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Technologie QIAGEN pro zpracovani a analyzu
vzorkl

Spole¢nost QIAGEN je pfednim dodavatelem inovativnich technologii pro
zpracovani a analyzu vzorkd, které umozriuji izolaci a detekci slozek
libovolného biologického vzorku. Nase vyspélé, vysoce kvalitni produkty
a sluzby vam zaijisti uspésny prabéh od odbéru vzorku az po vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

B purifikaci DNA, RNA a proteinu;

B rozbory nukleovych kyselin a proteinu;

B vyzkum microRNA a RNA;;

B automatizaci technologii pro pfipravu vzorku a jejich rozbory.

Nasim cilem je poskytovat co nejnoveéjsi technologie, které vam zarudi
spolehlivé vysledky a dosazeni vyznamného pokroku. Vice informaci
naleznete na strankach www.qgiagen.com.
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Ucel pouziti

Soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen jsou uréeny pro detekci mutaci JAK2
V617F/G1849T v genomové DNA od pacientl s podezienim na myelo-
proliferativni nador. Nepfitomnost JAK2 V617F/G1849T nevyluCuje pfitomnost

jinych mutaci JAK2. Tento test je schopen uvést faleSné negativni vysledky
v pfipadé dalSich mutaci v kodonech 615 az 619 (1).

Poznamka: Tato souprava musi byt pouzita dle pokynd uvedenych v této
prirucce v kombinaci s validovanymi Cinidly a pfistroji. Jakékoliv pouziti tohoto
vyrobku mimo rozsah pfiru¢ky nebo upravy jeho souc€asti bude mit za
nasledek zruseni odpovédnosti spole¢nosti QIAGEN.

Shrnuti a vysvétleni

V roce 2005 (2-5) byla identifikovana recidivujici somaticka mutace, V617F,
ovliviiujici gen Janus tyrozinkinazy 2 (JAK2), coz vedlo k velkému pralomu
v pochopeni, klasifikaci a diagnostice myeloproliferativnich neoplazii (MPN).
JAK2 je dulezitou intracelularni signalni molekulou pro mnozstvi cytokind,
vCetné erytropoetinu.

Mutace V617F genu JAK2 je detekovana u > 95 % pacientll s pravou
polycytémii (polycythemia vera (PV)), 50—60 % pacientl s esencialni
trombocytémii (ET), a 50 % pacientl s primarni myelofibr6zou (PMF).
JAK2 V617F byla také zjisténa u nékterych vzacnych pfipadd chronické
myelomonocytické leukémie, myelodysplazického syndromu, systémové
mastocytozy a chronické neutrofilni leukémie, avsak v 0 % u chronické
myeloidni leukémie (CML) (6).

Tato mutace odpovida jednonukleotidové zméné nukleotidu 1849 genu JAK2
v exonu 14, coZz mé za néasledek unikatni substituci valinu (V) za

fenylalanin (F) na pozici 617 proteinu (doména JH2). To vede ke konstitutivni
aktivaci genu JAK2, hematopoetické transformaci in vitro a rastu erytroidnich
kolonii nezavislych na erytropoetinu (EEC) u vSech pacientl s pravou
polycytémii (PV) a velké &asti pacientl s esencialni trombocytéemii (ET) a
primarni myelofibrozou (PMF) (7). JAK2 V617F pfedstavuje hlavni excitator
pfi transformaci hematopoetickych bunék u pacienttl s myeloproliferativnich
neoplazii (MPN), avSak pfesny patologicky mechanizmus, se stejnou
jedine¢nou mutaci u tak rozdilnych klinickych a biologickych entit stale ¢eka
na plné vysvétleni.

TradiCné byla diagnostika MPN zalozena na klinickém vySetfeni, histologii
kostni dfené a cytogenetickych kritériich. Diky objevu molekularniho markeru
specifického pro urc€ité onemocnéni doslo ke zjednoduseni procesu a zvyseni
presnosti diagnostiky. Detekce mutace V617F genu JAK2 je nyni soucasti
referennich kritérii WHO 2008 pro diagnostiku BCR-ABL negativni MPN
(tabulka 1) a pfitomnost této mutace je hlavnim kritériem pro potvrzeni
diagnozy.
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Tabulka 1. Kritéria WHO pro diagnostiku MPN (prevzato z reference 8)

Kritéria pro diagnostiku pravé polycytémie (PV)

Hlavni 1. Hemoglobin (Hgb) > 18,5 g.dl"* (muzi) nebo >16,5 g.dI!
(zeny) nebo
Hgb nebo hematokrit (Hct) > 99. percentil referenéniho rozmezi
pro vék, pohlavi nebo nadmofskou vysku bydlisté nebo
Hgb >17 g.dI* (muzi) nebo >15 g.dI! (zeny) pokud souvisi
s trvalym rastem 22 g.dI! od vychozich hodnot, které neni
mozné pripisovat korekci nedostatku zeleza nebo
ZvySené mnozstvi Cervenych krvinek >25 % nad pramérnou

2. Pritomnost JAK2V617F nebo podobné mutace

Méné 1. Trilinearni myeloproliferace kostni diené
vyznamné 2. Subnormalni hladina sérového erytropoetinu
3. Rust endogennich erytroidnich kolonii (EEC)

Kritéria pro diagnostiku esencialni trombocytémie (ET)

Hlavni 1. PoCet krevnich desti¢ek 2450 x 10° |1
2. Proliferace megakaryocytu s velkou a zralou morfologii.
Z&adna nebo slaba granulocytarni nebo erytroidni proliferace
3. Nesplnéni kritérii WHO pro chronickou myeloidni leukémii
(CML), PV, priméarni myelofibrézu (PMF), myelodysplasticky
syndrom (MDS), nebo jiné myeloidni onemocnéni
4. Demonstrace JAK2V617F nebo jiného klonalniho markeru]
nebo

Zadny diikaz o pfitomnosti reaktivni trombocytdzy

Méné i
vyznamné
Kritéria pro diagnostiku primarni myelofibrézy (PMF)

Hlavni 1. Proliferace megakaryocytl a atypickych megakaryocytl
doprovazena retikulinovou fibrézou nebo kolagenovou fibrézou
nebo
PFi nepfitomnosti retikulinové fibrozy musi byt zmény
megakaryocytl doprovazeny zvySenim celularity kostni dfené,
granulocytickou proliferaci a asto sniZzenou erytropoézou
(tj. prefibroticka PMF)

2. Nesplnéni kritérii WHO pro (CML), PV, MDS, nebo jiné
myeloidni neoplazie

3. Demonstrace JAK2V617F nebo jiného klonalniho markeru]
nebo

Zadny diikaz o pfitomnosti fibrézy kostni dfené

Méné 1. Leukoerytroblast6za

vyznamné 2. ZvySena laktat dehydrogenaza (LDH) v séru
3. Anémie
4. Hmatna splenomegalie
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Mezinarodni odbornici v nedavné dobé navrhli kritéria pro terapeutické studie
u pacientl s PV a ET. Na zakladé udaju o allograftu, interferonu alfa nebo
hydroxyurei byla kvantifikace JAK2V617F zahrnuta jako mozny uziteény
nastroj ke sledovani odezvy na |léCbu (9). Jako reakce na nékteré noveé léky
proti JAK2 v klinickém vyvoji (10) bylo pozorovano snizeni zatéze JAK2
V617F.

Princip postupu

Pfi rozliSovacim testu alel jsou pouzity dvé sondy TagMan® v multiplexnim
testu. Jedna se dokonale shoduje se sekvenci alely 2 (napf. alela divokého
typu) a druha se dokonale shoduje se sekvenci alely 1 (napf. alely s mutaci).
Kazda sonda je znacena rozliSujicim fluorescen¢nim barvivem na svém

5' konci, tzv. oznamovacim barvivem, napi. FAM™ nebo VIC®, a obsahuje
nefluorescencni zhasec na 3' konci. Sondy také obsahuji MGB™ (minor grove
binder) umoznujici pouziti kratSich sond s vy$si stabilitou a tim pfesnéjsi
rozliSeni alel.

Béhem faze polymerizace PCR reakce je dokonale odpovidajici sonda
roz8tépena 5'—3' exonukleadzovou aktivitou polymerazy Tag DNA, ¢imz dojde
k oddéleni oznamovaciho barviva od zhasec€e a tim k uvolnéni detekovatelné
fluorescence. Sonda, ktera presné neodpovida, bude misto rozstépeni
polymerazou Taq DNA oddélena a nedojde k uvolnéni oznamovaciho barviva.
Vytvoreny fluorescenéni signal (VIC nebo FAM) je shromazdén na konci PCR
reakce (vysledek) a okamzité oznadi pfitomnost cilovych sekvenci ve vzorku
(alela divokého typu, mutovana alela nebo obé&) aniz by bylo nutné provadét
dlouho trvajici a ndkladné post-PCR kroky, které také mohou zvysit riziko
kontaminace. Skute¢né mnozstvi cilové sekvence neni stanoveno.

Souprava ipsogen JAK2 MutaScreen pouziva tuto technologii nasledovné
(viz obrazek 1).
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*— I Rozklad sondy
o> R Vsznamny niris

signalu FAM
{:’:? Rozklad sondy

smda_.“ﬁ Vgznamny nérist

signalu VIC

Sonda 1
Shod

Sonda 2

Oddéleni sondy

Sonda 1
= 5
Neshoda: Zadny signal

Oddéleni sondy

Sonda 2
Neshoda—> (R S 7y siond

Obrazek 1. Multiplexni test se sondou TagMan. Souprava ipsogen JAK2 MutaScreen
pouZziva tuto technologii pro rozliSeni alel.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (10) (24)
Katalogové €. 673022 673023
Pocet reakci 24 10
V617_|_: Ppsitive Control* PC-VF 30 ul 30 ul
(Pozitivni kontrola V617F)

V617F Negative Control' NC-VF 30 pl 30 pl

(Negativni kontrola V617F)

Cut-Off Sample
(Vzorek z hrani¢ni hodnotou)

30 l

COS-VF 30 ul

Primers and probes mix JAK2
V617F* PPM-VF 10x 70 pl 145 pl
(Smés primerd a sond JAK2 V617F)

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook
(anglicky)

* Pozitivni kontrola: 100 % DNA V617F.
T Negativni kontrola: 100 % DNA divokého typu; 0 % V617F.

* Smés specifickych reverznich a ptimych primer( pro gen JAK2, FAM sonda specificka pro
V617F a VIC sonda pro gen divokého typu.

Poznamka: Pfed pouZzitim kratce zkumavky odstiedte.

Poznamka: Analyza neznamych vzork({ pomoci soupravy ipsogen JAK2
MutaScreen vyZzaduje extrakci genomové DNA. Cinidla potfebna pro
provedeni extrakce DNA (napf. QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit,

kat. €. 51304) nejsou poskytnuta a musi byt validovana v kombinaci

se soupravou.
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DalSi potfrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazové pouzitelné rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpecnostnich listech (SDS), které obdrzite od
dodavatele vyrobku.

Cinidla
B Voda pro PCR bez nukleazy
B 1x Pufr TE bez nukleazy, pH 8,0 (napf. Thermo Fisher Scientific Inc.,

kat. €. 12090015)

Pufr a polymeraza Taq DNA: Validovanymi €inidly jsou TagMan Universal
PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific Inc.,

kat. €. 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. €. 04535286001)

® Cinidla pro 0,8—-1% agar6zovy gel v 0,5x elektroforéznim TBE pufru

Spotrebni material

M Sterilni PCR pipetovaci Spi¢ky bez nukleazy s aerosolovou bariérou
s hydrofobnimi filtry

M Zkumavky PCR 0,5 ml nebo 0,2 ml bez RNazy a DNazy
M Led

Vybaveni

M Pipety* uréené pro PCR (1-10 pl; 20-100 pl; 200-1000 pl)

B Stolni centrifuga* s rotorem pro reakéni zkumavky 0,2 ml/0,5 ml (schopna
dosahovat 10000 otacek za minutu)

B Spektrofotometr* pro kvantifikaci DNA

B Pristroj na provadéni PCR v realném €ase:* Rotor-Gene Q 5plex HRM
nebo jiny pristroj Rotor-Gene; LightCycler 2.0, nebo 480; Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS,
nebo ABI PRISM 7900HT SDS; a souvisejici specificky material

B Zafizeni* pro pulzni gelovou elektroforézu

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a zkalibrovany podle doporuceni vyrobce.

