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Kayttotarkoitus

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on reaaliaikainen in vitro -PCR-testi, joka on tarkoitettu CALR-
mutaatioiden havaitsemiseen genomisesta DNA:sta, joka on perdisin epdiltyd myeloproli-
feratiivista tautia sairastavan henkildn kokoverindytteestd. ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla
voidaan my&s tunnistaa kaksi CALR-mutaatioiden padtyyppid (Tyyppi 1 ja Tyyppi 2). Sarja
on tarkoitettu kaytettavaksi QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM Platform —laiteympadris-
t8ssd. Tuote on tarkoitettu ammattihenkildiden, kuten molekyylibiologisen koulutuksen

saaneiden teknikoiden ja ladkareiden kayttoon.

Tuotteiden  kasittelyssé  on  ehdottomasti  noudatettava  riittavad  huolellisuutta  ja

tarkkaavaisuutta.

Suosittelemme, ettd kaikki QIAGEN-tuotteiden kayttajat noudattavat yhdistelma-DNA-kokeita

varten kehitettyj@ NIH-ohjeita tai muita sovellettavia ohjeita.

Tiivistelma ja kuvaus

Myeloproliferatiiviset taudit ovat joukko sairauksia, jotka muodostavat yhteensd 39 %
kaikista hematologisista sairauksista. Myeloproliferatiivisille taudeille on luonteenomaista
erilaisten kypsien verisolutyyppien krooninen kertyminen vereen; némé& ovat Philadelphio-

kromosomin suhteen joko positiivisia (Ph+) tai negatiivisia (Ph-).

Janusyrosiinikinaasi 2 -geeniin (JAK2) vaikuttava toistuva somaattinen mutaatio, V617F,
|&ydettiin vuonna 2005 (1-4), mika johti merkittavadn |&pimurtoon myeloproliferatiivisten
tautien ymmartamisessd, luokittelussa ja diagnosoinnissa. Philadelphia-negatiivista myeo-
proliferatiivista tautia sairastavista potilaista yli 95 %:lla |6ydetdan JAK2 V617F -mutaatio,
kun tautina on polysytemia vera (PV), 50-60 %:lla, kun kyseessé on essentiaalinen trombo-
sytemia (ET) ja 50 %:lla, kun tautina on idiopaattinen myelofibroosi (PMF). Liscksi

5-10 %:ssa ET-tapauksista ja PMF-tapauksista todetaan aktivoivia mutaatioita trombo-

4 ipsogen CALR RGQ PCR Kit -sarjan késikirja 04/2017



poietiinireseptorigeenissa (MPL). Jaljelle jaavilla 30-45 %:lla potilaista ei 18ydetd mitéaén

tiettyd molekyylimerkkiainetta.

Somaattisten mutaatioiden 16ytyminen CALR-geenista (joka koodaa kalretikuliini-proteiinia)
suurella osalla Philadelphia-negatiivista myeoproliferatiivista tautia sairastavista potilaista on
osoittanut kaytokelpoiseksi uudeksi merkiksi klonaalisesta sairaudesta (5, 6), mika parantaa
sekd diagnosointia ettd ennustetta ndissd aiemmin molekulaarisella tasolla tuntemattomissa
tapauksissa.  Suurimmalla  osalla  Philadelphia-negatiivista  myeoproliferatiivista  tautia
sairastavista potilaista, joilla ei ollut JAK2-mutaatiota, |&ydettiin somaattisia insertioita tai
deleetioita  CALR-geenin eksonissa 9. CALR-geenistad tunnistettiin alun perin yhteensa
36 "tyyppid” (Taulukko 1), jotka koostuvat insertioista, deleetioista, substituutioista tai ndiden
yhdistelmista. Useimmat niistd johtavat lukualueen siitym@én samassa vaihtoehtoisessa
lukualueessa, minkd seurauksena mutatoituneissa CALR-proteiineissa on sama  uusi
aminohapposekvenssi Cterminaalissa. Taman lukualueen siirtymdn on ehdotettu muuttavan
mutatoituneiden proteiinien lokalisaatiota solussa ja  vaikuttavan ndiden proteiinien

C-erminaalisen domeenin Ca2*sidonnan toimintaan.

Tarkkaa patologista mekanismia ei ole vield t&ysin selvitetty, mutta in vitro -tutkimuksin on
osoitettu, ettd tavallisimman CALR-deleetion (Tyypin 1 mutaatio, ks. Taulukko 1) yliekspressio

aiheutti sytokiinista rilppumatonta solujen kasvua (5).

Taulukko 1. Luettelo CALR-mutaatioista, Tyypit 1-36

Tyyppi COSMIC-tunniste * Frekvenssi (%) Mutantin CALR:n cDNA-merkinté
1 COSM1738055 53 c.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 c.1154_1155insTTGTC

3 COSM1738150 1,7 c.1095_1140del

4 COSM1738151 1 c.1102_1135del

5 COSM1738057 0,7 c.1091_1142del

6 COSM1738152 0,7 c.1094_1139del

7 COSM1738343 0,7 c.1102_1153del
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Tyyppi COSMIC-tunniste * Frekvenssi (%) Mutantin CALR:n cDNA-merkinté

8 COSM1738153 0,7 c.1104_1137del

9 COSM1738154 0,7 c.1140del

10 COSM1738155 0,7 c.1154delinsTGTGTC

11 NI;# COSM1738150 0,3 [c.1092G>C;1095_1140del]

12 COSM1738359 0,3 c.1098_1131del

13 COSM1738339 0,3 c.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0,3 c.1101_1134del

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

16 COSM1738157 0,3 c.1102_1137delinsCA

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

18 COSM1738158 0,3 c.1104_1155del

19 COSM1738349 0,3 c.1110_1140del

20 COSM1738159 0,3 c.1118_1136del

21 COSM1738160 0,3 c.1118_1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0,3 c.1120_1123del

23 COSM1738344 0,3 c.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0,3 c.1120_1138del

25 COSM1738346 0,3 c.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0,3 c.1122del

27 COSM1738351 0,3 c.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0,3 c.1131_1152del

29 COSM1738352 0,3 c.1135_1152delins
CCTCCTCTTTGTCT

30 COSM1738353 0,3 c.1137_1154delins
CCATCCTTGTC

31 NI;# COSM1738056 0,3 [c.115TA>G;1154_1155insTTGTC]

32 COSM1738330 0,3 c.1153_1154delinsTGTC
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Tyyppi COSMIC-tunniste* Frekvenssi (%)’ Mutantin CALR:n cDNA-merkinté
33 COSM1738355 0,3 c.1154_1155insATGTC

34 COSM1738331 0,3 c.1154_delinsCTTGTC

35 COSM1738356 0,3 c.1154delinsTTTGTC

36 COSM1738332 0,3 c.1155_1156insTGTCG

* Tunnisteiden léhde on COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
T Frekvenssien lghde on Klampfl et al (2013) (5).
* NI: Mutaatiotapahtumaa ei ole ilmoitettu COSMICissa.

Myeloproliferatiivisten tautien diagnosointi on perinteisesti perustunut kliinisiin, luuydinhisto-
logisiin ja sytogeneettisiin kriteereihin. Sairaudelle spesifin molekyylimerkkiaineen 16ytyminen
yksinkertaisti diagnoosiprosessia ja paransi sen tarkkuutta. Yksi myeloproliferatiivisten tautien
tutkimuksen pddtavoitteita on ollut ET:n ja PMF:n molekulaarisen perustan ymmartéminen
niilla potilailla, joilla ei ole JAK2- ja MPL-mutaatioita. Siksi CALR-mutaatioiden |&ytdminen on
mahdollistanut uuden molekyylimerkkiaineen kéytdn Philadelphia-negatiivista myeoprolifera-
tiivista tautia sairastavien potilaiden diagnosointiin ja ennusteen laatimiseen. CALR-mutaation
havaitseminen on nyt osa Maailman terveysjdrjests WHO:n myeloproliferatiivisten tautien
diagnoosikriteereja 2016 (Taulukko 2), ja t&mdan mutaation lasndolo on tarked kriteeri

diagnoosin vahvistamiselle.
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Taulukko 2. WHO:n kriteerit myeloproliferatiivisten tautien diagnoosille (sovitettu viitteen 7
mukaisesti)

WHO:n kriteerit essentiaalisen trombosytemian diagnoosille
Padkriteerit:

1. Verihiutaleiden maaré > 450 x 10%/1.

2. Luuydinbiopsia, jossa ndkyy pddasiassa megakaryosyyttien linjojen proliferaatiota,
joka koostuu kasvaneesta méaédrdsta suurentuneita, kypsic megakaryosyytteja,
joiden tuma on hyperlohkoinen. Ei merkittdvaa lisdysta tai vasemmalle siirtymistd
neutrofiilien granulopoieesissa tai erytropoieesissa ja erittdin harvoin lievad
lisdantymistd retikuliinisaikeissa.

3. Ei taytd WHO:n kriteereitd seuraaville: BCR-ABLT+ CML*, PV, PMF,
myelodysplastiset oireyhtymét (MDS) tai muut myeloidiset kasvaimet.

4. JAK2-, CALR- tai MPL-mutaatio.

Sivukriteeri:

Klonaalisen merkkiaineen lésndolo tai ei ndyttdd reaktiivisesta trombosytoosista

WHO:n kriteerit idopaattisen myelofibroosin diagnoosille
Padkriteerit:
1. Megakaryoottista proliferaatiota ja atypiaa seké joko retikuliini- ja/tai

kollageenifibroosia.

2. Ei tayta WHO:n kriteereita seuraaville: ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS tai muut
myeloidiset kasvaimet.

3. JAK2-, CALR- tai MPL-mutaatio, tai mikali ngité mutaatioita ei ole, jonkin toisen
klonaalisen merkkiaineen lasndolo tai reaktiivisen myelofibroosin poissaolo.

Sivukriteerit:

Ainakin yksi seuraavista, vahvistettu kahdella perakkaisellad maarityksella:

a) Anemia, joka ei liity mihink&én komorbidiin tilaan

b) Leukosytoosi = 11 x 10°/I

c) Palpoituva suurentunut perna

d) LDH* laitoksessa kaytettavan viitealueen normaalirajan ylépuolella

e) Leukoerytroblastoosi
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WHO:n kriteerit polysytemia veran osalta

Padkriteerit:

1. Hemoglobiini (Hgb) > 16,5 g/dI miehilla, Hgb > 16,0 g/dI naisilla; tai hematokriitti
(Het) > 49 % miehilla, Het > 48 % naisilla; tai suurentunut punasolujen massa.

2. Luuydinbiopsia, jossa ndkyy ikdan nahden hypersellulaarisuutta ja kolmen
solulinjan kasvua (panmyeloosi), mukaan lukien merkittévada erytroidista,
granulosyyttistd ja megakaryoottista proliferaatiota ja pleomorfisia kypsia
megakaryosyytteja (ko'oissa eroja).

3. JAK2 V617F- tai JAK2:n eksoni 12:n mutaatio

Sivukriteeri:

Normaalia alhaisempi seerumin erytropoietiinitaso

* CML: krooninen myelooinen leukemia; LDH: laktaattidehydrogenaasi.

CALlR-mutaatioiden tunnistus gDNA:sta, joka on uutettu perifeerisen veren soluista on
nyky&an diagnostinen tydkalu samoin kuin JAK2-mutaatioiden tunnistus. N&mé& menetelmat
ovat yksinkertaistaneet myeloproliferatiivisten tautien diagnosoimista ja parantaneet
diagnoosien tarkkuutta. CALR- ja JAK2-estit (ipsogen CALR RGQ PCR Kit- ja ipsogen JAK2
RGQ PCR -sarja) on validoitu samoilla gDNA-uuttomenetelmilld, joten saman néytteen voi

testata ngilla kahdella eri gPCR-sarjalla.

Menetelman periaate

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on reaaliaikainen PCRtesti. Sarja kéyttad kvantitatiivista
reaaliaikaista  PCR-tekniikkaa (gPCR) CALRgeenin (GenBank® Accession Number
CR457070) (5, 6) eksonin @ alueessa c.1091_1162 (cDNA-merkintdtapa) olevien
somaattisten mutaatioiden kvalitatiiviseen havaitsemiseen. Sarjalla voidaan myds tunnistaa

kaksi CALR-mutaatioiden p&atyyppid (Tyyppi 1 ja Tyyppi 2).
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Sarjassa on reagenssit seitsemdn erillisen PCR-monistumisreaktion tekemiseen samassa
testausajossa. Sarjalla voidaan tunnistaa kaksi CALR-paamutaatiota (Tyyppi 1 ja Tyyppi 2)
sekd havaita lisdksi vahdisempid variantteja (lueteltu kohdassa Suoritusarvot/Spesifisyys,
sivu 68) genomisesta DNA:sta, joka on uutettu ihmisen perifeerisesté kokoverestd. Kaikkien
tehtdvien yhteenlaskettu suoritusaika, gDNA:n uuttamisesta (automaattisesti tai manuaalisesti)

datan analyysiin on lyhempi kuin yksi tydpéiva.

Reaaliaikaisen PCR:n kayttaminen mahdollistaa kohteena olevan DNA-sekvenssin tarkan
havaitsemisen monistumisprosessin eksponentiaalisessa vaiheessa. Reaaliaikaiset PCR-tiedot
saadaan nopeasti, eikd PCR:n jdlkeistd prosessointia farvita, koska fluoresoivat signaalit
havaitaan reaaliaikaisesti PCR-syklin aikana. Talla hetkella gPCR-tekniikoissa on kolme
padtyyppia: qPCR-analyysi SYBR® Green | Dye -vériag kayttéen, qPCR-analyysi hydrolyysi-
koettimia kayttGen ja gPCR-analyysi hybridisaatiokoettimia kayttaen.

Tama testi hyddyntaé gPCR-oligonukleotidien hydrolyysia. PCR:n aikana etu- ja taka-alukkeet
hybridisoituvat tiettyyn sekvenssiin. Samassa seoksessa on toinen variaineeseen linkitetty
aluke. Tama koetin koostuu oligonukleotidista, joka on leimattu 5'-reportterivarilla (F) ja
alavirtaan sijaitsevalla 3’ variaineettomalla sammuttajalla (Q). Koetin hybridisoituu kohde-
sekvenssiin PCR-tuotteessa. qPCR-analyysi hydrolyysikoettimin hyddyntad Thermus aquaticus
(Taq) -DNA-polymeraasin 5'—3"-eksonukleaasiaktiivisuutta. Koettimen ollessa ehja reportteri-
varin lgheisyys sammuttajaan tukahduttaa reportterin fluoresenssin  p&dasiassa Forster-

tyyppisella energiansiirrolla.

Jos kohdesekvenssi on PCR-gjossa lasnd, sekd etu- ettd taka-alukkeet pariutuvat pariutuneen
koettimen molemmin puolin. Koettimen 3'-p&a on estetty, jotta koetin ei pitenisi PCR:n aikana
(Kuva 1).  Polymerisoitumisvaihessa  DNA-polymeraasin ~ 5'—3"-eksonukleaasiaktiivisuus
halkaisee koettimen, jolloin sammuttajavdriaine irfoaa ja reportterivari pddsee |dhettdmadn
fluoresenssissignaalia. Sen jdlkeen koettimen palaset irtoavat kohteesta ja juosteen
polymerisaatio jatkuu. Tadmé prosessi tapahtuu jokaisessa syklissa eikd se hairitse tuotteen

eksponentiaalista kertymista (katso kuva 1).
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Fluoresenssisignaalin  voimistuminen  havaitaan  vain,  jos  kohdesekvenssi  on

komplementaarinen alukkeisiin ja koettimeen nahden ja taten monistuu PCR-ajon aikana.

