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Utilizacdo prevista

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR & um teste quantitativo in vitro destinado & deteccdo do alelo JAK2
V617F/G1849T em ADN gendmico extraido de sangue total. O teste deverd ser uma ajuda no
diagnéstico de neoplasia mieloproliferativa (MPN), juntamente com outros factores clinico-

patoldgicos.

Resumo e explicacdo

Uma mutagdo somdtica recorrente, V617F, que afecta o gene tirosina quinase Janus 2 (JAK2), foi
identificada em 2005 (1-4), levando a uma descoberta muito importante para a compreensdo,
classificagdo e diagnéstico de MPN. JAK2 é uma molécula de sinalizagdo intracelular essencial

para vdrias citocinas, incluindo a eritropoietina.

A mutacdo JAK2 V617F é detectada em > 95% dos doentes com policitemia vera (PV), 50 a 60%
dos doentes com trombocitopenia essencial (ET), e em 50% dos doentes com mielofibrose
primdria (PMF). JAK2 Vé617F também foi defectada em alguns casos raros de leucemia
mielomonocitica crénica, sindrome mielodisplésica (MDS), mastocitose sistémica, e leucemia

neutrofilica crénica, mas em 0% de casos de leucemia mieldide crénica (CML) (5).

A mutagdo corresponde a uma Unica dlteracdo no nucledtido do nucledtido 1849 de JAK2 no
exdo 14, causando uma substituico Gnica de valina (V) por fenilalanina (F) na posigdo 617 da
proteina (dominio JH2). A mutagdo resulta na activagdo constitutiva de JAK2, na transformagéo
hematopoiética in vitro e no crescimento de colénias de eritréides independentes da eritropoietina
(EEC) em todos os doentes com policitemia vera e numa grande propor¢do de doentes com
trombocitopenia essencial e PMF (6). JAK2 V617F representa um factor essencial na transformagdo
de células hematopoiéticas em MPN, mas os mecanismos patolégicos exactos, com a mesma
mutagdo Unica, que resulta nas tais entidades clinicas e bioldgicas diferentes ainda ndo estdo

completamente esclarecidos.

Normalmente, o diagnéstico de neoplasias mieloproliferativas baseou-se em critérios clinicos, de
histologia de medula éssea e citogenéticos. A descoberta de um marcador molecular especifico
da doenga resultou na simplificacdo do processo e numa maior exactiddo do diagnéstico.
A detecgdo da mutagdo JAK2 V617F faz agora parte dos critérios de referéncia de 2008 da
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) para o diagnéstico de MPN BCR-ABL negativa (Tabela 1),

e a presenca desta mutagdo é um critério muito importante para a confirmacdo do diagnéstico.
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Tabela 1. Critérios da OMS para o diagnéstico de MPN (adaptado a partir da referéncia 7)

Critérios para um diagnéstico de PV

Muito 1. Hemoglobina > 18,5 g.dl" (homens) ou > 16,5 g.dl' (mulheres) ou hemoglobina ou hematécrito
importantes > 99° percentil do intervalo de referéncia para idade, sexo ou altitude de residéncia ou

Hemoglobina > 17 g.dl' (homens) ou > 15 g.dI"' (mulheres) se estiver associada a um aumento continuo
de > 2 g.dI"' de linha de base que ndo possa ser atribuido & correcgdo de caréncia de ferro ou

Volume elevado de glébulos vermelhos > 25% acima do valor médio normal previsto

[2. Presenca de JAK2V617F ou mutagdo semelhante |

Pouco 1. Mieloproliferagdo das 3 linhagens na medula éssea
i [BiEm =5 2. Nivel de eritropoietina de soro abaixo do normal

3. Aumento de EEC

Critérios para um diagnéstico de frombocitopenia essencial

Muito 1. Contagem de plaquetas > 450 x 107 I
importantes 2. Proliferacdo de megacariécitos com uma morfologia grande e madura.

Auséncia ou pouca quantidade de granulécitos ou proliferagdo de eritréides

3. Néo cumprir os critérios da OMS para LMC, PV, PMF, SMD, ou outra neoplasia mieléide

[4. Manifestacdo de JAK2V617F ou de outro marcador clonal ou |

a ndo evidéncia de trombocitose reactiva

Pouco
importantes

Critérios para um diagnéstico de PMF

Muito 1. Proliferacdo de megacariécitos e atipia, acompanhadas por fibrose de colagénio e/ou reticular ou
importantes Em caso de auséncia de fibrose reticular, as alteragdes de megacariécitos devem ser acompanhadas
pelo aumento da celularidade da medula, proliferagéo granulocitica e frequentemente diminuicao de
eritropoiese (por exemplo, PMF pré-fibrétical)

2. Né&o cumprir os critérios da OMS para LMC, PV, SMD, ou outra neoplasia mieléide

[3. Manifestacdo de JAK2V617F ou de outro marcador clonal ou |

a ndo evidéncia de fibrose medular reactiva
Pouco 1. Leucoeritroblastose
importantes 2. Aumento de desidrogenase léctica no soro
3. Anemia

4. Esplenomegalia palpével

CML: leucemia mieldide crénica; EEC: colénia de eritrdides endégena; trombocitopenia essencial: trombocitopenia
essencial; hemoglobina: hemoglobina; SMD: sindrome mielodisplésica; PMF: mielofibrose primdria; PV: policitemia vera;
OMS: Organizagdo Mundial de Saide.
Desde 2006, estdo disponiveis vérios métodos baseados essencialmente em técnicas de PCR ou
sequenciacdo, tais como festes desenvolvidos em laboratério para defectar a presenca, e
possivelmente a quantidade de JAK2V617F. Estes testes t8m um desempenho analitico diferente,
principalmente no que se refere & precisdo e nivel de sensibilidade. Esta diferenca pode ter
influéncia na necessidade de efectuar andlises de medula éssea, no tempo necessario para

estabelecer um diagnéstico final e possivelmente no desempenho do diagnéstico.
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Principio do procedimento

Tém sido propostas vérias técnicas diferentes para determinar quantitativamente a propor¢do de
polimorfismos de nucledtido Gnico (SNPs) em amostras de ADN. Algumas, tais como as curvas de
fusdo e a sequenciacdo, sdo apenas semi-quantitativas. Os métodos baseados na reaccdo
quantitativa em tempo real de polimerizagdo em cadeia (QPCR) sdo preferidos, devido & sua maior
sensibilidade. A utilizacdo de um primer especifico de SNP permite a amplificagdo selectiva de
um alelo mutante (MT) ou de fipo selvagem (WT), que é facilmente detectével mediante a utilizagdo
de um equipamento de gPCR em tempo real. Isto permite uma sensibilidade <0,1%, que estd em
linha com o cutoff de JAK2 de 1% aceite actualmente, que é utilizado para a positividade clinica.
Contudo, deve ser tido em conta que alguns peritos clinicos consideram a presenca de qualquer
carga de JAK2 como sendo significativa clinicamente no momento do diagnéstico e, por esse
motivo, é necessdrio um método sensivel como qPCR (8). O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR ¢ baseado

nessa técnica.

A utilizagdo de gPCR permite a quantificagdo precisa de produtos PCR durante a fase exponencial
do processo de amplificagdo de PCR. Os dados quantitativos da PCR podem ser rapidamente
obtidos sem processamento pés-PCR, através da deteccdo em tempo real de sinais fluorescentes
durante e/ou posteriores ao ciclo da PCR, reduzindo assim drasticamente o risco de contaminagéo
de produtos PCR. Actualmente estdo disponiveis 3 tipos principais de técnicas de gPCR: andlise
de gPCR, utilizando corante SYBR® Green |, andlise de qPCR utilizando sondas de hidrélise e

andlise de qPCR utilizando sondas de hibridagao.

Este ensaio explora o principio de hidrélise de oligonucleétido de gPCR. Durante a PCR, os
primers directos e inversos hibridizam-se para uma sequéncia especifica. Estd contido na mesma
mistura outro oligonucleétido ligado ao corante. Esta sonda, que consiste num oligonucledtido
efiquetado com um corante repérter 5' e um corante de extingdo sem corante 3' a jusante,
hibridiza-se para uma sequéncia alvo dentro do produto de PCR. A andlise de gPCR com sondas
de hidrélise explora a actividade exonuclease 5'> 3" da polimerase de ADN de Thermus aquaticus
(Taqg). Quanto a sonda estd intacta, a proximidade do corante repérier ao corante de extingdo
resulta na supressdo da fluorescéncia do repérter, principalmente por transferéncia de energia de

tipo Forster.

Durante a PCR, se estiver presente o alvo de interesse, os primers directo e inverso hibridizam-se
especificamente e flanqueiam a sonda. A actividade exonuclease 5'>3' da ADN polimerase faz
a clivagem da sonda entre o corante repérter e o de extingdo apenas se os trés oligonucledtidos
se hibridizarem para o alvo. Os fragmentos da sonda sdo, depois, deslocados do alvo e a

polimerizacdo da cadeia continua. O final 3' da sonda é bloqueado para evitar a extenséo da
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sonda durante a PCR (Figura 1). O processo ocorre em cada ciclo e ndo interfere com a

acumulagéo exponencial de produto.

O aumento do sinal de fluorescéncia é detectado apenas se a sequéncia alvo for complementar
aos primers e & sonda e, por conseguinte, for amplificada durante a PCR. Devido a estes requisitos,
a amplificagdo ndo especifica ndo é detectada. Assim, o aumento na fluorescéncia é directamente

proporcional & amplificacdo do alvo durante a PCR.
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Figura 1. Principio da reac¢go. A tecnologia de PCR quantitativa especifica de alelo usada neste kit de ensaio permite a
defeccdo de SNPs sensivel, exacta e altamente reprodutivel. Esta técnica baseia-se na utilizagdo de primers inversos
especificos para os alelos de tipo selvagem e V617F (8). Somente uma correspondéncia perfeita entre o primer e o ADN
alvo permite a extenséo e a amplificagdo na PCR (ver Figura 2).
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Figura 2. PCR especifica de alelo. A utilizacéo de primers de tipo selvagem ou V617F e a mistura de sondas permite a
detecgdio especifica do alelo de tipo selvagem ou alelo com mutagdo em duas reacgdes separadas efectuadas utilizando a
mesma amostra. Os resultados podem ser expressos como uma percentagem das cépias VF entre o total de cépias JAK2.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24)

Ref.” 673623
Nomero de reaccoes 24
JAK2 Mutant Control (controlo mutante de JAK2) (100% alelo V617F) Vermelho 33 pl
JAK2 WT Control (controlo de JAK2 WT) (100% alelo de tipo selvagem) Verde 33l
JAK2 MT Quant Standard 1 (padréo quant. de JAK2 MT 1)

(5 x 10" copias/5 pl V&17F) Vermelho 20 ¢l
JAK2 MT Quant Standard 2 (padrdo quant. de JAK2 MT 2)

(5 x 102 cdpias/5 pl V&17F) Vol 207
JAK2 MT Quant Standard 3 (padrdo quant. de JAK2 MT 3)

(5 x 10° copias/5 pl V&17F) Vermelho 20 ¢l
JAK2 MT Quant Standard 4 (padrdo quant. de JAK2 MT 4)

(5 x 10¢ cdpias/5 pl V&17F) Vol 207
JAK2 WT Quant Standard 1 (padrdo quant. de JAK2 WT 1)

(5 x 10" cépias de tipo selvagem/5 pl) Verde 20yl
JAK2 WT Quant Standard 2 (padrdo quant. de JAK2 WT 2)

(5 x 102 cépias de tipo selvagem/5 pl) Ee 207
JAK2 WT Quant Standard 3 (padrdo quant. de JAK2 WT 3)

(5 x 10° copias de tipo selvagem/5 pl) Verde 20yl
JAK2 WT Quant Standard 4 (padréo quant. de JAK2 WT 4)

(5 x 10* cépias de tipo selvagem/5 pl) Ee 207
JAK2 MT Reaction Mix (mistura da reacgdo de JAK2 MT)* Vermelho 1010 pl
JAK2 WT Reaction Mix (mistura da reacgdo de JAK2 WT)t Verde 1010 pl
Taq DNA polymerase (polimerase Tag de ADN) (HotStarTaq® 5 unidades/pl) meerri: 85 pl
TE buffer for sample dilution (tampdio TE para dilvigdo de amostra) Branco 1,9 ml
Water for no template control (NTC) (4gua para controlo sem modelo (NTC))  Branco 1,9 ml
ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit Handbook (manual em inglés) 1

|
Mistura de PCR contendo todos os componentes necessdrios, excepto polimerase Taq de ADN e ADN alvo para o alelo MT.

