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Tiltenkt bruk

ipsogen CALR RGQ PCR-settet er en in vitro PCR-est i sanntid beregnet p& & detektere CALR-
mutasjoner i genomisk DNA i fullblod hos forsgkspersoner hvor det mistenkes myeloproli-
ferative neoplasmer (MPN). ipsogen CALR RGQ PCR-settet gjor det ogs& mulig & identifisere
de to viktigste CALR-mutasjonene (Type 1 og Type 2), og brukes sammen med QIAGEN
Rotor-Gene Q@ MDx 5Plex HRM Platform. Dette produktet skal brukes av fagpersoner, for

eksempel teknikere og fysikere som har fatt oppleering i molekyleer-biologiske teknikker.
Alle forholds- og forsiktighetsregler mé& tas ved handtering av produktene.

Vi anbefaler alle brukere av QIAGEN-produkter & felge retningslinjene fra National Institutes
of Health (NIH) som er utviklet for rekombinante DNA-eksperimenter, eller andre aktuelle

retningslinjer.

Sammendrag og forklaring

Myeloproliferative neoplasmer er en sykdomsgruppe med 39 % hematologisk ondartethet,
karakterisert av kronisk akkumulering av forskjellige modne blodcelletyper i blodet som enten

er Philadelphia-kromosom positive (Ph+) eller negative (Ph-).

En rekurrent somatisk mutasjon, V617F, som pdvirker Januskinase 2 genet (JAK2) ble
identifisert i 2005 (1-4), og dette var et viktig gjennombrudd i forstaelsen, klassifiseringen
og diagnostiseringen av MPN. Blant alle pasienter med MPN Ph—, detekteres JAK2 V617F-
mutasjonen i >95 % av pasienter med polycytemi vera (PV), 50-60 % av pasienter med
essensiell trombocytemi (ET) og i 50 % av pasienter med primaer myelofibrose (PMF). | tillegg
har 5-10 % av ET og PMF aktiverende mutasjoner i thrombopoietinreseptor-genet (MPL). Det

er ikke identifisert noen molekylaere markgarer i de resterende 30 til 45 % av pasientene.

Oppdagelsen av somatisk ervervede mutasjoner i CALRgenet (koding av calreticulin-

proteinet) i en betydelig andel av pasienter med MPN Ph- har blitt en ny marker for klonale
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sykdommer (5, 6), og fremmer bade diagnostikken og prognosen for disse tidligere
ukarakteriserte molekylzere ftilfellene. Somatiske insersjoner eller delesjoner i CALR-ekson 9
ble funnet i majoriteten av pasienter med MPN Ph- uten JAK2-mutasjon. Opprinnelig var
totalt 36 “typer” (Tabell 1), bestéende av insersjoner, delesjoner, substitutter, eller
kombinasjoner av disse, identifisert for CALR. De fleste av dem farer til en leserammeendring
med samme alternative leseramme som foré&rsaker generering av mutante CALR-proteiner
med den samme nye i Cterminalen. Det var antydninger p& at denne leserammen endret
den celluleere lokalisasjonen av forskjellige mutante proteiner og & pdvirke Ca2*

bindingsfunksjonen i deres Cterminaldomener.

Den eksakte patologiske mekanismen er enn& ikke helt kartlagt, men in vitro-studier har vist
at overekspresjon av de hyppigste CALR-delesjonene (Type 1-mutasjon, se tabell 1)

forarsaket cytokin-uavhengig cellevekst (5).

Tabell 1. Liste over CALR-mutasjoner Type 1 til Type 36

Type  COSMIC-ID* Frekvens (%) Mutant CALR cDNA-notasjon
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

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
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Type  COSMIC-ID* Frekvens (%)! Mutant CALR cDNA-notasjon

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_1154delinsCCATCCTTGTC

31 NI*¥; COSM1738056 0,3 [c.1151A>G;1154_1155insTTIGTC]

32 COSM1738330 0,3 c.1153_1154delinsTGTC

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

* |D-er fra COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
T Hyppighet fra Klampfl et al (2013) (5).
¥ NI: Mutasjonhendelse er ikke identifisert i COSMIC.
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Tradisjonelt var diagnostisering av MPN basert p& klinisk benmargshistologi og cytogeniske
kriterier. Oppdagelsen av sykdomsspesifikke molekylsere markerer resulterte i béde
forenkling av prosessene og okt diagnostisk neyaktighet. A forstd det molekylaere grunnlaget
for ET og PMF i pasienter uten JAK2- og MPL-mutasjoner har veert et viktig m&l innen MPN-
feltet. | den sammenheng gir oppdagelsen av CALR-mutasjoner en ekstra molekylaer marker
nér det gjelder b&de diagnose og prognose for pasienter med MPN Ph-. Detektering av
CALR-mutasjoner er n& i 2016 en del av referansen for Verdens helseorganisasjons (WHO)
kriterier for diagnostisering av MPN (tabell 2), og forekomsten av denne mutasjonen er et

viktig kriterium for diagnostisk bekreftelse.

Tabell 2. WHO-kriterier for diagnostisering av MPN (tilpasset fra referanse 7)

WHO-kriterier for en diagnostisering essensiell trombocythemia

Majorkriterier:

1. Blodplatetelling 2450x107/L.

2. Benmargsbiopsi viser proliferasjon hovedsakelig i megakaryocyttlinjen med okt
antall forsterrede, modne megakaryocytter med hypolobulaere nuclei. Ingen
signifikant gkning eller venstreskift i naytrofil granulopoese eller erytropoiese og
veldig sjelden liten akning i retikulinfibre.

3. Oppfyller ikke WHOkriteriene for BCR-ABLT+ CML*, PV, PMF, myelodysplastiske
syndromer (MDS), eller andre myelogene neoplasmer.

4. Forekomst av JAK2-, CALR- eller MPL-mutasjon.

Minorkriterium:

Forekomst av en klonal marker eller fravaer av pévisning av reaktiv trombocytose

WHO-kriterier for en diagnostisering av primar myelofibrose
Majorkriterier:

1. Forekomst av megakaryocyttisk proliferasjon og atypis, sammen med enten retikulin
og/eller kollagen fibrose.

2. Opplyller ikke WHO-kriteriene for ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS, eller andre
myelogene neoplasmer.

3. Forekomst av JAK2-, CALR- eller MPL-mutasjon eller i fravaer av disse mutasjonene,
forekomst av andre klonale markerer eller fraveer av reaktiv myelofibrose.
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Minorkriterier:
Forekomst av minst en av felgende, bekreftet i to konsekutive pévisninger:

a) Anemi ikke tilskrevet et komorbid forhold

b) Levkocytose >11x10%/L

c) Palpabel splenomegali

d) LDH* gkt til over den @vre normale grensen for det institusjonelle referanseomrédet

e) Levkoerytroblastose

WHO-kriterier for polycytemi vera

Majorkriterier:

1. Hemoglobin (Hgb) >16,5 g/dL i menn, Hgb >16,0 g/dL i kvinner; eller, hemato-
kritt (Hct) >49 % i menn, Hct >48 % i kvinner; eller, ekt red blodcellemasse.

2. Benmargsbiopsi viser hypercellularitet for alder med trilinezer vekst (panmyelose)
inkludert prominent erythroid, granulocyttisk og megakaryocyttisk profilerasjon

med pleomorfe, modne megakaryocytter (sterrelseforskieller).
3. Forekomst av JAK2- V617F- eller JAK2-ekson 12-mutasjon
Minorkriterium:

Subnormalt serum-erytropoietinnivé

* CML: kronisk myelogene leukemi; LDH: laktatdehydrogenase.

Detektering av CALR-mutasjoner gDNA ekstrahert fra perifere blodceller benyttes n& som
diagnoseverkizy pd samme méte som detektering av JAK2-mutasjoner, og det har forenklet
og forbedret neyaktigheten i diagnostiseringen av pasienter med MPN. CALR- og JAK2-
testene (ipsogen CALR RGQ PCR-sett og ipsogen JAK2 RGQ PCR-sett) er validert med de
samme metodene for ekstraksjon av gDNA, derfor kan den samme praven testes med de to

forskjellige gPCR-settene.
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Prosedyreprinsipp

ipsogen CALR RGQ PCR-seftet er en sanntids PCR-test. Settet benytter sanntids PCR-teknikker
(gPCR) for den kvalitative detekteringen av somatiske mutasjoner i omradet c.1091_1162
(cDNAkommentar) i ekson 9 i CALR-genen (GenBank® aksesjonsnummer CR457070) (5, 4),
og muliggjer ogsé identifisering av to viktige CALR-mutasjoner (Type 1 og Type 2).

Med seftet folger det med to reagenser for & utfere sju separate PCR-amplifikasjons-
reaksjoner i den samme kjeringen for & identifisere CALR-mutasjoner Type 1 og Type 2 samt
detekteringen av andre mindre varianter (listet opp i “Ytelseskarakteristikker/Spesifisitet”,
side 66) i genomisk DNA ekstrahert fra perifert fullblod fra menneske. Tiden som kreves for
& utfere alle oppgavene, fra ekstraksjon av gDNA (ved hjelp av manuell eller automatisert

ekstrahering) til dataanalyse, er mindre enn en arbeidsdag.

Bruken av sanntids-PCR muliggjer neyaktig detektering av malrettede DNA-sekvenser under
eksponentiellfasen i amplifikasjonsprosessen. Data fra sanntids-PCR kan oppnés raskt uten
etterbehandling av PCR, ved hjelp av sanntidsdetektering av fluorescenssignaler under PCR-
syklus. Per i dag finnes det tre hovedtyper av qPCR-teknikker: qPCR-analyse ved bruk av
SYBR® Green Hargestoff, gPCR-analyse ved bruk av hydrolyseprober og gPCR-analyse ved
bruk av hybridiseringsprober.

Denne analysen benytter gPCR-prinsippet for hydrolyse av oligonukleotid. Under PCR
hybridiseres forover- og reversprimere til en spesifikk sekvens. Blandingen inneholder ogsé
en annen fargebundet oligonukleotid. Denne proben, som bestar av en oligonukleotid
merket med en 5'-rapporteringsfarge (F) og en nedstrems 3'fargeles slukker (Q), hybridi-
seres til en mé&lsekvens i PCR-produktet. Analyse med gqPCR hydrolyseprober benytter 5'—3'-
eksonukleaseaktiviteten i Thermus aquaticus (Tag) DNA-polymerasen. Nér proben er intakt,
vil rapporteringsfargestoffets naerhet til slukkeren fere til suppresjon av rapporterings-

fluorescensen primaert ved energioverfering av Férster-typen.
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Dersom interessemdlet er til stede under PCR, hybridiseres b&de forover- og revers-
primerstedene spesifikt og flankerer den hybridiserte proben. 3’-enden av proben blokkeres
for & forhindre forlengelse av proben under PCR (figur 1). Under polymeriseringsfasen
5’3’ spalter eksonukleaseaktiviteten til DNA-polymerasen proben, og dette farer il
frigieringen av  slukkerfargestoffet og utslipp av  rapporteringsfluorescenssignal.
Probefragmentene flyttes deretter fra mélet, og polymerisering av tr&den fortsetter. Denne
prosessen forekommer ihver syklus og interfererer ikke med den eksponentielle

produktakkumuleringen (se figur 1).

@kningen i fluorescenssignal registreres kun hvis mélsekvensen er komplementaer til primerne

og proben og dermed amplifisert under PCR.

L2 Al

Hybridisering av primere
og probe

.){ ’ /—1 Forflytning av

polymeriseringstrad

—_—t - @> /_|

(6- - - — Ferer til frigjering av slukker-
fargestoff og utstréling av
rapporteringsfluorescenssignal

4 e 8 4 o
] e : |Po|ymerisering fullfort
______________ @»> PCR-produkt fullfert og
T R ———— akkumulering av fluorescens-

signal i hver syklus

A
Yy Rapporter S z Spesifikk probe  mm—— Forover—‘og
reversprimere

&  Slukker e PCR-produkt @ Tag-polymerase
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Figur 1. Prinsippet med sanntids PCR-reaksjoner.

Identifisering av det to viktigste CALR-mutasjonene

For & identifisere Type 1 og Type 2 CALR-mutasjoner, oppnds en allel-spesifikk amplifikasjon
ved hjelp av teknologien ARMS (Allele Refractory Mutation System) som benytter
hybridiseringen av de spesifikke primerstedene i en komplementser sekvens og DNA-ets

polymeraseevne til & skille mellom en match og en mismatch 3'-enden i en PCR-primer.

Nar PCR-primeren har full match, utferes amplifikasjonen med full effektivitet. Nér 3’-basen

ikke matcher, oppstdr kun et lavt nivé av bakgrunnsamplifikasjon (figur 2).

p D

Vi : = I:D[LOV amplifikasjon J
Q F
TYPE 1/TYPE 2 - > | Amplifikasjon
/ —
Eksempel TYPE 36 & < I:>[|.QV amplifikasjon ]

A R 4
Figur 2. Identifisering av Type 1 og Type 2 CALR-mutasjoner med ARMS PCR. WT: villtype;

Q — F: BHQ® — FAM™ dobbeltfargeprobe; 5 foroverprimer (oransje) og reversprimer

(sort).

Detektering av mindre varianter av CALR-mutasjoner

For detektering av mindre varianter av CALR-mutasjoner, kombineres primersteder og prober
i reaksjonsblandinger med en ekstra oligonukleotid som er 3'-blokkert med tillegget av en
fostatgruppe (en sékalt CLAMP-oligonukleotid). CLAMP-oligonukleotiden er spesifikk for en
mélrettet villtlypesekvens og, nér hybridisert, hemmer forlengelse av PCR-produktet (PCR-
blokkering). Nar PCR-emplatet inneholder villtype-sekvensen, hybridiseres CLAMP-en for
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PCR-primeren og det er ingen eller lav forlengelse av DNA-polymerasen. Néar en mdlrettet
mutert sekvens er til stede, hybridiseres ikke CLAMP-en eller den hybridiseres svakt, PCR-

primeren binder og amplifikasjonen fortsetter (figur 3).

