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Technologie postepowania z probkami
| wykonywania oznaczen firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest czolowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktére umozliwiajg izolacje
i detekcje zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie —
od pobrania prébki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
oznaczeniach kwasow nukleinowych i biatek;
badaniach microRNA oraz RNA:I;

automatyzacji technologii postepowania z probkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukcesow
i przetomowych wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestawy ipsogen JAK2 MutaScreen Kit sg przeznaczone do wykrywania
mutacji JAK2 V617F/G1849T w genomowym DNA pobranym od pacjentow

z podejrzeniem nowotworu mieloproliferacyjnego. Brak mutacji JAK2
V617F/G1849T nie wyklucza obecnosci innych mutacji genu JAK2.

W przypadku obecnosci dodatkowych mutacji zlokalizowanych w kodonach od
615 do 619 test moze raportowac fatszywie negatywne wyniki (1).

Uwaga: Zestawu nalezy uzywac zgodnie z instrukcjami podanymi

w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami
i aparatami. Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub
wprowadzenie zmian w jego sktadnikach spowoduje zniesienie
odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Podsumowanie i objasnienie

W 2005 roku zidentyfikowano powtarzajgcg sie mutacje somatyczng, V617F,
wystepujgcg w obrebie genu Janusowej kinazy tyrozynowej 2 (JAK2) (2-5), co
spowodowato znaczacy przetom w zrozumieniu, klasyfikacji i rozpoznaniu
nowotworow mieloproliferacyjnych (myeloproliferative neoplasms, MPN).
Biatko JAK2 to wewnagtrzkomoérkowa czgsteczka sygnatowa kluczowa dla
wielu cytokin, w tym erytropoetyny.

Mutacja JAK2 V617F jest wykrywana u >95% sposrod pacjentow

Z czerwienicg prawdziwg (polycythemia vera, PV), 50—-60% sposrdod pacjentéw
z nadptytkowoscig samoistng (essential thrombocythemia, ET) oraz 50%
sposrod pacjentow z pierwotnym zwtdknieniem szpiku (primary myelofibrosis,
PMF). Mutacje JAK2 V617F wykryto rowniez w niektorych rzadkich
przypadkach przewlektej biataczki mielomonocytowej, zespotu
mielodysplastycznego, mastocytozy ogdlnoustrojowej oraz przewlektej
biataczki neutrofilowej. Nie wykryto jej jednak w zadnym przypadku (0%)
przewlektej biataczki szpikowej (chronic myeloid leukemia, CML) (6).

Mutacja dotyczy zmiany pojedynczego nukleotydu w genie JAK2 —
nukleotydu 1849 w egzonie 14 — co powoduje unikalng substytucje waliny (V)
przez fenyloalanine (F) w pozycji 617 biatka (domena JH2). Prowadzi to do
konstytutywnej aktywacji biatka JAK2, hematopoetycznej transformacji in vitro
i wzrostu kolonii erytroidalnych niezalezny od erytropoetyny (erythropoietin-
independent erythroid colony, EEC) u wszystkich pacjentow z PV oraz u duzej
czesci pacjentow z ET i PMF (7). Mutacja JAK2 V617F jest gtdwnym
czynnikiem transformacji komorek hematopoetycznych w MPN, ale doktadne
mechanizmy patologiczne prowadzgce, przy tej samej unikalnej mutacji, do tak
réznych klinicznych i biologicznych jednostek chorobowych nie zostaty jeszcze
w petni wyjasnione.

Zwyczajowo rozpoznanie MPN opierato sie na kryteriach klinicznych,
cytogenetycznych oraz histologii szpiku kostnego. Odkrycie markera
molekularnego swoistego dla choroby doprowadzito do uproszczenia tego
procesu oraz zwiekszenia doktadnosci diagnostycznej. Wykrycie mutacji JAK2
V617F jest teraz czescig kryteridw referencyjnych Swiatowej Organizacji
Zdrowia (World Health Organization, WHO) rozpoznania nowotworéw
mieloproliferacyjnych BCR-ABL-ujemnych (Tabela 1) z 2008 roku, a obecnos¢
tej mutacji jest wiekszym kryterium potwierdzajgcym rozpoznanie.
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Tabela 1. Kryteria rozpoznania MPN wg WHO (zaadaptowano z punktu 8
literatury)

Kryteria rozpoznania czerwienicy prawdziwej (PV)

Wiegksze 1. Stezenie hemoglobiny (Hgb) >18,5 g/dI'* (mezczyzni) lub >16,5 g/dI*
(kobiety) lub
Hgb lub hematokryt (Hct) >99. percentyla zakresu referencyjnego dla wieku,
pfci lub wysokosci miejsca zamieszkania nad poziomem morza lub
Hgb >17 g/dI** (mezczyzni) lub >15 g/dI* (kobiety) w przypadku
utrzymujgcego przyrostu o 22 g/dlI w poréwnaniu do wartos$ci wyjsciowe;j,
ktorego nie mozna powigzac z leczeniem niedoboru zelaza lub
wzrost masy krwinek czerwonych >25% powyzej Sredniej przewidziane;j
warto$ci prawidtowej
(2. Obecnos¢ mutacji JAK2 V617F lub podobnej mutacji

Mniejsze 1. Trojuktadowa mieloproliferacja w szpiku kostnym
2. Stezenie erytropoetyny w surowicy ponizej normy
3. Endogenny wzrost kolonii erytroidalnych (endogenous erythroid colony,
EEC)

Kryteria rozpoznania nadptytkowosci samoistnej (ET)

Wieksze 1. Liczba ptytek krwi 2450 x 10° I
2. Proliferacja w linii megakariocytarnej, z duzymi megakariocytami
o dojrzatej morfologii.
Brak lub staba proliferacja w linii granulocytarnej lub erytroidalnej
3. Niespetnienie kryteriow WHO rozpoznania przewlektej biataczki
szpikowej (CML), PV, pierwotnego zwtdknienia szpiku (PMF), zespotu
mielodysplastycznego (myelodysplastic syndrome, MDS) lub innego
nowotwaoru szpiku kastnego
[4. Wykazanie obecnosci mutacji JAK2 V617F lub innego markera}
klonalnosci lub
Brak dowodéw na nadptytkowosé¢ reaktywnag

Mniejsze -

Kryteria rozpoznania pierwotnego zwtdknienia szpiku (PMF)

Wieksze 1. Proliferacja i atypia w linii megakariocytarnej z jednoczesnym
wystepowaniem widknienia retikulinowego i/lub kolagenowego lub
(w przypadku nieobecnosci widknienia retikulinowego) zmiany w linii
megakariocytarnej, ktére muszg by¢ powigzane ze zwiekszong
komédrkowatoscig szpiku kostnego, proliferacjg w linii granulocytarnej
i czesto obnizong erytropoezg (tj. prefibrotyczna faza PMF)
2. Niespetnienie kryteriow WHO rozpoznania (CML), PV, MDS lub innego
nowotworu szpiku kostnego
[3. Wykazanie obecnosci mutacji JAK2 V617F lub innego markera]
klonalnosci lub
Brak dowoddéw na reaktywne zwtdknienie szpiku kostnego

Mniejsze 1. Leukoerytroblastoza
2. Wzrost aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (lactate dehydrogenase,
LDH) w surowicy
3. Anemia
4. Splenomegalia wyczuwalna w badaniu palpacyjnym
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W ostatnim czasie miedzynarodowi eksperci zaproponowali kryteria dla badan
klinicznych produktow leczniczych w chorobach PV i ET. W oparciu o dane
dotyczgce przeszczepu allogenicznego, alfa-interferonu lub
hydroksymocznika, oznaczenie ilosciowe mutacji JAK2 V617F zostato
wigczone jako narzedzie potencjalnie uzyteczne do monitorowania odpowiedzi
na leczenie (9). W odpowiedzi na niektore nowe leki skierowane przeciwko
biatku JAK2 stosowane w trakcie badan klinicznych zaobserwowano
zmniejszenie obcigzenia mutacjg JAK2 V617F (10).

Zasada procedury

W oznaczeniu umozliwiajgcym rozroznienie alleli uzywane sg dwie sondy
TagMan® w reakcji multipleks. Jedna sonda pasuje idealnie do sekwencji 2
allelu (tj. allelu typu dzikiego), a druga do sekwencji 1 allelu (tj. allelu z
mutacjg). Kazda sonda jest wyznakowana na koncu ' odrézniajgcym
fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym (ang. reporter), takim jak FAM™
lub VIC®, a na koncu 3' zawiera niefluorescencyjny barwnik petnigcy role
wygaszacza (ang. quencher). Sondy zawierajg rowniez grupe przytgczajaca
sie do matego rowka DNA (MGB™), co zapewnia wiekszg stabilno$¢ podczas
korzystania z krotszych sond i, co za tym idzie, bardziej precyzyjne
rozroznienie alleli.

W fazie wydtuzania reakcji PCR idealnie dopasowana sonda jest rozcinana
przez polimeraze DNA Tagq, ktéra ma aktywnos¢ 5'—3' egzonukleazy,
uwalniajgc barwnik reporterowy od barwnika wygaszajgcego, co powoduje
wykrywalng emisje fluorescencji. Sonda, ktéra nie zostata idealnie
dopasowana, nie zostanie rozcieta przez polimeraze DNA Taq, tylko wyparta.
Z tego wzgledu zaden barwnik reporterowy nie zostanie uwolniony.
Wygenerowany sygnat fluorescencyjny (VIC lub FAM) jest odbierany pod
koniec reakcji PCR (punkt koncowy) i bezposrednio wskazuje na obecnosc¢
docelowych sekwencji w probce (allel typu dzikiego, allel zmutowany lub oba)
bez koniecznosci wykonywania dtugich i pracochtonnych etapow po reakc;ji
PCR, ktére zwiekszajg rowniez ryzyko skazenia. Rzeczywista iloS¢ docelowej
sekwencji nie jest oznaczana.
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Opisana powyzej technologia jest wykorzystywana w zestawie ipsogen JAK2
MutaScreen Kit w przedstawiony sposéb (patrz Ryc. 1).

* = Rozpad sond
Sonda 1 == P Y
1] = ]
Dopaso Istotny wzrost sygnatu FAM

Sonda 2 {:%- -- Rozpad sondy
10 e )
Dopaso Istotny wzrost sygnatu VIC

Wyparcie sondy
Sonda 1
r 1] =]
Nied_opaso Brak sygnatu

Wyparcie sondy

Sonda 2
m
Nied_opaso Brak sygnatu

Ryc. 1. Reakcja multipleks z sondg TagMan. Opisana powyzej technologia jest
wykorzystywana w zestawie ipsogen JAK2 MutaScreen Kit do rozrézniania alleli.
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartosc¢ zestawu

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (20) (24)
Nr katalogowy 673022 673023
Liczba reakcji 24 10
V617F Positive Control (Kontrola PC-VF 30 ul 30 ul
pozytywna V617F)*

V617F Negative Control (Kontrola NC-VF 30 pl 30 pl
negatywna V617F)"

Cut-Off Sample (Prébka graniczna) COS-VF 30 ul 30 ul
Primers and probes mix

QAKZdV617F (Mieszanina starterow  ppp.vE 10x 70 pl 145 yl
i son

JAK2 V617F)*

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook (English)
(ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja 1 1
obstugi (w jezyku angielskim))

* Kontrola pozytywna: 100% V617F DNA.
T Kontrola negatywna: 100% DNA typu dzikiego; 0% V617F.

* Mieszanina swoistych starterow ,reverse” i ,forward” dla genu JAK2, sonda FAM swoista
dla allelu z mutacjg V617F i sonda VIC swoista dla allelu typu dzikiego.

Uwaga: Przed uzyciem krétko odwirowac probowki.

Uwaga: W przypadku analizy nieznanych probek za pomocg zestawu ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit wymagana jest izolacja genomowego DNA. Odczynniki
potrzebne do wykonania izolacji DNA (np. zestaw QIAGEN® QIAamp® DNA
Mini Kit, nr kat. 51304) nie sg dostarczane i nalezy je zwalidowa¢ w potgczeniu
z danym zestawem.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informaciji nalezy
zapoznac sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi
od producentow poszczegoélnych produktow.

