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Ucel pouziti

Soupravy ipsogen JAK2 MutaSearch Kit jsou uréeny pro detekci mutaci JAK2
V617F/G1849T v genomové DNA od pacientll s podezienim na
myeloproliferativni nador. Nepfitomnost JAK2 V617F/G1849T nevylucuje
pfitomnost jinych mutaci JAK2. Tento test je schopen uveést faleSné negativni
vysledky v pfipadé dalSich mutaci v nukleotidech 88,504 az 88,622(NCBI
reference NT_008413).

Poznamka: Tato souprava musi byt pouZzita dle pokynl uvedenych v této
pfiru¢ce v kombinaci s validovanymi €inidly a pfistroji. Jakékoliv pouziti tohoto
vyrobku mimo rozsah pfiru¢ky nebo Upravy jeho soucéasti budou mit za
nasledek zruSeni odpovédnosti spole¢nosti QIAGEN.

Shrnuti a vysv étleni

V roce 2005 byla identifikovana recidivujici somatick4 mutace, V617F,
ovliviiujici gen Janus tyrozinkinazy 2 (JAK2), coz vedlo k velkému pralomu v
pochopeni, klasifikaci a diagnostice myeloproliferativnich neoplazii (MPN) (1-
5). JAK2 je duleZitou intracelularni signalni molekulou pro mnozZstvi cytokind,
vCetné erytropoetinu.

Mutace V617F genu JAK2 je detekovana u > 95 % pacientu s pravou
polycytémii (polycythemia vera (PV)), 50—60 % pacientl s esencialni
trombocytémii (ET), a 50 % pacientt s primérni myelofibrézou (PMF). JAK2
V617F byla také zjiSténa u nékterych vzacnych pfipadd chronické
myelomonocytické leukémie, myelodysplazického syndromu, systémove
mastocytozy a chronické neutrofilni leukémie, avsak v 0 % u chronické
myeloidni leukémie (CML) (5).

Tato mutace odpovida jedno nukleotidové zméné nukleotidu 1849 genu JAK2
v exonu 14, coZz ma za nasledek 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 rustu erytroidnich kolonii
nezavislych na erytropoetinu (EEC) u vSech pacientd s pravou polycytémii
(PV) a velké €asti pacientl s esencialni trombocytémii (ET) a primarni
myelofibr6zou (PMF) (6). JAK2 V617F predstavuje kliovy faktor pfi
transformaci hematopoetickych bunék u pacientd s myeloproliferativnich
neoplazii (MPN), avSak pfesny patologicky mechanismus, se stejnou
jedine€nou mutaci u tak rozdilnych klinickych a biologickych entit stale ¢eka na
piné vysvétleni.

Tradi¢né byla diagnostika MPN zaloZena na klinickém vySetieni, histologii
kostni dfené a cytogenetickych kritériich. Diky objevu molekularniho markéru
specifického pro urc€ité onemocnéni dosSlo ke zjednoduseni procesu a zvyseni
presnosti diagnostiky. Detekce mutace V617F genu JAK2 je nyni soucasti
referen¢nich 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. WHO kritéria pro diagnostiku MPN (adapto  vané z reference 7)

Kritéria pro diagnostiku pravé polycytemie (PV)

Hlavni 1. Hemoglobin (Hgb) >18.5 g.dl-1 (muzi) nebo >16.5 g.dI-1 (zeny)
nebo Hgb nebo hematokrit (Hct) >99. percentil referencniho
rozmezi pro vék, pohlavi, nebo nadmoiskou vysku bydlisté nebo
Hgb >17 g.dl-1 (muzi) nebo >15 g.dI-1 (Zeny) pokud souvisi s
trvalym nérlistem 22 g.dl-1 od vychozich hodnot, které neni
mozné pfipisovat korekci nedostatku zeleza nebo zvySené
mnoZzstvi ¢ervenych krvinek >25% nad prdmérnou normalni
predikovanou hodnotu
[2. Pritomnost JAK2V617F nebo podobné mutace]

Minoritni 1. Trilinearni myeloproliferace kostni diené
2. Subnormalni hladina sérového erytropoietinu
3. Rlst endogennich erytroidnich kolonii (EEC)

Kritéria pro diagnostiku esencialni trombocytémie (ET)
Hlavni 1. Poget krevnich destigek =450 x 10° I'*
2. Proliferace megakaryocytd s velkou a zralou morfologii. Zadna
¢i slaba granulocytarni nebo erytroidni prolyferace.
3. NespInéni WHO kritérii pro chronickou myeloidni leukémii
(CML), PV, primarni myeloflbrozu (PMF) myelodysplastlcky
né

4. Demonstrace JAK2V617F nebo jiného klonalnlho markéru
nebo
Zadny evidentni ddkaz o pfitomnosti trombocyt6zy.

Minoritni -

Kritéria pro diagnostiku primarni myelofibrézy (PMF)

Hlavni 1. proliferace megakaryocyti a atypie doprovazena retikulinovou
fibrézou a/nebo kolagenovou fibrézou nebo
PFi nepfitomnosti retikulinové fibrézy musi byt zmény
megakaryocytl doprovazeny zvySenim celularity kostni dfeng,
granulocytickou proliferaci a ¢asto snizenou erytropoézou (tzn.
prefibrotickou PMF)
2. Nesplnéni kritérii WHO pro (CML), PV, MDS, nebo jiné
myplnidnl' npnpln7ip
3. Demonstrace JAK2V617F nebo jiného klonalniho markér nebo]
Zadny diikaz o pfitomnosti fibrozy kostni diené

Minoritni 1. Leukoerytroblastéza
2. ZvySeni laktat dehydrogenazy v séru (LDH)
3. Anémie
4. Hmatatelna splenomegalie

Navic odbornici v Evropé a USA (8-10) nyni stale vice podporuji 1% hrani¢ni
hodnotu pro stanovené klinické pozitivity u analyz zalozenych na PCR.
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Princip Postupu

gPCR umoznuje presnou kvantifikaci PCR produktt v exponencialni fazi
procesu amplifikace PCR. Kvantitativni udaje PCR lze rychle ziskat bez
nutnosti post-PCR zpracovani diky real-time detekce fluorescenénich signélta v
prubéhu a/nebo po PCR cyklovani, ¢imz se vyrazné snizZuje riziko
kontaminace produktu PCR. V souc€asné dobé existuji 3 hlavni typy gPCR
technik: gPCR analyza pomoci SYBR Green | Dye, gPCR analyza pomoci
hydrolyzujicich sond a gPCR analyza pomoci hybridizacnich sond.

