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Technologie badan i analizy firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie
zawartosci dowolnej probki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej
jakosci produkty i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili
pobrania probki do uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

€ Oczyszczania DNA, RNA i biatek

€ Analizy kwasow nukleinowych i biatek

¢ Badan nad mikroRNA oraz RNAI

€ Automatyzacji technologii obrébki prébek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Panstwu osiggniecie znakomitych i
przetomowych wynikéw w prowadzonych badaniach. Wiecej informacji mozna
znalez¢ na stronie www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Przeznaczenie zestawu

Zestaw ipsogen JAK2 MutaSearch Kit jest przeznaczony do wykrywania
mutacji JAK2 V617F/G1849T w DNA genomowym u pacjentow z
podejrzeniem nowotworu mieloproliferacyjnego. Obecnos¢ JAK2
V617F/G1849T nie wyklucza obecnosci innych mutacji JAK2. Test moze
podawac fatszywie ujemne wyniki w przypadku dodatkowych mutacji
zlokalizowanych w nukleotydach 88 504 do 88 622 (nr referencyjny NCBI
NT_008413).

Uwaga: Zestaw powinien by¢ uzywany zgodnie z instrukcjami dotgczonymi do
zestawu, razem ze zwalidowanymi odczynnikami i aparatami. Jakiekolwiek
uzycie tego produktu w inny sposob niz opisany i/lub dokonywanie modyfikacji
skfadnikow zestawu skutkuje utratg gwarancji firmy QIAGEN.

Streszczenie i wyjasnienia

Powtarzajgca sie mutacja somatyczna V617F wptywajgca na gen kinazy
tyrozynowej Janus 2 (JAK2) zostata zidentyfikowana w 2005 r. (1-4), co
doprowadzito do znacznego przetomu w zrozumieniu, klasyfikacji i diagnozie
nowotworow mieloproliferacyjnych (MPN). JAK2 jest kluczowg
wewngtrzkomorkowg czgsteczkg sygnalizacyjng dla wielu cytokin, w tym
erytropoetyny.

Mutacja JAK2 V617F jest wykrywana u >95% pacjentow z czerwienicg
prawdziwg (PV), 50-60% pacjentdéw z nadptytkowoscig samoistng (ET) oraz u
50% pacjentéw z pierwotnym zwtdknieniem szpiku (PMF). JAK2 V617F
wykryto réwniez w rzadkich przypadkach przewlektej biataczki
mielomonocytarnej, zespotu mielodysplastycznego, mastocytozy uktadowej i
przewlekitej biataczki neutrofilowej, ale w 0% CML (5).

Mutacja odpowiada jednoniciowej zmianie nukleotydu JAK2 1849 w eksonie
14, dajgc w efekcie unikalng substytucje waliny (V) do fenyloalaniny (F) w
pozycji 617 biatka (domena JH2). Prowadzi to do konstytutywnej aktywacji
JAK2, transformacji hematopoetycznej in vitro i wzrostu erytroidalnej kolonii
erytropoetyno-niezaleznej (ang. EEC) u wszystkich pacjentow z PV i duze;
czesci pacjentow z ET i PMF (6). JAK2 V617F stanowi kluczowy czynnik w
transformacji komorek krwiotwérczych w MPN, ale doktadne mechanizmy
patologiczne prowadzgce, z tg samg unikalng mutacjg, do ré6znych jednostek
klinicznych i biologicznych nie sg w petni wyjasnione.

Tradycyjnie, diagnoza MPN byta oparta na kryteriach klinicznych,
cytogenetycznych i histologii szpiku. Odkrycie markera molekularnego
specyficznego dla tej choroby spowodowato zarbwno uproszczenie procesu,
jak i zwiekszenie doktadnosci diagnostycznej. Wykrywanie mutacji JAK2
V617F jest obecnie czescig referencyjnych kryteriow Swiatowej Organizaciji
Zdrowia (WHO) 2008 dla diagnozy MPN negatywnego dla MPN BCR-ABL
(Tabela 1), a obecnosc tej mutaciji jest gtownym kryterium potwierdzenia
diagnostycznego.
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Tabela 1. Kryteria WHO dla diagnozy nowotwordéw mieloproliferacyjnych
(MPN), zaczerpniete z punktu 7 literatury

Kryteria diagnozy czerwienicy prawdziwej (PV)

Gtéwne

Podrzedne

1. Hemoglobina (Hgb) >18,5 g.dl"* (mezczyzni) lub >16,5
g.dI? (kobiety) lub

Hgb lub hematokryt (Hct) >99 percentyl zakresu odniesienia
dla wieku, ptci lub wysokosci miejsca zamieszkania lub

Hgb >17 g.dlI* (mezczyzni) or >15 g.dl (kobiety) jesli
zwigzany z trwatym wzrostem 22 g.dl'* od poziomu
podstawowego, ktérego nie mozna przypisac korekcji dla
niedoboru zelaza lub

Podwyzszona masa czerwonych krwinek >25% powyzej
Sredniej normalnej wartosci przewidywalnej

[ 2. Obecno$é mutacji JAK2V617F lub mutacji podobnej |

1. Mieloproliferacja trojliniowa szpiku kostnego
2. Poziom erytropoetyny w surowicy ponizej normy
3. Wzrost endogennej kolonii erytroidalnej (EEC)

Kryteria rozpoznania nadptytkowosci podstawowej (ET)

Gtéwne

Podrzedne

1. Liczba ptytek krwi 2450 x 10° I'X
2. Proliferacja megakariocytéw o duzej i dojrzatej morfologii.

Brak lub mata proliferacja granulocytow lub erytrocytow
3. Nie spetnia kryteriow WHO dotyczgcych przewlekiej
biataczki szpikowej (CML), PV, pierwotnego zwidknienia
szpiku (PMF), zespotu mielodysplastycznego (MDS) lub
innego nowotworu mieloidowego.

[4. Obecnos¢ JAK2V617F lub innego markera klonalnego]lub

Brak dowodow na reaktywng trombocytoze

Kryteria rozpoznania pierwotnej mielofibrozy (PMF)

Gtéwne

Podrzedne

1. Proliferacja megakariocytow i atypia wraz z retykuling
oraz/lub zwtéknieniem kolagenu lub

Przy braku zwtdknienia retykuliny zmianom megakariocytow
musi towarzyszy¢ zwiekszona komorkowos¢ szpiku
kostnego, proliferacja granulocytow i czesto zmniejszona
erytropoeza (to znaczy prefibrotyczny PMF)

2. Nie spetnia kryteriow WHO dla (CML), PV, MDS lub
innych nowotworow mieloidalnych

[3. Obecnos$¢ JAK2V617F lub innego markera klonalnego]lub

Brak dowodéw na zwtdknienie szpiku kostnego

1. Leukoerytroblastoza

2. Zwiekszony poziom dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
W surowicy

3. Anemia

4. Palpacyjnie wyczuwalne powiekszenie sledziony
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Ponadto, 1% wartosci granicznej dla dodatniego wyniku klinicznego w testach
opartych na PCR jest obecnie coraz czesciej potwierdzane przez ekspertow z
UE i USA (8-10).