Odczynniki
B Woda wolna od nukleaz, odpowiednia do PCR

B 1x stezony bufor TE wolny od nukleaz, pH 8,0 (np. firmy Thermo Fisher
Scientific Inc., nr kat. 12090015)

B Bufor i polimeraza DNA Taq: zwalidowane odczynniki to mieszanina
TagMan Universal PCR Master Mix (2x stezona mieszanina Master Mix
do reakcji PCR) (Thermo Fisher Scientific Inc., nr kat. 4304437)
I mieszanina LightCycler TagMan Master (5x stezona mieszanina Master
Mix do reakcji PCR) (Roche, nr kat. 04535286001)

B Odczynniki do przygotowania zelu agarozowego o stezeniu 0,8-1%
w 0,5x stezonym buforze TBE do elektroforezy

Materialy eksploatacyjne

M Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od
nukleaz, odporne na areozole, z filtrami hydrofobowymi

B Probowki do PCR o pojemnosci 0,5 lub 0,2 ml, wolne od RNaz i DNaz
M Ldd

Wyposazenie

B Pipety* przeznaczone do przygotowywania reakcji PCR (1-10 ul; 10-100
ul; 100—-1000 pl)

B Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci
0,2 ml/0,5 ml (umozliwiajgca wirowanie przy 10 000 rpm)

B Spektrofotometr* do iloSciowego pomiaru DNA

B Aparat do przeprowadzania reakcji Real-time PCR*: Rotor-Gene Q 5plex
HRM lub inny aparat Rotor-Gene; LightCycler 2.0 lub 480; Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS
lub ABI PRISM 7900HT SDS; oraz powigzane odpowiednie materiaty

B Wyposazenie* do elektroforezy pulsacyjnej (pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE)

* Upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS). Sg one dostepne
w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietlac

I drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow
zestawow firmy QIAGEN.

Pozostatosci probek i odczynnikow nalezy utylizowac zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogodlne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow gPCR wymagane jest przestrzeganie
dobrych praktyk laboratoryjnych, w tym dotyczgcych przeprowadzania
konserwaciji sprzetu, wtasciwych dla biologii molekularnej i zgodnych

z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje
dostarczone w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia
optymalnej wydajnosci. Dalsze rozciehczanie odczynnikdéw lub zmiana
okresow i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych. Wtasciwosci odczynnika PPM-VF mogg ulec zmianie
pod wptywem Swiatta stonecznego. Wszystkie odczynniki opracowano
specjalnie do uzycia z tym testem. Aby zapewni¢ optymalng wydajnos¢ testu,
nie nalezy zastepowac zadnych odczynnikow.

Zachowac szczegdlng ostrozno$¢, aby zapobiec:
B zanieczyszczeniu DNazg, ktéra moze spowodowac rozktad matrycy DNA;

B przenoszeniu zanieczyszczen DNA lub reakcji PCR, ktére moga
spowodowac otrzymanie fatszywie pozytywnego sygnatu.

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych srodkow
ostroznosci.

B Podczas wykonywania oznaczenia uzywac sprzetu laboratoryjnego (np.
pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz i nosi¢
rekawiczki.

B Aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw, na
kazdym etapie pipetowania uzywac swiezych, odpornych na areozole
koncowek do pipet.
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B Przygotowywac mieszanine master mix przed wykonaniem reakcji PCR,
uzywajgc przeznaczonych do tego celu materiatow (pipet, kohcowek itp.)
w odrebnym obszarze, do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce
DNA (DNA, plazmid). Dodawaé matryce w oddzielnej strefie (najlepiej
W innym pomieszczeniu), uzywajgc przeznaczonych do tego celu
materiatow (pipet, koncowek itp.).

Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami

Zestawy sg transportowane na suchym lodzie, a po ich dostarczeniu nalezy je
przechowywaé w temperaturze od —30°C do —15°C.

B Zminimalizowaé ekspozycje na swiatto mieszanin starterow i sond
(probéwka PPM-VF).

B Przed otwarciem delikatnie wymieszac i odwirowac¢ probowki.
B Wszystkie sktadniki zestawu przechowywaé w oryginalnych pojemnikach.

Te warunki przechowywania dotyczg zaréwno otwartych, jak i nieotwartych
sktadnikow. Skfadniki przechowywane w warunkach innych niz okreslone na
etykietach moga nie dziata¢ prawidtowo i negatywnie wptyng¢ na wyniki
oznaczenia.

Daty waznoéci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach
poszczegolnych sktadnikow. W prawidtowych warunkach przechowywania
wydajnosc¢ produktu zostanie zachowana do uptywu daty waznosci
wydrukowanej na etykiecie.

Nie istniejg zadne mozliwe do zaobserwowania wyrazne oznaki wskazujgce
na niestabilnos¢ produktu. Jednakze wraz z prébkg o nieznanym charakterze
nalezy analizowac kontrole pozytywne i negatywne.
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Procedura

Przygotowanie DNA probki

Genomowe DNA nalezy uzyskac z krwi petnej, oczyszczonych limfocytéw krwi
obwodowej, komoérek wielojgdrzastych lub granulocytow. Zalecamy
zaadaptowanie tej samej frakcji komorkowej i metody izolacji DNA, aby byto
mozliwe poréwnanie wynikéw. I1zolacje DNA nalezy wykonywac za pomocg
dowolnej wtasnej lub komercyjnej metody.

llos¢ DNA jest okreslana poprzez pomiar gestosci optycznej przy dtugosci fali
260 nm. Jakos¢ DNA nalezy oceni¢ spektrofotometrycznie lub wykonujgc
elektroforeze zelowa.

Stosunek Azeo/A280 powinien miesci¢ sie w zakresie 1,7-1,9. Mniejszy
stosunek zwykle wskazuje na zanieczyszczenie biatkami lub zwigzkami
organicznymi. Po wykonaniu analizy elektroforetycznej w zelu agarozowym
o stezeniu 0,8-1% wyizolowane DNA powinno by¢ widoczne jako wyrazny
prazek o wielkosci okoto 20 kb. Akceptowalna jest stabo widoczna smuga.

Otrzymane DNA jest rozcienczane do stezenia 5 ng/pl w buforze TE. Reakcja
gPCR jest zoptymalizowana dla 25 ng oczyszczonego genomowego DNA.

Przechowywanie kwaséw nukleinowych

W przypadku przechowywania krétkoterminowego (do 24 godzin) zalecamy
przechowywanie oczyszczonych kwasow nukleinowych w temperaturze
2—-8°C. W przypadku przechowywania dtugoterminowego (powyzej 24 godzin)
zalecamy przechowywanie w temperaturze —20°C.

Protokét: reakcja qPCR w aparatach Rotor Gene Q
z rotorem na 72 proboéwki

W przypadku uzywania tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich
pomiaréw w dwoch powtdrzeniach, zgodnie z Tabelg 2.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 2. Liczba reakcji w przypadku aparatéw Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM lub Rotor Gene Q 5plex HRM z rotorem na 72 probowki

Probki Reakcje
Mieszanina starterow i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reakcji)
24 probki DNA 24 x 2 reakcje

3 x 2 reakcje (PC-VF, NC-VF
3 kontrole DNA i COS-VF, kazda oznaczana

w dwoch powtérzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72
probdéwki

o §2 53 S3 5S4 54 S5

17 S1
S16516575515 514

Ryc. 2. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z zestawem ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC-VF: kontrola pozytywna; NC-VF: kontrola negatywna; COS-VF: probka
graniczna; S: probka DNA; H»>O: kontrola — woda.
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Uwaga: Nalezy zwroci¢ uwage, aby zawsze umieszczac badang probke
w pozycji 1 rotora. W przeciwnym razie podczas etapu kalibracji aparat nie
wykona kalibracji i zostang zarejestrowane nieprawidtowe dane fluorescencji.

We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki.

Reakcja qPCR w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnij i krétko odwiruj wszystkie probéwki (okoto 10 s, 10 000
rom, aby zebraé ptyn na dnie probowki).

3. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 3 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikdw, obliczonej w taki sposéb, aby korncowa objetos¢
wynosita 25 ul. Mozna przygotowa¢ wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starteréw i sond. Aby
skompensowac btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatow Rotor-Gene zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit mozna uzy¢ do analizy 24 prébek w dwdch powtorzeniach w jednym
eksperymencie (Ryc. 2), 20 probek w dwoch powtdrzeniach w dwoch
eksperymentach lub 15 prébek w dwoch powtdrzeniach w trzech
eksperymentach.
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Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Sktadnik

Liczba reakcji (ul)

56+1*

28+17

18+1%

Objetos¢
koncowa

Mieszanina
TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x
stezona

Mieszanina
starterow

i sond, 10x
stezona

Woda wolna
od nukleaz,
odpowiednia
do PCR

Prébka
(dodawana
w kroku 5)

12,5

2,5

712,5

142,5

285

5na
kazda

362,5

72,5

145

5na
kazda

237,5

47,5

95

5 na
kazdg

1x

1x

taczna
objetosc

25

25 na
kazdag

25 na
kazdag

25 na
kazdg

* 24 probki; jeden eksperyment/zestaw.
T 10 probek; dwa eksperymenty/zestaw.
* 5 prébek; trzy eksperymenty/zestaw.

4.
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Wytrzasnij i krétko odwiruj mieszanine qPCR (okoto 10 s, 10 000 rpm,

aby zebra¢ ptyn na dnie probdowki).
Dodaj po 20 ul wstepnej mieszaniny qPCR na prébéwke.

Dodaj po 5 pl materiatu DNA prébki lub kontroli do odpowiednich
probéwek (catkowita objetos¢ 25 pl).
Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w dét.
Zamknij probéwki PCR. Umiesé probéwki w rotorze na 72 probéwki
zgodnie z zaleceniami producenta. We wszystkich pozostatych

pozycjach nalezy umiesci¢ puste probéwki.
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9. Upewnij sie, ze pierscien blokujgcy (akcesorium do aparatu Rotor-
Gene) jest umieszczony na gorze rotora, aby zapobiec
przypadkowemu otwarciu sie probéwek podczas wirowania. Umiesé
rotor w aparacie RotorGene Q zgodnie z zaleceniami producenta.

10. W celu detekcji DNA genu JAK2 utwérz profil temperaturowy,
wykonujac ponizsze kroki.

Ustawianie ogélnych parametrow badania Ryc. 3.1 4.
Amplifikacja DNA Ryc. 5.
Dostosowywanie czutosci kanatu Ryc. 6.
fluorescencyjnego

Dalsze informacje na temat programowania aparatow Rotor-Gene mozna
znalez¢ w instrukcji obstugi aparatu. Na ilustracjach ustawienia
oprogramowania otoczono grubg, czarng ramka. Przedstawione ilustracje
dotyczg aparatéw Rotor-Gene Q.

11. Uruchom oprogramowanie Rotor-Gene. W oknie dialogowym , New
run” (Nowy cykl), kliknij przycisk ,New” (Nowy).

New Run E

Quick Start  Advanced I

Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and
| sample definitions

1]

S Empty Run from the last run open
in the software,
| S Three Step with Melt
Ig s Two Step
l | HRM™
| l ‘ Other Runs

= Instrument Maintenance

[ 1Y J Open A Template In Another Folder...

[V Show This Screen When Software Opens

Ryc. 3. Okno dialogowe ,,New Run” (Nowy cyKl).
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12. W oknie dialogowym ,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu)
ustaw objetos¢ na 25 pl i kliknij przycisk ,,Next” (Dalej).

New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, This box displays

clicking Next when you are ready to move to the next page. :Lealpwﬁ';‘a?ée";:’:fei;

on an item, hover
your mouse over the
—_— itern for help. You
Programme PCR allelic discrimination e Py e m
combo box to display
help about its
available settings.

Operator : [pg

Notes :

1 & Heaclion g = I
Volume [pL): =
| K|
Skipwizard | << Back ! Next >> IJ 2

Ryc. 4. Ustawianie og6lnych parametréw badania.

13. Kliknij przycisk , Edit Profile” (Edytuj profil) w kolejnym oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu), a nastepnie
zaprogramuj profil temperaturowy w sposob przedstawiony w Tabeli
4 i na Ryc. 5. Upewnij sie, ze dla kazdego cyklu dodano ostatni etap
rejestracji przy 60°C dla kanatu zielonego (FAM) i zéttego (VIC).