4 ~

Vit — [Lov amplifikasjon ]
Q F
- MUTANT * —> | Amplifikasjon
Q F
MUTANT’ = F —> | Lav amplifikasjon
MUTANT" ‘;L.' ” —> | Lav amplifikasjon
g F

b 4
Figur 3. Detektering av mindre CALR-mutasjoner. WT: villlype; Q — F: BHQ — FAM
dobbeltfarget probe; & foroverprimer (grenn) og reversprimer (sort); —o

: 3'fosfatoligonukleotide (CLAMP-oligonukleotide; gul).

Intern amplifikasjonskontroll (IAC) i alle reaksjonsblandinger

For & validere og kontrollere qPCR-reaksjonen ved forekomst av menneskelig genomisk
DNA, inneholder alle CALR-reaksjonsblandinger primere og probe for & detektere en
endogen sekvens i det menneskelige genet ABLI. Denne kontrollsekvensen amplifiseres i en
multipleks PCR-reaksjon av alle CALR-mutant og villtype DNA-er, og merkes med heksakloro-
fluorescein (HEX™) for & skille den fra den fluoresceinamiditt-merkede (FAM) amplifikasjoner

i mutasjonsreaksjoner. Slukkeren i begge probene er Black Hole Quencher® (BHQ-1).
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Materialer som medfalger

Settets innhold

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)

Katalognummer 674023

Antall reaksjoner 24

Farge ID Volum

Gul CALR Reaction Mix Type 1 850 i
(CALR-reaksjonsblanding Type 1)

Gul CALR Reaction Mix Type 2 850 i
(CALR-reaksjonsblanding Type 2)

Lilla CALR Reaction Mix CLAMP 1 850 l
(CALR-reaksjonsblanding CLAMP 1)

Lilla CAIR Reaction Mix CLAMP 2 850 pl
(CALR-reaksjonsblanding CLAMP 2)

Lilla CAILR Reaction Mix CLAMP 3 850 pl
(CALR-reaksjonsblanding CLAMP 3)

Lilla CAIR Reaction Mix CLAMP 4 850 pl
(CALR-reaksjonsblanding CLAMP 4)

Lilla CALR Reaction Mix CLAMP 5 850 l
(CALR-reaksjonsblanding CLAMP 5)

Grenn CAILR Wild-Type Control (CALR villtype-kontroll) 145 pl

Red CALR Mutant Control (CALR-mutantkontroll) 145 pl

Mint Tag DNA Polymerase (Tag DNA-polymerase) 85 pl

Hvit TE Buffer (TE-buffer) 1,9 ml
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Materialer som er n@dvendige, men ikke
medfelger

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med

kiemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablad (SDS) som leveres av leveranderen av

produktet, hvis du @nsker mer informasjon.

Se til at instrumentene er kontrollert og kalibrert i henhold til produsentens anbefalinger.

Dedikerte pipetter (justerbare) (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 l)

Det anbefales at benyttes minst to sett med pipetter, ett for forberedelse og distribusjon
av PCR-reaksjonsblandinger og ett for DNA-behandling inkludert innlasting av PCR-

templat.

Nukleasefrie, aerosol-resistente og sterile PCR-pipettespisser med vannavstetende filtre
1,5 ml eller 2,0 ml nukleasefrie PCR-rer

Engangshansker

Vorteksmikser

Spekirofotometer

Ekstra utstyr og materialer for manuell DNA-ekstraksjon

QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat.nr. 61104)
Etanol (96-100%)

Merk: Denaturert alkohol som inneholder andre stoffer ma ikke brukes, fordi det

inneholder metanol eller metyletylketon.

e Varmeblokk for lysering av prever ved 56 °C
e Bordsentrifuge med rotor for 0,5 ml/1,5 ml/2,0 ml reaksjonsrer (som kan oppné
13 000-14 000 rpm)
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Ekstra utstyr og materialer for automatisert DNA-ekstraksjon

QlAsymphony® SP-instrument (kat.nr. 9001297), programvareversjon av 4.0 eller
hayere, og tilgjengelig tilbehar inkludert Blood_200_V7_DSP-protokoll

Tube Insert 3b (rerinnlegg 3b, kat.nr. 9242083)

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr. 937236)

Sample Prep Cartridges, 8-well (preveklargjeringskassetter, 8-brenns, kat.nr. 997002)
8-Rod Covers (8-stangsdeksler, kat.nr. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (filterspisser, 1500 pl, kat.nr. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (filterspisser, 200 pl, kat.nr. 990332)

Elution Microtubes CL (elueringsmikrorer CL, kat.nr. 19588)

Tip disposal bags (poser for engangsspisser, kat.nr. 9013395)

Microtubes 2.0 ml Type H (mikrorer 2,0 ml Type H, Sarstedt®, kat.nr. 72.694)

Ekstra utstyr og materiale for PCR péa Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat.nr. 9002032) og tilgjengelig tilbehar
Rotor-Gene AssayManager® programvareversjon 2.1.x (hvor x=0 eller hayere)
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in-verjon 1.0.x (hvor x=0 eller hgyere)
CALR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE-versjon 1.0.x (hvor x=2 eller hayere)
Loading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (lasteblokk for 72x0,1 ml rer, kat.nr. 9018901)
72-Well Rotor (kat.nr. 9018903)

Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (l&sering for adapter til 72-Well Rotor,
kat.nr. 9018904)

Rotor Holder (rotorholder, kat.nr. 9018908)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (remser med mikrorar og korker, 0,1 ml),
for Rotor-Gene Q MDx (kat.nr. 981103 eller 981106)

Is (eller en kjgleblokk)
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Advarsler og forholdsregler
Til bruk i in vitro-diagnostikk

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med
kjiemikalier. Se gjeldende sikkerhetsdatablader (SDS) hvis du ensker mer informasjon. Disse
er tilgjengelige i PDFformat p& www.qgiagen.com/safety, der du kan seke etter, vise og
skrive ut sikkerhetsdatabladet for hvert QIAGEN:-sett og hver settkomponent.

For sikkerhetsinformasjon angdende ekstraksjonssettene QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat.nr. 61104) and QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr. 937236), se respektive
handbeker. Hvis du @nsker sikkerhetsinformasjon om instrumenter, se brukerhéndboken for

det aktuelle instrumentet.

ADVARSEL  Risiko for personskade
lkke tilsett blekemiddel eller syrelasninger i avfall som er knyttet

til preveklargjeringen.

Buffere i reagenskassetten i QlAsymphony DSP DNA Mini-settet inneholder guanidinsalt som
kan danne sveert reaktive stoffer i kombinasjon med blekemiddel. Dersom vaeske som
inneholder disse bufferne blir sglt ut, rengjer med egnet laboratorierengjeringsmiddel og
vann. Dersom den utsglte vaesken inneholder potensielt smittsomme stoffer, rengjer det
bererte omrédet forst med laboratorierengjeringsmiddel og vann, og deretter med 1 % (v/v)

natriumhypoklorittlasning .
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Forholdsregler

Bruk av qPCR-ester krever god laboratoriepraksis, inkludert sporing, vedlikehold av utstyr

som er dedikert til molekyleerbiologi og samsvarer med gjeldende regelverk og relevante

standarder.

Dette settet er beregnet til bruk i in vitro-diagnostikk. Reagenser og instruksjoner i dette settet

er testet for optimal ytelse.

Alle kjemikalier og biologiske materialer er potensielt farlige. Praver kan veere

smittefarlige og mé behandles som smittefarlig biologisk materiale.
Kast prever og analyseavfall i henhold til lokale sikkerhetsprosedyrer.

Reagensene til ipsogen CALR RGQ PCR Kit er optimalt fortynnet. Fortynn ikke reagensene

mer, siden dette kan fere til tap av ytelse.
Bruk ikke reaksjonsvolumer (reaksjonsblanding pluss preve) som er mindre enn 25 pl.

Kvalitetskontrollprosedyrene ved QIAGEN innebzerer funksjonell frigjeringstesting av
i settene for hvert enkelt parti. Reagenser fra forskjellige partier m& derfor ikke blandes,

fordi dette kan pévirke ytelsen.

Serg for at analyseprofilene og ngdvendig Rotor-Gene AssayManager v2.1 plug-in

er installert.

Se Brukerhdndboken for Rotor-Gene Q MDx og Brukerhéndboken for Rotor-Gene
AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon hvis du ensker mer informasjon om advarsler,

forholdsregler og prosedyrer.

Endring av inkubasjonstider og temperaturer kan fare til feilaktige eller uforenlige data.
Legg alle reagenser (reaksjonsblanding pluss prave) pd is eller i en kjgleblokk.

Bruk ikke komponenter som er gétt ut p& dato eller oppbevart feil.
Reaksjonsblandinger kan forandres hvis de utsettes for lys.

Det er svaert viktig & forhindre at blandingene kontamineres med materialene

i kontrollreagensen for kontroll av CALR-mutant og CALR-villtype.
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® Utvis ekstrem forsiktighet for & unngé overfgringskontaminering av DNA- eller PCR-

produkt, som kan fare til et falskt positivt signal.

® Det er sveert viktig & forhindre kontaminering med DNase, som kan forérsake

degradering av templat-DNA.

® Bruk individuelle, tilegnede pipetter til klargjering av reaksjonsblandinger og tilsetting

av templater.
® |kke &pne Rotor-Gene Q MDx-instrumentet fer kjeringen er ferdig.

® Rotor-Gene Q MDx-rgrene mé& ikke dpnes etter at analyseringen er ferdig. Kast rerene
i henhold til lokale sikkerhetsprosedyrer.

e Det er viktig at prevetesting utferes riktig og at man unngér feil ved innsetting av preve,
innlasting og pipettering.

® Serg for at prevene hdndteres pd en systematisk méte for & sikre riktig identifisering.

Vi anbefaler derfor falgende:

® Bruk nukleasefritt laboratorieutstyr (f.eks. pipetter, pipettespisser, reaksjonsflasker) og

hansker nér du utferer analysen.

® Bruk nye aerosol-resistente pipettespisser for alle pipetteringstrinn for & unngé

krysskontaminering av prever og reagenser.

e Klargjer pre-PCR-masterblanding med dedikert materiale (pipetter, spisser osv.) i et
dedikert omréde hvor ingen DNA-matriser [DNA, plasmid- eller PCR-produkter) blir
innfert. Tilfer TE-buffer i NTC-rerene i det samme omrdadet og lukk dem. Legg til prever
som skal testes, reagenser for kontroll av CALR-mutant og CALR-villtype i et separat rom

med spesifikt materiell (pipetter, spisser osv.).
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Oppbevaring og handtering av reagenser

ipsogen CALR RGQ PCR Kit is sendes pd fterris. Hvis en komponent i ipsogen CALR RGQ
PCR-settet ikke er frosset ved ankomst, hvis ytteremballasjen har blitt &pnet under frakt, eller
hvis forsendelsen ikke inneholder en pakkseddel eller reagenser, m& du kontakte QIAGENSs

tekniske serviceavdeling eller lokale distributerer (se www.qiagen.com).

ipsogen CALR RGQ PCR-settet m& lagres umiddelbart etter mottak ved -30 til =15 °C i en
merk fryser med konstanttemperatur. Nér ipsogen CALR RGQ PCR-settet oppbevares under

de spesifiserte oppbevaringsforholdene, er settet stabilt frem til angitt utlepsdato.

Naér reagenser farst er dpnet, kan de oppbevares i originalemballasjen ved 30 til —15 °C
frem fil utlepsdatoen som oppgis p& emballasjen. Gijentatt tining og frysing ber unngés.

Maks. 5 frysetiningssykluser kan benyttes.

For informasjon om oppbevaring og hé&ndtering angdende ekstraksjonssettene QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (kat.nr. 61104) eller QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat.nr. 937236), se h&ndbakene for de respektive settene.

Veer spesielt oppmerksom pd utlepsdatoene og oppbevaringsbetingelsene angitt pa
komponentenes esker og etiketter. Bruk ikke komponenter som er gatt ut pd dato eller

oppbevart feil.
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Oppbevaring og héndtering av prever

Fullblod

ipsogen CALR RGQ PCR-settet brukes med genomiske DNA-praver ekstrahert fra fullblod-
prever antikoagulert med 2K-EDTA. Fullblod kan oppbevares pd folgende mate:

e Ved 2 °C il 8 °C i opptil maks. 96 timer
e Ved 15 °C il 25 °C i opptil maks. 96 timer
e Frossent ved =30 °C til =15 °C i opptil maks. 1 mé&ned

Genomiske DNA-praver
Genomisk DNA kan oppbevares ved 2 °C til 8 °C i 1 uke etter ekstraksjon eller ved -30 °C

til =15 °C i opptil maks. 24 méneder, enten rett etter ekstraksjon eller etter fortynning med
TE buffer.
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Prosedyre

Genomisk DNA-ekstraksjon og -klargjering

ipsogen CALR RGQ PCR-settet er godkjent i kombinasjon med QlAamp DSP DNA Blood
Mini-settet (kat.nr. 61104) for manuell ekstraksjon eller QlAsymphony SP-instrumentet
i kombinasjon med QlAsymphony DSP DNA Mini-settet (kat.nr. 937236) for automatisert

ekstraksjon.

Serg for at reagensene for gDNA-ekstraksjon ikke har gétt ut p& dato og at de har veert

transportert og oppbevart under korrekte forhold.
Manuell ekstraksjon av gDNA med QlAamp DSP DNA Blood Mini-settet

Manvuell ekstraksjon av gDNA gjeres med QlAamp DSP DNA Blood Mini-seftet
(kat.nr. 61104) som beskrevet i Q/Aamp DSP DNA Blood Mini Kit — héndbok.

