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testov, ktoré umoznuju izolaciu a detekciu obsahu akejkolvek biologickej
vzorky. Nase moderné, vysoko kvalitné produkty a sluzby zabezpec€uju uspech
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QIAGEN stanovuje normy v:

Purifikacii DNA, RNA a proteinov
Testoch nukleovych kyselin a proteinov
Vyskume mikroRNA a RNAI
Automatizacii technoldgii vzoriek a testov

Nasim poslanim je umoznit vam dosiahnut' vynikajuci uspech a prielomy. Viac
informacii najdete na stranke www.giagen.com.
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Ucel pouzitia
Suprava ipsogen JAK2 MutaQuant Kit je kvantitativny test in vitro uréeny na
detekciu a kvantifikaciu alely JAK2 V617F/G1849T v gendmovej DNA

extrahovanej z periférnej krvi subjektov s podozrenim na myeloproliferativhu
neoplazmu (myeloproliferative neoplasm, MPN).

Nepritomnost mutacie JAK2 V617F/G1849T nevyluCuje pritomnost inych
mutacii JAK2. Test m&ze hlasit faloSne negativne vysledky v pripade dalSich
mutécii lokalizovanych v nukleotidoch 88504 az 88622 (1).

Poznamka: Suprava by sa mala pouzivat podla pokynov uvedenych v tejto
prirucke v kombinacii s validovanymi reagenciami a nastrojmi. Pouzivanie
tohto produktu spésobom, ktory nie je v sulade s priru¢kou, a/alebo
modifikacia komponentov rusi zodpovednost spolocnosti QIAGEN.

Suhrn a vysvetlenie

V roku 2005 bola identifikovana recidivujuca somaticka mutacia V617F, ktora
ovplyviuje gén Janus tyrozinkinadzy 2 (JAK2) (2-5), ¢o vedie k vyznamnému
prielomu v chapani, klasifikacii a diagnostike myeloproliferativnych novotvarov
(myeloproliferative neoplasm, MPN). JAK2 je kriticka intracelularna
signalizaCna molekula pre mnozstvo cytokinov, vratane erytropoetinu.

Mutacia JAK2 V617F bola zistena u >95 % pacientov s polycytémiou vera
(polycythemia vera, PV), 50 — 60% pacientov s esencialnou trombocytémiou
(essential thrombocythemia, ET) a 50 % pacientov s primarnou myelofibr6zou
(primary myelofibrosis, PMF). JAK2 V617F bol zisteny aj v zriedkavych
pripadoch chronickej myelomonocytovej leukémie, myelodysplastickeho
syndromu, systémovej mastocytozy a chronickej neutrofilnej leukémie, ale v
0 % CML (6).

Mutécia zodpoveda jednonukleotidovej zmene JAK2 nukleotidu 1849 v exéne
14, o vedie k jedineCnej substitucii valinu (V) na fenylalanin (F) v pozicii

617 proteinu (doména JH2). Vedie ku konstitutivnej aktivacii JAK2,
hematopoetickej transformacii in vitro a rastu erytroidnych kolénii nezavislych
od erytropoetinu (EHS) u v8etkych pacientov s PV a velkého podielu
pacientov s ET a PMF (7). JAK2 V617F predstavuje kfu€ovu hnaciu silu pri
transformacii hematopoetickych buniek v MPN, ale presné patologickée
mechanizmy veduce pri rovnakej jedine¢nej mutacii k takym réznym klinickym
a biologickym entitam je potrebné aj nadalej uplne objasnit..

Diagn6éza MPN sa tradiCne zakladala na klinickych kritériach, histologii kostnej
drene a cytogenetickych kritériach. Objavenie molekularneho markera
Specifického pre dané ochorenie malo za nasledok zjednoduSenie postupu a
zvySenie diagnostickej presnosti. Detekcia mutacie JAK2 V617F je teraz
sucastou referenénych kritériit WHO 2008 na diagnostiku BCR-ABL
negativnych MPN (Tabulka 1) a pritomnost tejto mutécie je hlavnym kritériom
diagnostického potvrdenia.
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Tabulka 1. Kritéria WHO pre diagnostiku MPN (upravené z referencie 8)

Kritéria pre diagnostiku polycytémie vera (polycythemia vera, PV)
Hlavné 1. Hemoglobin (Hgb) > 18,5 g.dlI* (muzi) alebo > 16,5 g.dI'* (Zeny)
alebo
Hgb alebo hematokrit (hematocrit, Hct) > 99. percentil referencného
rozsahu pre vek, pohlavie alebo nadmorsku vySku pobytu alebo
Hgb > 17 g.dI* (muzi) alebo > 15 g.dI (Zeny) ak je spojené s
trvalym zvySovanim 2 2 g.dI! od zakladnych udajov, ¢o nemozno
pripisat’ korekcii nedostatku Zeleza alebo
ZvySena hmotnost’ ervenych krviniek >25 % nad priemernou

2. Pritomnost JAK2V617F alebo podobnej mutacie

Drobné 1. Trilinearna myeloproliferacia kostnej drene
2. Podnormalna hladina erytropoetinu v sére
3. Rast endogénnych erytroidnych kolonii (Endogenous Erythroid
Colony, EEC)

Kritéria pre diagnostiku esencialnej trombocytémie (essential

thrombocythemia, ET)

Hlavné 1. Pocet krvnych dosticiek = 450 x 10° |1
2. Proliferacia megakaryocytov s velkou a zrelou morfologiou.
Ziadna alebo mala proliferacia granulocytov alebo erytroidov
3. Nie su splnené kritéria WHO pre chronickd myeloidna leukémiu
(chronic myeloid leukemia, CML), PV, primarnu myelofibrézu
(primary myelofibrosis, PMF), myelodysplasticky syndrom
(myelodysplastic syndrome, MDS) alebo iny myeloidny nador.
[4. Preukazanie JAK2V617F alebo iného klonalneho markeru aIebo]
Ziadny dokaz reaktivnej trombocytozy

Drobneé -

Kritéria pre diagnostiku primarnej myelofibrézy (primary myelofibrosis, PMF)

Hlavné 1. Proliferacia a atypia megakaryocytov sprevadzana fibrézou
retikulinu a/alebo kolagénu alebo
Pri absencii retikulinovej fibrozy musia byt zmeny megakaryocytov
sprevadzané zvySenou celularitou drene, granulocytickou
proliferaciou a €asto znizenou erytropoézou (t. j. prefibrotickou PMF).
2. Nie su splnené kritéria WHO pre (CML), PV, MDS alebo iny
myeloidny nador
[3. Preukazanie JAK2V617F alebo iného klonalneho markeru aIebo]
Ziadny dbkaz reaktivnej fibrézy kostnej drene

Drobné 1. Leukoerytroblast6za
2. ZvySena laktatdehydrogenaza (lactate dehydrogenase, LDH) v
sére
3. Anémia
4. Hmatatelna splenomegalia

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Medzinarodni experti nedavno navrhli kritéria pre terapeutické pokusy v PV
a ET. Na zaklade udajov o aloimplantate, alfa-interferéne alebo
hydroxymocovine bola kvantifikacia JAK2V617F zacClenena ako potencialne
uzito€ny nastroj na monitorovanie reakcii na lieCbu (9). V klinickom vyvoji v
reakcii na niektoré nové lieky zamerané proti JAK2 bolo pozorované znizenie
zatazenia JAK2 V617F (10).

