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Kullanim Amaci

QlAsure Methylation Test (kat. no. 616014), FAM19A4 ve hsa-mir124-2 genlerinin promotor
hipermetilasyonunun tespit edilmesine yonelik olan, coklu, gercek zamanli, metilasyona 6zgu
bir PCR tahlilidir. QlAsure Methylation Test ile test edilebilecek érnekler arasinda, asagidaki
yontemlerle toplanan numunelerden izole edilen bisulfit dontsturilmis DNA yer alir:

® Digene® HC2 DNA Collection Device ile toplanan servikal numuneler (doktor tarafindan
toplanir)

® Firga/siipUrge tipi bir toplama cihazi kullanilarak toplanan ve PreservCyt® Solution veya
SurePath™ Solution igine konan servikal numuneler (doktor tarafindan toplanir)

® Firca/supurge tipi bir cihaz kullanilarak toplanan vajinal numuneler (kendi kendine

toplanir)
Kullanim endikasyonlart:

1. Insan papilloma virlisii (human papillomavirus, HPV) test sonucu pozitif olan
kadinlarda, kolposkopiye veya diger takip prosedurlerine sevk gerekliligini belirleme
amagli bir takip testi olarak.

2. Pap testi sonuglarinda 6nemi belirlenemeyen atipik skuaméz hicreler (atypical
squamous cells of undetermined significance, ASC-US) gorilen kadinlarda,
kolposkopiye veya diger takip prosedurlerine sevk gerekliligini belirleme amagl bir

takip testi olarak.
Bu Uruin, in vitro tani amach prosedurler, molekuler biyoloji teknikleri ve Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM sistemi konusunda egitimli teknisyenler ve laborantlar gibi profesyonel

kullanicilar tarafindan kullaniimak lizere tasarlanmistir.
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Ozet ve Aciklama

DNA metilasyonu, gelismis organizmalarda normal gelisim icin dnemli olan biyokimyasal bir
surectir (1). Sitozin nikleotidinin pirimidin halkasinin 5. pozisyonuna bir metil grubu
eklenmesini icerir. Anormal DNA metilasyonu 6runtuleri, karsinojenezde de 6nemli bir rol
oynar. Servikal kanser ve endometriyal kanser dahil olmak uzere gesitli insan kanserleri ve
kanser hicresi hatlarinda, FAM19A4 (Sekans benzerligi olan ailenin 19 (kemokin
(C-C motifi) benzeri) Gyesi A4) velveya hsa-mir124-2 (homo sapiens mikro RNA 124-2)
genlerinin promotér hipermetilasyonu tespit edilmistir (2—6). Konak hilicre promotor
metilasyon analizi, spesifik olarak kanserleri ve kanser benzeri bir metilasyon profili
barindiran ve kisa vadede kansere ilerleme riski ylksek olan, "ileri" servikal intraepitelyal
neoplazi (cervical intraepithelial neoplasia, CIN) lezyonlari adli lezyonlari tespit etmektedir
(3,7,8,10, 11,12, 14). QlAsure tahlili, dahili 6rnek kalite kontroll olarak ACTB (insan B-aktin
geni) kullanilarak, servikal veya vajinal numunelerden izole edilmis bisulfit donustiriimus
DNA'da bulunan FAM19A4 ve hsa-mir124-2 genlerinin promotér hipermetilasyonunun

tespitini saglar.
Prosedur Prensibi

QlAsure Methylation Test, FAM19A4 ve hsa-mir124-2 timdr baskilayici genlerinin metile
edilen promotér bolgelerinin yani sira, bir referans genin metilasyona 6zgi olmayan bir
kismini amplifiye eden, ¢oklu real-time PCR testidir. Kit iginde 2 tip QlAsure Master Mix ve
2 tlp QIlAsure Calibrator bulunur. Master karigim, klinik numunelerden hazirlanan bisuilfit
dénustirilmius DNA'nin amplifikasyonuna yéneliktir. Master karisim, dahili 6rnek kalite
kontrolu gorevi goren hedef genlerin ve referans genin primerlerini ve problarini igerir.
Kalibratér, FAM19A4, hsa-mir124-2 ve ACTB amplikonlarinin sekanslarini igceren, linearize
bir plazmiddir.
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Rotor-Gene Assay Manager ile yorumlama

QIAsure tahlili Rotor-Gene Q MDx cihazinda galigir ve Rotor-Gene AssayManager® yazilimi,
veri analizi ve yorumlamasini otomatik olarak gerceklestirir. Ct degeri (dongu esigi), bir arka
plan sinyalinin Uzerindeki bir floresan sinyalinin tespit edilmesi icin gerekli PCR déngusi
sayisini temsil eder ve bu sayi, drnekteki mevcut hedef molekil sayisiyla korele edilir.
QlAsure tahlili ACt degerini, FAM19A4 veya hsa-mir124-2 hedefinin Ct degeri ile referansin
(ACTB) Cr degeri arasindaki fark olarak hesaplar. Bu ACt degeri, FAM19A4 veya
hsa-mir124-2 geninin promotdr metilasyon seviyesinin bagdil kantitatif degeridir.
Normalizasyon amaciyla, bir kalibratér érneginin ACt degeri, FAM19A4 veya hsa-mir124-2
hedefinin ACt degerinden cikartilir ve AACt degeri elde edilir (9). Kalibrator, G¢ hedefin
(FAM19A4, hsa-mir124-2 ve ACTB) bilinen sayida kopyasina sahip, standardize bir disuk
kopyali plazmid DNA &rnegidir.
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Saglanan Materyaller

Kit igerigi
QlAsure Methylation Test 72
Katalog no. 616014
Reaksiyon sayisi 72
QlAsure Master Mix (2 tlip) Kahverengi tiip 630 pL
QlAsure Calibrator (2 tup) Seffaf renkli tip 25 pL
QIAsure Methylation Test Kullanim 1

Talimatlari (El Kitabr)

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile calisirken daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gozliik kullanin. Daha fazla bilgi icin trln tedarikgisinden temin edilebilecek uygun

glvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun.

Kendi kendine toplanan ornekler i¢in 6rnek hazirlamaya yonelik sarf malzemeleri
ve reaktifler

® Hologic PreservCyt® Solution (Hologic)

SurePath toplama ortaminda saklanan érnek hazirlama reaktifleri.

e Buffer AL (QIAGEN katalog numarasi: 19075)
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Bisdlfit donistiimine yonelik sarf malzemeleri ve reaktifler

Dogrulanmis bistilfit ddnusumu kitleri icinde asagidakiler yer alir:

EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, kat. no. D5001 veya kat. no. D5002)

EZ DNA Methylation-Lighting (ZYMO Research, kat. no. D5030 veya kat. no. D5031)
EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, kat. no. 59720)

QIASymphony Bisulfite Kit (QIAGEN kat. no. 931106)

Rotor-Gene Q MDx cihazi sarf malzemeleri

® Strip tubes and Caps, 0.1 mL (kat. no. 981103)

o Saflastinimis su (6rn. molekuler biyoloji sinifi, distile veya deiyonize)

Ekipman

® PCRigin 6zel ayarlanabilir pipetler* (1-10 uL; 10-100 uL)

® Tek kullanimlik eldiven

e >10.000 rpm hizda masaiisti santriftj*

® Vorteks karistiricr*

® Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kat. no. Q33216), NanoDrop® 3300
Fluorospectrometer (Thermo Fisher Scientific, kat. no. ND-3300) veya muadili

e istege bagli otomatik ekstraksiyon ve/veya bisiilfit déniisiimii igin QlAsymphony SP

System (kat. no. 9001297)

* Cihazlarn Ureticinin 6nerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Real-time PCR i¢in ekipmanlar

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (kat. no. 9002033) veya Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM cihazi (kat. no. 9002032)"

® Rotor-Gene AssayManager Core Application yazilim strimu 1.0.x (burada x 4'e esit
veya 4'Un Uzerindedir)

® Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in kurulu, stirim 1.0.x (burada x 1'e esit veya
1'in Uzerindedir)

o Doktor tarafindan toplanan servikal numunelerden elde edilen bisulfit donlstirtimuis
DNA Uzerinde uygulamak tzere QlAsure Assay Profile
(AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap dosyasindan) (Y 1'e esit veya 1'den
buyuktar)

o Hasta tarafindan toplanan vajinal firca numunelerinden elde edilen bisilfit
donusturalmis DNA uzerinde uygulamak tzere QlAsure hasta tarafindan toplanan
firca numunesi Tahlil Profili (AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y'.iap
dosyasindan) (Y 0'a esit veya 0'dan blydiktr)

* Ocak 2010 veya daha sonra Uretilmis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki
seri numarasindan elde edilebilir. Seri numarasi, "aa" ibaresinin basamak olarak uretim ayini, "yy" ibaresinin
Uretim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyr gésterdigi "aayynnn"
bigimindedir.
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Uyarilar ve Onlemler

Sadece in vitro tani amacli kullanim igindir.
Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile calisirken daima uygun laboratuvar onligu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu goézluk kullanin. Daha fazla bilgi icin lutfen uygun guivenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN® kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goérintileyebilecediniz ve yazdirabilecediniz www.qgiagen.com/safety
adresinde g¢evrimigci olarak uygun ve kompakt PDF bi¢iminde mevcuttur.

QIASURE MASTER MIX

icerik: 1,2,4-triazol: Tehlike! Dogurganiiga veya anne
karnindaki bebege zarar verdiginden suphelenilmektedir.
Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/gdéz korumasi/yiiz korumasi

kullanin.

Genel 6nlemler

PCR testlerinin kullanimi ekipmanlarin bakimi dahil olmak tzere, molekuler biyolojiye 6zel
ve yururlikteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar uygulamalari
gerektirir.

Her zaman asagidakilere dikkat edin:

® Numuneleri kullanirken koruyucu tek kullanimlik pudrasiz eldivenler, bir laboratuvar

onlugu ve gbéz korumasi kullanin.
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® Numune ve kitin mikrobiyal ve nikleaz (DNaz) kontaminasyonunu engelleyin. DNaz,
DNA sablonunun bozunmasina yol agabilir.

® Yanlis pozitif sinyalle sonuglanabilecek DNA veya PCR urinl taginmasindan kaynakl
kontaminasyonu énleyin.
Daima aerosol bariyerli, DNaz icermeyen tek kullanimlik pipet uglari kullanin.
QlAsure tahlilinin reaktifleri optimum o6lgtide seyreltilir. Performans kaybi yasanabilecegi
icin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

® QlAsure kit icinde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit icinde tedarik edilen
reaktiflerle birlikte kullanima ydneliktir. Performans etkilenebilecegi icin bir kitteki
herhangi bir reaktifin yerine, ayni lottan olsalar dahi baska bir QlAsure kitinin reaktifini
kullanmayin.