Zasada procedury

gPCR (ilosciowy PCR) pozwala na doktadng ocene ilosciowg produktow PCR
podczas fazy wykfadniczej procesu amplifikacji PCR. llosciowe dane PCR
mogg by¢ wygenerowane szybko, bez potrzeby dodatkowej obrébki danych,
przez wykrywanie w czasie rzeczywistym sygnatow fluorescencyjnych
podczas oraz/lub po cyklach PCR, tym samym drastycznie zmniejszajgc
ryzyko kontaminacji produktu PCR. Obecnie dostepne sg 3 gtdwne rodzaje
technik gPCR: analiza qPCR z uzyciem barwnika SYBR® Green |, analiza
gPCR z uzyciem sond hydrolizujgcych i analiza gPCR z uzyciem sond
hybrydyzacyjnych.

Niniejszy zestaw wykorzystuje technologie qPCR opartg na zasadzie hydrolizy
oligonukleotydéw gPCR znakowanych dwoma barwnikami.

Podczas PCR starter przedni (forward) i wsteczny (reverse) hybrydyzujg do
okreslonej sekwenciji. Podwdjnie barwiony oligonukleotyd jest zawarty w tej
samej mieszaninie.

Sonda, ktéra sktada sie z oligonukleotydu wyznakowanego barwnikiem
reporterowym 5' i usytuowanym dalej 3' wygaszaczem (quencher),
hybrydyzuje z docelowg sekwencjg w produkcie PCR. Analiza qPCR z
uzyciem sond hydrolizy wykorzystuje aktywnos¢ egzonukleazy 5'—3' w
polimerazie DNA Thermus aquaticus (Taq). Gdy sonda jest nienaruszona,
blisko$¢ barwnika reporterowego do barwnika wygaszajgcego powoduje
ttumienie fluorescencji reporterowej gtdbwnie przez transfer energii typu
Forstera.

Podczas PCR, jesli cel bedacy przedmiotem zainteresowania jest obecny,
sonda specyficznie hybrydyzuje miedzy miejscem startera do przedniego i
wstecznego. Aktywnos¢ egzonukleazy 5'—3 'polimerazy DNA rozszczepia
sonde pomiedzy reporterem i wygaszaczem tylko wtedy, gdy sonda
hybrydyzuje z sekwencjg docelowg. Fragmenty sondy sg nastepnie usuwane,
a polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest zablokowany,
aby zapobiec wydtuzeniu sondy podczas PCR (Rysunek 1). Proces ten
odbywa sie w kazdym cyklu i nie zaktdca wyktadniczej akumulacji produktu.

Wzrost sygnatu fluorescencji wykrywa sie tylko wtedy, gdy docelowa
sekwencja jest komplementarna do sondy, a zatem amplifikowana podczas
PCR. Z powodu tych wymagan nie wykryto niespecyficznej amplifikacji. Zatem
wzrost fluorescencji jest wprost proporcjonalny do docelowej amplifikacji
podczas PCR.
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Rysunek 1. Zasada reakcji

Uzywana w tym zestawie specyficzna dla alleli technologia PCR, umozliwia
czute, doktadne i wysoce powtarzalne wykrywanie SNP (polimorfizm
pojedynczych nukleotyddw). Technika ta opiera sie na uzyciu specyficznych
przednich starterow dla alleli typu dzikiego (wild-type) oraz V617F. Tylko
idealne dopasowanie startera i docelowego DNA umozliwia wydtuzanie i
amplifikacje w PCR (Rysunek 2).
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- ] ')‘J — Brak cigcia sondy
Zmutowany allel —> Bez akumulacji sygnatu fluorescencyjnego
%
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Rysunek 2. PCR specyficzny dla alleli. Uzycie starterow dla sekwencji typu dzikiego lub
dla V617F i mieszaniny sond pozwala na specyficzne wykrywanie alleli typu dzikiego lub
zmutowanego w dwodch oddzielnych reakcjach z uzyciem tej samej prébki.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw ipsogen JAK2 MutaSearch Kit (24)
Nr katalogowy 673823
Liczba reakcji 24
V617F Positive Control (kontrola pozytywna)  PC-VF JAK2 40 pl
V617F Negative Control (kontrola negatywna)  NC-VF JAK2 40 pl
Eillg/t;gﬁfeﬁa\r?é)ll? I£|;Jrobka graniczna) COS-VE JAK? 40 pl
Primers gno! probe_ mix JAK2 V617F* PPM-JAK2 68 1l
(Startery i mieszanina sond JAK2 V617F%) V617F 25x

Primers and probe mix JAK2 V617F' PPM-JAK2 WT 68 pl
(Startery i mieszanina sond JAK2 V617F") 25X

Instrukcja zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit 1

(w jezyku angielskim)

* Mieszanka specyficznych wstecznych i przednich starteréw dla genu JAK2, sonda V617F
specyficzna dla FAM ™ -TAMRA ™.,

T Mieszanka specyficznych wstecznych i przednich starteréw dla genu JAK2, sonda
specyficzna dla FAM-TAMRA typu dzikiego.

Uwaga: Zwiruj szybko probowki przed uzyciem.

Uwaga: Analiza nieznanych prébek za pomocg zestawu ipsogen JAK2
MutaSearch Kit wymaga ekstrakcji genomowego DNA. Odczynniki potrzebne
do przeprowadzenia ekstrakcji DNA nie sg dostarczane i muszg zostac
walidowane w potgczeniu z zestawem.

Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyskacé wiecej
informacji, zapoznaj sie z odpowiednimi kartami charakterystyki
bezpieczenstwa (SDS), dostepnymi u dostawcy produktu.
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Odczynniki
¢ Woda do PCR wolna od nukleaz (Nuclease-free PCR grade water)

¢ Bufor TE (1x), wolny od nukleaz, pH 8,0 (Nuclease-free 1x TE buffer, pH
8.0)

¢ Bufor i polimeraza DNA Tagq: zwalidowane odczynniki to TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific
Inc., cat. no. 4304437) i LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, cat. no. 04535286001) lub LightCycler FastStart DNA Master"-Vs
HybProbe® (Master Mix 5x) (Roche, cat. no. 03515567001)
Uwaga: Ten Master Mix moze by¢ uzywany tylko dla aparatu LightCycler 1.2

¢ Odczynniki do 0,8-1% zelu agarozowego w 0,5x stezonym buforze do
elektroforezy TBE

Materialy eksploatacyjne

¢ Koncowki do pipet PCR z filtrami hydrofobowymi, wolne od nukleaz i
odporne na dziatanie aerozoli

¢ Probowki do PCR 0,5 ml lub 1,5 ml wolne od RNaz i DNaz
¢ Léd

Sprzet
& Pipety mikrolitrowe* przeznaczone do PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-
1000 pl)

¢ Wiréwka stotowa* z rotorem do probdéwek reakcyjnych 0,5 ml/ 1,5 ml
(zdolna do osiggania 10.000 rpm)

¢  Spektrofotometr* do pomiaru ilosciowego DNA

3

Termocykler do PCR w czasie rzeczywistym:* Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM lub inny aparat Rotor-Gene Q; LightCycler 1.2 lub 480; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System lub ABI PRISM 7900HT SDS;
wraz z dedykowanymi materiatami

* Upewnij sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z rekomendacjami
producenta.
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Ostrzezenia i uwagi

Do uzytku diagnostycznego in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi zawsze nalezy nosi¢ odpowiednig odziez
laboratoryjng, jednorazowe rekawice i okulary ochronne. Wiecej informaciji na ten
temat zamieszczono w odpowiednich kartach charakterystyki bezpieczenstwa (SDS).
Sa one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety gdzie mozna znalez¢, obejrzeé i wydrukowac karty dla
kazdego zestawu QIAGEN® oraz poszczegélnych komponentow zestawu.