Dette ma du gjere for du starter

e Stabiliser blodprevene til romtemperatur (15-25 °C), og forsikre deg om at de er godt
homogeniserte.

e Klargjer buffer for lysering
Hvis det er dannet bunnfall i lyseringsbufferen (AL), m& dette lzses opp ved hjelp av
inkubering ved 56 °C.

e Klargjer QIAGEN-protease
Tilfer 1,2 ml proteaselgsemiddel (PS) i ampullen med lyofilisert QIAGEN-protease (QP)

og bland forsiktig. Bland ved & vende ampullene flere ganger for & unngé skumming.

Forsikre deg om at QP-en er helt opplast.
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Merk: N&r QP-en er opplest i PS, er den stabil i opptil 2 méneder ved 2-8 °C. For
& forlenge proteasens holdbarhetstid, anbefales oppbevaring ved =20 °C, men gjentatt

frysing og tining bar unngé&s. Det anbefales derfor & lagre alikvoter med QP.
e Klargjer vaskebuffer 1

Mél opp 25 ml etanol (96-100 %) i flasken med 19 ml konsentrert vaskebuffer 1 (AW1).
Oppbevar rekonstituert AW 1 ved romtemperatur (15-25 °C).

Merk: Bland alltid rekonstituert AW 1 ved & vende flasken flere ganger fer prosedyren

igangsettes.
e Klargjer vaskebuffer 2

Mal opp 30 ml etanol (96-100 %) i flasken med 13 ml konsentrert vaskebuffer 2 (AW2).
Oppbevar rekonstituert AW2 ved romtemperatur (15-25 °C).

Merk: Bland alltid rekonstituert AW2 ved & vende flasken flere ganger fer prosedyren

igangsettes.
e Klargjer buffer for eluering

En flaske med elueringsbuffer (AE) felger med hvert sett. For & unngé kontaminering
av AE, anbefaler vi pé det sterkeste & bruke pipettespisser med aerosolbarrierer ved

pipettering av AE fra flasken og sette p& korken igjen umiddelbart etterpd.
Stabiliser AE-buffere til romtemperatur (15-25 °C).
e Still inn en varmeblokk til 56 °C for bruk i trinn 4.

Prosedyre

1. Pipetter 20 pl med protease-QP i lyseringsraret (LT).
Merk: Sjekk utlgpsdaten p& den rekonstitierte proteasen fer bruk.
2. Tilfer 200 pl med blodprave i lyseringsroret.
3. Tilfer 200 pl med lyseringsbuffer (AL) i lyseringsraret, lukk lokket og bland ved hijelp av

pulsvorteksering i 15 sekunder og sentrifuger en kort stund.

Merk: For & sikre effektiv lysering er det biktig at preven og Al-en blandes skikkelig for

& oppnd en homogen blanding.
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Merk: Ettersom Al-bufferen har hay viskositet m& du vaere sikker p& at det pippeteres

korrekt mengde AL ved & bruke en egnet pipette.
Viktig: lkke ha QP direkte i Al-bufferen.
4. Inkuber ved 56 C (1 °C) i 10 minutter (£1 minutf).

5. Sentrifuger lyseringsreret i ca. 5 sekunder ved full hastighet for & fierne dréper fra

innsiden av lokket.

6. Tilfer 200 pl med etanol (96-100 %) i lyseringsreret, lukk lokket og bland godt ved hjelp

av pulsvorteksering i >15 sekunder.

7. Sentrifuger lyseringsreret i >5 sekunder ved full hastighet for & fjerne evt. dréper med

vaeske fra innsiden av lokket.

8. Ha hele lysatet fra trinn 7 forsiktig i QlAamp Mini-spinnkolonnen uten & fukte kanten.

Du ma ikke bergre membranen p&d QlAamp Mini-spinnkolonnen med pipettespissen.
Merk: Hvis det skal behandles flere prever, dpne kun ett lyseringsrer av gangen.

9. Lukk lokket p& QlAamp Mini-spinnkolonnen og sentrifuger ved ca. 6000xg (8000 rpm)
i 1 minutt.

10.Sett QlAamp Mini-spinnkolonnen i et rent vaskerer (WT) og kast reret med filtratet.

Merk: Hvis ikke alt lysatet har passert gjennom membranen etter sentrifugering ve
6000xg (8000 rpm), sentrifuger igjen ved full hastighet (opptil 20 800xg) i 1 minutt.
Merk: Hvis lysatet fortsatt ikke passerer gjennom membranen under sentrifugeringen,

kast preven og gjenta isolasjon og rensing med nytt prevemateriale.

11.Apne QlAamp Mini-spinnkolonnen forsiktig og tilfer 500 pl AW 1-buffer uten at kanten
blir vat. Du mé ikke berare membranen p& QlAamp Mini-spinnkolonnen med

pipettespissen.

12.Lukk lokket p& QIAamp Mini-spinnkolonnen og sentrifuger ved ca. 6000xg (8000 rpm)

i 1 minutt.

13.Sett QlAamp Mini-spinnkolonnen i et rent vaskerer og kast reret med filtratet.
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14.Apne QlAamp Mini-spinnkolonnen forsiktig og tilfar 500 pl AW 2-buffer uten at kanten
blir vat. Du mé& ikke berare membranen p& QlAamp Mini-spinnkolonnen med

pipettespissen.

15.Lukk lokket p& QIAamp Mini-spinnkolonnen og sentrifuger ved full hastighet
(ca. 20 000xg (14 000 rpm) i 1 minutt.

16.Sett QI Aamp Mini-spinnkolonnen i et rent vaskerer og kast reret med filtratet.

17 .Sentrifuger ved full hastighet (ca. 20 000xg, eller 14,000 rpm) i 3 minutter for & terke

membranen helt.

18.Sett QlAamp Mini-spinnkolonnen i et rent elueringsrer (ET) og kast vaskergret med

filtratet.
19.Apne lokket p& QlAamp Mini-spinnkolonnen og ha i 50 til 200 pl AE-buffer i senter

av membranen.
Merk: Lavere elueringsvolumer eker den endelige DNA-konsentrasjonen i eluatet

betraktelig, men reduserer DNAfrigjeringen en aning.
20.Lukk lokket og inkuber ved romtemperatur (15-25 °C) i 1 minutt.
21.Sentrifuger ved ca. 6000xg, (8000 rpm) i 1 minutt for & eluere DNA-en.
22.0Oppbevar f-DNA-praven under egnede forhold.

23.Kast brukte pravergr, plater og avfall i henhold til lokale sikkerhetsprosedyrer.
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Automatisert ekstraksjon av gDNA med QIAsymphony DSP DNA Mini-settet

Automatisk ekstraksjon av gDNA utferes med QIAsymphony SP-instrumentet i kombinasjon
med QIAsymphony DSP DNA Mini-settet (kat.nr. 937236). Felg instruksjonene i Bruks-
anvisning (héndbok) for QIAsymphony DSP DNA. Velg Blood_200_V7_DSP-protokollen pé
QlAsymphony.

Merk: De felgende funksjonene er spesifikke for ekstrahering av gDNA fra fullblod for
analyse med ipsogen CALR RGQ PCR-settet:

e Overfer 300 pl med fullblod i et mikrorer (2.0 ml Type H, Sarstedt, kat.nr. 72.694).

e Elueringsvolumet og utgangsposisjonen er 100 pl for fullblodprotokollen.

Viktige punkter for du starter

@ Det totale volumet med fullblod som skal ekstraheres er 200 pl (pluss 100 pl dedvolum).

e Forsikre deg om at du er kjent med betjeningen av QlAsymphony SP-en. Se
bruksanvisningen for QIAsymphony SP-en som leveres med instrumentet for

betjeningsinstruksjoner.

o Valgfritt vedlikehold er pdlagt for & opprettholde instrumentfunksjonaliteten, men

anbefales p& det sterkeste for & redusere faren for kontaminasjon.

e For en reagenskassett tas i bruk for ferste gang, sjekk at bufferne QSL1 og QSB1
ikke har bunnfall.
Fiern om ngdvendig karene med bufferne QSL1 og QSB1 fra reagenskassetten og
inkuber i 30 minutter ved 37 °C og rist innimellom for & lzse opp bunnfallet. Sarg for
4 sette karene tilbake i riktig posisjon.
Hvis reagenskassetten allerede er stukket hull pd, serg for at karene forsegles med
gienbrukbare tetningsstrips og inkuber hele reagenskassetten i 30 minutter ved 37 °C

og rist innimellom i et vannbad.
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Unngé kraftig risting av reagenskassetten (RC) fordi det kan dannes skum som gir

problemer med detekteringen som felge av vaeskenivéet.

Dette ma du gjere for du starter

® For prosedyren padbegynnes mé du sikre at de magnetiske partiklene er helt
resuspendert.
Spinn karene med de magnetiske partiklene kraftig i minst 3 minutter far bruk.

® Serg for at lukket det er stukket hull p& plasseres p& reagenskassetten og at lokket p&
karet med de magnetiske partiklene er fiernet eller, hvis du benytter en delvis brukt
reagenskassett, serg for at de gjenbrukbare tetningsstripsene er fjernet.

e Husk & dpne ensymrarene.

® Hyvis pravene er strekkodet mé du rette inn prevene i rerholderen slik at strekkodene
vender mot strekkodeleseren p& venstre side av QlAsymphony SP-en.

Prosedyre

1. Lukke alle skuffer og hetten.

2. Sl& pa QlAsymphony SP-en; vent til skjermbildet Sample Preparation (Praveklargjgring)
vises og oppstartsprosedyren er fullfert.
Strembryteren er plassert nederst i venstre hjgrne pd QlAsymphony SP-en.

3. logg pé instrumentet.

4. Velg protokollen som skal kjeres.
Velg knappen Select All (Velg alle) og velg DNA Blood (DNA-blod) og deretter
Blood_200_V7_DSP for fullblodpraver.

5. Forsikre deg om at avfallsskuffen (“Waste”) er klargjort skikkelig. Kjer en skanning
av beholdningen i avfallsskuffen, inkludert rennen for spisser og avfallscontaineren for
vaeske. Bytt ut posen for brukte spisser om nedvendig.
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6. Last inn elueringsstativet som skal brukes i elueringsskuffen (“Eluate”).
lkke last inn en 96-branners plate i elueringsspor 4 (“Elution slot 4”).
Bruk kun elueringsspor 1 med tilhgrende kjeleadapter.

Ved bruk av en 96-brgnners plate mé du sikre at platen er satt inn riktig vei, fordi

innsetting feil vei kan fare til at pravene blir forvekslet i senere analyser.

7. last inne reagenskassetten(e) og forbruksmateriellet som skal benyttes i reagens

og forbruksmateriell-skuffen (“Reagents and Consumables”).
Merk: Serg for at pipettespissene er korrekt festet i skuffen.
8. Kijer en skanning av beholdningen i reagens og forbruksmateriell-skuffen.

9. Overfar 300 pl fra fullblodpreven som skal ekstraheres i et mikrorgr (2,0 ml Type H)
og sett dette i 3B 2 ml-adapteren pé preverarsholderen.
Last inn provergrene i praveskuffen (“Sample”).
10.Bruk bergringsskjermen og legg inn opplysningene som kreves for hvert parti med prover
som skal behandles:
® Informasjon om prevene: Du kan endre standardformatet for rerene ved & velge
Select All (Velg alle) og velge Sarstedt reference 72.694 (Sarstedt-referanse 72.694)

fra arket Tube Insert (Rerinnlegg).
e Bekrefte den valgte protokollen: Blood_200_V7_DSP.
e Elusjonsvolum og utgangsposisjon: Velg 100 pl for fullblodprotokollen.

Merk: Etter at opplysningene om partiet er lagt inn, endres statusen fra LOADED (LASTET)
til QUEUED (I K&). Med en gang ett parti er satt i ke, dukker knappen Run (Kjer) opp.
11.Start kjeringen med & trykke pé& knappen Run (Kjer).
12.Les og bekreft meldingene som dukker opp.

Merk: Vi anbefaler at du venter ved siden av instrumentet fil det har utfert detektering av
vaeskenivéet i de interne kontrollrerene og fremdriftsstatusen p& QlAsymphony SP-en endres
iil RUNNING (KIZRER).
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Merk: Du mé ikke stoppe eller sette kjeringen p& pause under behandlingen (med mindre

det oppstér en nedsituasjon), fordi det vil fare til at pravene flagges som “uklare”.

Merk: Det er mulig & laste inn prever fortlepende og legge den til denne kjeringen

(til reagensen er lastet inn). Trykk p& knappen Run (Kjgr) for & starte renseprosedyren.

13.Mot slutten av kjeringen av protokollen endres statusen for partiet fra RUNNING
(KJDRER) til COMPLETED (FULLFGRT). Ta ut elusjonsstativet med de rensede nukleinsyrene

fra eluerskuffen (“Eluate”).

Vi anbefaler at elueringsplaten fiernes fra eluer-skuffen umiddelbart etter at kjeringen er
ferdig. Avhengig av temperatur og fuktighet, kan elueringsplater som blir vaerende
i QIAsymphony SP-en etter at kjeringen er fullfert bli utsatt for kondensering eller

fordamping.

14.Eksporter resultatfilen fra QIAsymphony SP-en: denne rapporten genereres for hver

elueringsplate.

14a. Sett inn USB-enheten i USB-porten foran pa QlAsymphony SP-en.

14b. Klikk p& knappen Tools (Verkigy).

14c. Velg File Transfer (Filoverfering).

14d. | fanen In-/Output Files (Inn-/utgdende filer), velg Results Files (Resultatfiler og klikk

p& Transfer (Overfor).
Hold navnet pé fileksporten i falgende format:
&488-mm-dd th:mm:ss_Elueringsstativ-ID.
15.Sjekk hver av pravene i QlAsymphony SP-resultatfilen i kolonnen Validity of result
(Resultatets gyldighet).
e  Gyldig og uklar status: fortsett til kvalifisering og kvantifisering av DNA

e Ugyldig status: preven avvises. Kjar ekstraheringstrinnet p& nytt
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16.Dersom en reagenskassett bare er delvis brukt, forsegl den med de medfelgende
gjenbrukbare tetningsstripsene og lukk rgrene som inneholder proteinase K med
skruhetter umiddelbart etter endt protokollkjering for & unngé fordamping.

