Duben 2017

Prirucka pro soupravu
ipsogen® CALR RGQ PCR Kit

\

Verze 1
IVD

Pro diagnostiku in vitro
K pouziti s pfistrojem Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM

Ce€

REF 674023

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden
NEMECKO

ro | MAT 1103549CS

| 00000
—  Sample to Insight QIAGEN —




Obsah

BRI POUZIT ..ot ettt ettt et e e e et e e ee e e e en e 4
SRMULT @ VYSVEEIENT ... 4
PrINCID POSTUPUL ¢ttt ettt e et e e st e s ebeee s 9
DOAAVANE MALETTALY.....eieeeree e ettt e e e et e et a e et e e e ente e e e snneeeeanneeeeeaneeeeennnees 14
ODSAN SOUPFAVY ...eeeeiiiei ittt e e e e ettt e e e e e e et bee e e e e e e e aannnnneeaaaean 14

Dal8i potfebné materialy, které nejsou sou€asti SOUPravy ........cccccceviiiiiiiii, 15
Upozornéni a bezpeCnostni Opatieni ...........oiiiiiiiiiii e 17
BezpeCnostni OPatFeN ..........cooiiiiiiiiiii e 18
Skladovani €inidel a manipulace S NIMi..........eeeiiiiii e 20
Manipulace se vzorkem a jeho skladoVAN.............oooiiiiiiiiie i 21
PINA KIBV ..t 21
VZOorky genomiCKE DINA ......ooiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e st ae e e e e e e s snees 21
POSTUD .o 22
Extrakce a pfiprava genomické DNA ... 22

Ruéni extrakce gDNA soupravou QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit................. 22
Automaticka extrakce gDNA soupravou QIAsymphony DSP DNA Mini Kit....... 26
Kvantifikace a zjiSténi Cistoty DNA ........oooiiiiiiiie e 31
Normalizace vzorku genomick€ DNA ..........coociriiiiiie e 31

Protokol: gPCR na pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5pleX HRM ........cccoooiiiniiencninnnen, 32
Instalace Gamma Plug-inu a import profilu testu...........cccoviiiiiiiiiiiniiiien 32
Nastaveni pIniciho bIOKU @ FOtOrU ...........cooviiiiiiiiee e 34

Vytvoreni pracovnino SEZNAMU ...........ccuviiiiiiiiiiiiiiee e 37

2 PFiruc¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017



NASTAVENT P CR ....eiiiiie it e e e e e e e nrraee s 38

Pfiprava pfistroje Rotor-Gene MDx a zahajeni cyklu qPCR............c.cccoeeivineee. 40
Poskytnuti vysledkl a zprava o vysledcich QPCR ... 41
INterpretace VYSIEAKU ........o e 43
N =377 W - | SRS 43
OPaKOVANE tESIOVANT.....ccii ittt a e e e saees 44
Z0Brazeni VYSIEAKU .....ciiiiiiiiiiiii et 46

Navod Na FESENT POLIZI .......oeiiiiii e 54
KONEFOIA KVAIILY ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e anees 63
(O] 0017.2=T o 1 H OO PP PP OUPPP PPN 63
Charakteristiky funk&nich vIastnoSti ............ooiuiiiiiiiii e 65
Hodnoty meze SIEPENO VZOIKU .........ceiiiiiiiiiiiiiii et 65

MEZ AELEKCE ... it 65
VStUPNT MNOZSIVE DINA ...t e et e e nntee e e enee e e s nneeee s 66
Opakovatelnost a reprodukovatelNOSt..........ccuvviviieeiiiiiiiiiiee e 66
INEEITEIUJICT TALKY ..eeeeeeei e e e e r e e e e e e snees 68

S 1T [ - WP EUPR SRR 68
Klinicka validace a porovnani Metod............ccuveiiuiieeiiiie e eeee e 69

[ (T LT = PP PUPR 72
SYMIDOIY ettt 73
INfOrmMace Pro ODJEANAVKY .......coiiiiiiiiiiiiei it 75

Priru¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017 3



Ugel pouziti

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit je in vitro PCR test v redlném &ase pro detekci
mutaci CALR v genomické DNA z pIné krve u subjektl s podezfenim na myeloproliferativni
neoplazie (MPN). Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit také umozriuje identifikaci dvou
hlavnich mutaci CALR (Typ 1 a Typ 2) a pouziva se s platformou QIAGEN Rotor-Gene Q
MDx 5Plex HRM. Tento vyrobek je uréen k pouziti pouze pro profesionalni uzivatele, jako
jsou laboranti nebo Iékafi vySkoleni v molekularné biologickych metodach.

Zachazeni s vyrobky je tfeba vénovat potfebnou péci a pozornost.

V8em uzivatelim vyrobk( znac¢ky QIAGEN doporucujeme dodrZovat pokyny Narodniho
Ustavu zdravi (National Institutes of Health, NIH) pro experimenty s rekombinantni DNA
nebo jiné pfislusné pokyny.

Shrnuti a vysvétleni

Myeloproliferativni neoplazie je skupina chorob pfedstavujici 39 % hematologickych
zhoubnych nadorovych onemocnéni, které jsou charakterizovany chronickou akumulaci
zralych krevnich bunék riznych typa v krvi; tyto buriky jsou bud pozitivni (Ph+) nebo
negativni (Ph-) pro Philadelphsky chromozom.

V roce 2005 (1-4) byla identifikovana recidivujici somaticka mutace, V617F, ovliviiujici gen
Janus tyrozinkindzy 2 (JAK2), coz vedlo k velkému pralomu v pochopeni, klasifikaci a
diagnostice MPN. Z celkového poctu pacientd s MPH Ph- je mutace V617F genu JAK2
detekovana u > 95 % pacientd s pravou polycytémii (polycythemia vera (PV)), 50-60 %
pacientd s esenciélni trombocytémii (ET), a 50 % pacientd s primarni myelofibrézou
(PMF). Navic se u 5-10 % pfipadl ET a PMF vyskytuji aktivujici mutace v genu pro
receptor thrombopoietinu (MPL). U zbyvajicich 30 az 45 % pacientd nebyl identifikovan
zadny specificky molekularni marker.
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Objev somaticky ziskanych mutaci v genu CALR (ktery kéduje bilkovinu kalretikulin) u
podstatného podilu pacientd s MPN Ph-— poskytl novy marker klonalniho onemocnéni
(5, 6), coz posunulo vpfed diagnézu i prognézu u téchto doposud molekularné necharak-
terizovanych pfFipad(. Somatické inzerce nebo delece v exonu 9 genu CALR byly nalezeny
u vétsiny pacientd s MPN Ph— bez mutace JAK2. Zpoc¢atku bylo pro CALR identifikovano
celkové 36 ,typu“ (Tabulka 1), zahrnujicich inzerce, delece, substituce nebo jejich
vzajemné kombinace. VétSina z nich zpusobovala posuv ¢&teciho ramce, kdy dotyény
alternativni ¢teci ramec vedl| ke vzniku mutantnich bilkovin CALR, které mély na C-konci
tutéZ novou sekvenci aminokyselin. Bylo navrzeno, Ze tento zménény &teci ramec méni
bunécénou lokalizaci riznych mutantnich bilkovin a ovliviiuje schopnost jejich C-terminal-
nich domén vazat Ca2".

Pfesny mechanismus patogeneze nebyl zatim zcela vysvétlen, ale studie in vitro ukazaly,
Ze overexprese nejcastéjSi delece genu CALR (mutace Typ 1, viz Tabulka 1) zpUsobila

bunécény rlst nezavisly na cytokinu) (5).

Tabulka 1. Seznam mutaci CALR od Typu 1 po Typ 36

Typ COSMIC ID* Frekvence (%)f Zapis mutantni cDNA CALR
1 COSM1738055 53 €.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 €.1154 1155insTTGTC

3 COSM1738150 1,7 €.1095_1140del

4 COSM1738151 1 €.1102_1135del

5 COSM1738057 0,7 €.1091_1142del

6 COSM1738152 0,7 €.1094_1139del

7 COSM1738343 0,7 €.1102_1153del

8 COSM1738153 0,7 €.1104_1137del

9 COSM1738154 0,7 c.1140del

10 COSM1738155 0,7 €.1154delinsTGTGTC

11 Nli; COSM1738150 0,3 [€.1092G>C;1095_1140del]
12 COSM1738359 0,3 €.1098_1131del
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Typ COSMIC ID* Frekvence (%)’ Zapis mutantni cDNA CALR

13 COSM1738339 0,3 €.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0,3 €.1101_1134del

15  COSM1738151; NI 0,3 [c.1102_1135del;1145C>G]

16 COSM1738157 0,3 €.1102_1137delinsCA

17  COSM1738153; NI 0,3 [c.1104_1137del;1148A>T]

18 COSM1738158 0,3 €.1104_1155del

19 COSM1738349 0,3 €.1110_1140del

20 COSM1738159 0,3 €.1118 1136del

21 COSM1738160 0,3 €.1118_1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0,3 €.1120_1123del

23 COSM1738344 0,3 €.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0,3 €.1120_1138del

25 COSM1738346 0,3 €.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0,3 c.1122del

27 COSM1738351 0,3 €.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0,3 €.1131_1152del

29 COSM1738352 0,3 €.1135_1152delins
CCTCCTCTTTGTCT

30 COSM1738353 0,3 €.1137_1154delinsCCATCCTTGTC

31  NI¥; COSM1738056 0,3 [c.1151A>G;1154 1155insTTGTC]

32 COSM1738330 0,3 €.1153_1154delinsTGTC

33 COSM1738355 0,3 €.1154 1155insATGTC

34 COSM1738331 0,3 c.1154 delinsCTTGTC

35 COSM1738356 0,3 €.1154delinsTTTGTC

36 COSM1738332 0,3 €.1155 1156insTGTCG

o=+ o

Identifika¢ni Cisla z katalogu COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
Frekvence od Klampfl et al. (2013) (5).
NI: Mutace neidentifikovana v katalogu COSMIC.
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Diagnézy MPN byly tradiéné zaloZeny na klinickych a cytogenetickych kritériich a histologii
kostni dfené. Objev molekularniho markeru specifického pro onemocnéni zjednodusil
proces a zvysil diagnostickou pfesnost. Porozuméni molekularnimu zakladu ET a PMF
u pacientd bez mutaci JAK2 a MPL je jednim z hlavnich cild v problematice MPN. V tomto
ohledu objev mutaci CALR poskytuje dodate¢ny molekularni marker jak pro diagnézu, tak
i prognézu u pacientd s MPN Ph-. Detekce mutace CALR je nyni soucasti referencnich
kritériit WHO 2016 pro diagnostiku MPN (Tabulka 2) a pfitomnost této mutace je hlavnim
kritériem pro potvrzeni diagnézy.

Tabulka 2. Kritéria WHO pro diagnostiku MPN (pfevzato z reference 7)

Kritéria WHO pro diagnézu esencialni trombocytémie
Hlavni kritéria:

1. Poget krevnich desticek = 450 x 10%/1.

2. Biopsie kostni dfené ukazujici proliferaci hlavné v linii megakaryocytl se
zvySenym poctem zvétSenych, zralych megakaryocytu s hyperlobulovanymi jadry.
Nedochazi k vyznamnému narlistu nebo posunu doleva v granulopoéze neutrofilt
ani erythropoéze; velmi vzacné dochazi k mensimu narustu retikulinovych viaken.

3. Nesplnéni kritérii WHO pro BCR-ABL1+ CML, PV, PMF, myelodysplasticky
syndrom (MDS), nebo jiné myeloidni neoplazie.

|4. Pritomnost mutace JAK2, CALR nebo MPL. I

Vedlejsi kritérium:

PFitomnost klonalniho markeru nebo nepfitomnost dikazu reaktivni trombocytézy.

Kritéria WHO pro diagnézu primarni myelofibrézy
Hlavni kritéria:
1. Pritomnost megakaryotické proliferace a atypie, provazena bud' retikulinovou

nebo kolagenni fibrézou.

2. NesplInéni kritérii WHO pro ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS, nebo jinych
myeloidnich neoplazii.

3. Pritomnost mutace JAK2, CALR nebo MPL, nebo v pfipadé jejich absence
pritomnost jiného klonalniho markeru nebo absence reaktivni myelofibrozy.
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Vedlejsi kritéria:

Pritomnost aspon jednoho z nasledujicich, potvrzena ve dvou po sobé nasledujicich
stanovenich:

a) Anémie, kterou nelze pficist na vrub komorbidity

b) Leukocytéza = 11 x 10%

c) Splenomegalie zjist€na pohmatem

d) LDH* nad horni hranici normalu referenéniho rozpéti pro zdravotnicka zarizeni
e) Leukoerytroblast6za

Kritéria WHO pro pravou polycytémii
Hlavni kritéria:
1. Hemoglobin (Hgb) > 16,5 g/dl u muzd, Hgb > 16,0 g/dl u Zen; nebo hematokrit

(Hct) > 49 % u muzd, Hct > 48 % u Zen; nebo zvySené mnozstvi Cervenych
krvinek.

2. Biopsie kostni dfené ukazujici hypercelularitu pro dany vék s rastem ve tfech
liniich (panmyel6za), v€etné prominentni erytroidni, granulocytické a mega-
karyotické proliferace s pleomorfnimi, zralymi megakaryocyty (rozdily ve
velikosti).

3. Pritomnost mutaci JAK2 V617F nebo mutace JAK2, exon 12
Vedlejsi kritérium:

Podnormalni hladina sérového erythropoietinu

* CML: chronicka myeloidni leukémie; LDH: laktat dehydrogenaza.

Detekce mutaci CALR v gDNA extrahované z perifernich krevnich bunék se nyni pouziva
jako diagnosticky nastroj stejné jako detekce mutaci JAK2, coz zjednodusilo a zlepSilo
diagnostiku pacientd s MPN. Testy CALR a JAK2 (souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit
aipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) byly validovany pomoci stejnych metod extrakce gDNA,

proto muze byt tentyz vzorek testovan obéma témito odliSnymi soupravami pro gPCR.
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Princip postupu

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit je PCR test vrealném &ase. Souprava vyuzZiva
techniky kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR) pro kvalitativni detekci somatickych
mutaci v oblasti ¢.1091_1162 (anotace cDNA) exonu 9 v genu CALR (pfistupové ¢islo
GenBank® CR457070) (5, 6), a také umoznuje identifikaci dvou hlavnich mutaci CALR

(Typ 1aTyp 2).

V soupravé jsou Cinidla pro sedm samostatnych amplifikacnich reakci PCR v témze cyklu
pro identifikaci mutaci CALR Typ 1l aTyp 2 adetekci dodate¢nych vedlejSich variant
(uvedeno v ,Charakteristiky funkénich vlastnosti/Specificita“, strana 68) v genomické DNA
extrahované z piné lidské periferni krve. Doba zpracovani, tj. provedeni v8ech ukold od
extrakce gDNA (ru¢ni nebo automaticka extrakce) az po analyzu dat, je krat$i nez jeden
pracovni den.

Pouziti PCR v realném ¢ase umozriuje detekci cilové sekvence DNA béhem exponencialni
faze procesu amplifikace. Data Ize pfi PCR v realném &ase ziskat rychle (a bez zpracovani
po skonéeni PCR) pomoci detekce fluorescenénich signald bé&hem cyklovani PCR.
V soucCasnosti jsou dostupné ftfi hlavni typy technik pro qPCR: analyza qPCR pomoci
barviva SYBR® Green | Dye, analyza gPCR s pouzitim hydrolyza¢nich sond a analyza

gPCR s pouzitim hybridiza¢nich sond.