T Mistura de PCR contendo todos os componentes necessdrios, excepto polimerase Tag de ADN e ADN alvo para o alelo WT.

*
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Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

Quando trabalhar com substancias quimicas, use sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protecgdo. Para mais informagdes, consulte as fichas de dados de

seguranca (SDS) apropriadas, disponiveis no fornecedor do produto.
Consumiveis e reagentes para extrac¢do manual de ADN

® QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (ref.® 61104)
e FEtanol (96 a 100%)

Nota: ndo utilizar dlcool desnaturado, pois este contém outras substéncias como o metanol ou

a butanona.
Consumiveis e reagentes para extrac¢do automatizada de ADN

e QlAsymphony® DSP DNA Mini Kit (ref.® 937236)

e Sample Prep Cartridges, 8-well (cartuchos de preparagdo de amostras, 8 pogos)
(ref.% 997002)

e 8-Rod Covers (tampas de 8 hastes) (ref.® 997004)

e Filter-Tips, 1.500 pl (pontas com filtros) (ref.® 997024)

® Filter-Tips, 200 pl (pontas com filtros) (ref.® 990332)

e Elution Microtubes CL (micro tubos de eluicdo CL) (ref.® 19588

e Tip disposal bags (sacos de eliminagdo de pontas) (ref.* 9013395)

® Micro tubes 2.0 ml Type H (micro tubos de 2,0 ml tipo H) (Sarstedt®, ref.? 72.694,

www_sarstedt.com)
Consumiveis e reagentes para PCR

e Pontas de pipetas de PCR, estéreis, isentas de nuclease e resistentes a aerosséis, com filtros

hidréfobos
® Tubos de PCR de 1,5 ml ou 2,0 ml isentos de nuclease

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (tubos e tampas de tiras, de 0,1 ml) para Rotor-Gene Q
(ref.2 981103 ou 981106)

o Gelo
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Equipamento

® Micropipetador (adaptdvel)* dedicado a PCR (1 a 10 pl; 10 a 100 pl; 100 a 1000 l)
® luvas descartdveis

e Agitador de vértex

® Bloco de aquecimento para lise de amostras a 56 °C

e Centrifuga de bancada* com rotor de tubos de reacgdo de 0,5 ml/1,5/2,0 ml (capaz de
atingir 13 000 a 14 000 rpm)

e Espectrofotémetro
Equipamento para preparacdo automatizada de amostras

e Equipamento QIAsymphony SP (ref.® 9001297), versdo de software 4.0 ou superior,
acessérios fornecidos e protocolo Blood_200_V7_DSP

e Tube Insert 3B (inserto de tubo 3B, transportador de amostra (samplecarr.) de 2,0 ml v2, com
inserto (24), Qsym, ref.® 9242083)

Equipamento para PCR

e Equipamento de PCR em tempo realT: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM e acessérios

fornecidos
® Rotor-Gene AssayManager® software v2.1.x (x > 0) instalado
® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v1.0.x (x > 0) instalado

e Perfil de ensaios JAK2 CE (ipsogen_JAK2_blood_CE_V1_0_x (x > 0)) importado

* Certifique-se de que os equipamentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagées do fabricante.
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Adverténcias e precaucdes

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Quando trabalhar com substdncias quimicas, use sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protecc@o. Para mais informagdes, consulte as fichas de dados de
seguranca (SDS) apropriadas. Estas estdo disponiveis online no formato compacto e prético PDF
em www.giagen.com/safety, onde pode procurar, visualizar e imprimir as SDS de cada kit
QIAGEN® e componente do kit.

ATENCAO | ATENCAO: NAO adicione lixivia nem solucdes dcidas directamente nos

desperdicios de preparacées da amostra.

Precaugoes gerais

A utilizagdo de testes de qPCR exige boas prdticas laboratoriais que incluem a manutencdo do
equipamento, que sdo dedicadas a biologia molecular e que estdo em conformidade com os

regulamentos aplicdveis e as normas relevantes.

Este kit destina-se a ser utilizado em diagnéstico in vitro. Os reagentes e as instrugdes fornecidos

neste kit foram validados para um desempenho ideal.

e O feste deve ser utilizado com amostras de sangue total anticoaguladas com EDTA de
potdssio e armazenadas a uma temperatura de 2 °C a 8 °C, durante um tempo méximo de

96 horas, até & extraccdo de ADN.

® Todos os produtos quimicos e materiais bioldgicos sdo potencialmente perigosos. As amostras

sdo potencialmente infecciosas e devem ser tratadas como materiais de risco biolégico.

® Elimine as amostras e os desperdicios dos ensaios de acordo com os procedimentos de

seguranca locais.

e Os reagentes para o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR estdo diluidos numa concentragdo
optimizada. Né&o efectue diluicdo adicional dos reagentes, pois poderia causar a diminuigéo

do seu desempenho.

® Ngo utilize volumes de reacgdo (mistura de reaccdo mais amostra) inferiores a 25 pl.
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e Todos os reagentes fornecidos no kit ipsogen JAK2 RGQ PCR devem ser utilizados apenas

com os outros reagentes fornecidos no mesmo kit. N&o substitua um reagente de um kit pelo

mesmo reagente de outro kit ipsogen JAK2 RGQ PCR, mesmo que pertenga ao mesmo lote,

pois isso pode afectar o desempenho.

® Para adverténcias, precaucdes e procedimentos adicionais, consulte o manual do utilizador
do equipamento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM e o manual do utilizador do RGAM 2.1.

® A dlteragdo dos tempos e temperaturas de incubacdo pode dar origem a dados erréneos ou

discordantes.
® Ngo utilize componentes fora de prazo de validade ou armazenados de forma incorrecta.
® As misturas de reaccdo podem ser alterados se forem expostas & luz.

e Tenha um cuidado extremo para evitar a contaminagdo das misturas pelos materiais sintéticos
contidos nos reagentes de padrdo quant. JAK2 MT e JAK2 WT, e pelos reagentes de controlo
mutante de JAK2 e JAK2 WT.

e Tenha um cuidado extremo para evitar a contaminagdo por transporte dos produtos de ADN

ou PCR, que causaria um sinal falso positivo.

e Tenha um cuidado extremo para evitar a contaminagdo por DNase, que poderia causar a
degradagdo do ADN do modelo.

e Utilize pipetas individuais, de uso exclusivo, para preparar as misturas de reacgdo e

adicionar modelos.
® NG&o abra o equipamento Rotor-Gene Q MDx até que a execugdo esteja concluida.
® NGdo abra os tubos do Rotor-Gene Q depois de a execugdo estar concluida.

® [ necessdrio fer cuidado para garantir testes de amostras correctos, com énfase na entrada

de amostra errénea, erro de carregamento e erro de pipetagem.

e Certifique-se de que as amostras sGo manuseadas de uma forma sistemdtica, para assegurar a

identificagdo correcta a qualquer momento, mantendo assim a rastreabilidade.

Portanto, recomendamos o seguinte:

e Utilizar material de laboratério (por ex., pipetas, pontas de pipetas, frascos-ampola de

reaccdo) isento de nuclease e usar luvas durante a realizacdo do ensaio.

e Utilizar pontas de pipetas novas e resistentes a aerosséis em todas as fases de pipetagem

para evitar a contaminagdo cruzada das amostras e reagentes.

® Preparar a mistura principal de pré-PCR com material dedicado (pipetas, pontas, etc.) numa
drea dedicada onde ndo sejam introduzidas matrizes de ADN (produtos de PCR, plasmideo
ou ADN). Adicionar o modelo numa zona separada (preferencialmente numa sala em

separado) com material especifico (pipetas, pontas, etc.).
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Para obter informacdes sobre a seguranca relativamente aos kits de extracgdo QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (ref.” 61104) e QlAsymphony DNA DSP Mini Kit (ref.? 937236), consulte os

respectivos manuais.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

Condi¢des de transporte

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR é expedido em gelo seco. Se qualquer componente do kit ipsogen
JAK2 RGQ PCR (excepto a enzima) ndo chegar ao destino em estado congelado, se a embalagem
exterior tiver sido aberta durante o tfransporte, ou se a remessa ndo contiver uma nota de
embalagem, o manual de instrucdes ou os reagentes, contacte um dos Departamentos da

Assisténcia Técnica QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte o verso do manual ou visite-nos

em www.giagen.com).

Condi¢cdes de armazenagem

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR deve ser armazenado, logo apds ter sido recebido, a uma
temperatura de —~30 °C a -15 °C apés a recepgdo, num congelador de temperatura constante e

protegido da luz.

Para obter informagdes relativas ao armazenamento dos kits de extracgdo QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (ref.” 61104) e QlAsymphony DNA DSP Mini Kit (ref. 937236), consulte os

respectivos manuais.

Estabilidade

Quando armazenado sob as condigdes de armazenamento especificadas, o kit ipsogen JAK2

RGQ PCR permanece estdvel até a data do prazo de validade indicada na etiqueta da caixa.

Uma vez abertos, os reagentes podem ser armazenados nas respectivas embalagens originais
entre -30 e -15 °C até & data do prazo de validade indicada, visivel na etiqueta da caixa. Deve
evitarse o descongelamento e congelamento sucessivos. Nao exceda um méximo de 5 ciclos de

congelamento/descongelamento.

Para obter informagdes sobre a estabilidade relativamente aos kits de extracgdo QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (ref.” 61104) e QlAsymphony DNA DSP Mini Kit (ref.® 937236), consultar os

respectivos manuais.

® Misture com cuidado, invertendo o tubo 10 vezes, e centrifugue todos os tubos excepto o da

enzina antes da abertura.
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® Os prazos de validade de cada reagente estdo indicados nas etiquetas dos componentes
individuais. Sob as condi¢des correctas de armazenamento, o produto ird manter o
desempenho para o tempo de estabilidade, desde que sejam utilizados os mesmos lotes de

componentes.

® Os procedimentos de controlo de qualidade da QIAGEN utilizam testes funcionais de
libertagcdo de kits para cada lote individual de kits. Por isso, ndo misture reagentes de kits

diferentes, mesmo que pertencam ao mesmo lote.

