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QIAGEN Sample and Assay Technologies

Bendrové QIAGEN yra pirmaujanti novatoriSky meginiy émimo ir tyrimy
technologijy, uztikrinanciy bet kokio biologinio méginio turinio iSskyrimg ir
aptikima, tiekéja. Masy pazangus, aukstos kokybés produktai ir paslaugos
uztikrina sékme nuo méginio paémimo iki gauto rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

DNR, RNR ir baltymy iSskyrimas

Nukleortgsties ir baltymy tyrimai

Mikro RNR ir RNR interferencijy tyrinéjimas

Méginiy émimo ir tyrimo technologijy automatizavimas

Musy misija yra padéti jums pasiekti iSskirtinés sekmés ir laiméjimy. Daugiau
informacijos rasite apsilanke www.giagen.com .
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Paskirtis

ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinys skirtas JAK2 V617F/G1849T mutacijai
genomo DNR aptikti asmenims, kuriems jtariama mieloproliferaciné neoplazija.
Tai, kad néra JAK2 V617F/G1849T nereiSkia, kad néra kity JAK2 mutacijy.
Tyrimas gali parodyti klaidingai neigiamus rezultatus, jei kodonuose nuo 615
iki 619 (1) yra papildomy mutacijy.

Pastaba: rinkinys turi bati naudojamas laikantis Siame vadove pateikty
instrukcijy, derinant su patvirtintais reagentais ir prietaisais. Jei Sis gaminys
naudojamas nesilaikant nurodymy ir (arba) pakeiciami jo komponentai,
QIAGEN nebeprisiims uz jj atsakomybés.

Santrauka ir paaiskinimas

Grjztamoji somatiné mutacija V617F, veikianti Jano tirozino kinazes 2 (JAK2)
geng, buvo nustatyta 2005 m. (2-5), tai padéjo pasiekti didZiuliy laiméjimy
suprantant, klasifikuojant ir diagnozuojant mieloproliferacine neoplazijg (MPN).
JAK?2 yra esminé molekulé, perduodanti intraceliuliarinj signalg eilei citokiny,
jskaitant eritropoeting.

JAK2 V617F mutacija aptinkama >95 % pacienty, serganciy tikraja policitemija
(PV), 50-60 % pacienty, serganciy esencine trombocitemija (ET) ir 50 %
pacienty, serganciy pirmine mielofibroze (PMF). JAK2 V617F taip pat buvo
aptikta tam tikrais retais létinés mielomonocitinés leukemijos, mielodisplazinio
sindromo, sisteminés mastocitozés ir Iétinés neutrofilinés leukemijos atvejais,
bet CML sudaré 0 % (6).

Mutacija atitinka JAK2 1849 vieno nukleotido pasikeitimg 14 egzone, tokiu
bGdu gaunant unikaly valino (V) pakaitalg fenilalaninui (F) ties 617 baltymo
padeétimi (JH2 sritis). Dél to atsiranda konstitucinis JAK2 aktyvinimas,
hematopoetiné transformacija in vitro ir nuo eritropoetino nepriklausancios
eritroidinés kolonijos (EEC) augimas visuose pacientuose, serganciuose PV, ir
dideléje dalyje ET ir PMF pacienty (7). JAK2 V617F yra pagrindiné
hematopoetiniy Igsteliy transformavimo MPN varomoji priemone, bet tiksltis
patologiniai mechanizmai, kurie veda, su tokia pat identiS8ka mutacija, prie Sios
skirtingos klinikinés ir biologinés baties, dar turi bati iki galo iSaiskinti.
TradiciSkai MPN diagnozé buvo grindziama klinikiniais kauly €iulpy histologijos
ir citogenetiniais kriterijais. Atradus specifinj ligos molekulinj markerj
supaprastéjo procesas ir padidéjo diagnostinis tikslumas. JAK2 V617F
mutacijos aptikimas dabar yra referenciniy WHO 2008 kriterijy BCR-ABL
neigiamo MPN (1 lentelé) nustatymui dalis ir Sios mutacijos buvimas yra
pagrindinis diagnozés patvirtinimo kriterijus.
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1 lentel é. WHO kriterijai MPN diagnozuoti (pritaikyta pagal 8 nuorod 3g)

Tikrosios policitemijos (PV) diagnozavimo kriterijai

SvarbGs 1. Hemoglobinas (Hgb) >18,5 g.dI"* (vyrams) arba >16,5 g.dI™
(moterims) arba
Hgb arba hematokritai (Hct) >99-0ji procentiné referencinio
amziaus, lyties arba gyvenamosios vietos aukstingumo
diapazono dalis, arba
Hgb >17 g.dI™* (vyrams) arba >15 g.dI™ (moterims), jeigu susieta
su ilgalaikiu =2 g.dI* padidéjimu lyginant su baziniu rodikliu,
kuris negali bati priskirtas gelezies trakumo koregavimui, arba
Raudonujy lgsteliy masé padidéjusi >25 % virS vidutinés

2. JAK2V617F arba panaSios mutacijos buvimas

Nesvarbls 1. Kauly Ciulpy trijy linijy mieloproliferacija
2. Nepakankamas eritropoetino lygis kraujyje
3. Endogeninés eritroidy kolonijos (EEC) augimas
Esencinés trombocitemijos (ET) diagnozavimo kriterijai
Svarbis 1. Trombocity skaigius 2450 x 10° I
2. Megakariocity proliferacija su didele ir subrendusia
morfologija.
Néra granuliocity arba eritroidy proliferacijos arba ji maza
3. Neatitikimas létinés mieloidinés leukemijos (CML), PV,
pirminés mielofibrozés (PMF), mielodisplastinio sindromo

4. JAK2V617F arba kito kloninio markerio pasireiskimas, arba

Néra reaktyviosios trombocitozés jrodymy

Nesvarbus -

Pirminés mielofibrozés (PMF) diagnozavimo kriterijai

Svarbls 1. Megakariocity proliferacija ir atipija, lydima retikulino ir (arba)
kolageno fibrozes arba
Nesant retikulino fibrozés, megakariocity pasikeitimai turi bati
lydimi padidéjusio Ciulpy akytumo, granuliocitinés proliferacijos
ir, daZnai, sumazéjusios eritropoezeés (t. y. prefibrotinés PMF)
2. Neatitikimas (CML), PV, MDS ar kitos mieloidinés
neoplazmos WHO kriterijams
3. JAK2V617F arba kito kloninio markerio pasireiSkimas, arba]
Néra reaktyviosios Ciulpy fibrozés jrodymy

Nesvarbus 1. Leukoeritroblastozé

2. Padidéjusi laktato dehidrogenazé serume (LDH)

3. Anemija

4. Apciuopiama splenomegalija

Nesenai tarptautiniai ekspertai pasitlé PV ir ET terapiniy bandymy kriterijus.
Remiantis turimais alotransplantanto, alfa interferono arba hidroksiuréjos
duomenimis JAK2V617F kiekio nustatymas buvo jtrauktas kaip potencialiai
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naudinga priemoné reakcijai j gydyma stebéti (9). Buvo stebimas JAK2 V617F
apkrovos sumazéjimas reaguojant j tam tikrus naujus kliniskai kuriamus
vaistinius preparatus, skirtus JAK2 (10).

Proced tros principas

Alelinio atskyrimo bandymo metu du ,TagMan™ bandiniai yra haudojami
multipleksiniame bandyme. Vienas tiksliai atitinka alelinio geno 2 seka (pvz.,
laukinio tipo alelinis genas), o kitas tiksliai atitinka alelinio geno 1 sekg (pvz.,
alelinis genas su mutacija). Kiekvienas bandinys 5' gale pazymimas
i§siskiriandiais fluorescenciniais dazais, Zyme, pvz., FAM™ arba VIC®, ir jo 3'
gale yra fluorescavimg gesinanti medziaga. Bandiniuose taip pat yra nedidelis
griovelio suriSiklis (MGB™), leidZiantis naudoti trumpesnius bandinius su
stabilesniu, o tai reiSkia — tikslesniu aleliniu atskyrimu.

®u

PCR pratesimo fazés metu tiksliai atitinkantis méginys yra skaldomas 5'—Taq
DNR polimerazés 3' egzonukleazés veikla, atskiriant Zzymés dazus nuo
fluorescavimg gesinancios medziagos ir tokiu badu iSleisdamas aptinkamg
fluorescavimg. Tiksliai neatitinkantis bandinys bus perkeltas, o ne skaldomas
Tag DNR polimerazés ir Zymés dazai nebus iSleisti. Sugeneruotas
fluorescencinis signalas (VIC arba FAM) surenkamas PCR pabaigoje (galutinis
taSkas) ir nedelsiant nurodo tikslinés (-iy) sekos (-y) buvimg meginyje (laukinio
tipo alelinis genas, mutaves alelinis genas arba abu), netaikant ilgy ir daug
darbo reikalaujanciy po PCR veiksmuy, kurie taip pat padidina uztersSimo rizika.
Faktinis tikslinés sekos kiekis nenustatytas.

ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinys naudoja Sig technologijg, kaip
pavaizduota (Zr. 1 pav.).
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1 pav. TagMan bandinio multipleksinis bandymas. ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
rinkinyje Si technologija naudojama aleliniam atskyrimui.
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Zymus VIC signalo
padid éjimas
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Pateiktos medziagos

Rinkinio sud étis

ipsogen JAK2 Muta Screen EZ Kit (24)
Katalogo Nr. 673223
Reakcij y skai €ius 24

1 dézuté: kontrol és

V617F Positive Control (V617F PC-VF JAK2 30 ul
teigiama kontrolé)

V617F Negative Control (V617F NC-VF JAK2 30 ul
neigiama kontrolé)

Cut-Off Sample (Ribinis méginys) COS-VF JAK2 30 pl

2 dézuté: gPCR

Primers and probes mix JAK2
V617F* (Grunty ir bandiniy miSinys PPM-JAK2 10x 145 ul
JAK2 V617F)

Master Mix for gPCR, 2x 720 pl
(Pagrindinis misinys, skirtas qPCR, gPCR master mix
2X)

Nuclease-Free Water (Vanduo be
nukleazes)

0 1000 pl

PrieziGros paketas

ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio vadovas (angly k.) 1

* Specifiniy reversiniy ir priekiniy grunty misinys, skirtas JAK2 genui, specifinis V617F FAM
bandinys ir laukinio tipo VIC bandinys.

