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Verwendungszweck

Der ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit ist ein quantitativer In-vitro-PCR-Assay fir den Nachweis
und die Quantifizierung der JAK2-Mutation V617F/G1849T in genomischer DNA, die aus
mit 2K-EDTA antikoaguliertem humanem peripheren Vollblut extrahiert wurde. Die mit dem
ipsogen JAK2 RGQ PCRKit erzielten Ergebnisse sind zur ergénzenden Verwendung bei der
Beurteilung  eines  Verdachts auf eine  Philadelphia-  (Ph)-Chromosom-negative
myeloproliferative Neoplasie (MPN) und zur molekularen Krankheitsiberwachung bei
MPN-Patienten bestimmt. Alle diagnostischen Ergebnisse missen in Verbindung mit weiteren

klinisch-pathologischen Befunden interpretiert werden.

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist nur fir die Verwendung mit dem QIAGEN Rotor-Gene®
Q MDx 5plex HRM Instrument und anderen validierten Workflow-Komponenten vorgesehen,
wie in der Gebrauchsanweisung beschrieben. Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist kein

automatisiertes Produkt; die Analyse wird jedoch durch eine spezielle Software unterstitzt.

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist fir den Einsatz in der In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Vorgesehene Anwender

Dieses Kit ist fir die Anwendung durch Fachkréfte vorgesehen.

Das Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die fir den Einsatz
molekularbiologischer Verfahren und das hier beschriebene System speziell eingewiesen und
geschult wurden. Das Gerdteverfahren ist in einer molekularbiologischen Laborumgebung

durchzufishren.
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Beschreibung und Prinzip

Zusammenfassung und Erlauterung

Im Jahr 2005 wurde die wiederkehrende somatische Mutation V6 17F identifiziert (1-4), die das
Gen der Janus-Tyrosinkinase 2 (JAK2-Gen) betrifft. Dies bedeutete einen wichtigen Durchbruch in
Bezug auf das Verstdndnis, die Klassifizierung und die Diagnose von MPN. JAK2 ist ein
wichtiges intrazelluléres Signalmolekiil fir eine Reihe von Zytokinen, darunter Erythropoietin.

Die JAK2-Mutation V617F ist bei mehr als 95 % der Patienten mit einer Polycythaemia
vera (PV) und bei ca. 60 % der Patienten mit einer essentiellen Thrombozythédmie (ET) und
einer primdren Myelofibrose (PMF) nachweisbar (5). JAK2 V617F wurde auch in einigen
seltenen Féllen von chronischer myelomonozytdrer Leukémie, myelodysplastischem Syndrom
(MDS), systemischer Mastozytose und chronischer neutrophiler Leukdmie nachgewiesen,
jedoch bei O % der Falle von chronischer myeloischer Leukamie (CML) (6).

Bei der JAK2-Mutation V617F handelt es sich um einen Einzelnukleotidaustausch von
Nukleotid 1849 in Exon 14 des JAK2-Gens, der zu einer einzigartigen Substitution von Valin
(V) durch Phenylalanin (F) in Position 617 des Proteins (JH2-Doméne) fihrt. Das JAK2-Gen
kodiert fir eine Tyrosinkinase, die an der Signaltransduktion durch Zytokinrezeptoren Uber
den STAT-Signalweg beteiligt ist. Ist sie konstitutiv aktiviert, meist durch die JAK2-Mutation
V617F, ist das Ergebnis die Transformation von erythroiden Vorlauferzellen, Hypersensitivitat
gegeniber Erythropoietin und die Aktivierung nachgeordneter Signaltransduktionswege.
AuBlerdem wird vermutet, dass eine dysregulierte JAK2 die Expression von Onkogenen, die
mitogene Rekombination und genetische Instabilitat fordert (7).

Traditionell erfolgte die MPN-Diagnose auf der Basis klinischer Befunde, unterstitzt durch eine
Knochenmarkshistologie und andere zytogenetische Kriterien. Die Identifizierung eines fir die
Krankheit spezifischen molekularen Markers fihrte sowohl zu einer Vereinfachung des
Prozesses als auch zu einer hoheren diagnostischen Genauigkeit. Die Detektion der
JAK2-Mutation  VBI17F ist  nun  ein festes  Referenzkriterium  (2016)  der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) fir die Diagnose von BCR-ABL-negativen MPN (8)
(Tabelle 1), und der Nachweis dieser Mutation gilt als ein wichtiges Kriterium fir die
Bestatigung der Krankheit.
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Tabelle 1. WHO-Kriterien fiir die Diagnose von MPN

Kriterien fir die Diagnose einer PV

Hauptkriterien  Hamoglobin (Hgb) > 16,5 g/dl (Mdnner) oder > 16,0 g/dl (Frauen) oder Hamatokrit > 49 %
(Méanner) oder > 48 % (Frauen) oder erhéhte Erythrozytenmasse > 25 % iber dem mittleren
Vorhersagewert.

Knochenmark- (KM)-Biopsie, die gemessen am Alter trilineére Hyperzellularitdt (Panmyelose),
einschlieBlich gesteigerter Erythropoese, Granulopoese und Megakaryopoese mit pleomorphen
reifen Megakaryozyten (Unterschiede in der GroBe) zeigt

1. |Vorliegen der Mutation JAK2V817F oder einer JAK2-Mutation in Exon 12|

Nebenkriterien  Niedriger Erythropoetin-Serumspiegel

Fir die Diagnose einer PV missen entweder alle 3 Hauptkriterien oder die 2 beiden Hauptkriterien und das
Nebenkriterium erfillt seint.

t Kriterium Nummer 2 (KM-Biopsie) ist u. U. nicht erforderlich in Féllen anhaltender absoluter Erythrozytose:
Héamoglobinspiegel > 18,5 g/dl bei Mannern (Hématokrit 55,5 %) oder > 16,5 g/dl bei Fraven (H&matokrit
49,5 %), wenn Hauptkriterium 3 und das Nebenkriterium vorliegen. Eine beginnende Myelofibrose (beobachtet bei
bis zu 20 % der Patienten) kann jedoch nur mithilfe einer KM-Biopsie erkannt werden. Dieser Befund kann auf eine
schnellere Progression zu einer offenen Myelofibrose (Post-PV-MF) hinweisen.

Kriterien fir die Diagnose einer ET

Hauptkriterien  Thrombozytenzahl > 450 x 10%/I

1. KMBiopsie, die hauptséchlich Proliferation der Megakaryozytenlinie mit einer erhdhten
Anzahl vergréflerter, reifer Megakaryozyten mit hyperlobulierten Kernen zeigt. Keine
signifikante Erhdhung oder Linksverschiebung der neutrophilen Granulopoese oder
Erythropoese und sehr selten geringfiigige (Grad 1) Erhdhung der Refikulinfaserbildung

2. Keine Erfillung der WHOKriterien fir BCR-ABLT* CML, PV, PMF, myelodysplastische
Syndrome oder andere myeloide Neoplasien

3. |Vor|iegen einer JAK2-, CALR- oder MPL—Mufcﬁonl

Nebenkriterien ~ Anwesenheit eines klonalen Markers oder fehlende Evidenz fir eine reaktive Thrombozytose

Fir die Diagnose einer ET missen entweder alle 4 Hauptkriterien oder die ersten 3 Hauptkriterien und das
Nebenkriterium erfilllt sein.
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Kriterien fir die Diagnose einer Pra-PMF

Hauptkriterien 1. Megakaryozytenproliferation und -atypie, ohne Retikulinfibrose > Grad 1, begleitet von
erhohter altersangepasster KM-Zellularitét, Granulozytenproliferation und héufig
verminderter Erythropoese

2. Keine Erfillung der WHOKriterien fir BCR-ABLT* CML, PV, ET, myelodysplastische
Syndrome oder andere myeloische Neoplasien
3. orliegen einer JAK2-, CALR- oder MPl-Mutation oder bei Fehlen dieser Mutationen|
orliegen eines anderen klonalen Markers' oder Fehlen einer geringfiigigen reaktiven|
Retikulinfibrose des KM

Nebenkriterien ~ Vorliegen von mindestens 1 der folgenden Kriterien, bestdtigt in 2 aufeinander folgenden
Bestimmungen:

a.) Andmie, die nicht auf eine Begleiterkrankung zuriickzufihren ist

b.) Lleukozytose = 11 x 10%/I

c.) Tastbare Splenomegalie

d.) Llaktatdehydrogenase (LDH) iber dem oberen Grenzwert des Referenzbereichs der

jeweiligen Einrichtung

Fir die Diagnose einer Pré-PMF miissen alle 3 Hauptkriterien und mindestens 1 Nebenkriterien erfillt sein.

t Bei Fehlen von einer der 3 wichtigen klonalen Mutationen ist die Suche nach den héufigsten begleitenden
Mutationen (z. B. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3BI) hilfreich bei der Feststellung der klonalen Natur
der Erkrankung.

t Geringfigige (Grad 1) Retikulinfibrose als Folge einer Infektion, einer Autoimmunerkrankung oder einer anderen
chronischen Entzindung, einer Haarzellenleukdmie oder einer anderen lymphatischen Neoplasie, einer
metastasierenden bésartigen Erkrankung oder einer toxischen (chronischen) Myelopathie.
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Kriterien fir die Diagnose einer offenen PMF

Hauptkriterien 1. Megakaryozyten-Proliferation und -atypie, begleitet von Retikulin- und/oder
Kollagenfibrose Grad 2 oder 3
2. Keine Erfillung der WHOKriterien fir ET, PV, BCR-ABL1* CML, myelodysplastische
Syndrome oder andere myeloische Neoplasien
3. |Vorliegen einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation oder bei Fehlen dieser Mutaﬁonen|

Vorliegen eines anderen klonalen Markerst oder Fehlen einer reaktiven Myelofibrose]

Nebenkriterien  Vorliegen von mindestens 1 der folgenden Kriterien, bestdtigt in 2 aufeinander folgenden
Bestimmungen:

a.) Andmie, die nicht auf eine Begleiterkrankung zuriickzufihren ist

b.) Leukozytose > 11 x 10%/I

c.) Tastbare Splenomegalie

d.) Loktatdehydrogenase (LDH) iber dem oberen Grenzwert des Referenzbereichs der
jeweiligen Einrichtung

e.) leukoerythroblastose

Fir die Diagnose einer offenen PMF miissen alle 3 Hauptkriterien und mindestens 1 Nebenkriterium erfiillt sein

t Bei Fehlen von einer der 3 wichtigen klonalen Mutationen ist die Suche nach den héufigsten begleitenden
Mutationen (z. B. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) hilfreich bei der Feststellung der klonalen Natur
der Erkrankung.

t KM-Fibrose als Folge einer Infektion, einer Autoimmunerkrankung oder einer anderen chronischen Entziindung, einer
Haarzellenleukdmie oder einer anderen lymphatischen Neoplasie, einer metastasierenden bésartigen Erkrankung
oder einer toxischen (chronischen) Myelopathie.

Hinweis: CML: chronische myeloische Lleukdmie; ET: essentielle  Thrombozythémie;

PMF: primére Myelofibrose; PV: Polycythaemia vera; WHO: Weltgesundheitsorganisation

Dariber hinaus hat die Entdeckung der JAK2 V617F-Mutation bei MPN-Patienten ein
neues Ziel fir Therapien aufgezeigt. Die molekulare Krankheitsiberwachung, bei der die
JAK2 V617F-Mutationslast bestimmt wird, hat sich als nitzlich erwiesen, das Ansprechen
auf die Behandlung zu bewerten und einen Rickfall bei Patienten vorherzusagen, die sich
einer allogenen Stammzelltransplantation unterziehen (9). Die Konzepte des molekularen
Ansprechens sind in den jingsten Empfehlungen des European LeukemiaNet (ELN) und der

International Working Group-Myeloproliferative Neoplasms Research and Treatment
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(IWG-MRT) (10, 11) eindeutig festgelegt und werden in den Leitlinien des National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (12) und der European Society of Medical
Oncology (ESMO) (5) zitiert. Vollstdndiges molekulares Ansprechen wurde definiert als
Ausmerzung einer bereits bestehenden molekularen Anomalie, teilweises molekulares
Ansprechen als eine > 50%ige Abnahme der Allellast durch die JAK2 V6 17F-Mutation
(teilweises Ansprechen gilt nur fir Patienten mit einer JAK2 V6 17F-Allellast von mindestens
20% bei Studienbeginn) (10,11).

Seit 2006 stehen mehrere Methoden, die im Wesentlichen auf PCR-Techniken oder
Sequenzierung basieren, als laborentwickelte Tests zum Nachweis des Vorliegens und
moglicherweise zur Quantifizierung der JAK2 V617F-Mutation zur Verfigung. Diese Tests
zeigen unferschiedliche analytische Leistung, insbesondere in Bezug auf die Prézision und
den Grad der Sensitivitat. Dieser Unterschied kann sich auf die Notwendigkeit einer
Knochenmarksanalyse, die fir die Erstellung einer endgiiltigen Diagnose erforderliche Zeit
und mdglicherweise auf die Lleistung der diagnostischen und  molekularen

Krankheitsiberwachung auswirken.

In Anbetracht des breiten Spektrums potenzieller Allelanteile mit JAK2 V617F-Mutation, die
bei MPN auftreten kénnen (bis hinunter zu Werten von nicht mehr als 1 %) werden die
Labore aufgefordert, JAK2 V&17F-Mutationstests  mit hoher analytischer ~ Sensitivitat
anzubieten. Geeignete Techniken sollten eine niedrige Nachweisgrenze (mindestens 1 % fir
die Diagnose und mindestens 0,1 % fir die molekulare Krankheitsiberwachung) und eine

hohe Reproduzierbarkeit aufweisen (5,13).
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Verfahrensprinzip

Zur quantitativen Bestimmung des Anteils an Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in DNA-
Proben wurden mehrere verschiedene Techniken vorgeschlagen. Einige, wie Schmelzkurven
und Sequenzierung, sind nur semi-quantitativ. Methoden, die auf der quantitativen
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) in Echizeit basieren, werden wegen ihrer hoheren
Sensitivitat bevorzugt. Die Verwendung eines SNP-spezifischen Primers ermdglicht die
selektive Amplifikation des mutierten (MT) oder des Wildtyp- (WT)-Allels, das mit einem
qPCR-Gerét in Echizeit leicht nachweisbar ist. Dies ermdglicht eine Sensitivitat von <0,1 %,
was dem derzeit fir JAK2 akzeptierten Cutoff von 1 % fir die klinische Positivitat in der
Diagnostik sowie der empfohlenen Nachweisgrenze fir die JAK2 V617F-Allellast von
<0,1 % in der molekularen Krankheitsiberwachung (5,13). Es sollte jedoch beachtet
werden, dass einige klinische Experten das Vorhandensein jeglicher JAK2 V6 17FBelastung
zum Zeitpunkt der Diagnose als klinisch signifikant ansehen, weshalb eine sensitive Methode
wie die qPCR erforderlich ist (14). Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit basiert auf dieser
Technik.

Die Verwendung der gqPCR erméglicht die genaue Quantifizierung von PCR-Produkten
wdhrend der exponentiellen Phase des PCR-Amplifikationsprozesses. Quantitative PCR-Daten
kénnen ohne Post-PCR-Verarbeitung mittels Echtzeit-Detektion der Fluoreszenzsignale
wdhrend und/oder nach dem PCR-Testzyklus schnell erfasst werden, wodurch das Risiko
einer Kontamination von PCR-Produkten drastisch reduziert wird. Bei den verfigbaren qPCR-
Methoden lassen sich derzeit drei Haupttypen unterscheiden: gPCR-Analyse mit dem
Farbstoff SYBR® Green |, qPCR-Analyse mit Hydrolyse-Sonden und gPCR-Analyse mit
Hybridisierungssonden.

Der Assay von QIAGEN beruht auf dem qPCR-Prinzip der Hydrolyse von Oligonukleotiden.
Wahrend der PCR hybridisieren Forward- und Reverse-Primer an eine spezifische Sequenz.
In demselben Gemisch ist ein weiteres, mit einem Farbstoff markiertes Oligonukleotid
enthalten. Diese Sonde, die aus einem Oligonukleotid mit einem 5'-Reportefarbstoff und

einem stromabwadrts gelegenen farbstofffreien 3'-Quencher besteht, hybridisiert im PCR-
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Produkt mit einer Zielsequenz. Die qPCR-Analyse mit Hydrolyse-Sonden nutzt die 5'>3'-
Exonuklease-Aktivitat der DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Tag). Bei
intakter Sonde fihrt die Néhe des Reporterfarbstoffs zum Quencher zur Unterdrickung der
Reporter-Fluoreszenz—  ein Vorgang, der  hauptsdchlich  auf  dem  Férster-

Resonanzenergietransfer beruht.

Wenn die gewiinschte Zielsequenz vorhanden ist, lagern sich die Forward- und Reverse-
Primer wéhrend der PCR an beiden Seiten der Sonde spezifisch an. Die 5'>3'"-Exonuklease-
Aktivitat der DNA-Polymerase fihrt nur dann zu einer Spaltung der Sonde zwischen dem
Reporter und dem Quencher, wenn die Sonde mit der Zielsequenz hybridisiert. Die
Sondenfragmente werden dann von der Zielsequenz verdréngt und die Polymerisation des
Strangs wird fortgesetzt. Das 3'-Ende der Sonde wird blockiert, um eine Verléngerung der
Sonde wdhrend der PCR zu verhindern (Abbildung 1). Dieser Vorgang findet in jedem
Zyklus statt und hat keinen stérenden Einfluss auf die exponentielle Akkumulation des
Produkts.

Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals ist nur nachweisbar, wenn die Zielsequenz zu den
Primern und zur Sonde komplementér ist und somit bei der PCR amplifiziert wird. Eine nicht
spezifische Amplifikation wird aus diesen Grinden nicht detektiert. Der Anstieg der

Fluoreszenz ist daher direkt proportional zur Amplifikation der Zielsequenz, die wéhrend der
PCR stattfindet.

Bei der gPCR wird die Anzahl der PCR-Zyklen, die fir die Detektion eines Signals oberhalb
des Schwellenwerts erforderlich ist, als Crossing Point (Cp) oder als Zyklusschwellenwert
(Cycle Threshold, CT) bezeichnet. Dieser Schwellenwert ist direkt proportional zur Menge

der Zielsequenz, die zu Beginn der Reaktion vorliegt.
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Abbildung 1. Reaktionsprinzip. Die in diesem Assay-Kit verwendete quantitative allelspezifische PCR-Technologie
ermdglicht einen sensitiven, genauen und hoch reproduzierbaren Nachweis von SNPs. Diese Technik basiert auf der
Verwendung spezifischer ReversePrimer fir den Wildtyp bzw. das V617F-Allel (15). Nur eine perfekte
Ubereinstimmung zwischen Primer und ZielDNA erméglicht die Verlangerung und Amplifikation in der PCRReaktion
(Abbildung 2).
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WT-Reaktionsgemisch

Nichtibereinstimmung
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Amplifikation

— Spaltung der Sonde

= Akkumulation von
Fluoreszenzsignal

Keine Amplifikation
— Keine Spaltung der Sonde

— Keine Akkumulation von
Fluoreszenzsignal

Abbildung 2. Allelspezifische PCR. Die Verwendung des Wildtyp- oder des V617F-Primers und der Sondenmischung
erméglicht den spezifischen Nachweis des Wildtyp- bzw. des mutierfen Allels in zwei getrennten Reaktionen, die unter
Einsatz derselben Probe durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse kénnen als Prozentanteil mutierter Kopien an den JAK2-

Gesamtkopien ausgedriickt werden. MT: Mutante; WT: Wildtyp.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalog-Nr. 674623

Farbe Identitdt Rohrchen-ID Volumen

Rot JAK2 Mutant Control MT Ctrl 33l
(JAK2-Mutationskontrolle) (100 % V617F-Allel)

Griin JAK2 WT Control (JAK2-WT-Kontrolle) (100 % Wildtyp- WT Crl 33l
Allele)

Rot JAK2 MT Quant Standard 1 MT QS1 20 pl
(JAK2-MT-Quantifizierungsstandard 1) (5 x 10" V&17F-
Kopien/5 pl)

Rot JAK2 MT Quant Standard 2 MT QS2 20 pl
(JAK2-MT-Quantifizierungsstandard 2) (5 x 102 V617F-
Kopien/5 pl)

Rot JAK2 MT Quant Standard 3 MT QS3 20 pl
(JAK2-MT-Quantifizierungsstandard 3) (5 x 10° V617F-
Kopien/5 pl)

Rot JAK2 MT Quant Standard 4 MT QS4 20 pl
(JAK2-MT-Quantifizierungsstandard 4) (5 x 10* V617F-
Kopien/5 pl)

Grin JAK2 WT Quant Standard 1 WT QS1 20 pl

(JAK2-WT-Quantifizierungsstandard 1)
(5 x 10" Wildtyp-Kopien/5 pl)

Griin JAK2 WT Quant Standard 2 WT QS2 20yl
(JAK2-WT-Quantifizierungsstandard 2)
(5 x 102 Wildtyp-Kopien/5 pl)

Griin JAK2 WT Quant Standard 3 WT QS3 20 pl
(JAK2-WT-Quantifizierungsstandard 3)
(5 x 10° Wildtyp-Kopien/5 pl)
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Kit-Inhalt (Fortsetzung)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalog-Nr. 674623

Farbe Identitdt Réhrchen-ID Volumen

Grin JAK2 WT Quant Standard 4 WT QS4 20 pl
JAK2-WT-Quantifizierungsstandard 4) (5 x 10*
Wildtyp-Kopien/5 pl)

Rot JAK2 MT Reaction Mix MT Mix 1010 pl
(JAK2-MT-Reaktionsgemisch)

Grin JAK2 MT Reaction Mix WT Mix 1010 pl
(JAK2-WT-Reaktionsgemisch)

Mintgriin Tag-DNA-Polymerase (HotStarTaq® 5 Einheiten/pl)  Taq 85 pl

Weif3 TE buffer for sample dilution TE 1,9 ml
(TE-Puffer zur Probenverdiinnung)

Weif3 Water for no template control NTC 1,9 ml

(Wasser fir Nicht-Template-Kontrolle) (NTC)
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Handbuch (Englisch)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung 07/2022



Bestandteile des Kits

Die Hauptbestandteile des Kits sind im Folgenden beschrieben.

