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QIAGEN je poprednym poskytovatelom inovativnych technologii vzoriek a
testov, ktoré umoznuju izolaciu a detekciu obsahu akejkolvek biologickej
vzorky. Nase moderné, vysoko kvalitné produkty a sluzby zabezpec€uju uspech
od vzorky po vysledok.

QIAGEN stanovuje normy v:

B Purifikacii DNA, RNA a proteinov

B Testoch nukleovych kyselin a proteinov

B Vyskume mikroRNA a RNAi

B Automatizacii technolégii vzoriek a skusok

Nasim poslanim je umoznit vam dosiahnut’ vynikajuci uspech a prielomy.
Viac informacii najdete na www.qiagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Ucel pouzitia

ipsogen JAK2 MutaScreen Kits su uréené na detekciu JAK2 V617F/G1849T
mutacie v gendmovej DNA od subjektov s podozrenim na myeloproliferaticku
neoplazmu. Nepritomnost JAK2 V617F/G1849T nevyluCuje pritomnost inych
mutacii JAK2. Test mbze hlasit faloSne negativne vysledky v pripade dalSich
mutacii lokalizovanych v kodénoch 615 az 619 (1).

Poznamka: Suprava by sa mala pouzivat podla pokynov uvedenych v tejto
priruCke v kombinacii s validovanymi reagenciami a nastrojmi. Pouzivanie
tohto produktu bez overenia a/alebo modifikacia komponentov rusi
zodpovednost spolo€nosti QIAGEN.

Suhrn a vysvetlenie

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

Mutacia JAK2 V617F bola zistena u >95 % pacientov s polycytémiou vera
(PV), 50-60 % pacientov s esencialnou trombocytémiou (ET) a 50 % pacientov
s primarnou myelofibrozou (PMF). JAK2 V617F bol zisteny aj v zriedkavych
pripadoch chronickej myelomonocytovej leukémie, myelodysplastického
syndrému, systémovej mastocytdzy a chronickej neutrofilnej leukémie, ale

v 0 % CML (6).

Mutacia zodpoveda jednonukleotidovej zmene JAK2 nukleotidu 1849

v exone 14, ¢o vedie k jedinecnej substitucii valinu (V) na fenylalanin (F)

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

Diagn6éza MPN sa tradiCne zakladala na klinickych kritériach, histologii kostnej
drene a cytogenetickych kritériach. Objavenie molekularneho markera
Specifického pre dané ochorenie malo za nasledok zjednoduSenie postupu

a zvySenie diagnostickej presnosti. Detekcia mutacie JAK2 V617F je teraz
sucastou referenénych kritérii WHO 2008 na diagnostiku BCR-ABL
negativnych MPN (Tabulka 1) a pritomnost’ tejto mutacie je hlavnym kritériom
diagnostického potvrdenia.
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Tabulka 1. Kritéria WHO pre diagnostiku MPN (upravené z referencie 8)

Kritéria pre diagnostiku polycytémie vera (PV)

Hlavné 1. Hemoglobin (Hgb) > 1 8,5 g.dI'" (muzi) alebo > 16,5 g.dI"' (Zeny) alebo
Hgb alebo hematokrit (Hct) >99. percentil referenéného rozsahu pre vek,
pohlavie alebo nadmorsku vySku pobytu alebo
Hgb >1 7 g.dI'' (muzi) alebo >15 g.dI"' (Zeny) ak je spojené s trvalym
zvySovanim >2 g.dl"" od zakladnych udajov, ¢o nemozno pripisat
korekcii nedostatku Zeleza alebo
ZvySena hmotnost Cervenych krviniek >25 % nad priemernou normalnou
predpokladanou hodnotou
[2. Pritomnost JAK2V617F alebo podobnej mutécie]

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

Kritéria pre diagnostiku esencialnej trombocytémie (ET)

Hlavné 1. Poget krvnych dosti¢iek >450 x 10° |
2. Proliferacia megakaryocytov s velkou a zrelou morfolégiou.
Ziadna alebo mala proliferacia granulocytov alebo erytroidov
3. Nie su splnené kritéria WHO pre chronicku myeloidnu leukémiu (CML),
PV, primarnu myelofibrézu (PMF), myelodysplasticky syndrom (MDS)
alebo iny myeloidny nador.
(4. Preukézanie JAK2V617F alebo iného klonalneho markeru alebo |
Ziadny dokaz reaktivnej trombocytdzy

Drobné -

Kritéria pre diagnostiku primarnej myelofibrozy (PMF)

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

Drobné 1. Leukoerytroblastéza
2. ZvySena laktatdehydrogenaza (LDH) v sére

3. Anémia
4. Hmatatelna splenomegalia

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

. ___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Princip postupu

V teste na alelicku diskriminaciu sa v multiplexovanom teste pouzivaju dve
sondy TagMan®. Jedna je perfektna zhoda so sekvenciou alely 2 (napr. alela
divého typu) a druha je perfektna zhoda so sekvenciou alely 1 (napr. alela

s mutaciou). Kazda sonda je na svojom 5' konci oznaena vyraznym
fluorescenénym farbivom, reportérom, ako je FAM™ alebo VIC®, a na 3' konci
obsahuje nefluorescencné zhasadlo. Sondy tiez obsahuju malé spojivo drazok
(MGB™), ktoré umoznuje pouzitie kratSich sond s vacsou stabilitou a tym
presnejSiu alelicku diskriminaciu.

Pocas predlZzovacej fazy PCR sa dokonale sparovana sonda Stiepi 5'> 3
exonukleazovou aktivitou Tag DNA polymerazy, ¢im sa separuje reportérove
farbivo od zhasadla a tym sa uvolfuje detekovatelna fluorescencia. Sonda,
ktora nie je dokonale sparovana, sa skér vytesni ako rozstiepi Taqg DNA
polymerazou a neuvolni sa Ziadne reportérové farbivo. Vytvoreny
fluorescencny signal (VIC alebo FAM) sa zhromazduje na konci PCR
(koncovy bod) a okamzite indikuje pritomnost cielovej sekvencie (sekvencii)
vo vzorke (alela divého typu, mutovana alela alebo obidve) bez poZiadavky na
dlhé a namahavé kroky po PCR, ktoré tieZ zvySuju riziko kontaminacie.
Skuto¢né mnozstvo ciefovej sekvencie nie je urCené.

Suprava ipsogen JAK2 MutaScreen vyuziva tuto technoldgiu, ako je
zobrazené (pozri Obrazok 1).
*I ™ Degradacia sondy

Sonda 1
L 0 0 e ey
e e T 7o Podstatné zvysenie

signalu FAM

{ i Sonda 2 B @  Degrad4cia sondy
ST S e Podstatné zvysenie
— signalu VIC

Posunutie sondy
Sonda 1
1] ] e— 3
ezhoda Ziadny signal
Posunutie sondy
Sonda 2
i]=} ;
ezhoda Ziadny signal

Obrazok 1. Multiplexny test sondy TagMan. jpsogen JAK2 MutaScreen Kit vyuziva tuto
technolégiu pre alelicku diskriminaciu.
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Dodavané materialy

Obsah supravy

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (10). (24).
Katalégové €islo 673022 673023
Pocet reakcii 24 10
V617F Pozitivna kontrola* PC-VF 30 ul 30 ul
V617F Negativna kontrola® NC-VF 30 ul 30 ul
Hrani¢na vzorka COS-VF 30 ul 30 ul
Zmes primerov a sond PPM-VF 10x 70 pl 145 ul
JAK2 V617F*

Prirucka ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 1 1
(slovencina)

* Pozitivna kontrola: 100% V617F DNA.
T Negativna kontrola: 100% DNA divého typu ; 0% V617F.

* Zmes $pecifickych reverznych a priamych primerov pre gén JAK2 , $pecificki V617F FAM
sondu a VIC sondu divého typu.

Poznamka: Pred pouzitim skumavky kratko odstredte.

Poznamka: Pri analyze neznamych vzoriek s ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
sa vyzaduje extrakcia genomovej DNA. Reagencie potrebné na vykonanie
extrakcie DNA (napr., QIAGEN® QlAamp® DNA Mini Kit, cat. no. 51304) nie su
poskytované a musia byt validované v kombinacii so supravou.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

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

Reagencie
M Voda PCR stupna bez obsahu nukleazy

B Nuclease-free 1x TE buffer, pH 8.0 (napr., Thermo Fisher Scientific Inc.,
cat. no. 12090015)

B Polymeraza pufra a Taqg DNA: Validované reagencie su TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher
Scientific Inc., cat. no. 4304437) a LightCycler TagMan Master
(Master Mix PCR 5x) (Roche, cat. no. 04535286001)

B Reagencie pre 0,8-1% agarézovy gél v 0,5x TBE elektroforetickom pufri

Spotrebny material

M Sterilné Spicky PCR pipiet bez obsahu nukleaz odolné voci aerosélom s
hydrofébnymi filtrami

M 0,5 ml alebo 0,2 ml PCR skumavky neobsahujice RNase a DNase
M Lad

Zariadenie
B Pipety* uréené pre PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)
B Stolna odstredivka* s rotorom pre reakéné skimavky s objemom
0,2 ml/0,5 ml (schopna dosiahnut 10 000 ot/min)
B Spektrofotometer* na kvantifikaciu DNA

B Nastroj Real-time PCR:* Rotor-Gene Q 5plex HRM alebo iny nastroj
Rotor-Gene; LightCycler 2.0, alebo 480; Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS, alebo
ABI PRISM 7900HT SDS; a suvisiaci Specificky material

B Zariadenie* pre gélovu elektroforézu v pulznom poli

* Qverte, Ci boli zariadenia skontrolované a kalibrované podla odporuc¢ani vyrobcu.
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Varovania a preventivne opatrenia
Na diagnostické pouzitie in vitro

PocCas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazove
rukavice a ochranné okuliare. DalSie informécie najdete v prisludnych kartach
bezpe&nostnych udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii online

v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.qiagen.com/safety.
Na tejto adrese mdzete vyhladat, zobrazit’ a vytlaCit kartu bezpecnostnych
udajov (KBU) pre kazdu stpravu QIAGEN a jej sucasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpeénostnych predpisov.

VSeobecné bezpeénostné opatrenia

Testy gPCR vyZaduju spravne laboratorne postupy vratane udrzby zariadeni,
ktoré su urCené pre molekularnu bioloégiu a su v sulade s platnymi predpismi a
prislusnymi normami.