Usun odpady probek i analiz zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Uwagi ogdélne

Testy gPCR wymagajg dobrej praktyki laboratoryjnej, wtgczajgc w to
utrzymanie sprzetu dedykowanego do biologii molekularnej i bedgcych w
zgodzie z odpowiednimi przepisami i standardami.

Niniejszy zestaw jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro.
Odczynniki i instrukcje dostarczone wraz z zestawem zostaty zwalidowane dla
zapewnienia optymalnej wydajnosci. Rozcienczanie odczynnikow wieksze od
zalecanego lub zmiana czasow i temperatur inkubacji moze prowadzi¢ do
btednych lub niewaznych wynikow. Odczynniki PPM-JAK2 mogg ulec zmianie
pod wptywem ekspozycji na swiatto. Wszystkie odczynniki sg dostosowane
wytgcznie do uzycia w tym tescie i dla zapewnienia optymalnej wydajnosci
testu nie nalezy zastepowac zadnych jego sktadnikow.

Zachowaj szczegdblng ostroznosc¢, aby zapobiec:

[1Zanieczyszczeniu DNazg, co moze skutkowaé degradacjg matrycowego
DNA

[ ]Przenoszeniu zanieczyszczen DNA lub reakcji PCR co moze skutkowac
uzyskaniem fatszywie pozytywnych sygnatow

W zwigzku z tym zalecamy nastepujgce srodki ostroznosci:

[ ]Podczas wykonywania testu uzywaj akcesoriéw laboratoryjnych wolnych od
nukleaz (np. pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) i nos rekawice.
[1Do wszystkich etapow pipetowania nalezy uzywac $wiezych koncowek pipet
odpornych na dziatanie aerozoli, aby unikng¢ zanieczyszczen krzyzowych
probek i odczynnikéw.

[1Przygotuj mieszanine master mix przed reakcjg PCR przy uzyciu materiatéw
dedykowanych do tego celu (pipety, koncéwki itp.) w pomieszczeniu do tego
przeznaczonym, gdzie nie sg wprowadzane zadne matryce DNA (DNA,
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produkty PCR). Dodawaj matryce w oddzielnej strefie (najlepiej w oddzielnym
pomieszczeniu) z uzyciem dedykowanych materiatéw (pipety, koncowki itp.).

Przechowywanie i obchodzenie sie z odczynnikami

Zestawy sg transportowane w suchym lodzie i po dostarczeniu muszg by¢
przechowywane w temperaturze od -30 ° C do -15 ° C.

[]Zminimalizuj ekspozycje na swiatto mieszanin i starteréw sond (probowki
PPM-JAK2).

[_IDelikatnie wymieszaj i zwiruj probowki przed otwarciem.
[1Przechowuj wszystkie komponenty zestawu w oryginalnych pojemnikach.

Powyzsze warunki przechowywania dotyczg zarowno otwartych, jak i
nieotwieranych komponentéw. Odczynniki przechowywane w warunkach
innych niz okreslone na etykietach mogg nie funkcjonowac prawidtowo i mogg
znaczgco zaburzy¢ wyniki testu.

Daty waznosci kazdego z odczynnikow sg podane na indywidualnych
etykietach na kazdym ze sktadnikdéw zestawu. W prawidtowych warunkach
przechowywania produkt zachowuje swoje wtasciwosci do daty waznosci
znajdujgcej sie na etykiecie.

Nie ma wyraznych wskazéwek wskazujgcych na brak stabilnosci tego
produktu, jednakze kontrole pozytywne i negatywne powinny by¢ analizowane
jednoczes$nie z prébkami badanymi (nieznanymi).
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Procedura

Przygotowanie probki DNA

Genomowe DNA mozna pozyskiwac z krwi petnej, oczyszczonych limfocytow
krwi obwodowej, komorek wielojgdrzastych lub granulocytéw. W celu
poréwnania wynikow zaleca sie przyjecie tej samej frakcji komorkowej oraz tej
samej metody ekstrakcji. Ekstrakcje DNA powinny by¢ wykonywane za
pomocg metody wiasnej lub komercyjnej.

llos§¢ DNA okre$la sie przez pomiar gestosci optycznej przy 260 nm. Jako$é
DNA nalezy ocenia¢ za pomocg spektrofotometrii lub elektroforezy zelowej.

Stosunek A260 / A280 powinien miescic¢ sie w przedziale 1,7-1,9. Mniejszy
stosunek zwykle wskazuje na zanieczyszczenie biatkami lub organicznymi
substancjami chemicznymi. Analiza elektroforetyczna w 0,8-1% zelu
agarozowym powinna umozliwi¢ wizualizacje wyizolowanego DNA, jako
odrebnego prazka o wielkosci okoto 20 kb. Dopuszcza sie lekki rozmaz.

Powstate DNA nalezy rozcienczy¢ do 5 ng/ul w buforze TE. Reakcja gPCR
jest zoptymalizowana dla 25 ng oczyszczonego genomowego DNA.

Przechowywanie kwaséw nukleinowych

W przypadku krotkotrwatego przechowywania, do maksymalnie 24 godzin,
zaleca sie przechowywanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych w
temperaturze 2-8 ° C. W przypadku dtugotrwatego przechowywania, przez
ponad 24 godziny, zaleca sie przechowywanie w temperaturze -20 ° C.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokét: qPCR na aparatach Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem 72-
probowkowym

Korzystajgc z tego aparatu, zalecamy wykonanie wszystkich pomiaréw w
duplikatach, zgodnie z tabelg 2.

Tabela 2. llos¢ reakcji dla Aparatéw Rotor-Gene Q z rotorem
72-probkowym

Probki Reakcje

Mix starteréw i sond JAK2 V617F (PPM-JAK2 V617F)

n probek DNA n x 2 reakcje

3 kontrole DNA gursﬁlgiiiél)DC—VF, NC-VF i COS-VF, kazda w
Kontrola z wodg 2 reakcje

Mix starterow i sond JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)

n probek DNA n x 2 reakcje

3 kontrole DNA 6 reqkqll (PC-VF, NC-VF i COS-VF, kazda w
duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probki na aparatach Rotor-Gene Q z rotorami 72-probkowymi

Zalecamy przetestowanie co najmniej 12 prébek DNA w tym samym
eksperymencie, aby zoptymalizowaé zuzycie standardow oraz mieszanin
starterow i sond. Schemat rotora na Rysunku 3 (nastepna strona) pokazuje
przyktad takiego eksperymentu.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 3. Sugerowane ustawienia rotora dla eksperymentu z uzyciem zestawu
ipsogen JAK2 MutaSearch. PC-VF: kontrola pozytywna (positive control); NC-VF: kontrola
negatywna (negative control); COS-VF: prébka graniczna; S: probka DNA; H,O: kontrola z
woda.

