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Kayttotarkoitus

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit on kvantitatiivinen in vitro -esti, joka on tarkoitettu JAK2
V617F/G1849T -alleelin havaitsemiseen kokoverestd eristetystd genomisesta DNA:sta. Testi on
tarkoitettu avuksi myeloproliferatiivisen neoplasman  (myeloproliferative neoplasm, MPN)

diagnosoinnissa yhdessd muiden kliinispatologisten tekijéiden kanssa.

Yhteenveto ja selitykset

Janustyrosiinikinaasi 2 -geeniin (JAK2) vaikuttava toistuva somaattinen mutaatio, V6 17F, |dydettiin
vuonna 2005 (1-4), mikd johti merkittévddn ldpimurtoon myeloproliferatiivisen neoplasman
ymmértamisessd, luokittelussa ja diagnosoinnissa. JAK2 on useiden sytokiinien (erytropoietiini

mukaan lukien) tarked solunsisdinen signaalimolekyyli.

JAK2 V617F -mutaatio 18ytyy yli 95 prosentilta polysytemia veraa (polycythemia vera, PV)
sairastavilta, 50-60 prosentilta essentiaalista trombosytemiaa (essential thrombocythemia, ET)
sairastavilta ja 50 prosentilta idiopaattista myelofibroosia (primary myelofibrosis, PMF) sairastavilta
potilailta. JAK2 V617F on |&ytynyt myds joissakin harvoissa tapauksissa potilailta, joilla on
myelomonosyyttinen leukemia, myelodysplastinen oireyhtymd (myelodysplastic syndrome, MDS),
systeeminen mastosytoosi tai krooninen neutrofiilileukemia, mutta ei yhdeltékaan kroonista

myelooista leukemiaa (chronic myeloid leukemia, CML) sairastavalta potilaalta (5).

Kyseessd on JAK2-geenin pistemutaatio nukleotidissa 1849 eksonissa 14. Tuloksena on valiinin
(valine, V) korvautuminen fenyylianaliinilla (phenylalanine, F) proteiinin paikassa 617 (JH2-
domeeni). Mutaatiosta seuraa JAK2:n konstitutiivinen aktivaatio, hematopoieettinen transformaatio
in vitro ja erytropoietiinistd riippumattomien erytrooisten pesdkkeiden (erythropoietin-independent
erythroid colony, EEC) kasvua kaikilla PV-potilailla ja suurella osalla ET- ja PMF-potilaista (6). JAK2
V617F on olennainen hematopoieettisten solujen muutosten aiheuttaja myeloproliferatiivisissa
taudeissa, mutta samasta mutaatiosta lghtevia ndin erilaisiin kliinisiin ja biologisiin lopputuloksiin

johtavia patologisia mekanismeja ei vield tarkasti tunneta.

Myeloproliferatiivisten tautien diagnosointi on perinteisesti perustunut kliinisiin, luuydinhistologisiin
ja sytogeneettisiin kriteereihin. Sairaudelle spesifin molekyylimerkkiaineen I6ytyminen yksinkertaisti
diagnoosiprosessia ja paransi sen tarkkuutta. JAK2 V&17F -mutaation 18ytyminen kuuluu nyt
Maailman  terveysjdrjestdn laatimiin - BCR-ABL-negatiivisten  myeloproliferatiivisten  tautien
diagnoosikriteereihin 2008 (Taulukko 1, seuraava sivu), ja t&m& mutaatio on tdrked kriteeri

diagnoosin varmistamiselle.
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Taulukko 1. WHO:n kriteerit myeloproliferatiivisten tautien diagnoosille (sovitettu viitteen 7 mukaisesti)

PV:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Hemoglobiini (Hb) > 18,5 g.dl' (miehet) tai > 16,5 g.dl' (naiset) tai Hb tai hematokriitti yli
viitevaihteluvélin 99. persentiilin ién, sukupuolen tai asuinkorkeuden mukaan tai

Hb > 17 g.dl' (miehillg) tai > 15 g.dI" (naisilla), jos tason nousu on pysyvasti > 2 g.dI' mutta ei liity
raudanpuutteen korjaukseen tai

punasolumassan kasvu > 25 % yli keskim&dréisen normaalin ennustearvon

|2. JAK2V617F tai samanlainen mutaatio I

Sivukriteerit 1. Luuytimen kolmen solulinjan myeloproliferaatio
2. Pienentynyt seerumin erytropoietiinipitoisuus

3. Erytropoietiinista riippumattomien erytroosisten pesékkeiden kasvu

ET:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Verihiutaleiden madara > 450 x 10° I

2. Laajentuneiden ja kypsien megakaryosyyttien proliferaatiota.
Ei lainkaan tai véhan granulosyyttistd tai erytroidista proliferaatiota

3. Kroonisen myelooisen leukemian, polysytemia veran, idiopaattisen myelofibroosin, myelodysplastisen
oireyhtyman tai muiden myeloproliferatiivisten kasvainten kriteerit eivat téyty

[4. JAK2V617F tai muu klonadlinen 16ydés |

Ei nayttdd reaktiivisesta trombosytoosista

Sivukriteerit —

PMF:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Megakaryosyyttien proliferaatio ja atypia seké retikuliini- ja/tai kollageenifibroosi tai

Megakaryosyyttildyddkset ja proliferatiivinen luuydin ilman refikuliinifibroosia, granulosyyttista
proliferaatiota ja usein véhentynyt erytropoieesi (idiopaattinen myelofibroosi)

2. Kroonisen myelooisen leukemian, polysytemia veran, myelodysplastisen oireyhtymén tai muiden
myeloproliferatiivisten kasvainten kriteerit eivét téyty

[3. JAK2V617F tai muu klonadlinen 18ydés |

Ei ndyttdd reaktiivisesta luuytimen fibroosista

Sivukriteerit 1. Leukoerytroblastoosi
2. Kohonnut seerumin laktaattidehydrogenaasitaso
3. Anemia

4. Palpoituva suurentunut perna

CML: Chronic myeloid leukemia (krooninen myelooinen leukemia); EEC: endogenous erythroid colony (erytropoietiinista
riippumaton erytrooinen pesdke); ET: essential thrombocythemia (essentiaalinen trombosytopenia); Hb: hemoglobin
(hemoglobiini); MDS: myelodysplastic syndrome (myelodysplastinen oireyhtymd); PMF: primary myelofibrosis (idiopaattinen
myelofibroosi); PV: polycythemia vera (polysytemia vera); WHO: World Health Organization (Maailman terveysjdriestd).
Vuodesta 2006 JAK2V617F:n havaitsemiseen ja mahdolliseen kvantifiointiin on ollut saatavilla
useita laboratoriossa kehitettyja testimenetelmid, jotka periaatteessa perustuvat PCR-tekniikoihin tai
sekvensointiin. Nailld testeilld on erilainen analyyttinen suorituskyky, erityisesti tarkkuuden ja
herkkyystason osalta. Tama ero voi vaikuttaa luuydinanalyysin tarpeeseen, lopullisen diagnoosin

madrittdmiseen kuluvaan aikaan ja mahdollisesti diagnoosin tekemiseen.
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Menetelman toimintaperiaate

Useita erilaisia tekniikoita on ehdotettu yksittdisen nukleotidin polymorfismin (single nucleotide
polymorphisms, SNP) osuuden madrittdmiseen kvantitatiivisesti DNA-ndytteistd. Jotkin, kuten
sulamiskayrat ja sekvensointi, ovat vain puolikvantitatiivisia. Reaaliaikaiseen kvantitatiiviseen
polymeraasiketjureaktioon (qPCR) perustuvia menetelmia suositaan niiden suuren herkkyyden
vuoksi. SNP-spesifisen alukkeen kéytté mahdollistaa mutatoituneen (mutant, MT) tai villityypin (wild-
type, WT) alleelin selektiivisen monistuksen niin, ettd se on helposti havaittavissa reaaliaikaisella
qPCR-aitteella. Tamd mahdollistaa < 0,1 %:n herkkyyden, joka on linjassa falla hetkella
hyvaksytyn, kliiniseen positiivisuuteen kéytetyn JAK2-rajan 1 % kanssa. On kuitenkin huomattava,
eftd jotkut kliiniset asiantuntijat katsovat kaiken JAK2-kuorman esiintymisen kliinisesti merkittavaksi
diagnosointihetkelld ja siten on olemassa herkén menetelman, kuten gPCR:n, tarve (8). ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit perustuu tahan tekniikkaan.

gPCR:n kayttaminen mahdollistaa PCR-uotteiden tarkan monistuksen PCR-monistumisprosessin
eksponentiaalisessa vaiheessa. Kvantitatiiviset PCR-tiedot saadaan nopeasti ilman PCR:n jdlkeistd
késittelyd tunnistamalla fluoresenssisignaalit reaaliaikaisesti PCR-syklin aikana ja/tai jélkeen, mika
vahentad merkittavasti PCR-tuotekontaminaation vaaraa. Tallé hetkelld gPCR-ekniikoissa on kolme
padtyyppid:  qPCR-analyysi SYBR® Green| Dye -varia kayttamalla, gPCR-analyysi
hydrolyysikoettimia kaytamalla ja gPCR-analyysi hybridisaatiokoettimia kéyttamalla.

Taméa testi hyddyntaa gPCR-oligonukleotidien hydrolyysia. PCR:n aikana etu- ja taka-alukkeet
hybridisoituvat tiettyyn sekvenssiin. Samassa seoksessa on toinen variaineeseen linkitetty aluke.
Tamé koetin, joka koostuu 5'-reportterivérilla merkitystd oligonukleotidista ja varjaamattomasta 3'-
sammuttajasta, hybridisoituu kohdesekvenssiin PCRtuotteessa. gPCR-analyysi hydrolyysikoettimilla
hyddyntaé Thermus aquaticus (Taq) -DNA-polymeraasin  5'->3'-eksonukleaasiaktiivisuutta.
Koettimen ollessa ehijd reportterivérin Iheisyys sammuttajaan tukahduttaa reportterin fluoresenssin

pddasiassa Forster-tyyppiselld energiansiirrolla.

Jos kohdesekvenssi on PCR-gjossa l&snd, sekd etu- ettd taka-alukkeet pariutuvat koettimen molemmin
puolin. DNA-polymeraasin  5'>3'-eksonukleaasiaktiivisuus leikkaa koettimen reportterin  ja
sammuttajan vélistd vain, jos kolme oligonukleotidia hybridisoituu kohteeseen. Sen jdlkeen
koettimen palaset irfoavat kohteesta ja juosteen polymerisaatio jatkuu. Koettimen 3'-pad on estetty,
jotta koetin ei pitenisi PCR:n aikana (Kuva 1, seuraava sivu). Témd prosessi tapahtuu jokaisessa

syklissé eikd se hairitse tuotteen eksponentiaalista kertymista.