Tabela 4. Profil temperaturowy

Hold Temperatura: 50°C
(Wstrzymanie) Czas: 2 min

Hold 2 Temperatura: 95°C
(Wstrzymanie 2) Come 10 Tl
Cycling 50 razy
(Powtarzanie 92°C przez 15 s
cykli)

60°C przez 1 min; pojedynczy

Akwizycja fluorescencji FAM w zielonym kanale
rejestracji

Akwizycja fluorescenciji VIC w zottym kanale
rejestracji
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4 Edit Profile

.8 W @
New Open  Save As Help
The run vill take appraximately 110 minclels] to complete. The graph belov represents the run to be performed : 5
Acquisition
Sarme a3 Previous | | [New Acauisition] =
Acquistion Corfiguration
Available Channels Acquinng Channels -

Click an & cycle bekow o modiy it Nage | 5
Hold Insert aftes... Crimson (Green._ |
Orange < W velow
It before g 5
<
Remove =
s 50 | time{s) |
To scauite from & channel, select it from the Estin the left and click >. To stop acquiting flom &
Click an o of the S18Rs DER 1 Modiy it of press + of - 1o add and remove steps for this cycle channe), select it in the fight-hand list and click <. To remave sl acquisions, cick <¢.
Timned Step j

I EE]

60 deg 52 deg for 15 secs |
B o e Dye Chart >> Den't Acquirs Help
o Nﬂ,q,:m,mg e Dye Channel Selection Chart — 6

I Long Range
[ Touchdown

“Vebow |530rm | 558nm | JOES, WICH, HEX. TET#, CAL Fluor Gold 540+, Yakima Yelow
ROX ¥, CAL Fluoe Red 610, Cy35 %, Texas Red™, Alexa Fluos 5681

ﬁ Dyes
60 deg for 60 secs Green 470nm | 510nm FAM Y, SYBR Green 17, Fluorescein, EvaGresn ', Alsxa Fluor 4687

14.

Cy5+. Quasar 670, Alexa Fluor 334
Quasar705 " Alexa Fluor 630

Ryc. 5. Amplifikacja DNA.

Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na
podstawie natezenia fluorescencji w probéwkach PCR. Kliknij
przycisk , Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu), aby
otworzy¢ okno dialogowe , Auto-Gain Optimisation Setup”
(Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Kliknij
przycisk ,,Optimise Acquiring” (Optymalizuj rejestracje) (Ryc. 6),

a nastepnie kliknij przycisk ,,OK” w oknach dialogowych ,,Auto-Gain
Optimisation Channel Settings” (Ustawienia optymalizacji
wzmochienia automatycznego kanatu) dla kazdego kanatu (zielonego
i z6itego, Ryc. 6). Upewnij sie, ze dla kazdego kanatu zaznaczono
pole wyboru , Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Wykonaj
optymalizacje przed pierwsza rejestracja) (Ryc. 6).

Auto-Gain Optimisation Setup & | ‘Auto-Gain Optimisation Channel Settings

1 Optimization
Auto-Gain Optimisstion will read the Auoresence on the inserted sample at Channel Settings . —
ot different gain levels until it finds one at which the fluarescence levels are % o I_ -
\? acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the Channel : Green Tube Position 1 il

chemistry you are performing.

: | 10 —
Set temperature to I_—l degrees. Ia[get Sample Hange. E | Fi it s | Fi

1
3

18

Optirnize All Optimise Acquining A:ceptable Gain Hange‘ A0 ﬂ to 10 ﬂ
v Perform O ptimisation Before 13t Acquisition

Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Run
D St ot |t |

~ Channel Settings :

| | Add..

Mame | Tube Position | in Reading | tax Reading | Min Gain | Max Gain Edit | Kuto-Gain OPUITIISEIUOI'I Channel Settlngs

Green 1 5F1 10F1 -0 10 oo

Velow 1 o 10F1 10 10 Remove Channel Settings : 5

Femave Al Channel : Yellow Tube Poshon : h =
Target Sample Range - |5 j Flup to }TD j Fl - 2
Acceplable Gan Range: |-10 j to 110 j
| L1 | |
| Manusl | Close Help I Cancel | Help |

Ryc. 6. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego.
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15. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu sa
zapisywane automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu
procedury programowania. Kliknij przycisk , Start Run” (Rozpocznij
cykl), aby uruchomié¢ program.

16. Wprowadz konfiguracje rotora w oprogramowaniu Rotor-Gene
(Ryc. 7).

Ml Eefit Jriniulas =13
Settings :
Given Conc. Format: | 123456,789123467 | Unit: |copies/ieactio «|  Maore Dptions
Samples :
| IEICEIEIEIENE]
C |ID | Marne | Type | Groups | Given Conc. -
1 PC Poszitive Control
] 2| PC Positive Contral
I :Hz20 MNTC
4 Mone
- 5 NC Megative Control
- 6 MNC Megative Control
| IED] NTC
a8 Mone
] 9 RS Unknown
B vEs Unknown
11 Mone
1z Morne
13 51 Unknown
14 51 Unknown
165 52 Unknown
16/ 52 Unknown
b 17 s3 Unknown
| EEEE Unknown
19 54 Unknown
20 54 Unkrown =
4 *
Page:
Mame : |[JAK2 Ipsogen Mew I Synchronize pages
Undo | Ok | Cancel | Help |

Ryc. 7. Konfiguracja aparatu Rotor-Gene: , Edit Samples” (Edytuj probki).

Procedura analizy punktu koncowego dla ustawien aparatu Rotor-Gene
Q 5plex HRM

17. Po zakonczeniu programu PCR kliknij przycisk ,,Analysis” (Analiza)
na pasku narzedzi (Ryc. 8).

‘Analysis{lnly Rotor-Gene [) Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

File Analysis Gain  Yiew Window Help
£ H & view  d pied & Wiy F
Open  Save | Help Settings  Profile  Temp,  Samples Reports  Arrange

J Channels Cycling A.Green Cyeling &, ellow Cyeling B.Green Cyeling B.Vellow |

Ryc. 8. Analysis (Analiza).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. W oknie dialogowym , Analysis” (Analiza) (Ryc. 9) kliknij dwukrotnie
opcje ,,Cycling A Green” (Zielony kanat rejestracji), a nastepnie
przycisk ,,OK”. Powtorz dla zé6itego kanatu rejestraciji.

Analysis X

25td Curves (Rel] | Other.. |
uanhtatlanl Met |

1 —-ﬂCydlng.ﬁ.GremI .
yeling A7 ellow At Least Two Standards Required

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

[~ Don't show this message in future.

Show I Hide |

[~ Auto-shrink window

Ryc. 9. Quantitation (Oznaczenie ilosciowe): ,,Cycling A. Green” (Zielony kanat
rejestracji).

19. Zostanie wyswietlone nowe okno (Ryc. 10). Kliknij opcje ,,Slope
Correct” (Korekcja nachylenia) na obu panelach, co przedstawiono
na Ryc. 10.

& W
it - Cyclimg A Tellow (msppdl ez} Qi | foos: mecell o
(T —
I I - vl e Sove Detouts - o Fest d pevl
I
E e
‘o = 7  ——
2o
" e ]
3 i ox
- b - ] - T
" ‘ osx
{ o 1 %
2 = 1 =
py

CT Caloubation

Ryc. 10. Ustawianie opcji ,Slope Correct” (Korekcja nachylenia).

20. Aby wyeksportowac dane, zapisz je jako arkusz danych programu
Excel®. Kliknij przycisk ,OK”, nadaj nazwe wyeksportowanemu
plikowi, a nastepnie zapisz plik tekstowy (*.txt).

21. Otwérz plik tekstowy w programie Excel i wybierz kolumne A. Kliknij
opcje ,Data” (Dane), nastepnie opcje ,,Convert” (Przeksztat¢) i ,,Next”
(Dalej). Wybierz opcje ,,Comma” (Przecinek), a nastepnie kliknij
przycisk ,,End” (Zakoncz).

Wyniki beda wyswietlane w sposéb przedstawiony na Ryc. 11.
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a | B e | o (4 L aluli]alk[L[m[nlo]rlelnls] 1] ul v]w k] v] 2]aaBiac a0 ariar| a6 an &l A aK ALlaM An A0l AP ac AR AS AT/ AU av]aw Al av az BA
1 Excel Raw Data EXPO”
2 | Copyright. a GIAGEN Company. Allrights reserved.
> [File  Prog Alleic discrimination 2010-01:28 (1jren
4 [Date  u26R200
s (Time | ##HhEE
.
7 |Channel Cycling A.Green
s+ D MSPPOI 1 2 3 456789 W R R 49 50
s 1 pC | 667432 581979 586158 591928 6 B 6 6 6 BB BB H W R R R E W R R B R R BN §3428 6383215
Q * 2 pC | 583912 59781 597858 602344 6 6 6 6 6 BEBH BN R R BN R R RN R R 647205  6506I
" 3 nC | 574617 579667 586391 58154 6 6 6 6 6 7777888888893 999448 #& 99929 10035624
u 4 nC | 600742 640127 BAIS4 BABTI 6 77 7 7 888893 9K AEBNNNINSHS S 12478 12607975
" 5| 1S 6MB24 624693 626727 630106 6 6 6 6 6 8888 99 3 W N IIT I H I 8§ KB BB WEETZ WIHTE
" 8 18 5863 633827 59453 538132 5 6 6 6 6 7788683933 # 8 1N THHKHES 10818 13302488
(@] " 7 h20 6012 613835 613238 616018 6 6 6 6 6 777777777 77777777777 140312 74200264
— 1 8 h20 577195  585M 590655 590239 6 6 6 6 6 77777777777 777777777 110641 72188062
S " 3 0 676232 534288 533174 5303 6 B 6 6 6 7778888899983 3# &8 #HK# 10405 108503087
" 0 0 581827 591948 532762 592732 6 66 6 6 7777786286899990KKN#4 102003 10425509
(n " n 05 579919 582668 585641 584186 € 6 6 6 6 TT7888889999 3% %% ###& 105733 10749218
20 12 05 619059 616393 616846 620521 6 6 6 6 & 77778888999 # 88 #MIKSS 12675 12872075
H
G) 2 Channel Cyding A.Yellow |
[ =D MSPFOI 1 2 3 41586783 [ e W h kR R R Rk R R R kR 43 50
(.G 24 1 pC | 453685 462247 46819 4634715555 8 66666667777777777888 73032 8082805
2 2 pC | 466363 472438 471819 AT4741 5 5 5 5 5 5566 66666777777788888 80614 8252941
2 3] nC | 453005 487231 484628 472071 55 6 6 5 BOR BB E W R BB B H R R B R KRB H 42335 42626586
D 2 4| nC | 502795 508531 522326 522507 55 565 5 WO BB E H R R E W R R R R R B 50520 52465324
2t 5 [ 502092 501381 504675 512164 55 55 5 WOR W E R E R R RN RN R R R ATETT 47706823
za 8| 1S | 471329 471648 476223 47172 56 56 5§ BOR BB E H R BB R E R R B R R R BN 420087 42237558
£ 7 h20 487286 493455 492649 500872 56556 6 66666666666666666666 6M52 60208579
n 8| h20 | 456301 458851 46336 472388 5 5 5 65 5 5660555666 66566666E6666 534673 53762433
»n 9 0 462588 460851 471013 466348 55565 5§ w0018 45877775
() n 00 ATIM 487286 48200 4.8047 5 5 555 434785 44.035357
2 " 05 48817 472921 471081 47223 5 5 55 5§ 50 C kI PCR 42478 42437756
C % 2 05 48615 50207 504229 501483 5656565 65 . y 47002 47.084982
3
© |
© 30 MSFRUI i i £ WD b LSS AT R R RS R R R R R R R R R R R R R R R R R
» 1 pC _ B24E-03 BOTE-0D 4S9E-03 4T2E-03 4 8 & % 8 4 8 & % B 8 8 & 6 B B 8 8 H 800000 1111111010101 T 111
) w 2 pE“EGErWZsEErﬂZ 3ME-03 334E03 4 0 8 % 0 B H W & B B H E # B R HE 000000 1111111111 11111111
« 3 nC NGAIE-03 22003 205E-03 LGSE-03 M W B # B A W B B R B 8 B B B B 6 W K B B E W R BBk OO0 KN E000000
c « 4 nC WHE O 100000000
o 5 18 P . HHE 0 100000000
® “ 6 N bk k] K | FAM 100000000
- 7 ko azwapro I ERR olumna IR ERE
; . 8 h2o oo CE AR
ar 3 0 e e Twvewe Taeevs T o w w w o w o wr F BB R BRI AR AR R U USRS UUEOREO00D0D0
(@) . 10 0 373E-03 324E-03 270E-03 216E-03 # B B 8 # B B H B % B B H B % 8 B OB % B B H B BB EE KRB EHEEEBO0000DO
- 05 415603 347E-03 280603 212603 # % & # 8 # 8 & 8 8 % 8 & B 8 08 8 A 8 K 8 A A B KN HANENNSE0000000000
N 50 12 05  642E00 BIBE-03 189E03 262E-00 # B B W 6 H B B W B H B B N B # BB H B K BB E B BB ENKONENO000000000
> r
S L
CU ® D MSPPO! 1 2 3 S5 6 70981 K E RS EE R EEEE R E SRR SRR R R
4 1 pC 370E.03 30903 248E-03 LG7E-03 H W b 8 R W B b H B 8 B B R B 8 06 R B HHH R E 0K R EEE R EEO00D0D00
o s 2 pC AISE-04 7SAE04 LISE-Z LSIE-03 M W B H R A W B W R W B K E B A 8 W K MM WA R MMM LA E L H000000
c 5 3 nC 220E-00 244E-03 269E-03 293E-03 4 B B B B O W B B B B W | AL A ]
s 4 nC 2B4E-03 309E-03 354E-03 J9SE-03 H B B # B H N B B BB H RN
5 5 5 S9TE-03 S20E-03 460E-03 J92E-00 # # & # 8 # 8 & # # & # 8 | Kolumna VIC I HEEEEEE
CU 5 6 1S G70E.03 570E-03 4B7E-03 J95E.03 H W B H B H W B B B W W #( INEEEEDE
i) “ 7 h20  7.33E-04 102603 130E-03 LGSE-03 H W B H B W W B B B W W | RN
“ 8 h20 227E-04 GOBE-04 1LMEQ3 1G0E-03 # # # B # # B B H B R H B F W R R R R F R A AR R FR A IR FREFR R ERENERRS
(,) @ 3 0 LTE-02 LOE-02 SATE-03 GSIE-03 H H # % B A B B # B B 8 # # BB 8 H # R E 000000111111 11111111111
“ 10 0 576E03 491E-03 40GE-03 322E-03 # B B W B H B B K B B 8 B KB # 8 A K 8% 0000001111111 11011111111
“ N 05  5IGE03 459E-03 402E-03 J45E03 4 8 B B W K 6 6 H 8 H 8 B 8 #8088 00000 111 111111111111
o 12 05  519E-03 4B0E-03 442E-03 S.04E-03 # B B W # # B B W 6 # 8 B W 6 # 8 W # H OB K O00O0D0DO0 1111111 11111111 080887
"

Ryc. 11. Przykiadowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.