/A porsminer]

— Alukkeet ja koetin
pariutuvat

—- LZ /—1 Polymerisaatio
)

Juosteen syrjdyttéminen

= o A o

. Johtaa sammuttajavérin
(._ - - = —e— . AT
vapautumiseen, jolloin
reportterivari lahettad
qp b a a » o fluoresoivaa signaalia
] . : |Po|ymerisaaiio valmis
s @> PCR-+uote on valmis ja
“@P------ccmecea-- — fluoresoiva signaali

keraantyy joka syklilla

A .
Yy g Reportteri !§ 2 Spesifinen koetin e EIEi(LZet?kO-
# Sammuttaja -==> PCR-tuote (@] Tag-polymeraasi

Kuva 1. Readliaikaisten PCR-reaktioiden periaate.

Kahden CALR-paémutaation tunnistaminen

Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-mutaatioiden tunnistaminen tapahtuu kayttamalla alleelispesifista
monistustekniikkaa (ARMS, Allele Refractory Mutation System), jossa alukkeet hybridisoidaan
komplementaariseen sekvenssiin ja jossa hyddynnetddn DNA-polymeraasin kykyd erottaa

vastaavuudet ja epdvastaavuudet PCR-alukkeen 3'-padssa.
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Kun PCR-aluke on tdysi vastaava, monistuminen efenee taydelld teholla. Kun 3'-emas ei ole

vastaava, tapahtuu vain heikkoa taustamonistumista (Kuva 2).

p D

\"4} ] = F = (! [Heikko monistuminen J
TYPE 1/TYPE 2 e - = =
.Ersir;eErk;ié & = x — 3 {Heikko monistuminen ]

(S 4

Kuva 2. Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-mutaatioiden tunnistaminen ARMS PCR -tekniikalla.
VT: villityyppi; Q—F: BHQ®—FAM™ kaksivarikoetin; & etualuke (oranssi) ja taka-aluke

(musta).

CALR-mutaatioiden véhaisempien varianttien havaitseminen

CALR-mutaatioiden véhdaisempien varianttien havaitsemiseksi alukkeet ja koettimet on
reaktioseoksissa yhdistetty liséoligonukleotidiin, joka on 3'-estetty lisatylla fosfaattiryhmalla
(ns. CLAMP-oligonukleotidi). CLAMP-oligonukleotidi on spesifi villityyppiselle kohdesekvens-
sille ja pariuduttuaan estdd PCR-tuotteen pidentymisen (PCR-puristus). Jos PCR-mallissa on
villityypin sekvenssi, CLAMP hybridisoituu ennen PCR-aluketta ja DNA-polymeraasin tekemad
pidentymistd ei esiinny lainkaan tai vain hyvin vahan. Jos l&snd on mutatoitunutta kohde-
sekvenssid, CLAMP ei hybridisoidu tai hybridisoituu heikosti, PCR-aluke sitoutuu ja

monistuminen etenee (Kuva 3).
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Y

VT — ——— = Heikko monistuminen |
MUTANTTI - = = — — | Monistuminen
MUTANTTI : ——— ) | Heikko monistuminen

F
MUTANTTI” ‘A’ = = > | Heikko monistuminen

A

/

Kuva 3. CALR:n vahaisten mutaatioiden havaitseminen. VT: villityyppi; Q—F: BHQ—FAM -

kaksivarikoetin; Setualuke (vihred) ja taka-aluke (musta); : —o: 3'fosfaattioligonukleotidi

(CLAMP oligonukleotidi; keltainen).

Sisainen monistumiskontrolli (IAC) kaikissa reaktioseoksissa

Jotta qPCR-reaktio voitaisiin validoida ja kontrolloida ihmisen genomisen DNA-mallin

(gDNA) lasna ollessa, jokaisessa CALR-reaktioseoksessa on alukkeet ja koetin ihmisen ABLI-

geenin endogeenisen sekvenssin tunnistamiseksi. Téma kontrollisekvenssi monistuu kaikkien
CALR:n  mutanttien ja villityypin  DNA:n  monimonistus-PCR-reaktiossa ja se leimataan

heksakloorifluoreseiinilla (HEX™), jotta se erottuisi fluoreseiiniamidiitilla (FAM) leimatuista

amplikoneista mutaatioreaktioissa. Kummankin koettimen sammuttaja on  Black Hole

Quencher® (BHQ-1).
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)
Luettelonumero 674023
Reaktioiden madrd 24
Véri Nimi Mddrd
Keltainen CALR Reaction Mix Type 1 (CALR-reaktioseos, Tyyppi 1) 850 pl
Keltainen CALR Reaction Mix Type 2 (CALR-reaktioseos, Tyyppi 2) 850 pl

Purppura CALR Reaction Mix CLAMP 1 (CALR-reaktioseos CLAMP 1) 850 pl
Purppura CAIR Reaction Mix CLAMP 2 (CALR-reaktioseos CLAMP 1) 850 l
Purppura CALR Reaction Mix CLAMP 3 (CALR-reaktioseos CLAMP 1) 850 pl
Purppura CAIR Reaction Mix CLAMP 4 (CALR-reaktioseos CLAMP 1) 850 pl
Purppura CALR Reaction Mix CLAMP 5 (CALR-reaktioseos CLAMP 1) 850 pl

Vihred CAILR Wild-Type Control (CALR-villityypin kontrolli) 145 pl
Punainen CAILR Mutant Control (CALR-mutanttikontrolli) 145 pl
Mintunvihred Tag DNA Polymerase (Tag DNA-polymeraasi) 85 pl
Valkoinen TE Buffer (TE-puskuri) 1,9 ml
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Tarvittavat materiaalit jotka eivat kuulu
toimitukseen

Tyoskenneltaessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttokdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja saa tuotekohtaisista kayttéturvallisuustie-

dofteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.
Varmista, ettd vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

e Tarkoitukseen sopivia pipettejd (saddettavid) (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
On suositeltavaa varata vahintaan kaksi pipettisarjaa: yksi PCR-reaktioseoksien prepao-
rointiin ja jakeluun ja toinen DNA:n kasittelyyn, mukaan lukien PCR-mallin lataaminen.

® Nukleaasittomia, aerosolisuojattuja, steriileja PCR-pipettikarkid, joissa on hydrofobinen

suodatin
e 1,5 ml:n tai 2,0 ml:n nukleaasittomia PCR-putkia
o Kertakayttdkasineitd
® Vortex-sekoitin

® Spekirofotometri

DNA:n manuaadliseen uuttoon tarvittavat lisalaitteet ja materiaalit

e QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit -sarja (luettelonro. 61104)

e Etanolia (96-100 %).
Huomautus: Al kayta denaturoitua alkoholia, koska se sisltaa muita aineita, kuten
metanolia tai metyylietyyliketonia.

® lampolevy naytteiden 56 °C:ssa tapahtuvaa lyysié varten

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

(ia joka kykenee saavuttamaan nopeuden 13 000-14 000 rpm)
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DNA:n automaattiseen uuttoon tarvittavat lisélaitteet ja materiaalit
® QIlAsymphony® SP -instrumentti (luettelonro. 9001297), ohjelmistoversio 4.0
tai suurempi, sekd instrumentin mukana toimitetut tarvikkeet, mukaan lukien

Blood_200_V7_DSP -protokolla
® Tube Insert 3b (luettelonro. 9242083)
® QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarja (luettelonro. 937236)
e Naytteen preparointikasetteja, 8-kuoppaa (luettelonro. 997002)
® 8-sauvaisia kansia (luettelonro. 997004)
® Suodatinkarkia, 1 500 pl (luettelonro. 997024)
e Suodatinkarkia, 200 pl (luettelonro. 990332)
® Cl-eluutiomikroputkia (luettelonro. 19588)
e Havityspusseja karjille (luettelonro. 9013395)
e Mikroputkia 2,0 ml, Tyyppi H (Sarstedt®, luettelonro. 72.694)

Lisélaitteet ja materiaalit PCR-ajoihin Rotor Gene Q MDx -laitteella
® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aite (luettelonro. 9002032) ja sen mukana toimitetut

tarvikkeet
® Rotor-Gene AssayManager®, ohjelmistoversio 2.1.x (jossa x = O tai suurempi)
® Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in, versio 1.0.x (jossa x = O tai suurempi)
e CAILR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE, versio 1.0.x (jossa x = 2 tai suurempi)
® latauslevy 72 x 0,1 ml:n putkille (luettelonro. 9018901)
e 72-kuoppainen roottori (luettelonro. 9018903)
e Sovittimen lukitusrengas 72-kuoppaiselle roottorille, (luettelonro. 9018904)
® Roottorin pidike (luettelonro. 9018908

o Lliuskaputkia ja korkkeja, 0,1 ml, Rotor-Gene Q MDx -laitetta varten (luettelonro. 981103
tai 981106)

® Jaata (tai jaahdytyslevy).
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Varoitukset ja huomautukset
In vitro -diagnostiikkaan

Tydskenneltessa kemikaalien kanssa on aina kaytettavd asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakéayttokdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéytdturvatiedotteista. Ne
ovat saatavilla PDF-muotoisina verkossa sivulla  www.qiagen.com/safety, jossa voit
tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjan ja sarjakomponentin kayttturvallisuustie-
dotteita.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -uuttosarjan (luettelonro. 61104) ja QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit -uuttosarjan (luettelonro. 937236) turvallisuuteen liittyvat tiedot vastaavan
sarjan kasikirjasta. Katso instrumenttien turvallisuuteen liittyvét tiedot vastaavan sarjan

kayttéoppaasta.

VAROITUS Vammojen vaara
Alg lisaa valkaisuainetta tai happamia livoksia néytteen

preparointijatteeseen.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan reagenssikasetissa olevat puskurit sisaltavat
guanidiinisuoloja, jotka voivat muodostaa erittdin reaktiivisia yhdisteitd valkaisuaineiden
kanssa. Jos n@itd puskureita sisaltGvia nesteitd padsee roiskumaan, puhdista roiskeet
sopivalla  laboratoriopuhdistusaineella  ja  vedelld. Jos roiskuneessa nesteessd on
mahdollisesti  tartunnanaiheuttajia,  puhdista  roiskeiden alue ensin  laboratorio-

puhdistusaineella ja vedelld ja sen jélkeen 1 %:sella (til.) natriumhypokloriitilla.

ipsogen CALR RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria 04/2017 17



Varotoimet

gPCR-estien kdyttdminen vaatii hyvien laboratoriokéyténtdjen noudattamista, mukaan lukien

jaljitettavyys ja molekyylibiologican kaytettévien laitteiden yllapito sovellettavien sadddsten

ja standardien mukaisesti.

Tamd sarja on tfarkoitettu kaytettavaksi in vitro -diagnostikassa. Témdn sarjan mukana

toimitetut reagenssit ja ohjeet on testattu suorituskyvyltaan optimaalisiksi.

Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Naytteet ovat

mahdollisesti tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biovaarallisina materiaaleina.
Havitd naytteet ja testijate paikallisten turvallisuuskdytdntdjen mukaisesti.

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti. Ala laimenna

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

QIAGEN-yhtion laaduntarkkailumenettelyihin kuuluu julkaistun sarjan toiminnallinen
testaus jokaisesta yksittdisestd sarjan valmistuserdstd. Ala sekoita eri valmistuserista

perdisin olevia reagensseja keskenddn, koska se voi vaikuttaa suorituskykyyn.

Varmista, ettd testin profiilitiedostot ja Rotor-Gene AssayManager v2.1 -lisGosa on

asennettu.

Katso lisdtietoja varoituksista, varotoimista ja menettelytavoista julkaisusta Rotor-Gene Q
MDx User Manual (Rotor-Gene Q MDX -kéyttéopas) ja Rotor-Gene AssayManager v2.1

Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager -ydinohjelmiston version 2.1

kayttdopas).

Inkubaatioajan ja -ldmpdtilan muuttaminen voi tuottaa virheellisia tai ristiriitaisia tietoja.

Preparoi kaikki reaktiot (reaktioseos + néyte) j@dhauteessa tai jddhdytyslevyllé.

Alg kayta vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja komponentteja.

Reaktioseoksissa saattaa tapahtua muutoksia, jos ne altistuvat valolle.

Noudata darimmdista varovaisuutta, jotta seokset eivat sekoittuisi CALR-mutanttikontrolli-

ja CALR-villityypin kontrolli -reagensseissa olevien materiaalien kanssa.
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Noudata darimmdista varovaisuutta, jotta DNA tai PCR-tuote ei aiheuttaisi

kulkeutumiskontaminaatiota ja siitd seuraavaa vaarad positiivista signaalia.

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

saattaisi hajottaa malli-DNA:n.

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

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

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

paikallisten turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.
Varmista, ettd testaat oikean ndytteen. Varo vadran nayteen kaytamistd, latausvirhettd
ja pipetointivirheitd.

Varmista néytteiden oikea tunnistus kasittelemélla naytteitd jarjestelmallisesti.

Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohjeita:

e Kaytd nukleaasittomia laboratoriovélineitd (esimerkiksi pipettejd, pipettien karkid,

reaktiopulloja) ja kdytd késineitd testici tehdessdsi.

Kaytd kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikdrkid ndytteiden ja
reagenssien ristikontaminaation vdlttémiseksi.

Preparoi esi-PCR-pddseos vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla (pipetit, kérjet, jne.)
erilliselld alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja (DNA:ta, plasmideja tai PCR-tuotteita).
Lisaa talla samalla alueella TE-puskuri NTC-putkiin ja sulje ne. Lisad testattavat naytteet,
CALR-mutanttikontrolli- ja CALR-villityypin kontrolli -reagenssit erillisessa huoneessa

kayttaen vain tarkoitukseen varattuja materiaaleja (pipetteja, karkia, jne.).
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja toimitetaan kuivajaan paalla. Jos ipsogen CALR RGQ PCR
-sarja ei ole vastaanottohetkelld jadssa tai jos ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana
tai jos toimituspakkaus ei sisalla |ahetysluetteloa tai reagensseja, ota yhteyttd QIAGENin
tekniseen palveluun tai  paikalliseen jélleenmyyjaén  (katso lisdtietoja  osoitteesta

www.qiagen.com).

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on varastoitava valittémasti vastaanoton jalkeen tasaisessa
-30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna. Kyseisissa olosuhteissa

sailytetty ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on stabiili mainittuun vanhenemispaivadn asti.

Avatut reagenssit voidaan sailyttaa alkuperdispakkauksissaan -30...-15 °C:n lampétilassa
pakkauksessa olevaan vanhenemispdivéadn asti. Sarjan toistuvaa sulattamista ja pakastamista

on vdltettava. Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintaén viisi.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -uuttosarjan (luettelonro. 61104) tai QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit -uuttosarjan (luettelonro. 937236) sailytykseen ja kasittelyyn liittyvat tiedot

vastaavan sarjan kasikirjasta.