Tento test vyuziva dualniho barviva a principu gPCR za pomaoci hydrolyzy
oligonukleotidu. V prubéhu PCR hybridizuji forward a reverse primery ke
specifické sekvenci. Oligonukleotid s dualnim barvivem je obsazen ve stejné
smési. Tato sonda, skladajici se z oligonukleotidu znaceného na 5 ' konci
reportérovym barvivem a 3' konci quencher barvivem, hybridizuje s cilovou
sekvenci v produktu PCR. gPCR analyza s hydrolyzy sondy vyuZiva 5'>3'
exonukledzoveé aktivity Thermus aquaticus (Taq) DNA polymerazy. Kdyz je
sonda intaktni, blizkost reportérového barviva a quencheru vede k potlaceni
reportérové fluorescence diky Forsterovo typem pfenosu energie.

Je-li cilova sekvence pfitomna, dochézi v pribéhu PCR k hybridizaci sondy
specificky mezi forward a reverse primer. 5'>3 'exonukleazova aktivita DNA
polymerazy Stépi sondu mezi reportérem a zhasSe€em pouze tehdy, pokud se
sonda hybridizuje k cilovému mistu. Fragmenty sondy jsou pak posunuty od
cile a polymerace fetézce pokracuje. 3' konec sondy je blokovan, aby se
zabranilo extensi sondy béhem PCR (Obrazek 1). Tento proces probiha v
kazdém cyklu a neni v rozporu s exponencialni akumulaci produktu.

Zvyseni fluorescenéniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, Ze je cilova
sekvence komplementéarni k sondé a tudiz amplifikovana béhem PCR. Diky
témto poZzadavkim, neni detekovana nespecificka amplifikace. To znamena,
ze zvySeni fluorescence je pfimo umérné amplifikaci cilové sekvence béhem
PCR.
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Obréazek 1. Princip reakce.

Alela specifickd PCR technologie pouzita v tomto testovacim kitu umozriuje
citlivou, pfesnou a vysoce reprodukovatelnou detekci SNP. Tato technika je
zaloZena na pouZziti specifickych forward primert pro alely wild type a V617F.

Pouze perfektni shoda mezi primerem a cilovou DNA umoziuje extensi a
amplifikaci v PCR (Obréazek 2).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Obrazek 2. Alelov é specifickd PCR. PouZziti wild-typu nebo V617F primer(i a smési préb
umozruje specifickou detekci wild-typu nebo mutované alely v dvou oddélenych reakcich

provedenych s pouZitim stejného vzorku.
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Material poskytovany se soupravou

Obsah kitu
ipsogen JAK2 Muta Search Kit (24)
Katalogove €. 673823
Pocéet reakci 24
V617F Positive Control (V617F PC-VF JAK2 40 pl
Pozitivni Kontrola)
V617F Negative Control (V617F NC-VF JAK2 40 pl
Negativni Kontrola)
Cut-Off Sample (1% V617F alela) COS-VF JAK2 40 pl

Primers and probe mix JAK2 PPM-JAK?2 V617E

V617F* (Smés primerd a prob JAK2 25x 68 ul
V617F)
Primers and probe mix JAK2 WT' 68 pl

(Smés primer(l a préb JAK2 WT™) PPM-JAKZ WT 25x

ipsogen JAK2 MutaSearch Kit Handbook (English) 1
(PFirucka ipsogen JAK2 MutaSearch Kit (Anglicky))

* Smés specifickych reverse a forward primerd pro gen JAK2, specificka V617F
FAM™-TAMRA™ préba.

" Smés specifickych reverse a forward primerti pro gen JAK2, specificka wild-type
FAM-TAMRA préba.

Poznamka: Pfed pouzitim zkumavky kratce stocte.

Poznamka: Analyza neznamych vzorkd pomoci soupravy ipsogen JAK2
MutaSearch Kit vyZaduje extrakci genomové DNA. Cinidla potfebnéa pro
provedeni extrakce DNA nejsou souc¢asti soupravy a musi byt validovana v
kombinaci se soupravou.
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Pozadovany material, ktery neni sou €asti soupravy

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

Reagencie
B Voda bez nukledz vhodna pro PCR
B 1x TE pufr bez nukleaz, pH 8.0

B Pufr a Taq DNA polymeraza: Validované reagencie 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) nebo LightCycler FastStart DNA Master™-"®
HybProbe® (Master Mix 5x) (Roche, kat. ¢. 03515567001)

Poznadmka: Tento master mix je mozné pouZit jen v pfistroji
LightCycler 1.2

B Reagencie pro 0.8-1% agardzovy gel v 0.5x TBE elektroforetickém pufru

Spot febni material

B Sterilni PCR 3Spi¢ky bez nukleaz opatfené hydrofobnimi filtry, odolavajici
tvorbé aerosolu

B 0.5 mlnebo 1.5 ml PCR zkumavky bez RNaz a DNaz
B Led

Vybaveni
B Mikropipety* uréené pro PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Stolni centrifuga* s rotorem pro 0.5 ml/1.5 ml reak&ni zkumavky
(dosahuijici rychlosti 10,000 rpm)

B Spektrofotometr* pro kvantifikaci DNA

B Real-time PCR pfistroj:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo jiné pfistroje
Rotor-Gene Q; LightCycler 1.2 nebo 480; Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System nebo ABI PRISM 7900HT SDS; a pfidruzeny
specificky material

* Zajistéte, aby pfistroje byly zkontrolovany a zkalibrovany dle doporuceni vyrobce.
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Upozorn éni a bezpe €nostni opat reni
Pro diagnostiku in vitro

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
jednorazoveé rukavice a ochranné bryle. BliZSi informace jsou uvedeny v
prislusnych bezpec&nostnich listech (SDS). Bezpecnosti listy jsou k dispozici
také online v PDF formatu na strankach www.giagen.com/safety , kde
muaZete najit, pfecist a vytisknout bezpecénosti 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 uréeno 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
¢inidel nebo zména inkubacnich dob a teplot mizZze mit za nasledek chybné
nebo nesouhlasné Gdaje. U Cinidla PPM-JAK2 muaZe 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 DNazou, ktera muze vézt k degradaci templatové DNA,;

B Kontaminaci DNA nebo pfenosu PCR produktu vedoucimu k faleSné
pozitivnimu vysledku

Proto doporucujeme nasledujici:

B Pfi provadeéni testu pouzivejte laboratorni vybaveni bez nukleaz (napft.
pipety, pipetovaci Spicky, reakéni zkumavky) a pouzivejte rukavice.