Uwaga: Plik zawiera dane surowe oraz dane standaryzowane. Nalezy brac
pod uwage tylko dane standaryzowane.

Dane te sg podane w czesciach tabeli dotyczgcych analizy ilosciowe]
zielonego kanatu rejestraciji i analizy ilosciowej z6ttego kanatu rejestracji. Dane
przeznaczone do interpretacji to dane zarejestrowane w 50. cyklu PCR
(zaznaczone okregami po prawej stronie).
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Protokoét: reakcja gPCR w aparatach Applied Biosystems
i ABI PRISM
W przypadku uzywania urzgdzenia do qPCR przeznaczonego na ptytke 96-

dotkowg zalecamy wykonanie powtérzen wszystkich pomiaréw, zgodnie
z Tabelg 5.

Tabela 5. Liczba reakcji w przypadku aparatéw Applied Biosystems 7300
i 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT

Probki Reakcje
Mieszanina starterow i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reakcji)
24 probki DNA 24 x 2 reakcje

3 x 2 reakcje (PC-VF, NC-VF
3 kontrole DNA I COS-VF, kazda oznaczana

w dwoch powtdrzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI
PRISM 7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT

-

[1IQISI&IEIéI?IBIQIﬂ)IHI]Q]\
Y OGN G oo
............

[II@ITImIva‘JImI}]

. vy

Ryc. 12. Sugerowane ustawienie plytki dla eksperymentu z zestawem ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC: kontrola pozytywna; NC: kontrola negatywna; COS: probka graniczna,
S: prébka DNA; H,O: kontrola — woda.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reakcja gPCR w aparatach Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnij i krétko odwiruj wszystkie probéwki (okoto 10 s, 10 000
rpm, aby zebra¢ ptyn na dnie probowki).

3. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 6 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikdw, obliczonej w taki sposéb, aby korncowa objetos¢
wynosita 25 ul. Mozna przygotowaé wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i sond. Aby
skompensowac btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatow Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT zestawu ipsogen JAK?2
MutaScreen Kit mozna uzy¢ do analizy 24 prébek w dwoch powtdrzeniach
w jednym eksperymencie (Ryc. 12), 20 prébek w dwoch powtérzeniach

w dwoch eksperymentach lub 15 probek w dwéch powtérzeniach w trzech
eksperymentach.
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Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Liczba reakcji (ul)
Objetos¢

Sktadnik 1 56+1* 28+17 18+1* koncowa
Mieszanina
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Mix, 2x
stezona
Mieszanina
£ L0 25 1425 72,5 475 1x
i sond, 10x
stezona
Woda wolna
od nukleaz, 5 285 145 95 -
odpowiednia
do PCR
Rkl 5na 5na 5 na
(EloeriiEis, 2 kazda  kazda  kazd -
w kroku 4) 4 4 a
taczna o5 25 na 25 na 25 na B
objetosc kazdg kazdg kazdg

* 24 probki; jeden eksperyment/zestaw.
710 préobek; dwa eksperymenty/zestaw.
* 5 prébek; trzy eksperymenty/zestaw.

4. Wytrzasnij i krétko odwiruj mieszanine qPCR (okoto 10 s, 10 000 rpm,
aby zebra¢ ptyn na dnie probéwki).

5. Dodaj po 20 ul wstepnej mieszaniny qPCR na studzienke.

6. Dodaj po 5 pl materiatu DNA prébki lub kontroli do odpowiednich
studzienek (catkowita objetos¢ 25 pl).

7. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.
Zamknij ptytke i krétko odwiruj (300 x g, okoto 10 s).
9. Umiesé¢ ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

10. Zaprogramuj termocykler na program cykli termicznych w sposéb
przedstawiony w Tabeli 7 i rozpocznij cykl.

o
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Tabela 7. Profil temperaturowy dla aparatow Applied Biosystems

I ABI PRISM
Hold Temperatura: 50°C
(Wstrzymanie) Czas: 2 min
Hold 2 Temperatura: 95°C
(Wstrzymanie 2)  ~4<. 10 min
Cycling 50 razy
(Povytarzame 92°C przez 15 s
cykli)

60°C przez 1 min

Procedura analizy cyklu po odczycie dla aparatow Applied Biosystems
i ABI PRISM

Szczegoty programowania aparatéw Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI
PRISM 7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT znajdujg sie

w instrukcji obstugi aparatu. Aby zwiekszyc¢ przejrzystosc¢ rycin, ustawienia
oprogramowania otoczono grubg, czarng ramka.

11. Po zakonczeniu cyklu wybierz opcje ,,Start/Program”
(Uruchom/Program), a nastepnie wybierz opcje ,,File/New”
(Plik/Nowy).

12. W oknie dialogowym , New Document Wizard” (Kreator nowego
dokumentu) kliknij liste rozwijang ,,Assay” (Oznaczenie) i wybierz
opcje ,,Allelic Discrimination” (Rozréznianie alleli) (Ryc. 13).

13. Zaakceptuj domysine ustawienia dla pél ,,Container” (Pojemnik)
I, Template” (Szablon) (,96-Well Clear” (Przezroczysty, 96-dotkowy)
i ,Blank Document” (Pusty dokument), Ryc. 13). W polu , Plate Name
(Nazwa ptytki) wpisz nazwe AD Post-read (Ryc. 13), a nastepnie kliknij
przycisk ,,Next>" (Dalej>), aby uzyskaé¢ dostep do okna dialogowego
»Select Markers” (Wybierz znaczniki).

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja obstugi 06/2016 25



New Document Wizard El

Define Document
Selact the aszay contaner, and template for the docwument, and enter the operator name and

comments,
1 Assay : fAllelic Discrimination =
Container : 965\ ell Clear =

2 Template : B Blank Document - Browse .
Fun Mods - | Standard 7500 -

Ot abor @ |A.dmini:!:alnl

Comments :

— -
Prare Mame -IAD P st-read | |
Mext > Finizh Cancel I

Ryc. 13. Ustawienia wstepne do utworzenia nowego cyklu po odczycie (New
Document Wizard (Kreator nowego dokumentu)).

14. Jesli panel ,,Markers in Document” (Znaczniki w dokumencie)
w oknie dialogowym , Select Markers” (Wybierz znaczniki) zawiera
znacznik odpowiedni dla danego zastosowania, przejdz do kroku 18.
Jesli nie, przejdz do kroku 15.

15. Utwérz detektory i znaczniki w nastepujacy sposoéb. Kliknij przycisk
»New Detector” (Nowy detektor) (Ryc. 14).

Select Markers
Select the markers vou will be uging in the documant
Fired - J - I Passive Relererce; | RO "|
Marker Hame | Detector 1 Maikers inDocument |
Add>> |
Hemove ]
£ >
1 MNew Detactor,,, l Mewve M arloar ]
< Back | Mext > | Finish | Cancel I

Ryc. 14. Panel ,Markers in Document” (Znaczniki w dokumencie) nie zawiera
znacznika odpowiedniego dla danego zastosowania.
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16. W oknie dialogowym ,,New Detector”’ (Nowy detektor) wpisz nazwe
Allele A (Allel A) w polu ,Name” (Nazwa) (Ryc. 15). Pozostaw opcje
»Reporter Dye” (Barwnik reporterowy) ustawiong na ,,FAM”. Kliknij
przycisk ,,Color” (Kolor), wybierz kolor, a nastepnie kliknij przycisk
» OK” (Ryc. 15). Kliknij przycisk , Create Another” (Utworz kolejny)
(Ryc. 15).

Mew Detector E
™ ame: IAIIereA I
Drescriplion: I
2 Reporter Diye: IFL\.M d

Quencher Dye: I[noncI ;]

4 I Create Amthh [ oK I Cancel

Ryc. 15. Tworzenie detektorow.

17. W kolejnym oknie dialogowym ,, New Detector” (Nowy detektor) wpisz
nazwe Allele B (Allel B) w polu ,,Name” (Nazwa). Wybierz opcje ,,VIC”
w polu ,Reporter Dye” (Barwnik reporterowy). Kliknij przycisk
, Color” (Kolor), wybierz kolor, a nastepnie kliknij przycisk ,,OK”.

18. Kliknij opcje ,,New Marker” (Nowy znacznik) w oknie dialogowym
» Select Markers” (Wybierz znaczniki) (patrz Ryc. 14).

19. W oknie dialogowym ,,New Marker” (Nowy znacznik) wpisz nazwe
JAK2 w polu ,, New Marker Name” (Nazwa nowego znacznika) (Ryc.
16). Wybierz detektory , Allele A” (Allel A) i ,Allele B” (Allel B)
utworzone w kroku 16 i 17 (lub juz zdefiniowane) i kliknij przycisk

”
,OK” (Ryc. 16).
Hevr Marker E]
Mewy b ok er Mame: I JAKZ h- 1
Galack o debackors For HRis rosrksr o
Ll Dete ctor Ham e Reporter | Ouencher
—r =~ All=le B “IC Criome)

2 [ Al i F b (riore)
3 | 0E I Cancel

Ryc. 16. Tworzenie znacznikéw.
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20. W oknie dialogowym , Select Markers” (Wybierz znaczniki) wybierz
znacznik ,,JAK2” (utworzony w powyzszych etapach) lub odpowiedni
wstepnie zdefiniowany znacznik, a nastepnie kliknij przycisk ,,Add>>"
(Dodaj>>) (Ryc. 17).

Uwaga: Aby usungc¢ znacznik, wybierz go, a nastepnie kliknij przycisk
.,_Remove” (Usun).

Hew Document Wizard g|

Select Markers
Select the markers pou will be using in the document

Fenl 4] - | Pazsive Reference: m
Marker Hame Detector 1 | Detector 2 [ Markers n Document |
1 JAK2 | sacie & Allele 2,
2

Remave

Hew Detectorn New Markar

<Back [ Ned> | Finish Cancel 3

Ryc. 17. Wybieranie znacznikow.

21. Kliknij przycisk ,Next>" (Dalej>).

22. W oknie dialogowym ,,Setup Sample Plate” (Konfiguracja ptytki
probek) kliknij i przeciggnij znacznik, aby go wybraé dla studzienek,
ktore zawierajg probki. Kliknij przycisk ,,Finish” (Zakoncz).

23. Wybierz karte ,,Instrument” (Aparat), a nastepnie zmien objetos¢
prébki na 25 pl.

24. Wybierz opcje ,File/Save” (Plik/Zapisz), a nastepnie kliknij przycisk
.Save” (Zapisz), aby zachowaé nazwe przypisang podczas tworzenia
plytki.