Princip postupu

Na kvantitativne stanovenie podielu jednonukleotidovych polymorfizmov
(single nucleotide polymorphisms, SNP) vo vzorkach DNA bolo navrhnutych
niekolko réznych technik. Z nich su preferované metdédy zaloZené na
kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcii (Qquantitative polymerase chain
reaction, gPCR) v realnom €ase kvdli ich vyssej citlivosti umoziujucej
dihodobé sledovanie alelovej zataze. Mnohé z tychto technik maju strednu
citlivost 1 — 10 %, napriklad alelicka diskriminacia TagMan®, Pyrosequencing®,
test krivky rozpustania a priame sekvencné usporiadanie. Niektoré z nich, ako
je krivka rozpustania a sekvenovanie, su iba semikvantitativne, zatial Co iné,
napriklad pyrosekvenovanie, vyZzaduju spracovanie po PCR alebo pristroje,
ktoré nie su lahko dostupné alebo maju neumerne vysoké naklady na
nastavenie rutinného laboratérneho testovania. Vysoko citlivy pristup s
citlivostou < 0,1 % vyzaduje pouzitie Specifického priméru SNP, ktory
umoznuje selektivhu amplifikaciu mutantnej alebo alely divého typu, ktora je
lahko detegovatelna na pristroji real-time gPCR. Na tejto technike je zaloZzena
suprava ipsogen JAK2 MutaQuant Kit.

Pouzitie gQPCR umoznuje presnu kvantifikaciu produktov PCR pocas
exponencialnej fazy procesu amplifikacie PCR. Udaje kvantitativnej PCR je
mozné rychlo ziskat bez spracovania po PCR, a to detekciou fluorescencnych
signalov v realnom Case pocas cyklovania PCR a/alebo po fiom, ¢im sa
vyznamne znizuje riziko kontaminacie produktu PCR. V suasnosti su k
dispozicii 3 hlavné typy technik gPCR: analyza qPCR pomocou zeleného
farbiva SYBR® Green | Dye, analyza gPCR pomocou hydrolyza¢nych sond a
analyza qPCR pomocou hybridizacnych sond.

Tento test vyuZziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého farbiva qPCR.
Pocas PCR priame a reverzné priméry hybridizuju do Specifickej sekvencie.

V rovnakej zmesi je obsiahnuty oligonukleotid dvojitého farbiva. Tato sonda,
ktora sa sklada z oligonukleotidu oznaCeného farbivom &' reportéra a za danym
miestom farbivom 3' zhasadla, hybridizuje do ciefovej sekvencie v ramci
produktu PCR. Analyza gPCR s hydrolyzacnymi sondami vyuziva aktivitu
exonukleazy 5'->3' polymerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Ked je sonda
nedotknuta, blizkost' farbiva reportéra pri farbive zhasadla spésobuje potlacenie
fluorescencie reportéra primarne prevodom energie Forsterovho typu.

Ak je poCas PCR pritomny ciel zaujmu, sonda Specificky hybridizuje medzi
miestami priamych a reverznych primérov. Aktivita exonukleazy 5'>3'
polymerazy DNA Stiepi sondu medzi reportéra a zhasadlo iba v pripade, ked
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sonda hybridizuje na ciel. Fragmenty sondy su potom z ciela vytlatené a
polymerizacia vlakna pokracuje. Koniec sondy 3' je blokovany, aby sa
zabranilo extenzii sondy po¢as PCR (Obrazok 1). Tento proces nastane v
kazdom cykle a nebude naruSeny exponencialnou akumulaciou produktu.

Zvysenie fluorescencného signalu je detegované iba v pripade, Ze cielova
sekvencia bude komplementarna so sondou, a tym bude po¢as PCR
amplifikovana. Pre tieto poziadavky sa nedeteguje neSpecifickou
amplifikaciou. Preto je zvySenie fluorescencie priamo umerné cielovej
amplifikacii po¢as PCR.

— R 2 /] [replotna hybridizacia

— Priméry a teplotna
hybridizacia sondy
_..;){ } Polymerizacia,
r I ] posunutie vldkna
(. —e—
vAg
Y o8 *
Ve @ ° @ - .
________ Q> /—| Stiepenie
( T ]
(. Vedie k uvolneniu farbiva
—_— - —
zhaSadla a emisii
A fluorescenéného signalu
qu reportéra
pVQ 5] 5] @ =]
a e : ﬂ Polymerizacia dokoncéena
[ - @> /' Produkt PCR dokonceny
a akumulacia
<'. _______________ fluorescenéného signalu
v kazdom cykle
<‘>Adr> Reportér ‘I{ ) Priamy a
DA P Specificka = reverzny primér
v sonda
» Zhasadlo -——) Produkt PCR . Taq polymeraza

Obrazok 1. Princip reakcie.

Kvantitativna technoldgia PCR Specificka pre alely pouzita v tejto testovacej
suprave umozniuje citlivu, presnu a vysoko reprodukovatelnu detekciu SNP.
Tato technika je zaloZena na pouziti Specifickych priamych primérov pre alelu
divokého typu a alelu V617F (11). Iba dokonalad zhoda medzi primérom a
cielovou DNA umozfiuje predizenie a amplifikaciu v PCR (Obrazok 2).
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Obrazok 2. PCR Specificky pre alelu. Pouzitie divého typu alebo zmesi primérov alebo
sond V617F umoznuje Specificku detekciu divého typu alebo mutovanej alely v dvoch
samostatnych reakciach vykonavanych pomocou tej istej vzorky. Vysledky mézu byt
vyjadrené ako percento kopii VF z celkového poctu kopii JAK2.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Dodavané materialy

Obsah supravy

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)
Katalégové Eislo 673522 673523
Pocet reakcii 12 24
V617F positive control (Pozitivha PC-VF-JAK2 0u 60Ul
kontrola V617F) (100 % alela V617F) PC-VF-JAK2 Mini H H
V617F negative control (Negativna NC-VE-JAK?2

o .
tlii)pnl;[;ola V617F) (100 % alela divého NC-VE-JAK?2 Mini 40yl 60 pl
M1-VF Standard Dilution (Standardné M1-VE
riedenie M1-VF), 50 kopii ML-VE Mini 20 30l
(5 x 101 V617F kopii/5 pl)
M2-VF Standard Dilution (Standardné M2-VE
riedenie M2-VF), 500 képii (5 x 102 M2VE Mini 20 30l
V617F képii/5 )
M3-VF Standard Dilution (Standardné M3-VE
riedenie M3-VF), 5000 kopii M3-VE Mini 20 304
(5 x 103 V617F kopiil5 p)
M4-VF Standard Dilution (Standardné MAVE
riedenie M4-VF), 50 000 kopii MA4-VE Mini 20 30l
(5 x 10* kdpii V617F/5 pl)
WT-1 Standard Dilution (Standardné WT-1
riedenie WT-1), 50 képii (5 x 10* kopii WT-1 Mini 20 30l
divého typu/5 pl)
WT-2 Standard Dilution (Standardné WT-2
riedenie WT-2), 500 kopii WT-2 Mini 20 304
(5 x 102 kopii divého typu/5 pl)
WT-3 Standard Dilution (Standardné WT-3
riedenie WT-3), 5000 kopii WT-3 Mini 20 30
(5 x 103 képii divého typu/5 pl)
WT-4 Standard Dilution (Standardné WT-4
riedenie WT-4), 50 000 koépii WT-4 Mini 20 30l
(5 x 10* képii divého typu/5 pl)
Primers and Probe Mix JAK2 WT PPM-JAK2 WT 25x 50ul 95U
(Priméry a zmes sond JAK2 WT)* PPM-JAK2 WT Mini 25x H H
Primers and Probe Mix JAK2 V617F PPM-JAK2 V617F 25x soul 95 ul
(Zmes primérov a sond JAK2 V617F)" PPM-JAK2 V617F Mini 25x H H
Priruc¢ka k ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (angli¢tina) 1 1

* Zmes Specifickych reverznych a priamych primérov pre kontrolny gén JAK2 divého typu
plus Specifickd sonda FAM™-TAMRA™.,

T Zmes $pecifickych reverznych a priamych primérov pre mutaciu JAK2 V617F plus
Specifickd sonda FAM—-TAMRA.
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Poznamka: Pred pouzitim vortexujte a kratko odstredte Standardné riedenia a
zmesi primeérov a sond.

Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

PocCas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazoveé
rukavice a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach
bezpecnostnych udajov (KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatela produktov.

Reagencie
M Voda PCR stupna bez obsahu nukleazy

B Polymeraza pufra a Taqg DNA: Validované reagencie su TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher
Scientific, kat. €. 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix
PCR 5x) (Roche, kat. €. 04535286001) alebo LightCycler FastStart DNA
Master"-YS HybProbe® (Master Mix 5x) (Roche, kat. ¢. 03515567001)

Spotrebny material

B Sterilné 3picky PCR pipiet bez obsahu nukleaz odolné voci aerosolom s
hydrofébnymi filtrami

B 0,5 mlalebo 1,5 ml skimavky PCR bez nukleazy
M Lad

Zariadenie
B Mikrolitrova pipeta* uréena na PCR (1 — 10 pl; 20 — 100 pl; 100 — 1000 pl)

B Stolna odstredivka® s rotorom pre reakéné skimavky a mikrodosticky s
objemom 0,5 ml/1,5 ml (schopna dosiahnut 13 000 — 14 000 ot/min)

B Pristroj na real-time PCR:* Rotor-Gene Q 5plex HRM alebo iné
Rotor-Gene; LightCycler 1.2 alebo 480; ABI PRISM 7900HT SDS; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a suvisiaci Specificky material

B Biofotometer

* QOverte, i boli pristroje skontrolované a kalibrované podla odport ani vyrobcu.
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Varovania a preventivne opatrenia
Na diagnostické pouzitie in vitro

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. DalSie informéacie najdete v prisludnych kartach
bezpeénostnych udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii on-line

v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese
www.giagen.com/safety. Na tejto adrese mbzete vyhladat, zobrazit a vytlacit
kartu bezpeénostnych udajov (KBU) pre kazdu supravu QIAGEN a jej sucasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpeénostnych predpisov.

VSeobecné bezpeénostné opatrenia

Pouzitie testov gPCR vyzaduje spravne laboratorne postupy vratane udrzby
zariadeni, ktoré su ur€ené pre molekularnu biologiu a su v sulade s platnymi
predpismi a prislusnymi normami.

Tato suprava je urCena na diagnostické pouzitie in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané v tejto suprave boli validované pre optimalny vykon. DalSie riedenie
reagencii alebo zmena inkubacnych €asov a teplét méze viest' k chybnym
alebo nezhodnym udajom. Ak su reagencie PPM-WT a PPM-VF vystavené
svetlu, m6zu sa zmenit. VSetky reagencie su pripravené na Specifické pouzitie
s tymto testom. Pre optimalny vykon testu by sa nemali robit’ Ziadne
substitucie.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili:

B Kontaminacii DNazy, ktora by mohla sp6sobit degradaciu templatovej
DNA

B Kontaminacia prenosom DNA alebo PCR vedie k faloSne pozitivnhemu
signalu
Preto odporu¢ame nasledujuce.

B Pri vykonavani testu pouzivajte laboratorne vybavenie neobsahujlce
nukleazy (napr. pipety, hroty pipiet, reakéné flasticky) a noste rukavice.

B Na vSetky pipetovacie kroky pouzivajte Cerstvé pipetové hroty odolné vodci
aerosolom, aby sa zabrénilo krizovej kontaminacii vzoriek a reagencii.

B Pripravte predbezni zmes PCR master s prisluSnym materialom (pipety,
hroty atd’.) v prislusnej oblasti, kde nie su zavedené Ziadne matrice DNA
(DNA, plazmid alebo produkty PCR). Sablénu pridajte do samostatnej
zoény (najlepSie v samostatnej miestnosti) so Specifickym materialom
(pipety, hroty, atd.).
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami
Supravy sa dodavaju na suchom lade a po prijati sa musia skladovat’ pri
teplote -15°C az -30°C.

B Minimalizujte vystavenie zmesi primérov a sondy (skimavky PPM-WT a
PPM-VF) svetlu.

B Pred otvorenim skumavky jemne premiesajte a odstredte.
B VSetky komponenty supravy skladujte v pdvodnych obaloch.

Tieto podmienky skladovania platia pre otvorené aj neotvorené komponenty.
Komponenty skladované za inych podmienok, ako je uvedené na Stitkoch,
nemusia spravne fungovat' a mézu nepriaznivo ovplyvnit vysledky testu.

Datum exspiracie pre kazdu reagenciu je uvedeny na Stitkoch jednotlivych
komponentov. Za spravnych skladovacich podmienok si produkt zachova
svoju vykonnost az do datumu exspiracie, ktory je uvedeny na Stitku.

Neexistuju ziadne zjavné znaky naznacujuce nestabilitu tohto produktu.
Pozitivne a negativne kontroly by sa vSak mali vykonavat sucCasne s
neznamymi skasobnymi vzorkami.
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Postup

Priprava vzorky DNA

Genomicka DNA by sa mala ziskavat z plnej krvi, purifikovanych lymfocytov
periférnej krvi z plnej krvi, polynuklearnych buniek alebo granulocytov. Pre
porovnatelné vysledky sa odporu¢a pouzit rovnaku bunkovu frakciu a metddu
extrakcie DNA. Extrakcia DNA sa mdze vykonavat pomocou domacej metody
alebo komeréne dostupnej supravy.

MnoZstvo DNA by sa malo urcit meranim optickej hustoty (optical density, OD)
vzorky pri 260 nm a kvalita DNA sa mdze urcit’ bud spektrofotometriou, alebo
gélovou* elektroforézou.

B Pomer OD260/OD2go by mal byt 1,7 — 1,9 a menSie pomery, ktoré méze
naznacovat kontaminaciu bielkovinami alebo pritomnost’ organickych
chemikalii.

B Elektroforeticka analyza na 0,8 — 1,0 % agarézovom géli by mala umoznit
vizualizaciu izolovanej DNA ako zretefného pruhu cca 20 kb (mierne
rozmazanie poskytne prijatelné vysledky).

Vysledna DNA sa bude musiet zriedit na koncentraciu 5 ng/pl v 1x TE pufri*
pri pH 8,0 a potom skladovat pri teplote +4 az +8 °C pocas 1 tyZzdna alebo pri
teplote -20 °C, ak je potrebné dlhodobejSie skladovanie.

Reakcia qPCR je optimalizovana pre vzorky DNA obsahujuce 25 ng
purifikovanej gendmovej DNA.

*Po as prdce s chemikdliami noste vidy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informdcii ndjdete na prisluenych kartéch bezpe nostnych Gdajov
(KBU), ktoré su k dispozicii u doddvatela produktov.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na pristrojoch Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM alebo Rotor-Gene Q 5plex HRM so 72-skimavkovym
rotorom

Pri pouZiti tohto pristroja sa odporuca vykonat vSetky merania dvakrat, ako je
uvedene v Tabulke 2.