17 Kast brukte prevergr, plater og avfall i henhold til lokale sikkerhetsprosedyrer.

18.Rengjer QlAsymphony SP-en.
Folg vedlikeholdsinstruksjonene i bruksanvisningen for QlAsymphony SP-en som falger

med instrumentet. Veer naye med & rengjere spissbeskyttelsene regelmessig for &

redusere faren for krysskontaminering.

19.Lukk instrumentskuffene og sl& av QlAsymphony SP-en.

Generelt overfares ikke magnetiske partikler til eluater. Hvis et eluat har sorte partikler, kan

de magnetiske partiklene fiernes som felger:

® Sett raret med DNA i en egnet magnetisk separator (f.eks. QIAGEN 12-Tube Magnet,
kat.nr. 36912) til de magnetiske partiklene er separert.

® Hvis DNA-et er i mikroplater. sett mikroplaten i en egnet magnetisk separator
(F.eks. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat.nr. 36915) til de magnetiske partiklene
er separert.

e Dersom det ikke er noen egnet magnetisk separator tilgjengelig, sentrifuger reret med
DNA i 1 minutt ved full hastighet i en mikrosentrifuge for & pelletere gjenvaerende

magnetiske partikler.
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Kvantifisering og bestemmelse av DNA-ets renhet

Elueringsbuffere som benyttes i gDNA-ekstraheringssett inneholder konserveringsmiddelet
natriumazid. Natriumazid absorberes ved 260 nm, og derfor ber det utferes en blank
méling for & kalibrere spekirofotometeret. Avhengig av ekstraheringsprotokollen, ber

elueringsbufferen benyttes som blank.

® Forholdet A2s0/A2s0 skal vaere >1,7. Lavere forhold indikerer normalt protein-
kontaminering eller at det er forekomster av organiske kjemikalier som har uheldig

innvirkning p& PCR-rinnet.

e DNA-konsentrasjonen bestemmes ved & méle absorbans ved 260 nm. Absorbans-
maélinger ved 260 nm skal vise mellom 0,1 og 1,0 for & vaere neyaktige. En absorbans
p& 1 enhet ved 260 nm tilsvarer 50 pg med DNA per ml (A2s0=1=50 pg/ml).

Total mengde med DNA renset (ng) = konsentrasjon av DNA (ng/pl) x volum av praven (pl)

e Dersom forholdet A0/ A2s0 er under 1,7, og/eller gDNA-konsentrasjonen er under

10 ng/pl, mé praven behandles videre.
Genomisk DNA-prevenormalisering
Tynn ut DNA til 10 ng/pl i TE-bufferen som felger med i ipsogen CALR RGQ PCR-settet.

Rotor-Gene Q MDx PCR reaksjonen er optimalisert for 50 ng med renset gDNA last opp i et

endelig prevevolum p& 5 pl.
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Protokoll: gPCR pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet*

ipsogen CALR RGQ PCR-seftet ma kjores pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet
med automatisert tolkning av resultater med Rotor-Gene AssayManager v2.1. Syklus-

parametrene er ast for kjgringen.

Ta deg god tid til & bli kjent med Rotor-Gene Q MDx-instrumentet og med programvaren
Rotor-Gene AssayManager v2.1 for du starter protokollen. Se bruksanvisningen for

instrumentet, Rotor-Gene AssayManager v2.1, og Gamma Plug-inen for mer informasjon.
Installering av Gamma Plug-inen og import av analyseprofilen

Programvaren Rotor-Gene AssayManager v2.1 md veere installert p& datamaskinen som er
koblet til Rotor-Gene Q@ MDx. Programvaren kan lastes ned fra Operating Software
(Operativprogram) under fanen Product Resources (Produkiressurser) pd& produktsiden
for Rotor-Gene AssayManager v2.1 pd www.giagen.com/Products/Rotor-

GeneAssayManager_v2_1.aspx.

For defaljert informasjon om installeringen av  kjerneprogramvaren Rotor-Gene
AssayManager v2.1, se Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.
For detaljert informasjon om annen programvare pé tilkoblede datamaskiner, se Bruker-

héndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.

For automatisk fortolkning av resultater med ipsogen CALR RGQ PCR-settet med Rotor-Gene
AssayManager v2.1, md den nyeste Gamma Plug-inen installeres p& din Rotor-Gene

AssayManager v2.1. Se Product Resources (Produkiressurser) p& produkt siden

* Hvis aktuelt, Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumenter som er produsert i januar 2010 eller senere. Serienummeret p&
baksiden av instrumentet inneholder produksjonsdatoen. Serienummeret er i formatet “mméénnn” der “mm” angir
produksjonsméneden i fall, “&&” angir de siste to tallene i produksjonséret, og “nnn” angir den unike instrument-ID-en.
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for Rotor-Gene AssayManager v2.1 p& www.qiagen.com/Products/Rotor-
GeneAssayManager_v2_1.aspx for & fa tilgang til den nyeste versjonen av plug-inen.

For detaljert informasjon om plug-inen, se kapittelet “Installing Plug-ins” (Installere plug-ins)

i Brukerhdndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.

ipsogen CALR RGQ PCR-settet krever ogsa en analyseprofil. Analyseprofilen inneholder alle
nedvendige parametere for termosykling og analysering av qPCR-analysen. CALR-analyse-
profilen (ipsogen_CALR_blood_CE) korresponderer med en .iap-ile som kan lastes ned fra
produktsiden for ipsogen CALR RGQ PCR-settet p& fanen Product Resources (Produki-
ressurser) under Protocol Files (Protokollfiler). Analyseprofilen mé importeres i programvaren

Rotor-Gene AssayManager v2.1.

For detaljert informasjon om installeringen av Gamma plug-inen og analyseprofilen, se
Brukerhéndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon og Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in brukerhédndboken.

1. Last ned b&de Gamma Plug-inen og nyeste versjon av CALR-analyseprofilen fra
www.qiagen.com.

2. Start installeringsprosedyren ved & dobbeltklikke pé& filen RGAM_V2_1_Gamma_
Plug-in.Installation.V1_0_0.msi, og felg installeringsinstruksjonene.
For detaljert beskrivelse av plug-inen, se kapittelet “Installing Plug-ins” (Installere plug-ins)

i Brukerhdndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.

Merk: For prosessikkerhet for hele systemet, falgende nedvendige konfigurasjons-
innstillinger mé settes for lukket modus:

® Velg fanen Settings (Innstillinger) i oppsettet Configuration (Konfigurering).

® | panelet Work list (Arbeidsliste) under Closed mode (Lukket modus), marker boksener
Material number required (Materialnummer kreves), Valid expiry date required

(Gyldig utlepsdato kreves) og Lot number required (Partinummer kreves).
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Dette kan kun gjeres av en bruker med “Administrator”-rettigheter.

3. Etter at Gamma plug-inen er installert, importer CALR-analysefilen (.iap file).
Logg inn i programvaren Rotor-Gene AssayManager v2.1 som en bruker med

for administratorrettigheter Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Velg konfigurasjonsmiljzet.

Velg fanen Assay Profiles (Analyseprofiler).

Klikk p& knappen Import (Importer).

Velg CALR-analysefilen ipsogen_CALR_blood_CE i den &pne fildialogen.

© N o 0 &

Klikk p& Open (Apne). Analyseprofilen lastes og legges til i listen over tilgjengelige
analyseprofiler og kan brukes i Setup (Oppsetts)-miljzet.

Merk: Samme versjon av en analyseprofil kan ikke importeres to ganger.
Oppsett av lasteblokk og rotor

Vi anbefaler at du tester 6 cDNA-praver i samme forsgk for & optimere bruken av kontrollene

og reaksjonsblandingene.

Hver reaksjonsblanding (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2,
CALR CLAMP 3, CAIR CLAMP 4 og CALR CLAMP 5) brukes til 9 reaksjoner: 6 prever med
gDNA 3 eksterne kontroller [T CALR mutantkontroll (MTC), 1 CALR villtype-kontroll (WTC) og
1 lkketemplatkontroll (NTC = TE-buffer som falger med i ipsogen CALR RGQ PCR-settet)].

Skjemaene vist i figur 4 og figur 5 er en illustrasjon av oppsettet av lasteblokk og rotor for et
optimalisert forsgk med ipsogen CALR RGQ PCR-settet.

Posisjonen for CALR-.reaksjonsblandingen og -kontrollene seftes i CALR-analyseprofilen og
kan ikke endres. Hvis reaksjonsblandinger/-kontroller ikke plasseres som instruert nedenfor,

kan ikke den automatiserte resultatanalysen utfgres.

Héndbok for ipsogen CALR RGQ PCR-sett 04/2017 33



Tallene i figur 4 angir posisjoner i lasteblokken og indikerer endelig rotorposisjon.
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Figur 4. Lasteblokkoppsett for et forsek med ipsogen CALR RGQ PCR-settet. TYPE 1: CALR-
reaksjonsblanding TYPE 1; TYPE 2: CAlR-reaksjonsblanding TYPE 2; CLAMP 1: CAILR-
reaksjonsblanding CLAMP 1; CLAMP 2: CAlR-reaksjonsblanding CLAMP 2; CLAMP 3:
CAlR-reaksjonsblanding CLAMP 3; CLAMP 4: CALR-reaksjonsblanding CLAMP 4; CLAMP 5:
CAlR-reaksjonsblanding CLAMP 5; MTC: CALR-mutantkontroll; WTC: CAIR villtype-kontroll;
NTC/TE: lkketemplatkontroll (TE); S1-S6: gDNA-prever.
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Figur 5. Rotoroppsett for et forsok med ipsogen CALR RGQ PCR-settet. Fra posisjon 1 MTC:

CALR-mutantkontroll; WTC: CAILR villtype-kontroll; NTC/TE: Ikke-templatkontroll (TE); Type 1
CAlR-reaksjonsblanding TYPE 1; Type 2: CALR-reaksjonsblanding TYPE 2; C1: CALR-

reaksjonsblanding CLAMP 1; C2: CALR-reaksjonsblanding CLAMP 2; C3: CALR-reaksjons-
blanding CLAMP 3; C4: CALR-reaksjonsblanding CLAMP 4; C5: CALR-reaksjonsblanding
CLAMP 5; prave 1 til preve 6: gDNA-praver. Merk: Alle de resterende posisjonene © mé

fylles med tomme rer.
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Opprette en arbeidsliste

Den generelle funksjonaliteten i Setup (Oppsetts|-miliget og i “Creating/Editing a Work List”

(Opprette/Redigere an arbeidsliste) er beskrevet i Brukerhdndboken for Rotor-Gene

AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.

Merk: Arbeidslistefilen kan lagres. Arbeidslisten kan opprettes fer prevene lastes inn i instru-

mentet, eller n&r forseket er satt opp i instrumentet.

. Sl& pé& Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.

2. Apne programvaren Rotor-Gene AssayManager v2.1 logg inn som en bruker med
“Operator” (Operater)-rolle i lukket modus.

3. Velg Setup (Oppsets)-miljzet.

4. Klikk p& knappen New manual work list [Ny manuell arbeidsliste) i arbeidsliste-
administratoren.

5. Velg CAIR analyseprofilen fra listen over tilgjengelige analyseprofiler.

6. Klikk p& Move (Flyt) for & overfere analyseprofilen fil listen Selected assay profiles
(Valgte analyseprofiler). Analyseprofilen skal n& vises i listen Selected assay profiles
(Valgte analyseprofiler).

7. Angi antall prever (opptil 6) i det tilhgrende feltet.

8. Velg trinnet Kit Information (Informasjon om settet). Bruk settets strekkode eller legg inn
felgende informasjon om settet som du finner pé lokket p& boksen med ipsogen CALR
RGQ PCR-seftet:
® Materialnummer 1100703
e Gyldig utlepsdato
e Partinummer (lof)

9. Velg trinnet Samples (Praver). En liste med detfaljer om prevene vises. Denne listen
representerer det forventede oppsettet for rotoren.
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10.Legg inn preveidentifikasjonsnummeret/-numrene i listen samt all annen valgfri

informasjon om prevene som kommentar il hver enkelt prave.
11.Velg Properties (Egenskaper) og legg inn et arbeidslistenavn.

12.Marker avkrysningsboksen worklist is complete (can be applied) (arbeidsliste er fullfert

(kan benyttes)).
13.Save (Lagre) arbeidslisten.

14.Trykk pé Print work list (Skriv ut arbeidsliste) for & skrive ut arbeidslisten.
A skrive ut arbeidslisten bidrar fil klargjeringen og oppsettet av qPCR-en.

Praveinformasjon er inkludert som en del av arbeidslisten.
Sette opp gPCR-en

Dette ma du gjere for du starter

e Tin alle nadvendige komponenter bortsett fra Tag DNA-polymerasen, enzymet ma
oppbevares i fryseren nér den ikke er i bruk. Legg rerene som inneholder komponentene

som skal tines pé& is eller bruk en kjgleblokk.

e Rengjer benkeomré&det som er dedikert for klargjering av PCR-blandingen for & redusere

risikoen for templat- eller nukleasekontaminering.

e Spinn (10-12 sekunder) og sentrifuger deretter kort rerene som inneholder standarder,

kontroller og reaksjonsblandinger fer bruk.

1. Klargjer gPCR masterblandinger for hver reaksjonsblanding (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2,
CAIR CLAMP 1, CAIR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 og CALR CLAMP 5)

pd is (eller ved bruk av kjgleblokk) avhengig av antallet praver som skal behandles.