Kaikki kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista kayttopaivaa ja
scilytysta koskevat ohjeet on huomioitava. Alé kéytd vanhentuneita tai virheellisesti

silytettyj@ komponentteja.
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Naytteen kasittely ja sGilytys

Kokoveri

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on tarkoitettu kaytettdvaksi genomisten DNA-ndytteiden
kanssa, jotka on saatu 2K-EDTA:lla antikoaguloiduista kokoverinaytteista. Kokoverta voidaan
sailyttaa seuraavasti:

e 2-8 °C:ssa enintddn 96 tuntia

e 15-25 °C:ssa enintadn 96 tuntia

e Pakastettuna -30...-15 °C:ssa enintddn 1 kuukausi
Genomiset DNA-ndytteet

Genomista DNA:ta voidaan sailyttaa 2-8 °C:ssa enintadn 1 viikon ajan uuton jdlkeen
tai -30..-15 °C:ssa enintddn 24 kuukautta, joko heti uuton jalkeen tai TE-puskurilla

laimennuksen jalkeen.
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Toimenpide

Genomisen DNA:n uutto ja preparointi

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on validoitu yhdessé QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
sarjon  kanssa (luettelonro. 61104) manuaalisen uuton osalta tai QlAsymphony SP
-instrumentin ja sen kanssa yhdessa kaytetyn QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan

(luettelonro. 937236) automaattisen uuton osalta.

Varmista, ettd gDNA-reagenssit eivat ole vanhentuneet ja eftd ne on kuljetettu ja sailytetty

asianmukaisissa olosuhteissa.

Manuaalinen gDNA:n uutto QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla

Manuaalinen gDNA:n uutto tehddan QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla
(luettelonro 61104) julkaisun QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit Handbook (QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit -sarjan kasikirja) ohjeiden mukaan.

Ennen aloittamista suoritettava valmistelut

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

e Valmistele lyysipuskuri
Jos lyysipuskuriin (AL) on muodostunut saostumaa, livota se inkuboimalla 56 °C:ssa.

® Valmistele QIAGEN-proteaasi
Lisda 1,2 ml proteaasilivotinta (PS) lyofilisoituun QIAGEN-proteaasi (QP) -pulloon

ja sekoita huolellisesti. Vaahtoamisen valttamiseksi tee sekoitus kaantamalla pulloa

ylésalaisin useita kertoja. Varmista, ettd QP on taysin liuennut.
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Huomautus: Kun QP on livotettu PS-livottimeen, se on stabiili enintéan 2 kuukauden ajan,
kun sailytyslampatila on 2-8 °C. Proteaasin sdilyvyyden pidentdmiseksi on suositeltavaa
sailyttaa sitd —20 °C:ssa, mutta toistuvaa jaddytystd ja sulatusta on valtettava. Tasta

syystd on suositeltavaa sdilyttad QP:t& alikvooteiksi jaettuna.

e Valmistele pesupuskuri 1
Lisaa 25 ml etanolia (?6-100 %) mittasylinterié kayttéen pulloon, joka sisaltad 19 ml
pesupuskuritiivistetta 1 (AW 1). Sailyta rekonstituoitu AW 1-livos huoneenlampétilassa
(15-25 °C).
Huomautus: Sekoita rekonstituoitu AW 1 aina kaantamalla pulloa ylésalaisin useita
kertoja ennen toimenpiteen aloittamista.

e Valmistele pesupuskuri 2
Lisda 30 ml etanolia (?6-100 %) mittasylinterié kayttéen pulloon, joka sisaltad 13 ml
pesupuskuritiivistetta 2 (AW?2). Sailyta rekonstituoitu AW?2-liuos huoneenlampétilassa
(15-25 °C).
Huomautus: Sekoita rekonstituoitu AW2 aina kaantamalla pulloa ylésalaisin useita

kertoja ennen toimenpiteen aloittamista.
e Valmistele eluutiopuskuri

Sarjan mukana toimitetaan yksi pullo eluutiopuskurilivosta (AE). AE:n kontaminoitumisen
estamiseksi on erittdin suositelfavaa kéytad aerosolin syntymisen estavia pipettikarkid,
kun AE:ta pipetoidaan pullosta. Lisaksi pullon korkki on asetettava takaisin paikalleen
heti.

Anna AE-puskurilivoksen tasaantua huoneenlémpdén (15-25 °C).

® Aseta lampdlevy 56 °C:seen; lampdlevya kaytetadn vaiheessa 4.

Toimenpide

1. Pipetoi 20 pl proteaasi-QP:1a lyysiputkeen (LT).
Huomautus: Tarkista rekonstituoidun proteaasin vanhentumisp&ivémé&ard ennen kaytod.

2. Lisaa lyysiputkeen 200 pl verindytetta.
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3. Lisaa lyysiputkeen 200 pl lyysipuskuria (AL), sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla

15 sekunnin ajan ja sentrifugoi lyhyesti.

Huomautus: Tehokkaan lyysin takaamiseksi on tarkedd, ettd néyte ja AL ovat sekoittuneet

lapikotaisin ja eftd livos on homogeeninen.

Huomautus: Koska Al-puskurin viskositeetti on suuri, varmista, eftd liséét oikean médrdn

Al-puskuria pipetoimalla huolellisesti oikeanlaisella pipetilla.
Tarkedd: Alg lisaa QP:ta suoraan Al-puskuriin.
4. Inkuboi 56 °C:ssa (1 °C) 10 minuutin ajan (1 minuuttia).

5. Sentrifugoi lyysiputkea noin 5 sekunnin ajan tdydelld nopeudella, jotta pisarat

poistuisivat korkin sisdpuolelta.
6. Lisaa lyysiputkeen 200 pl etanolia (96-100 %), sulje korkki ja sekoita lapikotaisesti

pulssivorteksilla > 15 sekunnin ajan.

7. Sentrifugoi lyysiputkea noin > 5 sekuntia taydellé nopeudella, jotta mahdolliset pisarat

poistuisivat korkin sisdpuolelta.

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

Huomautus: Jos késittelet useita néytteitd, avaa vain yksi lyysiputki kerrallaan.

9. Sulie QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi nopeudella n. 6 000 x g
(8 000 rpm) T minuutin ajan.

10.Aseta QIAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja hylkéd suodosta
siscltava putki.

Huomautus: Jos lysaatti ei ole lapdissyt kalvoa téaysin nopeudella 6 000 x g (8 000 rpm)
sentrifugoinnin jalkeen, sentrifugoi uudelleen taydellé nopeudella (enintéén 20 800 x g)

1 minuutin ajan.

Huomautus: Jos lysaatti ei vielakaan lapaise kalvoa sentrifugoinnin aikana, hylkaa néyte

ja toista eristys ja puhdistus uudella ndytemateriaalilla.
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11.Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja lisaa 500 pl Buffer AW -liuosta.
Varo kastelemasta putken reunaa. Alg kosketa QlAamp Mini spin column -putken kalvoa
pipetin karjella.

12.Sulie QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi nopeudella n. 6 000 x g
(8 000 rpm) T minuutin ajan.

13.Aseta QlAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen ja hylkad suodosta
sis@ltava putki.

14.Avaa QlAamp Mini spin column -putki varovasti ja lisaa 500 pl AW2-puskuria. Varo
kastelemasta putken reunaa. Ala kosketa QlAamp Mini spin column -putken kalvoa
pipetin karjella.

15.Sulie QlAamp Mini spin column -putken korkki ja sentrifugoi tdydelld nopeudella
(n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan.

16.Aseta QlAmp Mini spin column -putki puhtaaseen pesuputkeen ja hylkéd suodosta
siscltava putki.

17 .Sentrifugoi taydelld nopeudella (n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) kolmen minuutin ajan,
jotta kalvo kuivuisi taysin.

18.Aseta QlAmp Mini spin column -putki puhtaaseen eluutioputkeen (ET) ja hylk&d suodosta
sis@ltava pesuputki.

19.Avaa QlAamp Mini spin column -putken korkki varovasti ja liséa 50-200 pl AE-puskuria
kalvon keskelle.
Huomautus: Pienemmat eluutiotilavuudet lisaavat DNA:n pitoisuutta eluaatissa

merkittavasti, mutta vahentdavat DNA:n kokonaissaantoa hieman.
20.Sulje korkki ja inkuboi huoneenlampétilassa (15-25 °C) 1 minuutin ajan.
21.Sentrifugoi nopeudella 6 000 x g tai 8 000 rpm) 1 minuutin ajan DNA:n eluoimiseksi.
22.Sailyta gDNA-naytettd asianmukaisissa olosuhteissa.

23.Havitd kaytetyt nayteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuusséédésten mukaan.
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Automaattinen gDNA:n uutto QlAsymphony DSP DNA Blood Mini -sarjalla

Automaattinen gDNA:n uutto tehdadn kayttamdlla QlAsymphony SP -instrumenttia ja
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjaa (luettelonro. 937236). Noudata julkaisussa
QIAsymphony DSP DNA Kit Handbook (QlAsymphony DSP DNA -sarjan kasikirja) olevia
ohjeita. Valitse QlAsymphony-instrumentista Blood_200_V7_DSP-protokolla.

Huomautus: Seuraavat protokollan ominaisuudet ovat spesifeja gDNA:n uutolle kokoverestd

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla analysointia varten:

Siirrd 300 pl kokoverta mikroputkeen (2,0 ml Tyyppi H, Sarstedt, luettelonro. 72.694).

Eluutiotilavuus ja ulostulosijainti on kokoveriprotokollassa 100 pl.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Uutettava kokoveren kokonaistilavuus on 200 pl (sekd 100 pl kuollutta tilavuutta).

Varmista, ettd tieddt, miten QIAsymphony SP -instrumenttia kéytetdan. Katso kayttdohjeet

instrumentin mukana toimitetuista QlAsymphony SP kéyttdoppaista.

Valinnainen yllgpito ei ole véaltamatdntd instrumentin toiminnan kannalta, mutta se on

erittdin suositeltavaa kontaminaatioriskin véhentémiseksi.

Ennen kuin kaytat reagenssikasettia ensimmaistd kertaa, tarkista, ettd puskureissa QSL1
ja QSB1 ei ole saostumaa.

Tarvittaessa poista puskuria QSL1 ja QSB1 sisaltavat urat reagenssikasetista ja inkuboi
30 minuutin ajan 37 °C:ssa valilla ravistaen, jotta saostuma liukenisi. Varmista, ettd
asetat urat takaisin oikeaan paikkaan.

Jos reagenssikasetti on jo puhkaistu, varmista, ettd urat on tiivistetty Reuse Seal Strips
liuskoilla, ja inkuboi koko reagenssikasettia 30 minuutin ajan 37 °C:ssa valillé ravistaen

vesihauteessa.

Valta reagenssikasetin (RC) voimakasta ravistamista, koska se voi aiheuttaa

vaahtoamista, miké taas aiheuttaa ongelmia nestepinnan tason havaitsemisessa.
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Ennen aloittamista suoritettava valmistelut

Varmista ennen toimenpiteen aloittamista, ettd magneettiset hiukkaset ovat

suspendoituneet t&ysin.

Vorteksoi magneettisia hiukkasia siscltavad uraa voimakkaasti vahintadn 3 minuutin ajan

ennen ensimmdista kaytokertaa.

Varmista, ettd reagenssikasetin padlle on asetettu puhkaisukansi, ja ettd magneetti-

partikkelien uran kansi on poistetty, tai, jos reagenssikasetti on osittain kaytetty, varmista,

eftd Reuse Seal Strips -liuskat on poistettu.
Muista avata entsyymiputket.

Jos naytteet on viivakoodattu, suuntaa naytteet putkikuljettimessa siten, ettd viivakoodit

ovat kohti QIAsymphony SP -laitteen vasemmalla puolella olevaa viivakoodinlukijaa.

Toimenpide

. Sulje kaikki vetolaatikot ja kuomu.

Kéynnistd QlAsymphony SP; odota, kunnes Sample Preparation (Ndytteen valmistelu)

-nayts tulee ndkyviin ja alustusprosessi on padttynyt.

Virtakytkin on QlAsymphony SP -laitteen vasemmassa alakulmassa.

3. Kirjaudu sis@an instrumenttiin.

Valitse ajettava protokolla.
Valitse Select All (Valitse kaikki) -painike ja valitse DNA Blood (DNA, veri) ja sitten
Blood_200_V7_DSP kokoveringytteit varten.

Varmista, ettd “Jate”-vetolaatikko on valmisteltu oikein. Tutki “Jate”-vetolaatikon sisdltd,
mukaan lukien karkikouru ja nestemaisen jatteen sailio. Vaihda karkien jatepussi

tarvittaessa.
Lataa tarvittava eluutioteline “Eluaatti”-vetolaatikkoon.
Alg lataa 96-kuoppalevyd aukkoon “Eluutioaukko 4”.

Kayta vain aukkoa “Eluutioaukko 1" ja vastaavaa jG@ahdytyssovitinta.
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Kun kaytat 96-kuoppaista levyd, varmista, ettd levyn suunta on oikea, koska virheellinen

suunta voi aiheuttaa néytteiden sekaantumista alavirran analyysissa.

7. lataa vaadittavat reagenssikasetit ja kulutustarvikkeet “Reagenssit ja kulutustarvikkeet”

-vetolaatikkoon.
Huomautus: Varmista, ettd pipetointikarjet on kiinnitetty laatikkoon kunnolla.
8. Tutki "Reagenssit ja kulutustarvikkeet” -laatikon sisélto.

9. Siirrg 300 pl uutettavaa kokoverindytettd mikroputkeen (2,0 ml Tyyppi H) ja aseta se
putkingytekuljettimen 3B 2 ml:n sovittimeen.

Lataa ndyteputket “Néayte”-vetolaatikkoon.
10.Kayta kosketusnéyttod ja kirjoita tarvittavat tiedot jokaisesta kasiteltdvésta néayte-erdistd:

® Naytetiedot: Vaihda oletusarvoinen putken muoto valitsemalla Select All (Valitse
kaikki) ja valitsemalla sitten Sarstedt reference 72.694 (Sarstedtviite 72.694)
Tube Insert (Putkien syéttd) -taulukosta.

e Vahvista valittu protokolla: Blood_200_V7_DSP.

e Eluutiotilavuus ja ulostulosijainti: Valitse kokoveriprotokollalle vaihtoehto 100 pl.
Huomautus: Kun erén tiedot on sydtetty, tila LOADED (LADATTU) muuttuu tilaksi QUEUED
(JONOSSA). Heti kun jokin erd on jonossa, Run (Aja) -painike tulee nékyviin.

11.Aloita ajo painamalla Run (Aja) -painiketta.

12.Lue ja vahvista néyttodn tuleva viesti.

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

Huomautus: Al keskeytd tai lopeta ajoa késittelyn aikana (paitsi hétatilanteessa), koska

talldin naytteet saavat merkinnén “unclear” (epaselva).

Huomautus: Naytteitd voi ladata jatkuvasti ja lisata niitd t&han ajoon (siihen asti kunnes

reagenssit on ladattu). Aloita puhdistusprosessi painamalla Run (Aja) -painiketta.
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13.Protokolla-ajon lopuksi erén tila RUNNING (AJO MENEILLAAN) muuttuu tilaksi
COMPLETED (VALMIS). Ota puhdistetut nukleiinihapot sisaltava eluutioteline “Eluaatti”

-vetolaatikosta.

On suositeltavaa poistaa eluaattilevy “Eluaatti”-vetolaatikosta heti ajon paattymisen
jdlkeen. Jos eluutiolevyt jatetdan QlAsymphony SP -laitteeseen ajon padtyttyd, niihin

saattaa tiivistyd kosteutta tai niistd saattaa haihtua kosteutta.

14.Vie QlAsymphony SP -tulostiedosto: tama raportti luodaan jokaiselle eluutiolevylle.

T4a. Aseta USB-muistitikku johonkin QIAsymphony SP -laitteen etuosassa olevaan USB-

porttiin.
14b. Napsauta Tools (Tydkalut) -painiketta.
14c. Vdlitse File Transfer (Tiedostojen siirto).

14d. Valitse In-/Output Files (Sydte-/tulostiedostot) -vélilehdestd Results Files

(Tulostiedostot) ja napsauta Transfer (Siirrd).

