koriste¢i ACTB
(humani B-aktin gen) kao internu kontrolu kvaliteta uzorka.

Principi procedure

QlAsure Methylation Test je multipleksno real-time PCR ispitivanje koje pojacava regije
metiliranog promotora tumor supresorskih gena FAM19A4 i hsa-mir124-2, kao i fragment
referentnog gena koji nije specifican za metilaciju. Komplet sadrzi 2 epruvete QlAsure
Master Mix i 2 epruvete QlAsure Calibrator. Master miks je namenjen za amplifikaciju
bisulfitno konvertovane DNK koja je pripremljena iz klini¢kih uzoraka. Master miks sadrzi
prajmere i probe za ciline gene i referentni gen, koji sluzi kao interna kontrola kvaliteta
uzorka. Kalibrator je linearizovani plazmid koji sadrZi sekvence amplikona FAM19A4, hsa-
mir124-2 i ACTB.
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Procedura radnog toka

Klinicki uzorak

/

|zolacija nukleinske
kiseline

1
\

DNK materijal

A J

Koncentracija odredivanja
dvolanéane DNK

T~

Bisulfitno tretiranje

Y

Ispitivanje sa QlAsure

|
v

Tumacenje sa Rotor-Gene Assay Manager

QlAsure ispitivanje se izvrSava na instrumentu Rotor-Gene Q MDx, a softver Rotor-Gene
AssayManager® automatski vrsi analizu i tumacenje podataka. Cr vrednost (grani¢na
vrednost ciklusa) predstavlja broj PCR ciklusa potrebnih za detekciju fluorescentnog signala
iznad pozadinskog signala, koji je povezan sa brojem ciljnih molekula prisutnih u uzorku.
QlAsure ispitivanje izracunava ACt vrednost kao razliku izmedu Cr vrednosti ciljeva
FAM19A4 ili hsa-mir124-2 i Ct vrednosti reference (ACTB). Ova ACr vrednost je relativha
kvantitativna vrednost za nivo metilacije promotora gena FAM19A4 ili hsa-mir124-2. Za
normalizaciju, ACt vrednost uzorka kalibratora oduzima se od ACrt vrednosti cilieva
FAM19A4 ili hsa-mir124-2 $to rezultira AACt vrednoscu (9). Kalibrator je standardizovani
uzorak plazmidne DNK sa malim brojem kopija sa poznatim brojem kopija tri cilja
(tj. FAM19A4, hsa-mir124-2i ACTB).
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Obezbedeni materijal

Sadrzaj kompleta

QlAsure Methylation Test 72
Kataloski br. 616014
Broj reakcija 72
QlAsure Master Mix (2 epruvete) Epruveta braon boje 630 pl
QlAsure Calibrator (2 epruvete) Providna epruveta 25 pl
QIAsure Methylation Test uputstvo 1

za upotrebu (uputstvo)

Potreban materijal koji se ne isporucuje

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuéi laboratorijski mantil, rukavice za
jednokratnu upotrebu i zastitne naocCare. Vise informacija potrazite u odgovarajuéim
tehnickim specifikacijama (Safety Data Sheet, SDS) dostupnim kod dobavljaca proizvoda.

Potro$ni materijal i reagensi za pripremu uzorka za samoprikupljene uzorke

e Hologic PreservCyt® Solution (Hologic)

Reagensi za pripremu uzoraka koji se ¢uvaju u SurePath medijumu za
prikupljanje.

e Buffer AL (QIAGEN kataloski broj: 19075)
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Potro$ni materijal i reagensi za bisulfitnu konverziju

Verifikovani kompleti za bisulfithu konverziju ukljucuju:

EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, kat. br. D5001 ili kat. br. D5002)

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

QIASymphony Bisulfite Kit (QIAGEN kat. br. 931106)

Potro3ni materijal za instrument Rotor-Gene Q MDx

® Strip tubes and Caps, 0.1 ml (kat. br. 981103)

® PreciS¢ena voda (npr. za molekularnu biologiju, destilovana ili dejonizovana)

Oprema

® Podesive pipete* namenjene za PCR (1-10 ul; 10-100 ul)

® Rukavice za jednokratnu upotrebu

e Stati¢ka centrifuga® sa brzinom >10.000 rpm

® Vortex meSalica*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kat. br. Q33216), NanoDrop® 3300
Fluorospectrometer (Thermo Fisher Scientific, kat. br. ND-3300) ili ekvivalent

® QIlAsymphony SP System (kat. br. 9001297) za opcionu automatizovanu ekstrakciju i/ili

bisulfitnu konverziju

* Proverite da li su instrumenti provereni i kalibrisani u skladu sa preporukama proizvodaca.
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Oprema za real-time PCR

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (kat. br. 9002033) ili Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Instrument (kat. br. 9002032)"

® Rotor-Gene AssayManager Core Application softver verzije 1.0.x (gde je x broj veci ili
jednak 4)

® Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in instaliran, verzija 1.0.x (gde je x broj vedi ili
jednak 1)

® QIAsure Assay Profile (iz datoteke AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) (gde je
Y broj vedi ili jednak 1) za primenu na bisulfitno konvertovanoj DNK dobijenoj iz
cervikalnih uzoraka prikupljenih od strane lekara

e Profil ispitivanja QlAsure samoprikupljenih vaginalnih uzoraka dobijenih pomocu
Cetkice (iz datoteke AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (gde je Y broj vedi
ili jednak 0) se koristi za primenu na bisulfitno konvertovanoj DNK iz samoprikupljenih

vaginalnih uzoraka dobijenih pomocu Cetkice

* Rotor-Gene Q 5plex HRM instrument proizveden u januaru 2010. godine ili kasnije. Datum proizvodnje se moze
pronaci u okviru serijskog broja na poledini instrumenta. Serijski broj je naveden u obliku ,mmggnnn®, gde ,mm*
oznacava mesec proizvodnje u ciframa, ,gg“ oznac¢ava poslednje dve cifre godine proizvodnje, a ,nnn“ predstavlja
jedinstvenu identifikaciju instrumenta.
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Upozorenja i mere opreza

Samo za korid¢enje u in vitro dijagnostici.
Informacije o bezbednosti

Kada radite sa hemikalijama, uvek nosite odgovarajuéi laboratorijski mantil, rukavice za
jednokratnu upotrebu i zasStitne naoCare. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im
listovima sa bezbednosnim podacima (Safety Data Sheet, SDS). Dostupni su na mrezi u
prakticnom i kompaktnom PDF formatu na adresi www.qgiagen.com/safety, na kojoj mozete
da pronadete, pogledate i od$tampate SDS-ove za svaki QIAGEN® komplet i komponentu

kompleta.

QIASURE MASTER MIX

Sadrzi: 1,2,4-triazol: Opasnost! Sumnja se da moze da utie
na plodnost ili na plod. Nosite zastithe rukavice/zastitnu

odecu/zastitu za odi i zastitu za lice.

OpSte mere opreza

KoriS¢enje PCR testova zahteva dobru laboratorijsku praksu, ukljuujuéi odrzavanje
opreme, koja je namenjena za molekularnu biologiju i koja je u skladu sa vazecim propisima
i odgovaraju¢im standardima.

Uvek obratite paznju na sledece:

® Nosite zastitne rukavice bez pudera za jednokratnu upotrebu, laboratorijski mantil i

zastitu za oci prilikom rukovanja uzorcima.
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® Sprecite mikrobioloSku i kontaminaciju nukleazom (DNazom) uzorka i kompleta. DNaza
moze uzrokovati degradaciju DNK matrice.

® |zbegavajte prenosnu kontaminaciju DNK ili PCR proizvodom, $to moze rezultirati
laznim pozitivnim rezultatom.

® Uvek koristite pipetne nastavke bez DNaze za jednokratnu upotrebu sa aerosolnim
barijerama.

® Reagensi QlAsure ispitivanja su optimalno razblazeni. Nemojte da dodatno
razblazujete reagense posto to moze da dovede do smanjenja efikasnosti.

® Svireagensi u kompletu QlAsure namenjeni su za upotrebu iskljucivo sa drugim
reagensima koji se dostavljaju u istom kompletu. Ne zamenjujte nijedan reagens iz
jednog kompleta istim reagensom iz drugog kompleta QlAsure, €ak ni iz iste serije, jer
to moze uticati na performanse.

® Procitajte priru¢nik za upotrebu Rotor-Gene Q MDx instrumenta kako biste se upoznali
sa dodatnim upozorenjima, merama opreza i postupcima.

® Pre prve obrade dana, izvrsite probnu obradu za Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM na
95 °C na 10 minuta.

® Promena vremena inkubacije i temperature moze rezultirati podacima sa greSkom ili
koji se ne podudaraju.

® Ne koristite komponente kompleta kojima je istekao rok upotrebe ili koji su nepravilno
cuvani.

® |zlaganje komponenti svetlosti svedite na minimum; reakcione smese se mogu izmeniti
usled izlaganja.

® Budite izuzetno oprezni kako biste sprecili kontaminaciju smesa sintetickim
materijalima koji se nalaze u PCR reagensima.

o Qdlazite otpad od uzoraka i ispitivanja u skladu sa bezbednosnim postupcima koji su

vazeci u vasoj zemlji.
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Mere predostroznosti u vezi sa AssayManager profilima

Potrebni su razliciti AssayManager profili za razli¢ite tipove uzoraka. Vodite racuna da se

koristi ispravni profil za tip uzorka koji se ispituje, kao $to je navedeno u nastavku:

e Profil ispitivanja QlAsure cervikalnih strugotina (iz datoteke AP_
QlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)“ mora se Koristiti za ispitivanje bisulfitho
konvertovane DNK iz cervikalnih uzoraka prikupljenih od strane lekara

e  Profil ispitivanja QlAsure samoprikupljenih vaginalnih uzoraka dobijenih pomocu
Cetkice (iz datoteke AP_ QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)“ mora se koristiti
za ispitivanje bisulfitho konvertovane DNK iz samoprikupljenih vaginalnih uzoraka

dobijenih pomocu Cetkice

12 QlAsure Methylation Test Uputstvo za upotrebu (priru¢nik) 06/2023



Cuvanije reagensa i njihovo rukovanje

Uslovi transporta

QlAsure Methylation Test se isporuCuje na suvom ledu. Ako bilo koja od komponenti
QlAsure Methylation Test po prispecu nije u zamrznutom stanju, ako se spoljasnje
pakovanje otvorilo tokom transporta ili poSiljka ne sadrzi otpremnicu, priru¢nike ili reagense,
obratite se odeljenju za tehni¢ka pitanja kompanije QIAGEN ili lokalnom distributeru

(pogledajte korice ili posetite veb stranicu www.qgiagen.com).