Tabulka 2. Pocet reakcii pre pristroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym
rotorom

Vzorky Reakcie

So zmesou primérov JAK2 V617F a sond (PPM-VF)

4 Standardy M-VF 8 reakcii, kazda testovana dvakrat
n vzoriek DNA n x 2 reakcie

4 reakcie: pozitivna kontrola
2 DNA kontroly (PC-VF) a negativna kontrola
(NC-VF), kazda testovana dvakrat

Kontrola vody 2 reakcie

So zmesou primérov JAK2 divého typu a sond (PPM-WT)

4 Standardy divého typu 8 reakcii, kazda testovana dvakrat
n vzoriek DNA n x 2 reakcie

4 reakcie: PC-VF a NC-VF, kazdy

2 DNA kontroly testovany dvakrat

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek pristrojmi Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym
rotorom

Odporucame testovat najmenej osem vzoriek DNA s 24-reakénou supravou
(kat. €. 673523) a najmenej Sest’ vzoriek DNA s 12-reakénou supravou

(kat. €. 673522) v rovnakom experimente, aby sa optimalizovalo pouzitie
Standardov a zmesi primeérov a sondy.
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Obrazok 3. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment so sUpravou ipsogen
24 sample JAK2 MutaQuant Kit. PC-VF: Pozitivna kontrola V617F; NC- VF: Negativna
kontrola V617F; M- VF: Standardy V617F; M-WT: Standardy divého typu; S: Vzorka DNA;
H2O: kontrola vody.

Poznamka: Vzorku, ktora sa ma testovat, vzdy umiestnite do polohy 1 rotora.
Inak poCas kalibracného kroku pristroj nevykona kalibraciu a ziskaju sa
nespravne Udaje o fluorescencii.

Vyplrite vSetky ostatné polohy prazdnymi skimavkami.

gPCR na pristroje Rotor-Gene Q so 72-skiumavkovym rotorom
Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lfade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.

VSetky koncentracie su pre koneény objem reakcie.
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Tabulky 3 a 4 opisuju schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol konecny reakcny objem 25 pl.
Predbezna zmes sa moze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi priméra a sond (PPM-VF alebo PPM-WT). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.

Tabulka 3. Priprava zmesi qPCR

PredbeZzna zmes

1 reakcia V617F, Kone€na
Komponent (ulh) 30 + 1 reakcii (u) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 387.5 1x
Zmes primeérov a
sond, PPM-VF 25x 1.0 31 1x
Voda PCR stupna
bez obsahu 6,5 201,5 -
nukleazy
Vzorka (ma byt .
pridana v kroku 4) R 5 ek a
Celkovy objem 25,0 25 kazda -

Tabulka 4. Priprava zmesi qPCR

Predbezna zmes

1 reakcia WT, Koneéna
Komponent (uh) 30 + 1 reakcii (ul) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 3875 1x
Zmes primeérov a
sond, PPM-WT 25x 1,0 31 1x
Voda PCR stupna
bez obsahu 6,5 201,5 -
nukleazy
Vzorka (ma byt .
pridana v kroku 4) 2l > kazda B
Celkovy objem 25,0 25 kazda -
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3. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi gPCR (VF alebo WT) na
skumavku.

4. Pridajte 5 yl materialu, ktory sa ma kvantifikovat’ (25 ng vzorky
gendémovej DNA alebo kontroly) do zodpovedajucej skimavky
(celkovy objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Skumavku umiestnite do tepelného cyklovacéa podl'a odporucani
vyrobcu.

7. Naprogramujte pristroj Rotor-Gene Q a program tepelného
cyklovaéa, ako je uvedené v Tabulke 5.

Tabulka 5. Teplotny profil

Mode of analysis  Kvantifikacia
(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz) Teplota: 50 stup.
Cas: 2 min.
Hold 2 Teplota: 95°C
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 s

62 °C na 1 min. so ziskanim fluorescencie FAM v
kanali Green: Jednotlivy

8. V pripade pristrojov Rotor-Gene Q zvolte na analyzu moznost’ ,,Slope
Correct” (Sklon spravny). Odporu€ame nastavit’ prah na hodnotu
0,03. Program teplotného cyklovania spustite podl'a Tabulky 5.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na pristroji ABI PRISM 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System a
LightCycler 480

Pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami sa odporuc¢a vykonat vSetky
merania dvakrat, ako je uvedené v Tabulke 6.

Tabulka 6. Poc€et reakcii pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami

Vzorky Reakcie

So zmesou primérov JAK2 V617F a sond (PPM-VF)

4 Standardy M-VF 8 reakcii, kazda testovana dvakrat
n vzoriek DNA n x 2 reakcie

4 reakcie: PC-VF a NC-VF, kazdy
testovany dvakrat

2 DNA kontroly
Kontrola vody 2 reakcie

So zmesou primérov JAK2 divého typu a sond (PPM-WT)

4 Standardy divého typu 8 reakcii, kazda testovana dvakrat
n vzoriek DNA n X 2 reakcie

4 reakcie: PC-VF a NC-VF, kazdy

2 PN ezl testovany dvakrat

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek na pristroji ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a LightCycler 480

Odporucame testovat osem vzoriek DNA s 24-reakénou supravou

(kat. €. 673523) a najmenej Sest’ vzoriek DNA s 12-reakCnou supravou
(kat. €. 673522) v rovnakom experimente, aby sa optimalizovalo pouzitie
Standardov a zmesi primérov a sond.

Schéma dostiiek na Obrazku 4 znazorfiuje priklad takéhoto experimentu s
pouzitim 24-reakénej supravy (kat. €. 673523) a na Obrazku 5 je uvedeny
priklad takéhoto experimentu s pouzitim 12-reakénej supravy (kat. €. 673522).
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Obrazok 4. Navrhované nastavenie dosti¢iek pre jeden experiment s pouzitim
24-reakénej supravy (kat. €. 673523). PC-VF: Pozitivna kontrola V617F; NC- VF:
Negativna kontrola V617F; M- VF: Standardy V617F; M-WT: Standardy divého typu;
S: Vzorka DNA; H,O: kontrola vody
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Obrazok 5. Navrhované nastavenie dosticiek pre jeden experiment s pouzitim
12-reak€nej supravy (kat. €. 673522). PC-VF: Pozitivna kontrola V617F; NC- VF:
Negativna kontrola V617F; M- VF: Standardy V617F; M-WT: Standardy divého typu;
S: Vzorka DNA; H,O: kontrola vody
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gPCR na pristroji ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System a LightCycler 480

Poznamka: Vykonajte v8etky kroky na fade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujiucu zmes qPCR podla po¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.
Tabulky 7 a 8 opisuju schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl.
Predbezna zmes sa moze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi primeéra a sond (PPM-VF alebo PPM-WT). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.