Tabelle 2. Enthaltene Reagenzien

Reagenz Aktive Inhaltsstoffe Volumen
JAK2 Mutant Control Zelllinien-DNA mit 100 % V617F-Allel 334l
(JAK2-Mutationskontrolle)

JAK2 WT Control Zelllinien-DNA mit 100 % Wildtyp-Allele 33l
JAK2 MT Quant Plasmid mit der V617F-Allelsequenz je 20 pl
Standards (QS1 to QS4)

JAK2 WT Quant Plasmid mit der WT-Allelsequenz je 20 pl
Standards

(@S1 to QS4)

JAK2 MT Reaction Mix Oligonukleotide fir den Nachweis des MT-Allels und der 1010 pl
JAK2-MT- internen Kontrolle, PCR-Puffer, MgClz, dNTPs

Reaktionsgemisch)

JAK2 WT Reaction Mix Oligonukleotide fir den Nachweis des WT-Allels und der 1010 pl
JAK2-WT- internen Kontrolle, PCR-Puffer, MgClz, dNTPs

Reaktionsgemisch)

Tag-DNA-Polymerase Hot-Start Tag-DNA-Polymerase in Lagerpuffer 85 pl
TE buffer for sample Tris-EDTA-Pufferldsung 1,9 ml
dilution (TE-Puffer zur

Probenverdinnung)

Water for no template Nukleasefreies Wasser 1,9 ml

control (Wasser fiir Nicht-
Template-Kontrolle) (NTC)
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Reagenzien

Die in diesem Kit bereitgestellten, in Tabelle 2 aufgefihrten Reagenzien werden benétigt, um
die Testproben auf die erforderliche Eingabekonzentration zu verdinnen und die gPCR-
Reaktionen fir den Nachweis und die Quantifizierung des JAK2-Mutanten- und des Wildtyp-
Allels durchzufihren, sodass der prozentuale Anteil der Mutation bestimmt werden kann.
Die interne Amplifikationskontrolle, die in den Reaktionsmischungen enthalten ist, dient zur
Prifung auf gPCR-Inhibition und zum Ausschluss eines Versagens der PCR-Reaktion im Falle

von negativen Ergebnissen.
Kontrollen und Standards

Im Kit sind zwei Kontrollen enthalten: eine JAK2-Mutationskontrolle, die als Positivkontrolle
fir den JAK2-Mutanten- (MT)Reaktionsmix verwendet wird, und eine JAK2-Wildtyp
(WT)-Kontrolle, die als Positivkontrolle fir den JAK2-Wildtyp- (WT)-Reaktionsmix verwendet
wird. Nukleasefreies Wasser wird bereitgestellt, um eine Kontrolle ohne Template fiir beide

Reaktionsmischungen durchzufihren.

Je vier Quantifizierungsstandards (QS) fir die JAK2-Mutante (MT) und den JAK2-Wildtyp
(WT) sind im Kit enthalten. Sie werden verwendet, um die JAK2 MT- und WT-Kopienzahlen
und anschlieBend den prozentualen Anteil der JAK2 V617F-Mutation in den Testproben zu

berechnen.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung 07/2022 19



Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene
Materialien

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir die manuelle
DNA-Extraktion

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (Kat.-Nr. 61104)
Ethanol (96-100 %)
Hinweis: Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, da dieser andere Stoffe

wie z. B. Methanol oder Methylethylketon enthdlt.

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir die automatisierte
DNA-Extraktion

QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236)

Sample Prep Cartridges, 8-well (Kat.-Nr. 997002)

8-Rod Covers (Kat.-Nr. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (Kat.-Nr. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (Kat.-Nr. 990332)

Elution Microtubes CL (Kat.-Nr. 19588)

Tip disposal bags (Kat.-Nr. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, Kat.-Nr. 72.694, www.sarstedt.com)

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir PCR

Nukleasefreie, aerosolbestandige, sterile PCR-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern
Nukleasefreie PCR-R&hrchen, 1,5 ml oder 2,0 ml

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, fir Rotor-Gene Q (Kat.-Nr. 981103 oder 981106)
Eis
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Gerate

Einstellbare Pipetten* fir die PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1 000 pl)
Einweghandschuhe

Vortex-Mischer

Heizblock fir die Lyse der Proben bei 56 °C

Tischzentrifuge* mit Rotor fir 0,5-/1,5-/2,0-ml-Reaktionsréhrchen (zentrifugierbar bei
13 000-14 000 U/min)

Spekiralphotometer*

Ausstattung/Gerdate fir die Probenvorbereitung

QIAsymphony SP Instrument* (Kat.-Nr. 9001297), Softwareversion 4.0 oder hsher,
mitgeliefertes Zubehér und Protokoll Blood_200_V7_DSP (oder héhere Version)
Tube Insert 3B (Einsatz, 2,0 ml v2, Probentrager) (24), Qsym, Kat.-Nr. 9242083)

Ausristung fir die Realtime PCR

Realtime-PCR-Instrument*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (Kat.-Nr. 9002032)
oder Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (Kat.-Nr. 2002033 und mitgeliefertes
Zubehor)

Installierte Rotor-Gene AssayManager® Software, Version 2.1.x (x > 0)

Installiertes Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in, Version 1.0.x (x > O)

Imported ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR Assay Profile
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap (x > 1))

* Stellen Sie vor dem Gebrauch sicher, dass die Instrumente geméf3 den Empfehlungen des Herstellers gepriift und

kalibriert wurden.
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Warnungen und Vorsichtsmaf3inahmen

Bitte beachten Sie, dass Sie ggf. verpflichtet sind, lhre lokalen Vorschriften zur Meldung
schwerwiegender Vorfdlle, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, an den
Hersteller, seinen autorisierte Vertreter und die Regulierungsbehérde, welcher der Anwender

und/oder der Patient unterliegt, zu konsultieren.
Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenbldttern (Safety Data Sheets, SDS). Diese sind im praktischen, kompakten
PDF-Format online unter www.giagen.com/safety verfigbar; hier konnen Sie die
Sicherheitsdatenbldtter zu allen Kits und KitKomponenten von QIAGEN einsehen und

ausdrucken.

e Die Proben sind potenziell infektids. Proben- und Assay-Abfdlle sind gemaf den ortlichen

Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

VORSICHT | Es dirfen KEINE Bleichldsungen oder sauren Lésungen direkt

zum Proben- oder Vorbereitungsabfall gegeben werden.

Informationen fir Notfélle

CHEMTREC
AuBerhalb der USA und Kanada +1 703 527-3887
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Vorsichtsmaf3nahmen

Die Durchfihrung von gPCR-Tests setzt eine gute Laborpraxis voraus. Dazu gehdrt die
Wartung der Ausristung, die ausschlieBlich fir molekularbiologische Anwendungen zu
verwenden ist und die Anforderungen aller geltenden Vorschriften und relevanten Normen

erfullt.

Dieses Kit ist fir den Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum vorgesehen. Die Reagenzien und

Anweisungen in diesem Kit wurden fir optimale Leistung validiert.

® Der Test ist fir die Verwendung mit Vollblutproben vorgesehen, die mit Kalium-EDTA
(Ko-EDTA) antikoaguliert und bis zur DNA-Extraktion maximal 96 Stunden bei 2-8 °C
aufbewahrt wurden.

e Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell gefchrlich. Die Proben sind
potenziell infektids und missen als biologische Gefahrenstoffe behandelt werden.

® Proben- und Assay-Abfdlle sind gemaB den orilichen Sicherheitsbestimmungen zu
entsorgen.

e Die Reagenzien des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits liegen in optimalen Verdinnungen vor.
Eine weitere Verdinnung der Reagenzien wird nicht empfohlen, da dies zu einer
Leistungsbeeintréchtigung fishren kann.

® FEine Verwendung von Reaktionsvolumen (Reaktionsgemisch plus Probe) unter 25 pl wird
nicht empfohlen.

e Alle im ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fir die
Verwendung mit den anderen Reagenzien aus demselben Kit vorgesehen. Die

Reagenzien von einem Kit diirfen nicht durch die gleichen Reagenzien eines anderen
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits ersetzt werden, selbst wenn sie aus der gleichen Charge
stammen, da dies die Leistung beeintréchtigen kénnte.

® Weitere Warnungen, Vorsichtsmaf3nahmen und Verfahrensweisen finden Sie in den
Handbiichern fir das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument, die Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application, das Gamma Plug-in und das QlAsymphony SP
Instrument.

® Die Verdnderung der Inkubationszeiten und -femperaturen kann zu falschen oder

widersprichlichen Ergebnissen fihren.
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Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten diirfen nicht verwendet werden.
Die Reaktionsgemische kdnnen sich durch Lichteinwirkung verandern.

Gehen Sie mit dufBerster Vorsicht vor, um eine Kontamination der Gemische mit den
synthetischen Materialien zu vermeiden, die in den JAK2 MT und JAK2 WT Quant
Standards und den JAK2 Mutant und JAK2 WT Kontrollreagenzien enthalten sind.

e AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination durch die Verschleppung von DNA
oder PCR-Produkten zu verhindern, die zu einem falsch positiven Signal fihren kann.

e AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination mit DNase zu vermeiden, welche
zu einer Zersetzung der Template-DNA fihren kann.

e Verwenden Sie fir die Herstellung der Reaktionsgemische und die Zugabe der Templates
separate Pipetten, die ausschlieBlich fir den jeweiligen Vorgang vorgesehen sind.
Warten Sie das Ende des Laufs ab, bevor Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument 6ffnen.
Rotor-Gene Q Réhrchen dirfen nach dem Testlauf nicht gesffnet werden.

® FErgreifen Sie alle VorsichtsmaBnahmen, um sicherzustellen, dass die Proben korrekt
analysiert werden. Achten Sie diesbeziglich besonders auf das Einsetzen der Proben,
Beladungsfehler und Pipettierfehler.

® Achten Sie darauf, dass die Proben auf systematische Weise behandelt werden, um zur
Gewdhrleistung der Rickverfolgbarkeit jederzeit eine korrekte Identifizierung zu
ermdglichen.

e Wir empfehlen daher Folgendes:

O Bei der Durchfihrung des Assays missen nukleasefreie Laborgerdte (z. B. Pipetten,
Pipettenspitzen, ReaktionsgefcBe) verwendet und Handschuhe getragen werden.

O Verwenden Sie fir alle Pipettierschritte frische, aerosolbestdndig Pipettenspitzen, um
eine Kreuzkontamination von Proben und Reagenzien zu verhindern.

O Setzen Sie den Pr&-PCR-Master-Mix mit speziellen Materialien (Pipetten, Spitzen usw.)
in einem separaten Bereich an, in dem keine DNA-Matrizen (DNA, Plasmid oder
PCR-Produkte) gehandhabt werden. Fihren Sie die Zugabe von Template in einer
gesonderten Zone (vorzugsweise in einem separaten Raum) mit speziellen
Materialien (Pipetten, Spitzen usw.) durch.

Sicherheitsinformationen zu den Exiraktions-Kits QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(Kat.-Nr. 61104) und QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) finden Sie in den

zugehdrigen Benutzerhandbichern.

24 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung  07/2022



Llagerung und Handhabung der Reagenzien

Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten aufgedruckten
Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen sind zu beachten. Abgelaufene oder falsch

gelagerte Komponenten diirfen nicht verwendet werden.
Transportbedingungen

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versendet. Wenn Bestandteile des
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits beim Empfang nicht gefroren sind, die Umverpackung wéhrend
des Transports gedffnet wurde, die Lieferung keine Stiickliste, kein Handbuch oder keine
Reagenzien enthdlt, wenden Sie sich an den Technischen Service von QIAGEN oder Ihren
Handler vor Ort  (Kontaktinformationen siehe hintere  Umschlagseite oder unter

www.qiagen.com).
Lagerungsbedingungen

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach dem Empfang lichtgeschitzt bei —

30 bis -=15 °C in einem Gefrierschrank mit konstanter Temperatur gelagert werden.
Aufbewahrungsinformationen zu den Extraktions-Kits QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

(Kat.-Nr. 61104) und QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) finden Sie in den

zugehérigen Benutzerhandbichern.
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Stabilitat nach dem Offnen

Bei Lagerung unter den angegebenen Lagerungsbedingungen ist das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

bis zum Ablauf des auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatums stabil.

Die Reagenzien kénnen nach dem Offnen bis zu 12 Monate bei 30 bis —15 °C in der
Originalverpackung gelagert werden. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist zu

vermeiden. Es dirfen maximal finf Einfrier-/Auftauzyklen durchgefihrt werden.

Stabilitdtsinformationen  zu den Extraktions-Kits QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(Kat.-Nr. 61104) und QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) finden Sie in den

zugehdrigen Benutzerhandbichern.

® Mischen Sie vorsichtig durch 10-maliges Umschwenken und zentrifugieren Sie alle
Rahrchen, aufler dem mit dem Enzym, vor dem Offnen.

® Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett des jeweiligen Reagenzes angegeben. Die
Leistungsmerkmale des Produkis bleiben bei Verwendung der vorgeschriebenen
Lagerungsbedingungen Gber den Haltbarkeitszeitraum erhalten.

e Hinweis: Rdhrchen aus verschiedenen Chargen sollten nicht miteinander gemischt
werden. Alle fir einen Test verwendeten ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit-Komponenten
missen aus derselben Charge stammen. Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im
Rahmen der Qualitatskontrolle zur Freigabe einem Funktionstest unterzogen. Mischen Sie
daher keine Reagenzien aus unterschiedlichen Kits, selbst dann nicht, wenn sie aus

derselben Charge stammen.
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Lagerung und Handhabung der Proben

Vollblutproben

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist fir die Analyse von genomischer DNA aus
Vollblutproben vorgesehen, die mit Kalium-EDTA (K2- EDTA) antikoaguliert und wie folgt

gelagert wurden:

® Bei 2-8 °C iiber maximal 96 Stunden
® Bei 15-25 °C ilber maximal 96 Stunden
® Gefroren bei —30 bis —15 °C iber maximal 1T Monat

Hinweis: Temperaturschwankungen zwischen der Lagerung am Entnahmeort und dem
Versand missen vermieden werden. Die Lagerungsbedingungen am Testzentrum sollten

dieselben sein wie wahrend des Transports oder niedriger.

Alle Proben sind als potenziell infekties zu behandeln. Proben- und Assay-Abfélle sind

gemaf den értlichen Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

Genomische DNA-Proben

DNA-Proben kénnen nach der Extraktion der genomischen DNA bei -30 bis -15 °C
versendet und bis zu 24 Monate lang gelagert werden. Wiederholtes Einfrieren und
Auftaven sollte vermieden werden. Es dirfen maximal vier Einfrier-/Auftauzyklen

durchgefihrt werden.
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Protokoll: Extraktion und Vorbereitung von
genomischer DNA aus Vollblut

Wichtige Hinweise vor Beginn

e Genomische DNA sollte entweder mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(Kat.-Nr. 61104) oder mit dem QIAsymphony SP Instrument in Kombination mit dem
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) extrahiert werden.

e Stellen Sie sicher, dass die Reagenzien nicht abgelaufen sind und unter den korrekten
Bedingungen transportiert und gelagert wurden.

e Hinweis: Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wurde ausschlieBlich in Kombination mit dem
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Kat..Nr. 61104) oder dem QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit (Kat.-Nr. 937236) validiert. Verwenden Sie kein anderes Produkt zur DNA-Extraktion.

Manuelle Extraktion von genomischer DNA mit dem QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit

Die manuelle Extraktion von genomischer DNA muss mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit (Kat-Nr. 61104) gemdf3 dem entsprechenden QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
Handbuch durchgefihrt werden.

Handhabung der Reagenzien

® Wenn Sie die Waschpuffer fir dieses Protokoll vorbereiten, mischen Sie sie nach dem
Rekonstituieren stets durch mehrmaliges Uberkopfdrehen der Flaschen, bevor Sie mit dem
Verfahren beginnen.

® Verwenden Sie bei Pipettieren des Elutionspuffers aus der Flasche Pipetten mit Aerosolfiltern
und setzen Sie sofort danach den Deckel wieder auf, um Kontamination zu vermeiden.

® Gehen Sie mit viskosen Flussigkeiten besonders vorsichtig um und verwenden Sie eine

geeignete Pipette, um sicherzustellen, dass das richtige Volumen pipettiert wird.
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® Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der

Pipettenspitze berihren.

° A Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben

werden.
Vorbereitende Schritte

® lassen Sie die Proben auf Raumtemperatur aquilibrieren (15-25 °C) und stellen Sie
sicher, dass sie gut homogenisiert sind.

e Vorbereiten des Lysepuffers
Wenn sich im Lysepuffer (AL) Niederschlag gebildet hat, [&sen Sie diesen durch
Inkubieren bei 56 °C auf.

® Vorbereiten der QIAGEN-Protease
Geben Sie 1,2 ml Proteaselsemittel (PS) in das Flaschchen mit der lyophilisierten
QIAGEN Protease (QP) und mischen Sie grindlich. Mischen Sie das Flaschchen
mehrmals durch Umdrehen, um Schaumbildung zu vermeiden. Stellen Sie sicher, dass
die QIAGEN Protease (QP) vollstandig gelost ist.
Hinweis: Geben Sie die QP nicht direkt in den Lysepuffer (AL).

® Vorbereiten von Waschpuffer 1
Geben Sie mit Hilfe eines Messzylinders 25 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit
19 ml Waschpufferkonzentrat 1 (AW1). Bewahren Sie den rekonstituierten Waschpuffer 1
(AW1) bei Raumtemperatur (15-25 °C) auf.
Hinweis: Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets den rekonstituierten Waschpuffer 1
(AW1), indem Sie die Flasche mehrmals Gber Kopf drehen.

® Vorbereiten von Waschpuffer 2
Geben Sie mit Hilfe eines Messzylinders 30 ml Ethanol (?6-100 %) in die Flasche mit
13 ml Waschpufferkonzentrat 2 (AW?2). Bewahren Sie den rekonstituierten
Waschpuffer 2 (AW2) bei Raumtemperatur (15-25 °C) auf.
Hinweis: Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets den rekonstituierten Waschpuffer 2
(AW2), indem Sie die Flasche mehrmals Gber Kopf drehen.
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Vorbereiten des Elutionspuffers

Im Lieferumfang des Kits ist eine Flasche Elutionspuffer (AE) enthalten. Um eine
Kontamination des Elutionspuffers (AE) zu vermeiden, empfehlen wir dringend, beim
Pipettieren von Elutionspuffer (AE) aus der Flasche Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern zu
verwenden und die Flasche sofort danach wieder zu verschlieBen.