Uslovi Cuvanja

QIlAsure Methylation Test odmah po prispec¢u mora da se ¢uvati na temperaturama od -30 do

-15 °C, u zamrzivacu sa konstantnom temperaturom i zasti¢en od svetlosti.

Stabilnost

Kada se ¢uva u navedenim uslovima €uvanja, QlAsure Methylation Test je stabilan do isteka
roka upotrebe naznagenog na nalepnici na kutiji.

Nakon Sto se otvore, reagensi mogu da se Cuvaju u svom originalnom pakovanju na
temperaturama od -30 do -15 °C. Ponovljeno odmrzavanje i zamrzavanje treba izbegavati.
Ne prekoracujte maksimalnih 3 ciklusa odmrzavanja i zamrzavanja.

® Blago promeS$ajte okretanjem epruvete 10 puta i centrifugirajte sve epruvete pre
otvaranja.

® Rok upotrebe za svaki reagens je naznacen na pojedina¢nim nalepnicama komponenti.
U pravilnim uslovima ¢uvanja, proizvod ¢e odrzavati performanse za period stabilnosti

sve dok se koriste iste serije komponenti.
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Rukovanje uzorcima i njihovo Cuvanje

OPREZ

Svi uzorci moraju da se tretiraju kao potencijalno infektivan materijal.

Cervikalni uzorci

Komplet QlAsure sluzi za upotrebu sa uzorcima bisulfitho konvertovane genomske DNK
dobijenih iz cervikalnih uzoraka. Odobreni medijumi za prikupljanje cervikalnih uzoraka
(strugotine) su medijum za prikupljanje PreservCyt®, medijum za prikupljanje SurePath™ i
transportni medijum za uzorke Digene Specimen Transport Medium. Optimalna temperatura
Cuvanja klini¢kih uzoraka je 2—8 °C po dospecu u laboratoriju. U ovim uslovima €uvanja,
uzorci u medijumu za prikupljanje PreservCyt ili SurePath™ su stabilni 3 meseca pre
ekstrakcije DNK.

Napomena: Cervikalni uzorci u transportnom medijumu za uzorke mogu se isporuciti u

laboratoriju za testiranje preko noci na 2—30 °C i ponovo zamrznuti na -20 °C po prispecu.

Samoprikupljeni vaginalni uzorci dobijeni pomocu Cetkice

QlAsure Methylation Test sluzi za upotrebu sa uzorcima bisulfitno konvertovane genomske
DNK' ekstrahovanih iz samoprikupljenih vaginalnih uzoraka dobijenih pomoc¢u Cetkice.
Samoprikupljeni vaginalni uzorci dobijeni pomocu Eetkice mogu da se prikupljaju i $alju suvi
i po dostavi u laboratoriju ¢uvaju u medijumu za prikupljanje PreservCyt sa preporu¢enom
zapreminom za skladi$tenje od 2-3 ml. Uzorci u medijumu za prikupljanje PreservCyt se

mogu Cuvati na temperaturi od 2—8 °C ili na sobnoj temperaturi ne duze od 3 meseca.
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Uzorci genomske DNK

Kada se ekstrahuje genomska DNK, uzorci DNK se mogu €uvati i isporuciti na temperaturi
od -30 °C do -15 °C do 12 meseci.
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Priprema uzorka za uzorke koji se skladiste u
PreservCyt

QlAsure Methylation Test je odobren za upotrebu sa bisulfitno konvertovanom genomskom
DNK dobijenom iz cervikalnih uzoraka. Bisulfitna konverzija genomske DNK moze da se

obavi:

i) sa prethodnom ekstrakcijom DNK i kontrolom kvaliteta DNK ili

ii) direktno na cervikalnom uzorku pomoc¢u EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN,
kat. br. 59720) ili

iii) direktno na cervikalnom uzorku pomoc¢u QlAsymphony Bisulfite Kit (QIAGEN
kat. br. 931106).

Nase preporuke su navedene u nastavku.

® i) Bisulfitna konverzija sa prethodnom ekstrakcijom DNK i kontrolom kvaliteta DNK
Ovaj protokol zahteva ekstrakciju DNK, merenje koncentracije DNK, potom alikvotiranje
optimalne zapremine eluata pre nego sto zapoc¢ne protokol bisulfitne konverzije, i
verifikovan je za EZ DNA Methylation™ Kit (kat. br. D5001) i EZ DNA Methylation-
Lightning Kit (kat. br. D5030) kompanije ZYMO Research. Preporucujemo sledece

metode:

O Ekstrahovanje DNK
Standardni kompleti za ekstrakciju DNK (npr. kompleti na bazi kolone i magnetnog
mehura) su kompatibilni sa QlAsure Methylation Test.

O Merenje koncentracije DNK
Izmerite koncentraciju DNK pre bisulfitne konverzije DNK. Pogodni sistemi za
merenje koncentracija DNK su Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (oba proizvodi kompanija Thermo Fisher Scientific) ili

ekvivalenti.
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O Alikvotiranje eluata DNK
Optimalni unos DNK za bisulfitnu konverziju kre¢e se od 100 ng do 2 ug, a
preporuCuje se 200 ng za bisulfitnu konverziju. Ako je koncentracija DNK preniska
za bisulfitnu konverziju, ponovite ekstrakciju DNK sa ve¢om zapreminom klini¢kog
uzorka ili isperite DNK u manjoj izdvojenoj zapremini.

O Bisulfitna konverzija pomo¢u EZ DNA Methylation Kit i EZ DNA
Methylation-Lightning Kit vr§i se prema preporukama proizvodaca.

Napomena: Prema EZ DNA Methylation Kit, maksimalna koli¢ina uzorka DNK ne sme
biti ve¢a od 2 pg da bi se dobila dovoljno visoka efikasnost konverzije (> 98%).

® i) Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnom uzorku sa EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit
Bisulfitna konverzija koja se direktno vrsi na cervikalnom uzorku prikuplijenom u
PreservCyt® Solution verifikovana je za EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit proizvodaca
QIAGEN. Referiramo se na Priruc¢nik za Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion za uzorke
DNK visoke koncentracije (1 ng—2 ug) prema preporuci proizvodaca, osim sledecih
stavki:

O Korak 1 protokola. Uzmite 2,5% cervikalnog uzorka u medijumu za prikupljanje
PreservCyt® (tj. 500 ul od 20 ml) i napravite kuglicu centrifugiranjem 10 minuta pri
minimalno 3390 x g. Odbacite supernatant tako da ostavite ¢elijsku kuglicu u
maksimalno 20 pl medijuma za prikupljanje PreservCyt. Za reakciju bisulfitne
konverzije, koristite ovaj uzorak celijske kuglice i nastavite sa korakom 2 protokola
proizvodaca.

O Buffer BL: Nemojte dodavati RNK nosac.

O lzdvojena zapremina bisulfitno konvertovane DNK je 50 ul Buffer EB za svaki

uzorak.

® i) Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnom uzorku putem QIAsymphony
Bisulfite Kit
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Bisulfitha konverzija koja se direktno vrsi na cervikalnom uzorku prikupljenom u
PreservCyt® Solution verifikovana je za QIAsymphony Bisulfite komplet proizvodaca
QIAGEN. Referiramo se na priru¢nik za QIAsymphony Bisulfite komplet i testiranje se

obavlja prema preporukama proizvodaca.

O Uzmite 2,5% cervikalnog uzorka u medijumu za prikupljanje PreservCyt® (tj. 500 pl
od 20 ml) i napravite kuglicu centrifugiranjem 10 minuta pri minimalno 3390 x g.
Odbacite supernatant tako da ostavite celijsku kuglicu u maksimalno 20 pl
zaostalog medijuma za prikupljanje PreservCyt.

O Za reakciju bisulfitne konverzije pratite ,QlAsymphony SP protocol sheet — Bisulfite
140_HC_V* pocevsi od koraka 2, umesto DNK koristite ¢elijsku kuglicu.

O Po zavrSetku reakcije bisulfithe konverzije, pokrenite SP obradu na QlAsymphony
prema koracima navedenim u protokolu ,Bisulfite conversion of unmethylated
Cytosines in different sample types® (Bisulfitna konverzija nemetiliranih citozina u
razlicitim tipovima uzoraka) u priru¢niku za QlAsymphony Bisulfite Kit. Izdvajanje se

obavlja u 40 pl.

QlAsure Methylation Test Uputstvo za upotrebu (priru¢nik) 06/2023



Priprema uzoraka za uzorke koji se Cuvaju u
SurePath™

Uzorci koji se €uvaju u SurePath moraju da se predtretiraju pre ekstrahovanja DNK. QlAsure

Methylation Test je odobren za upotrebu sa bisulfitno konvertovanom genomskom DNK

dobijenom iz cervikalnih uzoraka prema dolenavedenoj proceduri.

Uzmite 2,5% cervikalnog uzorka

Centrifugirajte 10 minuta na 4000 g, uklonite supernatant, ali ostavite 100 ul SurePath™
Dodaijte 100 pl pufera AL i resuspendujte kuglicu

Dobro promes$aijte i inkubirajte 20 minuta na 90 °C

Hladite 5 minuta na sobnoj temperaturi.

Obavite ekstrahovanje DNK pomoc¢u QlAamp DNA mini kit (ili ekvivalenta) prema
uputstvima proizvodaca, izdvojite DNK u 50 pl.

Izmerite koncentraciju DNK, pogodni sistemi su Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (oba proizvodi kompanija Thermo Fisher Scientific) ili ekvivalenti.
Za bisulfitnu konverziju se preporucuje 200 ng, ako 200 ng nije dostupno, upotrebite
maksimalnu ulaznu koli¢inu. Obavite konverziju sa EZ DNA Methylation Kit ili EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (Zymo) prema uputstvima proizvodaca. Upotrebite 2,5 pl

eluata za QlAsure Methylation Test.
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Opste preporuke za bisulfitnu konverziju

Reakcija bisulfitne konverzije treba da se izvodi u posebnom podrucju odvojeno od mesta

gde se QlAsure Master Mix €uva i rasporeduje, da se izbegne kontaminiranje reagensa.
Za QlAsure reakciju koristi se 2,5 pl bisulfitno konvertovane DNK.