B PouZivejte nové pipetovaci Spicky s filtrem pro vSechny pipetovaci kroky,
aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci vzorkd a €inidel.

B Pripravte master mix pfed PCR pomoci uréenych material( (pipet, Spicek,
atd.) ve vyhrazeném prostoru, kde nebudou zaneseny zadné matrice DNA
(DNA, PCR produkty). Pfidejte templat v oddélené zoné (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 prevzeti musi byt skladovany
pfi teploté —30 °C az —-15 °C.

B Minimalizujte vystaveni smési primer( a sond (zkumavka PPM-JAK2)
Svétlu.

B Zkumavky pred otevienim lehce promichejte a odstredte.
B VSechny soucasti soupravy uchovavejte v ptivodnich 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 zfejmé znamky, které by ukazovaly na nestabilitu tohoto
vyrobku. Nicméné pozitivni a negativni kontroly by mély byt testovany
soucasné s neznamymi vzorky.
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Postup

Priprava vzorku DNA

Genomova DNA by méla byt ziskana bud z plné krve, purifikovanych
lymfocyta z periferni krve, vicejadernych bunék nebo granulocytd. Aby bylo
mozné porovnat vysledky, doporucujeme provadét stejnou metodu ziskani
bunécénych frakci a metodu extrakce DNA. Extrakce DNA by méla byt
provadéna “home-made” nebo komerénim kitem.

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

Pomér A260/A280 by mél €init 1,7-1,9. MenSi poméry obvykle znamenaji
kontaminaci proteiny nebo organickymi chemikaliemi. Elektroforézni analyza
na 0,8-1% agarozovém gelu by méla umoznit vizualizaci izolované DNA jako
odlisny prouzek velikosti pfiblizné 20 kb. Slaby smyr je pfijatelny.

Vysledna DNA je ziedéna 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 doporuujeme uchovavat pfi teploté —20 °C.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Protokol: gPCR na p Fistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM nebo Rotor-Gene Q 5plex HRM se 72-zkumavkovym
rotorem

PFi pouziti tohoto pfistroje doporucujeme veSkera méreni duplikovat, viz
Tabulka 2.

Tabulka 2. Po et reakci pro p Fistroje Rotor Gene Q s rotorem na 72
zkumavek

Vzorky Reakce
Se smési primer G a prob JAK2 V617F (PPM-JAK2 V617F)

n DNA vzorku n x 2 reakci

soNAKomoy S ERICHPCME MOV 8 COSVE ez
Kontrola s vodou 2 reakce

Se smési primer U a prob JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)
n DNA vzorku n x 2 reakce

6 reakci (PC-VF, NC-VF, a COS-VF, kazdy

3 DNA kontroly testovany v duplikatu)

Kontrola s vodou 2 reakce

Zpracovani vzork 4 v pFistroji Rotor-Gene Q s rotorem na 72 zkumavek

Pro optimalni vyuZiti kontrol a smési primer a sond doporu€ujeme otestovat
alespon 12 vzorkd DNA ve stejném experimentu. Schéma rotoru na Obrazku 3
ukazuje pfiklad takového experimentu.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Figure 3. Suggested rotor setup for an experimentw ith the ipsogen JAK2 Muta Search
Kit. PC-VF: pozitivni kontrola; NC-VF: negativni kontrola; COS-VF: vzorek s hrani¢ni
hodnotou; S: vzorek DNA; H,O: kontrola s vodou.

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

VSechny ostatni pozice vypliate prazdnymi zkumavkami.

gPCR na pistrojich Rotor-Gene Q se 72 zkumavkovym rotorem
Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.

Postup

1. Rozmrazte vSechny komponenty na ledu.
Komponenty by mély byt vytazeny z mrazni¢ky pfiblizné 10 min pfed
zahajenim postupu.

2. Vortexujte vSechny zkumavky a kratce centrifuguj te (pfiblizn & 10 s,
10,000 rpm, aby se tekutina odstranila z vi  €ek).
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3. Pripravte nasledujici gPCR mixy podle po ¢&tu zpracovavanych vzork .
VSechny koncentrace jsou uréeny pro kone¢ny objem reakce.
V Tabulce 3 je popsano pipetovaci schéma pro pfipravu jedné smési
Cinidel, vypoctené pro ziskani finalniho objemu reakce 25 pl. Je mozné
pfipravit pfedb&znou smés dle poctu reakci, a to s pouzitim stejné smeési
primer( a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu
pipetovani.

Tabulka 3. P Fiprava reak énich sm ési gPCR

1 reakce VF: 32+1 WT: 32+1 Finalni
Komponenta () reakci (ul) reakci (ul) koncentrace

TagMan

Universal
PCR Master 12.5 4125 4125 1x

Mix, 2X

Smés primeru

a prob, 25x

(VF nebo WT, 1 = £ LA
respektive)

Voda pro

PCR bez 6.5 214.5 214.5 -
nukleéz

Vzorek (bude
pfidan v 5 5 kazdy 5 kazdy —
kroku 6)

Celkovy

objem 25 25 kazdy 25 kazdy -

4. Vortexujte a kratce centrifugujte kazdy qPCR mix (pFiblizn € 10 s,
10 000 rpm, aby se tekutina odstranila z vi  éek).

5. Pipetujte 20 pl gPCR pre-mixu (VF a WT) do kazdé zkumavky.

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

7. Jemné promichejte opakovanym pipetovanim.

8. Zavriete PCR zkumavky. Umist éte do 72 zkumavkového rotoru podle
doporu €éeni vyrobce. VSechna prazdna mista vypl ite prazdnymi
zkumavkami.
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9. Naprogramujte p Fistroj Rotor-Gene Q pro teplotni profil indikovany v
Tabulce 4.

Tabulka 4. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Hold Teplota: 50 °C
Cas: 2 min

Hold 2 Teplota: 95 °C
Cas: 10 min

Cyklovani 50 krat
95 stupnd for 15 s

62 stupnu 1 min s akvizici FAM fluorescence v
zeleném kanalu: Jednotlivé

10. Spus t'te teplotni program cyklovani, jak je vyzna  éeno v Tabulce 4.

11. Pro pristroje Rotor-Gene Q vyberte pro analyzu “Slope Cor  rect”.
Doporu éujeme nastavit threshold na 0.03.
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Protokol: gPCR na p Fistrojich Applied Biosystems7500, ABI
PRISM 7900HT, nebo LightCycler 480

PFi pouziti 96 jamkové desticky v gPCR zafizeni doporucujeme provest
vSechna méfeni v duplikatech, jak je uvedeno v Tabulce 5.