Tato suprava je urCena na diagnostické pouzitie in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané v tejto stprave boli validované pre optimalny vykon. DalSie riedenie
reagencii alebo zmena inkubacnych €asov a teplét méze viest' k chybnym
alebo nezhodnym udajom. Ak je Cinidlo PPM-VF vystavené svetlu, mbze sa
zmenit. V8etky reagencie su pripravené na Specifické pouZitie s tymto testom.
Pre optimalny vykon testu by sa nemali robit Ziadne substitucie.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili:

B Kontaminacii DNazy, ktora by mohla spdsobit degradaciu
templatovej DNA

B Kontaminacia prenosom DNA alebo PCR vedie k falo$ne pozitivnemu
signalu
Preto odporu¢ame nasledujuce.

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

B Na vsetky pipetovacie kroky pouzivajte ¢erstvé pipetové hroty odolné
voCi aerosolom, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii vzoriek a €inidiel.

M Pripravte predbeznu zmes PCR master s prisluSnym materialom (pipety,
hroty atd.) v prislusnej oblasti, kde nie su zavedené Ziadne matrice DNA
(DNA, plazmid). Sablénu pridajte do samostatnej zény (najlepsie v
samostatnej miestnosti) so Specifickym materialom (pipety, hroty, atd.).
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Skladovanie a manipulacia s ¢inidlami

Supravy sa dodavaju na suchom lade a po prijati sa musia skladovat' pri
teplote -30 °C az -15 °C.

B Minimalizujte vystavenie zmesi primerov a sond (skimavka PPM-VF)
svetlu.

B Pred otvorenim skimavky jemne premiesajte a odstredte.
M Vsetky komponenty supravy skladujte v povodnych obaloch.

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

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

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

Priprava vzorky DNA

Genomicka DNA by sa mala ziskavat z plnej krvi, purifikovanych lymfocytov
periférnej krvi, polynuklearnych buniek alebo granulocytov. Aby bolo mozné
porovnat vysledky, odporu¢ame pouzit rovnaku metdédu bunkovej frakcie a
metddu extrakcie DNA. Extrakcia DNA by sa mala uskuto¢riovat pomocou
akejkolvek domacej alebo komerénej metddy.

Mnozstvo DNA sa stanovi meranim optickej hustoty pri 260 nm. Kvalita DNA
by sa mala hodnotit' spektrofotometricky alebo gélovou elektroforézou.

Pomer Azso/A280 by mal byt 1,7-1,9. MenSie pomery zvy€ajne naznadcuju

kontaminaciu bielkovinami alebo organickymi chemikaliami. Elektroforeticka
analyza na 0,8-1% agarézovom géli by mala umoznit’ vizualizaciu izolovanej
DNA ako zretefného pruhu priblizne 20 kb. Mierne rozmazanie je prijatelné.

Vysledna DNA sa zriedi na 5 ng/ul v TE pufri. Reakcia qPCR je optimalizovana
pre 25 ng purifikovanej gendmovej DNA.

Skladovanie nukleovych kyselin

V pripade kratkodobého skladovania do 24 hodin odporu¢ame uchovavat
vyCistené nukleové kyseliny pri teplote 2 - 8 °C. Pri dlhodobom skladovani,
ktoré je dihSie ako 24 hodin, sa odporuéa skladovanie pri -20 °C.

Protokol: gqPCR o nastrojoch Rotor Gene Q so
72-skumavkovym rotorom

Pouzitim tohto nastroja odporuCame vykonat vSetky merania dvakrat, ako je
uvedené v Tabulke 2.

Tabul'ka 2. Pocet reakcii na pristroje Rotor Gene Q MDx 5plex HRM alebo
Rotor Gene Q 5plex HRM so 72-skiumavkovym rotorom

Vzorky Reakcie

JAK2 V617F zmes primerov a sond (PPM-VF) (56 reakcii)

24 DNA vzoriek 24 x 2 reakcie
3 x 2 reakcie (PC-VF, NC-VF, a
3 DNA kontroly COS-VF, kazdy jeden testovany
dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie

Prirucka k ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016
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Spracovanie vzoriek inStrumentmi Rotor-Gene Q so 72-skumavkovym
rotorom

5) S3 53 5S4 354 S5

S

5 814
576516515515 514

Obrazok 2. Navrhované nastavenie rotora pre experiment s ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit. PC-VF: pozitivna kontrola; NC-VF: negativna kontrola; COS-VF: hrani¢na vzorka;
S: Vzorka DNA; H20: kontrola vody.

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

Vyplhte vSetky ostatné polohy prazdnymi skumavkami.

gPCR na nastroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom
Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na lfade.

Postup
1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

Komponenty je potrebné vybrat z mraznicky priblizne 10 minut pred
zacCiatkom procedury.

2. Virivo premiesajte a kratko odstred’te vSetky skumavky (priblizne
10 s, 10 000 otacok za minutu, aby sa zozbierala kvapalina na dne
skumavky).
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3. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poétu vzoriek, ktoré by
mali byt’ spracované.

VSetky koncentracie su pre kone¢ny objem reakcie.

Tabulka 3 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol koneCny reakCny objem 25 pl.
Predbezna zmes sa mdze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim
rovnakej zmesi primerov a sond. Zahrnuté su aj dalSie objemy na
kompenzaciu chyby pipetovania.

Na nastrojoch Rotor-Gene méze byt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
pouzitd na analyzu 24 vzoriek dvojmo v jednom experimente (Obrazok 2),
20 vzoriek dvojmo v dvoch experimentoch alebo 15 vzoriek dvojmo v
troch experimentoch.

Tabulka 3. Priprava zmesi qPCR

Pocet reakcii (ul)

Komponent 1 56 +1*  28+11  18+1% Konecna
koncentracia

TagMan

Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x

Master Mix, 2x

Zmes primerov

a sond, 10x 2,5 1425 725 475 1x

Voda PCR
stupnia bez
obsahu
nukleazy

5 285 145 95 -

Vzorka
(ma byt pridan 5 5kazda 5Skazda 5 kazda -
a v kroku 5)

Celkovy

. 25 25 kazda 25 kazda 25 kazda -
objem

* 24 vzoriek; jeden experiment/suprava.
10 vzoriek; dva experimenty/sUprava.

* 5 vzoriek; tri experimenty/suprava.

. ___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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4. Virivo miesSajte a kratko odstred’ujte zmes qPCR (priblizne 10 s,
10 000 ot/min, aby sa zozbierala kvapalina na dne skumavky).

5. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi qPCR na skumavku.

6. Pridajte 5 ul vzorky materialu DNA alebo kontrolného roztoku v
zodpovedajucej skumavke (celkovy objem 25ul).

7. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
8. Zatvorte PCR skumavky. Skumavky umiestnite do 72-skumavkového

rotora podla odporucéani vyrobcu. Vyplite vSetky ostatné polohy
prazdnymi skumavkami.

9. Uistite sa, ze poistny kruzok (prislusenstvo nastroja Rotor-Gene) je
umiestneny na vrchu rotora, aby sa zabranilo nahodnému otvoreniu
skumaviek pocas cyklu. Vlozte rotor do nastroja Rotor-Gene Q podla
odporucani vyrobcu.

10. Na detekciu DNA JAK2 vytvorte teplotny profil podl'a nasledujucich

krokov.
Nastavenie vSeobecnych parametrov testu Obrazky 3, 4
Amplifikacia DNA Obrazok 5
Nastavenie citlivosti fluorescenéného kanala Obrazok 6

Dalsie informéacie o programovani nastrojov Rotor-Gene najdete v
priruCke pouzivatela nastroja. Na ilustraciach su nastavenia softvéru
oramovaneé tucne. llustracie su zahrnuté pre nastroje Rotor-Gene Q.

11. Spustite softvér Rotor-Gene. V dialogovom okne ,,New Run*
(Novy cyklus) kliknite na ,,New* (Novy).
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~ New Run E
Quick Start  Advanced

B2 Imports the cycling

- Perform Last Run and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software,

LY ]

% Empty Run

Ll

' Three Step with Melt

% Two Step

1 JHRM™
s

_-__‘_i()ther Runs

Lﬁ Instrument Maintenance

&J | Open A Template In Another Folder...

[¥ Show This Screen When Software Opens

Obrazok 3. Dialégové okno ,,New Run“ (Novy cyklus).

12. V ,,New Run Wizard“ (Sprievodca novym cyklom) nastavte objem na
25 pl a kliknite na ,,Next“ (DalSi).

New Run Wizard E

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |DB your mouse over the
itern for help. You

Notes : Programme PCR allelic discrimination can also click on a
combo box to display
help about its

available settings.

eaction
Yolume [pL):

h_

Sample Layout : |

SkipWizard | << Back I Hext))p 2

Obrazok 4. Nastavenie vSeobecnych parametrov testu.
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13.

14.

16

Kliknite na tlacidlo ,,Edit Profile“ (Upravit’ profil) vedla dialégového
okna ,,New Run Wizard“ (Sprievodca novym cyklom) a
naprogramujte teplotny profil, ako je zobrazené v Tabul'ke 4 a
Obrazku 5. Nezabudnite pridat’ posledny krok ziskavania pri 60 °C v
kazdom cykle pre oba kanaly, v Green (FAM) aj Yellow (VIC).

Tabulka 4. Teplotny profil

Hold (Drziak) Teplota: 50 °C

Cas: 2 min

Hold 2 (Drziak 2) Teplota: 95 °C
Cas: 10 min

Cycling 50-krat

(Cyklovanie) 92 °C pre 15 s
60 °C pre 1 min; jedno
Ziskavanie fluorescencie FAM v kanali Cycling A
Green
Ziskavanie fluorescencie VIC v kanali Cycling A
Yellow

D— )

New  Open Saveds  Hep
The run vell Lahs mww'r\ 0 mirnit ||sermo¢t 1mp:( v below o be peds re»«: A 0t AN, {5, A | M S 46 440t ML A S

“H” ||||| ”l ____________
ey Charnels
(Clck on a cych belon to madky & New N rve— |
[Rod Inzert after Crimaon Giesn
o I ..I
Irioeet befors. . | g . 5
Thas cycie repeat

------

To accpuae from » cf 1, sebact it from ehick >, To st
(] ess + o - 10 acdd and remove oy .m‘o W Cytle channel. select i in the sghi-hand kat and click <. To semove ol acquisiions, click <<

DpsChist s § DortAcaie | Heb |
1 Dye Channal Selsction Chast 6

olow | 530rm |59 |J0E L VICL, HI

IEI‘-WPJIGDM"-I [ | |ieen 470|510 [FAM Y, SYBR Green 1. Fuossscen, i ema Fluce 4880 |1
T T =

Tenas Red ', Alesa Fluor 5681

CAL Fiuor Red 610

il 5 Y, Quasar BP0, Alewa Fluor B33
BBl | 710 Qs U5, Alews Fluor B0

Obrazok 5. Amplifikacia DNA.