Fluoresenssisignaalin voimistuminen havaitaan vain, jos kohdesekvenssi on komplementaarinen

alukkeisiin ja koeftimeen ndhden ja tdten monistuu PCR-ajon aikana. Naiden vaatimusten vuoksi
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epdspesifistd monistusta ei havaita. Siksi fluoresenssin liséantyminen on suoraan suhteessa kohteen

monistumiseen PCR:n aikana.
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Kuva 1. Reaktioperiaate. Téssé mddritystarvikesarjassa kdytetty kvantitatiivinen alleelispesifinen PCR-tekniikka mahdollistaa
herkan, tarkan ja hyvin toistettavan SNP:eiden havaitsemisen. Témé tekniikka perustuu spesifisten taka-alukkeiden kéyttosn
villityypin ja V617F-alleeleista (8). Vain taydellinen vastaavuus alukkeen ja kohde-DNA:n vélilla mahdollistaa pitenemisen ja

monistamisen PCR:ss@ (Kuva 2).
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Kuva 2. Alleelispesifinen PCR. Villityypin tai V&17F-alukkeiden ja koefinseoksen kéyttd mahdollistaa villityypin tai
mutatoituneen alleelin spesifisen tunnistuksen kahdessa erillisessa reaktiossa, jotka toteutetaan samalla néytteelld. Tulokset

voidaan ilmaista VF-kopioiden prosenttimaarand JAK2-kopioiden kokonaismédrésta.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -késikirja (suomi)

Tuotenumero 673623
Reaktioiden médrd 24
JAK2 Mutant Control (100 % V617F-alleeli) Punainen 33yl
JAK2 WT Control (100 % villityypin alleeli) Vihred 33yl
JAK2 MT Quant Standard 1 (5 x 10" V&17F kopiota / 5 pl) Punainen 20 pl
JAK2 MT Quant Standard 2 (5 x 102 V617F kopiota / 5 pl) Punainen 20 pl
JAK2 MT Quant Standard 3 (5 x 10° V617F kopiota / 5 pl) Punainen 20 pl
JAK2 MT Quant Standard 4 (5 x 10* V617F kopiota / 5 pl) Punainen 20 pl
JAK2 WT Quant Standard 1 (5 x 10" villityyppikopiota / 5 pl) Vihred 20 pl
JAK2 WT Quant Standard 2 (5 x 102 villityyppikopiota / 5 pl) Vihred 20 pl
JAK2 WT Quant Standard 3 (5 x 10° villityyppikopiota / 5 pl) Vihred 20 yl
JAK2 WT Quant Standard 4 (5 x 10* villityyppikopiota / 5 pl) Vihred 20 pl
JAK2 MT Reaction Mix* Punainen 1010 pl
JAK2 WT Reaction Mix" Vihred 1010 pl
Taq DNA polymerase (HotStarTag® 5 yksikkda/pl) Mintunvihrea 85 pl
TE-puskuri ndytteen laimennukseen Valkoinen 1,9 ml
Vettd mallittomaan kontrolliin (NTC) Valkoinen 1,9 ml

1

* PCR-seos, joka sisdltad kaikki tarvittavat komponentit, paitsi Tag-DNA-polymeraasin ja MT-alleelin kohde-DNA:n.
T PCR-seos, joka sisaltaa kaikki tarvittavat komponentit, paitsi Tag-DNA-polymeraasin ja WT-alleelin kohde-DNA:n.

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu

toimitukseen)

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,

kertakdaytokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista

(safety data sheets SDSs), jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.

Tarvikkeet ja reagenssit manuaaliseen DNA:n eristdmiseen

e QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit -sarja (tuotenumero 61104)
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e FEtanolia (96-100 %)
Huomautus: 6la kayta denaturoitua alkoholia, koska se sisaltad muita aineita, kuten metanolia

tai metyylietyyliketonia.
Tarvikkeet ja reagenssit automaattiseen DNA:n eristdmiseen

e  QlAsymphony® DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenumero 937236)
® Sample Prep Cartridges, 8-well (tuotenumero 997002)

e 8Rod Covers [fuotenumero 997004

® Filter-Tips, 1 500 pl (tuotenumero 997024)

e Filter-Tips, 200 pl (tuotenumero 990332)

e Elution Microtubes CL (tuotenumero 19588)

e Tip disposal bags (karkien havityspussit) (tuotenumero 9013395)

® Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, tuotenumero 72.694, www.sarstedt.com)
PCR-tarvikkeet ja -reagenssit

® Nukleaasittomia aerosolisuojattuja steriileja PCR-pipettikarkid, joissa on hydrofobinen

suodatin
® 1,5 ml:n tai 2,0 ml:n nukleaasittomia PCR-putkia

e Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, Rotor-Gene Q -laitetta varten (tuotenumero 981103
tai 981106

e Jaata
Laitteet

e Mikropipettejd (saadettavid),* jotka on tarkoitettu PCR:aén (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000
bl

o Kertakayttokasineitd

e Vortex-sekoitin

e Lampodlevy néytteiden 56 °C:ssa tapahtuvaa lyysié varten

e Poytamallinen sentrifugi*, jossa on roottori 0,5/1,5/2,0 ml:n reaktioputkia varten (ja joka

kykenee saavuttamaan nopeuden 13 000-14 000 rpm)

e Spektrofotometri

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Laite naytteen automaattiseen valmisteluun

e QlAsymphony SP -laite* (tuotenumero 9001297), ohjelmistoversio 4.0 tai uudempi, seka
laitteen mukana toimitetut tarvikkeet, mukaan lukien Blood_200_V7_DSP-protokolla

e Tube Insert 3B (tuki, 2,0 ml v2, nayteteline (24), Qsym, tuotenumero 9242083
Laitteet PCR:aa varten

® Reaaliaikainen PCR-laite *: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ja toimitetut lisGvarusteet
® Asennettu Rotor-Gene AssayManager® v2.1, ohjelmisto 2.1.x (x=0)
® Asennettu Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v1.0.x (x>0)

e Tuotu JAK2 CE Assay Profile (ipsogen_JAK2_blood_CE_V1_0_x (X=0))

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan

Tydskenneltdessd  kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakaytokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvatiedotteista. Ne ovat
saatavilla katevassa ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.giagen.com/safety, jossa
voi  farkastella  ja  tulostaa  kaikkien ~ QIAGEN®sarjan  ja  sarjakomponentin

kayttdturvallisuustiedotteita.

HUOMIO HUOMIO: ALA liséa valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan nayte- tai

preparointijatteeseen.

Yleiset varotoimet

gPCR-estit edellyttévat hyvien laboratoriokdyténtdjen noudattamista, kuten molekyylibiologiaan

kaytettavien laitteiden kunnossapitoa sovellettavien sdadésten ja standardien mukaisesti.

Téma sarja on tarkoitettu kdytettavaksi in vitro -diagnostiikassa. Tamdn sarjan mukana toimitetut

reagenssit ja ohjeet on validoitu suorituskyvyltaan optimaalisiksi.

e Testi on tarkoitettu tehtévaksi kokoverindytteistd, joiden hyytyminen on estetty kalium-EDTA:lla

ja jotka on sdilytetty 2-8 °C:ssc korkeintaan 96 tuntia ennen DNA:n eristdmistd.

o Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Néytteet ovat

mahdollisesti tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biovaarallisina materiaaleina.
e Havita naytteet ja testijate paikallisten turvallisuuskéyténtdjen mukaisesti.

e ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti. Al laimenna

reagensseja enempdd, koska seurauksena saattaa olla suorituskyvyn heikkeneminen.
o Alg kayta alle 25 plin reaktiotilavuuksia (reaktioseos + ndyte).

e Kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu

kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan siséltyvien reagenssien kanssa. Al vaihda

mitdan yhden sarjan reagenssia toisen ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan samaan

reagenssiin, vaikka ne olisivat samasta erdstd, koska se voi vaikuttaa suorituskykyyn.

e Katso lisatietoja varoituksista, varotoimista ja menettelytavoista julkaisusta Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM -laitteen kayttdoppaasta ja RGAM 2.1 kéaytdopaasta.
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Inkubaatioajan ja -ldmpétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisid tai ristiriitaisia tietoja.
Alg kéyta vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja komponentteja.
Reaktioseoksissa saattaa tapahtua muutoksia, jos ne altistuvat valolle.

Seosten sekoittuminen JAK2 MT- ja JAK2 WT Quant Standards -reagenssien ja JAK2 MT- ja

JAK2 WT Control -reagenssien sisaltdmiin synteettisiin materiaaleihin on estettéva huolellisesti.

Noudata darimmdista varovaisuutta, jotta DNA tai PCR-tuote ei aiheuttaisi

kulkeutumiskontaminaatiota ja siita seuraavaa vaarad positiivista signaalia.

Noudata darimmdista varovaisuutta, jotta ei tapahtuisi DNAaasi-kontaminaatiota, joka

saattaisi hajottaa malli-DNA:n.

Kayta reaktioseosten valmistuksessa ja mallien lisaamisessa tarkoitukseen sopivia, erillisia
pipetteja.

Alg avaa Rotor-Gene Q MDx -instrumenttia, ennen kuin ajo on padttynyt.

Alé avaa Rotor-Gene Q -putkia, ennen kuin ajo on padttynyt.

Varmista, ettd festaat oikean néytteen. Varo vadardn naytteen kayttamistd, latausvirhettd ja
pipetointivirheita.

Varmista néytteiden oikea tunnistus ja jdljitettavyys kasittelemalla naytteitd jarjestelmallisesti.

Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohjeita:

Kayta nukleaasittomia laboratoriovélineitd (esimerkiksi pipettejd, pipettien karkig,
reaktiopulloja) ja kéytd késineitd testic tehdessési.

Kayta kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikarkia naytteiden ja
reagenssien ristikontaminaation valttdmiseksi.

Preparoi esi-PCR-pédseos vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla (pipetit, kérjet, jne.)
erillisella alueella, jonne ei tutoda DNA-matriiseja (DNA:ta, plasmideja tai PCR-tuotteita). Lisad
malli erillisella alueella (mieluiten erillisessa huoneessa), jolla on tarvittavat materiaalit (pipetit,

kérjet ja muut).

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QlAsymphony
DNA DSP Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) turvallisuuteen liittyvét tiedot vastaavasta

kasikirjasta.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja toimitetaan kuivajaan paalla. Jos ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -
sarja (entsyymid lukuun ottamatta) ei ole toimitushetkelld jGdssa, ulkopakkaus on avattu kuljetuksen
aikana tai toimituspakkaus ei sisalla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja, ota yhteyta

QIAGEN:in paikalliseen tekniseen tukipalveluun tai jglleenmyyjcdn (katso yhteystiedot takakannesta

tai osoitteesta www.giagen.com).

Sailytysolosuhteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on varastoitava valittémasti vastaanoton jdlkeen tasaisessa —

30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QlAsymphony DNA
DSP Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) varastointiin liittyvat tiedot vastaavasta

kasikirjasta.
Stabiilius

Kyseisissé olosuhteissa sdilytetty ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on stabiili laatikon etiketissa

mainittuun vanhenemispdivadn asti.

Avatut reagenssit voidaan sdilyttaa alkuperdispakkauksissaan -30...-15 °C:n lampétilassa
pakkauksen etiketissé ilmoitettuun vanhenemispdivadan asti. Sarjan toistuvaa sulattamista ja

pakastamista on véltettava. Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintdén viisi.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QlAsymphony DNA
DSP Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) stabiiliuteen liittyvat tiedot vastaavasta

kasikirjasta.

e Sekoita varovasti kaantamalla putki ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoimalla kaikki putket

entsyymid lukuun ottamatta ennen avaamista.

® Reagenssien vanhenemispdivét on ilmoitettu kunkin osan merkinngissa. Oikeissa
sailytysolosuhteissa tuote pysyy toimintakykyisend stabiiliusajan, kunhan kéytetaan samoja

komponenttierid.