Tabulka 5. Po et reakci pro p Fistroje Applied Biosystems 7500, ABI
PRISM 7900HT, nebo LightCycler 480

Vzorky Reakce
Se smeési primer G a prob JAK2 V617F (PPM-JAK2 V617F)

n DNA vzorku n x 2 reakce

6 reakci (PC-VF, NC-VF, and COS-VF, kazdy
testovany v duplikatu)

3 DNA kontroly
Kontrola s vodou 2 reakce

Se smési primer U a prob JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)
n DNA vzorku n X 2 reakce

6 reakci (PC-VF, NC-VF, and COS-VF, kazdy

3 DNA kontroly testovany v duplikatu)

Kontrola s vodou 2 reakce

Priprava vzorku pro p Fistroje Applied Biosystems 7500, ABI PRISM
7900HT, nebo LightCycler 480

Pro optimalni vyuZziti kontrol a smési primert a sond doporucujeme otestovat
alespon 12 vzorkd DNA ve stejném experimentu. Schéma rozlozZeni destic¢ky
na Obrazku 4 ukazuje pfiklad takového experimentu.

_________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Obrazek 4. NavrZzené schéma rozloZeni desti  €ky pro experiment se soupravou ipsogen
JAK2 Muta Search Kit. PC: pozitivni kontrola; NC: negativni kontrola; COS: vzorek s
hraniéni hodnotou; S: DNA vzorek; H,O: Kontrola s vodou.

gPCR na pistrojich Applied Biosystems 7500, ABI PRISM 7900HT , nebo
LightCycler 480

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.

Postup

1. Rozpus t'te vSechny pot Febné komponenty a viozZte je na led.
Soucasti kitu by mély byt vyjmuty z mrazaku pfiblizné 10 min pfed
zahajenim pfipravy.

2. Vortexujte a kratce centrifugujte vSechny zkumav  ky (pfFiblizn é 10 s,
10,000 rpm, pro p femisténi veskeré kapaliny do spodni  €asti
zkumavky).

3. Pripravte si nasledujici sm és gPCR podle po ¢tu vzork U, které budete
Zpracovavat.

VSechny koncentrace jsou uvedeny pro konecné objemy reakce.

Tabulka 6 popisuje schéma pipetovani pro pfipravu jedné smési reagencii,
vypoctené tak, aby se doséhlo 25 ul koneéného reakéniho objemu. Pre-
mix muzZe byt pfipraven podle poctu reakci s pouZzitim stejné smeési primert
a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly chybu pipetovani

Pfiru¢ka ipsogen JAK2 MutaSearch Kit 06/2016 19



Tabulka 6. P Fiprava sm ési qPCR

1 reakce VF: 32+1 WT: 32+1 Finalni
Komponenta () reakci (ul) reakci (ul) koncentrace

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2X

12.5 412.5 412.5 1x

Smés

primerd a

préb, 25x (VF 1 33 33 1x
nebo WT,

respektive)

Voda pro
PCR bez 6.5 214.5 214.5 -
nukleaz

Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy —
kroku 6)

Celkovy

objem 25 25 kazdy 25 kazdy -

4. Vortexujte a kratce odst red'te smés qPCR (VF a WT) (pfiblizn é 10 s,
10 000 rpm, pro p Femisténi veSkeré kapaliny do spodni  €asti
zkumavky).

5. Rozpipetujte 20 pl gPCR pre-mixu (VF a WT) do je  dnotlivych jamek.

6. Pridejte 5 ul kazdého vzorku DNA nebo kontroly do odp  ovidajici
jamky (celkovy objem 25 pl).

7. Jemn é promichejte pipetovanim nahoru a dol  a.

8. Zavrete desti €ku a kratce zcentrifugujte (300 x g, p Fiblizn & po dobu
10 s).

9. Umistéte desti ¢ku do termocykléru podle doporu  €eni vyrobce.

10. Naprogramujte termocyklér pro teplotni profil v yznacéeny v Tabulce 7
pro p Fistroje Applied Biosystems 7500 a ABI PRISM 7900HT  SDS,
nebo v Tabulce 8 pro p Fistroj LightCycler 480.
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Tabulka 7. Teplotni profil pro p  Fistroje Applied Biosystems 7500 a ABI
PRISM 7900HT SDS

Rezim analyzy Standardni kfivka — Absolutni kvantifikace
Hold Teplota: 50°C
Cas: 2 min
Hold 2 Teplota: 95°C
Cas: 10 min
Cyklovani 50 krat
95°C 15 s

63°C 1 min 30 s s akvizici FAM fluorescence:
Jednotlivé; quencher: TAMRA

Tabulka 8. Teplotni profil pro p Fistroj LightCycler 480

Rezim analyzy Absolutni kvantifikace (“Abs Quant”)
Detek €ni format Vyberte “Simple Probe” v okné pro detekéni formaty
Hold Teplota: 50°C
Cas: 2 min
Hold 2 Teplota: 95°C
Cas: 10 min
Cyklovani 50 krat
95°C 15 s

63°C 1 min 30 s s akvizici FAM fluorescence
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a (465—
510 nm) pro LC verzi 02: Jednotlivé

11. Pro Applied Biosystems 7500 a ABI PRISM 7900HT  SDS, postupujte
podle kroku 11a. Pro LightCycler 480 postupujte vk  roku 11b.

1la. Applied Biosystems 7500 a ABI PRISM 7900HT SDS
Doporu €ujeme v kroku analyzy nastavit hodnotu threshold na 0.1.
Start programu cyklovani je vyzna €en v Tabulce 7.

11b. LightCycler 480: Doporu ¢€ujeme Fit point rezimu analyzy s pozadim
nastavenym na 2.0 a threshold na 2.0. Start program  u cyklovani je
vyzna €en v Tabulce 8.
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Protokol: gPCR na p Fistroji LightCycler 1.2

PFi pouZiti kapilarnich pfistroju doporu€ujeme meéfit vzorky v duplikatech a
kontroly v jednotlivém provedeni jak je vyzna¢eno v Tabulce 9.