Lassen Sie den Elutionspuffer (AE) auf Raumtemperatur dquilibrieren (15-25 °C).
Stellen Sie einen Heizblock fir den Gebrauch in Schritt 4 des Verfahrens auf 56 °C ein.

Verfahren

1.

30

Pipettieren Sie 20 pl QIAGEN Protease (QP) in ein Lyserdhrchen (Lysis Tube, LT).

Hinweis: Uberpriifen Sie vor dem Gebrauch das Verfallsdatum der rekonstituierten

Protease.

. Geben Sie 200 pl Blutprobe in das Lysershrchen (Lysis Tube, LT).
. Geben Sie 200 pl Lysepuffer (AL) in das Lyserdhrchen (Lysis Tube, LT), schlieBen Sie den

Deckel und mischen Sie den Inhalt des Réhrchens 15 s lang durch Vortexen in Impulsen.

Hinweis: Zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer (AL)
grindlich gemischt werden, sodass eine homogene Lésung entsteht.

Hinweis: Da der Lysepuffer (AL) eine hohe Viskositat aufweist, achten Sie darauf, dass
das korrekte Volumen an Lysepuffer (AL) zugegeben wird, indem Sie sorgféltig

pipettieren und Sie eine geeignete Pipette verwenden.

A Die QIAGEN Protease (QP) darf nicht direkt in den Lysepuffer (AL) gegeben

werden.

. Inkubieren Sie 10 Minuten (+1 Minute) lang bei 56 °C (=1 °C).
. Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (Lysis Tube, LT) ungeféhr 5 Sekunden lang bei voller

Drehzahl, um Tropfen aus dem Inneren des Deckels zu entfernen.

. Geben Sie 200 pl Ethanol (96-100 %) in das Lyserdhrchen (Lysis Tube, LT), schlieBen Sie

den Deckel und vortexen Sie das Rdhrchen mindestens 15 Sekunden lang in Impulsen.
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. Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen (Lysis Tube, LT) mindestens 5 Sekunden lang bei

voller Drehzahl, um Flissigkeitstropfen aus dem Inneren des Deckels zu entfernen.

. Geben Sie vorsichtig das gesamte Lysat aus Schritt 7 in die QlAamp Mini Spin-Saule,

ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der

QlAamp Mini Spin-Saule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

Hinweis: Bei der Verarbeitung mehrerer Proben darf immer nur ein Lyserdhrchen (Lysis

Tube, LT) gedffnet werden, nicht mehrere gleichzeitig.

. SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 Minute

lang bei ungeféhr 6000 x g U/min. Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule in ein
sauberes Waschrohrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Rohrchen mit dem

Filtrat.

Hinweis: Wenn bei der Zentrifugation bei 6000 x g (8000 U/min) nicht das gesamte
Lysat die Membran passiert hat, zentrifugieren Sie erneut 1 Minute lang bei voller
Drehzahl (bis zu 20.800 x g).

Hinweis: Wenn das Lysat bei der Zentrifugation erneut die Membran nicht passiert hat,
verwerfen Sie die Probe und wiederholen die Isolierung und Aufreinigung mit neuem

Probenmaterial.

. Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Saule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 1

(AW1) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-S@ule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

. SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 Minute

lang bei ungefdhr 6000 x g (8000 U/min). Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in
ein sauberes Waschréhrchen (Wash Tube, WT) und verwerfen Sie das Réhrchen mit
dem Filtrat.

Offnen Sie vorsichtig die QIAamp Mini Spin-Saule und geben Sie 500 pl Waschpuffer 2
(AW2) hinzu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der Pipettenspitze berihren.
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. SchlieBen Sie den Deckel der QIAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 Minute

lang bei voller Drehzahl (ungefdhr 20.000 x g oder 14.000 U/min). Stellen Sie die
QIAamp Mini Spin-Séule in ein sauberes Waschréhrchen (Wash Tube, WT) und

verwerfen Sie das Réhrchen mit dem Filtrat.

. Zentrifugieren Sie 3 Minuten lang bei voller Drehzahl (ungeféhr 20.000 x g oder

14.000 U/min) um die Membran vollsténdig zu trocknen.

. Setzen Sie die QlAamp Mini Spin-Saule in ein sauberes Elutionsrdhrchen (ET) und

verwerfen Sie das Waschréhrchen (WT) mit dem Filtrat. Offnen Sie vorsichtig den Deckel
der QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 50 bis 200 pl Elutionspuffer (AE) in die
Mitte der Membran. Schlieflen Sie den Deckel und inkubieren Sie 1 Minute lang bei
Raumtemperatur (15-25 °C). Zentrifugieren Sie 1 Minute lang bei ungeféhr 6000 x g
(8000 U/min), um die DNA zu eluieren.

Gebrauchte Probenrshrchen und Platten sowie Abfall sind gemaf3 den 6rtlichen

Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
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Automatisierte Extraktion von genomischer DNA mit dem
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

Die automatisierte Extraktion von genomischer DNA muss mit dem QIAsymphony SP
Instrument in Verbindung mit dem QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) und
gemdB den Anweisungen im QIAsymphony DSP DNA Kit Handbuch durchgefihrt werden.
Fur den Einsatz mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit spezifische Protokollpunkte sind in dem

im Folgenden beschriebenen Verfahren mit dem Zeichen /N hervorgehoben.
Bei Verwendung mit dem QlAsymphony SP erméglicht das QlAsymphony DSP DNA Mini Kit
(unter Einsatz des Protokolls Blood_200_V7_DSP (oder hsher) auf dem QlAsymphony SP)

die automatisierte Aufreinigung von DNA aus humanem Vollblut.

® Eine Vorbehandlung ist nicht erforderlich.
® Rdhrchen werden direkt in das QIAsymphony SP Gberfihrt.
e Die Aufreinigung der DNA erfolgt mit Magnetpartikeln.

Wichtige Hinweise vor Beginn

° &Dcs Volumen der zu exirahierenden Vollblutprobe betragt 300 pl.
Vorbereitung

e Stellen Sie sicher, dass Sie mit der Bedienung des QlAsymphony SP vertraut sind.

Weitere Bedienungsanweisungen finden Sie in den Handbichern zu lhrem Gerét.
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Handhabung der Reagenzien

Stellen Sie sicher, dass die Buffer QSL1 und Buffer QSB1 keinen Niederschlag enthalten,
bevor Sie eine Reagenzienkartusche zum ersten Mal verwenden. Entfernen Sie bei
Bedarf die Reservoirs mit den Buffern QSL1 und QSB1 aus der Reagenzienkartusche und
inkubieren Sie sie 30 Minuten lang bei 37 °C bei gelegentlichem Schitteln, um den
Niederschlag aufzuldsen. Achten Sie darauf, dass die Puffertrége in die korrekten
Positionen zuriickgesetzt werden. Wenn die Reagenzienkartusche bereits eingestochen
ist, stellen Sie sicher, dass die Reservoirs mit Versiegelungsstreifen zur
Wiederverwendung versiegelt sind. Inkubieren Sie dann die gesamte
Reagenzienkartusche 30 Minuten lang bei 37 °C und gelegentlichem Schitteln in einem
Wasserbad.

Vermeiden Sie zu kraftiges Schitteln der Reagenzienkartusche (Reagent Cartridge, RC);
andernfalls kénnte Schaum entstehen, der zu Problemen bei der Detektion des

Flussigkeitsstands fihren kénnte.

Wartung

Optionale Wartungsarbeiten sind fir das QlAsymphony SP zwar nicht zwingend
erforderlich, sie werden jedoch dringend empfohlen, um das Kontaminationsrisiko zu

reduzieren.

Vorbereitende Schritte

34

Stellen Sie vor Beginn des Verfahrens sicher, dass die Magnetpartikel vollsténdig
resuspendiert sind. Vortexen Sie den Trog mit den Magnetpartikeln vor dem erstem
Gebrauch mindestens 3 Minuten lang kraftig.

Stellen Sie sicher, dass sich der Durchstechdeckel auf der Reagenzienkartusche befindet
und der Deckel des Magnetpartikelreservoirs entfernt wurde. Stellen Sie bei
Wiederverwendung einer teilweise verbrauchten Reagenzkassette sicher, dass die

Versiegelungsstreifen entfernt wurden.
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e Stellen Sie sicher, dass die Enzymrdhrchen gedffnet sind.
e Stellen Sie Proben mit Barcode so in den Réhrchentréger, dass die Barcodes zum

Barcode-leser auf der linken Seite des QlAsymphony SP weisen.
Verfahren

1. SchlieBen Sie alle Schubladen und die Haube.
2. Schalten Sie das QlAsymphony SP ein und warten Sie, bis der Bildschirm ,Sample

Preparation” (Probenvorbereitung) angezeigt wird und die Initialisierung abgeschlossen ist.
Hinweis: Der Netzschalter befindet sich unten links am QIAsymphony SP.
3. Melden Sie sich am Gerat an.

4. Vergewissern Sie sich, dass die Schublade ,Waste” (Abfall) ordnungsgemaf3 vorbereitet
ist und fiihren Sie einen Inventar-Scan der Schublade ,Waste” (Abfall) inklusive
Pipettenspitzen-Rutsche und Flussigabfallbehalter durch. Wechseln Sie den
Pipettenspitzen-Abfallbeutel, falls erforderlich.

5. Laden Sie das bendtigte Elutionsrack in die Schublade ,Eluate” (Eluat).

Wichtig: Laden Sie keine 96-Kavitéten-Platte an ,Elution slot 4” (Elutionsplatz 4).

Verwenden Sie ausschlieBlich ,Elution slot 1 (Elutionsplatz 1) mit dem zugehérigen

Kihladapter.

Hinweis: Bei Verwendung einer 96-Well-Platte: Vergewissern Sie sich, dass die Platte
korrekt ausgerichtet ist, da eine falsche Positionierung zu einer Probenverwechslung bei

nachgelagerten Analysen fihren kann.

6. Bestiicken Sie die Schublade ,Reagents and Consumables” (Reagenzien und
Verbrauchsmaterialien) mit den erforderlichen Reagenzienkartuschen und

Verbrauchsartikeln.
Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die Pipettenspitzen korrekt befestigt sind.

7. Fihren Sie einen Inventar-Scan der Schublade ,Reagents and Consumables”

(Reagenzien und Verbrauchsmaterialien) durch.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung 07/2022 35



8.

1.

36

A Uberfishren Sie 300 pl der zu extrahierenden Vollblutprobe in ein nukleasefreies
Mikrordhrchen (2,0 ml, Typ H) und stellen Sie es in den 2-ml-Adapter 3B des

Probenrohrchentrégers. Laden Sie die Probenrdhrchen in die Probenschublade (,Sample”).

. Geben Sie auf dem Touchscreen fir jede der zu bearbeitenden Probenchargen die

bendtigten Informationen ein:

O Probeninformationen: Andern Sie das Standardréhrchenformat. Wéhlen Sie hierzu
Select All (Alle auswdahlen). Wéhlen Sie dann auf dem Blatt Tube Insert
(Rohrcheneinsatz) Sarstedt Referenz 72.694.

O Auszufilhrendes Protokoll: Klicken Sie auf Select All (Alle auswdhlen). Klicken Sie
anschlieBend fir Vollblutproben unter Kategorie auf DNA Blood (DNA Blut)
> Blood_200_V7_DSP (oder h&here Version).

e} A Elutionsvolumen und Ausgabeposition: fir das Vollblutprotokoll 100 pl.
Hinweis: Nach Eingabe der Chargeninformationen wechselt der Status von LOADED
(Geladen) zu QUEUED (Bereit fir Probenverarbeitung). Nach dem Einreihen einer
Charge in die Warteschlange wird die Schaltflache Run (Ausfihren) akfiviert.

. Starten Sie den Lauf.

10a. Zum Starten des Laufs klicken Sie auf Run (Ausfiihren).

10b. Lesen Sie die eingeblendete Meldung und bestdtigen Sie diese.

Hinweis: Wir empfehlen, neben dem Instrument zu warten, bis die Fillstandserkennung
der internen Kontrollréhrchen durchgefthrt wurde und der Status des QlAsymphony SP-
Trégers sich nach RUNNING (L&uft) gedndert hat.

Wichtig: Der Lauf darf (auBer in einem Notfall) wéhrend der Bearbeitung nicht
angehalten oder gestoppt werden, da die Proben ansonsten als ,unclear” (unklar)
gekennzeichnet werden.

Hinweis: Es ist moglich, Proben kontinuierlich zu laden und sie zu diesem Lauf
hinzuzufigen (bis die Reagenzien geladen werden).

Klicken Sie auf Run (Ausfihren), um das Aufreinigungsverfahren zu starten.
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12. Nach Ende des Protokolllaufs wechselt der angezeigte Status der Probencharge von

RUNNING (L&uft) zv COMPLETED (Abgeschlossen). Nehmen Sie das Elutionsrack mit den

aufgereinigten Nukleinsduren aus der Schublade ,Eluate” (Eluat).

Wir empfehlen, die Eluate Plate (Eluatplatte) sofort nach Abschluss des Laufs aus der
Eluatschublade zu entfernen. Je nach Temperatur und Luftfeuchtigkeit kann es bei
Elutionsplatten, die nach dem Lauf im QlAsymphony SP verbleiben, zu Kondensation

oder Verdunstung kommen.

Hinweis: Im Allgemeinen werden Magnetpartikel nicht in Eluate verschleppt. Wenn in
einem Eluat schwarze Partikel sichtbar sind, kénnen die Magnetpartikel wie folgt entfernt

werden:

12a. Behandeln Sie das Réhrchen mit der DNA auf einem geeigneten Magnetabscheider
(z. B. QIAGEN 12-Tube Magnet, Kat.-Nr. 36912), bis die Magnetpartikel entfernt
sind.

12b. Wenn sich DNA in Mikrotiterplatten befindet, behandeln Sie die Mikrotiterplatte mit
einem geeigneten Magnetabscheider (z. B. QIAGEN 96-Well Magnet Type A,
Kat.-Nr. 36915), bis die Magnetpartikel entfernt sind. Wenn kein geeigneter
Magnetabscheider vorhanden ist, zentrifugieren Sie das Réhrchen mit der DNA
1 Minute lang bei voller Drehzahl in einer Mikrozentrifuge, um verbleibende

Magnetpartikel zu pelletieren.

. Exportiert der QIAsymphony SP-Ergebnisdatei: Dieser Bericht wird fir jede Elutionsplatte

erstellt.

13a. Stecken Sie den USB-Stick in einen der USB-Anschlisse an der Vorderseite des
QIAsymphony SP.

13b. Klicken Sie auf Tools (Werkzeuge).

13c. Wahlen Sie File Transfer (Dateiiibertragung) aus.

13d. Klicken Sie auf der Registerkarte In-/Output Files (Ein-/Ausgabedateien) die Option
Results Files (Ergebnisdateien) > Transfer (Ubertragen).

Der Name der exportierten Datei sollte das folgende Format haben:
J)JJ-MM-TT:hh:mm:ss_Elution rack ID
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14. Uberpriifen Sie fir jede Probe in der QlAsymphony SP-Ergebnisdatei die Spalte ,Validity
of result” (Giltigkeit des Ergebnisses).

O Status Valid (Giiltig) und Unclear (Unklar): Fahren Sie fort mit Qualifizierung und
Quantifizierung der DNA.
O Status Invalid (Ungiiltig): Die Probe wurde abgelehnt. Fihren Sie den

Extraktionsschritt erneut durch.

15. Wenn die Reagenzienkartusche nur teilweise verbraucht ist, versiegeln Sie sie mit den
beiliegenden Versiegelungsstreifen zur Wiederverwendung und verschlieBen die
Proteinase-K-Rshrchen sofort nach Abschluss des Protokolllaufs mit den

Schraubverschlissen, um Verdampfung zu vermeiden.

16. Gebrauchte Probenréhrchen und Platten sowie Abfall sind gemaf den ortlichen

Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
17. Reinigen Sie das QIAsymphony SP.

Befolgen Sie die Wartungsanweisungen in den Handbiichern zu lhrem Gerat. Reinigen
Sie die Pipettenspitzen-Schutzvorrichtungen regelmaBig, um die Gefahr einer

Kreuzkontamination zu reduzieren.

18. SchlieBen Sie die Schubladen des Gerdts und schalten Sie den QIAsymphony SP aus.
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Qualifizierung und Quantifizierung der DNA

Das Spekiralphotometer ist mit einer Leerprobe aus ATE-Puffer oder Elutionspuffer (AE) zu
kalibrieren. Diese Puffer miissen verwendet werden, weil die in Extraktionskits fir
genomische DNA verwendeten Elutionspuffer das Konservierungsmittel Natriumazid

enthalten, das bei 260 nm absorbiert.

® Das Verhdltnis Azso/A2s0 muss > 1,7 sein, da kleinere Verhdltnisse normalerweise auf
eine Proteinkontamination oder die Gegenwart organischer Verbindungen hinweisen, die
den PCR-Schritt beeintrachtigen kénnten.
Die DNA-Menge wird durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt.
Gesamtmenge aufgereinigte DNA = Konzentration x Probenvolumen.
Wenn das Verhdltnis A2so/Azso unter 1,7 und/oder die gDNA-Konzentration unter

10 ng/p! liegt, darf die Probe nicht weiterverarbeitet werden.

Normalisierung von gDNA-Proben

Die DNA muss mit dem TE-Puffer im ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit auf 10ng/pl verdinnt

werden.

Alle PCR-Reaktionen im Rotor-Gene Q MDx S5Splex HRM st fir 50 ng aufgereinigte
genomische DNA optimiert, die auf ein endgiltiges Volumen von 5 pl verdinnt wurde. Zur
Durchfihrung der Reaktionen fiir Mutation und Wildtyp sind insgesamt 100 ng pro zu

testender Probe erforderlich.
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Protokoll: gPCR auf dem Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM

Wichtige Hinweise vor Beginn

e Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit muss auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument
unter Verwendung der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software getestet werden.

e Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit erfordert speziell das Gamma Plug-in. Dieses Plug-in
kann von der QIAGEN-Website heruntergeladen werden unter:
resources.qgiagen.com/674623. Das Plug-in muss auf einem Computer installiert werden,
auf dem bereits die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software installiert ist.

e Fir das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wird zudem ein Assay-Profil bendtigt. Dieses Assay-
Profil (.iap-Datei) enthdlt alle Parameter, die fir die Durchfihrung und Analyse des qPCR-
Assays benétigt werden. Es kann von der Webpage fir das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
auf der QIAGEN Website heruntergeladen werden: resources.qgiagen.com/674623. Das
Assay-Profil muss in die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software importiert werden.

® Machen Sie sich mit dem Rotor-Gene Q MDx-Instrument ausreichend vertraut, bevor Sie
mit dem Protokoll beginnen. Detaillierte Informationen finden Sie in den Handbiichern
des Instruments, der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software und des Gamma Plug-ins.

e Die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software erméglicht die automatisierte Interpretation

der PCR-Ergebnisse. Die Zyklusparameter sind fir den Lauf gesperrt.
Vorbereitung
® laden Sie Rotor-Gene AssayManager v2.1 herunter und installieren Sie die Software.

Weitere Informationen finden Sie unter ,Installation der Rotor-Gene AssayManager v2.1

Core-Software” auf Seite 41.
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e laden Sie das Gamma Plug-in herunter und installieren Sie es. Detaillierte Informationen
finden Sie unter ,Installieren des Gamma Plug-ins und Importieren des Assay-Profils” auf
Seite 42.

e Wir empfehlen, acht gDNA-Proben im gleichen Experiment zu testen, um einen
optimalen Gebrauch der Kontrollen, Standards und Reaktionsgemische zu gewdhrleisten.
Weitere Informationen finden Sie unter ,Probenverarbeitung auf Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM Instrument mit einem Rotor fir 72 Réhrchen” auf Seite 46.

Installation der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core-Software

Auf dem Computer, der an das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument angeschlossen ist,
muss die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software installiert sein. Diese Software kann von
der QIAGEN-Website heruntergeladen werden unter: resources.qiagen.com/674623.
Detaillierte Informationen zur Installation der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core-Software,
einschlieBlich der Anforderungen an den Computer, finden Sie im Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application Benutzerhandbuch.

Hinweis: Analysen mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kdnnen nur ausgefihrt werden,

wenn die Rotor-Gene AssayManager Software v2.1 Software entsprechend konfiguriert ist.