Detekény rozsah fluorescenénych kanalov sa musi uréit’ podla
intenzity fluorescencie v skiimavkach PCR. Kliknutim na ,,Gain
Optimisation“ (Ziskat’ optimalizaciu) v dialdgovom okne ,,New Run
Wizard“ (Sprievodca novym cyklom) otvorite dialégové okno ,,Auto-
Gain Optimisation Setup“ (Nastavenie automatickej optimalizacie
zisku). Kliknite na ,,Optimise Acquiring“ (Optimalizujte akviziciu)
(Obrazok 6), a potom kliknite na dialégové okna ,,OK* v ,,Auto-Gain
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Optimisation Channel Settings“ (Nastavenia kanalov automatickej
optimalizacie zisku) pre kazdy kanal (Green a Yellow, Obrazok 6).
Uistite sa, ze dialégové okno ,,Perform Optimisation Before 1st
Acquisition” (Vykonajte optimalizaciu pred 1. akviziciou) je
zaskrtnuté pre kazdy kanal (Obrazok 6).

Auto-Gain Optimisation Setas x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Dptirasation o= =
Auto-Gan Optirmezation wall 1ead the fluotesence on the nieed sample o Channel S ethings
diff erent gain levels untl i finds one at which the fluorescence levels are i |
> acceplable The range of fluorescence you are looking for depend: on the Channel . Green Tube Postion |1 =
5 chemestry you are performng

Tagel SarpleRange [ jﬂmlalla il

" - I3 |
Acceptable Gan Rlange i'ID oy L IH —

W =

I Perorm Optensabion At 60 Degrees Al Begnning O Aun oK. e ‘ Helo
Channel Setting:
! B = Auto-Gain Optimisation Channel Setti

Hame | Tube Poton | Min Readng | Max Readng | Min Gan | Max Gan Edt ] SRR— - bt 3

Green 1 SF1 10F1 10 10 s I

Yedow 1 5 10F) 10 10 _ Bemove | Channel Setings -

nmwu] Channel ellow Tube Postion 1 j:
Target SampleRange: 8 ={Fww |10 <A
|

Acceplsble Gan Aange |10 == 1 |10 ":'

S ] | o | Hew | Cancel | Help ‘

Obrazok 6. Nastavenie citlivosti fluorescenéného kanala.

15. Hodnoty navysSenia stanovené kalibraciou kanalov sa automaticky
ulozia a su uvedené v poslednom okne ponuky postupu
programovania. Na spustenie programu kliknite na ,,Start Run“
(Spustit’ cyklus).

16. Zadajte nastavenie rotora v softvéri Rotor-Gene (Obrazok 7).

it 1
L Ed i SamplEs J...Ja
File Edit Format Security
[Standard ]| Rotor Style |

Settings :
Given Conc. Format : [1?3«155 789123467 ﬂ Unit [cooles.-’teachoL] More Options
Samples :
| REIEIEIERE
C |ID |Nannc- |Type |G|oups ]Given Conc. -

11 PC Positive Control

2/PC Positive Control

3 H20 NTC

4 MNone

5 NC Megative Control

E NC MNegative Control

7:H20 NTC

8 None

S RS Urkriown

10 RS Urnkrown

11 MNone

12 MNone

13 51 Unknown

14 51 Unknown

15 52 Urikrown

16 52 Lnknown
B 17 s3 Urikriown
Bl 1853 U nkreowwn
B 1954 Urikriown

20 4 Unknown ~|
<l | 2|
Page :
Mame : [JAKQIDsogen Mew [ Synchronize pages

Unda | ok | Cancel | Help |

Obrazok 7. Nastavenie Rotor-Gene: ,,Edit Samples“ (Upravit’ vzorky).
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Postup analyzy koncového bodu pre nastavenie nastroja Rotor-Gene Q
5plex HRM

17. Ked program PCR skongil, kliknite na ,,Analysis“ (Analyza) na paneli
nastrojov (Obrazok 8).

-nnalysis-ﬂnl'( Rotor-Gene () Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)
File Analysis Gain View Window Help

¢ H ) view GoF # £ i
Help 14

Open  Save Settings Profile  Temp. Samples)

—
[ =
= ) -

Reports  Arrange

Channels Cycling A.Green Cycling A.Yellow Cycling B.Green Cycling B. Yellow |

Obrazok 8. Analyza.

18. V dialégovom okne ,,Analysis“ (Analyza) (Obrazok 9), kliknite dvakrat
na ,,Cycling A Green*, a potom ,,OK"“. Opakujte pre Cycling A Yellow.

Analysis X
25td Curves (Rel) | Other... ||

i' At Least Two Standards Required

The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2
selected standards. To set this up, nght-click on the sample list and select Edit
Samples. ..

[ Don't show this message in future.

Show | Hide i
I Auto-shrink window

Obrazok 9. Kvantifikacia: ,,Cycling A. Green*.

19. Objavi sa nové okno (Obrazok 10). Kliknite na ,,Slope Correct*
(Sklon spravny) na oboch paneloch, ako je zobrazené na Obrazku 10.

Obrazok 10. Nastavenie ,,Slope Correct“ (Sklon spravny).
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20. Ak chcete Udaje exportovat’, ulozte ich ako datovy harok Excel®.
Kliknite na ,,OK“, pomenujte exportovany subor a ulozte textovy
subor (*.txt).

21. Otvorte textovy subor v programe Excel a vyberte stipec A. Kliknite
na ,,Data“ (Udaje), potom na ,,Convert“ (Konvertovat) a ,,Next*
(Dalsi). Vyberte ,,Comma*“ (Ciarka) a potom kliknite na ,,End“
(Ukongit)). Vysledky sa objavia ako je zobrazené na Obrazku 11.
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Obrazok 11. Priklad vysledkov zobrazeny v subore Excel.

Poznamka: Subor obsahuje nespracované aj Standardizované udaje.
Do uvahy je potrebné brat’ iba Standardizované udaje.

Tieto udaje su uvedené v Castiach tabulky Kvantitativha analyza kanalu
Cycling A Green a Kvantitativna analyza kanalu Cycling A Yellow. Udaje
uréené na interpretaciu su tie, ktoré sa ziskali pri PCR cykle 50 (v kruhoch
vpravo).
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Protokol: qPCR o nastrojoch Applied Biosystems
a ABI PRISM

Pri pouZiti zariadenia qPCR s dosti¢kou s 96 jamkami sa odporuca vykonat
vSetky merania dvakrat, ako je uvedené v Tabulke 5.

Tabul'ka 5. Pocet reakcii pre nastroje Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700, alebo ABI PRISM 7900HT

Vzorky Reakcie

JAK2 V617F zmes primerov a sond (PPM-VF) (56 reakcii)

24 DNA vzoriek 24 x 2 reakcie
3 x 2 reakcie (PC-VF, NC-VF,
3 DNA kontroly a COS-VF, kazdy testovany
dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek na nastrojoch Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700, alebo ABI PRISM 7900HT

~

Jonooononnonn
E3 CEX X
— ¢.¢.¢.¢.¢z
- BB,
[#] 9 . 9
£
—

}(.—;<

Obrazok 12. Navrhované rozlozenie platniciek pre experiment s ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC: pozitivha kontrola; NC: negativna kontrola; COS: hrani¢na vzorka;
S: Vzorka DNA; H20: kontrola vody.
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qPCR pre nastroje Applied Biosystems 7300 a 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700, alebo ABI PRISM 7900HT

Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na fade.

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

Komponenty je potrebné vybrat' z mraznicky priblizne 10 minut pred
zacCiatkom procedury.

2. Virivo premiesajte a kratko odstred’'te vSetky skiumavky (priblizne
10 s, 10 000 otacok za minutu, aby sa zozbierala kvapalina na dne
skumavky).

3. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poc¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.

VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.

Tabulka 6 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl.
Predbezna zmes sa modze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi primerov a sond. Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Na nastrojoch Applied Biosystems 7300 a 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700, or ABI PRISM 7900HT m&Zze byt ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit pouzita na analyzu 24 vzoriek dvojmo v jednom experimente

(Obrazok 12), 20 vzoriek dvojmo v dvoch experimentoch alebo 15 vzoriek
dvojmo v troch experimentoch.
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Tabulka 6. Priprava zmesi qPCR

Pocet reakcii (ul)

Konecna

Komponent 1 56 +1*  28+1T 18+1% g
koncentracia

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 712,5 362,5 237,5 1x

Zmes
primerov a 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
sond, 10x

Voda PCR
stupna bez
obsahu
nukleazy

5 285 145 95 -

Vzorka
(ma byt
pridana v
kroku 4)

5 S5kazda 5kazda 5kazda -

Celkovy

. 25 25 kazda 25 kazda 25 kazda -
objem

* 24 vzoriek; jeden experiment/suprava.
10 vzoriek; dva experimenty/stprava.

* 5 vzoriek; tri experimenty/stprava.

4. Virivo miesajte a kratko odstred’ujte zmes qPCR (priblizne 10 s,
10 000 ot/min, aby sa zozbierala kvapalina na dne skumavky).

5. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi qPCR na jednu jamku.

6. Pridajte 5 yl materialu vzorky DNA alebo kontrolného roztoku do
prislusnej jamky (celkovy objem 25 ul).

7. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
8. Zatvorte dosti¢ku a kratko odstred’ujte (300 x g, priblizne 10 s).

9. Dosticku umiestnite do tepelného cyklovaéa podla odporucani
vyrobcu.

10. Naprogramuijte tepelny cyklovaé programom tepelného cyklu, ako je
uvedené v Tabulke 7, a spustite cyklus.
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Tabul'ka 7. Teplotny profil pre nastroje Applied Biosystems
a ABI PRISM

Hold (Drziak) Teplota: 50 °C
Cas: 2 min
Hold 2 (Drziak 2) Teplota: 95 °C
Cas: 10 min
Cycling 50-krat
(Cyklovanie)
92°Cpre15s

60 °C pre 1 min

Postup analyzy po vykonani cyklu pre nastroje Applied Biosystems
a ABI PRISM

Podrobnosti o programovani nastrojov Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 alebo ABI PRISM 7900HT najdete v
priruCke pouzivatela nastroja. Pre lepSiu prehladnost’ su nastavenia
softvéru oramovaneé tucne.

11. Po dokoné€eni cyklu vyberte ,,Start/Program“ (Spustit/Program) a
potom vyberte ,,File/New* (Subor/Novy).

12. V dialégovom okne ,,New Document Wizard“ (Sprievodca novym
dokumentom) kliknite na rozbalovaci zoznam ,,Assay“ (Test) a
vyberte ,,Allelic Discrimination® (Alelicka diskriminacia) (Obrazok 13).