® ilave uyarilar, dnlemler ve prosediirler igin Rotor-Gene Q MDx cihazi kullanim
kilavuzuna bakin.

® Gunun ilk galismasindan dnce, Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM igin 95 °C'de
10 dakikalik bir isinma galismasi gergeklestirin.

e inkiibasyon siirelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatal veya uyumsuz verilere
neden olabilir.
Son kullanma tarihi ge¢gmis veya yanlis sekilde saklanmis kit bilesenlerini kullanmayin.
Bilesenlerin 1s13a maruz kalmasini en aza indirin; reaksiyon karisimlari maruz kalma
sonucu degisebilir.

o Karisimlarin PCR reaktifleri icinde bulunan sentetik maddelerle kontamine olmasini
onlemek igin gok dikkatli olun.

e Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel giivenlik prosediirlerinize uygun olarak imha edin.
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AssayManager profil dnlemleri

Farkl drnek tipleri icin farkli AssayManager profilleri gereklidir. Test edilecek 6rnek tipi igin,

asagida belirtildigi sekilde dogru profilin kullanildigindan emin olun:

o Doktor tarafindan toplanan servikal numunelerden elde edilen bistilfit donlstliriimis
DNA'nin test edilmesi icin "QlAsure servikal kazinti Tahlil Profili
(AP_ QlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap dosyasindan)" kullaniimalidir

® Hasta tarafindan toplanan vajinal firca numunelerinden elde edilen bistilfit
donusturalmius DNA'nin test edilmesi icin "QlAsure hasta tarafindan toplanan firga
numunesi Tahlil Profili (AP_ QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap dosyasindan)"
kullaniimalidir
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Nakliye kosullari

QlAsure Methylation Test kuru buz Uzerinde gonderilir. Teslimat esnasinda QIlAsure
Methylation Test'in herhangi bir bileseninin donmus olmadigini, dis ambalajin nakliye
esnasinda agiimis oldugunu veya paket icinde ambalaj notu, el kitabi veya reaktiflerin
bulunmadigini fark ederseniz litfen QIAGEN Teknik Servis Departmanlari veya yerel
distributorlerle iletisime gegin (arka kapaga bakin veya www.qgiagen.com adresini ziyaret

edin).
Saklama kosullari

QlAsure Methylation Test, teslim alinmasindan hemen sonra -30 ile -15 °C arasinda sabit

sicaklikli bir dondurucuda saklanmali ve 1siktan korunmalidir.

Stabilite

QlAsure Methylation Test, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman kutu etiketinde

belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Acildiktan sonra, reaktifler -30 ila -15°C sicaklikta, orijinal ambalajlari icinde saklanabilir.
Tekrarlanan ¢oézdlirme ve dondurma iglemlerinden kaginilmahdir. En fazla 3 kez ¢ézdirip

dondurmaniz tavsiye edilir.

® Tlpu 10 defa ters gevirerek hafifce karistirin ve tim tlpleri agmadan 6nce
santrifijleyin.

® Her reaktif igin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmistir. Dogru
saklama kosullari altinda, ayni bilesen lotlari kullanildigi strece urln stabilite stresi

boyunca performansini koruyacaktir.
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Numune Kullanimi ve Saklama

DIKKAT ) o , .
Tdm numunelere enfeksiy6z olabilecek materyal gibi muamele

edilmelidir.

Servikal numuneler

QlAsure kiti, servikal numunelerden elde edilen bisilfit dontstirilmis genomik DNA
ornekleriyle kullanima yoneliktir. Servikal numuneler (kazintilar) icin onaylanan toplama
ortamlari, PreservCyt® toplama ortami, SurePath™ toplama ortami ve Digene Specimen
Transport Medium'dur (STM). Klinik 6rneklerin optimum saklama sicakhgi laboratuvara
gelisten itibaren 2-8 °C'dir. Bu saklama kosullarinda, PreservCyt veya SurePath™ toplama

ortamindaki 6rnekler DNA ekstraksiyonundan énce 3 ay stabil kalir.

Not: STM igindeki servikal ornekler, test laboratuvarina gece teslimati igin 2-30 °C'de

gonderilebilir ve alindiktan sonra tekrar -20 °C'de dondurulabilir.

Hasta tarafindan toplanan vajinal firga numuneleri

QlAsure Methylation Test, hasta tarafindan toplanan vajinal firca numunelerinden ekstrakte
edilen bisulfit donustiriimis genomik DNA 6rnekleriyle kullanima yoneliktir. Kendi kendine
toplanan vajinal firga numuneleri, kuru sekilde toplanip génderilebilir ve laboratuvara teslim
edildikten sonra 2-3 mL'lik 6nerilen bir saklama hacmi ile PreservCyt toplama ortaminda
saklanabilir. PreservCyt toplama ortamindaki 6rnekler 2-8 °C'de veya oda sicakhginda en
fazla 3 ay saklanabilir.
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Genomik DNA ornekleri

Genomik DNA ekstrakte edildikten sonra, DNA 6rnekleri -30 °C ile -15 °C arasinda 12 aya

kadar saklanabilir ve génderilebilir.
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PreservCyt icinde saklanan 6rnekler icin Ornek
Hazirlama

QlAsure Methylation Test, servikal numunelerden elde edilen bisilfit donistlrilmus
genomik DNA 6rnekleriyle kullanim i¢in onaylanmistir. Genomik DNA'nin bisulfit dénisimu
su sekilde gerceklestirilebilir:

i) dnceden 6rnek DNA ekstraksiyonu ve DNA kalite kontroll ile veya

ii) dogrudan EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, kat. no. 59720) kullanilarak servikal
numune Uzerinde veya

iii) dogrudan QlAsymphony Bisulfite Kit (QIAGEN kat.no. 931106) kullanilarak servikal

numune Uzerinde.

Onerimiz asagdida aciklanmaktadir.

o i) Onceden DNA ekstraksiyonu ve DNA kalite kontrolii ile bisiilfit déniistimii
Bu protokol; DNA Ekstraksiyonunu, DNA konsantrasyonunun él¢cimunu ve ardindan,
bisulfit dénisum protokolliine baglamadan 6nce optimum eltat hacminin alikotunun
olusturulmasini gerektirir ve ZYMO Research EZ DNA Methylation™ Kit
(kat. no. D5001) ve EZ DNA Methylation-Lightning Kit (kat. no. D5030) Griinu igin

dogrulanmistir. Asagidaki ydntemleri dneririz:

O DNA ekstraksiyonu
Standart DNA ekstraksiyon kitleri (6rn. kolon temelli ve manyetik boncuk temelli
kitler) QlAsure Methylation Test ile uyumludur.

O DNA konsantrasyonunun dlguimu
DNA'nin bisulfit ddnigiminden énce DNA konsantrasyonunu olgin. DNA
konsantrasyonunun 6lglimi igin uygun sistemler, Qubit® Fluorometer, NanoDrop
3300 Fluorospectrometer (her ikisi de Thermo Fisher Scientific firmasinindir) veya

muadilleridir.
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O DNA elGatinin alikotunu olusturma
Bisulfit donligtim araliklari igin optimum DNA girdisi 100 ng - 2 ug arasinda
degismekte olup bistilfit ddntstimu icin 200 ng dnerilir. DNA konsantrasyonunun
bisilfit donlsimu igin ¢ok dislk olmasi durumunda DNA ekstraksiyonunu, daha
yuksek girdi hacminde klinik érnekle tekrarlayin veya daha kigcuk bir eltisyon
hacminde DNA'nin ellisyonunu yapin.

O EZ DNA Methylation Kit ve EZ DNA Methylation-Lightning Kit ile bisulfit déntsum,

ureticinin dnerileri dogrultusunda gerceklestirilir.

Not: EZ DNA Methylation Kit'e gore, yeterince ylksek bir dénisum verimi (>%98) elde

etmek icin 6rnek DNA'sinin maksimum miktari 2 ug't asmamalidir.

® i) EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit ile dogrudan servikal numune Uzerinde bislfit
dondsimi
Dogrudan, PreservCyt® Solution iginde toplanan servikal numune tizerinde
gerceklestirilen bisulfit donisimu, QIAGEN'in EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit Griind igin
dogrulanmistir. Yiksek konsantrasyonlu DNA ornekleri (1 ng - 2 ug) igin Ureticinin
Onerileri dogrultusunda, asagidaki 6geler harig olmak lizere, Epitect® Fast 96 Bisulfite

Conversion El Kitabi belgesine basvuruyoruz:

O Protokoliin 1. Adimi. PreservCyt® toplama ortamindaki servikal numunenin %2,5'ini
(20 mL'nin 500 pL'si) alin ve minimum 3390 x g hizda 10 dakika santrifijleyerek
pelet haline getirin. Hicre peletinden ayrilan stipernatani maksimum 20 pL
PreservCyt toplama ortamina atin. Bisulfit dontisim reaksiyonu icin bu hiicre peleti
ornegini kullanin ve Uretici protokoliiniin 2. adimiyla devam edin.

O Buffer BL: Tasiyici RNA eklemeyin.

O Bisulfit donigim DNA'sInin elisyon hacmi, her bir 6rnek igin Buffer EB'nin
50 pL'sidir.
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® jii) Dogrudan, QIAsymphony Bisulfite Kit ile servikal numune (zerinde bistilfit
dontisimu
Dogrudan, PreservCyt® Solution iginde toplanan servikal numune tizerinde
gergeklestirilen bisulfit donisimi, QIAGEN'in QIAsymphony Bisulfite kiti igin
dogrulanmistir. QlAsymphony Bisulfite kiti el kitabina bagvuruyoruz, ayni zamanda test,
uretici dnerilerine gore gerceklestirimektedir.

O PreservCyt® toplama ortamindaki servikal numunenin %2,5'ini (20 mL'nin 500 pL'si)
alin ve minimum 3390 x g hizda 10 dakika santrifiijleyerek pelet haline getirin.
Hucre peletinden ayrilan stpernatani maksimum 20 pL artik PreservCyt toplama
ortamina atin.

O Bisdlfit ddnisim reaksiyonu igin hiicre peletini kullanan DNA yerine adim 2'den
baslayarak "QIAsymphony SP protokol sayfasini — Bislfit 140_HC_V" takip edin.