Pfirucka k soupravé ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016 9



Upozornéni a bezpecnostni opatreni
Pro diagnostiku in vitro
Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,

uvedeny v pfislusnych bezpecnostnich listech (SDS). Bezpec€nosti listy jsou
k dispozici také online v PDF forméatu na strankach www.giagen.com/safety,
kde mUzete najit, precist a vytisknout bezpec€nosti listy vSech souprav a
soucasti souprav QIAGEN.

Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi
predpisy.

Obecna ustanoveni

Testy gPCR vyzaduji dobrou laboratorni praxi, v€etné udrzby vybaveni, které
je ur€eno pro molekularni biologii a splfiuje pfislusné predpisy a normy.

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

s touto soupravou byly validovany pro zajisténi optimalniho vykonu. DalSi
fedéni Cinidel nebo zména inkubacénich dob a teplot mize mit za nasledek
chybné nebo nesouhlasné udaje. U &inidla PPM-VF mulze dojit ke zménam

v pfipadé jeho vystaveni svétlu. Slozeni vSech Cinidel je specifické pro pouziti
s timto testem. Pro dosazeni optimalniho vykonu testu nesmi byt provedeny
Zadné zameény soucasti.

Dbejte maximalni opatrnosti, abyste zabranili:

B kontaminaci DNazy, coz mize zpUsobit zni¢eni templatu DNA;

M kontaminaci DNA nebo PCR pfenosem, coz by mélo za nasledek faleSné
pozitivni signal.
Proto doporu€ujeme nasleduijici.

B Pri provadéni testu pouzivejte laboratorni vybaveni bez nukleazy
(napf. pipety, pipetovaci Spicky, reakéni zkumavky) a pouZzivejte rukavice.

B Pouzivejte nové pipetovaci Spi¢ky s aerosolovou bariérou pro vSechny
pipetovaci kroky, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci vzorku a Cinidel.

B Pripravte €inidlo master pfed PCR pomoci uréenych materiall (pipet,
SpiCek, atd.) ve vyhrazeném prostoru, kde nebudou zaneseny zadneé
matrice DNA (DNA, plazmid). Pfidejte templat v oddélené zéné (nejlépe
v samostatné mistnosti) pomoci vyhrazeného materialu (pipety, Spicky,
atd.).
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Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Soupravy jsou dodavany na suchém ledu a po pfevzeti musi byt skladovany
pfi teploté —30 °C az —15 °C.

B Minimalizujte vystaveni smési primer( a sond (zkumavka PPM-VF) svétlu.
B Zkumavky pfed otevienim lehce promichejte a odstiedte.

B VSechny soucasti soupravy uchovavejte v puvodnich obalech.

Tyto podminky skladovani plati pro oteviené i neoteviené soucasti. Soucasti
skladované za jinych podminek nez jaké jsou uvedeny na Stitcich nemusi mit
spravnou funkci a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky testu.

Datum expirace pro kazdé Cinidlo je uvedeno na jednotlivém Stitku dané
soucasti. Pfi dodrZzeni podminek skladovani zistanou zachovany vlastnosti
vyrobku do data expirace vytisténého na Stitku.

Neexistuji zadné ziejmé znamky, které by ukazovaly na nestabilitu tohoto
vyrobku. Nicméné pozitivni a negativni kontroly by mély byt testovany
sou€asné s neznamymi vzorky.
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Postup

Priprava vzorku DNA

Genomova DNA by méla byt ziskana bud z pIné krve, purifikovanych
lymfocytl z periferni krve, vicejadernych bunék nebo granulocytd. Aby bylo
mozné porovnat vysledky, doporuCujeme provadét stejnou metodu ziskani
bunécnych frakci a metodu extrakce DNA. Extrakce DNA by méla byt
provadéna jakoukoliv domaci nebo komeréni metodou.

MnozZstvi DNA je uréeno méfenim optické hustoty pfi vinové délce 260 nm.
Kvalita DNA by méla byt posuzovana pomoci spektrofotometrie nebo gelové
elektroforézy.

Pomér Azso/A2g0 by mél €init 1,7—1,9. MenS&i poméry obvykle znamenaji
kontaminaci proteinem nebo organickymi chemikaliemi. Elektroforézni analyza
na 0,8—1% agarozovém gelu by méla umoznit vizualizaci izolované DNA jako
odlisny prouzek v pasmu pfiblizné 20 kb. Maly roztér je pfijatelny.

Vysledna DNA je zfedéna na 5 ng/ul v TE pufru. Reakce gPCR je
optimalizovana pro 25 ng purifikované genomové DNA.

Skladovani nukleovych kyselin

Pro kratkodobé skladovani do 24 hodin doporu€ujeme uchovavat purifikované
kyseliny pfi teploté 2—8 °C. Pro dlouhodobé skladovani delSi dobu nez
24 hodin doporucujeme uchovavat pfi teploté —20 °C.

Protokol: qPCR na pristrojich Rotor Gene Q s rotorem
na 72 zkumavek

Pfi pouziti tohoto pristroje doporuCujeme veSkera méfeni duplikovat,
viz tabulka 2.

Tabulka 2. Po€et reakci pro pristroje Rotor Gene Q MDx 5plex HRM nebo
Rotor Gene Q 5plex HRM s rotorem na 72 zkumavek

Vzorky Reakce
Smeés primert JAK2 V617F a sond (PPM-VF) (56 reakci)
24 vzorkt DNA 24 x 2 reakci

3 x 2 reakce (PC-VF, NC-VF a COS-VF,

3 kontroly DNA kazda testovana duplicitng)

Kontrola vodou 2 reakce

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Zpracovani vzorku na pristrojich Rotor-Gene Q s rotorem na
72 zkumavek

§2 53 S3 54 54 S5

17
517
S16516515515 514

Obrézek 2. Doporuc¢ované usporadani rotoru pro testovani se soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen. PC-VF: pozitivni kontrola; NC-VF: negativni kontrola;
COS-VF: vzorek s hrani¢ni hodnotou; S: vzorek DNA; H,O: kontrola vodou.

Poznamka: Dbejte, abyste vzdy umistili testovany vzorek do pozice 1 rotoru.
V opacném pfipadé pfi kroku kalibrace pfistroj kalibraci neprovede a budou
ziskana nespravné udaje fluorescence.

VSechny ostatni pozice vypliite prazdnymi zkumavkami.

gPCR na pristrojich Rotor-Gene Q s rotorem na 72 zkumavek
Poznamka: Provadéjte vSechny kroky na ledu.

Postup

1. Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.
Soucasti by mély byt vytazeny z mraznicky pfiblizné 10 min pfed
zahajenim postupu.
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2. Vsechny zkumavky protrepejte na protiepavacce a lehce odstred’te
(pfiblizné 10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné
zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzork(.

VSechny koncentrace jsou urCeny pro konecny objem reakce.

V tabulce 3 je popsano pipetovaci schéma pro pfipravu jedné smési
Cinidel, vypoctené pro ziskani finalniho objemu reakce 25 ul. Je mozné
pripravit pfedbé&znou smés dle poctu reakci, a to s pouzitim stejné smeési
primerd a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu
pipetovani.

Na pfistrojich Rotor-Gene muze byt pouzita souprava ipsogen JAK2
MutaScreen pro analyzu 24 vzorkd duplicitné v jednom testu (obrazek 2),
20 vzorku duplicitné ve 2 testech, nebo 15 vzorkl duplicitné ve 3 testech.

Tabulka 3. Priprava smési qPCR

Pocet reakci (ul) Kone&na
Slozka 1 56+1* 28+11 18+1* koncentrace
TagMan
univerzaini 125 7125 3625 2375 1x
master mix
pro PCR, 2x
Smés
primerd a 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
sond, 10x
Voda pro
PCR bez 5 285 145 95 —
nukleazy
Vzorek
(bude pfidan 5 5Vpro 5Vpro 5Vpro —
kazdou kazdou kazdou
v kroku 5)
Celkovy o5 25 pro 25 pro 25 pro B
objem kazdou kazdou kazdou

* 24 vzorkl; 1 cyklus/soupravu.
710 vzorku; 2 cykly/soupravu.
5 vzorku; 3 cykly/soupravu.
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4. Smeés qPCR protiepejte na protrepavacéce a lehce odstred’te
(priblizné 10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shroméazdila na dné
zkumavky).

5. Do kazdé zkumavky umistéte 20 pyl predbézné smési qPCR.

6. Pridejte 5 pl materialu vzorku DNA nebo kontroly do odpovidajici
zkumavky (celkovy objem 25 pl).

7. Jemné smés promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

8. Uzavrete zkumavky PCR. Umistéte zkumavky do rotoru na
72 zkumavek dle doporuceni vyrobce. VSechny ostatni pozice vyplite
prazdnymi zkumavkami.

9. Zkontrolujte, zda pojistny krouzek (pfislusenstvi pristroje
Rotor-Gene) je umistén v horni €asti rotoru a béhem zpracovani brani
nahodnému otevieni zkumavek. Umistéte rotor do pristroje
Rotor-Gene Q dle doporuéeni vyrobce.

10. Nasledujicim postupem vytvorte teplotni profil pro detekci DNA

JAK2.
Nastaveni obecnych parametri analyzy Obrazky 3, 4
Amplifikace DNA Obrazek 5
Nastaveni citlivosti fluorescenéniho kanalu Obréazek 6

Dalsi informace o programovani pfistroji Rotor-Gene jsou uvedeny
v uzivatelské pfiru€ce pfistroje. Na obrazcich jsou tato softwarova
nastaveni oramovana silnou ¢ernou €arou. Uvedeny jsou ilustrace
s pristrojem Rotor-Gene Q.

11. Spustte software Rotor-Gene. V dialogovém okné ,,New Run“ (Novy
cyklus) kliknéte na ,,New* (Novy).
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Quick Start  Advanced

4 Imports the cycling
- Perform Last Run and acquisition and
- sample definitions
*S Empty Run from the last run open
in the software,
o0
'S Three Step with Melt
'!l
S Two Step
7.{ 2 HRM™
l __JOther Runs
' Instrument Maintenance
ﬁ’y J Open A Template In Another Folder...
TN
()
T — 1
ancel |
Help |

¥ Show This Screen When Software Opens

Obrazek 3. Dialogové okno ,New Run“ (Novy cyklus).

12. V pravodci ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym zpracovanim)
nastavte objem na 25 pl a kliknéte na ,,Next“ (DalSi).

Mew Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;3‘; Eﬂ";;pgﬁ o
clicking Next when vou are ready to move to the next page. the niserd Fot helo

' on an item, hover
R [DB pour mouse over the
e ——— item for help. You
Programme PCR allelic discrimination can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Notes :

SkipWizard | << Back ' Next >> || 2

Obrazek 4. Nastaveni obecnych parametra analyzy.

16
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13.

Kliknéte na tlacitko ,,Edit Profile* (Upravit profil) v dalSim dialogovém
okné ,,New Run Wizard“ (Privodce novym zpracovanim) a
naprogramujte teplotni profil podle informaci v tabulce 4 a na
obrazku 5. Ujistéte se, ze ke kazdému cyklu pridate posledni krok
ziskavani pri 60 °C pro oba kanaly; zeleny (FAM) i zluty (VIC).

