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Klasa wyrobu

Klasa C

Rok
wprowadzenia
wyrobu na rynek
UE po raz
pierwszy

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24) CE (numer katalogowy
673623, wersja 1), spetniajacy wymagania dyrektywy
UE 98/79/WE w sprawie wyrobéw medycznych uzywanych do
diagnozy in vitro oraz decyzji komisji 2010/227/UE, zostat
wprowadzony na rynek UE po raz pierwszy w roku 2014.

Upowazniony
przedstawiciel,
jesli dotyczy

Nie dotyczy

Jednostka
notyfikowana

i numer
identyfikacyjny
(Single
Identification
Number, SIN)

TUV Rheinland; numer jednostki notyfikowanej: 0197

Przeznaczenie wyrobu

Przeznaczenie

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit to ilosciowe oznaczenie in
vitro wykorzystujgce reakcje PCR przeznaczone do wykrywania
i iloSciowego oznaczania mutacji JAK2 < V617F/G1849T
w genomowym DNA wyizolowanym z ludzkiej obwodowej krwi
petnej antykoagulowanej 2K-EDTA. Wyniki otrzymane przy uzyciu
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sg przeznaczone do
stosowania w  przypadku pacjentow z  nowotworem
mieloproliferacyjnym (Myeloproliferative Neoplasm, MPN) jako
dane uzupetniajgce do oceny przypadkow, co do ktdrych istnieje
podejrzenie wystepowania postaci MPN ujemnej wzgledem
chromosomu Filadelfia (Philadelphia, Ph) oraz do monitorowania
choroby molekularnej. Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy
interpretowa¢ w potgczeniu z innymi obserwacjami z zakresu
patologii kliniczne;j.
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Wskazania i
populacje
docelowe

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do oceny
stanu pacjentdw z  nowotworem mieloproliferacyjnym
(Myeloproliferative Neoplasm, MPN), co do ktérych istnieje
podejrzenie wystepowania postaci MPN ujemnej wzgledem
chromosomu Filadelfia (Philadelphia, Ph) oraz do monitorowania
choroby molekularnej.

Przeciwwskazania | Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.
i/lub ograniczenia

Produkt moze by¢ uzywany wylgcznie przez profesjonalnych
uzytkownikdw odpowiednio przeszkolonych w zakresie technik
biologii molekularnej i zaznajomionych z technologig
wykorzystywang w wyrobie. Procedure uzycia wyrobu nalezy
wykonywac¢ w laboratoriach biologii molekularne;j.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzytku
wylgcznie z aparatem QIAGEN Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM
oraz innymi zwalidowanymi komponentami uzywanymi podczas
wykonywania procedury i wskazanymi w odpowiednich
instrukcjach uzycia. Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest
wyrobem umozliwiajgcym wykonanie w petni zautomatyzowanego
oznaczenia. Analiza wykonywana przy jego uzyciu jest jednak
wspomagana przez dedykowane oprogramowanie do wykonania

zautomatyzowanego oznaczenia ilosciowego mutaciji.

Zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit nalezy uzywac zgodnie

z instrukcjami zawartymi w dotgczonej Instrukcji uzycia.
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Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na
etykiecie opakowania i etykietach probowek. Nie uzywac

przeterminowanych elementow.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit sg przeznaczone do stosowania wytgcznie
z odczynnikami z tego samego zestawu. Nieprzestrzeganie tej
wytycznej moze wptyng¢ na skutecznos¢ zestawu.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wytgcznie
pod katem uzycia z prébkami ludzkiej obwodowej krwi petnej
antykoagulowanej  2K-EDTA, pobranej  od pacjentow
z podejrzeniem lub rozpoznaniem nowotworu MPN.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wytgcznie
do stosowania z zestawem QIAsymphony DNA DSP Mini Kit (nr
kat. 937236) lub QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104).

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wytgcznie
do stosowania z aparatami Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
(do reakcji PCR) i QlIAsymphony SP (do przygotowania probek).

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub
wprowadzenie zmian w jego sktadnikach spowoduje zniesienie
odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ w potgczeniu
z innymi obserwacjami z zakresu patologii klinicznej. Brak mutaciji
JAK2 V617F/G1849T nie wyklucza obecnosci innych mutacji genu
JAK2. W przypadku obecnosci dodatkowych  mutacji
zlokalizowanych w nukleotydach od 88504 do 88622 test moze
zgtaszac wyniki fatszywie negatywne.
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Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu
pod katem wszelkich procedur stosowanych w danym laboratorium,
ktére nie sg objete badaniami skutecznosci wykonanymi przez firme
QIAGEN.

Opis wyrobu

Opis wyrobu

a) Ogodlny opis wyrobu, w tym przeznaczenie wyrobu i jego
docelowi uzytkownicy;

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit to ilosciowe oznaczenie in
vitro wykorzystujgce reakcje PCR przeznaczone do wykrywania
i iloSciowego oznaczania mutacji JAK2 < V617F/G1849T
w genomowym DNA wyizolowanym z ludzkiej obwodowej krwi
petnej antykoagulowanej 2K-EDTA.

Wyniki otrzymane przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit sg przeznaczone do stosowania w przypadku pacjentow
z nowotworem mieloproliferacyjnym (Myeloproliferative
Neoplasm, MPN) jako dane uzupetniajgce do oceny przypadkéw,
co do ktérych istnieje podejrzenie wystepowania postaci MPN
ujemnej wzgledem chromosomu Filadelfia (Philadelphia, Ph) oraz
do monitorowania choroby molekularnej. Wszelkie wyniki
diagnostyczne nalezy interpretowa¢ w potgczeniu z innymi
obserwacjami z zakresu patologii klinicznej.

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ uzywany wylgcznie przez profesjonalnych
uzytkownikow odpowiednio przeszkolonych w zakresie technik
biologii  molekularnej i  zaznajomionych z  technologig
wykorzystywang w wyrobie. Procedure uzycia wyrobu nalezy
wykonywac w laboratoriach biologii molekularne;.
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b) Opis zasady dzialania metody wykorzystywanej
w oznaczeniu lub zasady dziatania aparatu;

W zestawie ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit wykorzystywana jest
technologia gPCR oparta na hydrolizie oligonukleotydéw
w potgczeniu z technikg wykrywania mutacji w uktadzie opornym na
amplifikacje (Amplification Refractory Mutation System, ARMS),
ktéra stanowi prostg metode wykrywania dowolnej mutaciji
zwigzanej ze zmiang pojedynczej zasady (nazywang rowniez
polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (Single Nucleotide
Polymophism, SNP)). Pierwotnie w tancuchowej reakcji polimerazy
wykorzystywane sg startery ,forward” i ,reverse”, ktére hybrydyzujg
do swoistej sekwencji DNA lub sekwencji docelowej w celu jej
zamplifikowania. Technika ARMS jest oparta na wykorzystaniu
swoistych wzgledem sekwencji starterow do reakcji PCR, ktére
umozliwiajg amplifikacje badanego DNA, tylko wtedy gdy w probce
znajduje sie docelowy allel. Zasada dziatania hydrolizy
oligonukleotydéow do reakcji qPCR opiera sie na zawartosci
oligonukleotydéw zwigzanych z barwnikiem (nazywanych réwniez
sondami) w mieszaninie do reakcji qPCR. Sonda w postaci
oligonukleotydu wyznakowanego barwnikiem reporterowym na
koncu 5' i wygaszaczem niezwigzanym z barwnikiem na koncu 3’
(downstream) hybrydyzuje do sekwencji docelowej w obrebie
produktu reakcji PCR. W analizie gqPCR z sondami hydrolitycznymi
wykorzystywana jest aktywno$¢ egzonukleazy 5'->3' polimerazy
DNA z bakterii Thermus aquaticus (polimeraza Taq). Jesli sonda jest
nienaruszona, bliskos¢ barwnika reporterowego i wygaszacza
powoduje wyttumienie fluorescencji barwnika reporterowego
gtdwnie poprzez przeniesienie energii typu Forstera. Podczas
reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, startery
Jforward” i ,reverse” swoiscie hybrydyzujg do sekwencji i otaczajg
sonde z dwdch stron. Polimeraza DNA, dzigki aktywnosci
egzonukleazy 53, rozcina sonde miedzy barwnikiem

reporterowym i wygaszaczem, doprowadzajgc do emisji
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fluorescencji barwnika reporterowego. Ten proces zachodzi
podczas kazdego cyklu i nie zakiéca gromadzenia produktu
w sposéb wyktadniczy. Wzrost fluorescencji jest wiec wprost
proporcjonalny do amplifikacji sekwencji docelowej podczas reakcji
PCR. W przypadku reakcji gPCR liczba cykli PCR wymaganych do
wykrycia sygnatu powyzej warto$ci progowej jest nazywana
punktem przeciecia (Crossing Point, Cp) lub cyklem progowym
(Cycle Threshold, Ct) i jest wprost proporcjonalna do ilosci sekwenc;ji
docelowej obecnej na poczatku reakciji.

c) Uzasadnienie do zakwalifikowania produktu jako wyrobu
oraz klasa ryzyka wyrobu (fragment dokumentu ze
strategia regulacyjna);

Wyréb ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit to zestaw odczynnikéw
przeznaczonych do uzycia z aparatem umozliwiajgcym wykonanie
reakcji real-time PCR (aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM firmy
QIAGEN) do badania prébek pochodzenia ludzkiego w celu
zapewnienia informacji dotyczacych proceséw lub  stanow
patologicznych (danych uzupetniajgcych do oceny stanu pacjentow
z MPN PHY(-) oraz monitorowania odpowiedzi molekularnej wsréd tych
pacjentéw). W zwigzku z tym produkt jest zgodny z definicjg wyrobu
IVDMD podang w rozporzgdzeniu IVDR. Mutacja JAK2 V617F jest
czescig algorytmu diagnostycznego i moze byé rowniez stosowana
jako  kontrolny  biomarker nowotworéw  mieloproliferacyjnych
(Myeloproliferative Neoplasms, MPN), takich jak czerwienica
prawdziwa (Polycythemia Vera, PV), pierwotne zwtdknienie szpiku
(Primary Myelofibrosis, PMF) oraz nadplytkowos¢ samoistna
(Essential Thrombocythemia, ET). Z tego wzgledu zgodnie
z rozporzgdzeniem IVDR klasa ryzyka produktu to klasa C.
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Numer
materiatu

d) Opis komponentéw wyrobu.

komponentow:

Nazwalopis komponentu

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit sktada sie z nastgpujgcych

llo$¢ na zestaw
podana w liczbie
probowek
(objetos¢)

1073859

1073856

1073892

1073865

1073862

Mieszanina reakcyjna do allelu MT genu JAK2

Oligonukleotydy do detekgii allelu MT
(zmutowanego) oraz kontrola wewnetrzna,
bufor do reakcji PCR, MgClz, deoksynukleotydy
(dNTP)

Wewnetrzna kontrola amplifikacji zawarta

w mieszaninach reakcyjnych stuzy do
monitorowania inhibicji reakcji gPCR i,

w przypadku uzyskania wyniku negatywnego,
wykluczenia niepowodzenia zwigzanego

z przebiegiem reakcji PCR jako jego przyczyny.

