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Przeznaczenie zestawu

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR jest testem in vitro wykonywanym metodg PCR w czasie
rzeczywistym, przeznaczonym do wykrywania mutacji CALR w genomowym DNA z krwi
petnej pacjentow podejrzewanych o nowotwory mieloproliferacyjne (MPN). Zestaw ipsogen
CALR RGQ PCR umozliwia rowniez identyfikacje dwoch gtdwnych mutacji CALR (Typ 1
i Typ 2) i jest przeznaczony do uzycia z aparatem firmy QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5Plex
HRM. Produkt jest przeznaczony do uzywania przez profesjonalistéw, takich jak technicy
i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularne;.

Nalezy zachowac nalezytg ostroznos$¢ podczas obchodzenia sie z produktami.

Zalecamy wszystkim uzytkownikom produktow QIAGEN przestrzeganie wytycznych
krajowych instytutéw zdrowia (National Institutes of Health) opracowanych dla

eksperymentéw z uzyciem rekombinowanego DNA lub innych odpowiednich wytycznych.

Streszczenie | wyjasnienie zasady testu

Nowotwory mieloproliferacyjne stanowig grupe chordb stanowigcych 39% nowotworéw
hematologicznych, charakteryzujgcych sie przewleklym gromadzeniem réznych typow
dojrzatych krwinek we krwi z chromosomem Philadelphia dodatnim (Ph +) lub negatywnym
(Ph-).

Powtarzajgca sie mutacja somatyczna V617F, wptywajgca na gen kinazy tyrozynowej Janus
2 (JAK2) zostata zidentyfikowana w 2005 r. (1-4), co doprowadzito do przetomu w
zrozumieniu, klasyfikacji i diagnozie MPN. Ws$rod catkowitej liczby pacjentéw z MPN Ph-,
mutacje JAK2 V617F wykrywa sie u > 95% pacjentdéw z czerwienicg prawdziwg (PV), 50-
60% pacjentdéw z nadptytkowoscig samoistng (ET) i u 50% pacjentéw z pierwotnym
zwiéknieniem szpiku (PMF). Ponadto 5-10% ET i PMF ma mutacje aktywujgce w genie
receptora trombopoetyny (MPL). Nie zidentyfikowano Zzadnego swoistego markera
molekularnego u pozostatych 30 do 45% pacjentéw.
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Odkrycie somatycznie nabytych mutacji w genie CALR (kodujacym biatko kalretikuling)
u znacznej czesci pacjentéw z MPN Ph- dostarczyto nowy marker choroby klonalnej (5, 6),
wptywajgc na przyspieszenie zaréwno diagnozy, jak i rokowania w tych wcze$niej
molekularnie niescharakteryzowanych przypadkach. Somatyczne insercje lub delecje
w eksonie 9 CALR stwierdzono u wiekszosci pacjentow z mutacjg MPN Ph- bez mutacji
JAK2. W sumie 36 "typow", sktadajgcych sie z insercji, delecji, podstawien lub ich
kombinacji, zostato poczgtkowo zidentyfikowanych dla CALR (Tabela 1). Wiekszo$¢ z nich
prowadzi do przesuniecia ramki odczytu z tg samg alternatywng ramkg odczytu, co
powoduje generowanie zmutowanych biatek CALR dzielgcych te samg nowg sekwencje
aminokwasowg na C-koncu. Sugerowano, ze przesuniecie ramki odczytu wptywa na
lokalizacje komorkowg réznych zmutowanych biatek i wptywa na funkcje wigzania Ca?* ich

C-koncowych domen.

Doktadny mechanizm patologiczny nie zostat jeszcze w petni wyjasniony, ale badania in vitro
wykazaty, ze nadekspresja najczestszej delecji CALR (mutacja typu 1, patrz Tabela 1)

powodowata wzrost komérek niezalezny od cytokin (5).

Tabela 1. Lista mutacji CALR od Typu 1 do Typu 36

Typ COSMIC ID* Czestotliwosé (%)" Oznaczenie mutacji cDNA CALR
1 COSM1738055 53 €.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 c.1154 1155insTTGTC
3 COSM1738150 1,7 €.1095_1140del

4 COSM1738151 1 €.1102_1135del

5 COSM1738057 0,7 €.1091_1142del

6 COSM1738152 0,7 €.1094_1139del

7 COSM1738343 0,7 €.1102_1153del

8 COSM1738153 0,7 c.1104_1137del

9 COSM1738154 0,7 c.1140del

10 COSM1738155 0,7 €.1154delinsTGTGTC
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Typ COSMIC ID* Czestotliwosé (%)! Oznaczenie mutacji cDNA CALR

11 NI 0,3 [c.1092G>C;1095_1140del]
COSM1738150

12 COSM1738359 0,3 €.1098_ 1131del

13 COSM1738339 0,3 €.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0,3 €.1101_1134del

15 COSM1738151; 0,3 [c.1102_1135del;1145C>G]
NI*

16 COSM1738157 0,3 €.1102_1137delinsCA

17 COSM1738153; 0,3 [c.1104_1137del;1148A>T]
NI#

18 COSM1738158 0,3 €.1104_1155del

19 COSM1738349 0,3 €.1110_1140del

20 COSM1738159 0,3 c.1118_1136del

21 COSM1738160 0,3 €.1118 1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0,3 €.1120_1123del

23 COSM1738344 0,3 €.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0,3 €.1120_1138del

25 COSM1738346 0,3 €.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0,3 c.1122del

27 COSM1738351 0,3 €.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0,3 c.1131_1152del

29 COSM1738352 0,3 c.1135_1152delins

CCTCCTCTTTGTCT
30 COSM1738353 0,3 €.1137_1154delins
CCATCCTTGTC

31 NI 0,3 [c.1151A>G;1154_1155insTTGTC]
COSM1738056

32 COSM1738330 0,3 €.1153_1154delinsTGTC

Instrukcja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017




Typ COSMIC ID* Czestotliwosé (%)! Oznaczenie mutacji cDNA CALR
33 COSM1738355 0,3 €.1154_1155insATGTC

34 COSM1738331 0,3 €.1154_delinsCTTGTC

35 COSM1738356 0,3 €.1154delinsTTTGTC

36 COSM1738332 0,3 €.1155_1156insTGTCG

* Symbole ID pochodzg z bazy danych COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).

T Czestotliwosci zgodnie z: Klampfl et al (2013) (5).
* NI: Mutacja niezidentyfikowana w bazie COSMIC.

Tradycyjnie diagnoza MPN byta oparta na kryteriach klinicznych, badaniach histologicznych
i cytogenetycznych szpiku kostnego. Odkrycie markera molekularnego specyficznego dla
choroby spowodowato zaréwno uproszczenie procesu, jak i zwiekszenie doktadnosci
diagnostycznej. Zrozumienie molekularnej podstawy ET i PMF u pacjentéw bez mutaciji
JAK2 i MPL byto gtéwnym celem w dziedzinie MPN. W ten sposob odkrycie mutacji CALR
zapewnia dodatkowy marker molekularny do celéw diagnozy i prognozy pacjentéw z MPN
Ph-. Wykrywanie mutacji CALR jest teraz cze$cig kryteriéw Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) 2016 dla diagnozy MPN (Tabela 2), a obecnos¢ tej mutacji jest gtéwnym kryterium

dla potwierdzenia diagnostycznego
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Tabela 2. Kryteria diagnostyczne MPN wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia - WHO
(cytowane za pkt. 7 bibliografii)

Kryteria rozpoznania nadplytkowosci samoistnej (essential thrombocythemia)

Kryteria gtéwne:

1. Liczba ptytek krwi 2450 x 10%/L.

2. Biopsja szpiku kostnego wykazujgca proliferacje gtownie linii megakariocytow o
zwiekszonej liczbie powiekszonych, dojrzatych megakariocytéw ze zrazikowym
jadrem. Brak istotnego wzrostu lub przesuniecia w lewo w granulopoeze neutrofili
lub erytropoeze i bardzo rzadko niewielki wzrost wtdkien siateczki.

3. Nie speia kryteriow WHO dla BCR-ABL1 + CML*, PV, PMF, zespotéw

mielodysplastycznych (MDS) lub innych nowotworéw mieloidalnych.
| 4. Obecnos¢ mutacji JAK2, CALR lub MPL. |

Kryterium drugorzedowe:

Obecnos¢ markera klonalnego lub brak dowodéw na reaktywng trombocytoze

Kryteria WHO dla diagnozy pierwotnej mielofibrozy
Kryteria gtéwne:

1. Obecnos¢ proliferacji megakariocytarnej i atypii, ktérej towarzyszy zwtéknienie
retikuliny oraz/lub kolagenu.

2. Nie spetnia kryteriow WHO dla ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS lub innych
nowotworéw mieloidalnych.

3. Obecnosé mutacji JAK2, CALR lub MPL lub przy braku tych mutacji, obecnosé
innego markera klonalnego lub brak reaktywnej mielofibrozy.

Kryteria drugorzedowe:

Obecnos¢ co najmniej jednego z ponizszych, potwierdzone w dwdch kolejnych
oznaczeniach:

a) Niedokrwisto$¢ nieprzypisana do stanu wspétwystepujgcego

b) Leukocytoza=11x109/L

c) Palpacyjna splenomegalia

d) Zwiekszony poziom LDH* powyzej gérnej granicy normalnego
instytucjonalnego zakresu odniesienia

e) Leukoerytroblastoza
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Kryteria WHO dla czerwienicy prawdziwej
Kryteria gtéwne:
1. Hemoglobina (Hgb) >16,5 g/dL dla mezczyzn, Hgb >16,0 g/dL dla kobiet; lub,

Hematokryt (Hct) >49% dla mezczyzn, Hct >48% dla kobiet; lub zwigkszona
masa czerwonych krwinek.

2. Biopsja szpiku kostnego wykazujgca hiperkomdrkowos$é w odniesieniu do wieku
ze wzrostem tréjliniowym (panmyelosis), w tym wybitng proliferacjg erytroidalng,
granulocytowg i megakariocytarng z pleomorficznymi, dojrzatymi
megakariocytami (réznice w wielkosci).

3. Obecnos$¢ mutacji JAK2 V617F lub JAK2 ekson 12

Kryterium drugorzedowe:

Podnormalny poziom erytropoetyny w surowicy

* CML: przewlekta biataczka szpikowa; LDH: dehydrogenaza mleczanowa.

Wykrywanie mutacji CALR w gDNA wyizolowanym z komérek krwi obwodowej jest obecnie
stosowane jako narzedzie diagnostyczne w taki sam sposéb jak wykrywanie mutacji JAK2,
ktore uprodcity i poprawity doktadnos¢ diagnozy pacjentéw z MPN. Testy CALR i JAK2
(zestaw ipsogen CALR RGQ PCR i ipsogen JAK2 RGQ PCR) zostaly zwalidowane tymi
samymi metodami ekstrakcji gDNA, dlatego tg samg probke mozna testowa¢ za pomoca

dwéch réznych zestawéw qPCR
Zasada metody

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR to test PCR w czasie rzeczywistym. Zestaw wykorzystuje
ilosciowg technike PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) do jako$ciowego wykrywania mutacji
somatycznych w regionie ¢.1091_1162 (anotacja cDNA) eksonu 9 w genie CALR
(GenBank® Accession Number CR457070) (5, 6) oraz umozliwia réwniez identyfikacje
dwadch gtéwnych mutacji CALR (Typ 1i Typ 2).
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Zestaw dostarcza odczynniki do przeprowadzenia siedmiu oddzielnych reakcji amplifikacji
PCR w tym samym cyklu w celu identyfikacji mutacji CALR typu 1 i typu 2 oraz wykrywania
dodatkowych mniejszych wariantdbw (wymienionych w "Charakterystyka wydajnosci/
specyficznos¢”, strona 68) w genomowym DNA wyizolowanym z ludzkiej krwi obwodowe;.
Czas uzyskania wyniku, od momentu ekstrakcji gDNA (za pomocg recznej lub

automatycznej procedury) do analizy danych, wynosi mniej niz jeden dzien roboczy.

Zastosowanie PCR w czasie rzeczywistym pozwala na doktadne wykrywanie docelowej
sekwencji DNA podczas wyktadniczej fazy procesu amplifikacji. Dane PCR w czasie
rzeczywistym mozna szybko uzyskac bez ich przetwarzania po PCR, poprzez detekcje
w czasie rzeczywistym sygnatéw fluorescencyjnych podczas reakcji PCR. Obecnie
dostepne sg trzy gtdwne rodzaje technik qPCR: analiza qPCR z zastosowaniem barwnika
SYBR® Green |, analiza gqPCR z uzyciem sond hydrolizujgcych i analiza qPCR z uzyciem
sond hybrydyzacyjnych.

Ten test wykorzystuje zasade hydrolizy oligonukleotydéw qPCR. Podczas PCR startery
przytgczajgce sie¢ z przodu i z tylu nici hybrydyzujg do okreslonej sekwencji. Inny
oligonukleotyd zwigzany z barwnikiem jest zawarty w tej samej mieszaninie. Jest to sonda,
ktora skfada sie z oligonukleotydu wyznakowanego barwnikiem reporterowym (F) na koncu
5’ i wygaszacza tego barwnika (Q) na koncu 3', hybrydyzuje z docelowa sekwencjg w
produkcie PCR. Analiza qPCR za pomocg sond hydrolizujgcych wykorzystuje aktywnosé
egzonukleazy 5'—53' w polimerazie DNA Thermus aquaticus (Tag). Gdy sonda jest
nienaruszona, bliskos¢ barwnika reporterowego wzgledem wygaszacza powoduje ttumienie

fluorescenciji reportera, gtdwnie przez transfer energii typu Forstera.

Podczas PCR, jesli cel bedacy przedmiotem zainteresowania jest obecny, oba rodzaje
starterOw specyficznie hybrydyzujg i flankujg sonde. Koniec 3' sondy jest zablokowany, aby
zapobiec jej wydtuzeniu podczas PCR (Rysunek 1). Podczas fazy polimeryzacji aktywnos¢
egzonukleazy 5'—»3' polimerazy DNA tnie sonde prowadzac do uwolnienia wygaszacza i
emisji sygnatu fluorescencyjnego z barwnika reporterowego. Fragmenty sondy sg nastepnie
usuwane i kontynuowana jest polimeryzacja nici. Ten proces zachodzi w kazdym cyklu i nie
zaktéca wyktadniczej akumulacji produktu (patrz Rysunek 1).
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Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany jedynie wtedy, gdy sekwencja produktu
docelowego jest komplementarna w stosunku do sondy i przez to zostaje zamplifikowana
podczas PCR.

_2 /A [Proacand]

— Hybrydyzacja
starteréw i
sond do nici

(- . u /—1 Po|ymeryzc|cia

Wyparcie sondy

) ol A
— Prowadzi do .Uwo!n.i.enio
O wygaszacza i emisji sygnatu

fluorescencyjnego
4 e 8 g o o

e - |Po|ymeryzucia zakoniczona
T TTmTTmmmmmmmm s @> Zakoniczony cykl PCRI
7 — akumulacja sygnatu PCR

z kazdego cyklu

A .

Ty g Reporter !g Z Sonda .S’rartery przedni
i wsteczny

# Wygaszac =-==> Produkt PCR @ Polimeraza Taq

Rysunek 1. Zasada reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Identyfikacja dwéch gtownych mutacji CALR

Aby zidentyfikowa¢ mutacje CALR typu 1 i 2, allelo-specyficzng amplifikacje osigga sie za
pomocg technologii ARMS (Allele Refractory Mutation System), ktéra wykorzystuje
specyficzng hybrydyzacje starterow do sekwencji komplementarnej i zdolnos¢ polimerazy
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DNA do rozrézniania pomiedzy dopasowaniem i niedopasowaniem na koncu 3' startera
PCR.