Tabulka 7. Priprava zmesi qPCR

Predbezna zmes V617F

1 26 +1 30+1

reakcia  reakcii reakcii Konecna
Komponent () () (uh) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 337.5 3875 1x
Zmes primerov a
sond, PPM-VF 25x L0 21 ot 1x
Voda PCR stupna 6.5 1755 2015 B

bez obsahu nukleazy

Vzorka (ma byt
pridana v kroku 4)

Celkovy objem 25,0 25 kazdad 25 kazda -

5,0 5 kazda 5 kazda -

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 8. Priprava zmesi qPCR

Predbezna zmes WT

1 26+ 1 30+1

reakcia reakcii reakcii Kone¢na
Komponent (ulh) (ulh) (ulh) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 337.5 387.5 1
Zmes primeérov a
sond, PPM-WT 25x 1,0 21 31 1x
Voda PCR stupna 6.5 1755 2015 B

bez obsahu nukleazy

Vzorka (ma byt
pridana v kroku 4)

Celkovy objem 25,0 25 kazda 25 kazda -

50 5 kazda 5 kazda —

3. Dispenzujte 20 pl predbeznej zmesi qPCR (VF alebo WT) na jednu
jamku.

4. Pridajte 5 yl materialu, ktory sa ma kvantifikovat’ (25 ng vzorky
genomovej DNA alebo kontroly) do prislusnej jamky (celkovy objem
25 ul).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Zatvorte dostiCku a kratko odstred’ujte (300 x g, priblizne 10 sekund).

7. Dosticku umiestnite do tepelného cyklovac¢a podla odporucani
vyrobcu.

8. Naprogramujte tepelny cyklovaé¢ pomocou programu tepelného
cyklovania a nastavte pristroj na ziskanie fluorescenénej sondy FAM
s dvojitym oznacenim, ako je uvedené v Tabulke 9 pre pristroj ABI
PRISM 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System alebo Tabulke 10 pre pristroj LightCycler 480.
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Tabul'ka 9. Teplotny profil pre pristroj ABI PRISM 7900HT SDS a Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Mode of analysis

. . Standardna krivka — absol(tna kvantifikacia
(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz) Teplota: 50°C

Cas: 2 min.
Hold 2 Teplota: 95°C
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krét
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund

63 °C pocas 1 minuty a 30 sekund so ziskanim
fluorescencie FAM; zhasadlo: TAMRA

Tabulka 10. Teplotny profil pre pristroj LightCycler 480

Mode of analysis

(Rezim analyzy) Absoldtna kvantifikacia (,Abs Quant®)

Detection formats V okne Formaty detekcie vyberte moznost' ,Simple

(Formaty Probe“ (Jednoduché& sonda)
detekcie)
Hold (Vydrz) Teplota: 50°C
Cas: 2 min.
Hold 2 Teplota: 95°C
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund

63°C pocas 1 minuty a 30 sekund so ziskanim
fluorescencie FAM, ¢o zodpoveda (483 — 533 nm)
pri LC verzii 01 a (465 — 510 nm) pri LC verzii 02

9. V pripade pristroja ABI PRISM 7900HT a Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System postupujte podla kroku 8a. V pripade
pristroja LightCycler 480 postupujte podl'a kroku 8b.

9a. ABI PRISM 7900HT a Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System: Odporuéame prah nastaveny na hodnotu 0,1. Spustite
program cyklovania podla udajov v Tabulke 9.
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9b. LightCycler 480: Odporuc¢ame rezim analyzy Fit point s pozadim
nastavenym na hodnotu 2.0 a prahovou hodnotou 2.0. Program
teplotného cyklovania spustite podla Tabul'ky 10.
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Protokol: gPCR na pristroji LightCycler 1.2

Odporu¢ame merat vzorky dvakrat pomocou kapilarnych pristrojov a
kontrolovat’ ich len raz, ako je uvedené v Tabuflke 11.

Tabulka 11. Pocet reakcii pre pristroj LightCycler 1.2

Vzorky Reakcie

So zmesou primérov JAK2 V617F a sond (PPM-VF)

4 Standardy M-VF 4 reakcie, kazda testovana raz
n vzoriek DNA n x 2 reakcie

2 reakcie: PC-VF a NC-VF, kazda
testovana raz

2 DNA kontroly
Kontrola vody 1 reakcia

So zmesou primérov JAK2 divého typu a sond (PPM-WT)

4 Standardy divého typu 4 reakcie, kazda testovana raz
n vzoriek DNA n x 2 reakcie

2 reakcie: PC-VF a NC-VF, kazda

2 DNA kontroly testovana raz

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzorky v pristroji LightCycler 1.2

V ramci jedného experimentu odporuC¢ame testovat Styri vzorky DNA na
optimalizovanie pouzivania Standardov a zmesi primérov a sond. Kapilarna
schéma na obrazku 6 znazorfiuje priklad experimentu.
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Obrazok 6. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment so sUpravou ipsogen
JAK2 MutaQuant Kit. PC-VF: Pozitivna kontrola V617F; NC- VF: Negativna kontrola
V617F; M- VF: Standardy V617F; M-WT: Standardy divého typu; S: Vzorka DNA; H.O:
kontrola vody.

gPCR na pristroji LightCycler 1.2

Poznamka: Pre osobitné technologické poziadavky sa musia experimenty na
nastroji LightCycler vykonavat s pouzitim Specifickych reagencii. Odporu¢ame
pouzit LightCycler FastStart DNA Master™-YS HybProbe a pri priprave Master
Mix 5x postupujte podla odporucani vyrobcu.

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poé¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre kone¢ny objem reakcie.
Tabulky 12 a 13 opisuju schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 20 pl.
Predbezna zmes sa méze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi priméra a sond (PPM-VF alebo PPM-WT). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.
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Tabul'ka 12. Priprava zmesi qPCR

Predbezna
zmes V617F,
1 reakcia 15 + 1 reakcii Koneéna
Komponent (uh) (ulh) koncentracia
Cerstvo pripraveny
LightCycler FastStart
DNA MasterPtVUs 4.0 64,0 1x
HybProbe Mix, 5x
Zmes primérov a sond,
PPM-VF 25x 0.8 12,8 1x
Voda PCR stu,pna bez 10,2 163.2 3
obsahu nukleazy
Vzorka (ma byt .
pridana v kroku 4) A0 D [t -
Celkovy objem 20,0 20 kazda —
Tabulka 13. Priprava zmesi qPCR
Predbezna
zmes WT,
1 reakcia 15+1 Koneéna

Komponent (ulh) reakcii (ul) koncentracia
Cerstvo pripraveny
LightCycler FastStart
DNA MasterPtVs 4.0 64.0 1x
HybProbe Mix, 5x
Zmes primérov a sond,
PPM-WT 25x 0.8 12,8 1x
Voda PCR stu,pna bez 10,2 1632 3
obsahu nukleazy
Vzorka (ma byt pridana v 5.0 5 kazda _
kroku 4)
Celkovy objem 20,0 20 kazda -

3. Dispenzujte 15 ul predbeznej zmesi gPCR (VF alebo WT) na kapilaru.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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4. Pridajte 5 yl materialu, ktory sa ma kvantifikovat’ (25 ng vzorky
gendémovej DNA alebo kontroly) do zodpovedajucej skiumavky
(celkovy objem 20 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Vlozte kapilary do adaptérov dodanych s pristrojom a kratko
odstred'te (700 x g, priblizne 10 sekund).