Tabulka 4. Teplotni profil

Pozastaveni Teplota: 50 stupna
Cas: 2 min
Pozastaveni 2 Teplota: 95 stupni
Cas: 10 min
Cyklovani 50krat

92 stupritl po dobu 15 s
60 stupnit po dobu 1 min; samostatny
Ziskani fluorescence FAM v kandlu cyklovani A

zeleny
Ziskani fluorescence VIC v kanalu cyklovani A
Zluty

& Edit Profile E

.8 W @
New Open  Save As Help
The run vill take approximately 110 minlels] to complete. The graph below represents the un to be perfomed R

Acquisition
Same as Previous | | [New Acauisition] -
Acquisttion Configuration :
Avvailable Channels Acquiing Channels -

Click on & cycle below to modfy it Naio | s

Hold Insert after... Crimson [Green
N (K7

et before. P kil 5
<
Remave
This cycle repes time{s}
[0 20 To acauire from & channel, select it from the Est in the leit and click >. To stop acquiting from &
Click on one of the S18RE BEOW 18 modiy it of press + of - to add and remove steps for this cycle e i el e R | i R
TrmedSie =l ] =HE
60 deg. ol
| Dye Chart >> [ Ok [ Dontdcauie Help
Dye Channel Selection Chart

FAM, SYBR Green 1, Fluotescein, EvaGresn . Alexa Fluor 4887
m | 555nm  |JOE-, VIC, HEX, TET, CAL Fluoi Gold 540, akima elow
rm | E10nm RO, CAL Fluoe Red 6104, Cy3 59, Texas Red ™, Alexa Fluor 588

! &0 deg. for 60 secl

14.

rm | EB0nm | Cp5, Quasar 6701, Alexa Fluor 6331
m | 710hp Quasar705 |, Alexa Fluor 680

Obrazek 5. Amplifikace DNA.

DetekEni rozsah fluorescenénich kanali musi byt stanoven podie
intenzit fluorescence ve zkumavkach PCR. Kliknéte na ,,Gain
Optimisation“ (Optimalizace zisku) v dialogovém okné ,,New Run
Wizard“ (Privodce novym zpracovanim), abyste otevieli dialogové
okno , Auto-Gain Optimisation Setup“ (Nastaveni automatické
optimalizace zisku). Kliknéte na ,,Optimise Acquiring“ (Optimalizovat
pofizovani) (obrazek 6) a poté kliknéte na ,,OK“ v dialogovych oknech
»Auto-Gain Optimisation Channel Settings” (Nastaveni kanélu
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automatickeé optimalizace zisku) pro kazdy kanal (zeleny a zluty,
obrazek 6). Ujistéte se, ze je pro kazdy kanal zatrzeno policko
»Perform Optimisation Before 1st Acquisition“ (Provést optimalizaci

pred 1. pofrizenim) (obrazek 6).

Auto-Gain Optimisation Setup

x|

r Optimisation
= Auto-Gain Optirnization will read the fuoresence on the inserted sample at
" different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
\\\9 acceptable. The range of fluarescence you are looking for depends on the
chemistry pou are performing.

Set temperature to |60 —:Idegrees

wkE

Optirnize Al

v Perform O ptimization Before 1:t Acquisition
Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Aun

Optimize Acquining

r~ Channel Settings :

| =1 Add... |

Mame | Tube Position | Min Reading | M ax Reading | Min Gain | Max Gain Edit I
Green 1 5FI 10FI 10 10 A
elow 1 5 10F1 10 10 B |
Remowve &)l |
4 |
Start I ¥ 1. Clase Help I

Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Tube Position : |1 j

Taiget Sample Range : |E j Flupto |10 ﬂFI.

Arreptable Gain R ange: |-TU j o |10 j

|

Channel Settings :
Channel: Green

Help ‘

Cancel |

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

T
=

Target Sample Range |5 j Flupta |10 j Fl

Acceptable Gain Range: |10 j to |10 j

2220

- Channel Settings :

Channel : Yellow Tube Posibion

Cancel I Help

Obrazek 6. Nastaveni citlivosti fluorescenc¢niho kanalu.

15. Hodnoty zisku stanovené kalibraci kanalu jsou automaticky ulozeny a
uvedeny v poslednim okné nabidky programovaciho postupu.
Kliknutim na , Start Run® (Spustit cyklus) spustite program.

16. Zadejte nastaveni rotoru do softwaru Rotor-Gene (obrazek 7).

18

LE e S EE] JJ‘ ﬂ
File Edit Format Security
I Fator Style ]
Given Conc. Format: | 123456,789123467 _~ | Unit: [copiessreactio w| Mare Options
Samples :
[ EEEIEIEITEE]
C |ID | M arme | Type | Groups | Given Conc. -
1/PLC Pozitive Control
] 2/ PC Positive Control
I :Hz0 NTC
4 Mone
- 5 NC Megative Contral
- & MNC Megative Contral
| IED] NTC
] Mone
] 9/ RS Unknown
I 0FRs Unknown
11 Mone
1z Mone
1351 Unknown
14 51 Unknown
165 52 Unknown
16/ 52 Uriknown
L BREEE Unknown
I 18 s3 Unknown
I 1354 Unknown
20 54 Unknown =
4 »
Page :
Marne : |[JAK2 Ipsogen Mew I~ Synchronize pages
Undo | Ok | Cancel | Help |

Obrézek 7. Nastaveni Rotor-Gene: , Edit Samples* (Upravit vzorky).
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Postup kone¢né analyzy pro nastaveni pristroje Rotor-Gene Q 5plex
HRM

17. Po dokoné€eni programu PCR kliknéte na tla¢itko ,,Analysis*“
(Analyza) na nastrojove listé (obrazek 8).

-Analysis—ﬂnly Rotor-Gene [} Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 {1}

File Analysis Gain  Wiew Window Help

s ~ o F A = = —
il—‘ H ‘Q) Wiew \';:‘J Fz &'J Rm ES;[ == | Iui. -
Open  Save Help Settings Profile  Temp. icf Reports Arrange
JChanneIs o Cycling &.Green . Cycling AYellow . Cyeling B.Green . Cycling B.Yellow |

Obrazek 8. Analyza.

18. V dialogovém okné ,,Analysis“ (Analyza) (obrazek 9), dvakrat kliknéte
na,Cycling A Green® (Cyklovani A, Zelena) a poteé na kliknéte na
, OK". Zopakujte pro , Cycling A Yellow" (Cyklovani A, Zluta).

Analysis %

25td Curves (Rel) | Other... |
! | Met |

1—- Cyeling & Gre
weling 4. eflow

At Least Two Standards Required

The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2

selected standards. To set this up, right-click on the sample list and select Edit
Samples. .. |

[~ Don't show this message in future.

Show | Hide |

[~ Auto-shrink window

Obréazek 9. Kvantifikace: , Cycling A. Green* (Cyklovani A, Zelena).

19. Objevi se nové okno (obrazek 10). Kliknéte na ,,Slope Correct”
(Oprava krivky) v obou panelech, viz obrazek 10.

v Open 54 Help Setege Progress Profle  Tesp. Sawples dnodrss Meports Arange

Quantitation Anatysts - Cycling A Tellow (msppol 2} - X =
I“, I,‘:J-u—--,- ¥ Outter Bomoval . b Save Defauts === I 'l_m—-r-; 3] Outher Romoval .l Seve Defouks el 2

Obrazek 10. Nastaveni , Slope Correct” (Oprava kfivky).
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20. Chcete-li exportovat Gdaje, ulozte je jako seSit Excel®. Kliknéte na
, OK"“, zadejte ndzev exportovaneého souboru a ulozte textovy
soubor (*.txt).

21. Otevrete textovy soubor v Excelu a zvolte sloupec A. Kliknéte na
,Data“, poté , Prevést“ a ,Dalsi“. Zvolte ,,Oddélovac” (¢arka) a poté
na ,,Dokongit“. Vysledky jsou uvedeny jako na obrazku 11.

A L] c o L3 r GH I J K LMHOPQGRS T U ¥ W E ¥V 2 ASABACADAL AF AGAH A1 AJ AK AL AM AN A0 AP AC AR AS AT AU AV AW AX AV I az BA
1 | Excel Raw Data Export
z | Copyright s QIAGEN Company. All rights reserved
3 |File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)rex
4 |Date  W26d2010
5 |Time  WHs##n
.
7 | Channel Cycling A.Green
+ [ID MSPPO1 1 2 3 4567839 BB R RN R RN R e 4 50
(D) ) 1 pC | 567432 581979 586158 531928 6 6 6 6 6 M B W W B RN E BN R R RN 53428 E3832135
- — 1 2 pC 583912 59781 597658 602344 6 6 6 6 6 BB HH BB E R BB B RN E R R R G475 G506
('6 " 3 nC 5.74617 573667 586391 581854 6 6 6 B 6 7777888888839 9393 3% %W # 99929 10035624
[ 4 nC 610742 640127 641794 64871 6 7 7 7 7 888899/ 9% M NNNNNS S # 12478 12607975
© 3 5 15 6.M824 624633 626727 630006 6 6 6 6 6 B8 6599 988NN &8 &S ENE WEETZ MO
3 0 I 5869 533827 53453 538132 B 6 6 B 6 778889993 # 88 1NNESSENSE 120318 13302488
" 7 h20 60612 613835 613298 616018 6 6 66 6 T7772777 7777277777777 74032 74200264
\q) . 8  hao 5.77198 58514 5.90855 590233 6 6 £ & & N2 T 272772727 7/77 77 7164 72198062
0 s 0 576232 584288 589174 530M3 6 6 6 6 6 777888883999 99## 888N H 10405 10603087
C #* 0 a 6.81827 591948 592752 592732 6 6 6 6 6 7777788886899 998%%8# 102008 10425509
m " n 05 579913 682663 585641 534136 6 6 6/ 6 6 7778888899999 ##8&HH 10593 0749218
> 20 2 0§ 613069 616939 616846 620621 6 6 € & & T77788889938% 8 #10NEH8H 126759 12872075
£il
(@) 2 |Channel Cyding A.vellow
O = |ID MSPPO1 1 2 3 4567839 HHE N H R RN RN RN 49 50
7] 1 pC | 459685 462247 46813 463715555 5 6666666777 777777788 8 193092 80826056
('U s 2 pC | 466363 472438 471819 4747415 5555 56666666777777788888 80614 8235204
— n 3 nC | 453005 467231 464528 472071 5 555 5 BB B OH R B R R R R R R R W E R R E R 42005 42626506
Q_ n 4 nC 5027395 505531 522326 522507 5§ 555 5 B0 B E W E R R R R R RN R E R R WS 511528 53465324
2 5 1S 502082 501981 504675 512164 5 5 5 5 6 BB HHE R ER B RSN EEREEE AT5I7 47706823
N ) 6 15 471329 471646 476223 47172 5 555 5 HE R EH BN R R RN E R R R 42067 4220755
() » 7 h20 | 487286 433455 492543 500872 5 5 55 5 86 66 666666666666 6666 6M52 6020859
»n 8 hao 456801 458861 46996 472888 6 5 5 5 5 556505056 6665666666666 584573 58762483
Z n 3 0 462588 460861 471013 466348 5 555 § TIB B W H BB R R BB E R BB EE 443836 45ETTTTS
» ] 47134| 487286 482816 480M7 5 5 55 5 434785 44.035357
] "o 05 46517 472921 471081 472123 5 55 5 5 42478 42437756
» © 0§ 48515 50297 504229 50483 5556 6 PCR Cyklus 50 47.002 47.084982
»
)
() w U MSPPUT 1 4 3 T06 (HIRNBRARERAEBBRR BN R B R RN AR BB B NN
— » 1 pC 624E-03 SOTED3 489E03 47ZE03 # & # # # % & % 8 # 8 B 4 # # H # R # 400000 1111111111011 111111
('5 - 2 pC WRESSE03 288E-03 JNME-03 IMENI M B M M K B B E N K W KR A E B SN RR000000 1111011
o a 3 nC 41E03 220603 205E-03 1S8E-03 # # % # # 8 B & § # 8 8 B B H 8 8 W 0 R BB B W H B ERAEHEENO0O0REN000000D
S < 4 nC o, Ty nHn0n 100000000
o 5 15 D) 100000000
« % Nazevvzorku :iiii Sloupec FAM i
Nob) “ 7 h20 RN RN
. 8 h20 R o0 RN
C a 3 0 BASE03 57IE03 4SSE03 422E03 4 B M M R N B W W H B B R A E R EEHARENOHORNARNENOORONNODDOD0D
('5 - 10 0 379E03 324E-03 270E-03 296E-DT B B W B H B B B B H W B B BB BB H OB B BB HEEEENEEEEHNEREND00000
" M 05  415E-03 347E-03 280E-03 212E-03 W B W W & W B B B K W B W B O % B B H BB A KM EHNHEEDENHEO000000000D0
> 50 12 05 642E03 516E-0Z JS9E-03 262E03 M B M M H M B B N 4 W B N R R B R HHE N EREEHEENNERONENO000000000
o |
N -
- — s |ID MSFPO1 1 2 3 456 78 3BT EHE N BN R B RN R RN R RN E RN R R R RN
© 54 1 pC  B70E-03 J09E-03 248E-03 LSTE-D3 M E B H H B B B B # B B 8 B 4 B R B B H B BB R R B EOHERENEENENE00000
- 5 2 pC | AISE04 TS4ED4 ISE03 ISIEDS B B B B B B B W W H B B B B E B E BB A B S B EEHESHNENENEESEN000000
(.5 s 3 nC 220E-03 244E-03 Z2B9E-03 29E03 M B M B H O B B A B N RN N R BERBBO0000001TT T
5 4 nC | 264E-03 3.09E-03 354E-03 JSE03 W B B M K B B H W H W R W (I I T I
o] = 5 (S 537E03 528E-03 460E-03 392E03 N B M W 4 W B BN A B BB Sloupec VIC 11111111
5 6 1S G70E-03 57E-03 467E-03 J95E0I N B M M A B B H W H W RN 11111110
C “ 7 h20 | 733E.04 102603 130E03 159E-03 W B B B # B B N W H B B W DOOOOEE
(‘5 “ € h20  227E04 BSE04 1ME-D 160E0I # B ® B # B B H B H B E R B W R R RN RE W N R R R E NN EE R R R WA RN
— ) EI] LI7E-02) LOIE-02 BATE-D3 GBOE-03 # # # # # % % # 8 # # & & @ # # # # # # % 000000 1 1 101101001 111111
o 0 0 | 576E03 431E03 40SE03 322E-03 W M M R 4 W E W W 4 B BN N E W E R RRNO000000 111111111111 11111 08040
U) . M 05  SI6E-03 459E-02 402E-03 345E-03 M B B W 4 W B W R B B B B W H R ENAEH000001 1111111111101 11111 0789575
“ 2 05 SISE-03 4B0E-03 442E-03 404E-03 % # % 8 # # & % 8 # 8 & ¥ 8 4 # S W H 0F W 000000 1111111111 080887
“