Uwaga: Zawsze umieszczaj probke pozytywng w pozycji 1 rotora. W
przeciwnym wypadku aparat nie wykona kalibracji i nastgpi nieprawidtowy
odczyt danych fluorescencji.

Puste miejsca wypetnij pustymi probéwkami.

Analiza gPCR na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probéwkowym
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umiescié je na lodzie.

Sktadniki nalezy wyja¢ z zamrazarki na okoto 10 minut przed rozpoczeciem
procedury.
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2. Zworteksuj i zwiruj szybko wszystkie probowki (przez okoto 10 s,
10.000 rpm celem zebrania ptynu na dnie probowki).

3. Przygotuj nastepujgce mieszaniny qPCR zgodne z liczbag
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.
Tabela 3 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej, obliczonej do otrzymania konhcowej objetosci
reakcji 25 pl. Wstepng mieszaning mozna przygotowac, zgodnie z iloscig
reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sond. Dodatkowe
objetosci kompensujgce btedy pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

Sktadnik lreakcja  VF: 32+1 WT: 32+1 Stezenie
zestawu (uh) reakcje (ul) reakcje (ul) koncowe

TagMan
Universal PCR 12,5 412,5 412,5 1x
Master Mix, 2x

Mieszanina

starterow i

sond, 25x (VF 1 33 33 1x
lub WT,

odpowiednio)

Wolna od
nukleaz woda 6,5 2145 2145 -
do PCR

Prébka (do
dodania w 5 5 kazda 5 kazda —
kroku 6)

Catkowita

P 25 25 kazda 25 kazda —
objetosc

4. Zworteksuj i zwiruj szybko kazda mieszanine qPCR (VF i WT) przez
okoto 10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probowki .

5. Dodaj 20 pl odpowiedniej mieszaniny wstepnej (pre-mix) gPCR (VF
lub WT) na kazda probéwke.

6. Dodaj 5 pl prébki materiatu DNA lub kontroli do odpowiednich
probowek (objetos¢ catkowita 25 pl).

7. Delikatnie wymieszaj przez pipetowanie.
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8. Zamknij proboéwki PCR i umiesé je w 72-probéwkowym rotorze
zgodnie z zaleceniami producenta. Wypetnij wszystkie pozostate
pozycje pustymi probowkami.

9. Ustaw na aparacie Rotor-Gene Q program cyklu termicznego zgodnie
z wytycznymi w Tabeli 4.

Tabela 4. Profil temperaturowy

Typ analizy lloSciowa

Inkubacja (hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min

Inkubacja 2 (hold 2) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min
Cykle 50 razy

95°C przez 15 s

62°C przez 1 min z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM w pojedynczym
kanale zielonym (channel Green: Single)

10. Zacznij program cyklu termicznego, zgodnie z Tabelg 4

11. Dla aparatow Rotor-Gene Q przy analizie danych wybierz opcje
‘Slope Correct’. Zalecamy ustawienie progu odciecia (threshold) na
0,03.
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Protokét: qPCR na aparatach Applied Biosystems7500, ABI
PRISM 7900HT lub LightCycler 480

Uzywajgc sprzetu gPCR o formacie 96-dotkowym, zalecamy wykonanie
wszystkich pomiarow w duplikatach, jak pokazano w Tabeli 5.

Tabela 5. llos¢ reakcji dla aparatéw Applied Biosystems 7500, ABI PRISM
7900HT lub LightCycler 480

Probki Reakcje

Z uzyciem mieszaniny starterow i sond JAK2 V617F (PPM-JAK?2

V617F)

n prébek DNA n x 2 reakcje

3 kontrole DNA 6 regkql.(PC-VF, NC-VF, i COS-VF, kazda w
duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Z uzyciem mieszaniny starteréw i sond JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)

n probek DNA n x 2 reakcje

3 kontrole DNA 6 reqkql_ (PC-VF, NC-VF, i COS-VF, kazda w
duplikacie)

Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probek na aparatach Applied Biosystems 7500, ABI PRISM
7900HT lub LightCycler 480

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz miksu starteréw i sond
zalecamy testowanie przynajmniej 12 probek DNA w tym samym
eksperymencie. Schemat ptytki pokazany na rysunku 4 przedstawia przyktad
takiego eksperymentu.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 4. Sugerowane ustawienia w bloku dla eksperymentu z uzyciem zestawu
ipsogen JAK2 MutaSearch Kit . PC: kontrola pozytywna; NC: kontrola negatywna; COS:
prébka graniczna; S: probka DNA ; H,O: kontrola z wodg

gPCR na aparatach Applied Biosystems 7500, ABI PRISM 7900HT lub
LightCycler 480.

Uwaga: wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umiesci¢ je na lodzie.
Skfadniki powinny zostac¢ wyjete z zamrazalnika na okoto 10 minut przed
rozpoczeciem procedury.

2. Zworteksuj i zwiruj krotko wszystkie probéwki (przez okoto 10 s,
10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probéwki).

3. Przygotuj nastepujgca mieszanine qPCR zgodnie z iloScia
analizowanych prébek.

Wszystkie podane stezenia dotyczg konncowej objetosci reakgciji.

Tabela 6 opisuje schemat pipetowania dla przygotowania jednej mieszaniny
odczynnikow, obliczonej dla uzyskania koncowej objetosci reakcji 25 pl.
Wstepng mieszanine mozna przygotowac, w zaleznosci od liczby reakcji,

ipsogen JAK2 MutaSearch Kit Handbook 06/2016 19



stosujgc te samg mieszanine starterow i sond. Dodatkowe objetosci sg
uwzgledniane, aby zrekompensowac btgd pipetowania.

Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny qPCR

1 reakcja VF: 32+1 WT: 32+1 Stezenie

Skladnik (ulh) reakcje (ul) reakcje (W) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 412,5 412,5 1x

Master Mix, 2x

Mieszanina
starteréw i sond
(Primers and
probe mix), 25x
(VF lub WT
odpowiednio)

Woda do PCR
wolna od nukleaz
(Nuclease-free
PCR grade water)

Probka (do
dodania w kroku 6)

6,5 2145 214,5 -

5 5 kazda 5 kazda —

Catkowita

P 25 25 kazda 25 kazda -
objetosc

20

4. Zworteksuj i zwiruj szybko kazda mieszanine qPCR (VF i WT)
(przez okoto 10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dole
probowki).

5. Dodaj po 20 ul odpowiedniej mieszaniny wstepnej (pre-mix) gPCR
(VF lub WT) do kazdego dotka.

6. Dodaj 5 pl probki materialu DNA lub kontroli do odpowiedniego
dotka (catkowita objetos¢ 25 pl).

7. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

Zamknij ptytke i zwiruj krétko (300 x g, przez okoto 10 s).