Gdy starter PCR jest w petni dopasowany, amplifikacja przebiega z pethg wydajnoscig. Gdy
zasada 3' jest niedopasowana, pojawia sie jedynie wzmocnienie tta o niskim poziomie
(Rysunek 2).

p D

WT b = — [S’fdba amplifikacja J
Q F
TYP ]/TYP 2 - —> | Amplifikacja 1
—
Przyktadowy TYP & < s [Siobo amplifikacja ]

A ° 4
Rysunek 2. Identyfikacja mutacji CALR typu 1 i 2 za pomocg ARMS PCR. WT: wild-
type — typ dziki; Q — F: BHQ® — FAM™ sonda z dwoma barwnikami; & starter przedni

(pomaranczowy) i starter wsteczny (czarny).

Detekcja mniejszych wariantéw mutacji CALR

W celu wykrycia mniejszych wariantow mutacji CALR, startery i sondy taczy sie
w mieszaninach reakcyjnych z dodatkowym oligonukleotydem, ktéry jest blokowany
w miejscu 3' przez dodanie grupy fosforanowej (tak zwany oligonukleotyd CLAMP).
Oligonukleotyd CLAMP jest swoisty dla ukierunkowanej sekwencji typu dzikiego, a po
przytgczeniu hamuje wydtuzenie produktu PCR (PCR clamping). Gdy matryca PCR zawiera
sekwencje typu dzikiego, CLAMP hybrydyzuje przed starterem PCR i nie ma zadnego lub
jest stabe wydiuzanie przez polimeraze DNA. Gdy zmutowana sekwencja docelowa jest
obecna, CLAMP nie hybrydyzuje lub hybrydyzuje stabo, starter PCR wigze si¢ i nastepuje
amplifikacja (Rysunek 3).
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Y

[— [S’fobo amplifikacja ]

—> | Amplifikacja

—p | Staba amplifikacja

—> | Staba amplifikacja

A

WT —
Q F
 MUTANT e
Q F o
MUTANT’
Q F
MUTANT —'¢ -
Q@ F

/

Rysunek 3. Detekcja mniejszych wariantow mutacji CALR. WT: wild-type — typ dziki;

Q — F: BHQ — FAM sonda dwubarwnikowa; & starter przedni (zielony) i starter wsteczny

(czarny); —o : 3'-oligonukleotyd fosforanowy (oligonukleotyd CLAMP; zotty).

Wewnetrzna kontrola amplifikacji (IAC) we wszystkich miksach reakcyjnych

W celu walidacji i kontroli reakcji gqPCR w obecnosci matrycy ludzkiego genomowego DNA
(gDNA), kazda mieszanina reakcyjna CALR zawiera startery i sonde do wykrywania
endogennej sekwencji ludzkiego genu ABL1. Ta sekwencja kontrolna jest amplifikowana
w reakcji PCR typu multipleks dla wszystkich mutantow CALR i DNA typu dzikiego i jest
znakowana heksachlorofluoresceing (HEX™) w celu odréznienia jej od amplikonow
znakowanych FAM w reakcjach mutacji. W przypadku obu sond, wygaszaczem jest Black

Hole Quencher® (BHQ-1)
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR (24)

Nr katalogowy 674023

llo$¢ reakcji 24

Kolor Opis Objetos¢

2oty CALR Reaction Mix Type 1 — miks reakcyjny CALR Typ 1 850 pl

Zotty CALR Reaction Mix Type 2 — miks reakcyjny CALR Typ 2 850 pl

Fioletowy  CALR Reaction Mix CLAMP 1 — miks reakcyjny CALR 850 pl
CLAMP 1

Fioletowy CALR Reaction Mix CLAMP 2 — miks reakcyjny CALR 850 pl
CLAMP 2

Fioletowy  CALR Reaction Mix CLAMP 3 — miks reakcyjny CALR 850 pl
CLAMP 3

Fioletowy CALR Reaction Mix CLAMP 4 — miks reakcyjny CALR 850 pl
CLAMP 4

Fioletowy  CALR Reaction Mix CLAMP 5 — miks reakcyjny CALR 850 pl
CLAMP 5

Zielony CALR Wild-Type Control — kontrola CALR typu dzikiego 145 ul

Czerwony CALR Mutant Control — kontrola mutacji CALR 145 ul

Mietowy Tag DNA Polymerase — polimeraza Taq DNA 85 pl

Biaty TE Buffer — bufor TE 1.9ml
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny,

jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informaciji, nalezy zapoznac¢

sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS) dostepnymi u producenta.

Nalezy upewni¢ sie, ze sprzet zostat sprawdzony i skalibrowany zgodnie z wytycznymi

producenta.

Dedykowane pipety nastawne (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
Zalecamy minimum dwa zestawy pipet, jeden do przygotowania i dozowania mikséw
reakcyjnych PCR, drugi zestaw do pracy z DNA i naktadania matrycy

Wolne od nukleaz i odporne na aerozole sterylne koncéwki do pipet PCR z filtrami
hydrofobowymi

Probowki do PCR wolne od nukleaz 0,5 lub 1,5 ml
Rekawiczki jednorazowe
Worteks

Spektrofotometr

Dodatkowy sprzet i materialy do manualnej izolacji DNA

QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104)

Etanol (96-100%)

Uwaga: Nie uzywa¢ zdenaturowanego alkoholu, ktéry moze zawiera¢ inne substancje,
jak metanol lub metylenoketon.

Blok grzejny do lizy probek w 56°C

Wiréwka nastotowa z rotorem na probowki o poj. 0,5 ml/1,5 ml/2,0 ml (zdolne
wytrzymac¢ 13 000—14 000 rpm)
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Dodatkowy sprzet i materialy do automatycznej izolacji DNA

Aparat QIAsymphony® SP (nr kat. 9001297), z wersjg oprogramowania 4.0 lub wyzszg,
i dodatkowymi akcesoriami, jak protokét Blood_200_V7_DSP

Insert 3b na probowki (nr kat. 9242083)

Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)

Kartridze 8-dotkowe: Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)
Ostony sztyftow: 8-Rod Covers (nr kat. 997004)

Tipsy z filtrem, 1500 pl (nr kat. 997024)

Tipsy z filtrem, 200 ul (nr kat. 990332)

Probowki elucyjne CL (nr kat. 19588)

Torebki na zuzyte tipsy - Tip disposal bags (nr kat. 9013395)
Probdwki - Microtubes 2,0 ml Typ H (Sarstedt®, nr kat. 72.694)

Dodatkowy sprzet i materialy do PCR na Rotor Gene Q MDx

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (nr kat. 9002032) wraz z akcesoriami

® Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager® wersja 2.1.x (gdzie x = 0 lub wiecej)

® Wtyczka Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in wersja 1.0.x (gdzie x = 0 lub
wiecej)

® CALR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE wersja 1.0.x (gdzie x = 2 lub wiecej)

® Statyw na probowki 72 x 0,1 ml (nr kat. 9018901)

® Rotor 72-dotkowy (nr kat. 9018903)

® Pierscien mocujgcy do rotora 72-dotkowego (nr kat. 9018904)

® Statyw na rotor (nr kat. 9018908)

® Probéwki w paskach i korki 0,1 ml, do Rotor-Gene Q MDx (nr kat. 981103 lub 981106)

® L4d (lub blok chtodzacy)

16 Instrukcja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR  04/2017



Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Wytacznie do diagnostyki in vitro.

Podczas pracy z chemikaliami nalezy nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny, jednorazowe
rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informacji, prosze zapozna¢ sie
z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS). Sg one dostepne online w wygodnym
i kompaktowym formacie PDF na stronie www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢,
obejrze¢ i wydrukowaé karty charakterystyki dla kazdego zestawu i poszczegdlinych
sktadnikéw zestawow QIAGEN.

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa zestawow do ekstrakcji QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit (nr kat. 61104) i QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) znajdujg sie
w odpowiednich podrecznikach. Informacje dotyczgce bezpieczenstwa dotyczace

instrumentéw mozna znalez¢ w odpowiedniej instrukcji obstugi urzadzenia.

UWAGA Ryzyko obrazen ciata
Nie dodawac wybielaczy ani kwasnych roztworéw do odpadéw z
przygotowania probki.

Bufory w kartridzu z odczynnikami zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini zawierajg sole
guanidyny, ktére mogg tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki w pofgczeniu
z wybielaczem. Jesli ciecz zawierajgca te bufory zostanie rozlana, nalezy jg umyé
odpowiednim detergentem laboratoryjnym i wodg. Jesli rozlany ptyn zawiera potencjalnie
zakazne $rodki, nalezy najpierw wyczysci¢ dotkniety obszar detergentem laboratoryjnym

i wodg, a nastepnie 1% (v / v) podchlorynem sodu.
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Srodki ostroznosci

Testy gqPCR wymagajg stosowania dobrej praktyki laboratoryjnej, wtgczajgc w to utrzymanie
sprzetu przeznaczonego do badan z zakresu biologii molekularnej, zgodnego

z odpowiednimi przepisami i standardami, ktére mogg go dotyczyc¢.

Zestaw ten jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje dotaczone do

zestawu zostaty zwalidowane pod katem optymalnego dziatania.

® Wszystkie substancje chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne i muszg by¢ traktowane jako materiaty niebezpieczne
biologicznie.

® Wyrzuc¢ prébki i odpady zgodnie z lokalnymi procedurami bezpieczenstwa.

® Odczynniki zestawu ipsogen CALR RGQ PCR sg optymalnie rozcienczone. Nie nalezy
rozcienczac¢ bardziej odczynnikéw, bowiem moze to prowadzi¢ do utraty wydajnosci.

e Nie nalezy stosowac objetosci reakcji (miks reakcyjny plus prébka) mniejszej niz 25 pl.

® Procedury kontroli jakosci w QIAGEN zaktadajg wykonanie testu funkcjonalnego przed
zwolnieniem go z produkcji dla kazdej partii zestawu. Dlatego nie nalezy mieszac
odczynnikéw z réznych partii, poniewaz moze to wptywac na wyniki.

® Upewnij sie, ze pliki profilu reakcji oraz wymagana wtyczka Rotor-Gene AssayManager
v2.1 plug-in sg zainstalowane.

® Sprawdz w instrukcji obstugi Rotor-Gene Q MDx i Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci i procedury.

® Zmiana czasu inkubacji i temperatury moze skutkowac btednymi lub niezgodnymi
danymi.

® Przygotuj wszystkie reakcje (mieszanine reakcyjng i probke) na lodzie lub w bloku
chtodzgcym.

® Nie uzywaj przeterminowanych lub nieprawidtowo przechowywanych sktadnikow.
Mieszaniny reakcyjne mogg ulec degradacji pod wptywem $wiatta.

® Zachowaj szczegoblng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu mieszanin
materiatami zawartymi w CALR Mutant Control i odczynnikach CALR Wild-Type
Control.
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® Zachowaj szczegolng ostroznos¢, aby zapobiec przenoszeniu DNA lub produktu PCR,
co mogtoby skutkowa¢ fatszywie dodatnim sygnatem.

® Zachowaj szczego6lng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu DNaza, co moze
spowodowaé degradacje matrycy DNA.

e Uzywaj indywidualnych, dedykowanych pipet do nastawiania miksow reakcji i
dodawania matryc.

e Nie otwieraj aparatu Rotor-Gene Q MDx do momentu zakonczenia reakciji.

® Po zakonczeniu reakcji nie otwieraj probéwek Rotor-Gene Q MDx. Wyrzu¢ probdwki
zgodnie z lokalnymi procedurami bezpieczenstwa.

® Nalezy zachowac¢ ostroznos¢, aby zapewni¢ prawidtowa analize probek, ze
szczegOllnym uwzglednieniem btednego wprowadzenia probki, btedu tadowania i btedu
pipetowania.

® Upewnij sie, ze probki sg zarzgdzane systemowo, aby zapewni¢ ich poprawng
identyfikacje.

Z tego powodu zalecamy:

e Uzywanie wolnych od nukleaz plastikéw (np. pipet, koncéwek do pipet, probéwek
reakcyjnych) oraz noszenie rekawiczek jednorazowych w czasie prowadzenia

eksperymentu.

® Uzywanie $wiezych koncoéwek do pipet z filtrem w czasie wszystkich krokéw
pipetowania, aby unikngé¢ zanieczyszczen krzyzowych probek i odczynnikéw.

® Przygotowanie mastermiksu przed reakcjg PCR przy uzyciu sprzetu dedykowanego do
tego celu (pipety i koncowki itp.) w pomieszczeniu przeznaczonym do tego celu, gdzie
nie sg wprowadzane matryce DNA (DNA, plazmidy lub produkty PCR). W tym samym
pomieszczeniu dodaj bufor TE do probdwek z kontrolg ujemng NTC i zamknij je. W
osobnym pomieszczeniu dodaj prébki, CALR Mutant Control i CALR Wild-Type Control
za pomoca dedykowanych materiatow (pipety, tipsy itp.).
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Przechowywanie i postepowanie z
odczynnikami

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR jest transportowany na suchym lodzie. Jesli jakikolwiek
sktadnik zestawu ipsogen CALR RGQ PCR nie bedzie zamrozony w momencie
dostarczenia, jezeli opakowanie zewnetrzne zostatlo otwarte podczas transportu lub
przesytka nie zawiera listu przewozowego ani odczynnikéw, nalezy skontaktowaé sie z
dziatem technicznym QIAGEN Ilub lokalnymi dystrybutorami (odwiedz strone

www.giagen.com).

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR nalezy umiesci¢ natychmiast po otrzymaniu
w temperaturze -30 do -15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed swiattem.

Zestaw przechowywany w tych warunkach jest stabilny do podanej daty waznosci.

Po otwarciu odczynniki mogg by¢ przechowywane w oryginalnym opakowaniu
w temperaturze od -30 do -15°C do daty waznosci podanej na opakowaniu. Nalezy unika¢
powtarzajgcych sie cykli rozmrazania i zamrazania. Nie nalezy przekracza¢ maksymalnie

5 cykli zamrazania i rozmrazania.

Informacje dotyczace przechowywania i obchodzenia sie z zestawem do izolacji QlAamp
DSP DNA Blood Mini (nr kat. 61104) lub zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini
(nr kat. 937236), patrz odpowiednie podreczniki zestawu.

Nalezy zwréci¢ uwage na daty wazno$ci i warunki przechowywania wydrukowane na
pudetku i etykietach wszystkich sktadnikow. Nie uzywaj przeterminowanych Ilub

nieprawidtowo przechowywanych sktadnikow.
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Przechowywanie i postepowanie z probkami

Krew petna

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR jest przeznaczony do uzycia z prébkami genomowego
DNA wyekstrahowanymi z prébek krwi petnej antykoagulowanych 2K-EDTA. Krew petng
mozna przechowywac¢ w nastepujgcy sposob:

e W temp. od 2°C do 8°C przez nie wiecej niz 96 godzin

e W temp. od 15°C do 25°C przez nie wiecej niz 96 godzin

® Zamrozone w temp. od —30°C do —15°C przez okres nie dtuzszy niz 1 miesigc

Probki genomowego DNA

Genomowe DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2°C do 8°C przez 1 tydzien po
ekstrakcji lub w -30°C do -15°C przez nie wiecej niz 24 miesigce, zaréwno bezposrednio po

ekstrakgji lub po rozcienczeniu w buforze TE.
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Procedura

Izolacja i przygotowanie genomowego DNA

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR zostat zwalidowany w potgczeniu z zestawem do izolacji
manualnej QlAamp DSP DNA Blood Mini (nr kat. 61104) lub w potgczeniu z zestawem do
izolacji automatycznej za pomoca zestawu QlIAsymphony DSP DNA Mini (nr kat. 937236)
na urzadzeniu QIAsymphony SP.