13. Prijmite predvolené nastavenia pre polia ,,Container” (Zasobnik) a
~Template“ (Sabléna) (,,96-Well Clear“ (96-jamkovy &isty) a ,,Blank
Document” (Prazdny dokument), Obrazok 13). Do pola ,,Plate Name*
(Nazov dosti¢ky) napisteAD Post-read (Obrazok 13), a potom
kliknutim na ,,Next>“ (Dals$i>) ziskate pristup do dialégového
okna ,,Select Markers* (Zvolte markery).
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Mew Document Wizard @

Define Document

Select the assay, contamner. and template for the document, and enter the operator name and
comments

-

Assay
Containet : B 96 \Well Clear

—
Flate Name IAD Post-read | |

14.

15.

Template : [§ Blank Document i Browse

Run Mode : | Standard 7500

Dperator [Admn—u:llalm

Comments :

Fissh Cance |

4

Obrazok 13. Predvolené nastavenia pre vytvorenie nového spustenia po precitani
(New Document Wizard (Sprievodca novym dokumentom)).

Ak panel ,Markers in Document® (Markery v dokumente) v
dialégovom okne ,,Select Markers* (Vyberte markery) obsahuje
vhodnu znacku pre vasu aplikaciu, pokracujte krokom 18. Ak nie,
pokracujte krokom 15.

Detektory a zna€ky vytvorte nasledujucim spésobom. Kliknite na
,New Detector” (Novy detektor) (Obrazok 14).

Select Markers
Seloct the markers you will be using in the document

Fird - I - | FPassive Releterce FHIH"_ -J

Markear Narme I Detoctor 1 Markets in Document ]

Add>> |

Aemove ‘

< >

16.

24

MNew Detector l New Marker ]

< Back | MNext > | Firish | Cancel ]

Obrazok 14. Panel ,,Markers in Document” (Markery v dokumente) neobsahuje
vhodnu znacku pre vasu aplikaciu.

V dialégovom okne ,,New Detector” (Novy detektor) napiste Allele A
do pola “Name* (Nazov) (Obrazok 15). Nechajte ,,Reporter Dye*
(Reportérové farbivo) nastavené na ,,FAM“. Kliknite na tlacidlo
,»Color“ (Farba), zvolte farbu a kliknite na ,,OK*“ (Obrazok 15).
Kliknite na ,,Create Another* (Vytvorit’ dalsi) (Obrazok 15).

Prirucka k ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016



Name: lAl‘leIeA l
Description I
2 Reporter Dye IFAM ;

Quencher Dye: I[none] ."J

4 l Create Ar—mhh | oK I Cancel

Obrazok 15. Vytvaranie detektorov.

17. V dalsom dialdégovom okne ,,New Detector” (Novy detektor) napiste
Allele B do pola ,,Name* (Nazov). Zvolte ,,VIC“ v poli ,,Reporter Dye*
(Reportérové farbivo). Kliknite na tlacidlo ,,Color* (Farba), vyberte
farbu a potom kliknite na ,,OK“

18. Kliknite na ,,New Marker“ (Novy marker) v dialdgovom okne
»oelect Markers“ (Vybrat’ markery) (pozri Obrazok 14).

19. V dialégovom okne ,,New Marker“ (Novy marker) napiste JAK2 do
pol'a ,,New Marker Name* (Nazov nového markera) (Obrazok 16).
Zvolte detektory ,,Allele A“ (Alela A) a ,,Allele B (Alela B) ako boli
vytvorené v krokoch 16 a 17 (alebo uz uréené), a kliknite na ,,OK“
(Obrazok 16).

MNew Marker Name : : JAKZ E 1

Gelect hwo detactors for Hus marker ¢
—— (= Allele B VIC (nonea)
= Allesle O F.AM Criore)
3 I 0K I Cancel

Obrazok 16. Vytvorenie markerov.
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20. V dialégovom okne ,,Select Markers* (Vybrat’ markery) vyberte
»JAK2“, ako je vytvorené vyssie, alebo vhodny preddefinovany
marker a potom kliknite na ,,Add>>" (Pridat>>) (Obrazok 17).

Poznamka: Ak chcete marker odstranit, vyberte ju a potom kliknite na
,Remove* (Odstranit).

New Document Wizard E!
Select Markers

Select the markers pou will be usng n the document

Fend [ al w Pastive Reference: |ROX
[Marker Mome|  Detector1 | Detector2 | | Markers n Document

1 JAK2 | atele B Allsle A |

MHew Detector N Mark o

Obrazok 17. Vyber markerov.

21. Kliknite na ,,Next>“ (Dalsi).

22.V dialbgovom okne ,,Setup Sample Plate* (Nastavit’ dosticku vzoriek)
kliknite a potiahnutim vyberte marker pre jamky, ktoré obsahuju
vzorky. Kliknite na ,,Finish®“ (Ukong¢it).

23. Vyberte kartu ,,Instrument” (Nastroj) a zmerite objem vzorky na 25 ul.

24. Vyberte ,,File/Save* (Subor/Ulozit) a potom kliknite na ,,Save*
(Ulozit), aby ste zachovali nazov, ktory ste priradili pri vytvarani
dosticky.

25. Vlozte reakénu dosticku do pristroja podla odporucani vyrobcu
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26. Spustite cyklus po nacitani. Kliknite na ,,Post-Read” (Po nacitani).

Pristroj vykona 1 cyklus poc¢as 60 s pri 60 °C. Pocas tohto cyklu pristroj
zhromazdi fluorescenciu FAM a VIC v kazdej jamke(Obrazok 18).

He View Toos Instrument Andyss Window Help
IDNeW SR BGEGE FO»a?
7 Setup Yinstrument ¥ Results L

—Instrument Control — Temperature
Pre-Read Estimated Time Remaining (hh:mm): Sample: Heat Sink:
Cover: Block:
Post-Read -
—Cycle
Disconnact Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
State:
— Thermal Cycler Pratocal

Thermal Profile IAIJID Incrament| Ramp Pate |

Al Oyile | Adu Huld | Al Slepy I AUl Dissuiatiun Soje Dielpie Help
 Seftings
Sample Volume (pL) - |25_
Run Mode : IS'.ur:dorcr 7500 LI
Data Callection | [Stoge 1, Step 1 (60.0 @ 0:30) =l

Obrazok 18. Cyklus po nacitani.
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27. Zvolte ,File/[Export“ (Subor/Exportovat’) a potom kliknutim na
»Results” (Vysledky) exportujete vysledky do suboru Excel.
Vysledky sa objavia ako je zobrazené na Obrazku 19.

L2 (Comments VIC vzorka 1 FAM vzorka 1

14

| 15 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y\\Allele X Rn Allele YARJ,D!V/ Quality Yalue Method

| 16 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAKZ2WVIC JAKZ-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
| 17 |A2 sarmple 1 WIC Unknown 295565 JAKZWIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
18 |A3 sample 2 WIC Unknown 351.338 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2595 6.2 Undetermined 100.00 tanual Call
119 | Ad sample 2 VIC Unknown 379.903 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |AS sample 3 WIC Unknown 372.895 JAKZ2VIC JAK2-FAM 2.913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
| 21 |AB sample 3 WIC Unknown 358.717 JAKZ2-VIC JAKZ2-FAM 2806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
| 22 |A7 sample wt VIC Unknown 343.536 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2 569 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |AB sample wi VIC Unknown 277 677 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2684 2.015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |A9 c- WIC Unknown 330.943 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10  |C- WIC Unknown 314623 JAKZ-WIC JAK2-FAM 2672 2.013 Undetermined 100.00 Manual Call
126 |[A11 |C- WIC Unknown 269.500 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 282 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  C+ WIC Unknown 211.520 JAKZWIC JAKZ-FAM 1.243 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
| 28 |B1 c+ WIC Unknown 270623 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 1.346 5.594 Undetermined 100.00 Manual Call
129 [B2 C+ WIC Unknown 365.112 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 |B3 ER WIC Unknown 372.150 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2214 2.03 Undetermined 100.00 Manual Call
| 31 |B4 ER WIC Unknown 404,145 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
32 |B5 ER WIC Unknown 410.977 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2681 252 Undetermined 100.00 Manual Call
| 33 |B6 H20 WIC Unknown 395.431 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 0655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
| 34 |B7 H20 VIC Unknown 415.223 JAKZ-WIC JAKZ2-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 Manual Call
135 |B8 H20 WIC Unknown 366.885 JAKZ2-VIC JAKZ2-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Obrazok 19. Priklad vysledkov zobrazenych v subore Excel.
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Protokol: qPCR o nastroji LightCycler 480

Pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami sa odporuc¢a vykonat vSetky
merania dvakrat, ako je uvedené v Tabulke 8.

Tabulka 8. Pocet reakcii pre nastroj LightCycler 480

Vzorky Reakcie

S JAK2 V617F zmesou primerov a sond (PPM-JAK2)

24 DNA vzoriek 24 x 2 reakcie
3 x 2 reakcie (PC-VF, NC-VF, a
3 DNA kontroly COS-VF, kazdy testovany
dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzorky na nastroji LightCycler 480

R0a0aonndannn
&3

—

;4

}%4

— L

B o0 e Tes e
i LIS >

[Bccecrecrecee)

Obrazok 20. Navrhované rozlozenie platni¢iek pre experiment s ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC: pozitivha kontrola; NC: negativna kontrola; COS: hrani¢na vzorka;
S: Vzorka DNA; H20: kontrola vody.

Prirucka k ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016 29



gPCR o nastroji LightCycler 480
Poznamka: Vykonaijte vSetky kroky na lade.

Postup
1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

Komponenty je potrebné vybrat' z mraznicky priblizne 10 minut pred
zacCiatkom procedury.

2. Virivo premiesSajte a kratko odstred’te vSetky skumavky (priblizne
10 s, 10 000 ota€ok za minutu, aby sa zozbierala kvapalina na dne
skumavky).

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

VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.

Tabulka 9 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 ul.
Predbezna zmes sa mdze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi primerov a sond. Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Na nastroji LightCycler 480 mbze byt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
pouzita na 24 vzoriek dvojmo v jednom experimente (Obrazok 20),

20 vzoriek dvojmo v dvoch experimentoch alebo 15 vzoriek dvojmo v troch
experimentoch.
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Tabul'ka 9. Priprava zmesi qPCR

Pocet reakcii (ul)

Konecna

Komponent 1 56 +1*  28+1T 18+1% "
koncentracia

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 712,5 362,5 237,5 1x

Zmes
primerov a 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
sond, 10x

Voda PCR
stupnia bez
obsahu
nukleazy

5 285 145 95 -

Vzorka
(ma byt
pridana v
kroku 6)

5 Skazda 5kazda 5kazda -

Celkovy o5 25 25 25 i
objem kazda kazda kazda

* 24 vzoriek; jeden experiment/suprava.
10 vzoriek; dva experimenty/stprava.