Mieszanina reakcyjna do allelu WT genu JAK2

Oligonukleotydy do detekgiji allelu WT (typu
dzikiego) oraz kontrola wewngtrzna, bufor do
reakcji PCR, MgClz, deoksynukleotydy (dNTP)

Wewnetrzna kontrola amplifikacji zawarta

w mieszaninach reakcyjnych stuzy do
monitorowania inhibicji reakcji QPCR i,

w przypadku uzyskania wyniku negatywnego,
wykluczenia niepowodzenia zwigzanego

z przebiegiem reakcji PCR jako jego przyczyny.

Polimeraza DNA Taq (HotStarTaq®
5 jednostek/ul)

Kontrola allelu WT genu JAK2 (allel typu
dzikiego — 100%)

(DNA uzyskany z linii komérkowej o obciazeniu
allelem typu dzikiego na poziomie 100%,
kontrola amplifikacji)

Kontrola zmutowanego genu JAK2
(allel V617F — 100%)

(DNA uzyskany z linii komérkowej o obcigzeniu
allelem V617F na poziomie 100%, kontrola
amplifikacji)

1(1010 pl)

1 (1010 pl)

1 (85 pl)

1 (33 pl)

1 (33 )

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Numer Nazwalopis komponentu llo$¢ na zestaw

materiatu podana w liczbie
probéwek
(objetos¢)

Od 1095204.1 1. wzorzec ilo$ciowy allelu WT genu JAK2

do .4 (zestaw (5 x 10" kopii allelu typu dzikiego/5 pl) 1(20u)
Wzorcow
ilogciowych 2. wzorzec ilosciowy allelu WT genu JAK2 1.(20 uly
JAK2 WT- od (5% 102 kopii allelu typu dzikiego/5 p) H
QS1do QS4) 3. wzorzec ilosciowy allelu WT genu JAK2 1.(20 uly
(5 x 10° kopii allelu typu dzikiego/5 pl) H
4. wzorzec ilosciowy allelu WT genu JAK2 1(20 i)
(5 x 10* kopii allelu typu dzikiego/5 pl) H
Od 1095205.1 1. wzorzec ilosciowy allelu MT genu JAK2 1(20 uly
do .4 (zestaw (5 x 10" kopii allelu V617F/5 pl) H
wzorcow
ilosciowych 2. wzorzec ilosciowy allelu MT genu JAK2 1(20 i)
JAK2 MT: od (5 x 102 kopii allelu V617F/5 pl) H
QS1do Qs4) 3. wzorzec ilosciowy allelu MT genu JAK2 1.(20 uly
(5 x 10° kopii allelu V617F/5 pl) H
4. wzorzec ilosciowy allelu MT genu JAK2 1.(20 i)
(5 x 10* kopii allelu V617F/5 pl) H
1067627 Woda do stosowania jako kontrola bez 1 (1,9 ml)
matrycy (No Template Control, NTC)
(woda wolna od nukleaz)
1073894 Bufor TE (Tris EDTA) do rozcienczania 1 (1,9 ml)

probek

Wzorce ilosciowe allelu MT genu JAK2 (od QS1 do QS4) to seryjne rozcienczenia
plazmidéw niosgcych sekwencje allelu V617F.

Wzorce ilosciowe allelu WT genu JAK2 (od QS1 do QS4) to seryjne rozcienczenia
plazmidéw niosgcych sekwencje allelu WT.

e) Opis materiatéw do pobierania i transportowania prébek
dostarczonych z wyrobem;

Z niniejszym wyrobem nie sg dostarczane zadne materiaty do
pobierania i transportowania probek.
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) W przypadku aparatow do oznaczen
zautomatyzowanych: opis odpowiednich parametrow
oznaczenia lub dedykowanych oznaczen;

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem
umozliwiajgcym wykonanie w petni zautomatyzowanego
oznaczenia. Analiza wykonywana przy uzyciu zestawu jest jednak
wspomagana przez dedykowany pakiet oprogramowania.

g) W przypadku oznaczen zautomatyzowanych: opis
odpowiednich parametréow aparatu lub dedykowanych
aparatow;

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem
umozliwiajgcym wykonanie w petni zautomatyzowanego
oznaczenia. Analiza wykonywana przy uzyciu zestawu jest jednak

wspomagana przez dedykowany pakiet oprogramowania.

h) Opis jakiegokolwiek  oprogramowania  uzywanego
z wyrobem;

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzytku
wytgcznie z aparatem QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oraz
innymi  zwalidowanymi  komponentami  uzywanymi  podczas
wykonywania procedury i wskazanymi w odpowiednich instrukcjach
uzycia. Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem
umozliwiajgcym wykonanie w petni zautomatyzowanego oznaczenia.
Analiza wykonywana przy uzyciu zestawu jest jednak wspomagana
przez dedykowane oprogramowanie: oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager® w wersji 2.1.x (x20) z narzedziem Rotor-Gene
AssayManager Gamma Plug-in w wersji 1.0.x (x20) oraz profilem
oznaczenia ipsogen_JAK2 blood_CE_IVDR (AP_ipsogen_JAK2
blood CE_IVDR_V2_0_x.iap (x=1)).
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i) Opis lub petlna lista ré6znych konfiguracji bgdz wariantow
wyrobu, ktére maja zosta¢ wprowadzone na rynek;

Obecnie nie jest planowane wprowadzenie na rynek Unii
Europejskiej zadnego wariantu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit (674623).

j) Opis akcesoriow przeznaczonych dla wyrobu, innych
wyrobow i innych produktéw, ktére nie stanowia
wyrobow, ale sg przeznaczone do uzytku z niniejszym
wyrobem.

Obecnie nie sg dostepne zadne akcesoria przeznaczone dla
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Produkt ten jest gotowym
do uzytku zestawem odczynnikow.

W celu przeprowadzenia petnej procedury uzytkownicy zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit muszg zapewni¢ nastepujacy sprzet
i materialy wymagane, ale niedostarczane z zestawem:

® Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do recznej izolacji DNA

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

O Etanol (96-100%)
Uwaga: Nie uzywac¢ alkoholu denaturowanego, poniewaz
zawiera on inne substancje, takie jak metanol lub keton

metylowo-etylowy.

e Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do zautomatyzowanej
izolacji DNA

O Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)
O Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)

12
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O O O O O O

O

O

O

0 O O O

8-Rod Covers (nr kat. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (nr kat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (nr kat. 990332)

Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

Tip disposal bags (nr kat. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, nr kat. 72.694,
www.sarstedt.com)

® Odczynniki i materialy eksploatacyjne do reakcji PCR

Sterylne koncowki do pipet do przygotowywania reakc;ji
PCR, wolne od nukleaz, odporne na aerozole, z filtrami
hydrofobowymi

Probowki do PCR o pojemnosci 1,5 ml lub 2,0 ml, wolne
od nukleaz

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, dla aparatu Rotor-Gene Q
(nr kat. 981103 lub 981106)

Léd

e \Wyposazenie

Pipety z regulacjg* przeznaczone do przygotowywania
reakcji PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100—-1000 pl)
Rekawiczki jednorazowe

Wytrzgsarka

Blok grzewczy do lizy probek w temperaturze 56°C
Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probowek
reakcyjnych o pojemnosci 0,5/1,5/2,0 ml (umozliwiajgca
wirowanie przy 13 000—14 000 rpm)

Spektrofotometr*

* Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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® \Wyposazenie do przygotowywania probek

O Aparat QIAsymphony SP* (nr kat. 9001297),
oprogramowanie w wersji 4.0 lub nowszej, dostarczone
akcesoria i protokét Blood_200_V7_DSP (lub nowsza
wersja)

O Tube Insert 3B (Insert, 2.0 ml v2, sample carrier
(samplecarr.) (24), Qsym, nr kat. 9242083)

e \Wyposazenie potrzebne do przeprowadzenia reakcji
real-time PCR

O Aparat do przeprowadzania reakc;ji real-time PCR*:
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (nr kat. 9002032)
lub Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System
(nr kat. 9002033) i dostarczone akcesoria

O Zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager® w wersji 2.1.x (x20)

O Zainstalowane narzedzie Rotor-Gene AssayManager
Gamma Plug-in w wersji 1.0.x (x=0)

O Zaimportowany profil oznaczenia
ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_2 x.iap (x=1))

Informacje na

temat poprzednich Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24) CE (numer katalogowy

wers;ji lub 673623, wersja 1), spetniajacy wymagania dyrektywy
wariantéw wyrobu | ;e 98/79/WE w sprawie wyrobéw medycznych uzywanych do
(w stosownych

przypadkach) diagnozy in vitro oraz decyzji komisji 2010/227/UE, zostat
oraz opis réznic wprowadzony na rynek UE po raz pierwszy w roku 2014.

* Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (numer katalogowy 674623)
jest wersjg 2, ktora zostata zmodyfikowana w celu zapewnienia
zgodnos$ci z rozporzadzeniem UE/2017/746 w sprawie wyrobow

medycznych do diagnostyki in vitro.

Skitadniki obu zestawdw (673623 i 674623) sg takie same,
aponadto  wykonywanie  analizy =~ wspomaganej  przez
oprogramowanie do automatycznego oznaczania ilosciowego
mutacji przebiega tak samo pod wzgledem technicznym
w przypadku obu zestawow. Profil oznaczenia przeznaczony dla
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (numer katalogowy 674623)
zostat wygenerowany na podstawie istniejgcej  wersiji
przeznaczonej dla zestawu jpsogen® JAK2 RGQ PCR Kit (24) CE
(numer katalogowy 673623).