® QIAGEN-yhtién laaduntarkkailumenettelyihin kuuluu julkaistun pakkauksen toiminnallinen
testaus jokaisesta yksittdisestd pakkauksen valmistuserdstd. Siksi eri sarjojen reagensseja ei

saa sekoittaa edes samasta erdsta.
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Naytteen kasittely ja sGilytys

Kokoveringytteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi genomisten DNA-ndytteiden kanssa, jotka
on saatu kalium-EDTA:lla antikoaguloiduista kokoverindytteista ja sdilytetty jollakin seuraavista

tavoista:

e 2-8 °C:ssa enintadn 96 tuntia

® 15-25°C:ssa enintdén 96 tuntia

® Pakastettuna —15...-30 °C:ssa enintadn 1 kuukausi

Huomautus: kokoverindytteet on kuljetettava samoissa olosuhteissa kuin missé ne sdilytetddn,

jotta sdilytyksen ja kuljetuksen aikana ei esiinny lampétilanvaihtelua.
Genomiset DNA-naytteet

Kun genominen DNA on eristetty, ndytteitd voidaan séilyttad ja kuljettaa =30...-15 °C:ssa enintdén

15 kuukautta, joko heti eristamisen jdlkeen tai TE-puskurilla laimennuksen jélkeen.

Toimenpide

Genomisen DNA:n eristdminen ja valmistaminen kokoverestd

Genominen DNA on eristeftava kaytamalla joko QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjaa
(tuotenumero 61104) tai QlAsymphony SP -aitetta yhdessé QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -

sarjan kanssa (tuotenumero 937236).

Varmista, eftd kdytettdvat reagenssit eivat ole vanhentuneet ja eftd ne on kuljefettu ja sailytetty

oikeissa olosuhteissa.

Huomautus: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarja on validoitu vain QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit -sarjan  (tuotenumero 61104) tai QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan

(tuotenumero 937236) kanssa kaytettévaksi. Mitddn muuta DNA:n eristdmistuotetta ei saa kaytaa.
Manuaalinen genomisen DNA:n eristys QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla

Manuaalinen genomisen DNA:n eristys tehdagn QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla
(tuotenumero 61104) QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -kasikirjan ohjeiden mukaan.
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Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

® Anna verindytteiden tasaantua huoneenlampéén (15-25 °C) ja varmista, etté ndytteet ovat
homogenoituneet hyvin.

e Valmistele Lysis Buffer
Jos Lysis Buffer (AL) -puskuriin on muodostunut saostumaa, livota se inkuboimalla 56 °C:ssa.
® QIAGEN Protease -proteaasin valmisteleminen

Lisaa 1,2 ml Protease Solvent (PS) -livotinta lyofilisoituun QIAGEN Protease (QP) -pulloon ja
sekoita huolellisesti. Vaahtoamisen valttémiseksi tee sekoitus kaantamdlla pulloa ylésalaisin

useita kerfoja. Varmista, ettd QIAGEN Protease (QP) on livennut kokonaan.
Huomautus: Alg liséa QP:ta suoraan Lysis Buffer (AL) -puskuriin.
e Wash Buffer 1 -puskurin valmisteleminen

Lisaa 25 ml etanolia (96-100 %) mittasylinteria kayttamalla pulloon, joka siséltéd 19 ml
Wash Buffer 1 (AW1) Hiivistettd. Sdilytd rekonstituoitu Wash Buffer 1 (AW 1)

huoneenlédmpétilassa (15-25 °C).

Huomautus: Sekoita rekonstituoitu Wash Buffer 1 (AW1) aina kadntamélla pulloa ylésalaisin

useita kertoja ennen toimenpiteen aloittamista.
e Wash Buffer 2 -puskurin valmisteleminen

Lisaa 30 ml etanolia (96-100 %) mittasylinteria kayttamalla pulloon, joka sisaltaa 13 ml
Woash Buffer 2 (AW?2) Hiivistettd. Séilyta rekonstituoitu Wash Buffer 2 (AW?2)
huoneenlampétilassa (15-25 °C).

Huomautus: Sekoita rekonstituoitu Wash Buffer 2 (AW2) aina kaantamalla pulloa ylésalaisin

useita kerfoja ennen toimenpiteen aloittamista.

o Elution Buffer -puskurin valmisteleminen

Sarjan mukana toimitetaan yksi pullo Elution Buffer (AE) -puskuria. Elution Buffer (AE) -puskurin

kontaminoitumisen estamiseksi on erittdin suositeltavaa kaytad aerosolin syntymisen estavid
pipettikarkic, kun Elution Buffer (AE) -puskuria pipetoidaan pullosta. Liséksi pullon korkki on

asetettava takaisin paikalleen heti.
Anna Elution Buffer (AE) -puskurin tasaantua huoneenlémpésn (15-25 °C).

® Aseta lampdlevy 56 °C:seen; lampélevyd kaytetaan vaiheessa 4.
Toimenpide

1. Pipetoi 20 pl QIAGEN Protease (QP) -proteaasia lyysiputkeen (lysis tube, LT).
Huomautus: Tarkista rekonstituoidun proteaasin vanhentumispdivéméadra ennen kayttod.

2. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl veringytetta.
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3. Liséa lyysiputkeen (LT) 200 pl Lysis Buffer (AL) -puskuria, sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla

15 sekunnin ajan.
Huomautus: tehokkaan lyysin takaamiseksi on tarkedd, ettd nayte ja Lysis Buffer (AL) ovat
sekoittuneet lapikotaisin ja eftd livos on homogeeninen.

Huomautus: koska Lysis Buffer (AL) -puskurin viskositeetti on suuri, varmista, ettd lisadt oikean

mé&dran Lysis Buffer (AL) -puskuria pipetoimalla huolellisesti oikeanlaisella pipetill&.

A Alg lisaa Qiagen Protease (QP) -proteaasia suoraan Lysis Buffer (AL) -puskuriin.
4. Inkuboi 56 °C:ssa (+1 °C) 10 minuutin ajan (1 minuuttia).

5. Sentrifugoi lyysiputkea (LT) noin 5 sekunnin ajan tdydellé nopeudella, jotta pisarat poistuvat

korkin sisépuolelta.

6. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl etanolia (96-100 %), sulje korkki ja sekoita |apikotaisesti

pulssivorteksilla > 15 sekunnin ajan.

7. Sentrifugoi lyysiputkea (LT) noin > 5 sekuntia tdydellé nopeudella, jotta mahdolliset pisarat

poistuvat korkin sisépuolelta.

8. Lisaa varovasti kaikki vaiheesta 7 saatu lysaatti QlAamp Mini spin column -putkeen
kastelematta sen reunaa. Ald kosketa QlAamp Mini spin column -putken kalvoa pipetin
karjella.

Huomautus: jos kasittelet useita naytteitd, avaa vain yksi lyysiputki (LT) kerrallaan.

9. Sulie QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi nopeudella n. 6 000 x g
1 minuutin ajan. Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen (wash tube,

WT) ja heité suodosta sisdltava putki pois.

Huomautus: jos lysaatti ei ole tdysin lapdissyt kalvoa nopeudella 6 000 x g (8 000 rpm)
sentrifugoinnin jalkeen, sentrifugoi uudelleen taydelld nopeudella (enintdén 20 800 x g)

1 minuutin ajan.

Huomautus: Jos lysaatti ei vieldkadn lapdise kalvoa sentrifugoinnin aikana, hylk&a néyte ja

toista eristys ja puhdistus uudella ndytemateriaalilla.

10.Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja liséa 500 pl Wash Buffer 1 (AW1) -
puskuria. Varo kastelemasta putken reunaa. Ald kosketa QlAamp Mini spin column -putken
kalvoa pipetin kérjella.

11.Sulie QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi nopeudella n. 6 000 x g
(8 000 rpm) 1 minuutin ajan. Aseta QlAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen
(WT) ja heita suodosta sisaltava putki pois.

12.Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja lisad 500 pl Wash Buffer 2 (AW?2) -
puskuria. Varo kastelemasta putken reunaa. Alé kosketa QlAamp Mini spin column -putken

kalvoa pipetin karijella.
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13.Sulje QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi taydellé nopeudella
(n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan. Aseta QlAmp Mini spin column -putki

puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja heitd suodosta sisaltéva putki pois.

14.Sentrifugoi tdydelld nopeudella (n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) kolmen minuutin ajan, jotta

kalvo kuivuisi taysin.

15.Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen eluutioputkeen (elution tube, ET) ja heitd
suodosta sisdltava pesuputki (WT) pois. Avaa QlAamp Mini spin column -putken korkki
varovasti ja lisagd 50-200 pl Elution Buffer (AE) -puskuria kalvon keskelle. Sulje korkki ja
inkuboi huoneenldmpétilassa (15-25 °C) 1 minuutin ajan. Sentrifugoi nopeudella 6 000 x g
tai 8 000 rpm) 1 minuutin ajan DNA:n eluoimiseksi.

16.Havita kaytetyt nayteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuussaaddsten mukaan.
Automaattinen genomisen DNA:n uutto QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjalla

Automaattinen genomisen DNA:n eristys on tehtdvd QlAsymphony-laitteen  néytteen
valmistelumoduulilla yhdessé QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan (tuotenumero 937236)
kanssa ja noudattamalla QIAsymphony DSP DNA Kit -késikirjan ohjeita. JAK2-protokollan

ominaisuudet on korostetty /I\merkillé seuraavassa toimenpiteessd.

QIAsymphony SP:n avulla QIAsymphony DSP DNA Mini Kit mahdollistaa automaattisen DNA:n
puhdistuksen ihmisen kokoverestd (kayttamalla Blood_200_V7_DSP-protokollaa
QIAsymphonyssa).

e Esikasittelyd ei tarvita
® Putket siirretddn suoraan QlAsymphony SP -laitteeseen

e DNA:n puhdistus tapahtuu magneettisten hiukkasten avulla

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

° A Eristettdva kokoverimadra on 300 pl.

e Varmista, ettd tieddt, miten QlAsymphony SP -instrumenttia kéytetaan. Katso kayttdohjeet
laitteen mukana toimitetuista kayttdoppaista.
e Valinnainen ylldpito ei ole valtdmatdntd instrumentin toiminnan kannalta, mutta se on erittdin

suositeltavaa kontaminaatioriskin véhentémiseksi.
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® Ennen kuin kaytat reagenssikasettia ensimmaista kertaa, tarkista, ettd Buffer QSL1- ja Buffer
QSB1 -puskureissa ei ole saostumaa. Tarvittaessa poista Buffer QSL1- ja Buffer QSBI1 -
puskureita sisaltavat urat reagenssikasetista ja inkuboi 30 minuutin ajan 37 °C:ssa valilla
ravistaen, jotta saostuma liukenisi. Varmista, ettd asetat urat takaisin oikeaan paikkaan. Jos
reagenssikasetti on jo puhkaistu, varmista, ettd urat on tiivistetty Reuse Seal Strips -liuskoilla, ja

inkuboi koko reagenssikasettia 30 minuutin ajan 37 °C:ssa valilla ravistaen vesihauteessa.

