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QIAGEN Sample and Assay Technologies

Firma QIAGEN jest czotowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktore umozliwiajg izolacje
| detekcje zawartosci dowolnej probki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie —
od pobrania prébki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
B oznaczeniach kwasow nukleinowych i biatek;
B badaniach mikroRNA oraz RNA:I;
H

automatyzacji technologii postepowania z probkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukcesow
I przetomowych wynikéw badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.qgiagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit jest przeznaczony do detekcji
mutacji JAK2 V617F/G1849T w genomowym DNA pobranym od pacjentow
z podejrzeniem nowotworu mieloproliferacyjnego. Brak mutacji JAK2
V617F/G1849T nie wyklucza obecnosci innych mutacji genu JAK2.

W przypadku obecnosci dodatkowych mutaciji zlokalizowanych w kodonach
od 615 do 619 test moze raportowac fatszywie negatywne wyniki (1).

Uwaga: Zestawu nalezy uzywac¢ zgodnie z instrukcjami podanymi

w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami
i aparatami. Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub
wprowadzenie zmian w jego skfadnikach spowoduje zniesienie
odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Podsumowanie i objasnienie

W 2005 roku zidentyfikowano powtarzajgcg sie mutacje somatyczng, V617F,
wystepujgcg w obrebie genu janusowej kinazy tyrozynowej 2 (Janus tyrosine
kinase 2, JAK2) (2-5), co spowodowato znaczgcy przetom w zrozumieniu,
klasyfikacji i rozpoznaniu nowotworow mieloproliferacyjnych
(myeloproliferative neoplasms, MPN). Biatko JAK2 to wewngtrzkomorkowa
czgsteczka sygnatowa kluczowa dla wielu cytokin, w tym erytropoetyny.

Mutacja JAK2 V617F jest wykrywana u >95% pacjentow z czerwienicg
prawdziwg (polycythemia vera, PV), 50—-60% pacjentow z nadptytkowoscig
samoistng (essential thrombocythemia, ET) oraz 50% pacjentow z pierwotnym
zwtdknieniem szpiku (primary myelofibrosis, PMF). Mutacje JAK2 V617F
wykryto rowniez w niektorych rzadkich przypadkach przewlektej biataczki
mielomonocytowej, zespotu mielodysplastycznego, mastocytozy
ogolnoustrojowej oraz przewlekitej biataczki neutrofilowej. Nie wykryto jej
jednak w zadnym przypadku przewlektej biataczki szpikowej (chronic myeloid
leukemia, CML) (6).

Mutacja dotyczy zmiany pojedynczego nukleotydu w genie JAK2 —
nukleotydu 1849 w eksonie 14 — co powoduje unikalng substytucje waliny
(valine, V) przez fenyloalanine (phenylalanine, F) w pozycji 617 biatka
(domena JH2). Prowadzi to do konstytutywnej aktywaciji biatka JAK2,
hematopoetycznej transformacji in vitro i wzrostu kolonii erytroidalnych
niezaleznych od erytropoetyny (erythropoietin-independent erythroid colony,
EEC) u wszystkich pacjentow z PV oraz u duzej czesci pacjentow z ET i PMF
(7). Mutacja JAK2 V617F jest gtdbwnym czynnikiem transformacji komérek
hematopoetycznych w MPN, ale doktadne mechanizmy patologiczne
prowadzgce, przy tej samej unikalnej mutacji, do tak réznych klinicznych

I biologicznych jednostek chorobowych nie zostaty jeszcze w petni wyjasnione.
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Zwyczajowo rozpoznanie MPN opierato sie na kryteriach klinicznych,
cytogenetycznych oraz histologii szpiku kostnego. Odkrycie markera
molekularnego swoistego dla choroby doprowadzito do uproszczenia tego
procesu oraz zwiekszenia doktadnosci diagnostycznej. Detekcja mutacji JAK2
V617F jest obecnie czescig kryteriow referencyjnych WHO z 2008 roku
dotyczgcych rozpoznawania nowotworow MPN ujemnych wzgledem genu
BCR-ABL (Tabela 1), a obecnos¢ tej mutacji jest gtdwnym kryterium
potwierdzajgcym rozpoznanie.

Tabela 1. Kryteria rozpoznania MPN wg WHO (zaadaptowano z
pozycji 8 literatury)

Kryteria rozpoznania czerwienicy prawdziwej (PV)

Wieksze 1. Hemoglobina (Hgb) >18,5 g.dl-1 (mezczyzni) lub >16,5 g.dl-1
(kobiety) lub Hgb lub hematokryt (Hct) >99. percentyla zakresu
referencyjnego dla wieku, pici lub wysoko$ci nad poziomem
morza miejsca zamieszkania; lub
Hgb >17 g.dlI-1 (mezczyzni) lub >15 g.dl-1 (kobiety) w
przypadku utrzymujgcego sie przyrostu o 22 g.dl-1 w
poréwnaniu do wartosci wyjsciowej, ktdérego nie mozna
powigzac z leczeniem niedoboru zelaza; lub
Wzrost masy krwinek czerwonych o >25% powyzej Sredniej
prawidtowej wartosci przewidywanej
2. Obecno$¢ mutacji JAK2V617F lub podobnej mutacji

Mniejsze 1. Tréjliniowa mieloproliferacja w szpiku kostnym
2. Stezenie erytropoetyny w surowicy ponizej normy
3. Wzrost endogennych kolonii erytroidalnych (Endogenous
Erythroid Colony, EEC)

Kryteria rozpoznania nadptytkowosci samoistnej (Essential
Thrombocythemia, ET)

Wieksze 1. Liczba ptytek krwi 2450 x 109 I-1

2. Proliferacja duzych, dojrzatych morfologicznie
megakariocytéw. Brak lub staba proliferacja w linii
granulocytarnej lub erytroidalnej

3. Niespetnienie kryteriéw rozpoznania WHO dotyczgcych
przewlekltej biataczki szpikowej (Chronic Myeloid Leukemia,
CML), PV, pierwotnego zwtdknienia szpiku (Primary
Myelofibrosis, PMF), zespotu mielodysplastycznego
(Myelodysplastic Syndrome, MDS) lub innego nowotworu szpiku
kostnego

4. Wykazanie obecnosci mutacji JAK2V617F lub innego|
markera klonalnosci lub|

Brak dowodow na nadptytkowosc¢ reaktywng

Mniejsze
Kryteria rozpoznania pierwotnego zwtdknienia szpiku (PMF)
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Wieksze 1. Proliferacja i atypia megakariocytow z jednoczesnym
wystepowaniem wioknienia retikulinowego i/lub kolagenowego
lub
(W przypadku braku wtdknienia retikulinowego) Zmiany
megakariocytow muszg by¢ powigzane ze zwiekszong
komérkowatoscig szpiku kostnego, proliferacjg w linii
granulocytarnej i czesto obnizong erytropoezg (ij.
prefibrotyczna faza PMF)

2. Niespetnienie kryteriow rozpoznania WHO dotyczgcych

(CML), PV, MDS lub innego nowotworu szpiku kostnego

3. Wykazanie obecnosci mutacji JAK2V617F lub innego|

markera klonalnosci lub|

Brak dowodow na reaktywne zwtoknienie szpiku kostnego

Mniejsze 1. Leukoerytroblastoza
2. Wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (Lactate
Dehydrogenase, LDH) w surowicy

3. Anemia
4. Splenomegalia wyczuwalna w badaniu palpacyjnym

W ostatnim czasie miedzynarodowi eksperci zaproponowali kryteria dla badan
klinicznych produktéw leczniczych w chorobach PV i ET. W oparciu o dane
dotyczgce przeszczepu allogenicznego, alfa-interferonu lub
hydroksymocznika, oznaczenie ilosciowe mutacji JAK2V617F zostato
wigczone jako narzedzie potencjalnie uzyteczne do monitorowania odpowiedzi
na leczenie (9). W odpowiedzi na niektére nowe leki skierowane przeciwko
biatku JAK2 stosowane w trakcie badan klinicznych zaobserwowano
zmniejszenie obcigzenia mutacjg JAK2 V617F (10).

Zasada procedury

W oznaczeniu wykorzystywane sg dwie sondy TagMan®, dzieki czemu w
reakcji multipleks mozliwe jest rozréznienie alleli. Jedna sonda jest idealnie
dopasowana do sekwencji 2 allelu (tj. allelu typu dzikiego), a druga do
sekwenciji 1 allelu (tj. allelu z mutacjg). Kazda sonda jest wyznakowana na
koncu &' wyrézniajgcym fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym, takim jak
FAM™ |ub VIC®, a na koncu 3' zawiera niefluorescencyjny wygaszacz. Sondy
zawierajg rowniez czgsteczke przytgczajgca sie do matego rowka DNA (minor
grove binder, MGB™), co zapewnia wigkszg stabilno$¢ podczas korzystania

z krétszych sond i, co za tym idzie, bardziej precyzyjne rozroznienie alleli.

Podczas fazy elongacji w reakcji PCR idealnie dopasowana sonda jest
rozcinana przez polimeraze Taq o aktywnosci egzonukleazy 5'—3', przez co
barwnik reporterowy zostaje oddzielony od wygaszacza, a to z kolei powoduje
wykrywalng emisje fluorescencji. Sonda, ktéra nie jest idealnie dopasowana,
nie zostanie rozcieta przez polimeraze Taq, a zamiast tego ulegnie wyparciu.
Z tego wzgledu zaden barwnik reporterowy nie zostanie uwolniony.
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Wygenerowany sygnat fluorescencyjny (VIC lub FAM) jest odbierany pod
koniec reakcji PCR (punkt korncowy) i bezposrednio wskazuje na obecnos¢
docelowych sekwencji w probce (allel typu dzikiego, allel zmutowany lub oba)
bez koniecznosci wykonywania dtugich i pracochtonnych etapéw po reakcji
PCR, ktore zwiekszajg réwniez ryzyko zanieczyszczenia. Rzeczywista ilos¢
docelowej sekwencji nie jest oznaczana.

Technologia opisana powyzej jest wykorzystywana w zestawie ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit w sposéb przedstawiony na Ryc.1.

! Sonda 1 *— ®= Rozktad sondy

]
Dopaso- - Istotny wzrost
wanie sygnatu FAM

Q 5‘::1%. =, Rozktad sondy
Sonda_2
h‘m Dopaso- =S Istotny wzrost

wanie sygnatu VIC

Wyparcie sondy
Sonda 1
D
ﬂ hlﬂﬂ— Niedopa- Brak sygnatu

sowanie

ELX Wyparcie sondy
Sonda 2

[ = 0@ e
%ﬂk Niedopa- —> (N NHENN  Brak sygnatu

sowanie

Ryc. 1. Reakcja multipleks z sonda TagMan. Technologia opisana powyzej jest
wykorzystywana w zestawie ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit w celu rozréznienia alleli.
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Dostarczone materialy

Zawartosc¢ zestawu

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (19)
Nr katalogowy 673123
Liczba reakc;ji 19
V617F Positive Control (Kontrola pozytywna MP-VF 30 ul
wzgledem mutacji V617F)*

V617F Negative Control (Kontrola negatywna MN-VF 30 ul
wzgledem mutacji V617F)'

Reference Scale M1 (Skala referencyjna M1)* M1-VF 30 ul
Reference Scale M2 (Skala referencyjna M2)* M2-VF 30 ul
Reference Scale M3 (Skala referencyjna M3)* M3-VF 30 ul
Reference Scale M4 (Skala referencyjna M4)* M4-VF 30 ul
Reference Scale M5 (Skala referencyjna M5)* M5-VF 30 ul
Reference Scale M6 (Skala referencyjna M6)* M6-VF 30 ul
Primers and probes mix JAK2 V617F PPM-VF 10x 145 pl
(Mieszanina starterow i sond JAK2

V617F)3

Instrukcja obstugi zestawu ipsogen JAK2 1
MutaScreen RS Kit (w jezyku angielskim)

* Kontrola pozytywna: 100% DNA z mutacjg V617F.
T Kontrola negatywna: 100% DNA typu dzikiego; 0% DNA z mutacjg V617F.
* Skala referencyjna (rozcienczenia genomowego DNA).