Tento test vyuziva pfi gqPCR princip oligonukleotidové hydrolyzy. BEhem PCR se pfimé a
zpétné primery hybridizuji se specifickou sekvenci. Tatdz smés obsahuje dalSi oligo-
nukleotid s navazanym barvivem. Tato sonda, kterou tvofi oligonukleotid oznaceny
5’ oznamovacim barvivem (F) a downstream 3’zhase€em bez barviva (Q), hybridizuje
s cilovou sekvenci v produktu PCR. Analyza pomoci gPCR s hydrolyzaénimi sondami
vyuzivd 53’ exonukledzové aktivity DNA polymerdzy izolované z mikroorganismu
Thermus aquaticus (Tag DNA polymeraza). Kdyz je sonda intaktni, blizkost oznamovaciho
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barviva a zhaSefe potlatuje oznamovaci fluorescenci primarné pfenosem energie

Fdrsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomna cilova sekvence, pfimé i zpétné primery se specificky
navdzou a octnou se po obou stranach hybridizované sondy. 3’ konec sondy je
zablokovan, takze nedojde kjeho prodlouzeni béhem PCR (Obrazek 1). Béhem faze
polymerace dojde plsobenim 5'—3’ exonukleazové aktivity DNA polymerazy k rozstépeni
sondy, ¢imz se uvolni zhase¢ a dojde k emisi oznamovaciho fluorescencéniho signalu.
Fragmenty sondy jsou potom uvolnény zcilové sekvence a polymerizace fetézce
pokracuje. Tento proces probiha v kazdém cyklu a nepfekazi exponencialni akumulaci

produktu (viz obrazek 1).

Zvétseni intenzity fluorescencniho signélu je detekovano pouze, pokud je cilova sekvence

komplementarni s primery a sondou, a je tudiz amplifikovana béhem PCR.
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Obréazek 1. Princip reakci PCR v redlném case.

Identifikace dvou hlavnich mutaci CALR

K identifikaci mutaci CALR Typ1l aTyp2 se pouziva alelové-specificka amplifikace

technologii ARMS (Allele Refractory Mutation System),

ktera vyuZiva specifické

hybridizace primerd s komplementarni sekvenci a schopnosti DNA polymerazy rozeznat

pritomnost €i absenci komplementarity na 3’ konci primeru PCR.
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Pokud se primer PCR zcela shoduje, amplifikace pokraCuje s plnou uU€innosti. Pokud se
3’ baze neshoduje, probiha pouze nespecificka amplifikace na nizké UGrovni v pozadi
reakce (Obrazek 2).

e D

Divoky typ 0 . = [Malé amplifikace J
Q Foo
TYP1/TYP2 = — | Amplifikace |
Fe——— [Amoitace |
Priklad TYP 36 @ - —=> [Mala amplifikace ]

\ ° 4
Obrazek 2. Identifikace mutaci CALR Typ 1 a Typ 2 metodou ARMS PCR. Q — F:

sonda s dvojitym barvivem BHQ® — FAM™:; & pFimy primer (oranZova) a zpétny primer

(¢erna).

Detekce vedlejSich variant mutaci CALR

Za ucelem detekce vedlejSich variant mutaci CALR byly sondy a primery v reakénich
smeésich zkombinovany s dalSim oligonukleotidem, ktery je na 3’ konci blokovan pfidanou
fosfatovou skupinou (tzv. oligonukleotid CLAMP). Oligonukleotid CLAMP je specificky pro
cilovou sekvenci divokého typu, apokud je sni hybridizovan, inhibuje prodluzovani
produktu PCR (tzv. ,PCR clamping“). Pokud templat pro PCR obsahuje sekvenci divokého
typu, dojde k hybridizaci oligonukleotidu CLAMP dfive, nez k navazani primeru PCR, a
dojde k nulovému & malému rdstu fetézcu vlivem DNA polymerazy. Pokud je pfitomna
zmutovana cilova sekvence, oligonukleotid CLAMP se s ni nehybridizuje viibec nebo jen
$patné, primer PCR se navaZze a dojde k amplifikaci (obrazek 3).
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Divoky t — | Mala amplifikace
y typ — — [ ]
MUTANT * — | Amplifikace
Q F o
MUTANT’ — | Mala amplifikace
- —
MUTANT” S . — [ Mala amplifikace
Q E

Obrazek 3. Detekce vedlejSich mutaci CALR. Q — F: sonda s dvojitym barvivem
BHQ — FAM; & pfimy primer (zelend) a zpétny primer (€erna); —a: 3'-fosfatovy

oligonukleotid (oligonukleotid CLAMP; Zlutd).

Interni kontrola amplifikace (IAC) ve vSech reakénich smésich

Aby byla mozna validace a kontrola reakce gPCR v pfitomnosti templatu lidské genomické
DNA (gDNA), kazda reakéni smés CALR obsahuje primery a sondu pro detekci endogenni
sekvence lidského genu ABL1. K amplifikaci této kontrolni sekvence dochazi pfi Multiplex-
PCR reakcich sDNA vSech mutantt CALR a DNA divokého typu; je znaCena
hexachlorofluoresceinem (HEX™), aby bylo mozZno ji odliSit od amplikond v mutaénich
reakcich, které jsou znacené fluorescein amiditem (FAM). Zhasecem pro obé sondy je
Black Hole Quencher® (BHQ-1).
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)

Katalogové cislo 674023

Pocet reakci 24

Barva Identita Objem

Zluté CALR Reaction Mix Type 1 850 ul
(Reakéni smés CALR Typ 1)

Zluta CALR Reaction Mix Type 2 850 pl
(Reakéni smés CALR Typ 2)

Fialova CALR Reaction Mix CLAMP 1 850 i
(Reakéni smés CALR CLAMP 1)

Fialova CALR Reaction Mix CLAMP 2 850 pl
(Reakéni smés CALR CLAMP 2)

Fialova CALR Reaction Mix CLAMP 3 850 i
(Reakéni smés CALR CLAMP 3)

Fialova CALR Reaction Mix CLAMP 4 850 pl
(Reakéni smés CALR CLAMP 4)

Fialova CALR Reaction Mix CLAMP 5 850 pl
(Reakéni smés CALR CLAMP 5)

Zelena CALR Wild-Type Control 145 pl
(CALR kontrola divokého typu)

Cervena CALR Mutant Control (CALR mutantni kontrola) 145 yl

Zelenomodra Taq DNA Polymerase (Taq DNA polymeraza) 85 pl

Bila TE Buffer (TE pufr) 1,9ml

14
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Dalsi potrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové

pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych

bezpec&nostnich listech (SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuceni vyrobce.

Pipety (nastavitelné) uréené vyhradné pro PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100—1000 pl)

Doporucuji se minimalné dvé sady pipet, jedna pro pfipravu a rozdéleni reakénich
smési PCR a jedna pro manipulaci s DNA véetné davkovani templatl PCR.

® Sterilni PCR pipetovaci $pi¢ky bez nukleazy s aerosolovou bariérou s hydrofobnimi

filtry
® Zkumavky PCR 1,5 ml nebo 2,0 ml bez nukleazy
® Rukavice na jedno pouziti
e Vifivy mixér (Vortex)

® Spektrofotometr

Dodatec¢né vybaveni a material pro ruéni extrakci DNA

Souprava QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat. €. 61104)

e Etanol (96100 %)
Poznamka: Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje jiné latky, napfiklad
metanol nebo metyletylketon.

® Topny blok pro lyzu vzork(d pfi 56 °C

® Stolni centrifuga s rotorem pro reakéni zkumavky 0,5 mil/1,5 ml/2,0 ml (schopna
dosahovat 13 000-14 000 otaCek za minutu)

Priru¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017
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Dodatecné vybaveni a material pro automatickou extrakci DNA

® P¥istroj QIAsymphony® SP (kat. €. 9001297), software verze 4.0 nebo vysSi
a poskytnuté pfislusenstvi véetné protokolu Blood_200_V7_DSP

® VloZka Tube Insert 3b (kat. €. 9242083)

® Souprava QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236)

® Sample Prep Cartridges, 8-well (kazety pro pfipravu vzorkd, 8jamkové, kat. ¢. 997002)
e Vigka 8-Rod Covers (kat. C. 997004)

e Filter-Tips (Spicky s filtry), 1500 ul (kat. €. 997024)

e Filter-Tips (Spicky s filtry), 200 pl (kat. €. 990332)

® Elution Microtubes CL (eluéni mikrozkumavky CL) (kat. €. 19588)

e Tip disposal bags (sacky na likvidaci Spi¢ek) (kat. €. 9013395)

® Microtubes 2.0 ml Type H (mikrozkumavky 2,0 ml typ H, Sarstedt®, kat. ¢. 72.694)

Dodatec¢né vybaveni a material pro PCR na pfistroji Rotor Gene Q MDx

Pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat. €. 9002032) a poskytnuté pfislusenstvi
e Software Rotor-Gene AssayManager® verze 2.1.x (kde x = 0 a vy3e)
e Software Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in verze 1.0.x (kde x =0
a vyse)
® CALR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE verze 1.0.x (kde x = 2 a vySe)

® Loading Block for 72 x 0.1 ml Tube (plnici blok pro zkumavky 72 x 0,1 ml,
kat. €. 9018901)

e 72-Well Rotor (rotor pro 72 zkumavek, kat. €. 9018903)

e Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (rotor pro 72 zkumavek s pojistnym krouzkem,
kat. ¢. 9018904)

® Rotor Holder (drzéak rotoru, kat. ¢. 9018908)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (stripy zkumavek s vi¢ky, 0,1 ml), pro pfistroj
Rotor-Gene Q MDx (kat. €. 981103 nebo 981106)

e Led (nebo chladici blok)
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Upozornéni a bezpecCnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
bezpecnostnich listech (SDS). Jsou k dispozici také online v PDF forméatu na strankach
www.giagen.com/safety, kde mlzete najit, pfecCist a vytisknout bezpecénosti listy vSech

souprav a soucasti souprav QIAGEN.

Bezpec€nostni informace souvisejici s extrakénimi soupravami QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (kat. €. 61104) a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236) najdete
v pfislusnych pfiruckach. Bezpecnostni informace pro pfistroje najdete v uZivatelské

pfirucce prislusného pfistroje.

VAROVANI  Nebezpeéi zranéni
K odpadu z pfipravy vzorku nepfidavejte roztoky bélidla ani kyselin.

Pufry v kazeté cinidel soupravy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit obsahuji guanidinové
soli, které mohou pfi kombinaci s bélidlem vytvaret velmi reaktivni slou¢eniny. Pokud dojde
k rozliti kapalin obsahujicich tyto pufry, vycistéte misto vhodnym laboratornim detergentem
a vodou. Pokud rozlitd kapalina obsahuje pfipadné infekéni agens, vyCistéte zasazené
misto nejdfive laboratornim detergentem a vodou, a potom 1% (v/v) roztokem chlornanu

sodného.
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Bezpecnostni opatfeni

Pouzivani testd gPCR vyzaduje dobrou laboratorni praxi, véetné sledovatelnosti vybaveni,

udrzby vybaveni vyhrazeného pro molekularni biologii a dodrZovani pfislusnych predpist

a norem.

Tato souprava je uréena pro diagnostiku in vitro. Cinidla a pokyny dodané s touto

soupravou byly testovany pro zajisténi optimalnich funkénich vliastnosti.

Veskeré chemikalie a biologické materialy jsou potencialné nebezpeéné. Vzorky jsou
potencialné infekéni a musi se s nimi proto zachazet jako s biologicky nebezpeénymi
materialy.

Vzorky a odpad z testu zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.

Cinidla v soupravé ipsogen CALR RGQ PCR Kit jsou optimalné nafedéna. Cinidla dale

nefedte. Muze to mit za nasledek zhorseni kvality provedeni testu.
Nepouzivejte reakéni objemy (reakéni smés plus vzorek) nizsi nez 25 pl.
Postupy pfi kontrole kvality ve spole¢nosti QIAGEN zahrnuji funkéni testovani souprav

pro kazdou jednotlivou $arzi souprav. Proto nemichejte ¢inidla z rliznych $arzi; mohlo
by to ovlivnit funkéni vlastnosti souprav.

Oveéfte, Ze jsou nainstalovany soubory profilu testu a poZzadovany plug-in pro software
Rotor-Gene AssayManager v2.1.

V uzivatelskych pfiru¢kach Rotor-Gene Q MDx Uzivatelsky manudl a Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (UZivatelskéa pfirucka pro zékladni
aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1) najdete dodate¢na varovani,
preventivni opatfeni a postupy.

Zména inkubacnich dob a teplot mize mit za nasledek chybné nebo nesouhlasné
Udaje.

V8echny reakce (reakéni smés plus vzorek) pfipravujte na ledu nebo v chladicim bloku.
Nepouzivejte soulasti s proSlou dobou expirace ani nespravné skladované soucasti.

U reakénich smési mGze dojit ke zmé&nam v pfipadé jejich vystaveni svétlu.
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Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci smési materialy obsazenymi
v &inidlech CALR Mutant Control a CALR Wild-Type Control.

Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci pfenosem DNA nebo produktu

PCR, ktera by zpUsobila fale$ny pozitivni signal.

Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci DNazou, coz by mohlo zpuUsobit

degradaci templatové DNA.

Pro pfipravu reakénich smési a pfidavani templatl pouzivejte jednotlivé k tomuto Gcelu

vyhrazené pipety.
Neotevirejte pfistroj Rotor-Gene Q MDx, dokud neni cyklus testu dokoncen.

Neotevirejte zkumavky Rotor-Gene Q MDx po dokonceni cyklu testu. Zkumavky
zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.

Je nutné dbat opatrnosti, aby bylo zajiSténo spravné testovani vzorkl s dirazem na
pouziti nespravného vzorku, chyby pInéni a pipetovani.

Dbejte na to, aby byly vzorky zpracovavany systematicky a byla zaji$téna jejich
spravna identifikace.

Proto doporucujeme nasledujici:

® P¥i provadéni testu pouzivejte laboratorni vybaveni bez nukleazy (napf. pipety,

pipetovaci $picky, reakéni zkumavky) a pouzivejte rukavice.

Pouzivejte nové pipetovaci $picky s aerosolovou bariérou pro viechny pipetovaci

kroky, aby nedoslo ke kfiZzové kontaminaci vzorkd a €inidel.

Pripravte ¢inidlo master mix pfed PCR pomoci k tomu vyhrazenych materiall (pipet,
$picek atd.) ve vyhrazeném prostoru, kam nebudou zaneseny Zadné matrice DNA
(DNA, plazmid nebo produkty PCR). V tomtéZ misté pfidejte TE pufr do zkumavek
NTC a uzavrete je. Vzorky uréené k testovani, ¢inidla CALR Mutant Control a CALR
Wild-Type Control ve zvlaStni mistnosti s pouzitim vyhrazeného materialu (pipet,

Spicek apod).

Priru¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Pokud neni jakékoliv
soucast soupravy ipsogen CALR RGQ PCR pfi dodani zmrzla, béhem prfepravy doslo
k otevieni vnéjsiho obalu nebo zasilka neobsahuje balici list nebo &inidla, obratte se na
oddéleni technickych sluzeb QIAGEN Technical Services nebo mistni prodejce (navstivte
stranky www.giagen.com).

Soupravu ipsogen CALR RGQ PCR ulozZte ihned po dodani do mraznic¢ky a skladujte
v temnu pfi konstantni teploté —30 az —15 °C. P¥i ulozeni dle stanovenych podminek je
souprava ipsogen CALR RGQ PCR stabilni do uvedeného data expirace.

Po otevfeni Ize Cinidla ulozit v pavodnich obalech pfi teploté —30 az —15 °C az do data
expirace uvedeného na obalu. Soupravu opakované nerozmrazujte a nezmrazujte.

Neprekracujte maximalni pocet 5 cykld zmrazeni/rozmrazeni.