Ako je interna kontrola kvaliteta uzorka negativna (tj. ACTB Cr vrednosti su > 26,4), preparat
uzorka bisulfitno konvertovane DNK rezultira¢e materijalom nedovoljne koli¢ine i/ili kvaliteta
i bice nevazedi. Izvrsite preporu¢ene korake da biste dostigli ACTB Crt vrednost unutar

vazecéeg opsega za sledece:

® Bisulfitna konverzija sa prethodnom ekstrakcijom DNK i kontrolom koli¢ine DNK:
Ponovite reakciju bisulfitne konverzije sa ve¢im unosom uzorka DNK i/ili ponovite
izolaciju DNK sa vec¢im unosom cervikalnog uzorka

e Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnom uzorku: Ponovite reakciju bisulfitne
konverzije sa 10%™* cervikalnog uzorka u medijumu za prikupljanje PreservCyt (tj. 2 ml
od 20 ml).

Bisulfitno konvertovana DNK mozZe se c¢uvati do 24 sata na 2-8 °C, do 5 dana
na -25do -15°C i do 3 meseca ispod -70 °C. Uvek treba izbegavati zamrzavanje i
odmrzavanje bisulfitno konvertovane DNK. Ne prekoracujte tri ciklusa zamrzavanja i

odmrzavanja da bi se odrzao dovoljan kvalitet.

* Zapremina uzorka za direktnu bisulfitnu konverziju mozZe se povecati kada je stopa uspeha nezadovoljavaju¢a zbog
varijabilnosti uzorkovanja, na primer kao rezultat neadekvatnog uzorkovanja.
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Protokol: QlAsure Methylation Test PCR u
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM instrumentu®

Vazne napomene pre pocetka

® |zdvojite vreme da se upoznate sa instrumentom Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM pre
nego $to zapoc¢nete protokol. Pogledajte korisnicki priru¢nik za instrument
(kat. br. 9002033 ili 9002032).

® Pre prve obrade dana, izvrSite probnu obradu za Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM na
95 °C na 10 minuta.

® Rotor-Gene AssayManager v1.0 omoguéava automatizovano tumacenje PCR
rezultata. QlAsure komplet mora se izvrSiti na Rotor-Gene Q MDx instrumentu pomocu
Rotor-Gene AssayManager v1.0. Odvojite vreme da se upoznate sa Rotor-Gene
AssayManager v1.0 (kat. br. 9022739) i Epsilon Plug-In i pogledajte korisni¢ki priru¢nik
za oboje.

® Potrebni su razliCiti Assay Profiles (Profili ispitivanja) Rotor-Gene AssayManager v1.0
za razlicite tipove uzoraka. Vodite racuna da se koristi ispravni profil za tip uzorka koji

se ispituje, kao $to je navedeno u nastavku:

O ,Profil ispitivanja QlAsure cervikalnih strugotina (iz datoteke
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)“ mora se koristiti za ispitivanje bisulfitno

konvertovane DNK iz cervikalnih uzoraka prikupljenih od strane lekara

* Rotor-Gene Q 5plex HRM instrument proizveden u januaru 2010. godine ili kasnije. Datum proizvodnje se moze
pronaci u okviru serijskog broja na poledini instrumenta. Serijski broj je naveden u obliku ,mmggnnn®, gde ,mm*
oznacava mesec proizvodnje u ciframa, ,gg“ oznac¢ava poslednje dve cifre godine proizvodnje, a ,nnn“ predstavlja
jedinstvenu identifikaciju instrumenta.
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O ,Profil ispitivanja QlAsure samoprikupljenih vaginalnih uzoraka dobijenih pomocu
Cetkice (iz datoteke AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)“ mora se koristiti
za ispitivanje bisulfitho konvertovane DNK iz samoprikupljenih vaginalnih uzoraka

dobijenih pomocu Cetkice

Napomena: Moze se ispitati samo jedan tip uzorka po eksperimentu. Pojedinacni profili
ispitivanja su optimizovani za svaki tip uzorka i klju¢no je da korisnici izaberu tacan
profil ispitivanja kako bi dobili optimalne rezultate za svaki odredeni tip uzorka.

Sta je potrebno uraditi pre podetka procedure

® Na racunaru spojenom na Rotor-Gene Q MDx mora biti instaliran Rotor-Gene
AssayManager softver verzije 1.0.x (gde je x broj vedi ili jednak 4). Pojedinosti o
instalaciji softvera Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application, pogledajte
Korisnicki prirucnik za Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application.

® QlAsure Methylation Test zahteva poseban dodatak, nazvan ,Epsilon Plug-in“
(verzija 1.0.1 ili novija). Ovaj dodatak se moze preuzeti sa veb stranice kompanije
QIAGEN: http://www.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-
analysis/Rotor-Gene-assaymanager#resources. Dodatak mora biti instaliran na
racunaru koji ve¢ ima instaliran Rotor-Gene AssayManager verzije 1.0.x (gde je x broj
vedi ili jednak 4).

® QlAsure Methylation Test zahteva odredeni profil ispitivanja za koriS¢enje softvera
Rotor-Gene AssayManager v1.0. Ovaj profil ispitivanja sadrzi sve parametre potrebne
za cikluse i analizu eksperimenta. Postoje 2 QlAsureAssay Profiles:

O ,Profil ispitivanja QlAsure cervikalnih strugotina (iz datoteke
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)“ koji se Kkoristi za cervikalne uzorke

prikupljene od strane lekara
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O ,Profil ispitivanja QlAsure samoprikupljenih vaginalnih uzoraka dobijenih pomocu
Cetkice (iz datoteke AP_QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)* koji se koristi
za samoprikupljene vaginalne uzorke dobijene pomocu Cetkice. Profili se mogu
preuzeti sa veb stranice QlAsure Methylation Test:
http://www.qgiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-Kits/hpv-
testing/giasure-methylation-test-kit-eu/. Profil ispitivanja treba da se uveze u softver
Rotor-Gene AssayManager.

Napomena: QlAsure komplet se moze izvrsiti samo ako su programirane odredene

postavke konfiguracije u Rotor-Gene AssayManager v1.0.

Za bezbednost procesa na nivou sistema moraju se podesiti sledece potrebne postavke

konfiguracije za zatvoreni rezim:

.Material number required” (Potreban broj materijala)
»Valid expiry date required” (Potreban vazeci rok upotrebe)

,Lot number required” (Potreban broj serije)
Instalacija Epsilon Plug-in i uvoz profila ispitivanja

Instalacija i uvoz Epsilon Plug-in i profila ispitivanja detaljno su opisani u Korisni¢kom
prirucniku za Rotor-Gene AssayManager Core Application i Korisnic¢kom priru¢niku za

Epsilon Plug-in.

® Preuzmite i Epsilon Plug-in i najnoviju verziju QlAsure Assay Profile sa veb stranice
kompanije QIAGEN.

® Zapocnite postupak instalacije dvostrukim klikom na datoteku
EpsilonPlugin.Installation.msi i sledite uputstva za instalaciju. Detaljan opis ovog
postupka potrazite u odeljku ,Installing Plug-ins“ u Korisnic¢kom priru¢niku za

AssayManager Core Application.
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Napomena: Za bezbednost procesa na nivou sistema odaberite karticu Settings
(Postavke) i oznacite okvire Material number required (Potreban broj materijala), Valid
expiry date required (Potreban vazedi rok upotrebe) i Lot number required (Potreban
broj serije) za zatvoreni rezim (odeljak Work list (Radna lista)). Ako nisu omoguéeni
(oznaceni), kliknite da biste ih omogucili.
Nakon uspesne instalacije dodatka, osoba sa administratorskim pravima za softver
Rotor Gene AssayManager morace da uveze profil ispitivanja
AP_QIAsure_V1_0_Y.iap na sledec¢i nacin.

yig

. Otvorite softver Rotor-Gene AssayManager klikom na ikonu. #  Otvara se prozor

Rotor-Gene AssayManager (pogledajte Sliku 1).

ssses
asess
QLAGEN

Rotor-Gene AssayManager

Slika 1. Ekran za prijavu na Rotor-Gene AssayManager.

2. Prijavite se na Rotor-Gene AssayManager sa korisni¢kim ID brojem i lozinkom.
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Nemojte promeniti rezim ,Closed” (Zatvoreno). Kliknite na OK (U redu). Otvara se

ekran Rotor-Gene Assay Manager (pogledajte ispod).
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[ Show oy work kate never spplhed betore.

1 Kartica Set-up (PodeSavanje). Ova 5 Kartica Service (Servis). Prikazuje
kartica omogucéava upravljanje ili izvestaj o tragu revizije svake datoteke
primenu radnih lista. generisane softverom.

2 Provera primenjenih radnih lista 6 Kartica Configuration (Konfiguracija).
prikazuje samo nove radne liste. Omogucava konfiguraciju svih

softverskih parametara.

3 Kartica Approval (Odobrenje). Ova 7 Ikone Rotor-Gene Q MDx.

kartica vam omoguc¢ava da pronadete
prethodne eksperimente (obrade).

4 Kartica Archive (Arhiva). Omogucava . =
vam da pronadete stare eksperimente - Nije povezano - Povezano

(obrade) koji su ve¢ odobreni.

. lzaberite okruzenje konfiguracije.
. Izaberite karticu Assay Profiles (Profili ispitivanja).

. Kliknite na Import (Uvoz).

o o0 A W

. |zaberite profil ispitivanja AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap za cervikalne
uzorke i/ili profil ispitivanja AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap za uvoz u
dijalog i kliknite na Open (Otvori).

7. Kada se profil ispitivanja uspesno uveze moze se koristiti u okruzenju ,,Setup”

(Podesavanje).

Napomena: Ista verzija profila ispitivanja se ne moze uvesti dva puta.
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Obrada uzoraka na Rotor-Gene Q MDx instrumentima sa rotorom za 72 epruvete

Do 70 uzoraka bisulfithno konvertovane DNK se moze testirati u okviru iste obrade
(eksperimenta), pored kalibratora i kontrole bez matrice. Sematski prikaz u Tabeli 1 pruza
primer drzaCa za epruvete ili podeSavanja rotora za obradu sa QlAsure Methylation Test.