Pipetteringsskjemaet for klargjering av alle CALR-reagensmasterblandinger vist i tabellen
nedenfor er beregnet for & oppné& endelig reaksjonsvolum p& 25 pl etter & ha tilfart 5 pl
med gDNA eller kontroll. Ekstravolum er inkludert for & kompensere for pipetteringsfeil
og for & kunne klargjere tilstrekkelig med reaksjonsmasterblanding til 6 prever pluss

3 ekstra kontroller.
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Komponent 1 reaksjon (pl) 9+1 reaksjoner (pl)*

CALR-reaksjonsblanding 19,83 198,3
Tag DNA-polymerase 0,17 1,7

Totalt volum med qPCR-
masterblanding (pl) 20 200

Distribusjon av gPCR-masterblanding 20 pl per rer
Distribusjon av praver 5 pl per ror
Totalt volum med gPCR-reagens 25l

* Et ekstra reaksjonsvolum er inkludert for & kompensere for pipetteringsfeil.

Merk: Vi anbefaler at du ikke bruker pipettevolumer p& mindre enn 1 pl.
Spinn og sentrifuger kort alle gPCR-masterblandinger.

Sett alle gPCR-rarremsene pd en nedkelt lasteblokk 72x0,1 ml rer og pipetter 20 pl av
CALR gPCR-masterblandingene per rer ved & felge oppsettet for lasteblokk vist i Figur 4.

. Spinn og sentrifuger kort gDNS-prevene, CALR-villtypekontroll (WTC), CALR-mutant-

kontroll (MTC) og TE-buffer (NTC). Tilfer deretter 5 pl med prave- eller kontrollmateriale
i korresponderende rer i henhold il oppsettet i Figur 4 slik at det gir et totalt volum pa

25 pl. Bland forsiktig ved & pipettere opp og ned.

Merk: Vaer naye med & bytte spisser mellom hvert rer for & unngé falsk positiv-resultater
fra kontaminering av ikke-spesifikk templat- eller reaksjonsblanding. Lukk alle rareren og

siekk at det ikke er bobler tilstede i bunnen av rerene.

Sett alle komponentene i ipsogen CALR RGQ PCR-settet tilbake i egnede oppbevarings-

forhold for & unngé degradering av materiale.
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Klargjere Rotor-Gene MDx og starte qPCR-kjering

1. Sett en rotor med 72 bragnner inn i rotorholderen Rotor-Gene Q MDx.

2. Fyll rotoren med rerremser i henhold til tildelte posisjoner, start i posisjon 1, som vist

i Figur 5 med tomme lukkede rer plassert i alle ubrukte posisjoner.

Merk: Forsikre deg om at det farste raret er satt inn i posisjon 1 og ar rerene i remsen
er plassert i riktig retning og posisjon som vist i Figur 4 og Figur 5.

Merk: Ha alltid reaksjonsblandingen TYPE 1 og de tre kontrollene (MTC, WTC, NTC)

i posisjonene 1, 9 og 17, slik at den optimale forsterkningen (utfert p& reret i posisjon 1)

alltid utferes med samme amplifikasjon (se Figur 4 og Figur 5).
3. Feste laseringen.
4. last inn Rotor-Gene Q MDx-instrumentet med rotor og l&sering. Lukk instrumentlokket.

5. Velg den tilhgrende arbeidslisten i programvaren Rotor-Gene AssayManager v2.1, og
klikk p& Apply (Bruk).
Alternativt, dersom arbeidslisten fortsatt er dpen, klikk p& knappen Apply (Bruk).

Merk: Dersom det ikke er opprettet en dedikert arbeidsliste for forsgket, logg inn
i Rotor-Gene AssayManager v2.1 og felg trinnene i “Opprette en arbeidsliste”, side 36,

for du fortsetter.
6. legg inn forsekets navn.

7. Velg sentrifugen som skal benyttes i Cycler Selection (Sentrifugevalg). Det m& benyttes en
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-sentrifuge.

8. Sjekk at laseringen er festet riktig, og bekreft p& skjermen at l&seringen er festet.
9. Klikk pa Start run (Start kjering).

Da skal gPCRkjeringen starte.
10.Nér kjeringen er fullfert, klikk p& Finish run (Fullfer kjgring).

Merk: Forseket lagres ikke i den interne databasen fer dette trinn er fullfert.
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Frigi og rapportere gPCR-resultatene

Den generelle funksjonaliteten i Approval (Godkjennings)-miliget er beskrevet i Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in brukerhédndboken.

Etter at en kjering er fullfert og sentrifugen er frigitt vil forseket bli lagret i en interne
databasen. Analysen av de innhentede dataene utferes automatisk avhengig av om plug-inen
korresponderer med analyseprofilen og reglene og parameterverdiene definert

i analyseprofilen.
Merk: Brukerrollen “Approver” (Godkjenner) kreves for & godkjenne en kjering.

Det farste trinnet i godkjenningsprosessen er & filtrere analysen som skal godkjennes. Dette

gieres ved hjelp av filtreringskriteriene i Approval (Godkjennings)-miljeet.

1. Frigi og godkjenne kjeringen.
Brukere som er logget inn med “Approver” (Godkjenner)-rolle, kan klikke p& Release and
go to approval (Frigi og gé videre til godkjenning).
Brukere som er logget inn med “Operator” (Operater)-rolle, kan klikke p& Release (Frigi).

Dersom du klikket p& Release and go to approval (Frigi og gé videre til godkjenning),
vises resultatene fra forseket i Approval (Godkjennings)-miljget.
Dersom en bruker med “Operator” (Operater)-rolle klikket p& Release (Frigi), m& noen
med en “Approver” (Godkjenner)-rolle logge seg inn og velge Approval (Godkjennings)-
miljget.
2. Velg filtreringsalternativene for analysen som skal godkjennes og klikk pa Apply (Bruk).
3. Se gjennom resultatene og klikk p& knappen Release/Report data (Frigi/Rapporter data).
4. Klikk p& OK.
Rapporten vil bli opprettet i .pdfformat og lagres automatisk i den forh&ndsdefinerte

mappen.
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Standard filbane for mappen er QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports.

Merk: Denne banen og mappen kan endres i Configuration (Konfigurasjons)-miljget.

5. Tom Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, og kast rgrene i remser i henhold til lokale

sikkerhetsprosedyrer.

Merk: Det kreves en stettepakke fra kjeringen for & fé& hjelp med feilsgking av QIAGEN
Technical Support. Stettepakker kan genereres fra Approval (Godkjennings)- eller Archive
(Arkiv)-miljzet. For mer informasjon se “Creating a support package” (Opprette en

stettepakke) i Brukerhdndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.

I tillegg til stettepakken vil et revisjonsspor fra +1 dag for tidspunktet for hendelsen kunne
vaere nyttig. Revisjonssporet kan hentes fra Service (Service)-miljget. For mer informasjon se

Brukerhéndboken for Rotor-Gene AssayManager v2.1 kjerneapplikasjon.
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Tolkning av resultater

Dataanalyse

Analysen av gPCR-resultatene for hver enkelt analyse og preve er helt automatisk. Rotor-
Gene AssayManager v2.1 analyserer amplifikasjonskurver, og kan ugyldiggjere feil-aktige
kurver, avhengig av form og steyamplitude. Hvis dette er tilfellet, vil et flagg bli knyttet il den

ugyldiggjorte kurven. Varselflagg kan ogsd vises for ikke-ugyldiggjorte kurveanomalio.

For & fastsld analysens validitet analyserer Rotor-Gene AssayManager v2.1 ogsé kjerings-
kontrollene, dvs. CALR-villtypekontroll (WTC), CALR-mutantkontroll (MTC) og TE-buffer (NTC)
i den grenne (FAM) og gule (HEX) kanalen for ipsogen CALR RGQ PCR-settets reaksjons-
blandinger (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3,
CAIR CLAMP 4 og CALR CLAMP 5). Validiteten for hver kontroll er basert p& samsvar med

Cr-verdier med forhandsdefinerte spesifikasjoner.

Merk: Hvis den interne amplifikasjonskontrollen i et gitt rer er ugyldig (gul kanal) kjennes det

CAlR-spesifikke mélet i samme tube (grenn kanal) ugyldig.

Merk: Hvis minst en ekstern kontroll er ugyldig for en gitt CALR-analyse (f.eks. CLAMP 1-
analyse), anses resultatene oppnddd med den reaksjonsblandingen i dlle testprevene for

ugyldige. | dette tilfellet er kun CALR-analysen ugyldig, ikke hele gPCR-kjeringen.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 analyserer ogsé de ukjente provene ved & sjekk

gyldigheten i internkontrollen ABL1.

Til slutt tildeles de ukjente prevene en CALRstatus. | ferste omgang vurderer programvaren
resultatene innhentet fra TYPE 1- og TYPE 2-analyser. Dersom positiv mutasjonsstatus Type 1
eller Type 2 tildeles en preve, fastsetter CALRstatusen. Resultatet innhentet for CLAMP-

analyser vises deretter il din informasjon.
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Dersom hverken Type 1- eller Type 2-mutasjon identifiseres, fortsetter analysen med
resultatene innhentet fra CLAMP-analyser til CALR-statusen (dvs. mutasjon detektert eller ingen

mutasjon detektert] er fastslatt.

For & konkludere med at en prove er positiv, kreves det detektering av minst en av sju CALR-
analyser. Alle kontroller tilhgrende den/de gjeldende analysen(e) og kontrollen i den testede
pregven ma veere gyldig, dvs. MTC, WTC, NTC og internkontrollen ABL1.

For & konkludere med at en prave er negativ, m& preven vaere negativ med alle analyser, og
alle kontroller (MTC, WTC, and NTC) fra alle sju CALR-analyser, samt internkontrollen ABL1

i preven, ma vaere gyldige.

Resultatene av testprevene, automatisk analysert og satt av programvaren Rotor-Gene
AssayManager v2.1, mé& veere godkjent og frigitt av en bruker logget inn med rollen
“Approver” (Godkjenner). Resultatene av prevene som skal godkjennes har tre ekstra
godkjenningsknapper i enden av den dedikerte raden. Disse knappene benytter for &
interaktivt godkjenne eller avvise resultatene av prevene. For mer informasjon se Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in brukerhdndboken.

Ved eventuelle ugyldige resultater, se “Feilsgkingsveiledning”, side 53, for & undersoke

arsaken til feilen og potensielt identifisere feil som mé rettes opp.
Nye tester

Ved eventuelle ugyldige resultater, falg flytdiagrammet for beslutninger i figur 6 for & vurdere

behovet for & teste pd nyftt.

Det er ikke behov for & teste p& nytt dersom CAlR-statusen kunne tildeles til den/de

gieldende preven(e) med en av de syv CALR-analysene.
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Generelt resultat av provene: Generelt resultat av provene: ;:,I:_
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Test alle ugyldige analyser pé nytt, Test den/de gjeldende proven(e) pé nytt
alle prover med analyse(r) hvor praven(e) er ugyldig(e)

* I tilfeller hvor Type 1-/Type 2-idenfiosering er obligatorisk, og TYPE 1- og/eller TYPE 2-analysen er ugyldig, er det behov for en ny test —
pé tross av positiv CLAMP-analyse - for & fa et endelig resultat for TYPE 1- og/eller TYPE 2-analysen.

Figur 6. Flytdiagram for beslutning for & bestemme CALR-mutasjonsstatus i testpraver.
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Merk: |tilfeller hvor Type 1-/Type 2-identifisering er obligatorisk, og TYPE 1- og/eller
TYPE 2-analysen er ugyldig, er det behov for en ny test — p& tross av positiv CLAMP-
analyse - for & f& et endelig resultat for TYPE 1- og/eller TYPE 2-analysen.

Det kan vaere behov for ny test i andre tilfeller ogsa. Nér det kjgre ny test mé du alltid ha
reaksjonsblandingen TYPE 1 og de tre kontrollene (MTC, WTC, NTC) i posisjonene 1, 9
og 17, slik at den optimale forsterkningen (utfert pd reret i posisjon 1) alltid utferes med
samme amplifikasjon. Forsikre deg om at du plasserer analysene som er testet pa nytt i deres

tildelte posisjoner (Figur 4) selv om ikke alle analysene finnes pa platen.

Merk: Dersom noen av de sju CALR-analysene mangler nér prevene testes p& nyt, vil alle
tomme posisjoner som vanligvis er fylt utlese en “INVALID” (UGYLDIG) respons fra
programvaren. For bedre sporbarhet bgr tomme posisjoner og den forventede tilhgrende

responsen dokumentere i kommentardelen i rapporten.
Resultatvisning

Mal

Resultatene for hver av analysene i ipsogen CALR RGQ PCR-settet vises under felgende

mélnavn:

e “ABL_AssayName” (f.eks. ABL_TYPE_1) for den interne amplifikasjonskontrollen ABL1

(resultater i gul kanal)

e “AssayName” for en CALR-reaksjonsblanding (f.eks. TYPE 1 for CALR-reaksjonsblanding
TYPE 1) (resultater i grenn kanal)

e “AssayName Result” (f.eks. TYPE 1-resultat). Disse mélene er kombinerte mal; det

korresponderende resultatet tas med i betrakiningen ved validering av kontroller
(MTC, WTC, NTC og ABLI).
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Resultater

Resultatene for mélene ovenfor vises i kolonnen Result (Resultat) i rapporten.