Informace o uchovavani a manipulaci souvisejici s extrakénimi soupravami QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (kat. €. 61104) nebo QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236)

najdete v pfirucce pfislusné soupravy.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim expirace a podminkam skladovani
vytiSsténym na obalu a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte soucasti s proSlou dobou

expirace ani nespravné skladované soucasti.
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Manipulace se vzorkem a jeho skladovani

PIna krev

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit se pouziva se vzorky genomické DNA izolované
ze vzork(l celé krve oSetfenych proti srazlivosti roztokem 2K-EDTA. Plnou krev lIze
uchovavat nasledovné:

® P¥i2°Caz8°Cdo 96 hodin.

® P¥i15°C az 25 °C do 96 hodin.

® Zmrazené pfi—30 °C az —15 °C do 1 mésice.

Vzorky genomické DNA

Genomickou DNA Ize uchovavat pfi 2 °C az 8 °C 1 tyden po extrakci nebo pfi —30 °C az
—15 °C do 24 mésicu, bud pfimo po extrakci nebo po zfedéni TE pufrem.
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Postup

Extrakce a pfiprava genomické DNA

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit byla validovana v kombinaci se soupravou
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. €. 61104) pro ruéni extrakci nebo pro pfistroj
QIAsymphony SP v kombinaci se soupravou QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat. €. 937236) pro automatickou extrakci.

Ovéfte, Ze extrakeni Cinidla pro gDNA nejsou prosla a byla dopravena a uchovavéna za
spravnych podminek.

Ruéni extrakce gDNA soupravou QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

Rucni extrakce gDNA soupravou QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. €. 61104) se
provadi podle Prirucky QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Ukony pied zahajenim
e Vytemperujte vzorky krve na pokojovou teplotu (15-25 °C) a ovéfte, Ze jsou dobfe
zhomogenizované.
e Pripravte lyticky pufr.
Pokud se v lytickém pufru (AL) vytvofila srazenina, rozpustte ji inkubaci pfi 56 °C.
® Pfipravte proteazu QIAGEN.

Do lahvicky s lyofilizovanou proteazou QIAGEN (QP) pfidejte 1,2 ml protedzového
rozpoustédla (PS) a opatrné promichejte. Aby obsah nezpénil, michani provedte
nékolikanasobnym obracenim lahvicky. Ovéfte, Ze se proteaza QP zcela rozpustila.
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Poznamka: Po rozpusténi v rozpoustédle PS je protedza QP stabilni po az 2 mésice,
pokud je skladovana pfi 2-8 °C. K prodlouzeni Zivotnosti proteazy doporucujeme
uchovavat pfi —20 °C, ale nemélo by dochazet k opakovanému zmrazovani a roztavani.
Proto doporu€ujeme uchovavat alikvoty proteazy QP.

® Pripravte promyvaci pufr 1.

Pomoci odmérného valce pfidejte 25 ml etanolu (96—-100 %) do lahve obsahujici 19 ml
koncentratu promyvaciho pufru 1 (AW 1). Rekonstituovany pufr AW1 uchovaveijte pfi
pokojové teploté (15-25 °C).

Poznamka: Pred zaCatkem postupu vzdy rekonstituovany pufr AW1 promichejte

nékolikanasobnym obracenim lahve.
® Pripravte promyvaci pufr 2.

Pomoci odmérného valce pfidejte 30 ml etanolu (96—-100 %) do lahve obsahujici 13 ml
koncentratu promyvaciho pufru 2 (AW2). Rekonstituovany pufr AW2 uchovaveijte pfi
pokojové teploté (15-25 °C).

Poznamka: Pfed zacatkem postupu vzdy rekonstituovany pufr AW2 promichejte

nékolikanasobnym obracenim lahve.
® Pripravte elucni pufr.

Se soupravou je dodana jedna lahev elu¢niho pufru (AE). Aby nedos$lo ke kontaminaci
pufru AE, dlirazné doporucujeme pipetovat pufr AE z lahve pipetovymi Spickami
s aerosolovou bariérou a lahev po pipetovani okamzité uzavfit.

Vytemperujte pufr AE na pokojovou teplotu (15-25° C).

® Nastavte topny blok na teplotu 56 °C pro pouziti ve 4. kroku.

Postup

1. Napipetujte 20 pl proteazy QP do lytické zkumavky (LT).
Poznamka: Pred pouzitim zkontrolujte datum expirace rekonstituované proteazy.

2. Do lytické zkumavky pfidejte 200 pl vzorku krve.
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3. Do lytické zkumavky pfidejte 200 pl lytického pufru (AL), uzaviete vicko, promichejte
pulznim vortexem po dobu 15 sekund a kratce odstfedte.

Poznamka: Pro G¢innou lyzi je kriticky dulezité, aby byl vzorek s pufrem AL dikladné
promichan a vznikl homogenni roztok.

Poznamka: Protoze je pufr AL velmi viskdzni, zajistéte pfidani spravného objemu pufru
AL peclivym pipetovanim a pouzitim vhodné pipety.

Dulezité: Nepfidavejte protedazu QP pfimo do pufru AL.

4. Inkubujte pfi 56 °C (x1 °C) po dobu 10 minut (+1 minuta).

5. Odstfedénim lytické zkumavky po dobu asi 5 sekund plnou rychlosti odstranite kapky
Z vnitfni strany vicka.

6. Do lytické zkumavky pfidejte 200 ul ethanolu (96—100 %), uzaviete vicko a promichejte
pulznim vortexem = 5 sekund.

7. Odstfedénim lytické zkumavky po dobu = 5 sekund pInou rychlosti odstranite kapky
z vnitfni strany vicka.

8. Opatrné naneste cely lyzat ze 7. kroku na odstfedovaci kolonku QlAamp Mini, aniz by
doslo k navlhéeni okraje. Nedotknéte se $piCkou pipety membrany odstfedovaci
kolonky QIAamp Mini.

Poznamka: Pokud zpracovavate nékolik vzorku, méjte vzdy otevienu jen jednu lytickou
zkumavku.

9. Uzavrete vicko odstfedovaci kolonky QIAamp Mini a odstfedte ji pfi pfiblizné 6000 x g
(8000 ot./min.) po dobu 1 minuty.

10. Dejte odstfedovaci kolonku QlAamp Mini do &isté promyvaci zkumavky (WT) a
zlikvidujte zkumavku s filtratem.

Poznamka: Pokud v§echen lyzat neprosel membranou po odstfedéni pfi 6000 x g
(8000 ot./min.), opakujte odstfedéni plnou rychlosti (az 20 800 x g) po dobu 1 minuty.
Poznamka: Pokud lyzat stale neproSel membranou pfi odstfedéni, zlikvidujte vzorek a
zopakujte izolaci a purifikaci s novym materialem pro vzorek.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.
23.

Opatrné oteviete odstfedovaci kolonku QlAamp Mini a pfidejte 500 pl pufru AW1, aniz
by doslo k navihéeni okraje. Nedotknéte se $pi¢kou pipety membrany odstfedovaci
kolonky QIAamp Mini.

Uzavrete vicko odstfedovaci kolonky QlAamp Mini a odstfedte ji pfi pfiblizné 6000 x g
(8000 ot./min.) po dobu 1 minuty.

Dejte odstfedovaci kolonku QlAamp Mini do &isté promyvaci zkumavky a zlikvidujte
zkumavku s filtratem.

Opatrné oteviete odstfedovaci kolonku QlAamp Mini a pfidejte 500 pl pufru AW2, aniz
by doslo k navihéeni okraje. Nedotknéte se Spickou pipety membrany odstfedovaci

kolonky QIAamp Mini.

Uzavrete vicko odstfedovaci kolonky QlAamp Mini a odstfedte ji plnou rychlosti
(pfiblizné 20 000 x g (14 000 ot./min.) po dobu 1 minuty.

Dejte odstfedovaci kolonku QlAamp Mini do Cisté promyvaci zkumavky a zlikvidujte
zkumavku s filtratem.

Membranu zcela ususte odstfedénim plnou rychlosti (pfiblizné 20 000 x g
(14 000 ot./min.) po dobu 3 minut.

Dejte odstfedovaci kolonku QlAamp Mini do isté elu¢ni zkumavky (ET) a zlikvidujte
promyvaci zkumavku s filtratem.

Opatrné oteviete vicko odstfedovaci kolonky QlAamp Mini a pfidejte 50 az 200 pl pufru
AE do stfedu membrany.

Poznamka: Nizsi eluéni objemy zvysuji koncentraci DNA v eluatu, ale mirné snizuji
celkovy vytézek DNA.

Zavrete vicko a inkubujte pFi pokojové teploté (15-25 °C) po dobu 1 minuty.

Provedte eluci DNA odstfedénim pfi pfiblizné 6000 x g (8000 ot./min.) po dobu

1 minuty.

Vzorek gDNA uchovavejte za vhodnych podminek.

Pouzité zkumavky na vzorky, misky a odpad zlikvidujte v souladu s mistnimi
bezpecnostnimi predpisy.
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Automaticka extrakce gDNA soupravou QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

Automaticka extrakce gDNA se provadi pfistrojem QIAsymphony SP v kombinaci se
soupravou QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236). Postupujte podle pokyn(
v Prirucce k soupravam QIAsymphony DSP DNA. Na pfistroji QIAsymphony zvolte
protokol Blood_200_V7_DSP.

Poznamka: Nasledujici prvky protokolu jsou specifické pro extrakci gDNA z pIné krve pro

analyzu soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit:

Preneste 300 pl celé krve do mikrozkumavky (2,0 ml Typ H, Sarstedt, kat. €. 72.694).

Elu¢ni objem a vystupni pozice je 100 pul pro cely krevni protokol.

Dulezité body pred zahajenim

Celkovy objem pIné krve pro extrakci je 200 pl (plus 100 pl mrtvy objem).

Presvédcte se, Ze jste obeznamen/a s provozem pfistroje QlIAsymphony SP. Provozni
pokyny najdete v uzivatelskych pfiru¢kach dodavanych s pfistrojem QlAsymphony SP.
Volitelna udrzba neni pro funkci pFistroje povinna, ale dtrazné ji doporuéujeme ke
snizeni rizika kontaminace.

PFed prvnim pouzitim kazety s ¢inidly zkontrolujte, Ze pufry QSL1 a QSB1 neobsahuji
srazeninu.

Pokud je to nutné, vyjméte vanicky obsahujici pufry QSL1 a QSB1 z kazety s Cinidly a
inkubuijte je po dobu 30 minut pfi 37 °C; obéasnym protfepavanim srazeninu rozpustte.
Ujistéte se, ze vanicky vratite na spravna mista.

Pokud je kazeta s €inidly jiz propichnuta, pfesvédéte se, Ze vanicky jsou zalepeny
paskami Reuse Seal Strip a inkubujte celou kazetu s €inidly za ob&asného
protfepavani na vodni lazni pfi 37 °C po dobu 30 minut.

Kazetou s ¢inidly netfepejte pfili§ dirazné, jinak muze vzniknout péna a dojit k potizim
s detekci hladiny kapalin.
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Ukony pied zahajenim

® Pred zahajenim postupu ovérte, Ze jsou magnetické ¢astice plné resuspendované.
Pfed prvnim pouzitim vanic¢ku s magnetickymi ¢asticemi dikladné vortexujte po dobu
nejméné 3 minut.

® Ovéfte, Ze propichovaci vicko je nasazeno na kazeté s Cinidly, a Ze vicko z vani¢ky
s magnetickymi ¢asticemi bylo sejmuto, nebo, pokud pouzivate kazetu s €inidly,
kterd jiz byla ¢aste€né vyuzita, ovérte, Ze pasky Reuse Seal Strip byly odlepeny.

® Nezapomernite otevfit zkumavky s enzymy.

® Pokud jsou vzorky oznaceny ¢arovym kédem, orientujte vzorky v nosic¢i zkumavek tak,
aby ¢arové kody byly obraceny ke &te€ce €arovych kodu na levé strané pfistroje
QlAsymphony SP.

Postup

1. Zaviete vSechny zasuvky a odsavaci kryt.

2. Zapnéte pristroj QIAsymphony SP; poc¢kejte, dokud se neobjevi obrazovka Sample
Preparation (Pfiprava vzorku) a skonéi inicializani postup.

Sitovy vypinac je v levém dolnim rohu pristroje QIAsymphony SP.

3. Prihlaste se do pfistroje.

4. Vyberte protokol, ktery ma probéhnout.

Pro vzorky pIné krve stisknéte tlacitko Select All (Vybrat v3e) a vyberte DNA Blood
(DNA krev), potom vyberte Blood_200_V7_DSP.

5. Ovérte, ze zasuvka ,Waste® (Odpad) je fadné pfipravena. Provedte inventarni sken
zasuvky ,\Waste" (Odpad) v€etné sbérného kanalku pro $picky a nadoby na kapalny
odpad. Vymérite sacek na likvidaci $picek, pokud je to nutné.

6. Vlozte pozadovany elu¢ni stojan do zasuvky ,Eluate® (Eluat).

Do ,Elution slot 4 (Eluéni pozice 4) nevkladejte 96jamkovou desticku.

Pouzivejte ,Elution slot 1 (Eluéni pozici 1) pouze s odpovidajicim chladicim
nastavcem.
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KdyZ pouzivate 96jamkovou destiCku, ovéite, Ze je spravné orientovana, protoze
nespravné umisténi mize pfi pozdéjsi analyze zpusobit zaménu vzorku.

7. Vlozte pozadovanou kazetu (pozadované kazety) s ¢inidly a spotfebnim materialem
do zasuvky ,Reagents and Consumables® (Cinidla a spotfebni material).
Poznamka: Ovérte, Ze pipetovaci $pi¢ky jsou spravné zasazeny do zasuvky.

8. Provedte inventarni sken zasuvky ,Reagents and Consumables® (Cinidla a spotfebni
materidl).

9. Preneste 300 pl vzorku celé krve k extrakci do mikrozkumavky (2,0 ml Typ H)
a umistéte ji do 2ml nastavce 3B na nosic¢i zkumavek se vzorkem.
VloZte zkumavky se vzorkem do zasuvky ,Sample” (Vzorek).

10. Pomoci dotekové obrazovky zadejte pozadované informace pro kazdou davku vzorku
ke zpracovani:
® |nformace o vzorku: Zmérfite vychozi format zkumavky tim, Ze si vyberete Select All
(Vybrat vSe) a pak vyberete Sarstedt reference 72.694 z listu Tube Insert (Vlozka
pro zkumavky).
® Potvrdte vybrany protokol: Blood_200_V7_DSP.
® Eluéni objem a vystupni pozice: Vyberte 100 pl pro cely krevni protokol.

Poznamka: Po zadani informaci o davce se stav zméni z LOADED (VLOZENO) na
QUEUED (ZARAZENO). Jakmile je zafazena jedna davka, objevi se tlagitko Run
(Cyklus).

11. Zahaijte cyklus stisknutim tla¢itka Run (Cyklus).

12. Prectéte si a potvrdte zpravu, ktera se zobrazi.

Poznamka: Doporuéujeme pockat u pfistroje dokud nedokonéi detekci hladiny kapalin ve
zkumavkach vnitfni kontroly a stav nosie pfistroje QIAsymphony SP se zméni na
RUNNING (CYKLUS PROBIHA).

Poznamka: Cyklus vjeho prabéhu nepferuujte ani nezastavujte (pokud nedojde

k nouzové situaci), protoze by vzorky byly oznacené jako ,unclear” (nejasné).
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Poznamka: Je mozné vzorky pribézné vkladat a pfidavat k tomuto cyklu (dokud nejsou

vloZena €inidla). Stisknutim tlacitka Run (Cyklus) zahajte purifikacni postup.

13.

14.

15.

16.