Brojevi ozna¢avaju pozicije u drza€u za epruvete i krajnju poziciju u rotoru.
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Tabela 1. Podesavanje ploce i rotora za obradu sa QlAsure kompletom na Rotor-Gene Q MDx instrumentu

Traka Polozaj Naziv uzorka Traka Polozaj Naziv Traka Polozaj Naziv
epruvete epruvete uzorka epruvete uzorka
1 1 Kalibrator 7 25 Uzorak 23 13 49 Uzorak 47
2 NTC 26 Uzorak 24 50 Uzorak 48
3 Uzorak 1 27 Uzorak 25 51 Uzorak 49
4 Uzorak 2 28 Uzorak 26 52 Uzorak 50
2 5 Uzorak 3 8 29 Uzorak 27 14 53 Uzorak 51
6 Uzorak 4 30 Uzorak 28 54 Uzorak 52
7 Uzorak 5 31 Uzorak 29 55 Uzorak 53
8 Uzorak 6 32 Uzorak 30 56 Uzorak 54
3 9 Uzorak 7 9 33 Uzorak 31 15 57 Uzorak 55
10 Uzorak 8 34 Uzorak 32 58 Uzorak 56
11 Uzorak 9 35 Uzorak 33 59 Uzorak 57
12 Uzorak 10 36 Uzorak 34 60 Uzorak 58
4 13 Uzorak 11 10 37 Uzorak 35 16 61 Uzorak 59
14 Uzorak 12 38 Uzorak 36 62 Uzorak 60
15 Uzorak 13 39 Uzorak 37 63 Uzorak 61
16 Uzorak 14 40 Uzorak 38 64 Uzorak 62
5 17 Uzorak 15 11 41 Uzorak 39 17 65 Uzorak 63
18 Uzorak 16 42 Uzorak 40 66 Uzorak 64
19 Uzorak 17 43 Uzorak 41 67 Uzorak 65
20 Uzorak 18 44 Uzorak 42 68 Uzorak 66
6 21 Uzorak 19 12 45 Uzorak 43 18 69 Uzorak 67
22 Uzorak 20 46 Uzorak 44 70 Uzorak 68
23 Uzorak 21 47 Uzorak 45 7 Uzorak 69
24 Uzorak 22 48 Uzorak 46 72 Uzorak 70
OPREZ Epruvete se moraju ubaciti u rotor kao Sto je navedeno u Tabeli 1.

Automatizovana analiza podeSena u profilu ispitivanja temelji se na ovoj

organizaciji. Ako se koristi drugaciji raspored, dobice se netacni rezultati.

Napomena: Popunite sve neiskoriS¢ene polozaje praznim epruvetama.

QlAsure Methylation Test Uputstvo za upotrebu (priru¢nik) 06/2023

27



PCR na Rotor-Gene Q MDx instrumentima sa rotorom za 72 epruvete

Pre prve obrade dana, izvrsite probnu obradu za Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM na 95 °C

na 10 minuta.

1. Napravite radnu listu za uzorak koji ¢e biti obraden na sledeci nacin:
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1a.
1b.

1c.

1d.

1e.

1f.
10.

1h.

Ukljucite Rotor-Gene Q MDx instrument.
Otvorite softver Rotor-Gene AssayManager i prijavite se kao korisnik s ulogom
operatera u zatvorenom rezimu.
Kliknite na New work list (Nova radna lista) u menadzeru radnih lista (okruzenje
,Setup” (PodeSavanje)).
Izaberite QlAsure assay profile (Profil ispitivanja QlAsure) sa liste dostupnih
profila ispitivanja.
Napomena: Profil ispitivanja AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap koristi se
za cervikalne uzorke; profil ispitivanja
AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap koristi se za samoprikupljene
vaginalne uzorke dobijene pomocu Cetkice.
Napomena: Moze se ispitati samo jedan tip uzorka po eksperimentu.
Kliknite na Move (Premesti) za prenos izabranog profila ispitivanja na listu
Selected assay profiles (Izabrani profili ispitivanja). Profil ispitivanja sada bi trebao
biti prikazan na listi ,Selected assay profiles” (Izabrani profili ispitivanja).
Unesite broj uzoraka u odgovarajuce polje.
Unesite sledece informacije o QlAsure kompletu koje su odStampane na poklopcu
kutije.

® Broj materijala: 1102417

® \Vazedi rok upotrebe koriste¢i format GGGG-MM-DD

® Broj serije

Izaberite korak Samples (Uzorci). Lista sa detaljima o uzorku bi¢e prikazana na

ekranu AssayManager. Ova lista predstavlja oCekivani raspored rotora.
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1i.  Unesite identifikacioni broj ili brojeve uzorka na ovu listu, kao i sve opcione
informacije o uzorku kao komentar za svaki uzorak.
1j. lzaberite korak Properties (Svojstva) i unesite naziv radne liste (Slika 2).

Properties

Work list name

Assar
—— T

MI

work st
5} (m]

Last meained

Lot appbed

Slika 2. Svojstva

1k. Oznacite polje za potvrdu is applicable (primenljivo) i kliknite na Apply (Primeni).

11.  Sacuvajte radnu listu.
Radna lista moze da se odStampa, $to moze pomoci u pripremi i podesavanju
PCR-a. Da biste odStampali radnu listu, kliknite na Print work list (OdStampaj
radnu listu). Detalji o uzorku su uklju¢eni kao deo ove radne liste.

Napomena: Radna lista se moze kreirati nakon $to je obrada podeSena na instrumentu,

ili se radna lista moze sacuvati pre dodavanja uzoraka u instrument.
. Podesite QlAsure obradu.

Da bi se umanijio rizik od kontaminacije PCR reakcije, strogo se preporucuje da
koristite PCR ormar sa mogu¢nos¢u UV zracenja.

Rasporedivanje QlAsure Master Mix se mora obaviti u oblasti odvojenoj od one u kojoj
se obavlja reakcija bisulfitne konverzije DNK.

Ocistite oblast stola, pipete i drza¢ za epruvete pre kori§¢éenja sa rastvorom za

razgradnju DNK kako bi se sprecila kontaminacija matrice ili nukleaze.
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Napomena: Menjajte nastavke za svaku epruvetu da biste izbegli bilo kakvu
nespecificnu kontaminaciju matrice ili smeSe reagenasa $to moze dovesti do lazno

pozitivnih rezultata.

2a. Odmrznite QlAsure Master Mix i QlAsure Calibrator u potpunosti i zastitite
QlAsure Master Mix od svetlosti, kad god je to moguce.
Napomena: Ne prekoracujte 30 minuta za korak odmrzavanja da biste izbegli

degradaciju materijala.

2b. Lagano promeSajte okretanjem 10 puta, zatim kratko centrifugirajte pre upotrebe.

2c. U odgovarajuce trake sa epruvetama rasporedite 17,5 pl QlAsure Master Mix
spremnog za upotrebu. Postavljanje reakcije se moze obaviti na sobnoj
temperaturi.

2d. Vratite QlAsure Master Mix u zamrziva¢ da biste izbegli degradaciju materijala.

2e. Prenesite epruvete u odvojenu oblast da biste rasporedili kontrole ispitivanja i
bisulfitno konvertovane uzorke.

2f.  Dodajte 2,5 pl vode u kontrolu bez matrice (No Template Control, NTC) na
polozaju 2 (pogledajte Tabelu 1 gore). Lagano promesajte pipetiranjem gore i
dole.

2g. Dodajte 2,5 ul QlAsure Calibrator na polozaju 1 (pogledajte Tabelu 1 gore).
Lagano promeSaijte pipetiranjem gore i dole i zatvorite epruvetu poklopcem.

2h. Dodajte 2,5 pl bisulfitno konvertovane DNK u odgovarajuc¢u epruvetu. Lagano
promesajte pipetiranjem gore i dole.

2i. Kada se postavljene 4 epruvete napune, zatvorite ih poklopcem.

Napomena: PCR epruvete se mogu ¢uvati 30 minuta izmedu pipetiranja uzoraka u

PCR i poCetka eksperimenta u uredaju na temperaturi od 2-8°C na tamnom.

2j.  Vratite QlAsure Calibrator u zamrziva¢ da biste izbegli degradaciju materijala.
Napomena: Menjajte nastavke za svaku epruvetu da biste izbegli bilo kakvu
nespecificnu kontaminaciju matrice ili smeSe reagenasa $to moze dovesti do lazno

pozitivnih rezultata.

. Pripremite Rotor-Gene Q MDx i po¢nite obradu (eksperiment) na sledec¢i nacin:

3a. Postavite rotor sa 72 bunaréi¢a na drzac rotora.
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3b. Napunite rotor trakama sa epruvetama u skladu sa dodeljenim polozajima,
pocevsi od polozaja 1, kao $to je prikazano u Tabelu 1, sa trakama sa praznim
epruvetama sa poklopcem na svim neiskoriS¢enim polozajima.

Napomena: Vodite racuna da prva epruveta bude umetnuta na polozaj 1 i da trake sa

epruvetama budu postavljene na pravilnu orijentaciju i poloZaje kao $to je prikazano u

Tabeli 1.

3c. Pri¢vrstite prsten za zaklju€avanje.

3d. Postavite rotor i prsten za zaklju€avanje u Rotor-Gene Q MDx instrument i
zatvorite poklopac instrumenta.

3e. U okviru softvera Rotor-Gene AssayManager v1.0, izaberite odgovaraju¢u radnu
listu iz menadzZera radnih lista i kliknite na Apply (Primeni) ili ako je radna lista jo$
uvek otvorena, kliknite na Apply (Primeni).

Napomena: Ako radna lista za obradu nije kreirana, prijavite se na Rotor-Gene

AssayManager v1.0 i pratite korak 1 pre nastavka.

3f.  Unesite naziv obrade (eksperimenta).

3g. lzaberite ciklusni uredaj koji e se koristiti na listi Cycler selection (Izbor ciklusnog
uredaja).

3h. Proverite da li je prsten za zaklju€avanje ispravno pri€vr§¢en i potvrdite da je
pri¢vr§éen na ekranu.

3i.  Kliknite na Start experiment (Pokreni eksperiment).
Obrada QlAsure Methylation Test treba da zapoc¢ne.

4. Nakon zavrSetka obrade, kliknite na Finish run (Zavrsi obradu).
5. Objavite i odobrite obradu.

® Za korisnike prijavljene sa ulogom Approver (Davalac odobrenja), kliknite na
Release and go to approval (Objavi i idi na odobrenje).

® Za korisnike prijavljene sa ulogom Operator (Operater), kliknite na Release
(Objavi).
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6. Objavite rezultate.
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® Ako ste kliknuli na Release and go to approval (Objavi i idi na odobrenje),
prikazace se rezultati za eksperiment.

® Ako je korisnik sa korisnickom ulogom kliknuo na Release (Objavi), neko sa
ulogom ,Approver” (Davalac odobrenja) ¢e morati da se prijavi i izabere
okruzenje ,Approval“ (Odobrenje).

® Filtrirajte ispitivanje koje treba odobriti tako da izaberete opcije za filtriranje i
kliknete na Apply (Primeni).