Tabell 3. Viste resultater for hvert mal

Mélorganisme Praver Viste resultater

ABL_AssayName MTC, WTC, NTC, Internal Control Valid, INVALID

(F.eks. ABL_TYPE_1) testpraver (Internkontroll gyldig, UGYLDIG)
AssayName MTC, WTC, NTC  Signal, No Signal, INVALID

(F.eks. TYPE 1) (Signal, Intet signal, UGYLDIG)
AssayName Testpraver Significant Amplification Detected,
(F.eks. TYPE 1) No Significant Amplification Detected,

No Amplification Detected, INVALID
(Signifikant amplifikasjon pavist,
Ingen signifikant amplifikasjon pavist,
Ingen amplifikasjon pévist, UGYLDIG)

TYPE 1-resultat Testprover Type 1 Mutation Detected,
No Mutation Detected, INVALID
(Type 1-mutasjon pdvist, Ingen
mutasjon pavist, UGYLDIG)

TYPE 2-resultat Testpraver Type 2 Mutation Detected,
No Mutation Detected, INVALID
(Type 2-mutasjon pavist, Ingen
mutasjon pavist, UGYLDIG)
CLAMP X-resultat Testpraver Mutation Detected, No Mutation
(F.eks. CLAMP 1-resultat) Detected, INVALID

(Mutasjon pavist, Ingen mutasjon
pavist, UGYLDIG)

Dersom en av kontrollene (MTC, WTC, NTC) forbundet til en gitt preve er ugyldig for en gitt
analyse, eller om internkontrollen ABL1 er ugyldig, vil det viste resultatet for det kombinerte
maélet vaere “INVALID” (UGYLDIG).
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Konklusjonen av analysen for hver enkelt preve vises i kolonnen Overall Sample Result

(Generelt resultat av preve) i rapporten.

Tabell 4. Generelt resultat av prever

Resultat av prove

Beskrivelse

Type 1 Mutation Detected
(Type 1-mutasjon pavist)

Type 2 Mutation Detected
(Type 2-mutasjon pavist)

Type 1 and Type 2
Mutation Detected
(Type 1- og Type 2-
mutasjon pavist)

Mutation Detected
(Mutasjon pavist)

No Mutation Detected
(Ingen mutasjon pavist)

Refest Needed
(Ny test ma utferes)

Den analyserte preven har Type 1 CALR-mutasjon.

Den analyserte preven har Type 2 CALR-mutasjon.

Den analyserte praven har Type 1 og Type 2 CALR-
mutasjon. Denne forekomsten er sjelden men har vaert
observert en gang under klinisk evaluering av ipsogen
CALR RGQ PCR-settet.

Den analyserte praven har en annen CALR-mutasjon
enn Type 1 eller Type 2.

Ingen CALR-mutasjon er pavist i den analyserte proven.

Resultatet er ufullstendig fordi en eller flere kontroller er
ugyldige for en eller flere CALR-reaksjonsblandinger.
Det mé& utferes en ny test for & oppnd et fullstendig svar
(se figur 6).

Eksempel: En prave er positiv (dvs. “Significant Amplification
Detected” (Signifikant amplifikasjon pévist)) kun med CLAMP 1-
analysen, men NTC-en for CLAMP 1-analysen er ugyldig pa
grunn av kontaminering av brgnnen. Resultatet av preven for
CLAMP 1 kan ikke tas hensyn til og CLAMP 1-resultatet vil
vises som INVALID (UGYLDIG). Det mé utferes en ny test for
CLAMP 1-analysen (MTC, WTC, NTC og gjeldende prove)

for & bekrefte et positivt resultat for praven.
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Resultat av prove Beskrivelse

INVALID (UGYLDIG) Den interne amplifikasjonskontrollen ABL1 er ugyldig for
den analyserte preven med alle sju CALR-reaksjons-
blandinger, mens alle eksterne kontroller (MTC, WTC,
NTC) er gyldige. Dette skyldes hayst sannsynlig kvaliteten
p& praven, eller feil normalisering av preven.

Se “Feilsekingsveiledning,” side 53, for mer informasjon.

Flagg

Flagg vises for & gi tilleggsinformasjon om oppndadde resultater, spesielt for ugyldige
resultater. Uproblematiske anomalio kan bli flagget med et varselflagg som ikke farer il et
ugyldig resultat. For mer informasjon om universelle flagg, inkludert Gamma Plug-in, se ogsé&

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in brukerhdndboken.

Den automatiserte analysen av ipsogen CALR RGQ PCR-settet kan gi felgende analyse-

spesifikke og universelle flagg:

Flagg Beskrivelse

Analysespesifikke flagg

CONSECUTIVE_FAULT Et mal som er brukt til beregning av dette malet er
ugyldig.

IC_INVALID Internkontrollen er ugyldig. Mél og internkontroll

deler samme rer.

INVALID_SIGNAL Flagg spesifikke for NTC-en. Cr-verdien er for lav for
internkontrollen eller for den CALR-spesifikke

amplifikasjonen.

MC_HIGH_CT (CLAMP X) Cr-verdien er for hgy for mutantkontrollen.
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Flagg

Beskrivelse

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)

Crverdien er for hay for mutantkontrollen.

Crverdien er hgyere enn forventet for intern-

kontrollen i raret som inneholder mutantkontrollen.

Crverdien er hayere enn forventet for intern-

kontrollen i reret som inneholder mutantkontrollen.

Crverdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i roret som inneholder mutantkontrollen.

Crverdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i roret som inneholder mutantkontrollen.
Crverdien er for lav for mutantkontrollen.
Cr-verdien er for lav for mutantkontrollen.

Ingen péviselig Cr for mutantkontrollen med
CLAMP X-reaksjonsblanding.

Ingen péviselig Cr for mutantkontrollen med TYPE X-

reaksjonsblanding.

Intet internkontrollsignal p&vist. Mél og internkontroll

deler samme ror.

Crverdien er for lav for internkontrollen i reret som

inneholder ikke-templatkontrollen.
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Flagg Beskrivelse

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X) Cr-verdien er for lav for internkontrollen i reret som

inneholder ikke-templatkontrollen.
NTC_LOW_CT (CLAMP X) Crverdien er for lav for ikke-templatkontrollen.
NTC_LOW_CT (TYPE X) Crverdien er for lav for ikketemplatkontrollen.

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT Crverdien er hgyere enn forventet for intern-

kontrollen i reret som inneholder en prove.

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT Cr-verdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i rgret som inneholder en prove.

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT Crverdien er hgyere enn forventet for intern-

kontrollen i reret som inneholder en prove.

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT Cr-verdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i rgret som inneholder en prove.

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X) Crverdien er hgyere enn forventet for intern-

kontrollen i raret som inneholder WT-kontrollen.

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X) Crverdien er hgyere enn forventet for intern-

kontrollen i raret som inneholder WT-kontrollen.

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X) Cr-verdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i roret som inneholder WT-kontrollen.

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X) Cr-verdien er lavere enn forventet for internkontrollen

i roret som inneholder WT-kontrollen.
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Flagg

Beskrivelse

WTC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_LOW_CT (TYPE X)
Andre flagg
ANALYSIS_FAILED

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE
(Advarsel)

NO_BASELINE

RUN_FAILED

Cr-verdien er for lav for WT-kontrollen.

Crverdien er for lav for WT-kontrollen.

Analysen er satt til ugyldig fordi analysen har feilet
av ulike arsaker. Kontakt QIAGENS tekniske

tienester.

Amplifikasjonskurven for rédata viser en form som
avviker fra det etablerte forlapet til denne analysen.
Det er stor sannsynlighet for feil resultater eller

feiltolkning av resultater.

Amplifikasjonskurven for rédata viser en form som
en flat hump som avviker fra det etablerte forlopet
til denne analysen. Det er stor sannsynlighet for feil
resultater eller feiltolkning av resultater (f.eks. feil

bestemmelse av Crverdi).

Den prosentvise fluorescensendringen for denne
preven relativ til proveraret med den sterste
fluorescensendringen er lavere enn en definert

grense.

Ingen innledende baseline funnet. Den etterfelgende

analysen kan ikke utferes.

Analysen er satt til ugyldig pé grunn av et problem

med sentrifugen eller sentrifugeforbindelsen.
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Flagg Beskrivelse

RUN_STOPPED Analysen er satt til ugyldig fordi kjeringen er stoppet
manuelt.
SATURATION Ré&datafluorescensen mettes i stor grad fer

infleksjonspunktet for amplifikasjonskurven.

SPIKE Det er pavist et utslag i rédatafluorescensen i
amplifikasjonskurven men utenfor omréadet hvor

Cr fastslas.

SPIKE_CLOSE_TO_CT Et utslag er pavist i amplifikasjonskurven i naerheten
av Cr.
STEEP_BASELINE En bratt stigende baseline for rddatafluorescens

pévises i amplifikasjonskurven.

STRONG_BASELINE_DIP Et stort fall i baseline for rédatafluorescens pévises

i amplifikasjonskurven.

STRONG_NOISE Sterk stay pavist utenfor vekstfasen i amplifikasjons-

kurven.

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_  Sterk stay i vekstfasen (eksponentialfasen)

PHASE i amplifikasjonskurven pévises.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE En belgeformet baseline for ré&datafluorescens

pévises i amplifikasjonskurven.

52 Héndbok for ipsogen CALR RGQ PCR-sett 04/2017



Feilsgkingsveiledning

Denne veiledningen for feilseking kan vaere nyttig for & lese eventuelle problemer som
oppstar ved evaluering av CALR-mutasjonsstatus ved hjelp av ipsogen CALR RGQ PCR-seftet.

Se baksiden eller besek www.qiagen.com for kontaktinformasjon.

For informasjon om feilseking angdende QlAamp DSP DNA Blood Mini-sett (kat.nr. 61104)
eller QlAsymphony DNA DSP DNA Mini-sett (kat.nr. 937236), se respektive handbeker for

settene.

For informasjon om feilseking angéende Rotor-Gene Q MDx-instrumentet og programvaren

Rotor-Gene AssayManager v2.1 software, se respektive handbgker.

Kommentarer og forslag

En preve er pavist som positiv med flere analyser

En gitt mutasjon kan Det er for eksempel vanlig for en prave som er baerer av

pavises av flere analyser en Type 1-mutasjon og bli amplifisert av CLAMP 1- og
CLAMP 2-analyser i tillegg fil TYPE 1-analysen. For en
preve som er baerer av en Type 2-mutasjon, er det vanlig
& oppnd amplifikasjon med CLAMP 5-analysen i tillegg
til TYPE 2-analysen.

Ingen eller lav amplifikasjon av den interne amplifikasjonskontrollen i eksterne kontroller

og/eller praver

a) Reaksjonsblanding Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
og/eller Tag DNA- Sjekk at all templat-DNS og alle komponenter i gPCR-
polymerase og/eller masterblandingen er tilfert. Gjenta hele PCRkjeringen.

templat ikke filfert
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Kommentarer og forslag

b) Reaksjonsblandingen Oppbevar settets innhold ved -30 °C il =15 °C og
er degradert beskytt reaksjonsblandingen mot lys.

Kontroller oppbevaringsforholdene og utlepsdatoen
(se etiketten) til reagensene, og bruk om nedvendig
et nytt sett, for & gjenta PCR-kjgringen.

c) Pipetteringsvolumet Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
kan veere feil Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve

og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.

Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, for du
gjentar qPCR-rinnet.

d) DNAkonsentrasjonen Sjekk DNA-konsentrasjonen i praven. ipsogen CALR
er for lav RGQ PCR-settet er optimalisert for en fungerende DNA-

konsentrasjon pa 10 ng/pl. Hvis DNA-konsentrasjonen
er mindre enn 10 ng/pl, mé du konsentrere eller
ekstrahere DNA fra fullblod, redusere elueringsvolumet,
fer du gjentar gPCR-rinnet.

e) Proteinkontaminering av Sjekk forholdet Ax¢o/Azso. Forholdet Azs0/ Azso skal vaere
DNS eller forekomst av >1,7. Hvis forholdet er <1,7 mé du foreta en ny DNA-
organiske kjemikalier ekstrahering og gjenta PCR-kjeringen.
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Kommentarer og forslag

Tidlig amplifikasjon av den interne amplifikasjonskontrollen i eksterne kontroller og/eller

prover

a) DNAkonsentrasjonen

er for hay

b) Pipetteringsvolumet

kan veere feil

c) Amplifikasjonskurven

kan veere feil.

Sjekk DNA-konsentrasjonen i praven. ipsogen CALR
RGQ PCR-settet er optimalisert for en fungerende
konsentrasjon p& 10 ng/pl. Hvis DNA-konsentrasjonen
er sterre enn 10 ng/pl, fortynn DNA-et i TE-buffer og
gienta PCR-kjeringen.

Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve
og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.

Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, for du

gjentar qPCR-rinnet.

Sjekk den gjeldende amplifikasjonen og se etter

uvanlige kurver. Gjenta hele PCR-kjeringen.

Ingen eller lave signaler for den interne amplifikasjonskontrollen i preven, men den

eksterne kontrollen er gyldig

a) DNAkonsentrasjonen

er for lav

Sjekk DNAkonsentrasjonen i preven. ipsogen CALR
RGQ PCR-settet er optimalisert for en fungerende DNA-
konsentrasjon pa 10 ng/pl. Hvis DNA-konsentrasjonen
er mindre enn 10 ng/pl, mé& du konsentrere eller
ekstrahere DNA fra fullblod, redusere elueringsvolumet,

fer du gjentar gPCR-rinnet.
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Kommentarer og forslag

b) Proteinkontaminering av Sjekk forholdet Az¢o/Azso. Forholdet Azs0/ Azso skal vaere

DNS eller forekomst av >1,7. Hvis forholdet er <1,7 mé du foreta en ny DNA-
organiske kjemikalier ekstrahering og gjenta PCR-kjeringen.

c) Pipetteringsvolumet kan Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
vaere feil Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve

og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.
Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, fer du

gjentar qPCR-rinnet.

Ingen templatkontroll (NTC-/TE-buffer) er positiv (FAM og/eller HEX)

a) Krysskontaminering Byt ut alle kritiske reagenser og gjenta PCR-kjeringen.
eller kontaminering Serg for & alltid handtere praver, settkomponenter og
av reagensene forbruksartikler i samsvar med anbefalt praksis for &

forhindre overferingskontaminering.