Armazenamento e manuseamento de amostras

Amostras de sangue total

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR deve ser utilizado com amostras de ADN gendmico extraido de

amostras de sangue total anticoaguladas com EDTA de potdssio armazenado do seguinte modo:
® a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C durante um mdximo de 96 horas;

® a uma temperatura entre 15 °C e 25 °C durante um méximo de 96 horas; ou

® congelado a uma temperatura entre =15 °C e =30 °C durante um mdximo de 1 més.

Nota: as amostras de sangue total devem ser expedidas sob as mesmas condicdes em que
estavam armazenadas, para evitar alteragdes de temperatura durante o armazenamento e a

remessa.
Amostras de ADN gendmico
Assim que o ADN gendmico for extraido, as amostras podem ser armazenadas e expedidas a

uma temperatura de entre ~30 °C a -15 °C, durante um tempo mdximo de 15 meses, directamente

apds a respectiva extracgdo ou apds serem diluidas num tampdo TE.

Procedimento

Extrac¢do e preparacdo de ADN gendémico a partir de sangue total

O ADN gendmico deve ser extraido mediante a utilizagdo de QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(ref.? 61104) ou do equipamento QIAsymphony SP, juntamente com QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit (ref. 937236).
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Certificar-se de que os reagentes a serem utilizados ndo expiraram e foram transportados e

armazenados sob as condicdes correctas.

Nota: o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR apenas foi validado em combinagdo com QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (ref. 61104) ou QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (ref.® 937236). Nao utilizar

qualquer outro produto de exiraccdo de ADN.
Extracg@o manual de ADN genédmico, utilizando QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

A extrac¢do manual de ADN genémico deve ser efectuada com QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(ref. 61104), de acordo com o Manual do QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (QIAamp DSP DNA
Blood Mini Kit Handbook) correspondente.

O que fazer antes de iniciar o procedimento

e Colocar as amostras de sangue & temperatura ambiente (15 a 25 °C) e certificar-se de que
estdo bem homogeneizadas.

® Preparacdo de Tampéo de lise
Caso se tenha formado um precipitado no Tampéo de lise (AL), dissolvé-lo, incubando a
56 °C.

® Preparacdo de Protease QIAGEN
Adicionar 1,2 ml de Solvente de protease (PS) ao frasco de Protease QIAGEN (QP)

liofilizada e misturar com cuidado. Para evitar a formagdo de espuma, misturar, invertendo o
frasco vdrias vezes. Certificar-se de que a Protease QIAGEN (QP) estd completamente
dissolvida.
Nota: ndo adicionar QP directamente ao Tampéo de lise (AL).

® Preparagdo de Tampdo de lavagem 1
Utilizando uma proveta, adicionar 25 ml de etanol (26 a 100%) co frasco que contém o
concentrado de 19 ml de Tampao de lavagem 1 (AW1). Armazenar o Tampdo de
lavagem 1 (AW 1) reconstituido & temperatura ambiente (15 a 25 °C).
Nota: misturar sempre o Tampdo de lavagem 1 (AW 1) reconstituido, invertendo o frasco

vdrias vezes antes de iniciar o procedimento.
® Preparagdo de Tampao de lavagem 2

Utilizando uma proveta, adicionar 30 ml de etanol (26 a 100%) co frasco que contém o
concentrado de 13 ml de Tampao de lavagem 2 (AW2). Armazenar o Tampdo de

lavagem 2 (AW?2) reconstituido & temperatura ambiente (15 a 25 °C).

Nota: misturar sempre o Tampdo de lavagem 2 (AW?2) reconstituido, invertendo o frasco

vdrias vezes anfes de iniciar o procedimento.
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Preparagdo do Tampédo de elui¢do
E fornecido um frasco de Tampdo de eluicdo (AE) com o kit. Para evitar a contaminacdo de
Tampdo de eluigdo (AE), recomendamos vivamente a utilizagdo de pontas de pipeta com
barreira para aerosséis ao pipetar o Tampdo de eluigdo (AE) a partir do frasco e substituir a

tampa do frasco logo a seguir.
Colocar o Tampdo de eluicdo (AE) a temperatura ambiente (15 a 25 °C).

e Colocar um bloco de aquecimento a 56°C, para a respectiva utilizagdo no passo 4.
Procedimento

1. Pipetar 20 pl de Protease QIAGEN (QP) para um tubo de lise (LT).
Nota: verificar a data de validade da protease reconstituida antes da respectiva utilizacdo.
2. Adicionar 200 pl de amostra sanguinea ao tubo de lise (LT).

3. Adicionar 200 pl de Tampdo de lise (AL) ao tubo de lise (LT), fechar a tampa e misturar,
agitando em vértex durante 15 segundos.
Nota: para assegurar uma lise eficiente, é essencial que a amostra e o Tampdo de lise (AL)

estejom bem misturados, para que seja produzida uma solugdo homogénea.

Nota: tendo em conta que o Tampdo de lise (AL) tem uma elevada viscosidade, certificar-se
de que adiciona o volume correcto de Tampdo de lise (AL), pipetando com cuidado ou

utilizando uma pipeta adequada.

ﬁ Néo adicionar Protease QIAGEN (QP) directamente ao Tampéo de lise (AL).
4. Incubar a uma temperatura de 56 °C (+1°C) durante 10 minutos (+1 minuto).

5. Centrifugar o tubo de lise (LT) durante cerca de 5 segundos a toda a velocidade para

remover pingos do inferior da tampa.

6. Adicionar 200 pl de etanol (96 a 100%) ao tubo de lise (LT), fechar a tampa e misturar bem,
agitando em vértex durante 215 segundos.

7. Centrifugar o tubo de lise (LT) durante =5 segundos a toda a velocidade, para remover
quaisquer pingos de liquido que estejam no interior da tampa.

8. Aplicar com cuidado todo o lisado do passo 7 & mini coluna de rotagdo QlAamp sem molhar

a borda. Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana da mini coluna de rotagdo

QlAamp.
Nota: se estiver a processar vdrias amostras, abrir apenas um tubo de lise (LT) de cada vez.

9. Fechar a tampa da mini coluna de rotagdo QlAamp e centrifugar a aproximadamente
6000 x g durante 1 minuto. Colocar a mini coluna de rotagdo QlAamp num tubo de lavagem

limpo (WT) e eliminar o tubo que contém o filtrado.
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Nota: se o lisado ndo tiver passado completamente pela membrana apés a centrifugacdo a
6000 x g (8000 rpm), centrifugar novamente a toda a velocidade (até 20 800 x g) durante

1 minuto.

Nota: se o lisado ainda ndo passar pela membrana durante a centrifugagéo, eliminar a

amostra e repetir o isolamento e a purificagdo com novo material de amostras.

10.Abrir com cuidado a mini coluna de rotacdo QlAamp e adicionar 500 pl de Tampdo de
lavagem 1 (AW 1) sem molhar a borda. Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana da

mini coluna de rotacdo QlAamp.

11.Fechar a tampa da mini coluna de rotagdo QlAamp e centrifugar a aproximadamente
6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar a mini coluna de rotagdo QlAamp num tubo
de lavagem limpo (WT) e eliminar o tubo que contém o filtrado.

12.Abrir com cuidado a mini coluna de rotagdo QlAamp e adicionar 500 pl de Tampédo de
lavagem 2 (AW2) sem molhar a borda. Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana da
mini coluna de rotagdo QlAamp.

13.Fechar a tampa da mini coluna de rotagdo QlAamp e centrifugar a toda a velocidade
(aproximadamente 20 000 x g, ou 14 000 rpm) durante 1 minuto. Colocar a mini coluna de

rotagdo QlAamp num tubo de lavagem limpo (WT) e eliminar o tubo que contém o filtrado.

14.Centrifugar a toda a velocidade (aproximadamente 20 000 x g, ou 14 000 rpm) durante

3 minutos para secar completamente a membrana.

15.Colocar a mini coluna de rotacdo QlAamp num tubo de elui¢do limpo (ET) e eliminar o tubo
de lavagem (WT) que contém o filtrado. Abrir com cuidado a tampa da mini coluna de
rotagdo QlAamp e aplicar 50 a 200 pl de Tampéo de eluicdo (AE) ao centro da membrana.
Fechar a tampa e incubar & temperatura ambiente (15 a 25 °C) durante 1 minuto.

Centrifugar a aproximadamente 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto para eluir o ADN.

16.Eliminar os tubos de amostras e as placas utilizados e os desperdicios, de acordo com os

regulamentos de seguranca locais.
Extrac¢Go automatizada de ADN gendmico, utilizando QlAsymphony DSP DNA Mini Kit

A extraccdo de ADN genémico automatizada deve ser efectuada com o equipamento
QIlAsymphony, utilizando o médulo Preparacéo de amostras juntamente com o QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit (ref.® 937236) e seguindo as instrugdes no Manual do kit QlAsymphony DSP DNA
(QIAsymphony DSP DNA Kit Handbook). As funcionalidades do protocolo JAK2 estdo destacadas

com o sinal AN no procedimento abaixo.

Com QlAsymphony SP, o QlAsymphony DSP DNA Mini Kit permite a purificagdo de ADN
automatizada de sangue total humano (utilizando o protocolo Blood_200_V7_DSP em

QlAsymphony).
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® NGgo é necessdrio prétratamento
e Os tubos sdo transferidos directamente para QIAsymphony SP

® A purificagdo do ADN é executada com particulas magnéticas

Aspectos importantes antes do inicio do procedimento

° O volume de sangue total a ser extraido é de 300 pl.

® [ necessdrio certificar-se de que estd familiarizado com a operacdo em QlAsymphony SP.
Consultar os manuais do utilizador fornecidos juntamente com o seu equipamento, para ter

acesso as instrucdes de operagdo.

® A manutencdo opcional ndo é obrigatéria para o funcionamento do equipamento, mas é

altamente recomendada para reduzir o risco de contaminagéo.

® Antes de utilizar um cartucho de reagentes pela primeira vez, verificar se os Tampdes QSL1 e
QSB1 nédo contém um precipitado. Se for necessdrio, remover os depésitos que contém os
Tampdes QSL1 e QSB1 do cartucho de reagentes e incubar durante 30 minutos a 37 °C,
agitando de vez em quando, para dissolver o precipitado. E necessdrio certificar-se de que
substitui os depdsitos nas posicdes correctas. Se o cartucho de reagentes g estiver furado, é
necessdrio certificar-se de que os depésitos estdo selados com tiras de vedante reutilizaveis e
incubar todo o cartucho de reagentes durante 30 minutos a 37 °C, agitando de vez em

quando em banho-maria.

e Tentar evitar a agitagdo vigorosa do cartucho de reagentes (RC), caso contrdrio pode ser

produzida espuma, o que poderd causar problemas de detec¢do do nivel do liquido.
O que fazer antes de iniciar o procedimento

® Antes de iniciar o procedimento, é necessdrio certificar-se de que as particulas magnéticas
estdo completamente em nova suspensdo. Agitar no vértex o depésito que contém as

particulas magnéticas durante pelo menos 3 minutos antes da primeira utilizagdo.