7. Vlozte kapilary do tepelného cyklovaéa podla odporuéani vyrobcu.

8. Naprogramujte pristroj LightCycler 1.2 a program tepelného
cyklovaéa podla Tabulky 14.

Tabulka 14. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifikacia

(Rezim analyzy)

Hold 1 Teplota: 55°C

(Vydrz 1) Cas: 2 min.
Sklon: 20

Hold 2 Teplota: 95°C

(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Sklon: 20

Cycling 50-krat

(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund; sklon: 20
66°C 1 minutu; sklon: 20; so ziskanim
fluorescencie FAM: Jednotlivy

9. Pre LightCycler 1.2 sa odporaéa F1/F2 a rezim ,,2"° derivative
analysis® (analyza zaloZzena na 2. derivacii). Program teplotného
cyklovania spustite podla Tabulky 14.
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Interpretacia vysledkov

Princip analyzy udajov

Udaje o hodnotéach prahového cyklu (Cr) bodu krizenia (Cp) je mozné
exportovat z pristroja qPCR a vloZit' ich do suboru Excel® na analyzu. Tieto
hodnoty sa potom mézu pouzit na vypocet priemernych hodnét Cp a Ct a
Standardnych priemernych hodn6t Cr sa m6zu vyniest’ do grafu, aby sa
ziskala Standardna krivka pre Standardy divého typu aj V617F pomocou
nasledujucej rovnice a Tabulky 15.

y = Stredn& hodnota Cp; X = logi0 CN, kde CN = pocet kopii génov v 5 pl
vzorke

Tabulka 15. Kvantitativne udaje pre standardy divého typu a V617F

5 Pocet kopii

Standard (Copy number, CN) log10 CN
M1-VF 5 x 10 VF 1,7
M2-VF 5x 10% VF 2,7
M3-VF 5x 10° VF 3,7
M4-VF 5 x 10* VF 4,7
WT-1 5x 10t WT 1,7
WT-2 5x 102 WT 2,7
WT-3 5x10°WT 3,7
WT-4 5x10* WT 4.7

Poznamka: Kazdy pouZzivatel by si mal merat svoju vlastnu
reprodukovatefnost vo svojom laboratoriu.

Standardné krivka a kritéria kvality

Obrazky 7 a 9 znazornuju priklady vysledkov ziskanych pomocou supravy
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit a obrazky 8 a 10 znazorfuju priklad teoretickej
krivky vypocitanej pre Styri Standardné riedenia.
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Amplifika né krivky

1.0E1

M4XF M3VF MEVF M1-VF

Fluorescencia (483 — 533)

1.0EH

Obrazok 7. Amplifikaény diagram pre 5 x 10, 5 x 102, 5 x 102 a 5 x 10* k6pii plazmidu
JAK2 V617F (kontroly M1-VF, M2-VF, M3-VF, M4-VF, v danom poradji).

50 - y = -3,4017x + 44,774

R? = 0,9989
40 -

30 -
20 -

10 -

0 | |
0 1 2 3 4 5

Obrazok 8. Standardna krivka pre JAK2 V617F.
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Amplifika né krivky

1.0E1

Fluorescencia (483 — 533)

1.0EH

Obrazok 9. Amplifikaény diagram pre 5 x 10, 5 x 102, 5 x 102 a 5 x 10* k6pii plazmidu
divokého typu JAK2 (kontroly WT-1, WT-2, WT-3 a WT-4 v danom poradi).

50 -
y = -3,6x + 43,643
40 + R? = 0,9981
30 -
20 4
10 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Obréazok 10. Standardné krivka pre divoky typ JAK2.

Kedze Standardy predstavuju 10-nasobné zriedenia, teoreticky sklon krivky
je =3,32. Sklon od —-3,0 do —3,9 je akceptovatelny, pokial je R* > 0,95 (12).
Pre presné vysledky je vSak ziaduca hodnota RZ > 0,98 (13).
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Na vypocCet poctu képii V617F a WT logio vV neznamych vzorkach mozno
potom pouzit rovnice Standardnej krivky.

Na transformovanie nespracovanych strednych hodnét Cp/C+ (ziskanych
pomocou PPM-VF) pre nezname a kontrolné vzorky na pocet kopii JAK2
V617F (CNve17r) je potrebné pouZit rovnicu Standardnej krivky V617F.

(Stredn& hodnota Cpve17r — priesecnik so
Standardnou krivkouve17g)

log10 CNve17r = — e
Sklon Standardnej krivkyve17r

Na transformovanie nespracovanej strednej hodnoty Cp/Ct (ziskanej pomocou
PPM-WT) pre nezname a kontrolné vzorky na pocet képii JAK2 divého typu
(CNwr) je potrebné pouzit rovnicu Standardnej krivky divého typu.

(Stredna hodnota Cpwr — priesecnik so
Standardnou krivkouwr)

logi0 CNwr = — —
Sklon Standardnej krivkywr

Vyjadrenie vysledkov

Vysledky su relativne k 25 ng celkovej gendmovej DNA a mali by byt
vyjadrené ako percento JAK2 V617F nasledujucim spésobom.

CN
JAK2 VE17F % = VoL x 100
(CNve17r + CNwr)

Reprodukovatelnost’ medzi replikatmi
Ziskané udaje by mali byt v zhode medzi duplikatmi.

Pozitivne a negativne kontroly

Vysledkom pozitivnej kontroly alebo PC-VF by mala byt percentualna hodnota
JAK2 V617F vysSia ako 99,9 %.

Vysledkom negativnej kontroly alebo NC-VF by mala byt percentualna
hodnota JAK2 V617F nizSia ako 0,1 %.

Ak tieto kontroly nefunguju spravne, vyhladajte rieSenie v Casti ,Sprievodca
rieSenim problémov“ na strane 32.
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Kontroly vody

Vysledkom negativnej kontroly by mala byt nulova hodnota CN pre detekciu
JAK2 V617F aj JAK2 diveého typu.

Pozitivna kontrola vody vyplyva z krizovej kontaminacie. RieSenie najdete v
Casti ,Sprievodca rieSenim problémov“ uvedenej dale;.

Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov méze byt uzito¢ny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mozu nastat. Viac informacii najdete aj na
stranke Casto kladené otazky v nasom stredisku technickej podpory:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych sluzbach
QIAGEN vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky tykajuce sa informacii a
protokolov v tejto prirucke alebo technoldgii vzoriek a testov (kontaktné
informacie najdete v Casti ,Kontaktné informacie” na strane 41).

Komentare a navrhy

Standardné krivka pre divy typ alebo V617F nie je linearna

Prevratenie liekovky, Skontrolujte schému pipetovania a

prevratenie pocas nastavenie reakcie.

g'St;'bu,C'e,’ [(rlzvc.)vat . Supravu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit
ontaminacia, clastocna skladujte pri teplote od —15 do -30 °C a

degradacia Standardu,
reagencia RQPCR,
neSpecificka amplifikacia
alebo chyba programu PCR

chrante zmes primérov a sond pred
svetlom. Pozri ,Skladovanie a manipulécia
S reagenciami®, strana 12.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Ziadny alebo slaby signal pre jeden $tandard

Standard sa nedistribuuje Skontrolujte schému pipetovania a
alebo sa pouziva rovnaka nastavenie reakcie.
zmes PPM

Zopakujte cyklus PCR.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentéare a navrhy

Negativna (H20) kontrola je pozitivha

Krizova kontaminacia, Vymente vSetky kritické reagencie.
kontaminacia reagencie,
chyba pristroja, obratenie
jamiek alebo kapilar alebo
degradécia sondy

So vzorkami, komponentmi supravy a
spotrebnym materialom vzdy
zaobchadzajte v sulade so vSeobecne
uznavanymi postupmi, aby ste zabranili
kontaminacii pri prenose.

Zmesi primérov a sond chrante pred
svetlom.

Skontrolujte, €i na fluorescenénych
krivkach nie su falosné pozitivne vysledky.