O Bisllfit ddnisim reaksiyonu tamamlandiktan sonra QlAsymphony Bisulfite Kit el
kitabindaki "Farkl 6rnek tirlerinde metillenmemis Sitozinlerin bisulfit donisimud"
protokolindeki adimlari takip ederek QIAsymphony tzerinde bir SP ¢alismasi
baslatin. Elisyon 40 L icinde yapilr.
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SurePath™ icinde saklanan érmekler icin Ornek
Hazirlama

SurePath iginde saklanan drneklerin DNA ekstraksiyonundan énce 6n isleme tabi tutulmasi
gerekir. QlAsure Methylation Test, asagida agiklanan prosedire gore servikal
numunelerden elde edilen bisiilfit dondisturilmis genomik DNA &rnekleriyle kullanim igin

onaylanmistir.

Servikal 6rnegin %2,5'ini alin.

4000 g'de 10 dakika santrifiijleyin, siipernatani ¢ikarin ancak 100 uL SurePath™ kalsin.
100 pL Buffer AL ekleyin ve peleti yeniden siispanse edin

fyice karistirin ve 90 °C'de 20 dakika inkiibe edin

Oda sicakliginda 5 dakika sogutun.

DNA ekstraksiyonunu QlAamp DNA mini kit (veya muadili) kullanarak uretici talimatina
gore gergeklestirin, 50 pL icinde DNA ellisyonu yapin.
® DNA konsantrasyonunun dlgiimii igin uygun sistemler, Qubit® Fluorometer,
NanoDrop 3300 Fluorospectromete (her ikisi de Thermo Fisher Scientific firmasinindir)
veya muadilleridir.
e Bisulfit dontisimu icin 200 ng DNA 6nerilir, 200 ng mevcut degilse maksimum giris
hacmini kullanin. Dénisimu EZ DNA methylation kit veya EZ DNA Methylation-
Lightning kit (Zymo) ile Uretici talimatlarina gére gergeklestirin. QlAsure Methylation
Testicin 2,5 pL eltat kullanin.
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Bisulfit donlisumu igin genel dneriler

Bisulfit donusum reaksiyonu, reaktiflerin kontaminasyonunu énlemek adina, QlAsure Master

Mix'in saklandidi ve dagitildi§i alandan ayri, 6zel bir alanda gergeklestiriimelidir.
QIlAsure reaksiyonunun girdisi, 2,5 pL bistilfit donustiriimis DNA'dir.

Dahili 6rnek kalite kontroli negatifse (ACTB Cr degerleri >26,4 ise) numune bisulfit
doénlstarilmis DNA hazirhgi, materyal miktari ve/veya kalitesinin yetersiz olmasi ve
gegersiz olarak skorlanmasiyla sonuglanir. Asagidakiler icin gecerli aralikta bir ACTB Ct

degerine ulagsmak icin 6nerilen adimlari uygulayin:

o Onceden DNA ekstraksiyonu ve DNA miktar kontrolii ile bisiilfit déniisiimii: Bistilfit
donisim reaksiyonunu, daha yiiksek érnek DNA girdisiyle tekrarlayin ve/veya DNA
izolasyonunu daha ylksek servikal numune girdisiyle tekrarlayin

® Dogrudan servikal numune Uzerinde bisllfit donisumu: Bisulfit dénligsiim reaksiyonunu,
PreservCyt toplama ortamindaki servikal numunenin %10'u* (20 mI'nin 2 mL'si) ile

tekrarlayin.

Bisulfit donustirilmis DNA, 2-8°C'de 24 saate kadar, —25 ila —15°C'de 5 gline kadar
ve —70°C'nin altinda 3 aya kadar saklanabilir. Bisulfit donusttrilmis DNA'nin tekrar tekrar
dondurulup ¢ézdurilmesinden her zaman kaginiimalidir. Dondurma-¢ézdirme déngulerinin

sayisl, yeterli kalite elde etmek adina G¢l asmamalidir.

* Dogrudan bistilfit dénlsimi icin 6rnek hacmi, 6rnek alim degiskenligi nedeniyle basari oraninin yetersiz olmasi
durumunda (6rnegin, yetersiz 6rnek alimi sonucu) artirilabilir.
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Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
cihazinda QlAsure Methylation Test PCR'si*

Baslamadan dnce dnemli noktalar

® Protokole baslamadan 6nce Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi hakkinda bilgi
edinin. Cihazin (Kat. no. 9002033 veya 9002032) kullanim kilavuzuna bakin.

@ Gunun ilk galismasindan 6nce, Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM igin 95 °C'de
10 dakikalik bir isinma ¢alismasi gergeklestirin.

® Rotor-Gene AssayManager v1.0, PCR sonuglarinin otomatik yorumlanmasini saglar.
QlAsure kiti, Rotor-Gene Q MDx cihazinda, Rotor-Gene AssayManager v1.0
kullanilarak calistiriimalidir. Rotor-Gene AssayManager v1.0 (Kat. no. 9022739) ve
Epsilon Plug-In hakkinda bilgi edinin ve her ikisi i¢in de kullanim kilavuzlarina bakin.

® Farkh 6rnek tipleri igin farkli Rotor-Gene AssayManager v1.0 Assay Profile'lar (Tahlil
Profili) gereklidir. Test edilecek 6rnek tipi igin, asagida belirtildigi sekilde dogru profilin

kullanildigindan emin olun:

O Doktor tarafindan toplanan servikal numunelerden elde edilen bistilfit
donUsturilmis DNA'nin test edilmesi icin "QlAsure servikal kazinti Tahlil Profili
(AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap dosyasindan)" kullaniimahdir

O Hasta tarafindan toplanan vajinal firca numunelerinden elde edilen bisulfit
dondsturtlmis DNA'nin test edilmesi icin "QIAsure hasta tarafindan toplanan firga
numunesi Tahlil Profili (AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap

dosyasindan)" kullaniimahdir

* Ocak 2010 veya daha sonra Uretilmis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki
seri numarasindan elde edilebilir. Seri numarasi, "aa" ibaresinin basamak olarak uretim ayini, "yy" ibaresinin
Uretim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyr gésterdigi "aayynnn"
bigimindedir.
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Not: Deney basina yalnizca bir 6rnek tipi test edilebilir. Her bir érnek tipi icin ayri tahlil
profilleri optimize edilmistir ve musterilerin, her bir spesifik drnek tipi igin optimum
sonuglari elde etmek adina dogru Tahlil Profilini segmesi 6nemlidir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Rotor-Gene Q MDx cihazina bagli bilgisayara Rotor-Gene AssayManager yazilim
striimu v1.0.x (burada x 4'e esit veya 4'lUn Uzerindedir) kurulmahdir. Rotor-Gene
AssayManager v1.0 Core Application yaziliminin kurulumu hakkinda ayrintilar igin
Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application Kullanim Kilavuzu belgesine bakin.

® QlAsure Methylation Test, "Epsilon Plug-in" adli 6zel bir eklenti gerektirir (stirim 1.0.1
veya Uzeri). Bu eklenti QIAGEN web sayfasindan indirilebilir:
http://www.qgiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources. Bu eklenti, halihazirda Rotor-Gene AssayManager strimd
1.0.x'in (burada x 4'e esit veya 4'lUn Uzerindedir) kurulu oldugu bir bilgisayara
kurulmalidir.

® QIAsure Methylation Test, Rotor-Gene AssayManager v1.0 yazilimi ile galistirilacak
tahlile 6zgu bir profil gerektirir. Bu Assay Profile (Tahlil Profili), deneyde dongileme ve

analiz igin gereken tim parametreleri igerir. 2 QlAsure Assay Profile bulunur:

O "QIAsure servikal kazinti" Tahlil Profili (AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap
dosyasindan), doktor tarafindan toplanan servikal numunelere karsilik gelir

O "QIlAsure hasta tarafindan toplanan firga numunesi" Tahlil Profili
(AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap), hasta tarafindan toplanan vajinal
firca numunelerine karsilik gelir. Profiller, QlAsure Methylation Test web
sayfasindan indirilebilir: http://www.qgiagen.com/Shop/Assay-
Technologies/Complete-Assay-Kits/hpv-testing/giasure-methylation-test-kit-eu/.
Tahlil Profili, Rotor-Gene AssayManager yazilimina aktariimahdir.
Not: QlAsure kiti, yalnizca Rotor-Gene AssayManager v1.0 yazihminda belirli
yapilandirma ayarlari programlanmigsa calistirilabilir.
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Sistem genelinde proses glvenligi icin asagidaki yapilandirma ayarlarinin kapali mod igin

ayarlanmasi garttir:

® "Material number required" (Materyal numarasi gerekli)
e "Valid expiry date required" (Gegerli son kullanma tarihi gerekli)

® "Lot number required" (Lot numarasi gerekli)

Epsilon Plug-in kurulumu ve tahlil profilinin ice aktarimi

Epsilon Plug-in ve tahlil profilinin kurulumu ve ice aktarimi, Rotor-Gene AssayManager Core
Application Kullanim Kilavuzu ve Epsilon Plug-In Kullanim Kilavuzu belgelerinde ayrintili

olarak aciklanmigtir.

® Hem Epsilon Plug-in hem de QlAsure Assay Profile'in en gliincel sirimini QIAGEN
web sitesinden indirin.

o Kurulum iglemine EpsilonPlugin.Installation.msi dosyasina gift tiklayarak baslayin ve
kurulum talimatlarini izleyin. Bu islemin ayrintili agiklamasi igin AssayManager Core
Application Kullanim Kilavuzu iginde "Installing Plug-ins" (Eklentilerin Kurulumu)

bolimine bakin.

Not: Sistem genelinde proses glivenligini saglamak adina, Settings (Ayarlar) sekmesini
secip kapali mod i¢in Material number required (Materyal numarasi gerekli), Valid
expiry date required (Gegerli son kullanma tarihi gerekli) ve Lot number required
(Lot numarasi gerekli) kutularini isaretleyin (Galisma listesi bolima). Bunlar
etkinlestiriimemisse (isaretlenmemis) ise tiklayarak etkinlestirin.

® Eklentinin basariyla kurulmasindan sonra, Rotor Gene AssayManager yazilimi igin
yonetici haklarina sahip bir kisinin AP_QIAsure_V1_0_Y.iap tahlil profilini asagidaki gibi
ice aktarmasi gerekir.

y/
1. Simgeye tiklayarak Rotor-Gene AssayManager yazilimini agin. @  Rotor-Gene

AssayManager penceresi agilir (bkz. Sekil 1).
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Rotor-Gene AssayManager

User ID

Password

Mode

(oo 1)

Sekil 1. Rotor-Gene AssayManager oturum agma ekrani.