Um einen sicheren Betrieb des gesamfen Systems zu gewdhrleisten, missen die folgenden

Einstellungen fir den geschlossenen Modus (Closed Mode) vorgenommen werden:
+Material number required” (Materialnummer erforderlich)

,Valid expiry date required” (Giltiges Verfallsdatum erforderlich)

Lot number required” (Chargennummer erforderlich)
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Installieren des Gamma Plug-ins und Importieren des Assay-Profils

Detaillierte Informationen zu Installation und Import des Gamma Plug-ins und Assay-Profils
finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuch und Gamma Plug-

in Benutzerhandbuch.
Installieren Sie des Gamma Plug-ins

1. Laden Sie sowohl das Gamma Plug-in als auch die neueste Version des ipsogen JAK2 CE
IVDR Assay-Profils von der QIAGEN-Website herunter.

2. Doppelklicken Sie auf die Datei RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x .msi

(wobei x > 0) sein muss. Befolgen Sie die Installationsanweisungen.

Eine detaillierte Beschreibung dieses Prozesses finden Sie im Abschnitt ,Installing Plug-

ins” (Plug-ins installieren) im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
Handbuch.

Hinweis: Um einen sicheren Betrieb des gesamten Systems zu gewdhrleisten, klicken Sie
auf die Registerkarte Settings (Einstellungen) und markieren die Kontrollkastchen fir
Material number required (Materialnummer erforderlich), Valid expiry date required
(Giltiges Verfallsdatum erforderlich) und Lot number required (Chargennummer
erforderlich) fir den geschlossenen Modus (Abschnitt Arbeitsliste). Wenn diese Optionen

nicht aktiviert sind (kein Hékchen), klicken Sie darauf, um sie zu aktivieren.

3. Nach der erfolgreichen Installation des Plug-ins muss ein Anwender mit
Administratorrechten fir die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software das Assay-Profil
ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR wie folgt importieren.
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So importieren Sie das ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR Assay-Profil

¥/ /4 .
1. Klicken Sie auf das Symbol # zum Offnen der Rotor-Gene AssayManager v2.1
Software.

2. Melden Sie sich mit Administratorrechten im Closed Mode (Geschlossener Modus) an

(Abbildung 3).
Das Anmeldefenster wird gedffnet (Abbildung 4).

sssss  Rotor-Gene AssayManager
00 e . -
QIAGEN 2107
User IO

I |
Password

Abbildung 3. Anmeldefenster der Rotor-Gene AssayManager Software. 1: Modus ,Closed”(Geschlossen).
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Abbildung 4. Rotor-Gene AssayManager v.2.1. 2: Umgebung ,Setup” (Einrichten). Wird zum Erstellen, Verwalten und
Anwenden von Arbeitslisten verwendet. 3: Umgebung ,Approval” (Genehmigung). Wird zum Suchen nach nicht oder
teilweise freigegebenen Experimenten sowie zur Genehmigung spezieller Proben verwendet. Bei Freigabe einer Probe
werden Experimentberichte erstellt. 4: Umgebung ,Archive” (Archiv). Wird zum Suchen nach vollsténdig oder teilweise
freigegebenen Experimenten sowie zum Erstellen von Experimentberichten unter Verwendung vordefinierter
Berichtprofile verwendet. 5: Umgebung ,Service”. Enthélt die Registerkarten ,Audit Trail” (Prifprotokoll) und ,Re-usable
Data” (Wiederverwendbare Daten). 6: Konfiguration. Wird zum Anpassen der Einstellungen des Rotor-Gene
AssayManager verwendet. 7: Rotor-Gene Q Symbol. Wird zum Stoppen oder Beenden eines Laufs sowie zum
Freigeben eines Thermocyclers nach Beenden eines Laufs (und zum Uberprifen der Geréteverbindung) verwendet.

3.
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Klicken Sie auf die Umgebung , Configuration” (Konfiguration) (Abbildung 4,
Kastchen 6) (Abbildung 5, Kastchen 8).

Kastchen 9).

. Klicken Sie auf die Registerkarte ,Assay Profiles” (Assay-Profile) (Abbildung 5,

. Klicken Sie auf Import (Importieren) (Abbildung 5, Kastchen 10).

. Wahlen Sie im Dialogfeld ,Select assay profile to import” (Assay-Profil zum Importieren

auswdhlen) das Assay-Profil ,ipsogen_JAK2_blood_CE” aus Klicken Sie auf Open
(Offnen) (Abbildung 5, Kastchen 11).
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@ Select assay profile to import

Lockin  [AssayProfies 7] (=

Path

Name | Last mositied
] | AP_ipsogen_JAKZ blood_CE_IVDR_V2_0_1 iep | 151082020 054240

File name File type
AP_ipsogen_JAK2 blood CE_MDR V2 0_1/ap | [ iap fhes ("am)

[a2p

Abbildung 5. Import von Assay-Profilen. 8: Umgebung ,Configuration”  [Konfiguration), 9: Registerkarte ,Assay
Profiles” (Assay-Profile), 10: Schaltflache ,Import”, 11: Schaltfldche ,Open” (Offnen).

7. Nach dem erfolgreichen Import des Assay-Profils kann es in der Umgebung ,Setup”
(Einrichtung) verwendet werden (Abbildung 4, Kastchen 2).

Hinweis: Es ist nicht mdglich, die gleiche Version eines Assay-Profils erneut zu

importieren.
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Probenverarbeitung auf Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument mit
einem Rotor fir 72 Rdhrchen

Wir empfehlen, acht gDNA-Proben im gleichen Experiment zu testen, um einen optimalen

Gebrauch der Kontrollen, Standards und Reaktionsgemische zu gewdhrleisten.

In Tabelle 3 sind die Anzahlen der Reaktionen aufgelistet, die mit einem 72-R3hrchen-Rotor

durchgefihrt werden kénnen.

Ein Beispiel fir die Einrichtung des Ladeblocks und des Rotors fiir ein Experiment mit dem
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist in dem Schema in Abbildung é dargestellt.
Die Zahlen stehen fir die Positionen im Ladeblock und geben die endgiltige Rotorposition an.

Tabelle 3. Anzahl der Reaktionen fiir Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrumente mit 72-RShrchen-Rotor

Proben Anzahl der Reaktionen

Mit dem JAK2-MT-Reaktionsgemisch

8 genomische DNA-Proben 8
JAK2 MT Quant-Standards (mutiert) 4
JAK2 MTKontrolle (mutiert) 1
JAK2 WT-Kontrolle (Wildtyp) 1
Wasser fiir Nicht-Template-Kontrolle (NTC) 1

Mit dem JAK2-WT-Reaktionsgemisch

8 genomische DNA-Proben 8
JAK2 WT Quant-Standards (Wildtyp) 4
JAK2 MTKontrolle (mutiert) 1
JAK2 WTKontrolle (Wildtyp) 1
Wasser fir NTC 1
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Abbildung 6. Platten- und Rotoreinrichtung fir ein Experiment mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. WTC: JAK2 WT-
Kontrolle, MTC: JAK2 mutierte (MTKontrolle, WT-QS: JAK2 WT-Quant-Standards, MT-QS: JAK2 MT Quant-Standards,
S: gDNA-Probe, NTC: Kontrolle ohne Template (Wasser).
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A Die Rohrchen missen wie in Abbildung 6 dargestellt in den Rotor eingesetzt
werden, da die im Assay-Profil festgelegte automatisierte Analyse auf dieser Anordnung

beruht. Wenn ein anderes Layout verwendet wird, werden falsche Ergebnisse erhalten.

Hinweis: Alle nicht verwendeten Positionen sollten mit leeren verschlossene Réhrchenstreifen

gefillt werden.
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gPCR auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument mit einem

Rotor fir 72 Réhrchen

Vorbereitende Schritte:
® Erstellen Sie eine Arbeitsliste fiir die zu verarbeitenden Proben.

Erstellen einer Arbeitsliste

1. Schalten Sie das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument ein.

2. Offnen Sie die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software und melden Sie sich als Benutzer in

der Bedienerrolle im Modus ,Closed” (Geschlossen) an (Abbildung 3, Kastchen 1).

3. Prisfen Sie vor dem Start des Laufs, ob die Software den Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Instrument korrekt erkennt (Abbildung 7).

- Nicht verbunden (=]

Abbildung 7. Verbindungsstatus des Rotor-Gene Q Bindung.

Verbunden

4. Klicken Sie in der Umgebung ,Setup” (Einrichten) auf ,New manual work list” (Neue

manuelle Arbeitsliste) (Abbildung 8, Kastchen 1).

Available work lists | Manage or apply work lists

Unprocessed | rocessed

a8 samp.. Assay pronies Rator type Voluma | Author (Greston aate

20200918_IAKD_testing 3mab 726l Rolor 2541 ocmin

s noot
zonoame 7o | ) e 1

fete selected Retresh st

v Automatically generated work ists

Work kot name a[#samp. Rasay probies | Retor fype Volume | Author Greation date Actions =

Delete selected

-

T
e e e e et

Abbildung 8. Erstellen einer Arbeitsliste. 1: Schaltfléche zum Erstellen einer neuen Arbeitsliste.
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5. Wahlen Sie im Schritt ,Assay” (Assay) das Assay-Profil ,ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR “

7.

aus der Liste der verfigbaren Assay-Profile aus (Abbildung 9, Kastchen 2).

ol

Fres positens
E]

I Show ey compatee Assay Profiss

T = e =

Abbildung 9. Erstellen einer Arbeitsliste — Auswahl des Assay-Profils. 2: Available assay profiles (Verfigbare

Assay-Profile). 3: Transfer eines Assay-Profils in die Arbeitsliste. 4: Eingabe der Probenanzahl.

. Klicken Sie auf ,>”, um das ausgewdhlte Assay-Profil in die Liste ,Selected assay

profiles” (Ausgewdhlte Assay-Profile) zu verschieben (Abbildung 9, Késtchen 3). Das

Assay-Profil sollte nun in der Liste ,Selected assay profiles” (Ausgewdhlte Assay-Profile)

angezeigt werden.

Geben Sie die Probenanzahl in das entsprechende Feld ein (Abbildung 9, Kastchen 4).

8. Wahlen Sie den Schritt ,Kit information” (KitInformationen) und geben Sie folgende
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Informationen zum JAK2Kit ein, die Sie auf dem Deckel der Verpackung finden:

(@)
(@)
(@)

Material number (Materialnummer) 1120216 (Abbildung 10, Kastchen 6)
Valid expiry date (Giltiges Verfallsdatum) (Abbildung 10, Késtchen 7)

Lot number (Chargennummer) (Abbildung 10, Kastchen 8)

Hinweis: Alternativ kann auch der Barcode des Kits (Abbildung 10, Kastchen 5)

eingegeben oder gescannt werden.
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Hinweis: Alle Felder missen ausgefiillt werden. Die Felder werden blau, wenn giiltige
Informationen eingegeben werden (d. h. Kit nicht abgelaufen, valide Material- und

Chargennummer eingegeben).

Kit information

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR
Kit information

(O Use kit bar code
@ Enter kit information manually

Kit information

— @
Material number it expiry date

20218 | fomzoz @)
Lot number
10785318

Abbildung 10. Erstellen einer Arbeitsliste — Eingabe der Kit-Informationen. 5: Kit bar code (Barcode des Kits) (kann
gescannt oder manuell eingegeben werden; wenn der Barcode eingegeben wird, werden alle anderen Felder
automatisch ausgefillt). 6: Material number (Materialnummer). 7: Kit expiry date (Verfallsdatum des Kits). 8: Lot

number (Chargennummer). Diese Informationen befinden sich auf der Verpackung des Kits.

9. Wahlen Sie den Schritt ,Samples” (Proben) aus.

Es wird eine Liste mit den Probendetails angezeigt. In dieser Liste wird die erwartete

Rotoranordnung angezeigt.
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10. Geben Sie fir jede Probe die Sample ID (Proben-ID) (Abbildung 11, Kastchen 9) sowie
ggf. optionale Probeninformationen (Abbildung 11, Késtchen 10) als Sample comment

(Probenkommentar) in diese Liste ein.

Croate work lst | Edit samples.
Amars Sape deinis
Pos. Style  Sample 0 Status Sample fype Targets. Assay Sampie comentni. A |
L " z FAN_MT, HEX_MT
3w —es2 as FAM_WT HEXOWT | JaKab
T PRI
s o — s os FAM_WT HEX_WT | JAK2b.
Propartes T FANMT, REX MT
T —"os s FaN_WT RO b
. FAMLMT, EX T
5 0 — oo o LW HEOWT | aiap
Fow FAN_MT. HEX_MT
W WTypearat re PN T b
" FAMLMT, HEX_MT
5w — e e FAM_WE FEXWT | s
Fow FAN_MT, HEX_MT
15 B " Somgie 1 FAWT R WT | sk
" FAMLMT, HEX_MT
17— Sz FAM_WT HEXWT | b
.. FAMLMT. HEX M
SO e
@ FAMLMT. FEX T
e — FAM_WT HEXOWT | 3aKab ‘ w
= FAMLMT, HEX T H
Pt = T =
& Ciosed ose

Abbildung 11. Erstellen einer Arbeitsliste — Eingabe der Probeninformationen. 9: Sample ID (Proben-ID).

10: Sample comments (Probenkommentare) (optional)

11. Wahlen Sie den Schritt ,Properties” (Eigenschaften) aus. Geben Sie einen
Arbeitslistennamen ein (Abbildung 12, Kastchen 11).

12. Markieren Sie das Kontrollkéstchen ,Work list is complete (can be applied)” (Arbeitsliste
ist vollstandig [kann angewendet werden]) (Abbildung 12, Kastchen 12).
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13.
14.
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Create work list | Edit properties

Asseys Properties Messsges

Work b mame The werk 85 1 rescy 0 be apples
T —— TYMMOD_ipacgen-JARE-ROG-PCA-HE_DemaRuntol Q-IE @

S Defaukt name

reey

—
| —
@ Cioseamoce ——F

Abbildung 12. Erstellen einer Arbeitsliste - Eigenschaften. 11: Work list name (Name der Arbeitsliste).
12: Auswahloption ,work list is complete” (Arbeitsliste ist vollstéindig). 13: Entfernen Sie die Markierung des

Kontrollkastchens ,is editable” (ist bearbeitbar) nur dann, wenn die Arbeitsliste nicht gecindert werden soll.

Hinweis: Das Kontrollkdstchen ,is editable” (ist bearbeitbar) (Abbildung 12, Késtchen 13)
gibt an, ob die Arbeitsliste noch bearbeitet werden kann oder nicht. Wenn die Arbeitsliste
ist vollstaindig ist und spater nicht mehr gedndert werden soll, entfernen Sie die Markierung
des Kontrollkéstchens ,is editable” (ist bearbeitbar).

Speichern Sie die Arbeitsliste.

Die Arbeitsliste kann gedruckt werden, was fir die Vorbereitung und Einrichtung der
gPCR hilfreich ist. Klicken Sie auf ,Print work list” (Arbeitsliste drucken), um die
Arbeitsliste zu drucken. Die Probendetails werden in diese Arbeitsliste eingefigt.
Hinweis: Die Arbeitsliste kann gespeichert und spater verwendet werden, oder sie kann

beim Laden des Experiments in das Instrument erstellt und sofort verwendet werden.
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Verfahren
Einrichten des qPCR-Experiments

1. Tauen Sie alle bendtigten Komponenten auf — mit Ausnahme der Tag-DNA-Polymerase,
die bei Nichtgebrauch im Gefrierschrank aufbewahrt werden muss. Stellen Sie die

Rohrchen mit den aufzutauenden Komponenten auf Eis.

Wichtig: Begrenzen Sie die Auftauzeit auf 30 Minuten, um eine Zersetzung des Materials

zu verhindern.

2. Reinigen Sie den Arbeitsbereich, der fir die Herstellung des PCR-Gemisches vorgesehen
ist, um sicherzustellen, dass es zu keiner Kontamination durch Template oder Nuklease

kommt.

3. Mischen Sie vorsichtig den Inhalt der Rhrchen mit den Standards, Kontrollen und
Reaktionsgemischen, indem Sie sie 10 Mal iGber Kopf drehen, und zentrifugieren Sie sie

kurz, bevor sie verwendet werden.

4. Stellen Sie die folgenden gPCR-Master-Mixe entsprechend der Anzahl der zu

verarbeitenden Proben her.
Hinweis: Alle Konzentrationen beziehen sich auf das Endvolumen der Reaktion.

In Tabelle 4 und Tabelle 5 ist das Pipettierschema fiir die Herstellung des MT- bzw.

WT-Reagenzgemisches dargestellt. Die Werte sind so berechnet, dass ein endgiiltiges
Reaktionsvolumen von 25 pl erreicht wird. Zusétzliche Volumina sind eingerechnet, um
Pipettierfehler zu beriicksichtigen und ein ausreichendes Volumen fir 8 Proben und die

Kontrollen bereitzustellen.
Tabelle 4. Vorbereitung der qPCR Master-Mixe fiir den Nachweis der JAK2-MT-Sequenz

Komponente 1 Reaktion (pl) 15 + 1 * Reaktionen (pl) Endkonzentration
JAK2-MT-Reaktionsgemisch 19,8 316,8 1x
Tag-DNA-Polymerase 0,2 3,2 1x

Probe (in Schritt 6 zuzugeben) 5 je5 -
Gesamtvolumen 25 je 25 -

* Ein Extra-Reaktionsvolumen ist als Totvolumen eingeschlossen.

54 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung  07/2022



Tabelle 5. Vorbereitung der qPCR Master-Mixe fiir den Nachweis der JAK2-WT-Sequenz

Komponente 1 Reaktion (pl) 15 + 1 * Reaktionen (pl) Endkonzentration
JAK2-WT-Reaktionsgemisch 19,8 316,8 1x
Tag-DNA-Polymerase 0,2 3,2 1x

Probe (in Schritt 6 zuzugeben) 5 je5 -
Gesamtvolumen 25 je 25 -

* Ein Extra-Reaktionsvolumen ist als Totvolumen eingeschlossen.

Wichtig: Vortexen und zentrifugieren Sie kurz den qPCR Master-Mix, bevor Sie je 20 pl

in die einzelnen Strip-Réhrchen dispensieren.

5. Geben Sie das Wasser als Kontrolle ohne Template (NTC) in die entsprechenden

Réhrchen und verschlieBen Sie sie.

6. Wichtig: Vortexen Sie und zentrifugieren Sie kurz die DNA (gDNA-Proben plus QS und
Kontrollen). Geben Sie dann 5 pl des Materials, das quantifiziert werden soll, in das
entsprechende Strip-Réhrchen, um ein Gesamtvolumen von 25 pl zu erhalten. Mischen
Sie den Inhalt vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren.

Hinweis: Wechseln Sie unbedingt nach jedem Réhrchen die Spitze, um eine
Kontamination der nicht-spezifischen Templates oder des Reaktionsgemisches zu
verhindern, die zu falsch positiven Ergebnissen fihren kann. Beginnen Sie mit der

Zugabe der Testproben und geben Sie dann die Standards und die Kontrollen hinzu.
7. Stellen Sie alle Komponenten des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits wieder in den

Gefrierschrank, um eine Zersetzung des Materials zu verhindern.
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Starten des Laufs

1. Bereiten Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument vor und starten Sie den Lauf wie folgt.

56

la.

1b.

lec.

1d.

Setzen Sie einen 72-Well-Rotor in den Rotor-Gene Q MDx Rotorhalter ein.

Fillen Sie den Rotor mit Rhrchenstreifen in den zugewiesenen Positionen.
Beginnen Sie dabei wie in Abbildung 6 (Seite 47) dargestellt an Position 1 und
setzen Sie leere verschlossene Strip-Réhrchen in alle unbesetzten Positionen.
Hinweis: Stellen Sie sicher, dass das erste Rdhrchen an Position 1 und die
Rohrchenstreifen in der korrekten Ausrichtung und den korrekten Positionen platziert
werden, wie in Abbildung 6 dargestellt.

Bringen Sie den SchlieBring an.

Laden Sie das Rotor-Gene Q MDx-Instrument mit Rotor und SchlieBring und
schlieBen Sie den Deckel des Instruments.

Wabhlen Sie in der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software entweder die

entsprechende Arbeitsliste im Arbeitslisten-Manager aus und klicken Sie auf
+Apply” (Anwenden) (Abbildung 13, Kastchen 14). Wenn die Arbeitsliste noch
gedffnet ist, klicken Sie auf ,Apply” (Anwenden).

‘ Available work lists | Manage or apply work lists.

p.. | Assayprofies Roor e Volume [ Author Gresbion date

= etons o
<Jucn T2 ot 250 samin osmaso ssise | 2SI A D W

Abbildung 13. Einrichten des Laufs — Auswahl der Arbeitsliste. 14: Schalflciche Apply (Anwenden).