Upewnij sie, ze odczynniki do ekstrakcji gDNA nie sg przeterminowane oraz byly

transportowane i przechowywane w odpowiednich warunkach.

Reczna izolacja gDNA za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini

Reczna izolacja gDNA przeprowadzana jest za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA Blood
Mini (nr kat. 61104) zgodnie z Instrukcjg zestawu QIAamp DSP DNA Blood Mini.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Doprowadz prébki krwi do temperatury pokojowej (15-25°C) i upewnij sie, ze sg one
dobrze zhomogenizowane.

® Przygotuj bufor do lizy

e Jesli w buforze do lizy (AL) utworzyt sie osad, rozpus¢ go przez inkubacje w
temperaturze 56°C.

® Przygotuj proteaze QIAGEN.

® Dodaj 1,2 ml rozpuszczalnika proteazy (PS) do probéwki z liofilizowang proteaza
QIAGEN (QP) i dokfadnie wymieszaj. Aby unikng¢ pienienia, wymieszaj, kilkakrotnie
odwracajgc fiolke. Upewnij sie, ze QP jest catkowicie rozpuszczona.

Uwaga: Po rozpuszczeniu w PS, QP jest stabilna do 2 miesiecy, gdy jest

przechowywana w temperaturze 2-8°C. Aby przedtuzy¢ zywotnos$¢ proteazy, zaleca sie
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jej przechowywanie w -20°C, ale nalezy unikac¢ kilkukrotnego zamrazania i

rozmrazania. Z tego powodu zalecane jest przechowywanie QP w porcjach.
Przygotuj bufor ptuczacy 1 - AW1

Za pomocg cylindra miarowego dodaj 25 ml etanolu (96-100%) do butelki zawierajgcej
19 ml koncentratu Wash Buffer 1 (AW1). Przechowuj roztwér rekonstytuowany AW1 w
temperaturze pokojowej (15-25°C).

Uwaga: Zawsze mieszaj przygotowany roztwér AW 1, odwracajac butelke kilka razy
przed rozpoczeciem procedury.

Przygotuj bufor ptuczacy 2 — AW2

Za pomocg cylindra miarowego dodaj 30 ml etanolu (96-100%) do butelki zawierajgcej
13 ml koncentratu Wash Buffer 2 (AW2). Przechowuj roztwér rekonstytuowany AW?2 w
temperaturze pokojowej (15-25°C).

Uwaga: Zawsze mieszaj przygotowany roztwor AW?2, odwracajac butelke kilka razy
przed rozpoczeciem procedury.

Przygotuj bufor do elucji - AE

Jedna butelka buforu elucyjnego (AE) jest dostarczana z zestawem. Aby zapobiec
zanieczyszczeniu AE, zdecydowanie zalecamy uzywanie koncowek do pipet z filtrami z
barierg aerozolowg podczas pipetowania AE z butelki i zatykania butelki.

Zrownowazy¢ bufor AE do temperatury pokojowej (15-25°C).

Ustaw blok grzejny na 56°C - do uzycia w kroku 4.

Procedura

. Dodaj pipetg 20 pl proteazy QP do proboéwki do lizy (LT).

Uwaga: Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ date waznosci rekonstytuowanej proteazy.

2. Dodaj 200 pl prébki krwi do probéwki do lizy.
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9.

. Dodaj 200 pl buforu do lizy (AL) do probdwki do lizy, zamknij korek i wymieszaj

pulsacyjnie na worteksie przez 15 sekund, a nastepnie krotko zwiruj.

Uwaga: Aby zapewnic skuteczng lize, wazne jest, aby probka i AL byty doktadnie
wymieszane, aby uzyska¢ jednorodny roztwor.

Uwaga: Poniewaz bufor AL ma duzg lepkos$¢, nalezy koniecznie doda¢ odpowiednig
objetos¢ AL pipetujgc ostroznie i uzywajgc odpowiedniej pipety.

Wazne: Nie dodawaj QP bezposrednio do buforu AL.

Inkubuj w 56°C (£ 1°C) przez 10 minut (£ 1 minute).

Odwiruj probowke do lizy przez okoto 5 sekund z petng predkoscia, aby usung¢ krople
z wnetrza korka.

Dodaj 200 pl etanolu (96-100%) do probéwki do lizy, zamknij korek i doktadnie
wymieszaj pulsacyjnie na worteksie przez = 15 sekund.

Zwiruj probowke do lizy przez co najmniej 5 sekund z petng predkoscia, aby usungé
wszelkie krople ptynu z wnetrza korka.

Ostroznie natéz caly lizat z etapu 7 na kolumne QlAamp Mini Spin bez zwilzania
brzegu. Unikaj dotykania membrany QlAamp Mini Spin koncowka pipety.

Uwaga: Jesli pracujesz z kilkoma probkami, otwieraj tylko jedng probéwke do lizy na
raz.

Zamknij pokrywke QIAamp Mini Spin i wiruj w ok. 6000 x g (8000 rpm) przez 1 minute.

10.Umies¢ kolumne QlAamp Mini Spin w czystej probowce (WT) i wyrzué¢ probdwke

zawierajaca przesacz.

Uwaga: Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez membrane po odwirowaniu przy 6000
X g (8000 rpm), ponownie wiruj z petng predkoscia (do 20 800 x g) przez 1 minute.
Uwaga: Jesli lizat nadal nie przechodzi przez membrane podczas wirowania, odrzu¢

probke i powtorz izolacje i oczyszczanie z wykorzystaniem nowej probki.

11.0stroznie otwérz kolumne QlAamp Mini Spin i dodaj 500 pl buforu AW1 bez zwilzania

obreczy. Unikaj dotykania membrany QlAamp Mini Spin korcowka pipety.
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12.Zamknij kolumne QIAamp Mini Spin korkiem i wiruj w przyblizeniu 6000 x g (8000 rpm)
przez 1 minute.

13.Umies¢ kolumne QlAamp Mini Spin w czystej proboéwce i wyrzu¢ probéwke zawierajaca
przesacz.

14.0stroznie otworz kolumne QlAamp Mini Spin i dodaj 500 pl buforu AW2 bez zwilzania
brzegu. Unikaj dotykania membrany QlAamp Mini Spin korncowka pipety.

15.Zamknij pokrywke QlAamp Mini Spin i wiruj z petng predkoscig (okoto 20 000 x g lub
14 000 rpm) przez 1 minute.

16.Umies¢ kolumne QlAamp Mini Spin w czystej probowce i wyrzu¢ probéwke zawierajacg
przesacz.

17.Wiruj z petng predkoscig (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez 3 minuty, aby
catkowicie wysuszyé membrane.

18.Umies¢ kolumne QlAamp Mini Spin w czystej probéwce do elucji (ET) i wyrzué¢
probowke zawierajgca przesacz.

19.0stroznie otworz korek kolumny QlAamp Mini Spin i nanie$ 50-200 pl buforu AE na

Srodek membrany.
Uwaga: Nizsze objetosci elucji znacznie zwigkszajg korncowe stezenie DNA w eluacie,
ale nieco zmniejszajg ogdlng wydajnos¢ eluciji.
20.Zamknij wieczko i inkubuj w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 1 minute.
21.Wiruj przy okoto 6000 x g (8000 rpm) przez 1 minute, aby wymy¢ DNA.
22 .Przechowuj probke gDNA w odpowiednich warunkach.
23.Wyrzuci¢ zuzyte probowki, ptytki i odpady z prébek zgodnie z lokalnymi przepisami

bezpieczenstwa.
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Automatyczna izolacja gDNA za pomocg zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini

Automatyczng izolacje gDNA przeprowadza sie za pomocg aparatu QIAsymphony SP w
potaczeniu z zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini (nr kat. 937236). Postepuj zgodnie z
instrukcjami zawartymi w Podreczniku QIAsymphony DSP DNA Kit. Wybierz protokdt
Blood_200_V7_DSP na QIAsymphony.

Uwaga: Ponizsze cechy protokotu sg specyficzne dla ekstrakcji gDNA z petnej krwi do
analizy za pomocg zestawu ipsogen CALR RGQ PCR Kit

® Przenies$ 300 pl krwi petnej do mikroprobowki (2,0 ml typ H, Sarstedt, nr kat. 72.694).
® Objetos¢ elucji i ilos¢ wyjsciowa to 100 ul dla protokotu petnej krwi.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

o Catkowita objetos¢ krwi petnej do ekstrakcji wynosi 200 ul (plus 100 pl martwej
objetosci).

® Upewnij sie, ze znasz obstuge QlAsymphony SP. Informacje na temat instrukcji obstugi
znajduja sie w podrecznikach uzytkownika QIAsymphony SP dotgczonych do
instrumentu.

® Opcjonalna konserwacja nie jest obowigzkowa dla funkcji przyrzadu, ale jest wysoce
zalecana w celu zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia.

® Przed pierwszym uzyciem kartridza z odczynnikiem nalezy sprawdzi¢, czy bufory QSL1
i QSB1 nie zawierajg osadu.

Jesli to konieczne, usun pojemniki zawierajgce bufory QSL1 i QSB1 z kasety z
odczynnikiem i inkubuj przez 30 minut w temperaturze 37°C z okazjonalnym
wstrzgsaniem w celu rozpuszczenia osadu. Upewnij sie, ze pojemniki zostaty
umieszczone z powrotem w prawidtowych pozycjach.
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Jesli wktad z odczynnikiem jest juz przebity, upewnij sie, ze pojemniki sg uszczelnione
za pomoca paskow Reuse Seal Strips i inkubuj caty wkitad z odczynnikiem przez 30

minut w temperaturze 37°C z okazjonalnym wstrzgsaniem w tazni wodnej.
Unika¢ gwattownego wstrzgsania kartridzem z odczynnikiem (RC), w przeciwnym razie
moze dojs¢ do wytworzenia piany, co prowadzi do problemdéw z wykrywaniem poziomu

cieczy.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przed rozpoczeciem procedury upewnij sie, ze czgstki magnetyczne zostaty catkowicie
zawieszone.

Energicznie zworteksuj naczynie zawierajgce czgstki magnetyczne przez co najmniej 3
minuty przed pierwszym uzyciem.

e Upewnij sig, ze pokrywa przebijajgca znajduje sie na wkiadzie z odczynnikiem, a
pokrywka pojemnika na czgstki magnetyczne zostata usunieta lub, jesli uzywasz
czesciowo zuzytego wkitadu z odczynnikiem, upewnij sie, ze paski Reuse Seal Strips
zostaty usuniete.

® Upewnij sig, ze otworzyte$ probowki z enzymem.

e Jesli probki sg kodowane kodami kreskowymi, umie$¢ probdwki w statywie tak, aby
kody byty skierowane do czytnika kodéw kreskowych umieszczonego po lewej stronie
QIAsymphony SP

Procedura

1. Zamknij wszystkie szuflady i pokrywe.

2. Wigcz QlAsymphony SP; zaczekaj, az pojawi sie ekran Sample Preparation i
procedura inicjalizacji zostanie zakonnczona
Wiacznik zasilania znajduje sie w lewym dolnym rogu QlIAsymphony SP.

3. Zaloguj sie do aparatu.
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. Wybierz protokét do uruchomienia.

Wybierz przycisk Select All (wybierz wszystko), wybierz DNA Blood, a nastepnie
Blood_200_V7_DSP dla probek krwi petne;.

Upewnij sie, ze szuflada na odpady "Waste" zostata przygotowana prawidtowo.
Wykonaj skan inwentaryzacyjny szuflady "Waste", w tym otworu do usuwania
kohcowek i pojemnika na odpady ptynne. W razie potrzeby wymien torbe na zuzyte
koncowki.

. Zataduj odpowiedni statyw do elucji do szuflady "Eluate”.

Nie taduj ptytki 96-dotkowej do "Elution slot 4".
Uzywaj tylko "Elution slot 1" z odpowiednim adapterem chfodzgcym.

Podczas korzystania z ptytki 96-dotkowej upewnij sie, Ze plytka jest w prawidtowej
orientacji, poniewaz nieprawidfowe umieszczenie moze spowodowac¢ pomylenie probki

w analizie koncowe;.

Zataduj wymagane kartridze z odczynnikami i materiaty eksploatacyjne do szuflady
"Reagents and Consumables".

Uwaga: Upewnij sie, ze koncéwki do pipetowania sg prawidtowo przymocowane do
szuflady.

Wykonaj skan inwentaryzacyjny szuflady "Reagents and Consumables".

Przenies$ 300 pl prébki krwi petnej do ekstrakcji do mikroprobéwki (2,0 ml Typu H) i

umies¢ jg w adapterze 3B (2 ml) statywu na probki.

Zataduj probowki z prébkami do szuflady "Sample”.

10.Za pomoca ekranu dotykowego wprowadz wymagane informacje dla kazdej partii

probek:

® |nformacje o prébce: Zmien domysiny format prébki, wybierajgc opcje Select All -
zaznacz wszystko i zaznacz pozycje Sarstedt reference 72.694 z arkusza Tube
Insert.

® Potwierdz wybrany protokét: Blood_200_V7_DSP.

® Objetos¢ elucji i pozycja wyjsciowa: wybierz 100 pul dla protokotu krwi petne;j.

28

Instrukcja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017



Uwaga: Po wprowadzeniu informacji o partii status zmienia sie z LOADED na

QUEUED. Zaraz po zatadowaniu jednej partii pojawia sie przycisk Run - uruchom.
11.Uruchom przebieg reakcji, naciskajac przycisk Run - uruchom.
12.Przeczytaj i zatwierdz wyswietlony komunikat.

Uwaga: Zalecamy czekanie obok przyrzgdu, dopdki nie wykryje on poziomu cieczy w
probéwkach kontroli wewnetrznych, a status urzadzenia QIAsymphony SP zmieni si¢ na
RUNNING.

Uwaga: Nie przerywaj ani nie zatrzymuj biegu reakcji podczas izolacji (chyba, ze wystapi

sytuacja awaryjna), poniewaz spowoduje to oznaczenie prébek jako "unclear” - niejasne.

Uwaga: Mozliwe jest ciggte fadowanie probek i dodawanie ich do tego cyklu (do momentu
zatadowania odczynnikéw). Nacis$nij przycisk Run - uruchom, aby rozpocza¢ procedure

oczyszczania.

13.Po zakonczeniu przebiegu protokotu status partii zmienia sie z RUNNING na
COMPLETED. Wysun statyw do elucji zawierajacy oczyszczone kwasy nukleinowe z
szuflady "Eluate".

Zalecamy usuniecie ptytki z eluatem z szuflady "Eluate" natychmiast po zakonczeniu
cyklu. W zaleznosci od temperatury i wilgotnosci, ptytki elucyjne pozostawione w

QIAsymphony SP po zakonhczeniu cyklu moga ulega¢ zageszczeniu lub parowaniu.

14.Wyeksportuj plik QIAsymphony SP z wynikiem: ten raport jest generowany dla kazdej
ptytki elucyjne;j.
14a. W6z pamie¢ USB do jednego z portéw USB z przodu QIAsymphony SP.
14b. Kliknij przycisk Tools - narzedzia.
14c. Wybierz File Transfer - przesytanie pliku.
14d. W zaktadce In-/Output Files, wybierz Results Files i kliknij Transfer.