§ Mieszanina swoistych starteréw ,reverse” i ,forward” dla genu JAK2, sonda FAM swoista
dla allelu z mutacjg V617F i sonda VIC swoista dla allelu typu dzikiego.

Uwaga: Przed uzyciem krotko odwirowacé probdwki.

Uwaga: W przypadku analizy prébek o nieznanym statusie za pomoca
zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit wymagana jest izolacja
genomowego DNA. Odczynniki potrzebne do wykonania izolacji DNA
(np. zestaw QIAGEN® QlAamp® DNA Mini Kit, nr kat. 51304) nie sg
dostarczane i nalezy je zwalidowac w potgczeniu z danym zestawem.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni
fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu
uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z kartami
charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentow
poszczegoblnych produktow.

Odczynniki

B Woda wolna od nukleaz, odpowiednia do PCR

M Bufor TE wolny od nukleaz (stezony 1x), pH 8,0 (np. Thermo Fisher
Scientific, nr kat. 12090-015)

B Bufor i polimeraza DNA Taq: zwalidowane odczynniki to mieszanina
TagMan Universal PCR Master Mix (mieszanina Master Mix do reakcji
PCR, stezona 2x) (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 4304437)

I mieszanina LightCycler TagMan Master (mieszanina Master Mix
do reakcji PCR, stezona 5x) (Roche, nr kat. 04535286001)
B Odczynniki do przygotowania zelu agarozowego o stezeniu 0,8-1%

w buforze TBE do elektroforezy (stezonym 0,5x)

Materialy eksploatacyjne

Jatowe koncéwki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od
nukleaz, odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

Probowki do reakcji PCR o pojemnoéci 0,5 lub 0,2 ml, wolne od RNaz
i DNaz

Lod

Wyposazenie

Pipety mikrolitrowe* przeznaczone do przygotowywania reakcji PCR
(1-10 ul; 10-100 wl; 100-1000 ul)

Wirdéwka laboratoryjna* z rotorem dla probowek reakcyjnych o pojemnosci
0,2 ml/0,5 ml (umozliwiajgca wirowanie przy 10 000 rpm)

Spektrofotometr* do iloSciowego pomiaru DNA

Aparat do przeprowadzania reakcji real-time PCR*: Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM lub inny aparat Rotor-Gene; LightCycler 2.0 lub 480; Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS
lub ABI PRISM 7900HT SDS oraz powigzane odpowiednie materiaty

Wyposazenie* do pulsacyjnej elektroforezy zelowej (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis, PFGE)

* UpewniC sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni
fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu
uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyk (Safety Data Sheet, SDS). Sg one dostepne online
w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietla¢

I drukowac karty charakterystyk dla wszystkich zestawow i sktadnikéw
zestawow firmy QIAGEN.

Pozostatosci prébek i odczynnikéw nalezy utylizowac¢ zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogodlne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow gPCR wymagane jest przestrzeganie
dobrych praktyk laboratoryjnych, w tym dotyczgcych przeprowadzania
konserwaciji sprzetu, wtasciwych dla biologii molekularnej i zgodnych

z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje
dostarczone w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia
optymalnej skutecznosci. Dalsze rozcienczanie odczynnikéw lub zmiana
okreséw i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych. Wtasciwosci odczynnika PPM-VF mogg ulec zmianie
pod wptywem Swiatta stonecznego. Wszystkie odczynniki opracowano
specjalnie do uzycia z tym testem. Aby zapewni¢ optymalng skutecznos¢
testu, nie nalezy zastepowac¢ zadnych odczynnikow.

Zachowac szczegoblng ostroznosé, aby zapobiec:
B zanieczyszczeniu DNazg, ktéra moze spowodowac rozktad matrycy DNA;

B zanieczyszczeniu spowodowanemu przeniesieniem DNA lub produktéw
reakcji PCR, ktére mogg spowodowac otrzymanie fatszywie pozytywnego
sygnatu.

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych srodkow
ostroznosci.

B Podczas wykonywania oznaczenia uzywac sprzetu laboratoryjnego
(np. pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz
I nosic rekawiczki.

B Aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw,
w kazdym kroku pipetowania uzywac¢ swiezych, odpornych na aerozole
koncowek do pipet.
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B Mieszanine Master Mix do uzycia przed reakcjg PCR przygotowac przy
uzyciu odpowiednich materiatéw (pipet, koncowek itp.) w przeznaczonym
do tego celu obszarze, do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce
DNA (DNA, plazmid). Matryce dodaé¢ w oddzielnej strefie (najlepiej
W innym pomieszczeniu), uzywajgc przeznaczonych do tego celu
materiatow (pipet, koncowek itp.).

Przechowywanie i sposdb postepowania
z odczynnikami

Zestawy sg transportowane na suchym lodzie, a po ich dostarczeniu nalezy je
przechowywaé w temperaturze od -15°C do -30°C.

B Mieszaniny starteréw i sond nalezy chroni¢ przed ekspozycjg na swiatto
(probéwka PPM-VF).

M Przed otwarciem delikatnie wymieszac i odwirowaé probowki.
B Wszystkie sktadniki zestawu przechowywaé w oryginalnych pojemnikach.

Te warunki przechowywania dotyczg zarbwno otwartych, jak i nieotwartych
sktadnikow. Sktadniki przechowywane w warunkach innych niz okreslone na
etykietach moga nie dziata¢ prawidtowo i negatywnie wptyng¢ na wyniki
oznaczenia.

Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach
poszczegolnych sktadnikow. W prawidtowych warunkach przechowywania
skutecznosc¢ produktu zostanie zachowana do uptywu daty waznosci
wydrukowanej na etykiecie.

Nie istniejg zadne mozliwe do zaobserwowania wyrazne oznaki wskazujgce
na niestabilno$¢ produktu. Wraz z probkg o nieznanym statusie nalezy jednak
analizowac kontrole pozytywne i negatywne.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

Przygotowanie DNA probki

Genomowy DNA nalezy uzyskaé z krwi petnej, oczyszczonych limfocytow krwi
obwodowej, komorek wielojgdrzastych lub granulocytow. Zalecamy
zaadaptowanie tej samej frakcji komorkowej i metody izolacji DNA, aby byto
mozliwe poréwnanie wynikéw. I1zolacje DNA nalezy wykonywac za pomocg
dowolnej opracowanej w laboratorium lub komercyjnej metody.

llo§¢ DNA jest okre$lana poprzez pomiar gestosci optycznej przy dtugosci fali
260 nm. Jakos¢ DNA nalezy ocenic spektrofotometrycznie lub wykonujgc
elektroforeze zelowa.

Stosunek Azeo/A2go powinien miesci¢ sie w zakresie 1,7—1,9. Mniejsza wartosc
zwykle wskazuje na zanieczyszczenie biatkami lub zwigzkami organicznymi.
Po wykonaniu analizy elektroforetycznej w zelu agarozowym o stezeniu
0,8—-1% wyizolowany DNA powinien by¢ widoczny jako wyrazny prazek

o wielkosci okoto 20 kz. Akceptowalna jest stabo widoczna smuga.

Otrzymany DNA jest rozcienczany w buforze TE do stezenia 5 ng/ul. Reakcja
gPCR jest zoptymalizowana dla 25 ng oczyszczonego genomowego DNA.

Przechowywanie kwasow nukleinowych

W przypadku przechowywania krotkoterminowego (do 24 godzin) zalecamy
przechowywanie oczyszczonych kwasow nukleinowych w temperaturze
2—-8°C. W przypadku przechowywania dtugoterminowego (powyzej 24 godzin)
zalecamy przechowywanie w temperaturze -20°C.

Protokot: reakcja gPCR w aparatach Rotor Gene Q z rotorem na
72 probowki

W przypadku uzywania tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich
pomiarow w dwoch powtorzeniach, zgodnie z Tabelg 2.
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Tabela 2. Liczba reakcji w przypadku aparatéw Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM lub Rotor Gene Q 5plex HRM z rotorem na 72 probéwki

Probki Reakcje
Mieszanina starteréw i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reakcji)
19 probek DNA 19 x 2 reakcje

2 x 2 reakcje (MP-VF, MN-VF, kazda
oznaczana w dwoch powtérzeniach)

6 x 2 reakcje (od M1 do M6, kazde
oznaczane w dwoch powtérzeniach)

2 kontrole DNA

Skala referencyjna

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki

Ryc. 2. Sugerowany uktad rotora dla eksperymentu przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit. MP-VF: kontrola pozytywna; MN-VF: kontrola negatywna;
od M1 do M6: skala referencyjna; S: probka DNA; H.O: kontrola — woda.
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Uwaga: Nalezy zwréci¢ uwage, aby zawsze umieszczaé badang probke w
pozycji 1 rotora. W przeciwnym razie podczas kroku kalibracji aparat nie
wykona kalibracji i nastgpi akwizycja nieprawidtowych danych fluorescencji.
We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probdwki.
Reakcja qPCR w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura
1. Rozmrozié wszystkie niezbedne sktadniki i umiescic¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnaé i krétko odwirowaé wszystkie probéwki (okoto 10 s przy
10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

3. Przygotowacé mieszanine do reakcji gPCR zgodnie z ponizszym
opisem, w ilosci odpowiedniej do liczby przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 3 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, ktérej objetos¢ zostata obliczona w taki sposob,
aby koncowa objetosc¢ reakcyjna wynosita 25 ul. Mozna przygotowac
wstepng mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej same;j
mieszaniny starterow i sond. Aby skompensowac btedy pipetowania,
uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku korzystania z aparatéw Rotor-Gene zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit mozna uzywac¢ do analizy 19 probek w dwoch
powtorzeniach w ramach jednego eksperymentu (Ryc. 2).

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny do reakcji gPCR

Liczba reakcji (ul)

Sktadnik 1 56+1* Stezenie koncowe
Mieszanina TagMan

Universal PCR Master 12,5 712,5 1x
Mix, 2X

Mleszanlna starteréw 25 142 5 1x
I sond, 10x

Woda wolna od nukleaz, 5 85 _
odpowiednia do PCR

Prébka (dodawana .

w kroku 4) 5 5 na kazda -
Catkowita objetos¢ 25 25 na kazda -

* 19 probek; jeden eksperyment/zestaw.

14 ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit — Instrukcja obstugi 07/2016



4. Wytrzasac i krotko odwirowaé mieszanine do reakcji qPCR (okoto
10 s przy 10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

5. Doda¢ po 20 ul wstepnej mieszaniny do reakcji gPCR na probéwke.

6. Dodac¢ po 5 ul materiatu DNA proébki lub kontroli do odpowiednich
probéwek (catkowita objetos¢ to 25 ul).

7. Delikatnie wymieszagé, pipetujac w goére i w dét.

8. Zamkna¢ probowki do reakcji PCR. Umiescié probéwki w rotorze na
72 probowki zgodnie z zaleceniami producenta. We wszystkich
pozostalych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki.