2. Kullanici kimliginiz ve parolanizla Rotor-Gene AssayManager'da oturum agin. "Closed"
(Kapali) modu degistirmeyin. OK (Tamam) 6gesine tiklayin. Rotor-Gene Assay

Manager ekrani acilir (Asagiya bakin).
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= Rotor-Gene AxcayMansgen -

Woork lat mams o |# nampe Runay prties Fntor type Vo | Ao Creation dase Lant appied

[ Show omiy work kate never applhed betore

1 Set-up (Kurulum) sekmesi. Bu sekme, 5 Service (Servis) sekmesi. Yazilm
calisma listelerinin yonetilmesini veya tarafindan olusturulan her dosyanin
uygulanmasini saglar. denetim izi raporunu gdésterir

2 Uygulanan ¢alisma listeleri 6 Configuration (Yapilandirma) sekmesi.
isaretlendiginde yalnizca yeni galisma Tum yazilim parametrelerinin
listeleri gosterilir. yapilandiriimasini saglar

3 Approval (Onay) sekmesi. Bu sekme 7 Rotor-Gene Q MDx simgeleri.
onceki deneyleri (¢calismalar) bulmanizi
saglar.

4 Archive (Arsiv) sekmesi. Halihazirda - Bagi degil Bag

onaylanmis olan eski deneyleri
(caligmalar) bulmanizi saglar.

. Yapilandirma ortamini segin.
. Assay Profiles (Tahlil Profilleri) sekmesini segin.

. Import (ige Aktar) 63esine tiklayin.

o o0 A W

. Ice aktarmak Ulzere iletisim kutusundan, servikal numuneler icin Tahlil Profili
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap dosyasini ve/veya Tahlil Profili
AP_QIlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap dosyasini sec¢in Open (Ag) 6gesine
tiklayin.
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7. Tahlil profili basariyla ice aktarildiktan sonra "Setup" (Kurulum) ortaminda kullanilabilir.

Not: Bir tahlil profilinin ayni stirimui iki kez ice aktarilamaz.

72 rotor ile Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda 6rnek isleme

Ayni calisma (deney) icinde bir kalibrator ve sablonsuz kontrollin yani sira 70'e kadar bisulfit
donlstirilmis DNA 6rnegi test edilebilir. Tablo 1 iginde gOsterilien sema, QlAsure
Methylation Test ile bir galisma icin 6rnek bir ylkleme blogu ve rotor kurulumu sunar. Sayilar,
yukleme blogu icindeki pozisyonlari gdsterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.
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Tablo 1. Rotor-Gene Q MDx cihazinda QlAsure kitiyle bir calisma igin plaka ve rotor kurulumu

Strip  Tiip Ornek adi Strip  Tiip Ornek adi Strip  Tiip Ornek adi
pozisyonu pozisyonu Pozisyo
nu
1 1 Kalibrator 7 25 Ornek 23 13 49 Ornek 47
2 NTC 26 Ornek 24 50 Ornek 48
3 Ornek 1 27 Ornek 25 51 Ornek 49
4 Ornek 2 28 Ornek 26 52 Ornek 50
2 5 Ornek 3 8 29 Ornek 27 14 53 Ornek 51
6 Ornek 4 30 Ornek 28 54 Ornek 52
7 Ornek 5 31 Ornek 29 55 Ornek 53
8 Ornek 6 32 Ornek 30 56 Ornek 54
3 9 Ornek 7 9 33 Ornek 31 15 57 Ornek 55
10 Ornek 8 34 Ornek 32 58 Ornek 56
11 Ornek 9 35 Ornek 33 59 Ornek 57
12 Ornek 10 36 Ornek 34 60 Ornek 58
4 13 Ornek 11 10 37 Ornek 35 16 61 Ornek 59
14 Ornek 12 38 Ornek 36 62 Ornek 60
15 Ornek 13 39 Ornek 37 63 Ornek 61
16 Ornek 14 40 Ornek 38 64 Ornek 62
5 17 Ornek 15 11 41 Ornek 39 17 65 Ornek 63
18 Ornek 16 42 Ornek 40 66 Ornek 64
19 Ornek 17 43 Ornek 41 67 Ornek 65
20 Ornek 18 44 Ornek 42 68 Ornek 66
6 21 Ornek 19 12 45 Ornek 43 18 69 Ornek 67
22 Ornek 20 46 Ornek 44 70 Ornek 68
23 Ornek 21 47 Ornek 45 71 Ornek 69
24 Ornek 22 48 Ornek 46 72 Ornek 70
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DIKKAT | Tipler Tablo 1 iginde gosterildigi sekilde rotor igine yerlestiriimelidir.

Assay Profile'da (Tahlil Profil) ayarlanan otomatik analiz bu
organizasyona dayalidir. Farkli bir dizen kullanilmasi durumunda

anormal sonuglar alinir.

Not: Tim kullaniimayan konumlari bos tiiplerle doldurun.

72 tuplu rotor ile Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda PCR

Ginun ilk galismasindan 6nce, Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM igin 95 °C'de 10 dakikalik

bir Isinma calismasi gerceklestirin.

1. islenecek drnek igin asagida belirtildigi gibi bir calisma listesi olusturun:

28

1a.
1b.

1c.

1d.

1e.

1f.

1g.

Rotor-Gene Q MDx cihazini agin.
Rotor-Gene AssayManager yazilimini agin ve kapali modda operator roline sahip
bir kullanici olarak oturum agin.
Calisma listesi yoneticisinde New work list (Yeni calisma listesi) 6gesine tiklayin
("Setup" (Kurulum) ortaminda).
Kullanilabilir tahlil profilleri listesinden QlAsure assay profile (QlAsure tahlil profili)
secimi yapin.
Not: AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap Tahlil Profili servikal numunelere
karsilik gelir; AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap Tahlil Profili ise hasta
tarafindan toplanan vajinal firga dérneklerine karsilik gelir.
Not: Deney basina yalnizca bir érnek tipi test edilebilir.
Segcilen tahlil profilini Selected assay profiles (Segilen tahlil profilleri) listesine
aktarmak icin Move (Tasi1) 6gesine tiklayin. Tahlil profili artik "Selected assay
profiles" (Secilen tahlil profilleri) listesinde gértntilenmelidir.
iigili alana, 6rnek sayisini girin.
Kutunun kapaginda bulunan asagidaki QlAsure kit bilgilerini girin.

® Materyal numarasi: 1102417

® YYYY-AA-GG formatini kullanarak gegerli son kullanma tarihi

® | ot numarasi
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1h. Samples (Ornekler) adimini segin. AssayManager ekraninda, érnek ayrintilarinin
bulundugu bir liste gosterilir. Bu liste, beklenen rotor diizenini temsil eder.

1i.  Ornek tanimlama numarasini/numaralarini her érnek icin bir yorum gibi tim istege
bagh 6rnek bilgileriyle birlikte bu listeye girin.

1j.  Properties (Ozellikler) adimini segin ve bir calisma listesi adi girin (Sekil 2).

Properties

Work list name

Assar
Samphes T

roperties > [.Owesmoeme |

2

work st
5} (m}

Lot appbed

Sekil 2. Ozellikler

1k. Is applicable (Gegerlidir) onay kutusunu isaretleyin ve Apply (Uygula) 6gesine
tiklayin.

11.  Calisma listesini kaydedin.
Calisma listesi yazdirilabilir; bu, PCR hazirligina ve kurulumuna yardimci olabilir.
Calisma listesini yazdirmak icin Print work list (Calisma listesini yazdir) 6gesine
tiklayin. Ornek ayrintilari galisma listenin bir parcasi olarak dahil edilir.

Not: Calisma listesi, calisma cihazda ayarlandiginda olusturulabilir veya 6rnekler

cihaza eklenmeden dnce kaydedilebilir.

2. QlAsure galismasinin kurulumunu yapin.

PCR reaksiyon kontaminasyonu riskini en aza indirmek icin UV isinlama 6zelligine

sahip bir PCR kabini kullaniimasini 6nemle tavsiye ederiz.

QlAsure Master Mix'in dagitimi, DNA bisulfit doniisim reaksiyonunun gergeklestirildigi
alandan farkli bir alanda gerceklestirilmelidir.
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DNA bozunmasina yol acan bir soltsyonla kullanmadan énce, sablon veya nikleaz

kontaminasyonunu engellemek igin tezgah alanini, pipetleri ve tlp askisini temizleyin.

Not: Yalanci pozitif sonuglar alinmasina yol agabilecek spesifik olmayan sablon veya

reaksiyon karisimi kontaminasyonunu énlemek i¢in her bir tiip arasinda uglari

degistirin.

2a. QIlAsure Master Mix'i ve QlAsure Calibrator'i tamamen ¢odzdirin ve QlAsure
Master Mix'i mimkdin oldugunca isiktan koruyun.

Not: Materyal bozunmasini énlemek i¢in ¢ozdlirme adimi 30 dakikayr asmamalidir.

2b. 10 defa bas asagi gevirerek yavasca karistirin ve kullanimdan énce kisa
sureligine santrifujleyin.

2c. Kullanimi hazir QlAsure Master Mix'in 17,5 pL'sini uygun strip tuplere dagitin.
Reaksiyon kurulumu oda sicakliginda yapilabilir.

2d. Materyal bozunmasini 6nlemek icin QlAsure Master Mix'i tekrar dondurucuya
koyun.

2e. Tahlil kontrollerini ve bistilfit donistirtlmis ornekleri dagitmak izere tiipleri ayri
bir alana tasiyin.

2f.  Sablonsuz kontrole (no template control, NTC) pozisyon 2 ulL'ye 2,5 L su ekleyin
(bkz. yukaridaki Tablo 1). Yukari asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

2g. Pozisyon 1'e QlAsure Calibrator'dan 2,5 pL ekleyin (bkz. yukaridaki Tablo 1).
Yukari asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin ve tiipl bir kapakla kapatin.

2h. llgili tiipe 2,5 pL bisiilfit dénistirilmis DNA ekleyin. Yukari asagi pipetleme
yaparak yavasca karigtirin.

2i. 4 tupluk bir set doldurulduktan sonra tiplerin kapaklarini kapatin.

Not: PCR tupleri, érneklerin PCR tuplerine pipetlenmesi ile deneyin 2-8°C'de, karanlikta

baslatilmasi arasinda 30 dakika saklanabilir.

2j.  Materyal bozunmasini énlemek icin QlAsure Calibrator'i tekrar dondurucuya
koyun.