* 5 vzoriek; tri experimenty/stprava.

4. Virivo miesajte a kratko odstred’ujte zmes qPCR (priblizne 10 s,
10 000 ot/min, aby sa zozbierala kvapalina na dne skumavky).

5. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi qPCR na jednu jamku.

6. Pridajte 5 yl materialu vzorky DNA alebo kontrolného roztoku do
prislusnej jamky (celkovy objem 25 ul).

7. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.
8. Zatvorte dosticku a kratko odstred’ujte (300 x g, priblizne 10 s).

Dosti€ku umiestnite do tepelného cyklovaéa podla odporuéani
vyrobcu.

10. Na domovskej stranke vyberte ,,New Experiment” (Novy experiment).
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11. Pre LightCycler 480 I, pokracujte krokom 11a. Pre LightCycler 480 I,
pokracujte krokom 11b.

Podrobnosti o programovani nastroja LightCycler 480 najdete v prirucke
pouzivatefa nastroja. Pre lepSiu prehlfadnost su nastavenia softvéru
oramované tucne.

11a. LightCycler 480 I: Vyberte polozku ,,Multicolor Hydrolysis Probe*
(Viacfarebna hydrolyticka sonda), kliknite na ,,Customize*
(Prisposobit’) a potom skontrolujte, €i su vybraté kanaly
»FAM (483-533)“ a ,,Hex (533-568)“ (t. j. VIC). (Obrazok 21). Nastavte
reakény objem na ,,25“ ul (Obrazok 21) a pokracujte krokom 12.

N Program Hame Cycles Analysis Mode
oo 3
@ b
B A ‘ltmpctm; Targen =
Target ('O} Acquisition Mode Hold thh:mm:ss Ramp Rate {Cw) Acquisitions fper 'C)  Sec Taget () Step Slre (0} | Step Delay (oyclest
® . a ! : :

[ .~ » & 3 L *|o0:01:00 =i = =10 =jo =10 = .
S o
~ : -

Detection Format Mkl Coler Hydislysls Probe
Integration Time Made
00, "f; Drynamic 7 Manaal [
"
e Active  Filter Combination B f
L S 1
g 3
™
i 8 < .
0 = 15588
i = Cy 5 (615-670) =]
= |
| (7N
- O®
2 |
0
000 [+ 116
st T omarcas)

Obrazok 21. LightCycler 480 I: Nastavenie formatu detekcie.
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11b. LightCycler 480 II: Vyberte ,,Dual Color Hydrolysis Probe*
(Dvojfarebna hydrolyticka sonda), kliknite na ,,Customize*
(Prisposobit’), a potom skontrolujte, ze su zvolené kanaly
»FAM (465-510)“ a ,,VIC/HEX/(533-580)" (Obrazok 22). Nastavte
reakény objem na ,,25“ ul (Obrazok 22) a pokracujte krokom 12.

>

nt Vimual LightCycler 480 9 Systam | | Not Connacted

@

Windaw: [Mew Experiment K

mi
|
I
N

® >

Detes thon Formaty

i L
i

§

i

H

2

H

£

Datection Format  Dual Coler Hydiolyshs Probe  UPL Probe
tion Time Mo

<

* Dynamic 7 Manual
Target ('C) A Step Size (C)  Step Delay fcycles)

(0@>
%‘

N I
w

Tenwersture (<)

M E 2 8 38 2 2
®
NS

4 H =

1
Entimated T fhme s3]

@ ,,

Obrazok 22. LightCycler 480 lI: Nastavenie formatu detekcie.
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12. Naprogramuijte tepelny cyklovaé programom tepelného cykliu,
ako je uvedené v Tabulke 10, a spustite cyklus.

Poznamka: Pri popisovani nastavenia dostiCky na nastroji vyberte v Casti
~otep 1: ,select workflow* (Krok 1: vyberte pracovny tok) polozku ,,Endpt Geno®.

Tabulka 10. Teplotny profil nastroja LightCycler 480

Hold (Drziak)

Hold 2 (Drziak 2)

Cycling
(Cyklovanie)

Hold 3 (Drziak 3)

Teplota: 50 °C
Cas: 2 min
Teplota: 95 °C
Cas: 10 min

50-krat

92 °C pre 15 s;

jedno

60 °C pre 1 min; jedno

60 °C pre 1 min; jedno

Postup analyzy koncového bodu pre nastroj LightCycler 480
13. Po dokonéeni cyklu kliknite na ,,Analysis* (Analyza).

14.V dialégovom okne ,,Create New Analysis‘“ (Vytvorit’ novu analyzu)
zvolte ,,Endpoint Genotyping“ (Genotypizacia koncového bodu),
a potom vyberte podmnozinu, ktoru chcete analyzovat’ v
ponuke,,Subset” (Podmnozina) (Obrazok 23).

#|Endpoint Genotyping

5

New Subset 1

:|-_2

-*-IProq-;am

-

‘*‘IEn-:llent Genotyping for New Subset

4

~Create New Analysis Create new analysis
Abs Quant/2nd Derivative Max

Abs Quant/Fit Points Analysis Type
Advanced Relative Quantification Subset

Basic Relative Quantification

Color Compensation e

1 — Name
Helt Curve Genotyping =
Tm Calling {_[T[ 2 B
A

(s @7 [s B[
| {I N

Obrazok 23. Vyber typu analyzy a podmnoziny na analyzu.

34

Prirucka k ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016



15. V dalSom okne zvolte ,,Hex* (napr. VIC) fluorescenciu pre ,,Allele X“
(Alela X) a ,,FAM“ fluorescenciu pre ,,Allele Y (Alela Y) (Obrazok 24).

Create new analysis
Allele X Allele Y

YT

1

Obrazok 24. Vyber fluorescencie pre ,,Allele X“ (Alela X) a ,,Allele Y (Alela Y).

16. V dalSsom okne (Obrazok 25) sa zobrazuje nastavenie dosticiek
(1, vlavo hore), vysledky fluorescencie pre kazdu vzorku
(2, viavo dole) a graf rozptylu s alelickou rozliSovacou schopnost’ou
(3, vpravo; FAM a VIC fluorescencia merana v 50. cykle PCR).

Endpeint Fluorescence Scatter Plot @ Zoom
| P Y
a1 [ | e -
46,000,
e B T
| s
O o
S S 000
=S = 32,000
L s 6,000,
Indpoint Genotype ~ 34000
32.0001
B Alele ¥ B Both Alls les @ 20,000
B vinewn @ ¢ - R
P ——— il
Sampl Endpoint Fl R R 3
.
l.. C.. Pos MName 523568 483533 Call 24000
v B As 100v -2 10,97 45,34 22,000/
- A6 1008 -2 0,30 0,39 !mm
v B » 100y -2 0,37 0,43 i
v W a0 E20 0,21 0,29 :
d All H2O 0,23 0,32 16,000/
£4 A1z K20 0,20 0,26 14,000
v B ®5 78 -20 26,73 48,40 12.000
2- v BE 78 -20 27,13 48,26 10,000
v BT T8y =20 26,80 47,38
v €5 Sov -20 32,03 42,50 e
v €6 S0% -20 33,28 44,09 6000
v C7 S0% -20 33,26 44,76 4000/
- DS 31% =20 34,58 I8, 54 2000
v D6 31% -20 32,55 35,77 ’
i NEAAN AR G 5000 10000 15000 000 ZS000 000 NS00 000 4500
v E5 12.5%v - 32,79 25,03 Fluotescence [523-568)
v, W Es 12.5v - 34,9 27,79 - .
- o[ Mew Call | -] pirly
AN [ e N el

Obrazok 25. Zhrnutie udajov.

17. Ak chcete exportovat’ udaje, kliknite pravym tlaé¢idlom mysi na
Sablénu vysledkov vzorky a potom vyberte moznost’ ,,Export Table*
(Exportovat’ tabul'ku). Subor sa ulozi vo formate textového
suboru (.txt).
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18. Ak chcete zobrazit’ a analyzovat’ vysledky, otvorte subor pomocou
programu Excel. Vysledky sa objavia ako je zobrazené na Obrazku 26.

B Microsoft Excel - test
] Fichier Edition Affichage [Insertion Formst Outds Données Fepétre 2

DEE &R *B2A-<C - - Z-@A . QS a7 ca
Al - f Experiment: OB 08-12-16 Active filtars: FAM (483-533), Hex (523-568) VIC
A B (s D E F
1 [Experiment o 08-12-16 Active filters: FAM i483-533), Hex (523252 FAM
2 Include Color Pos Mame 523-568 ; call Score
3 True 10789024 AS 100%-20 10,971 0,00
4 True 10789024 A6 100%-20 0,302 0,00
5 True 10789024 A7 100%-20 0,369 0,00
6 True 10789024 A10 H20 0,207 0,00
7 True 10789024 All H20 0,233 0,00
8 True 10789024 A12 H20 0,203 0,00
9 True 10789024 BS 78%-20 26,731 0,00
10 True 10789024 B6 78%-20 27,125 0,00
11 True 10789024 B7 78%-20 26,303 0,00
12 True 10789024 €S 50%-20 32,035 0,00
13 True 10789024 C6 50%-20 33,278 0,00
14 True 10789024 C7 50%-20 33,261 0,00
15 True 10789024 DS 319%-20 34584 0,00
16 True 10789024 D6 31%-20 32549 0,00
17 [True 10789024 D7 319%-20 33,262 0,00
18 True 10789024 ES 125%-20 [32.794 0,00
19 True 10789024 E6 125%-20 [134,932 0,00
20 True 10789024 E7 12.5%-20 [35089 0,00
21 True 10789024 FS 5% 20 35,838 0,00
22 True 10789024 Fé 5%-20 36,786 0,00
23 True 10789024 F7 59%-20 36,546 0,00
24 True 10789024 GS 2%-20 35,082 0,00
25 True 10789024 G6 2%-20 35,834 0,00
26 (True 10789024 G7 2%-20 34,299 0,00
27 True 10789024 HS %20 34,449 0,00
28 True 10789024 H6 0%-20 33,520 0,00
29 True 10789024 H7 0%-20 34,125 0,00
30

Obrazok 26. Priklad vysledkov zobrazenych v subore Excel.
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Protokol: qPCR o nastroji LightCycler 2.0

Poznamka: Kvoli osobitnym technologickym poziadavkam sa musia
experimenty LightCycler 2.0 vykonavat' s pouZzitim Specifickych reagencii.
Odporu¢ame pouzit LightCycler TagMan Master. Pri priprave Master Mix 5x
postupujte podfa odporucani vyrobcu.

Pri pouziti 32-kapilarneho rotora odporu¢ame vykonat' vSetky merania dvakrat,
ako je uvedené v Tabulke 11.