Pastaba: prie$ naudodami trumpai apdorokite mégintuvélius centrifugoje.

Pastaba: analizuojant nezinomus méginius su ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
rinkiniu reikia ekstrahuoti genomo DNR. Reagentai, kuriy reikia DNR
ekstrakcijai atlikti (pvz., ,QIAGEN® QIAamp® DNR Blood Maxi“ rinkinys, kat.
nr. 51192 ir 51194), nepateikiami ir jy derinys su rinkiniu turi bati patvirtintas.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reikalingos, bet nepateiktos medziagos

Dirbant su chemikalais visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg, mavékite
vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau informacijos
rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos gausite IS
gaminio tiekéjo.

Reagentai

B Be nukleazés 1x TE buferis, pH 8,0

B Reagentai, skirti 0,8-1 % agarozés geliui 0,5x TBE elektroforezés
buferyje

Vartojimo reikmenys

B AtsparUs aerozoliui ir sterilis PCR pipetés antgaliai be nukleazés su
hidrofobiniais filtrais

M 0,5 mlarba 0,2 ml PCR mégintuvéliai be RNase ir DNase
M Ledas

Jranga

B Mikrolitrinés pipetés*, skirtos PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Staliné centrifuga* su rotoriumi 0,2 ml / 0,5 ml reakcijy mégintuvéliais
(galinti pasiekti 10 000 aps./min.)

B Spektrofotometras* DNR kiekiui nustatyti

B Tikrojo laiko PCR prietaisas:* ,Rotor-Gene Q 5plex HRM ar kitas ,Rotor-
Gene* prietaisas; ,LightCycler 480%; ,Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System* arba ABI PRISM 7900HT SDS; ir susijusios specifinés
medZziagos

* Uztikrinkite, kad prietaisai baty patikrinti ir kalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Isp éjimai ir atsargumo priemon €s
Skirta naudoti diagnostikai in vitro

Dirbant su chemikalais visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg, mavekite
vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau informacijos
rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS). Jie pateikiami
ziniatinklyje patogiu ir kompaktiSku PDF formatu adresu
www.giagen.com/safety , kur galite rasti, perzidreéti ir iSspausdinti kiekvieno
QIAGEN rinkinio ir jo komponento SDS.

Meginj ir bandymo atliekas Salinkite laikydamiesi vietiniy saugos reglamenty.

Bendrosios atsargumo priemon  és

gPCR testams atlikti reikalinga gera darbo laboratorijoje praktika, taip pat
mokéjimas atlikti jrangos technine prieZzilrg, kuri yra skirta molekulinei
biologijai ir atitinka galiojancius teises aktus bei susijusius standartus.

Sis rinkinys yra skirtas naudoti diagnostikai in vitro. Siame rinkinyje pateikti
reagentai ir instrukcijos buvo patvirtinti, taip uztikrinant optimaly veikimg.
Papildomas reagenty skiedimas arba inkubavimo trukmés ir temperatdros
keitimas gali sglygoti klaidingus arba prieStaringus duomenis. PPM-JAK?2
reagentas gali pasikeisti jj veikiant Sviesa. Visi reagentai sukurti specialiai
naudoti su Siuo testu. UZtikrinant optimaly testo veikimag, jokiy medziagy
pakeisti negalima.

Bakite iSskirtinai atsargus, kad apsisaugotuméte nuo:
B DNase uzterSimo, kuris gali sugadinti DNR Sablong

B DNR arba PCR perkeliamo uzterSimo, dél kurio bus gautas klaidingai
teigiamas signalas

Todél rekomenduojame toliau iSdéstytus dalykus.

B Naudokite laboratorijos jranga (pvz., pipetes, pipeciy antgalius, reakcijy
meégintuveélius) be nukleazés ir atlikdami tyrimg mavékite pirstines.

B Atlikdami visus veiksmus su pipetémis naudokite SvieZius aerozoliui
atsparius pipeciy galiukus, kad iSvengtuméte méginiy ir reagenty
tarpusavio uzterSimo.

B ISankstinj PCR pagrindinj miSinj su tam skirtomis medZiagomis (pipetémis,
antgaliais ir t. t.) ruoSkite specialioje srityje, kur néra DNR matricy (DNR,
PCR produkto). Atskiroje vietoje (pageidautina, atskiroje patalpoje)
padékite Sablong su specialiomis medziagomis (pipetémis, antgaliais ir t.

t).
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Reagento saugojimas ir naudojimas

Rinkiniai yra siun¢iami ant sausojo ledo ir gavus turi bati saugomi

temperatdroje nuo —30 iki —15 °C.

B ki minimumo sumazinkite Sviesos poveikj gruntui ir bandiniy miSiniams
(PPM-JAK2 megintuveélis).

B PrieS$ atidarydami mégintuvélius atsargiai juos pamaisykite ir
centrifuguokite.

B Visus rinkinio komponentus laikykite originaliose talpose.

Sios laikymo sglygos taikomos tiek atidarytiems, tiek neatidarytiems
komponentams. Kitomis, nei nurodyta etiketése, sglygomis laikomy
komponenty savybés gali tapti netinkamos ir tai gali neigiamai paveikti tyrimo
rezultatus.

Kiekvieno reagento galiojimo datos nurodytos atskiro komponento etiketése.
Tinkamomis saugojimo sglygomis gaminio savybés bus iSsaugotos iki
galiojimo datos, iSspausdintos etiketéje.

Néra akivaizdziy pozymiy, rodanciy Sio gaminio nestabiluma. Taciau teigiamos
ir neigiamos kontrolés turi bati vykdomos lygiagreciai su neZzinomais méginiais.

I EEEE—————————————————————————————
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Proced ura

Méginio DNR paruoSimas

Genomo DNR turi bati iSgauta iS viso kraujo, iSgryninty periferinio kraujo
limfocity, daugiabranduoliy Igsteliy arba granuliocity. Kad baty galima palyginti
rezultatus, rekomenduojame pritaikyti tg patj Iasteliy frakcijos ir DNR
ekstrakcijos metodg. DNR ekstrakcija turi bati atlikta naudojant bet kokj naminj
arba komercinj metoda (pvz., ,QIAGEN QIAamp DNA Blood Maxi“ rinkinys,
kat. Nr. 51192 ir 51194).

DNR kiekis nustatomas matuojant optinj tankj esant 260 nm. DNR kokybé turi
bati jvertinta naudojant spektrofotometrijg arba gelio elektroforeze.

Azsol/Azgo Santykis turi bati 1,7-1,9. Mazesni santykiai paprastai reiSkia
uzterSimg baltymais arba organinémis cheminémis medziagomis.
Elektroforeziné 0,8—-1 % agarozés gelio analizé turi uztikrinti individualiy DNR
vizualizacijg kaip atskirg mazdaug 20 kb juostg. Nedidelis sutepimas yra
priimtinas.

Gauta DNR yra praskiesta iki 5 ng/pl TE buferyje. gPCR reakcija yra
optimizuota 25 ng iSgryninto genomo DNR.

Nukleor ags éiy saugojimas

Trumpalaikiam saugojimui iki 24 valandy iSgrynintas nukleoragstis
rekomenduojame sandéliuoti 2—-8 °C temperataroje. llgalaikiam sandéliavimui
virs 24 valandy rekomenduojame sandéliuoti —20 °C temperataroje.

Protokolas: gPCR ant Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM arb  a
Rotor-Gene Q 5plex HRM prietaisai su 72 m égintuv éliy
rotoriumi

Naudojant §j prietaisg rekomenduojame atlikti visus matavimus du kartus, kaip
nurodyta 2 lenteléje.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2 lentel é. ,Rotor-Gene Q" prietais y su 72 mégintuv éliy rotoriumi reakcij y
skai €ius

Méginiai Reakcijos
Su JAK2 V617F grunt y ir bandini y miSiniu (PPM-JAK2)
n DNR méginiai n x 2 reakcijos

. 6 reakcijos (PC-VF, NC-VF ir COS-
£ DIV Lemiirels VF, kiekviena testuota du kartus)
Vandens kontrolé 2 reakcijos

Mégini y apdorojimas ,Rotor-Gene Q" prietaisais su 72 m  égintuv éliy
rotoriumi

5253 S3 5S4 84 a-
51 2 53 g5

59
O O 52
S Q
O O su
O O sn
O O si2
s24 O O si12
524 % O
$23 O
523 OO (g)
$22
522 OO ® .
21 0 @ o
s21 M0y .. NC-VF
> O O C(I\DE\\;'F:
20, O OOO COSVF
S]ngg OOOOOOOOO . CHgo

17 31
S16516515515 S14

2 pav. Sitlomas rotoriaus iSd éstymas atliekant eksperiment g su ipsogen JAK2
MutaScreen EZ rinkiniu. PC-VF: teigiama kontrolé; NC-VF: neigiama kontrolé; COS-VF:
ribinis méginys; S: DNR meéginys; H,O: vandens kontrolé.
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Pastaba: visada pasirapinkite, kad tiriamas meginys baty rotoriaus padétyje 1.
PrieSingu atveju kalibravimo veiksmo metu prietaisas neatliks kalibravimo ir
bus gauti neteisingi fluorescavimo duomenys.

Uzpildykite visas kitas pozicijas tusciais mégintuvéliais.

gPCR ,Rotor-Gene Q" prietaisuose su 72 m  égintuv éliy rotoriumi
Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Proced uara

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sud ékite juos ant ledo.
Komponentai turi bati iSimti iS Saldiklio mazdaug 10 minuciy pries
pradedant proceddra.

2. Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite visus m égintuv élius (mazdaug
10 sekundzi y, 10 000 aps./min., kad skystis susirinkt y mégintuv élio
apacioje).

3. Paruoskite toliau nurodyt g qPCR miSin j atsizvelgdami j apdorojam y
mégini y skai €iy.

Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.