Not: Yalanci pozitif sonuglar alinmasina yol agabilecek spesifik olmayan sablon veya

reaksiyon karigimi kontaminasyonunu énlemek icin her bir tip arasinda uclari

degistirin.
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3. Rotor-Gene Q MDx'i hazirlayin ve galismayi (deneyi) asagidaki sekilde baslatin:

3a. Rotor tutucu lUzerine 72 kuyulu bir rotor koyun.

3b. Rotoru Tablo 1'de gosterildigi sekilde atanmig pozisyonlara gére pozisyon 1'den
baslayarak ve kullaniimayan tim pozisyonlara bos kapakli strip tlipleri
yerlestirerek strip tupleriyle doldurun.

Not: ilk tiipiin pozisyon 1'e yerlestirildiginden ve strip tiiplerinin Tablo 1 iginde

gosterildigi sekilde dogru yonelim ve pozisyonda yerlestirildiginden emin olun.

3c. Kilitteme halkasini takin.

3d. Rotoru ve kilitteme halkasini Rotor-Gene Q MDx cihazina yUkleyin; cihaz kapagini
kapatin.

3e. Rotor-Gene AssayManager v1.0 yaziliminda galisma listesi yoneticisinden ilgili
calisma listesini secin ve Apply (Uygula) 6gesine tiklayin veya ¢alisma listesi hala
aciksa sadece Apply (Uygula) 6desine tiklayin.

Not: Calisma icin gcalisma listesi olusturulmamissa Rotor-Gene AssayManager v1.0

Uzerinde oturum agin ve ilerlemeden énce adim 1'i izleyin.

3f. Calisma (deney) adini girin.
3g. Kullanilacak donguleyiciyi Cycler selection (Dénglleyici segimi) listesinden segin.
3h. Kilitteme halkasinin dogru takilip takilmadigini kontrol edin ve ekranda bunu
onaylayin.
3i.  Start experiment (Deneyi baslat) 6gesine tiklayin.
QlAsure Methylation Test galismasi baslamalidir.

4. Calisma bittiginde Finish run (Calismay: bitir) 6gesine tiklayin.
5. Cikarin ve gcalismayi onaylayin.

® Approver (Onaylayici) roliyle oturum agan kullanicilar Release and go to
approval (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklamahdir.
® Operator (Operator) rollyle oturum acan kullanicilar Release (Cikar) 6gesine

tiklamalidir.
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6. Sonuglari ¢ikarin.
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® Release and go to approval (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklandiysa deney
sonuglari géruntilenir.

® Kullanici roliindeki bir kullanici tarafindan Release (Cikar) 6gesine tiklanmigsa
"Approver" (Onaylayici) roliinde bir kullanici oturum agmali ve "Approval”
(Onay) ortamini segmelidir.

® Filtre segeneklerini belirleyip Apply (Uygula) 6desine tiklayarak onaylanacak
tahlili filtreleyin.

® Sonuclari inceleyin ve her bir test 6rneginin sonuglarini onaylayin.

"Results" (Sonuglar) tablosunda kaydirarak onaylanacak drnege ilerleyin. Onaylanacak

her 6rnek sonucunun kendi satir sonunda U¢ radyo dugmesi vardir.
Bir 6rnegin sonucunu kabul edin veya reddedin.

Not: Rotor-Gene AssayManager tarafindan otomatik olarak INVALID (Gegersiz) olarak
ayarlanmis bir sonug, sonug reddedilse bile artik gegerli bir sonuca dénusturilemez.

istege Bagli: Sample comment (Ornek yorumu) siitununa bir yorum girin.

Release/Report data (Verileri ¢ikar/raporla) 6gesine tiklayin.

OK (Tamam) 6gesine tiklayin. Rapor Adobe Portable Document (.pdf) formatinda
olusturulur ve énceden tanimlanmis klasérde otomatik olarak saklanir. Varsayilan
klasér konumu: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports (QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Disa Aktar > Raporlar)

Not: Bu konum ve klasor, "Configuration" (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.

Ham verilere karsilik gelen .rex dosyasini disa aktarmak icin Archive (Arsiv) sekmesine
gidin. Filtre segeneklerini kullanarak deneyinizi bulun ve show assays (tahlilleri goster)
0gesine tiklayin. Ardindan, Export .rex file (.rex dosyasini disa aktar) 6desine tiklayin
ve OK (Tamam) 6gesine tiklayarak dosyayi kaydedin. Yazilim .rex dosyasini otomatik
olarak asagidaki dnceden tanimlanmis klasére kaydeder: QIAGEN > Rotor-Gene
AssayManager > Export > Experiments (QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Disa Aktar > Deneyler)
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Not: Bu konum ve klasér, Specify the .rex file export destination (.rex dosyasi disa

aktarim hedefini belirtin) sekmesinde degistirilebilir.

Not: Sorun giderme icin ¢alismanin destek paketi gereklidir. Destek paketleri Approval
(Onay) veya Archive (Arsiv) ortamindan olusturulabilir.
https://www.giagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources adresinden Rotor-Gene AssayManager Core Application
Kullanim Kilavuzu, Troubleshooting (Sorun Giderme), "Creating a support package"
(Destek paketi olusturma) bélimine bakin. Ek olarak, olay tarihinden itibaren £1 glin
seklinde denetim izine bakmak faydali olabilir. Denetim izi, Service (Servis) ortamindan
alinabilir (bkz. Rotor-Gene AssayManager Core Application Kullanim Kilavuzu).

7. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve strip tlpleri yerel giivenlik dizenlemelerine

uygun sekilde imha edin.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Analiz tamamen otomatiktir.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 6ncelikle amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine ve
gUrultd blylkltklerine bakarak uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Boyle bir durum

s6z konusu olursa, gecersiz sayilan egri, bir bayrakla isaretlenir (bkz. Tablo 2).
Ardindan Rotor-Gene AssayManager v1.0 ¢alistirma kontrollerini analiz eder.

Kalibrator
e NTC

Not: Calismanin sonunda olusturulan rapor, galisma kontrollerinden alinan sonuglari

gosterir ve gegersiz verilerin 6niinde gegersizlik isaretleri bulunur.

Calismadaki tim kontroller uygun degerdeyse Rotor-Gene AssayManager bilinmeyen

ornekleri analiz eder.

Tablo 2, Rotor-Gene AssayManager v1.0 tarafindan yapilan analiz esnasinda her bir tlipe

verilebilecek gecersiz kilici drnek isaretlerini ve bu isaretin anlamlarini igerir.
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Tablo 2. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalar

Isaret Davranis Aciklama
ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid Hedef deder tanimlanmis araliktan yiksektir. Bu bir
(Gegersiz) Cr, sonlanim noktasi floresansi, konsantrasyon veya
hesaplanmis deger, 6rn. ortalama Cr veya ACt
olabilir.
ASSAY_INVALID Invalid Tahlil gegersizdir ¢linkii en az bir harici kontrol
(Gegersiz) gegersizdir.
BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid Hedef deder tanimlanmis araliktan disiktir. Bu bir
(Gegersiz) Cr, sonlanim noktasi floresansi, konsantrasyon veya
hesaplanmis deger, 6rn. ortalama Cr veya ACt
olabilir.
CONSECUTIVE_FAULT Invalid Bu hedefin hesaplanmasi igin kullanilan bir hedef
(Gegersiz) gegersizdir.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid Ham veri amplifikasyon egrisi, bu tahlil igin belirlenen
(Gegersiz) davranistan farkli bir sekil géstermektedir. Yanlis
sonug alinmis veya sonugclarin yanlis yorumlanmig
olmasi olasihgr yUksektir.
FLAT_BUMP Invalid Ham veri amplifikasyon egrisi, bu tahlil i¢in belirlenen
(Gegersiz) davranistan farkli olarak, diiz ¢ikinti gibi bir sekil
gostermektedir. Yanlis sonug alinmis veya
sonuglarin yanhs yorumlanmis olmasi olasihgi
ylksektir (6rn. yanhs CT degeri tayini).
IN_ACCEPTED_RANGE Gegerli NTC, hedef ACTB igin 36'nin Gizerindeki sinyal Cr
degerlerini gosterir.
INVALID_CALCULATION Invalid Bu hedef i¢in hesaplama basarisizdir.
(Gegersiz)
MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Invalid Amplifikasyon egrisi, esigi bir defadan fazla
(Gegersiz) gegmektedir. Belirsiz olmayan bir Cr
saptanamamistir.
NO_BASELINE Invalid Baslangig referans cizgisi igin higbir baslangi¢ degeri
(Gegersiz) bulunmamistir.
NO_CT_DETECTED Variable Bu hedef igin Ct saptanmamistir.
(Degisken)
NO_VALUE Invalid Hedefin bir degeri yoktur ancak olmasi
(Gegersiz) beklenmektedir. Bu degerin belirli bir aralikta olmasi
gerekmez. Bu bir Cr, sonlanim noktasi floresansi,
konsantrasyon veya hesaplanmis deger, 6rn.
ortalama Cr veya ACt olabilir.
NORM_FACTOR_ALTERATION Uyari Normalizasyon proseduri sirasinda sapma.
Amplifikasyon egrisi varsayilan normalizasyonla
gosterilir; sonuglarin dogruluk agisindan manuel
kontrolii gerekir.
OTHER_TARGET_INVALID Invalid Ayni 6rnek igin bagka bir hedef gegersizdir.
(Gegersiz)
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Tablo 2. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari

SATURATION Invalid
(Gegersiz)
SATURATION_IN_PLATEAU Uyari
SPIKE Uyari
SPIKE_CLOSE_TO_CT Invalid
(Gegersiz)
STEEP_BASELINE Invalid
(Gegersiz)
STRONG_BASELINE_DIP Invalid
(Gegersiz)
STRONG_NOISE Invalid
(Gegersiz)
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Invalid
(Gegersiz)
UNCERTAIN Variable
(Degisken)
UNEXPECTED_CT_DETECTED Variable
(Degisken)
UNEXPECTED_VALUE Invalid
(Gegersiz)
UPSTREAM Variable
(Degisken)
WAVY_BASE_FLUORESCENCE Invalid
(Gegersiz)

Ham veri floresansi, amplifikasyon egrisinin bikilme
noktasindan énce gucli sekilde satlre olmaktadir.

Ham veri floresansi, amplifikasyon egrisinin plato
fazinda satiirasyon géstermektedir.

Amplifikasyon egrisinin iginde ancak Ct'nin
belirlendigi alanin disinda ham veri floresansinda ani
bir artis saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde Ct degerinin yakininda bir
spayk saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin dik
bir sekilde ylkselen referans gizgisi saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin
kuvvetli bir sekilde dlisen referans gizgisi
saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin ylkselme fazinin diginda
buyuk bir girlltu saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin yikselme (eksponansiyel)
fazinda gug¢li parazit saptanmistir.