Hinweis: Wenn keine Arbeitsliste speziell fir das Experiment erstellt wurde, melden Sie

sich bei der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software an und befolgen die

Anweisungen unter Schritt ,Erstellen einer Arbeitsliste” auf Seite 49, bevor Sie fortfahren.

Geben Sie den Namen des Experiments ein (Abbildung 14, Kastchen 15).
Wabhlen Sie aus der Liste ,Cycler Selection” (Thermocycler-Auswahl) den Cycler
aus, der verwendet werden soll (Abbildung 14, Kastchen 16).

Stellen Sie sicher, dass der Schliefring richtig befestigt ist und bestdtigen Sie dies
auf dem Bildschirm (Abbildung 14, Kastchen 17).

Klicken Sie auf ,Start Run” (Lauf starten) (Abbildung 14, Késtchen 18).
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Abbildung 14. Einrichtung des Laufs — Laufeinstellungen. 15: Experiment Name (Name des Experiments).
16: Cycler Selection (Thermocycler-Auswahl). 17: Prisfen und bestdtigen, dass der SchlieBring angebracht ist.
18: Schaltflache Start Run (Lauf starten).

1f.  Der JAK2 RGQ PCR-Lauf sollte nun starten.
Beenden, Freigeben und Genehmigen des Laufs

1. Wenn der Lauf abgeschlossen ist, klicken Sie auf ,Finish run” (Lauf beenden).

Hinweis: Das Experiment wird erst nach Abschluss dieses Schritts in der internen

Datenbank gespeichert.

Hinweis: Die Analyse der erfassten Daten wird abhdngig von dem zum Assay-Profil
gehérigen Plug-in und den vom Assay-Profil definierten Regeln und Parameterwerten

automatisch durchgefihrt.
2. Geben Sie den Lauf frei und genehmigen Sie ihn.

O Wenn Sie sich mit der Rolle ,Approver” (Genehmiger) angemeldet haben, klicken Sie

auf ,Release and go to approval” (Freigeben und mit der Genehmigung fortfahren).
O Wenn Sie sich mit der Rolle ,Operator” (Bediener) angemeldet haben, klicken Sie

auf Release (Freigeben).
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Hinweis: Eine allgemeine Beschreibung der Umgebung Approval (Genehmigung)

finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Benutzerhandbuch.

3. Geben Sie die Ergebnisse frei.

O Nach dem Klicken auf ,Release and go to approval” (Freigeben und mit der
Genehmigung fortfahren) werden die Ergebnisse des Experiments in der Umgebung
+Approval” (Genehmigung) angezeigt.

O Nach dem Klicken auf ,Release” (Freigeben) muss sich ein Benutzer mit der Rolle
+Approver” (Genehmiger) anmelden und die Umgebung ,Approval” (Genehmigung)

auswdhlen.

® Wenden Sie die Filteroptionen (Abbildung 15, Kastchen 19) an, um das zu
genehmigende Experiment auszuwdhlen (Abbildung 15, Kastchen 20). Klicken
Sie dann auf Apply (Ubernehmen) (Abbildung 15, Feld 21).

Filer options Rssay selection

. . i [Expment s = =
ooz ) || [ e e e o e foscgen_JAK2_oad_CE VDR o oy | W

Use acvancecs fiter opsions

B Frerssanys
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Assay st Retease stats
BSwcesshi O Unreleased
B Foied O Parisiy
[ Pending @8on

e

[ Fiter cortsined samgie 1Ds
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[ Fiter eyeier sensi number

B

e e [ |

@ Closed Mose

Abbildung 15. Genehmigung des Laufs — Auswahl des Experiments. 19: Filter experiment name (Filteroptionen).
20: ,Assay Selection” (Assay-Auswahl). 21: Schaltfléiche ,Start approval” (Genehmigung beginnen ).
® Die folgende AUDAS- (Automatic Data Scan)-Warnung wird angezeigt
(Abbildung 16). Prisfen Sie im Abschnitt ,Plots and Information” (Plots und
Informationen) die Fluoreszenzkurven fir HEX-Ziele auf Anomalien (z. B. durch

Hardware-Fehler verursachte Spitzen).
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G) Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

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

[EN
Abbildung 16. AUDAS-Warnung.

Hinweis: Die Kurven der HEX-Ziele der internen Kontrolle weisen keine typische
Sigmoidform auf (wie in den Beispielkurven in Abbildung 17) und missen als valide
Kurven betrachtet werden. Bitte beachten sie, dass alle anderen Validitétskriterien fir

interne Kontrollen (z. B. Cr-Cutoffs) automatisch von der Software geprift werden.

oo | HEX_WT

g 0 T 7 B 0 £ ry g
Zydos

HEX_MT

Schwellen

g 0 T 2 % EQ 3 3 7

Abbildung 17. HEX-Kurven der internen Kontrolle.
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Die Ergebnisse der Testproben werden von der Rotor-Gene AssayManager v2.1
Software automatisch analysiert, missen aber von einem Benutzer, der mit der
Rolle ,Approver” (Genehmiger) angemeldet ist, genehmigt und freigegeben
werden. Anfangs haben alle Testproben eines abgeschlossenen Experiments den
Status ,Undefined” (Nicht definiert). Fir Probenergebnisse, die genehmigt werden
missen, befinden sich am Ende der zugehérigen Zeile drei Genehmigungs-
Schaliflachen. Diese Schaltflachen dienen dazu, die Probenergebnisse interaktiv
anzunehmen oder abzulehnen (Abbildung 18 und Abbildung 19).
Hinweis: Einer Probe, die von der Rotor-Gene AssayManager v2.1. Software als
LINVALID” (Ungiltig) ausgegeben wurde, kann nicht das Ergebnis , VALID”
(Giltig) neu zugewiesen werden, selbst wenn das Probenergebnis abgelehnt
wird.
Hinweis: Eine Probe sollte abgelehnt werden, wenn der Benutzer mit dem
Ergebnis nicht einverstanden ist und sie erneut testen méchte (z. B. wenn eine
Anomalie bei den Kurven der HEX-Ziele der internen Kontrolle beobachtet wird).
® Prijffen Sie das Ergebnis (Abbildung 19, Kastchen 22) und klicken Sie auf
«Release/Report data” (Daten freigeben/berichten) (Abbildung 19, Kastchen 23).

Hintergrundfarbe ~ Status der Testprobe
@g‘@ Nicht definiert
ng@ Angenommen

e] o [s] Abgelehnt

Abbildung 18. Definition des Probengenehmigungsstatus.
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Abbildung 19. Daten freigeben und berichten. 22: Genehmigungsschalifldchen fiir Proben (zum Genehmigen (V)
oder Ablehnen (x) der Ergebnisse der einzelnen Proben). 23: Schaltfléiche Release/Report date (Daten
freigeben/berichten).

® Geben Sie, falls erforderlich, ein Passwort ein, markieren Sie das Kontrollkéstchen
»Create report” (Bericht erstellen) und klicken Sie auf ,OK” (Abbildung 20,
Kastchen 24 und 25). Der Bericht wird im .pdf-Format erstellt und automatisch im
vordefinierten Ordner gespeichert.
Der Standardordnerpfad lautet:
C: > Users > Public > Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export > Reports
Hinweis: Dieser Pfad und Ordner kénnen in der Umgebung ,Configuration”
(Konfiguration) gedndert werden.

® Gleichzeitig wird automatisch eine LIMS-Datei erstellt und im vordefinierten
Ordner gespeichert. Der Standardordnerpfad lautet: C: > Users > Public >
Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > LIMS.
Hinweis: Dieser Pfad und Ordner kénnen in der Umgebung , Configuration”
(Konfiguration) gedndert werden.

® SchlieBen Sie die PDF-Datei und kehren Sie zum Rotor-Gene AssayManager
zurick. Klicken Sie auf ,OK”, wenn Sie dazu aufgefordert werden

(Abbildung 20, Ké&stchen 26).
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@ Status of release.
[ create repen

Fauswerd The release was performed successfully.

p 24 = S | (2270169) p ¥

The LIMS output was saved. (2270171}

After release, the approval state of data The report ‘200923_psogen-1AK2_RGQ_

cannct be ;hnmpfzz?ms.s; ' testl_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.pdf' was
stored in the folder ‘C:\Documents\
QIAGEN\Rotor-GeneAssayManager)
Exports\Reports’. (2270172)

== 26}

Abbildung 20. Daten freigeben und berichten. 24: Password (Benutzerpasswort). 25-26: Schaltfléche OK zur Auswahl.

Messages

® Nach der Eingabe eines Benutzerpassworts wird ein PDF-Bericht erstellt und
geodffnet. SchlieBen Sie den PDF-Bericht. Anschliefend wird automatisch eine
LIMS-Datei erstellt und es wird eine Freigabebestatigung eingeblendet. Klicken Sie
auf ,OK”. Der Assay ist nun vollsténdig freigegeben. Klicken Sie auf ,OK”, um
zur Umgebung ,Archive” (Archiv) zu gelangen.

® Klicken Sie auf die Registerkarte ,Archive” (Archiv) um zu den Rohdaten gehérige
die .rex-Datei zu exportieren. Suchen Sie lhr Experiment mithilfe der Filteroptionen
(Abbildung 21, Kastchen 27 und 28) und klicken Sie auf ,Show assays” (Assays
anzeigen) (Abbildung 21, Kastchen 29).

Filte opiions Assay selection
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Abbildung 21. Umgebung ,Archive” (Archiv). 27: Filter experiment name (Filteroptionen). 28: ,Assay Selection”
(Assay-Auswahl). 29: Schaltflache ,Show assays” (Assays anzeigen).
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® Die Ergebnisse des Experiments werden angezeigt. Wahlen Sie in der rechten
unteren Ecke des Bildschirms ,.rex-file” (.rex-Datei) als den zu exportierenden
Dateityp. Klicken Sie auf ,Export” (Exportieren). Klicken Sie auf ,OK” zum
Speichern. Die Software speichert die .rex-Datei automatisch im vordefinierten
Ordner: C: > Users > Public > Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager
> Export > Experiments.
Hinweis: Dieser Pfad und Ordner kdnnen auf der Registerkarte ,Specify the .rex
file export destination” (Exportspeicherort der .rex-Datei angeben) gedndert
werden.
Hinweis: Zur Fehlerbehebung wird ein Support-Paket des Laufs benétigt. Support-
Pakete kénnen von der Genehmigungs- oder Archivumgebung aus erstellt werden
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Benutzerhandbuch, Abschnitt
.Troubleshooting” [Fehlerbehebung], ,Creating a support package” [Erstellen
eines Support-Pakets]). Dariber hinaus kann das Audit-Trail vom Zeitpunkt des
Vorfalls (1 Tag) nitzlich sein. Das Audit-Trail kann in der Umgebung ,Service”
abgerufen werden (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
Benutzerhandbuch, Abschnitt 1.5.5.5).

4. Entladen Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument und entsorgen Sie die Rohrchenstreifen

gemdf den &rilichen Sicherheitsbestimmungen.
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Interpretation der Ergebnisse

Die Analyse ist vollstandig automatisiert.

Die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software analysiert zunéchst* die Amplifikationskurven,
wobei nicht konforme Kurven je nach Form und Rauschamplitude u. U. als ungiltig eingestuft
werden. st dies der Fall, wird eine als ungiltig eingestufte Kurve mit einer Markierung

gekennzeichnet.

AnschlieBend werden die Laufkontrollen von der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software

analysiert:

NTC: Die NTC wird auf fehlende spezifische Amplifikation geprift JAK2 WT und JAK2 MT).
WT und MT QS: Die Validierung der Quantifizierungsstandards stitzt sich auf den
jeweiligen Wert fir R2 und die Steigung der einzelnen Standardkurven.

o WTC: Die JAK2-Gesamtkopienzahl (TCN) muss hoch genug sein, damit diese Kontrolle
ausgewertet werden kann. Ist dies der Fall, wird der prozentuale Anteil der JAK2-
Mutation berechnet. Diese Laufkontrolle wird dahingehend iberprift, ob ihr Status
gemdB Analyse ,WT" (Wildtyp) lautet.

o MTC: Die JAK2-Gesamtkopienzahl muss hoch genug sein, damit diese Kontrolle
ausgewertet werden kann. Ist dies der Fall, wird der prozentuale Anteil der JAK2-
Mutation berechnet. Diese Laufkontrolle wird dahingehend Gberprift, ob ihr Status laut

Analyse ,hoch positiv fir die JAK2-Mutation” lautet.

Die interne Kontrolle (Internal Control, IC) muss in allen Wells amplifiziert sein, die
Kontrollen und Quantifizierungsstandards enthalten und innerhalb des festgelegten Bereichs

fir Kontrollen liegen.

Hinweis: Der bei Abschluss des Laufs erstellte Bericht zeigt die Ergebnisse der Testlaufkontrollen.

Alle ungiltigen Daten werden mit einer Invalidierungsmarkierung versehen (Tabelle 6).

* Nur fir FAMZiele aktiviert.
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Wenn eine dieser Testlaufkontrollen die Spezifikationen nicht erfillt, wird die Markierung
LASSAY_INVALID" (ASSAY_UNGULTIG) verwendet. Wenn diese Markierung auftritt, sollte

der Lauf als ungiltig betrachtet werden, und das Experiment muss wiederholt werden.

Wenn alle Kontrollen des Laufs die Spezifikationen erfillen, analysiert die Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software die Testproben.

® Die interne Kontrolle (Internal Control, IC) muss in allen Wells amplifiziert sein, die
Proben enthalten und innerhalb des festgelegten Bereichs liegen.

® Die Gesamt-Kopienzahl muss in einer gegebenen Probe hoch genug sein, damit deren
Ergebnisse ausgewertet werden kdnnen.

® In diesem Fall wird der prozentuale Anteil an JAK2 Mutation berechnet und das Ergebnis
wird angezeigt. Fir jedes Réhrchen (WT und MT) muss ein CT-Wert zu bestimmen sein,
damit es von der Rotor-Gene AssayManager v2.1.Software ausgewertet werden kann
und das entsprechende Ergebnis giltig ist.
Hinweis: Wenn die Ergebnisse sowohl der Testlaufkontrollen als auch Proben giiltig sind,
gibt der Bericht die Kopienzahl und den Prozentanteil der Mutation fir alle Proben an.

® Die Markierungen fir ungiltige Proben, die den einzelnen Réhrchen bei der Analyse von
der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software zugewiesen werden kénnen, sind mit
einer Erléuterung in Tabelle 6 zusammengefasst.

® In Tabelle 7 (Seite 70) sind die Warnmarkierungen fir Proben mit einer

Begriffserlduterung aufgefihrt.
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Tabelle 6. Probenmarkierungen fiir ungiiltige Proben und Beschreibung der Begriffe

Markierung

Beschreibung

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION

MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW._CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (WT)

MC_LOW_CN

MC_LOW_PERCENTAGE

MC_NO_CN
MC_NO_CT (MT)
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Ein Assay ist als ungiiltig eingestuft, da die Analyse fehlgeschlagen ist.
Wenden Sie an den QIAGEN Technischen Service.

Der Assay ist ungiiltig, weil mindestens eine externe Kontrolle ungiltig ist.
Das Ziel, das zur Berechnung dieses Ziels verwendet wurde, ist ungiiltig.

Die Rohdaten-Amplifikationskurve weist eine Form auf, die vom bekannten
Verhalten fir diesen Assay abweicht. Es besteht eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir falsche Ergebnisse oder eine Fehlinterpretation der
Ergebnisse.

Die Rohdaten-Amplifikationskurve weist eine flache Beulenform auf, die
vom festgelegten Verhalten fiir diesen Assay abweicht. Es besteht eine
hohe Wahrscheinlichkeit fiir falsche Ergebnisse oder eine
Fehlinterpretation der Ergebnisse (z. B. fehlerhafte Bestimmung des Cr-

Werts).
Die Berechnung fiir dieses Ziel ist fehlgeschlagen.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in demselben
Rohrchen wie die Mutationskontrolle mit dem Wildtyp-Reaktionsgemisch
befindet, gréBer als erwartet.

Der bestimmte Cr-Wert ist fiir eine interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie die Mutationskontrolle mit dem Wildtyp-Reaktionsgemisch
befindet, kleiner als erwartet.

Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben Réhrchen
wie die Mutationskontrolle mit dem Mutationsreaktionsgemisch befindet,
nicht nachweisbar.

Der C+-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben Réhrchen
wie die Mutationskontrolle mit dem Wildtyp-Reaktionsgemisch befindet,
nicht nachweisbar.

Die Kopienzahl fiir die Mutationskontrolle ist zu niedrig.
Der prozentuale Mutationsanteil der Mutationskontrolle ist zu niedrig.
Keine Kopienzahl fir die Mutationskontrolle.

Der Cr-Wert fir die Mutationskontrolle mit dem Mutationsreaktionsgemisch
ist nicht nachweisbar.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 6. Markierungen fir ungiiltige Proben und Beschreibung der Begriffe (Forts.)

Markierung

Beschreibung

MC_NO_VALUE

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE

NTC_IC_HIGH_CT (MT)

NTC_IC_HIGH_CT (WT)

NTC_IC_NO_CT (MT)

NTC_IC_NO_CT (WT)

NTC_IC_LOW_CT (MT)

NTC_IC_LOW_CT (WT)

NTC_UNEXPECTED_VALUE

OTHER_TARGET_INVALID
OUT_OF_COMPUTATION_RANGE
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Es gibt keinen Wert fiir den prozentualen Mutationsanteil der
Mutationskontrolle.

Der mit dem Mutationsreaktionsgemisch fiir die Mutationskontrolle
bestimmte Cr-Wert ist niedriger als erwartet.

Der mit dem Wildtypreaktionsgemisch fiir die Mutationskontrolle
bestimmte C-Wert ist niedriger als erwartet.

Die Amplifikationskurve kreuzt den Schwellenwert mehr als einmal. Ein
eindeutiger C-Wert kann nicht bestimmt werden.

Es wurde keine Anfangsbasislinie erkannt. Die anschlieBende Analyse
kann nicht durchgefihrt werden.

Der bestimmte Cr-Wert ist fiir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, gréfBer als erwartet.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem
Wildtyp-Reaktionsgemisch befindet, gréBBer als erwartet.

Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, nicht nachweisbar.

Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem Wildtyp-
Reaktionsgemisch befindet, nicht nachweisbar.

Der bestimmte Ci-Wert ist firr eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, kleiner als erwartet.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Nicht-Template-Kontrolle mit dem
Wildtyp-Reaktionsgemisch befindet, kleiner als erwartet.

In der Nicht-Template-Kontrolle wurde ein Cr-Wert nachgewiesen.
Ein anderes Ziel fir die gleiche Probe ist ungiiltig.

Die berechnete Konzentration fiir diese Probe iiberschreitet den
technischen Grenzwert.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 6. Markierungen fir ungiiltige Proben und Beschreibung der Begriffe (Forts.)

Markierung

Beschreibung

QS_HIGH_SLOPE (MT)
QS_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (M)

@S_IC_NO_CT (W)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW_SLOPE (WT)
QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT)
QS_NO_CT (M)

QS_NO_CT (W)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT
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Die Obergrenze der Mutationssteigung wurde iberschritten.
Die Obergrenze der Wildtyp-Steigung wurde iberschritten.

Der C+-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben Rohrchen
wie einer oder mehrere der Mutations-Quantifizierungsstandards
befindet, nicht nachweisbar.

Der C+-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben Rhrchen
wie einer oder mehrere der Wildtyp-Quantifizierungsstandards
befindet, nicht nachweisbar.

Die Untergrenze der Mutationssteigung wurde nicht erreicht.
Die Untergrenze der Wildtyp-Steigung wurde nicht erreicht.
Die Untergrenze des Mutations-R%-Werts wurde nicht erreicht.
Die Untergrenze des Wildtyp-R2Werts wurde nicht erreicht.

Der Cr-Wert ist fir einen oder mehrere Mutations-
Quantifizierungsstandards nicht nachweisbar.

Der Cr-Wert ist fir einen oder mehrere Wildtyp-
Quantifizierungsstandards nicht nachweisbar.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir einen oder mehrere Mutations-
Quantifizierungsstandards niedriger als erwartet.

Der bestimmte Ci-Wert ist fir einen oder mehrere Wildtyp-
Quantifizierungsstandards niedriger als erwartet.

Der Assay ist aufgrund eines Problems mit dem Cycler oder dem
Cycleranschluss als ungiiltig eingestuft.