9. Umiesé¢ ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

10. Ustaw termocykler na program cyklu termicznego zgodnie z
wytycznymi przestawionymi w Tabeli 7 dla aparatow Applied
Biosystems 7500 i ABI PRISM 7900HT SDS lub w Tabeli 8 dla
aparatu LightCycler 480

o
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Tabela 7. Profil temperaturowy dla aparatow Applied Biosystems 7500 i
ABI PRISM 7900HT SDS

Typ analizy Standard curve — absolute quantitation
Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min
Inkubacja 2 Temperatura: 95°C
(Hold 2) Czas: 10 min
Cykle 50 razy
95°C przez 15 s
63°C przez 1 min 30 s z odczytem fluorescencji FAM:
Single (pojedynczy); Quencher (wygaszacz): TAMRA

Tabela 8. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Typ analizy Absolute quantitation (‘Abs Quant’)
Formaty Wybierz ‘Simple Probe’ w oknie ‘Detection formats’
wykrywania
Inkubacja (Hold) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min
Inkubacja 2 Temperatura: 95°C
(o Z) Czas: 10 min
Cykle 50 razy
95°C przez 15 s
63°C przez 1 min 30 s z odczytem fluorescencji FAM
odpowiadajgcej (483-533 nm) dla LC wersja 01 i (465-510
nm) dla LC wersji 02: Single (pojedynczy)

11. Dla aparatow Applied Biosystems 7500 i ABI PRISM 7900HT SDS,
przejdz do kroku 11a. Dla aparatu LightCycler 480, przejdz do kroku
11b.

1la. Aparaty Applied Biosystems 7500 i ABI PRISM 7900HT SDS:
Zalecamy ustawienie progu na 0,1 w fazie analizy. Rozpocznij
program cyklu jak podano w Tabeli 7.

11b. Aparat LightCycler 480: Zalecamy tryb analizy punktow
dopasowania (Fit point analysis mode) z ttem o wartosci 2,0 i
progiem odciecia (threshold) o wartosci 2,0. Rozpocznij cykl
termiczny zgodny z wytycznymi w Tabeli 8.
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Protokoét: gPCR na aparacie LightCycler 1.2

Korzystajgc z instrumentéw kapilarnych, zalecamy analize dla prébek w
duplikatach i dla kontroli tylko jednokrotnie, jak pokazano w Tabeli 9.

Tabela 9. Liczba reakcji dla aparatu LightCycler 1.2

Prébki Reakcje

Z uzyciem mieszaniny starterow i sond JAK2 V617F (PPM-JAK?2
V617F)

n prébek DNA n x 2 reakcje

3 kontrole DNA ?eggvlfgﬁafljacz-)VF, NC-VF i COS-VF, kazda
Kontrola z wodg 1 reakcja

Z uzyciem mieszaniny starterow i sond JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)
n probek DNA n x 2 reakcje

3 reakcje (PC-VF, NC-VF i COS-VF, kazda

3 kontrole DNA
testowana raz)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza probek na aparacie LightCycler 1.2

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond
zalecamy testowanie 6 probek DNA w tym samym eksperymencie. Schemat
kapilarny na Rysunku 5 przedstawia przyktad takiego eksperymentu.

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 5. Sugerowane ustawienie rotora do eksperymentu z zestawem ipsogen
JAK2 MutaSearch Kit. PC-VF: kontrola pozytywna (positive control); NC-VF: kontrola
negatywna (negative control); COS: probka graniczna (cut-off) ; S: prébka DNA;

H.O: kontrola z wodg

gPCR na aparacie LightCycler 1.2

Uwaga: Ze wzgledu na szczegdlne wymagania technologiczne, analizy na
aparacie LightCycler 1.2 muszg by¢ wykonywane przy uzyciu specyficznych
odczynnikow. Zalecamy uzycie mieszaniny LightSPCler FastStart DNA
MasterPLUS HybProbe i postepowanie zgodnie z instrukcjami producenta,
celem przygotowania mieszaniny Master Mix 5x.

Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie.
Sktadniki powinny by¢ wyjete z zamrazalnika na okoto 10 minut przed
rozpoczeciem procedury.

2. Zworteksuj i zwiruj szybko probéwki (przez okoto 10 s, 10.000 rpm,

celem zebrania ptynu na dnie probowki).

3. Przygotuj nastepujaca mieszanine qPCR zgodnie z iloscig
analizowanych probek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do kohcowej objetosci reakcji.

Tabela 10 opisuje schemat pipetowania dla przygotowania jednej mieszaniny
odczynnikow, obliczonej dla uzyskania korncowej objetosci reakcji 20 pl.
Mieszanine wstepng mozna przygotowac, w zaleznosci od liczby reakciji,
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stosujgc te samg mieszanine starteréw i sond. Dodatkowe objetosci
kompensujgce btedy pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 10. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

1 reakcja VF: 16+1 WT: 16+1 Koncowe

24

Skiadnik (ul) reakcje(ul)  reakcje(ul) stezenie

LightCycler

FastStart DNA

MasterPLus 4 68 68 1x

HybProbe, 5x

Mieszanina sond

i starteréw

(Primers and

probe mix), 25x 0,8 13,6 13,6 1x

(VF lub WT,

odpowiednio)

Woda do PCR

wolna od nukleaz 10,2 173.4 173.4 3

(Nuclease-free

PCR grade water)

Prébka (do . .

dodania w kroku 6) 2 9 bkl 2 ekl B

Objetosc 20 20 kazda 20 kazda -

catkowita

4. Zworteksuj i szybko zwiruj mieszanke qPCR (VF i WT) przez
okoto10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probéwki.

5. Dodaj 15 pl odpowiedniej mieszaniny wstepnej (pre-mix) gPCR (VF
lub WT) na kapilare.

6. Dodaj 5 pl materiatu prébki DNA lub kontroli do odpowiedniej
kapilary (catkowita objetos¢ 20 pl).

7. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

8. Zamknij kapilary i szybko zwiruj (500 x g, przez okoto 5 s).

9. Wiéz kapilary do termocyklera zgodnie z zaleceniami producenta.

10.Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2 na cykl programu termicznego

zgodnie z wytycznymi w Tabeli 11.
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Tabela 11. Profil temperaturowy

Tryb analizy Quantification

Inkubacja (Hold) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min

Cykle 50 razy

95°C przez 15 s

66°C przez 1 min; z odczytem fluorescencji FAM:
Single (pojedynczy)

11. Dla LightCycler 1.2, F1/F2 zalecany jest tryb analizy drugiej
pochodnej (2"¢ derivative analysis). Uruchom program cyklu
termicznego, jak pokazano w Tabeli 11.
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Interpretacja wynikow

Obliczanie AAC+ (lub AACp) i genotypowanie

Wyodrebnij wyeksportowane dane z analizowanego pliku eksportu
wygenerowanego przez system i przeanalizuj wyniki zgodnie z opisem
ponizej.

Uwaga: Wartosci Ct sg wynikami uzyskanymi z systemow Rotor-Gene,
Applied Biosystems i ABI PRISM. Wartosci Cp, otrzymane z systemow
LightCycler, mozna zastgpi¢ wartosciami Ct w ponizszym opisie. Obliczenia
sg prezentowane dla wartosci Ct i mogg by¢ zastosowane do wartosci Cp w
ten sam sposob.