Obrazek 11. Priklad vysledku, uvedenych v souboru Excel.

Poznamka: Soubor obsahuje nezpracované Udaje i standardizované udaje.
Pouze standardizované udaje musi byt brany v Gvahu.

Tyto Udaje jsou uvedeny v ¢astech ,Kvantitativni analyza cyklovani kanalu A,
Zeleny* a ,Kvantitativni analyza cyklovani kanalu A, Zluty* tabulky. Udaje
uréené K interpretaci jsou ty, které byly ziskany pfi PCR cyklu 50 (v krouzcich
na prave straneé).

20 Pfirucka k soupravé ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016



Protokol: qPCR na pristrojich Applied Biosystems a
ABI PRISM

Pfi pouziti zafizeni QPCR s 96 jamkami doporuCujeme vesSkera méreni
duplikovat, viz tabulka 5.

Tabulka 5. Po€et reakci pro pristroje Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 nebo ABI PRISM 7900HT

Vzorky Reakce
Smés primert JAK2 V617F a sond (PPM-VF) (56 reakci)
24 vzork( DNA 24 x 2 reakci

3 x 2 reakce (PC-VF, NC-VF a COS-VF,

3 kontroly DNA kazda testovana duplicitné)

Kontrola vodou 2 reakce

Zpracovani vzorkl na pristrojich Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 nebo ABI PRISM 7900HT

nasnneannnnn
T 0 0-C0000
900000000000
@@o@@o@@o@@o

. vy

[II@ITIWIDIHH}J

Obrazek 12. Doporuc¢ované usporadani desticky pro testovani se soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen. PC: pozitivni kontrola; NC: negativni kontrola; COS: vzorek s hrani¢ni
hodnotou; S: Vzorek DNA; H.O: kontrola vodou.
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gPCR na pfristrojich Applied Biosystems 7300 a 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 nebo ABI PRISM 7900HT

Poznamka: Provadéjte vSechny kroky na ledu.

Postup

1. Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.
Soucasti by mély byt vytazeny z mraznicky pfiblizné 10 min pfed
zahajenim postupu.

2. VsSechny zkumavky protrepejte na protiepavacce a lehce odstred’te
(priblizné 10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné
zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poc¢tu zpracovavanych
vzorku.

VSechny koncentrace jsou uréeny pro konecny objem reakce.

V tabulce 6 je popsano pipetovaci schéma pro pfipravu jedné smeési
Cinidel, vypoctené pro ziskani finalniho objemu reakce 25 pl. Je mozné
pfipravit pfedbéZnou smés dle poctu reakci, a to s pouzitim stejné smési
primer a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu
pipetovani.

Na pfristrojich Applied Biosystems 7300 a 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 nebo ABI PRISM 7900HT muze byt souprava ipsogen JAK2
MutaScreen pouZzita pro analyzu 24 vzork( duplicitné v jednom cyklu

(obrazek 12), 20 vzorku duplicitné ve 2 cyklech, nebo 15 vzork( duplicitné
ve 3 cyklech.
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Tabulka 6. Priprava smési qPCR

Pocet reakci (pl) Koneéna

Slozka 1 56+1* 28+1" 18+1* koncentrace
TagMan
univerzaini 125 7125 3625 2375 1x
master mix
pro PCR, 2x
Smés
primerd a 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
sond, 10x
Voda pro
PCR bez 5 285 145 95 —
nukleazy
Vzorek
(bude pfidan 5 5vpr0 5vpr0 5Vpro —

kazdou kazdou kazdou
v kroku 4)
Celkovy o5 25 pro 25 pro 25 pro B
objem kazdou kazdou kazdou

* 24 vzorkl; 1 cyklus/soupravu.
710 vzorku; 2 cykly/soupravu.
5 vzorku; 3 cykly/soupravu.

4. Smés gPCR protrepejte na protrepavacce a lehce odstred'te (priblizné
10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné zkumavky).

5. Do kazdé jamky umistéte 20 pl predbézné smési qPCR.

6. Pridejte 5 pl materialu vzorku DNA nebo kontroly do odpovidajici
jamky (celkovy objem 25 pl).

7. Jemné smés promichejte pipetovanim nahoru a dold.

Uzaviete destiCku a lehce odstred'te (300 x g, pfiblizné 10 s).

9. Umistéte desticku do termocykleru dle doporuéeni vyrobce.

10. Naprogramujte termocykler programem pro tepelné cykly dle
tabulky 7 a spustte cyklus.

o
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Tabulka 7. Teplotni profil pro pristroje Applied Biosystems a

ABI PRISM

Pozastaveni Teplota: 50 °C
Cas: 2 min

Pozastaveni 2 Teplota: 95 °C
Cas: 10 min

Cyklovani 50krat
92°Cnal5s
60 °C na 1 min

Postup pro naslednou analyzu cyklu pro pristroje Applied Biosystems a
ABI PRISM

Podrobnosti o programovani pristroju Applied Biosystems 7300 a 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 nebo ABI PRISM 7900HT naleznete
v uzivatelskeé priruCce daného pristroje. Pro lepsSi pfehled jsou tato
softwarova nastaveni oramovana silnou ¢ernou €arou.

11. Po dokon¢eni cyklu zvolte ,,Start/Program“ (Spustit/Program) a poté
zvolte ,File/New" (Soubor/Novy).

12. V dialogovém okné ,,New Document Wizard“ (Privodce novym
dokumentem) kliknéte na rozeviraci seznam ,,Assay“ (Analyza) a
zvolte , Allelic Discrimination” (RozliSeni alel) (obrazek 13).
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13. Prijméte vychozi nastaveni pro pole ,,Container” (Zasobnik) a
,Template* (Templat) (,96-Well Clear” (Cistych 96 jamek) a ,,Blank
Document” (Prazdny dokument), obrazek 13). V poli , Plate Name*
(Nazev desti€ky) zadejte AD Post-read (obrazek 13), a poté kliknutim
na ,,Next>“ (DalSi) oteviete dialogové okno ,,Select Markers* (Zvolit

markery).
Hew Document Wizard E
Define Document
Select the aszay, container, and template for the document, and enter the operatorn name and
comments,
1 Azzay M| Allelic Discrimination
2 Contairer :
Fun Mods : | Standard 7500
Operator : [Sdministeatar
Comments :
3= "1
ans MName Bl ap Post-read | |
== | = ||

Obrazek 13. Predbézna nastaveni pro vytvoireni nového nasledného cyklu (post-
read) (New Document Wizard) (Pridvodce novym dokumentem).

14. Jestlize panel ,Markers in Document* (Markery v dokumentu)
v dialogovém okné ,,Select Markers* (Zvolit markery) obsahuje
vhodny marker pro vase pouziti, pokracujte krokem 18. Pokud ne,
pokracujte krokem 15.
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15. Vytvorte detektory a markery nasledujicim zpisobem. Kliknéte na

»New Detector* (Novy detektor) (obrazek 14).

Solact Markers

Select the markers vou will be uging in the documant

Firud -J 'I Passive Relererce: | RO "'|
Markar Hame | Detecton 1 Maikeis inDocument |
Add>> |
Hemove ]
< >
1 Mew Detactor Il MNewe Markar ]
< Back | Maxt » | Firish | Cancel I
Obrazek 14. Panel ,Markers in Document” (Markery v dokumentu) neobsahuje
vhodny marker pro vase pouZiti.

16. V dialogovém okné ,,New Detector” (Novy detektor) zadejte ,,Alela A*
do pole ,Name" (Nazev) (obrazek 15). Ponechte , Reporter Dye"
(Oznamovaci barvivo) nastaveno na ,,FAM“. Kliknutim na tlac¢itko
,Color® (Barva) zvolte barvu a poté kliknéte na tlac¢itko , OK*
(obrazek 15). Kliknéte na ,,Create Another“ (Vytvorit dalsi)
(obréazek 15).

Hew Detector E-‘
M arne: n#\lleteh I
Deseription: |
2 Feporter Diype: nFAM LI
Quencher Dype: I[nonc] EI
3 Caolor: u
MNotes:

4 I Cleeteﬁmthh [ (] % I Cance|
Obrazek 15. Vytvoreni detektoru.
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17. V dialogovém okné ,,New Detector“ (Novy detektor) zadejte ,,Allele B
(Alela B) do pole ,Name*“ (Nazev) . V poli ,Reporter Dye*
(Oznamovaci barvivo) zvolte ,,VIC*. Kliknutim na tla¢itko ,,Color*
(Barva) zvolte barvu a poté kliknéte na tlacitko ,,OK".

18. Kliknéte na ,,New Marker“ (Novy marker) v dialogovém okné ,,Select
Markers® (Zvolit markery) (viz obrazek 14).

19. V dialogovém okné ,,New Marker* (Novy marker) zadejte ,,JAK2“ do
pole ,New Marker Name*“ (Nazev nového markeru) (obrazek 16).
Zvolte detektory , Allele A* (Alela A) a , Allele B* (Alela B), jak byly
vytvoreny v krocich 16 a 17 (nebo jiz definované) a kliknéte na ,,OK*
(obrazek 16).

Hews Marker @
Mewe M arker Mamer.'l JAKZ hl 1
Calact o debactors for ez marker
[T D=t chaer s e Reporter | Oue ncher
= Allele B “AIC [rone
2 [+ Aullele L F A o

3 [

Obrazek 16. Vytvoreni markerd.
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20. V dialogovém okné ,,Select Markers* (Zvolit markery) zvolte ,,JAK2“,
ktery byl vytvoren vySe nebo vhodny predem definovany marker a
poté kliknéte na ,,Add>>“ (Pridat) (obrazek 17).

Poznamka: Chcete-li marker odstranit, zvolte jej a poté kliknéte na
~.Remove* (Odstranit).

Hew Document Wizard g|
Select Maikers
Selach the markers pou will be usng in the: document
Finl | *I - | Passive Reterence: [0 =]
Marker Mame Detector 1 | Detector 2 l Markeais in Document |
1 —l JAK2 Absle B Al &
=] 2
Remove |
Hew Detector New Marker
< Back Mest > Fruzh Cance 3

Obrazek 17. Vybér markeru.