Serg for at spissene skiftes ut mellom pipettering av
forskjellige reagenser eller nar det lastes inn andre rer.
Klargjer pre-PCR-masterblandingen med dediker
materiell (pipetter, spisser osv.).

Klargjer pre-PCR-masterblandingen og NTC-reaksjonen
p& et dedikert omrade hvor ingen DNA-matriser (DNA,
plasmid- eller PCR-produkter) blir innfert.

Lukk om mulig PCR-rgrene rett etter tilsetting av praven

som skal testes.

b) Vending av rerremser Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.

og/eller preve-ID Gijenta hele PCR-kjeringen.
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Kommentarer og forslag

c) Reaksjonsblandingen eller

proben er degradert

d) Amplifikasjonskurven

kan veere feil

Oppbevar settets innhold ved =30 °C il =15 °C og
beskytt reaksjonsblandingen mot lys.

Kontroller oppbevaringsforholdene og utlepsdatoen
(se etiketten) til reagensene, og bruk om nedvendig et

nytt sett, for & gjenta PCR-kjeringen.

Sjekk den gjeldende amplifikasjonen og se etter
uvanlige kurver.

Gijenta hele PCR-kjgringen.

Ingen eller lav amplifikasjon av mutantkontrollen (MTC) (FAM-amplifikasjon)

a) Reaksjonsblanding
og/eller Tag DNA-

polymerase ikke filfart

b) Reaksjonsblandingen
er degradert

c) Vending av rgrremser

og/eller preve-ID

Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
Sjekk at alle komponenter i gPCR-masterblandingen er
tilfert. Gjenta hele PCRkjeringen.

Oppbevar settets innhold ved =30 °C til =15 °C og
beskytt reaksjonsblandingen mot lys.

Kontroller oppbevaringsforholdene og utlepsdatoen
(se etiketten) til reagensene, og bruk om nedvendig et

nytt sett, for & gjenta PCR-kjeringen.

Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.

Gijenta hele PCRkjeringen.
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Kommentarer og forslag

d) Pipetteringsvolumet Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
kan veere feil Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve
og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.
Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, for du

gjentar qPCR-rinnet.

Tidlig amplifikasjon av mutantkontrollen (MTC) (FAM-amplifikasjon)

a) Pipetteringsvolumet Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
kan veere feil Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve
og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.
Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, for du

gjentar qPCR-rinnet.

b) Amplifikasjonskurven Sjekk den gjeldende amplifikasjonen og se etter
kan vaere feil uvanlige kurver. Gjenta hele PCR-kjgringen.

c) Vending av rerremser Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
og/eller preve-ID Gijenta hele PCR-kjeringen.

Tidlig amplifikasjon av villtypekontrollen (WTC) (FAM-amplifikasjon)

a) Reaksjonsblandingen Oppbevar settets innhold ved 30 °C til =15 °C og
er degradert beskytt reaksjonsblandingen mot lys.

Kontroller oppbevaringsforholdene og utlepsdatoen

(se etiketten) til reagensene, og bruk om nedvendig

et nytt sett, for & gjenta PCR-kjgringen.
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Kommentarer og forslag

b) Pipetteringsvolumet

kan veere feil

c) Vending av rerremser

og/eller preve-ID

d) Amplifikasjonskurven

kan veere feil

e) Overfaringskontaminering

Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.
Sijekk at det er tilfart et volum med 5 pl kontroll/preve
og et volum med 20 pl gPCR-masterblanding. Utfer en
visuell inspeksjon av alle pipettevolumene.

Sjekk og rekalibrer pipettene, om nadvendig, for du

gjentar qPCR-rinnet.

Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.

Gijenta hele PCR-kjgringen.

Sjekk den gjeldende amplifikasjonen og se etter
uvanlige kurver.

Gijenta hele PCR-kjgringen.

Bytt ut alle kritiske reagenser.

Gijenta forseket med nye alikvoter med alle reagenser.
Serg for & alltid héndtere prever, settkomponenter og
forbruksartikler i samsvar med anbefalt praksis for &
forhindre overfgringskontaminering.

Serg for at spissene skiftes ut mellom pipettering av

forskjellige reagenser.

Tidlig amplifikasjon av villtypekontroll (WTC) (FAM-amplifikasjon) og ingen eller lav
amplifikasjon av mutantkontrollen (MTC) (FAM-amplifikasjon)

a) Krysskontaminering

Sjekk pipetteskjemaet og oppsettet for reaksjonen og

gienta PCR-kjeringen.

Héndbok for ipsogen CALR RGQ PCR-sett 04/2017 59



Kommentarer og forslag

b) Vending av reaksjons- Sjekk pipetteskjemaet og oppsettet for reaksjonen og
blandingene i roret eller gjenta PCR-kjeringen.

forblandingen

c) Vending av rerremser Kontroller pipetteringsskjemaet og reaksjonsoppsettet.

og/eller preve-ID Gijenta hele PCR-kjeringen.

Hyppig feil med villtypekontroll (WTC) péa grunn av hay bakgrunnsamplifikasjon under
gyldighetsmalet for analysen (1)

Feil med Rotor-Gene Q Sjekk instrumentets vedlikeholdslogger.

MDx-instrumentet Skjevt innstilt linse kan for eksempel fare til hayere
bakgrunn. Hvis innretting av linsen ikke er en del av din
vedlikeholdsplan, kontakt QIAGENS tekniske service for

mer informasjon og eventuelle filtak.

Feil med kjering pa grunn av inkonsistent fluorescenssignal i kontroller og/eller praver

(i alle ror)

Feil med Rotor-Gene Q Sjekk instrumentets vedlikeholdslogger.

MDx-instrumentets tilbehar ~ Det kan vaere feil med rotoren med 72 brenner.

Hvis et problem ikke kan filskrives noen av &rsakene beskrevet i “Veiledning for feilsek”, eller
dersom e foreslétte tiliakene ikke laser et problem, kontakt QIAGENS tekniske service for

veiledning.
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Kvalitetskontroll

| henhold til QIAGENs ISO-sertifiserte kvalitetsstyringssystem, testes hvert parti med ipsogen
CALR RGQ PCR-seft mot forhdndsbestemte spesifikasjoner for & sikre konsekvent produkt-

kvalitet.
Kvalitetskontroll for hele settet ble utfert p& et Rotor-Gene Q MDx Splex HRM-instrument.

Dette seftet er produsert i henhold til 1SO 13485-standarden. Analysesertifikater er

tilgjengelige pé& forespersel p& www.qiagen.com/support.
Begrensninger

Seftet er beregnet for profesjonell bruk.

Produktet skal bare brukes av personell som har fétt spesialinstruksjoner og -opplaering

i molekyleer-biologiske teknikker og som er kjent med denne teknologien.

Dette settet bar brukes i henhold til instruksjonene i denne handboken, i kombinasjon med et

godkjent instrument nevnt i “Materialer som er nedvendige, men ikke medfelger” side 14.

Alle reagensene som kommer med ipsogen CALR RGQ PCR-settet er utelukkende beregnet
for bruk sammen med de andre reagensene i det samme settet. Dette kan ha innvirkning pd

ytelsen.

Veer spesielt oppmerksom pd utlepsdatoene som er angitt pd eskens efikett. Bruk ikke

komponenter som er gétt ut pa dato.

ipsogen CALR RGQ PCR-settet er kun godkjent for fullblod antikoagulert i 2K EDTA.
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ipsogen CALR RGQ PCR-settet er kun godkjent for bruk med QIAsymphony DNA DSP Mini-
settet (kat.nr. 937236) eller QlAamp DSP DNA Blood Mini-settet (kat.nr. 61104).

Kun Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (for PCR) og QlAsymphony SP (for preveklargjering) har
blitt godkijent.

Annen bruk av dette produktet enn det som angis pd etikettene og/eller modifisering av

komponentene vil annullere QIAGENs ansvar.

Alle diagnostiske resultater som genereres, md tolkes i sammenheng med andre kliniske eller
laboratoriske funn. Hvis CAlRstatusen for en preve er “No Mutation Detected” (Ingen
mutasjon pavist), gjelder dette bare fravaer av en av 36 mutasjoner beskrevet i denne
handboken (se Tabell 1) — innenfor grensene for seftets sensitivitet — eller mangel pé&
pévisning av mutasjoner Type 23 og Type 27 (se “Ytelseskarakteristikker/Spesifisitet”,

side 66). Dette utelukker ikke forekomsten av andre CALRmutasjoner.

Det er brukerens ansvar & validere systemets ytelse for eventuelle prosedyrer som brukes

i laboratoriet, som ikke dekkes av QIAGENSs ytelsesesundersakelser.
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Ytelseskarakteristikker

Grense for blank preve

Blankgrensen (LOB) ble fastslatt i samsvar med CLSI/NCCLS EP-17-A2- standarden (8) pé&
friske donorfullblodspraver, med en villlype CALlRstatus (5 prever, 60 mélinger per
reagensparti, 2 partier med ipsogen CALR RGQ PCR-sett ble brukt). LOB ble fastsl&tt for hver

enkelt analyse hvor laveste LOB-verdi ble innhentet.

LOB-resultatene er oppsummert i tabell 5.

Tabell 5. Oppsummering av blankgrenseresultatene for ipsogen CALR RGQ PCR-settet

Grense for blank preve
CALR-analyse (Cr FAM-verdi)
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

Deteksjonsgrense

Deteksjonsgrensen (LOD) ble fastsatt basert p& “probitfremgangsméten” beskrevet
i CLSI/NCCLS EP-17-A2-standarden (8). | denne studien ble 5 lav-mutasjonsnivéer analysert
i 3 vavhengige prever (gDNA ekstrahert fra CALR-mutasjonspositive pasienter blandet med
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villtype-DNA). Totalt 20 replikater per fortynning, per positive prave, ble utfert for TYPE 1- og
TYPE 2-analyser med 2 partier med ipsogen CALR RGQ PCR-sett.

LOD ble fastslétt for en gitt analyse som hayeste LOD-verdi oppnédd med to vurderte partier.
Resultatene indikerte at den analytiske sensitiviteten for Type 1 CALR-mutasjonen er 0,60 %

og den analytiske sensitiviteten for Type 2 CALR-mutasjonen er 0,08 % (tabell 6).

Tabell 6. Oppsummering av pavisningsresultatene for ipsogen CALR RGQ PCR-settet

CALR-analyse Deteksjonsgrense

TYPE 1 0,60%

TYPE 2 0,08%
DNA-input

Den optimaliserte gDNA-inputen som skal benyttes i kombinasjon med ipsogen CALR RGQ
PCR-seftet ble evaluert med ett seftparti p& 3 CALR-positive praver (plasmider blandet med
villtype-gDNA) og en CALR-negativ preve for 5 forskjellige gDNA-inputs. | denne studien ble
det utfert 3 replikater per input-preve og CALR-analyse. Resultatet viste at den optimaliserte

inputen som skal benyttes er 50 ng (10 ng/pL).

Repeterbarhet og reproduserbarhet

Presisjonsstudien ble utfert i samsvar med CLSI/NCCLS EP5-A2-standarden (9). For hver
CAlR-analyse ble presisjonen evaluert p& en gitt CALRmutasjon, dvs. Type 1 for TYPE 1-,
CLAMP 1- og CLAMP 2-analysene, Type 2 for TYPE 2- og CLAMP 5-analysene, og Type 28
for CLAMP 3- og CLAMP 4-analysene. Testingen ble utfert pd 3 nivéer av mutasjon: 5 %,
25 % og 50 % (plasmider blandet med villtype-gDNA). Hvert nivéa ble testet i duplikat p&
49 kjeringer utfert over 20 dager, med et minimum p& 73 maélinger per mutasjonsnivé og
per analyse. De 3 pravene viste en variasjonskoeffisient for totalpresisjon (CVrowl) pé& under

5 % de fleste analysene (tabell 7).
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Merk: For CLAMP-analysene kan totalpresisjonen variere fra en CALR-mutant til en annen.

Tabell 7. Resultater for repeterbarhet og reproduserbarhet for ipsogen CALR RGQ PCR-settet

CALR- Mutasjons- Antdll
analyse niva malinger Sr* Srrt Totalt* CVrotal®
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: Repeterbarhet uttrykt som standardavvik.
T Srr: Reproduserbarhet mellom analyseserier uttrykt som standardavvik.
* Totalpresisjon (infer-instrument, inter-operater og inter-parti; uttrykt som standardavvik).
¢ Variasjonskoeffisient for totalpresisjonen.
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Interfererende substanser

Studiens utforming var basert p& anbefalinger beskrevet i NCCLS-standarden EPO7-A2 (10).
Totalt 17 stoffer som kan forekomme i blodpraver ble valgt pé grunn av sin potensielle
innvirkning pa PCR: busulfan, citalopram hydrobromid, paroxetin hydroklorid halvhydrat,
sertralin hydroklorid, fluoxetine hydrochlorid, acetaminofen [paracetamol], bilirubin ikke-
konjugert, kalium EDTA, hemoglobin [menneskelig], triglyserider, lisinopril dihydrat,
hydroksyurea, acetylsalicylsyre, salisylsyre, tiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b. | tillegg
var den potensielle innvirkningen av ett stoff brukt under ekstraheringsprosessen av gDNA

(proteinase K) evaluert.
Resultatet viste at ingen av disse stoffene hadde interferende innvirkning.
Spesifisitet

Spesifisiteten for ipsogen CALR RGQ PCR-settet ble evaluert ved testing av settets evne fil

korrekt identifisering av Type 1- og Type 2-mutasjoner, samt & pdvise mutasjoner beskrevet
i Tabell 1.

For Type 1- og Type 2-mutasjoner ble studien utfert pd gDNA-praver ekstrahert fra fullblod
fra MPN Ph- pasienter, med konsentrasjoner p& =16 % mutasjon for Type 1 og >9 %
mutasjon for Type 2. Spesifisitet for Type 1 og Type 2 ble bekreftet: alle prever ble pavist og

korrekt identifisert.