W poréwnaniu z instrukcjg uzycia zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit (24) CE (numer katalogowy 673623) w instrukcji uzycia
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (numer katalogowy 674623)
wprowadzono ponizsze zmiany majgce na celu zapewnienie

zgodnos$ci z rozporzgdzeniem IVDR:

e Doprecyzowano informacje na temat przeznaczenia wyrobu
i jego docelowych uzytkownikow

® Protokoty zostaty zmodyfikowane i uzupetnione o dodatkowe
instrukcje oraz ilustracje w celu tatwiejszego zrozumienia

® Zaktualizowano informacje dotyczgce stabilnosci i stabilnosci
w trakcie uzytkowania genomowego DNA

® Parametry skutecznosci zostaty zaktualizowane i uzupetnione

0 dodatkowe dane (analityczne i kliniczne)
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® Dodano odniesienie do materiatu zrodtowego zawierajgcego
podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci

klinicznej

Symbole zostaty zaktualizowane i uzupetnione o dodatkowe

oznaczenia.

Opis akcesoriow
przeznaczonych do
uzytku wraz z

Nie dotyczy.

wyrobem (jesli

dotyczy)

Opisli)n'nyf:h Obecnie nie sg dostepne zadne akcesoria przeznaczone dla
robow i

:l}:)duktéw zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Produkt ten jest gotowym

przeznaczonych do
uzytku wraz z
wyrobem (jesli
dotyczy)

do uzytku zestawem odczynnikéw.

W celu przeprowadzenia petnej procedury uzytkownicy zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit muszg zapewnic nastepujacy sprzet

i materialy wymagane, ale niedostarczane z zestawem:

® Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do recznej izolacji DNA

O Zestaw QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104)
O Etanol (96-100%)
Uwaga: Nie uzywac¢ alkoholu denaturowanego, poniewaz
zawiera on inne substancje, takie jak metanol lub keton

metylowo-etylowy.

® Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do zautomatyzowanej
izolacji DNA
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Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)
Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)

8-Rod Covers (nr kat. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (nr kat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (nr kat. 990332)

Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

Tip disposal bags (nr kat. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt, nr kat. 72.694,
www.sarstedt.com)

O O O O O O O O

® Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do reakcji PCR

O Sterylne koncowki do pipet do przygotowywania reakc;ji
PCR, wolne od nukleaz, odporne na aerozole, z filtrami
hydrofobowymi

O Probéwki do PCR o pojemnosci 1,5 ml lub 2,0 ml, wolne
od nukleaz

O Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, dla aparatu Rotor-Gene Q
(nr kat. 981103 lub 981106)

O Lod

® \Wyposazenie
O Pipety z regulacjg* przeznaczone do przygotowywania

reakcji PCR (1-10 pl; 10—100 pl; 100—1000 pl)

O Rekawiczki jednorazowe

(@)

Wytrzgsarka

O Blok grzewczy do lizy probek w temperaturze 56°C

* Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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O Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probowek
reakcyjnych o pojemnosci 0,5/1,5/2,0 ml (umozliwiajgca
wirowanie przy 13 000—14 000 rpm)

O Spektrofotometr*

® \Wyposazenie do przygotowywania probek

O Aparat QIAsymphony SP* (nr kat. 9001297),
oprogramowanie w wersji 4.0 lub nowszej, dostarczone
akcesoria i protokét Blood_200_V7_DSP (lub nowsza
wersja)

O Tube Insert 3B (Insert, 2.0 ml v2, sample carrier
(samplecarr.) (24), Qsym, nr kat. 9242083)

e \Wyposazenie potrzebne do przeprowadzenia reakcji
real-time PCR

O Aparat do przeprowadzania reakcji real-time PCR*:
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (nr kat. 9002032)
lub Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System
(nr kat. 9002033) i dostarczone akcesoria

O Zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager w wersji 2.1.x (x=0)

O Zainstalowane narzedzie Rotor-Gene AssayManager
Gamma Plug-in w wersji 1.0.x (x=0)

O Zaimportowany profil oznaczenia
ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_2 x.iap (x=1))

* Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Odniesienia do norm

Majace
zastosowanie
normy zharmoni-
zowane i wspoéine
specyfikacje

Rozporzadzenie IVDR nie obejmuje norm zharmonizowanych.

Ponizsza tabela zawiera wykaz norm, ktérych wymagania zostaty

spetnione na etapie opracowywania zestawu ipsogen JAK2 RGQ

PCR Kit.

Nazwa normy

Tytut normy

EN ISO 13485:2016

EN ISO 14971:2019

EN ISO 15223-1:2016

EN ISO 18113-1:2011

EN SO 18113-2:2011

EN ISO 23640:2015

EN 62304:2006

EN 62366:2008

Wyroby medyczne — Systemy zarzadzania jako$cig —
Wymagania do celéw przepisow
prawnych (ISO 13485:2016)

Wyroby medyczne — Zastosowanie zarzadzania
ryzykiem do wyrobéw medycznych

Wyroby medyczne — Symbole do stosowania na
etykietach wyrobow medycznych, w ich oznakowaniu
i w dostarczanych z nimi informacjach — Cze$¢ 1:
Wymagania ogdine

Wyroby medyczne do diagnostyki in vitro — Informacije
dostarczane przez wytwérce (oznakowanie) — Czgs¢ 1:
Terminy, definicje i wymagania ogdlne

Wyroby medyczne do diagnostyki in vitro — Informacje
dostarczane przez wytwérce (oznakowanie) — Czg$¢ 2:
Odczynniki do diagnostyki in vitro do profesjonalnego
stosowania

Wyroby medyczne do diagnostyki in vitro — Badanie
stabilnosci odczynnikéw do diagnostyki in vitro
(ISO 23640:2011)

Oprogramowanie wyrobéw medycznych — Procesy
cyklu zycia oprogramowania (IEC 62304:2006)

Urzadzenia medyczne — Zastosowanie inzynierii
uzytecznosci do urzgdzen medycznych
(IEC 62366:2007)
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Podsumowanie oceny dziatania i obserwacji dziatania po wprowadzeniu do obrotu

Podsumowanie

Ocena dziatania stuzy do weryfikacji znaczenia naukowego,
oceny dziatania

skutecznosci analitycznej i, w stosownych przypadkach, skutecznosci

i obserwacji o ) ] ] L
dziatania po klinicznej zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w celu umozliwienia
wprowadzeniu ustrukturyzowanego i przejrzystego procesu pozwalajgcego na
do obrotu wygenerowanie wiarygodnych danych oraz solidnych badan.

Ocene znaczenia naukowego oparto na systematycznym
przegladzie literatury, ocenie dostepnych/uzyskanych/nowych
danych istotnych wzgledem zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit
oraz jego przeznaczenia i wspolnych opinii/stanowisk ekspertow
na podstawie miedzynarodowych wytycznych. Przedstawione tutaj
dane wykazuja, ze znaczenie naukowe zestawu ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit jest zgodne z jego przeznaczeniem.

Skutecznos$¢ analityczna zostata oceniona na podstawie badan,
w ktérych wyznaczono nastepujgce zgdane wskazniki skutecznosci:
granica proby $lepej (Limit of Blank, LoB), granica wykrywalnosci
(Limitof Detection, LoD) i granica oznaczalnosci (Limit of
Quantitation, LoQ), precyzja (powtarzalnos¢ iodtwarzalnosc),
liniowos¢, substancje zakiocajgce, zanieczyszczenie krzyzowe,
doktadnosc¢ reakcji PCR i badanie z wykorzystaniem panelu WHO
JAK2 16/120 (zgodnos$¢, poprawno$¢ i dokladnosé), zakres
pomiarowy, stabilno$¢ probki / postepowanie z prébka, kryteria
akceptacji oznaczania ilosciowego DNA, poréwnanie recznej
i automatycznej izolacji, weryfikacja uzytecznosci, stosowanie probek
utworzonych sztucznie oraz weryfikacja profilu oznaczenia. Ocena
tych zrodet wykazata, ze skutecznos¢ analityczna zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit jest wlasciwa wzgledem przeznaczenia, a jego
uzytkowanie jest bezpieczne pod warunkiem stosowania zgodnie
z przeznaczeniem przez uzytkownika docelowego w okreslonej
populacji pacjentow.
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Skuteczno$¢  kliniczna  zostata oceniona na  podstawie
systematycznego przegladu literatury oraz badan skutecznosci
klinicznej, w ktérych wyznaczono wskazniki skutecznosci w zakresie
doktadnosci/zgodnosci: PPV, NPV, czuto$¢ diagnostyczna,
swoistos¢, iloraz prawdopodobienstwa (na podstawie danych
z badania skutecznosci klinicznej) oraz PPA i NPA na podstawie
danych zbadania skutecznosci klinicznej i badania doktadnosci
analitycznej. Ponadto w ocenie uwzgledniono doswiadczenie
uzyskane w rutynowych badaniach diagnostycznych. Ocena tych
zrodet wykazata, ze skutecznosé¢ kliniczna zestawu ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit jest wlasciwa wzgledem przeznaczenia, a jego
uzytkowanie jest bezpieczne pod warunkiem stosowania zgodnie
z przeznaczeniem przez uzytkownika docelowego w okreslonej
populacji pacjentow.

System oceny po wprowadzeniu do obrotu ma na celu
potwierdzenie bezpieczenstwa, dziatania i znaczenia naukowego
zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit w trakcie oczekiwanego
okresu jego uzywania, zapewnienie statego utrzymywania stosunku
korzysci do ryzyka na akceptowalnym poziomie oraz wykrywanie
pojawiajgcego sie ryzyka na podstawie udokumentowanych
informacji, a takze okreslenie, zastosowanie ipoddanie ocenie
wszelkich dziatan zapobiegawczych oraz korygujgcych.