9. Upewni¢ sie, ze pierscien blokujacy (akcesorium do aparatu Rotor-
Gene) jest umieszczony na gérze rotora, aby zapobiec
przypadkowemu otwarciu sie probéwek podczas wirowania.
Umiesci¢ rotor w aparacie Rotor-Gene Q zgodnie z zaleceniami
producenta.

10. W celu detekcji DNA genu JAK2 utworzy¢ profil temperaturowy,
wykonujac ponizsze kroki.

Ustawianie ogéIinych parametréw oznaczenia Ryc. 3.1 4.
Amplifikacja DNA Ryc. 5.

Dostosowywanie czutosci kanatu

) Ryc. 6.
fluorescencyjnego

Dalsze informacje na temat programowania aparatow Rotor-Gene mozna
znalez¢ w podrecznikach uzytkownika aparatow. Na ilustracjach
ustawienia oprogramowania otoczono grubg, czarng linig. Przedstawione
ilustracje dotyczg aparatéw Rotor-Gene Q.

11. Uruchomié oprogramowanie Rotor-Gene. W oknie dialogowym
»New run” (Nowy cykl) klikng¢ przycisk ,,New” (Nowy).
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Ryc. 3. Okno dialogowe ,, New Run” (Nowy cyKil).
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ustawic¢ objetosé na 25 pl i klikngé przycisk ,,Next” (Dalej).
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Ryc. 4. Ustawianie ogdlnych parametréw oznaczenia.
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13. Kliknag¢ przycisk ,,Edit Profile” (Edytuj profil) w kolejnym oknie
dialogowym , New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu), a nastepnie
zaprogramowac¢ profil temperaturowy zgodnie z opisem w Tabeli 4
i na Ryc. 5. Upewni¢ sie, ze dla kazdego cyklu dodano ostatni etap
akwizycji przy 60°C dla kanatu zielonego (FAM) i z6itego (VIC).

Tabela 4. Profil temperaturowy

Hold (Wstrzymanie) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min

Hold 2 (Wstrzymanie 2) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min

Cycling (Powtarzanie 50 razy
cykli) 92°C przez 15 s
60°C przez 1 min; pojedynczy

Akwizycja fluorescencji barwnika FAM
w kanale

Cycling A. Green

Akwizycja fluorescencji barwnika VIC
w kanale

Cycling A. Yellow
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Ryc. 5. Amplifikacja DNA.
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14. Zakres detekcji kanatow fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na
podstawie natezenia fluorescencji w probéwkach PCR. Klikngaé
przycisk , Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu), aby otworzy¢
okno dialogowe , Auto-Gain Optimisation Setup” (Konfiguracja
optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Klikna¢ przycisk
, Optimise Acquiring” (Optymalizuj akwizycje) (Ryc. 6), a nastepnie
klikngé przycisk ,,OK” w oknach dialogowych ,,Auto-Gain Optimisation
Channel Settings” (Ustawienia optymalizacji wzmocnienia
automatycznego dla kanatu) dla kazdego kanatu (zielonego i zé6itego,
Ryc. 6). Upewni¢ sie, ze dla kazdego kanatu zaznaczono pole wyboru
»Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Wykonaj
optymalizacje przed pierwsza akwizycja) (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego.

15. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu sa
zapisywane automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu
procedury programowania. Klikng¢ przycisk ,,Start Run” (Rozpocznij
cykl), aby uruchomié¢ program.
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16. Wprowadzi¢ konfiguracje rotora w oprogramowaniu Rotor-Gene
(Ryc. 7).
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Ryc. 7. Konfiguracja aparatu Rotor-Gene: okno ,Edit Samples” (Edytuj prébki).

Procedura analizy punktu koncowego dla ustawien aparatu Rotor-Gene
Q 5plex HRM

17. Po zakonczeniu programu PCR klikngé¢ przycisk ,,Analysis” (Analiza)
na pasku narzedzi (Ryc. 8).

pen Twss | Heln Cetirg: Fiofls  Tenp,
Channal 7 Oyl &Gt o Colng L Yales o Cyding BGesen o Cpdng B Yelom

Ryc. 8. Analysis (Analiza).
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18. W oknie dialogowym ,,Analysis” (Analiza) (Ryc. 9) klikng¢ dwukrotnie
opcje ,,Cycling A. Green” (Zielony kanat akwizycji), a nastepnie
przycisk , OK”. Powtérzy¢ dla kanatu Cycling A Yellow.

Analysis £
2 5id Curves Rel] | Diber
| Quarticbon | Ml

: ]
PO AL T E0W At Least Two Standards Required

i The auto-find threshold festune reguires Bhat you have defired at least 2
sedeched standards Tooset this up. ight-chck on the sample B0 snd Sel=ct Ecit

5 amphes 2

[~ Dion shosy this message in butue

S | Hide
[T Aubo-shink widow

Ryc. 9. Quantitation (Oznaczenie ilosciowe): ,,Cycling A. Green” (Zielony kanat
akwizycji).

19. Zostanie wyswietlone nowe okno (Ryc. 10). Klikngé opcje ,,Slope
Correct” (Korekcja nachylenia) na obu panelach, jak przedstawiono

Ryc. 10. Ustawianie opcji , Slope Correct” (Korekcja nachylenia).

20. Aby wyeksportowa¢ dane, zapisac je jako arkusz danych programu
Excel®. Klikngé przycisk ,,OK”, nada¢ nazwe wyeksportowanemu
plikowi, a nastepnie zapisa¢ plik tekstowy (*.txt).
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21. Otworzy¢ plik tekstowy w programie Excel i wybra¢ kolumne A.
Klikna¢ opcje ,,Data” (Dane), nastepnie opcje ,,Convert” (Przeksztatc)
i ,,Next” (Dalej). Wybraé opcje ,Comma” (Przecinek), a nastepnie
klikngé przycisk ,,End” (Zakoncz). Wyniki beda wyswietlane
w sposéb przedstawiony na Ryc. 11.
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Ryc. 11. Przyktadowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.

Uwaga: Plik zawiera dane surowe oraz dane standaryzowane. Nalezy brac
pod uwage wytgcznie dane standaryzowane.

Dane te sg podane w czesciach tabeli dotyczgcych analizy ilosciowej kanatu
Cycling A Green i analizy ilosciowej kanatu Cycling A Yellow.

Dane przeznaczone do interpretacji to dane, ktérych akwizycja nastgpita

w 50. cyklu PCR (zaznaczone okregami po prawej stronie).
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Protokot: reakcja qPCR w aparatach Applied Biosystems
i ABlI PRISM
W przypadku uzywania urzgdzenia do gPCR przeznaczonego na ptytke

96-dotkowg zalecamy wykonanie powtdrzen wszystkich pomiaroéw, zgodnie
z Tabelg 5.

Tabela 5. Liczba reakcji w przypadku aparatow Applied Biosystems 7300
i 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT

Probki Reakcje
Mieszanina starteréw i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reakcji)
19 prébek DNA 19 x 2 reakcje

2 x 2 reakcje (MP-VF, MN-VF, kazda
oznaczana w dwoch powtérzeniach)

6 x 2 reakcje (od M1 do M6, kazde
oznaczane w dwoch powtérzeniach)

2 kontrole DNA

Skala referencyjna

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w aparatach Applied Biosystems 7300 i 7500,
ABI PRISM 7000 i 7700 lub ABI PRISM 7900HT
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Ryc. 12. Sugerowane ustawienie plytki dla eksperymentu przy uzyciu zestawu ipsogen
JAK2 MutaScreen RS Kit. MP: kontrola pozytywna; MN: kontrola negatywna; od M1 do M6:
skala referencyjna; S: probka DNA; H>O: kontrola — woda.

RS
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Reakcja qPCR w aparatach Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie niezbedne sktadniki i umiescic¢ je na lodzie.

Sktadniki nalezy wyciggng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasna¢ i krétko odwirowaé wszystkie probowki (okoto 10 s przy
10 000 rpm, aby zebra¢ ptyn na dnie probéwki).

3. Przygotowacé mieszanine do reakcji gPCR zgodnie z ponizszym
opisem, w ilosci odpowiedniej do liczby przetwarzanych probek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 6 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikdw, ktérej objeto$¢ zostata obliczona w taki sposob,
aby kohcowa objetos¢ reakcyjna wynosita 25 ul. Mozna przygotowac
wstepng mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej
mieszaniny starteréw i sond. Aby skompensowac btedy pipetowania,
uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatow Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit mozna uzywac¢ do analizy 19 probek w dwoch
powtdrzeniach w ramach jednego eksperymentu (Ryc. 12).

Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny do reakcji gPCR

Liczba reakcji (ul)

Skiadnik 1 56+1* Stezenie koncowe
Mieszanina TagMan

Universal PCR Master Mix, 12,5 712,5 1x
2X

Mieszanina starterow i sond, 25 1425 1x
10x

Woda wolna od nukleaz, 5 285 3
odpowiednia do PCR

Prébka (dodawana :

w kroku 4) 5 5 na kazdag —
Catkowita objetosc¢ 25 25 na kazdag —

* 19 prébek; jeden eksperyment/zestaw.
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4. Wytrzasac i krotko odwirowaé mieszanine do reakcji qPCR (okoto
10 s przy 10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

5. Doda¢ po 20 ul wstepnej mieszaniny do reakcji qPCR na dotek.

6. Dodac¢ po 5 ul materiatu DNA proébki lub kontroli do odpowiednich
dotkoéw (catkowita objetos¢ 25 ul).

7. Delikatnie wymieszagé, pipetujac w goére i w dét.

Zamkna¢ ptytke i krétko jg odwirowaé (300 x g, okoto 10 s).

9. Umiescié plytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

10. Zaprogramowac termocykler na program cykli termicznych zgodnie
z Tabelg 7 i rozpocza¢ cykl.

o

Tabela 7. Profil temperaturowy dla aparatow Applied Biosystems
i ABI PRISM

Hold (Wstrzymanie) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min

Hold 2 (Wstrzymanie 2) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min

Cycling 50 razy
(Powtarzanie cykli) 92°C przez 15 s

60°C przez 1 min

Procedura analizy cyklu po odczycie dla aparatow Applied Biosystems i
ABI PRISM

Szczegodtowe informacije dotyczace programowania aparatéw Applied
Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 lub ABI
PRISM 7900HT zamieszczono w podreczniku uzytkownika aparatu.

Aby zwiekszy¢ przejrzystos¢ rycin, ustawienia oprogramowania otoczono
grubg, czarng linia.

11. Po zakonczeniu cyklu wybraé opcje ,,Start/Program”
(Uruchom/Program), a nastepnie wybraé¢ opcje ,,File/New”
(Plik/Nowy).

12. W oknie dialogowym ,, New Document Wizard” (Kreator nowego
dokumentu) klikna¢ liste rozwijang ,,Assay” (Oznaczenie) i wybraé
opcje ,,Allelic Discrimination” (Rozréznianie alleli) (Ryc. 13).
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13. Zaakceptowaé domysine ustawienia dla pol ,,Container” (Pojemnik)
I , Template” (Matryca) (, 96-Well Clear” (Przezroczysty, 96-dotkowy)
i ,Blank Document” (Pusty dokument), Ryc. 13). W polu , Plate Name”
(Nazwa ptytki) wpisaé nazwe AD Post-read (Ryc. 13), a nastepnie
klikng€ przycisk ,,Next>" (Dalej>), aby uzyska¢ dostep do okna
dialogowego , Select Markers” (Wybierz markery).