Pida viedyn tiedoston nimi seuraavassa muodossa:

vwwv-kk-pp hh:mm:ss_Eluutiotelineen_tunniste.

15.Tarkista QlAsymphony SP -tulostiedostosta Validity of result (Tuloksen kelvollisuus) -sarake

jokaisen ndytteen osalta.
e Kelvollinen ja epéselvd tila: jatka DNA:n kvalifiointiin ja kvantifiointiin
e Virheellinen tila: néyte on hylatty. Késittele uuttovaihe uudelleen
16.Jos reagenssikasetti on kdytetty vain osittain, tiivistd se Reuse Seal Strips -liuskoilla ja sulje

proteinaasi K:ta sisaltavat putket kierrekorkeilla heti protokollan paatyttyd, jotta niistd ei

haihtuisi nestettd.
17 .Havita kaytetyt ndyteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuusséaddsten mukaan.
18.Puhdista QlAsymphony SP -instrumentti.

Noudata QIAsymphony SP -instrumentin mukana toimitettujen kéyttdoppaiden huolto-
ohjeita. Muista puhdistaa karkien suojukset saannéllisesti ristikontaminaation

valttdmiseksi.
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19.Sulje instrumentin vetolaatikot ja katkaise QIAsymphony SP:sta virta.

Magneettiset hiukkaset eivat yleensa kulkeudu eluaatteihin. Jos jossakin eluaatissa ndakyy

mustia magneettisia hiukkasia, voit poistaa ne seuraavasti:

e Aseta DNA:ta sisdltéva putki sopivaan magneettiseen erottimeen (esimerkiksi QIAGEN
12-Tube Magnet, luettelonro. 36912), kunnes magneettiset hiukkaset on eroteltu.

® Jos DNA on kuoppalevyilld, aseta kuoppalevy sopivaan magneettiseen erottimeen
(esimerkiksi QIAGEN 96-Well Magnet Type A, luettelonro. 36915), kunnes magneettiset
hiukkaset on eroteltu.

® Jos mitdén sopivaa magneettista erotinta ei ole kaytettavissd, sentrifugoi DNA:ta
sisaltavaa putkea mikrosentrifugissa 1 minuutin ajan téydellé nopeudella, jotta

magneettisista hiukkasista muodostuisi pelletti.
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DNA:n kvantifiointi ja puhtauden madrittdminen

gDNA-uuttosarjoissa  kaytetyt eluutiopuskurit — siséltévat — sdilytysaineena  natriumatsidia.
Natriumatsidi absorboi séhkémagneettista sateilyd aallonpituudella 260 nm, ja siksi spekiro-
fotometri on kalibroitava tekemélla tyhja mittaus. Eluutiopuskuria on kéytettévé blankona, jos

uuttoprotokolla niin edellyttaa.

® Ao/ Azso-suhteen on oltava > 1,7. Pienempi arvo on yleensa merkki proteiini-

kontaminaatiosta tai orgaanisista kemikaaleista, jotka hairitsevat PCR-vaihetta.

e DNA:n pitoisuus madritetdan mittaamalla absorbanssi aallonpituudella 260 nm.
Absorbanssilukemien aallonpituudella 260 nm on oltava valilla 0,1-1,0, jotta ne olisivat
tarkkoja.

Yhden yksikén absorbanssi aallonpituudella 260 nm vastaa 50 pg:aa DNA:ta
millilitrassa (A0 = 1 = 50 pg/ml).
Puhdistetun DNA:n kokonaismddré (ng) = DNA:n pitoisuus (ng/pl) x ndytteen

tilavuus (pl).

® Jos Azso/Azso-suhde on pienempi kuin 1,7, ja/tai jos gDNA:n pitoisuus on alle 10 ng/}l,

ndytettd ei saa kasitelld enempdd.
Genomisten DNA-n&ytteiden normalisointi

Laimenna DNA:n pitoisuudeksi 10 ng/pl TE-puskurissa, joka on toimitettu ipsogen CALR
RGQ PCR -sarjan mukana.

Rotor-Gene Q MDx -instrumentin PCR-reaktio on optimoitu 50 ng:lle puhdistettua gDNA:ta,

jonka lopullinen laimennettu naytetilavuus on 5 pl.
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Protokolla: gPCR-ajo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -instrumentilla*

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on ajettava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -instrumentilla ja
tulokset on tulkittava automaattisesti Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistolla. Sykli-

parametrit ovat lukittuina ajon aikana.

Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ja Rotor-Gene AssayManager v2.1
-ohjelmiston kaytdon ennen protokollan aloittamista. Katso lisdtietoja instrumentin, Rotor-

Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston ja Gamma Plug-in -lisdosan kayttdoppaista.
Gamma Plug-in -lisGosan asennus ja testiprofiilin tuominen

Rotor-Gene Q MDx -instrumenttiin liitetyss@ tietokoneessa on oltava asennettuna Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ohjelmisto. Ohjelmiston voi ladata Rotor-Gene AssayManager v2.1
tuotesivulta osoitteessa  www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx.
Siirry sivulla Product Resources (Tuoteresurssit) -vélilehteen ja siind kohtaan Operating
Software (Kéyttdohjelmisto).

Lisatietoja Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ydinohjelmistosta on julkaisussa Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager -ydinohjel-
miston version 2.1 kayttdopas). Lisdtietoja instrumenttiin liitetyssa tietokoneessa olevista

muista ohjelmistoista on julkaisussa Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide.

Tulosten automaattinen tulkinta kaytettdessa ipsogen CALR RGQ PCR -sarjaa ja Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ohjelmistoa edellyttdd, ettd Rotor-Gene AssayManager v2.1
-ohjelmistoon on asennettu Gamma Plug-in -lisdosan viimeisin versio. LisGosan viimeisin

versio on saatavana Rotor-Gene AssayManager v2.1 -uotesivulla  osoitteessa

* Mikali mahdollista, voidaan kayttad Rotor-Gene Q Splex HRM -instrumenttia, jonka valmistuspdivé on tammikuussa
2010 tai mydhemmin. Valmistuspdivé on néhtavissa laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero on
muodossa “kkvvnnn”, jossa “kk” on valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeistd numeroa ja “nnn” on
laitteen tunnistenumero.
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www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager v2_l.aspx,  kohdassa  Product

Resources (Tuoteresurssit).

Tietoja lisdosan asennuksesta on julkaisun Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
User Manual (Rotor-Gene AssayManager -ydinohjelmiston version 2.1 kéytéopas) osassa

“Installing Plug-ins” (LisGosien asentaminen).

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja tarvitsee myds testiprofiilin. Testiprofiili sisaltaa kaikki
parametrit, joita tarvitaan qPCR+estin  sykleihin ja  analyysiin.  CALR-testiprofiili
(ipsogen_CALR_blood_CE) vastaa .iap-tiedostoa, jonka voi ladata ipsogen CALR RGQ PCR
-sarjon  tuotesivulta  Product Resources (Tuoteresurssit) -vélilehden Protocol Files
(Protokollatiedostot] -kohdasta. Testiprofiili on tuotava Rotor-Gene AssayManager v2.1

-ohjelmistoon.

Lisatietoja  Gamma  plug-in  lisGosasta ja testiprofiileista on julkaisussa Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager -ydino-
hjelmiston version 2.1 kayttdopas) ja Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User

Manual (Rotor-Gene AssayManager version 2.1 Gamma Plug-in lisGosan kéayttdopas).

1. lataa sekd Gamma Plug-in ja CALR-testiprofiilin viimeisin versio osoitteesta

www.qiagen.com.

2. Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi-tiedostoa. Noudata nékyviin tulevia asennusohieita.
Yksityiskohtaisia tietoja on julkaisun Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
User Manual (Rotor-Gene AssayManager -ydinohjelmiston version 2.1 kéyttéopas)

osassa “Installing Plug-ins” (Lisdosien asentaminen).

Huomautus: Jarjestelménlaajuisen prosessiturvallisuuden vuoksi seuraavat pakolliset

asetusmaadritykset on asetettava suljetun tilan mukaisiksi:

e Valitse Configuration (Kokoonpano) -ympdristén Settings (Asetukset) -vélilehti.
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e Valitse Closed mode (Suljettu tila) -kohdan Work list (Tydluettelo) -ruudusta seuraavat
valintaruudut: Material number required (Materiaalinumero on pakollinen tieto), Valid
expiry date required (Kelvollinen vanhenemispdivd on pakollinen tieto) ja Lot number

required (Erdnumero on pakollinen tieto).

Taman voi tehda vain kayttdja, jolla on “Administrator” (Hallinnoija) -tason oikeudet.

. Kun Gamma Plug-in -lisdosa on asennettu, tuo CALR-testiprofiili (.iap-tiedosto).

Kirjaudu Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistoon kayttajang, jolla on
"Administrator” (Hallinnoija) -tason oikeudet Rotor-Gene AssayManager v2.1

-ohjelmistoon.

Valitse Configuration (Kokoonpano) -ympdristé.

Valitse Assay Profiles (Testiprofiilit) -vélilehti.

Napsauta Import (Tuo) -painiketta.

Valitse tiedoston avausikkunassa CALR-testiprofiili, tiedosto ipsogen_CALR_blood_CE.

Valitse Open (Avaa). Testiprofiili ladataan ja lisétaan kéytettavissa olevien testiprofiilien

luetteloon ja sitd voidaan kaytaa Setup (Asetukset) -ympdristdssa.

Huomautus: Testiprofiilin samaa versiota ei voi tuoda kahdesti.

Latauslevyn ja roottorin asetukset

On suositeltavaa testata 6 gDNA-nGytettd samassa kokeessa jotta kontrollien ja reaktio-

seosten kayttd olisi optimaalista.

Kutakin reaktioseosta (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CAILR
CLAMP 3, CALR CLAMP 4 ja CALR CLAMP 5) kaytetaan 9 reaktiossa: 6 gDNA-nGytetta ja
3 ulkoista kontrollia [1 CALR-mutanttikontrolli (MTC), 1 CALR-villityypin kontrolli (WTC) ja
1 Ei mallia -kontrolli (NTC = TE-puskuri, joka on toimitettu ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan

mukanal)].
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Kuva 4 ja Kuva 5 esittavat latauslevyn ja roottorin asetuksia optimoidussa kokeessa ipsogen
CAIR RGQ PCR -sarjalla.

CAlR-reaktioseosten ja kontrollien sijainti on méadritetty CAlLR+estiprofiilissa, eikd sité voi
muuttaa. Jos reaktioseoksia/kontrolleja ei aseteta alla kerrotulla tavalla, tuloksia ei voi

analysoida automaattisesti.

Kuvassa 4 olevat numerot ilmaisevat sijainnit latauslohkossa seka roottorin loppuasennon.
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Kuva 4. Latauslohkon asetukset tehtdessd testié ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla. TYPE 1:
CAlR-reaktioseos TYPE 1; TYPE 2: CALR-reaktioseos TYPE 2; CLAMP 1: CALR-reaktioseos
CLAMP 1; CLAMP 2: CAlR-reaktioseos CLAMP 2; CLAMP 3: CALR-reaktioseos CLAMP 3;
CLAMP 4: CAlLR-reaktioseos CLAMP 4; CLAMP 5: CALR-reaktioseos CLAMP 5; MTC: CALR-
mutanttikontrolli; WTC: CALR-villityypin kontrolli; NTC/TE: Ei mallia -kontrolli (TE); S1-Sé:
gDNA-ngytteet.
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Kuva 5. Roottorin asetukset tehtéessé testié ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla.

Sijainnista 1 MTC: CALR-mutanttikontrolli; WTC: CALR-villityypin kontrolli; NTC/TE: Ei mallia
-kontrolli (TE); Tyyppi 1: CALR-reaktioseos TYPE 1; TYPE 2: CALR-reaktioseos, TYPE 2;

C1: CAlR-reaktioseos CLAMP 1; C2: CALR-reaktioseos CLAMP 2; C3: CALR-reaktioseos

CLAMP 3; C4: CAlLR-reaktioseos CLAMP 4; C5: CALR-reaktioseos CLAMP 5; Nayte 1-6:
on taytettavé tyhjilla putkilla.

gDNA-négytteet. Huomautus: Kaikki jdljelld olevat sijainnit
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Tydluettelon luominen

Setup (Asetukset) -ympdristdn ja tydluettelon luonnin ja muokkauksen yleiset toiminnot on
kuvattu julkaisussa Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-

Gene AssayManager -ydinohjelmiston version 2.1 kaytéopas).

Huomautus: Tydluettelon voi tallentaa. Tyéluettelon voi luoda ennen néytteiden lataamista

instrumenttiin tai kun testi on valmisteltu instrumentissa.

1. Kdynnistd Rotor-Gene Q MDx -instrumentti.

2. Avaa Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto ja kirjaudu kéyttdjana “Operator”

(Kayttaja) -roolissa suljetussa tilassa.
3. Valitse Setup (Asetukset) -ymparistd.

4. Napsauta tydluettelon hallinnan New manual work list (Uusi manuaalinen tyluettelo)

-painiketta.
5. Valitse CALR-testiprofiili kaytettavissa olevien testiprofiilien luettelosta.

6. Napsauta Move (Siirrd), jolloin valittu testiprofiili siirtyy Selected assay profiles (Valitut
testiprofiilit) -luetteloon. Testiprofiilin pitdisi nyt ndkyd Selected assay profiles (Valitut

testiprofiilit) -luettelossa.
7. Kirjoita néytteiden lukuméérd (enintdén 6) vastaavaan kenttéén.

8. Valitse Kit Information (Sarjan tiedot). Kéytd sarjan viivakoodia tai kirjoita seuraavat

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan laatikon kannessa olevat tiedot manuaalisesti:
® Materiaalinumero 1100703

e Kelvollinen vanhenemispaiva

® Erdnumero

9. Valitse Samples (Néytteet) -vaihe. Nékyviin tulee luettelo néytteen tiedoista. Luettelo

edustaa roottorin odotettua asettelua.
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10.Kirjoita tahan luetteloon néytteen tunnistenumero(t) sekd mahdolliset muut valinnaiset
ndytetiedot kommenttina jokaisen néytteen kohdalle.

11.Valitse Properties (Ominaisuudet) ja kirjoita tydluettelon nimi.

12.Valitse Worklist is complete (can be applied) (Tysluettelo on valmis [voidaan ottaa
kéayttosn]) -valintaruutu.

13.Tallenna tydluettelo Save (Tallenna) -vaihtoehdolla.

14.Tulosta tydluettelo Print work list (Tulosta tydluettelo) -vaihtoehdolla.

Tydluettelon tulostaminen voi auttaa qPCR:n valmistelussa ja asettamisessa. Néytteen

tiedot ovat osa tydluetteloa.
gPCR-ajon asettaminen

Ennen aloittamista suoritettava valmistelut

e Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi Tag-DNA-polymeraasi; kyseistd entsyymié on
sailytettava pakastimessa, kun sitd ei kaytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat kompo-

nentit ovat, jGdhauteeseen tai jGahdytyslevylle.

e Tyhjennd tydpdydan alue, jossa PCR-seos preparoidaan, jotta malli- tai nukleaasi-

kontaminaation riski pienenisi.

® Ennen kuin kaytat standardeja, kontrolleja ja reaktioseoksia sisdltavia putkia, vorteksoi

niitg (10-12 sekuntia) ja sentrifugoi ne sitten lyhyesti.

1. Valmistele gPCR-paaseokset jokaiselle reaktioseokselle (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2,
CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 ja CALR CLAMP 5)
jddhauteessa (tai kayttamallé jaahdytyslevyd) kasiteltévien ndytteiden lukuméérdn

mukaisesti.