25. Zaladuj ptytke reakcyjng do aparatu zgodnie z zaleceniami
producenta.
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26. Rozpocznij cykl po odczycie. Kliknij przycisk , Post-Read” (Po
odczycie).
Aparat wykona 1 cykl o dlugosci 60 s przy temperaturze 60°C. Podczas
tego cyklu aparat rejestruje fluorescencje FAM i VIC w kazdej studzience
(Ryc. 18).
File WView Tools Instrument Anayse Window Help

D RSB EEE O &
Setp Ymstrament {Resas U

Instrernent Control — Temperatura
Estimated Time Remaining (hh:mm): Sample: Haat Sink:
Cowver: Block:
Fost-Read | -
—Cycle
Disconnact Status: Stage:; Rep:
Time (mm:ss): Step:
State.
— Thearmal Cycler Protocol
Thermal Prafile | Autn Incramant | Riamp Fate
AU El e P TE | [T | AUEIEL l Al BiesuEliun SiHg Dielele el
Settings
Sample Yolume (pL) - el
Fun bode |S1ar:dur:! 7500 LI
Diate Collection : |H1ogs 1, Step 1 (60.0 = 0:30) ;]

Ryc. 18. Cykl po odczycie.
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27. Wybierz opcje ,,File/[Export” (Plik/Eksportuj), a nastepnie kliknij
przycisk ,,Results” (Wyniki), aby wyeksportowa¢ wyniki do pliku
programu Excel. Wyniki bedg wyswietlane w sposéb przedstawiony

na Ryc. 19.

112 [Comments: ' . “

B3 [SD5 v 2 1. prébka VIC 1. probka FAM

14

|15 \Well  Sample Mame Marker Task Passive Ref Allele X |Allele ‘(\‘Allele X Rn Allele YWI/Quality Value Method

1 16 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAKZVIC JAK2-FAM 2184 B6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
117 |A2 sample 1 vIC Unknown 295565  JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.451 B.805 Undetermined 100.00 Manual Call
| 18 |A3 sample 2 WIC Unknown 351.338 JAK2-VIC JAK2-FAM 2595 6.2 Undetermined | 100.00 Manual Call
119 | A4 sample 2 vIC Unknawn 379909 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
120 | A5 sample 3 vIC Unknawn 372.895 JAKZVIC JAK2-FAM 2,913 5329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 vIC Unknown 359.717  JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2.806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
122 |A7 sample wt VIC Unknown 343 36 JAK2WVIC | JAK2-FAM 2 669 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |AB  sample wt viC Unknown 277 677 JAK2VIC JAK2-FAM 2654 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
|24 |A9 C- vIC Unknown 330.943  JAK2VIC JAK2-FAM 2623 1.967 Undeterrmined 100.00 Manual Call
|25 |A10  [C- VIC Unknown 314.623 JAKZVIC JAK2-FAM 2672 2013 Undetermined | 100.00 Manual Call
126 [A11  C- viC Unknown 269.500  JAKZVIC JAK2-FAM 282 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  |C+ vIC Unknown 211.520  JAKZ-VIC JAK2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
128 |B1 C+ VIC Unknown 270.623  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 6.894 Undetermined 100.00 Manual Call
128 |B2 C+ vIC Unknown 365112 JAK2-VIC JAK2-FAM 1265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 |B3 ER VIC Unknown 372.150 JAKZWVIC JAK2-FAM 2214 203 Undetermined | 100.00 Manual Call
| 31 |B4 ER vIC Unknown 404.145  JAKZVIC JAKZ-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32 |B5 ER vIC Unknown 410977  JAKZVIC JAK2-FAM 2681 252 Undetermined 100.00 Manual Call
|33 |BB H20 VIC Unknown 395 431 JAKZ2VIC JAK2-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
|34 |67 H20 VIC Unknown 415223 JAKZVIC JAK2-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 Manual Call
|35 |B8 H20 vIC Unknown 366885  JAKZ-WIC JAKZ-FAM 0.606 1.277 Undeterrined 100.00 Manual Call

Ryc. 19. Przyktadowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.
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Protokot: reakcja gPCR w aparacie LightCycler 480

W przypadku uzywania urzgdzenia do gPCR przeznaczonego na ptytke 96-
dotkowg zalecamy wykonanie powtérzen wszystkich pomiaréw, zgodnie
z Tabelg 8.

Tabela 8. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 480

Probki Reakcje
Z mieszaning starterow i sond JAK2 V617F (PPM-JAK?2)
24 probki DNA 24 x 2 reakcje
3 x 2 reakcje (PC-VF, NC-VF
3 kontrole DNA I COS-VF, kazda oznaczana

w dwoch powtdrzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparacie LightCycler 480

Taont I IéHaI@MHIwT

. vy

[II@ITIWIDIHH}J

Ryc. 20. Sugerowane ustawienie plytki dla eksperymentu z zestawem ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. PC: kontrola pozytywna; NC: kontrola negatywna; COS: prébka graniczna;
S: prébka DNA; H,O: kontrola — woda.
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Reakcja qPCR w aparacie LightCycler 480
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnij i krétko odwiruj wszystkie probéwki (okoto 10 s, 10 000
rpm, aby zebra¢ ptyn na dnie probowki).

3. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 9 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikdw, obliczonej w taki sposéb, aby korncowa objetosc
wynosita 25 ul. Mozna przygotowaé wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i sond. Aby
skompensowac btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatu LightCycler 480 zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit mozna uzy¢ do analizy 24 prébek w dwdch powtdrzeniach w jednym
eksperymencie (Ryc. 20), 20 probek w dwoch powtdrzeniach w dwoch
eksperymentach lub 15 prébek w dwoch powtdrzeniach w trzech
eksperymentach.
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Tabela 9. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Liczba reakcji (ul)
Objetos¢

Sktadnik 1 56+1* 28+17 18+1* koncowa
Mieszanina
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 7125 362,5 237,5 1x
Mix, 2x
stezona
Mieszanina
£ L0 25 1425 72,5 475 1x
i sond, 10x
stezona
Woda wolna
od nukleaz,
odpowiednia > 285 145 9 B
do PCR
Rkl 5na 5na 5 na
(EloeriiEis, 2 kazda  kazda  kazd -
w kroku 6) a a a
taczna o5 25 na 25 na 25 na B
objetosc kazdag kazdag kazdg

* 24 probki; jeden eksperyment/zestaw.
710 préobek; dwa eksperymenty/zestaw.
* 5 prébek; trzy eksperymenty/zestaw.

4. Wytrzasnij i krétko odwiruj mieszanine qPCR (okoto 10 s, 10 000 rpm,
aby zebra¢ ptyn na dnie probowki).

5. Dodaj po 20 ul wstepnej mieszaniny qPCR na studzienke.

6. Dodaj po 5 pl materiatu DNA prébki lub kontroli do odpowiednich
studzienek (catkowita objetos¢ 25 pl).

7. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.
Zamknij ptytke i krétko odwiruj (300 x g, okoto 10 s).
9. Umiesé¢ ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

10. Na stronie gtéwnej wybierz opcje ,,New Experiment” (Nowy
eksperyment).

o
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11. W przypadku aparatu LightCycler 480 | przejdz do kroku 11a.
W przypadku aparatu LightCycler 480 Il przejdz do kroku 11b.

Szczegoty programowania aparatu LightCycler 480 znajdujg sie
w instrukcji obstugi aparatu. Aby zwiekszy¢ przejrzystosc rycin, ustawienia
oprogramowania otoczono grubg, czarng ramka.

11a. LightCycler 480 I: Wybierz opcje ,,Multi Color Hydrolysis Probe”
(Wielokolorowa sonda hydrolityczna), kliknij przycisk , Customize”
(Dostosuj), a nastepnie sprawdz, czy wybrane sg kanaty
»FAM (483-533)” i ,,Hex (533-568)” (tj. VIC) (Ryc. 21). Ustaw objetos¢
reakcji na ,,25” pl (Ryc. 21) i przejdz do kroku 12.

—
[<1W Cusstomize | Block Type | Plaein [ nnuun..wn.. 4

Pragram Hame Cycles Analysis Meds
FEOgEAS L |ouanciricacion

mw

z

H
$

(3

i
JO@>)[

Temperatiie Targets

s Targen ("G} Acquisition Made Hald (hhzmm:ss) Ramp Rate 'C's)  Acquisitions (per *C) | Sec Targei (G} Step Size (0} Step Delay (cycles) H
e | =[a0:01:00 SLR] = zlo ] | = @
V
Detection Format  Mulil Colar Hydrelysls Probe
Tntequation Time Mode
100 {I’? Dynamic  Manual | &
S
£
& Active  Filter Combination [=]
- B —500) |
E s v FAN (483-533) 3
& T
£ » By (523-568) J
% 0 =510)
2 <y 5 (615-670) =]
= o=
: ®
: @®
]
: |
00 a0s 116
Evtirnated Tae {hamnms
Apply
Y

Ryc. 21. LightCycler 480 I: Ustawianie formatu detekcji.
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11b. LightCycler 480 Il: Wybierz opcje ,,Dual Color Hydrolysis Probe”
(Dwukolorowa sonda hydrolityczna), kliknij przycisk , Customize”
(Dostosuj), a nastepnie sprawdz, czy wybrane sg kanaty
»FAM (465-510)" i ,VIC / HEX / (533-580)” (Ryc. 22). Ustaw objetos¢
reakcji na ,,25” pl (Ryc. 22) i przejdz do kroku 12.

=]
st Database: My Comp R I
J User System Admin
Data ] o ] 2
|
E Block Size Plate ID Reaction Volum 4
Test 10 [ [D)=?
L
A Progiams
Sample Program Name Cycles Analysis Mode
Editer b Progras 1 *wore - %
@ @ | Detoction Formats @
N Detection Format  Dual Calor Hydialysis Probe | UPL Probe
Report
Time Mode | ]
=]
A * Dynamic " Manual
H Target ('C) Ar Step Size () Step Delay jcycles)
.} ¥ 95 | None | = 5 0
~ FAN (465-510)
@ El WIC / HEX / YellowSS5 (533-580 ®
W
0 f
0
g
¥ ©®
E 21}
g
A
2l—
] 4 PO
Estamsted Time [homm: s3]

T.m | End Program + 10 Cycles Start Run

Ryc. 22. LightCycler 480 II: Ustawianie formatu detekcji.
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12. Zaprogramuj termocykler na program cykli termicznych w sposéb
przedstawiony w Tabeli 10 i rozpocznij cykl.
Uwaga: Podczas opisywania konfiguracji ptytki w aparacie wybierz opcje
»Endpt Geno” (Genotypowanie w punkcie kornicowym) w czesci ,Step 1:
select workflow” (Krok 1 — wybierz przebieg pracy).

Tabela 10. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Hold (Wstrzymanie)

Powtarzanie cykli

Hold 2 (Wstrzymanie 2)

Hold 3 (Wstrzymanie 3)

Temperatura: 50°C

Czas: 2 min

Temperatura: 95°C

Czas: 10 min

50 razy

92°C przez 15 s; pojedynczy

60°C przez 1 min; pojedynczy

60°C przez 1 min; pojedynczy

Procedura analizy punktu koncowego w przypadku aparatu

Light

Cycler 480

13. Po zakonczeniu cyklu kliknij przycisk ,,Analysis” (Analiza).

14. W oknie dialogowym ,,Create New Analysis” (Utwérz nowg analize)
wybierz opcje ,,Endpoint Genotyping” (Genotypowanie w punkcie
koncowym), a nastepnie w menu ,,.Subset” (Podzbiér) wybierz
podzbiér do analizy (Ryc. 23).

—Create New Analysis———
Ahs Quant/2Znd Derivative Hax

Ah= Quant/Fit Points

Advanced Relative Quantification
Ba=ic Relative Quantification
Color Compensation

| T T A—
Helt Curve Genotyping

Tm Calling

Create new analysis

Analysis Type *IEndpDth Genotyping j
Subset ‘*IN-:H Subset 1

Program *Iprogram -I
Name *lEndvcint Genotyping for New Subset
W00 OB a0 O -

x

Ij | | [ =l
B

C

o| [ .
el | ~
NN

o
One -
LR sy 1

Ryc. 23. Wybdr typu analizy i podzbioru do analizy.
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15. W kolejnym oknie wybierz fluorescencje ,,Hex” (tj. VIC) dla opcji
»Allele X” (Allel X) i fluorescencje ,,FAM” dla opcji ,,Allele Y” (Allel Y)
(Ryc. 24).

Create new analysis
Allele X Allele ¥

LA02 B2

Ryc. 24. Wybér fluorescencji dla opcji ,,Allele X (Allel X) i, Allele Y” (Allel Y).

16. Kolejne okno (Ryc. 25) przedstawia konfiguracje ptytki (1, lewy gérny
rog), wyniki fluorescenciji dla kazdej préobki (2, lewy dolny rég) oraz
wykres punktowy z rozréznieniem alleli (3, po prawej; wartosci
fluorescencji FAM i VIC zmierzone przy 50. cyklu PCR).