Der Assay ist als ungiiltig eingestuft, da der Lauf manuell angehalten
wurde.

Die Gesamtkopienzahl ist fir eine Testprobe zu niedrig.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie eine Testprobe mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, gréBBer als erwartet.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 6. Markierungen fir ungiiltige Proben und Beschreibung der Begriffe (Forts.)

Markierung Beschreibung

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie eine Testprobe mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, kleiner als erwartet.

SAMPLE_MT_IC_NO_CT Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie eine Testprobe mit dem Mutationsreaktionsgemisch
befindet, nicht nachweisbar.

SAMPLE_NO_CN Es gibt keine Kopienzahl fir eine Testprobe.

SAMPLE_NO_VALUE Es gibt keinen Wert fir den prozentualen Mutationsanteil einer
Testprobe.

SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT) Der mit dem Mutationsreaktionsgemisch fiir eine Testprobe
bestimmte Cr-Wert ist niedriger als erwartet.

SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT) Der mit dem Wildtypreaktionsgemisch fiir eine Testprobe

bestimmte Cr-Wert ist niedriger als erwarfet.

SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie eine Testprobe mit dem Wildtyp-
Reaktionsgemisch befindet, gréfier als erwartet.

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT Der bestimmte Cr-Wert ist fiir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie eine Testprobe mit dem Wildtyp-
Reaktionsgemisch befindet, kleiner als erwartet.

SAMPLE_WT_IC_NO_CT Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Rohrchen wie eine Testprobe mit dem Wildtyp-Reaktionsgemisch
befindet, nicht nachweisbar.

SATURATION Die Fluoreszenz der Rohdaten ist vor dem Wendepunkt der
Amplifikationskurve stark gesdttigt.

SPIKE_CLOSE_TO_CT Die Amplifikationskurve weist in der Néhe des Cr-Werts einen
Spike auf.

STEEP_BASELINE In der Amplifikationskurve wird eine steil ansteigende Basislinie

fir die Rohdaten-Fluoreszenz detektiert.

STRONG_BASELINE_DIP In der Amplifikationskurve wird eine steil abfallende Basislinie fir
die Rohdaten-Fluoreszenz detektiert.

STRONG_NOISE AuBerhalb der Wachstumsphase der Amplifikationskurve wird
starkes Rauschen detektiert.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 6. Markierungen fir ungiiltige Proben und Beschreibung der Begriffe (Forts.)

Markierung

Beschreibung

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

WTC_HIGH_PERCENTAGE

WTC_IC_HIGH_CT (MT)

WTC_IC_LOW_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (WT)

WTC_NO_CN

WTC_NO_VALUE

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

In der (exponentiellen) Wachstumsphase der Amplifikationskurve
wird starkes Rauschen detektiert.

Die Amplifikationskurve weist eine wellenférmige Basislinie fir
die Rohdaten-Fluoreszenz auf.

Der prozentuale Mutationsanteil der Wildtyp-Kontrolle ist zu hoch.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Wildtyp-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, gréBer als erwartet.

Der bestimmte Cr-Wert ist fir eine interne Kontrolle, die sich in
demselben Réhrchen wie die Wildtyp-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, kleiner als erwartet.

Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie die Wildtyp-Kontrolle mit dem
Mutationsreaktionsgemisch befindet, nicht nachweisbar.

Der C+-Wert ist fiir die interne Kontrolle, die sich in demselben
Réhrchen wie die Wildtyp-Kontrolle mit dem Wildtyp-

Reaktionsgemisch befindet, nicht nachweisbar.
Keine Kopienzahl fir die Wildtyp-Kontrolle.

Es gibt keinen Wert fiir den prozentualen Mutationsanteil der

Wildtyp-Kontrolle.

Der mit dem Mutationsreaktionsgemisch fiir die Wildtyp-Kontrolle
bestimmte Cr-Wert ist niedriger als erwartet.

Der mit dem Wildtypreaktionsgemisch fiir die Wildtyp-Kontrolle
bestimmte C-Wert ist niedriger als erwartet.

Tabelle 7. Probenwarnungen und Beschreibung der Begriffe

Markierung

Beschreibung

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY

SPIKE
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Die prozentuale Fluoreszenzénderung ist fir diese Probe im
Vergleich zum Probenrshrchen mit der gréfiten
Fluoreszenzénderung niedriger als ein festgelegter Wert.

Die Reaktionseffizienz fir diese Probe hat einen festgelegten
Grenzwert nicht erreicht.

Anhand der Fluoreszenz-Rohdaten-wurde ein Spike in der
Amplifikationskurve erkannt, der jedoch auBerhalb der Region
liegt, in der der Cr-Wert bestimmt wird.
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Grenzen des Assays

Das Kit ist zur Anwendung durch Fachkrafte vorgesehen.

Das Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die fir die Anwendung
molekularbiologischer Verfahren und das hier beschriebene System speziell eingewiesen und
geschult wurden. Das Geréteverfahren ist in einer molekularbiologischen Laborumgebung

durchzufishren.

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist kein automatisiertes Produkt; die Analyse wird jedoch

durch eine spezielle Software zur automatisierten Quantifizierung von Mutationen unterstiitzt.

Das Kit darf nur mit einem validierten, unter ,Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene
Materialien” auf Seite 20 aufgefihrten Instrument verwendet werden. Bei der Verwendung

des Kits sind die Anweisungen im vorliegenden Handbuch zu beachten.

Die auf den Packungsetiketten aufgedruckten Verfallsdaten missen unbedingt beachtet

werden. Komponenten mit abgelaufenem Verfallsdatum dirfen nicht verwendet werden.

Alle im ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fir die
Verwendung mit den anderen Reagenzien aus demselben Kit vorgesehen. Die

Nichtbeachtung dieser Richtlinie kann die Leistung beeintréchtigen.

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir humanes peripheres Vollblut, das
Patienten mit vermuteter oder diagnostizierter MPN entnommen und mit 2K-EDTA

antikoaguliert wurde, validiert.
Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir den Gebrauch mit dem QlAsymphony

DSP DNA Mini Kit (Kat-Nr. 937236) oder dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(Kat.-Nr. 61104) validiert.
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Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir den Gebrauch mit dem Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM Instrument (fir die PCR) und dem QlAsymphony SP Instrument (fir die

Probenvorbereitung) validiert.

Eine Verwendung dieses Produkis fir einen anderen als den vorgesehenen Zweck und/oder

eine Modifikation der Komponenten fishrt zum Erléschen der Haftung von QIAGEN.

Alle diagnostischen Ergebnisse missen in Verbindung mit weiteren klinisch-pathologischen
Befunden interpretiert werden. Die Abwesenheit der JAK2 V617F/G1849T-Mutation schlief3t
das Vorliegen anderer JAK2-Mutationen nicht aus. Der Test kann im Fall von zusétzlichen
Mutationen der Nukleotide 88504 bis 88622 falsch negative Resultate ergeben (16).

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, fir jedes Verfahren, das im Labor des

Anwenders durchgefihrt wird und das nicht durch die Leistungsstudien von QIAGEN

abgedeckt ist, die Leistungscharakteristik des Systems selbst zu validieren.
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Leistungsmerkmale

Analytische Leistung
Leerwertgrenze

Die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LOB) wurde gemaf3 dem Dokument CLSI/NCCLS EP17-
A2 anhand von 30 Vollblutproben gesunder Spender mit dem JAK2-Status Wildtyp (WT)

unter Verwendung von drei Reagenzchargen (120 Messungen pro Charge) bestimmt.

Die Ergebnisse fir die LOB sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Dies entspricht dem bei

Verwendung des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit in einer normalen Population erwarteten Wert.

Tabelle 8. Zusammenfassung der LOB-Ergebnisse

Gemessene LOB Endgiiltige Leerwertgrenze
Charge 1 0%
Charge 2 0% 0%
Charge 3 0%

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD; auch analytische Sensitivitét) wurde mithilfe
des im Dokument CLSI/NCCLS EP17-A2 beschriebenen ,Probit-Verfahrens” bestimmt. In
dieser Studie wurden 6 niedrige Mutationslevel unter Verwendung von 3 unabhdngige
Proben (MPN-VollblutDNA von zugesetzt zu Wildtyp- (WT)-VollblutDNA)  mit 3
Reagenzienchargen analysiert (60 Messungen pro Probe und pro Mutation). Die erhaltenen
Ergebnisse zeigen, dass die analytische Sensitivitat bei 0,042 % JAK2 V617F-Mutation liegt.

Die Ergebnisse fir die LOD sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
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Tabelle 9. Zusammenfassung der LOD-Ergebnisse

Gemessene LOD Endgiltige Nachweisgrenze
Charge 1 0,041 %
Charge 2 0,029 % 0,042 %
Charge 3 0,042 %

Quantifizierungsgrenze

Die Definition und Bestimmung der Quantifizierungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ)
stitzten sich auf die Leitlinie CLSI/NCCLS EP17-A2. Die LOQ war definiert als der niedrigste
Prozentanteil der JAK2 V617F-Mutation, der mit einem Konfidenzintervall von 95 %
(Fehlerrisiko a = 0,05) zuverldssig von der LOD des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits
unterschieden werden kann. Daten aus der monozentrischen Wiederholbarkeitsstudie
wurden verwendet, um die LOQ des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits zu berechnen. Die
erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die LOQ bei 0,233 % JAK2 V617F-Mutation liegt.

Im Kontext der molekularen Krankheitsiberwachung bedeutet dies, dass eine Verringerung
der JAK2 V617F-Allellast zum néchsten Zeitpunkt nicht zuverlassig quantifiziert werden
kann, wenn der gemessene Prozentanteil der JAK2 V617F-Mutation zu einem bestimmten
Zeitpunkt unter 0,233 % liegt.
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Linearitat

Die Linearitat der Quantifizierung der JAK2-Mutation bei MPN-Patienten wurde gemaf3 dem
Dokument CLSI/NCCLS EPOSAE mit einer Charge des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits und
anhand von Tests mit 11 Mutationslevel fir finf verschiedene DNA-Inputs bewertet. Die
Quantifizierung der JAK2-Mutationslast in MPN-Proben ist linear, was bedeutet, dass mithilfe
des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits Proben mit einem Mutationsanteil in Hdhe des LOD-Werts
bis hin zu 100 % quantifiziert werden kénnen. Dies entspricht den erwarfeten Werten in der
betroffenen Patientengruppe, solange die quantifizierte DNA-Probenkonzentration nahe bei
10 ng/pl liegt (zwischen 5 und 20 ng/}l).

Wiederholprazision und Reproduzierbarkeit

Das Design der monozentrischen Prézisionsstudie entspricht den Anforderungen des
Dokuments CLSI/NCCLS EP5-A3. Die Tests wurden mit 11 Mutationsanteilen von 0,07 % bis
72,67 % durchgefihrt, wobei serielle Verdinnungen der klinischen Probe eines MPN-Patienten
verwendet wurden. Fir jeden Mutationsanteil wurden von drei Anwendern Uber 27 Tage 108
Messungen (zwei Wiederholungen pro Lauf und zwei Léufe pro Tag) unter Verwendung von
drei Chargen des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits und drei Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM
Instrumenten durchgefihrt. Die Prdzision bei einem Prozentanteil der Mutation von 100 %
wird durch den Vergleich mit der Prézision ausgedrickt, die fir einen Anteil von 72,67 %
ermittelt wurde. Die Basis bildeten Trendanalysen, die durch zusdtzliche Daten unterstitzt
wurden, welche anhand einer Probe mit 100 % JAK2-V617F-Anteil, bestehend aus DNA der
Zelllinie MUTZ-8, gewonnen wurden (38 Messungen).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Tabelle 10. Ergebnisse zur Prézision: Wiederholbarkeit (monozentrische Studie)

Probe Mittlerer SDw. SDLAUF++ SDGEsamMT+++ CVoesamr
Prozentanteil der
JAK2-Mutation

SO 100 n. b. n. b. <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: Standardabweichung

R+: Reproduzierbarkeit

RUN++: Prézision zwischen Léufen

GESAMT+++: Gesamtprdzision (iber verschiedene Instrumente, Bediener und Chargen hinweg)
CVeesaar: Variationskoeffizient fir die Gesamtprézision in Prozent

n. b.: nicht bestimmt

Das Design der Inter-Labor-Prézisionsstudie entspricht den Anforderungen des Dokuments
CLSI/NCCLS EP5-A3. An der Studie waren vier Standortfe (in Frankreich, in Deutschland und
zwei in den USA) beteiligt. Die Tests wurden mit sieben Mutationsanteilen von 1,21 % bis
67,64 % durchgefihrt, wobei Verdinnungen der Zelllinie MUTZ-8 in Vollblut von gesunden
Spendern (d. h. kinstliche Proben) verwendet wurden. An jedem Standort wurden drei DNA-
Extraktionslgufen mit dem QIAsymphony SP Instrument und einer einzigen Charge des
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit durchgefihrt. Jeder DNA-Extrakt wurde in acht qPCR-
Laufen (zwei Laufe pro Tag und pro Standort an vier nicht aufeinander folgenden Tagen) mit
einer einzigen Charge des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits getestet, sodass an allen Standorten

96 Messungen je Probe zu erwarten waren.
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Die L2-Probe war bei einem Extraktionslauf ungiltig, sodass eine Gesamtzahl von 88 statt
96 gPCR-Tests resultierte. Auflerdem war ein gPCR-Lauf ungiltig und fihrte zu drei
ungitligen Tests bei allen Proben (ausgenommen L2, d. h. 2 ungiltige Ergebnisse). Des
Weiteren war die Probe L7 bei einem sowie L4 bei zwei qPCR-Ldufen ungiiltig, was zwei

weitere ungiiltige Tests ergab (Tabelle 11).

Die Prazision bei einem Prozentanteil der Mutation von 100 % wird durch den Vergleich mit
der Prézision ausgedriickt, die fir einen Anteil von 67,64 % ermittelt wurde. Die Basis
bildeten Trendanalysen, die durch zusatzliche Daten unterstitzt wurden, welche anhand
einer Probe mit 100 % JAK2-V617F-Anteil, bestehend aus DNA der Zelllinie MUTZ-8,

gewonnen wurden (38 Messungen).

Tabelle 11. Ergebnisse zur Prézision: Reproduzierbarkeit (Inter-Labor-Studie)

Probe Gesamtzahl Gesamtzahl JAK2%MT Intra-Lauf-, Inter-Lauf-, Inter-Tag-, Inter- Insgesamt,
der Tests  der ungiiltigen Mittelwert SD, %KV~ aneinem SD, %KV  Standort-, SD, % VK
Tests Tag, SD, SD, % VK
% VK
L0 n. z. n. z. 100 n. z. n. z. n. z. n. z. < 4,074,
< 6,02

L1 96 3 67,64 2,616, 2,060, 1,999, 1,530, 4,074,
3,87 3,05 2,96 2,26 6,02

12 88 2 40,03 3,482, 1,011, 2,389, 0,986, 4,387,
8,70 2,53 5,97 2,46 10,96

L3 96 3 22,26 3,318, 1,256, 1,257, 0,803, 3,807,
14,90 5,64 5,64 3,61 17,10

L4 96 5 8,02 1,770, 0,516, 0,000, 0,000, 1,841,
22,06 6,44 0,00 0,00 22,95

L5 96 3 4,35 0,706, 0,547, 0,000, 0,197, 0,906,
6,23 12,57 0,00 4,53 20,82

L6 96 3 2,03 0,246, 0,365, 0,063, 0,000, 0,441,
12,15 18,00 3,11 0,00 21,76

L7 96 4 1,21 0,104, 0,057, 0,211, 0,000, 0,189,
8,62 4,72 17,43 0,00 15,64

JAK2%MT: Prozentanteil der JAK2-Mutation; SD: Standardabweichung; VK: Variationskoeffizient in Prozent; n. z.: nicht
zutreffend
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Eine weitere Inter-Labor-Studie wurde an drei Teststandorten (eines in Europa und zwei in
den USA) an vier Vollblutproben von MPN-Patienten (d. h. klinischen Proben) durchgefihrt.
An jedem Standort wurden drei DNA-Extraktionen vorgenommen. Jeder DNA-Extrakt wurde
in 12 gPCR-Léufen (ein Replikat je Lauf und Probe, zwei Laufe je Bediener an jedem
Standort, wobei zwei Bediener je Standort beteiligt waren, an drei nicht aufeinander
folgenden Tagen) auf einem Rotor-Gene Q MDx Instrument unter Verwendung einer einzigen
Charge des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits getestet. Fir jede Probe wurden 36 Messungen
erhalten (Tabelle 12).

Tabelle 12. Ergebnisse einer weiteren Inter-Labor-Studie

Probe N JAK2%MT Intra- Inter- Inter-Tag-, Inter- Insgesamt,
Mittelwert Lauf-, SD, Lauf-, SD, % KV Standort-, SD, % VK
% KV an einem SD, % VK
Tag, SD,
% VK
Probe 1 36 95,19 0,995, 0,000, 0,541, 0,000, 1,130,
1,04 0,00 0,57 0,00 1,19
Probe 2 36 22,83 3,988, 0,000, 1,707, 1,552, 4,501,
17,47 0,00 7,48 6,80 19,72
Probe 3 36 14,44 2,257, 1,398, 0,000, 1,422, 2,890,
15,63 9,68 0,00 9,84 20,01
Probe 4 36 4,03 0,186, 0,835, 0,000, 0,608, 0,922,
4,63 20,74 0,00 15,09 22,91

JAK2%MT: Prozentanteil der JAK2-Mutation; N: Anzahl der Messungen; SD: Standardabweichung; VK:
Variationskoeffizient in Prozent

Stérsubstanzen (analytische Spezifitat)

Das Studiendesign entspricht den Anforderungen des NCCLS-Dokuments EP7-A3
Interference Testing in Clinical Chemistry”. Insgesamt 19 Substanzen, die in Blutproben
vorliegen kénnen, wurden wegen ihrer méglichen Auswirkungen auf die PCR ausgewdhlt
(Busulfan, Citalopramhydrobromid, Paroxetinhydrochlorid-Hemihydrat, Sertralinhydrochlorid,
Fluoxetinhydrochlorid, Acetaminophen [Paracetamol], Bilirubin unkonjugiert, Kalium-2K-
EDTA und -3K-EDTA, Natrium-EDTA, Hamoglobin [human], Triglyceride, Lisinopril-Dihydrat,
Hydroxyharnstoff, Acetylsalicylsdure, Salicylsdure, Thiotepa, Anagrelid, Interferon alpha-2b).
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Die beim DNA-Exiraktionsprozess verwendeten Substanzen wurden ebenfalls beurteilt
(QSL1, QSB1, QSW1, QSW2 und PK aus dem QIAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit;

QIAGEN Protease, Ethanol, AW1 und AW2 aus dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit).

Die Ergebnisse belegen, dass von diesen Substanzen keine stérenden Effekte ausgehen.

Tabelle 13. Storsubstanzen

Getestete Substanz

Getestete Konzentration

Unkonjugiertes Bilirubin
Hémoglobin [human]
Triglyceride

Busulfan
Citalopramhydrobromid
Paroxetinhydrochlorid-Hemihydrat
Sertralinhydrochlorid
Fluoxetinhydrochlorid
Acetaminophen [Paracetamol]
Lisinopril-Dihydrat
Hydroxycarbamid
Acetylsalicylséure
Salicylséure

Thiotepa

Anagrelid

Interferon alpha-2b*
Kalium-EDTA (2K-EDTA)
Kalium-EDTA (3K-EDTA)!

150,3 pg/ml
2000 pg/ml
30.000 pg/ml
38,4 pg/ml
0,75 pg/ml
1,14 pg/ml
0,67 pg/ml
3,87 pg/ml
200,7 pg/ml
0,33 pg/ml
28,2 pg/ml
651,6 pg/ml
0,6 pg/ml

48 pg/ml

6 pg/ml

1,8 ME/I

2x (3600 pg/ml)
1x (1800 pg/ml), 3x (5400 pg/ml)

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 13. Storsubstanzen (Forts.)