® [ necessdrio certificar-se de que a tampa de perfuragdo esté colocada no cartucho de
reagentes e de que a tampa do depésito de particulas magnéticas foi removida ou, se estiver
a utilizar um cartucho de reagentes parcialmente utilizado, certificar-se de que as tiras de

vedante reutilizdveis foram removidas.
e Certifique-se de que abre os tubos de enzimas.

® Se as amostras tiverem cédigos de barras, colocar as amostras no transportador de tubos, de
modo que os cédigos de barras fiqguem virados para o leitor de cédigos de barras, no lado

esquerdo do QIAsymphony SP.
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Procedimento

1. Fechar as gavetas e a campanula.

2. ligar o QlAsymphony SP e aguardar até que apareca o ecra "Sample Preparation”

(Preparagdo de amostras) e o procedimento de inicializagdo esteja concluido.

Nota: o interruptor de alimentagdo estd localizado no canto inferior esquerdo do
QIAsymphony SP.
Iniciar sessdo no equipamento.

4. E necessario certificar-se de que a gaveta "Waste" (Residuos) esté preparada
adequadamente e efectuar uma leitura do inventério da gaveta "Waste" (Residuos), incluindo
a manga de pontas e o recipiente de desperdicios liquidos. Se for necessdrio, substituir o
saco de eliminagdo de pontas.

5. Carregar a rack de eluicdo necesséria para a gaveta "Eluate" (Eluato).
Nao carregar uma placa de 96 pogos para "Elution slot 4" (Ranhura de eluigdo 4).

Utilizar "Elution slot 1" (Ranhura de eluigdo 1) apenas com o adaptador de arrefecimento
correspondente.

Ao utilizar uma placa de 96 pogos, é necessdrio certificar-se de que a placa tem a
orientacdo correcta, pois a colocagdo errénea pode causar a mistura de amostras na andlise

a jusante.

6. Carregar ofs) cartucho(s) de reagentes e consumiveis necessdrios para a gaveta "Reagents

and Consumables" (Reagentes e consumiveis).
Nota: é necessdrio certificar-se de que as pontas de pipetagem estdo fixadas correctamente.

7. Executar uma leitura de inventdrio da gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e

consumiveis).

8. A Transferir 300 pl da amostra de sangue total a ser extraida para um micro tubo
(2,0 ml tipo H) e colocé-lo no adaptador 3b de 2 ml, no transportador de tubos de ensaio.

Carregar os tubos de amostras para a gaveta "Sample" (Amostra).

9. Mediante a utilizagdo do ecra tdctil, inserir as informagdes necessdrias para cada lote de

amostras a ser pl’OCGSSCIdOI

O informagdes de amostras: alterar o formato de tubos predefinido (escolher o botdo "Select
All" (Seleccionar tudo) e seleccionar "Sarstedt reference 72.694" (Referéncia
Sarstedt 72 694) da tabela "Tube Insert" (Inserto de tubo));

O Protocolo a ser executado: escolher o botdo “Select All” (Seleccionar tudo) e seleccionar
a categoria “DNA Blood” (Sangue de ADN) - Blood_200_V7_DSP para a amostra de

sangue tofal
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o} & volume de eluicdo e posicdo de saida: 100 pl para o protocolo de sangue total.
Nota: assim que as informagdes sobre o lote sejam inseridas, o estado é alterado de
"LOADED" (carregado) para "QUEUED" (em fila de espera). Assim que um lote fique em fila

de espera, aparece o botdo "Run" (Executar).

10.Iniciar a execucdo.

11

O Para iniciar a execugdo, premir o botdo "Run" (Executar).

O Ler e confirmar a mensagem que aparece.

Nota: recomendamos que o utilizador aguarde junto ao equipamento, até que este tenha
executado a deteccdo do nivel de liquido dos tubos de controlo interno e o estado do

transportador de QlAsymphony SP seja alterado para "RUNNING" (em execugdo).

Nota: ndo efectuar uma pausa nem parar a execugdo durante o processamento (a menos que
ocorra uma emergéncia), pois isso levaria a que as amostras fossem assinaladas com o
alarme "unclear" (ambiguo).

Nota: é possivel carregar continuamente amostras e adiciond-las a esta execucdo (até que os
reagentes estejam carregados). Premir o botdo "Run" (Executar) para iniciar o procedimento

de purificagdo.

.No final da execugdo do protocolo, o estado do lote é alterado de "RUNNING" (em

execucdo)" para "COMPLETED" (concluido). Recuperar a rack de elui¢do que contém os

dcidos nucleicos purificados a partir da gaveta "Eluate" (Eluato).

Recomendamos a remogdo da placa de eluicdo da gaveta "Eluate” (Eluato) imediatamente
apds a conclusdo da execugdo. Dependendo da temperatura e humidade, as placas de
eluicdo deixadas no QIAsymphony SP apés a conclusdo da execugdo poderdo sofrer

condensag¢do ou evaporagdo.

Nota: geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluatos. Se algum eluato

tiver particulas pretas, as particulas magnéticas poderdo ser removidas da seguinte forma:

aplicar o tubo que contém o ADN num separador magnético adequado (por exemplo,
QIAGEN 12-Tube Magnet (iman para 12 tubos da QIAGEN), ref.© 36912) até que as
particulas magnéticas estejam separadas. Se o ADN estiver em microplacas, aplicar a
microplaca num separador magnético adequado (por exemplo, QIAGEN 96-Well Magnet
Type A (iman de 96 tubos da QIAGEN de tipo A), ref.® 36915) até que as particulas
magnéticas estejam separadas. Se ndo estiver disponivel qualquer separador magnético
adequado, centrifugar o tubo que contém o ADN durante 1 minuto a toda a velocidade

numa microcentrifugadora para formar uma esfera com as particulas magnéticas que restem.

Manual do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR  09/2017

22



12.Exportar o ficheiro do resultado de QlAsymphony SP: este relatério é gerado para cada

placa de elui¢do.

O Inserir o dispositivo de armazenamento de dados USB numa das portas USB, na parte da
frente de QIAsymphony SP;

O clicar no botdo "Tools" (Ferramentas);

O seleccionar "File Transfer" (Transferéncia de ficheiro);

O no separador "In-/Output Files" (Ficheiros de entrada/saida), seleccionar "Results Files"
(Ficheiros de resultados) e clique "Transfer" (Transferir).

Mantenha o nome de exportacdo do ficheiro, no seguinte formato: aaaa-mm-dd hh:mm:ss_ID

de rack de eluicdo.

13.Verificar a coluna "Validity of result" (Validade de resultado) para cada amostra no ficheiro

de resultados QIAsymphony SP

O Estado vélido e ambiguo: prosseguir para a qualificagdo e quantificagdo de ADN
O Estado invdlido: a amostra é rejeitada. Processar novamente o passo de extraccdo.
14.Se um cartucho de reagentes estiver apenas utilizado parcialmente, selar o cartucho com as
tiras de vedante reutilizaveis fornecidas e fechar os tubos que contenham protease K com
tampas de rosca, imediatamente apés o final da execugdo do protocolo, para evitar a
evaporagdo.
15.Eliminar os tubos de amostras e as placas utilizados e os desperdicios, de acordo com os

regulamentos de seguranca locais.
16.Limpar o QlAsymphony SP.

Seguir as instrugdes de manutengdo dos manuais de utilizador fornecidos juntamente com o
seu equipamento. E necessdrio certificar-se de que limpa regularmente as proteccées das

pontas para minimizar o risco de contaminagdo cruzada.

17 .Fechar as gavetas do equipamento e desligar o QIAsymphony SP.
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Qualificacdo e quantificacdo de ADN

Deve ser utilizado um tampdo AE ou ATE em branco para calibrar o espectrofotémetro.
E necessdrio utilizar estes tampdes porque os tampdes de eluicdo utilizados nos kits de extraccdo
de ADN genémico contém azida de sédio conservante, a qual absorve a uma temperatura de 260

nm.

e O récio de Azs0/A2s0 deve ser > 1,7, pois os rdcios inferiores a este indicam normalmente

contaminagdo por proteinas ou a presenca de quimicos orgdnicos e afecta o passo PCR.
® A quantidade de ADN é determinada medindo a densidade 6ptica a 260 nm.
® Quantidade total de ADN purificado = concentragdo x volume de amostra em pl.

® Se o récio de Axso/Azso estiver abaixo de 1,7 e se a concentracdo de ADN gendmico estiver

abaixo de 10 ng/pl, o processamento da amostra ndo deverd prosseguir.
Normaliza¢do de amostras de ADN gendmico
O ADN deve ser diluido em 10 ng/pl no tampéo TE fornecido no kit ipsogen JAK2 RGQ PCR.

O Rotor-Gene Q PCR é optimizado para 50 ng de ADN genémico purificado diluido num volume
final de 5 pl.
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Protocolo: gPCR em equipamento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Aspectos importantes antes do inicio do procedimento

e O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR deve ser executado no equipamento Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM, utilizando Rotor-Gene AssayManager v2.1. E conveniente familiarizar-se durante
algum tempo com o equipamento Rotor-Gene Q MDx antes de iniciar o protocolo. Para mais
detalhes, consultar os manuais de utilizador do equipamento, do Rotor-Gene

AssayManager v2.1 e do Gamma Plug-in.

® O Rotor-Gene AssayManager v2.1 permite a inferpretacdo automatizada dos resultados de

PCR. Os parémetros de ciclagem estdo bloqueados para a execugdo.
O que fazer antes de iniciar o procedimento

O Rotor-Gene AssayManager vers@o de software 2.1 tem de estar instalado no computador ligado
ao RotorGene Q e pode ser transferido do  website da  QIAGEN:
www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx. Para saber detalhes sobre a
instalagdo do software Rotor-Gene AssayManager v2.1 core, consultar o Manual do Utilizador

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

e O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR necessita especificamente do Gamma Plug-in. E possivel fazer
o download deste plug-in a partir da pagina do website da QIAGEN:
www.qiagen.com/de/shop/detection-solutions/personalized-healthcare/ipsogen-jak2-rgg-
per-kit-ce/#resources. Este plug-in deve ser instalado num computador que jé tenha

a versdo 2.1 de Rotor-Gene AssayManager instalada.

e O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR também necessita de um perfil de ensaios. Este perfil de
ensaios (ficheiro .iap) contém todos os pardmetros necessdrios para efectuar a ciclagem e
andlise do ensaio qPCR. E possivel fazer o seu download a partir da pagina do website da
QIAGEN dedicada ao kit ipsogen JAK2 RGQ PCR: www.qiagen.com/de/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare/ipsogen-jak2-rgq-per-kit-ce /#resources. E necessdrio

importar o perfil de ensaios no software Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Nota: o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR apenas pode ser executado se estiverem programadas

deferminadas definicdes de configuracdo no software de Rotor Gene AssayManager.

Para obter uma seguranca de processos em todo o sistema, devem ser definidas as seguintes

definicées de configuracdo necessérias para o modo fechado:

e "Material number required" (Ndmero do material necessério);
e "Valid expiry date required" (Data de validade necesséria);

® "Lot number required" (NUmero de lote necessdrio).
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Instalagdo de Gamma Plug-in e importacdo de perfil de ensaios

As informagdes sobre a instalagdo e a importagdo do Gamma Plug-in e do perfil de ensaios estdo
detalhadas nos manuais de utilizador Rotor-Gene AssayManager v2. 1 Core Application e Gamma

Plug-in.

® Fazer o download de Gamma Plug-in e da Gltima versdo do perfil de ensaios de JAK2 CE a
partir do website da QIAGEN.