Spesifisitet for mutationer av Type 3 til Type 36 ble testet med gDNA-praver ekstrahert fra
fullblod fra MPN Ph- pasienter nér tilgjengelig (dvs. for Typene 3, 4, 5, 24, 25, 27, 29).
For hver sjeldne mutasjon hvor det ikke kunne innhentes noen pasientprave, ble spesifisteten
evaluert ved hjelp av syntetisk materiale bestéende av villtlype-gDNA blandet med plasmid-
DNA som var beerer av en kjent CALRmutasjon, med klinisk relevante konsentrasjoner

>10 % mutasjon (gjennomsnittlig konsentrasjon er p& 30 % mutasjon).
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Resultatet viste at alle CALR-mutasjoner fra Type 3 til Type 10, som er de som hyppigst
observeres, pavises av minst en analyse i ipsogen CALR RGQ PCR-settet. De fleste CALR-
mutasjoner fra Type 11 til 36 (0,3 % forekomst) pévises av minst en analyse i ipsogen CALR
RGQ PCR-settet. Bare Typene 23 og 27 pdvises ikke av settet, mens Typene 22, 25, 26, 29
og 30 bare pavises i prever med hay CALR-allelebelastning.

Viktig merknad: Spesifisitetsstudien viste at Type 5- og Type 17-mutasjoner pdvises av
TYPE 1-analysen. TYPE 2-analysen muliggjer amplifikasjon av Type 10-, Type 31- og
Type 33-36-mutasjoner. Dett var forventet basert p& hay sekvenslikhet mellom disse CALR-
mutasjonstypene (se Tabell 1), med unntak av Type 17-mutasjonen. Derfor er ikke ipsogen
CALR RGQ PCR-settet i stand fil & skille mellom Type 1- og Type 5/17-mutasjoner, og kan
heller ikke skille mellom Type 2- and Type 10/31/33-36-mutasjoner. Det er pé névaerende
tidspunkt ikke nedvendig & skille mellom hver CALR-mutasjon nér det gjelder diagnose og

behandling; de fleste CALR-mutasjoner forer til generering av like mutant-CALR-proteiner.
Klinisk validering og metodesammenligning

Hensikten med denne studien var & validere ipsogen CALR RGQ PCR-settet under forhold
ved daglig bruk. Studien evaluerte settets evne til & identifisere Type 1 og Type 2 CALR-
mutasjoner i en prevekohort sammensatt av pasienter som mistenkes & ha MPN. Denne
valideringsstudien ble utfert med gDNA-praver ekstrahert fra 227 pasienter som mistenkes
& ha MPN (inkludert CALR-positive og CALR-negative praver).

CAlRstatusen for gDNA-provene oppnéddd med ipsogen CALR RGQ PCR-settet ble
sammenlignet med CAlR-statusen oppnddd med en uavhengig metode for pavisning av
mutasjon basert pd analyse av fragmentstorrelser koblet med Sanger toveis-sekvensering.
Hvis det oppstod uforenelige resultater, ble en tredje metode for pavisning av mutasjon tatt

i bruk, neste generasjon sekvensering (NGS).

CAlR-statusen til alle prevene som ble benyttet i denne studien pd bakgrunn av referanse-

metoder, vises itabell 8. Prgvekohorten er sammensatt av 54,6 % positive prever og
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45,4 negative prever. Blant de positive prevene var 42,7 karakterisert som Type 1 og
33,1 % som Type 2 ved referansemetoden. Disse delene samsvarer med de beskrevet av
Klampfl et al. (5), dvs. 53 % for Type 1 og 31,7 % for Type 2 (se Tabell 1).

Tabell 8. CALR-mutasjonsstatusen for kohorten generelt ble fastsatt med referansemetoder:
fragmentsterrelseanalyse, Sanger toveis-sekvensering og NGS-analyser

CALR-status Nummer
Type 1-mutasjon 53
Type 2-mutasjon 41
Type 1 og Type 2 1
Andre CALR-mutasjoner 29
CALR-mutasjon positiv 124 (54,6%)
CALR-mutasjon negativ 103 (45,4%)
Prover totalt 227

For alle prever i kohorten som ble karakterisert som en Type 1 og/eller en Type 2 CALR-
mutasjonsstatus ble korrekt identifisert med ipsogen CALR RGQ PCR-settet. En Type 1-
mutasjon ble feil tildelt to prever av ipsogen CALR RGQ PCR-settet: en prave ble karakterisert
som Type 5-mutasjon ved referansemetoder, og en preve ble karakterisert som en mutasjon
som ikke er beskrevet i Klampfl et al. (5). P& samme méte ble en Type 2-mutasjon feil tildelt
en prove karakterisert med referansemetoder som en mutasjon som ikke er beskrevet
i Klampfl et al. (5). In silico-analyser viste at disse uforenelige prevene sannsynligvis skyldes

hay sekvenslikhet mellom disse mutasjonene og Type 1- eller Type 2-mutasjoner.
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Folgelig er den totale overensstemmelsen mellom resultater innhentet for Type 1- og Type 2-
mutasjoner kombinert med ipsogen CALR RGQ PCR-settet og med fragmentsterrelseanalyser/
Sanger sekvensering/NGS 98,7 % (konfidensintervall [96,2 %; 99,5 %]). Sensitiviteten og
spesifisiteten i ipsogen CALR RGQ PCR-settet for Type 1 og Type 2 CALR-mutasjoner er
samlet p& 100 % (konfidensintervall [96,2 %; 100 %] and 97,7 % [93,5 %; 99,5 %))
(tabell 9).

Tabell 9. Oppsummering av ytelsesutbytte for Type 1 og Type 2 CALR-mutasjoner kombinert

Variable Estimat 95 % konfidensintervall
Total overensstemmelse 98,7 % [96,2 %; 99,7 %]
Sensitivitet 100 % [96,2 %; 100 %]
Spesifisitet 97.7 % [93,5 %; 99,5 %]
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Symboler

Folgende symboler kan vises p& emballasjen og merkingen:

Symbol Symboldefinisjon

REF Katalognummer

Produsent

MAT Materialnummer

Rn R stér for revisjon av handboken, og n er revisjonsnummeret

LOT Partinummer (lot)

GTIN Globalt artikkelnummer

IVD Medisinsk utstyr for in vitro-diagnostikk
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Symbol Symboldefinisjon

c € CE-merket for samsvar med EU-direktiver
g Skal brukes innen
W Inneholder reagenser som er tilstrekkelig til N reaksjoner
<N>

Temperaturbegrensninger

[Iﬂ Se informasjonen i h&ndboken

L
o
\

\
N
g

Ma beskyttes mot sollys
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Bestillingsinformasjon

Produkt

Innhold

Katalognr.

ipsogen CALR RGQ PCR
Kit (24)

Rotor-Gene Q MDx og tilbehar

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Til 24 reaksjoner: CALR villtypekontroll,
CAILR mutantkontroll, CALR TYPE 1
reaksjonsblanding, CALR TYPE 2
reaksjonsblanding, CALR CLAMP 1
reaksjonsblanding, CALR CLAMP 2
reaksjonsblanding, CALR CLAMP 3
reaksjonsblanding, CALR CLAMP 4
reaksjonsblanding, CALR CLAMP 5
reaksjonsblanding, Tag DNA
polymerase, TE-buffer for tynning og NTC

PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for
HRM-analyser med 5 kanaler (grenn, gul,
oransje, red, karmosinrgd) pluss HRM-
kanal, baerbar PC, programvare og
tilbeher: inkluderer 1-ars garanti p& deler
og arbeid, installasjon og oppleering ikke
inkludert

PCR-sentrifuge i sanntid og apparat for
HRM-analyser med 5 kanaler (grenn, gul,
oransje, red, karmosinrgd) pluss HRM-
kanal, baerbar PC, programvare og
tilbeher: inkluderer 1-ars garanti p& deler
og arbeid, installasjon og oppleering

Aluminiumsblokk til manuelt reaksjons-
oppsett med en énkanalspipette i rer pa
72x0,1 ml

674023

9002032

9002033

9018901
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Produkt Innhold Katalognr.

72-Well Rotor For holding av remserar og hetter 0,1 ml 9018903
kreves l&sering 72-branners Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor  For lésing av remserer og hetter 0,1 ml 9018904
i 72-brenners Rotor

Rotor Holder Frittstdende holder i metall for montering 9018908
av rer og rotorplater Rotor-Discs® i rotorer

Strip Tubes and Caps, 250 remser med 4 rer og lokk til 981103

0.1 ml (250) 1000 reaksjoner

Strip Tubes and Caps, 10x250 remser med 4 rer og korker til 981106

0.1 ml (2500) 10 000 reaksjoner

QIAsymphony SP og tilbeher

QIAsymphony SP System QIAsymphony-praveklargjeringsmodul: 9001751
inkluderer installasjon og opplaering,
1-8rs garanti p& deler og arbeid

QlAsymphony SP QIAsymphony-praveklargjeringsmodul: 9001297
inkluderer 1-8rs garanti p& deler og
arbeid

Sample Prep Cartridges, 8-brenns proveklargjeringskassetter til 997002

8-well (336) bruk med QIAsymphony SP

8-Rod Covers (144) 8-stangsdeksler til bruk med 997004
QIAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP Engangsfilterspisser, i stativ, (8x128). 990332

(1024) Til bruk med QlAcube®- og
QIAsymphony SP-/AS-instrumenter

Filter-Tips, 1500 pl, Qsym Engangsfilterspisser, i stativ, (8x128). 997024

SP (1024)

Til bruk med QlAsymphony SP-/AS-

instrumenter
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Produkt Innhold Katalognr.

Tube Insert 3b, 2 ml, v2, Sekundzer reradapter (for 2 ml 9242083
sample carrier, Qsym skruhetterer) til bruk med rgrholderen

QIAsymphony
Elution Microtubes CL Ikke-sterile polypropylenrer (0,85 ml 19588
(24x96) maksimumskapasitet, mindre enn 0,7 ml

oppbevaringskapasitet, 0,4 ml eluerings-
kapasitet), 2304 i stativ pd 96, inkludert

hetteremser
Tilknyttede produkter
QIAamp DNA DSP Blood Til 50 klargjeringer: QlAamp Mini Spin- 61104
Mini Kit (50) kolonner, buffere, reagenser, rer,
VacConnectors
QlAsymphony DSP DNA For 192 klargjeringer p& 200 pl hver: 937236
Mini Kit (192) Inkluderer 2 reagenskassetter og
enzymstativer og tilbeher.
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 enheter/ml, 19101
lzsning)

Hvis du ensker oppdatert lisensinformasjon og produktspesifikke ansvarsfrasigelser, kan du
se iden aktuelle handboken for QIAGEN-settet eller i bruksanvisningen. Handbgker og
bruksanvisninger for QIAGEN-settet er tilgjengelig p& www.giagen.com eller kan leveres fra
QIAGEN:Ss tekniske tienester eller den lokale distributeren.
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Dette settet er beregnet il bruk i in vitro-diagnostikk. QIAGEN-produkter kan ikke selges videre, modifiseres for videresalg eller brukes fil & produsere kommersielle
produkter uten skriftlig godkjenning fra QIAGEN.

Informasjon i dette dokumentet kan bli endret uten varsel. QIAGEN pétar seg ikke ansvar for noen feil som kan forekomme i dette dokumentet. Dette dokumentet
er antatt & vaere komplett og korrekt ved utgivelsen. QIAGEN er under ingen omstendigheter ansvarlig for filfeldige, spesielle eller flere skader eller felgeskader
i forbindelse med, eller som resultat av bruken av dette dokumentet.

QIAGEN-produkter er garantert & oppfylle de spesifikasjonene som er angitt. QIAGEN eneste forpliktelse og kundens eneste botemiddel er begrenset til vederlagsfri
erstatning av produkter i tilfelle produktene ikke oppfyller garantien.

CALR-mutasjoner og bruk av disse er beskyttet med patentrettigheter, inkludert europeisk patent EP2808338 og utenlandske motstykker. Kjsp av dette produktet gir
ikke rett il bruk for kliniske studier for CALR-mélrettede legemidler. QIAGEN utformer spesifikke lisensprogrammer for slik bruk. Kontakt QIAGEN Corporate Business
Development pa bd@giagen.com.

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

Begrenset lisensavtale for ipsogen CALR RGQ PCR-settet

Bruk av dette produktet innebaerer at enhver kjeper eller bruker av produktet samtykker i falgende vilkar:

. Produktet kan bare brukes i samsvar med bruksanvisningen (Héndboken) og til bruk med komponenter som kun er inkludert i settet. QIAGEN gir ingen lisens
i forhold til noen av sine @ndsprodukter til & bruke eller innlemme vedlagte komponenter i dette settet med komponenter som ikke er inkludert i dette settet,
med unntak av det som er beskrevet i denne bruksanvisningen (Handboken) og flere protokoller som né finnes p& www.giagen.com.

. QIAGEN gir ingen garanti for at dette settet og/eller dets bruk ikke krenker rettighetene fil tredjeparter, bortsett fra uttrykkelig oppagitte lisenser.
. Dette settet og tilherende komponenter er lisensiert til engangsbruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges pé nytt.

. QIAGEN frasier seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, bortsett fra de som er uttrykkelig oppagitt.

O A W N

. Kjeperen og brukeren av settet samtykker i at de ikke skal gjere eller la noen andre gjere noe som kan resultere i eller fremme handlinger som er forbudt ovenfor.
QIAGEN kan héndheve forbud i denne begrensede lisensavtalen i en hvilken som helst domstol, og skal fa tilbake alle sine etterforsknings- og domstolskostnader,
inkludert advokathonorarer, i enhver handling for @ héndheve denne begrensede lisensavtalen eller noen av sine immaterielle rettigheter i forhold til ipsogen CALR
RGQ PCR-settet og/eller dets komponenter.

Oppdaterte lisensvilkér er tilgjengelige pé www.qgiagen.com.
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