Obserwacja dziatania po wprowadzeniu do obrotu ma na celu
potwierdzenie bezpieczenstwa, dziatania i znaczenia naukowego
zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit w trakcie oczekiwanego
okresu uzywania wyrobu, zapewnienie statego utrzymywania
stosunku korzysci do ryzyka na akceptowalnym poziomie oraz
wykrywanie  pojawiajgcego sie ryzyka na  podstawie
udokumentowanych informacji.
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Celem jest weryfikacja bezpieczenstwa i dziatania wyrobu w catym
jego oczekiwanym okresie uzywania, identyfikacja uprzednio
nieznanych czynnikéw ryzyka lub ograniczen dziatania oraz
przeciwwskazan, identyfikacja i analiza pojawiajgcego sie ryzyka na
podstawie udokumentowanych informacji, zapewnienie statego
utrzymywania dowodow klinicznych oraz stosunku korzysci do
ryzyka na akceptowalnym poziomie oraz identyfikacja
potencjalnego  systematycznego nieprawidtowego uzywania.
Zebrane zostang nastepujgce dane z obserwacji dziatania po

wprowadzeniu do obrotu.

Dane z doswiadczenia klinicznego w zakresie tendencji zostang
uzyskane na podstawie danych wygenerowanych w badaniach
przeprowadzonych po wprowadzeniu do obrotu (sponsorowanych
przez firme lub inicjowanych przez jednostke badawczg) oraz
danych i dowodéw pochodzgcych z rejestréw pacjentow
prowadzonych w warunkach rzeczywistej praktyki klinicznej (Real
World Data, RWD; Real World Evidence, RWE) (w stosownych
przypadkach).

Informacje zwrotne pochodzgce z ankiet uzyskanych od
uzytkownikéow  (pracownikéw ochrony zdrowia, klinicznych
kluczowych lideréw opinii oraz pracownikow laboratoriow) oraz
dystrybutorow i importeréw, z opublikowanych danych

otrzymanych przez uzytkownikéw oraz ze sprzedazy i szkolen.

Ocena literatury naukowej na podstawie zrédet dotyczgcych
wyrobu oraz podobnych i réwnowaznych wyrobéw, a takze

nowych wytycznych technicznych lub medycznych.
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Informacje pochodzace z technicznych lub specjalistycznych
rekordéw, rejestrow, opiséw przypadkéow poddanych analizie
i ocenie przez firme QIAGEN.

Badania epidemiologiczne prowadzone w ramach badan
obserwacyjnych po wprowadzeniu do obrotu w celu zebrania

informacji na temat dziatania wyrobu.

Obserwacje dziatania po wprowadzeniu do obrotu bedag
aktualizowane co rok w celu uwzglednienia nowych danych
i wynikéw, badan przeprowadzonych po wprowadzeniu do obrotu,
odniesien do wiasciwych wspdlnych specyfikacji uwzglednionych w
majgcych zastosowanie normach zharmonizowanych oraz
wytycznych w zakresie obserwacji dziatania po wprowadzeniu
do obrotu.

Okreslone wyniki mogg prowadzi¢ do przeprowadzenia
dodatkowych zadan i dziatan. Czynniki, ktére moga prowadzi¢ do
przeprowadzenia dziatan w zakresie obserwacji dziatania po
wprowadzeniu do obrotu, zostaty ustalone na podstawie ich
wplywu na parametry produktu oraz stosunku korzysci do ryzyka
imogg obejmowac skargi klientow, pojawienie sie danych
w publikacjach, zewnetrzne programy oceny jakosci i inne rejestry.
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Podsumowanie
skutecznosci
analitycznej

Granica proby slepej

Granice préby Slepej (Limit of Blank, LOB) okreslono zgodnie
z normg EP17-A2 instytutu CLSI/NCCLS przy uzyciu prébek krwi
petnej pobranych od 30 zdrowych dawcow z allelem typu dzikiego
(Wild-type, WT) genu JAK2, uzywajgc w tym celu trzech serii
odczynnika (120 pomiarow / serig).

Podsumowanie wynikéw LOB

Koncowa granica
Zmierzona LOB proby slepej

Seria 1 0%
Seria 2 0% 0%
Seria 3 0%

Wyniki odpowiadajg oczekiwanym wartosciom uzyskanym
dla populacji prawidtowej przebadanej przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Granica wykrywalnosci

Granice wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD; czuto$¢
analityczna) okreslono na podstawie ,Metody probitowe;j” opisanej
w normie EP17-A2 instytutu CLSI/NCCLS. W tym badaniu
przeanalizowano 6 niskich poziomoéw mutacji dla 3 niezaleznych
prébek (DNA wyizolowane z krwi petnej pacjentéw z nowotworem
MPN dodane do DNA wyizolowanego z krwi petnej zawierajgcej
allel typu dzikiego (Wild-type, WT)), przy uzyciu 3 serii, wykonujgc
po 60 pomiaréw na probke i na mutacje. Uzyskane wyniki
wskazywaty, ze czuto$¢ analityczna wynosita 0,042% mutacji
JAK2 VB17F.
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Podsumowanie wynikéw granicy LOD

Zmierzona Koncowa granica
granica LOD wykrywalnosci
Seria 1 0,041%
Seria 2 0,029% 0,042%
Seria 3 0,042%

Granica oznaczalnosci

Granica oznaczalnosci (Limit of Quantitation, LOQ) zostata
zdefiniowana i okreslona na podstawie wytycznych zawartych
w dokumencie EP17-A2 instytutu CLSI/NCCLS. Granica LoQ
zostata zdefiniowana jako najnizsza warto$¢ procentowa mutacji
JAK2 V617F, ktora wyraznie rézni sie od wartosci granicy LoD
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit przy 95-procentowym
przedziale ufno$ci (ryzyko btedu a = 0,05). Do obliczenia granicy
LoQ zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit uzyto danych
uzyskanych podczas badania powtarzalnosci jednoosrodkowe;.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze granica LoQ mutacji JAK2 V617F
wynosita 0,233%.

W kontekscie monitorowania choroby molekularnej oznacza to, ze
jesli zmierzona wartos¢ procentowa mutacji JAK2 V617F wynosi
ponizej 0,233% w danym punkcie czasu, wiarygodne ilosciowe
oznaczenie obnizenia obcigzenia allelem JAK2 V617F nie jest
mozliwe do wykonania w nastepnym punkcie czasu.
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Liniowos¢

Liniowos¢ ilosciowego oznaczenia mutacji genu JAK2 u pacjentow
z nowotworem MPN oceniono zgodnie z normg CLSI/NCCLS
EPO6GAE, uzywajgc jednej serii zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit i wykonujac testy 11 pozioméw mutacji dla pieciu réznych
wejsciowych DNA. llosciowe oznaczanie obcigzenia mutacjg genu
JAK2 w probkach nowotworu MPN jest liniowe, tj. zestaw jpsogen
JAK2 RGQ PCR Kit umozliwia oznaczenie ilosciowe w probkach
od wartosci granicy LOD do odsetka mutacji rownego 100%, co
odpowiada oczekiwanym wartosciom uzyskiwanym w populacji
dotknietej mutacja, o ile stezenie w probce oznaczanej ilosciowo
jest bliskie 10 ng/ul (od 5 do 20 ng/ul).

Powtarzalnos$¢ i odtwarzalnos¢

Jednoosrodkowe badanie precyzji zostato zaprojektowane zgodnie
zwymogami normy EP5-A3 instytutu CLSI/NCCLS. Badanie
przeprowadzono przy uzyciu probek z 11 poziomami odsetka
mutacji— od 0,07% do 72,67%. W badaniu wykorzystano serie
rozcienczen probki klinicznej pobranej od pacjenta z nowotworem
MPN. Dla kazdego poziomu mutacji uzyskano po 108 pomiaréw
wykonanych przez trzech operatéw w ciggu 27 dni (dwa powtdrzenia
na reakcje oraz dwie reakcje dziennie) przy uzyciu trzech serii
zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit oraz trzech aparatéw
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Precyzje dla poziomu o wartosci
100% wyrazono poprzez poréwnanie z wartoscig precyzji okreslong
dla poziomu o wartosci 72,67%, na podstawie analiz trendow
popartych dodatkowymi danymi uzyskanymi dla prébki z mutacjg
JAK2 V617F na poziomie 100% zawierajgcej DNA z linii komorkowej
MUTZ-8 (38 pomiaréw).
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Wyniki dotyczace precyzji: powtarzalnos¢ (badanie jednoosrodkowe)

Sredni
Probka ;dust:i‘;:‘ SDr. SDruner  SDrotaew  CVroraL

genu JAK2
SO0 100 NO NO <5,45 <7,50%
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%

SD: odchylenie standardowe

R+: powtarzalnos¢.

RUN++: precyzja migdzy reakcjami.

TOTAL+++: precyzja catkowita (w tym miedzy aparatami, miedzy operatorami
i miedzy seriami).

CVroraL: wspoétczynnik zmienno$ci dla precyzji catkowitej wyrazony jako warto$¢
procentowa.

NO: nie okreslono

Badanie precyzji miedzylaboratoryjnej zostato zaprojektowane
zgodnie z wymogami normy EP5-A3 instytutu CLSI/NCCLS.
W badaniu uczestniczyty cztery osrodki (na terenie Francji
i Niemiec oraz dwa osrodki na terenie USA). Badanie wykonano
przy uzyciu siedmiu poziomoéw odsetka mutacji — od 1,21% do
67,64%, uzywajgc w tym celu rozcienczen materiatu linii
komorkowej MUTZ-8 dodanego do probek krwi petnej pobranych
od zdrowego dawcy (probki utworzone sztucznie). W kazdym

osrodku wykonano po trzy cykle izolacji DNA przy uzyciu aparatu
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QlAsymphony SP oraz odrebnych partii zestawu QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit. Kazda prébka wyizolowanego DNA zostata
przetestowana w osmiu reakcjach qPCR (dwie reakcje na dzien
ina osrodek wykonywane w ciggu czterech nienastepujgcych
bezposrednio po sobie dni) przy uzyciu odrebnych partii zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, wwyniku czego uzyskano 96
oczekiwanych pomiarow ze wszystkich osrodkéw przypadajgcych
na probke.

Dla probki L2 uzyskano wynik niewazny podczas jednego cyklu
izolacji, co spowodowato, ze tgcznie zamiast 96 reakcji qPCR
wykonano 88 reakcji. Dodatkowo jedna reakcja gPCR byta
niewazna, co doprowadzito do uzyskania trzech niewaznych
testow dla wszystkich prébek (oprécz prébki L2, tj. 2 wyniki
niewazne). Ponadto dla probki L7 uzyskano niewazny wynik
w jednej reakcji qPCR, a dla probki L4 uzyskano niewazny wynik
w dwoch reakcjach gPCR, co dato dwa dodatkowe niewazne testy.