Tabulka 9. Po €et reakci pro p Fistroj LightCycler 1.2

Vzorky Reakce
Se smési primer U a prob JAK2 V617F (PPM-JAK2 V617F)

n DNA vzorku n x 2 reakce

3 DNA kontroly ?e;?c?\l/(gr? j(:dcr:]-(;ﬁ;, NC-VF, a COS-VF, kazdy
Kontrola s vodou 1 reakce

Se smeési primer G a prob JAK2 WT (PPM-JAK2 WT)
n DNA vzorku n x 2 reakce

3 reakce (PC-VF, NC-VF, a COS-VF, kazdy

3 DNA kontroly testovan jednou)

Kontrola s vodou 1 reakce

Priprava vzorku pro p Fistroj LightCycler 1.2

Pro optimalni vyuZiti kontrol a smési primer a sond doporu€ujeme otestovat
alespon 6 vzorkl DNA ve stejném experimentu. Schéma rozlozeni kapilar na
Obrazku 5 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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Obrazek 5. Navrzené rotorové uspo Fadani experiment se soupravou ipsogen JAK2
MutaSearch Kit. PC-VF: pozitivni kontrola; NC-VF: negativni kontrola; COS: vzorek s
hraniéni hodnotou; S: DNA vzorek; H,O: Kontrola s vodou.

gPCR na pistroji LightCycler 1.2

Poznamka: Vzhledem ke konkrétnim technologickym poZadavkam, musi byt
vSechny experimenty pro LightCycler 1.2 provadény za pouziti specifickych
reagencii. Doporuéujeme poutziti LightCycler FastStart DNA Master”-"S
HybProbe a pfipravovat Master Mix 5x dle pokynu vyrobce.

Poznamka: VSechny kroky provadéjte na ledu.

Postup

1. Rozpus t'te vSechny pot Febné komponenty a vioZte je na led.
Soucasti kitu by mély byt vyjmuty z mrazaku pfiblizné 10 min pfed
zahajenim pripravy.

2. Vortexujte a kratce centrifugujte vSechny zkumav  ky (p fiblizn é 10 s,
10,000 rpm, pro p femisténi vesSkeré kapaliny do spodni  €asti
zkumavky).

3. Pripravte si nasledujici sm és qPCR podle po €tu zpracovavanych
vzork .

VSechny koncentrace jsou uvedeny pro konec&né objemy reakce.

Tabulka 10 popisuje schéma pipetovani pro pfipravu jedné smési
reagencii, vypoctené tak, aby se dosahlo 20 pl kone¢ného reakéniho
objemu. Pre-mix muze byt pfipraven podle poctu reakci s pouZzitim stejné
smési primerd a sond. Jsou zahrnuty objemy navic, aby kompenzovaly
chybu pipetovani
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Tabulka 10. P fiprava sm ési qPCR

1 reakce VF: 16+1 WT: 16+1 Finalni
Komponenta () reakci (ul) reakci (ul) koncentrace

LightCycler

FastStart

DNA 4 68 68 1x
Master™-!®

HybProbe, 5x

Smeés

primerd a

prob, 25x (VF 0.8 13.6 13.6 1x
nebo WT,

respektive)

Voda pro
PCR bez 10.2 173.4 173.4 -
nukleaz

Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 6)

Celkovy

objem 20 20 kazdy 20 kazdy -

4. Vortexujte a kratce odst red'te smés qPCR (VF a WT) (pfiblizn é 10 s,
10 000 rpm, pro p Femisténi veSkeré kapaliny do spodni  €asti
zkumavky).

5. Rozpipetujte 15 pl gPCR pre-mixu (VF a WT) na ka pilaru.

6. Pridejte 5 ul kazdého vzorku DNA nebo kontroly do odp  ovidajici
jamky (celkovy objem 20 pl).

7. Jemn é promichejte pipetovanim nahoru a dol  a.

8. Zavrete kapilary a kratce zcentrifugujte (500 x g, p  Fiblizn € po dobu
55s).

9. Umistéte kapilary do termocykléru podle doporu  €eni vyrobce.

10. Naprogramujte LightCycler 1.2 pro teplotni prof il vyzna éeny v
Tabulce 11.
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Tabulka 11. Teplotni profil

RezZim analyzy Kvantifikace
Hold Teplota: 95°C
Cas: 10 min
Cyklovani 50 krat
95°C 15s
66°C 1 min s akvizici FAM fluorescence: Jednotlivé

11. Pro pfistroj LightCycler 1.2 doporu  €ujeme rezim F1/F2 a “druhé
deriva €ni analyzy“. Spus tte program tepelného cyklovani, jak je
uvedeno v Tabulce 11.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Interpretace vysledk 0

Vypo €et AACt (nebo AACPp) a genotypizace

Vyberte exportovana data ze souboru ,,Analyze Export File* generovaného
systémem a analyzujte vysledky, jak je popsano nize.

Poznamka: Ct hodnoty jsou ziskany z pfistroju Rotor-Gene, Applied
Biosystems, a ABI PRISM. Cp hodnoty, které jsou ziskany ze systém
LightCycler, mohou byt nahrazeny hodnotou CT dle niZe uvedeného popisu.
Vypocty jsou uvedeny pro hodnoty Ct a mohou byt aplikovany na Cp hodnoty
stejnym zplsobem.

Dulezité: Pokud neni pozorovana zadna amplifikace (tzn. “nedetekovatelnd”,
Ct >45, nebo Cp >45 v zavislosti na pouzitém pfistroji) pro oba PPM-JAK2 WT
a PPM-JAK2 VF, vysledky nemohou byt analyzovany. Tyto vysledky ukazuiji,
ze koncentrace DNA ve vzorku nebyla v pfijatelném rozsahu nebo ze DNA
matrice byla vynechana. V opacéném pripadé pokracujte s analyzou, které je
popsana nize.

Postup

1. Vypo ététe stFedni hodnotu C  ziskanou z PPM-JAK2 V617F (pr amér
Ct VF) a PPM-JAK2 WT (pr imér Ct WT) pro kazdy vzorek (kontroly,
vzorek s hrani €ni hodnotou a neznamych vzork ).

Jestlize jeden z duplikatd vzorku ma "neuréenou™ hodnotu, neberte ji v

avahu: pouzivejte pouze hodnotu naméfenou pro druhy duplikat. V tomto
pfipadé doporu€ujeme opétovné pretestovani vzorku.