Endpoint Flucrescence Scatter Piot
48000 ’
46,000-
44,000
42,000
40,000
38,000
36.000
34,000
32,000
B Allele X B Both Alleles @ Allele ¥ 000
B Unknown @ HNegative -3
EZSJDJ
Samples Endpoint Fluorescence Re 2 % Z5.000- X — 3
l.. C... Pos HName 523568 483533 Call gzum
v AS 100% -2 10,97 46,34 B 22000
v A6 100% -z 0,30 0,39 sm
v A7 100% -z 0,37 0,43 52
v 110 H20 0,21 0,29 Ly
v All HZO 0,23 0,32 16,000
v AiZz H2O 0,20 0,26 14,000
v BS 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78 -20 27,13 48,26 10,000
v B7 78% -20 26,80 47,38
v €5 S0% -z0 32,03 4z, 50 Ll
v C6 50% -20 33,28 44,09 6,000
v C7 50% -20 33,26 44,76 4,000
v D5 31% -20 34,58 38, 54 2,000
v D6 31% -20 32,55 <=l ‘
v U SR = s Sl 5000 10000 15000 20000 25000 30000 000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence [523-568)
v E§ 12.5% - 34,93 27,79 =
al | » New Call =l Apply
Apply Color Comp Filter Comb Analysis
Terplate A Notes Calculare (0ff) || Auto Group || W 23568 / 183.533 Mode 1 b

Ryc. 25. Podsumowanie danych.

17. Aby wyeksportowaé dane, kliknij prawym przyciskiem myszy szablon
wynikéw probek, a nastepnie wybierz opcje ,,Export Table”
(Eksportuj tabele). Plik zostanie zapisany w formacie tekstowym
(.txt).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. Aby przejrze¢ i analizowa¢ wyniki, otworz plik w programie Excel.
Wyniki bedg wyswietlane w sposéb przedstawiony na Ryc. 26.

| Microsoft Excel - test
@J Fichier ~Edition  Affichage Insertion Format Outils Données Fendtre 7

DEE &1 s+ 2R-< T-@2 il k. 3 g ic
Al - e Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (453-533), Hex ($23-568)

A B C D E F G VIC
it |E‘«Eer|ment'ElmilI 08-12-16 Active filters: FAM {(433-533), Hex f523—ﬁ5t}8* FAM
2 |Include Color Pos Name 523-558 : Call Score
3 |True 10789024 AS 100%-20 10,971 0,00
4 |True 10789024 A6 100%-20 0,302 0,00
S |True 10789024 A7 100%-20 0,369 0,00
& (Trus 10789024 | ALO H2O 0,207 0,00
7 (True 10789024 |ALL H20 0,233 0,00
8 [True 10789024 |AL2 HzO 0,203 0,00
9 (True 10789024 BS 78%-20 26,731 0,00
10 True 10789024 B& 789%-20 27.125 0,00
11 True 10789024 B7 78%-20 26,803 0,00
12 True 10789024 |C5 50%-20 32,035 0,00
13 True 10789024 C6 50% -20 33,273 0,00
14 True 10789024 C7 509 -20 33,261 0,00
15 True 10789024 DS 31%-20 34,584 0,00
16 True 107289024 D& 31%-20 32,549 0,00
17 Trus 10789024 D7 31%-20 33,262 0,00
18 True 10789024 |ES 12.5%-20 32,794 0,00
19 True 10789024 E6 12.5%-20 34,932 0,00
20 True 10789024 E7 12,5%-20 35,089 0,00
21 True 10789024 F5 5% =20 35,838 0,00
22 True 10789024 F6 5% -20 36,786 0,00
23 |True 10789024 F7 5% -20 36,546 0,00
24 (True 10789024 G5 2%-20 35,082 0,00
25 (True 10789024 | G& 2%-20 35,834 0,00
26 True 10789024 G7 2%-20 34,299 0,00
27 |True 10789024 HS 0% -20 34 449 0,00
28 True 10789024 H& 0% -20 33520 0,00
29 True 10789024 H7 0% -20 34,125 0,00
30

Ryc. 26. Przykladowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.
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Protokét: reakcja qPCR w aparacie LightCycler 2.0

Uwaga: Ze wzgledu na szczegdlne wymagania technologiczne podczas
wykonywania eksperymentow w aparacie LightCycler 2.0 nalezy uzywac
okreslonych odczynnikow. Zalecamy uzywanie mieszaniny LightCycler
TagMan Master. 5x stezong mieszanine Master Mix nalezy przygotowac
zgodnie z wytycznymi producenta.

W przypadku uzywania rotora na 32 probowki kapilarne zalecamy wykonanie
powtdrzen wszystkich pomiaréw, zgodnie z Tabelg 11.

Tabela 11. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 2.0

Probki Reakcje
Mieszanina starteréw i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (32 reakcje)
12 prébek DNA 12 x 2 reakcje

3 x 2 reakcje (PC-VF, NC-VF
3 kontrole DNA i COS-VF, kazda oznaczana

w dwoch powtérzeniach)

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w aparacie LightCycler 2.0

Y509 ggo S08

Ryc. 27. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z zestawem ipsogen JAK2

MutaScreen Kit. PC: kontrola pozytywna; NC: kontrola negatywna; COS: prébka graniczna;

S: prébka DNA; H,0O: kontrola — woda.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja obstugi 06/2016

39




Reakcja qPCR w aparacie LightCycler 2.0
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnij i krétko odwiruj wszystkie probéwki (okoto 10 s,
10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

3. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W tabeli 12 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikdw, obliczonej w taki sposéb, aby korncowa objetosc
wynosita 20 ul. Mozna przygotowaé wstepng mieszanine odpowiednio do
liczby reakciji, uzywajgc tej samej mieszaniny starterow i sond. Aby
skompensowac btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatu LightCycler 2.0 zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit mozna uzy¢ do analizy 12 prébek w dwdch powtdrzeniach w jednym
eksperymencie (Ryc. 27).

Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny qPCR dla aparatu LightCycler 2.0

Liczba reakcji (ul)

Objetos¢
Skladnik 1 32+1 koncowa
Mieszanina LightCycler
TagMan Master Mix, 4 132 1x
5x stezona
Mieszanina starterow 5 66 1x

i sond, 10x stezona

Woda wolna od

nukleaz, odpowiednia 9 297 -
do PCR
Probka (dodawana 5 5na _
w kroku 4) kazda
taczna objetosc¢ 20 na
20 : —
kazda
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4. Wytrzasnij i krétko odwiruj mieszanine qPCR (okoto 10 s, 10 000 rpm,
aby zebra¢ ptyn na dnie probéwki).

Dodaj po 15 ul wstepnej mieszaniny qPCR na probéwke kapilarna.
Dodaj po 5 pl materiatu DNA prébki lub kontroli do odpowiedniej
probéwki kapilarnej (catkowita objetos¢ 20 pl).

7. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.

8. Umies¢ probdéwki kapilarne w adapterze dostarczonym z aparatem

i krotko odwiruj (700 x g, okoto 10 s).

9. Zaladuj prébki do termocyklera zgodnie z zaleceniami producenta.
10. Zaprogramuj termocykler (Ryc. 28) w sposob opisany w Tabeli 13.

Szczegoty programowania aparatu LightCycler 2.0 znajdujg sie w instrukcji
obstugi aparatu. Aby zwiekszy¢ przejrzystos¢ rycin, ustawienia
oprogramowania otoczono grubg, czarng ramka.

o o

Uwaga: Upewnij sie, ze zarowno dla etapu amplifikacji/powtarzania cyklu,
jak i dla koncowego wstrzymania przy temperaturze 60°C, wybrano
ustawienie Quantification (Oznaczenie iloSciowe) oraz pojedynczg
akwizycje fluorescencji FAM i VIC.

o Loty ey Sadbsars (hasitd 4 1 1 21} - (Vo Dsposbmant] ei=] x|
T G Ve Teus iem Fulp -

Oy erview

T

0
[y S

Ryc. 28. Ekran programowania dla aparatu LightCycler 2.0.
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Tabela 13. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 2.0

Hold Temperatura: 55°C
(Wstrzymanie) Czas: 2 min

Spadek: 20
Hold 2 Temperatura: 95°C
(Wstrzymanie 2) Czas: 10 min

Spadek: 20
Cycling 50 razy
(Powtarzanie 92°C przez 15 s; spadek: 20
cykli)

60°C przez 1 min; spadek: 20

Hold 3 60°C przez 1 min; spadek: 20
(Wstrzymanie 3)

Procedura analizy punktu koncowego w przypadku aparatu
LightCycler 2.0

11. Po zakonczeniu cyklu amplifikacji kliknij karte ,,Online Data Display”
(Widok danych w trybie online) (Ryc. 29). Otworz menu widoku
w lewej gérnej czesci okna ,,Current Fluorescence” (Biezaca
fluorescencja), a nastepnie wpisz wartos¢ 51 w polu , Acquisition
no.” (Nr rejestraciji).

Coten Comp 100 = | it Mawen LC_EW12 10 LC_S002

Fop g
G - e - [T [ (W9 (W) (0 (] scmstoms 91 =
Cats  Pos N

rEREEn
-
i
-

11 Samgle 13

Flasrascsancs Mistary Tamparatara Mistary

= i

EEN NEEEECEREEE
i

Ty ae

* ¥xszsses

........... .

anm TE] Tarte Tm T T
([ — [[Sp—

8
8
¥
g

Ryc. 29. Wyniki i historia na karcie Online Data Display (Widok danych w trybie
online).
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12. Kliknij prawym przyciskiem myszy obok wykresu , Current
Fluorescence” (Biezgca fluorescencja), a nastepnie wybierz opcje
. Export” (Eksportuj).

13. Kliknij pole ,,Excel” w oknie dialogowym , Export chart” (Eksportuj
wykres) (Ryc. 30). Wprowadz nazwe w polu dialogowym ,,Filename”
(Nazwa pliku). Wybierz miejsce docelowe, do ktérego ma zostac
wyeksportowany plik wynikowy, uzywajac przycisku —. Kliknij
przycisk ,Export” (Eksportuj).

1| ErdPrcarem | + 10 Cyckes |Color Comp (0] + | Instrument Mame: LC_ 6312 1D:LC_6312

Online Data Display I Bun Nntesl

n
dlete...
Samples l=
08| Name
i Dat
1 Sample Picture Data | .
2 Sample Series: = Include:
3 Emply P ! |[aH] —J [V Paint [ndex
4 Sample Froimat: o e [
5 Sample " Text
& Sample ML [ Header
7 Sample
1 ] Samg\s £ HIML Table Delimiter: )
S -
10 Sample :

11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sample
16 Sample
17 Sample
18 Sample
19 Sampl

UEEIE] Filename: I
2 T o

23 Sample
24 Sample T T

Ryc. 30. Wybieranie formatu eksportowania oraz miejsca docelowego dla pliku
wynikowego.

14. Aby przejrzec i analizowac¢ wyniki, otworz plik w programie Excel.
Wyniki dla aparatu LightCycler 2.0 beda wyswietlane
w przedstawiony sposoéb.