Tabulka 11. Pocet reakcii pre nastroj LightCycler 2.0

Vzorky Reakcie

JAK2 V617F zmes primerov a sond (PPM-VF) (32 reakcii)

12 DNA vzoriek 12 x 2 reakcie
3 x 2 reakcie (PC-VF, NC-VF,
3 DNA kontroly a COS-VF, kazdy testovany
dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzorky v nastroji LightCycler 2.0

H,O 0 (g—
H,O O o
~O% —~ {"_] = :'H' = S 02
~085 ol e ) o )
s .- @ 3
« 97 @)
- @/ / \ ®
N i T = y 04
= O{],’X ,.-" \ "\ L]
/ \ ¢
/ - 4
|
PC . ,
.\ l .'l } (

12 O\ \ | | © sos
/‘“\\ \\ ;j .-’I —
sSizg@ '\.\ __;" (\_f] o)
1 O\ 4 |
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Obrazok 27. Navrhované nastavenie rotora pre experiment s ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC: pozitivha kontrola; NC: negativna kontrola; COS: hrani¢na vzorka;

S: Vzorka DNA; H20: kontrola vody.
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gPCR o nastroji LightCycler 2.0
Poznamka: Vykonajte v8etky kroky na lade.

Postup
1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na l'ad.

Komponenty je potrebné vybrat' z mraznicky priblizne 10 minut pred
zacCiatkom procedury.

2. Virivo premiesSajte a kratko odstred’te vSetky skumavky (priblizne
10 s, 10 000 ota€ok za minutu, aby sa zozbierala kvapalina na dne
skumavky).

3. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.
Tabulka 12 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 20 ul.
Predbezna zmes sa mdze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi primerov a sond. Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Na nastroji LightCycler 2.0 mdze byt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit pouzity
na analyzu 1 2 vzoriek dvojmo v jednom experimente (Obrazok 27).

Tabulka 12. Priprava zmesi qPCR pre nastroj LightCycler 2.0

Pocet reakcii

Komponent 1 32 +1 Konecn'a_
koncentracia

LightCycler TagMan

Master Mix, 5x 4 132 1x

Zmes primerov a sond, 10x 2 66 1x

Voda PCR stupna bez 9 297 )

obsahu nukleazy

Vzorka (ma byt pridana -

v kroku 4) > 5 kazda -

Celkovy objem 20 20 kazda -
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4. Virivo miesajte a kratko odstred’ujte zmes qPCR (priblizne 10 s,
10 000 ot/min, aby sa zozbierala kvapalina na dne skumavky).

5. Dispenzujte 15 ul predbeznej zmesi qPCR na kapilaru.

6. Pridajte 5 yl vzorku materialu DNA alebo kontrolného roztoku do
prislusnej kapilary (celkovy objem 20 ul).
7. Opatrne premiesajte pipetovanim hore a dole.

8. Vlozte kapilary do adaptéra dodaného s nastrojom a kratko odstred’te
(700 x g, priblizne 10 s).

9. Vlozte vzorky do tepelného cyklovacéa podla odporucani vyrobcu.

10. Naprogramuijte tepelny cyklovaé (Obrazok 28) programom,
ako je uvedené v Tabulke 13.

Podrobnosti o programovani nastroja LightCycler 2.0 najdete v prirucke
pouzivatela nastroja. Pre lepSiu prehfadnost’ su nastavenia softvéru
oramované tucne.

Poznamka: Uistite sa, Ze nastavenie je pre kvantifikaciu a jedno ziskanie
fluorescencie FAM a jednu akviziciu fluorescencie VIC v kroku
amplifikacie/cyklovania a kone&ného udrzania pri 60 °C.

]

Obrazok 28. Programovanie obrazovky pre LightCycler 2.0
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Tabulka 13. Teplotny profil pre nastroj LightCycler 2.0

Hold (Drziak) Teplota: 55 °C
Cas: 2 min
Sklon: 20
Hold 2 (Drziak 2) Teplota: 95 °C
Cas: 10 min
Sklon: 20
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 92 °C pre 15 s; sklon: 20

60 °C pre 1 min; sklon 20

Hold 3 (Drziak 3) 60 °C pre 1 min; sklon 20

Postup analyzy koncového bodu pre nastroj LightCycler 2.0

11. Na konci cyklu zosilnenia kliknite na kartu pre ,,Online Data Display*“
(Zobrazenie online udajov) (Obrazok 29). Otvorte ponuku zobrazenia
v Favom hornom okienku ,,Current Fluorescence* (Aktualna
fluorescencia), potom napiste 51 do ,,Acquisition no“ (C. akvizicie).

Y |

et 0

[ ..J—’J_’
—

- 4

B [T T » 20 o84
Thres errwnnas R ]

)
AL Lyl
o e (T
sessszaesnni

Obrazok 29. Vysledky a historia v zobrazeni udajov online.

12. Pravym tladidlom mysi kliknite na graf ,,Current Fluorescence*
(Aktualna fluorescencia) a vyberte prikaz ,,Export” (Exportovat’).
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13. Kliknite na ,,Excel” v dialdgovom okne ,,Export chart*
(Exportovat’ diagram) (Obrazok 30). Zadajte nazov do dialégového
pola ,,Filename“ (Nazov suboru). Vyberte ciel exportu pre subor s
vysledkami pomocou tladidla -;. Kliknite na ,,Export“ (Exportovat’).

| EndProgen | +1 | Coton Comp 1011) + | nstrument Name: LC_6312 1D: L 6912

Orine Data Disply | Fun Notes |
]
et
[y & Export chart
‘oz} Name
D
s P 034 | e
25ample  gejes [l - 4
3 Empty P I E P Pait Index
4 Sample ~Foemat: [+ Point Labels
5 Sample " Test
6 Sample WL ¥ Header

 HTML Tabtle Delriter

<N |

ratu

Obrazok 30. Vyber formatu exportu a cielového suboru s udajmi.

14. Ak chcete zobrazit’ a analyzovat’ vysledky, otvorte subor v programe
Excel. Vysledky pre LightCycler 2.0 sa zobrazia tak, ako je zobrazené.

Poloha

1l J ] K L] M | N o] P | Q [R] s 7] U
X Bar Text X Bar Text X Textf Bar =i
129709 1: Sample 1 (610) 1 82734 1: Sample 1 (560) 1]66361] 1: Sample 1 (530) 1)4,9943

2/ 30182 2: Sample 2 (610) 2 84428  2: Sample 2 (560) 2)J67659] 2: Sample 2 (530)| 2J5,0767

3129496 3: Sample 3 (510) 3: Sample 3 (560) 3]65568] 3: Sample 3 (530) 3]4 9699

4 29526 4 Sample 4 (610) 4 82887 4: Sample 4 (560) 466163 4: Sample 4 (530) 4]4 9119

5294500 5 Sample5 (B10) 5 82689  5: Sample 5 (560) 5)6,6209] 5: Sample 5 (530)| 5]4 9638

6 29963 6: Sample6 (610) 6 84184 6: Sample 6 (560) 6]6,7674] B: Sample 6 (530)| 65,1209

7/ 30045 7:Sample7 (B10) 7 84520 7: Sample 7 (560) 7)6,7506] 7: Sample 7 (530) 7J5,0507

832822 8 Sample8 (610) 8 91936 & Sample 8 (560) 8)7,3960] 8: Sample 8 (530)| 8)55314

9 30274 9 Sample 9 (B10) 9 55557  9: Sample 8 (560) 9)6,8437] 9: Sample 9 (530)) 9]5,0843

1028336 10: Sample 10 10) 10 79713 10: Sample 10 (560) 10§6,3905010: Sample 10 (530) 10§4,7853

1128275 11: Sample 11 (B10) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11]6,3674]11: Sample 11 (530) 11]4.7669

12128351 12: Sample 12 (610) 12 8,0171 12: Sample 12 (560) 12}6,4118]12: Sample 12 (530)| 12]4,7944

13129511 13: Sample 13 (610) 13 83726 13: Sample 13 (560) 13]6,6957 | 13: Sample 13 (530) 1349639

14 28367 14: Sample 14 (510) 14 80217 14: Sample 14 (560) 14)6,4439014: Sample 14 (530) 144 7654

1529908 15: Sample 15 (B10) 15 8,4337 15: Sample 15 (560) 15)6,7445015: Sample 15 (530) 1550523

16 2,8885 16: Sample 16 (610) 16 8,1498 16: Sample 16 (560) 16]6,5568) 16: Sample 16 (530) 16]4 9577

17 30152 17: Sample 17 (610) 17 84901 17: Sample 17 (560) 17]6,8193]17: Sample 17 (530)| 17 5.1225

VIC FAM
Obrazok 31. Priklad vysledkov LightCycler 2.0 zobrazeny v subore Excel.
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Interpretacia vysledkov

Ziskajte subor vhodny na extrahovanie exportovanych udajov pre vSetky
nastroje: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM alebo iny nastroj Rotor-Gene,
LightCycler 2.0, alebo 480; Applied Biosystems 7300 alebo 7500 Real-Time
PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS, alebo 7900HT SDS a
skontrolujte urovne fluorescencie (tieto musia byt zhodné medzi duplikatmi).

Pripravte grafické znazornenie (bodovy diagram) fluorescencnych udajov.
Os x je fluorescencia VIC; os y je fluorescencia FAM.

Grafické znazornenie a kritéria kontroly kvality

Priklad bodového diagramu je uvedeny na Obrazku 32.

0.6
o
a

g 05T

c

o

3

= 04F o Vzorky

= : = PC-VF

(]

g 0.3 t » NC-VF

§ ' » COS-VF

g 02 | H20

2

"Z' »

o}

0.0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Rn fluorescencia VIC 560 nm

Obrazok 32. Bodovy diagram experimentu s reprezentativnou alelickou
diskriminaciou.
Nastroje: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM, a LightCycler 480.

Vzorky by mali byt umiestnené na obluku spajajucom negativne kontroly (NK)
s pozitivnymi kontrolami (PK).

Nespravne umiestnenie ktorejkolvek kontroly méze naznacCovat
experimentalnu chybu.

B Pozitivne kontroly by mali byt umiestnené v lavom hornom rohu.
B Negativne kontroly by sa mali nachadzat vpravo dole.

B Nespravne umiestnenie negativnej kontroly méze naznacovat
kontaminaciu.

B Hrani¢na vzorka by sa mala objavit nad negativnymi kontrolami.
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B Kontroly vody by mali byt umiestnené vlavo dole.

B Zla poloha kontroly vody (vy$Sia ako NK pre meranie FAM alebo vys$sia
ako PK pre VIC) méze naznacCovat kontaminaciu.

Poznamka: Umiestnenie kontrol sa méze pri analyze udajov nastroja
LightCycler 2.0 liSit (pozri Obrazok 33). Kontroly vody by mali byt stale
umiestnené vlavo dole.