Nejsou-li oba duplikaty stanoveny, nastavte hodnotu vzorku na 45.

2. Vypo ¢itejte vstupni limit (IL) dle nasledujiciho schémat  u niZe.
Vstupni limit (IL) = Prdmérna hodnota C+ WT pro COS + 3.3
Poznamka: Vstupni limit umoznuje ovéfit, ze s pouzitym vzorkem DNA

pacienta bylo pfi testech spravné zachazeno, aby byly kone¢né vysledky
JAK2 V617F zarucCeny.
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3. Zkontrolujte kvalitu vzorku pro kazdy neznamy vz~ orek podle
Tabulky 12.

Tabulka 12. Kritéria pro kvalitu vzorku

Pokud: Poté:
Primér C; VF <40 PokracCujte krokem 4.

Prdmér C; VF 240 a prumér CtWT <IL  Pokradujte krokem 4.

Prameér C; VF 240 a primér CtWT 2IL  Vzorek nemUze byt
analyzovan.*

* Koncentrace DNA ve vzorku nebyla v pfijatelném rozsahu nebo DNA matrice byla
vynechana.

4. Vypo éitejte hodnotu AC+ pro vSechny validni vzorky ( ACtvzorky) @
kontrol ( AC+ pc.ve, ACt nevrs @ ACt cos) dle schématu uvedeného nize.

ACt=  Primér C;VF — Primér Ct WT

5. Vypo ¢itejte hodnotu AAC+ pro kazdy jednotlivy neznamy vzorek ( AAC+
sample) @ Pro kazdou kontrolu ( AACt pc.vr @ (AACt nc.vr) dle schémat
uvedenych nize.

AACtvzoku =  ACtcos — ACt vzorku
AACT pcvr
AACrncvr = ACtcos — ACt neave

ACt cos — ACtpcvr

6. Vypo Eitejte Sedou zénu nebo oblast nejistoty kolem COS-V  F dle
schématu uvedeného nize.

Poznamka: Sedéa zéna (GZ) testu je definovana jako oblast, v které
nejsou namérené hodnoty dostatecné pfesné. Hodnota v Sedé z6né
udava, Ze cilova sekvence nemuze byt hodnocen ani jako pfitomna, ani
jako chybéjici. Seda zoéna musi byt vypogitana pro kazdy experiment. Na
z&kladé pozorovanych odchylek v pribéhu provadéni studii pfesnosti (viz
“Vykonnostni charakteristiky”, strana 32) byla GZ definovana jako +7% z
hOanty AC+ cos.

Tento vypocet je platny pro vSechny experimenty na vSech doporucenych
pristrojich.

GZ: [(—ACT cos X 007), (+ACT cos X 007)]
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7. Urc€ete genotyp neznamych vzorku podle Tabulky 13.

Tabulka 14 ukazuje pfiklad vypoctu a interpretace vysledku pro
reprezentativni experiment.

Tabulka 13. Interpretace vysledk G genotypizaci.

Vysledky Interpretace

JAK2 V617F mutace
je detekovana.

JAK2 V617F mutace
neni detekovana.

AACT vzorku > +ACt cos X 0.07

AACt vzonu < —ACrt cos X 0.07

(—ACT cos X 0.07 < AAC+ vzorku S +ACt cos X 0.07 Nejasny VySledek'

Tabulka 14. P Fiklad vypo €tu a interpretace vysledk G pro reprezentativni
experiment.

Pramer Prameér

Vzorek Ct VF C; VF C+WT C+ WT ACt AACt  Ohodnoceni
PC 27.82 40.27

27.74 40.24 -12.50 20.12 Pozitivni
PC 27.66 40.20
NC 41.23 26.66

41.10 26.76 14.34 —6.72 Negativni
NC 40.96 26.85
COS 35.04 27.28 IL =30.53

34.85 27.23 7.62 0 GZ: -0.53to
CcoS 34.66 27.17 +0.53
Vzorek 1  42.15 28.86

41.63 28.80 12.83 -5.21  Negativni
Vzorek 1  41.10 28.73
Vzorek 2 30.54 28.99

30.73 29.10 1.63 5.99 Pozitivni
Vzorek 2 30.92 29.20
Vzorek 3 37.31 30.11 : .

37.71 30.22 7.49  0.13 N,elas.’gz("
Vzorek 3 38.11 30.33 ramci GZ)
Vzorek 4 45 45 39.25 2g.gs  Nemohl byt analyzovan (Pramer
Vzorek 4 45 38 45 Ct VF >40 a pramér C; WT >IL)
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Kontroly

Kontrola s vodou by neméla davat zadnou hodnotu Ct (nebo Cp jak s JAK2
V617F, tak i s JAK2 WT. Hodnota Ct (Cp) v kontrole s voudou miize
znamenat pfitomnost kfizové kontaminace viz “Navod na feSeni problému
"nize.

PC-VF by méla byt interpretovana jako vzorek ve kterém je detekovana
pfitomnost mutace JAK2 V617F.

NC-VF by méla byt interpretovana jako vzorek, ve kterém nebyla detekovana
pfitomnost mutace JAK2 V617F.

Sledujte “Navod na feSeni problémud” nize pro interpretaci nejasnych vysledku.

Navod na reSeni problém

Tento privodce feSenim problém( mazZe byt uzite€ny pfi FeSeni pfipadnych
probléma, které mohou nastat. Dal3i informace viz také stranka Casto kladené
dotazy na Centru technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx
Védci z QIAGEN technické podpory vzdy radi zodpovédi vSechny VasSe
otazky, které muzete mit ohledné informaci a protokol( v této pfiru¢ce nebo
vzorcich a technologiich (pro kontaktni informace ¢téte "Kontaktni informace”,
strana 37).

Komenta fe a navrhy

Negativni signal pozitivni kontroly

a) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
reakce.

Zopakujte cyklus PCR.

b) Nevhodné skladovani  Soupravu ipsogen JAK2 MutaSearch Kit
soucasti soupravy skladujte pfi —30 az —15°C a chrarite smés
primerd a sond (PPM) pfed svétlem. Viz
“Skladovani Cinidel a manipulace s nimi ”, strana
12.

Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani

Rozdélte reagencie do alikvot pro skladovani
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Komenta fe a navrhy

Negativni kontroly jsou pozitivni nebo pozitivni ko ntroly jsou pozitivni
se Spatnym PPM

Kfizova kontaminace  Vyménte vSechny nezbytné reagencie.