Jaljempédna olevassa taulukossa on kerrottu pipetointitapa, jolla kaikkien CALR-
reagenssien pddseosten lopulliseksi reaktiotilavuudeksi tulee 25 pl sen jalkeen, kun

niihin on lisétty 5 pl gDNA:ta tai kontrollilivosta. Mukaan on sisdllytetty lisatilavuutta
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pipetointivirheen kompensoimiseksi ja jotta reaktion padseosta voitaisiin valmistaa

riiftdva maara 6 naytteelle ja 3 ulkoiselle kontrollille.

Komponentti 1 reaktio (pl) 9 + 1 reaktiota (pl)
CALR-reaktioseos 19,83 198,3

Tag DNA -polymeraasi 0,17 1,7
E:Egnz?s‘:ﬁzstiin(pn 20 200
gPCR-p&dseoksen jakaminen 20 pl/putki

Naytteen jakaminen 5 pl/putki

qPCR-reaktion kokonaistilavuus 25l

* Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimiseksi.

Huomautus: Alle 1 pl:n tilavuuksia ei ole suositeltavaa pipetoida.

. Vorteksoi kaikki gPCR-paaseokset ja sentrifugoi ne lyhyesti.

. Aseta gPCR-liuskaputket jaahdytetylle Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes -latauslohkolle ja
jakele 20 pl tarvittavaa CALR qPCR -padseosta kuhunkin liuskaputkeen kohdassa Kuva 4
olevan latauslohkon asetuskaavion mukaisesti.

. Vorteksoi ja sentrifugoi lyhyesti gDNA-naytteet, CALR-villityypin kontrolli (WTC), CALR-
mutanttikontrolli (MTC) ja TE-puskuri (NTC). Lisaa sen jalkeen 5 pl naytetta tai kontrolli-
materiaalia vastaavaan putkeen kohdan Kuva 4 mukaisesti, jolloin kokonaistilavuudeksi
tulee 25 pl. Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

Huomautus: Muista vaihtaa pipetin karki jokaisen putken kohdalla. Nain valtat vaarat
positiiviset tulokset, jotka ovat seurausta ei-spesifin mallin tai reaktioseoksen
aiheuttamasta kontaminaatiosta. Sulje kaikki putket ja tarkista, eftei putkien pohjalla ole
kuplia.

. Palauta kaikki ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan komponentit asianmukaisiin

sailytysolosuhteisiin, jotta materiaali ei hajoaisi.
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Rotor-Gene MDx -instrumentin valmistelu ja qPCR-ajoittaminen

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

Aseta liuskaputket roottoriin oikeisiin sijainteihinsa; aloita sijainnista 1 kuvan Kuva 5

esittamalla tavalla. Aseta kaikkiin kdyttéméttdmiin sijainteihin tyhja, korkilla suljettu putki.

Huomautus: Varmista, ettd ensimmainen putki on asetettu sijaintiin 1, ja ettd liuskaputket
on asetettu oikeisiin suuntiin ja sijainteihin kohdan Kuva 4 ja Kuva 5 esittamalla tavalla.
Huomautus: Pida TYPE 1 -reaktioseos ja kolme kontrollia (MTC, WTC, NTC)

sijainnissa 1, 9 ja 17, jotta poiminnan optimointi (joka tehdaan putken sijainnissa 1)

tehd@an aina samassa monistuksessa (katso Kuva 4 ja Kuva 5).

3. Kiinnit& lukitusrengas.

Lataa roottori ja lukitusrengas Rotor-Gene Q MDx -instrumenttiin. Sulje instrumentin kansi.

Valitse Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistosta vastaava tydluettelo ja valitse
Apply (Kaytd).

Jos tydluettelo on vielé avoinna, voit myds napsauttaa Apply (Kéytd) -painiketta.
Huomautus: Jos testiin liittyvad tydluetteloa ei ole luotu, kirjaudu Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ohjelmistoon ja tee kohdassa “Tydluettelon luominen” sivulla 37

kuvatut toimet ennen jatkoa.

6. Kirjoita festin nimi.

Valitse kaytettava sykleri Cycler Selection (Syklerin valinta) -kohdasta. Kéytettavan
syklerin on oltava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Tarkista, ettd lukitusrengas on kiinnitetty oikein ja vahvista naytéssd, ettd lukitusrengas on
kiinnitetty.
Napsauta Start run (Aloita ajo).

gPCR-ajon pitdisi kdynnistyd.

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

Huomautus: Testi tallentuu sisdiseen tietokantaan vasta kun tdmé vaihe on valmis.
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Vapauta ja raportoi qPCR-tulokset

Approval (Hyvaksyntd) -ympdriston yleinen toiminnallisuus on kuvattu julkaisussa Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma

Plug-in -lisGosan kaytdopas).

Kun ajo on padttynyt ja sykleri on vapautetty, testi tallentuu sisdiseen tietokantaan. Kerétyt
tiedot analysoidaan automaattisesti testiprofiilia vastaavan lisdosan mukaisesti seké& testi-

profiilissa madritettyjen sdéntdjen ja parametriarvojen mukaan.
Huomautus: Ajon hyvaksyminen edellyttad kaytajdroolia “Approver” (Hyvéksyjd).

Hyvaksyntdmenettelyn ensimmdinen askel on hyvaksyttavan testin suodatus. Témé tehddan

kéyttamalla Approval (Hyvéksyntd) -ympdristdn suodatusehtojen.

1. Vapauta ja hyvdksy ajo.
"Approver” (Hyvdksyijd) -roolilla kirjautuneiden kéyttgjien on valittava Release and go to
approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntddn) -vaihtoehto.
"Operator” (Operaattori) -roolilla kirjautuneiden kéayttdjien on valittava Release

(Vapauta) -vaihtoehto.

Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntédn) -vaihtoehdon valinta
nayttcad testin tulokset Approval (Hyvéksyntd) -ympdristdssa.

Jos "Operator” (Operaattori) -roolissa oleva kéyttdja napsauttaa Release (Vapauta)
-vaihtoehtoa, jonkin toisen kayttdjan on kirjauduttava sisaan “Approver” (Hyvaksyjd)
-roolissa ja valittava Approval (Hyvdksyntd) -ympéristo.

2. Valitse hyvéksyttavat testin suodatinasetukset ja valitse Apply (Kéytd).

3. Tarkista tulokset ja napsauta Release/Report data (Vapaita/raportoi tiedot) -painiketta.
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4. Valitse OK.
Jarjestelm@ luo raportin .pdf-muodossa ja tallentaa sen automaattisesti ennalta

madritettyyn kansioon.

Oletusarvoinen kansiopolku on QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports.

Huomautus: Tétd polkua ja kansiota voi muuttaa Configuration (Kokoonpano)
-ymparistossa.
5. Poista Rotor-Gene Q MDx -instrumenttiin ladatut materiaalit ja havita liuskaputket

paikallisten turvallisuussaaddsten mukaan.

Huomautus: Jos tarvitaan QIAGENIn teknisen tuen tekem&d vianmadritystd, sen avuksi
on tuotettava ajosta perdisin oleva tukipaketti. Tukipaketteja voidaan tuottaa Approval
(Hyvéksyntd)- tai  Archive (Arkisto) -ympdristdssd. Lisdtietoja on julkaisun Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager
-ydinohjelmiston version 2.1 kayttéopas) kohdassa “Creating a support package”

(Tukipaketin luominen).

Tukipaketin liséksi hyddyllinen on myds auditointiloki ajalta +1 vuorokautta. Auditointilokin
voi noutaa Service (Huolto) -ympdristosta. Lisatietoja on julkaisussa Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager

-ydinohjelmiston version 2.1 kéyttdopas).
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Tulosten tulkinta

Tietojen analyysi

Jokaisen testin ja ndytteen qPCR-ulokset analysoidaan tdysin automaattisesti. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ohjelmisto analysoi monistumisk&yrid ja voi merkitd epdyhteensopivat
kayrat virheellisiksi niiden muodon ja kohina-amplitudin mukaan. Téllaiset kayrat on merkitty
erityiselld merkinndllad. Ohijelmisto voi merkitd my3s anomaliat, jotka eivéat sindllaén tee

kayrasta virheellista.

Testin kelvollisuuden madrittdmiseksi Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto analysoi
myds ajon kontrollit, eli CALR-villityypin kontrollin (WTC), CALR-mutanttikontrollin (MTC) ja
TE-puskurin NTC) vihredssa (FAM) ja keltaisessa (HEX) kanavassa ipsogen CALR RGQ PCR -
sarjan reaktioseoksille (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CAILR
CLAMP 3, CAIR CLAMP 4 ja CALR CLAMP 5). Jokaisen kontrollin kelvollisuus perustuu

komplianssiarvoihin Cr, jolla on ennalta madritetyt tavoitearvot.

Huomautus: Jos jonkin putken sisdinen monistumiskontrolli on virheellinen (keltainen kanava),

saman putken CALR-spesifinen kohde (vihred kanava) merkitaan virheelliseksi.

Huomautus: Jos ainakin yksi jonkin CALR+estin (esim. CLAMP 1 -festi) ulkoisista kontrolleista
on virheellinen, jdrjestelm& madrittaa virheellisiksi kaikki kyseiselld reaktioseoksella
testindytteista saadut tulokset. Tassa tapauksessa vain annettu CALR-testi on viallinen, ei koko
gPCR-gjo.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto analysoi myds tuntemattomat néytteet

tarkistamalla sisdisen ABL1-kontrollin kelvollisuuden.

Lopuksi jarjestelma madrittad tuntemattomille naytteille CALR-ilan. Ensimmaisessd tapauksessa

ohjelmisto tutkii TYPE 1 ja TYPE 2 -festeissa saadut tulokset. Jos ndytteessa on todettu on joko
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Tyypin 1 tai Tyypin 2 positiivinen mutaatio, jarjestelmé maadrittdd CALR4ilan. CLAMP-testeistd

saadut tulokset naytetaan sen jalkeen tiedottamistarkoituksessa.

Jos naytteessd ei havaita Tyypin 1 eikd Tyypin 2 mutaatiota, analyysi jatkuu CLAMP-testeistd

saaduilla tiedoilla, kunnes CALR+ila (eli onko mutaatiota havaittu vai ei) on madritetty.

Naytteen pdadtteleminen positiiviseksi edellyttad, ettd vahintaan yhdessa seitsemasta CALR-
testista ilmenee positiivinen havainto. Kaikkien kyseeseen tulevien testien ja kontrollin seka
testindytteen kontrollin on oltava kelvollisia, eli sisdiset kontrollit MTC, WTC, NTC ja ABLI.

Naytteen pddtteleminen negatiiviseksi edellyttad, etta néytteen kaikki testit ja kontrollit (MTC,
WTC ja NTC) ovat negadtiivisia kaikissa seitsemdssd CAlR-festissa, ja lisaksi naytteen

sisdisen ABL1-kontrollin on oltava kelvollinen.

"Approver” (Hyvaksyjd) -roolilla varustetun kaytdjan on hyvéaksyttava ja julkaistava Rotor-
Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston automaattisesti analysoimat ja madrittamat
testitulokset. Hyvaksyttavissa ndytetuloksissa on kolme hyvéksyntdpainiketta vastaavan rivin
perdssd. Nailla painikkeilla voidaan hyvaksyd tai hylata néaytetulokset. Lisétietoja on
julkaisussa Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -lisGosan kaytdopas).

Jos tulokset ovat virheellisia katso vianmadritysohjeet kohdasta “Ongelmien ratkaisu”,
sivu 54.

Uudelleentestaukset

Jos tulokset ovat virheellisia, maarita vudelleentestauksen tarpeellisuus kéayttamalla Kuvassa é

esitettyd paatoksentekokaaviota.

Uudelleentestaus ei ole tarpeen, jos kyseisten néytteiden CALR-ila voitiin médrittad jollakin

seitsemasta CALR-testista.

44 ipsogen CALR RGQ PCR Kit -sarjan kasikiria 04/2017



Nayte

Tulokset “TYPE 1 Result” (TYYPPI 1 -tulos) ja Néviteen kokonaistulos:
“TYPE 2 Result” (TYYPPI 2 tulos) -kohteille: | yiin aytieen kokonaisivlos:
Tyypin 1 mutaatio havaittu

ja/tai Tyypin 2 mutaatio havaittu

v

"Type 1 Mutation Detected” (Tyypin 1
mutaatio havaittu) ja/tai “Type 2 Mutation

Detected” (Tyypin 2 mutaatio havaittu) (CLAMP-festitulokset néiytetéicin
vain tiedoksi)

El

A 4

Tulokset “"CLAMP 1 Result” (CLAMP 1 -tulos) -
"CLAMP 5 Result” (CLAMP 5 -tulos) -kohteille:

"Mutation Detected” (Mutaatio havaittu) Mutaatio havaittu*
yhdessa tai useassa CLAMP-festiss

KYUA Néytteen kokonaistulos:

A4

Tulos kaikille seitsemdille CALR-testille: KYLLA
“No mutation detected”
(Mutaatiota ei havaittu)

Néytteen kokonaistulos:
Mutaatiota ei havaittu

A4

CAlRfilaa ei ole madritetty yhdellekdan

Néytteen siséinen ABL1-konfroll
ayfteen sisainen onirolli-on tietyn ndytteen testille

virheellinen kaikissa testeissa
Naytteen kokonaistulos: VIRHEELLINEN

Katso lisétietoja vianméaéritysoppaasta.

Néytteen kokonaistulos:
Uudelleentestaus tarvitaan

Katso lisétietoja vianméaéritysoppaasta

Virheellisyys on ulkoisen kontrollin tasolla Virheellisyys on néytteen tasolla
(FAM- tai HEX-monistumiset) (HEX-monistuminen)
Testaa kaikki virheelliset testit ja kaikki Testaa kyseeseen tulevat ndytteet testeilld,
ndytteet uudelleen joissa ndytteet olivat virheellisia

* Tapauksissa, joissa Tyypin 1/Tyypin 2 tunnistus on pakollinen ja TYPE 1- ja/tai TYPE 2 -testi on virheellinen, saatetaan tarvita
vudelleentestaus — positiivisesta CLAMP-testisté huolimatta — ratkaisevan tuloksen saamiseksi TYPE 1- ja/tai TYPE 2 -testistd.

Kuva 6. Padtoksentekokaavio testindytteiden CALR-mutaation tilan méaarittamiseksi.

#isAAjoup uaysaj- g 3dAL/-1 3dAL I

1sAA[pup uaysal-dWyd “ll

AjoHisDy| usjsnoysajuaajiapnn il
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Huomautus: Tapauksissa, joissa Tyypin 1/Tyypin 2 tunnistus on pakollinen ja TYPE 1- ja/tai
TYPE 2 -festi on virheellinen, saatetaan tarvita uudelleentestaus — positiivisesta CLAMP-testista

huolimatta - ratkaisevan tuloksen saamiseksi TYPE 1- ja/tai TYPE 2 -testistd.

Muissa tapauksissa saatetaan tarvita uudelleentestauksia. Kun teet uudelleentestausta, pidd
TYPE 1 -reaktioseos ja kolme kontrollia (MTC, WTC, NTC) sijainnissa 1, 9 ja 17, jofta
poiminnan optimointi (joka tehddan putken sijainnissa 1) tehd@én aina  samassa
monistuksessa. Varmista, ettd asetat jokaisen uudelleentestatun testin sille  kuuluvaan

paikkaan (Kuva 4) vaikka levylle ei olisikaan asetettu kaikkia testeja.