AUDAS sonuglari temel analiz sonuglariyla
catismaktadir. Belirsiz olmayan otomatik veri
gecerliligi degerlendirmesi mimkiin degildir.

Amplifiye olmamasi gereken bir hedef igin bir Ct
degeri saptanmistir.

Hedefin bir de@eri vardir ancak bu beklenen bir
deger degildir. Bu bir Cr, sonlanim noktasi
floresansi, konsantrasyon veya hesaplanmis deger,
orn. ortalama Cr veya ACr olabilir.

Ornek durumu yukari dogru bir proses (6rn.
QIAsymphony) tarafindan Invalid (Gegersiz) veya
Unclear (Belirsiz) olarak ayarlanmistir.

Not: Unclear (Belirsiz) olarak isaretlenmis 6rnekler
icin Rotor-Gene AssayManager davranisi
AssayManager yaziliminin "Configuration"
(Yapilandirma) ortaminda tanimlanmistir. Yukari
dogru proseslerden "Invalid" (Gegersiz) isaretleri
Rotor-Gene AssayManager iginde daima gegersiz bir
karsilik gelen érnekle sonuglanir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin
dalgali referans ¢izgisi saptanmistir.
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® Calismadaki tim kontroller gegerliyse Rotor-Gene AssayManager v1.0 bilinmeyen
ornekleri analiz eder. Sonuglarin yorumlanabilmesi igin bistlfit dontsttrdlmis DNA'nin
minimal bir miktar1 6rnekte mevcut olmahdir. Bu durum, kontrol geni ACTB'nin,
Rotor-Gene AssayManager tarafindan onaylanan bir érnek igin <26,4 olmasi gereken
Cr degeriyle gosterilir.

® Ardindan FAM19A4 ve hsa-mir124-2 igcin AACt degerleri hesaplanir ve sonug verilir.
AACT degeri esik degerin altinda olursa hedef, "Hipermetilasyon pozitif* olarak
skorlanir.
Not: Kismi veya disuk metilasyon seviyeleri dogal olarak gorulen bir fenomen olup
bunlar, hipermetilasyon seviyelerinden farkli olarak, kanser gelisimiyle dogrudan iliskili
degildir.

® Bir 6rnek, hedeflerden en az biri "Hypermethylation positive" (Hipermetilasyon pozitif)
olarak skorlandiginda "Hypermethylation positive" (Hipermetilasyon pozitif) olarak kabul
edilir.

® Dusuk DNA kalitesi/miktarina sahip érnekler (ACTB Cr degerlerinin kabul kriterinin
sinirinda yer almasi; Ct degerlerinin 25 - 26,4 araliginda olmasi) yanls negatif olarak
skorlanabilir. PCR'nin tekli olarak tekrar testi dnerilir. Tekrar testi igin negatif sonug,
ornegin hipermetilasyon negatif oldugu anlamina gelirken pozitif sonug, drnegin
hipermetilasyon pozitif oldugu anlamina gelir.

® Dogrudan donlisim protokoliyle islenen ylksek hiicresellige sahip érnekler, PCR
reaksiyonunun DNA ile asiri yuklenmesi riskine sahiptir ve bu da FAM19A4 hedefi i¢in
yanlis negatif sonuca yol acabilir. Dolayisiyla 1) negatif bir hipermetilasyon sonucuna,
2) <23 seklinde bir ACTB Ct degerine ve 3) 10,36 ile 11,36 arasinda bir FAM19A4 AAC+
degerine sahip ornekler icin 6rnedi suda seyrelterek PCR'nin 5 kat daha az
donusturalmis DNA girisi ile tekrarlanmasi tavsiye edilir.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu, ortaya cikabilecek sorunlarin ¢dzimuinde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina bakin:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki bilim insanlari her
zaman bu el kitabindaki bilgiler ve protokoller ya da érnek ve tahlil teknolojileriyle ilgili tim
sorularinizi yanitlamaktan mutluluk duyar (iletisim bilgileri igin arka kapada bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Rotor-Gene AssayManager ile ilgili sorun giderme bilgileri i¢in Rotor-Gene AssayManager

Core Application Kullanim Kilavuzu belgesine bakin.

Yorumlar ve oneriler

Genel Kullanim

Ornek DNA konsantrasyonu bistilfit
dénlstimi igin ¢ok dusik

DNA ekstraktini kontrol edin DNA ekstraksiyonunu daha konsantre bir klinik érnekle tekrarlayin

Ornek gegersiz olarak skorlandi: ACTB amplifikasyonu gok diisiik veya yok

a) Pipetleme hatasi veya atlanmig Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR
reaktifler calismasini tekrarlayin.
b) DNA konsantresini kontrol edin Bisulfit donlsimu icin DNA girdisini en Ust seviyeye g¢ikarin. Bisulfit

doénisim reaksiyonu, 100 ng—2 ug araliginda DNA girdisi igin
optimum performansa sahiptir

c) "Dogrudan servikal 6rnek Uzerinde Bislfit ddntistim reaksiyonunu, PreservCyt toplama ortamindaki
bisilfit donlisimi" protokolii igin klinik servikal numunenin %10'u (20 mL'nin 2 mL'si) ile tekrarlayin.
ornegi hucresellik agisindan kontrol edin

d) Bislfit donistirilmus eltati kontrol Bisulfit donlsimuni tekrarlayin; gerekli oldugunda daha yuksek bir
edin DNA girdisi kullanilabilir.

Ornek gegersiz olarak skorlandi: FAM19A4 ve/veya hsa-mir124-2 hedefleri gegersiz

Yetersiz karistirma Ornek ve reaksiyon karigimini pipetleyerek (tiip bagina yaklasik
10 defa) karigtirin. Ornegi tekrarlayin.

Pozitif kontrol gecersiz olarak skorlandi: hedeflerin biri veya daha fazlasi igin amplifikasyon ¢ok duslik veya yok

a) Pipetleme hatasi veya atlanmig Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR
reaktifler calismasini tekrarlayin.
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Yorumlar ve oneriler

b) Kismi bozunma Kit iceriklerini -30 ila -15 °C'de saklayin.
Dondurma ve ¢6zdiirme dongulerini en fazla ic defa olacak sekilde
sinirlayin.

c) PCR reaktiflerinde kismi bozunma Kit igeriklerini -30 ila -15 °C'de saklayin ve reaksiyon karigimlarini

1siktan koruyun.
Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme islemlerinden kaginin.

d) Strip tliplnin tersine gevrilmesi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.
e) Son kullanma tarihi Kullanilan kitin son kullanma tarihini kontrol edin.

f) Orneklerin pipetlenmesi ve calismanin PCR reaksiyonlarinin karigimlari

baslatiimasi arasindaki gecikme siresi érneklerin PCR reaksiyonlarina dagitiimasi ve galismanin

makinede baslatiimasi arasinda, karanlikta, 30 dakika boyunca
2-8 °C'de saklanabilir.

Sablonsuz kontrol (No template control, NTC) gegersiz

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR
calismasini tekrarlayin.

b) Capraz kontaminasyon Tum kritik reaktifleri degistirin.
Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her zaman 6rnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

c) Reaktif kontaminasyonu Tum kritik reaktifleri degistirin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her zaman 6rnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

d) Strip tipunin tersine gevrilmesi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

e) Orneklerin pipetlenmesi ve ¢calismanin  PCR reaksiyonlarinin karigimlari

baglatiimasi arasindaki gecikme stiresi érneklerin PCR reaksiyonlarina dagitiimasi ve galismanin

makinede baslatilmasi arasinda, karanlikta, 30 dakika boyunca
2-8 °C'de saklanabilir.

f) Prob bozunmasi Reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.
Floresan egrisinde yanlis pozitif kontroll yapin.
Ornekte sinyal yok veya diisilk ama kontrol calismasi iyi

a) inhibe edici etkiler Santrifiijleme isleminden sonra, bistlfit ddnlsimi sirasinda filtre
lizerinde tampon kalmadigini mutlaka kontrol edin.

Bislfit ddontistimind tekrarlayin.

b) Pipetleme hatasi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR
calismasini tekrarlayin.

Eger sorun devam ederse, QIAGEN Teknik Servisi ile kontak kurun.
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Sinirlamalar

QlAsure Methylation Test reaktifleri yalnizca in vitro tani amach kullanilabilir.

PCR testlerinin kullanimi ekipmanlarin bakimi dahil olmak Gizere, molekiler biyolojiye 6zel
ve yururlukteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar uygulamalar

gerektirir.
Bu kitte saglanan reaktifler ve talimatlar optimum performans icin dogrulanmistir.

QlAsure Methylation Test, Rotor-Gene Q MDx cihazlarinin ve Rotor-Gene AssayManager

v1.0 yaziliminin kullaniminda egitimli laboratuvar uzmanlari tarafindan kullaniimahdir.

Uriin sadece real-time PCR teknikleri ve in vitro diagnostik islemler konusunda 6zel talimat
almis ve egitimli personel tarafindan kullaniimalidir. Elde edilmis herhangi bir tani amagli

sonucun diger klinik ve laboratuvar bulgulari ile birlikte yorumlanmasi gerekir.
Optimum PCR sonuglari igin kullanim kilavuzuna (el kitabi) kati olarak uymak gerekir.

Tum bilesenlerin etiketleri ve kutusunda basili son kullanma tarihlerine dikkat edilmelidir.

Son kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

Dusuk DNA kalitesi/miktarina sahip érnekler (ACTB Cr degerlerinin kabul kriterinin sinirinda
yer almasi; Cr degerlerinin 25 - 26,4 araliginda olmasi) yanlis negatif olarak skorlanabilir.
Tekli olarak tekrar testi onerilir. Tekrar testi igin negatif sonug, 6érnegin hipermetilasyon
negatif oldugu anlamina gelirken pozitif sonug, 6rnegin hipermetilasyon pozitif oldugu

anlamina gelir.

QlAsure Methylation Test ile birlikte verilen tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile birlikte verilen

reaktiflerle birlikte kullanima yoneliktir. Aksi takdirde performans etkilenebilir.
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QlAsure Methylation Test, HPV pozitif kadinlar i¢cin onaylanmistir.

QlAsure Methylation Test, PreservCyt, SurePath™ veya STM ortaminda toplanan ve
saklanan servikal numuneler ve laboratuvara geldikten sonra PreservCyt iginde saklanmis
kendi kendine toplanan vajinal firca numuneleri icin onaylanmistir.