® Yritd valtad reagenssikasetin (RC) voimakasta ravistelua, silld se voi johtaa vaahtoutumiseen,

joka saattaa vaikeuttaa nestetason detektointia.
Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

® Varmista ennen toimenpiteen aloittamista, ettd magneettiset hiukkaset ovat suspendoituneet
tdysin. Vorteksoi magneettisia hiukkasia sisdltévad uraa voimakkaasti vahintaan 3 minuutin

ajan ennen ensimmdista kaytokertaa.

e Varmista, ettd reagenssikasetin p&dlle on asetettu puhkaisukansi ja ettd magneettipartikkelien
uran kansi on poistettu, tai, jos reagenssikasetti on osittain kaytetty, varmista, eftd Reuse Seal

Strips -liuskat on poistettu.
e Muista avata entsyymiputket.

® Jos naytteet on viivakoodattu, suuntaa néytteet putkitelineessd siten, eftd viivakoodit ovat kohti

QIAsymphony SP -laitteen vasemmalla puolella olevaa viivakoodinlukijaa.
Toimenpide

1. Sulje kaikki vetolaatikot ja kuomu.

2. Kaynnistd QlAsymphony SP; odota, kunnes Sample Preparation (Naytteen valmistelu) -nayttd

tulee nakyviin ja alustusprosessi on p&attynyt.
Huomautus: Virtakytkin sijaitsee QlAsymphony SP -laitteen alavasemmassa reunassa.
Kirjaudu sisadn instrumenttiin.

4. Varmista, ettd Waste (Jdte) -vetolaatikko on valmisteltu asianmukaisesti, ja tutki sen sisdlts,

mukaan lukien karkikouru ja nestemdisen jatteen sailis. Vaihda karkien jatepussi tarvittaessa.
5. Lataa tarvittava eluutioteline Eluate (Eluaatti) -vetolaatikkoon.

Alg lataa 96-kuoppalevyd aukkoon Elution slot 4 (Eluutioaukko 4).

Kayta vain aukkoa Elution slot 1 (Eluutioaukko 1) ja vastaavaa jGahdytyssovitinta.

Kun kaytat 96-kuoppaista levyd, varmista, ettd levyn suunta on oikea, koska virheellinen

suunta voi aiheuttaa naytteiden sekaantumista alavirran analyysissa.
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. Lataa vaadittavat reagenssikasetit ja kulutustarvikkeet Reagents and Consumables (Reagenssit

ja kulutustarvikkeet) -vetolaatikkoon.
Huomautus: Varmista, ettd pipetointikdriet on kiinnitetty oikein.

Tutki Reagents and Consumables (Reagenssit ja kulutustarvikkeet) -laatikon sisalts.

. A Siirrd 300 pl eristettavad kokoveringytettd mikroputkeen (2,0 ml tyyppi H) ja aseta

se putkitelineen 3b 2 ml:n sovittimeen. Lataa nayteputket Sample (Nayte) -vetolaatikkoon.

. Kayta kosketusnayttdd ja kirjoita tarvittavat tiedot jokaisesta kdsiteltdvastd ndyte-erdsta:

O Naytetiedot: vaihda oletusarvoinen putken muoto valitsemalla Select All (Valitse kaikki) ja
valitsemalla sitten Sarstedt reference 72.694 (Sarstedtviite 72.694) Tube Insert (Putkien
syottd) taulukosta.

O Ajettava protokolla: valitse Select All (Valitse kaikki) -painike ja luokka DNA Blood (DNA-
veri) > Blood_200_V7_DSP kokoveringytteelle.

O & Eluutiotilavuus ja ulostulosijainti: valitse kokoveriprotokollalle vaihtoehto 100 pl.
Huomautus: kun erdn tiedot on sydtetty, tila LOADED (LADATTU) muuttuu tilaksi QUEUED
(JONOSSA). Heti kun jokin er& on jonossa, Run (Aja) -painike tulee nakyviin.

10.Ajon kdynnistdminen

11

O Kaynnistd ajo painamalla Run (Aja) -painiketta.

O Lue ja vahvista nayttddn tuleva viesti.

Huomautus: On suositeltavaa odottaa laitteen luona, kunnes se on tunnistanut sisdisten
kontrolliputkien nestetason ja QIAsymphony SP -laitteen kuljettimen tilaksi muuttuu RUNNING
(AJO MENEILLAAN).

Huomautus: Alg keskeytd tai lopeta ajoa késittelyn aikana (paitsi hétatilanteessa), koska
talldin néytteet saavat merkinnén “unclear” (epdaselva).
Huomautus: Naytteitd voi ladata jatkuvasti ja lisétd niitd téhén ajoon (siihen asti kunnes

reagenssit on ladattu). Aloita puhdistusprosessi painamalla Run (Aja) -painiketta.

.Protokolla-ajon lopuksi erdin tila RUNNING (AJO KESKEN) muuttuu tilaksi COMPLETED
(VALMIS). Ota puhdistetut nukleiinihapot sisaltava eluutioteline Eluate (Eluaatti) -vetolaatikosta.

On suositeltavaa poistaa eluaattilevy Eluate (Eluaatti) -vetolaatikosta heti ajon padattymisen
jalkeen. Jos eluutiolevyt jatetaan QlAsymphony SP -laitteeseen ajon paatyttyd, niihin saattaa

tiivisty@ kosteutta tai niisté saattaa haihtua kosteutta.

Huomautus: Magneettiset hiukkaset eivat yleensd kulkeudu eluaatteihin. Jos jossakin

eluaatissa on mustia magneettisia hiukkasia, voit poistaa ne seuraavasti:
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Aseta DNA:ta sisdltava putki sopivaan magneettiseen erottimeen (esimerkiksi QIAGEN 12-
Tube Magnet, tuotenumero 36912), kunnes magneettiset hiukkaset on eroteltu. Jos DNA on
kuoppalevyilla, aseta kuoppalevy sopivaan magneettiseen erottimeen (esimerkiksi QIAGEN
96-Well Magnet Type A, tuotenumero 36915), kunnes magneettiset hiukkaset on eroteltu. Jos
mitddn sopivaa magneettista erotinta ei ole kaytettavissd, sentrifugoi DNA:ta siséltavad
putkea mikrosentrifugissa 1 minuutin ajan téydelld nopeudella, jotta magneettisista hiukkasista

muodostuisi pelletti.
12.Vie QlAsymphony SP -tulostiedosto: tama raportti luodaan jokaiselle eluutiolevylle.

O Aseta USB-muistitikku johonkin QIAsymphony SP -laitteen etuosassa olevaan USB-porttiin.

O Napsauta Tools (Tydkalut) -painiketta.

O Valitse File Transfer (Tiedoston siirto).

O Valitse In-/Output Files (Sydte-/tulostiedostot) -vililehdesta Results Files (Tulostiedostot) ja
sitten Transfer (Siirrd).

Viedyn tiedoston nimen pitdisi olla seuraavassa muodossa: yyyy-mm-ddhh:mm:ss_Elution rack
ID

13.Tarkista QIAsymphony SP -tulostiedostosta Validity of result (Tuloksen kelvollisuus) -sarake

jokaisen ndytteen osalta.
O Kelvollinen ja epéselva tila: jatka DNA:n kvalificintiin ja kvantifiointiin.
O Virheellinen tila: néyte on hylatty. Kasittele eristysvaihe uudelleen.
14.Jos reagenssikasetti on kdytetty vain osittain, tiivistd se Reuse Seal Strips -liuskoilla ja sulje
proteinaasi K:ta sisaltavat putket kierrekorkeilla heti protokollan paatyttyd, jotta niista ei
haihdu nestettd.
15.Havita kaytetyt nayteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuussaadésten mukaan.
16.Puhdista QlAsymphony SP -laite.

Noudata instrumentin mukana toimitettujen kéyttéoppaiden huolto-ohjeita. Muista puhdistaa

karkien suojukset saanndllisesti ristikontaminaation valtamiseksi.

17 .Sulje laitteen vetolaatikot ja katkaise QIAsymphony SP:std virta.
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DNA:n kvalifiointi ja kvantifiointi

Tyhjaa ATE- tai AE-puskuria on kéytettava kalibroimaan spekirofotometri. Néaiden puskureiden
kayttaminen on tarpeen, koska genomisen DNA:n eristyssarjoissa kaytetyt eluutiopuskurit sisaltavat

sailéntdaineena natrivmatsidia, joka absorboituu 260 nm:ssa.

® Az0/Azso-suhteen taytyy olla > 1,7, koska pienemmét suhteet ovat yleensd merkki proteiinin

kontaminaatiosta tai orgaanisten kemikaalien esiintymisestd ja vaikuttavat PCR-vaiheeseen.
® DNA:n madré selvitetdan mittaamalla optinen tiheys 260 nm:ssd.
e Puhdistetun DNA:n kokonaismadrd = pitoisuus x néytteen tilavuus (pl).

® Jos Aze0/A2s0-suhde on pienempi kuin 1,7 ja jos genomisen DNA:n pitoisuus on alle

10 ng/pl, néytettd ei saa kasitelld enempaa.
Genomisten DNA-naytteiden normalisointi

Laimenna DNA:n pitoisuudeksi 10 ng/pl TE-puskurissa, joka on foimitettu ipsogen JAK2 RGQ PCR

Kit -sarjan mukana.

Rotor-Gene Q PCR -laite on optimoitu 50 ng:lle puhdistettua genomista DNA:ta, jonka lopullinen

laimennettu tilavuus on 5 pl.
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Protokolla: gPCR-ajo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteella

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

e ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarja on ajettava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM aitteella ja
tulokset on tulkittava automaattisesti Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistolla. Tutustu
huolellisesti Rotor-Gene Q MDx -laitteen kayttédn ennen protokollan suorittamista. Katso
lisatietoja laitteen, Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston ja Gamma Plug-in -lisGosan

kéayttdoppaista.

® Rofor-Gene AssayManager v2.1 mahdollistaa PCR-tulosten automaattisen tulkinnan.

Sykliparametrit ovat lukittuina ajon aikana.
Ennen aloittamista suoritettavat valmistelut

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto on asennettava Rotor-Gene Q -laitteeseen liitetylle
tietokoneelle. Sen voi ladata QIAGEN-verkkosivuilta osoitteesta www.qiagen.com/Products/Rotor-
GeneAssayManager_v2.1.aspx. Lisdtietoja Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ydinohjelmistosta on
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaassa.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit edellyttad erityisesti Gamma Plug-in -liséosaa. Téamé lisGosa
voidaan ladata QIAGEN-verkkosivuilta www.qiagen.com/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare/ipsogen-jak2-rgq-pcr-kit-ce/#resources. Tamé lisdosa on

asennettava tietokoneeseen, jolla on jo Rotor-Gene AssayManager v2.1 asennettuna.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kanssa tarvitaan myés testiprofiili. Testiprofiili (.iap-
tiedosto) sisaltaa kaikki parametrit, joita tarvitaan qPCR-testin sykleihin ja analyysiin. Se
voidaan ladata ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan QIAGEN-verkkosivuilta
www.qgiagen.com/shop/detection-solutions/personalized-healthcare /ipsogen-jak2-rgq-per-

kit-ce/#resources. Testiprofiili on tuotava Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistoon.

Huomautus: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja voidaan ajaa vain, kun tietyt asetukset on

mé&adritetty Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistossa.