® Pregledajte rezultate i odobrite rezultate svakog testnog uzorka.

U tabeli ,Results® (Rezultati) listajte do uzorka koji treba odobriti. Svaki rezultat uzorka

koji treba odobriti ima tri dugmeta za izbor na kraju odredenog reda.
Odaberite accept (prihvati) ili reject (odbaci) za rezultat uzorka.

Napomena: Rezultat koji je automatski pode$en na INVALID (NEVAZECE) od strane
Rotor-Gene AssayManager se viS§e ne moze konvertovati u vazeci rezultat, ¢ak i ako je
rezultat odbacen.

Opciono: Unesite komentar u kolonu Sample comment (Komentar uzorka).

Kliknite na Release/Report data (Objavi/izdaj podatke).

Kliknite na OK (U redu). Izvestaj ¢e se generisati u formatu Adobe Portable Document
(.pdf) i automatski se Cuva u unapred definisanom folderu. Podrazumevano, putanja
ovog foldera je: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Izvoz) > Reports

(Izvestaiji)

Napomena: Ova putanja i folder se mogu menjati u okruzenju ,,Configuration®

(Konfiguracija).
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Idite na karticu Archive (Arhiva) za izvoz .rex datoteke, koja odgovara neobradenim
podacima. Pronadite Zeljeni eksperiment pomocu opcija za filtriranje i kliknite na show
assays (prikazi ispitivanja). Zatim kliknite na Export .rex file (Izvoz .rex datoteke) i
sacCuvaijte je klikom na OK (U redu). Softver automatski ¢uva .rex datoteku u slede¢em
unapred definisanom folderu: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (I1zvoz)

> Experiments (Eksperimenti)

Napomena: Ova putanja i folder se mogu menjati na kartici Specify the .rex file export

destination (Odredi odrediSte izvoza .rex datoteke).

Napomena: Za reSavanje problema potreban je paket podrske za obradu. Paketi
podrske mogu se generisati iz okruzenja za odobrenje ili arhivu. Pogledajte Korisnicki
prirucnik za Rotor-Gene AssayManager Core Application, Troubleshooting, ,Creating a
support package® na lokaciji https://www.giagen.com/shop/automated-
solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-assaymanager#resources. Pored toga,
trag revizije iz vremena incidenta £1 dan moze biti koristan. Trag revizije moze se
pronaci u okruzenju Service (Servis) (Korisnicki prirucnik za Rotor-Gene

AssayManager Core Application).

. Ispraznite Rotor-Gene Q MDx instrument i odlozite trake sa epruvetama u skladu sa

lokalnim bezbednosnim propisima.
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Tumacenje rezultata

Analiza je u potpunosti automatizovana.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 prvo analizira krive amplifikacije i moze ponistiti
neuskladene krive, zavisno od njihovog oblika i amplitude Suma. U ovom slucaju, nevazecéa

kriva imace oznaku (pogledajte Tabelu 2).
Rotor-Gene AssayManager v1.0 ¢e zatim analizirati kontrole obrade.

Kalibrator
e NTC

Napomena: Izvestaj generisan na kraju obrade prikazuje rezultate dobijene na

kontrolama sa nevazec¢im oznakama ispred nevazecih podataka.

Ako su sve kontrole u toku obrade uskladene, tada ¢e Rotor-Gene AssayManager analizirati

nepoznate uzorke.
Tabela 2 prikazuje oznake nevazecih uzoraka koje se mogu dodeliti pojedinacnoj epruveti

tokom analize od strane Rotor-Gene AssayManager v1.0, zajedno sa objasnjenjem

znacenja ove oznake.
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Tabela 2. Oznake nevazeéih uzoraka i opis pojmova

Oznaka Ponasanje Opis

ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid Cilina vrednost je viSa od definisanog opsega. Ovo
(Nevazece) moze biti Cr, fluorescencija parametra pracenja,
koncentracija ili izracunata vrednost, npr. srednja
vrednost Cr ili ACr.

ASSAY_INVALID Invalid Ispitivanje je nevazece jer je najmanje jedna
(Nevazece) spoljasnja kontrola nevazeéa.
BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid Cilina vrednost je niza od definisanog opsega. Ovo

(Nevazece) moze biti Cr, fluorescencija parametra pracenja,
koncentracija ili izraCunata vrednost, npr. srednja
vrednost Cr ili ACr.

CONSECUTIVE_FAULT Invalid Cilj koji je kori§¢éen za izrac¢unavanje ovog cilja je
(Nevazece) nevazedi.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid Kriva amplifikacije neobradenih podataka prikazuje

(Nevazece) oblik koji odstupa od utvrdenog ponasanja za ovo
ispitivanje. Postoji velika verovatno¢a od pogresnih
rezultata ili pogreSnog tumacenja rezultata.

FLAT_BUMP Invalid Kriva amplifikacije neobradenih podataka prikazuje
(Nevazece) oblik ravne izbocine koji odstupa od utvrdenog
ponas$anja za ovo ispitivanje. Postoji velika
verovatnoc¢a od pogresnih rezultata ili pogresnog
tumacenija rezultata (npr. pogres$no odredivanje CT

vrednosti).
IN_ACCEPTED_RANGE Valid NTC pokazuje Cr vrednosti signala iznad 36 za
(Vazece) cilini ACTB.
INVALID_CALCULATION Invalid IzraCunavanije za ovaj cilj je neuspesno.
(Nevazece)
MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Invalid Kriva amplifikacije prelazi grani¢nu vrednost vise od
(Nevazece) jednom. Nije moguce odrediti nedvosmislenu Cr
vrednost.
NO_BASELINE Invalid Nije pronadena pocetna vrednost za inicijalnu
(Nevazece) osnovnu vrednost.
NO_CT_DETECTED Variable Cr vrednost nije otkrivena za ovaj cilj.
(Promenljivo)
NO_VALUE Invalid Cilj nema vrednost, ali o¢ekuje se da ¢e je imati.

(Nevazece) Ova vrednost ne mora da bude u odredenom
opsegu. Ovo moze biti Cr, fluorescencija parametra
pracenja, koncentracija ili izracunata vrednost (npr.
srednja vrednost Cr ili ACr).

NORM_FACTOR_ALTERATION Warning Odstupanje tokom procedure normalizacije. Kriva
(Upozorenje) amplifikacije prikazuje se sa podrazumevanom
normalizacijom; potrebno je ru¢no proveriti
ispravnost rezultata.
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Tabela 2. Oznake nevazecih uzoraka i opis pojmova

OTHER_TARGET_INVALID

SATURATION

SATURATION_IN_PLATEAU

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

UNCERTAIN

UNEXPECTED_CT_DETECTED

UNEXPECTED_VALUE

UPSTREAM

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Invalid
(Nevazece)

Invalid
(Nevazece)

Warning
(Upozorenje)

Warning
(Upozorenje)
Invalid
(Nevazece)
Invalid
(Nevazece)
Invalid
(Nevazece)

Invalid
(Nevazece)

Invalid
(Nevazece)

Variable
(Promenljivo)

Variable
(Promenljivo)

Invalid
(Nevazece)

Variable
(Promenljivo)

Invalid
(Nevazece)

Jos jedan cilj za isti uzorak je nevazeci.

Fluorescencija neobradenih podataka snazno se
zasicuje pre prevojne tacke krive amplifikacije.

Fluorescencija neobradenih podataka se zasic¢uje u
fazi platoa krive amplifikacije.

Nagli porast fluorescencije neobradenih podataka
otkriven je u krivoj amplifikacije, ali izvan regiona u
kojem je Cr vrednost odredena.

Nagli porast je otkriven u krivoj amplifikacije u blizini
Cr vrednosti.

U krivoj amplifikacije otkrivena je strmo rastu¢a
osnovna vrednost za fluorescenciju neobradenih
podataka.

U krivoj amplifikacije otkrivena je nagli pad osnovne
vrednosti za fluorescenciju neobradenih podataka.

Otkriven je snazan Sum izvan faze rasta krive
amplifikacije.

Otkriven je snazan Sum u (eksponencijalnoj) fazi
rasta krive amplifikacije.

Rezultati iz AUDAS u suprotnosti su sa rezultatima
osnovne analize. Nedvosmislena automatska
procena valjanosti podataka nije moguca.

Cr vrednost je detektovana za cilj koji se ne treba
pojacati.

Cilj ima vrednost, ali nije o¢ekivana vrednost. Ovo
moze biti Cr, fluorescencija parametra pracenja,
koncentracija ili izracunata vrednost, npr. srednja
vrednost Cr ili ACr.

Status uzorka pode$en je na Invalid (Nevazece) ili
Unclear (Nejasno) nadredenim procesom (npr.
QIAsymphony).

Napomena: Za uzorke koji su oznaceni kao nejasni,
ponasanje Rotor-Gene AssayManager je definisano
u okruzenju ,Configuration” (Konfiguracija) softvera
AssayManager. Oznake ,Invalid“ (Nevazece) iz
nadredenih procesa uvek rezultiraju nevazec¢im
odgovarajuéim uzorkom u Rotor-Gene
AssayManager.

U krivoj amplifikacije otkrivena je talasasta osnovna
vrednost za fluorescenciju neobradenih podataka.
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® Ako su sve kontrole uobradi vazece, tada ¢e Rotor-Gene AssayManager v1.0 analizirati
nepoznate uzorke. U uzorku mora biti prisutna minimalna koli¢ina bisulfitno
konvertovane DNK da bi se rezultati mogli tumaciti. Na ovo ukazuje Ct vrednost
referentnog gena ACTB, koja mora biti 26,4 da bi Rotor-Gene AssayManager potvrdio
uzorak.

® Zatim Ce se izraGunati AACt vrednosti za FAM19A4 i hsa-mir124-2 i rezultat ¢e se
izdati. Ako je AACt vrednost ispod grani¢ne vrednosti, cilj se ocenjuje kao
~Hypermethylation positive” (Pozitivnho na hipermetilaciju).

Napomena: Delimicni ili niski nivoi metilacije su prirodna pojava koja za razliku od nivoa
hipermetilacije nije direktno povezana sa razvojem karcinoma.

® Smatra se da je uzorak ,Hypermethylation positive (Pozitivno na hipermetilaciju) kada
se najmanje jedan od ciljeva oceni kao ,Hypermethylation positive” (Pozitivho na
hipermetilaciju).