QlAsure Methylation Test PCR tahliliyle birlikte kullanim igin yalnizca Rotor-Gene Q MDx

onaylanmistir.

Bu UrGnin herhangi bir etiket disi kullanimi ve/veya bilesenlerin degistiriimesi Self-screen

B.V. sorumlulugunu gecersiz kilar.
Self-screen performans calismalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan

herhangi bir prosedir igin sistem performansinin  dogrulanmasi kullanicilarin

sorumlulugundadir.
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Performans Ozellikleri

Tespit Sinirn (Limit Of Detection, LOD)

QlAsure Methylation Test'in analitik duyarlihgi, plazmidin her tG¢ amplikon sekansini da
(ACTB, FAM19A4 ve hsa-mir124-2; PCR basina 750.000 ila 0,25 kopya aralidi) iceren bir
seri dilisyon serisi kullanilarak, %95 tespit siniri (%95 LOD) olarak belirlenmistir. Hedefler
icin %95 LOD, 36 pozitif sonugtan en az 35'ini veren en dusuk plazmid dilisyonu olarak
degerlendirilmistir (Ct<40). Toplamda, dort farkl operatér tarafindan (gtinde operatdr basina
1 calisma) Ug farkh Lot ve ug farkli RGQ sistemi kullanilarak 12 deney gerceklestirilmistir.
Her bir deneyde, 11 plazmid diliisyonunun (clii testi yer almistir. Ug farkli hedefin timii igin
%95 LOD, PCR basina 7,5 kopya olmustur.

Dogrusallik

QlAsure tahlilinin dogrusalligi, %95 LOD'yi degerlendirmek icin gerceklestirilen 12 deneyin
verileriyle belirlenmistir. iki hedef (FAM19A4 ve hsa-mir124-2) ve referans ACTB,
750.000'den PCR basina 7,5 kopyaya kadar dogrusal amplifikasyona sahip olmustur.

Hassasiyet

QlAsure Methylation Test'in hassasiyeti, tahlil ici degiskenlik (bir deney icinde ayni
konsantrasyona sahip 6rneklerin goklu sonuglarinin degiskenligi) ve tahlilin toplam varyansi
(tahlilin farkh operatorler tarafindan, farkli cihazlarda, farkl lotlarla, farkli laboratuvarlarda
alinan c¢oklu sonuglarinin degiskenligi) olarak belirlenmistir. Test, hem FAM19A4 hem de
hsa-mir124-2 igin LOD konsantrasyonunun yaklasik 3 katina karsilik gelen sinyallerle
hipermetilasyon pozitif sonucu veren yuksek riskli HPV pozitif bir servikal numuneden elde
edilen bisulfit donustirilmus DNA Gzerinde gerceklestirilmigtir. Test, iki farkl laboratuvarda
iki farkh Lot ve ug¢ farkh RGQ makinesi kullanan dort farkli operator tarafindan (gunde
operatOr basina bir ¢alisma), iki tekrarl olarak, 8 ¢alisma halinde gergeklestiriimis ve drnek
basina 16 veri noktasi elde edilmistir. Ct ve AACt degerleri igin varyasyon katsayisi
(coefficient of variation, CV) belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Metilasyon pozitif bir servikal 6rnekte CT ve AACT degerlerinin %CV'si

Ornek tipi Ornek tipi (%) Ornek tipi (%)
CT degeri Dahili C'?.rnek kalite 0,3 1,32

kontroli (ACTB)

FAM19A4 1,02 1,52

hsa-mir124-2 1,16 1,64
AACT degeri FAM19A4 3,70 597

hsa-mir124-2 4,21 5,75

Bahsi gegen konsantrasyondaki bir 6rnegin Cr degerlerinin genel istatistiksel yayilimi, dahili
ornek kalite kontrolli (ACTB) igin %1,32, FAM19A4 igin %1,52 ve hsa-mir124-2 icin %1,64
olmustur. Bahsi gegen konsantrasyondaki bir 6rnegin AACt degerlerinin genel istatistiksel
yayihmi, FAM19A4 icin %5,97 ve hsa-mir124-2 i¢in %5,75 olmustur.

Olumsuz etkileyen maddeler

PCR Uzerindeki potansiyel etkileri igin secilen inhibe edici maddeler, bistlfit donisim kitinin
desulfonasyon ve yikama tamponu olmustur. Orijinal érnekte potansiyel olarak bulunan
maddeler, 6rnek DNA'sinin iki defa silika boncuklarla saflastiriimis oldugu, dolayisiyla bislfit
donitsiminden sonra orijinal 6rnek ve DNA'nin temizlenerek DNA ekstraksiyonu
gerceklestidi dikkate alinarak test edilmemistir. Destilfonasyon ve yikama tamponunun izleri,
dahili 6rnek kalite kontroli igin gegersiz bir test sonucuyla saptandidi gibi, PCR'de olumsuz
etki gOstermistir.
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Klinik Performans
HPV pozitif servikal numuneler*

Servikal intraepitelyal neoplazi sinif 3 (CIN 3) ve servikal kanser (yani CIN 3+) icin QlAsure
Methylation Test'in klinik performansi, AB ¢ok merkezli, retrospektif bir calismada
degerlendirilmistir (13). QlAsure Methylation Test, AB (ilkelerindeki (Iskogya, Slovenya,
Danimarka, Hollanda) kadinlardan (29-76 yas arasi) elde edilen 2384 HPV pozitif servikal
tarama o6rneginde degerlendirilmistir (13). Numuneler, PreservCyt veya SurePath
ortamlarinda toplanmistir. Calisma populasyonu, CIN 2 ile 124, CIN 3 ile 228 ve kanser ile
20 olmak uzere 2 yillik takip suresi iginde (<CIN 1 olarak kisaltilmistir) hastalik kaniti
olmayan 2012 kadindan olusmaktadir. DNA, servikal 6rneklerden ekstrakte edilmistir ve
bisulfit dontgim reaksiyonunda (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO Research) girdi olarak
250 ng DNA kullaniimistir. PCR'de, 250 ng modifiye DNA'nin %20'si kullaniimistir (50 ng
orijinal hedef DNA/PCR'ye karsilik gelir). QlAsure Methylation Test pozitiflik oranlarinin klinik

sonlanim noktasina gore siniflandiriimis genel pozitiflik oranlari asagida verilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. QlAsure Methylation Test pozitiflik oranlan

Klinik sonlanim noktasi Kesir Pozitiflik orani (%95 CI)
<CIN1 437/2012 %21,7 (20-23,6)
CIN 2 58/124 %46,8 (38,1-56,6)
CIN3 176/228 %77,2 (71,3-82,2)
Servikal kanser 19/20 %95,0 (70,7-99,3)

Yiksek riskli HPV pozitif servikal érnekler arasinda, CIN 3+ icin duyarlilik %78,6 (195/248; %95 Cl: 73,1-88,3) ve
QlAsure Methylation Test icin genel 6zglllik %78,3 (n = 2013; %95 Cl: 76-80) olarak tespit edilmistir. hrHPV poxzitif,
metilasyon negatif sonuglarin negatif dngéricl degeri, servikal kanser igin %99,9 (N = 1694; %95 Cl: 99,6-99,99),
CIN3+ icin %96,9 (%95 Cl: 96-98) ve CIN2+ igin %93,0 %95 Cl: 92-94) olarak tespit edilmistir.

* Doktor tarafindan toplanan servikal numuneler.
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Ek olarak, servikal kanser duyarlihgi, 25'ten fazla tlkeden farkli histotiplere sahip 519 invazif
kanser Uzerinde dinya ¢apinda ¢ok merkezli retrospektif bir calismada degderlendirilmistir (11).
DNA, servikal érneklerden ekstrakte edilmistir ve bisdlfit donisim reaksiyonunda (EZ DNA
Methylation Kit, ZYMO Research) girdi olarak 250 ng DNA kullaniimigtir. PCR'de, 250 ng
modifiye DNA'nin %20'si kullaniimigtir (50 ng orijinal hedef DNA/PCR'ye karsilik gelir). 519
kanserden 510'u QlAsure Methylation test ile pozitif sonug vermistir ve %98,3 pozitiflik orani elde
edilmistir (%95 CI: 96,7-99,2), histotip basina siniflandirilan pozitiflik oranlari agagida Tablo 5.
Servikal kanser numunelerinde QIAsure methylation test pozitiflik orani iginde verilmistir.

Tablo 5. Servikal kanser numunelerinde QlAsure methylation test pozitiflik orani

Klinik sonlanim noktasi Kesir Pozitiflik orani (%95 CI)
Skuaméz hiicreli karsinom 313/318 %98,4 (96,4-99,5)
Adenokarsinom 121/123 %98,4 (94,2-99,8)
Adenoskuamoz hiicre karsinomu 42/42 %100,0 (91,6-100)
Nadir kanser histotipleri 30/32 %93,8 (79,2-99,2)
Kanser Histotipi belirtiimemistir 4/4 %100 (39,8-100,0)

Kendi kendine toplanan HPV pozitif vajinal firga numuneleri

QlAsure Methylation Test'in hasta tarafindan toplanan vajinal firga numunelerinde, 3. derece
servikal intraepitelyal neoplazi (cervical intraepithelial neoplasia, CIN 3) ve servikal kanseri
(CIN 3+) saptama yonundeki klinik performansi, 247 adet ylksek riskli HPV pozitif vajinal
numune test edilerek degerlendirilmistir. 14 6rnek (%5,7) icin ACTB Cr degerleri
>26,4 olarak tespit edilmis ve ardindan gecersiz olarak skorlanmistir. Gegerli test
sonuglarina sahip 6rnekler, 18 ay takip sonrasinda <CIN 1 asamasindaki kadinlara ait
148 adet hasta tarafindan toplanan firga 6rneginden, CIN 2 asamasindaki 24 6rnekten, CIN
3 asamasindaki 50 ornekten, skuaméz hicreli karsinom bulunan 8 06rnekten ve
adenokarsinom bulunan 3 6rnekten olusmustur. DNA, vajinal numunelerden ekstrakte
edilmistir ve bisdlfit donlsim reaksiyonunda (EZ DNA methylation kit, ZYMO Research) girdi
olarak 250 ng DNA kullaniimistir. PCR'de, 250 ng bisdlfit donUstirilmis DNA'nin %20'si
kullanilmigtir (50 ng orijinal hedef DNA/PCR'ye karsilik gelir). QlAsure Methylation Test'in
klinik sonlanim noktasi ile siniflara ayrilan pozitiflik oranlari asagida verilmektedir (Tablo 6).