Fesar Do nt Wizard ['.ITl

Define Documsnt
Salnck B saeeg coeiiginsr sl beaspdshe Foo e dhiec el siter] sindes Thes oesr sl rsmis s
coarume kb

SopEa

Certarai @

Template

(L

[Elmmic Lhonciavesrd Hroeanes

Flum Mods -
Ohpeai-atai | |J"\u'|n--'\..:r:.Hﬂ
Coevanisnks

e Cance

Ryc. 13. Ustawienia wstepne do utworzenia nowego cyklu po odczycie
(New Document Wizard (Kreator nowego dokumentu)).

14. Jesli panel ,,Markers in Document” (Markery w dokumencie) w oknie
dialogowym , Select Markers” (Wybierz markery) zawiera marker
odpowiedni dla danego zastosowania, przejsé do kroku 18. Jesli nie,
przejs¢ do kroku 15.
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15. Utworzy¢ detektory i markery w nastepujacy sposob. Kliknaé
przycisk ,New Detector” (Nowy detektor) (Ryc. 14).

Selaot Makaa
Salact tha maikain wo will ba uting in e docuiend

Firucd - | Pagarve Paforerce: |FI0:- -

B ke Hamss Mevinaios 1 bl vl i Do cLamerd

1 o et

¢ Back w5 Firnal | Cawrwcenl |

Ryc. 14. Panel ,Markers in Document” (Markery w dokumencie) nie zawiera
markera odpowiedniego dla danego zastosowania.

16. W oknie dialogowym ,,New Detector”’ (Nowy detektor) wpisa¢ nazwe
Allele A (Allel A) w polu ,,Name” (Nazwa) (Ryc. 15). Pozostawi¢ opcje
,Reporter Dye” (Barwnik reporterowy) ustawiong na ,,FAM”. Klikngé
przycisk ,,Color” (Kolor), wybra¢ kolor, a nastepnie klikng¢ przycisk
»OK” (Ryc. 15). Klikng¢ przycisk ,,Create Another” (Utwoérz kolejny)
(Ryc. 15).

e —————

Description: |

o ] —

3 Quercher Dpe: | naral -

[ o

Btz

T == L e

Ryc. 15. Tworzenie detektordow.

17. W kolejnym oknie dialogowym , New Detector” (Nowy detektor)
wpisaé¢ nazwe Allele B (Allel B) w polu ,Name” (Nazwa). Wybraé
opcje ,,VIC” w polu ,,Reporter Dye” (Barwnik reporterowy). Klikngé¢
przycisk ,,Color” (Kolor), wybraé¢ kolor, a nastepnie klikng¢ przycisk
» OK”.

26 ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit — Instrukcja obstugi 07/2016



18. Klikna¢ opcje ,,New Marker” (Nowy marker) w oknie dialogowym
»Select Markers” (Wybierz markery) (patrz Ryc. 14).

19. W oknie dialogowym ,,New Marker” (Nowy marker) wpisa¢ nazwe JAK2
w polu ,,New Marker Name” (Nazwa nowego markera) (Ryc. 16). Wybraé
detektory ,Allele A” (Allel A) i, Allele B” (Allel B) utworzone w kroku 16
i 17 (lub juz zdefiniowane) i klikna¢ przycisk ,,OK” (Ryc. 16).

Py M mrbomn b e

Hmlmam b hpas Aobm=bnrs ber Heas recmabasr

3m Carcel

Ryc. 16. Tworzenie markerow.

20. W oknie dialogowym ,,Select Markers” (Wybierz markery) wybraé¢
marker ,,JAK2” (utworzony w powyzszych etapach) lub odpowiedni
wstepnie zdefiniowany marker, a nastepnie klikng¢ przycisk ,,Add>>”
(Dodaj>>) (Ryc. 17).

Uwaga: Aby usung¢ marker, nalezy go wybrac, a nastepnie klikng¢ przycisk
,Remove” (Usunh).

Sabect Mahean
Gt h s Pl a0 e el B i) s R e

|,,_||

1 |u..-hn-| Haine

Mew Doy

-

Hesteciin 1 J Detecion & |
Adola B A A

Flews bl iy

Fasitve Fosfemenoer | Folks 'l

Mlsli i 0 poaresnd

T —

& Hak Firuzh Al 3

Ryc. 17. Wybieranie markerow.
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21.
22.

23.

24.

25.

26.

28

Klikng¢ przycisk ,,Next>" (Dalej>).

W oknie dialogowym ,,Setup Sample Plate” (Konfiguracja ptytki

z prébkami) kliknaé¢ i przeciggnaé marker, aby wybraé go dla dotkow,
ktore zawierajg probki. Klikna¢ przycisk ,,Finish” (Zakoncz).

Wybra¢ karte ,,Instrument” (Aparat), a nastepnie zmieni¢ objetosé¢
probki na 25 ul.

Wybraé opcje ,,File/Save” (Plik/Zapisz), a nastepnie klikngé przycisk
»oave” (Zapisz), aby zachowaé nazwe przypisang podczas tworzenia
plytki.

Zatadowacé plytke reakcyjng do aparatu zgodnie z zaleceniami
producenta.

Rozpoczaé cykl po odczycie. Klikng¢ przycisk ,,Post-Read”

(Po odczycie).

Aparat wykona 1 cykl o dlugosci 60 s przy temperaturze 60°C. Podczas tego
cyklu aparat rejestruje fluorescencje FAM i VIC w kazdym dotku (Ryc. 18).

File Wiew Tools Instrument Andysie Window Help

DNed SR8 BEHE »E s

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results |

-Instrument Conral — Temperatura
Estimated Tima Remaining (hh:mm): Sample: Heat Sink:
Cover: Block:
Fost-Read |
—Cvcle
Disconnact | Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
State:

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile |Au1-:| Incranant[ Ramp Bate

(] I el Sy ‘ AU [Fiesudinliun Sidy e 5 (e Help

[~ Settings

Sample Volume (pL) s

Run Mode I dard 7 Lj
Data Collecton : [ tage 1, Step 1 (60.0 (@ 0:30) ;l

Ryc. 18. Cykl po odczycie.
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27. Wybra¢ opcje ,,File/Export” (Plik/Eksportuj), a nastepnie klikng¢
przycisk ,,Results” (Wyniki), aby wyeksportowa¢ wyniki do pliku
programu Excel. Wyniki bedg wyswietlane w sposoéb przedstawiony

na Ryc. 19.
12 |Comments:

| 13 |S0S v1.2

| 14

| 15 [Well

16 (A1 sample 1
|17 A2 sample 1
| 18 |A3  |sample 2
| 19 |24 sample 2
| 20 |A5 sample 3
|21 |AB  sample 3
EA? | sample wi
|23 |AB sample wi
EZC

|25 A1D €

|26 A11 €

|27 |A12 [ C+

| 28 |B1 C+

29 |82 C+

i
i
H

B
R

Sample Name Matker Task

WIC
WIC
WIC
VIC
WiIC
WIC
wIC
WIC
YIC
WIC
WIC
WIC
WIC
wIC
YIC
WIC
WIC
YIC
WIC
vIiC

Unknown 247 897
Unknown 295.565
Unknown 351.333
Unknown 379.909
Unknown 372.895

| Unknown | 359.717

Unknown 343 535
Unknown 277 677
Unknown 330.943
Unknown 314,623
Unknown 269.500
Unknown 211.520
Unknown 270.623
Unknown 365.112
Unknown (372.150

Unknown 404.145

Unknown 410,977
Unknown 395.431
Unknown 415223
Unknown 366 885

VIC Sample 1

Passive Ref Allele X Allele Y

JAKZWIC JAK2-FAM 2184

JAKZVIC

JAKZ-YIC
JAKQVIC
JAKZ-WIC
JAKZNIC

JAKZNIC

JAKZ-YIC
JAKZ-WIC

JAKZNIC

JAKZVIC
JAK2-VIC
JAKZ-YIC
JAKZ-VIC

JAK2-FAM 2.451
JAK2-FAM 2585
JAKQ-FAM 2553
JAKD-FAM 2913
JAK2-FAM 2806
JAKD-FAM 2569
JAKQ-FAM 2684
JAK2-FAM 2623
JAKD-FAM 2672
JAK2-FAM 282
JAKD-FAM 1249
JAKZ-FAM 1.346
JAKZ-FAM 1265
JAKQ-FAM 2214
JAK2-FAM 2.419
JAKZ-FAM 2681
JAKZ-FAM D655
JAK2-FAM D727
JAKZ-FAM 0 BDG

Allele X Rn Allele ¥

6.221
B6.805
6.2
6.01
5.329
5.278
1.948
2015
1.967
2013
1.892
B.14
5654
6.528
203
2.295
2.52
1.346
1.241
1.277

Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined

Undetermined

Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined

Undetermined

Undetermined

Undetermined

Undetermined
Undetermined

FAM Sample 1
Cluality Yalue Method
100 00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100 .00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call

Undetermined

Ryc. 19. Przyktadowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.
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Protokét: reakcja qPCR w aparacie LightCycler 480

W przypadku uzywania urzgdzenia do gPCR przeznaczonego na ptytke
96-dotkowg zalecamy wykonanie powtorzen wszystkich pomiaréw, zgodnie
z Tabelg 8.

Tabela 8. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 480

Probki Reakcje
Mieszanina starterow i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reakcji)
19 prébek DNA 19 x 2 reakcje

2 x 2 reakcje (MP-VF, MN-VF, kazda
oznaczana w dwoch powtérzeniach)

6 x 2 reakcje (od M1 do M6, kazde
oznaczane w dwdch powtdrzeniach)

2 kontrole DNA

Skala referencyjna

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w aparacie LightCycler 480

noonooant

9>—<
B
Aad
e

.06
0

*
N0

9
).
.

6
(5

8 e

Ryc. 20. Sugerowane ustawienie ptytki dla eksperymentu przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. MP: kontrola pozytywna; MN: kontrola negatywna;
od M1 do M6: skala referencyjna; S: probka DNA; H.O: kontrola — woda.
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Reakcja qPCR w aparacie LightCycler 480
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.
Procedura

1. Rozmrozié wszystkie niezbedne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnaé i krétko odwirowaé wszystkie probéwki (okoto 10 s przy
10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

3. Przygotowac¢ mieszanine do reakcji gPCR zgodnie z ponizszym
opisem, w ilosci odpowiedniej do liczby przetwarzanych probek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do kohcowej objetosci reakcji.

W Tabeli 9 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, ktérej objetos¢ zostata obliczona w taki sposob,
aby koncowa objetos¢ reakcyjna wynosita 25 ul. Mozna przygotowac
wstepng mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej same;j
mieszaniny starterow i sond. Aby skompensowac btedy pipetowania,
uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatéw Applied Biosystems 7300 i 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 lub ABI PRISM 7900HT zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit mozna uzywac do analizy 19 préobek w dwoch
powtdrzeniach w ramach jednego eksperymentu (Ryc. 20).

Tabela 9. Przygotowanie mieszaniny do reakcji gPCR

Liczba reakcji (ul)

Skiadnik 1 56+1* Stezenie koncowe
Mieszanina TagMan

Universal PCR Master 12,5 712,5 1x
Mix, 2x

Mleszanlna starterow 25 1425 1x
I sond, 10x

Woda wolna od nukleaz, 5 85 B
odpowiednia do PCR

Prébka (dodawana :

w kroku 4) 5 5 na kazda -
Catkowita objetosc¢ 25 25 na kazdg -

* 19 prébek; jeden eksperyment/zestaw.
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o

10.

11.