Pozycja

1l J ] K L]l ™ ] N [0] P | Q IRl s [T U3
£ Bar Text X Bar Text X |Bar Text )t Bar i
125709 1 Sample 1 (5810) 1 82734 1 Sample 1 (5607 166361 1: Sample 1 (5307 1] 4 9943

2 30182 2 Sample 2 (B10) 2 B8,4428  2: Sample 2 (560) 2676591 2 Sample 2 (530) 24 50767

3 29496 3 Sample 3 (610 3: Sample 3 (560) 3§ 6,5568) 3: Sample 3 (530) 3 4 9699

4 29526 4 Sample 4 (510) 4 82887 4 Sample 4 (560) # 66163] 4 Sample 4 (530) 44 4 9119

5 29450 & Sample5 (B10) 5 B2689 5 Sample 5 (560) 5] 662091 5 Sample 5 (530) 5 4 9635

B 29969 B Sample6 (510) B B4184  6: Sample 6 (560) Bl 67674 G Sample 6 (530) B} 5,1209

7 30045 7 Sample 7 (B810) 7 584520 7: Sample 7 (860) 7J6,7506] 7 Sample 7 (530) 7] 5,0507]

8 32822 B Sample8 (B10) 8 9,1936 8 Sample 8 (560) B} 73960 B8 Sample 8 (530) By 55314

9 30274 9 Sample 9 (610) 9 BA5S57 9 Sample 9 (560) 9684371 9 Sample 9 (530) 94 50843

1128275 11: Sample 11 (B10) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11| 63874 11: Sarple 11 (530) 11) 47669
12 28351 12: Sample 12 (610) 12 80171 12: Sample 12 (560) 12 6 4118 12: Sample 12 (530) 12 4,7944)
13 29511 13: Sample 13 (610) 13 B,3726 13: Sample 13 (560) 13} 66957] 13: Sample 13 (530) 13} 4 9599
14 28367 14: Sample 14 (B10) 14 80217 14: Sample 14 (560) 14] 6,4439] 14: Sample 14 (530) 14] 47654
15 29908 15: Sample 15 (B10) 15 B, 4337 15: Sample 15 (560) 15] 6,7445] 15: Sample 15 (530) 154 50523
16 2,8885 16: Sample 16 (610) 16 58,1498 16: Sample 16 (560) 16] 6,5568] 16: Sample 16 (530) 16} 4 9577]
17 30152 17: Sample 17 (B10) 17 84901 17: Sample 17 (560) 17] 6,8193] 17: Sample 17 (530) 17] 5,1225

VvIC FAM

) )
) )
) )
) )
) )
) )
) %
10 28336 10: Sample 10 (810) 10 7,9713 10: Sample 10 (360)| 10} 6,3305] 10: Sample 10 (530) 10§ 4,7653
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )

Ryc. 31. Przyktadowe wyniki dla aparatu LightCycler 2.0 przedstawione w pliku
programu Excel.
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Interpretacja wynikow

Uzyskacé plik odpowiedni do pozyskania wyeksportowanych danych dla
wszystkich aparatow: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM lub inny aparat
Rotor-Gene, LightCycler 2.0, lub 480, Applied Biosystems 7300 lub 7500 Real-
Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS lub 7900HT SDS oraz
sprawdzié¢ poziomy fluorescencji (muszg by¢ one spojne miedzy dwoma
powtorzeniami).

Przygotowac graficzne przedstawienie (wykres punktowy) danych
fluorescencyjnych. Na osi x jest przedstawiona fluorescencja VIC; na osi
y fluorescencja FAM.

Graficzne przedstawienie i kryteria kontroli jakosci
Przyktadowy wykres punktowy przedstawiono na Ryc. 32.

0.6
|
| ]
1S L
= 0.5 &
o
[92]
Te)
<
S | & & Probki
<§( @ EPC-VF
iy
z 03 | i 4 NC-VF
© &e
S, @ COS-VF
e
S o2t H.0
1]
<
o g
E N
w 01 |
0.0
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5

Fluorescencja RN VIC przy 560 nm

Ryc. 32. Wykres punktowy reprezentatywnego eksperymentu rozrézniania alleli.
Aparaty: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM i LightCycler 480.

Prébki powinny znajdowac sie na tuku tgczgcym kontrole negatywne (NC)
z kontrolami pozytywnymi (PC).

Nieprawidtowe potozenie ktorejkolwiek z kontroli moze wskazywac na btgd

doswiadczalny.

B Kontrole pozytywne powinny znajdowac sie w lewej, gornej czesci
wykresu.

B Kontrole negatywne powinny znajdowac sie w prawej, dolnej czesci
wykresu.

B Nieprawidtowe potozenie kontroli negatywnej moze wskazywac na
zanieczyszczenie.
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B Probka graniczna powinna by¢ widoczna nad kontrolami negatywnymi.

B Kontrole zawierajgce wode powinny znajdowac sie w lewej, dolnej czesci

wykresu.

B Nieprawidtowe potozenie kontroli zawierajgcej wode (wyzej niz pomiar

FAM dla prébki NC lub wyzej niz pomiar VIC dla prébki PC) moze

wskazywac na zanieczyszczenie.

Uwaga: Potozenie kontroli moze by¢ inne w przypadku analizy danych
uzyskanych za pomocg aparatu LightCycler 2.0 (patrz Ryc. 33). Kontrole

zawierajgce wode powinny jednak wcigz znajdowac sie w lewej, dolnej czesci

wykresu.

10.0
£
c ®
Py 8.0 4
™
n
>
N
o
> 6.0
s +
2 o
2
© [ ]
) 4.0
c
[
(8]
1)
o
o
= 2.0
[T

a
0.0
0.0 2.0 4.0 6.0

Fluorescencja RN VIC przy 560 nm

Ryc. 33. Wykres punktowy reprezentatywnego eksperymentu rozrézniania alleli.

Aparat: LightCycler 2.0.

8.0

@ NC-VF

¢ PC-VF

A COS-VF

x Probka WT
(typu dzikiego)

+ Prébka z mutacjg

O H0

Obliczenie znormalizowanego stosunku FAM/VIC i

genotypowanie

Obliczy¢ stosunki FAM/VIC dla wszystkie prébek. Obliczy¢ stosunki FAM/VIC

dla kontroli pozytywnej (PC), probki granicznej (COS) i kontroli negatywnej
(NC). Stosunki muszg by¢ spdjne miedzy dwoma powtdrzeniami. Obliczyé

Sredni stosunek dla wszystkich powtorzen.

Obliczy¢ znormalizowany stosunek (NRatio) dla probki granicznej (COS)

I wszystkich prébek:
Stosunekprobki

NRatioprebki =
Stosuneknc
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Uwaga: Szara strefa (gray zone, GZ) testu jest definiowana jako obszar
wartosci,

w ktorym wydajnosc¢ rozroznienia jest niewystarczajgco doktadna. Wartos¢
w szarej strefie oznacza, ze nie udato sie ocenic, czy znacznik docelowy jest
obecny, czy nieobecny. Szarg strefe nalezy obliczy¢ dla kazdego
eksperymentu.

Obliczy¢ szarg strefe (obszar niepewnosci) dookota znormalizowanego
stosunku COS (NRatiocos):

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

Poréwnac znormalizowany stosunek kazdej probki do wartosci NRatiocos GZ.
Interpretacje wynikow przedstawiono w Tabeli 14, a przyktad obliczenia
I interpretacji danych podano w Tabeli 15.

Tabela 14. Interpretacja wynikéw genotypowania za pomoca stosunkéw
znormalizowanych

WyniKi Interpretacja
NRatioprsbka > NRatiocos x 1,06 Wykryto mutacje JAK2 V617F
NRatioprsbka < NRatiocos x 0,94 Nie wykryto mutacji JAK2 V617F

NRatioprebka W zakresie NRatiocos GZ  Wynik niejednoznaczny
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Tabela 15. Przyktad obliczenia i interpretacji wynikéw fluorescencji

Sredni
Prébka VIC FAM  Stosunek stosunek NRatio Interpretacja
NC 2,415 1,782 0,738 -

0,747 1,000 e wykryto
NC 246 1,861 0,757 mutacji
PC 1,241 5,606 4,517

4,672 6,253 Wykryto mutacje
PC 1,182 5,706 4,827
COS 191 1,832 0,959 .

0.958 10g2  Probka
COS 2,035 1,946 0,956 graniczna
S1 2,311 1,783 0,772 -

0,742 0992  Niewykryto
S1 2555 1,818 0,712 mutacji
S?2 1,097 5,745 5,237

4,276 5,723 Wykryto mutacje
S?2 1,437 4,764 3,315
S3 2,265 2,149 0,949 -

0,927 1241  Wynik
S3 2435 2206 0,906 niejednoznaczny
S4 2,385 2,063 0,865 -

0,904 1210  Wynik
S4 2,322 2,191 0,944 niejednoznaczny
GZ 1,205 1,359
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Rozwigzywanie problemoéw

Ta czesc¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych problemow. Aby uzyska¢ wiecej informaciji, nalezy
takze zapoznac sie ze strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego
Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu firmy
QIAGEN chetnie odpowiedzg na pytania dotyczgce danych i/lub protokotow
opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii postepowania

z probkami i wykonywania oznaczen (informacje kontaktowe — patrz
.Informacje kontaktowe”, strona 58).

Komentarze i wskazowki

Negatywny sygnat w pozytywnej kontroli

a) Btad pipetowania Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
reakciji.

Powtorz reakcje PCR.

b) Nieprawidtowe Przechowuj zestaw ipsogen JAK2
przechowywanie MutaScreen Kit w temperaturze od —30 do —
sktadnikow zestawu 15°C i chron mieszanine starterow i sond

(PPM) przed swiattem. Patrz
.Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami”, strona 11.

Unikaj wielokrotnego zamrazania
| rozmrazania.

W celu przechowywania podziel odczynniki
na porcje.

Pozytywny sygnat w kontrolach negatywnych

Zanieczyszczenie Wymien wszystkie kluczowe odczynniki.

krzyzowe Powtorz eksperyment, uzywajgc nowych

porcji wszystkich odczynnikéw.

Aby unikng¢ zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem, zawsze
postepuj z odczynnikami, sktadnikami
zestawu i materiatami eksploatacyjnymi
zgodnie z powszechnie przyjetymi
praktykami.
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Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu, nawet w kontrolach pozytywnych
a) Btad pipetowania lub Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje
pominiecie odczynnikdw  reakciji.
Powtorz reakcje PCR.

b) Efekt inhibicji materiatu Powtdrz przygotowanie DNA.
prébki spowodowany
niewystarczajgcym
oczyszczeniem

c) LightCycler: Wybrano Zmienh ustawienie kanatu na F1/F2 lub
nieprawidtowy kanat 530 nm/640 nm.
detekcji

d) LightCycler: Nie Sprawdz programy cykli.
zaprogramowano

Wybierz ,pojedynczy” tryb rejestracji przy
kohcu kazdego segmentu hybrydyzaciji
w programie reakcji PCR.

rejestracji danych

Brak sygnatu lub staby sygnat w prébkach, ale prawidtowy sygnat
w kontrolach

Staba jakos¢ lub niskie Przed rozpoczeciem zawsze sprawdzaj

stezenie DNA jakosc i stezenie DNA.

LightCycler: Zbyt niskie natezenie fluorescencji

a) Nieprawidiowe Przechowuj zestaw ipsogen JAK2
przechowywanie MutaScreen Kit w temperaturze od
sktadnikdéw zestawu —30 do —15°C i chroh mieszanine starteréw

i sond (PPM) przed swiattem. Patrz
.Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami”, strona 11.

Unikaj wielokrotnego zamrazania
| rozmrazania.

W celu przechowywania podziel odczynniki
na porcje.

b) Bardzo niska poczgtkowa Zwieksz ilos¢ DNA probki.

llos¢ docelowego DNA Uwaga: W zaleznosci od wybranej metody

przygotowania DNA moze wystgpi¢ efekt
inhibicji.
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Komentarze i wskazowki

LightCycler: Zmienne natezenie fluorescencji

a) Btad pipetowania Zmiennos¢ spowodowang tak zwanym
,btedem pipetowania” mozna zmniejszyc,
analizujgc dane w trybie F1/F2 lub 530

nm/640 nm.
b) Niewystarczajgce Przygotowana mieszanina do reakcji PCR
odwirowanie probowek moze wcigz znajdowac sie w goérnym
kapilarnych naczyniu probowki kapilarnej lub pecherzyk

powietrza moze by¢ zaklinowany na koncu
probowki kapilarne;.

Zawsze wiruj probowki kapilarne, do ktérych
zatadowana jest mieszanina reakcyjna,
W SposOb opisany w instrukcji danego obstugi

aparatu.

c) Zewnetrzna powierzchnia Podczas postepowania z probowkami
koncdéwki probowki kapilarnymi zawsze nos rekawiczki.
kapilarnej jest
zabrudzona

Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig zgodnym z normg ISO firmy
QIAGEN kazda seria zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit jest testowana
z wykorzystaniem wstepnie okreslonych specyfikacji, aby zapewni¢ statg
jakosc¢ produktu. Certyfikaty analizy sg dostepne na zgdanie pod adresem
www.giagen.com/support/.

Ograniczenia

Przed uzyciem wyrobu uzytkownicy muszg by¢ przeszkoleni i zaznajomieni

z tg technologig. Niniejszego zestawu nalezy uzywac¢ zgodnie z instrukcjami
podanymi w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanymi
aparatami wymienionymi w czesci ,Materiaty wymagane, ale niedostarczone”,
strona 9.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac w potgczeniu
z innymi wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych. Uzytkownik jest
odpowiedzialny za walidacje wydajnosci systemu pod katem wszelkich
procedur stosowanych w danym laboratorium, ktore nie sg objete badaniami
wydajnosci wykonanymi przez firme QIAGEN.
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Nalezy zwracac¢ uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku
i etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie uzywac przeterminowanych
sktadnikow.

Charakterystyka dziatania testu

Badania niekliniczne

W celu ustalenia wydajnosci analitycznej zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit przeprowadzono badania niekliniczne.