3 lenteléje aprasoma lasinimo iS pipeciy schema ruoSiant vieno reagento
misSinj, apskaiciuota taip, kad baty gautas 25 pl galutinis reakcijos taris.
ISankstinis miSinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunto ir bandinio miSinj. Kompensuojant laSinimo i
pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.

.Rotor-Gene* prietaisuose ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinys gali bati
naudojamas 24 méginiams analizuoti dviem egzemplioriais viename
eksperimente (2 pav.), 20 meginiy dviem egzemplioriais dviejuose
eksperimentuose, arba 15 méginiy dviem egzemplioriais trijuose
eksperimentuose.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3 lentel é. gPCR miSinio paruoSimas

Reakcij y skai €ius (ul)

Galutin é
Komponentas 1 56+1* 28+1t 18+1*  koncentracija
gPCR master 125 7125 3625 2375 1x
mix, 2X
Grunty ir
bandiniy 2,5 142.5 72,5 475 1x
misinys, 10x
PCR
kategorijos 5 285 145 95 B
vanduo be
nukleazés
.'\ggggf st : Po5 Po5  Pob5 B
lae kiekv. kiekv. kiekv.
veiksme)
Bendras tiris Po 25 Po 25 Po 25

25 kiekv.  kiekv.  kiekv. -

* 24 méginiai; 1 eksperimentas / rinkinys.
10 méginiy; 2 eksperimentai / rinkinys.
¥ 5 meéginiai; 3 eksperimentai / rinkinys.

4.

Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite gPCR miSi nj (mazdaug

10 sekundzi y, 10 000 aps./min., kad skystis susirinkt Yy meégintuv élio
apacioje).

Supilkite j kiekvien g3 meégintuv élj po 20 pl gPCR paruoSiamojo
misinio.

Jpilkite 5 pl m éginio medziagos DNR arba kontrol és j atitinkam a
meégintuv élj (bendras t aris 25 pl).

Atsargiai sumaiSykite, laSindami pipete virSuje ir apa €ioje.
Uzdarykite PCR m égintuv élius. Sud ékite m égintuv élius j 72
mégintuv éliy rotori y atsizvelgdami j gamintojo rekomendacijas.
Uzpildykite visas kitas pozicijas tuS  €iais m égintuv éliais.
Uztikrinkite, kad fiksavimo ziedas (,Rotor-Gene* prietaiso priedas)
baty uzdétas ant rotoriaus virSaus, siekiant iSvengti atsiti ktinio
meégintuv éliy atsidarymo eigos metu. ]dékite rotori y j ,RotorGene Q“
prietais g atsizvelgdami j gamintojo rekomendacijas.
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10. JAK2 DNR aptikti vykdydami toliau nurodytus vei ksmus sukurkite

temperat uros profil j.

Bendr yjy tyrimo parametr y nustatymas 3, 4 pav.
DNR sustiprinimas 5 pav.
Fluorescavimo kanalo jautrumo nustatymas 6 pav.

ISsamesnés informacijos apie ,Rotor-Gene" prietaisy programavima rasite
prietaiso naudotojo vadove. lliustracijose programos parametrai pateikiami
pastorintu juodu Sriftu. lliustracijose vaizduojami ,Rotor-Gene Q" prietaisai.

11. Paleiskite ,Rotor-Gene"“ program 3. Dialogo lange ,New Run” (naujas

16

vykdymas) spustel ékite ,New" (naujas) (3 pav.).
T. MNew Run E

Quick Statt  Advanced |
ﬁW!

=k 1 Imports the cycling
 Perform Last Run . ||and acquisition and
e : sample definitions
< Empty Run from the last run open
lin the software.

& &

= Three Step with Melt
LY !
= Twio Step
\ HR ™
[
J o ‘ Other Runs

@ Instrument Maintenance

ﬁ___|0pc=n A Template In Another Folder, ..

—
ancel

Help

Iv Show This Screen When Software Opens

3 pav. Dialogo langas ,New Run*.
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12. Atidarykite dialogo lang a ,New Run Wizard“ (naujo vykdymo vedlys).
Nurodydami PCR reakcijos t arj pasirinkite 25 ir spustel ékite ,Next"
(toliau) (4 pav.).

New Run Wizard E

This screen displays miscellaneous options for the run, Complete the fields, mi; Eﬁ,“j:ﬁnﬂi in
clicking Mext when you are ready to move to the next page. the wizard. For help

; on an item, hover
DOperator : “j B your mouse over the
{itern for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
avalable settings.

Notes: Programme PCR allebc discomnabon

i2d! Reaction |

voume gy [1©° =

Sample Layout : -
-

Skip Wizard | << Back ' Newt »> : 2

4 pav. Bendr yjy tyrimo parametr y nustatymas

13. Kitame dialogo lange ,New Run Wizard" spustel  ékite mygtuk a ,Edit
Profile* (redaguoti profil j) ir suprogramuokite temperat aros profil j
kaip pavaizduota 4 lentel éje ir 5 pav. B atinai jtraukite paskutin j
suradimo veiksm g 60 °C temperat Groje, kiekviename cikle, abiem
kanalams — zaliam (FAM) ir geltonam (VIC).
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4 lentel é. Temperat Giros profilis

Palaikymas Temperatara: 50 laipsniy
Trukmé: 2 min.

Palaikymas 2 Temperattra: 95 laipsniai
Trukmé: 10 min.

Ciklai 50 karty
92 laipsniai 15 s
60 laipsniy 1 min.; vienas

FAM fluorescavimo gavimas kanale ,Cycling A
Green“ (ciklas A zalias)

VIC fluorescavimo gavimas kanale ,Cycling A
Yellow* (ciklas A geltonas)

Insei after...

Insest before... |

‘ | B E]

Tirned Step
B den 92 deg. for 15 secs

Quasar5 Y, Alexa Fluer 6807

5 pav. DNR sustiprinimas.

14. Fluorescavimo kanal y aptikimo diapazonas turi b  Gti nustatytas pagal
fluorescavimo intensyvum g PCR mégintuv éliuose. Dialogo lange
.New Run Wizard" spustel ékite ,Gain Optimisation“ (optimizuoti),
kad b Gty atidarytas dialogo langas ,Auto-Gain Optimisation Setup”
(automatinio optimizavimo s  granka). Spustel ékite ,,Optimise
Acquiring“ (optmizuoti gavim  g) (6 pav.), tada kiekvieno kanalo (Zalio
ir geltono, 6 pav.) dialogo languose ,Auto-Gain Opt imisation Channel
Settings” (automatinio optimizavimo kanal  y parametrai) spustel ékite
,OK" (gerai). UZtikrinkite, kad b Gty pazym étas abiej y kanal y langelis
.Perform Optimisation Before 1st Acquisition“ (atli kti optimizavim g
prieS 1- gjj gavim g) (6 pav.).

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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|
I
i

’—GDtimisatiun

oy accepiabie. The range of fiucrescence you are inoking for depends on the

‘ chemistiy you are performing

...... At Beginning Of Fun

~Channel Settings ©
f =1 st |
Mame | Tube Position | Min Reading | Max Feading | Min Gan | M.ax Gan Edit |
Green 1 5F1 10F1 -0 10 B
Remave All I
41 1]
‘ Start I Manual.. Close Help | oo L | =y

6 pav. Fluorescavimo kanalo jautrumo nustatymas.

15. Kanalo kalibravimu nustatytos gavimo reikSm  és iSsaugomos
automatiskai ir yra nurodomos programavimo proced uros
paskutiniame meniu lange. Spustel ékite ,Start Run“ (prad éti
vykdym a), kad programa b tty vykdoma.

16. ,Rotor-Gene" programoje atidarykite rotoriaus s arank a (7 pav.).

Eﬂ s am ples) :IE]'E.
File i Format Security
]I Fiotor Style |
Settings :
Given Conc. Format : |123458_.?BS1 23467 - I Uit : Il:clpiss/lsaclia - I More Options |
Samples :
| I IEIEEE]
C |ID |Narne: | Type | Groups | Given Conc. 4[
1 PC FPositive Corntrol I
2| PC Fositive Control
3 Hz20 MTC
4 MHone
5 MNC Megative Control
& NC MNegative Control
7 Hz20 MNTC
g More
3 RS Linkrnowen
10 RS Unkrnown
11 Mone
12 Morne
13 S1 Unkrowrn
14 51 Unknown
15 52 Urikrnown
| 16 S2 U nknown
B 17 5= Unknown
0 18 s3 Unknown
B 13 s4 Unknown
20 54 Urnkrnowven =
b »
Page :
M A - IJAKZ Ipsogen | | | =200 | | I Synchronize pages
Undo I oK I Cancel I Help

7 pav. ,Rotor-Gene" s granka: ,Edit Samples” (redaguotim  éginius).
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.Rotor-Gene Q 5plex HRM* prietaiso parametro galuti nio tasko analiz és
proced ara

17. Pasibaigus PCR programai jranki y juostoje spustel ékite ,Analysis*
(analiz é) (8 pav.).

‘hr‘lalysis—urﬂy Rotor-Gene ) Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

File Analysis Gain View ‘Window Help

€ b - F @ 8 W[ETE =1
Open Save | Help Settings  Profile Temp Samples Analvs‘s Reports .ﬂrranue

‘Charnels . Cydling &.Green . Cycling A.Yellow . CydingB.Green . Cycling B.Yellow |
8 pav. Analiz é.

18. Dialogo lange ,Analysis* du kartus spustel ékite ,Cycling A. Green”,
paskui —,OK“ (9 pav.). Pakartokite proced ara ,Cycling A. Yellow".
Analysis £

1 Cycling A Green

Lycling A.Yellow At Least Two Standar ds Required
( i The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2
selected standards. To set this up, night-click on the sample list and select Edit
Samples...
[~ Don't show this message in future.

S how | Hide |
I Auto-shrink window

9 pav. Kiekio nustatymas: ,Cycling A. Green*.