Precyzje dla poziomu o wartosci 100% wyrazono poprzez
poréwnanie z wartoscig precyzji okresdlong dla poziomu o wartosci
67,64%, na podstawie analiz trendow popartych dodatkowymi
danymi uzyskanymi dla probki z mutacjg JAK2 V617F na poziomie
100% zawierajgcej DNA z linii komoérkowej MUTZ-8 (38 pomiardw).
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Wyniki dotyczace precyzji: odtwarzalnos¢ (badanie migdzylaboratoryjne)

pae-  £A%MA ggnia l\ii:lizy Migdzy Miedzy L i

zr?a liczba w;rto;é W ramach (r:jami dr:?a:l}i/ osrod- qucznle,
Probka jiczpa MeW-  jakay, 1eKCLSD, i omach sp, | Kamb o0y

testo aznych %CV 3 o SD,
estow testow MT dnia, SD, %CV %CV
%CV °

4,074,
Lo ND.  ND. 100 ND. ND. ND. ND. et
2,616, 2,060, 1,999, 1,530, 4,074,
L1 96 3 67,64 387 3,05 296 226 6,02
3,482, 1,011, 2,389, 0986, 4,387,
L2 88 2 40,03 g70 2,53 597 2,46 10,96
3,318, 1,256, 1,257, 0,803, 3,807,
L3 96 3 2226 14,90 5,64 564 3,61 17,10
1,770, 0,516, 0,000, 0,000, 1,841,
L4 96 5 8,02 22,06 6,44 0,00 0,00 22,95
0,706, 0,547, 0,000, 0,197, 0,906,
L5 96 3 4,35 6,23 12,57 0,00 453 20,82
0,246, 0,365, 0,063, 0,000, 0,441,
L6 96 3 2,03 12,15 18,00 311 0,00 21,76
0,104, 0,057, 0,211, 0,000, 0,189,
L7 96 4 1,21 8,62 4,72 17,43 0,00 15,64

JAK2%MT: odsetek mutacji genu JAK2; SD: odchylenie standardowe;
CV: wspotczynnik zmiennosci wyrazony w procentach; ND.: nie dotyczy.

Dodatkowe badanie miedzylaboratoryjne zostato przeprowadzone
w trzech osrodkach badawczych (jeden na terenie Europy i dwa
na terenie USA). W badaniu wykorzystano cztery prébki krwi
petnej pobrane od pacjentow z nowotworem MPN (tj. prébki
kliniczne). W kazdym osrodku wykonano trzy cykle izolacji DNA.
Kazda probka wyizolowanego DNA zostata przetestowana
w 12 reakcjach gqPCR (jedno powtérzenie na reakcje na probke,
dwie reakcje na dzien na operatora w kazdym osrodku — dwdch
operatorow wykonujgcych reakcje na osrodek — w ciggu trzech
nienastepujgcych bezposrednio po sobie dni) wykonywanych
w jednym aparacie Rotor-Gene Q MDx przy uzyciu jednej serii
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Dla kazdej prébki uzyskano
36 pomiarow.
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Wyniki dodatkowego badania miedzylaboratoryjnego

Migdzy
reakc-
. jami
Srednia Wramach wramach Miedzy Miedzy
wartos¢ reakcji, dnia, SD, dniami, SD, osrodkami tacznie,
Prébka N  JAK2%MT SD,%CV  %CV %CV , SD, %CV  SD, %CV
Prébka1 36 95,19 0,995, 0,000, 0,541, 0,000, 1,130,
1,04 0,00 0,57 0,00 1,19
Prébka2 36 22,83 3,988, 0,000, 1,707,7,48 1,552, 4,501,
17,47 0,00 6,80 19,72
Probka3 36 14,44 2,257, 1,398, 0,000, 0,00 1,422, 2,890,
15,63 9,68 9,84 20,01
Probka4 36 4,03 0,186, 0,835, 0,000, 0,00 0,608, 0,922,
4,63 20,74 15,09 22,91

Srednia warto$é JAK2% MT: odsetek mutacji genu JAK2; N:liczba pomiaréw,
SD: odchylenie standardowe; CV: wspdtczynnik zmienno$ci wyrazony w procentach.

Substancje zaktécajace

Badanie zostato zaprojektowane zgodnie z wymogami normy EP7-A3
pt. ,Interference Testing in clinical Chemistry” instytutu NCCLS.
Wybrano fgcznie 19 substancji potencjalnie obecnych w prébkach
krwi ze wzgledu na ich mozliwy wplyw na reakcje PCR (busulfan,
bromowodorek cytalopramu, paroksetyna chlorowodorku
pélwodnego, chlorowodorek sertraliny, chlorowodorek fluoksetyny,
acetaminofen [paracetamol], bilirubina niezwigzana, sél potasowa 2K
EDTA i 3K EDTA, sol sodowa EDTA, Hgb [ludzka], trojglicerydy,
lizynopryl dwuwodny, hydroksymocznik, kwas acetylosalicylowy,
kwas salicylowy, tiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b).

Oceniono réwniez substancje pochodzgce z procesu izolacji DNA
(QSL1, QSB1, QSW1, QSW2 i PK pochodzgce z zestawu
QlAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit oraz QIAGEN Protease,
etanol, AW1 i AW2 pochodzace z zestawu QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit).

30

Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci klinicznej zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit



Uzyskane wyniki wskazujg, ze substancje te nie powodujg efektu

zaktocajgcego.

Substancje zaklocajace

Badana substancja

Badane stezenie

Bilirubina niezwigzana
Hemoglobina [ludzka]
Trojglicerydy

Busulfan

Bromowodorek cytalopramu

Paroksetyna chlorowodorku
pélwodnego

Chlorowodorek sertraliny
Chlorowodorek fluoksetyny
Acetaminofen [paracetamol]
Lizynopryl dwuwodny
Hydroksymocznik

Kwas acetylosalicylowy

Badana substancja
_Kwas salicylowy
Tiotepa
Anagrelid
Interferon alfa 2b*
Sol potasowa EDTA (2K-EDTA)
Sol potasowa EDTA (3K-EDTA) **
Sél sodowa EDTA (2Na-EDTA) **
QSL1
QSB1
QSW1
Qsw2

Proteinaza K (PK)

150,3 pg/ml
2000 pg/ml
30 000 pg/ml
38,4 ug/ml
0,75 pg/ml

1,14 pg/ml

0,67 pg/ml
3,87 pyg/ml
200,7 pg/mi
0,33 pg/ml
28,2 pg/ml
651,6 pug/ml

Badane stezenie

0,6 pg/ml

48 pg/ml

6 pg/ml

1,8 MU/I

2X (3600 pg/ml)

1X (1800 pg/ml), 3X (5400 pg/ml)
1X (3000 pg/ml), 3X (9000 pg/ml)
2% catkowitej objetosci probki
2% catkowitej objetosci probki
2% catkowitej objetosci probki
2% catkowitej objgtosci probki
2% catkowitej objetosci prébki
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2x oczekiwana warto$¢ objetosci

Proteinaza K (PK)' pozostata po izolacji
3x oczekiwana warto$¢ objetosci

pozostata po izolacji

QIAGEN Protease 1,29E-05% catkowitej objetosci probki
Etanol (EtOH) 1,29E-03% catkowitej objetosci prébki
Buffer AW1 1,00E-01% catkowitej objetosci probki
Buffer AW2 1,00% catkowitej objetosci probki

* Zalecana dawka w przypadku pacjentéw z PV wynosi 3 MU, ktéra przy zatozeniu,
ze zostanie rozprowadzona w 5 | krwi (pacjent o wadze 80 kg), daje stezenie
0,6 MU/I. Zgodnie z zaleceniami zawartymi w normie EP7-A2 instytutu NCCLS
zbadano trzykrotno$¢ tego stezenia, tj. 1,8 MU/I.

** Stezenie 1X wg dostawcy

T PK badana w stezeniu 2% catkowitej objetosci probki (niskie prawdopodobienistwo
wystagpienia) powoduje efekt zakiocajgcy; dalsze badania potwierdzajg usuniecie
PK podczas procesu izolacji: nie oczekuje sie wystapienia zakiécen, jesli materiat
jest uzywany w normalnych warunkach.

Badanie miedzynarodowego panelu referencyjnego
WHO dla genomowego materiatu JAK2 V617F
(NIBSC, kod panelu 16/120)

1. miedzynarodowy panel referencyjny WHO dla genomowego
materiatu JAK2 V617F opracowany przez instytut National Institute for
Biological Standards and Control (NIBSC, kod panelu 16/120) zostat
zbadany przy uzyciu trzech serii zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
(trzy powtdrzenia na jeden poziom zawarty w panelu referencyjnym
oraz na serie odczynnika). Eksperymenty byly wykonywane przez
jednego operatora, przy uzyciu jednego aparatu Rotor-Gene Q 5plex
HRM w ciggu trzech dni. Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych za pomoca
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit z uzgodnionymi wartosciami
opublikowanymi w instrukcji uzycia panelu referencyjnego zostata
oceniona przy uzyciu regresji liniowej zwyklej (nachylenie: 1,003;

95-procentowy Cl [0,997; 1,010] — punkt przeciecia: 0,677;
95-procentowy Cl [0,212; 1,289]) oraz regresji Passinga-Babloka
(nachylenie: 1,01;  95-procentowy CI [1,00; 1,021] — punkt
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przeciecia: 0,00, 95-procentowy CIl [-0,02; 0,010]). Potwierdzono
zgodnosé, wykazujgc w ten sposob przydatno$¢ zestawu podczas
dostarczania danych dotyczgcych mutacji JAK2 V617F, ktore sg
zgodne z danymi uzyskiwanymi przy uzyciu pozostatych,
powszechnie uzywanych technik diagnostycznych.