Huomautus: Jos jotkin seitsemdstd CALR-estistd puuttuvat néytteiden uudelleentestauksen
aikana, ohjelmisto tayttaa yleensa kaikkien tyhjien sijaintien kohdalle vastauksen “INVALID”
(VIRHEELLINEN). Paremman jéljitettévyyden vuoksi tyhjat sijainnit ja niihin littyvén

vastauksen oletettu tyyppi on dokumentoitava raportin kommenttiosiossa.
Tulosnaytto

Kohteet

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan kunkin festin tulokset nékyvét seuraavan nimisten kohteiden

alla:
e “ABL_AssayName” (ABL+estin nimi, esim., ABL_TYPE_1) - sisdinen ABL1-
monistumiskontrolli (keltaisen kanavan tulokset)

® "AssayName” (Testin nimi) — CALR-reaktioseos (esim. TYPE 1, kun kyseessd on CALR-

reaktioseos TYPE 1) (vihredn kanavan tulokset)

e "AssayName Result” (Testin nimen tulos, esim. TYPE 1 -tulos). N&mé kohteet ovat

yhdistelmakohteita; vastaava tulos ottaa huomioon kontrollien kelvollisuuden (MTC,
WTC, NTC ja ABL1).
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Tulokset

Edellé mainittujen kohteiden tulokset ndkyvdt raportin Result (Tulos) -sarakkeessa.

Taulukko 3. Kustakin kohteesta naytettéviat tulokset

(esim. ABL_TYPE_T)

AssayName (Testin nimi) MTC, WTC, NTC
(esim. TYPE 1)

AssayName (Testin nimi)  Testindytteet
(esim. TYPE 1)

TYPE 1 Result Testinaytteet
(TYYPPI 1 -tulos)

TYPE 2 Result Testindytteet
(TYYPPI 2 -tulos)

CLAMP X Result Testindytteet
(CLAMP X -tulos)
(esim. CLAMP 1 -tulos)

Kohde Naytteet Naytettavét tulokset
ABL_AssayName MTC, WTC, NTC,  Internal Control Valid (Siscinen
(ABL-estin nimi) testindytteet kontrolli kelvollinen), INVALID

(VIRHEELLINEN)

Signal (Signaali), No Signal (Ei
signaalia), INVALID (VIRHEELLINEN)

Significant Amplification Detected
(Merkittdvéd monistumista havaittu),
No Significant Amplification Detected
(Merkittavaa monistumista ei havaittu),
No Amplification Detected
(Monistumista ei havaittu), INVALID
(VIRHEELLINEN)

Type 1 Mutation Detected (Tyypin 1
mutaatio havaittu)

No Mutation Detected (Mutaatiota ei
havaittu), INVALID (VIRHEELLINEN)

Type 2 Mutation Detected (Tyypin 2
mutaatio havaittu)

No Mutation Detected (Mutaatiota ei
havaittu), INVALID (VIRHEELLINEN)

Mutation Detected (Mutaatio havaittu)
No Mutation Detected (Mutaatiota ei
havaittu), INVALID (VIRHEELLINEN)

Jos jokin annettuun naytteeseen liittyva kontrolli (MTC, WTC, NTC) on testissd virheellinen tai

jos sisdinen kontrolli ABL1 on virheellinen, yhdistetyn kohdetuloksen tuloksena néaytetaan

tulos “INVALID” (VIRHEELLINEN).
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Lopputulos kunkin néytteen analyysistd nékyy raportin sarakkeessa Overall Sample Result

(Naytteen kokonaistulos).

Taulukko 4. Néytteen kokonaistulokset

Naytteet tulos Kuvaus

Type 1 Mutation Detected  Testatussa naytteessd on Tyypin 1 CALR-mutaatio.
(Tyypin T mutaatio
havaittu)

Type 2 Mutation Detected  Testatussa naytteessa on Tyypin 2 CALR-mutaatio.
(Tyypin 2 mutaatio

havaittu)

"Type 1 and Type 2 Testatussa ndytteessd on Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-
Mutation Detected” mutaatiot. Téma on harvinaista, mutta se on havaittu
(Tyypin 1 ja tyypin 2 kerran ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan kliinisen
mutaatio havaittu) validoinnin yhteydessa.

Mutation Detected Testatussa naytteessd on CALR-mutaatio, jonka tyyppi
(Mutaatio havaittu) on jokin muu kuin Tyyppi 1 tai Tyyppi 2.

No Mutation Detected Testatussa naytteessd ei havaittu CALR-mutaatiota.

(Mutaatiota ei havaittu)

Retest Needed Tulos on epaselvd, koska ainakin yhden CALR-

(Uudelleentestaus tarvitaan) reaktioseoksen ainakin yksi kontrolli on virheellinen.
Ratkaisevan vastauksen saamiseksi tarvitaan
vudelleentestaus (katso Kuva 6).

Esimerkki: Néyte on positiivinen (eli “Significant Amplification
Detected”, Merkittévad monistumista havaittu) vain CLAMP 1
-testissd, mutta CLAMP 1 -testin NTC-kontrolli on virheellinen,
koska sen kuoppa on kontaminoitunut. CLAMP 1 -estin tulosta
ei voida huomioida, joten CLAMP 1 -estin tuloksena nakyy
INVALID (VIRHEELLINEN). Néytteen positiivisen tuloksen
vahvistaminen edellyttad, ettd CLAMP 1 -festi tehdaan
vudelleen (MTC, WTC, NTC ja kyseinen néyte).
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Naytteet tulos

VIRHEELLINEN

Kuvaus

Testatun ndytteen sisdinen ABL1-monistumiskontrolli on
virheellinen kaikissa seitsemdssa CALR-reaktioseoksessa,
mutta kaikki ulkoiset kontrollit (MTC, WTC, NTC) ovat
kelvollisia. Tama johtuu todenndkdisimmin néytteen
laadusta tai naytteen virheellisestd normalisoinnista.
Katso lisdtietoja kohdasta “Ongelmien ratkaisu”

sivulla 54.

Merkinnét

Tuloksissa nakyvat merkinndt antavat lisétietoja tuloksista, varsinkin virheellisista tuloksista.

Ongelmattomat anomaliat on ilmaistu varoitusmerkinndllé, joka ei johda virheelliseen

tulokseen. Gamma Plug-in -lisdosaan sisdltyvia yleisistd merkinndista on tietoja julkaisussa

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene AssayManager

v2.1 Gamma Plug-in -lisGosan kayttéopas).

Automaattinen testaus ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla voi tuottaa seuraavat testikohtaiset

ja yleiset merkinnat:

Merkintd

Kuvaus

Testikohtaiset merkinnat

CONSECUTIVE_FAULT

IC_INVALID

INVALID_SIGNAL

Taman kohteen laskennassa kaytetty kohde on

virheellinen.

Sisdinen kontrolli on virheellinen. Kohde ja sisdinen

kontrolli ovat samassa putkessa.

NTC-kontrolliin liittyvé merkintd. Sisdisen kontrollin tai

CALR-spesifin monistumisen Cr-arvo on liian pieni.
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Merkintd

Kuvaus

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)

MC_NO_CT (TYPE X)

NO_SIGNAL_IC_INVALID

NTC_IC_LOW._CT (CLAMP X)

Mutanttikontrollin Cr-arvo on liian suuri.
Mutanttikontrollin Cr-arvo on liian suuri.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltaé mutanttikontrollin.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltaé mutanttikontrollin.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltaé mutanttikontrollin.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltaé mutanttikontrollin.
Mutanttikontrollin Cr-arvo on liian pieni.
Mutanttikontrollin Cr-arvo on liian pieni.

Mutanttikontrollille ei havaittu Cr-arvoa CLAMP X

-reaktioseoksessa.

Mutanttikontrollille ei havaittu Cr-arvoa TYPE X

-reaktioseoksessa.

Sisdisen kontrollin signaalia ei havaittu. Kohde

ja sisdinen kontrolli ovat samassa putkessa.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on liian pieni putkessa,

joka sisaltaa Ei mallia -kontrollin.
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Merkintd

Kuvaus

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)

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on liian pieni putkessa,

joka sisaltaa Ei mallia -kontrollin.
Ei mallia -kontrollin Cr-arvo on liian pieni.
Ei mallia -kontrollin Cr-arvo on liian pieni.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltad naytteen.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltad naytteen.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltad naytteen.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltad naytteen.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltad villityyppikontrollin.

Sisaisen kontrollin Cr-arvo on odotettua suurempi

putkessa, joka sisaltad villityyppikontrollin.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltad villityyppikontrollin.

Sisdisen kontrollin Cr-arvo on odotettua pienempi

putkessa, joka sisaltad villityyppikontrollin.
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Merkintd Kuvaus

WTC_LOW_CT (CLAMP X) Villityyppikontrollin Cr-arvo on liian pieni.

WTC_LOW_CT (TYPE X) Villityyppikontrollin Cr-arvo on liian pieni.
Muut merkinnét

ANALYSIS_FAILED Testi on madritetty virheelliseksi, koska analyysi
epdonnistui eri syistd. Ota yhteys QIAGENin

tekniseen palveluun.

CURVE_SHAPE_ANOMALY Raakadatan monistumiskdyrén muoto poikkeaa taman
testin tyypillisesta kayttaytymistavasta. Virheellisten
tulosten tai tulosten virheellisen tulkinnan

todenndkaisyys on suuri.

FLAT_BUMP Raakadatan monistumiskdyrdn muoto on litted tdyssy,
mika poikkeaa téman testin tyypillisestd
kayttaytymistavasta. Virheellisten tulosten tai tulosten
virheellisen tulkinnan todennékaisyys on suuri

(esimerkiksi Cr-arvon méadritys on virheellinen).

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE T&mdn néaytteen fluoresenssin muutos suhteessa
(Varoitus) putkeen, jossa tapahtui suurin fluoresenssin muutos,

on pienempi kuin mé&dritetty alaraja.

NO_BASELINE Lahtétasoa ei 18ydy. Jatkoanalyysid ei voi tehdd.

RUN_FAILED Testi maaritettiin virheelliseksi, koska syklerissé tai

sen liitdnndssd ilmeni ongelma.

RUN_STOPPED Testi madritettiin virheelliseksi, koska ajo lopetettiin

manuaalisesti.
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Merkintd

Kuvaus

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_
PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Fluoresenssin raakadata saturoituu voimakkaasti

ennen monistumisk&yrdn taipumispistettd.

Monistumiskéyréssa havaittiin fluoresenssin
raakadatassa piikki, mutta se on Cr-madritysalueen

ulkopuolelle.
Monistumiskéyréssa havaittiin piikki léhellé Cr-arvoa.

Monistumiskéyréssa havaittiin fluoresenssin

raakadatassa jyrkésti nouseva perustaso.

Monistumiskéyréssa havaittiin fluoresenssin

raakadatassa voimakas pudotus perustasossa.

Monistumiskéyrén kasvuvaiheen ulkopuolella

havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistumiské&yran kasvuvaiheessa
(eksponentiaalisessa vaiheessa) havaittiin voimakasta

kohinaa.

Monistumiskéyréssa havaittiin fluoresenssin

rackadatassa aaltoileva perustaso.
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Ongelmien ratkaisu

Tastd vianmddritysoppaasta voi olla apua ongelmissa, joita ilmenee madritettdessd CALR-
mutaation tilaa ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla. Yhteystiedot ovat takakannessa ja

osoitteessa www.qiagen.com.
Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan (luettelonro. 61104) ja QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit -sarjan (luettelonro. 937236) vianmadritykseen liittyvat tiedot vastaavan sarjan

kasikirjasta.

Vianmddritystietoja Rotor-Gene Q MDx -instrumentista ja Rotor-Gene AssayManager v2.1

-ohjelmistosta on niiden kaytdoppaassa.

Kommentteja ja ehdotuksia

Néyte todetaan positiiviseksi useissa testeissa

Jokin mutaatio voi tulla On esimeriksi tavallista, ettd Tyypin 1 mutaation

havaituksi useissa testeissd  sisaltéva néyte monistuu CLAMP 1- ja CLAMP 2
-testeiss@ TYPE 1 -festin liscksi. Tyypin 2 mutaation
sisaltava néyte monistuu tavallisesti sekd CLAMP 5

testissa ettd TYPE 2 -testissd.

Sisainen monistumisen kontrolli ei monistu lainkaan tai monistuu vain vahan ulkoisissa

kontrolleissa ja/tai naytteissa

a) Reaktioseosta ja/tai Tag-  Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
DNA-polymeraasia ja/tai  Tarkista, ettd kaikki malli-DNA- ja kaikki qPCR-
mallia ei ole lisatty padseoksen osat on lisatty. Suorita PCR-ajo

vudelleen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

b) Reaktioseos on hajonnut

c) Pipetointitilavuus voi olla

vaara

d) DNA:n pitoisuus on liian

pieni

e) DNA:n proteiini-
kontaminaatio tai
orgaanisia kemikaaleja

lasnd

Sailyta sarjan sisalté -30...-15 °C:ssa ja suojaa
reaktioseokset valolta.

Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen
kéayttopaiva (katso etiketti) ja toista PCR-ajo

tarvittaessa uudella sarjalla.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/naytettd ja
20 pl gPCR-paaseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamadraisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uudelleen

ennen qPCR-vaiheen toistamista.

Tarkista néytteen DNA:n pitoisuus. ipsogen CALR
RGQ PCR -sarja on optimoitu toimimaan DNA-
pitoisuudella 10 ng/pl. Jos DNA-pitoisuus on
vahemman kuin 10 ng/pl, konsentroi DNA tai uuta
se kokoverestd vudelleen pienemmalla

eluutiotilavuudella ennen gPCR-vaiheen toistamista.

Tarkista Azso/ Azso-suhde. Azeo/ Az2so-suhteen on
oltava > 1,7. Jos suhde on < 1,7 uuta DNA

vudelleen ja toista PCR-ajo.
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Kommentteja ja ehdotuksia

Sisdinen monistumisen kontrolli monistuu liian aikaisin ulkoisissa kontrolleissa ja/tai

naytteissd

a) DNA:n pitoisuus on liian

suuri

b) Pipetointitilavuus voi olla

vaara

c) Monistumiskayra voi olla

virheellinen.

Tarkista néytteen DNA:n pitoisuus. ipsogen CALR
RGQ PCR -sarja on optimoitu toimimaan DNA-
pitoisuudella 10 ng/pl. Jos DNA-pitoisuus on
suurempi kuin 10 ng/pl, laimenna DNA TE-

puskurissa ja toista PCR-ajo.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/néytettd ja
20 pl gPCR-paaseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamaardisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uudelleen

ennen qPCR-vaiheen toistamista.

Tarkista, onko vastaavassa monistumisessa

poikkeavia kayria. Suorita PCR-ajo uudelleen.

Naytteiden sisdisessd monistumiskontrollissa ei ole signaaleja tai ne ovat matalia, mutta

ulkoiset kontrollit ovat kelvollisia

a) DNA:n pitoisuus on liian

pieni

Tarkista naytteen DNA:n pitoisuus. ipsogen CALR
RGQ PCR -sarja on optimoitu toimimaan DNA-
pitoisuudella 10 ng/pl. Jos DNA-pitoisuus on
vdhemman kuin 10 ng/pl, konsentroi DNA tai uuta
se kokoverestd vudelleen pienemmalla

eluutiotilavuudella ennen gPCR-vaiheen toistamista.
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Kommentteja ja ehdotuksia

b) DNA:n proteiini-
kontaminaatio tai
orgaanisia kemikaaleja

lasna

c) Pipetointitilavuus voi

olla véara

Tarkista Azso/Azso-suhde. Azso/ A2so-suhteen on
oltava > 1,7. Jos suhde on < 1,7 uuta DNA

vudelleen ja toista PCR-ajo.

Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/naytetta ja
20 pl qPCR-padseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamadaraisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uvudelleen

ennen gPCR-vaiheen tfoistamista.

Yksikédn mallikontrolli (NTC/TE-puskuri) ei ole positiivinen (FAM ja/tai HEX)

a) Reagensseissa on
tapahtunut risti-
kontaminaatiota tai

muuta kontaminaatiota

Vaihda kaikki kriittiset reagenssit ja toista PCR-ajo.
Kasittele naytteitd, sarjan osia ja kulutusosia
suositeltujen menettelytapojen mukaisesti, jotta
kulkeutumiskontaminaatiota ei tapahtuisi.
Varmista, ettd karjet vaihdetaan eri reagenssien
pipetoinnin valilla tai ladattaessa eri putkia.
Preparoi esi-PCR-padseos tarkoitukseen varatuilla
materiaaleilla (pipettejd, karkia, jne.).

Preparoi esi-PCR-padseos ja NTC-reaktio erilliselld
alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja (DNA:tq,
plasmideja tai PCR-uotteita).

Jos mahdollista, sulje PCR-putket heti testattavan

ndytteen lisddmisen jalkeen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

b) Liuskaputket ja/tai Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
ndytetunnukset ovat Suorita PCR-ajo uudelleen.

vaihtuneet keskenddn

c) Reaktioseos tai koetin Sailyta sarjan sisélts -30...-15 °C:ssa ja suojaa
on hajonnut reaktioseokset valolta.
Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen
kayttopaiva (katso etiketti) ja toista PCR-ajo

tarvittaessa uudella sarjalla.

d) Monistumiskayrd voi olla  Tarkista, onko vastaavassa monistumisessa
virheellinen poikkeavia kayrig.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

Mutanttikontrolli (MTC) ei monistu tai monistuu vain vdhdn (FAM-monistuminen)

a) Reaktioseosta jo/tai Tag-  Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jdrjestely.
DNA-polymeraasia ei ole  Tarkista, ettd kaikki qPCR-pédseoksen osat on liséity.

liscitty Suorita PCR-ajo uudelleen.

b) Reaktioseos on hajonnut Sailyta sarjan sisdlts -30...-15 °C:ssa ja suojaa
reaktioseokset valolta.
Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen
kayttopaiva (katso etiketti) ja toista PCR-ajo

tarvittaessa uudella sarjalla.

c) Liuskaputket ja/tai Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
ndytetunnukset ovat Suorita PCR-ajo uudelleen.

vaihtuneet keskenddn
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Kommentteja ja ehdotuksia

d)

Pipetointitilavuus voi

olla vaara

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/naytettd ja
20 pl gPCR-paaseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamadraisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uudelleen

ennen qPCR-vaiheen toistamista.

Mutanttikontrolli (MTC) monistuu liian aikaisin (FAM-monistuminen)

a)

b)

Pipetointitilavuus voi

olla vaara

Monistumiskayrd voi

olla virheellinen

Liuskaputket ja/tai
naytetunnukset ovat

vaihtuneet keskenddn

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/naytettd ja
20 pl gPCR-paaseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamadraisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uudelleen

ennen qPCR-vaiheen toistamista.

Tarkista, onko vastaavassa monistumisessa

poikkeavia kayria. Suorita PCR-ajo uudelleen.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

Villityypin kontrolli (WTC) monistuu liian aikaisin (FAM-monistuminen)

a) Reaktioseos on hajonnut

b) Pipefointitilavuus voi

olla vaara

c) Liuskaputket ja/tai
naytetunnukset ovat

vaihtuneet keskenddn

d) Monistumiskéyré voi

olla virheellinen

Sailyta sarjan sisélté -30...-15 °C:ssa ja suojaa
reaktioseokset valolta.

Tarkista sailytysolosuhteet ja reagenssien viimeinen
kayttopaiva (katso etiketti) ja toista PCR-ajo

tarvittaessa uudella sarjalla.

Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.
Tarkista, ettd olet lisannyt 5 pl kontrollia/néytetta
ja 20 pl gPCR-padseosta. Tarkista kaikki pipetoidut
tilavuudet silmamaaraisesti.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne tarvittaessa uudelleen

ennen gPCR-vaiheen tfoistamista.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

Tarkista, onko vastaavassa monistumisessa
poikkeavia kayrig.

Suorita PCR-ajo uudelleen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

e)

Kulkeutumiskontaminaatio

Vaihda kaikki kriittisen térkedt reagenssit.
Toista koe kayttden kaikista reagensseista vusia
alikvootteja.

Kasittele naytteitd, sarjan osia ja kulutusosia
suositeltujen menettelytapojen mukaisesti, jotta
kulkeutumiskontaminaatiota ei tapahtuisi.
Varmista, ettd karjet vaihdetaan eri reagenssien

pipetoinnin valilla.

Villityypin kontrolli (WTC) monistuu liian aikaisin (FAM-monistuminen)
ja mutanttikontrolli (MTC) ei monistu lainkaan tai monistuu vain véhén

(FAM-monistuminen)

a)

b)

<)

Ristikontaminaatio

Reaktioseokset putkissa
tai esiseoksessa ovat

vaihtuneet keskenddn

Liuskaputket ja/tai
naytetunnukset ovat

vaihtuneet keskenddn

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.
Toista PCR-ajo.

Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.
Toista PCR-ajo.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.
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Kommentteja ja ehdotuksia

Villityypin kontrollit (WTC) ep&onnistuvat usein, koska taustamonistumista tapahtuu
paljon testin validiustavoitteen alapuolella (Cr)

Vika Rotor-Gene Q MDx Tarkista instrumentin yllapitolokit.

-instrumentissa Esimerkiksi virheellisesti kohdistettu linssi voi saada
aikaan suuremman taustan. Jos linssin kohdistus ei
kuulu yllapitosuunnitelmaan, pyyda lisdohjeita ja

apua QIAGEN:n teknisista palveluista.

Ajo epdonnistui, koska fluoresenssisignaali kontrolleissa ja/tai néytteissé ei ollut

johdonmukainen (vaikuttaa kaikkiin putkiin)

Vika Rotor-Gene Q Tarkista instrumentin yllgpitolokit.
MDx -instrumentin 72-kuoppainen roottori on ehka viallinen.

lisavarusteissa

Jos ongelman syyksi ei voida madrittad mitddn “Ongelmien ratkaisu” -kohdassa mainittua
syytd, tai jos ongelma ei ratkea ehdotetuilla korjaavilla toimilla, kysy neuvoja QIAGENIn

teknisestd palvelusta.
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Laadunvarmistus

QIAGEN:n ISO-sertifioidun laadunvarmistusjarjestelmén mukaisesti jokainen ipsogen CALR
RGQ PCR -sarjan erd testaloan madrattyjen vaatimusten mukaisesti  tuotteiden

yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Valmiin sarjan laadunvarmistus on tehty Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -instrumentilla. Téméa
sarja on valmistettu ISO 13485 -standardin mukaisesti. Analyysin sertifikaatit ovat saatavana

pyydettdessd osoitteessa www.giagen.com/support.

Rajoitukset

Tama sarja on farkoitettu ammattikaytdon.

Tuotetta saavat kéytad vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin

koulutetut ja tdman nimenomaisen tekniikan tuntevat henkilst.

Tata sarjoa on kdytettava taman kayttdoppaan ohjeiden mukaisesti yhdessd validoidun
instrumentin kanssa, joka on kuvattu kohdassa “Tarvittavat materiaalit jotka eivat kuulu

toimitukseen” sivulla 15.

Kaikki ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu
kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien kanssa. Tama

saattaa vaikuttaa suorituskykyyn.

Ota huomioon pakkauksen efiketissé  ilmoitetut vanhenemispdivamaarat. Ala  kaytd

vanhentuneita komponentteja.

ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on validoitu vain kokoverelle, joka on antikoaguloitu
2K EDTA:lla.
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ipsogen CALR RGQ PCR -sarja on validoitu vain QIAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan
(luettelonro. 937236) tai QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan (luettelonro. 61104)

kanssa kaytettavaksi.

Vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR-gjoa varten) ja QlAsymphony SP (ndytteen

valmistelua varten) on validoitu.

Témdn tuotteen off label -kéyttd ja/tai komponenttien muokkaaminen mit&téi QIAGENIn

vastuun.

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessé muiden kliinisten 18yddsten  tai
laboratorioldyddsten kanssa. Jos naytteen CALRtila on “No Mutation Detected” (Mutaatiota
ei havaittu), se merkitsee, eftd vain yhta tassa kayttdoppaassa kuvatusta 36 mutaatiosta ei
havaittu (katso Taulukko 1) — sarjan herkkyyden asettamissa rajoissa — tai ettd mutaatioita
Tyyppi 23 ja Tyyppi 27 ei havaittu (katso “Suoritusarvot/Spesifisyys” sivulla 68). Tama ei

estd muiden CALR-mutaatioiden lésnédoloa.

Kayttajan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa

kéytetyissé menetelmissd, joita QIAGENin tekemdt suorituskykytutkimukset eivat kata.
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Suoritusarvot

LOB (Limit of Blank)

LOB-arvo madritettiin CLSI/NCCLS EP-17-A2 -standardin (8) mukaisesti terveilta luovuttaijilta
otetuista kokoverindytteistd, joiden CALRfila oli villityyppinen (5 néytettd, 60 mittausta/
reagenssierd, kaytettyjd ipsogen CALR RGQ PCR -sarjaeria oli 2). LOB madritettiin jokaisen

testin osalta pienimpdand saatuna LOB-arvona.

LOB-tulosten yhteenveto on Taulukossa 5.

Taulukko 5. ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan LOB-tulosten yhteenveto

LOB (Limit of Blank)
CALR-testi (Cr FAM -arvot)
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

Havaitsemisraja

Havaitsemisraja (LOD) maadritettiin “Probit approach” -menetelmalld, joka on kuvattu
standardissa CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8). Tassa tutkimuksessa analysoitiin viisi alhaista
mutaatiotasoa kolmesta itsendisestd ndytteestd (CALR-mutaatiopositiivisesta potilaasta uutettu
gDNA, johon sekoitettiin villityypin DNA:ta). TYPE 1 ja TYPE 2 -festeilla tehtiin yhteensa
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20 replikaattia laimennosta ja positiivista ndytettd kohden, kayttden 2 erda ipsogen CALR
RGQ PCR -sarjaa.

Testin LOD-rajaksi madritettiin korkein LOD-arvo, joka saatiin kahdesta kaytetysta olleesta
erastd. Tuloksista kay ilmi, ettd analyyttinen herkkyys Tyypin 1 CALR-mutaation osalta on
0,60 % ja analyyttinen herkkyys Tyypin 2 CALR-mutaation osalta on 0,08 % (Taulukko 6).

Taulukko 6. ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan havaitsemistulosten yhteenveto

CALR-testi Havaitsemisraja

TYPE 1 0,60 %

TYPE 2 0,08 %
Input-DNA

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan kanssa kdytettdvd optimaalinen inputgDNA arvioitiin
kayttGen yhta sarjoerdd ja kolmea CALR-positiivista ndytetta (plasmideja, jotka on sekoitettu
villityypin gDNA:n kanssa) ja yhtd CALlRnegatiivista naytettd viidelld eri input-gDNA:lla.
Tassa tutkimuksessa tehtiin 3 replikaattia per input-ndyte ja per CALR-testi. Tulokset osoittivat,

eftd optimoitu input kayttéa varten on 50 ng (10 ng/pl).

Toistettavuus ja uusittavuus

Tarkkuustutkimus tehtiin standardin CLSI/NCCLS EP5-A2 (9) mukaisesti. Kunkin CALR-estin
tarkkuuden arviointiin kaytettiin tiettyc CALR-mutaatiota: Tyyppi 1 festeissa TYPE 1, CLAMP 1
jo CLAMP 2; Tyyppi 2 testeissd TYPE 2 ja CLAMP 5; ja Tyyppi 28 testeissé CLAMP 3 ja
CLAMP 4. Testaus tehtiin 3 mutaatiotasolla: 5 %, 25 % ja 50 % (plasmideita, jotka on
sekoitettu villityypin gDNA:n kanssa). Kukin taso testattiin kaksi kertaa 49 ajolla, jotka tehtiin
20 paivan aikana, vahintaan 73 mittauksella per mutaatiotaso ja per testi. Naissd kolmessa
ndytteessé kokonaistarkkuuden vaihtelukerroin (CViokonais) oli useimmissa testeissé alle 5 %
(Taulukko 7).
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Huomautus: CLAMP-testeissd kokonaistarkkuus voi vaihdella CALR-mutanttien vdlilla.

Taulukko 7. ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan toistettavuus- ja uusittavuustulokset

Mittausten
CALR-testi  Mutaatiotaso  lukumddrd Sr* Srrf Yhteensd*  CVyhreenss®
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: Toistettavuus keskihajontana ilmaistuna.

T Srr: Ajojen vélinen uusittavuus keskihajontana ilmaistuna.

* Kokonaistarkkuus (instrumenttien vélinen, kayttdjien vélinen ja erien vélinen, keskihajontana ilmaistuna).

§ Kokonaistarkkuuden vaihtelukerroin.
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Hairitsevat aineet

Tutkimusjérjestely  perustui  NCCLS-standardissa  EPO7-A2 kuvattuihin  suosituksiin (10).
Seuraavat 17 verindytteissé mahdollisesti olevaa ainetta valittiin niiden PCR-vaikutuksen
tutkimiseksi: busulfaani, sitalopraamihydrobromidi, paroksetiinihydrokloridihemihydraatti,
sertraliinihydrokloridi, fluoksetiinihydrokloridi, asetaminofeeni [parasetamoli], konjugoitu-
maton bilirubiini, kalium-EDTA, hemoglobiini [ihmisen], triglyseridit, lisinopriilidehydraatti,
hydroksiurea, asetyylisalisyylihappo, salisyylihappo, tiotepa, anagrelidi, alfa-2b-interferoni.
Lisaksi arvioitiin  yhden gDNA-uuttoprosessissa  kdytettdvén aineen (proteinaasi  K)

mahdollinen vaikutus.
Tulokset osoittivat, ettei milladn naista aineista ole hairitsevad vaikutusta.
Spesifisyys

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan spesifisyys arvioitiin testaamalla sarjan kyky& tunnistaa

Tyypin 1 ja Tyypin 2 mutaatiot oikein sekd havaita kohdassa Taulukko 1 kuvatut mutaatiot.

Tyypin 1 ja Tyypin 2 mutaatioiden osalta tutkimus tehtiin gDNA-néytteilld, jotka uutettiin
Philadelphia-negatiivista myeoproliferatiivista tautia sairastavien potilaiden kokoverestd
pitoisuuksilla > 16 %, kun kyseessd on Tyypin 1 mutaatio ja =9 %, kun kyseessd on
Tyypin 2 mutaatio. Spesifisyys Tyypille 1 ja Tyypille 2 vahvistettiin: kaikki néytteet havaittiin

ja tunnistettiin oikein.