10.0
£
I L 4
g 80 * oNC-VF
(2]
% oPC-VF
g
3 " ACOS-VF
3
§ .& »xWT vzorka
§ el | +Mutovana vzorka
; DHZO
14
20 }
(]
0.0
00 2.0 40 6.0 8.0

Rn fluorescencia VIC 560 nm

Obrazok 33. Bodovy diagram experimentu s reprezentativnhou alelickou
diskriminaciou. Nastroj: LightCycler 2.0.

Vypocet normalizovaného pomeru FAM/VIC a
genotypovania

Vypocitajte pomery FAM/VIC pre v8etky vzorky. Vypocitajte pomery FAM/VIC
pre pozitivhu kontrolu (PK), hrani¢nu vzorku (HV) a negativnu kontrolu (NK).
Pomery musia byt medzi duplikatmi rovnaké. Vypocitajte priemerny pomer
vSetkych duplikatov.

Vypocitajte normalizovany pomer (NRatio) pre hrani¢nu vzorku (HV) a pre
vSetky vzorky:

Pomervzorka
Pomernk

NRatiovzorka

Poznamka: Seda zéna (SZ) testu je definovana ako oblast hodnét, kde
diskriminacny vykon nie je dostatoCne presny. Hodnota v Sedej zone oznacuje,
Ze cielovy marker nemé&ze byt hodnoteny ako pritomny alebo nepritomny.
Sedu zénu je potrebné vypogitat pre kazdy experiment.
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Vypocitajte Sedu zonu alebo oblast’ neistoty okolo normalizovaného pomeru
HV (NRationv):

87: [(NRationv x 0,94); (NRationy x 1,06)]

Porovnajte normalizovany pomer kazdej vzorky s NRationv SZ. Interpretacia
vysledkov je uvedena v Tabulke 14 priklad vypocCtu a interpretacie udajov je
uvedeny v Tabulke 15.

Tabulka 14. Interpretacia vysledkov genotypizacie pouzitim
normalizovanych pomerov

Vysledky Interpretacia
NRatiovzorka > NRationy x 1,06 JAK2 V617F zisteny
NRatiovzorka < NRationy x 0,94 JAK2 V617F nezisteny
NRatiovzorka vV ramci NRationy SZ  Nepresvedgivy vysledok
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Tabulka 15. Priklad vypoctu a interpretacie udajov fluorescencie

Vzorka VIC FAM Pomer gg:::?y NRatio Interpretacia
NK 2415 1,782 0,738 -
0747 1,000 M“t.a‘t“"a ,
NK 2.46 1,861 0,757 nezistena
PK 1241 5606 4517 -
4672 6253 'V.'“ttac',a
PK 1,182 5,706 4,827 Zistena
HV 1,91 1,832 0,959 0058 1280 Hraniéna
HV 2035 1946 0956 ’ vzorka
S 1 2311 1,783 0,772 -
0742 0992 M“t.a‘t“a ,
S 1 2555 1818 0,712 st
S2 1,097 5745 5237 -
4276 5723 'V.'“ttac',a
S2 1,437 4,764 3,315 Zistena
S3 2265 2149 0,949 0027 194 e
S3 2435 2206 0906 ’ vysledok
S 4 2385 2063 0,865 0o0s  1a10  Nepresvedéivy
S 4 2322 2191 0944 ’ vysledok
Sz 1,205 1,359
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov méze byt uzitoCny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mozu nastat. Viac informacii najdete aj na
stranke Casto kladené otazky v nasom stredisku technickej podpory:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych sluzbach
QIAGEN vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky tykajuce sa informacii a
protokolov v tejto prirucke alebo technoldgii vzoriek a testov (kontaktné
informacie najdete na ,Kontaktné informacie®, strana 56).

Komentare a navrhy

Signal pozitivnej kontroly je negativny

a)Chyba pipetovania Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie
reakcie.

Zopakuijte cyklus PCR.

b)Nespravne skladovanie Skladujte ipsogen JAK2 MutaScreen Kit pri
komponentov supravy  teplote od -30 do -15°C a zmes primerov a sond
(ZPS) chrante pred svetlom. Pozri ,Skladovanie
a manipulacia s Cinidlami“, strana 10.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.
Negativne kontroly su pozitivhe

Krizova kontaminacia Vymernite vSetky kritické reagencie.

Experiment opakujte s novymi alikvotmi vSetkych
reagencii.

So vzorkami, komponentmi supravy a
spotrebnym materialom vzdy zaobchadzajte v
sulade so vSeobecne uznavanymi postupmi,

aby ste zabranili kontaminacii pri prenose.

Ziadny signal, ani pri pozitivhych kontrolach

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

Zopakuijte cyklus PCR.

b)Inhibicné ucinky Zopakujte pripravu DNA.
materialu vzorky
spdsobené
nedostatocnou
purifikaciou
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Komentare a navrhy

c)LightCycler: Bol zvoleny Nastavte nastavenie kanalov na F1/F2 alebo 530

nespravny detekcny nm/640 nm.
kanal
d)LightCycler: Nie je Skontrolujte programy cyklov.
naprogramovana ziadna vyherte rezim akvizicie ,single* na konci kazdého
akvizicia udajov segmentu hybridizacie primerov programu PCR.

Chybajuci alebo je slaby signal vo vzorkach, ale pozitivhe kontroly su v
poriadku

Nizka kvalita DNA alebo Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
nizka koncentracia koncentraciu DNA.

LightCycler: Intenzita fluorescencie je prili§ nizka

a)Nevhodné skladovanie  Skladujte ipsogen JAK2 MutaScreen Kit pri
komponentov supravy teplote od -30 do -15°C a chrante zmes primerov
a sond (ZPS) pred svetlom. Pozri ,Skladovanie
a manipulacia s Cinidlami”, strana 10.
Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.

b)Velmi malé pociatoCné  Zvyste mnozstvo vzoriek DNA.
mnozstvo cielovej DNA  poznamka: V zavislosti od zvolenej metody
pripravy DNA sa mézu vyskytnut' inhibi¢né
ucinky.

LightCycler: Intenzita fluorescencie sa liSi

a)Chyba pipetovania Variabilitu spésobenu tzv. ,chybou pipetovania®
je mozné znizit analyzou udajov v rezime
F1/F2 alebo 530 nm/640 nm.

b)Nedostatocné Pripravena zmes PCR méze byt eSte vzdy v
odstredenie kapilar hornej nadobe kapilary, alebo méze byt v
kapilarnom hrote zachytena vzduchova bublina.

Kapilary naplnené reakénou zmesou vzdy
odstredte, ako je to opisané v osobithom navode
na obsluhu nastroja.

c)Vonkajsi povrch Pri manipulacii s kapilarami vzdy noste rukavice.
kapilarneho hrotu je
znecCisteny
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Kontrola kvality

V sulade so systémom riadenia kvality QIAGEN ISO, kazda Sarzaipsogen
JAK2 MutaScreen Kit je testovana podla vopred stanovenych Specifikacii,
aby sa zabezpecila konzistentna kvalita vyrobkov. Certifikaty analyzy su k
dispozicii na vyziadanie na adrese www.qgiagen.com/support/.

Obmedzenia

Pred pouzitim tohto zariadenia musia byt pouzivatelia zaskoleni a
oboznameni s touto technoldgiou. Tato suprava by sa mala pouzivat podfla
pokynov uvedenych v tejto priruCke v kombinacii s overenym nastrojom
uvedenym v ,Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju“, strana 8.

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

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

Charakteristiky uc¢innosti
Neklinické studie

Vykonali sa neklinické studie s ciefom stanovit analyticku vykonnost' ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit.

Presnost’

Boli testované tri urovne riedenia genémovej DNA z bunkovych linii nesucich
mutaciu JAK2 V617F v DNA divokého typu s ipsogen JAK2 MutaScreen Kit.
Riedenia zodpovedaju mutacnym zatazeniam 1%, 2% a 3%. Nezavislé
riediace Sarze sa ziskali pre kazdu uroven a replikacie tychto riedeni sa
testovali v 3 nezavislych experimentoch. Pomery ziskané pre kazdu vzorku
DNA (Pomervzorka) boli porovnané s negativnym kontrolnym pomerom (JAK2
100% DNA divého typu, Pomernk). Vysledky su zhrnuté v Tabulke 16.

Tabulka 16. Presné udaje pre neklinické studie

Uroven mutacie Pomervzorka>Pomernk %CV (pomer)
1% V617F DNA 100% (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100% (n =72) 4,5
3% V617F DNA 100% (n = 135) 5,1
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Medzilaboratérne analitycké udaje

UskutoCnila sa multicentricka studia, do ktorej bolo zapojenych 13 laboratorii.
Analytické udaje sa zbierali o riedeniach gendmovej DNA nesucej mutaciu
JAK2 V617F v DNA Standardného typu. V kazdom laborat6riu boli vykonané tri
experimenty. Pre kazdy experiment sa testovali nasledujuce vzorky DNA z
bunkovych linii:

M 1 negativna kontrola (NK) 0% V617F
M 1 pozitivna kontrola (PK) 100% V617F
M 1 hrani¢na vzorka (HV) 2% V617F
B 3 vzorky nesuce stredne velké mutaéné zatazenie (20%, 50% a 80%)
Experimenty sa uskutocCnili na siedmich r6znych nastrojovych modeloch:
M ABI PRISM 7000 SDS
M Systém Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
B Systém Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
M ABI PRISM 7700 SDS
M ABI PRISM 7900 SDS
M LightCycler 2.0
M iCycler®
Vysledky su zhrnuté vTabulke 17.
Tabulka 17. Medzilaboratérne analytické udaje ziskané z riedeni

genomovej DNA z bunkovych linii nesucich mutaciu JAK2 V617F v DNA
divokého typu

Detekcia vzorky Pozitivhe vzorky Negativne vzorky
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 divého typu 0 36

* Pozitivne vzorky zahfiali 36 pozitivnych kontrol (PC-VF), 36 hrani¢nych vzoriek (COS-VF;
2% V617F), 34 vzoriek nesucich 20% JAK2 V617F, 35 vzoriek nesucich 50% JAK2 V617F
a 36 vzoriek nesucich 80% JAK2 V617F.
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Klinické studie
Porovnanie medzi ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a metédou ARMS®

Vzorky DNA od 141 pacientov s podozrenim na MPN sa testovali subezne s
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a qPCR testom zaloZzenom na principe
amplifikaéného refrakéného mutacného systému (ARMS) (11). Vysledky
porovnania su zobrazené v Tabulke 18 (2 x 3 tabulka nahodnosti) a Tabulka
19 (percentualna zhoda).