® Uzorci sa niskim kvalitetom/kvantitetom DNK (tj. ACTB Cr vrednosti jedva unutar
kriterijuma prihvatljivosti; Crt vrednosti od 25 do 26,4) mogu se oceniti kao lazno
negativni. Preporucuje se da ponovite pojedinacno ispitivanje PCR. Negativni rezultat
ponovljenog testa znaci da je uzorak negativan na hipermetilaciju, a pozitivni rezultat
znaci da je uzorak pozitivan na hipermetilaciju.

o Kod uzoraka sa visokom celularno$cu koji se obraduju sa direktnim protokolom
konverzije postoji rizik od preopterec¢enja PCR reakcije sa DNK, $to moze da dovede
do lazno negativnog rezultata za cilj FAM19A4. Stoga, se za uzorke sa 1) negativnim
rezultatom hipermetilacije, 2) vredno$¢u ACTB Ct <23 i 3) vredno$¢u FAM19A4 AACT
od 10,36 do 11,36 preporucuje ponavljanje PCR-a sa 5 puta manjim unosom

konvertovane DNK razblazivanjem uzorka u vodi.
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VodiC€ za reSavanje problema

Ovaj vodi¢ za reSavanje problema moze da bude koristan pri reSavanju svih problema do
kojih moze do¢i. Dodatne informacije potrazite i na strani ,Frequently Asked Questions*
(Cesto postavljana pitanja) naseg Centra za tehnicku podrsku:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naucnici tehnicke sluzbe kompanije QIAGEN uvek sa
zadovoljstvom odgovaraju na svako pitanje koje mozda imate u vezi sa informacijama i
protokolima iz ovog priru¢nika ili tehnologijama uzorkovanja i ispitivanja (za podatke o
kontaktu pogledajte koricu ili posetite veb-stranicu www.giagen.com).

Za informacije o reSavanju problema sa Rotor-Gene AssayManager, pogledaijte Korisnicki
prirucnik za Rotor-Gene AssayManager Core Application.

Komentari i sugestije

Opste rukovanije

Koncentracija uzorka DNK je preniska za
bisulfitnu konverziju

Proverite ekstrakciju DNK Ponovite ekstrakciju DNK sa klinikim uzorkom veée koncentracije

Uzorak je oznacen kao nevazeci: amplifikacija ACTB je previSe slaba ili je nema

a) Greska pri pipetiranju ili izostavljeni Proverite Semu pipetiranja i podeSavanje reakcije. Ponovite PCR
reagensi obradu.
b) Proverite koncentrat DNK Povecajte unos DNK za bisulfitnu konverziju na maksimum.

Reakcije bisulfitne konverzije ima optimalne performanse za unos
DNK u opsegu izmedu 100 ng-2 ug.

c) Za protokol ,Bisulfite-conversion Ponovite reakciju bisulfitne konverzije sa 10% cervikalnog uzorka u
directly on cervical specimen*” (Bisulfitna medijumu za prikupljanje PreservCyt (tj. 2 ml od 20 ml).

konverzija direktno na cervikalnom

uzorku), proverite klinicki uzorak radi

celularnosti

d) Proverite bisulfitno konvertovan eluat Ponovite bisulfitnu konverziju, mogucée je koristiti ve¢i unos DNK po
potrebi.

Uzorak je ocenjen kao nevazeci: cilievi FAM19A4 ifili hsa-mir124-2 su nevazedi

Nedovoljno me$anje Promesaijte uzorak i reakcionu smesu pipetiranjem (oko 10 puta po
epruveti). Ponovite uzorak.
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Komentari i sugestije

Pozitivna kontrola je oznac¢ena kao nevazec¢a: amplifikacija je previe slaba ili je nema za jednu ili vie ciljeva

a) Greska pri pipetiranju ili izostavljeni Proverite Semu pipetiranja i podeSavanje reakcije. Ponovite PCR

reagensi obradu.

b) Delimi¢na degradacija Sadrzaj kompleta ¢uvajte na temperaturi od -30 do -15°C.
Izbegavajte ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje do maksimalno
tri ciklusa.

c) PCR reagensi delimi¢no razgradeni Cuvaijte sadrzaj kompleta na temperaturi od -30 do -15°C i &uvaijte

reakcione smese zasti¢ene od svetlosti.
Izbegavajte ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanije.

d) Inverzija trake sa epruvetama Proverite Semu pipetiranja i podeSavanje reakcije.
e) Rok upotrebe Proverite rok upotrebe koris¢enog kompleta.
f) Vremensko odlaganje izmedu PCR reakcione sme$e mogu da se ¢uvaju na

pipetiranja uzoraka i pocetka obrade 2-8 °C tokom 30 minuta u mraku izmedu razlivanja uzoraka u PCR

reakcije i poCetka obrade u uredaju.

Kontrola bez matice (No Template Control, NTC) nije nevazeca

a) Greska pri pipetiranju Proverite Semu pipetiranja i pode$avanje reakcije. Ponovite PCR
obradu.
b) Unakrsna kontaminacija Zamenite sve kriticne reagense.

Uvek rukujte uzorcima, komponentama kompleta i potrosnim
materijalom u skladu sa opSteprihvacenom praksom da biste
sprecili prenosnu kontaminaciju.

c) Kontaminirani reagens Zamenite sve kriti¢ne reagense.

Uvek rukujte uzorcima, komponentama kompleta i potroSnim
materijalom u skladu sa opsteprihva¢enom praksom da biste
sprecili prenosnu kontaminaciju.

d) Inverzija trake sa epruvetama Proverite Semu pipetiranja i pode$avanje reakcije.

e) Vremensko odlaganje izmedu PCR reakcione smeSe mogu da se ¢uvaju na

pipetiranja uzoraka i pocetka obrade 2-8 °C tokom 30 minuta u mraku izmedu razlivanja uzoraka u PCR
reakcije i poCetka obrade u uredaju.

f) Degradacija probe Reakcione smese ¢uvajte zasticene od svetlosti.

Proverite da li ima laZzno pozitivnog rezultata na krivoj
fluorescencije.

Odsutni ili slabi signali u uzorku, ali je obrada kontrole u redu

a) Inhibitorni efekti Uvek proverite da na filteru nema ostataka pufera nakon
centrifugiranja tokom bisulfitne konverzije.

Ponovite bisulfitnu konverziju.

b) Greska pri pipetiranju Proverite Semu pipetiranja i pode$avanje reakcije. Ponovite PCR
obradu.

Ako se problem nastavi, kontaktirajte tehnicki servis kompanije QIAGEN.
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Ogranicenja
QlAsure Methylation Test reagensi se isklju€ivo mogu koristiti za in vitro dijagnostiku.

Koris¢enje PCR testova zahteva dobru laboratorijsku praksu, ukljucujuéi odrzavanje
opreme, koja je namenjena za molekularnu biologiju i koja je u skladu sa vazecim propisima
i odgovaraju¢im standardima.

Dostavljeni reagensi i uputstva u ovom kompletu su potvrdeni za optimalne performanse.

QlAsure Methylation Test je predviden za koriS¢éenje od strane laboratorijskih profesionalaca
obucenih za koriS¢enje Rotor-Gene Q MDx instrumenata i Rotor-Gene AssayManager v1.0.

Proizvod je predviden samo za koriS¢enje od strane osoblja koje je dobilo uputstva i koje je
obu¢eno za real-time PCR tehnike i in vitro dijagnosticke procedure. Svi generisani
dijagnostiCki rezultati se moraju tumaciti zajedno za drugim klinickim ili laboratorijskim

nalazima.

Strogo postupanje u skladu sa korisni¢kim priru¢nikom (uputstvom) je potrebno za optimalne
PCR rezultate.

Obratite paznju na rokove trajanja koji su odStampani na kutiji i nalepnicama svih
komponenti. Ne koristite komponente isteklog roka.

Uzorci sa niskim kvalitetom/kvantitetom DNK (tj. ACTB Cr vrednosti jedva unutar kriterijuma
prihvatljivosti; Ct vrednosti od 25 do 26,4) mogu se oceniti kao lazno negativni. Preporucuje
se da ponovite pojedinagno ispitivanje. Negativni rezultat ponovljenog testa znali da je
uzorak negativan na hipermetilaciju, a pozitivni rezultat znaci da je uzorak pozitivan na
hipermetilaciju.
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Svi reagensi u QlAsure Methylation Test namenjeni su za upotrebu isklju€ivo sa drugim
reagensima koji se dostavljaju u istom kompletu. Ovo u suprotnom moze uticati na

performanse.

QlAsure Methylation Test je potvrden za Zene pozitivnhe na HPV.

QlAsure Methylation Test je potvrden za cervikalne uzorke koji su prikupljeni i koji se Cuvaju
u medijumu PreservCyt, SurePath™ ili STM i za samoprikupljene vaginalne uzorke dobijene

pomocu Cetkice koji se Cuvaju u PreservCyt po dostavi u laboratoriju.

Samo je Rotor-Gene Q MDx potvrden za upotrebu sa QIAsure Methylation Test PCR

ispitivanjem.

Svaka nepredvidena upotreba ovog proizvoda i/iliizmena komponenti poniStava pouzdanost

Self-screen B.V.

Odgovornost korisnika je potvrdi performanse sistema za sve procedure koje se koriste u

njegovoj laboratoriji, a koje nisu pokrivene studijama performansi Self-screen.

QIAsure Methylation Test Uputstvo za upotrebu (priru¢nik) 06/2023 41



Karakteristike uCinka

Ogranicenje detekcije (LOD)

Analiticka senzitivnost QlAsure Methylation Test odredena je kao ograni¢enje detekcije od
95% (95% LOD) upotrebom serijskog razblazivanja plazmida koji sadrzi sve tri sekvence
amplikona (tj. ACTB, FAM19A4 i hsa-mir124-2; opseg 750.000 do 0,25 kopija po PCR). 95%
LOD za cilieve ocenjen je kao najnize razblazenje plazmida koje daje najmanje 35 od
36 pozitivnih rezultata (Cr < 40). Ukupno je izvrSeno 12 eksperimenata od strane Cetiri
razlicita operatera (1 obrada po operateru dnevno) koristeéi tri razliCite serije i tri razli¢ita
RGQ sistema. Svaki eksperiment je uklju€ivao ispitivanje 11 razblazenja plazmida u ftri
primerka. 95% LOD je za sva tri razli¢ita cilja bio 7,5 kopija po PCR-u.

Linearnost

Linearnost QlAsure ispitivanja odredena je s podacima iz 12 eksperimenata koji su izvrSeni
za procenu 95% LOD. Dva cilja, FAM19A4 i hsa-mir124-2, i referentni ACTB imaju linearnu
amplifikaciju od 750.000 do 7,5 kopija po PCR-u.