21. Kliknéte na ,,Next>“ (Dalsi).

22. V dialogovém okné ,,Setup Sample Plate” (Nastaveni desti¢ky se
vzorky) kliknéte a pretahnéte mysi marker pro jamky, které obsahuji
vzorky. Kliknéte na ,,Finish* (Dokongit).

23. Zvolte zalozku ,Instrument” (Zafizeni) a zménte objem vzorku na
25 pl.

24. Zvolte ,File/Save” (Soubor/Ulozit) a poté kliknéte na ,,.Save“ (Ulozit)
pokud chcete zachovat nazev, ktery jste priradili pri vytvoreni
desticky.

25. Zaved'te reakéni desticku do pristroje podle doporuéeni vyrobce.
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26. Spust'te nasledny (post-read) cyklus. Kliknéte na ,,Post-Read"
(Nasledny).
Pristroj provede 1 cyklus po dobu 60 sekund pfi 60 °C. Béhem tohoto

cyklu pfistroj shromazdi FAM a VIC fluorescence do kazdé jamky
(obrazek 18).

E File Wiew Tools Instrument Aralysie  Window  Help
D d Sk BEEE B s
et Yinstrament {Reauts W

—Instrernent Control — Temperatirea
Estimated Time Remaining (hh:mm): Fample: Haat Sink:
Cover: Block:
Fost-Read | -
—Cwele

Disconnact Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:

State:

— Thearmal Cycler Protocol
Thermal Prafile IAJ.I‘ID Increment | Famp Fiale

AU CL A | N ] l Al e uiai Sy ] el
Settings

SempleVolume (i):  [&

Fun Mode ; ESiandur:l Y500 ll

Data Callechon : IH!agF 1, Step 1 (B0.0 & 530 ;]

Obrazek 18. Cyklus Post-read (Nasledny).
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27. Zvolte , File/Export* (Soubor/Exportovat) a poté kliknutim na
»Results“ (Vysledky) provedete export vysledkl do souboru Excel.
Vysledky jsou uvedeny jako na obrazku 19.

|12 | Comments: Vzorek VIC €. 1 Vzorek FAM €. 1
|13 |SDS v1.2

i \ _

| 16 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y “Allele X Rn Allele ¥ Quality Value Method
116 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAK2-VIC JAK2-FAM 2184 6.221 Undetermined |100.00 Manual Call
117 |A2 sample 1 WIC Unknown 295 565 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
118 |A3 sample 2 VIC  Unknown 351338  JAKZ2-VIC |JAK2-FAM 2595 6.2 Undetermined '100.00 Manual Call
119 |A4 sample 2 WIC Unknown 379.909 JAK2VIC JAK2-FAM 2,553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
|20 |A5 sample 3 vIC Unknown 372.895 JAKZVIC JAK2-FAM |2.913 5.329 Undetermined | 100.00 Manual Call |
| 21 |AB sample 3 WVIC  |Unknown 359.717 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
|22 |A7  sample wt WVIC  |Unknown 343536  JAK2-VIC JAK2-FAM 2569 1.948 Undetermined | 100.00 Manual Call
123 |A8 sample wi VIC Unknown 277 B77 JAKZ-VIC JAKZ2-FAM 2 BB4 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |A9 C- vIC Unknown 330.943  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.623 1.967 Undetermined | 100.00 Manual Call
|25|A10  C- WVIC  |Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 2013 Undetermined 100.00 Manual Call
|26 |A11 C- vIC Unknown 269.500 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12 [ C+ WIC Unknown 211.520 JAKZ-VIC JAK2-FAM [1.249 6.14 Undetermined |100.00 Manual Call
128 |B1 C+ WVIC  |Unknown 270623  JAKZ2-VIC JAKZ-FAM 1.346 6.694 Undetermined ' 100.00 anual Call
|29 B2 C+ VIC  Unknown 365.112  JAK2-VIC |JAK2-FAM [1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 (B3 ER VIC  Unknown 372150 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.214 12.03 Undetermined | 100.00 Manual Call
|31 |B4 ER VIC  Unknown 404.145  JAKZ-VIC |JAK2-FAM |2.419 2,295 Undetermined ' 100.00 Manual Call
132 |B5 ER vIC Unknown 410.977 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2681 252 Undetermined 100.00 Manual Call
133 |B6 H20 WIC Unknown 395.431 JAK2-VIC JAK2-FAM |0.B55 1.346 Undetermined |100.00 Manual Call
|34 |B7 H20 WIC  |Unknown 415223  JAK2-VIC JAKZ-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 Manual Call
| 35|68 H20 VIC  Unknown 366.885  JAK2-VIC |JAK2-FAM |0.606 1.277 Undetermined | 100.00 Manual Call

Obrazek 19. Priklad vysledkt, uvedenych v souboru Excel.
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Protokol: qPCR na pristroji LightCycler 480

PFi pouZiti zafizeni QPCR s destickou s 96 jamkami doporuCujeme veskera
mérfeni duplikovat, viz tabulka 8.

Tabulka 8. Po€et reakci pro pristroj LightCycler 480

Vzorky Reakce
Se smési primerl a sond JAK2 V617F (PPM-JAK?2)
24 vzork( DNA 24 x 2 reakci

3 x 2 reakce (PC-VF, NC-VF a COS-VF,

3 kontroly DNA kazda testovana duplicitng)

Kontrola vodou 2 reakce

Zpracovani vzorkl na pristroji LightCycler 480

’ m [ I 1516171819110111114\

[II@ITIWIDIHH}J

. vy

Obrazek 20. Doporuc¢ované usporadani desticky pro testovani se soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen. PC: pozitivni kontrola; NC: negativni kontrola; COS: vzorek s hrani¢ni
hodnotou; S: Vzorek DNA; H.O: kontrola vodou.
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gPCR na pristroji LightCycler 480
Poznamka: Provadéjte vdechny kroky na ledu.

Postup

1. Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.
Soucasti by mély byt vytazeny z mraznicky pfiblizné 10 min pfed
zahajenim postupu.

2. Vsechny zkumavky protrepejte na protiepavacce a lehce odstred’te
(priblizné 10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné
zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzork(.

V8echny koncentrace jsou urCeny pro konecny objem reakce.

V tabulce 9 je popsano pipetovaci schéma pro pfipravu jedné smési
Cinidel, vypoctené pro ziskani finalniho objemu reakce 25 pl. Je mozné
pripravit pfedbé&znou smés dle poctu reakci, a to s pouzitim stejné smeési
primerd a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu
pipetovani.

Na pfistroji LightCycler 480 muZze byt pouZita souprava ipsogen JAK2
MutaScreen pro analyzu 24 vzorku duplicitné v jednom testu (obrazek 20),
20 vzorku duplicitné ve 2 testech, nebo 15 vzork( duplicitné ve 3 testech.
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Tabulka 9. Priprava smési qPCR

Pocet reakci (pl) Koneéna

Slozka 1 56+1* 28+1"1 18+1*% koncentrace
TagMan
univerzalni 12,5 7125 3625 2375 1x
master mix
pro PCR, 2x
Smés
primerd a 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
sond, 10x
Voda pro
PCR bez 5 285 145 95 -
nukleazy
Vzorek
(bude pfidan 5 5vpro 5vpro 5Vpro —

kazdou kazdou kazdou
v kroku 6)
Celkovy o5 25 pro 25 pro 25 pro B
objem kazdou kazdou kazdou

* 24 vzorkl; 1 cyklus/soupravu.
710 vzorku; 2 cykly/soupravu.
5 vzorku; 3 cykly/soupravu.

4. Smés gPCR protrepejte na protrepavacce a lehce odstred'te (priblizné
10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromé&zdila na dné zkumavky).

5. Do kazdé jamky umistéte 20 pl predbézné smési qPCR.

6. Pridejte 5 pl materialu vzorku DNA nebo kontroly do odpovidajici
jamky (celkovy objem 25 pl).

7. Jemné smés promichejte pipetovanim nahoru a dold.

Uzaviete destiCku a lehce odstred'te (300 x g, pfiblizné 10 s).

9. Umistéte desticku do termocykleru dle doporuéeni vyrobce.

10. Na stejné strance zvolte ,New Experiment"”.

11. U pristroje LightCycler 480 | postupuje dle kroku 11a. U pristroje
LightCycler 480 Il postupuje dle kroku 11b.

Podrobnosti o programovani pfistroje LightCycler 480 naleznete
v uzivatelské pfirucce k pristroji. Pro lepsSi pfehled jsou tato softwarova
nastaveni oramovana silnou ¢ernou ¢arou.

o

Pfirucka k soupravé ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016 33



1la. LightCycler 480 I. Zvolte , Multi Color Hydrolysis Probe*
(Vicebarevna sonda pro hydrolyzu), kliknéte na ,, Customize*
(Prizplisobit) a poté zkontrolujte, zda jsou zatrzeny kanaly ,,FAM
(483-533)“ a ,, Hex (533-568)" (tj. VIC) (obrazek 21). Nastavte reakéni
objem na , 25" pl (obrazek 21) a pokracujte krokem 12.

e : 2
Flate ID | Reaction \l'alu 4
Cycles Analysis Made
1 Zlauanciticacion -
FaN Temperamme Targets
Targel Q) Acquisition Made Hold (hhzmmiss) Ramp Rate (C's) | Acquisitions fper*C) | Sec Target ()| Step Size () | Step Delay {cycles)
Repait D &0 wore =|00:01:00 e = <o o o

Datection Format  Multi Calar Hydialysis Probe

|r: Dynamic  Manal

Active Filter Combination B
=500)
I v FAR Hes—sss!
b Hex (523-568.
10) J
L=

Time Moder |

NeeoD e T

lcw 5 (s15-670)

Temvpaiatine ('Th
BRESERERAABRERSE

2

00 0os s 116

Extirnated Ties {hanmessh
Lrempine ]

Obrazek 21. LightCycler 480 I: Nastaveni forméatu detekce.
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11b. LightCycler 480 Il: Zvolte , Dual Color Hydrolysis Probe*
(Dvoubarevna sonda pro hydrolyzu), kliknéte na , Customize*
(Prizplisobit) a poté zkontrolujte, zda jsou zatrzeny kanaly ,,FAM
(465-510)" a , VIC / HEX /(533-580)" (obrazek 22). Nastavte reakéni
objem na , 25" pl (obrazek 22) a pokracujte krokem 12.

=]
siru Database: My Computer {Research
J Us System Admin
| o ; 2
| Block Size Plate ID Reaction Volum 4
Test D [ [D)=7
A Progiams
Sample Program Hame Cyeles Analysis Mode
e b Progens 1 *Inone - %
@ @ ._ Detection Formats @
N Detection Format  Dual Color Hydiolysis Probe | UPL Probe
Time Mode
A (% Dynamic " Manual =
Target () A Step Size (CF  Step Delay {cyclesh
. LES < |None I =lo = 0
FAR (465=510) 3
@ WIC / HEX / YellowS5S5 (533-580 ®
b
1~ f
L1l
ol
ir o
E B
2 50
40
0]~
[} 4 H 5
Estmated Time [homm:ss]
T.m IVI End Program ||+ 10 Cyeles Start Rin

Obrazek 22. LightCycler 480 II: Nastaveni forméatu detekce.
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12. Naprogramujte termocykler programem pro tepelné cykly dle
tabulky 10 a spust'te cyklus.

Poznamka: Pfi popisu nastaveni desti¢ky na pfistroji zvolte ,Endpt Geno’
(Koncové stanoveni genotypu) v ¢asti ,Step 1: select workflow” (Krok 1:
Volba pracovniho postupu).

Tabulka 10. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 480

Pozastaveni Teplota: 50 °C
Cas: 2 min

Pozastaveni 2 Teplota: 95 °C
Cas: 10 min

Cyklovani 50krat

92 °C na 15 s; samostatny
60 °C na 1 min; samostatny

Pozastaveni 3 60 °C na 1 min; samostatny
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Postup analyzy vysledkt pro pfistroj LightCycler 480
13. Po dokon¢€eni cyklu kliknéte na ,,Analysis“ (Analyza).

14. V dialogovém okné ,,Create New Analysis“ (Vytvorit novou analyzu)
zvolte ,Endpoint Genotyping"“ (Koncové stanoveni genotypu) a poté
zvolte podskupinu k analyze v nabidce , Subset" (Podskupina)
(obrazek 23).