100
|

77777 regresja Passinga-Babloka
— regresja OLR

40 60 80
I | I

20

regresja Passinga-Babloka: Y =0 + 1,01*X,

Q wspotczynnik korelacji r Pearsona = 0,999
regresja OLR: Y = 0,68 + 1*X, wspotczynnik korelacji
r Pearsona = 0,999

0
L

Wyniki uzyskane przy uzyciu zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit (odsetek mutacii JAK2 V617F)

T
0 20 40 60 80 100

Uzgodnione warto$ci z panelu WHO
(odsetek mutacii JAK2 V617F)

Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit z uzgodnionymi wartosciami z migdzynarodowego panelu
referencyjnego WHO dla genomowego materiatu JAK2 V617F

(NIBSC, kod panelu 16/120).

Zgodnosc¢ oceniono przy uzyciu regresji liniowej zwyktej (Ordinary
Linear Regression, OLR) oraz regresji Passinga-Babloka.

Panel zawiera siedem poziomoéw mutacji JAK2 V617F: 100%;
89,5%; 29,6%; 10,8%; 1,00%; 0,03% i 0%. Uzgodnione wartosci
wzorca WHO zostaty okreslone przy uzyciu wielu technik
powszechnie uzywanych w ramach miedzynarodowych badan
opartych na wspotpracy; wartosci referencyjne przypisane
poszczegbélnym poziomom odsetka mutacji JAK2 V617F sg

wartosciami medianowymi (wiecej informacji mozna znalez¢ na

stronie https://www.nibsc.org).
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Poprawnos¢ i doktadnosé

Poprawnos$¢ pomiaru jest odwrotnie proporcjonalna do btedu
systematycznego pomiaru (Systematic Error, SE). Biad
systematyczny zostat obliczony na podstawie wytycznych
zawartych w dokumencie EP09c instytutu NCCLS. Btad
systematyczny zostat obliczony dla kazdego poziomu odsetka
mutacji JAK2 V617F zawartego w panelu referencyjnym, dla
kazdej serii odczynnika oraz dla wszystkich serii odczynnikow
ogdtem. Do obliczen uzyto danych uzyskanych w badaniu
opisanym powyzej. Najwyzsze wartosci btedu systematycznego
uzyskano podczas wykonywania oznaczenia przy uzyciu 2. serii
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Doktadnos$¢ to stopien zgodnosci miedzy wartoscia bedgcag
wynikiem testu a dopuszczalng wartoscig referencyjng (w tym
przypadku wartosciami  przypisanymi do poszczegdlinych
poziomow odsetka mutacji JAK2 V617F bedacych czescig panelu
WHO). Doktadno$¢ obejmuje poprawnos¢ i precyzje oraz jest
odwrotnie proporcjonalna do btedu catkowitego, obliczanego

W sposoOb przedstawiony w ponizszej tabeli.
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Btad systematyczny i btad pomiaru
Panel WHO  Seria Btad Btad Btad
. zestawu systematyczny = systematyczny  catkowity
Kod amputki  jpsogen (SE) (SE) i
Wartos¢ JAK2 RGQ (doktadnos¢)
referencyjna  pcR Kit Na serie Ogétem
[95-procentowy  [95-procentowy
cly cly
15/172 1 0,000 0,001 0,010
[Nd.]
0% 2 0.003 [-0,001; 0,004]
[-0,011; 0,018]
3 0,000
[Nd.]
15/170 1 -0,010 0,003 0,024
[-0,053; 0,033]
0,03% [-0,021; 0,028]
2 0,020
[-0,094; 0,134]
3 0,000
[-0,075; 0,075]
15/168 1 -0,310 0,066 0,363
[-0,621; 0,001]
1,00% 2 0.617 [-0,276; 0,407]
[0,016; 1,217]
3 -0,110
[-0,261; 0,041]
15/166 1 -0,183 1,207 2,521
[-4,523; 4,156]
10,8% [-0,630; 3,043]
2 3,600
[-2,670; 9,870]
3 0,203
[-1,387; 1,793]
15/244 1 0,970 2,874 5,589
[-8,238; 10,178]
29,6% 2 6.347 [0,016; 5,733]
[0,141; 12,552]
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3 1,307
[-5,767; 8,381]

15/246 1 1,000 1,381 <5,622
[-0,295; 2,295]
89,5% [0,889; 1,873]
2 1,783
[-0,316; 3,883]
3 1,360
[0,270; 2,450]
15/164 1 0,017 0,017 <5,450
[-0,031; -0,002]
100% 5 0,020 [-0,021; -0,013]
[Nd.]
3 0,013

[-0,028; 0,001]

SE: blagd systematyczny to réznica pomiedzy $rednig wartoscig wynikéw
poszczegolnych pomiaréw uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit (V]AKZ kit) @ uzgodniong wartoscig z wynikéw z panelu referencyjnego WHO (Vgef).

Viakz kit — VRef

SE (%) = x 100

VRef

Btad catkowity (Total Error, TE) jest obliczany ze wzoru TE = Vs? + SE?, gdzie ,s"
oznacza odchylenie standardowe (btad przypadkowy).

95-procentowy Cl: 95-procentowy przedziat ufnosci
Nd. = nie dotyczy

Doktadnos¢ analityczna

Celem tego badania byto potwierdzenie dokfadnosci analitycznej
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit uzywanego w normalnych
warunkach do badania probek klinicznych pobranych od pacjentow
z podejrzeniem nowotworu  mieloproliferacyjnego. Badanie
wykonano na probkach gDNA wyizolowanego tgcznie z 473 probek
materialu  pobranego od  nastepujgcych  pacjentow: 276
z podejrzeniem PV, 98 z ET i 99 z PMF. Status mutacji JAK2 V617F
w prébkach pacjentéw uzyskany przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit zostat poréwnany ze statusem mutacji JAK2 V617F
uzyskanym przy uzyciu metody referencyjnej przeznaczonej do
okreslania statusu genu JAK2, tj. niezaleznie zwalidowanej metody
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sekwencjonowania dwukierunkowego (Bi-directional Sequencing,
BDS). Granica LoD zestawu ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit
uzywanego do wykrycia mutacji JAK2 V617F wynosi 0,042%,
dlatego status mutacji JAK2 V617F w probkach pacjentow
badanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest
okreslany jako dodatni, jesli dla probki zgtoszono wynik na poziomie
lub powyzej granicy, albo ujemny, jesli dla probki zgtoszono wynik
ponizej tej granicy. Sposrod 473 probek 22 probki zostaty okreslone
jako dodatnie wzgledem genu JAK2 przy uzyciu zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit i jako ujemne wzgledem tego genu przy uzyciu
metody BDS.

Zgodnos¢ ogdina wyniosta 95,35% (451/473 prébki; 95-procentowy
Cl: 93,04%, 97,06%). Zgodnos¢ wynikdw dodatnich wyniosta 100%
(165/165 probek; 95-procentowy Cl: 97,79%, 100%), a zgodnosé
wynikéw  ujemnych  wyniosta 92,86% (286/308 probek;
95-procentowy ClI: 89,39%; 95,47%). Wyniki przedstawiono ponize;j.

Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR
Kit oraz metody sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera w populacji
pacjentéw z nowotworem MPN (potaczone populacje pacjentéow z ET, PMF i PV).

Sekwencjonowanie
dwukierunkowe Sangera

JAK2 V617F JAK2 V617F — Lacznie

— dodatni ujemny
Zestaw JAK2 V617F — 165 22 187
ipsogen JAK2  dodatni
RGQ PCR Kit
JAK2 V617F — 0 286 286
ujemny
tacznie 165 308 473
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Ocena wynikéw badania doktadnosci analitycznej

w przypadku kohorty pacjentéw z nowotworem MPN

Zgodnos¢ wynikéw dotyczgcych statusu mutacji JAK2 V617F
uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
z wynikami uzyskanymi przy uzyciu metody sekwencjonowania
dwukierunkowego Sangera (BDS) wsrdd pacjentow z ET, PMF

i PV przedstawiono oddzielnie:

® W przypadku ET zgodno$c¢ ogdlna wyniosta 89,8% (88/98
probek; 95-procentowy Cl: 82,03-95,0%), zgodno$¢ wynikéw
dodatnich wyniosta 100% (43/43 prébki; 95-procentowy
Cl: 91,78-100%), a zgodnos¢ wynikow ujemnych wyniosta
81,82% (45/55 prébek; 95-procentowy Cl: 69,1-90,92%).

o W przypadku PMF zgodnos¢ ogdlna wyniosta 93,94% (93/99
probek; 95-procentowy Cl: 87,27-97,74%), zgodnosé
wynikow dodatnich wyniosta 100% (51/51 probek;
95-procentowy Cl: 93,02—-100%), a zgodnos¢ wynikow
ujemnych wyniosta 87,5% (42/48 probek; 95-procentowy
Cl: 74,75-95,27%).

® W przypadku PV zgodnosc¢ ogodlna wyniosta 97,83%
(270/276 prébek; 95-procentowy Cl: 95,33-99,2%),
zgodnos$¢ wynikéw dodatnich wyniosta 100% (71/71 prébek;
95-procentowy Cl: 94,94-100%), a zgodnos¢ wynikow
ujemnych wyniosta 97,07% (199/205 probek; 95-procentowy
Cl: 93,74-98,92%).

W przypadku prébek dajgcych niezgodne wyniki okazato sie, ze
zawieraly mutacje na poziomie ponizej wartosci mozliwej do wykrycia
metodg BDS (ok. 10%). Sekwencjonowanie Sangera charakteryzuje

sie nizszg czutoscig niz zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, za
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pomocg ktérego mozna wykry¢ mutacje JAK2 V617F nawet na tak
niskim poziomie jak 0,042% (jest to warto$¢ granicy LoD), dlatego
w celu wykrycia allelu JAK2 V617F w 15 sposrod 22 niezgodnych
probek (dziewie¢ probek z ET, pie¢ prébek z PMF i jedna probka z PV)
oraz w losowo wybranych 22 zgodnych prébkach dodatnich
iuiemnych wzgledem mutacji JAK2 V617F przeprowadzono
oddzielne  badanie  przy uzyciu  zwalidowanej  metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (Next-generation
Sequencing, NGS). Status mutacji JAK2 V617F w probkach
pacjentéw okreslono przy uzyciu metody NGS w oparciu o granice
czutosci analitycznej tej metody (od 1% do 2% mutacji JAK2 V617F).
Jesdli mutacja JAK2 V617F zostata wykryta w prébce pacjenta przy
uzyciu metody NGS, status mutacji JAK2 V617F byt okreslany jako
dodatni, natomiast jesli nie doszto do wykrycia mutacji JAK2 V617F
w prébce, status mutacji JAK2 V617F byt okreslany jako ujemny.