19. Pasirodys naujas langas (10 pav.). Abiejuose sk  ydeliuose
spustel ékite ,Slope Correct” (nuolydis teisingas), kaip pav aizduota
10 pav.
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T WP HIHE @ & 9 ¥ B W b 5 8 .
Hew  Open  Save el Settings Progress  Profle Temp. Samples Analyos Reports  Amangs
Channets Cychng AGroon Cyting A, Yelow

T - e |
§ i I ICEg | Foos mepli o
it i R | Guantitation Aol e & Vollow fmapp0t ez) _,‘__‘_J_‘ﬁ_f._'..ﬁ
=5 Dyersie Tubelll < Sepn Corvect 13 Jgrome Frst | (3] Outher Removl... el Save Defantts 3| 5 pvranse Tuboll % 3 dgnore Frst | (3] Guter Remarval . ed Sove Dbt wil 2
:I |
W 1
. e = || p— P
g S ’;_;______,._-—-d-_—‘ d i
- - &
e / d A
ERT T
7
— - R
B it Gt
I e e T ey | 2 T —
| s w15 W@ = w % @ & =@
e Citin I
Aduitsese..  AMoStom  DofmRScle Lnew Sk | 4y
- 16 3 A%
- . - x| I £ |17
[Ha [Hame JTgee O | Ghvon Cons [con] Cale Cone [oogie] % Ver | e 01 = | [Na: |8 [Tge_JC [Givenc [k [Rep o =) ’SIEE
T e Porte L Poe C 1 B
2 lpewt Pestva € Pastvn € — |2 I
- fiaraies Visgaies |2 —
a Hegstive | Megative =]
15 em Urdreem is Urdreowm E:]
|6 coe Ui | Urirewen o ——
T ha NIC | NTC T | o]
8 ko NIE i ne Bk On Bk O |
8 jox Unkrawn | Unkrawm Named Oy | AROn | ABDH |
Wwoen Urrswen i Urkoem ths, 1
1 08y Urdhraman . Urdhrawan TR
12 08 Uk | Urndnown CT Calculation
1o Urdrawn ol R Unkrowm w| T irvertRawDots
| | =
< | 1 .|_‘ | # _ Treschaid [ |

10 pav. Nustatymas ,Slope Correct".

20. Norédami eksportuoti duomenis, iSsaugokite ,Excel ® duomen y lapo

pavidalu. Pasirinkite ,File/Save As/Excel data shee t“ (failas /
iSsaugoti kaip / ,Excel“ duomen y lapas) ir spustel ékite ,OK".
Suteikite eksportuojamo failo pavadinim g ir iSsaugokite tekstinio
failo pavidalu (*.txt).

21. Atidarykite tekstin | fail 3 programoje ,Excel” ir pasirinkite stulpel i A
Pasirinkite ,Data/Convert and Next* (duomenys / kon vertuoti ir

toliau). Pasirinkite ,Comma*“ (kablelis), paskui spu stel ékite ,End”
(baigti). Rezultatai bus pateikti kaip parodyta 11 pav.
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11 pav. Rezultat y pavyzdys, rodomas ,Excel” faile.

Pastaba: Faile yra tiek neapdoroti, tiek standartizuoti duomenys. Turi bati
vertinami tik_standartizuoti duomenys.

Sie duomenys pateikiami lentelés skyriuose ,Quantitative analysis of channel
Cycling A Green" (kiekybiné kanalo analizé ciklas A Zalias) ir ,Quantitative
analysis of channel Cycling A Yellow (kiekybiné kanalo analizé ciklas A
geltonas). Aiskinimui skirti duomenys yra gauti PCR ciklo 50 metu
(apskritimuose deSingje).
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Protokolas: gPCR , Applied Biosystems 7500* arba ABI
PRISM 7900HT prietaisuose

Naudojant 96 Sulinéliy I1ékstés gPCR jrangg rekomenduojame atlikti visus
matavimus du kartus, kaip nurodyta 5 lenteléje.

5 lentel é. Reakcij y skai €ius ,Applied Biosystems 7500" arba ABI PRISM
7900HT prietaisams

Méginiai Reakcijos

Su JAK2 V617F grunt y ir bandini y miSiniu (PPM-JAK2)

n DNR méginiai n x 2 reakcijos
6 reakcijos (PC-VF, NC-VF ir

3 DNR kontrolés COS-VF, kiekviena testuota du
kartus)

Vandens kontrolé 2 reakcijos

Méginio apdorojimas ,Applied Biosystems 7500" arba AB | PRISM

7900HT prietaisuose

" {1IzIa1415101718191-01111121“

\ "y

[II@ITIWI@I“H}]

12 pav. Siulomas | ékstés iSd éstymas atliekant eksperiment g su ipsogen JAK2
MutaScreen EZ rinkiniu. PC: teigiama kontrolé; NC: neigiama kontrolé; COS: ribinis
méginys; S: DNR méginys; H,O: vandens kontrole.
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gPCR ,Applied Biosystems 7500“ arba ABI PRISM 7900H T prietaisuose
Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Proced uara

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sud ékite juos ant ledo.
Komponentai turi bati iSimti iS Saldiklio mazdaug 10 min. prieS pradedant
procedura.

2. Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite visus m égintuv élius (mazdaug
10 s, 10 000 aps./min., kad skystis susirinkt y meégintuv élio apa €ioje).
3. Paruoskite toliau nurodyt g qPCR miSin j atsizvelgdami | apdorojam y
mégini y skai €iy.
Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.
6 lenteléje aprasoma laSinimo i$ pipeciy schema ruoSiant vieno reagento
misSinj, apskaiciuota taip, kad baty gautas 25 pl galutinis reakcijos taris.
ISankstinis miSinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunto ir bandinio miSinj. Kompensuojant laSinimo i
pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.

~LApplied Biosystems 7500“ arba ABI PRISM 7900HT ipsogen JAK2
MutaScreen EZ rinkinys gali bGti naudojamas 24 meginiams analizuoti
dviem egzemplioriais viename eksperimente (12 pav.), 20 méginiy dviem
egzemplioriais dviejuose eksperimentuose, arba 15 meéginiy dviem
egzemplioriais trijuose eksperimentuose.
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6l

entel &. gPCR miSinio paruoSimas

Reakcij y skai €ius (ul)

Galutin é
Komponentas 1 56+1* 28+1t 18+1*  koncentracija
~ragMan
Universal PCR 12,5 7125 3625 2375 1x
Master Mix", 2x
Grunty ir
bandiniy 2,5 142.5 72,5 47,5 1x
misinys, 10x
PCR
kategorijos 5 285 145 95 B
vanduo be
nukleazés
.'\é'gt%:g%s i c Po 5 Po 5 Po 5 B
lae kiekv. kiekv. kiekv.
veiksme)
Bendras tiris Po 25 Po 25 Po 25

25 kiekv.  Kiekv.  Kiekv. -

* 24 méginiai; 1 eksperimentas / rinkinys.
t 10 méginiy; 2 eksperimentai / rinkinys.

)

4.

10.

ips

meginiai; 3 eksperimentai / rinkinys.

Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite gPCR miSi nj (mazdaug
10 sekundzi y, 10 000 aps./min., kad skystis susirinkt y meégintuv élio
apacioje).

Supilkite j kiekvien g Sulin élj po 20 pl gPCR paruoSiamojo miSinio.
Jpilkite 5 pl m éginio medziagos DNR arba kontrol és j atitinkam a
Sulin élj (bendras t Gris 25 pl).

Atsargiai sumaiSykite, laSindami pipete virSuje ir apa €ioje.
Uzdarykite | ékSte ir trumpai centrifuguokite (300 x g, mazdaug
10 sekundzi y).

|dékite | ékSte j termocikler j atsizvelgdami j gamintojo
rekomendacijas.

Suprogramuokite termocikler j naudodami Siluminio ciklo nustatymo
program g, kaip nurodyta 7 lentel éje ir prad ékite vykdym a.

ogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio vadovas, 06/2016
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7 lentel é. Temperat tros profilis ,Applied Biosystems 7500" ir ABI
PRISM 7900 HT prietaisams

Palaikymas Temperatara: 50 °C
Trukmé: 2 min.
Palaikymas 2 Temperatara: 95 °C
Trukmé: 10 min.
Ciklai 50 karty
92°C15s
60 °C 1 min.; vienas

~Applied Biosystems" ir ABI PRISM prietais  y vykdymo po nuskaitymo
analiz és proced ara

Detalios informacijos apie ,Applied Biosystems 7500 ir ABI PRISM
7900HT prietaisy programavimg ieSkokite prietaiso naudotojo vadove.
UZztikrinant geresne apzvalgg programos parametrai pateikiami pastorintu
juodu Sriftu.

11. Pasibaigus Siam vykdymui pasirinkite ,Start/Pro gram“ (prad éti/
programuoti), paskui pasirinkite ,File/New* (failas / naujas).

12. Dialogo lange ,New Document Wizard® (naujo doku  mento vedlys)
spustel ékite iSskleidziam ajj sarasa ,Assay” (tyrimas) ir pasirinkite
»Allelic Discrimination® (alelinis atskyrimas) (13 pav.).

13. Patvirtinkite numatytuosius laukeli  y ,Container” (talpa) ir ,Template*®
(Sablonas) (,96-Well Clear” (96 Sulin  éliai tusti) ir ,Blank Document*®
(tus éias dokumentas), 13 pav.). Laukelyje ,Plate Name® (  |ékStés
pavadinimas) jveskite AD Post-read (13 pav.), paskui spustel ékite
.Next>“, kad atidarytum éte dialogo lang 3 ,Select Markers* (pasirinkti
markerius).
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Finsh |1 Cancd

-/
13 pav. ISankstiniai naujo vykdymo po nuskaitymo k arimo parametrai (,New
Document Wizard").

14. Jeigu dialogo lange ,Select Markers* esan  €iame skydelyje ,Markers
in Document” (markeriai dokumente) yraj  Gsy programai tinkantis
markeris, vykdykite 18 veiksm g. Jeigu jo n éra, toliau vykdykite 15
veiksm a.