Create new analysis

Analysis Type *Iindpnmc Genotyping j

Subset #[uew subser 1 E|

Program *IProgram j
- Create New Analysi Name #|Encpoint Genotyping for New Subset
T e s B 7 [ Bl »

hdvanced Relative Quantification

Bazic Relative Quantification
Color Compensation

o T —
Helt Curve Genotyping

Tm Calling

'_l

| KN = 1

Obrézek 23. Vybér typu analyzy a podskupiny k analyze.

15. V dalsim okné zvolte ,,Hex“ (tj. VIC) fluorescenci pro , Allele X* (Alela
X) a ,FAM" fluorescenci pro , Allele Y* (Alela Y) (obrazek 24).

-
Create new analysis

Allele X Allele ¥

1 W1 LFAM Iﬁ:l :: T 2

Obréazek 24. Vybér fluorescence pro ,,Allele X* (Alela X) a ,Allele Y (Alela Y)".
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16. V dalSim okné (obrazek 25) je znazornéno usporadani desticky
(1, vlevo nahore), vysledky fluorescence pro kazdy vzorek (2, vievo
dole) a grafické znazornéni s rozliSenim alel (3, vpravo; fluorescence
FAM a VIC zmérené pfi 50. cyklu PCR).

sy it s str 1
= 48,000
46,000
44,000-
42,000
40,000
38.000-
36,000-
Endpoint Genotype results -l 34,000
(] [ ] O saw
Allele X Both Alleles Allele ¥
i 5 0000
w — £ 28,000 ’
4
Samples Endpoint Fluorescence Re % 26,000 X 3
l.. C.. Pos MName 523568 483533 Call £ 24.000
v B A5 1008 -2 10,97 46,34 £ 22000
v ] A6 100% -2 0,30 0,39 sm
v A7 100% -2 0,37 0,43 - —
¥ [ Aio H2O 0,21 0,29 e
v B A1 =20 0,23 0,32 16,000
vl | Aiz H20 0,20 0,26 14,000
v BS 78 -20 26,73 48,40 12,000
2- ¥ B Bs 78% -zo 27,13 48,26 10,000
vl B B7 78% -20 26,80 47,38
v/ Bl c5 s0% -zo 32,03 42,50 Ly
v c6 so% -z0 33,28 44,09 6,000;
¥ M c7 sox -zo 33,26 44,76 4,000
v B D5 31% -20 34,58 38,54 2,000
v/ B D6 31% -z0 32,55 s,z e
v = e £l 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
¥ M E5 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v B E6 12.5% - 34,93 27,79
I ‘ L[ Mewcan H Apply

i e N i e Sl

Obrazek 25. Souhrn udaju.

17. Chcete-li exportovat udaje, kliknéte pravym tlacitkem mysi na
Sablonu vysledkd vzorku a poté zvolte ,,Export Table“ (Exportovat
tabulku). Soubor bude ulozen ve forméatu textového souboru (.txt).
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18. Chcete-li prohlizet a analyzovat vysledky, oteviete soubor pomoci
aplikace Excel. Vysledky jsou uvedeny jako na obrazku 26.

| Microsoft Excel - test
] Fichier Edition Affichage Insertion Format Outls Données Fepétre 7

D & FR2RR-C - -4 i ., 3 a7 o
AL - i Experiment; OB 08-12-16 Active filters: FAM (423-533), Hex (523-568)

B B C D E F G VIC
1L |EAEer|ment:E_ﬁ. 08-12-16 Active filters: FAM {453-533), Hax fEB-,EUS FAM
2 |Include Color Pos Name 523-568 483-533 Call Score
3 True 10789024 AS 100%a-20 10,971 45 335 0,00
4 True 10789024 A6 100%-20 0,302 0,392 0,00
5 True 10789024 AT 100%-20 0,369 0425 0,00
6 True 10789024 ALD H2O 0,207 0,290 0,00
7 Trus 10789024 All H2O 0,233 0,319 0,00
8 True 10789024 Al2 H2O 0,203 0,261 0,00
9 True 10789024 BS T5%-20 26,731 43 396 0,00
10 (True 10789024 Be 78%-20 27,125 45,262 0,00
11 (True 10789024 BT 78%-20 26,803 47383 0,00
12 (True 10789024 C5 50%-20 32,035 424435 0,00
13 (True 10789024 Cé 50%-20 33,278 44 086 0,00
14 (True 10789024 C7 50%-20 33,261 44 760 0,00
15 (True 10789024 DS 31%-20 34,534 38,536 0,00
16 (True 10789024 Dé 31%-20 32,549 35,768 0,00
17 (True 107589024 D7 31%-20 33,262 37.780 0,00
1% (True 10789024 ES 12.5%-20 32,794 25,028 0,00
19 (True 10789024 E6 12.5%-20 34,932 27,788 0,00
20 (True 10789024 E7 12.5%-20 35,089 27 848 0,00
21 True 10789024 F5 5% =20 35,838 20,289 0,00
22 |True 10789024 Fé 5% -20 36,786 21487 0,00
23 (True 10789024 F7 5% -20 36,546 21,319 0,00
24 (True 10789024 G5 2%-20 35,0382 17.334 0,00
25 (True 10789024 G6 2% -20 35,834 17,589 0,00
26 (True 10789024 &7 22%6-20 34,299 17,124 0,00
27 |True 10789024 HS 0% -20 34 449 14,315 0,00
28 (True L0789024 HE 0% -20 33520 14012 0,00
29 (True 10789024 HT 026 -20 34,125 14,335 0,00
30

Obrazek 26. Priklad vysledku, uvedenych v souboru Excel.

Pfirucka k soupravé ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016 39



Protokol: qPCR na pristroji LightCycler 2.0

Poznamka: Vzhledem k ur€itym technologickym pozadavkim musi byt testy
na pfistroji LightCycler 2.0 provadény s pouzitim specifickych Cinidel.
Doporucujeme pouzit Cinidlo LightCycler TagMan Master. Pfi pfipravé smési
Master Mix 5x se fidte pokyny vyrobce.

Pfi pouziti rotoru s 32 kapilarami doporuCujeme veskera méreni duplikovat,
viz tabulka 11.

Tabulka 11. Po€et reakci pro pristroj LightCycler 2.0

Vzorky Reakce
Smés primert JAK2 V617F a sond (PPM-VF) (32 reakci)
12 vzork( DNA 12 x 2 reakci

3 x 2 reakce (PC-VF, NC-VF a COS-VF,

3 kontroly DNA kazda testovana duplicitné)

Kontrola vodou 2 reakce

Zpracovani vzorku na pristroji LightCycler 2.0

S 09 S 09 S08

Obrazek 27. Doporuc¢ované usporadani rotoru pro testovani se soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen. PC: pozitivni kontrola; NC: negativni kontrola; COS: vzorek s hrani¢ni
hodnotou; S: Vzorek DNA; H.O: kontrola vodou.
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gPCR na pristroji LightCycler 2.0
Poznamka: Provadéjte vdechny kroky na ledu.

Postup

1. Rozmrazte vSechny nezbytné soucasti a umistéte je na led.
Soucasti by mély byt vytazeny z mraznicky pfiblizné 10 min pfed
zahajenim postupu.

2. Vsechny zkumavky protrepejte na protiepavacce a lehce odstred’te
(priblizné 10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné
zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle po¢tu zpracovavanych
vzork(.

V8echny koncentrace jsou urCeny pro konecny objem reakce.

V tabulce 12 je popsano pipetovaci schéma pro pfipravu jedné smési
Cinidel, vypoctené pro ziskani finalniho objemu reakce 20 pl. Je mozné
pripravit predbéznou smés dle poctu reakci, a to s pouzitim stejné smeési
primerd a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu
pipetovani.

Na pfistroji LightCycler 2.0 mUZze byt souprava ipsogen JAK2 MutaScreen
pouzita pro analyzu 12 vzorku duplicitné pfi jednom cyklu testu
(obréazek 27).

Tabulka 12. Priprava smési qPCR pro pristroj LightCycler 2.0

Pocet reakci (pul)

Konecna

Slozka 1 32+1 koncentrace
LightCycler TagMan
Master Mix, 5x 4 132 1x
Smés primerl a
sond, 10x 2 3 1x
Voda pro PCR bez 9 297 B
nukleazy
Vzorek (bude pfidan 5 5 pro 3
v kroku 4) kazdou
Celkovy objem 20 pro

20 . —

kazdou

4. Smeés qPCR protiepejte na protrepavacéce a lehce odstred’te (pfiblizné
10 s, 10 000 ot/min, aby se kapalina shromazdila na dné zkumavky).
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5. Do kazdé kapilary umistéte 15 pl predbézné smési qPCR.

6. Pridejte 5 ul materialu vzorku DNA nebo kontroly do odpovidajici
kapilary (celkovy objem 20 ul).

7. Jemné smés promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

8. Umistéte kapilary do nastavce poskytnutého s pristrojem a kratce
odstired'te (700 x g, priblizné 10 s).

9. Umistéte vzorky do termocykleru dle doporuéeni vyrobce.

10. Naprogramujte termocykler (obrazek 28) pomoci programu
uvedeného v tabulce 13.

Podrobnosti o programovani pristroje LightCycler 2,0 naleznete
v uzivatelské pfiruCce k pfistroji. Pro lepSi prehled jsou tato softwarova
nastaveni oramovana silnou €ernou €arou.

Poznamka: Ujistéte se, Ze nastaveni je pro Kvantifikaci (Quantification) a
samostatné pofizeni fluorescence FAM a samostatné pofizeni
fluorescence VIC u kroku amplifikace/cyklovani a posledni pozastaveni pfi
60 °C.

o Lt e ey Sadsars (bt 4 1 1 21} - [How Dspas bmant] ENi=] x]
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- 3 P [ P £ Opr &3 v 1 £ Tomgine S Foun Macns
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Obrazek 28. Obrazovka programovani pro LightCycler 2.0.
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Tabulka 13. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 2.0

Pozastaveni Teplota: 55 °C
Cas: 2 min
Teplotni narast: 20
Pozastaveni 2 Teplota: 95 °C
Cas: 10 min
Teplotni narast: 20
Cyklovani 50krat
92 °C po dobu 15 s; narust: 20
60 °C po dobu 1 min; narust: 20

Pozastaveni 3 60 °C po dobu 1 min; narust: 20

Postup pro analyzu vysledkt pro pfistroj LightCycler 2.0

11. Na konci amplifikace kliknéte na zalozku ,,Online Data Display*
(Online zobrazeni udaji) (obrazek 29). Oteviete nabidku zobrazeni
v levé horni ¢asti okna ,,Current Fluorescence* (Aktualni
fluorescence), poté napiSte 51 v poli ,,Acquisition no.“ (Pocet
akvizic).
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Obrazek 29. Vysledky a historie v online zobrazeni udaji (Online Data Display).
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12. Kliknéte pravym tlac¢itkem mysi v blizkosti grafu ,, Current
Fluorescence® (Aktualni fluorescence) a zvolte ,, Export* (Exportovat).

13. Kliknéte na pole ,,Excel“ v dialogovém okné ,,Export chart*
(Exportovat tabulku) (obrazek 30). Zadejte nazev v dialogovém okné
»Filename* (Nazev souboru). Zvolte umisténi exportu vysledného
souboru pomoci tlaéitka . Kliknéte na ,,Export“ (Exportovat).

|| Eretrogen | +10Coctes | Color Comp (0M) + | Instiument Name: LC_6312 10: LC_6912

Oriine Dala Displey | Run Notes |
u

dete...

N Hexponchart -1o]x|

f::::h Pictue Data |

2 Gangia || [ens — [rinckide:

3 Empty P 0 | [¥ Point Index

4 Sample —f:...u 7 Point Labels

5 Sample Test

6 Sample ML v Header

;(;-amb " HTML Table Delimiter: »
1 —1E1 T® E

10 Sample

11 Sample

12 Sample

13 Sample P

14 Sample

15 Sample

16 Sample

17 Sample

18 Sample

195 -

20 S. Fi I
2 T 7% fga- ,

23 Sample -

24 Sample I T

Obrazek 30. Vybér formatu exportu a umisténi datového souboru.