Jarjestelmanlaajuisen prosessiturvallisuuden vuoksi seuraavat pakolliset asetusmadritykset on

asetettava suljetun tilan mukaisiksi:

® Material number required (Materiaalinumero pakollinen)
e Valid expiry date required (Kelvollinen vanhenemispéiva pakollinen)

® Lot number required (Erdnumero pakollinen)
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Gamma Plug-in -lisdosan asentaminen ja testiprofiilin tuominen

Gamma Plug-in -lisGosan ja testiprofiilin asennus ja tuonti on selostettu Rotor-Gene AssayManager

v2.1 Core Application -kéyttdoppaassa ja Gamma Plug-in -kéyttéoppaassa.

S T

Lataa sekd Gamma Plug-in ettd viimeisin JAK2 CE -testiprofiilin versio QIAGENin

verkkosivuilta.

Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi-
tiedostoa. Noudata ndkyviin tulevia asennusohijeita. Yksityiskohtaisia tietoja tasta prosessista
on julkaisun Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaan osassa

Installing Plugins (LisGosien asentaminen).

Huomautus: Jarjestelmanlaajuisen prosessiturvallisuuden vuoksi valitse Settings (Asetukset) -
vélilehdestd valintaruudut Material number required (Materiaalinumero pakollinen), Valid
expiry date required (Kelvollinen vanhenemispdiva pakollinen) ja Lot number required
(Eranumero pakollinen) suljettua tilaa varten (osasta Work list [Tydluettelo]). Jos néma eivét

ole valittu, valitse ne napsauttamalla.

Lisdosan onnistuneen asennuksen jalkeen henkildn, jolla on Rotor-Gene AssayManager v2.1 -
ohjelmiston jarjestelmdnvalvojan oikeudet, on tuotava ipsogen_JAK2_blood_CE-estiprofiili

seuraavalla tavalla:

. Kirjaudu Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistoon kayttdjand, jolla on

jarjestelmanvalvojan oikeudet.

Valitse Configuration (Kokoonpano) -ympdristd.

Valitse Assay Profiles (Testiprofiilit) -vélilehti.

Napsauta Import (Tuo) -painiketta.

Valitse tuotava testiprofiili ipsogen_JAK2_blood_CE valintaikkunassa ja valitse Open (Avaal).
Kun testiprofiilin tuonti on valmis, sitd voidaan kéytad Setup (Asetukset) -ymparistdssa.

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

On suositeltavaa testata kahdeksaa genomisen DNA:n naytettd samassa kokeessa jotta kontrollien,

standardien ja reaktioseosten kayttd olisi optimaalista.
Taulukko 2 sisaltaa reaktioiden maaran, jotka voidaan ajaa 72 putken roottorilla.

Kuva 3 esittdd esimerkin latauslevyn tai roottorin asetuksista ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla

tehtdvdssa kokeessa.

Numerot ilmaisevat sijainnit latauslohkossa seka roottorin loppuasennon.

Taulukko 2. Reaktioiden méérd Rotor Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Néytteet Reaktioiden madrd
JAK2 MT Reaction Mix

8 genomisen DNA:n ndytettd 8

JAK2 MT Quant Standards 4

JAK2 MT Control (mutantti) 1

JAK2 WT Control (villityyppi) 1

Vettd mallitomaan kontrolliin (NTC) 1

JAK2 WT Reaction Mix

8 genomisen DNA:n ndytettd

JAK2 WT Quant Standards (villityyppi) 4
JAK2 MT Control (mutantti) 1
JAK2 WT Control (villityyppi) 1
Water for NTC (vesi NTC:t& varten) 1
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Kuva 3. Levyn ja roottorin asetukset tehtéessa testia ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla. WTC: JAK2 WT Control; MTC: JAK2
MT Control; WT-QS: JAK2 WT -standardit; MT-QS: JAK2 MT Quant Standards; S: genomisen DNA:n néyte; NTC: malliton

kontrolli (vesi).
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& Putket on asetettava roottoriin kuvan Kuva 3 mukaisesti, koska testiprofiilissa mé&dritetty

automaattinen analyysi perustuu t&hén jdriestykseen. Jos kaytetGdan eri asettelua, tuloksista tulee

poikkeavia.

Huomautus: tayta kaikki lepopaikat tyhjilla putkilla.

gPCR-ajo Rotor Gene Q MDx -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

1. Luo kasiteltavista naytteista tydluettelo seuraavasti.

(@)
(@)

0O O O O

Ké&ynnistd Rotor-Gene Q MDx -instrumentti.
Avaa Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto ja kirjaudu kéyttdjéng Operator
(Kayttaja) -roolissa suljetussa tilassa.
Napsauta tydluettelon hallinnan New manual work list (Uusi manuaalinen tyéluettelo) -
painiketta (Setup [Asetukset] -ympdristd).
Valitse JAK2 CE Assay Profile (JAK2 CE -festiprofiili) kaytettavissa olevien testiprofiilien
luettelosta Assay (Testi) -vaiheessa.
Valitse Move (Siirrd), jolloin valittu testiprofiili siirtyy Selected assay profiles (Valitut
testiprofiilit) -luetteloon. Testiprofiilin pitdisi nyt ndkya Selected assay profiles (Valitut
testiprofiilit) -luettelossa.
Kirjoita naytteiden lukumadra vastaavaan kenttaan.
Valitse Kit information (Sarjan tiedot) -joukko ja kirjaa seuraavat JAK2-sarjan tiedot, jotka
on painettu laatikon kanteen.
® Materiaalinumero: 1079182
® Kelvollinen vanhenemispaiva
® Erdnumero

Vaihtoehtoisesti voidaan kirjoittaa tai skannata sarjan viivakoodi.
Valitse Samples (Naytteet) -vaihe. Nékyviin tulee luettelo néytteen tiedoista. Luettelo
edustaa roottorin odotettua asettelua.
Kirjoita tdhan luetteloon néytteen tunnistenumerol(t) sekd mahdolliset muut valinnaiset
naytetiedot kommenttina jokaisen naytteen kohdalle.
Valitse Properties (Ominaisuudet) -vaihe ja kirjoita tydluettelon nimi.
Valitse is applicable (on soveltuva) -valintaruutu.
Tallenna tydluettelo.
Tydluettelo voidaan tulostaa ja tama voi auttaa gPCR:n valmistelussa ja asetusten
madrittamisessd. Tulosta tydluettelo painamalla Print work list (Tulosta tydluettelo) -

painiketta. Naytteen tiedot ovat osa tydluetteloa.

Huomautus: tydluettelo voidaan luoda, kun koe on médritetty laitteessa tai ennen naytteiden

lisaamista laitteeseen, koska tydluettelotiedosto voidaan tallentaa.
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2. Maarita gPCR-koe.

O Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi Tag-DNA-polymeraasi; kyseista entsyymid on

sailytettava pakastimessa, kun sita ei kdytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat komponentit

ovat, jGadhauteeseen.

Huomautus: Al anna komponenttien sulaa yli 30 minuuttia, jotta materiaali ei pilaannu.

O Puhdista tydpdydan alue, jossa PCR-seos valmistellaan, jotta malli- tai

nukleaasikontaminaation riski pienenee.

O Sekoita varovasti standardit, kontrollit ja reaktioseokset sisaltavia putkia kaantamalla niita

ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoimalla ennen kaytoa.

3. Valmista seuraavat qPCR-seokset kasiteltavien ndytteiden maaran mukaan.

Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukoissa Taulukko 3 ja Taulukko 4 esitetécn pipetointijarjestys yhden MT-reagenssiseoksen

ja yhden WT-reagenssiseoksen valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen

reaktiomddradn 25 pl. Mukaan on sisdllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista

sekd 8 ndytteen ja kontrollien sisdllyttémista varten.

Taulukko 3. qPCR-seosten valmistaminen JAK2 MT -sekvenssin funnistusta varten

Komponentti 1 reaktio (pl) 15 +1* reaktiota (pl) Lopullinen madra
JAK2 MT Reaction Mix 19,8 316,8 1x
Tag DNA -polymeraasi 0,2 3,2 1x
Nayte (lisataan vaiheessa 4) 5 5 kutakin -
Kokonaismaéré 25 25 kutakin -

* Ylimaardinen reaktiotilavuus on sisdllytettyné kuolleena tilavuutena.

Taulukko 4. qPCR-seosten valmistaminen JAK2 WT -sekvenssin tunnistusta varten

Komponentti 1 reaktio (pl) 15 +1* reaktiota (pl) Lopullinen méérd
JAK2 WT Reaction Mix 19,8 316,8 1x
Tag DNA -polymeraasi 0,2 3,2 1x
Nayte (lisatdén vaiheessa 4) 5 5 kutakin -
Kokonaismadra 25 25 kutakin -

* Ylimaardinen reaktiotilavuus on sisdllytettyné kuolleena tilavuutena.
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O

Vorteksoi ja lyhyesti sentrifugoi ennen kuin siirrt 20 pl gPCR-esiseosta kuhunkin
liuskaputkeen.

Vorteksoi ja lyhyesti sentrifugoi DNA:ta (genomisen DNA:n néytteitd sekd QS:ad ja
kontrolleja). Lisaa sen jélkeen 5 pl kvantifioitavaa materiaalia vastaavaan putkeen, jolloin
kokonaistilavuudeksi tulee 25 pl. Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

Huomautus: Ole huolellinen, etté vaihdat kérjet kunkin putken jilkeen epdspesifisen mallin
tai reaktioseoksen kontaminaation ja niiden aiheuttamien virheellisten positiivisten tulosten
valtamiseksi.

Palauta kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan komponentit pakastimeen, jotta

materiaali ei pilaannu.

4. Valmistele Rotor-Gene Q MDx ja aloita ajo seuraavasti.

O
O

O

o O O O

O

Aseta 72-kuoppainen roottori Rotor-Gene Q MDx -roottoripitimeen.

Aseta liuskaputket roottoriin oikeisiin sijainteihinsa; aloita sijainnista 1 kuvan Kuva 3 (sivu
26) esittamalla tavalla. Aseta kaikkiin kaytamatiémiin sijainteihin tyhja, korkilla suljettu
putki.

Huomautus: varmista, eftd ensimmadinen putki on asefettu sijaintiin 1, ja eftd liuskaputket
on asetettu oikeisiin suuntiin ja sijainteihin kuvan Kuva 3 esittamalla tavalla.

Kiinnita lukitusrengas.

Lataa roottori ja lukitusrengas Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ja sulje laitteen kansi.
Valitse Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistossa joko vastaava tydluettelo
tydluettelohallinnasta ja valitse Apply (Kaytd) tai, jos tydluettelo on vield auki, valitse
Apply (Kayta).

Huomautus: jos kokeen omaa tydluetteloa ei ole luotu, kirjaudu Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ohjelmistoon ja noudata kohdan 2 ohjeita ennen toimimista
seuraavasti.

Kirjoita testin nimi.

Valitse kaytettava sykleri Cycler selection (Syklerin valinta) -ikkunassa.

Valitse oikea lukitusrenkaan kiinnitys ja vahvista ndytdssd, ettd lukitusrengas on kiinnitetty.
Napsauta Start run (Kynnista ajo) -painiketta.

JAK2 RGQ PCR -gjon pitdisi alkaa.

5. Paata ajo toimimalla seuraavasti.

(@)
(@)

Kun ajo on padttynyt, valitse Finish run (Lopeta ajo).

Vapauta ja hyvéksy ajo:

® Hyvaksyjang sisadankirjautuneet henkildt: Valitse Release and go to approval (Vapauta
ja siirry hyvaksyntaan).

® Kaytajana sisaankirjautuneet henkildt: Valitse Release (Vapauta).
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6. Vapauta tulokset.

O Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéaksyntaan) -vaihtoehdon valinta tuo
testin tulokset nakyviin.

O Seuraava AUDAS (Automatic Data Scan) -varoitus tulee nékyviin. Tarkista
raakatietokdyrien HEX-kohteet manuaalisesti Plots and Information (Kaaviot ja tiedot) -

osasta poikkeavuuksien varalta (esim. laitteistovirheiden aiheuttamat piikit).

@ Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

Manually check every curve of the targets
described above and reject problematic
samples.

Huomaa, ettd sisdisen kontrollin HEX-kohteiden kéyrissa ei yleensd esiinny sigman muotoa

[

(kuten oheisissa esimerkkik&yrissd), jo ne on katsottava valideiksi kayriksi. Huomaa, ettd

ohjelmisto tarkistaa automaattisesti kaikki muut sisgiset validiuskriteerit (esim. Cr-rajat).

o | HEX_WT

“I'| HEX_MT

O Jos kayttgjdroolissa oleva kéyttdjé napsauttaa Release (Vapauta) -vaihtoehtoa, jonkun
toisen kdyttdjan on kirjauduttava sisdén Approver (Hyvéksyijd) -roolissa ja valittava

Approval (Hyvéksyntd) -ympdristd.
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® Suodata hyvaksytava testi valitsemalla suodatinvaihtoehdot ja napsauttamalla Apply
(Kayta) -painiketta.

® Oheinen AUDAS (Automatic Data Scan) -varoitus tulee ndkyviin. Tarkista
raakatietokdyrien HEX-kohteet manuaalisesti Plots and Information (Kaaviot ja tiedot) -
osasta poikkeavuuksien varalta (esim. laitteistovirheiden aiheuttamat piikit).

® Huomaa, ettd sisdisen kontrollin HEX-kohteiden kdyrissa ei yleensé esiinny sigman
muotoa (kuten oheisissa esimerkkikdyrissd), ja ne on katsottava valideiksi kayriksi.
Huomaa, ettd ohjelmisto tarkistaa automaattisesti kaikki muut sis@iset validiuskriteerit
(esim. Cr-rajat).

® Tarkista tulokset ja napsauta Release/Report data (Vapauta/raportoi tiedot) -
painiketta.

® Valitse OK (OK). Jarjestelmd luo raportin .pdf-muodossa ja tallentaa sen
automaattisesti ennalta madritettyyn kansioon.
Tama kansiopolku on oletusarvoisesti:
QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Vie) > Reports (Raportit)
Huomautus: t4td polkua ja kansiota voi muuttaa Configuration (Kokoonpano) -
ymparistossa.
Huomautus: vianmadritystd varten tarvitaan tukipaketti ajosta. Tukipaketteja voidaan
tuottaa hyvaksynté- tai arkistoympdristdssa (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application -kdyttéopas, Vianmadritys-osa, Tukipaketin luominen). Liscksi
auditointiketju tapahtumahetkeltd £1 paivéa voi olla hyddyllinen. Auditointilokin voi
noutaa Service (Huolto) -ympdristdstd (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application -kéyttdopas, osa 1.5.5.5).

7. Poista Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ladatut materiaalit ja havita liuskaputket paikallisten

turvallisuussadddsten mukaan. O.

Tulosten tulkitseminen

Analyysi on taysin automaattista.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto analysoi ensin* monistumiskéyrid ja voi merkita
epdyhteensopivat kayrat virheellisiksi niiden muodon ja kohina-amplitudin mukaan. Tallaiset kayrat

on merkitty erityiselld merkinnalla.
Approver (Hyvéksyja) -roolilla varustetun kéytdjén on hyvéksyttavé ja vapautettava Rotor-Gene

AssayManager v2.1 -ohjelmiston automaattisesti analysoimat ja madrittamat  testitulokset.

Hyvaksyttavissa ndytetuloksissa on kolme hyvdksyntdpainiketta vastaavan rivin perdssa. Nailla

* Kaytdssé vain FAM-kohteille.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -kasikirja  09/2017 31



painikkeilla voidaan hyvéksya tai hylata ndytetulokset. Lisdtietoja on julkaisussa Gamma Plug-in -

kayttéopas.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi sitten ajon kontrollit:

e NTC: NTC:std tarkistetaan spesifisen monistuksen (JAK2 WT ja JAK2 MT) puuttuminen ja

sisdisen kontrollin monistuminen.
e WT ja MT QS: Validointi perustuu kummankin R ja kulmakerroinarvoihin.

e WTC: JAK2-kopioiden kokonaismadran (TCN) taytyy olla tarpeeksi suuri, jotta tamé kontrolli
voidaan tulkita. Jos ndin on, ohjelmisto laskee JAK2-mutaatioprosentin. Témé ajon kontrolli

validoidaan, jos sen tila testin mukaan on WT.

® MTC: JAK2-kopioiden kokonaismddréan taytyy olla tarpeeksi suuri, jotta t&ma kontrolli voidaan
tulkita. Jos ndin on, ohjelmisto laskee JAK2-mutaatioprosentin. Téma ajon kontrolli
validoidaan, jos sen tilassa nékyy voimakkaasti positiivinen JAK2-mutaatio.
Huomautus: Ajon padtteeksi generoitunut raportti esittdd ajon kontrolleista saadut tulokset.

Epdkelvollisten tietojen edessd on epdkelpoisuuden merkki.

Jos kaikki ajon kontrollit noudattavat madrityksid, Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi

tuntemattomat ndytteet.

e Naytteessd kopioiden kokonaisméadaran taytyy olla tarpeeksi suuri, jotta tulokset voidaan
tulkita. JAK2-mutaatioprosentti lasketaan sen jalkeen ja tulos tulee nakyviin. Jos putkessa ei
havaita spesifistd monistusta (joko WT:t& tai MT:td), ohjelmisto tarkistaa sisdisen kontrollin
monistuksen ja varmistaa néin, ettei se ole artefakti. Cr-arvo on havaittava kussakin putkessa
(WT ja MT), jotta Rotor-Gene AssayManager v2.1 validoi ndytteen ja vastaava tulos on
validi.

Huomautus: jos sekd ajon kontrollit ettd ndytteen tulokset ovat valideja, raportissa nakyy

kopioiden madra ja mutaatioprosentti kunkin néytteen edessa.

e Taulukko 5 esittad epdkelvollisen néytteen merkinnat, jotka voidaan méaarittad yksittaiselle
putkelle Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston analyysissa, seka selitykset kunkin
merkinndn tarkoituksesta.

Taulukko 6 (sivu 35) esittda naytteen varoitusmerkinndt ja kuvaa termit.
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Taulukko 5. Epdkelvollisen néytteen merkinnét ja termien kuvaus

Merkintd

Kuvaus

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION
MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW_CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (W)

MC_LOW_CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN

MC_NO_CT (MT)

MC_NO_VALUE
MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE
NTC_IC_HIGH_CT (MT)

NTC_IC_HIGH_CT (WT)

NTC_IC_NO_CT (MT)

NTC_IC_NO_CT (WT)

NTC_IC_LOW._CT (M)

NTC_IC_LOW_CT (WT)

NTC_UNEXPECTED_VALUE
OTHER_TARGET_INVALID
OUT_OF_COMPUTATION_RANGE
QS_HIGH_SLOPE (MT)

Testi on madritetty virheelliseksi, koska analyysi ep&onnistui. Ota yhteys
QIAGEN:n tekniseen palveluun.

Testi on virheellinen, sillé vahintdén yksi ulkoinen kontrolli on virheellinen.
Téman kohteen laskennassa kaytetty kohde on virheellinen

Raakadatan monistumiskdyrdn muoto poikkeaa t&méin testin tyypillisestd
kéyttaytymistavasta. Virheellisten tulosten tai tulosten virheellisen tulkinnan
todenndkaisyys on suuri.

Raakadatan monistumiskdyrdn muoto on litted tdyssy, miké poikkeaa témén
testin tyypillisestd kayttaytymistavasta. Virheellisten tulosten tai tulosten
virheellisen tulkinnan todenndkaisyys on suuri (esimerkiksi Cr-arvon mé&dritys on
virheellinen).

Témdn kohteen laskelma epéonnistui.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
mutanttikontrolli ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

Mutanttikontrollin kopiom&aré on liian pieni.

Mutanttikontrollin mutaatioprosentti on liian pieni.

Ei kopiom@drad mutanttikontrollille.

Mutanttikontrollille ei havaittu Cr-arvoa mutanttireaktioseoksessa.
Mutanttikontrollin mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

Monistuskayrd ylittaa kynnysarvon useammin kuin kerran. Selvéd Cr-arvoa ei
voida madrittad.

Léhtstasoa ei 18ydy. Jatkoanalyysid ei voi tehda.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin malliton
kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin malliton
kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi siséiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Cr on havaittu mallittomassa kontrollissa.
Saman néytteen foinen kohde on kelvoton.
Taman ndytteen laskettu pitoisuus ylittdd teknisen rajan.

Mutanttikulmakertoimen ylaraja on ylittynyt.
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Merkintd

Kuvaus

Q@S_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (WT)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW_SLOPE (WT)
QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT)
QS_NO_CT (MT)

QS_NO_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED
SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT

SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE
SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT_IC_NO_CT

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT
STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE
WTC_HIGH_PERCENTAGE
WTC_IC_HIGH_CT (MT)

WTC_IC_LOW_CT (MT)

Vlllityyppikulmakertoimen yléraja on ylittynyt.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin yksi tai
useampi villityypin kvantifiointistandardi.

Mutanttikulmakertoimen alaraja ei téyty.
Vlllityyppikulmakertoimen alaraja ei téyty.
Mutantti-R%:n alaraja ei téyty.
Vlllityyppi-R%:n alaraja ei téyty.

Ei havaittavaa Cr-arvoa yhdessé tai useammassa
mutanttikvantifiointistandardissa.

Ei havaittavaa Cr-arvoa yhdelle tai useammalle villityypin
kvantifiointistandardille.

Testi madritettiin virheelliseksi, koska syklerissé tai sen liitGnnéssd ilmeni
ongelma.

Testi madritettiin virheelliseksi, koska ajo lopetettiin manuaalisesti.
Testinytteen kopiomd@dra on liian pieni.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin testindyte ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin testindyte ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin testinyte
ja mutanttireaktioseos.

Testindytteelle ei ole kopiomdaraa.
Testindytteen mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin testindyte ja villityyppireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi siséiselle kontrollille samassa
putkessa kuin testinayte ja villityyppireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa siséiselle kontrollille samassa putkessa kuin testindyte
ja villityyppireaktioseos.

Fluoresenssin raakadata saturoituu voimakkaasti ennen monistumiskéyrén
taipumispistettd.

Monistumiskdyrdssé havaittiin piikki léhelléd Cr-arvoa.

Monistumiskdyrdssa havaittiin fluoresenssin raakadatassa jyrkdsti nouseva
perustaso.

Monistumiskdyréssd havaittiin fluoresenssin raakadatassa voimakas pudotus
perustasossa.

Monistumiskdyrén kasvuvaiheen ulkopuolella havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistumiskdyrdn kasvuvaiheessa (eksponentiaalisessa vaiheessa) havaittiin
voimakasta kohinaa.

Monistumiské&yrdssé havaittiin fluoresenssin raakadatassa aaltoileva perustaso.