® Iniciar o processo de instalagdo, fazendo duplo clique no ficheiro
RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi e seguindo as instrucdes de instalacdo.
Para obter uma descricdo detalhada deste processo, consultar a seccdo sobre “instalagdo de

plug-ins” no Manual do Utilizador Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Nota: para obter uma seguranca de processos em todo o sistema, seleccionar o separador
“Settings” (Definicdes) e verificar as caixas “Material number required” (Nimero do material
necessdrio), "Valid expiry date required" (Data de validade necessdria) e “Lot number
required” (NUmero de lote necessdrio) para o modo fechado (seccdo Work list (Lista de

trabalho)). Se ndo estiverem activadas (checked (verificado)), clicar para activar.

® Apés a instalagdo com sucesso do plug-in, uma pessoa que tenha direitos de administrador
para o software Rotor-Gene AssayManager v2.1 ird necessitar de importar o perfil de

ensaios ipsogen_JAK2_blood_CE, do seguinte modo:

1. Iniciar sessdo no software Rotor-Gene AssayManager como utilizador com direitos de

administrador.
Seleccionar o ambiente de configuragdes.
Seleccionar o separador "Assay Profiles" (Perfis de ensaios).

Clicar no botao "Import" (Importar).

O~ b

Seleccionar o perfil de ensaios ipsogen_JAK2_blood_CE a ser importado no didlogo e clicar
"Open" (Abrir).

6. Assim que o perfil de ensaios tenha sido importado com éxito, pode ser utilizado no
ambiente "Setup" (Configuragdo).

Nota: a mesma versdo de um perfil de ensaios ndo pode ser importada duas vezes.
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Processamento de amostras em equipamentos Rotor-Gene Q MDx com rotor de 72

tubos

Recomendamos o teste de oito amostras de ADN gendmico no mesmo ensaio para optimizar a

utilizacdo dos controlos, padrées e misturas de reacgdes.

A Tabela 2 indica o nimero de reacées que podem ser executadas utilizando o rotor de 72 tubos.

O esquema mostrado na Figura 3 fornece um exemplo da configuracdo de um rotor ou bloco de

carregamento para um ensaio com o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR.

Os nimeros representam as posicdes no bloco de carregamento e indicam a posi¢do final do

rotor.

Tabela 2. Nomero de reacgées para os equipamentos Rotor-Gene Q MDx com rotor de 72 tubos

Amostras

Numero de reacdes

Com a Mistura da reacgdo de JAK2 MT
8 amostras de ADN gendmico
Padrées quant. de JAK2 MT

Controlo de JAK2 MT (mutante)
Controlo de JAK2 WT (tipo selvagem)

Water for no template control (NTC) (4gua para controlo
sem modelo (NTC))

Com a Mistura da reacgdo de JAK2 WT

8 amostras de ADN genémico

Padrées quant. de JAK2 WT (tipo selvagem)
Controlo de JAK2 MT (mutante)

Controlo de JAK2 WT (tipo selvagem)
Water for NTC (Agua para NTC)
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& Os tubos devem ser inseridos no rotor, tal como estd indicado na Figura 3, pois a andlise
automatizada definida no perfil de ensaios é baseada nesta organizagdo. Se for utilizado um

esquema diferente, serdo obtidos resultados anémalos.
Nota: preencher todas as posicdes restantes com tubos vazios.
gPCR em equipamentos Rotor-Gene Q MDx com rotor de 72 tubos

1. Criar uma lista de trabalho para as amostras a serem processadas do seguinte modo.

O Ligar o equipamento Rotor-Gene Q MDx.

O Abrir o software Rotor-Gene AssayManager v2.1 e iniciar sessdo como utilizador com a
funcdo de operador no modo fechado.

O Clicar no botdo "New work list" (Nova lista de trabalho) no gestor de listas de trabalho
(ambiente "Setup" (Configuracdo)).

O Seleccionar “Perfil de ensaios JAK2 CE” da lista de perfis de ensaios disponiveis, no
passo “Ensaios”.

O Clicar no botdo "Move" (Deslocar) para transferir o perfil de ensaios seleccionado para a
lista "Selected assay profiles" (Perfis de ensaios seleccionados). O perfil de ensaios deve
aparecer agora na lista de perfis de ensaios seleccionados.

O Inserir o nimero de amostras no campo correspondente.

O Inserir as seguintes informagdes do kit de JAK2, que estdo impressas na tampa da caixa
® Nomero do material: 1079182
® Data de validade
® Nomero de lote.

Como alternativa, o cédigo de barras do kit pode ser introduzido ou lido.

O Seleccionar o passo "Samples" (Amostras). E mostrada uma lista com os detalhes de
amostras. A lista representa o esquema esperado do rotor.

O Inserir ofs) nimero(s) de identificagdo da amostra na lista, assim como qualquer
informagdo opcional sobre a amostra, tal como um comentédrio para cada amostra.

O Seleccionar o passo "Properties" (Propriedades) e inserir um nome para a lista de
trabalho.

O Activar a caixa de verificacdo "is applicable" (é aplicavel).

Guardar a lista de trabalho.

o

O A lista de trabalho pode ser impressa e isso poderd ajudar na preparagéo e configuracdo
de gPCR. Para imprimir a lista de trabalho, premir o botdo "Print work list" (Imprimir lista

de trabalho). Os detalhes de amostras estdo incluidos como parte desta lista de trabalho.
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Nota: a lista de trabalho pode ser criada assim que o ensaio esteja defi-nido no
equipamento ou antes de adicionar as amostras ao equipamento, uma vez o ficheiro da lista

de trabalho pode ser guardado.
2. Configurar o ensaio gPCR.

O Descongelar todos os componentes necessdrios excepto a polimerase Taq do ADN, que
deve ser mantida no congelador quando ndo estiver a ser utilizada. Colocar os tubos que
contém os componentes a serem descongelados no gelo.

Nota: ndo exceder 30 minutos no passo de descongelamento para evitar qualquer
degradagdo de material.

O Llimpar a drea da bancada dedicada & preparagdo da mistura de PCR para assegurar
que ndo hd contaminagdo de modelos nem de nuclease.

O Misturar com cuidado, invertendo 10 vezes os tubos que contenham misturas de reacgdo,
controlos e padrdes e centrifugar os mesmos brevemente antes da respectiva utilizaggo.

3. Preparar as seguintes misturas de qPCR, de acordo com o nimero de amostras a serem

processadas.
Todas as concentracdes sdo para o volume final da reacgdo.

As Tabela 3 e Tabela 4 descrevem o esquema de pipetagem para a preparacdo de misturas
MT e WT, calculado para obter volumes de reacgdo final de 25 pl. Estdo incluidos volumes

suplementares para compensar erros de pipetagem e abranger 8 amostras e controlos.

Tabela 3. Preparagéo de misturas qPCR para a detecgdo de sequéncias mutantes de JAK2

Componente 1 reaccdio (pl) 15+1* reacgdes (pl) Concentragdo final
Mistura da reaccdo de JAK2 MT 19,8 316,8 1x
Polimerase Tag de ADN 0,2 3,2 1x
/:crzcs);trj) (a ser adicionada no 5 5 cada _
Volume total 25 25 cada -

* Um volume de reacg@o suplementar é incluido como volume morto.

Tabela 4. Preparagéo de misturas qPCR para a detecgdo de sequéncias de tipo selvagem de JAK2

Componente 1 reaccdio (pl) 15+1* reacgdes (pl) Concentragdo final
Mistura de reacgdo de JAK2 WT 19,8 316,8 1x
Polimerase Taq de ADN 0,2 3,2 1x
/:;:::frz) (a ser adicionada no 5 5 cada _
Volume total 25 25 cada -

* Um volume de reacg@o suplementar é incluido como volume morto.

O Agitar no vértex e centrifugar brevemente antes de distribuir 20 pl da pré-mistura de gPCR

por tubo de tira.
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Agitar no vértex e centrifugar brevemente o ADN (amostras de ADN genémico + QS

e controlos). Depois, adicionar 5 pl de material a ser quantificado ao respectivo tubo
correspondente para obter um volume total de 25 pl. Misture cuidadosamente, pipetando
para cima e para baixo.

Nota: é necessdrio ter cuidado ao alterar pontas entre cada tubo, para evitar qualquer
contaminagdo ndo especifica de misturas de reacgdo ou modelos, e assim resultados
falso-positivos.

Voltar a colocar todos os componentes do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR no congelador,

para evitar qualquer degradacdo de materiais.

Preparar o Rotor-Gene Q MDx e iniciar a execu¢do do seguinte modo.

Coloque um rotor de 72 pogos no suporte de rotor do Rotor-Gene Q MDx.

Encher o rotor com tubos de tiras, de acordo com as posigdes atribuidas, comegando na
posi¢do 1, como mostra a Figura 3, com tubos de tiras com tampas vazios colocados em
todas as posi¢des ndo utilizadas.

Nota: é necessdrio certificar-se de que o primeiro tubo estd inserido na posicdo 1 e os
tubos de tiras estdo colocados na orientagdo e posicdes correctas, tal como mostra a
Figura 3.

Anexar o anel de aperto.

Carregar o equipamento Rotor-Gene Q MDx com o rotor e o anel de aperto e fechar a
tampa do equipamento.

No software de Rotor-Gene AssayManager v2.1, seleccionar a lista de trabalho
correspondente a partir do gestor de listas de trabalho e clicar no botao "Apply" (Aplicar)
ou, se a lista de trabalho ainda estiver aberta, clicar no botdo "Apply" (Aplicar).

Nota: se a lista de trabalho dedicada do ensaio ndo tiver sido criada, iniciar sessdo em
Rotor-Gene AssayManager v2.1 e seguir o passo 2 antes de proceder do seguinte modo.
Inserir o nome do ensaio.

Seleccionar o ciclador a ser utilizado na "Cycler selection" (Seleccdo de cicladores).
Verificar se o anexo de anel de aperto é efectuado correctamente e confirmar no ecrd
que o anel de aperto estd anexado.

Clicar no botdo "Start run" (Iniciar execucdo).

A execucdo de JAK2 RGQ PCR deve iniciar.

Faca o seguinte para terminar a execucdo.

Quando a execugdo estiver concluida, clicar em "Finish run" (Concluir execugdo).

Libertar e aprovar a execugdo:

® para utilizadores com sessdo iniciada com a funcdo de Aprovador: clicar em "Release
and go to approval" (Libertar e ir para a aprovagéo);

® para utilizadores com sessdo iniciada com a fungdo de Operador: clicar em

"Release" (Libertar).
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6. Libertar resultados.

O Se tiver sido efectuado um clique em "Release and go to approval" (Libertar e ir para a

aprovagdo), serdo apresentados os resultados do ensaio.

O E apresentado o seguinte alerta AUDAS (Automatic Data Scan (Leitura automética de

dados)). Verifique os alvos HEX manualmente na seccdo “Plots and Information” (Grdficos
e informagdes) das curvas de dados ndo processados, para ver se existem anomalias (por

ex., picos causados por erros de equipamento).

@ Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
fargets:

HEX_MT

HEX_WT

Manually check every curve of the targets
described above and reject problematic
samples.