Getestete Substanz Getestete Konzentration

Natrium-EDTA (2Na-EDTA) 1 1x (3000 pg/ml), 3x (9000 pg/mi)
QSL1 2 % des gesamten Probenvolumens
QSB1 2 % des gesamten Probenvolumens
QSWI1 2 % des gesamten Probenvolumens
QSW2 2 % des gesamten Probenvolumens
Proteinase K (PK) 2 % des gesamten Probenvolumens

2x das erwartete Restvolumen nach dem

Extraktionsprozess
Proteinase K (PK)
3x das erwartete Restvolumen nach dem

Extraktionsprozess

QIAGEN Protease 1,29E-05 % des gesamten Probenvolumens
Ethanol (EfOH) 1, 29E-03 % gesamten Probenvolumens
Buffer AW 1,00 E-01% gesamten Probenvolumens
Buffer AW2 1,00 % des gesamten Probenvolumens

*

Die empfohlene Dosis fir PV-Patienten ist 3 MU, die sich in zugrunde gelegten 51 Blut (Person mit 80 kg
Kérpergewicht) verteilen, was eine Konzentration von 0,6 MU/| ergibt. Gemdaf3 den Empfehlungen des NCCLS-
Dokuments EP7-A2 wurde das Dreifache dieser Konzentration getestet, d. h. 1,8 MU/I.

t 1x-Konzentration laut Lieferant

t PK verursacht eine stérende Wirkung, wenn die Konzentration beim Test 2 % des gesamten Probenvolumens betragt
(unwahrscheinlich); weitere Tests bestétigten, dass PK wdhrend des Extraktionsprozesses entfernt wird, weshalb unter
normalen Einsatzbedingungen ist keine Stérung zu erwarten ist.
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Test des WHO International Reference Panel for Genomic
JAK2 V617F (NIBSC, Panel-Code 16/120)

Das erste internationale WHO-Referenzpanel fir die genomische JAK2 V617F-Mutation, das vom
National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC, Panel-Code 16/120) entwickelt
wurde, wurde unter Verwendung von drei Chargen des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits getestet
(drei Replikate pro Level des Referenzpanels und pro Reagenziencharge). Die Experimente
wurden an drei Tagen von einem Bediener mit einem Rotor-Gene Q Splex HRM Instrument
durchgefihrt. Die Konkordanz zwischen den Ergebnissen des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits und
den in der Gebrauchsanweisung des Referenzpanels verdffentlichten Konsenswerten wurde
anhand einer gewdhnlichen linearen Regression (Steigung: 1,003, 95-%Kl [0,997; 1,010] -
Achsenabschnitt: 0,677, 95-%KI [0,212; 1,289]) und einer Passing-Bablok-Regression (Steigung:
1,01, 95%KI [1,00; 1,021] - Achsenabschnitt: 0,00, 95-%KI [0,02; 0,010]) (Abbildung 22)
beurteilt. Die Konkordanz wurde bestdtigt, was die Eignung des Kits zur Gewinnung von
JAK2 V617F-Daten belegt, die mit Daten, die durch andere allgemein verwendete

Diagnoseverfahren gewonnen wurden, bereinstimmen.
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Abbildung 22. Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits und den Konsensuswerten
des WHO International Reference Panel for Genomic JAK2 V617F (NIBSC, Panel Code 16/120). Die Ubereinstimmung
wurde anhand einer gewdhnlichen linearen Regression (OLR) und einer Passing-Bablok-Regression iiberprift. Das Panel
umfasst sieben JAK2 V617F-Stufen: 100 %, 89,5 %, 29,6 %, 10,8 %, 1,00%, 0,03 % und O %. Die WHO-
Konsensuswerte wurden unter Verwendung einer Reihe héufig verwendeter Techniken im Rahmen einer internationalen
Kooperationsstudie bestimmt. Di den einzelnen JAK2 V617F%Stufen zugeordneten Referenzwerte sind Medianwerte

(weitere Informationen unter https://www.nibsc.org).
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Richtigkeit und Genauigkeit

Die Richtigkeit einer Messung steht in umgekehrtem Verhdlinis zur systematischen
Messabweichung (SE oder Bias). Die systematische Messabweichung wurde gemaf3 NCCLS-
Richtlinie EPO9c fir jede JAK2 V617F%Stufe des Referenzpanels, fir jede einzelne
Reagenzcharge sowie fir alle Reagenzchargen zusammen berechnet (Tabelle 14), wobei
Daten aus der oben beschriebenen Studie verwendet wurden. Die hdchsten Werte fir die
systematische Messabweichung wurden mit der Charge 2 des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits

erhalten.

Die Genauigkeit ist der Grad der Ubereinstimmung zwischen einem Testergebnis und dem
akzeptierten Referenzwert (in diesem Fall der Wert, der den einzelnen JAK2 V617F%-Stufen
des WHO-Panels zugeordnet ist). Die Genauigkeit beriicksichtigt sowohl die Richtigkeit als
auch die Préazision und ist umgekehrt proportional zum Gesamtfehler, der wie in Tabelle 14

dargestellt berechnet wird.
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Tabelle 14. Systematische Messabweichung und Messfehler

WHO-Panel ipsogen JAK2 Bias (SE) nach Charge Bias (SE) insgesamt  Gesamtfehler
Ampullen-Code RGQ PCR Kit- [95-%-KI] [95-%-KI] (Genauigkeit)
Referenzwert Charge
1 0,000 [n. z
15/172 2 0,003 0,001
0,010
0% [-0,011;0,018] [0,001; 0,004]
3 0,000I[n. z.]
1 -0,010
[-0,053; 0,033]
15/170 2 0,020 0,003
0,024
0,03 % [-0,094; 0,134] [-0,021; 0,028]
8 0,000
[-0,075; 0,075]
1 0,310
[-0,621; 0,001]
15/168 2 0,617 0,066
0,363
1,00 % [0,016; 1,217] [-0,276; 0,407]
3 -0,110
[0,261; 0,041]
1 -0,183
[-4,523; 4,156]
15/166 2 3,600 1,207 e
10,8 % [-2,670; 9,870] [0,630; 3,043] ’
3 0,203
[-1,387; 1,793]
Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle von der vorhergehenden Seite
Tabelle 14. Systematische Messabweichung und Messfehler (Forts.)

WHO-Panel ipsogen JAK2 Bias (SE) nach Charge Bias (SE) insgesamt Gesamtfehler
Ampullen-Code RGQ PCR Kit- [95-%-KI] [95-%-KI] (Genauigkeit)
Referenzwert Charge
1 0,970
[-8,238; 10,178]
15/244 2 6,347 2,874
5,589
29,6 % [0,141: 12,552 [0,016: 5,733
3 1,307
[-5,767; 8,381]
1 1,000
[-0,295; 2,295]
15/246 2 1,783 1,381
< 5,622
89,5 % [-0,316; 3,883] [0,889; 1,873]
3 1,360
[0,270; 2,450]
1 -0,017
[-0,031; -0,002]
15/164 2 -0,020 -0,017
< 5,450
100 % Nz [-0,021; -0,013]
3 -0,013
[-0,028; 0,001]

SE: Systematische Messabweichung oder Bias, d. h. die Differenz zwischen dem Durchschnitt der mit dem ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit (Vjagz kit) erhaltenen Einzelmessungen und dem Konsenswert des WHO-Referenzpanels (Vger).

Viakz kit — VRef

SE (%) = x 100

VRef

Der Gesamtfehler (Total Error, TE) wird berechnet als TE =+s?+ SE2, wobei s die Standardabweichung
(Zufallsfehler) ist.

95-%Kl: 95-%Konfidenzintervall
n. z: nicht zutreffend
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Analytische Genauigkeit

Ziel dieser Studie war die Validierung der analytischen Genauigkeit des ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kits unter normalen Einsatzbedingungen mit klinischen Proben von Personen, bei denen der
Verdacht auf myeloproliferative Neoplasie besteht. Diese Studie wurde mit gDNA-Proben
durchgefihrt, die aus insgesamt 473 Spezimen extrahiert wurden: 276 mit Verdacht auf PV,
98 mit ET und 99 mit PMF. Der mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ermittelte JAK2 V617F-
Status der Patientenproben wurde mit dem mithilfe der Referenzmethode zur Bestimmung des
JAK2-Status, einer unabhédngig validierten bidirektionalen Sequenzierung (BDS), ermittelten
JAK2 V617F-Status verglichen. Da die LoD des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits bei 0,042 %
JAK2 V617F liegt, ist der JAK2 V617F-Status einer mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCRKit
gefesteten Patientenprobe oberhalb oder an diesem Grenzwert positiv und unterhalb dieses
Grenzwertes negativ. Von den 473 Proben waren 22 Proben im Test mit dem ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit JAK2-positiv, laut BDS aber negativ.

Die Gesamtibereinstimmung betrug 95,35 % (451/473 Probanden; 95-%Kl: 93,04 %,
97,06 %). Die positive Ubereinstimmung betrug 100 % (165/165 Probanden; 95-%-
KI: 97,79 %, 100 %) und die negative Ubereinstimmung betrug 92,86 % (286/308
Probanden; 95-%Kl: 89,39 %, 95,47 %). Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 gezeigt.

Tabelle 15. Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits und der bidirektionalen
Sequenzierung nach Sanger fir eine Gruppe von MPN-Patienten (kombinierte ET-, PMF- und PV-Populationen)
Bidirektionale Sanger-Sequenzierung

JAK2 V617F-positiv. = JAK2 V617F-negativ  Insgesamt

JAK2 V617F-positiv -~ 165 22 187
ipsogen JAK2 RGQ .
PCR Kit JAK2 V617F-negativ. = O 286 286
Insgesamt 165 308 473
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Beurteilung der Studienergebnisse zur analytischen Genavigkeit bei MPN-Kohorten

Die Ubereinstimmungswerte zwischen den Ergebnissen fir die JAK2 V617F-Mutation, die mit
dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit und mit der Sequenzierung nach Sanger (BDS) bei

Patienten mit ET, PMF und PV erzielt wurden, werden jeweils separat angegeben:

® Bei ET betrug die Gesamtibereinstimmung 89,8 % (88/98 Probanden; 95-%Kl: 82,03-
95,0 %), die positive Ubereinstimmung betrug 100 % (43/43 Probanden; 95-%-
KI: 91,78-100 %) und die negative Ubereinstimmung betrug 81,82 % (45/55
Probanden; 95-%Kl: 69,1-90,92 %).

® Bei PMF betrug die Gesamtibereinstimmung 93,94 % (93/99 Probanden; 95-%-
KI: 87,27-97,74 %), die positive Ubereinstimmung betrug 100 % (51/51 Probanden;
95-%Kl: 93,02-100 %) und die negative Ubereinstimmung betrug 87,5 % (42/48
Probanden; 95-%Kl: 74,75-95,27 %).

® Bei PV betrug die Gesamtibereinstimmung 97,83 % (270/276 Probanden; 95 %-
Kl: 95,33-99,2 %), die positive Ubereinstimmung betrug 100 % (71/71 Probanden;
95-%KI: 94,94-100 %) und die negative Ubereinstimmung betrug 97,07 % (199/205
Probanden; 95 %Kl: 93,74-98,92 %).

Die Proben, die nicht Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten, wiesen offenbar
Mutationsanteile auf, die unter dem BDS-Nachweisvermégen lagen (etwa 10 %). Da die
Sanger-Sequenzierung weniger empfindlich ist als das ipsogen JAK2 RGQ PCRXKit, mit dem
Werte bis hinunter zu 0,042 % JAK2 V617F (d. h. dem LoD-Wert) gemessen werden
kénnen, wurde eine weitere, separate Studie durchgefihrt. Dabei wurde eine validierte
Next-Generation-Sequencing- (NGS)-Methode eingesetzt, um das JAK2 V617F-Allel in
15/22 nicht ibereinstimmenden Proben (neun ET, finf PMF und eine PV) sowie in einem
zufdllig ausgewdhlten Satz von 22 JAK2 V617F-positiven und -negativen Gbereinstimmenden
Proben nachzuweisen. Der JAK2 V617F-Status der Patientenproben wurde mit der NGS-
Methode entsprechend dem Grenzwert ihrer analytischen Sensitivitat (d. h. zwischen 1 %
und 2 % JAK2 V617F) bestimmt. Daher war der JAK2 V617F-Status einer Patientenprobe
positiv, wenn die JAK2 V617F-Mutation mit der NGS-Methode nachgewiesen wurde, und
umgekehrt war der JAK2 V617F-Status negativ, wenn die JAK2 V617F-Mutation nicht

nachgewiesen wurde.
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Alle 15 nicht Gbereinstimmenden Proben wurden mittels NGS positiv getestet, was mit den
mithilfe des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits erhaltenen Ergebnissen Ubereinstimmte. Alle
Ubereinstimmenden Proben lieferten bei der NGS das gleiche Ergebnis, was mit den mithilfe
des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits und der BDS erhaltenen Ergebnissen Ubereinstimmte. Die
7 anderen Proben wurden als nicht ibereinstimmend betrachtet, da fiir diese Proben keine
NGS-Daten verfigbar sind.

Schlussfolgerung aus der Studie zur analytischen Genauigkeit

Nach der Reklassifizierung der nicht Gbereinstimmenden Félle anhand der NGS-Ergebnisse
zeigte das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit eine Genauigkeit von 98,3 % beim Nachweis des
JAK2 V617F-Allels in Proben von MPN-Patienten mit JAK2 V617F-Werten > 0,042 % (d. h.
dem LoD-Wert).

Klinische Leistungsmerkmale

Die klinischen Leistungsmerkmale des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kits bei der Diagnose von PV
wurde im Rahmen einer internationalen, multizentrischen, prospektiven, interventionellen
Studie beurteilt.

Ziel der Studie war es, die Genauigkeit des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits beim Nachweis
der V617F-Mutation bei Patienten mit Verdacht auf PV zu belegen. Als Referenz fir die
Bestimmung des JAK2-Status diente eine unabhdngig validierte  bi-direktionale
Sequenzierungsmethode (BDS).

Der Nachweis der JAK2-V617F-Mutation wurde erstmals im Jahr 2008 in die
Referenzkriterien der WHO fir die Diagnose von BCR-ABL-negativen MPN aufgenommen,
und das Vorhandensein dieser Mutation ist ein wichtiges Kriterium fir die
Diagnosebestatigung (17).

Das  Vorhandensein  der  JAK2-V617F-Mutation  ist  eines  der  beiden
Hauptdiagnosekriterien (PV ist bestatigt, wenn zwei Haupt- und ein Nebenkriterium oder
das erste Haupt- und zwei Nebenkriterien gemaB den WHO-Kriterien von 2008* erfillt
sind (Einzelheiten siehe Referenz 17).
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Ziel war es, die Spezifitat, die Sensitivitat, den positiven Vorhersagewert (PPV), den
negativen Vorhersagewert (NPV) und den Wahrscheinlichkeitsquotienten fir Diagnosen zu
bewerten, die anhand der WHO-Diagnosekriterien von 2008* mittels Bestimmung des
JAK2 V617F-Status entweder mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCRKit mit einem Cutoff-Wert von
0,042 % fur Positivitat (d. h. LoD des Kits) oder mittels BDS gestellt wurden.

Die Studie wurde an neun Studienzentren in den USA (sieben nahmen Probanden auf),
12 Studienzentren in Frankreich (alle 12 nahmen Probanden auf) und neun Studienzentren
in ltalien (finf nahmen Probanden auf) durchgefihrt. Die Probanden wurden anhand von
Einschlusskriterien untersucht und ausgewdhlt, die auf eine PV-Diagnose hindeuteten. Bei
allen teilnehmenden Probanden wurden Bluttests sowohl mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
als auch mit dem Referenztest, der bidirektionalen Sequenzierung (BDS) durchgefihrt, um
den JAK2 V617F-Status und den Status des JAK2-Exons 12 zu bestimmen. Probanden mit
klinischen Merkmalen, die mit der Diagnose PV vereinbar waren (darunter ein erhdhter
Hamoglobin- und ein verringerter Erythropoietin- [EPO]-Spiegel), aber mit negativer
JAK2 V617F- und  Exon-12-Bestimmung durch BDS, und Probanden mit positiver
JAK2 V617F- und Exon-12-Bestimmung durch BDS und normalem oder hohem EPO-Spiegel,
sollten sich einer Knochenmarksbiopsie mit histologischer und zytogenetischer Analyse
unterziehen, wie es der WHO-Diagnosealgorithmus fir myeloproliferative Erkrankungen von
2008 vorsieht. Die endgiltige Diagnose (PV oder Nicht-PV) wurde auf der Grundlage der
Ergebnisse der nichtforschungsbezogenen Studienverfahren (d. h. der WHOXKriterien von
2008 und der Bestimmung der JAK2-Mutation mit dem Referenz-BDS-Assay) gestellt.

Insgesamt 216 Probanden wurden als auswertbare Population definiert. Dabei handelte es
sich um alle Teilnehmer, die sowohl die klinischen Screening-Kriterien als auch die
analytischen Kriterien gemdf Referenz-BDS-Assay erfillten. Weitere 67 Probanden waren
aus den in Tabelle 16 aufgefihrten Griinden nicht auswertbar (einige Probanden waren aus

mehr als einem Grund nicht auswertbar).

* Da die klinische Leistungsstudie vor der 2016 erfolgten Aktualisierung der WHO-Diagnosekriterien begonnen wurde,
wurden bei ihrer Durchfihrung die WHO-Diagnosekriterien von 2008 zugrunde gelegt.
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Tabelle 16. Griinde fir den Ausschluss aus der Studienpopulation

Grund Anzahl der Probanden
Einschluss- oder Ausschlusskriterien nicht erfillt 9

Keine EPO-Ergebnisse vorhanden 22

Keine KM-Biopsie, wenn fir die PV-Diagnose 26

erforderlich

JAK2 V617F-positiv gemaB BDS und Serum-EPO 15
innerhalb normaler Grenzen

JAK2-Exon 12-positiv gemaB BDS und Serum-EPO 1
innerhalb normaler Grenzen

JAK2 V617F-negativ geméB BDS und Serum-EPO 10
abnormal niedrig

Patienten schlossen die Studie nicht ab und/oder es 15
fehlt die abschlieBende PV-Diagnose

Fir diese Studie wurden insgesamt 221 JAK2 V617F-Statusbestimmungen (einschlieBlich finf
Wiederholungstests) mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit auf de Rotor-Gene Q MDx
Instrument durchgefihrt (Tabelle 17, Tabelle 18).

Tabelle 17. Zusammenfassung der Testergebnisse der ipsogen JAK2 RGQ PCR (auswertbare Population)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Insgesamt (N = 216)
JAK2 V617F-positiv (= LOD d. h. 0,042 %) 54
JAK2 V617F-negativ (< LOD d. h. 0,042 %) 162

Tabelle 18. Zusammenfassung der Testergebnisse der ipsogen JAK2 RGQ PCR - JAK2 V617F-positive Population
(innerhalb der auswertbaren Population)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Insgesamt (N = 54)
Erhaltender JAK2 %MT Mittelwert 51,54

Erhaltender JAK2 %MT Minimumwert 0,14

Erhaltender JAK2 %MT Maximumwert 93,43

N: Anzahl der Proben; JAK2 %MT: Prozentanteil der JAK2-Mutation
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Beurteilung der Ergebnisse der Validierungsstudie: Leistungsergebnisse

Der Vergleich der abschlieBenden PV- und Nicht-PV-Diagnosen zeigte, dass die beiden
Diagnoseverfahren ibereinstimmten: Bei 94,6 % der Probanden (53/56 Probanden), bei
denen der Prisfer PV diagnostizierte, wurde auch mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit und
anhand der WHO-Diagnosekriterien PV diagnostiziert. Ebenso wurde bei 95,6 % der
Probanden (153/160 Probanden), bei denen der Prifer Nicht-PV diagnostizierte, auch mit
dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit und anhand der WHO-Diagnosekriterien Nicht-PV
diagnostiziert (Tabelle 19, Tabelle 20).

Der durch BDS ermittelte JAK2 V617F- und Exon 12-Mutationsstatus und der mit dem
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ermittelte JAK2 V617F-Mutationsstatus sind in Tabelle 19
zusammengefasst. Ein Vergleich der PV- und NichtPV-Diagnosen, die mit den einzelnen

Testmethoden erstellt wurden, ist in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19. Mutationsstatus (JAK2 V617F geméB bidirektionaler Sequenzierung, JAK2-Exon 12 gemdB bidirektionaler
Sequenzierung und ipsogen JAK2 RGQ PCR Kif) nach PV-Status (auswertbare Population)

Variabel PV (N = 56) Nicht-PV (N = 160) Insgesamt (N = 216)

JAK2 V617F-Mutationsstatus gemaB BDS

Positiv 48 (85,7 %) 1(0,6 %) 49 (22,7 %)

Negativ 8 (14,3 %) 159 (99,4 %) 167 (77,3 %)

JAK2 Exon 12-Mutationsstatus gemaB BDS

Positiv 3(54 %) 0 3 (1,4 %)

Negativ 53 (94,6 %) 160 (100,0 %) 213 (98,6 %)

Status gemdB ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Positiv 48 (85,7 %) 6 (3,8 %) 54 (25 %)

Negativ 8 (14,3 %) 154 (96,3 %) 162 (75 %)
N: Anzahl der vom Prijfer diagnostizierten Patienten (ausgewertete Population).