Zopakujte experiment pomoci novych alikvot
reagencii.

Se vzorky, sou¢astmi soupravy a spotfebnim
materialem vzdy zachazejte v souladu s bézné
pfijimanou praxi, abyste zabranili kontaminaci

Zadny signal, ani v pozitivnich kontrolach

a) Chyba pipetovani nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
vynechaneé reagencie  reakce.

Opakujte PCR reakci.

b) Inhibiéni U€inky Zopakujte pfipravu DNA.
materialu vzorku
zplsobené
nedostatecnou
purifikaci

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

d) LightCycler: Neni Zkontrolujte programy cyklu.
naprogramovano

nofizeni dat U rezimu pofizovani dat zvolte ,single” na konci

kazdého anealingového segmentu PCR
programu.

Chyb éjici nebo slaby signal u vzork G, avSak pozitivni kontroly jsou v
poradku.

Spatna kvalita nebo Pfed zahajenim experimentu vzdy zkontrolujte
nizka koncentrace kvalitu DNA a koncentraci.
DNA
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Komenta fe a navrhy

LightCycler: P FiliS nizka intenzita fluorescence

a) Nevhodné skladovani  Skladujte soupravu ipsogen JAK2 MutaSearch
soucasti soupravy Kit pfi =30 aZz —15°C a chrarte smés primera a
sond (PPM) pfed svétlem, viz ,Skladovani
¢inidel a manipulace s nimi®, strana 12.

Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani

Rozdélte reagencie do alikvot pro skladovani

b) Velmi nizké prvotni Zvyste mnozstvi DNA ve vzorku.

mnoZstvi cilové DNA Poznamka: V zavislosti na vybrané metodé

pripravy DNA se mohou objevit inhibi¢ni ucinky.
LightCycler: Rozdily v intenzit & fluorescence

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

b) Nedostate¢na Pfipravena smés PCR muZe byt stale v horni
centrifugace kapilar. Casti nddoby kapilary nebo muze byt ve Spicce
kapilary zachycena vzduchova bublina.

Vzdy provedte odstfedéni kapilar naplnénych
reakeni smési dle popisu v provozni pfirucce k
danému zafizeni.
c) Znecisténi vnéjSiho PFi manipulaci s nimi vzdy noste na rukou
povrchu kapilary. rukavice.

Kontrola kvality

V souladu s certifikovanym systémem ISO fizeni jakosti vyrobk( spole¢nosti
QIAGEN je kazdéa vyrobni Sarze souprav ipsogen JAK2 MutaSearch Kit
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa
konzistentni kvalita produktu. Certifikaty analyzy jsou k dispozici na pozadani
na strankdch www.giagen.com/support/.

Omezeni

VSechny reagencie mohou byt pouzivany vyluéné v diagnostice in vitro.
Tento produkt je ur€en pouze pro pouZziti pracovniky specialné poucenymi a
vySkolenymi v in vitro diagnostickych technikach.

Pro dosazZeni optimalnich vysledkd PCR je nutno pfisné dodrZovat pokyny
uvedené v uzivatelské pfirucce.
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Je tfeba vénovat pozornost datim expirace vytiSténym na obalu a Stitcich
vSech soucasti. Nepouzivejte soucasti po datu expirace.

VSechny ziskané diagnostické vysledky je nutno interpretovat spolec¢né

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

Vykonnostni charakteristiky

Laboratorni studie

Laboratorni studie byly provedeny za ucelem stanoveni analytické vykonnosti
soupravy ipsogen JAK2 MutaSearch Kit.

Presnost v blizkosti hrani énich hodnot

TFi nezavislé vzorky s nizkou arovni mutaci byly méfeny 38 krat po tfech za
pouziti soupravy ipsogen JAK2 MutaSearch Kit na pfistroji Applied Biosystems
7500. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 15 a 16.

Tabulka 15. Hodnoty ACt a presna data pro laboratorni studie

Vzorek (% V617F Variaéni
alela) AC+ [minimum ; maximum] koeficient (%)
0.5% [7.8;10.9] 7.2%
1% [6.7 ; 8.8] 5.6%
2% [5.9 :7.7] 5.5%
COS-VF [6.9;8.8] 6.2%

Tabulka 16. Genotypiza €ni vysledky dle vypo ¢&tu hodnot AAC+ pro
laboratorni studie

Vzorek (%

V617F Detekované Nejasny Nedetekovana
alela) Replikaty mutace vysledek mutace
0.5% 38 0 3 35

1% 38 3 27 4

2% 38 33 5 0

Pro 92% z 0.5% JAK2 V617F vzorkd nebyla mutace detekovéna.
Pro 87% z 2% JAK2 V617F vzorku byla mutace detekovana.
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Vstupni omezeni

Doporucené mnozstvi genomové DNA je 25 ng. Rozdilné mnoZstvi vstupni
DNA bylo testovano za ucelem zjisténi, zda mnozstvi genomové DNA muze
mit vliv na interpretaci vysledku. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 17.

Tabulka 17. Efekt mnoZstvi vstupni genomové DNA

Vstupni Nedeteko
Vzorek (% mnoZstvi Detekované Nejasny vane
V617F alela) (ng) Replikaty mutace vysledek mutace
2.5 6 Vzorky nebyly analyzovany (hodnoty >IL)
10 6 0 1 5
<1% 25 6 0 0 6
100 6 0 0 6
250 6 0 0 6
Celkem <1% 30 0 1 23
2.5 3 Vzorky nebyly analyzovany (hodnoty>IL)
10 3 0 1 2
1% 25 3 0 2 1
100 3 0 3 0
250 3 0 2 1
Celkem 1% 15 0 8 4
2.5 15 15 0 0
2%, 4%, 10 15 15 0 0
50%, 78%, 25 15 15 0 0
nebo 100% 100 15 15 0 0
250 15 15 0 0
Celkem 75 75 0 0

Analyza fedénych nebo vysoce koncentrovanych vzorkd (tzn. <5 ng/ul DNA
nebo >5 ng/pl DNA, resp.) zhodnotila, Zze takové koncentrace mohou ovlivnit
AAC+t (nebo AACPp). To vSak nevede k faleSné negativnim nebo pozitivnim
vysledkdm, jen k nejasnym vysledkim s velmi nizkym procentem JAK2
V617F.
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Klinické studie

Vzorky DNA od 81 pacientt s podezfenim na myeloproliferativni neoplazii
(extrahované z krve nebo kostni dfené) a dfive charakterizovany s pouzitim
soupravy ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit (QIAGEN, kat. €. 673223), byly
analyzovany spole¢né s 9 vzorky DNA od zdravych darcu s pouZitim soupravy
ipsogen JAK2 MutaSearch Kit na pfistroji Applied Biosystems 7500. Vysledky
jsou shrnuty v Tabulce 18.