Ziadny signadl, ani pri Standardnej kontrole

a) Bol zvoleny nespravny Nastavte kanal na F1/F2 alebo
detekcny kanal 530 nm/640 nm.

b) Chyba pipetovania alebo Skontrolujte schému pipetovania a
vynechanie reagencii nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

c) Ziadny program akvizicie Skontrolujte program cyklu.
Udajov Vyberte rezim akvizicie ,single”

(samostatna) na konci kazdého segmentu

hybridizacie primérov programu PCR.

Chybajuci alebo slaby signal vo vzorkach, ale Standardné kontroly st v
poriadku

Inhibi¢né ucinky materialu Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu
vzorky spdsobené (OD260/OD2go) a koncentraciu DNA.
nedostatocnou purifikaciou Zopakuite pripravu DNA.

Intenzita fluorescencie je prilis nizka

a) Nespravne skladovanie Alikvotné reagencie na skladovanie.

komponentov supravy Supravu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit

skladujte pri teplote od —15 do —-30 °C a
chrante zmes primérov a sond pred
svetlom. Pozri ,Skladovanie a manipulacia
S reagenciami®, strana 12.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.
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Komentéare a navrhy

b) Velmi malé pociatocné Skontrolujte mnozstvo vzoriek DNA.

mnozstvo ciefovej DNA Poznamka: V zavislosti od zvolenej

metody pripravy DNA sa mbzu vyskytnut
inhibi¢né ucinky.
Negativne kontroly su pozitivne
Prenos kontaminacie Vymente vSetky kritické reagencie.

Experiment opakujte s novymi alikvotmi
vSetkych reagencii.

So vzorkami, komponentmi supravy a
spotrebnym materidlom vzdy
zaobchadzajte v sulade so vSeobecne
uznavanymi postupmi, aby ste zabranili
kontaminacii pri prenose.

Intenzita fluorescencie sa liSi

a) Chyba pipetovania Po rozmrazeni vortexujte a premieSajte
vSetky reagencie.

Variabilitu LightCycler spésobenu tzv.
,chybou pipetovania“ je mozné znizit

analyzou udajov v rezime F1/F2 alebo
530 nm/640 nm.

b) NedostatoCné odstredenie Kapilary naplnené reakénou zmesou vzdy
dosti¢ky, skumaviek alebo odstredte, ako je to opisané v osobithom
kapilar alebo pripravena navode na obsluhu nastroja.

zmes PCR moze byt este
vzdy v hornej nadobe
kapilary, alebo méze byt v
kapilarnom hrote zachytena
vzduchova bublina

c) VonkajSi povrch kapilarneho  Pri manipulacii s kapilarami vZdy noste
hrotu je znecisteny rukavice.
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Komentéare a navrhy

Pozitivne kontroly divého typu alebo V617F signalizuju pouZzitie
recipro¢cného PPM

Krizova kontaminacia, Vymernite vSetky kritické reagencie.
kontaminacia reagencie,
alebo obratenie jamiek alebo
kapilar

Experiment opakujte s novymi alikvotmi
vSetkych reagencii.

So vzorkami, komponentmi supravy a
spotrebnym materialom vzdy
zaobchadzaijte v sulade so vSeobecne
uznavanymi postupmi, aby ste zabranili
kontaminacii pri prenose.

Skontrolujte schému pipetovania a
nastavenie reakcie.

Obréatenéa detekcia pozitivnej kontroly

Distribuované prevratenie Skontrolujte schému pipetovania a
PPM v jamke alebo kapilare  nastavenie reakcie.
alebo v predbeznej zmesi

Ziadny signal pre jednu alebo obidve pozitivne kontroly

Vynechana PPM alebo Skontrolujte schému pipetovania a
kontrolna DNA nastavenie reakcie.

Vysoké hodnoty na pozadi

Bielenie fluoroforom Sondu skladujte a manipulujte s fiou mimo
svetla.

Nedostatocna reprodukovatelnost’ duplikatov vzoriek

Chyba pipetovania alebo Skontrolujte schému pipetovania a
krizova kontaminécia nastavenie reakcie.
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Kontrola kvality

V sulade s certifikovanym systémom riadenia kvality QIAGEN ISO je kazda
Sarza supravy ipsogen JAK2 MutaQuant Kit testovana na zaklade vopred
urCenych Specifikacii, aby bola zaistena konzistentna kvalita produktu.
Osvedc€enia o analyze su k dispozicii na poziadanie na stranke
www.giagen.com/support/.

Obmedzenia

Pred pouzitim tohto zariadenia musia byt pouzivatelia zaskoleni a
oboznameni s touto technoldgiou. Tato suprava by sa mala pouzivat podla
pokynov uvedenych v tejto prirucke v kombinacii s overenym pristrojom
uvedenym v ,PoZadované materialy, ktoré sa nedodavaju”, strana 10.

VSetky ziskané diagnostické vysledky sa musia interpretovat’ v spojeni s inymi
klinickymi alebo laboratérnymi nalezmi. Pouzivatel je zodpovedny za overenie
vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v jeho laboratériu, na ktoré sa
nevztahuju Studie vykonnosti QIAGEN.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie vytlaéenym na Skatuli a
Stitkoch vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirované komponenty.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Charakteristiky u€innosti
Neklinické Studie

Presnost’

Presna Studia sa vykonala pouzitim 12 vzoriek DNA extrahovanych z
bunkovych linii, ktoré zodpovedali r6znym alelovym zataziam JAK2 V617F.
Celkovo sa vykonalo 80 merani na kazdej vzorke pouzitim 3 r6znych Sarzi
supravy ipsogen JAK2 MutaQuant Kit. Pri tejto Studii presnosti sa vyuzival
systém Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System.

Analytické udaje su zhrnuté v Tabulke 16.

Tabul'ka 16. Presné udaje vzorky DNA

Teoreticka Percentil
hodnota Stredna

JAK2 V617F hodnota CVv
Vzorka (%) n* (%) (%) 5 95
A 0 73 0,004 117,5 0,000 0,015
B 0,05 80 0,101 89,2 0,003 0,284
C 0,5 79 0,449 61,6 0,161 0,950
D 1 68 1,169 41,6 0,611 1,998
E 2 80 2,046 33,5 1,168 3,185
F 4 80 3,733 30,6 2,120 5,560
G 5 77 5,246 22,4 3,647 7,309
H 12,5 80 16,633 16,6 12,792 22,335
I 31 80 28,602 14,8 22,705 34,773
J 50 76 56,181 6,6 50,024 63,724
K 78 80 80,153 3,8 75,352 85,551
L 100 70 99,998 0,003 99,992 100,000

* Odlahlé hodnoty boli vylu€¢ené. Boli definované ako hodnoty menSie ako spodny kvartil
minus 3-nasobok medzikvartilového rozsahu alebo vacsie ako vrchny kvartil plus
3-n4sobok medzikvartilového rozsahu na grafe Box a Whisker.

n = pocet validovanych vzoriek; CV = globalny koeficient variacie.
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Limit slepého pokusu a limit detekcie

Uroven pozadia alebo Groven slepého pokusu (level of blank, LOB) sa
stanovila na negativnych vzorkach (8 vzoriek, 76 merani). Zistila sa
hodnota 0,014 %.

Limit detekcie (limit of detection, LOD) sa stanovil pomocou vzoriek, o ktorych
sa vedelo, ze su pozitivne, ale s nizkym vyjadrenim (7 vzoriek, 68 merani).
Zistila sa hodnota 0,061 % s 90 % intervalom spolahlivosti na vrchnej

hranici 0,091 %.

Tuto optimalnu citlivost’ je mozné dosiahnut’ na vzorkach obsahujucich
najmenej 10 000 kopii génu JAK2 (divy typ alebo mutacia V617F).