WAZNE: Jesli nie zaobserwowano zadnej amplifikacji (np. ‘undetected’, Ct>
45 lub Cp> 45, w zaleznosci od zastosowanego aparatu) zaréwno dla PPM-
JAK2 WT, jak i dla PPF-JAK2 VF, wyniki nie mogg by¢ analizowane. Wyniki te
wskazujg, ze stezenie DNA w probce nie miescito sie w dopuszczalnym
zakresie lub ze matryca DNA zostata pominieta. W przeciwnym razie
kontynuuj analize zgodnie z opisem ponize;j.
Procedura

1. Oblicz srednig wartos¢ CT uzyskang dla PPM-JAK2 V617F (Srednia

CT VF) i PPM-JAK2 WT (srednia CT WT) dla kazdej prébki (kontrole,
probka graniczna i probki nieznane).

Jesli jeden z duplikatéw dla probki ma warto$¢ nieokreslong
(undetermined), nie bierz tego pod uwage: uzywaj tylko wartosci
uzyskanej dla drugiego duplikatu. W takim przypadku zalecamy
ponowne przetestowanie probki.

Jesli oba duplikaty sg nieokre$lone, ustaw wartos¢ probki na 45.

2. Oblicz limit wejsciowy (IL) zgodnie ze schematem ponizej.
Limit wejsciowy (IL) = sredni CT WT dla COS + 3,3

Uwaga: Limit wejsciowy umozliwia sprawdzenie, czy prébka DNA
pacjenta uzyta do testu zostata prawidtowo przygotowana, aby
zagwarantowac uzyskanie ostatecznych wynikéw statusu JAK2 V617F.
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3. Sprawdz jakos¢ probki dla kazdej nieznanej prébki zgodnie z
wytycznymi w Tabeli 12

Tabela 12. Kryteria jakosci probki

Jesli: Wowczas:
Srednie Cr VF <40 Przejdz do kroku 4.
Srednie Ct VF 240 i érednie CrWT <IL  Przejdz do kroku 4.

Srednie Ct VF 240 i $rednie CtWT 2IL  Probki nie mozna analizowad.*

* Stezenie DNA w prébce nie miescito sie w dopuszczalnym zakresie lub matryca DNA
zostata pominieta.

4. Oblicz wartos¢ ACt dla wszystkich waznych probek (AC probki) i
kontroli (ACt pc-vr, ACT nc-vr | ACT cos) zgodnie ze wzorem ponizej

ACt = Srednia Ct VF — Srednia Ct WT

5. Oblicz wartos¢ AACt dla kazdej nieznanej probki (AACt probki) | dla
kazdej kontroli (AACt pc-vr) | (AACT nc-vrF) Zgodnie ze wzorami ponizej

AACT probki =  ACT cos — ACT probki
AACtpc.ve = ACtcos — ACTpc-vr
AACtNnc-vk = ACtcos — ACT Ne-vF

6. Oblicz szarg strefe (strefa niepewnosci), wokét COS-VF zgodnie ze
wzorem ponizej.
Uwaga: Szara strefa (GZ) testu jest definiowana jako obszar wartosci,
gdzie wydajnos¢ rozroznienia jest niewystarczajgco precyzyjna. Wartosc
w szarej strefie wskazuje, ze marker docelowy nie moze by¢ oceniony
ani jako obecny ani jako nieobecny. Szara strefa musi by¢ obliczona dla
kazdego eksperymentu. Na podstawie odchylen zaobserwowanych
podczas badan precyzji oznaczen (patrz ‘Charakterystyka wydajnosci’,
strona 32) GZ zdefiniowano jako + 7% wartosci ACT COS. To obliczenie
jest prawidtowe dla wszystkich eksperymentéw i na wszystkich
rekomendowanych aparatach.

GZ: [(-ACrtcos x 0.07); (+ACrcos x 0.07)]
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7. Ustal genotyp nieznanych prébek zgodnie z Tabelg 13.
Tabela 14 podaje przyktad obliczen i interpretacji wynikéw dla

reprezentatywnego eksperymentu.

Tabela 13. Interpretacja wynikéw genotypowania.

Wyniki

Interpretacja

Probka AACtw GZ
(=ACt cos x 0,07 < Prébka AACt < +ACt cos x 0,07

Probka AACt > +ACt cos x 0,07

Préobka AACtT < —ACtcos x 0,07

Wykryto mutacje
JAK2 V617F

Nie wykryto mutacji
JAK2 V617F

Wynik

niejednoznaczny

Tabela 14. Przyktad obliczen i interpretacja wynikéw dla
reprezentatywnego eksperymentu

Srednie Srednie

Probka Cr VF Cr VF CrWT CrWT ACt AACt  Kwalifikacja
PC 27,82 40,27 20,1

27,74 40,24 -12,50 2’ Pozytywna
PC 27.66 40,20
NC 41,23 26,66 _

41,10 26,76 14,34 6.72 Negatywna
NC 40,96 26,85 '
COS 35,04 27,28 IL =30,53

34,85 27,23 7,62 0 GZ: -0,53 do
CcOos 34,66 27,17 +0,53
Probka 1 42,15 28,86 _

41,63 28,80 12,83 5921 Negatywna
Probka 1 41,10 28,73 0
Préobka 2 30,54 28,99

30,73 29,10 1,63 5,99 Pozytywna
Probka 2 30,92 29,20
Probka 3 37,31 30,11 Niejasna

37,71 30,22 7,49 0,13
Prébka 3 38,11 30,33 (wG2)
Probka 4 45 45 39,25 38.85 Niemozliwe do analizy (Srednie

ipsogen JAK2 MutaSearch Kit Handbook 06/2016

28




Kontrole

Kontrola z wodg nie powinna dawac¢ wartosci Crt (lub Cp), zarowno z JAK2
V617F jak i z JAK2 WT. Wartos¢ Cr (Cp) dla kontroli wody moze wskazywac
na zanieczyszczenie krzyzowe. Zobacz ‘Rozwigzywanie problemow’ ponize;j.

PC-VF powinnna by¢ interpretowana jako probka, dla ktérej wykrywana jest
mutacja JAK2 V617F.

NC-VF powinnna by¢ interpretowana jako prébka, dla ktorej nie wykryto
mutacji JAK2 V617F.

Zobacz ‘Rozwigzywanie probleméw’ ponizej w celu interpretacji niewtasciwych
wynikow.

Rozwigzywanie problemow

Ten przewodnik moze by¢ pomocny w rozwigzywaniu ewentualnych
problemdéw. Wiecej informacji mozna uzyskac klikajgc w odnosnik Czesto
zadawane pytania (FAQ) w naszym Centrum pomocy technicznej:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z Dziatu Technicznego
QIAGEN z checig odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczgce zarbwno
informaciji jak i protokotow zawartych w niniejszym podreczniku lub prébek i
technologii testowania (aby uzyskac¢ informacje kontaktowe, patrz ‘Informacje
kontaktowe’, strona 39).

Komentarze i sugestie

Kontrola pozytywna sygnat negatywny

a) Btad pipetowania Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
reakciji.
Powtérz PCR.
b) Niewlasciwe Przechowuj zestaw ipsogen JAK2 MutaSearch
przechowywanie Kit w temperaturze od =30 do -15 °C
sktadnikow zestawu Przechowuj mieszanineg starteréw i sond (PPM)

z dala od $wiatta. Zobacz ‘Przechowywanie i
obchodzenie sie z odczynnikami’, strona 13.