Dla wszystkich 15 niezgodnych prébek zbadanych metodg NGS
uzyskano wynik pozytywny, co byty zgodne z wynikami uzyskanymi
przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Wszystkie
badane probki zgodne daty takie same wyniki przy uzyciu metody
NGS, bedgce zgodne z wynikami uzyskanymi przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit and BDS. Pozostate 7 prébek uznano
za niezgodne, poniewaz nie udato si¢ uzyskac dla nich danych przy
uzyciu metody NGS. Whnioski z badania doktadnosci analityczne;.

Doktadno$¢ wykrywania allelu JAK2 V617F w prébkach
pochodzgcych od pacjentow z mutacjami JAK2 V617F na
poziomie 20,042% (warto$¢ granicy LoD) przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wyniosta 98,3%.
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Podsumowanie Czuto$¢ wyniosta 94,64% (95-procentowy Cl: 85,13%; 98,88%),
skutecznosci

. . co wskazuje, ze zgodnie z oczekiwaniami wyniki uzyskane za
klinicznej

pomocg zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit w ramach kryteriéw
diagnostycznych WHO umozliwiajg wykrycie PV u zdecydowanej
wiekszosci pacjentow dotknietych tg choroba.

Swoistos¢ rozpoznawania PV za pomocg wynikow uzyskanych
przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w ramach
kryteriow diagnostycznych WHO wyniosta 95,62% (95-procentowy
Cl: 91,19%; 98,22%), co wskazuje na oczekiwang mozliwos¢
wykluczenia wystepowania PV u zdecydowanej wigkszosci
pacjentéw, u ktorych nie wystepuje PV.

Wartosci PPV oraz NPV wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w ramach kryteriéw diagnostycznych
WHO wyniosty odpowiednio 88,33% (95-procentowy Cl: 77,27 %;
93,57%)* i 98,08% (95-procentowy Cl: 94,8%; 99,4%).

lloraz prawdopodobienstwa wystgpienia negatywnego wyniku przy
uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w przypadku
rozpoznania PV w ramach kryteriow diagnostycznych WHO wynidst
21,61 (95-procentowy Cl: 10,44; 44,71), co wskazuje, ze
prawdopodobienstwo uzyskania pozytywnego wyniku wzgledem
mutacji JAK2 V617F jest wyzsze wsrod pacjentow z PV
w poréwnaniu do pacjentéw, u ktorych nie wystepuje PV.

* Wartos¢ PPV jest zalezna od czestosci wystepowania. Czestos$¢ wystepowania w badanej populac;ji
byfa niska, dlatego parametrami o wyzszej istotnosci sg czuto$¢ i swoistos¢, poniewaz nie sg
zalezne od czestosci wystepowania.
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lloraz prawdopodobienstwa wystgpienia pozytywnego wyniku przy
uzyciu zestawu ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit w przypadku
rozpoznania PV w ramach kryteriow diagnostycznych WHO
wyniost 0,06 (95-procentowy CI: 0,02; 0,18), co wskazuje, ze
prawdopodobienstwo uzyskania negatywnego wyniku wzgledem
mutacji JAK2 V617F jest duzo nizsze wsrdéd pacjentow z PV
w poréwnaniu do pacjentéw, u ktérych nie wystepuje PV.

Spojnos¢é pomiarowa

Spojnosé
pomiarowa
przypisanych
wartosci

Spojnos¢  pomiarowa wartosci  przypisanych  kalibratorom
i materiatom kontrolnym, w tym oznaczenie zastosowanych
materiatébw  referencyjnych  lub  referencyjnych  procedur
pomiarowych wyzszego rzedu oraz informacje dotyczace
maksymalnych (samodzielnie dopuszczonych) réznic pomiedzy
partiami podawane z odpowiednimi danymi i jednostkami miar.

1. miedzynarodowy panel referencyjny WHO dla genomowego
materiatu JAK2 V617F (kod panelu wg NIBSC: 16/120) zostat
opracowany w 2016 roku przez komitet Expert Committee on
Biological Standardization Swiatowej Organizacji Zdrowia (World
Health Organization, WHO) (patrz dokument organizacji WHO
WHO/BS/2016.2293).

Panel zawiera siedem liofilizowanych materiatéw ludzkiego
genomowego DNA  utworzonych poprzez potgczenie
genomowego DNA uzyskanego z prébek zawierajgcych allel typu
dzikiego genu JAK2 i linii komérkowych z mutacjg JAK2 V617F, co
pozwolito na otrzymanie wzorcéw zawierajgcych istotne kliniczne
poziomy mutacji JAK2 V617F wyrazone jako odsetek catkowitej
liczby kopii genu JAK2, od 0% do 100%. Patrz
www.nibsc.org/science_and_research/advancedtherapies/
genomic_reference_materials/jak_2_v617f (who).aspx
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i Sanzone AP et al. (2016) Collaborative study to evaluate the
proposed WHO 1st International Reference Panel for Genomic
JAK2 V617F.

Zestaw jpsogen® JAK2 RGQ PCR Kit nie zawiera tego panelu ani
kalibratorow z przypisanymi wartosciami (otrzymanymi na
podstawie tego materialu wzorcowego). Zestaw jpsogen JAK2
RGQ PCR Kit zawiera materiaty kontrolne, ale nie otrzymano ich
na podstawie materiatu referencyjnego organizacji WHO. Dlatego

raport dotyczgcy spojnosci pomiarowej nie jest dostepny.

Mimo to zgodno$¢ wynikéw uzyskanych za pomocg zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit z uzgodnionymi warto$ciami z panelu
zostata oceniona i potwierdzona:

To badanie zostato opisane w dokumencie ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi).

Sugerowany profil i szkolenie uzytkownikow

Profil

. i Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzytku
uzytkownika

profesjonalnego. Produkt moze by¢ uzywany wylgcznie przez
profesjonalnych  uzytkownikdw odpowiednio przeszkolonych
w zakresie technik biologii molekularnej i zaznajomionych
z technologig wykorzystywang w wyrobie. Procedure uzycia

wyrobu nalezy wykonywaé w laboratoriach biologii molekularne;.
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Szkolenie
uzytkownika

Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez profesjonalnych
uzytkownikéw odpowiednio przeszkolonych w zakresie technik
biologii molekularnej i zaznajomionych z technologig wykorzystywang
w wyrobie. Procedure uzycia wyrobu nalezy wykonywac
w laboratoriach biologii molekularne;.

Ryzyka i ostrzezenia

Ryzyka resztkowe
i niepozadane
efekty

Istotne ryzyka resztkowe zostaty zidentyfikowane i przedstawione
uzytkownikowi w postaci ostrzezen i Srodkéw ostroznosci w czesci
dokumentu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia:

® Ryzyko skazenia
Informacje znajdujg sie w sekcjach ,Reakcja gPCR
w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na

72 probowki” oraz ,Srodki ostroznosci” Instrukciji uzycia.

O Zachowac szczegolng ostroznos¢, aby zapobiec
zanieczyszczeniu spowodowanemu przeniesieniem DNA
lub produktow reakcji PCR, ktére mogg spowodowaé
otrzymanie fatszywie pozytywnego sygnatu.

O Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego probek
i odczynnikow, w kazdym kroku pipetowania uzywaé
Swiezych, odpornych na aerozole koncowek do pipet.

O Nalezy zwrdéci¢ uwage na to, aby zmienia¢ koncowki
pomiedzy poszczegolnymi probéwkami, aby unikngé
zanieczyszczenia nieswoistg matryca lub mieszaning
reakcyjng, a co za tym idzie, fatszywie pozytywnych

wynikéw. Najpierw nalezy dodawa¢ badane probki,

a nastepnie wzorce i kontrole.
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O Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec
zanieczyszczeniu mieszanin materiatami syntetycznymi,
ktore znajduja sie we wzorcach ilosciowych allelu MT
genu JAK2 i allelu WT genu JAK2 oraz kontrolach
zmutowanego genu JAK2 i allelu WT genu JAK2.

® Ryzyko degradacji odczynnikow zawartych w zestawie
prowadzacej do niepowodzenia reakcji qPCR
Informacje znajduja sie w sekcji ,Reakcja gqPCR w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probowki” >
.Procedura” > ,Konfiguracja eksperymentu z wykorzystaniem
reakcji qPCR” Instrukcji uzycia.
Wazne: Aby unikng¢ rozktadu materiatu, krok rozmrazania nie
powinien trwa¢ dtuzej niz 30 minut.

® Ryzyko nieprawidtowego ustawienia probowki w rotorze
prowadzgcego do zafalszowania wynikéw
Informacje znajduja sie w sekcji ,Przetwarzanie probek
w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na
72 probéwki” Instrukcji uzycia.
Wazne: Probowki nalezy wtozy¢ do rotora w sposéb
przedstawiony na Ryc. 6 w dokumencie ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit — Instrukcja uzycia, poniewaz zautomatyzowana
analiza skonfigurowana w profilu oznaczenia jest oparta na
tym uktadzie. W przypadku zastosowania innego uktadu

zostang uzyskane wyniki odbiegajgce od normy.

_C)’str:‘ii_enia Nalezy pamieta¢, ze moze by¢ wymagane zapoznanie sig z lokalnymi
i $rodki

_— i a . srveh | W Kt
ostronosci przepisami dotyczacymi zgtaszania powaznych incydentéw, ktére

wystapity w zwigzku z wyrobem, producentowi ilub jego
upowaznionemu przedstawicielowi oraz wiasciwemu organowi
panstwa, ktérego rezydentem jest uzytkownik i/lub pacjent.
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Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy z substancjami chemicznymi zawsze nalezy nosi¢
odpowiedni fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary
ochronne. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznaé
sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheets,
SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie
PDF pod adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna
wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowa¢ karty charakterystyki dla
wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

® Probki sg potencjalnie zakazne. Pozostatosci prébek
i odczynnikow uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowac
zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa.