Zapisz nazwe eksportu pliku w nastepujgcym formacie:
yyyy-mm-dd hh:mm:ss_numer_ID statywu do eluciji.
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15.Sprawdz kolumne Validity of result dla kazdej prébki w pliku wynikowym
QlIAsymphony SP.
® Prawidlowy i niejasny status: przejdz do oceny jakosciowej i ilosciowej DNA

® Nieprawidiowy status: probka jest odrzucana. Ponownie wykonaj etap ekstrakciji

16.Jesli wkiad z odczynnikiem jest uzywany tylko czesciowo, bezposrednio po
zakonczeniu protokotu nalezy go zamkna¢ zatgczonymi paskami Reuse Seal Strips i
zamkng¢ probowki zawierajgce proteinaze K za pomocg zakretek, aby unikng¢
parowania.
Wyrzu¢ zuzyte probdwki, ptytki i odpady z prébek zgodnie z lokalnymi przepisami
bezpieczenstwa.

17 .Wyczy$¢ QlAsymphony SP.
Postepuj zgodnie z instrukcjami konserwacji w podrecznikach uzytkownika
QIAsymphony SP dostarczonych z twoim instrumentem. Nalezy regularnie czysci¢

ostony tipséw, aby zminimalizowac¢ ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego.

18.Zamknij szuflady instrumentu i wytacz QlAsymphony SP.

Zasadniczo czastki magnetyczne nie sg przenoszone do eluatéw. Jesli jednak jakikolwiek
eluat pokazuje czarne czgsteczki, czgstki magnetyczne mozna usung¢ w nastepujgcy
sposoéb:

o Natdz probdwke zawierajgcg DNA na odpowiedni separator magnetyczny (np. QIAGEN
12 Tube Magnet, nr kat. 36912) do momentu rozdzielenia czgstek magnetycznych.

o Jesli DNA znajduje sie na mikroptytkach, nalezy natozy¢ mikroptytke na odpowiedni
separator magnetyczny (np. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, nr kat. 36915) do
momentu rozdzielenia czgstek magnetycznych.

® Jesli nie ma odpowiedniego separatora magnetycznego, nalezy wirowa¢ probowke
zawierajacg DNA przez 1 minute z petng predkoscig w mikrowiréwce, aby uzyskac

osad pozostatych czgstek magnetycznych.
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Oznaczenie ilosciowe i oznaczanie czystosci DNA

Bufory elucyjne stosowane w zestawach do ekstrakcji gDNA zawierajg konserwujgcy azydek
sodu. Azydek sodu wykazuje absorbancje przy 260 nm i dlatego nalezy wykona¢ pomiar
zerowy w celu kalibracji spektrofotometru. W zaleznosci od protokotu ekstrakgji, bufor do

elucji powinien by¢ uzyty jako $lepa préba.

® Wspodtczynnik Azeo/A280 musi by¢ =1,7. Mniejszy wspotczynnik zwykle wskazuje na
zanieczyszczenie biatkiem lub obecnos$¢ organicznych substanciji chemicznych, ktére

niekorzystnie wptywajg na reakcje PCR.

® Stezenie DNA okreéla sie mierzgc absorbancje przy 260 nm. Odczyty absorbancji przy

260 nm powinny zawiera¢ sie w przedziale od 0,1 do 1,0.

Absorbancja réwna 1 jednostce przy 260 nm odpowiada stezeniu DNA 50 ug/ml

(A260 = 1 = 50 pg/ml).
® Catkowita ilos¢ oczyszczonego DNA (ng) = stezenie DNA (ng/ul) x objetos$¢ prébki (ul).
® Jezeli stosunek A260/A280 jest nizszy niz 1,7 i/lub stezenie gDNA wynosi ponizej

10 ng/ul, prébki nie nalezy dalej analizowac.

Normalizacja préobki genomowego DNA

Rozciencz DNA do 10 ng/ul w buforze TE dostarczonym w zestawie ipsogen CALR RGQ
PCR.

Reakcja PCR na Rotor-Gene Q MDx zostata zoptymalizowana dla 50 ng oczyszczonego

gDNA rozcienczonego w koncowej objetosci probki wynoszacej 5 ul.
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Protokét: gPCR na aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR nalezy prowadzi¢ na aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM i analizowa¢ przy uzyciu automatycznej interpretacji wynikdbw w Rotor-Gene
AssayManager v2.1. Parametry cyklu sg zablokowane dla cyklu.

Poswie¢ troche czasu na zapoznanie sie z aparatem Rotor-Gene Q MDx oraz
oprogramowaniem Rotor Gene AssayManager v2.1 przed rozpoczeciem protokotu. Wiecej
informacji mozna znalez¢ w instrukcjach obstugi instrumentu, Rotor-Gene AssayManager
v2.1 i wtyczce Gamma Plug-in.

Instalacja wtyczki Gamma Plug-in i importowanie profilu testu

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 musi by¢ zainstalowane na komputerze
poditgczonym do Rotor-Gene Q MDx. Oprogramowanie mozna pobraé z Operating
Software w zaktadce Product Resources na stronie produktu Rotor-Gene AssayManager
v2.1 pod adresem www.diagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager v2 1.aspx.

Szczegdétowe informacje na temat instalacji oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
v2.1 znajdujg sie w Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.
Szczegdtowe informacje na temat dodatkowego oprogramowania na podigczonych
komputerach mozna znalez¢ w Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide.

Aby automatycznie zinterpretowa¢ wyniki z zestawu ipsogen CALR RGQ PCR
analizowanego w Rotor Gene AssayManager v2.1, w aparatcie Rotor Gene AssayManager
v2.1 musi zosta¢ zainstalowana najnowsza wtyczka Gamma Plug-in. Aby uzyskaé¢ dostep
do najnowszej wersji wtyczki, patrz: Product Resources na stronie produktu Rotor-Gene

* Jesli dotyczy, aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM z datg produkeji styczen 2010 lub pdzniej. Data produkeji moze by¢
uzyskana z numeru seryjnego z tytu przyrzadu. Numer seryjny ma format "mmyynnn", gdzie "mm" oznacza miesigc
produkeji cyframi, "yy" oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkeii, a "nnn" oznacza unikalny identyfikator
instrumentu.
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AssayManager v2.1 pod adresem www.giagen.com/Products/Rotor-
GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Szczegdétowe informacje na temat instalacji wtyczki mozna znalez¢ w rozdziale "Instalowanie
wtyczek" w podreczniku Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR wymaga rowniez profilu reakcji. Profil reakcji zawiera
wszystkie parametry potrzebne do uruchomienia i analizy reakcji qPCR. Profil reakcji CALR
(ipsogen_CALR_blood_CE) odpowiada plikowi .iap, ktdry mozna pobra¢ ze strony produktu
ipsogen CALR RGQ PCR Kit w zakladce Product Resources w obszarze Protocol Files.
Profil testu musi zosta¢ zaimportowany do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
v2.1.

Szczegoétowe informacje na temat instalacji wtyczki Gamma i profilu testu mozna znalez¢ w
podreczniku Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual oraz w
podreczniku Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual.

1. Pobierz zaréwno wtyczke Gamma, jak i najnowszg wersje profilu testu CALR ze strony
www.giagen.com.

2. Rozpocznij proces instalaciji, klikajgc dwukrotnie plik RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi i postepuj zgodnie z instrukcjami instalaciji.
Szczegodtowy opis znajduje sie w rozdziale "Instalowanie wtyczek" w podreczniku
uzytkownika Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Uwaga: Dla bezpieczenstwa catego systemu w trybie zamknietym nalezy ustawic
nastepujace wymagane ustawienia konfiguracji:
e Wybierz karte Settings - ustawienia w $srodowisku Configuration - konfiguracja.

® W panelu Work list - lista robocza w trybie Closed mode — tryb zamkniety,
zaznacz pola wyboru Material number required — wymagany numer materiatu,
Valid expiry date required — wymagana wazna data wazno$ci oraz Lot number
required - Wymagany numer partii.

Moze to zrobi¢ tylko uzytkownik z uprawnieniami administratora.

3. Po zainstalowaniu wtyczki Gamma zaimportuj profil testu CALR (plik .iap).
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Zaloguj sie do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 jako uzytkownik z
uprawnieniami administratora dla Rotor Gene AssayManager v2.1.

Woybierz Srodowisko konfiguracji Configuration.
Wybierz zaktadke Assay Profiles - profile testu.
Kliknij przycisk Import.

N o O~

Wybierz profil testu CALR ipsogen_CALR_blood_CE w oknie dialogowym otwierania
pliku.

8. Kiliknij Open. Profil testu zostaje zatadowany i dodany do listy dostepnych profili testu i
moze by¢ uzyty w srodowisku Setup.

Uwaga: tej samej wers;ji profilu testu nie mozna zaimportowa¢ dwukrotnie.

Ustawienia bloku zatadowczego i rotora

Zalecamy testowanie 6 prébek gDNA w tym samym eksperymencie, aby zoptymalizowac¢

zuzycie kontroli i mieszanin reakcyjnych.

Kazda mieszanina reakcyjna (CALR TYP 1, CALR TYP 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP
2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 i CALR CLAMP 5) jest uzywana do 9 reakgciji: 6 probek
gDNA i 3 zewnetrznych kontroli [1 CALR Mutant Control (MTC), 1 kontrola CALR typu
dzikiego (WTC) i 1 kontrola bez matrycy (NTC = bufor TE zapewniony w zestawie ipsogen
CALR RGQ PCR)].

Schematy przedstawione na Rysunkach 4 i 5 stanowig ilustracje bloku zatadowczego i
konfiguracji rotora dla zoptymalizowanego eksperymentu z zestawem ipsogen CALR RGQ
PCR.

Pozycja mieszanin reakcyjnych CALR i kontroli jest ustawiona w profilu testu CALR i nie
mozna jej zmieni¢. Jesli mieszaniny reakcyjne/kontrole nie zostang umieszczone zgodnie z

instrukcjami ponizej, automatyczna analiza wynikéw nie moze zostaé przeprowadzona.
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Liczby na Rysunku 4 oznaczajg pozycje w bloku i wskazujg koricowg pozycje rotora.

Kontrole Prébki
{—% I L 1|
MTC WTC NTC/TE Sl S2 S3 S4 S5 S6
- TYPE 1 :> 1 . B . 17 O 2 O 33 O n O 1 57 O 65 O
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L AN 7 . 15 . 23 31 39 a7 55 63 n
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Rysunek 4. Konfiguracja bloku do naktadania prébek w eksperymencie z zestawem
ipsogen CALR RGQ PCR. TYP 1. CALR Mieszanina reakcyjna TYP 1; TYP 2: CALR
Mieszanina reakcyjna TYP 2; CLAMP 1: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 1; CLAMP 2:
CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 2; CLAMP 3: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 3;
CLAMP 4: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 4; CLAMP 5: CALR Mieszanina reakcyjna
CLAMP 5; MTC: CALR Mutant Control; WTC: kontrola typu dzikiego CALR; NTC/TE:
kontrola bez matrycy (TE); S1-S6: probki gDNA.
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Rysunek 5. Konfiguracja rotora w eksperymencie z uzyciem zestawu ipsogen CALR
RGQ PCR. Od pozycji 1 MTC: CALR Mutant Control; WTC: kontrola typu dzikiego CALR;
NTC / TE: kontrola bez matrycy (TE); Typ 1: CALR Mieszanina reakcyjna TYP 1; Typ 2:
CALR Mieszanina reakcyjna TYP 2; C1: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 1; C2:
Mieszanina reakcyjna CALR CLAMP 2; C3: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 3; C4:
CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 4; C5: CALR Mieszanina reakcyjna CLAMP 5;
Probka 1 do prébki 6: prébki gDNA. Uwaga: Wszystkie pozostate pozycje powinny by¢
wypetnione pustymi probdéwkami.
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Tworzenie listy zadan

Ogdlne funkcjonalnosci $rodowiska Setup i “Tworzenie/edytowanie listy zadan” sg opisane
w podreczniku Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Uwaga: Plik listy zadan mozna zapisa¢. Lista zadan moze zosta¢ utworzona przed
zatadowaniem probek do aparatu lub po ustawieniu eksperymentu na aparacie.

1. Wigcz Rotor-Gene Q MDx.

2. Otworz oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 i zaloguj sie jako uzytkownik
z rolg "Operator" w trybie zamknietym.

3. Wybierz srodowisko Setup.

4. Kliknij przycisk New manual work list - nowa reczna lista zadan w menedzerze listy
zadan.

5. Woybierz profil testu CALR z listy dostepnych profili testu.

6. Kliknij Move aby przenie$¢ wybrany profil testu do listy Selected assay profiles -
wybranych profili testu. Profil testu powinien teraz zosta¢ wyswietlony na liscie
Selected assay profiles.

7. Wprowadz liczbe prébek (do 6) w odpowiednim polu.

8. Woybierz krok Kit Information - Informacje o zestawie. Uzyj zestawu kodow
kreskowych lub recznie wprowadz nastepujgce informacje o zestawie znajdujgce sie na
pokrywie zestawu ipsogen CALR RGQ PCR:

® Numer materiatu 1100703
e Wazna data waznosci

® Numer partii

9. Wybierz krok Samples - prébki. Zostanie wyswietlona lista z przyktadowymi
szczegotami. Ta lista przedstawia oczekiwany uktad rotora.
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10.Wprowadz numer(y) identyfikacyjny prébki do tej listy, a takze opcjonalne informacje o

prébce, jako komentarz do kazdej probki.

11.Wybierz Properties - wlasciwosci i wprowadz nazwe listy robocze;j.

12.Wigcz liste zadan w polu Worklist is complete (can be applied).

13.Save - zapisz liste zadan.

14.Naci$nij Print work list, aby wydrukowac liste zadan.

Drukowanie listy zadan moze pomaéc w przygotowaniu i ustawieniu qPCR. Szczegoéty

prébki znajdujg sie na liscie zadan.

Konfiguracja reakcji gPCR

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Nalezy rozmrozi¢ wszystkie niezbedne sktadniki z wyjatkiem polimerazy Taq DNA; gdy
nie jest uzywany, enzym ten musi by¢ przechowywany w zamrazarce. Umie$¢

probowki zawierajgce sktadniki do rozmrozenia na lodzie lub uzyj bloku chtodzacego.

Oczys¢ obszar blatu roboczego, ktéry jest przeznaczony do przygotowania mieszaniny

PCR, aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia matrycg lub nukleaza.

Zworteksuj (10-12 sekund), a nastepnie krotko zwiruj probéwki zawierajgce wzorce,

kontrole i mieszaniny reakcyjne przed uzyciem.

. Przygotuj mastermiksy gPCR dla kazdego miksu reakcji (CALR TYP 1, CALR TYP 2,

CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 i CALR CLAMP
5) na lodzie (lub przy uzyciu bloku chtodzacego) zgodnie z liczbg prébek do analizy.

Schemat pipetowania dla przygotowania wszystkich mastermikséw CALR pokazanych
w ponizszej tabeli jest przeliczony w celu uzyskania kofncowych objeto$ci reakcji 25 pl
po dodaniu 5 pl gDNA lub kontroli. Zatozona jest dodatkowa objetos¢, aby

skompensowac btad pipetowania i umozliwi¢ przygotowanie odpowiedniej mieszaniny

dla 6 prébek plus 3 zewnetrznych kontroli.
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Skiadnik 1 reakcja (pl) 9 + 1 reakcji (pl)*

CALR Reaction Mix 19,83 198,3
Polimeraza Taq DNA 0,17 1,7

Catkowita objetos¢

mastermiksu qPCR (ul) 20 200
Dodanie mastermiksu

qPCR 20 pl na probdéwke
Dodanie probki 5 pl na probéwke
Catkowita objetos¢ 25 ul

reakcji gPCR

* Dodatkowa objeto$c¢ reakcji zostata uwzgledniona, aby skompensowac btad pipetowania.

Uwaga: Zalecamy, aby nie pipetowac¢ objetosci mniejszych niz 1 pl.
. Zworteksuj i krétko zwiruj wszystkie mastermiksy qPCR.

. Umies¢ probdwki gPCR w paskach na bloku chtodzgcym na 72 x 0,1 ml probowek i
dodaj 20 pl mastermiksu CALR qPCR na proboéwke postepujgc zgodnie z konfiguracjg
bloku pokazang na rysunku 4.