15. Sukurkite detektorius ir markerius kaip nurodyt a Zemiau.

Spustel ékite ,New Detector” (naujas detektorius) (14 pav.).
Seloct Markers
Selact the markers you will be using in the docurment
Fird - =] Passive Relererce: [AOX -]
Markor Narmis | Datacton 1 Markars in D ocumsnt |
Add >> ]
Remove I
£ >
Mew Detactor l Maws M aikar ]
< Back | Mext » | Finish | Cancal I
14 pav. Skydelyje ,Markers in Document“ n  éra jasy programai tinkamo markerio.

16. Dialogo lango ,New Detector” laukelyje ,Name* ( pavadinimas)
jveskite Allele A (15 pav.). Palikite ,Reporter Dye“ (zym és dazai)
nustatyt g ties ,FAM“. Spustel ékite mygtuk g ,Color", pasirinkite
spalv a, po to spustel ékite ,OK" (15 pav.). Spustel ékite ,Create
Another” (kurti kit g) (15 pav.).
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Hew Detector E

M arne: INEM‘ r-s l

D ezcriplion: I

2 Reporter Dye: BFaM

L

Quencher Diye: I [rioree]

4 l Create Srother ] l 0K I Cancel [

15 pav. Detektori y karimas.

17. Kitame dialogo lango ,,New Detector” laukelyje ,, Name*
(pavadinimas) jveskite Allele B. Laukelyje ,Reporter Dye* pasirinkite
.VIC". Spustel ékite mygtuk g ,Color", pasirinkite spalv g, po to
spustel ékite ,,OK".

18. Dialogo lange ,Select Markers* pasirinkite ,New Marker” (naujas
markeris) (zr. 14 pav.).

19. Dialogo lango ,New Marker* laukelyje ,New Marke  r Name* (haujo
markerio pavadinimas) jveskite JAK2 (16 pav.). Pasirinkite ,Allele A*
ir ,Allele B detektorius, sukurtus 16 ir 17 veiksm uose (arba jau
apibr éztus), ir spustel ékite ,OK" (16 pav.).

HNews Marker ] =
Mew Maiker Mame : | Jakz — 1
Galact bayo dabackors for bHnis mnaarkoer @
Dete ctor Hame Reporter e e her
[ Allele B WIS (nonel
2 |l Lo 2 [N Criore
3 s ok I Cancel

16 pav. Markeri y karimas.
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20. Dialogo lange ,Select Markers*” pasirinkite auks ¢iau sukurt g ,JAK2"
arba tinkam g i$ anksto nustatyt g marker |, paskui spustel ékite
LAdd>>" (prid  éti>>) (17 pav.).

Pastaba: norédami paSalinti markerj pasirinkite jj, paskui spustelékite
.Remove" (pasalinti).

Hew Document Wizard El

Select Markers
Select the markers you vl be usng in the document

Fawl *I - | Passive Fieterence: |ROX ¥
Marker Hame Detector 1 | Detector 2 I Markeis n Document |
1 JAKZ | 2aete B Allele 2,

2

Remove

Hew Detector New Marker

< Back l Mest » I Fiish | Cance 3

17 pav. Markeri y pasirinkimas.

21. Spustel ékite ,Next>".

22. Dialogo lange ,Setup Sample Plate“ (m égini y lékStés sgranka)
spustel ékite ir vilkite pasirinkdami marker  j Sulin éliams, kuriuose yra
méginiai. Spustel ékite ,Finish” (baigti).

23. Pasirinkite skirtuk g ,Instrument” (prietaisas) ir pakeiskite m  éginio
tarj j 25 pl.

24. Pasirinkite ,File/Save* (failas / iSsaugoti), p  askui spustel ékite ,Save“,
kad b oty iSsaugotas vardas, kur | priskyr éte sukurdami | ékste.

25. Jdékite reakcij y lékste j prietais g laikydamiesi gamintojo
rekomendacij y
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26. Pradékite vykdym g po nuskaitymo. Spustel ékite ,Post-Read" (po
nuskaitymo).
Prietaisas atliks 1 ciklo 60 sekundziy trukmés vykdymag 60 °C
temperatdroje. Sio vykdymo metu prietaisas surinks FAM ir VIC
fluorescavimg kiekviename Sulinélyje (18 pav.).

=]
i

; LJ
| )

b Vil
o]
g

—instament Comingi

| e | £ —— — — - .
| PreBead | Esiimaied Time Femaining fivmm]:

Disconnact | Statue: Stoge: RE

L ] i
Thermai Frafile [ Auto Increrent| Ramp Rate |

£0.0
/
]
{
f
{
/

I 1 i 1 I
AUUTCyLE ! e (KR (¥ T] ! AdUSE | AU DEEUEEIETSEYE | DEIEE ! Helg !

—Settings

Sample Yolume (pL)

=l
1]

= ad e
i WIDoE |

|

|

|

| Mo b d
i i

|

|

|

Data Collachion : iHlogE 1. Step 1 (B0 @ 1:30) =|

18 pav. Vykdymas po nuskaitymo.
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27. Pasirinkite ,File/Export* (failas / eksportuoti
.Results” (rezultatai), kad eksportuotum
Rezultatai bus pateikti kaip parodyta 19 pav.

), paskui spustel ékite

12 | Comments:
13.8NS 2

VIC méginys 1

3

i Adeie X
JARZVIC
JARZDWAC
AL

E Viaiker Task

LInk ng#n
WIC Unlerigeen
LA 1 bl

sample 1 Vi
-;prr?lg 1

sagle 1
samrds wd
o
-
¢
L1 s
1 s
j <5 B2 =
| [ ER L]
31 B4 Unknown
e
== les
j 54 |57 A A i
| 355 |e8 JARDWAC JAHRFAM DEDG .27

FAM méginys 1

ity ;

Undetermined 100,00

Undetermined 10000
A A

anual Call
Manual Call
Y]

Erfmnad LU
Undetemmined 100.00

Ianual Call
LX] all

iingeiermined 100,00
Undetermined 100.00
Llndsterripad 100 00

mianuai Caii
Manual Call
BAznisal Call

Uridetermined | 100,00
LUndeterminad 100,00

o Call
Manusl Call

i L

Manual Call

i

i
Undeterminad 100.00

19 pav. Rezultat y pavyzdys, rodomas ,Excel faile.
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Protokolas: gPCR ,LightCycler 480" prietaise

Naudojant 96 Sulinéliy I1ékStés gPCR jrangg rekomenduojame atlikti visus
matavimus du kartus, kaip nurodyta 8 lenteléje.

8 lentel é. ,LightCycler 480" prietaiso reakcij  y skai €ius

Méginiai Reakcijos
Su JAK2 V617F grunt y ir bandini y miSiniu (PPM-JAK2)

n DNR meéginiai n x 2 reakcijos
6 reakcijos (PC-VF, NC-VF ir
3 DNR kontrolés COS-VF, kiekviena testuota du
kartus)
Vandens kontrolé 2 reakcijos

Mégini y apdorojimas ,LightCycler 480" prietaise

mem17181010111114
00000

~

3
S

BE00RR00

b Iy

20 pav. Sitlomas | ékstés iSd éstymas atliekant eksperiment g su ipsogen JAK2
MutaScreen EZ rinkiniu. PC: teigiama kontrolé; NC: neigiama kontrolé; COS: ribinis
méginys; S: DNR méginys; H,O: vandens kontrole.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR ,LightCycler 480" prietaise
Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Proced uara

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sud ékite juos ant ledo.
Komponentai turi bati iSimti iS Saldiklio mazdaug 10 min. prieS pradedant
procedura.

2. Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite visus m égintuv élius (mazdaug
10 s, 10 000 aps./min., kad skystis susirinkt y meégintuv élio apa €ioje).
3. Paruoskite toliau nurodyt g qPCR miSin j atsizvelgdami | apdorojam y
mégini y skai €iy.
Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.
9 lenteléje aprasoma laSinimo i$ pipeciy schema ruoSiant vieno reagento
misSinj, apskaiciuota taip, kad baty gautas 25 pl galutinis reakcijos taris.
ISankstinis miSinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunto ir bandinio miSinj. Kompensuojant laSinimo i
pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.

,LightCycler 480" prietaise ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinys gali bati
naudojamas 24 meginiams analizuoti dviem egzemplioriais viename
eksperimente (20 pav.), 20 méginiy dviem egzemplioriais dviejuose
eksperimentuose, arba 15 méginiy dviem egzemplioriais trijuose
eksperimentuose.

I EEEE—————————————————————————————
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9 lentel €. gPCR miSinio paruoSimas

Reakcij y skai €ius (ul)
Galutin é

Komponentas 1 56+1* 28+1t 18+1*  koncentracija
~TagMan
Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix"“, 2x
Grunty ir
bandiniy 2,5 142.5 72,5 47,5 1x
misinys, 10x
PCR
kategorijos 5 285 145 95 -
vanduo be
nukleazeés
!\é'gg:g%s i . Po5  Po5  Pob B
lae kiekv.  kiekv.  kiekv.
veiksme)
Bendras tlris o5 Po 25 Po 25 Po 25 B

kiekv. kiekv. kiekv.

* 24 méginiai; 1 eksperimentas / rinkinys.
t 10 méginiy; 2 eksperimentai / rinkinys.
* 5 méginiai; 3 eksperimentai / rinkinys.

4. Pasukiokite ir trumpai centrifuguokite gPCR miSi nj (mazdaug 10 s, 10
000 aps./min., kad skystis susirinkt y meégintuv élio apa €ioje).
5. Supilkite j kiekvien g Sulin élj po 20 pl gPCR paruoSiamojo misinio.
6. Ipilkite 5 pl m éginio medziagos DNR arba kontrol és j atitinkam a
Sulin élj (bendras t Grris 25 pl).
7. Atsargiai sumaisykite, laSindami pipete virSuje ir apa €ioje.
Uzdarykite | ékste ir trumpai centrifuguokite (300 x g, mazdaug 10 s).
9. |]dékite | ékSte j termocikler j atsizvelgdami j gamintojo
rekomendacijas.

10. Pagrindiniame puslapyje pasirinkite ,New Experi ment” (naujas
eksperimentas).

o
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11. ,LightCycler 480 | vykdykite 11a veiksm a. ,LightCycler 480 Il
vykdykite 11b veiksm 3.