Preciznost

Preciznost QIAsure Methylation Test odredena je kao varijabilnost unutar ispitivanja
(varijabilnost viSestrukih rezultata uzoraka s istom koncentracijom u okviru jednog
eksperimenta) i ukupno neslaganje ispitivanja (varijabilnost viSestrukih rezultata ispitivanja
generisanih od strane razliCitih operatera, na razli¢itim instrumentima, sa razli¢itim serijama,
u razli¢itim laboratorijama). Ispitivanje je izvrSeno na bisulfitno konvertovanoj DNK
dobijenom iz cervikalnog uzorka pozitivnog na visokorizi€ni HPV koji je bio pozitivan na
hipermetilaciju sa signalima za FAM19A4 i hsa-mir124-2, Sto odgovara priblizno 3 puta vecoj
koncentraciji LOD. Ispitivanje je izvedeno u dva primerka u 8 obrada od strane Getiri razliCita
operatera (jedna obrada po operateru dnevno) koristeci dve razli€ite serije i tri razliite RGQ
masine u dve razliCite laboratorije, ¢ime je dobijeno 16 taCaka podataka po uzorku.
Koeficijent varijacije (coefficient of variation, CV) je odreden za Cr i AACt vrednost
(Tabela 3).
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Tabela 3. CV% CT i AACT vrednosti u cervikalnom uzorku pozitivnom na metilaciju

Tip uzorka Tip uzorka (%) Tip uzorka (%)
Vrednost CT Interna kontrola kvaliteta 0,3 1,32

uzorka (npr. ACTB)

FAM19A4 1,02 1,52

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

hsa-mir124-2 4,21 5,75

Ukupna statisticka disperzija Ct vrednosti uzorka sa pomenutom koncentracijom iznosi
1,32% za internu kontrolu kvaliteta uzorka (ACTB), 1,52% za FAM19A4 i 1,64% za
hsa-mir124-2. Ukupna statisticka disperzila AACt vrednosti uzorka sa pomenutom
koncentracijom iznosi 5,97% za FAM19A4 i 5,75% za hsa-mir124-2.

Ometajuce supstance

Ometajuce supstance koje su odabrane zbog njihovog potencijalnog u€inka na PCR bile su
pufer za desulfonaciju i ispiranje iz kompleta za bisulfitnu konverziju. Supstance koje su
potencijalno prisutne u originalnom uzorku nisu ispitivane s obzirom na Cinjenicu da je uzorak
DNK dva puta preciscen silikagelom, tj. ekstrakcija DNK iz originalnog uzorka i ¢iS¢enje DNK
nakon bisulfitne konverzije. Tragovi pufera za desulfonaciju i ispiranje pokazali su
interferencije u PCR, $to je otkriveno nevazecim rezultatom testa za internu kontrolu kvaliteta

uzorka.
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Klinicki u€inak
Cervikalni uzorci pozitivni na HPV*

Klinicki u€inak QlAsure Methylation Test za cervikalnu intraepitelnu neoplaziju stepena 3
(CIN 3) i karcinom grlica materice (tj. CIN 3+) je procenjen u okviru EU-multicentri¢ne,
retrospektivne studije (13). QlAsure Methylation Test je procenjen na 2384 HPV-pozitivha
cervikalna skrining uzorka Zena (starosti 29-76 godina) izvedena iz Cetiri zemlje EU
(8kotska, Slovenija, Danska, Holandija)(13). Primerci su prikupljeni u medijumu PreservCyt
ili SurePath. Studijska populacija je obuhvatala 2012 Zena bez dokaza o bolesti u na
kontrolnom pregledu u okviru od 2 godine (skra¢eno kao <CIN 1), 124 sa CIN 2, 228 sa
CIN 3 i 20 sa karcinomom. DNK je ekstrahovana iz cervikalnih uzoraka, a 250 ng DNK je
koriS¢eno za unos u reakciju bisulfitne konverzije (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO
Research). Od 250 ng modifikovane DNK, 20% je koriS¢eno u PCR (8to odgovara 50 ng
originalne ciline DNK/PCR). Ukupne stope pozitivnih rezultata za stope pozitivnih rezultata
QlAsure Methylation Test stratifikovane po klinickom parametru praéenja prikazane su u

nastavku (Tabela 4).

Tabela 4. Stope pozitivnih rezultata QlAsure Methylation Test

Klini¢ki parametar pracenja Frakcija Stopa pozitivnih rezultata (95%
Cl)

<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)

Karcinom grli¢a materice 19/20 95,0% (70,7-99,3)

Medu cervikalnim uzorcima pozitivnim na visokorizi¢ni HPV, senzitivnost za CIN 3+ je 78,6% (195/248; 95% CI:
73,1-88,3) i ukupna specificnost za QlAsure Methylation Test iznosila je 78,3% (n = 2013; 95% Cl: 76-80).
Negativna prediktivna vrednost pozitivnog ishoda na hrHPV i negativnog ishoda na metilaciju iznosila je 99,9% za
karcinom grli¢a materice (N = 1694; 95% CI: 99,6-99,99), 96,9% za CIN3+ (95% CI: 96-98) i 93,0% za CIN2+
(95% Cl: 92-94).

* Cervikalni uzorci prikupljeni od strane lekara.
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Osim toga, osetljivost za karcinom grlica materice procenjivana je putem multicentricne
svetske retrospektivne studije na 519 invazivnih karcinoma sa razli¢im histotipovima iz preko
25 zemalja (11). DNK je ekstrahovana iz cervikalnih uzoraka, a 250 ng DNK je koriS¢eno za
unos u reakciju bisulfitne konverzije (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). Od 250 ng
modifikovane DNK, 20% je koriS¢eno u PCR (8to odgovara 50 ng originalne ciljine
DNK/PCR). Za 510 od 519 karcinoma je utvrden pozitivni rezultat sa QlAsure Methylation
Test, Sto predstavlja stopu pozitivnosti od 98,3% (95% CI: 96,7-99,2), stope pozitivnosti
stratifikovane po histotipu navedene su u nastavku, Tabela 5. Stope pozitivnih rezultata
QlAsure Methylation Test kod uzoraka karcinoma grlica materice.

Tabela 5. Stope pozitivnih rezultata QlAsure Methylation Test kod uzoraka karcinoma grli¢a materice

Klini€ki parametar pracenja Frakcija Stopa pozitivn(i:l':)rezultata (95%
Karcinom ploc¢astih ¢elija 313/318 98,4% (96,4-99,5)
Adenokarcinom 121/123 98,4% (94,2-99,8)
Adenoskvamozni karcinom 42/42 100,0% (91,6—-100)
Retki histotipovi karcinoma 30/32 93,8% (79,2-99,2)
Neodredeni histotip karcinoma 4/4 100% (39,8-100,0)

HPV pozitivni samoprikupljeni vaginalni uzorci dobijeni pomocu Eetkice

Klinicki u¢inak QlAsure Methylation Test za samoprikupljene vaginalne uzorke dobijene
pomocu Cetkice za otkrivanje cervikalne intraepitelne neoplazije stepena 3 i karcinoma grli¢a
materice (fj. CIN 3+) je procenjen ispitivanjem 247 vaginalnih uzoraka pozitivnih na
visokoriziéni HPV. Za 14 uzoraka (5,7%), ACTB Cr vrednosti su bile > 26,4 i prema tome su
ocenjeni kao nevazeé¢i. Uzorci sa vazeéim rezultatima testa obuhvatali su
148 samoprikupljenih uzoraka dobijenih pomocu ¢etkice Zena sa < CIN 1 nakon 18 meseci
pracenja, 24 sa CIN 2, 50 sa CIN 3, 8 sa karcinomom ploCastih ¢elija i 3 sa
adenokarcinomom. DNK je ekstrahovana iz vaginalnih uzoraka, a 250 ng DNK je kori§¢eno
za unos u reakciju bisulfitne konverzije (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research). Od
250 ng bisulfitno konvertovane DNK, 20% je kori§¢eno u PCR (8to odgovara 50 ng originalne
ciline DNK/PCR). Stope pozitivnih rezultata QlAsure Methylation Test stratifikovane po
kliniCkom parametru pracenja prikazane su u nastavku (Tabela 6).
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Tabela 6. Stope pozitivnih rezultata QlAsure Methylation Test kod samoprikupljenih vaginalnih uzoraka
dobijenih pomoc¢u cetkice

Klini¢ki parametar prac¢enja Frakcija gtl;)pa pozitivnih rezultata (95%
<CIN 1 34/148 23,0% (16,9-30,4)

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

CIN3 33/50 66,0% (52,0-77,7)

Karcinom plocastih celija 8/8 100,0% (63,1-100,0)
Adenokarcinom 3/3 100,0% (29,2-100,0)

Medu samoprikupljenim vaginalnim uzorcima dobijenim pomocu Eetkice pozitivnim na visokorizi¢ni HPV, senzitivnost
za CIN 3+ je 72,1% (44/61; 95% CI: 59,7-81,9), a za karcinom je 100% (11/11; 95% CI: 72—100).*

UCinak FAM19A4 i hsa-mir124-2 za otkrivanje uznapredovalih transformirajucih
CIN lezija

Analiza metilacije promotora ¢elija domacina posebno otkriva takozvane ,uznapredovale®
cervikalne intraepitelne CIN lezije koje sadrze profil metilacije sli€nog karcinomu i imaju
oCekivan visok kratkoro¢an rizik od progresije u karcinom (7, 8). UcCinak analize
hipermetilacije promotora FAM19A4 i hsa-mir124-2 procenjen je ispitivanjem 29 uzoraka
Zena pozitivnih na visokorizicni HPV sa uznapredovalim transformiraju¢éim CIN 2/3 i
19 uzoraka Zena pozitivnih na visokorizicni HPV sa ranim transformiraju¢éim CIN 2/3.
Metilacija je posebno povezana sa uznapredovalom boleS¢u i ocenjuje sve uznapredovale
CIN2/3 lezije (100%; 29/29; 95% CI: 88—-100) kao pozitivne na hipermetilaciju, u poredenju
sa 47% (9/19; 95% CI. 27— 69) ranih CIN 2/3 lezija.