. Zworteksuj i krotko zwiruj probki gDNA, kontrole CALR typu dzikiego (WTC), kontrole
mutacji CALR (MTC) i bufor TE (NTC). Nastepnie dodaj 5 ul prébki lub materiatu
kontrolnego do odpowiedniej probowki zgodnie z ustawieniem z rysunku 4, aby
uzyskac catkowitg objetos¢ 25 pl. Mieszaj delikatnie przez pipetowanie.

Uwaga: Uwazaj, aby zmienia¢ koncéwki miedzy kazda z probédwek, aby unikngé
fatszywie dodatnich wynikéw wynikajgcych z zanieczyszczenia przez nieswoista
matryce lub mieszanine reakcyjng. Zamknij wszystkie probowki i sprawdz, czy na dnie
probéwek nie ma bgbelkow.

. Umies¢ wszystkie sktadniki zestawu ipsogen CALR RGQ PCR w odpowiednich
warunkach przechowywania, aby unikna¢ jakiejkolwiek degradacji materiatu.
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Przygotowanie Rotor-Gene MDx i rozpoczecie reakcji gPCR

1. Umiesc rotor 72-dotkowy na uchwycie statywu Rotor-Gene Q MDx.

2. Napetnij rotor paskami 4-probéwkowymi zgodnie z przydzielonymi pozycjami,
zaczynajgc od pozycji 1, jak pokazano na rysunku 5, z pustymi zakorkowanymi
probéwkami umieszczonymi we wszystkich nieuzywanych pozycjach.

Uwaga: Upewnij sig, ze pierwsza probdwka jest wtozona w poz. 1, a stripy sg
ustawione we wiasciwej orientacji i pozycjach, jak pokazano na Rys. 4 i Rys. 5.
Uwaga: Zawsze utrzymuj mieszaning reakcyjng TYP 1 i trzy kontrole (MTC, WTC,
NTC) w pozycjach 1, 9 i 17, aby optymalizacja detekcji sygnatu (wykonywana w pozyc;ji
1 probowki) byta zawsze przeprowadzana przy tej samej amplifikacji (patrz Rysunek 4 i 5).

3. Zamocuj pierscien blokujacy.

4. Wi6z do aparatu Rotor-Gene Q MDx rotor z pierscieniem blokujgcym. Zamknij pokrywe
przyrzadu.

5. W oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager v2.1 wybierz odpowiednig liste zadan z
menedzera listy zadan i kliknij Apply - zastosu;.

Ewentualnie, jesli lista zadan jest nadal otwarta, kliknij przycisk Apply.

Uwaga: Jedli lista zadan poswiecona eksperymentowi nie zostata utworzona, zaloguj
sie do Rotor Gene AssayManager v2.1 i postepuj zgodnie z instrukcjami w "Tworzenie
listy zadan", strona 37, zanim przejdziesz dalej.

6. Wprowadz nazwe eksperymentu.

7. Wybierz termocykler, ktéry ma by¢ uzyty w Cycler Selection. Nalezy uzy¢ Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM.

8. Sprawdz, czy pierscien blokujgcy jest prawidlowo zamocowany i potwierdZ na ekranie,
ze jest on zamocowany.

9. Nacisnij Start run.

Reakcja qPCR powinna sig zaczgc¢.

10.Po zakonczeniu biegu reakcji kliknij Finish run.

Uwaga: Dopoki ten krok nie zostanie zakonczony, eksperyment nie zostanie zapisany

w wewnetrznej bazie danych.
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Udostepnij i zaraportuj wyniki gPCR

Ogdlna funkcjonalno$c¢ srodowiska Approval - zatwierdzanie jest opisana w Instrukcji Rotor-

Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual.

Po zakonczeniu reakcji i zwolnieniu termocyklera eksperyment zostanie zapisany w
wewnetrznej bazie danych. Analiza pozyskanych danych jest przeprowadzana
automatycznie w zaleznosci od wtyczki odpowiadajgcej profilowi testu oraz regutom

i wartosciom parametrow okreslonym przez profil testu.

Uwaga: Aby =zatwierdzi¢ cykl, wymagana jest rola uzytkownika Approver -

zatwierdzajgcego.

Pierwszym krokiem w procesie zatwierdzania jest filtrowanie testu, ktéry ma zostaé
zatwierdzony. Odbywa sie to za pomocg kryteriow filtrowania w $rodowisku Approval.

1. Udostepnij i zatwierdz analize.

W przypadku uzytkownikéw zalogowanych za pomocg roli Approver: kliknij przycisk
Release and go to approval - udostepnij i przejdz do zatwierdzenia.

W przypadku uzytkownikéw zalogowanych za pomoca roli Operator kliknij przycisk
Release -udostepnij.

Po kliknigciu przycisku Release and go to approval, wyniki eksperymentu sg

wyswietlane w srodowisku Approval.

Po kliknigciu Release przez uzytkownika z rolg Operator, osoba z rolg Approver musi

sie zalogowac i wybra¢ srodowisko Approval.
2. Wybierz opcje filtréw dla testu do zatwierdzenia i kliknij Apply.

3. Przejrzyj wyniki i kliknij przycisk Release/Report data.
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4.

Kliknij OK.

Raport zostanie wygenerowany w formacie .pdf i automatycznie zapisany w
predefiniowanym folderze.

Domyslna $ciezka folderu to QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >

Reports.

Uwaga: Sciezke i folder mozna zmieni¢ w $rodowisku Configuration.

. Oproznij Rotor-Gene Q MDx i wyrzu¢ prébki zgodnie z lokalnymi przepisami

bezpieczenstwa.

Uwaga: Aby uzyska¢ pomoc w rozwigzywaniu problemow przez dziat pomocy
technicznej QIAGEN, wymagany jest pakiet wsparcia z reakcji. Pakiety wsparcia
mozna wygenerowac ze srodowisk Approval lub Archive. Aby uzyska¢ wiecej
informaciji, zobacz: "Tworzenie pakietu wsparcia" w Podrgczniku Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Oprécz pakietu wsparcia pomocna moze okaza¢ sie Sciezka audytu od + 1 dnia od

incydentu. Sciezke audytu mozna pobraé w $rodowisku Service. Aby uzyskaé wiecej

informacji, sprawdz podrecznik Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User

Manual.
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Interpretacja wynikow
Analiza danych

Analiza wynikébw gPCR dla kazdego testu i probki jest w petni zautomatyzowana.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizuje krzywe amplifikacji i moze uniewaznia¢ krzywe
niezgodne, w zaleznos$ci od ich ksztattu i amplitudy szumu. W takim przypadku komunikat
zostanie powigzany z uniewazniong krzywg. Komunikaty ostrzegawcze mogg by¢ rowniez
wyswietlane dla anomalii uniewazniajgcych krzywe.

Aby okresli¢ wazno$¢ testu, Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizuje réwniez kontrole
reakcji, tj. CALR-kontrola typu dzikiego (WTC), CALR Mutant Control (MTC) i bufor TE (NTC)
w kolorze zielonym (FAM) i zottym (HEX) dla mieszanin reakcyjnych ipsogen CALR RGQ
PCR (CALRTYP 1, CALRTYP 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR
CLAMP 4 i CALR CLAMP 5). Waznos$¢ kazdej kontroli opiera sie na zgodnosci wartosci Cr
z predefiniowanymi specyfikacjami.

Uwaga: Jezeli wewnetrzna kontrola amplifikacji w danej probéwce jest niewazna (zétty
kanat), cel specyficzny dla CALR w tej samej probéwce (zielony kanat) jest uznawany za
niewazny.

Uwaga: Jezeli co najmniej jedna zewnetrzna kontrola jest niewazna dla danego testu CALR
(np. Test CLAMP 1), wyniki uzyskane dla tej mieszaniny reakcyjnej dla wszystkich badanych
probek sg uwazane za niewazne. W takim przypadku tylko dany test CALR jest
nieprawidtowy, a nie caty przebieg qPCR.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizuje rowniez nieznane probki, sprawdzajac waznosé
kontroli wewnetrznej ABL1.

Ostatecznie status CALR jest przypisany do nieznanych prébek. W pierwszym przypadku

oprogramowanie uwzglednia wyniki uzyskane dla testéw TYPU 1 i TYPU 2. Jesli status
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mutacji typu 1 lub 2 jest przypisany do prébki, okreslany jest status CALR. Wyniki uzyskane

dla testow CLAMP sg nastepnie wyswietlane w celach informacyjnych.

Jezeli nie zidentyfikowano Zzadnej mutacji typu 1 ani typu 2, analize kontynuuje sie
z wynikami otrzymanymi dla testéw CLAMP az do okreslenia statusu CALR (tj. wykryto
mutacje lub nie wykryto mutacji).

Aby stwierdzi¢, ze probka jest dodatnia, wymagane jest wykrycie co najmniej jednego
z siedmiu testow CALR. Wszystkie kontrole zwigzane z danym badaniem (badaniami)
i kontrolg w badanej prébce musza byé wazne, tj. kontrola wewnetrzna MTC, WTC, NTC
i ABL1.

Aby stwierdzi¢, ze prébka jest ujemna, prébka musi by¢ ujemna we wszystkich testach,
a wszystkie kontrole (MTC, WTC i NTC) ze wszystkich siedmiu testow CALR, jak réwniez

kontrola wewnetrzna ABL1 w probce, muszg by¢ wazne.

Wyniki probek testowych, automatycznie analizowane i ustawiane za pomoca
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1, musza by¢ zatwierdzone i wydane przez
uzytkownika zalogowanego w roli zatwierdzajgcego. Przykladowe wyniki do zatwierdzenia
majg trzy dodatkowe przyciski zatwierdzania na koricu dedykowanego wiersza. Te przyciski
stuzg do interaktywnego przyjmowania lub odrzucania wynikéw probek. Wiecej informac;i
mozna znalez¢ w podreczniku uzytkownika Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-
in User Manual.

W przypadku nieprawidtowych wynikéw, zapoznaj sie z "Podrecznikiem rozwigzywania
problemow", strona 54, aby zbadac¢ przyczyne niepowodzenia i ewentualnie zidentyfikowac
btad, ktéry wymaga naprawy.

Powtarzanie testu

W przypadku nieprawidtowych wynikdw, postepuj zgodnie ze schematem decyzji na
Rysunku 6, aby oceni¢ potrzebe powtdrek.

Powt6rki nie powinny by¢ konieczne, jezeli status CALR mégtby zosta¢ przypisany do danej
probki (prébek) za pomoca jednego z siedmiu testéw CALR.
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Prébka >
>
L
5
Q
1)
Wynik dla “TYPE1 Result” i “TYPE2 Ogolny wynik prébki: %
Result” oznacza: “Type 1 Mutation Wykryta mutacja TYP 1 =
Detected — wykryta mutacja” i/lub TAK i/lub Wykryta mutacja Typ 2 é
Type 2 Mutation Detected —wykryta (wynik analizy CLAMP podany tylko dia | 3
mutacja’ informacii) é
N
NIE i
Wynik “CLAMP1 Result” do . . -
“CLAMP5 Result” oznacza: TAK Ogélny wynik prébki:
“Mutation Detected — wykryta Wykryta mutacja* =
mutacja” dla jednej lub kilku prébek >
CLAMP 3
5
lNIE @
&
e
(@)
Wynik dl tkich 7 | A I
ynik dia ng} ich 1 analiz TAK Ogolny wynik prébki: %
“No Mutation Detected — nie Nie wykryto mutacji
wykryto mutaciji”

NIE

Nie okreslono status CALR dla

Kontrola wewnetrzna ABL1 w prébce sad testu danel probki &
jest niewazna dla wszystkich testow BRI T R EL IRy a
, L . Ogolny wynik prébki: Potrzeba o
Ogolny wynik propkl. NIEWAZNA powtérzyé g
Sprawdz w przewgldnlklu jozalazvaana Sprawdz w przewodniku rozwigzywania g
[PREEIOY problemow 5

N

°

s]

g

Niewazno$c na poziomie kontroli Niewazno$é na poziomie probki E

~ zewnetrznej (amplifikacja HEX) 5

(Amplifikacje FAM i / lub HEX) 3

Ponownie zbadaj wybrang prébe (probki)
za pomoca testu/ow, dla ktérego probka
jest/sg niewazna

Ponownie sprawdz wszystkie
niepoprawne testy, wszystkie probki

*W przypadkach, gdy identyfikacja typu 1/ typu 2 jest obowigzkowa, a test TYPU 1i/lub TYPU 2 jest niewazny, moze by¢
konieczne ponowne przeprowadzenie testu - pomimo pozytywnego testu CLAMP - w celu uzyskania rozstrzygajgcego wyniku
dla oznaczenia TYPU 1i/lub TYPU 2.

Rysunek 6. Schemat blokowy procesu okreslania statusu mutacji CALR w badanych

prébkach.
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Uwaga: W przypadkach, gdy identyfikacja typu 1 / typu 2 jest obowigzkowa, a test TYP 1
i/lub TYP 2 jest niewazny, moze byé konieczne ponowne przeprowadzenie testu - pomimo
pozytywnego testu CLAMP - w celu uzyskania rozstrzygajacego wyniku dla testu TYPU 1
i/lub testu TYPU 2.

W innych przypadkach moga by¢ potrzebne ponowne analizy. Podczas wykonywania
ponownych testow zawsze umieszczaj mieszanine reakcyjng TYP 1 i trzy kontrole (MTC,
WTC, NTC) w pozycjach 1, 9 i 17, aby optymalizacja detekcji sygnatu (wykonywana na
probowce w pozycji 1) byta zawsze przeprowadzana na tym samym poziomie amplifikacji.
Upewnij sie, ze kazdy test wykonywany powtdrnie jest w tej samej, jemu przeznaczonej
pozycji (Rysunek 4), nawet jesli nie wszystkie testy sg obecne na ptytce.

Uwaga: Jesli ktéres z siedmiu testow CALR nie sg wykonywane, gdy prébki sg ponownie
testowane, wszystkie puste pozycje, ktére sg zwykle wypetnione, dadzg odpowiedz
oprogramowania "INVALID". Aby zapewni¢ lepszg identyfikowalno$¢, puste pozycje i
oczekiwany charakter powigzanej odpowiedzi powinny by¢ udokumentowane w sekcji
komentarzy w raporcie.

Wyswietlanie wynikéw

Cele

Wyniki dla kazdego testu zestawu ipsogen CALR RGQ PCR s3g wyswietlane pod
nastepujgcymi nazwami docelowymi:

e "ABL_AssayName" (np. ABL_TYPE_1) dla kontroli wewnetrznej amplifikacji ABL1
wyniki w kanale zéttym)

® AssayName" dla mieszaniny reakcyjnej CALR (np. TYP 1 dla mieszaniny reakcyjnej
CALR TYP 1) (wyniki dla zielonego kanatu)

® "AssayName Result " (np. wynik TYPU 1). Te cele sg potgczonymi celami; odpowiedni
wynik uwzglednia waznos$¢ kontroli (MTC, WTC, NTC i ABL1).
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Wyniki

Wyniki dla powyzszych sekwencji docelowych sg wyswietlane w kolumnie Result — wynik.