Na konci protokolu cyklu se stav davky zméni z RUNNING (CYKLUS PROBIHA) na
COMPLETED (CYKLUS DOKONCEN). Vyjméte eluéni stojan obsahujici purifikované

nukleové kyseliny ze zasuvky ,Eluate* (Eluat).

Doporucéujeme vyjmout desticku s eluaty ze zasuvky ,Eluate” (Eluat) ihned po skonéeni
cyklu. V eluénich desti¢kach ponechanych v pfistroji QIAsymphony SP po skonceni
cyklu mize dochazet ke kondenzaci nebo odpafovani podle toho, jaka je teplota a
vlhkost.

Exportujte soubor vysledki pfistroje QlAsymphony SP: toto hlaSeni je vytvofeno pro
kazdou eluéni desticku.

14a. Do jednoho z USB portd na pfedni strané pfistroje QlAsymphony SP zasurite
USB jednotku.

14b. Kliknéte na tlacitko Tools (Nastroje).
14c. Vyberte File Transfer (Pfenos soubort).

14d. V zélozce In-/Output Files (Vstupni/Vystupni soubory) vyberte Results Files
(Soubory s vysledky) a kliknéte na Transfer (Pfenést).

Ponechte nazev exportovaného souboru v nasledujicim formatu:
rrrr-mm-dd hh:mm:ss_ID elu€niho stojanu.

U kazdého vzorku v souboru vysledku z pfistroje QIAsymphony SP zkontrolujte
sloupec Validity of result (Platnost vysledku).

e Valid“ (platny) a ,unclear” (nejasny) stav: pokracujte kvalitativnim a kvantitativnim
stanovenim DNA.

e Invalid* (neplatny) stav: vzorek je zamitnut. Zopakujte krok extrakce.
Pokud je kazeta s €inidly pouze ¢aste¢né pouzita, zalepte ji dodanymi paskami Reuse

Seal Strip a uzavrete zkumavky s proteinazou K Sroubovymi uzavéry ihned po
skonéeni protokolu, aby nedoslo k odpafovani.
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17. Pouzité zkumavky na vzorky, misky a odpad zlikvidujte v souladu s mistnimi
bezpec&nostnimi pfedpisy.

18. Vycistéte pristroj QlAsymphony SP.
Postupujte podle pokynt v uzivatelskych pfiruckach dodanych s pfistrojem
QlAsymphony SP. Dbejte na pravidelné Cisténi chranitek Spicek; minimalizujete
tim riziko zkfizené kontaminace.

19. Zavrete zasuvky pfistroje a vypnéte pristroj QlAsymphony SP.

Magnetické Castice se vétSinou neprenaseji do eluatu. Pokud se v kterémkoli eluatu objevi

Cerné Castice, je mozné tyto magnetické Castice odstranit nasledovné:

® Na zkumavku obsahujici DNA aplikujte vhodny magneticky separator (napf. QIAGEN
12-Tube Magnet, kat. €. 36912) dokud nedojde k oddéleni magnetickych &astic.

® Pokud je DNA v mikrodesti¢kach, aplikujte na mikrodesti¢ku vhodny magneticky
separator (napf. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat. ¢. 36915) dokud nedojde
k oddéleni magnetickych Castic.

® Pokud neni vhodny magneticky separator dostupny, oddélte zbyvajici magnetické
Castice odstfedénim zkumavky obsahujici DNA v mikrocentrifuze plnou rychlosti po
dobu 1 minuty.

30 PFiruc¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017



Kvantifikace a zjisténi Cistoty DNA

Eluéni pufry pouzité v soupravach pro extrakci gDNA obsahuji ochranou latku azid sodny.
Azid sodny absorbuje pfi 260 nm, proto je nutné provést méfeni blanku a nakalibrovat

spektrofotometr. Podle protokolu extrakce se ma jako blank pouzit eluéni pufr.

® Pomér Azeo/Azgo musi byt = 1,7. Mensi poméry obvykle znamenaji kontaminaci
bilkovinou nebo pfitomnost organickych chemikalii, které nezadoucim zptisobem
ovliviuji krok PCR.

® Koncentrace DNA se ur€uje méfenim absorbance pfi 260 nm. Hodnoty absorbance pfi
260 nm jsou presné, pokud se nalézaji mezi 0,1 a 1,0.
Absorbance o velikosti 1 jednotky pfi 260 nm odpovida 50 ug DNA na ml
(A260 = 1 = 50 pg/ml).
Celkové mnozstvi purifikované DNA (ng) = koncentrace DNA (ng/ul) x objem vzorku (ul).

® Pokud je pomeér Azso/Azso pod 1,7 a/nebo je koncentrace gDNA pod 10 ng/pl, vzorek

nesmi byt dale zpracovavan.

Normalizace vzorku genomické DNA

Ziedte DNA na 10 ng/pl v TE pufru dodaném v soupravé ipsogen CALR RGQ PCR Kit.

PCR reakce v pfistroji Rotor-Gene Q MDx je optimalizovana na 50 ng purifikované gDNA

obsazené v 5 pl kone¢ného vzorku.
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Protokol: gPCR na pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

Se soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit je tfeba pracovat na pfistroji Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM a pouzit software Rotor-Gene AssayManager v2.1. k automatické
interpretaci vysledk(. Parametry teplotniho cyklovani jsou pro kazdy cyklus testu

uzamceny.

Pfed zahajenim protokolu vénujte dostatek ¢asu seznameni s pfistrojem Rotor-Gene Q
MDx a softwarem Rotor-Gene AssayManager v2.1. Podrobnosti najdete v uzivatelskych
priru¢kach pro pfistroje, software Rotor-Gene AssayManager v2.1, a Gamma Plug-in.

Instalace Gamma Plug-inu a import profilu testu

Na pocitaci pfipojeném k pfistroji Rotor-Gene Q MDx musi byt nainstalovan software
Rotor-Gene AssayManager v2.1. Software lze stahnout z polozky Operating Software
(Provozni software) pod zalozkou Product Resources (Zdroje tykajici se vyrobku) na
strance  vyrobku Rotor-Gene AssayManager v2.1 na webovych strankach
www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Podrobnosti o instalaci zakladniho softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1 najdete
v uzivatelské pfirucce Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual
(Uzivatelska pfirucka pro zakladni aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).
Podrobnosti o dodate€ném softwaru na pfipojenych pocitaich najdete ve struéném
navodu Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide.

Pro automatickou interpretaci vysledkd soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit softwarem

Rotor-Gene AssayManager v2.1. musite mit do softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1.

* Dle potfeby muZze byt pouZzit pfistroj Rotor-Gene Q 5plex HRM s datem vyroby v kvétnu 2010 nebo pozdéji. Datum
vyroby lze zjistit ze sériového &isla uvedeného na zadni strané pfistroje. Sériové &islo je ve formatu ,mmrrnnn®,
kde ,mm* oznacuje mésic vyroby v &islicich, ,rr* ozna€uje posledni dvé &islice roku vyroby a ,nnn" oznacuje
jedine¢ny identifikator pfistroje.
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nainstalovanu posledni verzi Gamma Plug-inu. Posledni verze plug-inu je pfistupna pod
polozkou Product Resources (Zdroje tykajici se vyrobku) na strance vyrobku Rotor-Gene
AssayManager v2.1 na webovych strankdch www.qgiagen.com/Products/Rotor-
GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Podrobnosti o tom, jak instalovat plug-in, najdete v ¢asti ,Installing Plug-ins* (Instalace
plug-ind) v uzivatelské pfiruéce Rotor-Gene AssayManagerv2.1 Core Application
User Manual (UzZivatelskd pfirucka pro z&kladni aplikaci softwaru Rotor-Gene

AssayManager v2.1).

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit také vyzaduje profil testu. Profil testu obsahuje
v8echny potfebné parametry pro tepelné cyklovani a analyzu testu qPCR. Profil testu
CALR (ipsogen_CALR_blood_CE) odpovida souboru .iap, ktery Ize stahnout ze stranky
vyrobku ipsogen CALR RGQ PCR Kit pod zalozkou Product Resources (Zdroje tykajici
se vyrobku) pod poloZzkou Protocol Files (Soubory protokolu). Profil testu je nutno

importovat do softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Podrobné informace o instalaci Gamma plug-inu a profilu testu najdete v uzivatelskych
pfiruckach Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Uzivatelska
pfiruCka pro zakladni aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1) a Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Uzivatelska pfirucka pro Gamma
Plug-in softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).

1. Gamma Plug-in a posledni verzi profilu testu CALR stahnete z webovych stranek
www.giagen.com.

2. Instalaci zahgjite dvojkliknutim na soubor RGAM_V2_1 Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi; postupujte podle pokynl pro instalaci.
Podrobny popis najdete v ¢asti ,Installing Plug-ins* (Instalace plug-in() v uzivatelské
pfiru¢ce Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Uzivatelska
pfiru¢ka pro zakladni aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).
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Poznamka: Kvuli celosystémové bezpecnosti procesu musi byt pro uzavieny rezim

provedena nasledujici konfiguraéni nastaveni:
® V prostfedi Configuration (Konfigurace) vyberte zalozku Settings (Nastaveni).

® Na panelu Work list (Pracovni seznam) pod polozkou Closed mode (Uzavieny
rezim) zaskrtnéte poli¢ka pro Material number required (Pozadovano ¢islo
materialu), Valid expiry date required (Pozadovano platné datum expirace)
a Lot number required (PoZadovano &islo Sarze).

Toto mliZze provést pouze uzivatel s pravy ,administratora“.

3. Poté, co instalujete Gamma Plug-in, provedte import profilu testu CALR (soubor .iap).
Prihlaste se do softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1 jako uzivatel s pravy
L-administratora“ pro software Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Vyberte prostfedi Configuration (Konfigurace).
Vyberte zaloZzku Assay Profiles (Profily testu).

Kliknéte na tlagitko Import (Importovat).

R

V otevfeném dialogovém okné vyberte soubor profilu testu CALR:
ipsogen_CALR_blood_CE.

8. Kliknéte na Open (Otevfit). Profil testu je nainstalovan a pfidan do seznamu
dostupnych profila testu; Ize jej pouzit v prostfedi Setup (Nastaveni).

Poznamka: Tutéz verzi profilu testu nelze importovat dvakrat.

Nastaveni plniciho bloku a rotoru

Pro optimalni vyuziti kontrol a reakénich smési doporucujeme testovat 6 vzork(i gDNA
v jednom experimentu.

Kazda reakéni smés (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2,
CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 a CALR CLAMP 5) se pouzije pro 9 reakci: 6 vzork
gDNA a 3 externi kontroly [1 CALR Mutant Control (MTC) (mutantni kontrola), 1 CALR
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Wild-Type Control (WTC) (kontrola divokého typu) a 1 No Template Control (kontrola bez
templatu) (NTC = TE pufr dodany v soupravé ipsogen CALR RGQ PCR Kit)].

Schémata na obrazcich 4 a 5 predstavuji ilustraci nastaveni plniciho bloku a rotoru pro
optimalizovany experiment se soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit.

Pozice reakénich smési CALR a kontrol jsou dany v profilu testu CALR a nelze je zménit.
Pokud nejsou reakéni smési/kontroly umistény podle pokynu nize, nelze provést

automatickou analyzu vysledka.

Cisla na obrazku 4 oznaguji pozice v plnicim bloku a indikuji kone&nou polohu rotoru.

Kontroly Vzorky
(—% I L |

MTC WTC NTC/TE Sl S2 S3 S4 S5 S6
r TYPE] :> 3 . e . 17 O % O 33 O 2 O EH) O 57 O s O
TYPE 2 By 2 . 10 . 18 \\J) % () = ‘,, n ( 7\ - ’ ;:I 58 (;; 6 :'7“-
;2 CLAMP 1 d) 3 . 1 . 13 O 2 O 35 O Py O 51 O 59 O 67 O
v @ -® -®-0-0-0-0-0-0
Eg CLAMP 3 / s . 13 . 21 \\_’\ » 7) ar ( 5 )\ s \/7 53 /7\1 61 rL/ o 'Jﬂ\

6 . 14 . n 30 38 % sa & 70

L 7 . 15 . 23 31 38 a7 55 6 7

Prazdné 8 '.17 16 '_/‘ /‘] u ‘j: 2 () ' s | " \_ 56 ;/ ) a () 7 |

\_/ _/ - / Ny N

zkumavky

Obrazek 4. Nastaveni plniciho bloku pro experiment se soupravou ipsogen CALR
RGQ PCR Kit. TYPE 1: Reakéni smés CALR TYPE 1; TYPE 2: Reakéni smés CALR
TYPE 2; CLAMP 1: Reakéni smés CALR CLAMP 1; CLAMP 2: Reakéni smés CALR
CLAMP 2; CLAMP 3: Reakéni smés CALR CLAMP 3; CLAMP 4: Reakéni smés CALR
CLAMP 4; CLAMP 5: Reakéni smés CALR CLAMP 5; MTC: CALR mutantni kontrola;
WTC: CALR kontrola divokého typu; NTC/TE: kontrola bez templatu (TE); S1-S6: vzorky
gDNA.
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Pozice ¢.1

Obrazek 5. Nastaveni rotoru pro experiment se soupravou ipsogen CALR RGQ PCR
Kit. Od pozice 1 MTC: CALR mutantni kontrola; WTC: CALR kontrola divokého typu;
NTC/TE: Kontrola bez templatu (TE); Typ 1: Reakéni smés CALR TYPE 1; Typ 2: Reakéni
smés CALR TYPE 2; C1: Reakéni smés CALR CLAMP 1; C2: Reakéni smés CALR
CLAMP 2; C3: Reakéni smés CALR CLAMP 3; C4: Reakéni smés CALR CLAMP 4;

C5: Reakéni smés CALR CLAMP 5; Vzorek 1 aZ Vzorek 6: Vzorky gDNA.

Poznamka: VSechny zbyvajici pozice ) musi byt vypInény prazdnymi zkumavkami.
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VytvoFeni pracovniho seznamu

Celkové fungovani prostfedi Setup (Nastaveni) a ,Creating/Editing a Work List"
(Vytvoreni/uprava pracovniho seznamu) je popsano v uZivatelské pfiruce Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Uzivatelska pfiru¢ka pro zakladni
aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Poznamka: Soubor s pracovnim seznamem lze ulozit. Pracovni seznam lze vytvofit pred

vloZzenim vzork( do pfistroje nebo poté, co je experiment v pfistroji nastaven.

1. Zapnéte pfistroj Rotor-Gene Q MDx.

2. Otevrete software Rotor-Gene AssayManager v2.1 a pfihlaste se jako uzivatel s roli
LOperator” (Obsluha) v uzavieném rezimu.

3. Vyberte prostfedi Setup (Nastaveni).

4. Ve spravci pracovniho seznamu kliknéte na tlacitko New manual work list (Novy

ruéni pracovni seznam).
5. Vyberte profil testu CALR ze seznamu dostupnych profild testu.

6. Kliknutim na Move (Pfenést) pfeneste vybrany profil testu na seznam Selected assay
profiles (Vybrané profily testh). Profil testu by nyni mél byt zobrazen na seznamu
Selected assay profiles (Vybrané profily testa).

7. Do odpovidajiciho pole zadejte pocet vzorkl (az 6).

8. Vyberte krok Kit Information (Informace o soupravé). Pouzijte ¢arovy kod nebo ruéné
zadejte nasledujici informace o soupravé, které se nachazeji na viku krabice se
soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit:

Cislo materialu 1100703

Platné datum expirace

e Cislo 8arze
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9. Vyberte krok Samples (Vzorky). Zobrazi se seznam s podrobnostmi o vzorcich.

Tento seznam pfedstavuje pfedpokladané obsazeni rotoru.

10. Do tohoto seznamu zadejte identifikaéni Cisla vzorkd, jakoz i jakékoli volitelné
informace o vzorku jako komentar ke kazdému vzorku.