Tabulka 18. Vysledky pro vzorky s pouzitim souprav ipsogen JAK2
MutaSearch Kit a ipsogen JAK2 Muta Screen EZ Kit-

ipsogen JAK2 Muta Screen EZ Kit
Detekovana Nedekované
Vzorky mutace Nepr ukazné mutace
~ S Detekovana 37 1 1
N4 mutace
< £
n o o Ve
c © Neprikazné 0 0 1
o QO
& ,
@ S Nedetekované 0 0 50
=S mutace

Celkova shoda byla 98.9% (95% interval spolehlivosti: 93.8-99.8%).
Pozitivni shoda byla 100.0% (95% interval spolehlivosti: 90.6—100.0%).
Negativni shoda byla 98.0% (95% interval spolehlivosti: 89.7-99.7%).
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Symboly

Na baleni a znaceni se mohou vyskytovat nasledujici symboly:

W <N> Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

Pouzitelné do

IVD In vitro diagnosticky prostfedek
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Katalogoveé Cislo

Cislo 3arze

Materialové Cislo

GTIN Cislo Global Trade Item
Teplotni omezeni

Vyrobce

=) i lN-N

Zkonzultujte s nAvodem k pouZiti

Kontaktni informace

Technickou pomoc a dalSi informace naleznete v naSem centru technickée
podpory na strankach www.giagen.com/Support , nebo se obratte telefonicky
na 00800-22-44-6000, nebo kontaktujte nékterée z technickych servisnich
oddéleni spole€nosti QIAGEN nebo mistniho distributora (viz zadni strana
obalky nebo navstivte www.giagen.com ).
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Informace pro objednani

Produkt

Obsah baleni

Kat. €.

ipsogen JAK2
MutaSearch Kit (24)

Pro 24 reakci: V617F Pozitivni
kontrola, V617F Negativni kontrola,
V617F vzorek s hrani¢ni hodnotou,
Smés primerd a préb JAK2 a JAK2
V617F

Rotor-Gene Q MDx —validovany pro IVD real-time PCR
analyzu v klinickych aplikacich

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Real-time PCR cykler a High
Resolution Melt analyzér s 5 kanaly
(zeleny, Zluty, oranZovy, Cerveny,
karminovy) plus HRM kanal, pfenosny
pocitac, software, pfislusenstvi, roéni
zaruka na vSechny ¢asti a provedeni,
instalace a zaskoleni nejsou zahrnuty

Real-time PCR cykler a High
Resolution Melt analyzér s 5 kanaly
(zeleny, Zluty, oranzovy, Cerveny,
karminovy) plus HRM kanal, pfenosny
pocitac, software, pfisluSenstvi, roéni
zaruka na vSechny ¢asti a provedeni,
instalace a zaskoleni

QlAamp ® DNA Blood Maxi Kit — pro purifikaci genomové

DNA z krve

QIAamp DNA Blood
Maxi Kit (10)

QIlAamp DNA Blood
Maxi Kit (50)

Pro 10 DNA maxiprept: 10 QlAamp
Maxi Spin kolonky, QIAGEN Proteaza
Pufry, Shérné zkumavky (50 ml)

Pro 50 DNA maxiprept: 50 QlAamp
Maxi Spin kolonky, QIAGEN Proteaza,
Pufry, Sbérné zkumavky (50 ml)

673823

9002032

9002033

51192

51194

Aktualni licenéni informace a pravni dolozky specifické pro produkty naleznete
v pfislusnych pfiru¢kach a uzivatelském manuélu. QIAGEN pfirucky a
uzivatelské manualy jsou dostupné na www.giagen.com nebo mohou byt
vyzadany u QIAGEN technického servisu a u Vaseho mistniho distributora.
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Tento vyrobek je ur€en pro diagnostiku in vitro. Vyrobky ipsogen nesmi byt dale prodavany, upravovany pro dalSi prodej ani pouZzity pro vyrobu
komerénich vyrobkl bez pisemného schvaleni spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou ménit bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost QIAGEN nepiebird odpovédnost za jakékoliv chyby,
které se mohou vyskytnout v tomto dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a presny v dobé publikace. Spole¢nost QIAGEN nenese
za zadnych okolnosti odpovédnost za ndhodné, zvlastni, vicendsobné nebo nasledné Skody v souvislosti nebo vyplyvajici z pouZiti tohoto
dokumentu.

Na vyrobky ipsogen se vztahuje zaruka, Ze splfiuji uvaddéné specifikace. Vyhradni uvazeni spole¢nosti QIAGEN a nahrada zakaznikovi je
omezeno na bezplatnou vyménu vyrobku v pfipadé, Ze vyrobek nesplni 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, komeréni ani klinicky vyzkum nebo jiné G¢ely mimo diagnostiky in vitro.

Mutace JAK2 V617F a jeji pouZiti je chranéno patentovymi pravy, véetné Evropského patentu EP1692281, patenttd USA 7,429,456 a 7,781,199,
podanych patentovych zadosti USA US20090162849 a US20120066776, a zahrani¢nich protéjsku.

N&kup tohoto vyrobku nezaru€uje Zadné prava na jeho pouZziti v klinickych zkouskach pro 1éky zacilené na JAK2 V617F. Spole¢nost QIAGEN
Vytvaii pro tyto Uely specifické licenéni programy. Kontaktujte prosim naSe pravni oddéleni na e-mailové adrese jak2licenses@giagen.com

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

Ujednani o omezené licenci

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel 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 duSevnich prav k
pouzivani nebo zaclenéni slozek, které jsou soucasti této soupravy, spolecné s kterymikoli slozkami, které nejsou soucasti této soupravy, s
vyjimkou pfipadé popsanych v pfiru¢ce ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook a dalSich protokolech dostupnych na strankach
www.giagen.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 sou¢asti jsou licencovany jen k jednorazovému pouZziti a je zakdzano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, 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 vyse. Spole¢nost QIAGEN mUzZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkd 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 sou¢astmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com .

HB-1354-004 © 2013-2016 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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