Tabela 3. Wyswietlane wyniki dla kazdej sekwencji docelowej

TYPE 1 Result Prébki badane

TYPE 2 Result Prébki badane

CLAMP X Result
(np. CLAMP 1
Result)

Prébki badane

Sekw. docelowa Probki Wyswietlone wyniki
ABL_AssayName MTC, WTC, Internal control valid - kontrola wewnetrzna
(np. ABL_TYPE_1) NTC, prébki wazna, ]

badane INVALID - NIEWAZNA
AssayName MTC, WTC, NTC Signal — sygnat
(np. TYPE 1) No Signal — brak sygnatu

INVALID - NIEWAZNA

AssayName Prébki badane Significant Amplification Detected - wykryto
(np. TYPE 1) znaczacg amplifikacje,

No Significant Amplification Detected - nie
wykryto istotnej amplifikacji

No Amplification Detected - nie wykryto
amplifikacji

INVALID - NIEWAZNA

Type 1 Mutation Detected — wykryta mutacja
Typl,

No Mutation Detected — nie wykryto mutacji
INVALID - NIEWAZNA

Type 2 Mutation Detected — wykryta mutacja
Typ 2,

No Mutation Detected — nie wykryto mutacji
INVALID - NIEWAZNA

Mutation Detected — wykryta mutacja
No Mutation Detected — niw wykryto mutacji
INVALID - NIEWAZNA

Jesli jedna z kontroli (MTC, WTC, NTC) potgczona z dang probkg jest niewazna dla danego

testu lub jesli kontrola wewnetrzna ABL1 jest niewazna, wyswietlany wynik dla potgczonego
wyniku docelowego bedzie "INVALID - NIEWAZNY".
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Whioski z analizy dla kazdej probki sg wyswietlane w kolumnie Overall Sample Result -

ogolne wyniki prébki w raporcie.

Tabela 4. Og6lne wyniki probek

Wynik prébki

Opis

Type 1 Mutation
Detected -
wykryta mutacja Typ 1

Type 2 Mutation
Detected -
wykryta mutacja Typ 2

Type 1 and Type 2
Mutation Detected -

2

Mutation Detected -
wykryta mutacja

nie wykryto mutacji

Retest Needed -
koniecznos¢
powtérzenia testu

wykryta mutacja Typ 1 i

No Mutation Detected -

Testowana probka ma mutacje CALR Typu 1.

Testowana probka ma mutacje CALR Typu 2.

Testowana prébka ma mutacje CALR Typu 1i 2. To
zdarzenie jest rzadkie, ale zaobserwowano je raz
podczas testéw klinicznych zestawu ipsogen CALR RGQ
PCR.

Testowana prébka ma mutacje CALR inne niz Typu 1 lub
2.

W testowanej probce nie ma mutacji CALR

Wynik jest niejednoznaczny z powodu niewaznosci
jednej lub kilku kontroli dla jednego lub kilku
mastermiksow reakcji CALR. Potrzebna jest ponowna
analiza, aby uzyska¢ rozstrzygajgcg odpowiedz (patrz
Rysunek 6).

Przyktad: Prébka jest dodatnia (tj. "Wykryto znaczaca
amplifikacje") tylko z testem CLAMP1, ale NTC dla testu
CLAMP1 jest niewazny z powodu zanieczyszczenia w
studzience. Przyktadowy wynik dla CLAMP1 nie moze by¢ brany
pod uwage i wynik CLAMP1 bedzie wyswietlany jako INVALID.
Ponowny test musi zosta¢ wykonany dla testu CLAMP1 (MTC,
WTC, NTC i odpowiednia prébka) w celu potwierdzenia
dodatniego wyniku dla prébki.
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Wynik prébki Opis

INVALID - niewazny Wewnetrzna kontrola amplifikacji ABL1 jest niewazna dla
badanej prébki ze wszystkimi siedmioma miksami reakc;ji
CALR, podczas gdy wszystkie zewnetrzne kontrole
(MTC, WTC, NTC) sg wazne. Jest to
najprawdopodobniej spowodowane jakoscig prébki lub
nieprawidtowg normalizacjg probki. Aby uzyskac¢ wiecej
informacji, patrz "Instrukcja rozwigzywania problemow",
strona 54.

Komunikaty

Komunikaty, ktére sa wyswietlane, dostarczajg dodatkowych informacji o uzyskanych

wynikach, w szczegolnosci o nieprawidtowych wynikach. Niegenerujgce probleméw

anomalie mogg by¢ oznaczone komunikatem ostrzegawczym, ktéry nie prowadzi do

nieprawidtowego wyniku. W przypadku uniwersalnych komunikatéw zawartych we wtyczce

Gamma nalezy réwniez zapozna¢ sie z Instrukcjg obstugi wtyczek Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual.

Zautomatyzowana analiza testu ipsogen CALR RGQ PCR moze dostarczy¢ nastepujacych

komunikatéw specyficznych dla testu oraz komunikatéw uniwersalnych:

Komunikat

Opis

Komunikaty specyficzne dla testu

CONSECUTIVE_FAULT

IC_INVALID

Sekwencja docelowa uzyta do obliczenia tej

sekwencji docelowej jest nieprawidtowa.

Kontrola wewnetrzna jest nieprawidtowa.
Sekwencja docelowa i kontrola wewnetrzna

dzielg te samg probdéwke.
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INVALID_SIGNAL

MC_HIGH_CT (CLAMP X)
MC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_HIGH _CT (CLAMP X)

MC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_IC_LOW_CT (TYPE X)

MC_LOW_CT (CLAMP X)
MC_LOW_CT (TYPE X)

MC_NO_CT (CLAMP X)

MC_NO_CT (TYPE X)

NO_SIGNAL_IC_INVALID

Komunikat specyficzny dla NTC. Warto$¢ Cr jest
zbyt niska dla kontroli wewnetrznej lub
amplifikacji specyficznej dla CALR.

Warto$¢ Cr jest zbyt wysoka dla kontroli mutacji.
Wartosc¢ Cr jest zbyt wysoka dla kontroli mutacji.

Warto$¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probéwce zawierajace;j
kontrole mutacji.

Wartosc¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probowce zawierajgcej

kontrole mutaciji.

Warto$c¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w probdéwce zawierajgcej kontrole
mutacji.

Wartosc¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w probowce zawierajgcej kontrole

mutacji.
Warto$¢ Crjest zbyt niska dla kontroli mutacii.
Wartosc¢ Crjest zbyt niska dla kontroli mutacii.

Brak wykrywalnego Cr dla kontroli mutaciji z

mieszaning reakcyjng CLAMP X.

Brak wykrywalnego Cr dla kontroli mutacji z

mieszaning reakcyjng TYPE X.

Nie wykryto sygnatu kontroli wewnetrznej.
Sekwencja docelowa i kontrola wewnetrzna dzielg
te samg probowke.
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NTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

NTC_LOW_CT (CLAMP X)
NTC_LOW_CT (TYPE X)

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X)

Wartosc¢ Cr jest zbyt niska dla kontroli
wewnetrznej w probéwce zawierajgcej kontrole
bez matrycy — NTC.

Warto$c¢ Cr jest zbyt niska dla kontroli
wewnetrznej w probéwce zawierajgcej kontrole
bez matrycy — NTC.

Wartosc¢ Cr jest zbyt niska dla NTC.
Warto$¢ Cr jest zbyt niska dla NTC.

Wartosc¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probowce zawierajgcej

prébke

Warto$c¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probéwce zawierajace;j
prébke.

Wartosc¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probowce zawierajgcej

prébke.

Wartosc¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probowce zawierajgcej

probke.

Warto$¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probéwce zawierajace;j
kontrole WT.
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WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X) Warto$c¢ Cr jest wyzsza niz oczekiwana dla

kontroli wewnetrznej w probéwce zawierajace;j

kontrole WT.

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X) Wartosc¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probowce zawierajgcej
kontrole WT.

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X) Warto$c¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w probéwce zawierajace;j
kontrole WT.

WTC_LOW_CT (CLAMP X) Wartosc¢ Cr jest zbyt niska dla kontroli WT.

WTC_LOW_CT (TYPE X) Warto$c¢ Cr jest zbyt niska dla kontroli WT.

Inne komunikaty

ANALYSIS_FAILED Test zostat oznaczony jako niewazny, poniewaz

analiza nie powiodta sie z réznych powodow.
Skontaktuj sie z dziatem technicznym QIAGEN.

CURVE_SHAPE_ANOMALY Surowe dane krzywej amplifikacji pokazuja
ksztalt, ktory odbiega od ustalonego zachowania
dla tego testu. Istnieje duze
prawdopodobienstwo btednych wynikow lub

btednej interpretacji wynikow.

FLAT_BUMP Surowe dane krzywej amplifikacji pokazujg
ksztatt ptaskiego wzgorka, ktéry odbiega od
ustalonego zachowania dla tego testu. Istnieje
duze prawdopodobienstwo btednych wynikéw lub
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LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

(Warning - ostrzezenie)

NO_BASELINE

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

btednej interpretacji wynikow (np. zty odczyt

wartosci Cr).

Procentowa zmiana fluorescencji dla tej probki w
stosunku do probdéwki z najwiekszg zmiang
fluorescenciji jest nizsza niz zdefiniowana granica.

Nie znaleziono poczatkowej linii podstawowe;.

Nie mozna przeprowadzi¢ dalszej analizy.

Test zostat okreslony jako niewazny z powodu
problemu z termocyklerem lub z potgczeniem.

Test zostat okreslony jako niepoprawny,

poniewaz cykl zostat zatrzymany recznie.

Surowe dane fluorescencji wskazuja na silne
nasycenie przed punktem przegiecia krzywej
amplifikacji.

Surowe dane wskazujg na skokowy wzrost
fluorescencji wykryty na krzywej amplifikacji, ale

poza regionem, w ktérym okreslane jest Cr.
Wykryto skok na krzywej amplifikacji w poblizu C.

Surowe dane fluorescencji wskazujg na stromo
rosngcy linie podstawowg na krzywej
amplifikacji.

Surowe dane fluorescencji wskazujg na silny
spadek linii podstawowej wykryty na krzywej
amplifikacji.
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STRONG_NOISE Silny szum wykrywany jest poza fazg wzrostu

krzywej amplifikaciji.

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_ Silny szum wykrywany jest w fazie wzrostu
PHASE (wyktadniczej) krzywej amplifikacji.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE Surowe dane fluorescencji wskazujg na falistg

linie podstawowg wykrytg na krzywej amplifikacji.
Rozwigzywanie problemow

Niniejszy przewodnik rozwigzywania probleméw moze byé pomocny w rozwigzywaniu
wszelkich problemodw, ktére moga pojawi¢ sie podczas oceny statusu mutacji CALR przy
uzyciu zestawu ipsogen CALR RGQ PCR. Informacje kontaktowe mozna znalez¢ na tylnej

stronie okfadki lub na stronie www.giagen.com.

Aby uzyska¢ informacje dotyczace rozwigzywania problemoéw zwigzanych z zestawem
QlAamp DSP DNA Blood Mini (nr kat. 61104) lub zestawem Mini Kit DSP QIAsymphony

DNA (nr kat. 937236), nalezy zapoznac sie z odpowiednimi podrecznikami zestawow.

Informacje dotyczgce rozwigzywania problemoéw zwigzanych z termocyklerem Rotor-Gene
Q MDx i oprogramowaniem Rotor-Gene AssayManager v2.1 mozna znalez¢
w odpowiednich podrecznikach uzytkownika.

Komentarze i sugestie

Probka jest wykrywana jako dodatnia w wielu testach

Dang mutacje mozna Na przyktad: czesto prébka z mutacjg Typu 1 jest
wykry¢ w kilku testach amplifikowana przez testy CLAMP 1 i CLAMP 2
oprocz testu TYPU 1.
W przypadku probki posiadajgcej mutacje Typu 2,
powszechne jest otrzymanie amplifikacji w tescie
CLAMP 5 oprécz testu TYPU 2.
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Komentarze i sugestie

Brak lub mata amplifikacja wewnetrznej kontroli amplifikacji w zewnetrznych
kontrolach i/lub prébkach

a) Nie dodano mieszaniny Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracji reakciji.
reakcyjnej i/lub polimerazy Sprawdz, czy dodano wszystkie matryce DNA i
Taq DNA i/lub matrycy wszystkie sktadniki mastermiksu gPCR. Powtérz

przebieg PCR.

b) Mieszanina reakcyjna Przechowuj zawartos¢ zestawu w temperaturze
ulegta degradaciji -30°C do -15°C i chron mieszaniny reakcyjne przed
Swiattem.

Sprawdz warunki przechowywania i date waznosci
odczynnikéw (patrz etykieta) i uzyj nowego zestawu,
jesli to konieczne, aby powtérzy¢ reakcje PCR.

c) Objetos¢ pipetowania Sprawdz schemat pipetowania i konfiguraciji reakcji.
moze by¢ nieprawidtowa Sprawdz, czy dodano 5 pl objetosci probki
kontrolnej /prébki i 20 yl objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.
Przed powtérzeniem kroku gPCR sprawdz i
ponownie skalibruj pipety, jesli to konieczne.

a) Zbyt niskie stezenie DNA  Sprawdz stezenie DNA w probce. Zestaw ipsogen
CALR RGQ PCR jest zoptymalizowany pod katem
roboczego stezenia DNA wynoszacego 10 ng/ul.
Jesli stezenie DNA jest mniejsze niz 10 ng/pl, przed
powtérzeniem kroku gPCR zatez lub ponownie izoluj
DNA z krwi petnej, zmniejszajgc objetos¢ elucji.
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Komentarze i sugestie

b) Zanieczyszcenie DNA
biatkiem lub obecnosé¢

zwigzkdw organicznych

Sprawdz stosunek Azso/Azs0. Stosunek AzeolAzso
musi by¢ 21,7. Jesli wynosi <1,7, przeprowadz nowg
ekstrakcje DNA i powtérz PCR.

Wczesna amplifikacja wewnetrznej kontroli amplifikacji w zewnetrznych

kontrolach i /lub prébkach

a) Zbyt wysokie stezenie
DNA

b) Objetosc¢ pipetowania

moze by¢ nieprawidtowa

c) Krzywa amplifikacji moze

by¢ nieprawidtowa.

Sprawdz stezenie DNA w prébce. Zestaw ipsogen
CALR RGQ PCR jest zoptymalizowany pod katem
roboczego stezenia DNA wynoszgcego 10 ng/ul.
Jesli stezenie DNA jest wieksze niz 10 ng/pl,
rozciencz DNA w buforze TE i powtérz PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguraciji reakcji.
Sprawdz, czy dodano 5 ul objetosci prébki
kontrolnej /prébki i 20 ul objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.

Przed powtérzeniem kroku gPCR sprawdz i

ponownie skalibruj pipety, jesli to konieczne.

Sprawdz odpowiednig amplifikacje dla nietypowych
krzywych. Powtérz PCR.

Brak lub niski sygnat dla wewnetrznej kontroli amplifikacji w probkach, ale

kontrole zewnetrzne sg wazne

a) Zbyt niskie stezenie DNA

Sprawdz stezenie DNA w prébce. Zestaw ipsogen
CALR RGQ PCR jest zoptymalizowany pod kagtem
roboczego stezenia DNA wynoszgcego 10 ng/pl.
Jesli stezenie DNA jest mniejsze niz 10 ng/pl, przed
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Komentarze i sugestie

b) Zanieczyszczenie DNA
biatkami lub obecnos¢
substancji organicznych

d) Objetos¢ pipetowania
moze by¢ nieprawidtowa

powtorzeniem kroku gPCR nalezy zagesci¢ lub
ponownie wyekstrahowa¢é DNA z krwi petnej,

zmniejszajgc objetos¢ elucji.

Sprawdz stosunek Azso/A2s0. Stosunek Azeo/Azso
musi by¢ 21,7. Jesli wynosi <1,7, przeprowadz nowg
ekstrakcje DNA i powt6rz PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracji reakcji.
Sprawdz, czy dodano 5 ul objetosci prébki
kontrolnej /prébki i 20 ul objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.

Przed powt6rzeniem gPCR sprawdz

i ponownie skalibruj pipety, jesli to konieczne.