Wytrzagsac i krotko odwirowa¢ mieszanine do reakcji gPCR (okoto
10 s przy 10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

Doda¢ po 20 pl wstepnej mieszaniny do reakcji qPCR na dotek.
Dodaé¢ po 5 ul materiatu DNA prébki lub kontroli do odpowiednich
dotkoéw (catkowita objetos¢ 25 pl).

Delikatnie wymieszagé, pipetujac w gére i w dét.

Zamkna¢ ptytke i krétko jg odwirowaé (300 x g, okoto 10 s).
Umiesci¢ ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

Na stronie giéwnej wybra¢ opcje ,,New Experiment” (Nowy
eksperyment).

W przypadku aparatu LightCycler 480 | przejs¢ do kroku 11a.
W przypadku aparatu LightCycler 480 Il przejsé do kroku 11b.

Szczegotowe informacje dotyczgce programowania aparatu LightCycler
480 zamieszczono w podreczniku uzytkownika aparatu. Aby zwiekszy¢
przejrzystosc¢ rycin, ustawienia oprogramowania otoczono grubg, czarng
linig.

11a. LightCycler 480 I: Wybra¢ opcje ,,Multi Color Hydrolysis Probe”
(Wielokolorowa sonda hydrolityczna), klikng¢ przycisk ,,Customize”
(Dostosuj), a nastepnie sprawdzié, czy wybrane sg kanaty

»FAM (483-533)" i ,Hex (533-568)” (tj. VIC) (Ryc. 21). Ustawi¢
objetosé reakcyjng na ,,25” ul (Ryc. 21) i przejs¢ do kroku 12.

32

e =
= ®
P—'ﬂ! " .1|-‘.-IIHI'; Tedpim ]
h Tmgs (1 e pEEL H s [EEE BT &ie) Fasp ies O8 Bcguekbbssgesn 'O SeeTaps (O Sep S 0 Sep Ds by oplsd
p—TTTT— ®

Daiyrdielamme Hobl ok Hydo bk Meobe

s by A e Had
(1 b b T Mamal
-

Il wabed e ibrvrnel

Ryc. 21. LightCycler 480 I: Ustawianie formatu detekcji.
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11b. LightCycler 480 Il: Wybra¢ opcje ,,Dual Color Hydrolysis Probe”
(Dwukolorowa sonda hydrolityczna), klikngé¢ przycisk ,,Customize”

(Dostosuj), a nastepnie sprawdzié, czy wybrane sg kanaty
,FAM (465-510)" i , VIC / HEX / (533-580)” (Ryc. 22). Ustawi¢
objetosé reakcyjng na ,,25” ul (Ryc. 22) i przejs¢ do kroku 12.

et (Research)
(w
N

E [ Customize  Block Size Plate 10 [ Reaction Votumoll s
Tett |

Pregrams

BN

Cycles Analysis Mode
1 *IMone

Detection Formats
Detection Format  Dual Coler Hydialysis Probe ' UPL Probas

a @B Tl

Integiatien Thine Mode

: v
A ’7? Dynamic " Mataal
Targe1 (C) A Step Size (C)  Step Delay icycles)
(ET - None
©
b4
100
wl
g™
n
L
L
L
»
o 1] TR
Estumated T (homm v
Pl

Ryc. 22. LightCycler 480 II: Ustawianie formatu detekc;ji.
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12. Zaprogramowac termocykler na program cykli termicznych zgodnie
z Tabelg 10 i rozpocza¢ cykl.
Uwaga: Podczas opisywania konfiguracji ptytki w aparacie wybrac opcje
»Endpt Geno” (Genotypowanie w punkcie koncowym) w czesci ,Step 1:
select workflow” (Krok 1 — wybierz przebieg pracy).

Tabela 10. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Hold (Wstrzymanie) Temperatura: 50°C
Czas: 2 min

Hold 2 (Wstrzymanie 2) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min

Cycling 50 razy
(Powtarzanie cykli) 92°C przez 15 s; pojedynczy

60°C przez 1 min; pojedynczy

Hold 3 (Wstrzymanie 3) 60°C przez 1 min; pojedynczy

Procedura analizy punktu koncowego w przypadku aparatu
LightCycler 480

13. Po zakonczeniu cyklu klikngé przycisk ,,Analysis” (Analiza).

14. W oknie dialogowym ,,Create New Analysis” (Utwérz nowg analize)
wybraé opcje ,,Endpoint Genotyping” (Genotypowanie w punkcie
koncowym), a nastepnie w menu ,,.Subset” (Podzbiér) wybraé
podzbidr do analizy (Ryc. 23).

~Create New Analysi Create new analysis

Abs Quant/Znd Derivative Hax Analysis Type -*-I!::;dpo\ut Genotyping :I

Abs Quant/Fit Points

hdvanced Relative Quantification

Bazic Relative Quantification
Color Compensation

Melt Curve Genotyping

Tm Calling

Ryc. 23. Wybdr typu analizy i podzbioru do analizy.
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15. W kolejnym oknie wybra¢ fluorescencje ,,Hex” (tj. VIC) dla opc;ji
»Allele X” (Allel X) i fluorescencje ,,FAM” dla opcji ,,Allele Y” (Allel Y)
(Ryc. 24).

\ Create new analysis
Allele X Allele Y

1-&'

Ryc. 24. Wybor fluorescencji dla opcji ,Allele X" (Allel X) i ,Allele Y” (Allel Y).

16. Kolejne okno (Ryc. 25) przedstawia konfiguracje ptytki (1, lewy gérny
rég), wyniki fluorescenciji dla kazdej prébki (2, lewy dolny rég) oraz
wykres punktowy z rozréznieniem alleli (3, po prawej; wartosci
fluorescencji FAM i VIC zmierzone przy 50. cyklu PCR).

5167 10 1112 =
x|

Endpoint Fluorescence Bcatter Plot

Samples Endpoint Flusrescence
.. Pos MName 523568 483533 Call

[l

v A5 100% =2 10,97 46,34
v A6 100% -2 0,30 0,39
v A7 100% -2 0,37 0,43
v 410 HZO 0,21 0,29
v All H2O 0,23 0,32
v A1z H2O 0,20 0,26
v BS 78y -20 26,73 48,40
2 v B6 78% -20 27,13 48,26
v B7 78% -20 26,80 47,38
v C5 S0% -20 32,03 42,50
v Cé S0% -20 33,28 44,09
d C7 S0% -20 33,26 44,76
v DS 31% -20 34,58 38,54
v Dé 31% =20 32,55 s, 7T
o 2 GRRY =y el SaEE, 5,000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v E5 12.5% = 32,79 25,00 Fluorescence (523568)
v

- 34,93 27,79

"N Hew call

(T ) e |0 ) |

Ryc. 25. Podsumowanie danych.

17. Aby wyeksportowac¢ dane, klikngé prawym przyciskiem myszy
szablon wynikéw probek, a nastepnie wybra¢ opcje ,,Export Table”
(Eksportuj tabele). Plik zostanie zapisany w formacie tekstowym
(.txt).
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ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit — Instrukcja obstugi 07/2016 35



18. Aby przejrze¢ i analizowa¢ wyniki, nalezy otworzy¢ plik w programie
Excel. Wyniki bedg wyswietlane w sposo6b przedstawiony na Ryc. 26.

I@ Microsoft Excel - test

] Fichier Edition Affichage Insertion Format Outls Données Fenétre

DEE &R * RA-<

-z . 3

f Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-S33), Hex (523-568)

Al v

A B c D
1 IEE eriment éﬁ 08-12-16 Active filters: FAM {483-533), Hex !
2 Include Color Pos Name
3 [True 10789024 AS 100%-20
4 True 10789024 A6 100%-20
S |True 10789024 A7 100%-20
6 |True 10789024 ALO H20
7 |True 10789024 All H20
8 [True 10789024 Al2 H20
9 True 10789024 BS 76%-20
10 True 10789024 B6 78%-20
11 [True 10789024 B7 78%-20
12 {True 10789024 C5 50%-20
13 Trus 10769024 Cé 50%-20
14 True 10789024 C7 50%-20
15 [True 107589024 D5 31%-20
16 [True 10789024 D& 31%-20
17 (True 10789024 D7 31%-20
18 [True 10789024 ES 12.5%-20
19 True 10789024 Eb 12.5%-20
20 |True 10789024 E7 12.5%-20
21 True 10789024 FS 5%-20
22 True 10789024 Fo 5% -20
23 (True 10789024 F7 5%-20
24 True 10789024 65 2% -20
25 True 10789024 Go 2% 20
26 |True 10789024 G7 2%-20
27 [True 10789024 HS 0% -20
28 |True 10789024 H6 0%-20
29 (True 10789024 H7 %-20
30

Ryc. 26. Przyktadowe wyniki przedstawione w pliku programu Excel.

¥4 Cal
VIC
FAM

Scora
Q.00
0.00
Q.00
0,00
0,00
000
0,00
0.00
Q.00
0,00
0.00
0.00
0.00
000
0,00
0.00
0,00
0,00
o000
0.00
0,00
0,00
0.00
0.00
0,00
0,00
0,00
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Protokot: reakcja qPCR w aparacie LightCycler 2.0

Uwaga: Ze wzgledu na szczegdlne wymagania technologiczne podczas
wykonywania eksperymentéw w aparacie LightCycler 2.0 nalezy uzywac
okreslonych odczynnikow. Zalecamy uzywanie mieszaniny LightCycler
TagMan Master. Mieszanine Master Mix (stezong 5x) nalezy przygotowac
zgodnie z wytycznymi producenta.

W przypadku uzywania rotora na 32 kapilary zalecamy wykonanie powtorzen
wszystkich pomiaréw, zgodnie z Tabelg 11.

Tabela 11. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 2.0

Probki Reakcje
Mieszanina starteréw i sond JAK2 V617F (PPM-VF) (32 reakcje)
7 prébek DNA 7 x 2 reakcje

2 x 2 reakcje (MP-VF, MN-VF, kazda
oznaczana w dwoéch powtérzeniach)

6 x 2 reakcje (od M1 do M6, kazde
oznaczane w dwoch powtérzeniach)

2 kontrole DNA

Skala referencyjna

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w aparacie LightCycler 2.0

H‘_:o M1 M1

Mz

Ryc. 27. Sugerowany uktad rotora dla eksperymentu przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. MP: kontrola pozytywna; MN: kontrola negatywna;
od M1 do M6: skala referencyjna; S: probka DNA; H,O: kontrola — woda.
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Reakcja qPCR w aparacie LightCycler 2.0
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.
Procedura

1. Rozmrozié wszystkie niezbedne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie.

Skfadniki nalezy wyciagng¢ z zamrazarki okoto 10 min przed
rozpoczeciem procedury.

2. Wytrzasnaé i krétko odwirowaé wszystkie probéwki (okoto 10 s przy
10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

3. Przygotowac¢ mieszanine do reakcji gPCR zgodnie z ponizszym
opisem, w ilosci odpowiedniej do liczby przetwarzanych prébek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do korhcowej objetosci reakcji.

W Tabeli 12 opisano schemat pipetowania przy przygotowywaniu jednej
mieszaniny odczynnikow, ktorej objetos¢ zostata obliczona w taki sposob,
aby koncowa objetosc¢ reakcyjna wynosita 20 ul. Mozna przygotowac
wstepng mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej
mieszaniny starterow i sond. Aby skompensowac btedy pipetowania,
uwzgledniono dodatkowe objetosci.

W przypadku aparatu LightCycler 2.0 zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
RS Kit mozna uzywac do analizy 7 prébek w dwdch powtdrzeniach w
ramach jednego eksperymentu (Ryc. 27).

Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny qPCR dla aparatu LightCycler 2.0
Liczba reakcji (ul)

Sktadnik 1 32+1* Stezenie koncowe
Mieszanina

LightCycler TagMan 4 132 1x
Master Mix, 5x

Mieszanina starterow

I sond, 10x Z e 1x
Woda wolna od

nukleaz, odpowiednia 9 297 —
do PCR

Prébka (dodawana :

w kroku 4) 5 5 na kazda -
Catkowita objetosc¢ 20 20 na kazdg —

* 14 probek; jeden eksperyment/zestaw.
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4. Wytrzasac i krotko odwirowaé mieszanine do reakcji qPCR (okoto
10 s przy 10 000 rpm, aby zebraé ptyn na dnie probéwki).

5. Doda¢ po 15 pl wstepnej mieszaniny do reakcji gPCR na kapilare.

6. Dodac¢ po 5 ul materiatu DNA proébki lub kontroli do odpowiedniej
kapilary (catkowita objetos¢ 20 ul).

7. Delikatnie wymieszagé, pipetujac w goére i w dét.

8. Umiesci¢ kapilary w adapterze dostarczonym z aparatem i krotko
odwirowac (700 x g, okoto 10 s).

9. Zaladowaé prébki do termocyklera zgodnie z zaleceniami
producenta.

10. Zaprogramowac termocykler (Ryc. 28) zgodnie z Tabelg 13.

Szczegotowe informacije dotyczgce programowania aparatu LightCycler
2.0 zamieszczono w podreczniku uzytkownika aparatu. Aby zwiekszy¢
przejrzystos¢ rycin, ustawienia oprogramowania otoczono grubg, czarng
linig.

Uwaga: Nalezy upewnic sig, ze zaréwno dla etapu
amplifikacji/powtarzania cyklu, jak i dla koncowego wstrzymania przy
temperaturze 60°C, wybrano ustawienie Quantification (Oznaczenie
ilosciowe) oraz pojedynczg akwizycje fluorescencji FAM i VIC.

o Lhmhie e bae Seltwadn (hwitd 4 1 1 210 [Hew Dupad bmmnt | -\ ]
o TR —— e —_—— -
T N » P i uws £ Opam £ San I Towgisa 5 P Macrs

Coos Comy 1001 = | st hames LC_G112 i LG94

S — S e A

Pl lairstan w0

Ryc. 28. Ekran programowania dla aparatu LightCycler 2.0.
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Tabela 13. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 2.0

Hold (Wstrzymanie) Temperatura: 55°C
Czas: 2 min
Tempo zmiany: 20
Hold 2 (Wstrzymanie 2) Temperatura: 95°C
Czas: 10 min
Tempo zmiany: 20
Cycling 50 razy
(Powtarzanie cykli) 92°C przez 15 s; tempo zmiany: 20
60°C przez 1 min; tempo zmiany: 20

Hold 3 (Wstrzymanie 3) 60°C przez 1 min; tempo zmiany: 20

Procedura analizy punktu koncowego w przypadku aparatu
LightCycler 2.0

11. Po zakonczeniu cyklu amplifikacji klikng¢ karte ,,Online Data Display
(Widok danych w trybie online) (Ryc. 29). Otworzy¢ menu widoku
w lewej gérnej czesci okna ,,Current Fluorescence” (Biezaca
fluorescencja), a nastepnie wpisaé wartos¢ 51 w polu ,, Acquisition
no.” (Nr akwizyciji).

1 4

o

1.

r
. ‘ ;
|
|
)
{
i

T

Flesresdanae Mistory Tempuarature Mistory

’ ’ F «aa™ |

: / B E B i ‘

: - 1 i \ LIS
:. e

1

Twves muevenes s Tmes pammm sni

Ryc. 29. Wyniki i historia na karcie Online Data Display (Widok danych w trybie online).
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12. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy obok wykresu ,,Current
Fluorescence” (Biezgca fluorescencja), a nastepnie wybraé opcje
» EXport” (Eksportuj).

13. Kliknag¢ pole ,,Excel” w oknie dialogowym ,,Export chart” (Eksportuj
wykres) (Ryc. 30). Wprowadzi¢ nazwe w polu dialogowym ,,Filename”
(Nazwa pliku). Wybraé miejsce docelowe, do ktérego ma zostac

wyeksportowany plik wynikowy, uzywajac przycisku J Kliknaé
przycisk ,Export” (Eksportuj).

| Enc Fragiam || + 10EEes |Cd0| Comp (0] = | Instiament Name: LC_E31Z |D; LG 6312

Onire Data Dizplay | Fiun Moles I
|

dlete...

Sl =Y

D:'::::E Ficiue Data ]
2 Sampk Roep =
i Seiies: [[al] |
4 Sample
5 Sarmple
b Sarrple
T Samrple
8 Sampls

—Anclude:

v Fairt Jndes
[ Paint Labels
W Header

Disfiniter: -5

|

10 5ample
11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sarrple
15 Sample
16 Sample
17 Sarrple
18 Sample

19 Sample,

2 ﬂﬂ]s‘in‘pb Fllunarnl:.l I iiH 3
22 Sarplh Il |
——r— 14

24 Sampk v
B | 1 [ and |

ratu

Ryc. 30. Wybieranie formatu eksportowania oraz miejsca docelowego dla pliku
wynikowego.
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14. Aby przejrze¢ i analizowa¢ wyniki, nalezy otworzy¢ plik w programie
Excel. Wyniki dla aparatu LightCycler 2.0 bedg wyswietlane
w przedstawiony sposob.

Pogtic
T J 7 K [LT ™ ] N ore Q [RpP===r[ U 3]
X Bar Text X |Bar Text X Text X PBar
129709 1:Sample 1 (B10) 1 82734 1: Sample 1 (560) 1 1: Sample 1 (530) 1)43343
2/30182 2 Sample 2 (B10)) 2 84428 2 Sample 2 (560) 2 2: Sample 2 (530) 250767
329496 3: Sample 3 (B10) 3 Sample 3 (Be0) 3 3: Sample 3 (530) 34 9699
4 29526 4 Sample 4 (510) 4/ 82887 4 Sample 4 (560) 4 4 Sample 4 (530) 4J49119
5 29450 5 Sample5 (610) 5 62689 5 Sample 5 (B60) 5 5. Sample 5 (530) 5
6 29969 6:Sampleb (610) 6 54184 6 Sampleb (560) B 6: Sample 6 (530) 6
7 30045 7:Sample7 (610) 7 B4520 7: Sample7 (G60) 7 7: Sample 7 (530), 7
8 326822 B:Sample8 (610) 8 91936 8 Sample 8 (560) B 8: Sample 8 (530) B
9 30274 9: Sample 9 (610) 9 85557 9 Sample 9 (560) 9 9: Sample 9 (530)] 9
10 28336 10: Sample 10 (B10) 10/ 7 9713 10: Sample 10 (560) 10 - Sample 10 (530) m
1128275 11: Sample 11 (B10)] 11 7 8774| 11: Sample 11 (560) 11 : Sample 11 (530)] 1
12/ 28351 12: Sample 12 (610) 12/ 8,0171 12: Sample 12 (560) 12 : Sample 12 (530) 1
13129511 13: Sample 13 (B10) 13/ 83726 13: Sample 13 (560) 13 - Sample 13 (530) 13
14 28367 14: Sample 14 510} 14 80217 | 14: Sample 14 (560)| 14 : Sample 14 (530) 1
15 29308 15: Sample 15 (510) 15/ 68,4337 15: Sample 15 (560) 15 : Sample 15 (530)/ 1
16 28885 16: Sample 16 (B10) 16 8,1498 16: Sample 16 (560) 15%= : Sample 16 (530) 16 Rk
17 30152 17: Sample 17 (610)| 17| 8.4901| 17: Sample 17 (560) 17 68193 17: Sample 17 (530) 1? 51225
VIC FAM

Ryc. 31. Przyktadowe wyniki dla aparatu LightCycler 2.0 przedstawione w pliku

programu Excel.
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Interpretacja wynikow

Nalezy uzyskacé plik odpowiedni do pozyskania wyeksportowanych danych dla
wszystkich aparatoéw: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM lub innych aparatow
Rotor-Gene, LightCycler 2.0 lub 480, Applied Biosystems 7300 lub 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS lub 7900HT SDS
oraz sprawdzi¢ poziomy fluorescencji (muszg by¢ one spdjne miedzy dwoma

powtorzeniami).

Przygotowac graficzne przedstawienie (wykres punktowy) danych fluorescencji.
Na osi x jest przedstawiona fluorescencja VIC; na osi y fluorescencja FAM.

Graficzne przedstawienie i kryteria kontroli jakosci

Przyktadowy wykres punktowy przedstawiono na Ryc. 32.

10

AMP

O H20

A M1 2%

X M2 5%

® M3 12%

B M4 31%

¢ M5 50%

B M5 78%

® Probki pozytywne
O lProbki negatywne #
A MN .

L MP

c % M6
§ s o® & M5
Q4
<§( @]
LL
: v @
x |
©
3 M2
o NS
c M1
; 2
2 Ll MN
S QOH0
=)
LL

0

4] 1 2 3 4

Fluorescencja Rn VIC przy 560 nm

Ryc. 32. Wykres punktowy reprezentatywnego eksperymentu rozrézniania alleli.
Aparaty: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM i LightCycler 480.

Prébki powinny znajdowac sie na tuku tgczgcym kontrole negatywne (MN)

z kontrolami pozytywnymi (MP).

Nieprawidtowe potozenie ktorejkolwiek z kontroli moze wskazywac na btgd

doswiadczalny.

M Kontrole pozytywne powinny znajdowac sie w lewej, gornej czesci

wykresu.

M Kontrole negatywne powinny znajdowac sie w prawej, dolnej czesci

wykresu.

B Nieprawidtowe potozenie kontroli negatywnej moze wskazywac na

zanieczyszczenie.
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M Probka graniczna (M1 ze skali referencyjnej) powinna by¢ widoczna nad
kontrolami negatywnymi.

B Kontrole zawierajgce wode powinny znajdowac sie w lewej, dolnej czesci
wykresu.

B Nieprawidtowe potozenie kontroli zawierajgcej wode (wyzej niz pomiar
FAM dla prébki MN lub wyzej niz pomiar VIC dla probki MP) moze
wskazywac na zanieczyszczenie.

Uwaga: Potozenie kontroli moze by¢ odmienne w przypadku analizy danych
uzyskanych za pomocg aparatu LightCycler 2.0 (Ryc. 33). Kontrole zawierajgce
wode powinny jednak wcigz znajdowac sie w lewej, dolnej czesci wykresu.

12

oMP
OMN

o | & B OH20

M3 OM1 2%
o1 M2 oM2 5%
®M3 12%

AM4 31%

- ®)\/5 50%
0 Hz0

Fluorescencja Rn FAM przy 530 nm

AM5 78%

0 2 4 e} B 10

Fluorescencja Rn VIC przy 560 nm

Ryc. 33. Wykres punktowy reprezentatywnego eksperymentu rozrézniania alleli.
Aparat: LightCycler 2.0.