11. Vyberte Properties (Vlastnosti) a zadejte ndzev pracovniho seznamu.

12. Zaskrtnéte policko worklist is complete (can be applied) (pracovni seznam je Upliny
(Ize jej aplikovat).

13. Save (UloZte) pracovni seznam.

14. Stisknutim Print work list (Vytisknout pracovni seznam) jej vytisknete.
Vyti§tény pracovni seznam mize pomoci pfi pfipravé a nastaveni gqPCR. Podrobnosti

0 vzorcich jsou uvedeny jako sou€ast pracovniho seznamu.
Nastaveni qPCR

Ukony pfed zahajenim

® Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti s vyjimkou Tag DNA polymerazy; tento enzym
musi byt uchovavan v mraznicce, kdyz neni pouzivan. Dejte zkumavky se soucastmi
k rozmrazeni na led, nebo je rozmrazte pomoci chladiciho bloku.

® Vycistéte Cast laboratorniho stolu vyhrazeného pro pfipravu smési pro PCR; snizite tim

riziko kontaminace templatem nebo nukleazou.

® Pred pouZitim vortexujte (10-12 sekund) a potom kratce odstfedte zkumavky

obsahujici standardy, kontroly a reakéni smési.

1. Pripravte smési master mix pro qPCR pro kazdou reakéni smés (CALR TYPE 1, CALR
TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 a CALR
CLAMP 5) na ledu (nebo s pouzitim chladiciho bloku) podle poc¢tu vzorkd, ktery budete

zpracovavat.

Pipetovaci schéma pro pfipravu vSech smési master mix €inidel CALR uvedené

v tabulce nize je vypocteno tak, aby kone¢ny reakéni objem byl 25 ul po pfidani 5 pl
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gDNA nebo kontroly. Je pfidan reakéni objem navic pro kompenzaci chyb pfi

pipetovani; Ize pfipravit dost smési master mix pro 6 vzorkd a 3 externi kontroly.

Soucast 1 reakce (pl) 9 + 1 reakce (pl)*
Reakéni smés CALR 19,83 198,3

Tag DNA polymeraza 0,17 1,7
Celkovy objem smési master mix

pro gPCR (ul) 20 200
Rozdéleni smési master mix pro gPCR 20 pl na zkumavku
Rozdéleni vzorku 5 pl na zkumavku
Celkovy objem reakce qPCR 25 pl

* Je pfidan reakeni objem navic pro kompenzaci chyb pfi pipetovani.

Poznamka: Doporuc¢ujeme nepipetovat objemy mensi nez 1 pl.
. Vortexujte a kratce odstfedte vSechny smési master mix pro gPCR.

Umistéte stripy zkumavek pro qPCR na vychlazeny plnici blok pro 72 x 0,1 ml
zkumavky a nadavkujte 20 pl smési master mix pro CALR gPCR do kazdé zkumavky
ve stripu podle schématu piniciho bloku, jak ukazuje Obrazek 4.

. Vortexujte a kratce odstfedte vzorky gDNA, CALR kontrolu divokého typu (WTC),
CALR mutantni kontrolu (MTC) a TE pufr (NTC). Pak pfidejte 5 ul vzorku nebo
kontrolniho materialu do pfislusné zkumavky podle schématu v ¢asti Obrazek 4,

takze celkovy objem je 25 ul. Opatrné promichejte pipetovanim nahoru a dold.
Poznamka: Davejte pozor a vymériujte $picky mezi jednotlivymi zkumavkami; vyhnete
se faleSné pozitivnim vysledkim kvuli kontaminaci jakymkoli nespecifickym templatem
nebo reakéni smési. Zaviete vdechny zkumavky a zkontrolujte, Ze na jejich dné
neulpivaji zadné bubliny.

. Vratte vSechny soucasti soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit do pfislusnych
podminek k uchovavani, aby nedoslo k degradaci materialu.
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Priprava pristroje Rotor-Gene MDx a zahjeni cyklu gPCR

10.

Rotor se 72 jamkami umistéte do drzaku rotoru Rotor-Gene Q MDx.

Vlozte stripy se zkumavkami na pfifazené pozice v rotoru; zanéte pozici 1, jak ukazuje
Obréazek 5; do vSech nevyuzitych pozic viozte prazdné zkumavky uzaviené vicky.
Poznamka: Ovérte, Ze prvni zkumavka je vloZzena do pozice 1 a stripy se zkumavkami
jsou umistény ve spravnych pozicich a orientaci, jak ukazuje Obrazek 4 a Obrazek 5.
Poznamka: Vzdy umistujte reakéni smés TYPE 1 a tfi kontroly (MTC, WTC, NTC)

v pozicich 1, 9 a 17, takze optimalizace zisku (provadéna u zkumavky v pozici 1)

se provadi vzdy pro tutéz amplifikaci (viz Obrazek 4 a Obrazek 5).

Nasadte pojistny krouzek.

VloZte rotor s pojistnym krouzkem do pfistroje Rotor-Gene Q MDx. Zavfete viko
pfistroje.

V softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1 vyberte pfislusny pracovni seznam

ze spravce pracovnich seznamu a kliknéte na Apply (Pouzit).

Pokud je pracovni seznam stale otevren, kliknéte na tlacitko Apply (Pouzit).
Poznamka: Pokud nebyl pracovni seznam pro experiment dosud vytvoren, pfihlaste
se do softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1 a pfedtim, nez budete pokracovat,
provedte kroky uvedené v publikaci ,Vytvoreni pracovniho seznamu® na strané 37.

Vlozte nazev experimentu.

V poloZce Cycler Selection (Vybér cykleru) vyberte cykler, ktery chcete pouzit.
Je nutné pouzit cykler Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Zkontrolujte, Ze pojistny krouzek je spravné nasazen a potvrdte na obrazovce,
Ze pojistny krouzek je spravné nasazen.

Kliknéte na Start run (Zahgjit cyklus).

Cyklus qPCR zacne.

Po probéhnuti cyklu kliknéte na Finish run (Dokongit cyklus).
Poznamka: Experiment neni uloZen v interni databazi, dokud neprovedete tento krok.
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Poskytnuti vysledkl a zprava o vysledcich gPCR

Obecné fungovani prostfedi Approval (Schvaleni) je popséano v uZivatelské pfirucce
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Uzivatelska pfiruc¢ka pro

Gamma Plug-in softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Po dokoné&eni cyklu a uvolnéni cykleru je experiment uloZzen do interni databaze. Analyza
ziskanych dat je provedena automaticky podle plug-inu odpovidajiciho profilu testu

i pravidel a hodnot parametrd definovanych v profilu testu.

Poznamka: Schvaleni cyklu vyZaduje uZivatelskou roli ,Approver (Schvalovatel).

Prvni krok schvalovaciho postupu je vyfiltrovat test, ktery ma byt schvalen. To provedete
pomoci filtrovacich kritérii v prostfedi Approval (Schvaleni).

1. Uvolnéte a schvalte cyklus.

Uzivatel, ktery je pfihlaSen jako ,Approver” (Schvalovatel), klikne na Release and go
to approval (Uvolnit a prejit ke schvaleni).

UzZivatel, ktery je pfihlaSen jako ,Operator (Obsluha), klikne na Release (Uvolnit).

Pokud kliknete na Release and go to approval (Uvolnit a pfejit ke schvalenti),

vysledkny experimentu se zobrazi v prostfedi Approval (Schvaleni).

Pokud uzivatel pfihlaSeny jako ,Operator” (Obsluha) klikne na Release (Uvolnit),

musi se nékdo pfihlasit jako ,Approver” (Schvalovatel) a vybrat prostfedi Approval

(Schvaleni).
2. Vyberte filtrovaci kritéria pro test, ktery ma byt schvalen, a kliknéte na Apply (Pouzit).
3. Prohlédnéte vysledky a kliknéte na tlagitko Release/Report data (Uvolnit data/Zprava).
4. Kliknéte OK.

Zprava bude vytvorena ve formatu pdf a automaticky ulozena v pfedem definované

slozce.
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Vychozi umisténi slozky je QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports (QIAGEN > Sprava test( Rotor-Gene > Export > Zpravy).

Poznamka: Slozku i jeji umisténi Ize zménit v prostfedi Configuration (Konfigurace).

5. Vyjméte zkumavky z pfistroje Rotor-Gene Q MDx a zlikvidujte stripy zkumavek

v souladu s mistnimi bezpeénostnimi pfedpisy.

Poznamka: Technicka podpora spoleénosti QIAGEN potfebuje k asistenci s feSenim
problém( podplrny bali¢ek pro dany cyklus. Podpurné bali¢ky lze vytvofit v prostfedi
Approval (Schvaleni) nebo Archive (Archiv). Dalsi informace najdete v ¢asti ,Creating
a support package” (Vytvoreni podplrného bali¢ku) v uzZivatelské pfiruéce Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Uzivatelska pfiru¢ka pro zakladni
aplikaci softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Kromé podplrného balicku miize byt napomocna také auditova stopa z doby +1 den kolem
Gasu, kdy doslo k danému incidentu. Auditovou stopu Ize vyhledat v prostfedi Service
(Servis). DalSi informace najdete v uzZivatelské pfiruéce Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application User Manual (Uzivatelska pfiru¢ka pro zakladni aplikaci softwaru Rotor-

Gene AssayManager v2.1).
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Interpretace vysledku

Analyza dat

Analyza vysledkl gPCR pro kazdy individualni test a vzorek je plné automatizovana.
Software Rotor-Gene AssayManager v2.1 analyzuje amplifikacni kfivky, a mize oznacit
neshodné kfivky jako neplatné podle toho, jaky maji tvar a jaka je amplituda Sumu. Pokud
se to stane, bude zneplatnéna kfivka oznacena pfiznakem. Varovné pfiznaky mohou byt
také zobrazeny pro anomalie, které nezplsobi neplatnost kfivky.

Software Rotor-Gene AssayManager v2.1 analyzuje pfi zjiStovani validity testu také
kontroly cyklu testu, tj. CALR kontrolu divokého typu (WTC), CALR mutantni kontrolu
(MTC) aTE pufr (NTC) v zeleném (FAM) a Zlutém (HEX) kanalu pro reakéni smési
soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1,
CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 a CALR CLAMP 5). Platnost kazdé
kontroly zélezi na shodé hodnot Cr s pfedem stanovenymi specifikacemi.

Poznamka: Pokud je interni amplifikacni kontrola v dané zkumavce neplatna (Zluty kanal),

je pokladan za neplatny CALR-specificky cil v téZe zkumavce (zeleny kanal).

Poznamka: Pokud je neplatna aspor jedna externi kontrola pro dany test CALR (napf. test
CLAMP 1), jsou za neplatné pokladany vysledky pro vSechny testované vzorky obdrzené
s touto reakéni smési. V takovém pfipadé je neplatny pouze dany test CALR, ne cely
cyklus gPCR.

Software Rotor-Gene AssayManager v2.1 také analyzuje neznamé vzorky tak, Zze
zkontroluje platnost interni kontroly ABL1.

Nakonec je stav CALR pfifazen neznamym vzorklm. Nejdfive software zvazi vysledky
testd TYPE 1 a TYPE 2. Pokud je vzorku pfifazen stav pozitivni mutace Typ 1 nebo Typ 2,
znamena to, Ze stav CALR byl uréen. Vysledky obdrzené pro testy CLAMP jsou pak

zobrazeny pro informaci.
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Pokud neni identifikovana mutace Typ 1 ani Typ 2, analyza pokracuje u vysledk( testa
CLAMP dokud neni uréen stav CALR (ij. zda mutace byla detekovana nebo mutace nebyla

detekovana).

Zavér, 7e je vzorek pozitivni, vyZzaduje detekci asporn jednim ze sedmi testd CALR.
VSechny kontroly souvisejici s dotyénym testem (dotyCnymi testy) a kontrola v testovaném
vzorku musi byt platné, tj. kontroly MTC, WTC, NTC a interni kontrola ABL1.

Zavér, Ze je vzorek negativni, vyZaduje, aby byl vzorek negativni pro vSechny testy,
a zarovenn musi byt pozitivni vSechny kontroly (MTC, WTC a NTC) u vSech sedmi testl
CALR, jakoz i interni kontrola ABL1 ve vzorku.

Vysledky testu vzork(, automaticky analyzované a uréené softwarem Rotor-Gene
AssayManager v2.1, musi schvalit a uvolnit uzivatel pfihlaSeny jako ,Approver”
(Schvalovatel). Vysledky vzorkd, které maji byt schvaleny, maji tfi dodate¢na schvalovaci
tlacitka na konci vyhrazeného fadku. Tato tlacitka slouzi k interaktivnimu pfijimani nebo
odmitani vysledkd vzorku. DalSi informace najdete v uzivatelské pfiru¢ce Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (UZivatelska pfirucka pro Gamma

Plug-in softwaru Rotor-Gene AssayManager v2.1).

V pfipadé neplatnych vysledk( konzultujte ,Navod na feSeni potizi“, strana 54, zjistéte

dlvod selhani a pfipadné identifikujte chyby, které je nutné napravit.

Opakované testovani

V pfipadé neplatnych vysledkd postupujte podle rozhodovaciho schématu na obrazku 6
a vyhodnotte, zda je tfeba opakovat testy.

Opakované testovani by nemélo byt nutné, pokud Ize stav CALR danym vzorkim pfifadit

na zakladé kteréhokoli ze sedmi testll CALR.
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Interni kontrola ABL1 je neplatna
u véech testl

Celkovy vysledek vzorku:
NEPLATNY

Viz ndvod na feseni probléma.

* Pokud je identifikace Typ 1/Typ 2 povinna a test TYPE 1 a/nebo TYPE 2 je neplatny, mtze byt nutné opakované testovani — bez

Vzorek

Vysledky pro cile ,TYPE 1 Result* (Vysledek
Typ 1) a,,TYPE 2 Result* (Vysledek Typ 2):
»Type 1 Mutation Detected" (Detekovana
mutace Typ 1) a/nebo ,Type 2 Mutation
Detected” (Detekovana mutace Typ 2)

NE

A 4

v

Celkovy vysledek vzorku:

Type 1 Mutation Detected (Detekovana
mutace Typ 1) a/nebo Type 2 Mutation
Detected (Detekovana mutace Typ 2)

(vysledky testu CLAMP jsou zobrazeny
pouze pro informaci)

Vysledky pro cile ,CLAMP 1 Result*
(Vysledek CLAMP 1) a ,CLAMP 5 Result*

Celkovy vysledek vzorku:

(Vysledek CLAMP 5): > .
,Mutation Detected* (Detekovana mutace) e (D“g:;séb‘;';?ﬁsg:;”
u jednoho nebo vice testd CLAMP
NE
v
Vysledky pro viech sedm testii CALR: Ao Celkovy vysledek vzorku:
,No Mutation Detected” »

(Mutace nebyla detekovéna)

NE

Neplatnost na Urovni externi kontroly
(amplifikace FAM a/nebo HEX)

Opakujte testovani véech vzorkt véemi
neplatnymi testy

No Mutation Detected
(Mutace nebyla detekovana)

Pro dany vzorek nebyl stav CALR uréen
ani jednim z testd.

Celkovy vysledek vzorku:
Je nutné opakované testovani

Viz navod na feseni probléma.

Neplatnost na Grovni vzorku
(amplifikace HEX)

Opakujte testovani dotyénych vzorku testy,

pro které jsou vzorky neplatné

ohledu na pozitivni test CLAMP — k ziskani jednoznaéného vysledku testu TYPE 1 a/nebo TYPE 2.

Obrazek 6. Rozhodovaci schéma pro urcéeni stavu mutace CALR v testovanych

vzorcich.