Kontrola ujemna (NTC/bufor TE) jest dodatnia (FAM i/lub HEX)

a) Zanieczyszczenie
krzyzowe lub
zanieczyszczenie

odczynnikéw

Wymien wszystkie krytyczne odczynniki i powt6rz
PCR.

Zawsze nalezy postepowac z probkami, sktadnikami
zestawu i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie
z  zalecanymi praktykami, aby  zapobiec
zanieczyszczeniom krzyzowym.

Upewnij sie, ze tipsy sg zmieniane pomiedzy
pipetowaniem réznych odczynnikow lub podczas
naktadania réznych prébek.

Przygotuj mastermix przed PCR za pomocg
dedykowanych materiatdw zuzywalnych (pipety,
tipsy itp.)

Przygotuj mastermiks poprzedzajgcy PCR i reakcje
NTC w dedykowanym obszarze, w ktérym nie ma
zadnych matryc DNA (DNA, plazmid lub produkty
PCR).
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Komentarze i sugestie

b) Zamiana paskéw
4-proboéwkowych i/lub ich
oznakowania

c) Degradacja miksu
reakcyjnego lub sondy

d) Krzywa amplifikacji moze

by¢ niewtasciwa

Jesli to mozliwe, zamknij probéwki PCR
bezposrednio po dodaniu badanej probki.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgciji.
Powtorz reakcje PCR.

Przechowuj sktadniki zestawu w temp. —30°C do
—15°C i chron miksy reakcyjne przed Swiattem.
Sprawdz warunki przechowywania i date waznosci
odczynnikéw (patrz etykieta) i uzyj nowego zestawu,
jesli to konieczne, aby powtérzy¢ reakcje PCR.

Sprawdz odpowiednig amplifikacje dla nietypowych

krzywych.
Powtorz reakcje PCR.

Brak lub staba amplifikacja w kontroli mutanta (MTC) (amplifikacja FAM)

a) Nie dodano miksu
reakcyjnego i/lub
polimerazy Taq DNA

b) Degradacja miksu
reakcyjnego

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.
Sprawdz, czy zostaty dodane wszystkie sktadniki
mastermiksu gPCR. Powtdrz reakcje PCR.

Przechowuj sktadniki zestawu w temp. —30°C do
—15°C i chron miksy reakcyjne przed $wiattem.
Sprawdz warunki przechowywania i date waznosci
odczynnikow (patrz etykieta) i uzyj nowego zestawu,
jesli to konieczne, aby powtérzy¢ reakcje PCR.
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Komentarze i sugestie

c) Zamiana paskow
4-probéwkowych i/lub ich
oznakowania

d) Objetosc¢ pipetowania

moze by¢ nieprawidtowa

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgciji.

Powtdrz reakcje PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracji reakcji.
Sprawdz, czy dodano 5 pl objetosci probki
kontrolnej /prébki i 20 pl objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.

Przed powtérzeniem kroku gPCR sprawdz

i ponownie skalibruj pipety, jesli to konieczne.

Wczesna amplifikacja kontroli mutanta (MTC) (amplifikacja FAM)

a) Objetos¢ pipetowania
moze by¢ nieprawidtowa

b) Krzywa amplifikacji moze

by¢ niewlasciwa

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracji reakcji.
Sprawdz, czy dodano 5 ul objetosci prébki
kontrolnej /prébki i 20 pl objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.

Przed powtérzeniem kroku gPCR sprawdz i
ponownie skalibruj pipety, jesli to konieczne.

Sprawdz odpowiednig amplifikacje dla nietypowych
krzywych. Powtorz przebieg reakcji PCR.
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Komentarze i sugestie

c) Zamiana paskow
4-probéwkowych i/lub ich
oznakowania

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgciji.
Powtérz reakcje PCR.

Wczesna amplifikacja w kontroli typu dzikiego (WTC) (FAM amplification)

a) Degradacja miksu
reakcyjnego

b) Objetosc¢ pipetowania
moze by¢ nieprawidtowa

Cc) Zamiana stripéw z
probéwkami i/lub ich
oznakowania

d) Krzywa amplifikacji moze

by¢ niewtasciwa

Przechowuj sktadniki zestawu w temp. —30°C do
—15°C i chrohn miksy reakcyjne przed swiattem.
Sprawdz warunki przechowywania i date wazno$ci
odczynnikéw (patrz etykieta) i uzyj nowego zestawu,
jesli to konieczne, aby powtérzy¢ reakcje PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracji reakcji.
Sprawdz, czy dodano 5 ul objetosci prébki
kontrolnej /probki i 20 ul objetosci mastermiksu
gPCR. Sprawdz wizualnie wszystkie pipetowane
objetosci.

Przed powt6rzeniem qPCR sprawdz i ponownie
skalibruj pipety, jesli to konieczne.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.

Powtérz reakcje PCR.

Sprawdz odpowiednig amplifikacje dla nietypowych
krzywych. Powtdrz reakcje PCR.
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Komentarze i sugestie

€) Zanieczyszczenie Wymien wszystkie krytyczne odczynniki.

krzyzowe Powto6rz eksperyment z nowymi porcjami wszystkich
odczynnikow.
Zawsze nalezy obchodzi¢ sie z probkami,
sktadnikami zestawu i materiatami eksploatacyjnymi
zgodnie z zalecanymi praktykami, aby zapobiec
przenoszeniu zanieczyszczen.
Upewnij sie, ze koncowki sg zmieniane pomiedzy
pipetowaniem réznych odczynnikow.

Wczesna amplifikacja kontroli typu dzikiego (WTC) (amplifikacja FAM) i brak lub
staba amplifikacja kontroli mutanta (MTC) (amplifikacja FAM)

a) Zanieczyszczenie Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgciji,
krzyzowe powtorz reakcje PCR.

b) Odwrécenie mieszanin Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakgiji.
reakcyjnych w Powtorz reakcje PCR.

proboéwkach lub premiksie

c) Zamiana paskow Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.
4-probowkowych iflub ich  Powtérz reakcje PCR.
oznakowania
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Komentarze i sugestie

Czeste niepowodzenie kontroli typu dzikiego (WTC) z powodu wysokiej
amplifikacji tta ponizej wartosci Ct

Btad aparatu Rotor-Gene  Sprawdz dzienniki konserwacji urzadzenia.

Q MDx Na przyktad zte ustawienie soczewek moze
prowadzi¢ do wiekszego tta. Jesli wyréwnanie
soczewek nie jest czescig twojego planu
konserwaciji, skontaktuj sie z dziatem technicznym
QIAGEN, aby uzyskac¢ wiecej informaciji i
potencjalng interwencje.

Niepowodzenie reakcji z powodu niespdjnego sygnatu fluorescencji w
kontrolach i/lub prébkach (we wszystkich probéwkach)

Problem z akcesoriami Sprawdz dzienniki konserwacji urzadzenia.
aparatu Rotor-Gene Q Rotor 72-dotkowy moze by¢ uszkodzony.
MDx

Jesli problemu nie mozna przypisa¢ do zadnej z przyczyn wymienionych w "Podreczniku
rozwigzywania probleméw" lub jedli sugerowane dziatania nie rozwigzaty problemu, nalezy
skontaktowac¢ sie z dziatem technicznym QIAGEN w celu uzyskania porady.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z certyfikowanym systemem zarzadzania jakoscig ISO w QIAGEN, kazda seria
zestawu ipsogen CALR RGQ PCR jest testowana na podstawie wczesniej okreslonych

specyfikacji w celu zapewnienia statej jakosci produktu.

Kontrola jako$ci catego zestawu zostata przeprowadzona na aparacie Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM. Ten zestaw jest produkowany zgodnie z normg ISO 13485. Certyfikaty analizy
sg dostepne na zgdanie na stronie www.giagen.com/support.

Ograniczenia

Zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez personel specjalnie przeszkolony w zakresie
technik biologii molekularnej i zaznajomiony z tg technologia.

Zestaw ten powinien by¢ uzywany zgodnie z instrukcjami podanymi w tej instrukcji, w
potgczeniu z zatwierdzonym sprzetem wymienionym w rozdziale "Materialy wymagane, ale
niedostarczone" strona 15.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen CALR RGQ PCR przeznaczone sg
do stosowania wytgcznie z innymi odczynnikami dostarczonymi w tym samym zestawie.
Niestosowanie sie do powyzszego moze wptyng¢ negatywnie na wydajnosé.

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na etykiecie pudetka. Nie uzywaj

przeterminowanych sktadnikéw.

Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR jest zwalidowany tylko do probek petnej krwi
antykoagulowanej w 2K EDTA.
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Zestaw ipsogen CALR RGQ PCR jest zatwierdzony tylko do uzytku z zestawem Mini Kit
DSP QIAsymphony DNA (nr kat. 937236) lub zestawem QlAamp DSP DNA Blood Mini (nr
kat. 61104).

Zestaw jest zwalidowany tylko na Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (do PCR) i na
QIAsymphony SP (do izolacji prébek).

Jakiekolwiek pozaprawne uzycie tego produktu i / lub modyfikacja komponentéw spowoduje
utrate odpowiedzialnosci QIAGEN.

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ w potgczeniu z innymi
wynikami badan klinicznych lub laboratoryjnych. Jesli status CALR prébki to "No Mutation
Detected — nie wykryto mutacji", dotyczy to tylko nieobecnos$ci jednej z 36 mutacji opisanych
w tym podreczniku (patrz Tabela 1) - w granicach czutosci zestawu - lub braku wykrycia
mutacji Typ 23 i Typ 27 (patrz "Charakterystyka wydajnosci / specyficznos¢”, strona 68). Nie

wyklucza to obecnosci innych mutacji CALR.

Obowigzkiem uzytkownika jest sprawdzenie dziatania systemu w przypadku wszelkich
procedur stosowanych w jego laboratorium, ktére nie sg objete badaniami wydajnosci
przeprowadzonymi przez QIAGEN.

64 Instrukcja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017



Charakterystyka wydajnosci
Limit proby zerowej (LOB)

Limit proby zerowej (LOB) okreslono zgodnie ze standardem CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8) dla
probek krwi petnej zdrowych dawcow, ze statusem CALR typu dzikiego (5 probek, 60
pomiaréw na partie odczynnika, zuzyto 2 partie zestawu ipsogen CALR RGQ PCR). LOB
okreslono dla kazdego danego testu, jako najnizszg otrzymang wartos¢ LOB.

Wyniki LOB sg przedstawione w tabeli 5.

Tabela 5. Podsumowanie wynikow LOB dla testu ipsogen CALR RGQ PCR

Limit préby zerowej
Test CALR (wartosci Cr FAM)
TYP 1 35,24
TYP 2 45,00
CLAMP 1 40,01
CLAMP 2 45,00
CLAMP 3 45,00
CLAMP 4 45,00
CLAMP 5 38,90

Limit detekcji (LOD)

Limit detekcji (LOD) okreslono na podstawie "metody Probitowej" opisanej w normie
CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8). W tym badaniu analizowano 5 niskich pozioméw mutacji dla 3
niezaleznych prébek (gDNA wyekstrahowane od pacjenta pozytywnego pod wzgledem
mutacji CALR zmieszane z DNA typu dzikiego). £gcznie przeprowadzono 20 powtérzen na
rozcienczenie na probke dodatnig dla testéw TYPU 1 i TYPU 2 i z uwzglednieniem 2 serii
produkcyjnych zestawu ipsogen CALR RGQ PCR.
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Limit detekcji okreslono dla danego testu jako najwyzszg warto$¢ LOD uzyskang z dwoch
rozwazanych partii. Wyniki wykazaty, ze czuto$¢ analityczna dla mutacji CALR typu 1 wynosi
0,60%, a czutos¢ analityczna dla mutacji CALR typu 2 wynosi 0,08% (Tabela 6).

Tabela 6. Podsumowanie wynikéw badania limitu detekcji dla zestawu ipsogen
CALR RGQ PCR

Test CALR Limit detekcji
TYP 1 0,60%
TYP 2 0,08%

Wejsciowa ilos¢ DNA

Zoptymalizowana wejsciowa iloS¢ gDNA, ktéra ma by¢ stosowana w potgczeniu
z zestawem ipsogen CALR RGQ PCR, zostata oszacowana za pomocg jednej partii zestawu
na 3 probkach dodatnich dla CALR (plazmidy zmieszane z gDNA typu dzikiego)
i jednej prébki ujemnej wzgledem CALR dla 5 réznych wejsciowych ilosci gDNA. W tym
badaniu przeprowadzono 3 powtdérzenia na prébke wejsciowg i na test CALR. Wyniki
pokazaly, ze zoptymalizowana ilo$¢ wejsciowego DNA, ktéra ma by¢ uzyta, wynosi 50 ng
(10 ng/pL).

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé

Badanie precyzji przeprowadzono zgodnie ze standardem CLSI/NCCLS EP5-A2 (9). Dla
kazdego testu CALR precyzje oceniano dla danej mutacji CALR, tj. Typu 1 dla testow TYP
1, CLAMP 1i CLAMP 2, Typu 2 dla testow TYP 2 i CLAMP 5 oraz Typu 28 dla testow CLAMP
3 i CLAMP 4. Analizy przeprowadzono dla 3 pozioméw mutacji: 5%, 25% i 50% (plazmidy
zmieszane z gDNA typu dzikiego). Kazdy poziom testowano w dwdch powtérzeniach w 49
seriach przeprowadzonych w ciggu 20 dni, z co najmniej 73 pomiarami na dany poziom
mutacji i na test. Trzy prébki wykazaty wspotczynnik zmiennosci dla catkowitej precyzji
(CVrotal) ponizej 5% dla wigkszo$ci testow (Tabela 7).
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Uwaga: W przypadku testow CLAMP catkowita precyzja moze by¢ rézna dla jednych mutac;ji
CALR wzgledem innych.

Tabela 7. Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ dla zestawu ipsogen CALR RGQ PCR Kit

Test Poziom llosé
CALR mutacji pomiarow Sr* Srrf Suma* CVsuma®
50% 88 0,10 0,07 0,21 0,80
TYP1 25% 88 0,10 0,07 0,20 0,76
5% 88 0,15 0,05 0,30 1,04
50% 80 0,11 0,08 0,21 0,85
TYP 2 25% 80 0,11 0,00 0,19 0,73
5% 80 0,12 0,08 0,27 0,95
50% 106 0,14 0,13 0,27 1,05
CLAMP 1 25% 105 0,13 0,28 0,50 1,90
5% 106 0,20 0,37 0,55 1,92
50% 84 0,13 0,31 0,59 2,24
CLAMP 2 25% 85 0,19 0,36 0,90 3,28
5% 82 0,37 0,59 1,27 4,16
50% 84 0,49 0,52 2,33 8,04
CLAMP 3 25% 84 0,73 0,70 3,54 11,26
5% 84 1,28 3,18 5,70 15,03
50% 73 0,22 0,33 1,32 4,46
CLAMP 4 25% 76 0,24 0,33 1,37 4,46
5% 73 0,26 0,37 1,59 4,66
50% 100 0,17 0,17 0,66 2,52
CLAMP 5 25% 100 0,21 0,05 0,75 2,73
5% 104 0,39 0,55 0,94 3,04

*

Sr: Powtarzalno$¢ wyrazona jako odchylenie standardowe.

Srr: Odtwarzalno$¢ pomiedzy reakcjami wyrazona jako odchylenie standardowe.

Catkowita precyzja (miedzy przyrzadami, miedzy operatorami i miedzy seriami wyrazona jako odchylenie
standardowe).