Spesifisyys mutaatioille Tyyppid 3-36 testattiin kdyttamdlla gDNA-néytteilld, jotka uutettiin
Philadelphia-negatiivista myeoproliferatiivista tautia sairastavien potilaiden kokoverestd, kun
sopiva potilas oli saatavilla (eli Tyyppi 3, 4, 5, 24, 25, 27,29). Niiden harvinaisten
mutaatioiden osalta, joista ei saatu potilasnaytettd, spesifisyys arvioitiin kdyttden synteettistd
materiaalia, joka koostui villityypin ihmis-gDNA:sta, johon sekoitettiin plasmidi-DNA:ta, jossa
oli tunnettu CALR-mutaatio. Tamé tehtiin kliinisesti merkittdving pitoisuuksina: > 10 %

mutaatioita (keskimadrdinen pitoisuus on noin 30 % mutaatiota).
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Tulokset ilmentévat, ettd kaikki CALR-mutaatiot Tyyppia 3-10 (jotka ovat yleisimmin
tavattavia) tunnistuvat ainakin yhdessa ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan testissd. Useimmat
CALR-mutaatiot Tyyppid 11-36 (esiintyvyys 0,3 %) tunnistuvat ainakin yhdessa ipsogen
CALR RGQ PCR -sarjan testissd. Vain Tyypit 23 ja 27 jaavét sarjalta havaitsematta, ja
Tyypit 22, 25, 26, 29 ja 30 tunnistuvat vain ndytteissd, joissa on suuri CALR-alleelitaakka.

Térked ilmoitus: Spesifisyystutkimus osoitti, etté TYPE 1 -testi havaitsee Tyypin 5 ja Tyypin 17
mutaatiot. TYPE 2 -testi mahdollistaa Tyyppi 10-, Tyyppi 31- ja Tyyppi 33-36 -mutaatioiden
monistumisen. Témd oli  odotettavissa, mikd johtuu ndiden CALR-mutaatiotyyppien
sekvenssien suuresta samankaltaisuudesta (katso Taulukko 1), poikkeuksena Tyyppi 17 -
mutaatio. Siksi ipsogen CALR RGQ PCR -sarja ei kykene tunnistamaan eroa Tyypin 1 ja
Tyypin 5/17 -mutaatioiden valilla, tunnistamaan eroa Tyypin 2 ja Tyypin 10/31/33-36 -
mutaatioiden vailla. Talla hetkelld jokaisen CALR-mutaation erottaminen ei ole tarpeen
diagnoosin tai hoidon vuoksi, silld suurin osa CALR-mutaatioista johtaa samankaltaisten

mutatoituneiden CALR-proteiinien syntyyn.
Kliininen validointi ja menetelman vertailu

Taman tutkimuksen tarkoitus oli ipsogen CALR RGQ PCR -sarjan validointi normaaleissa
kayttotilanteissa. Tutkimus arvioi sarjan kykya tunnistaa Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-mutaatiot
naytekohortissa, joka koostui potilaista, joiden epdiltiin sairastavan myeoproliferatiivista
tautia. Tdma validointitutkimus tehtiin gDNA-naytteilld, jotka uutettiin 227 potilaasta, joiden
potilaista, joiden epdiltiin sairastavan myeoproliferatiivista tautia (mukaan lukien CALR-

positiiviset ja CALR-negatiiviset ndytteet).

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla saatua gDNA-naytteiden CALR{ilaa vertailtiin erillisellé
mutaationtunnistusmenetelmélld saatuun CALRtilaan. Kyseinen erillinen mutaationtunnistus-
menetelmd perustui fragmenttikokojen analyysiin yhdistyneend Sangerin kaksisuuntaiseen
sekvensointimenetelm@dn. Jos tulokset olivat keskendén ristiriidassa, kdytettiin kolmatta

mutaationtunnistusmenetelmad, NGS-sekvensointia.
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Taulukossa 8 on lueteltu kaikkien téssa tutkimuksessa kaytettyjen naytteiden CALRfila siten
kuin se on saatu referenssimenetelmilld. Néaytekohortissa on 54,6 % positiivisia néytteitd ja
45,4 % negatiivisia naytteitd. Positiivisista ndytteistd madritettiin referenssimetodeilla 42,7 %
Tyypiksi 1 ja 33,1 % Tyypiksi 2. Nama suhteet vastaavat suhteita, jotka on kuvattu
julkaisussa Klampfl et al. (5), eli 53 % Tyyppid 1 ja 31,7 % Tyyppia 2 (katso Taulukko 1).

Taulukko 8. Koko kohortin CALR-mutadtiotila referenssimenetelmilla maaritettynd:
fragmenttikoon analyysi, Sangerin kaksisuuntainen sekvensointi ja NGS-analyysi

CALR-tila Numero
Tyypin 1 mutaatio 53
Tyypin 2 mutaatio 41
Tyyppi 1 ja Tyyppi 2 1

Muut CALR-mutaatiot 29
CALR-mutaatiopositiivinen 124 (54,6 %)
CALR-mutaationegatiivinen 103 (45,4 %)
Naytteita yhteensd 227

Kaikki kohortin néytteet, joille madritettin CALR-mutaatiotilaksi Tyyppi 1 ja/tai Tyyppi 2
tunnistuivat oikein ipsogen CALR RGQ PCR -sarjalla. ipsogen CALR RGQ PCR -sarja madritti
kahteen naytteeseen virheellisesti Tyypin 1 mutaation: toisessa naytteessa oli referenssime-
netelmilld madritetty Tyypin 5 mutaatio, toisessa ndytteessd oli madritetty mutaatio, jota ei
ole kuvattu julkaisussa Klampfl et al. (5). Sarja maaritti myds Tyypin 2 mutaation virheellisesti
yhteen ndytteeseen, jonka oli referenssimenetelmilld mé&aritetty sisdltévan mutaation, jota ei
ole kuvattu julkaisussa Klampfl et al. (5). In silico -analyysi osoitti, ettd nédma ristiriitaiset
ndytteet johtuvat todenndkdisesti sekvenssien suuresta  samankaltaisuudesta  ndiden

mutaatioiden ja Tyypin 1 tai Tyypin 2 mutaatioiden valilla.
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Taten kokonaiskonkordanssi Tyypin 1 ja Tyypin 2 mutaatioiden tuloksista ipsogen CALR
RGQ PCR -sarjalla yhdistettynd fragmenttikokoanalyysillé/Sangerin  sekvensoinnilla/NGS-
sekvensoinnilla saatuihin tuloksiin on 98,7 % (luottamusvdli [96,2 %; 99,5 %]). ipsogen
CALR RGQ PCR -sarjan sensitiivisyys ja spesifisyys Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-mutaatioille
yhdessd ovat 100 % (luottamusvdli [96,2 %; 100 %] ja 97,7 % [93,5%; 99,5 %])
(Taulukko 9).

Taulukko 9. Yhteenveto suorituskykytuloksista Tyypin 1 ja Tyypin 2 CALR-mutaatiot
yhdistettynd

Muvuttuja Arvio 95 %:n luottamusvali
Kokonaiskonkordanssi 98,7 % [96,2 % ; 99,7 %]
Herkkyys 100 % [96,2 % ; 100 %]
Spesifisyys 97,7 % [93,5 % ; 99,5 %]
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Symboli Symbolin maaritelma

REF Luettelonumero

Valmistaja

Materiaalinumero

Rn R tarkoittaa késikirjan versiota ja n on versionumero

LOT Erénumero

GTIN GTIN-numero

IVD Diagnostinen in vitro adkintalaite
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Symboli Symbolin madritelmé

c € Eurooppalaista vaatimustenmukaisuutta ilmaiseva CE-merkki

g Viimeinen kayttopaivd

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat N reaktioon
<N>

Lampétilarajoitus

[Iﬂ Katso kayttéohjeet

Sailytettéva auringonvalolta suojattuna

L
o
\

2
>
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlts Kataloginumero
ipsogen CALR RGQ PCR 24 reaktiolle: CALR-villityypin 674023
Kit (24) kontrolli, CALR-mutanttikontrolli,

CAILR TYPE 1 -reaktioseos,

CAILR TYPE 2 -reaktioseos,

CALR CLAMP 1 -reaktioseos,
CAILR CLAMP 2 -reaktioseos,
CAILR CLAMP 3 -reaktioseos,
CAILR CLAMP 4 -reaktioseos,
CALR CLAMP 5 -reaktioseos,

Tag DNA -polymeraasi, TE-puskuri
laimentamista ja NTC:t& varten

Rotor-Gene Q MDx ja lisévarusteet

Rotor-Gene Q MDx 5plex Reaaliaikainen PCR-sykleri ja HRM- 9002032
HRM Platform analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi,

punainen ja viininpunainen) sekd

HRM-kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: sisdltaa

1 vuoden takuun osien

rikkoutumisen ja valmistusvirheiden

varalta, ei sisélld asennusta ja

koulutusta
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Tuote Sisdlts Kataloginumero

Rotor-Gene Q MDx 5plex Reaaliaikainen PCR-sykleri ja HRM- 9002033
HRM System analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi,

punainen ja viininpunainen) sek&

HRM-kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: sisdltaa

1 vuoden takuun osien

rikkoutumisen ja valmistusvirheiden

varalta, asennus ja koulutus

Loading Block 72 x 0.1 ml  Alumiinilaatta manuaalisen 9018901
Tubes reaktion suorittamiseksi sekd

yksikanavainen pipetti;

72 x 0,1 ml:n putkea

72-Well Rotor Strip Tubes and Caps 0.1 ml 9018903
liuskaputkien ja korkkien sdilytysta
varten; vaatii Locking Ring 72-Well
Rotor -roottorin

Locking Ring 72-Well Rotor  Strip Tubes and Caps 0.1 ml 9018904
iuskaputkien ja korkkien
lukitsemiseksi 72-Well Rotor

-roottoriin

Rotor Holder Metalliton vapaasti seisova pidike 9018908
putkien ja Rotor-Disc®levyjen
kokoamiseksi roottoreihin

Strip Tubes and Caps, 250 liuskaa 4 putkessa ja korkit 981103
0.1 ml (250) 1 000 reaktiota varten

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 neliputkista liuskaa seka 981106
0.1 ml (2500) korkit 10 000 reaktiota varten
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Tuote

Siséilto

Kataloginumero

QlAsymphony SP ja lisévarusteet

QIAsymphony SP System

QlAsymphony SP

Sample Prep Cartridges,
8-well (336)

8-Rod Covers (144)

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP
(1024)

Filter-Tips, 1500 pl, Qsym
SP (1024)

Tube Insert 3b, 2 ml, v2,
sample carrier, Qsym

QIAsymphony-ndytteenpreparointi-
moduuli: sisdltad asennuksen ja
koulutuksen sekd 1 vuoden takuun
osien rikkoutumisen ja valmistus-
virheiden varalle

QIAsymphony-néytteenpreparointi-
moduuli: siséltad 1 vuoden takuun
osien rikkoutumisen ja valmistus-
virheiden varalle

8-kuoppaiset naytteenpreparointi-
kasetit QlAsymphony SP:n kanssa
kaytettavéksi

8-sauvaiset kannet
QIAsymphony SP:n kanssa
kaytettavaksi

Kertakéayttdiset suodatinkarjet,
telineessq; (8 x 128). Kaytettavaksi
QlAcube®- ja QlAsymphony SP/AS
-instrumenttien kanssa

Kertakayttaiset suodatinkdriet,
telineessd; (8 x 128). Kaytettcvaksi
QIlAsymphony SP/AS -instru-

menttien kanssa
Toisioputkisovitin (2 ml:n

kierrekorkkiputkille) kaytettévaksi
QIAsymphony-putkikuljettimessa

9001751

9001297

997002

997004

990332

997024

9242083
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Tuote

Siséilto Kataloginumero

Elution Microtubes CL
(24 x 9¢)

Liittyvat tuotteet

QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (50)

QlAsymphony DSP DNA
Mini Kit (192)

RNase A (17,500 U)

Ei-steriilit polypropyleeniputket 19588
(enimmaiskapasiteeetti 0,85 ml,

sailytyskapasiteetti vahemman kuin

0,7 ml, eluvtiokapasiteetti 0,4 ml);

2 304 kpl 96 kpl:een telineissd;

sisaltaa korkkiliuskat

50 preparaatiota varten: QlAamp 61104
Mini Spin Columns -putket,

puskurit, reagenssit, putket,

VacConnector-liittimet

192 preparaatiota, kukin 200 pl: 937236
Sisaltéd 2 reagenssikasettia ja
entsyymitelinettd tarvikkeineen.

2,5 ml (100 mg/ml; 19101
7 000 yksikkaa/ml, livos)

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéayttdoppaista tai  kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen

kasikirjat ja kaytdoppaat loytyvat osoitteesta www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:n teknisestd huollosta tai paikalliselta jalleenmyyijdlta.
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T&md tuote on tarkoitettu kéytettéivéiksi in vitro -diagnostiik . QIAGENH iden jalleenmyynti, muokkaus jélleenmyyntia varten tai kayttd kaupallisten tuotteiden
valmistukseen on kielletty ilman QIAGEN:in kirjallista lupaa.

Téssa asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillisté ilmoitusta. QIAGEN ei ole vastuussa mistddn téssé asiakirjassa mahdollisesti olevista virheistd.
Témdn asiakirjan uskotaan olevan julkaisuhetkenddn kattava ja tarkka. QIAGEN ei misséén tapauk ole isista, erityisistd, k
tai seurannaisvahingoista, jotka liittyvét témén asiakirjan kéyttdén tai ovat seurausta sen kéytostd.

taisista

QIAGEN-uotteille on mydnnetty takuu siitd, ettd ne ovat ilmoitettujen ominaisuuksiensa mukaisia. QIAGENin ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama ainoa korvaus
rajoittuu tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta tuotevirhetapauksissa tai jos tuote ei toimi takuun kertomalla tavalla.

CALR-mutaatio ja sen kéyttd on suojattu patenttioikeuksilla, mukaan lukien eurooppalainen patentti EP2808338 ja sen ulkomaiset vastineet. Témén tuotteen ostaminen
ei anna oikeutta sen kéyttdn CALR-kohtaisten |&dkkeiden kliinisiss ksissa. QIAGEN kehittdé nimenomaisia lisenssiohjelmia téllaisia tarkoituksia varten.
Ota yhteys QIAGEN Corporate Business Development -osastoon osoitteessa bd@giagen.com.

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

ipsogen CALR RGQ PCR -sarjaa koskeva raijoitettu lisenssisopimus

Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

. Tuotetta saa kéyttdd ainoastaan t&mdn Kayttdohjeen (Kasikirja) ohjeiden mukaan ja tuotteen kanssa saa kéyttéa vain sarjan siséltdmid komponentteja. QIAGEN
ei mydnné lisenssié mihink&@n aineettomaan omaisuuteensa, eiké tdmén sarjan oheisia komponentteja saa kdyttéd tai liittéa muihin komponentteihin, jotka eivéit
sisally tahan sarjaan, ellei tassa Kayttdohjeessa (Késikirjassa) ja osoitteessa www.giagen.com olevissa liséiprotokollissa ole toisin mainittu.

. QIAGEN ei takaa kuin nimenomaisissa lisensseissédn, ettd tamd sarja ja/tai sen kayttdja(t) eivat loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.
. Témaé sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttéon, eikd niité saa kéyttad vudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpdin.

. QIAGEN sanoutuu irti muista suorista ja epdsuorista lisensseistd.

O A W N

. Sarjan ostaja ja kdyttdja suostuvat siihen, etté he eivét ryhdy tai anna kenellekédn toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistéé mitdén
yllg kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi k&antyd minkd tahansa ioistuimen puoleen p k t&yténtédn tamdn rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada
hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai ipsogen CALR RGQ
PCR -sarjaan ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téyténtéénpano.

Péivitetyt lisenssiehdot saa osoitteesta www.qiagen.com.
HB-2198-002 1103549 157025473 042017
© 20162017 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetddn.
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