Villityyppikontrollin mutaatioprosentti on liian suuri.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin villityypin kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin villityypin kontrolli ja mutanttireaktioseos.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -kasikirja  09/2017

34



Merkintd

Kuvaus

WTC_IC_NO_CT [MT)

WTC_IC_NO_CT (WT)

WTC_LOW_CN
WTC_NO_CT (WT)
WTC_NO_CN
WTC_NO_VALUE

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin villityypin
kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa siséiselle kontrollille samassa putkessa kuin villityypin
kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Villityyppikontrollin kopiom&éré on liian pieni.
Villityyppikontrollille ei havaittu Cr-arvoa villityypin reakfioseoksessa.
Ei kopiomadraa villityypin kontrollille.

Villityypin kontrollin mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

Taulukko 6. Néytteen varoitusmerkinnét ja termien kuvaus

Merkintd

Kuvaus

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY
SPIKE

Tamén ndytteen fluoresenssin muutos suhteessa putkeen, jossa tapahtui suurin
fluoresenssin muutos, on pienempi kuin mddritetty alaraja.

Témén ndytteen reaktiotehokkuus ei ole yltényt mééritettyyn raja-arvoon.

Monistumiskdyrdssd havaittiin fluoresenssin raakadatassa piikki, mutta se on Cr-
madritysalueen ulkopuolella.
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Ongelmien ratkaisu

Téma ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja on
saatavissa myds teknisen tuen sivustostamme usein  kysyttyjen kysymysten osiosta:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat
aina mielellaan kysymyksiisi koskivatpa ne sitten taman kasikirjan tietoja tai tassa kasikirjassa
esiteltyja protokollia tai ndytteisiin ja testeihin liittyvia tekniikoita (yhteystiedot: Yhteystiedot, sivu
45).

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QlAsymphony DNA

DSP Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) vianmadritykseen liittyvat tiedot vastaavista

kasikirjoista.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Automaattinen eristys

Néyte merkitty unclear (epdselva)

Néyte merkitty unprocessed (kdsittelemétdn)

Néyte merkitty invalid (epdkelvollinen)
Jadhdytyslevyn lampatilavirhe

Eluutiolevyn poistovirhe

Témé voi johtua tauosta eristysajon aikana. Jos eristysajo valmistui, jatka
OD-suhteen ja pitoisuuden mittaamisvaiheeseen. Jos ei valmistunut, toista
eristysajo.

Tamé tarkoittaa ndytteen alkumaaran virhetta. Tarkista veren maara
pipetoimalla. Jos m&éré on liian pieni, suurenna néytemadaré 300 pl:aan
ja aloita ajo uudelleen.

Eristysajon aikana tapahtui virhe. Toista t&mén néytteen eristysvaihe.

Ajon lopussa nékyviin tuleva jaahdytyslampétilasta ilmoittava
virheilmoitus farkoittaa, ettd naytteitd pidettiin huoneenldmméssa (15-25
°C) eristysajon lopusta. Jos néytteitd pidettiin huoneenlamméssa alle12
tuntia, genomisen DNA:n laadun ei pitdisi olla muuttunut ja genominen
DNA voidaan kvantifioida. Jos aika oli yli 12 tuntia, genomisen DNA:n
ndytteet ovat voineet pilaantua. Tassd tapauksessa eristys on foistettava.

Ajon lopussa ndkyviin toi tulla virheviesti, jos eluutiolevy on poistettu
tarkistamatta asianmukaista toimintoa néytéstd. Téma voidaan korjata
napsauttamalla asianmukaista ruutua.

JAK2-mutaatiostatuksen arvioinnin yleinen kdsittely ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla

Kopioiden kokonaismaara ei ole riittdvéa ja vastaava néyte on epakelpo: monistus on liian vahaista

a)  Tarkista Azeo/Azso-suhde.

b)  Tarkista DNA-pitoisuus.

c)  Jos molemmat paramefrit taytyvét, pipetointimadrét voivat olla
virheelliset. )

Kontrollin ajo epdonnistuu QS-standardilla

Jos se on alle 1,7, tee uusi DNA:n eristys.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on optimoitu toimimaan
tydskentelypitoisuudella 10 ng/pl.

Jos DNA-pitoisuus ei ole t&md pitoisuus, laimenna tai eristd DNA
uudelleen kokoverestd.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne uudelleen ennen qPCR-vaiheen toistamista.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

a)  Pullon kidntd ylasalaisin Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.

b)  Kaants ylésalaisin jakelun aikana L o .
Valta toistuvaa jaadytystd ja sulatusta.

c)  Ristikontaminaatio

d)  Standardin osittainen pilaantuminen

e)  PCR-regenssien osittainen pilaantuminen
f) Epdspesifinen monistus )

Ei signaalia tai heikko signaali yhdesté standardista

a)  Jakeluongelma Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.
b)  Saman reaktioseoksen kaytté WT ja MT QS:adn )

H20:n malliton kontrolli (NTC) on positiivinen

a)  Ristikontaminaatio Vaihda kaikki kriittisen térkedt reagenssit.

Kasittele naytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita aina hyvien kéyténtsjen

b)  Reagenssin kontaminaatio mukaisesti, jotta niiden vdlista kontaminaatiota ei tapahdu.
c)  Liuskaputken kaantd ylésalaisin Sailyta reaktioseokset suojattuna valolta.

d)  Koeftimen pilaantuminen | Tarkista, nakyykd fluoresenssikéyréssé virheellinen positiivinen tulos.

Ei signadlia edes standardikontrolleissa

Pipefointivirhe fai reagensseja on jédnyt pois Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

Suvorita PCR-ajo uudelleen.
Naytteiden signaali on heikko tai poissa, mutta kontrolleissa ei ongelmia

Tarkista aina DNA:n laatu mittaamalla A 260/A 260 -suhde ja pitoisuus

Riittamattdmasta puhdistuksesta johtuvat ndytemateriaalin na
ennen aloittamista.

inhibitoriset vaikutukset
Toista DNA:n valmistelu.
Villityypin kontrolli (WTC) on positiivinen, mutta mutanttikontrolli (MTC) ei ole tarpeeksi positiivinen
Kulkeutumiskontaminaatio Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.
Toista koe kayttaméllé kaikista reagensseista vusia alikvootteja.
Kasittele néytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita aina hyvien kéytdntsjen
mukaisesti, jotta niiden vélistd kontaminaatiota ei tapahdu.
Varmista, ettd karjet vaihdetaan eri reagenssien pipetoinnin valilla.
Villityypin kontrollin (WTC) tai mutanttikontrollin (MTC) signaali kéyttdd vastavuoroisia reaktioseoksia
a)  Ristikontaminaatio Vaihda kaikki kriittisen térkedt reagenssit.

) o Toista koe kayttamalla kaikista reagensseista vusia alikvootteja.
b)  Reagenssin kontaminaatio L L . oy e
Kasittele naytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita aina hyvien kéyténtsjen

c)  Putken kaéntaminen ylésalaisin ) mukaisesti, jotta niiden vdlista kontaminaatiota ei tapahdu.
Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Positiivisen kontrollin kéénteinen havainto

a)  Ristikontaminaatio Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

b)  Reaktioseokset putkissa tai esiseoksessa ovat vaihtuneet
keskendan. )

Ei signadlia néytteestd tai kontrollista, edes sisgisesté kontrollista

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely. Jos sisdista kontrollia ei

a)  Reaktioseosta ei lisa
) Y ole monistettu, reaktioseosta ei lisétty tai se on pilaantunut.

b)  Reakfioseos on pilaantunut ) Toista qPCR-vaihe vudella reaktioseoksella.

Huomautus: jos ongelman syyksi ei voida madrittdd mitdan ylld mainittua syytd tai jos ongelma ei

ratkea ehdotetuilla korjaavilla toimilla, kysy neuvoja QIAGENIn teknisestd palvelusta.

Séilyta sarjan sisdltd —30...—15 °C:ssa ja suojaa reakfioseokset valolta.
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Laadunvarmistus

Valmiin sarjan laadunvarmistus on tehty Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -instrumentilla. Tama sarja
on valmistettu 1ISO 13485:2012 -standardin mukaisesti. Analyysin sertifikaatit ovat saatavana

pyydettdessa osoitteessa www.qgiagen.com/support/.

Rajoitukset

Tama sarja on tarkoitettu ammattikayttodn.

Tuotetta saavat kayttad vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin koulutetut ja

tdmdn nimenomaisen tekniikan tuntevat henkilét.

Téta sarjaa on kaytettéva tamaén kéyttdoppaan ohjeiden mukaisesti yhdessa validoidun, kohdassa

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen) sivulla 9 esitetyn laitteen kanssa.

Ota huomioon pakkauksen etiketissa ilmoitetut vanhenemispaivamaardt. Ala kéytd vanhentuneita

komponentteja.

Kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu kaytettavaksi
ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien kanssa. Mikdli tata ohjetta ei

noudateta, silld saattaa olla vaikutusta suorituskykyyn.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjo on validoitu vain epgiltyd MPN:4& sairastavien potilaiden

kokoverelle, joka on antikoaguloitu kalium-EDTA:lla.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain QIAsymphony DNA DSP Mini Kit -sarjan
(tuotenumero 937236) tai QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan (tuotenumero 61104) kanssa

kaytettavaksi.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella (PCR)
ja QlAsymphony SP -laitteella (ndytteen valmistelu) kaytettavaksi.

Téman tuotteen off label -kayttd ja/tai osien muokkaaminen mit&téi QIAGENin vastuun.
Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessé muiden kliinisten 16ydésten tai laboratorioldydésten

kanssa. Vaikka henkililla ei ole JAK2 V617F/G1849T -mutaatiota, hdnelld saattaa silti olla muita
JAK2-mutaatioita.
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Kayttajcn vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissé laboratoriossa kéytetyissa

menetelmissd, joita QIAGENIn tekemat suorituskykytutkimukset eivat kata.

Suorituskykyominaisuudet

LOB (Limit of Blank)

LOB-arvo méadritettiin CLSI/NCCLS EP17-2A -standardin mukaisesti terveiltd luovuttaijilta otetuista
kokoverinaytteistd, joiden JAK2+ila oli villityyppinen (30 naytettd, 120 mittausta/reagenssiera, 3

erdd).

LOB-tulosten yhteenveto: Taulukko 7.

Taulukko 7. LOB-tulosten yhteenveto

Mitattu LOB Tyhijan lopullinen raja
Validointierd 1 0%
Validointiera 2 0% 0%
Validointiera 3 0%

Havaitsemisraja

Havaitsemisraja (LOD tai analyyttinen herkkyys) madritettiin Probit approach -menetelmalla, joka
on kuvattu standardissa CLSI/NCCLS EP17-2A. Tassd tutkimuksessa analysoitiin kuusi heikon tason
mutaatiota kolmesta erillisestd ndytteestd (MPN-kokoveri-DNA lisattynd WT-kokoveri-DNA:an)

kolmella eréalla, 60 mittauksella per néyte ja per mutaatio. Saadut tulokset osoittivat analyyttisen
herkkyyden olevan 0,042 % JAK2 V617F -mutaation osalta.

LOD+ulosten yhteenveto: Taulukko 8.