Obliczenie znormalizowanego stosunku FAM/VIC
| genotypowanie

Nalezy obliczy¢ stosunki FAM/VIC dla wszystkich probek. Nalezy réwniez
obliczy¢ stosunki FAM/VIC dla kontroli pozytywnej (MP), prébki granicznej
(M1), kontroli negatywnej (MN) i skali referencyjnej (od M2 do M6). Stosunki
muszg by¢ spojne miedzy dwoma powtdrzeniami. Nastepnie obliczy¢ sredni
stosunek dla wszystkich powtorzen.
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Obliczy¢ stosunek znormalizowany (Stosunek znor.) dla prébki granicznej
(M1) i dla wszystkich prébek:

Stosunekprobki

Stosunek znor.prebki =
Stosunekvn
Uwaga: Szara strefa (Gray Zone, GZ) testu jest definiowana jako obszar
wartosci, w ktérym skutecznos¢ rozrézniania jest niewystarczajgco doktadna.
Wartos¢ w szarej strefie oznacza, ze nie jest mozliwe okreslenie tego, czy
marker docelowy jest obecny, czy nieobecny. Szarg strefe nalezy obliczy¢ dla
kazdego eksperymentu.

Obliczy¢ szarg strefe (obszar niepewnosci) dookota znormalizowanego
stosunku dla probki granicznej (M1) (Stosunek znor.u1):

GZ: [(Stosunek znor.v1 X 0,94); (Stosunek znor.v1 X 1,06)]

Nastepnie porownaé znormalizowany stosunek kazdej probki do zakresu GZ
dla wartosci Stosunek znor.u1. W Tabeli 14 opisano sposoéb interpretacji
wynikow.

Tabela 14. Interpretacja wynikéw genotypowania za pomoca stosunkéw
znormalizowanych

Wyniki Interpretacja

Stosunek znor.prsbki > Stosunek

znor.w1 X 1,06 Wykryto mutacje JAK2 V617F

Stosunek znor.prebki < Stosunek

Znor.v1 X 0,94 Nie wykryto mutacji JAK2 V617F

Stosunek znor.prebki W Zakresie GZ

dla wartosci Stosunek znor.um1 Wynik niejednoznaczny

Wyniki potilosciowe dotyczgce obcigzenia mutacjg mozna uzyskac poprzez
poréwnanie wartosci stosunku dla poszczegdlnych prébek o nieznanym
statusie (Stosunekpronki) ze sSrednig wartoscig stosunku obliczonego dla skali
referencyjnej (Stosunekwui-s) (Tabela 15).
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Tabela 15. Pélilosciowe wartosci obcigzenia mutacja JAK2 V617F
uzyskane przy uzyciu skali referencyjnej

Wyniki Obciagzenie mutacja
Stosunekm: < Stosunekpronki < Stosunekvwz  2-5% mutacji JAK2 V617F

Stosunekuz < Stosunekpronki < Stosunekws  5-12,5% mutacji JAK2 V617F

12,5-31% mutacji JAK2
V617F

Stosunekus < Stosunekpronki < Stosunekvs  31-50% mutacji JAK2 V617F
Stosunekwms < Stosunekpronki < Stosunekws ~ 50-78% mutaciji JAK2 V617F

78-100% mutacji JAK2
V617F

Stosunekms < Stosunekprobki < Stosunekma

Stosunekmes < Stosunekprobki

W Tabeli 16 przedstawiono przyktadowe obliczenia i interpretacje danych.
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Tabela 16. Przykiadowe obliczenia na podstawie danych fluorescencji
oraz ich interpretacja za pomocg skali referencyjnej

Sredni  Stosunek
Probka VIC FAM Stosunek stosunek znor. Interpretacja
MN 49,613 3,8 0,077 i

0078 1,000  Newykmyto
MN 49,797 3,396 0,08 mutacji

MP 12,516 37,037 2,959

2,951 37,722 Wykryto mutacje
MP 12,958 38,121 2,942

M1 54,394 6,39 0,117 Prébka

0,119 1,516 .
M1 58,266 6,973 0,12 graniczna
M2 61,798 10,882 0,176

0,172 2,202 Wykryto mutacje
M2 54,814 9,231 0,168

M3 57,364 16,604 0,289
M3 59,742 18,192 0,305
M4 56,965 28,99 0,509
M4 58,077 29,158 0,502
M5 54,251 37,221 0,686
M5 54,979 36,125 0,657
M6 46,185 44,498 0,963

0,297 3,797 Wykryto mutacje

0,505 6,462 Wykryto mutacje

0,672 8,586 Wykryto mutacje

0,954 12,2 Wykryto mutacje
M6 45077 42,598 0945
S1 1347 37,400 2,777 -

2852 36464  dtaca
S1 14,559 42,616 2,927 (78-100%)
S2 50432 24,958 0495 :

0505 6,46 Mutacja
S2 53.797 27,746 0516 (12,5-31%)
S3 52038 50995 0,115 :

0117 1,49 Wynik
S3 5401 6,364 0118 niejednoznaczny
S4 50811 4,842 0,095 :

0,048 0,609 Wynik
S4 0,01 _ 0 niejednoznaczny

GZ 1,425 1,607
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Rozwigzywanie problemoéw

Ta czesc¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych problemoéw. Aby uzyskac¢ wiecej informaciji, nalezy
takze zapoznac sie ze strong czesto zadawanych pytan (frequently asked
guestions, FAQ) w witrynie naszego centrum pomocy technicznej pod
adresem www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu
technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania
dotyczgce danych i/lub protokotow opisanych w niniejszej instrukcji obstugi,
a takze technologii postepowania z prébkami i wykonywania oznaczen
(informacje kontaktowe — patrz ,Informacje kontaktowe”, strona 59).

Komentarze i wskazowki

Negatywny sygnat w kontroli pozytywnej

a) Btad pipetowania Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania
I konfiguracje reakciji.

Powtorzy¢ reakcje PCR.

b) Nieprawidtowe Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen RS
przechowywanie sktadnikow  Kit nalezy przechowywac
zestawu w temperaturze od -15 do -30°C,

a mieszanine starterow i sond (PPM)
nalezy chroni¢ przed swiattem. Patrz
czes¢ ,Przechowywanie i sposob
postepowania z odczynnikami”

na stronie 11.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania
I rozmrazania.

W celu przechowywania nalezy podzieli¢
odczynniki na porcje.

Pozytywny sygnat w kontrolach negatywnych

Zanieczyszczenie krzyzowe  Nalezy wymieni¢ wszystkie kluczowe
odczynniki.

Powtorzy¢ eksperyment, uzywajgc
nowych porcji wszystkich odczynnikéw.

Aby unikng¢ zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem,
zawsze nalezy postepowac z probkami,
sktadnikami zestawu i materiatami
eksploatacyjnymi zgodnie z powszechnie
przyjetymi praktykami.
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Komentarze i wskazéwki

Brak sygnatu, nawet w kontrolach pozytywnych
a) Btad pipetowania lub Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania
pominiecie odczynnikéw i konfiguracje reakcji.
Powtorzyc¢ reakcje PCR.
b) Efekt hamujgcy materiatu Nalezy ponownie przygotowac¢ DNA.
prébki spowodowany
niewystarczajgcym
oczyszczeniem

c) LightCycler: Wybrano Nalezy zmieni¢ ustawienie kanatu na
nieprawidtowy kanat detekcji  F1/F2 lub 530 nm/640 nm.

d) LightCycler: Nie Sprawdzi¢ programy cykli.
zaprogramowano akwizycji

Wybrac ,pojedynczy” tryb akwizycji przy
koncu kazdego segmentu hybrydyzaciji
w programie reakcji PCR.

danych

Brak sygnatu lub staby sygnat w prébkach, ale prawidtowy sygnat w
kontrolach pozytywnych

Staba jakos¢ lub niskie Przed rozpoczeciem nalezy zawsze
stezenie DNA sprawdzi¢ jakosc i stezenie DNA.
LightCycler: Zbyt niskie natezenie fluorescencji
a) Nieprawidtowe Zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen RS
przechowywanie sktadnikow  Kit nalezy przechowywac¢ w
zestawu temperaturze od -15 do -30°C, a

mieszanine starteréw i sond (PPM)
nalezy chroni¢ przed swiattem. Patrz
czesé ,Przechowywanie i sposéb
postepowania z odczynnikami” na
stronie 11.

Unikac wielokrotnego zamrazania
I rozmrazania.

W celu przechowywania nalezy podzieli¢
odczynniki na porcje.

b) Bardzo niska poczatkowa Nalezy zwiekszy¢ ilos¢ DNA prébki.

llos¢ docelowego DNA Uwaga: W zaleznosci od wybranej

metody przygotowania DNA moze
wystgpic¢ efekt hamujacy.

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit — Instrukcja obstugi 07/2016 49



Komentarze i wskazéwki

LightCycler: Zmienne natezenie fluorescencji

a) Btad pipetowania Zmiennos$¢ spowodowang tzw. ,btedem
pipetowania” mozna zredukowac
poprzez analize danych przy ustawieniu
F1/F2 lub 530 nm/640 nm.

b) Niewystarczajgce Przygotowana mieszanina do reakcji
odwirowanie kapilar PCR moze wcigz znajdowac sie w
gornym naczyniu kapilary lub pecherzyk
powietrza moze by¢ zaklinowany na
koncu kapilary.

Kapilary, do ktérych zatadowana jest
mieszanina reakcyjna, nalezy zawsze
odwirowywac w sposob opisany w
instrukcji obstugi danego aparatu.

c) Zewnetrzna powierzchnia Podczas postepowania z kapilarami
koncowki kapilary jest nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki.
zabrudzona

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig
firmy QIAGEN kazda seria zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit jest
testowana pod kgtem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia
spojnej jakosci produktu. Certyfikaty analiz sg dostepne na zgdanie pod
adresem www.giagen.com/support/.

Ograniczenia

Przed uzyciem wyrobu uzytkownicy muszg przejs¢ szkolenie i zaznajomic sie
z tg technologig. Niniejszego zestawu nalezy uzywac zgodnie z instrukcjami
podanymi w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanym
aparatem wymienionym w czesci ,Materiaty wymagane, ale niedostarczone”
na stronie 9.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac w potgczeniu

z innymi wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych. Uzytkownik jest
odpowiedzialny za walidacje dziatania systemu pod katem wszelkich procedur
stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami
skutecznosci wykonanymi przez firme QIAGEN.
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Nalezy zwracacC uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku
I etykietach wszystkich sktadnikéw zestawu. Nie uzywac przeterminowanych
sktadnikow.

Parametry skutecznosci

Badania niekliniczne

W celu ustalenia skutecznosci analitycznej zestawu ipsogen JAK2
MutaScreen Kit przeprowadzono badania niekliniczne.