ISsamios informacijos apie ,LightCycler 480" prietaiso programavimag
ieSkokite prietaiso naudotojo vadove. UZtikrinant geresne apzvalga
programos parametrai pateikiami pastorintu juodu Sriftu.

1la. ,LightCycler 480 I*: Pasirinkite ,Multi Color Hydrolysis Probe*
(spalvotas hidroliz és bandinys), spustel ékite ,Customize” (tinkinti),
paskui patikrinkite, ar pasirinkti kanalai ,FAM (48 3-533)" ir ,Hex
(533-568)" (pvz., VIC) (21 pav.). Nustatykite reakc ijos t arj ties ,25" pul
(21 pav.) ir atlikite 12 veiksm a.

— |
g : o : .— 2
l_-m Black Type | Plate 10 | Reaction u«m»ﬁ 4
A
Cycles Analysis Mode
1 2] qunnt 1z acas dun -
Temperatue Tamets T
argen Hold (hhzmm:ss) Ramp Rate ('C'8) | Acquisitions (per *C | Sec Targer (') Step Size (C) | Step Delay (cycles) H
Repat ¥|e0 =|none *[00:01:00 a.s =] =zlo zle =0 =2 @
= @
Datection Format  Multi Color Hydrslysis Probe
Time Mode-
100 % Dynamic T Mamial | &
s
0
a5 Active Filter Combinaton 1=
w0 = =
g 3
o
e 9
0 ) 10)
% 55 Cy 5 (615-6T0) L=
%0
45
: @®
=
: |
@00 [ 116
Etimated Tame (hanemces|
Apply | |
Template ||

21 pav. ,LightCycler 480 I*: aptikimo formato nusta tymas.
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11b. ,LightCycler 480 II*: Pasirinkite ,Dual Color Hydrolysis Probe*
(dviej y spalv y hidroliz és bandinys), spustel ékite ,Customize”, paskui
patikrinkite, ar pasirinkti kanalai ,FAM (465-510)" ir ,VIC / HEX '/
(533-580)" (pvz., VIC) (22 pav.). Nustatykite reakc ijost arj ties ,25“ pl
(22 pav.) ir atlikite 12 veiksm 3q.
= 4

ment:  Virual LightCycler 450 96 System |/ Not Connected Database: My Computer (Researchj

xperimant j User: System Admin

Fun Proln-c-ei- | | m ]
[ Customize ] Block Size Plate ID Reaction anlmE

Test 10 |

~ Pragrams
Program Name Cycles Analysis Mode
I 1 2 [Hone =

LN \)

NEIE Sl R

@ e | Detection Formats
~ Detection Format  Dual Color Hydrelysis Probe | UPL Probe
Report Time Mods
A  Dynamic " Manual
ﬂ Target {'Q A Step Size (C) Step Delay (cycles)
. )95 < [Hone I =0
v FAN {465-510)
@ 0 WIC / HEX / YellowSss (533-580 3
N
1004
20
g e
i 7 EZ..@
§ =1}
2 -
4D
-
o 4 FO
Estmated Time (homm 53]
Tom hd End Progiam + 10 Cycles Start Run

22 pav. ,LightCycler 480 II*: aptikimo formato nust atymas.
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12. Suprogramuokite termocikler

i naudodami Siluminio ciklo nustatymo
program g, kaip nurodyta 10 lentel éje ir prad ékite vykdym 3.

Pastaba: apraSydami |IékStés sgrankg prietaise, pasirinkite ,Endpt Geno*
skyriuje ,Step 1: select workflow” (1 veiksmas: pasirinkite darby eigg).

10 lentel é. ,LightCycler 480 prietaiso temperat

aros profilis

Palaikymas

Palaikymas 2

Ciklai

Palaikymas 3

Temperatara: 50 °C
Trukmeé: 2 minutés
Temperatara: 95 °C
Trukmé: 10 minuciy

50 karty

92 °C 15 sekundziy; vienas
60 °C 1 minute; vienas

60 °C 1 minute; vienas

,LightCycler 480 prietaiso galutinio tasSko analiz

és proced ura

13. Pasibaigus vykdymui spustel

14. Dialogo lange ,Create New Analysis” (kurti nauj
~Endpoint Genotyping“ (galutinio tasko genotipavima

ékite ,Analysis".

a analiz ¢) pasirinkite

meniu ,Subset” (poaibis) pasirinkite poaib

o T Py

—Ligate New Man Y

ths Cusnt/2nd Derivative Max

kb= Cuant/Fit Points
Advanced Relative Quant
Baszic Relative Quantification

Color Compensation

Helt Curve Genotyping
Tm Calling

ification

S), paskui
i (23 pav.).
Create new analysis
Analysis Type i'..‘IE dpoint Genctyping =l
Subset ey Suboec 1 ~ — 2
Program *lprogram j
Name ik-IE:ndpoin: Genotyping for New Subset
DB o Ao oo -
| | =l
N ,
— =
|_
,_
| u
|

23 pav. Analiz és tipo ir analizuojamo poaibio pasirinkimas.
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15. Kitame lange pasirinkite ,FAM*“ (pvz., VIC) fluo  rescavim g ,Allele X* ir
.Hex" fluorescavim g ,Allele Y* (24 pav.).

-

Create new analyveic

| Allale ¥ Allale ¥

1 | EAM [481RT3)

24 pav. Fluorescavimo pasirinkimas ,Allele X" ir ,A llele Y*“.

16. Kitame lange (25 pav.) rodoma | ékstés saranka (1, virSuje kair éje),
kiekvieno m éginio fluorescavimo rezultatus (2, apa €ioje kair éje), ir
iSsisklaidymo br éZinj su aleliniu atskyrimu (3, deSin  é; FAM ir VIC
fluorescavimas, iSmatuotas 50-ajame PCR cikle).

[ 56 [7 ol [z i (Zoom
Endpcint Piucreacence Scatter z
[A CHCAER COCAED i ol ! @[ <om)
3 D5 (@3 [@E 18,000/
[C @505 [@:
16,000
1- o] FRCEAED
E| CHCHCHE | - iy
[F CHCHEE 42,000
& CEACERCEN | | 40,000
1] CRCEEE | 000]
o 36,000
Endpoint Genotype results | 34,0001
B Allele > B Both Alleles @ AN
Allele X Joth Alleles Allele Y
8 Unk [ Ir' I g
nknown eqative E
Samples Endpeint Fluorescence Re g LT 3
l.. €. Pos HName 523-568 443533 Call £ 24000
~ [ A5 100% -z 10,57 46,34 Z2000)
e Wt a0
v | Ao mo orel 0,29 ! s
¥ B A omc c,23 0,32 16,000
v | k12 H2O C.20 0,28 14,0004
v BS 78% -20 25,73 43,40 12,000
2— ~ [ ®s 7e: -in 27,13 43,26 10.000]
< [ ¥7 78 20 25,80 47,38
v M ¢5 S0% -z0 32.03 42.50
v M s sur -iu 33w 4%, U8 G
- | ©7 50% -20 33,26 41,76 4000
v [ s 31% -20 33,58 33,54 2000]
v I6 31% -20 32,55 35,77 *
¥ M 17 3x -0 33,28 37,78 SM0 1000 (500 000 25000 3000 3500 AW 45000
~ [l Es 12.8% - 32, 25,03 Fluorereence [523.568)
v F6 12.5 - 33,3 27,79
T o Hew Call j Apply

ECACETT T R e R Y

25 pav. Duomen y santrauka.

17. Norédami eksportuoti duomenis deSiniuoju pel  és klavisu
spustel ékite m éginio rezultat y Sablon g, paskui pasirinkite ,Export
Table" (eksportuoti lentel ). Failas bus iSsaugotas tekstinio failo (.txt)
formatu.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
38 ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio vadovas, 06/2016



18. Norédami perZzi aréti ir analizuoti rezultatus atidarykite fail g
programoje ,Excel“. Rezultatai bus pateikti kaip pa rodyta 26 pav.

| Microsoft Excel - test
@J Fichier Editon Affichage Insertion Format Outis Données Fenétre 3

DFE SR ¢t RBR-F| - Z-@HI B, 38" ‘@ric
Al - = Experiment: OB 03-12-16 Active filters: FAM {483-533), Hex (523-568)

A B ] c ] D E F G VIC
it |E\Eerlment:5§ 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex (523-563 FAM
2 Include Calor Pos Mame 523-568 ; call Score
3 |True 10789024 AS 100%-20 10,971 0,00
4 True 10789024 A6 L00%-20 0,302 0,00
S [True 10789024 | A7 100%-20 0,369 0,00
6 (True 10789024 ALO H2O 0,207 0,00
7 |True 10739024 ALl H2O 0,233 0,00
8 (True 10789024 Al2 H2O 0,203 0,00
9 |True 10739024 BS 78%-20 26,731 0,00
10 |True 10789024 B6 78%-20 27,125 0,00
11 True 10732024 BY 78%-20 26,303 0,00
12 True 10789024 |C5 S0%-20 32,035 0,00
13 [True 10732024 C& S0%-20 33,278 0,00
14 True 10739024 C7 S0%-20 33261 0,00
15 True 10789024 DS 31%-20 34584 0,00
16 True 10789024 D& 31%-20 32,549 0,00
17 (True 10739024 D7 31%:-20 33262 0,00
13 [True 10739024 ES 12.5%-20 32,794 Q.00
19 True 10789024 E& 12.5%-20 34,932 0,00
20 True 10789024 |E7 125%-20 35,08 0,00
21 True 10789024 |FS 5% -20 35,838 0,00
22 True 10732024 Fo 5% -20 36,786 0,00
23 True 10759024 F7 5% -20 36,546 0,00
24 True 10789024 &5 2% -20 35,082 0,00
25 True 10739024 G6 %-20 35834 0,00
26 |True 10739024 G7 2%-20 34,299 0,00
27 True 10789024 HS 0% -20 34 449 0,00
28 |True 10789024 |H6 %-20 33520 0,00
29 True 10789024 |H7 0% -20 34,125 0,00
30

26 pav. Rezultat y pavyzdys, rodomas ,Excel faile.
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Rezultat y aiSkinimas

IStraukite eksportuotus duomenis iS sistemos sugeneruoto ,Analyze Export
File* (analizés eksporto failas) ir patikrinkite fluorescavimo lygius (dubliuoti
lygiai turi atitikti).