Taulukko 8. LOD-fulosten yhteenveto

Mitattu LOD Tyhjén lopullinen raja
Validointierd 1 0,041 %
Validointierd 2 0,029 % 0,042 %
Validointierd 3 0,042 %
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Lineaarisuus

MPN-potilaiden JAK2-mutaation kvantificinnin lineaarisuus arvioitiin  CLSI/NCCLS EPOGAE -
standardin mukaisesti yhdella ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan erdlla jo testaamalla 11
mutaatiotasoa viidestd eri DNA-sydtteestd. JAK2-mutaatiotaakan kvantifiointi MPN-ndytteistd on
lineaarista; ts. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kykenee kvantifioimaan néytteet LOD-arvosta 100-

prosenttiseen mutaatioon, kunhan kvantifioidun néytteen pitoisuus on léhellé 10 ng/pl (valilla 5-

20 ng/pl).

Toistettavuus ja uusiftavuus

Tarkkuustutkimus ~ tehtiin ~ standardin  CLSI/NCCLS  EP5-A2 mukaisesti.

mutaatiotasolla, kukin taso testattiin duplikaattina 54 ajossa, jotka tehtiin 27 pdivan aikana, mika

tuotti 108 mittausta mutaatiotasoa kohti. Tulosten yhteenveto: Taulukko 9.

Taulukko 9. Tarkkuustulokset

Testaus tehtiin

11

Keskimddrdinen JAK2-

Nayte mutaatioprosentti SDr. SDruns+ SDviriss CVyur
S1 72,67 1,99 2,99 5,45 7,50 %
S2 53,96 2,48 3,16 6,52 12,09 %
S3 23,13 1,59 1,95 4,51 19,52 %
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 23,27 %
S5 6,01 0,71 0,63 1,57 26,17 %
Sé 2,39 0,31 0,36 0,70 29,23 %
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 27,38 %
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 37,88 %
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 52,31 %
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 65,01 %
S11 0,007 0,01 0,002 0,01 146,84 %

R+: Toistettavuus.
RUN++: Ajojen toistettavuuden valilla.

YHTEENSA+++: Kokonaistarkkuus (mukaan lukien laitteiden, kéyttdjien ja erien vélinen tarkkuus).

CVyir: Kokonaistarkkuuden vaihtelukerroin (%JAK2 MT).
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Hairitsevat aineet

Tutkimusjarjestely perustui  NCCLS-standardissa  EP7-A2  kuvattuihin  suosituksiin  hairitsevien
aineiden festaamisessa kliinisessé kemiassa. Seuraavat 17 veringytteissd mahdollisesti olevaa
ainetta valittiin niiden PCR-vaikutuksen tutkimiseksi: busulfaani, sitalopraamihydrobromidi,
paroksetiinihydrokloridihemihydraatti, sertraliinihydrokloridi, fluoksetiinihydrokloridi,
asetaminofeeni [parasetamoli], konjugoitumaton bilirubiini, kalium-EDTA, hemoglobiini [ihmisen],
triglyseridit, lisinopriilidehydraatti, hydroksiurea, asetyylisalisyylihappo, salisyylihappo, tiotepa,
anagrelidi, alfa-2b-interferoni. Saaduissa tuloksissa ei ndkynyt hairitsevad vaikutusta ndista

aineista.
Kliininen validointi ja menetelman vertailu

Tutkimus, johon sisdltyi 65 kliinista MPN-veringytettd, tehtiin kahdessa ranskalaisessa kliinisessa
keskuksessa tarkoituksena verrata QIAGENIn ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa ipsogen JAK2

MutaQuant® Kit -sarjaan, jota kaytettiin vertailumenetelméné.

Yhteensé 65 MPN-verindytettc pakastettiin, sulatettiin ja niisté eristettiin genominen DNA. Kaikki
ndytteet lapdisivat DNA-laadunvarmistuksen kummankin genomisen DNA:n eristysmenetelmén

osalta.

Demingin regressiolla  verrattiin - kummallakin  menetelmallé  mitattuja  JAK2-mutaatioiden
prosenttiosuuksia. Vertailumenetelmdn ja ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan vilillé oli voimakas
korrelaatio sellaisten ndytteiden osalta, joissa oli JAK2-mutaatiotaso 0-95 % (R? = 0,969), kuten

kuvassa Kuva 4.
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Mutaatioprosentti

Jak2-sarja, manuaalinen

I I I I I
0 20 40 60 80

Vertailumenetelma: MutaQuant

Kuva 4. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla ja vertailumenetelmdlla samoista néytteista saadut JAK2 V617F -
mutaatioprosentit.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla saadut JAK2-mutaatioprosentit olivat yleisesti oftaen
korkeammat kuin vertailumenetelmalla saadut prosentit, mika korosti uuden sarjan parempaa

herkkyytta (~ 1 log) (9).
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tukemme sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroomme 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd
johonkin  QIAGENin teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai  kdy osoitteessa

www.diagen.com).
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlto Luettelonumero
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24) 24 reaktiota varten: Wild-type JAK2 Gene Control, JAK2 V617F Control Gene, 673623
JAK2 WT Quant Standards, JAK2 MT Quant Standards, JAK2 WT Reaction Mix,
JAK2 MT Reaction Mix, Taq DNA -polymeraasi, TE-puskuri laimennukseen, vetta
NTC:hen
Rotor-Gene Q MDx - IVD-validoituun readliaikaiseen PCR-analyysiin kliinisessé kdytossa
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM-analysaattori, jossa on 5 kanavaa (vihred, 9002032
keltainen, oranssi, punainen ja viininpunainen) sekéd HRM-kanava, kannettava
tietokone, ohijelmisto ja varusteet: siséltad 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, ei sis. asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM-analysaattori, jossa on 5 kanavaa (vihred, 9002033
keltainen, oranssi, punainen ja viininpunainen) sekd HRM-kanava, kannettava
tietokone, ohjelmisto ja varusteet: siséltdd 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja koulutuksen
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Software Ohjelmisto rutiinitestaukseen yhdessa Rotor-Gene Q Haitteen kanssa 9024203
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 License Yksi ohjelmistolisenssi asennettavaksi yhdelle tietokoneelle 9025620
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes Alumiininen levy manuaaliseen reaktion valmisteluun yksikanavaisella pipetilla 72 x 9018901
0,1 ml:n putkia
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250) 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 1 000 reaktioon 981103
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (2500) 10 x 250 neljéin putken ja korkin liuskaa, 10 000 reaktioon 981106
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit 50 preparaattia varten: QlAamp Mini Spin Columns -putket, puskurit, reagenssit, 61104
putket, VacConnector-liittimet
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit 192 preparaattia, kukin 200 pl: Sisaltaa 2 reagenssikasettia ja entsyymitelinetta 937236
tarvikkeineen.
QIAsymphony SP ja lisavarusteet
QlAsymphony SP System QlAsymphony-néytteenpreparointimoduuli: siséltad asennuksen ja koulutuksen seké 9001751
1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja valmistusvirheiden varalle
QIAsymphony SP QIAsymphony-néytteenvalmistelumoduuli: siséltdd 1-vuotisen takuun osille ja tyslle 9001297
Sample Prep Cartridges, 8-well (336) 8-kuoppaiset ndytteenpreparointikasetit QlAsymphony SP:n kanssa kaytettavaksi 997002
8-Rod Covers (144) 8-sauvaiset kannet QIAsymphony SP:n kanssa kéaytettévéiksi 997004
Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (1024) Kertakéayttdiset suodatinkdriet, telineessd; (8 x 128). Kaytettavaksi QlAcube®- ja 990332
QIAsymphony SP/AS -instrumenttien kanssa
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP (1024) Kertakéyttdiset suodatinkdriet, telineessd; (8 x 128). Kaytettévaksi QIAsymphony 997024
SP-/AS -laitteiden kanssa
Elution Microtubes CL (24 x 96) Ei-steriilit polypropyleeniputket (enimmaiskapasiteetti 0,85 ml, sdilytyskapasiteetti 19588
véhemman kuin 0,7 ml, eluutiokapasiteetti 0,4 ml); 2 304 kpl 96 kpl:een telineissa;
siséiltad korkkiliuskat
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7 000 yksikkda/ml, livos) 19101
Buffer ATL (200 ml) 200 ml Tissue Lysis Buffer -puskuria 1000 preparaattiin 19076
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Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja
kayttdoppaat [6ytyvét osoitteesta www.giagen.com fai niitd voi tiedustella QIAGENIn teknisestd

huollosta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -kasikirja  09/2017

47



Témé tuote on tarkoitettu kéytettévéksi in vitro -d ik ipsogen- iden jdll i kkaus jall yyntid varten tai kéyttd kaupallisten tuotteiden valmistukseen on kielletty ilman QIAGENm kirjallista lupaa.

Téssd asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillistd ilmoitusta. QIAGEN ei ole vas'uussa mistddn tdssd asiakirjassa mahdollisesti olevista virheistd. Taman asiakirjan usk olevan julk k kattava
ja tarkka. QIAGEN ei missGdn tapauksessa ole atunnaisista, erityisistd, inkertaisista tai seurannaisvahingoista, jotka liittyvét {dmén asiakirjan kdyttdon tai ovat seurausta sen kéytdsta.

ipsogen-uotteille on mydnnetty takuu siitd, eftd ne ovat ilmoitettujen ominaisuuksiensa mukaisia. QIAGENin ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama ainoa korvaus rajoittuvat tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta
tuotevirhetapauksissa fai jos tuote ei toimi takuussa kerrotulla tavalla.

JAK2 V617F -mutaatio ja sen kdytté on suojattu patenttioikeuksilla, mukaan lukien eurooppalainen patentti EP1692281, yhdysvaltalaiset patentit 7,429,456 ja 7,781,199, yhdysvaltalaiset patenttihakemuk
US20090162849 ja US20120066776 ja niiden ulkomaiset vastineet.

Téman tuotteen ostaminen ei anna oikeutta sen kayttoén JAK2V617F-mutaatiota varten tarkoitettujen 1&

Laki palvelee osoi jak2li qiagen.com.

akk 1 kliinisissa ladketutkimuksissa. QIAGEN kehittéa nimenomaisia lisenssiohjelmia téllaisia tarkoituksia varten.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTaq®, ipsogen®, MutaQuanf®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG & Co).

Rajoitett lisenssisopimus

Ta&mdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa voidaan kéyttéé ainoastaan ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan késikirjan ohjeiden mukaisesti ja ainoastaan yhdessé sarjan siscltémien komponenttien kanssa. QIAGEN ei
mydnnd lisenssié mihinkdén aineettomaan omaisuuteensa, eiké t&man sarjan oheisia osia saa kéyttéa tai liittéa muihin osiin, jotka eivét sisdlly téhén sarjaan, kuten ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan késikirjassa ja
liséprotokollissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.giagen.com.

QIAGEN ei takaa kuin nimenomaisissa lisensseissédn, eftd tma sarja jo/tai sen kéytdja(t) elvct loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.

Témé sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakdyttéon, eikd niitd saa kéyttad vudell tai myydd péi

QIAGEN kiistaa ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole tdssd nimenomaisesti ilmoitettu.

Sarjan ostaja ja kéytdjd suostuvat sithen, eftd he eivat ryhdy tai anna kenellekdén toiselle lupaa ryhtyé toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistad mitédn ylla kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi kééntyd
minkd tahansa ioistuimen puoleen k t8yténtddn taman rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena
on t&man rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téytdntdénpano.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qgiagen.com.

HB-1829-005 1107956 157038730 © 2017 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatet&dn.
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