Precyzja

Do testow wykorzystano trzy poziomy rozcienczen genomowego DNA
uzyskanego z linii komorkowych z mutacjg JAK2 V617F w DNA typu dzikiego.
Rozcienczenia odpowiadaty obcigzeniu mutacjg w wysokosci 1%, 2% i 3%.
Dla kazdego poziomu wykonano niezalezne partie rozcienczen, a powtorzenia
tych rozcienczen przetestowano w 3 osobnych eksperymentach. Stosunki
uzyskane dla kazdej probki DNA (Stosunekpronki) pordwnano ze stosunkiem dla
kontroli negatywnej (JAK2 100% DNA typu dzikiego, Stosuneknc).
Podsumowanie wynikéw przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Dane precyzji uzyskane w badaniach nieklinicznych

Poziom mutacji Stosunekprobki > Stosunekne %CV (stosunek)
1% V617F DNA 100% (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100% (n = 72) 4.5
3% V617F DNA 100% (n = 135) 51

Miedzylaboratoryjne dane analityczne

Przeprowadzono wieloosrodkowe badanie, w ktérym brato udziat 13
laboratoriéw. Zebrano dane analityczne dotyczgce rozcienczen genomowego
DNA z mutacjg JAK2 V617F w DNA typu dzikiego. W kazdym laboratorium
przeprowadzano trzy eksperymenty. W kazdym eksperymencie testowano
nastepujgce probki DNA uzyskane z linii komoérkowych:

M 1 kontrola negatywna (NC) 0% V617F

1 kontrola pozytywna (PC) 100% V617F

1 prébka graniczna (COS) 2% V617F

3 probki o srednim obcigzeniu mutacjg (20%, 50% i 80%)
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Eksperymenty przeprowadzano na siedmiu roznych modelach aparatow:
ABI PRISM 7000 SDS

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Podsumowanie wynikéw przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Miedzylaboratoryjne dane analityczne uzyskane z rozcienczen
genomowego DNA uzyskanego z linii komérkowych z mutacjg JAK2
V617F w DNA typu dzikiego

Detekcja probki Probki pozytywne Probki negatywne
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 typu dzikiego 0 36

* Probki pozytywne obejmowaty 36 kontroli pozytywnych (PC), 36 probek granicznych (COS;
2% V617F), 34 probki z 20-procentowym obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F, 35 probek
z 50-procentowym obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F i 36 probek z 80-procentowym
obcigzeniem mutacjg JAK2 V617F.
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Badania kliniczne
Poréwnanie zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i metody ARMS®

Probki DNA pobrane od 141 pacjentow z podejrzeniem MPN testowano
réwnolegle przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i oznaczenia
gPCR opartego na metodzie wykrywania mutacji w uktadzie opornym na
amplifikacje (Amplification Refractory Mutation System, ARMS) (11). Wyniki
poréwnania przedstawiono w Tabeli 19 (tabela kontyngenciji 2 x 3) i Tabeli 20
(zgodnosc procentowa).

Tabela 19. Porownanie metod: zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
i metoda ARMS

Wyniki metody badawczej ARMS
JAK2 JAK?2 Lacznie
V617F >2% V617F <2% 3
Wykryto mutacje
91 0 91
Wyniki JAK2 V617F
metody Wynik
: e 2 3
badawcze] niejednoznaczny
S%Egen Nie wykryto
MutasS mutacji 1 46 47
utaScreen  jako typu
dzikiego
tacznie 93 48 n=141

Tabela 20. Porownanie metod: zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
I metoda ARMS

95-procentowy
Zgodnosé (%) CI* (%)

Zgodnosc¢ danych

pozytywnych miedzy zestawem 98 9
Ipsogen JAK?2 '
MutaScreen Kit i metodg ARMS

Zgodnosc¢ danych

negatywnych miedzy zestawem 100
ipsogen JAK2

MutaScreen Kit i metodg ARMS

94,1-99,8

92,3-100

Zgodnos¢ danych ogétem 99,3 96,0-99,9

* Przedziaty ufnosci (Cl) obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A instytutu CLSI ,User Protocol
for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.
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Poréwnanie dziatania zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i
sekwencjonowania

Prébki DNA pobrane od 51 pacjentow z podejrzeniem MPN testowano
réwnolegle przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i techniki
odniesienia (,ztoty standard”) — sekwencjonowania bezposredniego. Wynikdéw
dla jednej probki nie mozna byto zinterpretowaé z powodu btedu
sekwencjonowania. Porownanie wynikéw uzyskanych z 50 probek,

ktdre mozna byto zinterpretowac, przedstawiono w Tabeli 21

(tabela kontyngencji 2 x 3) i Tabeli 22 (zgodnos$¢ procentowa).

Tabela 21. Porownanie metod: zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i
sekwencjonowanie

Wyniki sekwencjonowania
bezposredniego
JAK?2 JAK?2 Lacznie
V617F >2% V617F <2% 9
Wykryto mutacje
26 1 27
Wyniki JAK2 V617F
metody Wynik
: 7 0 1 1
badawczej niejednoznaczny
'Fflggen Nie wykryto
i/l S mutacji 5 20 59
utaScreen  jako typu
dzikiego
tacznie 28 22 n =50

Tabela 22. Poréwnanie metod: zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i
sekwencjonowanie

Zgodnos¢é 95-procentowy
(%) CI* (%)
Zgodnosc¢ danych
pozytywnych miedzy zestawem ipsogen _
JAK?2 92,9 77,4-98,0
MutaScreen Kit i sekwencjonowaniem
Zgodnosc¢ danych
negatywnych miedzy zestawem ipsogen _
JAK? 95,2 77,3-99,2
MutaScreen Kit i metodg ARMS
Zgodnos¢ danych ogétem 93,9 83,5-97,9

* Przedziaty ufnosci (Confidence Intervals, Cl) obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A
instytutu CLSI ,User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved
Guideline”.
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Badanie wieloosrodkowe przy uzyciu 228 prébek pacjentéw

W ramach badania miedzylaboratoryjnego prébki DNA pacjentow
przeanalizowano w 13 laboratoriach za pomocg technik opracowanych

w tych laboratoriach. W kazdym laboratorium wykonano trzy eksperymenty,
uzywajgc DNA z linii komdrkowych, zgodnie z opisem w czesci dotyczacej
nieklinicznego badania precyzji (patrz cze$¢ powyzej), i DNA pobranego od
10 pacjentow, ktorzy zgtosili sie do laboratorium.

228 prébek o znanym genotypie JAK2 testowano réwnolegle za pomocag
zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit oraz metod opracowanych

w laboratoriach, w tym jako$ciowej reakcji PCR, reakcji PCR ASA (allele
specific PCR), metod opartych o fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie
energii (FRET), sekwencjonowania, reakcji PCR z oligonukleotydem swoistym
wzgledem allelu, metody RFLP i rozrézniania alleli. Wyniki porownan
przedstawiono w Tabeli 23 (tabela kontyngenciji 2 x 3) i Tabeli 24 (zgodnosc¢
procentowa).

Tabela 23. Poréwnanie metod: zestaw ipsogen JAK2 MutaScreen Kit i
metody opracowane w laboratorium

Wyniki testéw opracowanych
w laboratorium
JAK2 JAK?2 t.acznie
V617F >2% V617F <2% 2
Wykryto mutacje
139 3 142
Wyniki JAK2 V617F
metody . V\_/y_nlk 5 17 22
badawczej niejednoznaczny
'Fflggen Nie wykryto
i/l S mutacji 3 61 64
utaScreen  jako typu
dzikiego
tacznie 147 81 n =228
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Tabela 24. Poréwnanie metod: zestaw JAK2 MutaScreen Kit i metody
opracowane w laboratorium

95-procentowy
Zgodnos¢ (%) CI* (%)
Zgodnos¢ danych
pozytywnych miedzy zestawem ipsogen
JAK2 97,9 94,0-99,3
MutaScreen Kit i testami opracowanymi
w laboratorium
Zgodnos¢ danych
negatywnych miedzy zestawem ipsogen
JAK?2 95,3 87,1-98,4
MutaScreen Kit i testami opracowanymi
w laboratorium
Zgodnos¢ danych ogétem 97,1 93,8-98,7

* Przedziaty ufnosci (Confidence Intervals, Cl) obliczono zgodnie z wytyczng EP12-A
instytutu CLSI ,User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved
Guideline”.

Odpornosc¢: testowanie probek od zdrowych dawcéw

Prébki DNA pobrane od 103 zdrowych dawcéw krwi przeanalizowano za
pomocg zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. Wszystkie prébki
zidentyfikowano jako JAK2 typu dzikiego. Wyniki analizy 38 probek za pomocag
aparatu LightCycler 480 przedstawiono na Ryc. 34.
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Ryc. 34. Analiza prébek pobranych od zdrowych dawcéw. Analiza 38 prébek pobranych
od zdrowych dawcow wykonywana za pomocg aparatu LightCycler 480 (®) przy uzyciu
zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (nr kat. 673123). Wyniki pozytywne w
powtdrzeniach (¢) odpowiadajg skali odniesienia dostarczonej z zestawem. Wartosci
fluorescencji VIC sg wykreslone na osi x, a wartosci FAM na osi y.
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Symbole

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
reakcji

Data waznosci

b
a

Vi Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

EI

Numer katalogowy
Lot Numer seril

M Numer materiatu

Z

GTIN Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

EL"?II

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegotowych informaciji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego centrum pomocy technicznej pod adresem
www.qiagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub
skontaktowac sie z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.qgiagen.com).
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Dane do zamowienia

Produkt Zawartosé Nr kat.
ipsogen JAK?2 Na 19 reakcji: kontrola pozytywna 673123
MutaScreen RS Kit V617F, kontrola negatywna V617F,
(29) skala referencyjna V617F, mieszanina

starteréw i sond JAK2 typu dzikiego

i JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — do analizy real-time PCR
w zastosowaniach klinicznych, zwalidowany do uzytku
w diagnhostyce in vitro (IVD)

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji real-time PCR 9002032
5plex HRM Platform I analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zo6tty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizne, nie

obejmuje instalacji i przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji real-time PCR 9002033
5plex HRM System i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizneg;

obejmuje instalacje i przeszkolenie

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktow mozna znalez¢ w odpowiedniej instrukcji
obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi

i podreczniki uzytkownika zestawéw QIAGEN sg dostepne pod adresem
www.giagen.com. Mozna je takze zamowicC w serwisie technicznym lub

u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty ipsogen nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy ani
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie mogg ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialnosci za
ewentualne bfedy, ktére mogg by¢ obecne w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sie za zawierajgcy kompletne i poprawne informacje
w momencie jego opublikowania. Firma QIAGEN nie ponosi w zadnym wypadku odpowiedzialno$ci za jakiekolwiek szkody uboczne, specjalne lub
wynikowe ani z tytutu odszkodowania wielokrotnego w zwigzku z niniejszym dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty ipsogen sg objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytgcznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym
zados$céuczynieniem przystugujacym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami
gwaranciji.

Produkt ten jest sprzedawany na podstawie umowy licencyjnej z firmg Epoch Biosciences do uzytku wytacznie w diagnostyce in vitro i nie moze
by¢ uzywany do jakichkolwiek innych zastosowan badawczych, komercyjnych lub klinicznych ani innych zastosowan poza obszarem diagnostyki
in vitro.

Mutacja JAK2 V617F i jej zastosowania sg chronione prawami patentowymi, w tym patentem europejskim EP1692281, patentami amerykanskimi
7,429,456 i 7,781,199, amerykanskimi zgtoszeniami patentowymi US20090162849 i US20120066776 i zagranicznymi odpowiednikami.

Zakup tego produktu nie przenosi zadnych praw do jego wykorzystania w badaniach klinicznych lekéw ukierunkowanych na JAK2 V617F. Firma
QIAGEN opracowuije specjalne programy licencyjne dla takich zastosowan. W tej sprawie nalezy kontaktowac si¢ z naszym dziatem prawnym pod
adresem jak2licenses@giagen.com.

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

Umowa ograniczonej licencji

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody przez nabywce lub uzytkownika zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit na nastepujace
warunki:

1. Zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit mozna uzywac¢ wytgcznie razem ze sktadnikami zawartymi w zestawie oraz zgodnie z instrukcjg
obstugi zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do
uzytkowania sktadnikéw niniejszego zestawu ze skfadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w instrukciji
obstugi zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie naruszajg praw stron
trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywacé,
regenerowac lub sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére
moga doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze
egzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazgdac¢
zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien
Umowy ograniczonej licenciji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.qgiagen.com.

HB-1372-003 © 2013-2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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