* Napomena: Hipermetilacija ciljeva u uzorcima Zena koje imaju uznapredovalu CIN leziju i/ili karcinom grli¢a
materice moze ostati neotkrivena zbog varijabilnosti uzorkovanja, na primer kao rezultat neadekvatnog
uzorkovanja.
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Robusnost

Robusnost QlAsure Methylation Test odredena je kao slaganje izmedu rezultata QlAsure
Methylation Test i verzije ispitivanja samo za istrazivacke svrhe (Research Use Only, RUO).
Ispitivanje je izvrSeno na bisulfitno konvertovanoj genomskoj DNK dobijenom iz 10
cervikalnih uzoraka pozitivnih na visokorizi¢ni HPV od kojih je 5 prethodno identifikovano
kao negativno na hipermetilaciju za oba markera, a 5 kao pozitivho na metilaciju (npr. za
najmanje jedan od 2 markera). Ispitivanje je izvedeno u dva primerka u 8 obrada od strane
Cetiri razliCita operatera (jedna obrada po operateru dnevno) koristeci dve razli€ite serije i tri
razli¢ita Rotor-Gene Q MDx instrumenta u dve razliCite laboratorije. Ukupno je dobijeno
16 taCaka podataka za svaki uzorak (Tabela 7).

Tabela 7. Slaganje QlAsure Methylation Test u odnosu na RUO verziju ispitivanja

Broj uzorka RUO rezultat Slaganje laboratorije 1 u  Slaganje laboratorije 2 u
poredenju sa RUO poredenju sa RUO

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

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

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

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

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

6 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)

7 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)

8 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)

9 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)

10 Poz 100% (8/8) 100% (8/8)
Meduvrednost 100% (40/40) 100% (40/40)
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Cetiri od pet uzoraka koji su prethodno identifikovani kao negativni na metilaciju pokazali su
100% slaganje prilikom koriS¢enja QlAsure Methylation Test u obe laboratorije. Uzorak
3 pokazao je slaganje od 62,5% (5/8) u obe laboratorije. Uo€ena varijacija odnosila se na
FAM19A4 sa nivoima oko grani¢ne vrednosti ispitivanja. Ukupno slaganje izmedu uzoraka
negativnih na metilaciju bilo je 92,5% (37/40).

Svih 5 uzoraka koji su prethodno identifikovani kao pozitivni na metilaciju pokazali su 100%
slaganje sa referentnim ispitivanjem, tako da je ukupno slaganje bilo 100% (40/40).
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Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnim uzorcima

Protokol ,Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit“ (Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnom uzorku kori§¢enjem EpiTect Fast
96 Bisulfite Kit) verifikovan je u odnosu na referentni protokol (tj. bisulfitha konverzija uz
prethodnu kontrolu koli¢ine uzorka DNK) na 119 cervikalnih strugotina pracen QIlAsure
Methylation Test. Stopa uspesnosti za bisulfitnu konverziju direktno na cervikalnim uzorcima
pomocu 2,5% unosa cervikalnog uzorka bila je 95,8% (114/119) i porasla je na 100% nakon
ponovnog ispitivanja nevazecih uzoraka sa 10% unosa cervikalnog uzorka. Slaganje
rezultata QlAsure Methylation Test izmedu protokola bisulfitne konverzije je 90,8% (108/119;
kapa vrednost 0,75).

Protokol ,Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the QIAsymphony
Bisulfite Kit* (Bisulfitna konverzija direktno na cervikalnom uzorku koriste¢i QIAsymphony
Bisulfite Kit) verifikovan je u odnosu na referentni protokol (tj. bisulfitha konverzija uz
prethodnu kontrolu koli¢ine uzorka DNK) na 120 cervikalnih strugotina prac¢en QIAsure
Methylation Test. Stopa uspesnosti za bisulfitnu konverziju direktno na cervikalnim uzorcima
pomoc¢u 2,5% unosa cervikalnog uzorka bila je 94,2% (113/120) u poredenju sa 97,5%
(117/120) sa referentnim protokolom. Slaganje rezultata QlAsure Methylation Test izmedu
protokola bisulfitne konverzije je 94,7% (107/113; kapa vrednost 0,88).
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Simboli

Sledeci simboli mogu da se nalaze na pakovanju i oznakama:

Simbol Definicija simbola
g Upotrebiti do
IVD Medicinski uredaj za in vitro dijagnostiku

Simbol CE-IVD oznake
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[:Ij] Pogledajte uputstvo za upotrebu
& o

Kontakt informacije

Tehnicku pomo¢ i viSe informacija potrazite u naSem Centru za tehnicku podrSku na adresi
www.giagen.com/Support, telefon 00800-22-44-6000 ili se obratite jednom od QIAGEN
odeljenja za tehni¢ku pomoc ili svojim lokalnim dobavljacima (pogledajte poledinu ili posetite

adresu www.giagen.com).
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Informacije za narucivanje

Proizvod Sadrzaj Kat. br.

QlAsure Methylation Test Kit Za 72 reakcije: 2 master miksa, 2 616014
kalibratora.

QlAsymphony SP Modul za pripremu uzorka 9001297

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

54

QlAsymphony uklju€uje 1-godiSnju
garanciju za delove i rad (opciono za
automatizovanu ekstrakciju)

Real-time PCR ciklusni uredaj i 9002033
analizator topljenja visoke rezolucije

sa 5 kanala (zeleni, zuti, narandzasti,

crveni, jarko crven) plus HRM kanal,

laptop rac¢unar, softver, dodatni pribor:

uklju€uje 1-godiSnju garanciju za

delove i rad, instalaciju i obuku

Real-time PCR ciklusni uredaj i 9002032
analizator topljenja visoke rezolucije

sa 5 kanala (zeleni, zuti, narandzasti,

crveni, jarko crven) plus HRM kanal,

laptop rac¢unar, softver, dodatni pribor,

sadrzi 1-godiSnju garanciju za delove i

rad, instalacija i obuka nisu uklju¢eni
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.

Rotor-Gene Q MDx dodatni pribor

Loading Block 72 x 0.1 mL Aluminijumski stalak za epruvete za 9018901
Tubes ruénu postavku reakcije sa pipetom od

jednog kanala u epruvetama od

72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 0.1 mL 250 traka sa po 4 epruvete i poklopca 981103
(250) za 1000 reakcija
Strip Tubes and Caps, 0.1mL 10 x 250 traka sa po 4 epruvete i 981106
(2500) poklopca za 10.000 reakcija

Rotor-Gene AssayManager — za rutinsko ispitivanje sa Rotor-Gene Q
MDx instrumentima

Rotor-Gene AssayManager Softver za rutinsko ispitivanje u 9022739
kombinaciji sa Rotor-Gene Q i
QlAsymphony RGQ instrumentima;
softver sa jednom licencom za
instaliranje na jednom racunaru

Najnovije informacije o licenciranju i odricanjima od odgovornosti za konkretan proizvod
potrazite u odgovaraju¢em prirucniku za komplet kompanije QIAGEN ili korisnickom
priruniku. Priruénici za komplet kompanije QIAGEN i korisni¢ki priru¢nici dostupni su na
adresi www.giagen.com, a mozete da ih zatrazite i od tehnicke sluzbe kompanije QIAGEN
ili svog lokalnog dobavljaca.
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Istorija revizija dokumenta

Datum

Promene

R4, jun 2019.

R5, jul 2023.

Revidiran je dijagram procedure radnog toka pod Principi procedure; dodat je
EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit u Potreban materijal koji se ne isporucuje; revidiran je
sadrzaj okvira Informacije o bezbednosti; dodane su informacije o probnoj obradi
za RGQ MDx 5-plex HRM; revidiran je odeljak Priprema uzorka; dodata je dodatna
stavka za reSavanje problema; dodana je tema Bisulfitna konverzija direktno na
cervikalnim uzorcima pod Karakteristike u¢inka; azuriran je odeljak Reference;
azuriran je raspored

Dodati instrumenti za QIAsymphony za opcionu automatizaciju ekstrakcije i
QIAsymphony Bisulphite Kit u odeljku ,Potreban materijal koji se ne isporucuje*;
Revidiran odeljak o pripremi uzorka; Dodata upotreba medijuma za prikupljanje
SurePath; Revidiran odeljak o klinickom uc¢inku. Dodati naslovi za Tabelu 5 i
Tabelu 6.

Ugovor o ograni¢enoj licenci za QlAsure Methylation Test

Koridéenje ovog proizvoda oznacava da je kupac ili korisnik ovog proizvoda saglasan sa slede¢im uslovima:

1. Ovaj proizvod sme da se koristi samo u skladu sa protokolima navedenim uz proizvod i u ovom uputstvu i samo sa komponentama koje se nalaze u
kompletu. QIAGEN ne odobrava licencu u okviru svoje intelektualne svojine za koriséenje ili kombinovanje isporu¢enih komponenti sa komponentama koje
nisu deo ovog kompleta, osim kao $to je opisano u protokolima navedenim uz proizvod, u ovom uputstvu i dodatnim protokolima dostupnim na adresi
www.giagen.com. Neke od ovih dodatnih protokola su obezbedili korisnici QIAGEN proizvoda za korisnike QIAGEN proizvoda. Kompanija QIAGEN nije
detaljno testirala niti optimizovala te protokole. Kompanija QIAGEN ne daje garancije za njih niti tvrdi da oni ne krSe prava nezavisnih proizvodaca.

o s 0N

Osim izricito navedenih licenci, QIAGEN ne garantuje da ovaj komplet i/ili njegovo kori$¢enje ne krse prava nezavisnih proizvodaca.

Ovaj komplet i njegove komponente su licencirani za jednokratnu upotrebu i ne smeju da se ponovo koriste, doraduju ili ponovo prodaju.

Kompanija QIAGEN posebno se odri¢e svih drugih licenci, izricitih ili impliciranih, osim onih izri¢ito navedenih.

Kupac i korisnik ovog kompleta saglasni su da nece preduzeti i da nece drugim licima dozvoliti da preduzmu korake koji bi mogli da prouzrokuju ili omoguce

bilo koje postupke zabranjene u prethodnom tekstu. QIAGEN mozZe da primeni zabrane ovog Ugovora o ograni¢enoj licenci na bilo kom sudu i povratice sve
svoje istrazne i sudske troskove, ukljuéujuci advokatske troskove, koji su u vezi sa primenom ovog Ugovora o ograni¢enoj licenci ili prava na intelektualnu
svojinu koja se odnose na komplet i/ili njegove komponente.

Da biste videli aZurirane uslove licenciranja, posetite www.qgiagen.com.

Self. B.V.je i proi

¢ QlAsure ylation Test.

QlAsure Methylation Test proizvodi kompanija Self-screen B.V. i distribuira kompanija QIAGEN u Evropi.

Zasticeni znakovi: 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.).
Registrovani nazivi, robne marke itd., koji se koriste u ovom dokumentu, ¢ak iako nisu posebno naznaceni kao takvi, zasticeni su zakonom.
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