2 3dAL/ T 3dAL Msa) ezfjeuy |

dINV1D Misa} ezhjeuy ||

1ueA0)sa} oygueoyedo jugpeaoid ‘|||
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Poznamka: Pokud je identifikace Typ 1/Typ 2 povinna a test TYPE 1 a/nebo TYPE 2 je
neplatny, mlize byt nutné opakované testovani — bez ohledu na pozitivni test CLAMP —
k ziskani jednoznagného vysledku testu TYPE 1 a/nebo TYPE 2.

Opakované testovani mlze byt nutné v jinych pfipadech. Pfi opakovaném testovani vzdy
umistujte reakéni smés TYPE 1 a tfi kontroly (MTC, WTC, NTC) v pozicich 1, 9 a 17, takze
optimalizace zisku (provadéna u zkumavky v pozicil) se provadi vzdy pro tutéz
amplifikaci. Dbejte na to, aby kazdy opakovany test byl umistén na svou vyhrazenou pozici

(Obrazek 4), i kdyz nejsou na desti¢ce pfitomny vSechny testy.

Poznamka: Pokud pfi opakovaném testovani nékteré ze sedmi testd CALR chybi, vSechny
prazdné pozice, které jsou obvykle vyplnéné, vyvolaji u softwaru odpovéd ,INVALID®
(NEPLATNY). Pro zlepSeni sledovatelnosti by mély byt prazdné pozice a o&ekavany typ

souvisejici odpovédi doloZzeny v komentafi zpravy.
Zobrazeni vysledki

Cile

Vysledky pro kazdy test soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit jsou zobrazeny pod

nasledujicimi cilovymi jmény:

e ,ABL_AssayName® (ABL_NazevTestu), (napf. ABL_TYPE_1) pro interni kontrolu
amplifikace ABL1 (vysledky pro Zluty kanal)

® _Assay name® (NazevTestu) pro reakéni smés CALR (napf. TYPE 1 pro reakéni smés
CALR TYPE 1) (vysledky pro zeleny kanal)

e AssayName Result* (Vysledek pro NazevTestu), napf. TYPE 1 Result). Tyto cile jsou
kombinované cile; pfislusny vysledek bere v Gvahu platnost kontrol (MTC, WTC, NTC
a ABL1).
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Vysledky

Vysledky pro vySe uvedené cile jsou zobrazeny ve sloupci hlaseni oznateném Result
(Vysledek).

Tabulka 3. Zobrazené vysledky pro kazdy cil

Cil Vzorky Zobrazené vysledky
ABL_AssayName MTC, WTC, Internal Control Valid (Interni kontrola
(ABL_NazevTestu) NTC, testované platna), INVALID (NEPLATNY)

(napf. ABL_TYP_1) vzorky

AssayName MTC, WTC, Signal (Signal), No Signal (Signal neni),
(NazevTestu) NTC INVALID (NEPLATNY)

(napf. TYPE 1)

AssayName Testované Significant Amplification Detected
(NazevTestu) vzorky (Detekovana vyznamna amplifikace),
(napf. TYPE 1) No Significant Amplification Detected

(Vyznamna amplifikace nebyla
detekovana), No Amplification Detected
(Amplifikace nebyla detekovana),
INVALID (NEPLATNY)

TYPE 1 Result Testované Type 1 Mutation Detected (Detekovana

(Vysledek TYPE 1) vzorky mutace Typ 1), No Mutation Detected
(Mutace nebyla detekovana), INVALID
(NEPLATNY)

TYPE 2 Result Testované Type 2 Mutation Detected (Detekovana

(Vysledek TYPE 2) vzorky mutace Typ 2), No Mutation Detected
(Mutace nebyla detekovana), INVALID
(NEPLATNY)

CLAMP X Result Testované Mutation Detected (Detekovana

(Vysledek CLAMP X) vzorky mutace), No Mutation Detected

(napf. CLAMP 1 Result) (Mutace nebyla detekovana), INVALID
(NEPLATNY)

Pokud je jedna z kontrol (MTC, WTC, NTC), které souviseji s danym vzorkem, neplatna
pro dany test, nebo pokud je interni kontrola ABL1 neplatna, zobrazeny vysledek pro
pfisludny kombinovany cil bude ,INVALID* (NEPLATNY).
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Zavér analyzy pro kazdy vzorek je zobrazen ve sloupci zpravy oznaceném Overall

Sample Result (Celkovy vysledek vzorku).

Tabulka 4. Celkové vysledky vzorku

Vysledek vzorku

Popis

Type 1 Mutation

mutace Typ 1)

Type 2 Mutation

mutace Typ 2)

Type 1 and Type 2
mutation detected
(Detekovana mutace
TyplaTyp2)

Mutation Detected
(Detekovana mutace)

No Mutation Detected
(Mutace nebyla
detekovana)

Je nutné opakované
testovani

Detected (Detekovana

Detected (Detekovana

Testovany vzorek obsahuje mutaci CALR Typ 1.

Testovany vzorek obsahuje mutaci CALR Typ 2.

Testovany vzorek obsahuje mutace CALR Typ 1 a Typ 2.
To se stane vzacné, ale bylo to jednou pozorovano pfi
klinické validaci soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit.

Testovany vzorek obsahuje mutaci CALR jinou nez Typ 1
nebo Typ 2.

V testovaném vzorku nebyla detekovana zadna mutace
CALR.

Vysledek je nejednoznacény kvuli neplatnosti jedné nebo
vice kontrol pro jednu nebo vice reakénich smési CALR.
Pro obdrzeni jednoznaéného vysledku je nutné opakované
testovani (viz obrazek 6).

Priklad: Vzorek je pozitivni, tj. ,Significant Amplification Detected*
(Detekovana vyznamnéa amplifikace) pouze u testu CLAMP 1, ale
kontrola NTC pro test CLAMP 1 je neplatna kvili kontaminaci
jamky. Vysledek testu CLAMP 1 nelze brat v Gvahu a v polozce
+,CLAMP 1 Result* (Vysledek CLAMP 1) bude zobrazeno
JNVALID* (NEPLATNY). Pozitivni test vzorku musi byt potvrzen
opakovanim testu CLAMP 1 pro MTC, WTC, NTC a dotycny
vzorek.
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Vysledek vzorku Popis

NEPLATNY Interni amplifika¢ni kontrola ABL1 je neplatna pro
testovany vzorek u vSech sedmi reakénich smési CALR,
zatimco vSechny externi kontroly (MTC, WTC, NTC) jsou
platné. Toto zpUlsobila nejspise kvalita vzorku nebo
nespravna normalizace vzorku. DalSi podrobnosti viz
,Navod na feSeni potizi“, strana 54.

Pfriznaky

PFfiznaky se zobrazuji za ucelem poskytovani dodateé¢nych informaci o vysledcich,
zejména o neplatnych vysledcich. Neproblematické anomalie mohou byt oznaceny
varovnymi pfiznaky, které nezavini neplatny vysledek. Univerzaini pfiznaky, které
obsahuje Gamma Plug-in, najdete také v uZivatelské pfiru¢ce Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Uzivatelska pfirucka pro Gamma Plug-in softwaru
Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Automatizovana analyza testu soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit mGze pouzit

nasledujici univerzalni pfiznaky i pfiznaky specifické pro test:

Priznak Popis

Priznaky specifické pro test

CONSECUTIVE_FAULT Cil, ktery byl pouzit pro vypocet tohoto cile, je
neplatny.
IC_INVALID Interni kontrola je neplatn&. Cil a interni kontrola jsou

ve stejné zkumavce.
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Pfiznak

Popis

INVALID_SIGNAL

MC_HIGH_CT (CLAMP X)

MC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_HIGH _CT (CLAMP X)

MC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_IC_LOW_CT (TYPE X)

MC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_LOW_CT (TYPE X)

MC_NO_CT (CLAMP X)

PFiznak specificky pro NTC. Hodnota C+ pro interni
kontrolu nebo amplifikaci specifickou pro CALR je

prilis nizka.

Hodnota C+ pro mutantni kontrolu je pfili§ vysoka.

Hodnota C+ pro mutantni kontrolu je pfili§ vysoka.

Hodnota Ct ve zkumavce obsahujici mutantni
kontrolu je vysSi, nez se predpoklada pro interni
kontrolu.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici mutantni
kontrolu je vysSi, nez se predpoklada pro interni
kontrolu.

Hodnota Ct ve zkumavce obsahujici mutantni
kontrolu je nizsi, nez se predpoklada pro interni
kontrolu.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici mutantni
kontrolu je nizsi, nez se predpoklada pro interni
kontrolu.

Hodnota C+ pro mutantni kontrolu je pfili§ nizka.

Hodnota C+ pro mutantni kontrolu je pfili§ nizka.

Nedetekovatelna Cr pro mutantni kontrolu u reakéni
smési CLAMP X.
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Pfiznak

Popis

MC_NO_CT (TYPE X)

NO_SIGNAL_IC_INVALID

NTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

NTC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_LOW_CT (TYPE X)

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X)

Nedetekovatelna Cr pro mutantni kontrolu u reakéni
smeési TYPE X.

Neni detekovan signal interni kontroly. Cil a interni
kontrola jsou ve stejné zkumavce.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici kontrolu bez
templatu je pfili§ nizka pro interni kontrolu.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici kontrolu bez
templatu je pfili§ nizka pro interni kontrolu.

Hodnota C+ pro kontrolu bez templatu je pfilis nizka.

Hodnota C+ pro kontrolu bez templatu je pfili§ nizka.

Hodnota C+ ve zkumavce obsahujici vzorek je vyssi,
nez se predpoklada pro interni kontrolu.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici vzorek je nizsi,
nez se predpoklada pro interni kontrolu.

Hodnota C+ ve zkumavce obsahujici vzorek je vyssi,
nez se predpoklada pro interni kontrolu.

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici vzorek je nizsi,
nez se predpoklada pro interni kontrolu.

Hodnota Ct ve zkumavce obsahujici kontrolu
divokeého typu je vySsi, nez se pfedpoklada pro interni
kontrolu.
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Pfiznak

Popis

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

WTC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_LOW_CT (TYPE X)
Jiné pfiznaky

ANALYSIS_FAILED

CURVE_SHAPE_ANOMALY

Hodnota Cr ve zkumavce obsahujici kontrolu
divokeého typu je vySsi, nez se prfedpoklada pro
interni kontrolu.

Hodnota Ct ve zkumavce obsahujici kontrolu
divokého typu je nizsi, nez se prfedpoklada pro
interni kontrolu.

Hodnota Ct ve zkumavce obsahujici kontrolu
divokeého typu je nizsi, nez se pfedpoklada pro
interni kontrolu.

Hodnota C+ pro kontrolu divokého typu je pfilis nizka.

Hodnota C+ pro kontrolu divokého typu je pfilis nizka.

Test je oznacen jako neplatny, protoZe analyza
z riznych davodu selhala. Kontaktujte Technické
sluzby spole¢nosti QIAGEN.

Amplifikaéni kfivka z nezpracovanych dat vykazuje
tvar, ktery se vymyka standardnimu chovani tohoto
testu. Existuje vysoka pravdépodobnost nespravnych

vysledkl nebo chybné interpretace vysledka.
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Pfiznak

Popis

FLAT_BUMP

Amplifikaéni kfivka z nezpracovanych dat vykazuje
tvar jako zplostély hrbol, ktery se vymyka
standardnimu chovani tohoto testu. Existuje vysoka
pravdépodobnost nespravnych vysledkl nebo
chybné interpretace vysledkl (napf. chybné uréena
hodnota Cr).

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE Procentualni zména fluorescence v této zkumavce je

(Varovani)

NO_BASELINE

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

vzhledem ke vzorku s nejvétsi zménou fluorescence

niz8i nez uréena mez.

Nebyla nalezena poc¢ate¢ni zakladni linie. Nelze

provést nasledujici analyzu.

Test je oznacen jako neplatny kvli problému
s cyklerem nebo spojenim s cyklerem.

Test je oznacen jako neplatny, protoze cyklus byl

ruéné zastaven.

Fluorescence z nezpracovanych dat je silné
saturovana pfed inflekénim bodem amplifikacni

kFivky.

U fluorescenece z nezpracovanych dat je zjiStén ostry
narutst v amplifikani kfivce, ale mimo oblast, kde se

ur€uje Cr.

V amplifikaéni kfivce je zjiStén ostry narust blizko Cr.
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Pfiznak

Popis

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_
PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Navod na feSeni potizi

V amplifikacni kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjiSténa strmé stoupajici
zakladni linie.

V amplifikaéni kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjistén strmy pokles
zakladni linie.

Silny Sum je zjistén mimo rastovou fazi amplifikaéni
kfivky.

Silny Sum je zjistén v rustové (exponencialni) fazi

amplifikani kFivky.

V amplifikacni kfivce pro fluorescenci
z nezpracovanych dat je zjiSténa kolisajici
zakladni linie.

Tento navod na feSeni potizi mize pomoci pfi feSeni problém(, které mohou nastat pfi

vyhodnocovani stavu mutace CALR pomoci soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit.

Kontaktni informace naleznete na zadnim obalu nebo navstivte stranky www.giagen.com.

Informace ohledné feSeni problému souvisejici se soupravami QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (kat. €. 61104) a QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. €. 937236) najdete

v pfislusnych pfiruckach.
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Informace ohledné feSeni

problém( souvisejici s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx

a softwarem Rotor-Gene AssayManagerv2.1 najdete v pfisluSnych uzivatelskych

priruckach.

Komentaie a navrhy

Vzorek je detekovan jako pozitivni nékolika testy

Danou mutaci mlze

detekovat nékolik testd

Napfiklad je bézné, Zze vzorek obsahujici mutaci Typ 1 je
amplifikovan kromé testu TYPE 1 také v testech

CLAMP 1 a CLAMP 2. U vzorku obsahujiciho mutaci
Typ 2 je kromé amplifikace v testu TYPE 2 bézna
amplifikace v testu CLAMP 5.

Zadna nebo nizka amplifikace vnitini amplifikaéni kontroly v externich kontrolach

a/nebo vzorcich

a) Nebyla pfidana reakéni
smés a/nebo Taq DNA
polymeraza a/nebo
templat

b) Reakéni smés
degradovala

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, jestli byla pfidana v8echna templatova DNA
a v8echny soucasti smési gPCR master mix. Zopakujte
cyklus PCR.

Uchovavejte soucasti soupravy pfi —30 °C az —15 °C

a chrante reakéni smési pred svétlem.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum expirace (viz
Stitek) reakénich Cinidel a v pfipadé potfeby pouzijte pro
opakovany cyklus PCR novou soupravu.
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Komentaie a navrhy

c) Pipetovaci objem mlize  Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
byt nespravny Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smeési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.
Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku qPCR prekalibrujte.

d) Koncentrace DNA je Zkontrolujte koncentraci DNA ve vzorku. Souprava
pfilis nizka ipsogen CALR RGQ PCR Kit je optimalizovana pro
pracovni koncentraci DNA 10 ng/pl. Pokud je
koncentrace DNA niz§i nez 10 ng/pl, pfed opakovanim
kroku gPCR DNA zkoncentrujte nebo ji znovu extrahujte

z pIné krve a snizte elu¢ni objem.

e) Kontaminace DNA Zkontrolujte pomeér Azeo/A2s0. POomeér Azeo/Azso musi byt
bilkovinou nebo >1,7. Pokud je pomér < 1,7, provedte novou extrakci
pfitomnost organickych ~ DNA a zopakujte cyklus PCR.
chemikalif

Casna amplifikace vnitini amplifikaéni kontroly v externich kontrolach a/nebo

vzorcich
a) Koncentrace DNA je Zkontrolujte koncentraci DNA ve vzorku. Souprava
pFilis vysoka ipsogen CALR RGQ PCR Kit je optimalizovana pro

pracovni koncentraci 10 ng/pl. Pokud je koncentrace
DNA vySSi nez 10 ng/pul, zfedte DNA v TE pufru
a zopakujte cyklus PCR.
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Komentaie a navrhy

b) Pipetovaci objem mize
byt nespravny

c) Amplifikacni kfivka
muUze byt nespravna.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.

Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku qPCR pfekalibrujte.

Zkontrolujte, jestli pfisluSna amplifikace nevykazuje

neobvyklé kfivky. Zopakujte cyklus PCR.

Zadné nebo nizké signaly pro interni amplifikaéni kontrolu ve vzorcich, ale externi

kontroly jsou platné

a) Koncentrace DNA je

pfili§ nizka

b) Kontaminace DNA
bilkovinou nebo
pfitomnost organickych
chemikalif

Zkontrolujte koncentraci DNA ve vzorku. Souprava
ipsogen CALR RGQ PCR Kit je optimalizovana pro
pracovni koncentraci DNA 10 ng/ul. Pokud je
koncentrace DNA nizsi nez 10 ng/ul, pfed opakovanim
kroku gPCR DNA zkoncentrujte nebo ji znovu extrahujte

z plné krve a snizte elu¢ni objem.

Zkontrolujte pomeér Azeo/Azs0. Pomeér Azeo/Azso musi byt
>1,7. Pokud je pomér < 1,7, provedte novou extrakci
DNA a zopakujte cyklus PCR.
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Komentaie a navrhy

c) Pipetovaci objem mize  Zzkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
byt nespravny Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.
Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku gPCR prekalibrujte.

Kontrola bez templatu (NTC, TE pufr) je pozitivni (FAM a/nebo HEX)

a) Zkfizena kontaminace  Vyméfite vSechna kriticky dlleZita ginidla a zopakujte

nebo kontaminace cyklus PCR.

Cinidel Se vzorky, sougastmi soupravy a spotfebnim materialem
vzdy zachazejte v souladu s doporu€enou praxi
k zabranéni pfenesené kontaminace.
Dbejte, abyste vyménovali Spicky mezi pipetovanim
rdznych ¢&inidel nebo mezi plnénim rdznych zkumavek.
PFipravujte smés master-mix pfed PCR pomoci
vyhrazeného materialu (pipety, Spicky atd).
Pripravte smés master mix pfed PCR a reakci NTC ve
vyhrazeném prostoru, kam nebudou zaneseny zadné
matrice DNA (DNA, plazmid nebo produkty PCR).
Je-li to mozné, zavrete zkumavky PCR pfimo po pfidani

testovaného vzorku.

b) Obracené ID stripu Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
zkumavek nebo vzorku  Zopakujte cyklus PCR.
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Komentaie a navrhy

c) Reakéni smés nebo
sonda degradovala

d) Amplifika¢ni kfivka

muze byt nespravna

Uchovavejte soucasti soupravy pfi —30 °C az —-15 °C

a chrante reakéni smési pred svétlem.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum expirace

(viz Stitek) reakCnich Cinidel a v pfipadé potfeby pouzijte
pro opakovany cyklus PCR novou soupravu.

Zkontrolujte, jestli pfislusna amplifikace nevykazuje
neobvyklé kfivky.
Zopakujte cyklus PCR.

Z&dnéa nebo nizka amplifikace mutantni kontroly (MTC) (amplifikace FAM)

a) Nebyla pfidana reakéni
smés a/nebo Taq DNA
polymeraza

b) Reakéni smés
degradovala

c) Obréacené ID stripu

zkumavek nebo vzorku

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, jestli byly pfidany vSechny soucasti smési
gPCR master mix. Zopakujte cyklus PCR.

Uchovavejte souc€asti soupravy pfi —30 °C az —-15 °C

a chrarite reak&ni smési pred svétlem.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum expirace

(viz Stitek) reakénich €inidel a v pfipadé potfeby pouzijte
pro opakovany cyklus PCR novou soupravu.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zopakujte cyklus PCR.
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Komentaie a navrhy

d) Pipetovaci objem mize
byt nespravny

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.

Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku qPCR pfekalibrujte.

Casna amplifikace mutantni kontroly (MTC) (amplifikace FAM)

a) Pipetovaci objem mize
byt nespravny

b) Amplifikacni kfivka
muUze byt nespravna

c) Obracené ID stripu

zkumavek nebo vzorku

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smeési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.

Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku qPCR pfekalibrujte.

Zkontrolujte, jestli pfislusnd amplifikace nevykazuje
neobvyklé kfivky. Zopakujte cyklus PCR.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zopakujte cyklus PCR.

Casna amplifikace kontroly divokého typu (WTC) (amplifikace FAM)

a) Reakéni smés
degradovala

Uchovavejte soucasti soupravy pfi —30 °C az —15 °C

a chrarite reakeéni smési pfed svétlem.

Zkontrolujte skladovaci podminky a datum expirace

(viz Stitek) reakénich Cinidel a v pfipadé potfeby pouzijte
pro opakovany cyklus PCR novou soupravu.
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Komentaie a navrhy

b) Pipetovaci objem mize
byt nespravny

c) Obracené ID stripu
zkumavek nebo vzorku

d) Amplifikacni kfivka

muze byt nespravna

e) Prenesena
kontaminace

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zkontrolujte, Ze bylo pfidano 5 pl kontroly/vzorku a 20 pl
smési qPCR master mix. Vizualné zkontrolujte vSechny
napipetované objemy.

Zkontrolujte pipety, a v pfipadé potreby je pred
opakovanim kroku qPCR pfekalibrujte.

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
Zopakujte cyklus PCR.

Zkontrolujte, jestli pfislusna amplifikace nevykazuje
neobvyklé kfivky.
Zopakujte cyklus PCR.

Vymeénte vSechna kriticky dulezita Cinidla.

Zopakujte experiment s novymi alikvoty vSech Cinidel.

Se vzorky, souc¢astmi soupravy a spotfebnim materialem
vzdy zachazejte v souladu s doporu€enou praxi

k zabranéni pfenesené kontaminace.

Dbejte na to, abyste vyménovali Spicky mezi pipetovanim

rdznych cCinidel.

Casna amplifikace kontroly divokého typu (WTC) (amplifikace FAM) a Z4dn& nebo

nizkd amplifikace mutantni kontroly (MTC) (amplifikace FAM)

a) Kfizova kontaminace

Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce
a zopakujte cyklus PCR.
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Komentaie a navrhy

b) Obraceni reakcnich Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce a
smési ve zkumavkach zopakujte cyklus PCR.
nebo pre-mixu

c) Obracené ID stripu Zkontrolujte pipetovaci schéma a nastaveni reakce.
zkumavek nebo vzorku  Zopakuijte cyklus PCR.

Casté selhani kontroly divokého typu (WTC) kvili vysoké amplifikaci na pozadi
pod cilovou hodnotou validity testu (Cr)

Selhani pfistroje Rotor-  Zkontrolujte zaznamy o udrzbé pristroje.

Gene Q MDx Poruseni souososti ocek mize napfiklad zpasobit vy3si
pozadi. Pokud sefizovani souososti ¢o¢ek neni souéasti
vaseho planu udrzby, kontaktujte prosim oddéleni
technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN ohledné dalSich

informaci a pfipadného zasahu.

Selhani cyklu kvili nekonzistentnimu signalu v kontrolach a/nebo vzorcich
(ve vSech zkumavkach)

Selhani pfisluSenstvi Zkontrolujte zaznamy o Gdrzbé pfistroje.
pfistroje Rotor-Gene Q  Rotor pro 72 zkumavek mQze byt vadny.
MDx

q

Pokud problém nelze pfipsat ani jedné z pfi¢in uvedenych v ,Navodu na feSeni potizi*
nebo pokud navrZzené napravy problém nevyfesi, poradte se s oddélenim technickych
sluzeb spole¢nosti QIAGEN.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni jakosti spoleénosti QIAGEN, certifikovanym podle ISO, je
kazda vyrobni Sarze souprav ipsogen CALR RGQ PCR testovana podle pfedem
stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa konzistentni kvalita produktu.

Kontrola kvality celé soupravy byla provedena na pfistroji Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Tato souprava je vyrabéna v souladu s normou ISO 13485. Certifikdty analyzy jsou
k dispozici na pozadani na strankach www.giagen.com/support.

Omezeni

Tato souprava je uréena pro profesionalni pouziti.

Tento vyrobek je uréen k pouziti personalem specialné instruovanym a vySkolenym
v technikach molekularni biologie, ktery je dikladné obeznamen s touto technologii.

Tato souprava musi byt pouZita dle pokynl uvedenych v této pFirucce v kombinaci
s validovanym pfistrojem uvedenym v ¢asti ,DalSi potfebné materialy, které nejsou
soucasti soupravy“ na strané 15.

VSechna reakéni €inidla dodavana v soupravé ipsogen CALR RGQ PCR Kit jsou uréena
k pouziti vyhradné s ostatnimi €inidly dodanymi ve stejné soupravé. Maze to mit vliv na
funkéni vlastnosti.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim expirace vytiSténym na Stitku na obalu.

Nepouzivejte soucasti po datu expirace.

Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit je validovana pouze pro plnou krev oSetfenou proti
srazlivosti roztokem 2K EDTA.
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Souprava ipsogen CALR RGQ PCR Kit jer validovana pouze pro pouZziti se soupravou
QlAsymphony DNA DSP Mini Kit (kat. €. 937236) nebo soupravou QIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (kat. €. 61104).

Byl validovan pouze pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (pro PCR) a pfistroj
QIAsymphony SP (pro pfipravu vzorku).

Jakékoli jiné nez uréené pouziti tohoto vyrobku a/nebo Uprava soucasti zpravi spole¢nost
QIAGEN odpovédnosti.

VSechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spoleéné s dalSimi klinickymi
nebo laboratornimi nalezy. Pokud je stav CALR vzorku ,No Mutation Detected” (Mutace
nebyla detekovana), tyk4 se to pouze absence jedné z 36 mutaci popsanych v této
pfiru¢ce (viz Tabulka 1) — v mezich citlivosti soupravy — nebo absence detekce mutaci
Typ 23 a Typ 27 (viz ,Charakteristiky funk&nich vlastnosti/Specificita“, strana 68). To
nevyluéuje moznost pfitomnosti jinych mutaci CALR.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funkénich vlastnosti systému u vSech postupl
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti
vyrobkd QIAGEN.
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Charakteristiky funkCnich viastnosti

Hodnoty meze slepého vzorku

Mez slepého vzorku (LOB) byla zjisténa podle normy CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8) na
vzorcich plné krve zdravych darcl, se stavem CALR divokého typu (5 vzork(, 60 méfeni
na Sarzi Cinidel, pouzity 2 Sarze souprav ipsogen CALR RGQ PCR Kit). Hodnota LOB byla

uréena pro kazdy test jako nejniz$i dosazena hodnota LOB.

Vysledky LOB jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5. Souhrn vysledk( stanoveni meze slepého vzorku pro soupravu ipsogen
CALR RGQ PCR Kit

Hodnoty meze slepého vzorku
Test CALR (Hodnoty Ct FAM)
TYPE 1 35,24
TYPE 2 45,00
CLAMP 1 40,01
CLAMP 2 45,00
CLAMP 3 45,00
CLAMP 4 45,00
CLAMP 5 38,90

Mez detekce

Mez detekce (LOD) byla stanovena na zakladé ,probitové metody“ popsané v normé
CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8). Vtéto studii bylo analyzovano 5 nizkych Urovni mutace
u 3 nezavislych vzorkll (gDNA extrahovana z pacienta pozitivniho na mutaci CALR
smichana s DNA divokého typu). Celkové bylo pro testy TYPE 1 a TYPE 2 provedeno
20 replikatl na fedéni na pozitivni vzorek pomoci 2 Sarzi soupravy ipsogen CALR RGQ
PCR Kit.
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Hodnota LOD byla stanovena pro dany test jako nejvy3si hodnota LOD obdrzena ze dvou
zvazovanych Sarzi. Vysledky naznadily, Ze analyticka citlivost pro mutaci CALR Typ 1 je
0,60 % a analyticka citlivost pro mutaci CALR Typ 2 je 0,08 % (tabulka 6).

Tabulka 6. Souhrn vysledkd stanoveni meze detekce pro soupravu ipsogen CALR
RGQ PCR Kit

Test CALR Mez detekce
TYPE 1 0,60%
TYPE 2 0,08%

Vstupni mnozstvi DNA

Optimalizované vstupni mnozstvi gDNA pro pouZiti se soupravou ipsogen CALR RGQ
PCR Kit bylo vyhodnoceno sjednou Sarzi souprav na 3 CALR-pozitivnich vzorcich
(plazmidy smichané s gDNA divokého typu) a jednim CALR-negativnim vzorkem pro
5 rdznych vstupnich mnozZstvi gDNA. V této studii byly provedeny 3 replikaty na vstupni
vzorek a na test CALR. Vysledky ukazaly, Zze doporu¢ené optimalizované vstupni mnozstvi
je 50 ng (10 ng/pl).

Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Studie presnosti byla proveden podle normy CLSI/NCCLS EP5-A2 (9). U kazdého testu
CALR byla presnost vyhodnocena pro danou mutaci CALR, tj. mutaci Typ 1 pro testy
TYPE 1, CLAMP 1 a CLAMP 2, mutaci Typ 2 pro testy TYPE2 a CLAMP 5, a mutaci
Typ 28 pro testy CLAMP 3 a CLAMP 4. Testovani bylo provedeno na 3 hladinach mutace:
5%, 25% a 50 % (plazmidy smichané s gDNA divokého typu). Kazda hladina byla
testovana v duplikatu na 49 cyklech provedenych béhem 20 dnd, s minimem 73 méfeni na
hladinu mutace a na test. Tyto 3 vzorky vykazaly variaéni koeficient pro celkovou presnost
(CV1ota) pod 5 % u vétsiny testl (tabulka 7).

Poznamka: U testd CLAMP se celkova presnost mize u rznych mutaci CALR liSit.
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Tabulka 7. Vysledky opakovatelnosti a reprodukovatelnosti pro soupravu ipsogen
CALR RGQ PCR Kit

Test Hladina Pocet
CALR mutace méfeni Srx Srr' Total* CVrota®
50% 88 0,10 0,07 0,21 0,80
TYPE 1 25% 88 0,10 0,07 0,20 0,76
5% 88 0,15 0,05 0,30 1,04
50% 80 0,11 0,08 0,21 0,85
TYPE 2 25% 80 0,11 0,00 0,19 0,73
5% 80 0,12 0,08 0,27 0,95
50% 106 0,14 0,13 0,27 1,05
CLAMP 1 25% 105 0,13 0,28 0,50 1,90
5% 106 0,20 0,37 0,55 1,92
50% 84 0,13 0,31 0,59 2,24
CLAMP 2 25% 85 0,19 0,36 0,90 3,28
5% 82 0,37 0,59 1,27 4,16
50% 84 0,49 0,52 2,33 8,04
CLAMP 3 25% 84 0,73 0,70 3,54 11,26
5% 84 1,28 3,18 5,70 15,03
50% 73 0,22 0,33 1,32 4,46
CLAMP 4 25% 76 0,24 0,33 1,37 4,46
5% 73 0,26 0,37 1,59 4,66
50% 100 0,17 0,17 0,66 2,52
CLAMP 5 25% 100 0,21 0,05 0,75 2,73
5% 104 0,39 0,55 0,94 3,04

Sr: Opakovatelnost vyjadfena jako smérodatna odchylka.

Srr: Reprodukovatelnost mezi cykly vyjadfena jako smérodatna odchylka.