14. Chcete-li prohlizet a analyzovat vysledky, oteviete soubor pomoci
aplikace Excel.
Vysledky pro LightCycler 2.0 se zobrazi tak, jak jsou uvedeny nize.
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Obréazek 31. Priklad vysledkt pro pristroj LightCycler 2.0, uvedenych v souboru
Excel.
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Interpretace vysledku

Najdéte soubor vhodny k extrakci exportovanych udaji pro viechny pfistroje:

Pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo jiny pfistroj Rotor-Gene,
LightCycler 2.0 nebo 480; Applied Biosystems 7300 nebo 7500 Real-Time
PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS, nebo 7900HT SDS a
zkontrolujte hladiny fluorescence (musi byt konzistentni mezi duplikéaty).

Pfipravte grafické zobrazeni (graf) nebo udaje o fluorescenci. Osa x je
fluorescence VIC; osa y je fluorescence FAM.

Grafické zobrazeni a kritéria kontroly kvality

Priklad grafického zobrazeni je znazornén na obrazku 32.
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o &°
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X o01f
0,0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Rn fluorescence VIC 560 nm

Obrazek 32. Grafické znazornéni typického pfikladu testu rozliSeni alel.
Pristroje: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM a LightCycler 480.

Vzorky se musi nachézet na oblouku propojujicim negativni kontroly (NC)
s pozitivnimi kontrolami (PC).

Nespravné umisténi jakékoliv kontroly mize oznacovat chybu testu.
B Pozitivni kontroly by se mély nachazet v levé horni &asti.
B Negativni kontroly by se mély nachazet v pravé dolni ¢asti.

B Nespravné umisténi negativni kontroly mize ukazovat na kontamina
B Vzorek s hraniéni hodnotou by se mél objevit nad negativnimi kontrolam
B Vodni kontroly by se mély nachazet v levé dolni ¢asti.

B Nespravné umisténi vodni kontroly (vySSi pozice nez NC pro méfeni
FAM nebo vyssi nez PC pro VIC) mize znamenat kontaminaci.
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Poznamka: Umisténi kontrol se mlUze u analyzy dat pfistroje LightCycler 2.0
liSit (viz obrdzek 33). Vodni kontroly by se v8ak stale mély nachazet v levé
dolni &asti.

10,0

8,0
* @®NC-VF
¢®PC-VF

6,0
ACOS-VF

&( XVzorek divokého

o) typu (WT)

+Mutovany
vzorek

OH,0

4,0

2,0

Rn fluorescence FAM 530 nm
=|=

0,0

0,0 2,0 40 6,0 8,0
Rn fluorescence VIC 560 nm

Obrazek 33. Grafické znazornéni typického pfikladu testu rozliSeni alel.
Pristroj: LightCycler 2.0.

Vypocé€et normalizovaného poméru FAM/VIC a genotypizace

Vypoctéte poméry FAM/VIC pro vSechny vzorky. Vypoctéte poméry FAM/VIC
pro pozitivni kontrolu (PC), vzorek s hrani¢ni hodnotou (COS) a negativni
kontrolu (NC). Tyto poméry musi byt mezi duplikaty konzistentni. Vypoctéte
primérny pomér vSech duplikatu.

Vypoctéte normalizovany pomér (NRatio) pro vzorek s hrani¢ni hodnotou
(COS) a pro vsSechny vzorky:

. RatiOSampIe
NRaUOSampIe =

Rationc

Poznamka: Seda zéna (GZ) testu je definovana jako oblast hodnot, kde je
rozliSovaci schopnost nedostateCné pfesna. Hodnota v Sedé zoné naznacuje,
Ze u cilového markeru nebylo mozné vyhodnotit jeho pfitomnost nebo
nepfitomnost. Seda zéna musi byt vypoditana pro kazdy test.

Vypoctéte Sedou zonu nebo nejistou oblast v okoli normalizovaného poméru
COS (NRatiocos):

Seda zéna: [(NRatiocos x 0,94); (NRatiocos x1,06)]
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Porovnejte normalizovany pomér kazdeho vzorku s pomérem NRatiocos GZ.
Interpretace vysledkU je nastinéna v tabulce 14 a pfiklad vypoctu udaji a
interpretace je uvedena v tabulce 15.

Tabulka 14. Interpretace vysledkl genotypizace pomoci
normalizovanych poméru

Vysledky Interpretace
NRatiosample > NRatiocos x 1,06 JAK2 V617F je detekovana
NRatiosample < NRatiocos x 0,94 JAK2 V617F neni detekovana

NRatiosample V ramci NRatiocos GZ  Vysledek neni prakazny

Tabulka 15. Priklad vypoctu udaju fluorescence a interpretace

Pramérny Normalizovany

Vzorek  VIC FAM Pomér pomér pomér Interpretace
NC 2415 1782 0738 Mutace
0747 1000 nebyla
NC 246 1861 0757 detekovana
PC 1241 5606 4517
4672 6253 g"“tal‘fe ,
PC 1182 5706 4827 etekovana
CcCOS 1,91 1832 0959 Vzorek
0958 1282 Z hraniéni
CcCOS 2035 1946 0956 hodnotou
S1 2311 1783 0772 Mutace
0742 0992 nebyla
S1 2555 1818 0712 detekovana
S?2 1097 5745 5237
4276 5723 (';"“t‘lce ,
S?2 1437 4764 3315 etekovana
S3 2265 2149 0949 Vysledek
0927 1241 neni
S3 2435 2206 0906 prikazny
S4 2385 2063 0865 Vysledek
0904 1210 neni
S4 2322 2191 0944 orikazny
GZ 1205 1359
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci
se systémem. DalSi informace muizete najit také mezi Castymi dotazy (FAQ)
na strankach naseho centra technické podpory:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védecti pracovnici, ktefi pracuji

v technickych sluzbach spole¢nosti QIAGEN, vam vzdy ochotné odpovi

na jakékoli dotazy tykajici se informaci ¢€i protokoll v této pfiru¢ce nebo
technologii pfipravy vzorku &i zpracovani analyz (kontaktni informace viz
.Kontaktni udaje“, na strané 59).

Komentare a navrhy

Negativni signal pozitivni kontroly

a) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
reakce.

Zopakujte cyklus PCR.

b) Nevhodné skladovani Soupravu ipsogen JAK2 MutaScreen
soucasti soupravy skladujte pfi teploté —30 az —15 °C a chrante
smés primeru a sond (PPM) pred svétlem.
Viz ,Skladovani €inidel a manipulace s nimi*
na strané 11.

Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani.

Rozdélte Cinidla do alikvotnich podill pro
skladovani.

Negativni kontroly jsou pozitivni
Kfizova kontaminace Vyménte vSechna nezbytna Cinidla.

Zopakujte test pomoci novych alikvotnich
podilt vSech €inidel.

Se vzorky, sou¢astmi soupravy a spotfebnim
materialem vzdy zachézejte v souladu

s bézné pfijimanou praxi k zabranéni
kontaminace.
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Komentare a navrhy

Zadné signaly, ani v pozitivnich kontrolach

a) Chyba pipetovani nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
vynechana €inidla reakce.

Zopakujte cyklus PCR.

b) Inhibitorni ucinky Zopakuijte pfipravu DNA.
materialu vzorku,
zpusobené
nedostatecnou purifikaci.

c) LightCycler: Nespravné Nastavte parametr kanalu na F1/F2 nebo
vybrany detekéni kanal. 530 nm/640 nm.

d) LightCycler: Neni Zkontrolujte programy cyklIU.
naprogramovano

oofizeni dat U reZimu pofizovani dat zvolte ,single”

(jednotlivé) na konci kazdého hybridizaéniho
segmentu PCR programul.

Nepritomny nebo slaby signal u vzorku, avSak pozitivni kontroly jsou
v poradku.

Spatna kvalita DNA nebo Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu DNA
nizka koncentrace. a koncentraci.

LightCycler: PriliS nizka intenzita fluorescence.

a) Nevhodné skladovani Soupravu ipsogen JAK2 MutaScreen
soucasti soupravy skladujte pfi teploté —30 az —15 °C a chrante
smés primeru a sond (PPM) pred svétlem.
Viz ,Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi*
na strané 11.

Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani.

Rozdélte Cinidla do alikvotnich podill pro
skladovani.

b) Velmi nizké prvotni Zvyste mnozstvi DNA ve vzorku.

mnoZzstvi cilove DNA. Poznamka: V zavislosti na vybrané metodé

pripravy DNA se mohou objevit inhibicni
ucinky.
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Komentare a navrhy

LightCycler: Rozdily v intenzité fluorescence.

a) Chyba pipetovani Variabilita zpisobena takzvanou chybou
pipetovani muze byt omezena analyzou dat
v rezimu F1/F2 nebo 530 nm/640 nm.

b) NedostateCna Pfipravena smés PCR muze byt stale v horni
centrifugace kapilar. ¢asti nadoby kapilary nebo muze byt ve
SpiCce kapilary zachycena vzduchova
bublina.

Vzdy provedte odstfedéni kapilar naplnénych
reakéni smési dle popisu v provozni pfirucce
k danému zafizeni.

c) Znecisténi vnéjsSiho PFi manipulaci s nimi noste vzdy na rukou
povrchu kapilary. rukavice.

Kontrola kvality

V souladu s certifikovanym systémem ISO fizeni jakosti vyrobkl spolecnosti
QIAGEN je kazda vyrobni Sarze souprav ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa
konzistentni kvalita produktu. Certifikaty analyzy jsou k dispozici na pozadani
na strankach www.giagen.com/support/.

Omezeni

Uzivatelé musi byt pfed zahajenim prace s timto pfistrojem proskoleni a dobfe
obeznameni s touto technologii. Tato souprava musi byt pouzita dle pokyn(
uvedenych v této pfiru¢ce v kombinaci s validovanym pfistrojem uvedenym

v Casti ,DalSi potfebné materialy, které nejsou soucasti soupravy“ na

strance 9.

VSechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spolec¢né

s dalSimi klinickymi nebo laboratornimi nalezy. Kazdy uzivatel je zodpovédny
za platnost funk&nosti systému u v8ech postupu pouzivanych v dané
laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funk&nosti vyrobkt QIAGEN.

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datiim expirace vytisténym na obalu a
Stitcich vSech soucasti. NepouZivejte souc€asti po datu expirace.
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Charakteristiky funkénich vlastnosti analyz

Laboratorni studie

Byly provedeny laboratorni studie za ucelem stanoveni analytické vykonnosti
soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen.

Presnost

Tri urovné fedéni genomové DNA z bunécénych linii obsahujicich mutaci JAK2
V617F v DNA divokého typu byly testovany pomoci soupravy ipsogen JAK2
MutaScreen. Tato fedéni odpovidala hladiné mutace 1 %, 2 % a 3 %. Pro
kazdou uroven byly ziskany nezavislé davky fedéni a replikaty téchto fedéni
byly testovany ve 3 nezavislych testovacich cyklech. Ziskané poméry pro
kazdy vzorek DNA (Ratiosampie) byly porovnany s pomérem negativni kontroly
(JAK2 100% DNA divokeého typu, Rationc). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 16.

Tabulka 16. Presnost udajl pro laboratorni studie

Uroven mutace Ratiosample>Rationc %CV (pomér)
1% V617F DNA 100 % (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100 % (n=72) 4.5
3% V617F DNA 100 % (n = 135) 5,1

Mezilaboratorni analytické udaje

Byla provedena multicentricka studie zahrnujici 13 laboratofi. Byly
shromazdény analytické udaje o fedénich genomové DNA s obsahem mutace
JAK2 V617F u DNA divokého typu. V kazdé laboratofi byly provedeny ffi
testovaci cykly. U kazdého cyklu byly testovany nasledujici vzorky DNA

z bunéc¢nych linii:

B 1 negativni kontrola (NC) 0 % V617F

1 pozitivni kontrola (PC) 100 % V617F

1 vzorek s hrani¢ni hodnotu testu (COS) 2 % V617F

3 vzorky s obsahem stfedné velké hladiny mutace (20 %, 50 % a 80 %)
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Testovaci cykly byly provedeny na 7 riznych modelech pfistroju:
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®

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 17.