Kvantifikacné udaje by sa mali vykazovat nasledovne.

B JAK2 V617F < 0,014 % mozno interpretovat, pretoze sa nedetegovala
mutacia JAK2 V617F.

B JAK2 V617F je > 0,014 %, ale < 0,091 % mozno interpretovat ako
nepresvedcivy vysledok.

B JAK2 V617F = 0,091 % mozno interpretovat’ ako pozitivny vysledok a ze
bola detegovana mutacia JAK2 V617F.

Linearita

Stadie linearity sa vykonavali na 12 vzorkach, pri¢om kazda z nich sa ziskala z
inej zmesi DNA extrahovanej z bunkovych linii, ktoré boli pozitivne a
negativne na mutaciu JAK2 V617F. Kazda vzorka bola testovana 5-krat. Udaje
z tejto Studie ukazali, Zze suprava ipsogen JAK2 MutaQuant Kit poskytla
linearne vysledky v celom dynamickom rozsahu.

Klinické Studie

DNA z krvi alebo kostnej drene sa extrahovala z 87 vzoriek pacientov a
analyzovala sa pomocou supravy ipsogen JAK2 MutaQuant Kit. Dalej bolo
kvantifikované percento mutacii JAK2 V617F a porovnané s vysledkami

skriningovych testov ziskanymi pomocou supravy ipsogen JAK2 MutaScreen
EZ Kit (kat. €. 673223). Ziskané udaje su uvedené v Tabulke 17.
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Tabulka 17. Tabulka nahodnosti uvadzajuca zhodu medzi vysledkami
ziskanymi so supravami ipsogen JAK2 MutaQuant Kit aipsogen JAK2
MutaScreen EZ Kit

Vysledky zo supravy
ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit

Mutacia Nepresvedéivy Mutacia

zistena vysledok nezistend n
Vysledky Mutacia 20 5 - 29
zo supravy zistena
ipsogen
Jr')A‘Kg Nepresvedcivy 0 0 21 21
MutaQuant vysledok
Kit Mutacia 0 0 17 17
nezistena
" 40 2 45 87
ZPr?g(ljt;vna 100 % (95 % interval spofahlivosti: 91 %, 100 %)
ST I 71 % (95 % interval spolahlivosti: 51 %, 85 %)
Sﬁcl)légva 89 % (95 % interval spolahlivosti: 79 %, 95 %)
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Symboly

Nasledujuce symboly sa mézu objavit na baleni a stitkoch:

N> Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

g

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v
podmienkach in vitro

Katalégové Cislo

Cislo arze
MA Cislo materialu
GTIN ldentifikator GTIN (Global Trade Item Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

=Reg ¢ H R

Kontaktné informacie

Technickd pomoc a dalSie informacie ziskate v centre technickej podpory na
adrese www.qgiagen.com/Support alebo na telefonnom Cisle 00800-22-44-
6000, alebo kontaktujte niektoré z oddeleni technickej podpory spolo¢nosti
QIAGEN (pozrite zadnu stranu alebo navstivte lokalitu www.qgiagen.com).
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Informéacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.

ipsogen JAK?2 Pre 12 reakcii: Kontrola génu JAK?2 673522
MutaQuant Kit (12)  divého typu, kontrolny gén JAK2 V617F,

zmes primérov a sond PPM-WT, zmes

primérov a sond PPM-VF

ipsogen JAK?2 Pre 24 reakcii: Kontrola génu JAK2 673523
MutaQuant Kit (24)  diveho typu, kontrolny gén JAK2 V617F,

zmes primérov a sond PPM-WT, zmes

primérov a sond PPM-VF

Rotor-Gene Q MDx — pre IVD-validované analyzy real-time
PCR v klinickych aplikaciach

Rotor-Gene Q MDx  Real-time PCR cyklovac a High 9002032
5plex HRM Platform Resolution Melt analyzéator s 5 kanalmi

(zelena, zlta, oranzova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitac, softvér, prisluSenstvo,

jednoro€na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie nie su sucastou

balenia

Rotor-Gene Q MDx  Real-time PCR cyklovac a High 9002033
5plex HRM System  Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelena, zlta, oranZova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitac, softvér, prislusenstvo,

jednoro¢na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie

Aktualne licen¢né informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej priru¢ke k suprave QIAGEN. Sprievodcov
a pouzivatel'ské prirucky k supravam QIAGEN najdete na lokalite
www.giagen.com alebo o ne mdzete poziadat oddelenie technickych sluzieb
spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Tento produkt je uréeny na diagnostické pouZitie in vitro. Produkty ipsogen sa nemdzu opatovne predavat, upravovat na dals$i predaj ani pouzivat
na vyrobu komerénych vyrobkov bez pisomného suhlasu spolo¢nosti QIAGEN.

Informécie uvadzané v tomto dokumente sa m6zu zmenit bez predchadzajiceho upozornenia. Spolo€nost QIAGEN nenesie ziadnu
zodpovednost za chyby, ktoré sa mézu vyskytnut v tomto dokumente. Tento dokument sa v ¢ase uverejnenia povazuje za Uplny a presny.
Spolo¢nost QIAGEN v ziadnom pripade nezodpoveda za nahodné, Specialne, viacnasobné alebo nasledné Skody, ktoré vzniknu v suvislosti s
pouzivanim tohto dokumentu alebo vyplyvajice z jeho pouzitia.

Na produkty ipsogen sa poskytuje zéruka, Ze spifiaju uvedené $pecifikacie. Jediny zavazok spolo&nosti QIAGEN a jediny prostriedok napravy
zakaznikom je obmedzeny na bezplatnd vymenu produktov v pripade, Ze produkty nebudu fungovat v sulade so zarukou.

Mutécia JAK2 V617F a jej pouzitia su chranené patentovymi pravami vratane eurdpskeho patentu EP1692281, americkych patentov 7,429,456 a
7,781,199, americkych patentovych prihlasok US20090162849 a US20120066776 a zahrani¢nych naprotivkov.

Néakup tohto produktu neposkytuje Ziadne pravo na jeho pouzitie na klinické skisky liekov zameranych na JAK2V617F. QIAGEN vyvija Specifické
licenéné programy pre takéto pouzitie. Kontaktujte nase pravne oddelenie na jak2licenses@giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, MutaQuant®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied
Biosystems®, FAM™, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); HybProbe®, LightCycler®, TagMan®
(Roche Group).

Obmedzena licenéna zmluva
Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujiceho alebo pouzivatela ipsogen JAK2 MutaQuant Kit s nasledovnymi podmienkami:

1. Suprava ipsogen JAK2 MutaQuant Kit moze byt pouzita vyluéne v sulade s priru¢kou k ipsogen JAK2 MutaQuant Kit a iba s komponentmi
obsiahnutymi v tejto suprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu duSevného
vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto supravy so Ziadnymi komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto supravy,

s vynimkou ustanoveni uvadzanych v priruc¢ke k ipsogen JAK2 MutaQuant Kit a v dalSich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese
www.qiagen.com.

2. Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato suprava alebo jej pouZzitie neporusi prava
tretich stran.

3. Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouZitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
4. Spolognost QIAGEN sa Specificky zrieka v8etkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.
5. Kupujlci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest
k akymkolvek cinnostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat’. Spolo¢nost QIAGEN mdZe uplatiiovat prisluné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licenénej zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZadovat vSetky naklady na vySetrovanie a stdne konania

(vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo
prav duSevného vlastnictva suvisiacich so stpravou a/alebo jej komponentmi.
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