Tabulka 18. Porovnanie medzi metédami: Suprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ARMS

Vysledky testovacej metédy ARMS
JAK2 JAK2 divého typu Celkom
V617F >2% (JAK2 V617F <2%)
JAK2 V617F
Vysledky N_Iuttac[a 91 0 91
testovacej zistena
metody NepresvedcCiv
, A 1 2 3
ipsogen y vysledok
‘I:AATZS JAK2 WT
utascreen  mutacia 1 46 47
nezistena
Celkom 93 48 n=141

Tabulka 19. Porovnanie medzi metédami: Suprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ARMS

Zhoda
(%) 95% CI* (%)
Pozitivne udaje
Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 98,9 94,1-99,8
Kit a ARMS
Negativne udaje
Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 100 92,3-100
Kit a ARMS
Uplna zhoda 99,3 96,0-99,9

* Intervaly spolahlivosti boli vypocitané podra CLSI EP12-A ,User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline® (Protokol pouZivatela na vyhodnotenie
kvalitativnych vysledkov testu; Schvalené usmernenie).
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Porovnanie medzi ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a sekvenénym
usporiadanim

Vzorky DNA od 51 pacientov s podozrenim na MPN boli testované subezne s
testom ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a referen¢nou technikou (,gold
standard®), priame sekvenéné usporiadanie. Jedna vzorka sa nedala
interpretovat z dévodu zlyhania sekvenc¢ného usporiadania. Porovnanie
vysledkov ziskanych z 50 interpretovatelnych vzoriek je zhrnuté v Tabulke 20
(2 x 3 tabulka nahodnosti) a Tabulka 21 (percentualna zhoda).

Taburlka 20. Porovnanie medzi metédami: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
a sekvencné usporiadanie

Vysledky priameho sekvenéného
usporiadania
JAK2 JAK2 divého typu
VB17F >2% (JAK2 V617F <2%) Celkom

JAK2 V617F

Mutacia 26 1 27
Vysledky zistena
testovacej
metody NepresvedcCiv 0 1 1
ipsogen y vysledok
JAK2
MutaScreen JAK2 WT

Mutacia 2 20 22

nezistena
Celkom 28 22 n =50

Tabulka 21. Porovnanie medzi metédami: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
a sekvencéné usporiadanie

Zhoda
(%) 95% CI* (%)

Pozitivne udaje
Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 92,9 77,4-98,0
Kit a sekvencnym usporiadanim

Negativne udaje

Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 95,2 77,3-99,2
Kit a sekvenénym usporiadanim
Uplna zhoda 93,9 83,5-97,9

* Intervaly spolahlivosti boli vypocitané podla CLSI EP12-A ,User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline® (Protokol pouzivatela na vyhodnotenie
kvalitativnych vysledkov testu; Schvalené usmernenie).

Prirucka k ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016 51



Multicentricka studia na 228 vzorkach pacientov

Vzorky DNA od pacientov boli analyzované domacimi technikami domaceho v
13 laboratoriach zucastnujucich sa medzilaboratérnej studie. V kazdom
laboratoériu sa uskutocCnili 3 experimenty, pri ktorych sa pouzila DNA z
bunkovych linii, ako je opisané pre udaje neklinickych udajov o presnosti
(pozri vysSie), a s DNA od 10 pacientov dostupnych v laboratériu.

228 vzoriek so znamym genotypom JAK2 sa testovalo subezne s testom
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a domacimi metédami vratane kvalitativnej
PCR, alelovej Specifickej PCR, fluorescenéného prenosu energie rezonancie
(FPER), sekvenéného usporiadania, alelovo Specifickej oligonukleotidovej
PCR, RFLP a alelickej diskriminacie. Vysledky porovnani su zobrazené v
Tabuflke 22 (2 x 3 tabulka nahodnosti) a Tabulka 23 (percentualna zhoda).

Tabulka 22. Porovnanie medzi metédami: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
a domace metody

Vysledky domaceho testovania

Mutacia Mutacia
zistena nezistena JAK2 Celkom
JAK2 V617F divého typu

JAK2 V617F
Mutacia 139 3 142
Vys|edky zistena
testovacej Nepresvedciv
metody Nep 5 17 22
. y vysledok
ipsogen
~“’nA*t<ZS JAK2 WT
utaScreen ;
Ziadna 3 61 64
mutacia
nezistena
Celkom 147 81 n =228
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Tabulka 23. Porovnanie medzi metédami: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
a domace metody

Zhoda
(%) 95% CI* (%)

Pozitivne udaje
Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 97,9 94,0-99,3
Kit a domacou metddou

Negativne udaje
Zhoda medzi ipsogen JAK2 MutaScreen 95,3 87,1-98,4
Kit a domacou metdédou

Uplna zhoda 97,1 93,8-98,7

* Intervaly spolahlivosti boli vypocitané podra CLSI EP12-A ,User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline® (Protokol pouzivatela na vyhodnotenie
kvalitativnych vysledkov testu; Schvalené usmernenie).

Robustnost’: testovanie vzoriek od zdravych darcov

Vzorky DNA od 103 zdravych darcov krvi boli analyzované pomocou ipsogen
JAK2 MutaScreen RS Kit. VSetky vzorky boli detegované ako JAK2 divého
typu. Analyza 38 vzoriek pomocou pristroja LightCycler 480 je znazornena na
Obrazku 34.
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Obrazok 34. Analyza zdravych donorov. LightCycler 480 analyza u 38 zdravych darcov (¢)
s ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (cat. no. 673123). Pozitivne vysledky v duplikate (¢)
zodpovedaju referencnej stupnici dodavanej so supravou. Hodnoty fluorescencie VIC su
zakreslené na osi x a hodnoty FAM su zakreslené na osi y.
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Symboly

Nasledujuce symboly sa mézu objavit na baleni a stitkoch:

W <N> Obsahuje Cinidla postacujuce na <N> reakcii
(J Pousi
25 ouzite do

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v

‘ L ‘ podmienkach in vitro
Katalégové Cislo
Cislo $arze

_MAT Cislo materialu

Identifikator GTIN (Global Trade Item Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

=] XY

Precitajte si navod na pouzitie

Kontaktné informacie

Technicku pomoc a dalSie informacie ziskate v centre technickej podpory na
adrese www.giagen.com/Support, , na telefénnom ¢isle 00800-22-44-6000,
alebo kontaktujte niektoré z oddeleni technickej podpory spoloCnosti QIAGEN
(pozrite zadnu €ast alebo navstivte lokalitu www.qiagen.com).
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Informacie o objednavani
Produkt Obsah Kat. €.

ipsogen JAK2 Pre 10 reakcii: V617F pozitivha 673022
MutaScreen Kit (10) kontrola, V617F negativna kontrola,

V617F hrani¢na vzorka, zmes primerov

a sond JAK2 divého typu a JAK2 V617F

ipsogen JAK2 Pre 24 reakcii: V617F pozitivha 673023
MutaScreen Kit (24) kontrola, V617F negativna kontrola,

V617F hrani€na vzorka, zmes primerov

a sond JAK2 divého typu a JAK2 V617F

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

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

(zelena, zlta, oranzova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitac, softvér, prisluSenstvo,

jednoro¢na zaruka na diely a pracu,

indtalacia a zaskolenie nie su suc¢astou

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

(zelena, zlta, oranZova, Cervena,
karminova) plus kanal HRM, prenosny
pocitac, softvér, prislusenstvo,
jednoro€na zaruka na diely a pracu,
inStalacia a zaskolenie

Aktualne licencné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouZivatelskej prirucke k suprave QIAGEN. Sprievodcov
a pouzivatel'ské prirucky k supravam QIAGEN najdete na lokalite
www.qgiagen.com alebo o ne mdzete poziadat oddelenie technickych sluzieb
spolocnosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Tento produkt je uréeny na diagnostické pouZitie in vitro. ipsogen produkty sa nemdzu opéatovne predavat, upravovat na dal$i predaj ani pouzivat
na vyrobu komerénych vyrobkov bez pisomného suhlasu spolo¢nosti QIAGEN.

Informéacie uvadzané v tomto dokumente sa m6zu zmenit bez predchadzajuceho upozornenia. Spolo¢nost QIAGEN nenesie Ziadnu
zodpovednost za chyby, ktoré sa mézu vyskytnat v tomto dokumente. Tento dokument sa v €ase uverejnenia povazuje za Uplny a presny.
Spolo¢nost QIAGEN v Ziadnom pripade nezodpoveda za nahodné, $pecidlne, viacnasobné alebo nasledné skody, ktoré vzniknu v suvislosti s
pouzivanim tohto dokumentu alebo vyplyvajuce z jeho pouzitia.

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

Tento produkt sa predava na zaklade licenénej zmluvy so spolo€nostou Epoch Biosciences na pouZitie iba v diagnostike in vitro a nesmie sa
pouzivat na Ziadny iny vyskum, komer¢ny, klinicky vyskum ani na iné pouzitie mimo oblasti diagnostiky in vitro.

Mutacia JAK2 V617F a jej pouzitia su chranené patentovymi pravami vratane eurépskeho patentu EP1 692281, americkych patentov 7 429 456 a
7 781 199, americkych patentovych prihlaSok US20090162849 a US20120066776 a zahrani¢nych naprotivkov.

Nakup tohto produktu neposkytuje Ziadne pravo na jeho pouzitie na klinické skusky liekov zameranych na JAK2 V617F. QIAGEN vyvija Specifické
licenéné programy pre takéto pouzitie. Kontaktujte nase pravne oddelenie na jak2licenses@giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®,
FAM™  VIC® (Life Technologies Corporation); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); Excel® (Microsoft Corporation); iCycler® (Bio-Rad Laboratories, Inc.);
LightCycler®, TagMan® (Roche Group); MGB™ (Epoch Biosciences).

Obmedzena licenéna zmluva
PouZitie tohto produktu predstavuje stuhlas kupujiceho alebo pouzivatela ipsogen JAK2 MutaScreen Kit s nasledovnymi podmienkami:

1. ipsogenJAK2 MutaScreen Kit moze byt pouzity vyluéne len v sulade s priru¢kou ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a na pouzitie iba s
komponentmi obsiahnutymi v siprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci ziadneho zo svojich prav na ochranu
dusevného vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto stpravy s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto
supravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v priru¢ke ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a v dal$ich protokoloch, ktoré st dostupné na adrese
www.qgiagen.com.

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

3. Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouZitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
4. Spolo¢nost QIAGEN sa $pecificky zrieka vSetkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.
5. Kupujuci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest
k akymkolvek ¢innostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolo€nost QIAGEN méze uplatfiovat prislusné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licen¢nej zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZadovat vSetky naklady na vySetrovanie a sidne konania

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

Aktualizované licenéné podmienky najdete na www.qiagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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