Paruoskite fluorescavimo duomeny grafinj vaizdavimg (iSsklaidymo bréZzinj). x
aSis yra VIC fluorescavimas; y aSis yra FAM fluorescavimas.

Grafinis vaizdavimas ir kokyb és kontrol és kriterijai
ISsklaidymo brézinio pavyzdys pateiktas 27 pav.

0,6

0,5 -
£ ¢
B Méginiai
s 04 -
3 % mPC
7]
_g 0,3 o ANC
= o
? ®COS
g 0,2 -
S H20
c A
o 011 i

0,0 | | T

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Rn fluorescavimas VIC 560 nm

27 pav. Reprezentacinio alelinio alelinio atskyrimo eksperimento iSsklaidymo
brézinys. Prietaisai: ,Rotor-Gene Q, ,Applied Biosystems", ABI PRISM ir ,LightCycler 480“.

Méginiai turi bati sudéti j lankg, jungiantj neigiamas kontroles (NC) su
teigiamomis kontrolémis (PC).

Netinkama bet kokios kontrolés padétis gali rodyti eksperimento klaida.

B Teigiamos kontrolés turi bati iSdéstytos virSutiniame kairiajame kampe.

B Neigiamos kontrolés turi bati iSdéstytos apatiniame deSiniajame kampe.
B Netinkama neigiamos kontrolés padétis gali rodyti uzterSimag.
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B Ribinis méginys (COS) turi bati rodomas vir§ neigiamy kontroliy.
B Vandens kontrolés (H,O) turi bti apatiniame kairiajame kampe.

B Neteisinga vandens kontrolés padétis (aukS€iau nei NC matuojant
FAM arba aukSc€iau nei PC matuojant VIC) gali rodyti uzterSima.

Pastaba: neteisinga kontrolés arba méginio padetis iSsklaidymo brézinyje turi
bati atmesta ir eksperimentas turi bati atliktas iS naujo naudojant naujg DNR
megin;.

Normalizuoto FAM / VIC santykio ir apskai  €iavimas ir
genotipavimas
Apskaic€iuokite visy méginiy FAM / VIC santykius. Apskai€iuokite teigiamos
kontrolés (PC) FAM / VIC santykius, ribinj méginj (COS) ir neigiamg kontrole
(NC). Dubliuoty egzemplioriy santykiai turi atitikti. Apskai€iuokite vidutinj visy
dublikaty santykj.
Apskaiciuokite ribinio meéginio (COS) ir visy meéginiy normalizuotg santykj
(NRatio):

SantyKiSweginys

NRatioyeginys = Santykis
NC

Pastaba: pilka testo zona (GZ) apibréziama kaip reikSmiy sritis, kurioje
iSsklaidymo veiksmingumas yra nepakankamai tikslus. Pilkojoje zonoje esanti
reikSmeé rodo, kad tikslinis markeris negali biti jvertintas kaip esantis arba
nesantis. Pilkoji zona turi bati apskai€iuota kiekvienam eksperimentui.

Apskaiciuokite pilkajg zong arba abejoting sritj, Salia normalizuoto COS
santykio (NRatiocos):

GZ: [(NRatiocos x 0,94); (NRatiocos x1,06)]

Palyginkite kiekvieno méginio normalizuotg santykj su NRatiocos GZ.
Rezultaty aiSkinimas apibréziamas 11 lenteléje.

11 lentel é. Genotipavimo rezultat y aiSkinimas naudojant normalizuotus
santykius

Rezultatai Aiskinimas
NRatiopeginys > NRatiocos X 1,06 Aptiktas JAK2 V617F
NRatiopeginys < NRatiocos X 0,94 JAK2 V617F neaptiktas

NRatioyeginys NRatiocos ribose GZ Rezultatas negalutinis

I EEEE—————————————————————————————
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Trik €iy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali bati naudingas sprendZiant bet kokias
iSkilusias problemas. Norédami gauti daugiau informacijos taip pat skaitykite
daznai uzduodamy klausimy puslapj masy Techninés pagalbos centre:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx . QIAGEN techniniy tarnyby
mokslininkai visuomet mielai atsakys j bet kokius klausimus, kurie gali jums
kilti tiek dél Siame vadove pateiktos, tiek su méginiais ir tyrimo technologijomis
susijusios informacijos bei protokoly (kontaktine informacijg rasite ,Kontaktiné
informacija“, 49 psl.).

Komentarai ir pasi alymai

Teigiamos kontrol és neigiamas signalas

a) Pipeciy lasinimo klaida Patikrinkite pipeciy schemg ir reakcijos
sgranka.
Pakartokite PCR vykdyma.

b) Netinkamas rinkinio Laikykite ipsogen JAK2 MutaScreen EZ

komponenty saugojimas  rinkinj temperattroje nuo —30 iki =15 °C ir

saugokite grunty ir bandiniy misinius (PPM)
nuo Sviesos. Zr. ,Reagento saugojimas ir
naudojimas*, 11 psl.

Venkite pakartotinai uzsaldyti ir atSildyti.
Paskirstykite reagentus saugojimui.
Neigiamos kontrol és yra teigiamos

Tarpusavio uzterSimas Pakeiskite visus gyvybiskai svarbius
reagentus.

Pakartokite eksperimentg su naujais visy
reagenty bandiniais.

Visada dirbkite su meginiais, rinkinio
komponentais ir vartojimo reikmenimis
laikydamiesi bendrai patvirtintos praktikos,
taip iSvengsite tarpusavio uzterSimo
pernesSimo.

Néra signalo, net esant teigiamoms kontrol ~ éms

a) Pipeciy lasinimo klaida Patikrinkite pipeciy schemg ir reakcijos
arba praleisti reagentai sgranka.

Pakartokite PCR vykdyma.
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Komentarai ir pasi Glymai

b) Slopinantys méginio
medziagos poveikiali,
sukelti nepakankamo
ISgryninimo

c) ,LightCycler*: Pasirinktas
neteisingas aptikimo
kanalas

d) ,LightCycler: duomeny
gavimas
nesuprogramuotas

Pakartokite DNR paruoSimg.

Nustatykite kanalo parametrg ties F1/F2 arba
530 nm / 640 nm.

Patikrinkite ciklo programas.

Kiekvieno PCR programos iSdeginimo
segmento pabaigoje pasirinkite gavimo
rezimg ties ,single” (vienas).

Mégini y signalo n éra arba signalas silpnas, bet teigiamos kontrol  és

geros

Prasta DNR kokybé arba
maza koncentracija

Pries pradédami visada patikrinkite DNR
kokybe ir koncentracija.

,LightCycler”: fluorescencinis intensyvumas per sil pnas

a) Netinkamas rinkinio
komponenty saugojimas

b) Labai mazas pradinis
tikslinio DNR kiekis

Laikykite ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
rinkinj temperataroje nuo

—30 iki =15 °C ir saugokite grunty ir bandiniy
misinius (PPM) nuo viesos. Zr. ,Reagento
saugojimas ir naudojimas®, 11 psl.

Venkite pakartotinai uzsaldyti ir atSildyti.
Paskirstykite reagentus saugojimui.
Padidinkite méginio DNR kiekj.

Pastaba: priklausomai nuo pasirinkto DNR
paruoSimo metodo gali atsirasti slopinantis
poveikis.

,LightCycler”: skiriasi fluorescencinis intensyvuma S

a) Pipeciy lasinimo klaida

Kokyb és kontrol é

Jvairove sukélusi vadinamoji ,pipeciy lasinimo

klaida“ gali bati sumazinta analizuojant
duomenis F1/F2 arba 530 nm/640 nm rezimu

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
.psogen JAK2 MutaScreen EZ" rinkinio partija iSbandoma pagal nustatytas
specifikacijas, siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe. Svetainéje

www.giagen.com/support/

uzsakius galima gauti analizés sertifikatg.
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Apribojimai
Visi reagentai gali bati iSskirtinai naudojami diagnostikai in vitro. Gaminj turi

naudoti tik specialiai apmokyti ir iSklause instrukcijas dél in vitro diagnostikos
procedury atlikimo darbuotojai.

Norint uztikrinti optimalius PCR rezultatus reikia grieztai laikytis naudotojo
vadove pateikty nurodymy.

Reikia atkreipti démes;j j galiojimo pabaigos datas, iSspausdintas ant visy
komponenty déziy ir etike€iy. Nenaudokite komponenty, kuriy naudojimo
laikas pasibaiges.

Visi sugeneruoti diagnostiniai rezultatai turi bati aiSkinami kartu su kitais
gautais klinikiniais arba laboratoriniais duomenimis. Naudotojas atsako uz
sistemos tinkamumo patvirtinimg bet kokioms jo laboratorijoje atliekamoms
proceddroms, kurioms nebuvo atlikti QIAGEN tinkamumo tyrimai.

Eksploatavimo charakteristikos

Buvo atlikti sistemos ,Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System*
eksploatavimo savybiy tyrimai.

Neklinikiniai tyrimai

MutaScreen EZ rinkinio veikima.

Tikslumas priart éjus prie ribin és reikSm és

Penki mazg mutavimo lygj atitinkantys méginiai buvo iSmatuoti 40 karty
naudojant 3 ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio partijas. Rezultaty
santrauka pateikta 12 lenteléje.

12 lentel é. Neklinikini y tyrim y tikslumo duomenys

Aptiktas Rezultatas Mutavimas
Méginys Kartojimai mutavimas negalutinis neaptiktas
0% 40 0 0 40
0,5% 40 0 0 40
1% 40 0 5 35
4 % 40 40 0 0
8 % 40 40 0 0
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Jvesties ribos

Rekomenduojama genominés DNR jvestis yra 25 ng. Buvo istirti skirtingi DNR
kiekial, siekiant nustatyti, ar genominés DNR suma gali paveikti normalizuotg
santykj, dél to bus gauti negalutiniai rezultatai. Rezultaty santrauka pateikta 13
lenteléje.