§ Wspotczynnik zmiennoéci dla catkowitej precyzji.

o
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Substancje interferujgce

Projekt badania oparto na zaleceniach opisanych w normie NCCLS EPQ7-A2 (10). W sumie
zostato wybranych 17 substanciji, ktére moga by¢ obecne w prébkach krwi, ze wzgledu na
ich potencjalny wptyw na PCR: busulfan, bromowodorek citalopramu, hemihydrat
chlorowodorku paroksetyny, chlorowodorek sertraliny, chlorowodorek fluoksetyny,
acetaminofen [paracetamol], bilirubine nieskoniugowang, K2 EDTA, hemoglobine [ludzka],
tréjglicerydy, dehydrat lizynoprylu, hydroksymocznik, kwas acetylosalicylowy, kwas
salicylowy, tiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b. Ponadto oceniono takze potencjalny wplyw

jednej substancji zastosowanej podczas procesu ekstrakcji gDNA (proteinaza K).

Wyniki wykazaly, ze Zadna z tych substancji nie miata dziatania zakidcajgcego reakcje.
Specyficznosé

Specyficznos¢ zestawu ipsogen CALR RGQ PCR oceniano testujac zdolno$¢ zestawu do
prawidtowej identyfikacji mutacji Typu 1 i 2 oraz do wykrywania mutacji opisanych w
Tabeli 1.

W przypadku mutacji Typu 1 i 2 badanie przeprowadzono na prébkach gDNA
wyekstrahowanych z petnej krwi pacjentow z MPN Ph-, przy stezeniach = 16% dla mutagc;ji
Typu 1i 2 9% dla Typu 2. Specyficznos¢ wzgledem Typu 1 i Typu 2 zostata potwierdzona:

wszystkie probki zostaty wykryte i prawidtowo zidentyfikowane.

Swoisto$¢ dla mutacji Typu 3 do 36 zostata przetestowana przy uzyciu probek gDNA
wyekstrahowanych z petnej krwi pacjentow z MPN Ph-, gdy byly dostepne (tj. dla typow 3,
4,5, 24, 25,27, 29). W przypadku kazdej rzadkiej mutacji, w ktérej nie mozna byto uzyskaé
zadnej probki od pacjenta, oceniano swoistos¢ przy uzyciu materiatu syntetycznego,
zawierajgcego ludzki gDNA typu dzikiego zmieszany z plazmidowym DNA niosgcym znang
mutacje CALR, w klinicznie istotnych stezeniach >10% mutacji (Srednie stezenie wynosi
okoto 30% mutaciji).

Wyniki wykazaty, ze wszystkie mutacje CALR z Typu 3 do Typu 10, ktére sg najczesciej
obserwowane, sg wykrywane przez co najmniej jeden test zestawu ipsogen CALR RGQ
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PCR. Wiekszo$¢ mutacji CALR od Typu 11 do 36 (wystepowanie 0,3%) wykrywa sie za
pomocg co najmniej jednego testu zestawu ipsogen CALR RGQ PCR. Tylko Typy 23 i 27
nie sg wykrywane przez zestaw, podczas gdy Typy 22, 25, 26, 29 i 30 moga by¢ wykrywane
tylko w prébkach z wysokim tadunkiem allelicznego CALR.

Wazna uwaga: Badanie swoistosci wykazato, ze mutacje Typu 5i 17 sg wykrywane w tescie
TYP 1. Test TYP 2 umozliwia amplifikacje mutacji Typu 10, 31 i 33-36. Spodziewano sie
tego na podstawie wysokiego podobienstwa sekwencji miedzy tymi typami mutacji CALR
(patrz Tabela 1), z wyjgtkiem mutac;ji typu 17. Dlatego zestaw ipsogen CALR RGQ PCR nie
jest w stanie rozrézni¢ mutacji Typu 11 Typu 5/17 i nie moze odrézni¢ mutacji Typu 2 i Typu
10/31 / 33-36. Obecnie nie ma potrzeby réznicowania kazdej mutacji CALR w kontek$cie
diagnozy lub leczenia; wiekszo$¢ mutacji CALR prowadzi do generowania podobnych
zmutowanych biatek CALR.

Walidacja kliniczna i poréwnanie metod

Celem tego badania byta walidacja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR w warunkach
normalnego uzytkowania. W badaniu oceniano zdolnos¢ zestawu do identyfikacji mutac;ji
CALR Typu 1 i 2 w probnej kohorcie ztozonej z pacjentéw podejrzewanych o posiadanie
MPN. To badanie walidacyjne przeprowadzono na prébkach gDNA pobranych od 227
pacjentow podejrzewanych o obecnos¢ MPN (w tym probki CALR-pozytywne
i CALR-negatywne).

Status CALR prébek gDNA uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen CALR RGQ PCR
poréwnano ze statusem CALR uzyskanym przy uzyciu niezaleznej metody wykrywania
mutacji opartej na analizie wielkosci fragmentdw sprzezonej z dwukierunkowym
sekwencjonowaniem Sangera. W przypadku niezgodnosci wynikow zastosowano trzecig

metode wykrywania mutacji, seskwencjonowanie nastepnej generacji (NGS).

Status CALR wszystkich probek uzytych w tym badaniu, okreslony metodami
referencyjnymi, podano w tabeli 8. Kohorta probki sktada sie z 54,6% dodatnich prébek
i 45,4% ujemnych prébek. Wsrod pozytywnych probek, 42,7% scharakteryzowano jako
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Typ 11 33,1% jako Typ 2 za pomocg metod referencyjnych. Te proporcje sg zgodne z tymi
opisanymi przez Klampfl et al. (5), tj. 53% dla Typu 1 i 31,7% dla Typu 2 (patrz Tabela 1).

Tabela 8. Status mutacji CALR w catej kohorcie okreslony metodami referencyjnymi:
analiza wielkosci fragmentow, sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera i analiza
NGS

Status CALR Numer
Mutacja Typ 1 53
Mutacja Typ 2 41
TypliTyp2 1

Inne mutacje CALR 29
CALR mutacja dodatnia 124 (54,6%)
CALR mutacja ujemna 103 (45,4%)
Suma préobek 227

Wszystkie prébki kohorty charakteryzujgcej sie stanem mutacji CALR Typu 1/ lub CALR
Typu 2 zostaty prawidtowo zidentyfikowane za pomoca zestawu ipsogen CALR RGQ PCR.
Mutacja Typu 1 zostata nieprawidtowo przypisana przez zestaw ipsogen CALR RGQ PCR
do dwbéch probek: jednej probki scharakteryzowanej jako mutacja typu 5 metodami
referencyjnymi i jednej prébki scharakteryzowanej jako mutacja nie opisana w Klampfl et al.
(5). Podobnie, mutacja Typu 2 zostata nieprawidtowo przypisana do jednej prébki, ktorg
scharakteryzowano metodami referencyjnymi jako mutacja nieopisana w Klampfl et al. (5).
Analiza in silico wykazata, ze ta niezgodnos¢ pomiedzy prébkami prawdopodobnie wynika z
wysokiego podobienstwa sekwencji miedzy tymi mutacjami a mutacjami Typu 1 lub 2.
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W zwigzku z tym ogdlna zgodnos¢ wynikow uzyskanych dla mutacji Typu 1 i 2 w potgczeniu
z zestawem ipsogen CALR RGQ PCR i analiza rozmiaru fragmentéw / sekwencjonowania
Sangera / NGS wynosi 98,7% (interwat pewnosci [96,2%, 99,5%]). Czuto$¢ i swoistos¢
zestawu ipsogen CALR RGQ PCR tgcznie dla mutacji CALR Typu 1 i 2 wynosi 100%
(interwat pewnosci [96,2%, 100%] i 97,7% [93,5%, 99,5%]) (Tabela 9).

Tabela 9. Podsumowanie wynikéw dla mutacji CALR Typu 1 i 2 tacznie

Zmienna Oszacowanie 95% interwat pewnosci
Ogodlna zgodnosé 98,7% [96,2% ; 99,7%]
Czutosé 100% [96,2% ; 100%)]
Specyficznosc 97, 7% [93,5% ; 99,5%]
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Symbole

Nastepujgce symbole mogg pojawi¢ sie na opakowaniach lub etykietach:

Symbol Definicja
REF Nr katalogowy
Producent
MAT Nr materiatu
Rn R oznacza zmiany w instrukcji, a n jest numerem wers;ji
LOT Nr serii
GTIN Globalny Numer Jednostki Handlowej
IVD Wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in vitro

Instrukcja zestawu ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017 73



Symbol

Definicja

Europejski znak zgodnosci CE

Uzy¢ przed

Zawiera odczynniki w ilosci wystarczajgcej do wykonania <N>
reakcji

Ograniczenia temperaturowe

Zapoznac¢ sie z instrukcjg uzytkowania

Chroni¢ przed swiattem stonecznym
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Informacje dotyczgce zamdwien

Produkt Zawartos¢

Nr kat.

ipsogen CALR RGQ PCR Na 24 reakcje: CALR Wild-type Control,

Kit (24) CALR Mutant Control, CALR TYPE 1
Reaction Mix, CALR TYPE 2 Reaction
Mix, CALR CLAMP 1 Reaction Mix,
CALR CLAMP 2 Reaction Mix, CALR
CLAMP 3 Reaction Mix, CALR CLAMP 4
Reaction Mix, CALR CLAMP 5 Reaction
Mix, polimeraza DNA Tagq, bufor TE do
rozcienczen i NTC

Rotor-Gene Q MDx i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex Termocykler typu real-time PCR z

HRM Platform wysokorozdzielczg analizg topnienia, z 5
kanatami (zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, fioletowy), plus kanat HRM,
laptop, oprogramowanie, akcesoria;
zawiera 1 rok gwarancji na czesci i
robocizne, instalacja i szkolenie nie sg
wliczone w cene

Rotor-Gene Q MDx 5plex Termocykler typu real-time PCR z

HRM System wysokorozdzielczg analizg topnienia, z 5
kanatami (zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, fioletowy), plus kanat HRM,
laptop, oprogramowanie, akcesoria;
zawiera 1 rok gwarancji na czesci i
robocizne, w cenie instalacja i szkolenie

674023

9002032

9002033
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Blok na probéwki Aluminiowy blok do recznego 9018901
72 x 0,1 ml nastawiania reakcji pipetg
jednokanatowg w 72 probdéwkach o poj.
0,1 ml
Rotor 72-dotkowy Do trzymania probéwek z korkami 0,1 9018903
ml; wymaga pierscienia blokujgcego
Pierscien mocujacy do Do blokowania probéwek z korkami 0,1 9018904
rotora 72-dotkowego ml w rotorze
Statyw na rotor Metalowy wolnostojgcy statyw do 9018908
umieszczania probéwek i Rotor-Discs®
w rotorze
Paski 4-probéwkowe z 250 paskow po 4 probdéwki z korkami na 981103
korkami, 0,1 ml (250) 1000 reakcji
Paski 4-probéwkowe z 10 x 250 paskow po 4 probéwki z 981106
korkami, 0,1 ml (2500) korkami na 10 000 reakcji
QIAsymphony SP i akcesoria
QIAsymphony SP System Modut do izolacji QIAsymphony: W cenie 9001751
instalacja i szkolenie, 1 rok gwarancji na
czesci i robocizne
QIAsymphony SP Modut do izolacji QlAsymphony: 1 rok 9001297
gwarancji na czesci i robocizne
Sample Prep Cartridges, 8-dotkowe kartridze na probki 997002
8-well (336) dedykowane do QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) Ostony na magnesy 8-Rod Covers 997004
dedykowane do QIAsymphony SP
Filter-Tips, 200 pl, Qsym Jednorazowe tipsy z filtrem, w statywach 990332

SP (1024)

(8 x 128). Do uzytku z aparatami
QlAcube® i QIAsymphony SP/AS
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Filter-Tips, 1500 ul, Qsym Jednorazowe tipsy z filtrem, w statywach 997024
SP (1024) (8 x 128). Do uzytku z aparatami

QIAsymphony SP/AS
Tube Insert 3b, 2 ml, v2, Adapter na probowki (do probowek 2 ml 9242083
sample carrier, Qsym z gwintem) do uzycia z QlAsymphony
Elution Microtubes CL Niesterylne probowki polipropylenowe 19588
(24 x 96) (maksymalna pojemnos¢ 0,85 ml,

pojemnos¢ przechowywania mniejsza

niz 0,7 ml, pojemnos$¢ elucyjna 0,4 ml);

2304 w statywach po 96; zawierajg korki

w paskach
Powigzane produkty
QlAamp DNA DSP Blood Na 50 reakcji: QlJAamp Mini Spin 61104
Mini Kit (50) Columns, Buffers, Reagents, Tubes,

VacConnectors
QIAsymphony DSP DNA Na 192 reakcji po 200 pl kazda: Zawiera 937236
Mini Kit (192) 2 kartridze z odczynnikami statyw na

enzym i akcesoria.
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 jednostek/ml, 19101

roztwor)

Aktualne informacje na temat licenciji i wytagczenia odpowiedzialnosci specyficzne dla danego produktu
znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji zestawu QIAGEN lub w podreczniku uzytkownika. Podrgczniki
QIAGEN i instrukcje obstugi sg dostepne na stronie www.giagen.com lub mozna je uzyskac¢ w dziale
pomocy technicznej QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Ta strona zostata celowo pozostawiona pustg
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Ten produkt jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro. Produkty QIAGEN nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy ani
uzywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody QIAGEN.

Informacje w tym dokumencie moga ulec zmianie bez powiadomienia. QIAGEN nie ponosi odpowiedzialnosci za jakiekolwiek btedy, ktére moga pojawi¢ sig w tym
dokumencie. Dokument ten uwaza sie za kompletny i doktadny w momencie publikacji. W zadnym wypadku QIAGEN nie ponosi odpowiedzialno$ci za
przypadkowe, specjalne, wielokrotne lub wynikowe szkody w zwiazku lub wynikajace z uzywania tego dokumentu.

Produkty QIAGEN s3 objete gwarancja, ze spetniajg okreslone specyfikacje. Wytgczny obowigzek QIAGEN i jedyny $rodek zaradczy klienta sg ograniczone do
wymiany produktéw bezptatnie w przypadku, gdy produkty nie bedg dziata¢ w sposob uzasadniony.

Mutacje CALR i ich zastosowania sg chronione prawami patentowymi, w tym patentem europejskim EP2808338 i odpowiednikami zagranicznymi. Zakup tego
produktu nie przenosi zadnych praw do jego wykorzystania w badaniach klinicznych dla lekéw celowanych CALR. QIAGEN opracowuje specjalne programy
licencjonowania dla takich zastosowan. Skontaktuj sie z Dziatem Rozwoju Firm QIAGEN pod adresem bd@aiagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAcube®, QIAsymphony®, ipsogen®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group);
BHQ?®, Black Hole Quencher® (LGC Biosearch); FAM™, HEX™, SYBR® (Life Technologies, Inc.); GenBank® (National Center for Biotechnology Information);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

Ograniczona umowa licencyjna dla zestawu ipsogen CALR RGQ PCR
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu na nastepujace warunki:

1. Produkt moze by¢ uzywany mozna uzywac¢ wytgcznie zgodnie z Instrukcjg obstugi i tylko razem z elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela
Zadnej licencji na swojg wiasnosé intelektualng w zakresie uzytkowania lub wigczania dotgczonych sktadnikow tego zestawu do innych sktadnikéw, ktére nie
zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem przypadkow opisanych w Instrukcji obstugi zestawu ipsogen CALR RGQ PCR oraz dodatkowych protokotéw
dostepnych na stronie www.giagen.com

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

3. Ten zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wylacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub sprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegdlnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokow, ktére

mogtyby prowadzi¢ do czynnosci zabronionych powyzej lub utatwiac takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowaé zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sadowych i procesowych, wiacznie z kosztami
prawnikow, przy wszystkich dziataniach, ktore beda miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej lub praw do
wiasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sa dostepne na stronie www.giagen.com.
HB-2198-002 1103549 157025473 04-2017

©2016-2017 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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