Unikaj wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.
Rozdozuj odczynniki do przechowywania.
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Komentarze i sugestie

Ujemne kontrole wychodza pozytywnie lub pozytywne kontrole
wychodzg pozytywnie ze ztym PPM.

Zanieczyszczenie Wymien wszystkie istotne odczynniki.

krzyzowe Powtdrz eksperyment z nowymi porcjami

wszystkich odczynnikow.

Aby unikng¢ przenoszenia zanieczyszczen
zawsze uzywaj probek, elementow zestawu i
materiatow eksploatacyjnych zgodnie z
powszechnie przyjetymi praktykami
laboratoryjnymi.

Brak sygnatu, nawet dla kontroli pozytywnych

a) Btad pipetowania lub  Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
pominiete odczynniki reakciji.

Powtorz reakcje PCR.

b) Efekt inhibicji probki ~ Powtorz przygotowanie DNA.
spowodowany

niedostatecznym

oczyszczeniem

c) LightCycler: Wybrano Ustaw kanat (Channel Setting) na F1/F2 lub

niewtasciwy kanat 530 nm/640 nm.
detekcji

d) LightCycler: nie Sprawdz program cyklu.
zaprogramowano

Wybierz tryb odczytu ‘Single’ (pojedynczy) na

odczytu danych koncu kazdego etapu hybrydyzacji PCR.

Brak sygnatu lub niski sygnat w prébkach, gdy kontrole pozytywne sg w
prawidiowe

Staba jakosc lub niskie  Zawsze sprawdzaj jakosc i stezenie DNA przed
stezenie DNA rozpoczeciem.
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Komentarze i sugestie

LightCycler: Zbyt niska intensywnos¢ fluorescencji

a) Niewtasciwe Przechowuj zestaw ipsogen JAK2 MutaSearch
przechowywanie Kit w temperaturze —30 do —15°C i trzymaj
sktadnikow zestawu mieszanineg starteréw i sond (PPM) z dala od

Swiatta. Zobacz ‘Przechowywanie i obchodzeni
sie z odczynnikami’, strona 13.

e

Unikaj wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

Przygotuj jednakowg objetos¢ odczynnikow do
dtuzszego przechowywania.

b) Bardzo niska wyjsciowa Zwiekszenie ilosci prébki DNA.
ilos¢ DNA
DNA, moze wystgpic efekt inhibicji.

LightCycler: intensywnos¢ fluorescencji zmienia sie

a) Btad pipetowania Zmiennos¢ spowodowana btedem pipetowania
moze zostac zredukowana poprzez analize
danych w trybie F1 / F2 lub 530/640 nm.

b) Niewystarczajgce Przygotowana mieszanina PCR moze nadal
zwirowanie kapilar pozostawacC w gornej czesci kapilary lub
kapilara zostata zatkana pecherzykiem
powietrza.

Zawsze wiruj kapilary zawierajgce mieszanine
reakcyjng zgodnie z opisem w instrukcji obstug
danego aparatu.

c) Zewnetrzna Zawsze nos rekawiczki podczas pracy z
powierzchnia kapilary kapilarami.
jest zanieczyszczona

Kontrola jakosci

Uwaga: W zaleznosci od metody przygotowania

Zgodnie z wymaganiami certyfikatu zarzgdzania jakoscig ISO firmy QIAGEN,

kazda partia produktu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit jest testowana pod

wzgledem predeterminowanych specyfikacji, celem zapewnienia statej jakosci

produktu.

Certyfikaty analizy dostepne sg na zgdanie na stronie www.giagen.com/support/.
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Ograniczenia
Wszystkie odczynniki mogg by¢ uzywane wytgcznie w diagnostyce in vitro.

Produkt powinien by¢ uzywany wytgcznie przez personel specjalnie w tym celu
poinstruowany i przeszkolony w procedurach diagnostyki in vitro.

Aby uzyskaé optymalne wyniki PCR, wymagane jest postepowanie zgodnie z

instrukcjg uzytkownika.

Nalezy zwrdéci¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na opakowaniu i
etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie nalezy stosowac
przeterminowanych sktadnikéw.

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac w
potgczeniu z innymi wynikami badan klinicznych lub laboratoryjnych.
Sprawdzenie wydajnosci systemu jest odpowiedzialno$cig uzytkownika w
kontekscie procedur stosowanych w jego laboratorium, a ktére nie sg objete
testami wykonywanymi przez firme QIAGEN.

Charakterystyka wydajnosci

Badania niekliniczne

Badania niekliniczne zostaty przeprowadzone w celu ustalenia wydajnosci
analitycznej zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit.

Precyzja w poblizu wartosci granicznej

Trzy niezalezne prébki odpowiadajgce niskim poziomom mutacji byty mierzone
38 razy z uzyciem 3 partii zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit na aparacie
Applied Biosystems 7500. Wyniki sg podsumowane w Tabelach 15i 16.

Tabela 15. Wartosci AC+ i dane precyzji dla badan nieklinicznych

Probka
(% allela V617F)

Wspobiczynnik
ACT [minimum ; maksimum] zmiennosci (%)

0,5%
1%

2%
COS-VF

[7,8; 10,9] 7,2%
[6,7 ; 8,8] 5,6%
[5,9;7,7] 5,5%
[6,9 ; 8,8] 6,2%
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Tabela 16. Wyniki genotypowania, zgodnie z obliczeniami AACt dla badan
nieklinicznych

Prébka Wykryta Wynik Mutacja nie
(% allela V617F)  Powtdrzenia  mutacja niejasny wykryta
0,5% 38 0 3 35

1% 38 3 27 4

2% 38 33 5 0

Dla 92% z 0,5% JAK2 V617F probek, mutacja nie zostata wykryta.
Dla 87% z 2% JAK2 V617F probek, mutacja nie zostata wykryta.

Ograniczenia ilosci wejsciowej

Zalecany wktad genomowego DNA wynosi 25 ng. Badano rozne ilosci
wejsciowe DNA w celu sprawdzenia czy ilos¢ genomowego DNA moze
wptyngé na interpretacje wynikdéw prébki. Wyniki badan podsumowano w
Tabeli 17.
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Tabela 17. Wplyw ilosci wejsciowej genomowego DNA

Probka llos¢
(% allela wejsciow Wykryta Niejasny Niewykryta
V617F) a (ng) PowtOrzenia mutacja wynik mutacja
2,5 6 Prébki nie analizowane (wartosci >IL)
10 6 0 1 5
<1% 25 6 0 0 6
100 6 0 0 6
250 6 0 0 6
Suma <1% 30 0 1 23
2,5 3 Prébki nie analizowane (wartosci >IL)
10 3 0 1 2
1% 25 3 0 2 1
100 3 0 3 0
250 3 0 2 1
Suma 1% 15 0 8 4
2,5 15 15 0 0
10 15 15 0 0
2%, 4%,
50%, 78%, 25 15 15 0 0
lub 100%
100 15 15 0 0
250 15 15 0 0
Suma 75 75 0 0

Analiza rozcienczonych lub wysoko stezonych probek (np. <5 ng/ul DNA lub
>5 ng/ul DNA, odpowiednio) wykazata, ze takie stezenia mogg wptywac na

wartosci AACt (lub AACp). To z kolei nie prowadzi do wynikow fatszywie

ujemnych lub fatszywie dodatnich, ale tylko do wynikéw niejednoznacznych

przy bardzo niskich ilosciach procentowych JAK2 V617F.