QlAsure Methylation Test Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 06/2023 45



Tablo 6. Kendi kendine toplanan vajinal firca numunelerinde QlAsure Methylation Test pozitiflik oranlar

Klinik sonlanim noktasi Kesir Pozitiflik orani (%95 CI)
<CIN1 34/148 %23,0 (16,9-30,4)
CIN 2 7124 %29,2 (14,6-49,8)
CIN 3 33/50 %66,0 (52,0-77,7)
Skuamoz hiicreli karsinom 8/8 %100 (63,1-100,0)
Adenokarsinom 3/3 %100 (29,2-100,0)

YUksek riskli HPV pozitif, hasta tarafindan toplanan vajinal firga numuneleri arasinda, CIN 3+ icin duyarlilik %72,1
(44/61; %95 CI: 59,7-81,9) ve karsinom icin duyarlilik %100 (11/11, %95 CI: 72—100) olmustur.*

FAM19A4 ve hsa-mir124-2 hedeflerinin donusen ileri CIN lezyonlarini saptama
performansi

Konak hiicre promotdr metilasyon analizi, spesifik olarak, kanser benzeri bir metilasyon
profili barindiran ve kisa vadede kansere ilerleme riskinin yliksek olmasi beklenen, "ileri" CIN
lezyonlari adli lezyonlari tespit eder (7, 8). FAM19A4 ve hsa-mir124-2 hedeflerinin promotor
hipermetilasyon analizinin performansi, donismekte olan ileri CIN 2/3 asamasindaki
kadinlardan alinan 29 adet yiksek riskli HPV pozitif numune ve dénlismekte olan erken
donem CIN 2/3 asamasindaki kadinlardan alinan 19 adet yuksek riskli HPV pozitif numune
test edilerek degerlendirilmistir. Metilasyon, tiim ileri CIN2/3 lezyonlarini (%100; 29/29; %95
Cl: 88-100) hipermetilasyon pozitif olarak skorlayarak, ozellikle ilerlemis hastalikla
iliskilendirilmistir (erken dénem CIN 2/3 lezyonlarinin %47 (9/19; %95 Cl: 27-69) orani ile
karsilastirildiginda).

* Not: Ileri CIN lezyonu ve/veya servikal kanser goriilen kadinlarin érneklerindeki hedeflerin hipermetilasyonu, érnek
alimindaki degiskenlik (6rnegin yetersiz 6rnek alimi sonucu) nedeniyle saptanamayabilir.
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Giigliiliik

QlAsure Methylation Test'in gucluligld, QlAsure Methylation Test'in c¢iktisi ve tahlilin
Yalnizca Arastirma Kullanimina (Research Use Only, RUO) yoénelik versiyonunun giktisi
arasindaki uyum olarak belirlenmistir. Test, 5'i her iki belirteg icin dnceden hipermetilasyon
negatif olarak tanimlanan, 5'i ise metilasyon pozitif olarak tanimlanan (6rn. 2 belirtegten en
az biri icin) 10 adet ylksek riskli HPV pozitif servikal Ornekten elde edilen bisdlfit
donusturdlmis genomik DNA (izerinde gergeklestiriimistir. Test, iki farkli laboratuvarda iki
farkli Lot ve Ug farkli Rotor-Gene Q MDx cihazi kullanan dort farkli operator tarafindan
(glinde operatdr basina bir calisma), iki tekrarli olarak, 8 calisma halinde gergeklestiriimistir.
Toplamda her bir 6rnek i¢in 16 veri noktasi elde edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. QlAsure Methylation Test ile tahlilin RUO versiyonunun uyumu

Ornek numarasi RUO sonucu RUO'ya kiyasla RUO'ya kiyasla
Laboratuvar 1 Uyumu Laboratuvar 2 Uyumu

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)
Alt toplam %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)
Alt toplam %100 (40/40) %100 (40/40)
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Onceden metilasyon negatif olarak tanimlanan bes drnekten dérdi, her iki laboratuvarda
QlAsure Methylation Test kullanildiginda %100 uyum sergilemistir. Ornek 3, her iki
laboratuvarda %62,5 (5/8) uyum sergilemistir. G6zlemlenen varyasyon, tahlil esik degeri
civarinda seviyelere sahip FAM19A4 ile iligkili olmustur. Metilasyon negatif Ornekler

arasindaki genel uyum %92,5 (37/40) olmustur.

Onceden metilasyon pozitif olarak tanimlanan 5 érnegin tiimd, referans tahlil ile %100 uyum
sergilemis ve bdylece genel uyum %100 (40/40) olmustur.
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Dogrudan servikal numuneler Gzerinde bisUlfit dontsimu

"EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit kullanarak dogrudan servikal numuneler lzerinde bisulfit
dontsimi" protokoll, referans protokole gore (6ncesinde érnek DNA'sinin miktar kontrol(
yapilan bistlfit dontsimu) 119 servikal kazinti Gzerinde dogrulanmis ve ardindan QlAsure
Methylation Test gergeklestirilmistir. %2,5 servikal numune girdisi kullanilarak, dogrudan
servikal érnekler lizerinde yapilan bisilfit dénlisimunin basari orani %95,8 (114/119) olmus
ve gegersiz sonuglar %10 servikal numune girdisiyle yeniden test edilerek %100'e
cikarilmistir. QlAsure Methylation Test sonucunun bisllfit déntustim protokolleri arasindaki
uyumu, %90,8 (108/119; kappa degeri 0,75) olmustur.

"QlAsymphony Bisulfite Kit kullanarak dogrudan servikal numuneler Uzerinde bisdilfit
dénisuimu" protokold, referans protokole gore (6ncesinde 6rnek DNA'sinin miktar kontrolu
yapilan bisdlfit donisimu) 120 servikal kazinti Gzerinde dogrulanmis ve ardindan QlAsure
Methylation Test gerceklestirilmistir. %2,5 servikal numune girdisi kullanilarak, dogrudan
servikal drnekler tzerinde yapilan bistlfit donisiminln basari orani referans protokoli ile
%97,5'e (117/120) kiyasla %94,2 (113/120) olmustur. QlAsure Methylation Test sonucunun
bistlfit dontsim protokolleri arasindaki uyumu, %94,7 (107/113; kappa degeri 0,88)

olmustur.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Gizerinde gorilebilir:

Sembol Sembol tanimi
g Son kullanma tarihi
IVD in vitro tani amagl tibbi cihaz

CE-IVD isaretli sembol
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[:Ij] Kullanim talimatlarina bagvurun

& Dikkat

lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin litfen www.qgiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezimize basvurun, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik

Servis Bolimlerinden birine veya yerel distriblitorlere basvurun (arka kapada bakin veya
www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri

Uriin icerik Kat. no.

QlAsure Methylation Test Kit 72 reaksiyon icin: 2 Master Mix, 616014
2 Calibrator.

QlAsymphony SP QIlAsymphony 6rnek hazirlama 9001297

modulu; parcalar ve isgilik i¢in 1 yillik
garanti dahildir (otomatik ekstraksiyon
icin istege bagli)

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
System kizil) artt HRM kanalli real-time PCR

donguleyici ve Yuksek CozUnurlikli

Eritme analizori, dizistu bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik

icin 1 yilhk garanti dahildir, kurulum ve

egitim dahildir
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5 kanal artt HRM kanalli (yesil, sari, 9002032
Platform turuncu, kirmizi, kizil) real-time PCR

donguleyici ve Yuksek CozUnurlikli
Eritme analizori, dizistu bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar pargalar ve iscilik
icin 1 yilhik garanti dahildir kurulum ve
egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx Aksesuarlari

Loading Block 72 x 0.1 mL 72 x 0,1 mL tuplerde tek kanalli pipetle 9018901
Tubes manuel reaksiyon ayari igin
alliminyum blok
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Uriin icerik Kat. no.

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL 1000 reaksiyon icin 4 tlp ve kapakli 981103
(250) 250 strip

Strip Tubes and Caps, 0.1mL 10.000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakh 981106
(2500) 10 x 250 strip

Rotor-Gene AssayManager — Rotor-Gene Q MDX cihazlari ile rutin
test yapmak igin
Rotor-Gene AssayManager Rotor-Gene Q ve QIAsymphony RGQ 9022739
aletleriyle kombinasyon halinde rutin
test yapilmasi igin yazilim; bir
bilgisayarda kurulum igin tek lisansli
yazilim

Gincel lisanslama bilgileri ve Urline 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri veya yerel distributériintizden
istenebilir.
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Bu sayfa 6zellikle bog birakilmistir.
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Belge Revizyon Gecmisi

Tarih Degisiklikler

R4, Haziran 2019 Prensip ve Prosedir kismindaki is akisi prosedirt akis semasi revize edildi;
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller kismina EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit
eklendi; Glivenlik Bilgileri kutu igerigi revize edildi; RGQ MDx 5-plez HRM igin
isinma calismasi hakkinda bilgiler eklendi; Ornek Hazirlama kismi revize edildi;
llave sorun giderme 6gesi eklendi; Performans Ozellikleri kismina Dogrudan
servikal numuneler Gizerinde bisllfit donlistimi konusu eklendi; Referanslar kismi
glincellendi; Dizen glncellemeleri

R5, Temmuz 2023 Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller kismina istege bagli ekstraksiyon
otomasyonu ve QIAsymphony Bisulfite kit igin QIAsymphony cihazi eklendi; Ornek
hazirlama bolimi revize edildi; SurePath toplama ortaminin kullanimi eklendi;
Klinik performans bélimii revize edildi. Tablo 5 ve tablo 6 bagslklari eklendi.

QlAsure Methylation Test igin Sinirli Lisans Sézlesmesi

Bu Uriintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Urtin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o s wN

Uriin yalnizca iiriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim icindir. QIAGEN,
driinle saglanan protokoller, bu el kitabi ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin iginde yer almayan
herhangi bir bilesenle kitin icindeki bilesenlerin kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri mulkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek
protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test
edilmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN tigiincii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin Giglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri tek kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN agikea ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya
baskasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Sozlesmesi yasaklarini uygulayabilir ve bu Sinirli Lisans
Sozlesmesinin ya da kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mlkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat ticreti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.
Self-screen B.V., QlAsure Methylation Test'in yasal iireticisidir.
QlAsure Methylation Test, Self-screen B.V. tarafindan iiretilmistir ve Avrupa'da QIAGEN tarafindan dagitiimaktadir.

Ticari Markalar: 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.).
Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.
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