[

Chamamos a atengdo para o facto de as curvas dos alvos HEX de controlo interno ndo

apresentarem formas tipicamente sigméides (semelhantes as curvas exemplificativas
abaixo apresentadas) e terem de ser consideradas curvas vdlidas. Chamamos a atengdo
para o facto de todos os outros critérios de validade interna (por exemplo, cutoffs Cr)

serem verificados automaticamente pelo software

HEX_WT

Manual do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR  09/2017



O Se um utilizador com funcdo de utilizador tiver clicado em "Release" (Libertar), alguém
com a fungdo de "Approver" (Aprovador) terd de iniciar sessdo e seleccionar o ambiente
"Approval" (Aprovacdo).
® Filtrar para o ensaio a ser aprovado seleccionando as opgdes de filtro e clicando no
botdo "Apply" (Aplicar).

® £ apresentado o alerta AUDAS (Automatic Data Scan) acima referido. Verifique os
alvos HEX manualmente na secgdo “Plots and Information” (Gréficos e informagdes)
das curvas de dados ndo processados, para ver se existem anomalias (por ex., picos
causados por erros de equipamento).

® Chamamos a atengdo para o facto de as curvas dos alvos HEX de controlo interno
ndo apresentarem formas tipicamente sigméides (semelhantes as curvas
exemplificativas acima apresentadas) e terem de ser consideradas curvas vdlidas.
Chamamos a atencdo para o facto de todos os outros critérios de validade interna
(por exemplo, cutoffs Cr) serem verificados automaticamente pelo software.

® Rever os resultados e clicar no botdo "Release/Report data" (Libertar/Reportar
dados).

® Clicar em "OK". O relatério serd gerado em formato .pdf e armazenado
automaticamente na pasta predefinida.
Por predefinicdo, o caminho desta pasta é:
QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports
Nota: este caminho e esta pasta podem ser alterados no ambiente “Configuration”
(Configuragdo).
Nota: para efectuar a resolugdo de problemas, é necessdrio um pacote de suporte da
execucdo. Os pacotes de suporte podem ser gerados a partir do ambiente de arquivo
ou aprovagdo (Manual do Utilizador Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual), sec¢do
“Troubleshooting” (Resolugdo de problemas), “Creating a support package” (Criagdo
de um pacote de suporte). Além disso, o registo de auditoria da hora do incidente
+1 dia poderd ser dtil. O registo de auditoria pode ser recuperado no Ambiente de
servico (Manual do Utilizador Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual), Secgdo 1.5.5.5).

7. Descarregar o equipamento Rotor-Gene Q MDx e eliminar os tubos de tiras de acordo com

os regulamentos de seguranca locais.
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Interpretacdo de resultados

A andlise é totalmente automatizada.

Os resultados das amostras de teste sdo analisados * automaticamente e definidos pelo Rotor-Gene
AssayManager v2.1, devendo, ainda, ser aprovados e libertados pelo utilizador com sessdo

iniciada com a fun¢do de aprovador.

Os resultados das amostras a serem aprovados t&m trés botdes de aprovagdo suplementares no
final da coluna correspondente. Estes botdes sdo utilizados para aceitar ou rejeitar dinamicamente
os resultados das amostras. Para obter mais informacdes, consulte o Manual do Utilizador do

Gamma Plug-in.
O Rotor-Gene AssayManager v2.1 ird analisar depois os controlos de execugdo:

® o NTC é verificado relativamente & auséncia de amplificagdo especifica JAK2 WT e JAK2

MT), e & presenca de amplificagdo do controlo interno;

QS MT e WT: a validacdo é baseada nos valores de declive e R2 de cada;

® WTC: o nimero total de cépias de JAK2 (TCN) deve ser suficientemente elevado para que
este controlo seja interpretado. Se for esse o caso, serd calcu-lada a percentagem de
mutagdo de JAK2. Este controlo de execugdo é validado se o respectivo estado for WT, de

acordo com o teste;

® MTC: o ndmero total de cépias de JAK2 deve ser suficientemente elevado para que este
controlo seja interpretado. Se for esse o caso, serd calculada a percentagem de mutacdo de
JAK2. Este controlo de execucdo é validado se o respectivo estado for altamente positivo

para a mutagdo JAK2.

Nota: o relatério gerado no final da execugdo mostra os resultados obtidos em controlos de

execucdo, com alarmes de invalidacdo & frente dos dados invdlidos.

Se todos os controlos da execucdo estiverem em conformidade, o Rotor-Gene AssayManager v2.1

ird analisar as amostras desconhecidas.
e Na amostra, o nimero total de cépias deve ser suficientemente elevado para que os
resultados sejam interpretados. A percentagem de mutagdo de JAK2 serd depois calculada e

o resultado serd apresentado. Se n&o for observada qualquer amplificagdo especifica num

* Activado apenas para alvos FAM.
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tubo (WT ou MT), serd verificada a amplificacdo do controlo interno para assegurar que isto
ndo é um artefacto. Deve ser observado pelo menos um valor CT em cada tubo (WT e MT)
para que uma amostra seja validada pelo Rotor-Gene AssayManager v2.1, e para que o
resultado correspondente seja vélido.

Nota: se os controlos de execucdo e os resultados de amostras forem vdlidos, o relatério ird
mostrar o nimero de cépias e a percentagem de mutacdo & frente de cada amostra.

A Tabela 5 mostra os alarmes de invalidagdo de amostras que podem ser atribuidos a um
tubo individual durante a andlise efectuada pelo Rotor-Gene AssayManager v2.1, juntamente

com uma explicacdo sobre o significado desses alarmes.

A Tabela 6 (page 38) mostra os alarmes de aviso de amostras e a descri¢do dos termos.
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Tabela 5. Alarmes de invalidacdo de amostras e descri¢do de termos

Alarme

Descrigdo

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION
MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW._CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (W)

MC_LOW_CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN
MC_NO_CT (MT)
MC_NO_VALUE

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE

NTC_IC_HIGH_CT (MT)

NTC_IC_HIGH_CT (WT)

NTC_IC_NO_CT (MT)

NTC_IC_NO_CT (WT)

NTC_IC_LOW_CT (MT)

NTC_IC_LOW_CT (WT)

O ensaio foi definido como invdlido porque a andlise falhou. Contacte os
Servicos Técnicos da QIAGEN.

O ensaio é invdlido porque pelo menos um controlo externo é invdlido.
O alvo utilizado para o célculo deste alvo é invdlido

A curva de amplificacdo de dados ndo processados mostra uma forma que se
desvia do comportamento estabelecido para este ensaio. Existe uma elevada
probabilidade de ocorrerem resultados erréneos ou uma interpretagdo errénea
de resultados.

A curva de amplificagdo de dados ndo processados mostra a forma de uma
lomba plana que se desvia do comportamento estabelecido para este ensaio.
Existe uma elevada probabilidade de ocorrerem resultados erréneos ou uma
interpretacdo errénea de resultados (por exemplo, determinagdo de valor Cr
errénea).

O céleulo para este alvo falhou.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo mutante com a mistura de reacgéo de tipo
selvagem.

O valor Cr detectado é inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo mutante com a mistura de reacgéo de tipo
selvagem.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
mutante com a mistura de reaccdo mutante.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
mutante com a mistura de reacgdo de tipo selvagem.

O nimero de cépias para o controlo mutante é demasiado baixo.

A percentagem de mutagdes do controlo mutante é demasiado baixa.

Na&o existe nimero de cépias para o controlo mutante.

Cr ndo detectdvel para o controlo mutante com a mistura de reac¢do mutante.
A percentagem de mutacdes do controlo mutante ndo tem qualquer valor.

A curva de amplificacdo passa o limiar mais do que uma vez. Um Cr ndo
ambiguo ndo pode ser determinado.

Néo foi encontrada qualquer linha de base inicial. N&o foi possivel efetuar a
andlise subsequente.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reac¢do mutante.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reaccdo de tipo
selvagem.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
sem modelo com a mistura de reacgdo mutante.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
sem modelo com a mistura de reacgdo de tipo selvagem.

O valor Cr detectado ¢ inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reac¢do mutante.

O valor Cr detectado ¢ inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reaccdo de tipo
selvagem.
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Alarme

Descrigdo

NTC_UNEXPECTED_VALUE
OTHER_TARGET_INVALID

OUT_OF_COMPUTATION_RANGE

QS_HIGH_SLOPE (MT)
Q@S_HIGH_SLOPE (W)
QS_IC_NO_CT (WT)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW_SLOPE (WT)
QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT]
QS_NO_CT (MT)
QS_NO_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT

SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE
SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT_IC_NO_CT

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT
STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

Foi detectado Cr no controlo sem modelo.

Um outro alvo para a mesma amostra é invdlido.

A concentragdo calculada para este exemplo excede o limite técnico.
O limite superior do declive de mutante é excedido.

O limite superior do declive de tipo selvagem é excedido.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que um ou mais
padrdes de quantificacdo de tipo selvagem.

O limite inferior do declive de mutante n&o ¢ atingido.

O limite inferior do declive de tipo selvagem n&o é atingido.

O limite inferior do R2 de mutante néo é atingido.

O limite inferior do R? de tipo selvagem né&o é atingido.

Nenhum Cr detectdvel para um ou mais padrées de quantificagdo de mutante.

Nenhum Cr detectdvel para um ou mais padrées de quantificacdo de tipo
selvagem.

O ensaio foi definido como invélido devido a um problema com o ciclador ou
com a ligagdo do ciclador.

O ensaio foi definido como invdlido porque a execugdo foi interrompida
manualmente.

O niémero de cépias para uma amostra de teste é demasiado baixo.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reaccdo mutante.

O valor Cr detectado ¢ inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reacgdo mutante.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que uma
amostra de teste com a mistura de reaccdo mutante.

Nenhum nimero de cépias para uma amostra de feste.
A percentagem de mutacdes de uma amostra de feste ndo tem qualquer valor.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reac¢do de tipo
selvagem.

O valor Cr detectado ¢ inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que a amostra de feste com a mistura de reaccdo de tipo
selvagem.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que uma
amostra de teste com a mistura de reaccdo de tipo selvagem.

A fluorescéncia dos dados ndo processados estd em forte saturagdo antes do
ponto de inflexdo da curva de amplificagdo.

E detetado um pico na curva de amplificacdo perto de Cr.

E defetada uma linha de base que sobe em flecha para a fluorescéncia dos
dados néo processados na curva de amplificagdo.

E detetada uma forte queda na linha de base para a fluorescéncia dos dados
ndo processados na curva de amplificagéo.

Ruido forte detetado fora da fase ascendente da curva de amplificagéo.

Ruido forte detectado na fase ascendente (exponencial) da curva de
amplificagdo.
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Alarme

Descrigdo

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

WTC_HIGH_PERCENTAGE

WTC_IC_HIGH_CT (MT)

WTC_IC_LOW_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT [MT)

WTC_IC_NO_CT (W)

WTC_LOW_CN
WTC_NO_CT (WT)

WTC_NO_CN
WTC_NO_VALUE

E detetada uma linha de base ondulada para a fluorescancia dos dados néo
processados na curva de amplificagdo.

A percentagem de mutagdes do controlo de fipo selvagem é demasiado
elevada.

O valor Cr detectado é superior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo de tipo selvagem com a mistura de reaccdo
mutante.

O valor Cr detectado é inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo de tipo selvagem com a mistura de reaccdo
mutante.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
de tipo selvagem com a mistura de reac¢do mutante.