Badania kliniczne
Probki DNA pochodzgce od 81 osdb z podejrzeniem nowotworu

mieloproliferacyjnego (uzyskane z krwi lub szpiku kostnego) i uprzednio

scharakteryzowane przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit
(QIAGEN, nr kat. 673223) analizowano razem z 9 prébkami DNA od zdrowych
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dawcow przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit za pomocg
aparatu Applied Biosystems 7500. Wyniki podsumowano w Tabeli 18.

Tabela 18. Wyniki prébek przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch
Kit i zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen EZ

Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
Nie

Wykryta wykryto

Probki mutacja Wynik niejasny mutacji
s c Wykryta mutacja 37 1 1
g % Wynik niejasny 0 0 1
N _é’ Niewykryta 0 0 50

mutacja

Ogolna zgodnos¢ wyniosta 98,9% (95% przedziat ufnosci: 93,8—99,8%).
Pozytywna zgodnos¢ wyniosta 100,00% (95% przedziat ufnosci: 90,6—
100,00%).

Negatywna zgodnos¢ wyniosta 98,0% (95% przedziat ufnosci: 89,7-99,7%).
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Symbole

Nastepujgce symbole mogg pojawi¢ sie na opakowaniach i etykietach:

W N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> ilos¢ testow
E Uzyj do

E Do medycznego uzytku diagnostycznego in vitro

REF Numer katalogowy

E Numer partii (lot)

Numer materiatu

Globalny Numer Handlowy Produktu (Global Trade Item

GTIN Number)

E Ograniczenia temperaturowe
d Producent

Ui‘ Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Informacje kontaktowe

Aby uzyskaé pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informacji, zapraszamy do
naszego Centrum Pomocy Technicznej www.giagen.com/Support lub do
kontaktu z Serwisem Pomocy Technicznej QIAGEN badz z lokalnym
dystrybutorem (patrz tylna okfadka lub odwiedz www.giagen.com).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
ipsogen JAK2 MutaSearch Kit Handbook 06/2016 37


http://www.qiagen.com/Support
http://www.qiagen.com/

Informacje dotyczgce zamawiania
Produkt Zawartos¢ Nr kat.

Zestaw ipsogen JAK2  Na 24 reakcje: kontrola pozytywna 673823
MutaSearch Kit (24) V617F (Positive Control), kontrola

negatywna V617F (Negative Control),

Prébka graniczna V617F (Cut-Off),

Mieszanina starterow i sond (Primer

and Probe Mix) JAK2 i JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — do oceny PCR w czasie rzeczywistym
w zastosowaniach klinicznych (IvVD)

Rotor-Gene Q MDx TermocykKler typu real-time PCR z 9002032
5plex HRM Platform wysokorozdzielczym analizatorem

topnienia (High Resolution Melt) z 5

kanatami (zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony,

karmazynowy) plus kanat HRM, laptop,

oprogramowanie, akcesoria; zawiera

roczng gwarancje na czesci i

robocizne, instalacja i szkolenie nie sg

wliczone.
Rotor-Gene Q MDx Termocykler typu real-time PCR z 9002033
5plex HRM System wysokorozdzielczym analizatorem

topnienia (High Resolution Melt )z 5
kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy) plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria; zawiera
roczng gwarancje na czesci i
robocizne, w cenie wliczona jest
instalacja i szkolenie.

Zestaw QlAamp® DNA Blood Maxi — do oczyszczania
genomowego DNA z krwi

QIAamp DNA Blood Na 10 DNA izolacji (maxipreps): 10 51192
Maxi Kit (10) QlAamp Maxi Spin Columns

(kolumny), QIAGEN Protease

(proteaza), bufory, probowki (50 ml)

QIAamp DNA Blood Na 50 DNA izolacji (maxipreps): 50 51194
Maxi Kit (50) QIAamp Maxi Spin Columns

(kolumny), QIAGEN Protease

(proteaza), bufory, probowki (50 ml)
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W celu uzyskania aktualnych informaciji o licencjach i wytgczeniach
specyficznych produktéw, zapoznaj sie z odpowiednim podrecznikiem zestawu
QIAGEN lub podrecznikiem uzytkownika. Podreczniki zestawu QIAGEN i
instrukcje obstugi sg dostepne na stronie www.qgiagen.com lub mozna je
zamowi¢ w dziale pomocy technicznej QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Ten produkt jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro. Produkty ipsogen nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu
odsprzedazy lub uzytkowane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w tym dokumencie mogag ulec zmianie bez wczesniejszego powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi odpowiedzialnosci za
jakiekolwiek btedy, jakie mogg pojawi¢ sie w tym dokumencie. Niniejszy dokument jest uwazany za kompletny i poprawny w momencie publikaciji.
W Zzadnym wypadku firma QIAGEN nie ponosi odpowiedzialno$ci za przypadkowe, specjalne, wielokrotne lub istotne szkody w zwigzku lub
wynikajgce z uzywania tego dokumentu.

Produkty ipsogen posiadajg gwarancje tak, aby sprosta¢ podanym specyfikacjom. Wytgcznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym mozliwym
rozwigzaniem dla klienta jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy nie spetnig one oczekiwan gwarancji.

Mutacje JAK2 V617F i ich uzycie sg chronione przez prawa patentowe, w tym europejskim patentem EP1692281, amerykanskimi patentami
7,429,456 i 7,781,199, amerykanskimi zgtoszeniami patentowymi US20090162849 i US20120066776 oraz zagranicznymi odpowiednikami.

Zakup tego produktu nie przenosi zadnych praw umozliwiajgcych jego wykorzystanie w badaniach klinicznych lekéw ukierunkowanych na JAK2
V617F. Firma QIAGEN opracowuje specjalne programy licencyjne dla takich zastosowan. Skontaktuj sie z naszym dziatem prawnym pod
adresem jak2licenses@gqiagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Prébka to Insight®, QlAamp®, ipsogen®, MutaSearch®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied
Biosystems®, FAM™, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); HybProbe®, LightCycler®, TagMan® (Roche Group).

Ograniczona Umowa Licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit na nastepujgce warunki:

1. Zestawu ipsogenJAK2 MutaSearch Kit mozna uzywac¢ wytgcznie zgodnie z instrukcjag obstugi zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit i tylko razem
z elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub
wigczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do innych sktadnikéw, ktére nie sg czgscia tego zestawu, za wyjagtkiem przypadkéw opisanych
w Instrukcji obstugi zestawu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit oraz dodatkowych protokotéw dostepnych na stronie www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarangji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Niniejszy zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywaé¢, regenerowac lub
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegoélnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

5. Nabyweca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynnosci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowaé zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie z kosztami
prawnikéw, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej lub praw do
wihasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.giagen.com.

HB-1354-004 © 2013-2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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