Precyzja

Trzy poziomy rozcienczen genomowego DNA uzyskanego z linii komoérkowych
z mutacjg JAK2 V617F w DNA typu dzikiego testowano za pomocg zestawu
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit. Rozcienczenia odpowiadaty obcigzeniu
mutacjg w wysokosci 1%, 2% i 3%. Dla kazdego poziomu wykonano
niezalezne partie rozcienczen, a powtorzenia tych rozcienczen przetestowano
w 3 osobnych eksperymentach. Stosunki uzyskane dla kazdej prébki DNA
(Stosunekprsbka) porownano ze stosunkiem kontroli negatywnej (JAK2 100%
DNA typu dzikiego, Stosuneknc). Wyniki przedstawiono w Tabeli 16.

Tabela 16. Dane precyzji uzyskane w badaniach nieklinicznych

Poziom mutac;ji Stosunekprsbka>Stosunekne %CV (stosunek)
1% V617F DNA 100% (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100% (n = 72) 4,5
3% V617F DNA 100% (n = 135) 5,1

Miedzylaboratoryjne dane analityczne

Przeprowadzono wieloosrodkowe badanie, w ktérym brato udziat 13
laboratoriéw. Zebrano dane analityczne dotyczgce stezerh genomowego DNA
z mutacjg JAK2 V617F w DNA typu dzikiego. W kazdym laboratorium
przeprowadzano trzy eksperymenty. W kazdym eksperymencie testowano
nastepujgce probki DNA uzyskane z linii komérkowych:

M 1 kontrola negatywna (NC) 0% V617F

1 kontrola pozytywna (PC) 100% V617F

1 probka graniczna (COS) 2% V617F

3 probki o srednim obcigzeniu mutacjg (20%, 50% i 80%)
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Eksperymenty przeprowadzano na siedmiu réznych modelach aparatow:
ABI PRISM 7000 SDS

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Wyniki przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Miedzylaboratoryjne dane analityczne uzyskane z rozcienczen
DNA genomowego uzyskanego z linii komérkowych z mutacjg JAK2
V617F w DNA typu dzikiego

Detekcja probki Probki pozytywne Probki negatywne
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 typu dzikiego 0 36

* Prébki pozytywne obejmowaty 36 kontroli pozytywnych (PC-VF), 36 prébek granicznych
(COS-VF; 2% V617F), 34 prébki z 20-procentowym obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F,
35 prébek 50-procentowym obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F i 36 z 80-procentowym
obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F.

Badania kliniczne

Poréwnanie zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i metody ARMS®

Prébki DNA pobrane od 141 pacjentow z podejrzeniem MPN testowano
réwnolegle zestawem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i oznaczeniem gPCR
opartym na metodzie ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (11).
Wyniki poréwnania przedstawiono w Tabeli 18 (tabela kontyngenciji 2 x 3)

i Tabeli 19 (zgodnosc¢ procentowa).
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Tabela 18. Poréwnanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
I metoda ARMS

Wyniki metody badawczej ARMS
JAK2 JAK2 typu
V617F dzikiego (JAK2
>2% V617F <2%) tacznie
Wykryto mutacje 01 0
Wyniki JAK2 V617F o1
metody :
badawcze] V\_/y_nlk 1 2 3
: niejednoznaczny
ipsogen
JAK2 Nie wykryto
MutaScreen mutacji 1 46 47
JAK2 WT
tacznie 93 48 n=141

Tabela 19. Poréwnanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
I metoda ARMS

Zgodnos¢ (%) 95% CI* (%)

Zgodnosc¢ danych pozytywnych miedzy
zestawem ipsogen JAK2 MutaScreen 98,9 94,1-99,8
Kit a metodg ARMS

Zgodnosc¢ danych
negatywnych miedzy zestawem

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 100 92,3-100
a metodg ARMS
Zgodnosc¢ ogotem 99,3 96,0-99,9

* Przedziaty ufnosci obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A instytutu CLSI ,Protokot
uzytkownika do oceny wydajnosci testu jakosciowego; zatwierdzona wytyczna”.

Porownanie zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i sekwencjonowania

Prébki DNA pobrane od 51 pacjentow z podejrzeniem MPN testowano
rownolegle zestawem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i technikg odniesienia
(,ztotym standardem”) — sekwencjonowaniem bezposrednim. Wynikéw dla
jednej probki nie mozna byto zinterpretowac¢ z powodu btedu
sekwencjonowania. Porownanie wynikdw uzyskanych z 50 probek, ktére
mozna byto zinterpretowac, przedstawiono w Tabeli 20 (tabela kontyngencji
2 x 3) i Tabeli 21 (zgodno$¢ procentowa).

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja obstugi 06/2016 53



Tabela 20. Poréwnanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
I sekwencjonowanie

Wyniki sekwencjonowania
bezposredniego
JAK?2 JAK2 typu
V617F dzikiego (JAK2
>2% V617F <2%) tacznie
Wykryto mutacje 26 1
Wyniki JAK2 V617F 21
metody :
badawczej V\_/y_nlk 1 1
: niejednoznaczny
ipsogen
JAK?2 Nie wykryto
MutaScreen mutacji 2 20 22
JAK2 WT
tacznie 28 22 n=50

Tabela 21. Porownanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i
sekwencjonowanie

Zgodnos¢ (%) 95% CI* (%)

Zgodnosc¢ danych pozytywnych miedzy
zestawem ipsogen JAK2 MutaScreen 92,9 77,4-98,0
Kit a sekwencjonowaniem

Zgodnosc¢ danych

negatywnych miedzy zestawem i
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 95,2 [y
a sekwencjonowaniem

Zgodnos¢ ogobtem 93,9 83,5-97,9

* Przedziaty ufnosci obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A instytutu CLSI ,Protokoét
uzytkownika do oceny wydajno$ci testu jakosciowego; zatwierdzona wytyczna”.

Badanie wieloosrodkowe 228 prébek pacjentéw

W ramach badania miedzylaboratoryjnego prébki DNA pacjentow
przeanalizowano w 13 laboratoriach za pomocg technik obowigzujgcych
w poszczegolnych laboratoriach. W kazdym laboratorium wykonywano 3
eksperymenty, uzywajgc DNA z linii komoérkowych, takich samych jak

w przypadku danych precyzji uzyskanych podczas badania nieklinicznego
(patrz wyzej), i DNA pobranego od 10 pacjentow, ktorzy zgtosili sie do
laboratorium.
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228 probek o znanym genotypie JAK2 testowano rownolegle za pomocag
zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit oraz wykorzystujgc wtasne metody
laboratorium, takie jak PCR jakosciowy, PCR ASA, proces FRET,
sekwencjonowanie, PCR ASO, RFLP i rozroznianie alleli. Wyniki poréwnan
przedstawiono w Tabeli 22 (tabela kontyngenciji 2 x 3) i Tabeli 23 (zgodnos¢

procentowa).

Tabela 22. Porownanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit

i wlasne metody laboratoriow

Wyniki testowania wikasnymi metodami
laboratoriow

Wykryto Nie wykryto
mutacje  mutacji JAK?2
JAK2 V617F typu dzikiego kacznie
Wykryto mutacje
Wyniki JAK2 V617F 139 3 142
metody :
badawcze \r?i/ghe:gnoznaczn 17 22
ipsogen J y
JAK2 Nie wykryto
MutaScreen mutacji 3 61 64
JAK2 WT
tacznie 147 81 n=228

Tabela 23. Porownanie metod: Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit

i wilasne metody laboratoriéw

Zgodnos¢ 95% CI*
(%) (%)
Zgodnos¢ danych pozytywnych
miedzy zestawem Ipsogen _JAK2 97,9 94,0-99.3
MutaScreen Kit a wlasnymi
metodami laboratoriow
Zgodnosc¢ danych negatywnych
miedzy zestawem ipsogen JAK2 i
MutaScreen Kit a wtasnymi 95,3 ol Hp
metodami laboratoriow
Zgodnos¢ ogobtem 97,1 93,8-98,7

* Przedziaty ufnosci obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A instytutu CLSI ,Protokot
uzytkownika do oceny wydajno$ci testu jakosciowego; zatwierdzona wytyczna”.
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Odpornosé: testowanie prébek od zdrowych dawcéw

Prébki DNA pobrane od 103 zdrowych dawcéw krwi przeanalizowano za
pomocgy testu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. Wszystkie probki
zidentyfikowano jako JAK2 typu dzikiego. Wyniki analizy 38 prébek za pomocg
aparatu LightCycler 480 przedstawiono na Ryc. 34.
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Ryc. 34. Analiza zdrowych dawcow. Analiza 38 probek pobranych od zdrowych dawcéw
wykonywana za pomocg aparatu LightCycler 480 (#) przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit (nr kat. 673123). Wyniki pozytywne w powtérzeniach (¢) odpowiadajg
skali odniesienia dostarczonej z zestawem. Wartosci fluorescencji VIC sg wykre$lone na osi
X, a wartosci FAM na osi y.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:
Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>

<N> reakciji

Termin waznosci

Z

IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

LOT Numer serii

Numer materiatu

Globalny Numer Jednostki Handlowej
Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

=] Tl

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegotowych informaciji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego Centrum Pomocy Technicznej pod adresem
www.giagen.com/Support, zadzwonié¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub
skontaktowac sie z jednym z dziatéw pomocy technicznej firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Spis tresci Nr kat.
ipsogen JAK?2 Na 10 reakcji: kontrola pozytywna 673022
MutaScreen Kit (10) V617F, kontrola negatywna V617F,

prébka graniczna V617F, mieszanina

starterow i sond JAK2 typu dzikiego

i JAK2 V617F
ipsogen JAK?2 Na 24 reakcje: kontrola pozytywna 673023
MutaScreen Kit (24) V617F, kontrola negatywna V617F,

prébka graniczna V617F, mieszanina

starterow i sond JAK2 typu dzikiego

I JAK2 V617F
Rotor-Gene Q MDx — do analizy Real-time PCR
w zastosowaniach klinicznych, zwalidowany do uzytku
w diagnostyce in vitro (IVD)
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji Real-time PCR 9002032
5plex HRM Platform i analizator High Resolution Melt z 5

kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizne; nie

obejmuje instalacji i przeszkolenia
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji Real-time PCR 9002033
5plex HRM System I analizator High Resolution Melt z 5

kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne;
obejmuje instalacje i przeszkolenie

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniegj instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub

podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie

www.qgiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego

dystrybutora firmy QIAGEN.
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty ipsogen nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy lub
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie mogg ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialnosci za
btedy, ktére mogag wystgpi¢ w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sie za kompletny i doktadny w momencie jego opublikowania. Firma
QIAGEN nie ponosi w zadnym wypadku odpowiedzialno$ci za jakiekolwiek szkody przypadkowe, specjalne lub wynikowe ani z tytutu
odszkodowan wielokrotnych w zwigzku z niniejszym dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty ipsogen sg objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytgcznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym
zados$c¢uczynieniem przystugujgcym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami
gwaranciji.

Produkt ten jest sprzedawany na podstawie umowy licencyjnej z firmg Epoch Biosciences do uzytku wytacznie w diagnostyce in vitro i nie moze
by¢ uzywany do jakichkolwiek innych badan, komercyjnych, badan klinicznych lub innych zastosowan poza obszarem diagnostyki in vitro.

Mutacja JAK2 V617F i jej zastosowania sg chronione prawami patentowymi, w tym patentem europejskim EP1692281, patentami amerykanskimi
7,429,456 i 7,781,199, amerykanskimi zgtoszeniami patentowym US20090162849 i US20120066776 i zagranicznymi odpowiednikami.

Zakup tego produktu nie przenosi zadnych praw do jego wykorzystania w badaniach klinicznych lekédw ukierunkowanych na JAK2 V617F. Firma
QIAGEN opracowuije specjalne programy licencyjne dla takich zastosowan. Z naszym dziatem prawnym mozna skontaktowac¢ si¢ pod adresem
jak2licenses@giagen.com.

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

Ograniczona umowa licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit na nastepujgce warunki:

1. Zestawu ipsogenJAK2 MutaScreen Kit mozna uzywaé wytgcznie zgodnie z dokumentem Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja
obstugi i tylko razem ze sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasno$ci
intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu z elementami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w
dokumencie Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit — Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie
www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancii, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Ten zestaw i jego sktadniki posiadajg licencjg wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac lub
sprzedawad.

4. Firma QIAGEN nie udziela innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okres$lone.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynnosci zabronionych okreslonych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowaé zakazy
niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, w odniesieniu do wszelkich dziatan, ktére bedg miaty na celu wykonanie postanowien niniejszej Ograniczonej
umowy licencyjnej lub praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg na stronie www.giagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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