Nenhum Cr detectdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo
de tipo selvagem com a mistura de reacgdo de tipo selvagem.

O nimero de cépias para o controlo de tipo selvagem é demasiado baixo.

Cr n&o detectdvel para o controlo de tipo selvagem com a mistura de reacgdo
de tipo selvagem.

Na&o existe nimero de cépias para o controlo de tipo selvagem.

A percentagem de mutagdes do controlo de tipo selvagem ndo tem qualquer
valor.

Tabela 6. Alarmes de adverténcia de amostras e descrigdo de termos

Alarme

Descrigdo

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY
SPIKE

A alteragdo da percentagem de fluorescéncia para esta amostra relativamente ao
tubo de amostra com a maior alteracdo de fluorescéncia é inferior a um limite

definido.
A eficiéncia da reagdo para esta amostra ndo atingiu um limite definido.

E detetado um pico na fluorescéncia de dados néo processados na curva de
amplificagdo mas fora da regido onde CT é determinado.
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Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolugdo de problemas pode ser Gtil para resolver qualquer problema que possa
surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a pdgina de perguntas frequentes no nosso
Centro de Suporte Técnico: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia
Técnica da QIAGEN estao sempre prontos a esclarecer quaisquer dividas que possa ter sobre as
informagdes e protocolos constantes deste manual de instrucdes ou sobre as tecnologias de
amostras e testes (para informagdes de contacto, consulte "Informagdes de contacto", na

pdgina 48).

Para obter informagdes sobre a resolugdo de problemas relativamente aos kits de extracgdo
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (ref.® 61104) e QlAsymphony DNA DSP Mini Kit (ref. 937236),

consultar os respectivos manuais.

Comentdrios e sugestoes

Extrac¢Go automatizada

Amostra assinalada com o alarme O motivo poderd ser uma pausa efectuada durante a execucdo de extracgdo. Se a execugdo

"unclear" (ambiguo) de extracgdo estava concluida, prosseguir para o passo de medicdo da concentracdo e rdcio
de OD. Caso contrdrio, repetir a execucdo de extracgdo.

Amostra assinalada com o alarme Isto refere-se a um erro inicial de volume de amostra. Verificar o volume de sangue mediante

"unprocessed" (ndo processado) a pipetagem. Se o volume estiver demasiado baixo, aumenté-lo para que a amostra tenha
300 pl e reiniciar a execugdo.

Amostra assinalada com o alarme Ocorreu um erro durante a execugdo de extraccdo. Repetir o passo de extraccdo para esta

"invalid" (invélido) amostra.

Erro de temperatura de bloco Uma mensagem de erro no final da execucdo relativamente & temperatura de refrigeragéo

de refrigeracdo significa que as amostras foram mantidas & temperatura ambiente (15-25 °C) desde o final

da execucdo de extrac¢do. Se as amostras tiverem sido mantidas & temperatura ambiente
durante < 12 horas, a qualidade do ADN genémico n&o deve ter sido alterada e o ADN
gendémico pode ser quantificado. Se > 12 horas, as amostras de ADN genémico podem ter
ficado degradadas. Se for esse o caso, repetir a extracgéo.

Erro de remogdo de placa de eluigdo No final da execugdo, pode aparecer uma mensagem de erro se a placa de eluigdo tiver
sido removida sem a verificagdo da operagdo relevante no ecrd. Isto pode ser rectificado, ao
clicar na caixa relevante.

Manuseamento geral para a avaliacdo do estado da mutagéo JAK?2, utilizando o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR

Cyrpa |

O ndmero total de cépias néo esté em confor ea stra correspondente é invélida: a amplificagdo é demasiado baixa

o) Verificar o récio Ao/ Ao Se for <1,7, executar uma nova extracgdo de ADN.

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR é optimizado para uma concentragdo funcional de 10 ng/pl.
Se a concentracdo de ADN ndo estiver nesta concentracdo, diluir ou extrair novamente ADN
do sangue fotal.

b)  Verificar a concentragcdo de ADN

) Se ambos os pardmetros estiverem em Verificar e calibrar novamente as pipetas antes de repetir o passo gPCR.

conformidade, os volumes de pipetagem
podem ser erréneos

O controlo de execugdo falha num padrdo QS
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Comentdrios e sugestoes

a)  Inversdo do frasco Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo.
. o Conservar os conteddos do kit entre

b} Inversto durante a distribuicdo -15 ¢ -30 °C e manter as misturas de reacgdo protegidas da luz.

c)  Contaminagdo cruzada Evitar um congelamento e descongelamento repetidos.

d)  Degradagdo parcial do padréo

e)  Reagentes PCR parcialmente degradados

fi  Amplificagdo néo especifica

Nenhum sinal ou sinal baixo para um padréo

a)  Problema de distribuicdio Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo.

L ) ~ Repetir a execugdo de PCR.
b)  Utilizagdo da mesma mistura de reacgdo

para QS WT e MT
O Controlo sem modelo (NTC) de H;O é positivo
o)  Contaminagdo cruzada Substituir fodos os reagentes criticos.
Manusear sempre as amostras, componentes do kit e consumiveis de acordo com as préticas

b)  Contaminaggo de reagente normalmente aceites para evitar a contaminag&o por transporte.
c)  Inversdo de tubo de tira Manter as misturas de reacgdo protegidas da luz.

d] Degradagéo da amostra Verificar a existéncia de falsos positivos na curva de fluorescéncia.

Sem sinal, mesmo nos controlos-padréo

Erro de pipetagem ou reagentes ausentes Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo.
Repetir a execugdo de PCR.
Sinais ausentes ou baixos nas amostras, mas a execu¢do dos controlos é boa

Verificar sempre a qualidade do ADN, medindo a concentracdo e o récio Axco/Azsoantes de
iniciar.

Efeitos inibidores do material da amostra
provocados por uma purificagdo
insuficiente Repetir a preparacdo do ADN.

O Controlo de tipo selvagem (WTC) é positivo, mas o Controlo mutante (MTC) ndo é suficientemente positivo

Contaminago por fransporte Substituir fodos os reagentes criticos.

Repetir o ensaio com novas aliquotas de todos os reagentes.
Manusear sempre as amostras, componentes do kit e consumiveis de acordo com as prdticas
normalmente aceites para evitar a contaminag&o por transporte.

E necessario certificar-se de que as pontas sdo alteradas entre a pipetagem de reagentes
diferentes.

Sinal de Controlo de tipo selvagem (WTC) ou Controlo mutante (MTC), na utilizacGo de misturas de reacc@o reciprocas

a)  Contaminago cruzada Substituir fodos os reagentes criticos.

L Repetir o ensaio com novas aliquotas de todos os reagentes.
b)  Contaminagdo de reagente ) o .
Manusear sempre as amostras, componentes do kit e consumiveis de acordo com as prdticas

<) Inversdo de tubo normalmente aceites para evitar a contaminagéo por transporte.
Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo.
Deteccéio invertida do controlo positivo

a)  Contaminago cruzada Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo.

b)  Inversdo da distribuicdo da mistura de
reacgdo no tubo ou na pré-mistura

Sem sinal para uma amostra ou controlo, incluindo o controlo interno

Verificar o esquema de pipetagem e a configuragdo da reaccdo. Se o controlo interno néo
estiver amplificado, isso significa que a mistura de reacgdo néo foi adicionada ou estd
b)  Mistura de reaccdo degradada degradada.

a)  Mistura de reacgdo ndo adicionada

Repetir o passo gPCR com uma nova mistura de reaccdo.
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Nota: se o problema ndo puder ser atribuido a nenhuma das causas acima referidas ou se a acgdo
correctiva sugerida ndo resolver o problema, contacte a Assisténcia Técnica da QIAGEN para se

aconselhar.

Controlo de qualidade

O controlo de qualidade do kit completo foi efectuado num equipamento Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM. Este kit é fabricado de acordo com a norma ISO 13485:2012. Os certificados de andlise

estdo disponiveis quando solicitado através de www.qiagen.com/support/.
Limitacoes

O kit destina-se & utilizagdo profissional.

O produto deve ser utilizado apenas por pessoal com especial formagdo, especializado em

técnicas de biologia molecular e familiarizado com esta tecnologia.

Este kit deve ser utilizado seguindo as instrugdes constantes deste manual, em combinagdo com
um equipamento validado indicado em "Materiais necessdrios mas ndo fornecidos", na

pdgina 10.

Deve prestar-se atencdo as datas de validade impressas na etiqueta da caixa. N&o utilizar

componentes fora do prazo de validade.

Todos os reagentes fornecidos no kit ipsogen JAK2 RGQ PCR devem ser utilizados apenas com os
outros reagentes fornecidos no mesmo kit. A ndo observéincia desta diretriz poderd afetar o

desempenho.

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR é validado apenas para sangue total anticoagulado em EDTA de

potdssio, colhido de doentes com MPN suspeita.

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR é validado apenas para ser utilizado com QlAsymphony DNA DSP
Mini Kit (ref.® 937236) ou QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (ref.* 61104).

O kit ipsogen JAK2 RGQ PCR ¢ vdlido apenas para utilizagdo com o Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM (para PCR) e o QlAsymphony SP (para preparacdo de amostras).
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Qualquer outra utilizagdo néo indicada deste produto e/ou modificacdo dos componentes anulard
qualquer responsabilidade da QIAGEN.

Todos os resultados de diagnéstico gerados tém de ser interpretados em conjunto com outros
achados clinicos ou laboratoriais. A auséncia da mutacdo JAK2 V617F/G1849T ndo exclui a

presenca de outras mutagdes JAK2.

O utilizador é responsdvel por validar o desempenho do sistema para quaisquer procedimentos

utilizados no seu laboratério que ndo estejam cobertos pelos estudos de desempenho da QIAGEN.

Caracteristicas de desempenho

Limite do branco

O limite do branco (LOB) foi determinado, mediante o seguimento da norma CLSI/NCCLS EP17-

2A sobre amostras de sangue total sauddvel, com um estado JAK2 de tipo selvagem (30 amostras,
120 medigdes/lote, 3 lotes).

Os resultados de LOB estdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Resumo do limite de resultados de branco

Limite medido de branco Limite final de branco
Lote de validagdio 1 0%
Lote de validagdo 2 0% 0%
Lote de validacdo 3 0%

Limite de deteccdo

O limite de detecgdo (LOD ou sensibilidade analitica) foi determinado com base na "abordagem
Probit" descrita na norma CLSI/NCCLS EP17-2A. Neste estudo, foram analisados 6 niveis baixos
de mutagdo para 3 amostras independentes (ADN de sangue total de MPN perfurado em ADN de
sangue total de tipo selvagem), com 3 lotes e 60 medicdes por amostra e por mutagdo.
Os resultados obtidos indicaram que a sensibilidade analitica era 0,042% para mutagdo JAK2
V617F.

Os resultados de LOD estdo resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8. Resumo do limite de resultados de detecgdo

Limite medido de detecgdo

Limite final de deteccdo

Lote de validacdo 1
Lote de validagdio 2

Lote de validacdo 3

0,041%
0,029%
0,042%

0,042%

Linearidade

A linearidade da quantificagdo da mutagdo JAK2 em doentes de MPN foi avaliada de acordo
com a norma CLSI/NCCLS EPOSAE, com um lote de kit ipsogen JAK2 RGQ PCR e com testes em
11 niveis de mutagdo para 5 entradas de ADN diferentes. A quantificagdo da carga de mutagdo
JAK2 em amostras de MPN é linear, por exemplo, o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR pode quantificar

amostras do valor LOD para 100% de mutagdo, desde que a concentracdo da amostra

quantificada esteja perto de 10 ng/pl (entre 5 e 20 ng/pl).

Repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo de precisdo foi efectuado de acordo com a norma CLSI/NCCLS EP5 A2. Os testes foram
efectuados em 11 niveis de mutagdo, cada nivel testado em duplicado em 54 execugdes
efectuadas durante mais de 27 dias, produzindo 108 medi¢des por nivel de mutagdo.

Os resultados estdo resumidos na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados de precisdo

Percentagem média de mutagéo

Amostra JAK2 DPs. DPexecucios+ DProtaess CVrora

S1 72,67 1,99 2,99 5,45 7,50%

S2 53,96 2,48 3,16 6,52 12,09%
S3 23,13 1,59 1,95 4,51 19,52%
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 23,27%
S5 6,01 0,71 0,63 1,57 26,17%
S6 2,39 0,31 0,36 0,70 29,23%
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 27,38%
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 37,88%
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 52,31%
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 65,01%
S11 0,007 0,01 0,002 0,01 146,84%

R+: Repetibilidade.
EXECUCAO++: Entre reprodutibilidade de execugaes.

TOTAL+++: Precisdo total (incluindo interequipamento, interoperador e interlote).

CVrorau: coeficiente de variagdo para a precisdo total (% de JAK2 MT).
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Substdncias interferentes

A estrutura do estudo foi baseada em recomendacdes descritas na norma de NCCLS EP7-A2
"Interference Testing in clinical Chemistry" (Testes de interferéncia em bioquimica). Um total de 17
substdncias possivelmente presentes em amostras sanguineas foram escolhidas devido ao seu
possivel efeito em PCR (bussulfano, bromidrato de citalopram, cloridrato de paroxetina hemi-
hidratado, cloridrato de sertralina, cloridrato de fluoxetina, paracetamol, bilirrubina ndo
conjugada, EDTA de potdssio, hemoglobina [humana], triglicéridos, dihidrato de lisinopril,
hidroxiureia, dcido acetilsalicilico, écido salicilico, tiotepa, anagrelida e interferdo alfa 2b).

Os resultados obtidos ndo mostraram efeitos interferentes para estas substancias.

Validagdo clinica e comparacéo de métodos

Foi efectuado um estudo que incluiu 65 amostras sanguineas clinicas de MPN em 2 centros clinicos
franceses para comparar o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR com o kit ipsogen JAK2 MutaQuanf® da

QIAGEN, o qual foi utilizado como método de referéncia.

Um total de 65 amostras sanguineas de MPN foram congeladas e descongeladas e o ADN
genémico foi extraido. Todas as amostras passaram nos controlos de qualidade de ADN em ambos

os métodos de extraccdo de ADN gendmico.

A regressdo de Deming comparou as percentagens medidas das mutagdes JAK2 de ambos os
métodos. Houve uma forte correlacdo entre o método de referéncia e o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR
para amostras com mutagdes JAK2 com niveis de mutagdo entre 0% e 95% (R?=0,969), tal como

mostra a Figura 4.
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Percentagem de mutagdo

Kit Jak2, extraccdo manual

I I I I I
0 20 40 60 80
Método de referéncia: MutaQuant

Figura 4. Gréfico de percentagens de mutagdo de JAK2 V617F obtidas com o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR e um método de
referéncia sobre as mesmas amostras.

As percentagens de mutacdo de JAK2 obtidas com o kit ipsogen JAK2 RGQ PCR foram
globalmente mais elevadas do que as percentagens obtidas com o método de referéncia,

realcando a melhor sensibilidade deste novo kit (~ 1 registo) (9).
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Simbolos

Os seguintes simbolos poderdo aparecer na embalagem e nas etiquetas:
Contém reagentes suficientes para <N> reaccdes
<N>
Prazo de validade

IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Ref.®

LOT Niémero de lote

Nomero do material

@l Global Trade Item Number

Limites de temperatura

Fabricante

\\‘//
//IT Proteger da luz
a
EIE Consultar instrugdes de utilizagdo

Aviso
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Informacdes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de Suporte Técnico em
www.giagen.com/Support, ligue para 00800-22-44-6000 ou contacte um dos Departamentos da
Assisténcia Técnica ou distribuidores locais da QIAGEN (consulte o verso do manual ou visite-nos

em www.qiagen.com).
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Informacdes para encomendar

Produto Conteudo Ref.*

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24) Para 24 reacgdes: controlo JAK2 de tipo selvagem, controlo JAK2 V617F, padrdes 673623
quant. JAK2 WT, padrdes quant. JAK2 MT, mistura da reacgdo JAK2 WT, mistura da
reacgdo JAK2 MT, polimerase Taq de DNA, tampdo TE para dilvigdo, dgua para NTC

Rotor-Gene Q MDx - para andlise PCR em tempo real validada por IVD em aplicagdes clinicas

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform Ciclador de PCR em tempo real e analisador de Fuséo de Alta Resolugdo (HRM) com 9002032
5 canais (verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal HRM, computador
portétil, software, acessérios, 1 ano de garantia das pecas e do servigo da
assisténcia; instalacdo e formagdo ndo incluidos

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System Ciclador de PCR em tempo real e analisador de Fuséo de Alta Resolugdo (HRM) com 9002033
5 canais (verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal HRM, computador
portdtil, software, acessérios, 1 ano de garantia das pecas e do servico da
assisténcia; instalagdo e formagdo

Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Software Software para testes de rotina juntamente com o Rotor-Gene Q 9024203

Rotor-Gene Assay Manager 2.1 License Software com licenga Gnica para instalagdo num computador 9025620

Loading Block 72 x 0.1ml Tubes Bloco de aluminio para a preparacdo manual da reac¢do com uma pipeta de canal 9018901
Unico em 72 tubos de 0,1 ml

Strip Tubes and Caps, 0.1ml (250) 250 tiras de 4 tubos e tampas para 1000 reaccdes 981103

Strip Tubes and Caps, 0.1ml (2500) 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para 10 000 reaccdes 981106

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit Para 50 preparacdes: Colunas de rotacdo, solugdes tampdo, reagentes, tubos, 61104
conectores de vdcuo mini do QlAamp

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit Para 192 preparagdes de 200 pl cada: inclui 2 cartuchos de reagentes e racks e 937236
acessérios de enzimas

QlAsymphony SP e acessérios

QIAsymphony SP System Médulo de preparacéo de amostras QlAsymphony: inclui instalagdo e formacdo e 9001751
1 ano de garantia das pegas e do servigo de assisténcia

QIAsymphony SP Médulo de preparagcdo de amostras QIAsymphony: inclui 1 ano de garantia das 9001297
pecas e do servico de assisténcia

Sample Prep Cartridges, 8-well (336) Cartuchos de preparacdo de amostras de 8 pocos para serem utilizados juntamente 997002
com QlAsymphony SP

8-Rod Covers (144) Tampas de 8 hastes para serem utilizadas juntamente com QlAsymphony SP 997004

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (1024) Pontas com filtros descartdveis com racks; (8 x 128). Para serem utilizadas 990332
juntamente com o QlAcube® e os equipamentos QlAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP (1024) Pontas com filtros descartdveis com racks; (8 x 128). Para serem utilizadas 997024
juntamente com os equipamentos QlAsymphony SP/AS

Elution Microtubes CL (24 x 96) Tubos de polipropileno néo esterilizados (0,85 ml de capacidade méxima, menos 19588
de 0,7 ml de capacidade de armazenamento, 0,4 ml de capacidade de elvicdo);
2304 em racks de 96; inclui tiras de tampas

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 unidades/ml, solugdo) 19101

Buffer ATL (200 ml) Tampdo de lise de tecido de 200 ml para 1000 preparacdes 19076
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Para informagdes actualizadas sobre licenciamento e limitagdes de responsa-bilidade especificas
do produto, consulte o respectivo manual de instrucdes do kit QIAGEN ou o manual do utilizador.
Os guias e manuais do utilizador do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem

ser solicitados & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Manual do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR  09/2017

50



Este produto destina-se & utilizagdio em diagnéstico in vitro. Os produtos ipsogen néo podem ser revendidos, modificados para revenda ou utilizados para o fabrico de produtos comerciais sem a aprovagéo por escrito da
QIAGEN.

As informagdes contidas neste documento estdo sujeitas a alteragdes sem aviso prévio. A QIAGEN ndo se responsabiliza por quaisquer erros que possam aparecer neste documento. Considera-se este documento como
completo e rigoroso no momento da sua publicagdo. Em caso algum poderd a QIAGEN ser considerada como responsavel por danos acidentais, especiais, mdltiplos ou consequenciais relacionados com ou decorrentes
da utilizagdo deste documento.

Garantimos que os produtos ipsogen cumprem as especificagdes indicadas. Caso os produtos ndo apresentem o desempenho garantido, a Gnica obrigacdio da QIAGEN e a Gnica compensagdo do cliente limitam-se &
substituicdo dos produtos de forma gratuita.

A mutacdo JAK2 V617F e suas utilizagdes séo protegidas por direitos de patente, incluindo a patente europeia EP1692281, patentes dos EUA 7,429,456 e 7,781,199, pedidos de patentes dos EUA US20090162849
e US20120066776 e equivalentes estrangeiras.

A aquisicdo deste produto ndo implica qualquer direito & sua utilizagdio em ensaios clinicos de medicamentos destinados a JAK2V617F. A QIAGEN desenvolve programas de licenciamento especifico para
essas utilizagdes. Contacte o nosso departamento juridico através de  jak2licenses@qiagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTaq®, ipsogen®, MutaQuanf®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo Fisher Scientific
Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co).

Contrato de Licenca Limitada

A utilizagdo deste produto implica a aceitagdo por parte de qualquer comprador ou utilizador do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR dos seguintes termos:

1. Okit ipsogen JAK2 RGQ PCR pode ser utilizado unicamente de acordo com o Manual do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR (ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Handbook) e apenas para a utilizagdo com os componentes
contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN ndo concede nenhuma licenca para usar ou incluir os componentes englobados neste kit com qualquer componente néo incluido neste
kit, salvo descrito em contrério no Manual do kit ipsogen JAK2 RGQ PCR (ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Handbook) e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.qgiagen.com.

2. Salvo em licencas expressamente declaradas, a QIAGEN ndo presta qualquer garantia de que este Kit e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes ndo infrinja(m) os direitos de
terceiros.
3. EsteKit e os seus componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagéo e néo podem ser reutilizados, renovados nem ser objecto de revenda.
4. A QIAGEN nédo se responsabiliza especificamente por quaisquer outras licencas, expressas ou implicitas, salvo as exp declaradas.
5. O comprador e o utilizador do Kit concordam em ndo tomar medidas nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir ou proporcionar quaisquer dos actos proibidos acima mencionados.

A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes do presente Contrato de Licenga Limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas de tribunal e de investigacdo em que incorra, incluindo honordrios
de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Contrato de Licenca Limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao Kit e/ou aos seus componentes.
Para obter os termos de licenca actualizados, consulte www.qgiagen.com.
HB-1829-005 1107956 157038730 © 2017 QIAGEN, all rights reserved.
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