Celkova presnost (mezi pfistroji, mezi obsluhami a mezi $arzemi; vyjadiena jako smérodatna odchylka).
Varia¢ni koeficient celkové pfesnosti.

o+ %
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Interferujici latky

Uspofadani studie bylo zalozeno na doporuenich popsanych v normé& NCCLS
EPO07-A2 (10). Celkem bylo vybrano 17 latek, které mohou byt pfitomny ve vzorcich krve,
pro jejich pfipadny vliv na PCR: busulfan, citalopram hydrobromid, paroxetin hydrochlorid
hemihydrat, sertralin hydrochlorid, fluoxetin hydrochlorid, acetaminofen [paracetamol],
nekonjugovany bilirubin, draselnd sGl EDTA, hemoglobin [lidsky], triglyceridy, lisinopril
dihydrat, hydroxymocCovina, kyselina acetylsalicylova, kyselina salicylova, thiotepa,
anagrelid, interferon alfa 2b. Navic byl také vyhodnocen pfipadny vliv jedné latky pouzité
pfi extrakci gDNA (proteinazy K).

Vysledky ukazaly, Ze ani jedna z téchto latek neméla interferujici vliv.
Specificita

Specificita soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit byla vyhodnocena testovanim
schopnosti soupravy spravné identifikovat mutace Typ 1 a Typ 2 a detekovat mutace, které
popisuje Tabulka 1.

Pro mutace Typ 1 a Typ 2 byla studie provedena na vzorcich gDNA extrahovanych z piné
krve MPN Ph— pacientl pfi koncentracich = 16 % mutace pro Typ 1 a =9 % mutace pro
Typ 2. Specificita pro Typ1l aTyp 2 se potvrdila: vSechny vzorky byly detekovany

a spravné identifikovany.

Specificita pro mutace Typ 3 az Typ 36 byla testovana pomoci vzorki gDNA extra-
hovanych z pIné krve MPN Ph- pacientt, pokud byla dostupna (1. pro Typy 3, 4, 5, 24, 25,
27 a 29). Specificita kazdé vzacné mutace, pro niz nebylo mozné ziskat vzorek od
pacienta, byla vyhodnocena pomoci syntetického materialu obsahujiciho lidskou gDNA
divokého typu smichanou s plazmidem obsahujicim znamou mutaci CALR v klinicky

relevantni koncentraci > 10 % mutace (prdmérna koncentrace je kolem 30 % mutace).

68 PFiruc¢ka pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit 04/2017



Vysledky ukéazaly, Ze mutace CALR pocinaje mutaci Typ 3 az po Typ 10, které jsou
pozorovany nejCastéji, jsou detekovany aspor jednim testem v soupravé ipsogen CALR
RGQ PCR Kit. VétSina mutaci CALR pocinaje mutaci Typ 11 az po 36 (vyskyt 0,3 %) je
detekovana aspon jednim testem soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit. Souprava
nedokaze detekovat pouze Typ 23 a 27, zatimco Typy 22, 25, 26, 29 a 30 Ize detekovat
pouze ve vzorcich s vysokou alelickou zatézi CALR.

Dilezitd poznamka: Studie specificity ukazala, Ze mutace Typ5 aTyp 17 jsou
detekovany testem TYPE 1. Test TYPE 2 umozfiuje amplifikaci mutaci Typ 10, Typ 31
a Typ 33-36. To jsme oCekavali vzhledem k vysoké podobnosti sekvenci mezi témito typy
mutaci CALR (viz Tabulka 1), s vyjimkou mutace Typ 17. Proto neni souprava ipsogen
CALR RGQ PCR Kit rozliSit mezi mutaci Typ 1 a mutacemi Typ 5/17, ani mezi mutaci
Typ 2 amezi mutacemi Typ 10/31/33-36. V sou€asnosti neni nutné rozliSovat mutace
CALR z hlediska diagn6zy nebo 1é¢by; vétSina mutaci CALR vede ke vzniku podobnych
mutantnich protein CALR.

Klinicka validace a porovnani metod

Ugelem této studie bylo validovat soupravu ipsogen CALR RGQ PCR Kit v podminkach
normalniho pouzivani. Studie vyhodnotila schopnost soupravy identifikovat mutace CALR
Typ 1 a Typ 2 ve vzorcich kohorty pacientd s podezfenim na MPN. Tato valida¢ni studie
byla provedena na vzorcich gDNA od 227 pacientli s podezfenim na MPN (véetné CALR-

pozitivnich a CALR-negativnich vzork().

Stav mutace CALR vzorka gDNA zjistény pomoci soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit
byl porovnan se stavem mutace CALR zjisténym nezavislou metodou detekce mutaci na
zakladé analyzy velikosti fragmentl spojené se Sangerovou obousmérnou sekvenacni
metodou. V pfipadé nesouhlasnych vysledkl byla pouzita tfeti metoda detekce mutaci,
sekvenovani nové generace (next-generation sequencing, NGS).
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Stav mutace CALR vsSech vzork{l pouzitych v této studii, uréeny referenénimi metodami, je
uveden v tabulce 8. Kohorta vzorki se sklada z 54,6 % pozitivnich vzorkG a 45,4 %
negativnich vzorkd. Mezi pozitivnimi vzorky bylo referenénimi metodami charakterizovano
42,7 % jako Typ 1 a 33,1 % jako Typ 2. Tyto poméry souhlasi s poméry, které popsal
Klampfl et al. (5), tj. 53 % pro Typ 1 a 31,7 % pro Typ 2 (viz Tabulka 1).

Tabulka 8. Stav mutace CALR celkové kohorty stanoveny referenénimi metodami:
analyzou velikosti fragment(, Sangerovou obousmérnou sekvenaéni metodou a
analyzou NGS

Stav CALR Cislo
Mutace Typ 1 53
Mutace Typ 2 41
TyplaTyp2 1

Jiné mutace CALR 29
Pozitivni na mutaci CALR 124 (54,6 %)
Negativni na mutaci CALR 103 (45,4 %)
Celkovy pocet vzorku 227

VSechny vzorky z kohorty, u kterych byl charakterizovan mutaéni stav CALR Typ 1 a/nebo
Typ 2, byly spravné identifikovany soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit. Mutace Typ 1
byla nespravné pfifazena soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit dvéma vzorkiim: jeden
vzorek byl charakterizovany referenénimi metodami jako mutace Typ 5, a druhy vzorek byl
charakterizovany jako mutace, kterou nepopsal Klampfl et al. (5). Obdobné byla mutace
Typ 2 nespravné pfipsana jednomu vzorku charakterizovanému referenénimi metodami
jako mutace, kterou nepopsal Klampfl et al. (5). Analyza pocitacové simulace ukazala, ze
pri¢inou nesouhlasnych vysledk( u téchto vzork( je pravdépodobné vysoka podobnost
jejich mutaci s mutacemi Typ 1 a Typ 2.
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V dlsledku toho je celkova shoda mezi vysledky obdrZzenymi pro mutace Typ 1 a Typ 2
mutations kombinovanymi se soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit a s analyzou
velikosti fragmentli / Sangerovym sekvenovanim/ NGS je 98,7 % (interval spolehlivosti
[96,2 %; 99,5 %]). Citlivost a specificita soupravy ipsogen CALR RGQ PCR Kit pro
kombinované mutace CALR Typ 1 a Typ 2 je 100 % (interval spolehlivosti [96,2 %; 100 %]
a 97,7 % [93,5 %; 99,5 %)) (tabulka 9).

Tabulka 9. Souhrn vysledkd funkénich vlastnosti pro kombinaci mutaci CALR Typ 1
aTyp 2

Proménna Odhad 95% interval spolehlivosti
Celkova shoda 98,7 % [96,2 %; 99,7 %]
Citlivost 100 % [96,2 %; 100 %]
Specificita 97,7 % [93,5 %; 99,5 %]
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Symboly

Na obalu a zna€eni se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol Definice symbolu

REF Katalogové Cislo

Vyrobce

Cislo materialu

Rn R oznaduje revizi pfirucky a n je Cislo revize
LOT Cislo darze
G'"N Globalni gislo obchodni polozky
IVD Diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro
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Symbol Definice symbolu

c € Znacka CE pro shodu s pozadavky EU

g Datum pouzitelnosti

W Obsahuje dostatek ¢inidel pro N reakci
<N>

H Teplotni omezeni
[ ] . , oiis
| | I Viz navod k pouZziti

//lt Chrarite pfed sluneénim svétiem
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Informace pro objednavky

Vyrobek Obsah

Kat. €.

ipsogen CALR RGQ PCR Pro 24 reakci: Kontrola divokého typu

Kit (24) CARL, mutantni kontrola CALR, reakéni
smés CALR TYPE 1, reakéni smés CALR
TYPE 2, reakéni smés CALR CLAMP 1,
reakéni smés CALR CLAMP 2, reakéni
smés CALR CLAMP 3, reakéni smés
CALR CLAMP 4, reakéni smés CALR
CLAMP 5, Taq DNA polymeraza, TE pro
fedénia NTC

Pristroj Rotor-Gene Q MDx a prislusenstvi

Rotor-Gene Q MDx 5plex Cykler pro PCR v realném ¢ase a analy-

HRM Platform zator HRM s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,
oranzovym, ¢ervenym, karminovym) plus
HRM kanalem, pfenosny pocitac,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni
zaruku na vSechny Casti a provedeni;
instalace a Skoleni nejsou zahrnuty

Rotor-Gene Q MDx 5plex Cykler pro PCR v realném ¢ase a analy-

HRM System zator HRM s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,
oranzovym, ¢ervenym, karminovym) plus
HRM kanalem, pfenosny pocitac,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni
zaruku na vSechny ¢asti a provedeni,
instalaci a Skoleni

Loading Block 72 x 0.1 ml Hlinikovy blok k ruéni pfipravé reakce
Tubes pomaoci jednokanalové pipety ve
zkumavkach 72 x 0,1 ml

674023

9002032

9002033

9018901
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Vyrobek Obsah Kat. €.
72-Well Rotor Pro stripy zkumavek s vi¢ky, objem 0,1 ml; 9018903
vyzaduje pojistny krouZek pro rotor na
72 zkumavek
Locking Ring 72-Well Pro stripy zkumavek s vi¢ky, objem 0,1 ml 9018904
Rotor v rotoru na 72 zkumavek
Rotor Holder Kovovy samostatné stojici drzak rotoru 9018908
pro umistovani zkumavek a souc¢astek
Rotor-Disc”® do rotort
Strip Tubes and Caps, 250 stript po 4 zkumavkach a vicka na 981103
0.1 ml (250) 1000 reakci
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stripi po 4 zkumavkach a vic¢ka 981106
0.1 ml (2500) na 10 000 reakci
Pristroj QIAsymphony SP a prislusenstvi
QIAsymphony SP System Modul QIAsymphony sample prep pro 9001751
pfipravu vzorkd: zahrnuje instalaci a
Skoleni a ro¢ni zaruku na vSechny Casti
a provedeni
QIAsymphony SP Modul QIAsymphony sample prep pro 9001297
pFipravu vzork(: zahrnuje roéni zaruku
na vSechny ¢asti a provedeni
Sample Prep Cartridges, 8jamkové kazety pro pfipravu vzorkd pro 997002
8-well (336) pouziti v pfistroji QlAsymphony SP
8-Rod Covers (144) Vicka 8-Rod Covers pro pouziti v pfistroji 997004
QIAsymphony SP
Filter-Tips, 200 pl, Spigky s filtrem na jedno poufZitf, ve 990332

Qsym SP (1024)

stojanech; (8 x 128) Pro pouZziti s pfistroji
QIAcube® a QIAsymphony SP/AS
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Vyrobek Obsah Kat. €.
Filter-Tips, 1500 pl, Spicky s filtrem na jedno pouZiti, ve 997024
Qsym SP (1024) stojanech; (8 x 128) Pro pouZziti s pFistroji

QIAsymphony SP/AS
Tube Insert 3b, 2 ml, v2, Sekundarni zkumavkovy nastavec (pro 9242083
sample carrier, Qsym 2ml zkumavky se Sroubovym uzavérem)

pro pouziti s nosi¢em zkumavek

QIAsymphony
Elution Microtubes CL Nesterilni polypropylenové zkumavky 19588
(24 x 96) (maximalni kapacita 0,85 ml, kapacita

pro uchovavani méné nez 0,7 ml, eluéni

kapacita 0,4 ml); 2304 ve stojanech po 96;

véetné stripl s vicky
Souvisejici produkty
QlAamp DNA DSP Blood Souprava pro pfipravu 50 vzorku: 61104
Mini Kit (50) odstredovaci kolonky QlAamp, pufry,

¢inidla, zkumavky, pfipojky na vakuum
QIAsymphony DSP DNA Pro 192 preparatu, kazdy po 200 pl: 937236
Mini Kit (192) Veetné 2 kazet s ¢inidly a enzymové

stojany a pfislusenstvi.
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 jednotek/ml, 19101

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz pfislusna pfiru¢ka
soupravy QIAGEN nebo uZivatelska pfiruc¢ka. Pfirucky k soupravam QIAGEN a uzivatelské
prirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je lze vyzadat od

roztok)

technickych sluZzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Tato stranka je umysiné ponechana prazdna
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Tento vyrobek je uréen pro diagnostiku in vitro. Vyrobky spolecnosti QIAGEN nesmi byt dale prodavany, upravovany pro dalsi prodej ani pouZzity pro vyrobu
komerénich vyrobkl bez pisemného schvaleni spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou ménit bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost QIAGEN nepfebira odpovédnost za jakékoliv chyby, které se mohou
vyskytnout v tomto dokumentu. Tento dokument je povaZovan za Uplny a presny v dobé publikace. Spole¢nost QIAGEN nenese za Zadnych okolnosti odpovédnost
za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo nasledné Skody v souvislosti nebo vyplyvajici z pouziti tohoto dokumentu.

Na vyrobky spolecnosti QIAGEN se vztahuje zaruka, Ze spliiuji uvadéné specifikace. Vyhradni uvazeni spole¢nosti QIAGEN a nahrada zakaznikovi je omezeno
na bezplatnou vyménu vyrobku v pfipadé, Ze vyrobek nespini vlastnosti dle zaruky.

Mutace CALR véetné jejiho pouzivani je chranéna patentovymi pravy véetné evropského patentu EP2808338 a zahrani¢nich protéjski. Nakup tohoto vyrobku
nezaruduje zadné prava na jeho poutZiti v klinickych zkouskach pro léky zacilené na CALR. Spolecnost QIAGEN vytvafi pro takova pouZiti specifické licenéni
programy. Kontaktujte prosim oddéleni QIAGEN Corporate Business Development na adrese bd @giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAcube®, QIAsymphony”, ipsogen®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (skupina QIAGEN);
BHQ®, Black Hole Quencher” (LGC Biosearch); FAM™, HEX™, SYBR® (Life Technologies, Inc.); GenBank® (National Center for Biotechnology Information);
Sarstedt” (Sarstedt AG and Co.).

Omezena licenéni smlouva pro soupravu ipsogen CALR RGQ PCR
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Vyrobek Ize pouzivat pouze v souladu s timto ndvodem k pouZiti (pfiruckou) a pouze se sougastmi, které souprava obsahuje. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje
Zadnou licenci svych duevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny v této soupravé, spole¢né s kterymikoliv soucastmi, které nejsou
v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pripadi popsanych v tomto navodu k pouZiti (pfiru¢ce) a dalSich protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com.

2. Spolecnost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje Zadné zaruky, Ze dana souprava ¢i jeji uzivani neporusuje prava tretich
stran.
3. Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany jen k jednorazovému pouZiti a je zakazano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.

IS

. Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

&

. Kupuijici a uZivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé& nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit kterykoliv ¢in zakazany
vyse. Spolecnost QIAGEN miize prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady
vynaloZené na vy3etfovani a soudni vylohy véetné poplatkl za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené
licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou ipsogen CALR RGQ PCR Kit nebo jejimi soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.
HB-2198-002 1103549 157025473 042017
© 2016-2017 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.
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