PRZESTROG | NIE dolewac¢ wybielacza ani roztworéw

kwasowych bezposrednio do odpaddéw

A prébek lub odpadoéw powstatych po
przygotowaniu prébek.

Informacje dotyczace nagtych przypadkow

e CHEMTREC
Poza Stanami Zjednoczonymi i Kanadg: +1 703-527-3887

Srodki ostroznosci

® Podczas wykonywania testow z wykorzystaniem reakcji gPCR
wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk laboratoryjnych,
w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu, wiasciwych dla

zastosowan biologii molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi

przepisami i wiasciwymi normami.
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Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
Odczynniki i instrukcje dostarczone w tym zestawie zostaty
zwalidowane w celu zapewnienia optymalnej skutecznosci.
Test jest przeznaczony do stosowania z prébkami krwi petnej
antykoagulowanymi solg potasowg EDTA (K2-EDTA) i
przechowywanymi przed izolacjg DNA w temperaturze 2—8°C
przez maksymalnie 96 godzin.

Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg
potencjalnie niebezpieczne. Probki sg potencjalnie zakazne

i nalezy je traktowac jako materiaty stwarzajgce zagrozenie
biologiczne.

Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia
nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi procedurami
dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Odczynniki zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit sg
optymalnie rozcienczone. Nie nalezy bardziej rozcienczaé
odczynnikéw, poniewaz moze to doprowadzi¢ do utraty ich
skutecznosci.

Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna

i prébka tgcznie) mniejszych niz 25 pl.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie jpsogen JAK2

RGQ PCR Kit sg przeznaczone do stosowania wytgcznie

z odczynnikami z tego samego zestawu. Nie nalezy

zastepowac zadnego odczynnika z jednego zestawu tym
samym odczynnikiem z innego zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit, nawet jesli sg one z tej samej partii, gdyz moze to
wptyng¢ na dziatanie zestawu.

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje na temat ostrzezen,
Srodkow ostroznosci oraz procedur, nalezy zapoznac sie

z dokumentami Podrecznik uzytkownika aparatu Rotor-Gene

Q MDx 5plex HRM, Podrecznik uzytkownika aplikacji
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podstawowej oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Core Application, Podrecznik uzytkownika narzedzia
Gamma Plug-In oraz podrecznikiem uzytkownika aparatu
QIAsymphony SP.

® Zmiana czasow i temperatur inkubacji moze spowodowac
otrzymanie btednych lub sprzecznych danych.

® Nie nalezy uzywac sktadnikow, ktérych termin waznosci minat
lub ktére byly przechowywane w nieprawidtowy sposaéb.

® \Wiasciwosci mieszanin reakcyjnych mogg ulec zmianie pod
wplywem s$wiatta.

® Nalezy zachowac szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec
zanieczyszczeniu mieszanin materiatami syntetycznymi, ktére
znajdujg sie we wzorcach ilosciowych allelu MT genu JAK2
i allelu WT genu JAK2 oraz kontrolach zmutowanego genu
JAK2 i allelu WT genu JAK2.

® Zachowac¢ szczegdlng ostroznosc¢, aby zapobiec
zanieczyszczeniu spowodowanemu przeniesieniem DNA lub
produktow reakcji PCR, ktére mogg spowodowac otrzymanie
fatszywie pozytywnego sygnatu.

® Zachowac¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec
przenoszeniu zanieczyszczenia w postaci DNaz, ktére moga
spowodowac rozktad matrycy DNA.

® Do przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matryc
nalezy uzywac¢ osobnych pipet przeznaczonych wytgcznie do
tych czynnosci.

® Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx przed

zakonczeniem reakgiji.

® Nie otwiera¢ probéwek Rotor-Gene Q po zakonczeniu reakgiji.
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® Zachowac ostroznos¢, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie
prébek, dbajgc w szczegdlnosci o to, by nie dopusci¢ do
nieprawidtowego umieszczenia probek, btedéw podczas
tadowania i btedéw pipetowania.

® Upewni€ sie, ze probki sg przetwarzane w systematyczny
sposoéb, aby zapewni¢ prawidtowg identyfikacje probek
w kazdym momencie (zachowac identyfikowalnosc).

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych instrukciji:

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

® Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego prébek
i odczynnikéw, w kazdym kroku pipetowania uzywac
Swiezych, odpornych na aerozole koncéwek do pipet.

® Mieszanine Master Mix do uzycia przed reakcjg PCR
przygotowac przy uzyciu odpowiednich materiatow (pipet,
koncowek itp.) w przeznaczonym do tego celu obszarze,
do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce DNA
(DNA, plazmid lub produkty reakcji PCR). Matryce dodawaé
w oddzielnej strefie (najlepiej w innym pomieszczeniu),
uzywajgc przeznaczonych do tego celu materiatow
(pipet, koncowek itp.).

® Informacje dotyczgce rozwigzywania problemow
i bezpieczenstwa odnoszgce sie do zestawdw do izolaciji
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104)
i QlIAsymphony DNA DSP Mini Kit (nr kat. 937236)

zawierajg odpowiednie instrukcje uzycia.
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® Informacje na temat rozwigzywania probleméw zwigzanych
z oprogramowaniem Rotor-Gene AssayManager v2.1 zawiera
dokument Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application.

Ponadto w dokumencie ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja
uzycia znajdujg sie nastepujgce informacije:

® Sekcja ,Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami”:
,Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania.
Nie przekracza¢ maksymalnej liczby pieciu cykli zamrazania-
rozmrazania”.

® Sekcja ,Zautomatyzowana izolacja genomowego DNA za
pomocg zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit”:
»~Jesli kaseta z odczynnikami jest zuzyta tylko czesciowo,
nalezy zamkng¢ jg za pomocg dostarczonych paskéw Reuse
Seal Strip i zamkng¢ proboéwki zawierajgce proteinaze K
niezwtocznie po zakonczeniu wykonywania protokotu,
aby nie dopusci¢ do parowania”.

e Ograniczenia”

O Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.
O Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez
profesjonalnych uzytkownikéw odpowiednio
przeszkolonych w zakresie technik biologii molekularne;j
i zaznajomionych z technologig wykorzystywang
w wyrobie. Procedure uzycia wyrobu nalezy wykonywac

w laboratoriach biologii molekularne;.
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O Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem
umozliwiajgcym wykonanie w petni zautomatyzowanego
oznaczenia, lecz analiza wykonywana przy uzyciu
zestawu jest wspomagana przez dedykowane
oprogramowanie do wykonania zautomatyzowanego
oznaczenia ilosciowego mutacji.

O Z niniejszego zestawu nalezy korzysta¢ zgodnie
z informacjami zawartymi w dokumencie ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia w potgczeniu ze
zwalidowanym aparatem wymienionym w sekcji ,Materiaty
wymagane, ale niedostarczane”.

O Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane
na etykiecie opakowania i etykietach probowek. Nie
uzywacé przeterminowanych elementéw.

O Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie jpsogen
JAK2 RGQ PCR Kit sg przeznaczone do stosowania
wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu.
Nieprzestrzeganie tej wytycznej moze wptyngc na
skutecznos¢ zestawu.

O Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany
wytgcznie pod kgtem uzycia z probkami ludzkiej
obwodowej krwi petnej antykoagulowanej 2K-EDTA,
pobranej od pacjentéw z podejrzeniem lub rozpoznaniem
nowotworu MPN.

O Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany
wytgcznie do stosowania z zestawem QIAsymphony DNA
DSP Mini Kit (nr kat. 937236) lub QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (nr kat. 61104).
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O Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany
wytgcznie do stosowania z aparatami Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM (do reakcji PCR) i QlAsymphony SP
(do przygotowania probek).

O Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub
wprowadzenie zmian w jego sktadnikach spowoduje
zniesienie odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

O Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac
w potgczeniu z innymi obserwacjami z zakresu patologii
klinicznej. Brak mutacji JAK2 V617F/G1849T nie wyklucza
obecno$ci innych mutacji genu JAK2. W przypadku
obecnosci dodatkowych mutacji zlokalizowanych
w nukleotydach od 88504 do 88622 test moze zgtaszaé
wyniki fatszywie negatywne.

O Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci
systemu pod kgtem wszelkich procedur stosowanych
w danym laboratorium, ktdre nie sg objete badaniami

skutecznosci wykonanymi przez firme QIAGEN.

®  Parametry skutecznosci’, ,Substancje zakiécajgce”

O Badanie zostato zaprojektowane zgodnie z wymogami
normy EP7-A3 pt. ,Interference Testing in clinical
Chemistry” instytutu NCCLS. Wybrano tgcznie
19 substancji potencjalnie obecnych w probkach krwi ze
wzgledu na ich mozliwy wptyw na reakcje PCR (busulfan,
bromowodorek cytalopramu, paroksetyna chlorowodorku
potwodnego, chlorowodorek sertraliny, chlorowodorek
fluoksetyny, acetaminofen [paracetamol], bilirubina
niezwigzana, soél potasowa 2K EDTA i 3K EDTA, sol

sodowa EDTA, Hgb [ludzka], tréjglicerydy, lizynopryl
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dwuwodny, hydroksymocznik, kwas acetylosalicylowy,
kwas salicylowy, tiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b).

O Oceniono réwniez substancje pochodzgce z procesu
izolacji DNA (QSL1, QSB1, QSW1, QSW2 i PK
pochodzgce z zestawu QIAsymphony DSP DNA Blood
Mini Kit oraz QIAGEN Protease, etanol, AW1 i AW2
pochodzgce z zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit).

O Uzyskane wyniki wskazujg, ze substancje te nie powodujg
efektu zakiocajgcego.

®  Rozwigzywanie probleméw”
Sekcja dotyczgca rozwigzywania probleméw moze poméc
w rozwigzaniu problemoéw zwigzanych z nastepujgcymi
elementami procedury:

Przetwarzanie prébek i niepowodzenie

Btad w stezeniu DNA

Niewazna probka z powodu niskiego stezenia

Btad uzytkownika zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Brak sygnatu w prébce i kontrolach lub niska jako$é

O O O O O

sygnatu
O Btedy w dziataniu aparatu RGQ

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych
informacji nalezy odwiedzi¢ witryne naszego Centrum pomocy
technicznej pod adresem www.giagen.com/Support (w celu
uzyskania danych kontaktowych nalezy odwiedzi¢ strone
www.giagen.com).
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