13 lentel €. Genomo DNR jvesties kiekio poveikis

Jvestis Aptiktas Rezultatas = Mutavimas

Méginys (ng) Kartojimai mutavimas  negalutinis neaptiktas
2,5 3 0 0 3
10 3 0 0 3
0 % 25 3 0 0 3
100 3 0 0 3
250 3 0 0 3
2250 0 15 0 0 15

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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13 lentel é. Tesinys

Jvestis Aptiktas Rezultatas = Mutavimas

Méginys (ng) Kartojimai mutavimas  negalutinis neaptiktas

2,5 3 0 0 3

10 3 0 0 3
1% 25 3 0 0 3

100 3 0 1 2

250 3 0 2 1
Viso 1 % 15 0 3 12

2,5 3 2 1 0

10 3 3 0 0
4 % 25 3 3 0 0

100 3 3 0 0

250 3 3 0 0
Viso 4 % 15 14 1 0

2,5 3 3 0 0

10 3 3 0 0
100 % 25 3 3 0 0

100 3 3 0 0

250 3 3 0 0
s 100 15 15 0 0

Klinikiniai tyrimai
Naudojant ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinj buvo iSanalizuoti 98 subjekty
DNR meéginiai, ankscCiau charakterizuoti taikant nepriklausomg metoda, kartu

su 9 DNR meéginiais, paimtais i$ sveiky donory. Rezultaty santrauka pateikta
14 lenteléje.
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14 lentel é. Anks €iau charakterizuot y naudojant ipsogen JAK2
MutaScreen EZ rinkin j mégini y rezultatai

Aptiktas Rezultatas Mutavimas Tyrimo
Meéginys Kartojimai mutavimas negalutinis neaptiktas triktis
J'AKZ laukinio 50 0 1 49 0
tipo
0% JAK?2
V617F
<Méginys<2% 9 2 1 6 0
JAK2 V617F
>5% JAK2
VEL7E 48 47 0 0 1

98 % tikétiny neigiamy meginiy mutacija nebuvo aptikta.
100 % tikétiny teigiamy meéginiy mutacija buvo aptikta.

Atmetus abejotinus rezultatus (t. y., rezultatus iki 2 % arba negalutinius
rezultatus), bendras sutarimas yra 100 %.
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Simboliai

Toliau pateikti simboliai gali bati nurodyti ant pakuotés ir etiketése:

Sudétyje yra reagenty, kuriy pakanka <N> reakcijoms

Sunaudoti iki

W
2

VD In vitro diagnostikai skirtas medicinos prietaisas

Katalogo numeris

Partijos numeris

—

Sk : dE

)

—_

Medziagos numeris

GTIN Visuotinis prekinio vieneto numeris
Temperaturos apribojimas
Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Kontaktin é informacija

Norédami gauti techninés pagalbos ir iSsamesnés informacijos apsilankykite
musy techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support
skambinkite 00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng iS QIAGEN techninés
priezidros departamenty arba vietiniy platintojy (zr. galinj virSelj arba
apsilankykite www.giagen.com ).
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Uzsakymo informacija

Gaminys Turinys Kat. nr.
ipsogen JAK2 24 reakcijoms: V617F teigiama 673223
MutaScreen EZ Kit kontrole, V617F neigiama kontrolé,

(24) V617F ribinis méginys, grunty ir

méginiy misSinys JAK2 V617F,
pagrindinis misinys, skirtas qPCR,
vanduo be nukleazés

.Rotor-Gene Q MDx" — IVD patvirtintai tikrojo laiko PCR
analizei klinikin ése programose

Rotor-Gene Q MDx Tikrojo laiko PCR cikleris ir didelés 9002032
5plex HRM Platform raiSkos lydymo analizatorius su

5 kanalais (Zalias, geltonas, oranzinis,

raudonas, tamsiai raudonas) ir HRM

kanalas, neSiojamas kompiuteris,

programiné jranga, priedai, 1 mety

garantija dalims ir darbui, montavimas

ir mokymai nejtraukti

Rotor-Gene Q MDx Tikrojo laiko PCR cikleris ir didelés 9002033
5plex HRM System raiSkos lydymo analizatorius su

5 kanalais (zalias, geltonas, oranzinis,

raudonas, tamsiai raudonas) ir HRM

kanalas, neSiojamas kompiuteris,

programiné jranga, priedai, 1 mety

garantija dalims ir darbui, montavimas

ir mokymai

,QIlAamp DNA Blood Maxi Kit* — genominei DNR iSgryni nti
i$ kraujo

QIAamp DNA Blood 10 DNR maks. ruosSiniy: 10 ,QlAamp 51192
Maxi Kit (10) Maxi Spin“ kolony, QIAGEN proteazé,

buferiai, @mimo mégintuvéliai (50 ml)
QIAamp DNA Blood 50 DNR maks. ruosiniy: 50 ,QlAamp 51194
Maxi Kit (50) Maxi Spin“ kolony, QIAGEN proteazé,

buferiai, @mimo mégintuvéliai (50 ml)

Norédami suzinoti naujausig licenzijos informacijg ir konkre€iam gaminiui
taikomus atsisakymus skaitykite atitinkamo QIAGEN rinkinio vadova arba
naudotojo vadova. QIAGEN rinkinio vadovus ir naudotojo vadovus galima rasti
adresu www.giagen.com arba jy galima prasyti iS QIAGEN techniniy tarnyby
ar vietinio platintojo.
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Sis gaminys skirtas naudoti diagnostikai in vitro . ipsogen gaminiy negalima pakartotinai parduoti, keisti, pritaikant pakartotinam pardavimui, arba
naudoti komerciniy produkty gamybai negavus rasytinio QIAGEN patvirtinimo.

Siame dokumente pateikta informacija gali bati pakeista be jspéjimo. QIAGEN neprisiima atsakomybés uZ bet kokias $iame dokumente galingias
pasitaikyti klaidas. Laikoma, kad Sis dokumentas yra i§samus ir tikslus publikavimo metu. Jokiu atveju QIAGEN nebus laikoma atsakinga uz
atsitikting, specialigja, daugybine arba pasekming zala, susijusig arba kilusig i$ Sio dokumento naudojimo.

Garantuojama, kad ipsogen gaminiai atitinka nurodytus techninius duomenis. Tuo atveju, jei gaminys neveikia kaip numatyta, vienintelis QIAGEN
isipareigojimas ir vienintelé kliento kompensacija apribojama nemokamu gaminiy pakeitimu.

Sis gaminys yra parduotas pagal licencinj susitarima su ,Epoch Biosciences" naudoti tik IVD ir jis negali bati naudojamas jokiems kitiems
moksliniams, komerciniams klinikiniams tyrimams ar kitiems, ne 1VD srities, tikslams.

Cia nurodyta JAK2 V617F mutacija ir naudojimo badai saugomi patenty teise, jskaitant Europos patentg EP1692281, JAV patentus 7,429,456 ir
7,781,199, JAV patenty paraiSkas US20090162849 ir US20120066776 bei uzsienio analogus.

Sio gaminio pirkimas nesuteikia jokiy teisiy jj naudoti klinikiniams vaistiniy preparaty nuo JAK2 V617F tyrimams. Tokiems naudojimo atvejams
QIAGEN sukuria specialias licencijy programas. Kreipkités j masy teisés departamentg adresu jak2licenses@giagen.com

Prekiy Zenklai: ,QIAGEN®*, Sample to Insight®, ,QlAamp®, ,ipsogen®™, ,Rotor-Gene® (,QIAGEN Group®); ABI PRISM®, ,Applied Biosystems®,
FAM™, VIC® (Thermo Fisher Scientific Inc.); ,Excel®™ (,Microsoft Corporation®); ,LightCycler®™, ,TagMan® (,Roche Group*); MGB™ (,Epoch
Biosciences").

Ribotoji licencin & sutartis
Naudodamas §j gaminj bet kuris ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio pirkéjas arba naudotojas sutinka su nurodytomis salygomis:

1. ipsogenJAK2 MutaScreen EZ rinkinys gali bati naudojamas iSskirtinai tik laikantis ,ijpsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio vadove, skirtame
naudoti tik su rinkinyje esanciais komponentais, pateikty nurodymy. QIAGEN nesuteikia licencijos teisiy pagal jokig savo intelekting
nuosavybe naudoti arba jtraukti pridétus Sio rinkinio komponentus su bet kokiais j rinkinj nejtrauktais komponentais, iSskyrus atvejus,
apraSytus ,ipsogen JAK2 MutaScreen EZ rinkinio vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com .

2. 18skyrus tai, kas aiskiai nurodyta licencijose, QIAGEN negarantuoja, kad Sis rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisiy.

3. Licenzija suteikiama vienkartiniam Sio rinkinio ir jo komponenty naudojimui ir jie negali bati panaudoti pakartotinai, konstrukciSkai modifikuoti
arba perparduoti.

4. QIAGEN atsisako visy kity licenzijy, tiesiogiai iSreiksty arba numatomy, iSskyrus aiskiai nurodytasias.

5. Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka neatlikti arba neleisti kam nors kitam atlikti jokiy zingsniy, dél kuriy baty jvykdyti aukSciau uzdrausti
veiksmai arba palengveéty jy jvykdymas. QIAGEN gali kreiptis j bet kurj teisma uZtikrindama S$ios ribotos licencinés sutarties draudimy
laikymasi ir jai bus atlygintos visos tyrimo ir teismo iSlaidos, jskaitant advokato honorarus, patirtos bet kokiuose teisiniuose veiksmuose, kuriy
ji bus priversta imtis uztikrindama S$ios ribotos licenzinés sutarties arba bet kokiy joje nurodyty intelektinés nuosavybés teisiy, susijusiy su
rinkiniu ir (arba) jo komponentais, vykdyma.

Atnaujintas licenzijos salygas rasite www.giagen.com .
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www.qgiagen.com QIAGEN

Sample & Assay Technologies