Tabulka 17. Mezilaboratorni analytické Udaje ziskané z fedéni genomové
DNA z bunéénych linii obsahujicich mutaci JAK2 V617F v DNA divokého

typu

Detekce vzorku Pozitivni vzorky Negativni vzorky
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 divokého typu 0 36

* Pozitivni vzorky zahrnovaly 36 pozitivnich kontrol (PC-VF), 36 vzorkd s hrani¢ni hodnotou
(COS-VF; 2 % V617F), 34 vzorkll s obsahem 20 % JAK2 V617F, 35 vzork(l s obsahem
50 % JAK2 V617F a 36 vzorku s obsahem 80 % JAK2 V617F.

Klinické studie

Srovnani mezi metodami ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a ARMS®

Vzorky DNA od 141 pacientu s podezienim na MPN byly paralelné testovany
pomoci soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen a testu qPCR zaloZzenym na
metodé ARMS (amplification refractory mutation system) (11). Vysledky tohoto
porovnani jsou uvedeny v tabulce 18 (2 x 3 kontingen¢ni tabulka) a tabulce 19
(procentni shoda).
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Tabulka 18. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ARMS

Vysledky testovaci metody ARMS
JAK?2 JAK?2 divokého
V617F  typu (JAK2 VB17F
>2% < 2 %) Celkem
JAK?2 V617F
Vysledky Mutace 91 0 91
testovaci detekovana
metody . .
soupravy Vyosledelf neni 1 2 3
: prukazny
ipsogen
JAK?2 JAK2 WT
MutaScreen Mutace nebyla 1 46 47
detekovana
Celkem 93 48 n =141

Tabulka 19. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ARMS

Shoda (%) 95% CI* (interval
spolehlivosti)
(%)

Pozitivni Udaje
Shoda mezi soupravou ipsogen 98,9 94,1-99,8
JAK2 MutaScreen a ARMS

Negativni Udaje

Shoda mezi soupravou ipsogen 100 92,3-100
JAK2 MutaScreen a ARMS
Celkova shoda 99,3 96,0-99,9

* Intervaly spolehlivosti byly vypocitany dle CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Uzivatelsky protokol pro vyhodnoceni
ucinnosti kvalitativniho testu; schvalené pokyny).

Srovnani mezi soupravou ipsogen JAK2 MutaScreen a sekvenaci

Vzorky DNA od 51 pacientt s podezienim na MPN byly paralelné testovany
pomoci soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen a referenc¢ni techniky (,zlatého
standardu®) pfimé sekvenace. Jeden vzorek nebylo mozné interpretovat

v dusledku chyby sekvenace. Srovnani vysledku ziskanych z 50
interpretovatelnych vzorkl je uvedeno v tabulce 20 (2 x 3 kontingenéni
tabulka) a tabulce 21 (procentni shoda).
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Tabulka 20. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a sekvenace

Vysledky pfimé sekvenace
JAK?2 JAK?2 divokého
V617F  typu (JAK2 V617F
>2% <2 %) Celkem
JAK2 V617F
Vysledky Mutace 26 1 27
testovaci detekovana
metody . .
soupravy Vyosledelf neni 0 1 1
: prukazny
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Mutace nebyla 2 20 22
detekovana
Celkem 28 22 n =50

Tabulka 21. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a sekvenace

Shoda (%) 95% CI* (interval
spolehlivosti) (%)

Pozitivni udaje
Shoda mezi soupravou ipsogen 92,9 77,4-98,0
JAK2 MutaScreen a sekvenaci

Negativni Udaje
Shoda mezi soupravou ipsogen 95,2 77,3-99,2
JAK2 MutaScreen a sekvenaci

Celkova shoda 93,9 83,5-97,9

* Intervaly spolehlivosti byly vypocitany dle CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

Multicentricka studie vzorki od 228 pacientt

Vzorky DNA od pacientl byly analyzovany pomoci domaci techniky pfipravy
(home brew) ve 13 laboratofich, které se u€astnily mezilaboratorni studie. V
kazdé laboratofi byly provedeny 3 testovaci cykly s pouzitim DNA z bunécnych
linii dle popisu pro laboratorni pfesnost udaju (viz nahofe), a DNA od

10 pacientu, které byly k dispozici v laboratofi.
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228 vzorkl se znamym genotypem JAK2 bylo paralelné testovano pomoci
soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen a metodami domaci pfipravy (home
brew), v€etné kvalitativni PCR, PCR pro specifické alely, rezonan¢niho
prenosu fluorescencni energie (FRET), sekvenace, oligonukleotidové PCR pro
specifickeé alely, RFLP a rozliSovaciho testu alel. Vysledky téchto srovnani jsou
uvedeny v tabulce 22 (2 x 3 kontingencni tabulka) a tabulce 23 (procentni
shoda).

Tabulka 22. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ,home brew“ metody

Vysledky testtl ,,home brew*
Mutace nebyla
Mutace detekovana
detekovana JAK2 divokého
JAK2 V617F typu Celkem
JAK2 V617F
Vysledky Mutace 139 3 142
testovaci detekovana
metody . .
soupravy Vyosledelf nen| S 17 22
, prukazny
ipsogen
JAK?2 JAK2 WT
MutaScreen Mutace nebyla 3 61 64
detekovana
Celkem 147 81 n =228
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Tabulka 23. Srovnani mezi metodami: Souprava ipsogen JAK2
MutaScreen a ,home brew*“ metody

Shoda (%) 95% CI* (interval
spolehlivosti) (%)

Pozitivni Udaje

Shoda mezi soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen a metodou
,home brew*

97.9 94,0-99,3

Negativni Udaje

Shoda mezi soupravou ipsogen
JAK2 MutaScreen a metodou
~-home brew*

Celkova shoda 97,1 93,8-98,7

95,3 87,1-98,4

* Intervaly spolehlivosti byly vypocitany dle CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (UZivatelsky protokol pro vyhodnoceni
ucinnosti kvalitativniho testu; schvalené pokyny).
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Spravnost: testovani vzorkl od zdravych darcu

Vzorky DNA od 103 zdravych darcu krve byly analyzovany pomoci soupravy
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. VSechny vzorky byly detekovany jako JAK2
divokého typu. Analyza 38 vzork( pomoci pfistroje LightCycler 480 je
znazornéna na obrazku 34.

Fluorescence Scatter Plot i
Endpoint Fluorescence Scatter Plot Select
.
.
. .
.
.
"
*
$
+
M ¢
*

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50,000
Fluorescence [523-568)

Obrazek 34. Analyza zdravych darci. Analyza 38 vzork( od zdravych darcu na pfistroji
LightCycler 480 (#) pomoci soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen RS (kat. €. 673123).
Pozitivni vysledky duplicitnich testll (#) odpovidaji referenéni stupnici dodané se
soupravou. Hodnoty fluorescence VIC jsou znazornény na ose x a hodnoty FAM jsou
znazornény na ose y.
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Symboly

Na obalu nebo Stitcich se mohou objevit nasledujici symboly:

N> Obsahuje dostatek Cinidel pro <N> reakci.

Datum pouzitelnosti

I

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Katalogové Cislo

Cislo $arze

Cislo materialu

Mezindrodni &islo obchodni polozky GTIN

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti

= Sl R

Kontaktni udaje

Technickou pomoc a dalSi informace si vyhledejte v naSem centru technické
podpory na strankach www.qgiagen.com/Support, nebo se obratte telefonicky
na telefonni €islo 00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékteré z technickych
servisnich oddéleni spole¢nosti QIAGEN Technical Service Departments nebo
mistniho distributora (viz zadni strana obalky nebo navstivte stranky
www.qiagen.com).
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Informace pro objednavky

Vyrobek Obsah Kat. €.

ipsogen JAK?2 Pro 10 reakci: pozitivni kontrola 673022
MutaScreen Kit (10) V617F, negativni kontrola V617F,

vzorek s hrani¢ni hodnotou V617F,

smés primeru a sond JAK2 divokého

typu a JAK2 VB17F

ipsogen JAK?2 Pro 24 reakci: pozitivni kontrola 673023
MutaScreen Kit (24) V617F, negativni kontrola V617F,

vzorek s hrani¢ni hodnotou V617F,

smés primeru a sond JAK2 divokého

typu a JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — pro IVD-validovanou PCR analyzu
v realném ¢ase v klinickém pouziti

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator Melt s vysokym rozliSenim

s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,

oranzovym, ¢ervenym, karminovym)

plus HRM kanalem, pfenosny pocitac,

software, prislusenstvi, rocni zaruka na

vSechny €asti a provedeni; instalace a

Skoleni nejsou zahrnuty.

Rotor-Gene Q MDx Cykler pro PCR v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator Melt s vysokym rozliSenim

s 5 kanaly (zelenym, Zlutym,

oranzovym, ¢ervenym, karminovym)

plus HRM kanalem, pfenosny pocitac,

software, prislusenstvi, rocni zaruka na

vSechny Casti a provedeni; instalace a

Skoleni.

Aktualni licencni informace a pravni dolozky specifické pro produkty viz
prislusna pfirucka soupravy QIAGEN nebo uzivatelska pfirucka. Manualy
souprav QIAGEN a uzivatelské pfiruc¢ky jsou k dispozici na strankach
www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od technickych sluzeb spolenosti
QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Tato stranka je umysIné ponechana prazdna
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Tento vyrobek je uréen pro diagnostiku in vitro. Vyrobky ipsogen nesmi byt dale prodavany, upravovany pro dalSi prodej ani pouZity pro vyrobu
komerénich vyrobku bez pisemného schvaleni spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou ménit bez prfedchoziho upozornéni. Spole¢nost QIAGEN nepfebira odpovédnost za jakékoliv chyby,
které se mohou vyskytnout v tomto dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a pfesny v dobé publikace. Spole¢nost QIAGEN nenese
za zadnych okolnosti odpovédnost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo nasledné skody v souvislosti nebo vyplyvajici z pouZiti tohoto
dokumentu.

Na vyrobky ipsogen se vztahuje zaruka, Ze splfiuji uvadéné specifikace. Vyhradni uvazeni spole¢nosti QIAGEN a nahrada zakaznikovi je
omezeno na bezplatnou vymeénu vyrobku v pfipadé&, Ze vyrobek nesplini vlastnosti dle zaruky.

Tento vyrobek je prodavan dle licenéniho ujednani se spole¢nosti Epoch Biosciences, a to pouze pro ucely diagnostiky in vitro, a nesmi byt pouzit
pro zadny jiny vyzkum, komer¢ni ani klinicky vyzkum nebo jiné u¢ely mimo diagnostiky in vitro.

Mutace JAK2 VB17F a jeji pouziti je chranéno patentovymi pravy, véetné Evropského patentu EP1692281, patentd USA 7,429,456 a 7,781,199,
podanych patentovych zadosti USA US20090162849 a US20120066776, a zahrani¢nich protéjsku.

Nakup tohoto vyrobku nezaru€uje Zadna prava na jeho pouziti v klinickych zkouskéach pro Iéky zacilené na JAK2 V617F. Spole¢nost QIAGEN
vytvafi pro tyto Gely specifické licen¢ni programy. Kontaktujte prosim nase pravni oddéleni na e-mailové adrese jak2licenses@qiagen.com.

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

Ujednani o omezené licenci

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZzivatel soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen Kit sv(j souhlas s nasledujicimi
podminkami:

1. Soupravu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Ize pouzivat pouze v souladu s pokyny uvedenymi v pfiru¢ce ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
Handbook a pouze se sou¢astmi, které souprava obsahuje. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych dusSevnich prav
k pouzivani nebo zaclenéni slozek, které jsou soucasti této soupravy, spole¢né s kterymikoli slozkami, které nejsou soucasti této soupravy,
s vyjimkou pfipadl popsanych v pfiruce ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook a dalSich protokolech dostupnych na strankach
www.qiagen.com.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje Zadné zaruky, Zze dana souprava &i jeji uzivani neporusuje
prava tretich stran.

3. Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany jen k jednordzovému poufZiti a je zakézano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo pfedpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

5. Kupujici a uzivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit
kterykoliv ¢in zakazany vy$e. Spole¢nost QIAGEN mUze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veSkeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy vEetné poplatk(i za pravni zastupce v pfipadé
jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi
v souvislosti se soupravou nebo jejimi soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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