Fir jeden Mutationsstatus wird die Anzahl der Patienten als absolute Zahl und als Prozentsatz der ausgewerteten
Population (in Klammern) angegeben.
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Tabelle 20. Endgiiltige PV-Diagnose nach Meinung des Prisfarztes, ermittelt durch bidirektionalen Test und anhand der
Kriterien der Weltgesundheitsorganisation von 2008 unter Verwendung des ipsogen JAK2 RGQ PCR-Kits ermittelt wurde

Endgiiltige Diagnose durch den Priifer auf Grundlage der WHO-Kriterien in
Kombination mit der JAK2-Bewertung durch BDS

Endgiltige Diagnose auf
Grundlage der WHO-

Kriterien in Kombination PV Nicht-PV Insgesamt
mit der JAK2-Bewertung (N = 56) (N = 160) (N=216)
anhand des ipsogen JAK2

RGQ PCR Kit

PV 53 (94,6 %) 1(0,6 %) 54 (25 %)
Nicht-PV 1(1,8%) 153 (95,6 %) 154 (71,3 %)
Nicht eindeutig 2 (3,6 %) 6 (3,8 %) 8 (3,7 %)

N: Anzahl der vom Prijfer diagnostizierten Patienten (ausgewertete Population)
Angegeben ist die Patientenzahl als absolute Zahl und als Prozentsatz der ausgewerteten Population (in Klammern).

Nicht eindeutige Falle

Drei Probanden waren Wildtyp beziglich JAK2 V617F (beide gemdaB BDS und
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) und wiesen zusdtzlich niedrige Serum-EPO-Konzentrationen
sowie eine nicht eindeutige Knochenmarkshistologie auf (bei zweien wurde vom Untersucher
PV diagnostiziert und bei einem NichtPV). Drei Probanden waren Wildtyp beziglich
JAK2 V617F gemaB BDS und positiv gemaB ipsogen JAK2 RGQ PCRKit, und es wurde
keine Knochenmarksbiopsie durchgefihrt (bei allen finfen wurde vom Prifer Nicht-PV
diagnostiziert). Trotz nicht vorhandener oder nicht eindeutiger Knochenmarkshistologie
wurden diese acht Félle bei der Berechnung der Spezifitat und Sensitivitdt (Tabelle 21) als

nicht Gbereinstimmend bericksichtigt.
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Nicht ibereinstimmende Falle

Bei zwei Probanden wich die Diagnose des Priifarztes von der Diagnose ab, die unter
Verwendung des ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit anhand der WHO-Diagnosekriterien gestellt
wurde. Bei einem Probanden war der Serum-EPO-Spiegel im Normalbereich (bei 16,5 1U/|)
und es lag keine JAK2 V617F- oder Exon 12-Mutation vor. Dennoch wurde nach Meinung
des Prifers bei dem Probanden eine PV diagnostiziert. Ein Proband hatte Serum-EPO-Werte
unterhalb des Normalbereichs und eine JAK2 V617F-Mutation geméaf3 BDS, erhielt jedoch
der Meinung des Prifers entsprechend die Diagnose NichtPV. Laut Prifplan hétte die
Diagnose des Priifers streng nach den WHO-Diagnosekriterien von 2008 gestellt werden
missen. In diesen beiden nicht ibereinstimmenden Féllen nutzten die Prifer jedoch den

klinischen Ermessensspielraum bei der Auslegung des Algorithmus.

Wie in Tabelle 21 zusammengefasst, betrug die Sensitivitat bei der PV-Diagnose mit dem
ipsogen JAK2 RGQ PCRKit insgesamt 94,64 % (53/56 Probanden; 95-%Kl: 85,13 %,
98,88 %), was darauf hindeutet, dass sich mit diesem Assay bei der Uberwiegenden
Mehrheit der PV-Patienten die Erkrankung auch nachweisen lassen sollte. Ebenso lag die
Spezifitat bei der PV-Diagnose mit diesem Assay bei 95,62 % (153/160 Probanden; 95-%-
KI: 91,19 %, 98,22 %), was darauf hindeutet, dass sich auflerdem bei der groBen Mehrheit
der Personen ohne PV eine PV ausschliefBen lassen dirfte.

Des Weiteren wurden der positive Vorhersagewert (PPV) und der negative Vorhersagewert
(NPV) berechnet; der PPV des Kits betrug 88,33 % (53/60 Probanden; 95-%Kl: 77,27 %,
93,57 %) und der NPV lag bei 98,08 % (153/156 Probanden; 95-%Kl: 94,8 %, 99,4 %).

Tabelle 21. Sensitivitéts-, Spezifitéts-, PPV- und NPV-Analyse (auswertbare Population)

Variabel Schétzung (%) Untere 95-%- Obere 95-%-
Vertrauensgrenze (%) Vertrauensgrenze (%)

Sensitivitat 94,64 85,13 98,88

Spezifitat 95,62 91,19 98,22

PYW 88,33 77,27 93,57

NVW 98,08 94,8 99,4

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung 07/2022 93



Der Wahrscheinlichkeitsquotient eines negativen Tests bei Verwendung des ipsogen JAK2
RGQ PCRKit fir die PV-Diagnose im Kontext der WHO-Diagnosekriterien betrug 21,6
(95-%Kl; 10,44, 44,71), was darauf hinweist, dass das Ergebnis ,JAK2 V617F-positiv” bei

Personen mit PV wahrscheinlicher ist als bei Personen ohne PV.

Der Wahrscheinlichkeitsquotient eines positiven Tests bei Verwendung des ipsogen JAK2
RGQ PCR Kits fir die PV-Diagnose im Kontext der WHO-Diagnosekriterien betrug 0,06
(95-%Kl; 0,02, 0,18), was darauf hinweist, dass das Ergebnis ,JAK2 V617F-negativ” bei

Personen mit PV weniger wahrscheinlich ist als bei Personen ohne PV.
Schlussfolgerungen aus der klinischen Studie

Die folgenden Schlussfolgerungen kénnen aus den Analysen gezogen werden:

® Die Sensitivitat lag bei 94,64 % (95-%Kl; 85,13 %, 98,88 %), was darauf hindeutet,
dass sich mit dem ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit im Kontext der WHO-Diagnosekriterien
bei der Gberwiegenden Mehrheit der an PV Erkrankten die Krankheit nachweisen lassen
sollte.

e Die Spezifitat der PV-Diagnose bei Verwendung des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits im
Kontext der WHO-Diagnosekriterien betrug 95,62 % (95-%Kl; 91,19 %, 98,22 %), was
auBerdem darauf hindeutet, dass bei der groflen Mehrheit der Personen ohne PV eine PV
ausgeschlossen werden kann.

e Die Verwendung des ipsogen JAK2 RGQ PCRKits im Kontext der WHO-
Diagnosekriterien ergab einen PPV von 88,33 % (95-%Kl; 77,27 %, 93,57 %)* und
einen NPV von 98,08 % (95-%Kl; 94,8 %, 99,4 %).

® Der Wahrscheinlichkeitsquotient eines negativen Tests bei Verwendung des ipsogen JAK2
RGQ PCRKit fir die PV-Diagnose im Kontext der WHO-Diagnosekriterien betrug 21,61
(95-%Kl; 10,44, 44,71), was darauf hinweist, dass das Ergebnis ,JAK2 V617F-positiv”

bei Personen mit PV wahrscheinlicher ist als bei Personen ohne PV.

* Der PPV ist von der Prévalenz abhéngig. Da die Prévalenz in der Studienpopulation niedrig war und Sensitivitat und
Spezifitdt unabhdngig von der Prévalenz sind, sind Sensitivitét und Spezifitdt relevanter.
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e Der Wahrscheinlichkeitsquotient eines positiven Tests bei Verwendung des ipsogen JAK2
RGQ PCR Kits fir die PV-Diagnose im Kontext der WHO-Diagnosekriterien betrug 0,06
(95-%Kl; 0,02, 0,18), was darauf hinweist, dass das Ergebnis ,JAK2 V617F-negativ”

bei Personen mit PV deutlich weniger wahrscheinlich ist als bei Personen ohne PV.

Zusammenfassung zur Sicherheit und Leistung

Die Zusammenfassung des Abschnitts Uber Sicherheit und Leistung kann von der
Produkiwebseite fir das ipsogen JAK2 RGQ PCRKit heruntergeladen werden:
resources.qiagen.com/674623. Dieser Abschnitt ist auch auf der EUDAMED-Website zu

finden.
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Entsorgung

® Proben- und Assay-Abfdlle sind gemdf den ortlichen Sicherheitsbestimmungen zu
entsorgen.

e Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell geféhrlich. Die Proben sind
potenziell gefdhrlich und missen als biologische Gefahrenstoffe behandelt werden.

® Gebrauchte Probenrdhrchen, Platten sowie Abfall aus der DNA-Extraktion sind gemd&f3
den &rilichen Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

e Die bei der Durchfihrung des qPCR-Protokolls verwendeten Réhrchenstreifen missen

entsprechend den &rilichen Sicherheitsvorschriften entsorgt werden.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In dem vorliegenden Abschnitt ,Hilfe zur Fehlerbehebung” finden Sie hilfreiche
Informationen zur Behebung méglicher Probleme. Fiir technische Hinweise und zusdtzliche
niitzliche Informationen wenden Sie sich unter www.qiagen.com/Support an unser

Techniksupport-Zentrum (fir Kontaktinformationen besuchen Sie www.qgiagen.com).

Informationen zur Fehlerbehebung fir die Extraktionskits QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(Kat.-Nr. 61104) und QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Kat.-Nr. 937236) finden Sie in den
zugehérigen Handbichern; Informationen zur Fehlerbehebung fir die Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Software im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User

Benutzerhandbuch.

Kommentare und Vorschlage

Automatisierte Extraktion

a) Eine als ,unclear” (unbestimmt) markierte Dies kann die Folge einer Unterbrechung des
Probe Extraktionslaufs sein. Wenn der Extraktionslauf
abgeschlossen wurde, fahren Sie fort mit dem
Schritt Konzentrationsmessung und OD-
Bestimmung. Wenn nicht, wiederholen Sie den
Extraktionslauf.

b) Eine als ,unprocessed” (unverarbeitet) Dies bezieht sich auf einen anfanglichen Fehler
markierte Probe beziglich des Probenvolumens. Uberpriifen Sie
das Blutvolumen beim Pipettieren. Wenn das
Probenvolumen zu niedrig ist, erhdhen Sie es
auf 300 pl und starten Sie den Lauf erneut.

c) Eine als ,invalid” (ungiltig) markierte Woéhrend des Extraktionslaufs ist ein Fehler
Probe aufgetreten. Wiederholen Sie den
Extraktionsschritt fir diese Probe.
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Kommentare und Vorschlage

d) Temperaturfehler des Kishlblocks

e) Fehler beim Entnehmen der Elutionsplatte

Eine Fehlermeldung tber die Kihltemperatur
zum Ende des Laufs bedeutet, dass die Proben
ab dem Ende des Exirakfionslaufs bei
Raumtemperatur (15-25 °C) aufbewahrt
wurden. Wenn die Proben fir weniger als
12 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt
wurden, sollte die Qualitat der genomischen
DNA nicht beeintréchtigt sein, sodass die
genomische DNA quantifiziert werden kann.
Bei einer Lagerung Uber mehr als 12 Stunden
ist die Qualitat der gDNA-Proben

u. U. beeintrachtigt. Die Extraktion muss in
diesem Fall wiederholt werden.

Am Ende des Laufs wird méglicherweise eine
Fehlermeldung angezeigt, wenn die
Elutionsplatte entfernt wurde, ohne den
entsprechenden Vorgang auf dem Bildschirm
zu markieren. Dies kann durch Klicken auf das
entsprechende Kontrollkastchen korrigiert
werden.

Allgemeine MaBnahmen bei der Bestimmung des JAK2-Mutationsstatus mit dem

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Die Gesamtkopienzahl ist nicht konform und die entsprechende Probe ist ungiltig:

Die Amplifikation ist zu niedrig
a) Das Verhélinis Azeo/Azeo Uberprifen

b) DNA-Konzentrat iberpriifen

c) Wenn beide Parameter in Ordnung sind,
kann das Pipettiervolumen falsch sein

100

Wenn es < 1,7 ist, fihren Sie eine erneute

DNA-Extraktion durch.

Das ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ist fir eine-
Arbeitskonzentration von 10 ng/pl optimiert.
Wenn die DNA-nicht diese Konzentration hat,
verdiinnen Sie sie oder extrahieren Sie erneut

DNA aus Vollblut.

Die Pipetten vor der Wiederholung des gPCR-
Schritts Gberprifen und neu kalibrieren.
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Kommentare und Vorschlage

Die Laufkontrolle schlégt fehl bei einem QS-Standard

a) Umkehrung eines Flaschchens

b) Umkehrung bei der Verteilung

c) Kreuzkontamination

d) Partielle Zersetzung des Standards
e) PCR-Reagenzien partiell zersetzt

f)  Nicht spezifische Amplifikation

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
iberpriifen. Alle kritischen Reagenzien ersetzen
und das Experiment mit neuen Aliquoten
wiederholen. Proben, KitKomponenten und
Verbrauchsmaterialien stets gemaf den
allgemein akzeptierten Verfahren handhaben,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

Den KitInhalt bei =30 bis =15 °C lagern und die
Reaktionsgemische vor Licht schitzen.

Wiederholtes Auftauen und Einfrieren
vermeiden.

Kein oder zu niedriges Signal bei einem Standard

a) Problem mit der Homogenitat

b) Verwenden Sie dasselbe
Reaktionsgemisch fir den WT- und den
MT-QS

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
iberpriifen.

PCR-Lauf wiederholen.

Kontrolle ohne Template (No Template Control, NTC) mit Wasser ergibt positive Amplifikation

a)  Kreuzkontamination
b) Reagenzkontamination

c) Rohrchenstreifen vertauscht (Rdhrchen mit
JAK2 V617F-positivem Template in NTC-

Position eingesetzi)

d) Zersetzung der Sonde
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Alle kritischen Reagenzien auswechseln.

Proben, Ki+Komponenten und
Verbrauchsmaterialien stets gemaf3 den
allgemein akzeptierten Verfahren handhaben,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
Uberprifen.

Reaktionsgemische vor Lichteinwirkung
schitzen.

Fluoreszenzkurve auf falsch positive Ergebnisse
Uberprifen.
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Kommentare und Vorschlage

Kein Signal, auch nicht in den Standardkontrollen

Pipettierfehler oder Reagenzien Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
ausgelassen berprifen.
PCR-Lauf wiederholen.

Fehlende oder niedrige Signale in Proben fir die IC und/oder Gesamtkopienzahl (Total Copy
Number, TCN) unterhalb des Giiltigkeitsbereichs

Hemmwirkung durch das Probenmaterial, Vor dem Start stets die DNA-Qualitat
verursacht durch unzureichende Uberprifen durch Messen des A 260/ A 250-
Aufreinigung Verhalisses und der Konzentration.

DNA-Extraktion wiederholen.

Die Wildtyp-Kontrolle (Wild-Type Control, WTC) ist positiv, aber die Mutationskontrolle (Mutant
Control, MTC) ist nicht positiv genug

Kontamination durch Verschleppung Alle kritischen Reagenzien auswechseln.

Das Experiment mit neuen Aliquoten von allen
Reagenzien wiederholen.

Proben, KitKomponenten und
Verbrauchsmaterialien stets gemaf3 den
allgemein akzeptierten Verfahren handhaben,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

Sicherstellen, dass die Spitzen zwischen der
Pipeftierung unterschiedlicher Reagenzien
ausgewechselt werden.
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Kommentare und Vorschlage

Wildtyp-Kontrolle (WTC) amplifiziert mit der MT-Reaktionsmischung (anstelle der WT-
Reaktionsmischung) und Mutantenkontrolle (MTC) amplifiziert mit der WT-Reaktionsmischung
(anstelle der MT-Reaktionsmischung)

a) Kreuzkontamination Alle kritischen Reagenzien auswechseln.

b) Reagenzkontamination Das Experiment mit neuen Aliquoten von allen

Reagenzien wiederholen.
c) Rohrchen vertauscht (Rhrchen mit WTC

in MTC-Position eingesetzt und
umgekehrt)

Proben, KitKomponenten und
Verbrauchsmaterialien stets gemaf3 den
allgemein akzeptierten Verfahren handhaben,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
Uberprifen.

Invertierter Nachweis der Positivkontrolle

a) Kreuzkontamination Alle kritischen Reagenzien ersetzen und das
Experiment mit neuen Aliquoten wiederholen.
Proben, Ki+Komponenten und
Verbrauchsmaterialien stets gemaf3 den
allgemein akzeptierten Verfahren handhaben,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

b) Vertauschung der Reaktionsgemische in
den Réhrchen oder im Pramix.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
Uberprifen.

Kein Signal fir Probe oder Kontrolle, nicht einmal fiir die interne Kontrolle

a) Reaktionsgemisch oder eine seiner Pipettierschema und Reaktionseinrichtung
Komponenten (z. B. Tag-Polymerase) Uberprifen. Wenn die interne Kontrolle nicht
wurde nicht hinzugefigt amplifiziert wurde, wurde das

Reaktionsgemisch nicht hinzugefigt oder es hat
sich zersetzt.

Wiederholen Sie den qPCR-Schritt mit neuem
Reaktionsgemisch.

b) Reaktionsgemisch zersetzt
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Symbole

Die folgenden Symbole werden in der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung und

Kennzeichnung verwendet:

Symbol Bedeutung des Symbols

Reagenzien ausreichend fir <N> Reaktionen

A
Z
v

Verfallsdatum

Dieses Produkt erfillt die Anforderungen der europdischen
Verordnung 2017 /746 Gber In-vitro-Diagnostika.

N I
m

V| In-vitro-Diagnostikum

E!

Katalognummer
LOT Chargennummer

Materialnummer (Kennzeichnung von Komponenten)

Internationale Artikelnummer

uUDI Unique Device Identifier (eindeutige Geratekennung)
CONT Enthélt

COMF Komponente

NUM Anzahl

1

o
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Symbol Bedeutung des Symbols

Rn R steht fir Revision der Gebrauchsanweisung, n ist die
Revisionsnummer

Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller

Beachten Sie die Gebrauchsanweisung, die Sie unter
resources.qiagen.com/674623 herunterladen kénnen

M/
Y Y

AN

Vor Lichteinwirkung schitzen

Vorsicht, Begleitdokumente beachten

>
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
ipsogen JAK2 RGQ PCR  Fir 24 Reaktionen: Wildtyp JAK2 Genkontrolle, = 674623
Kit JAK2 V617F Kontrollgen, JAK2 WT Quant

Standards, JAK2 MT Quant Standards, JAK2
WT Reaktionsmix, JAK2 MT Reaktionsmix, Taq
DNA-Polymerase, TE-Puffer zur Verdinnung,
Wasser fir NTC
Zugehdrige Produkte
Rotor-Gene Q MDx — IVD-validierte Real-time-PCR-Analyse bei klinischen
Anwendungen
Rotor-Gene Q MDx Real-time-PCR-Thermocycler und HRM-Analysator =~ 9002032
5plex HRM Platform (fir hochauflésende Schmelzkurvenanalyse) mit
5 Kandglen (grin, gelb, orange, rot, dunkelrot)
plus HRM-Kanal, Laptop, Software, Zubehdr,
1-Jahres-Garantie auf Teile und Arbeit, ohne
Installation und Schulung
Rotor-Gene Q MDx Realtime-PCR-Thermocycler und HRM-Analysator =~ 9002033
5plex HRM System (fir hochauflésende Schmelzkurvenanalyse) mit
5 Kandlen (Griin, Gelb, Orange, Rot, Dunkelrot)
plus HRM-Kanal, Laptop, Software, Zubehér,
1-Jahres-Garantie auf Teile und Arbeit,
Installation und Schulung
Rotor-Gene Assay Software fir Routinetests mit Rotor-Gene Q 9024203
Manager 2.1 Software
Rotor-Gene Assay Software mit Einzellizenz fir die Installation auf 9025620

Manager 2.1 License
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.
Loading Block 72 x Aluminium-Block fir manuelles Ansetzen 9018901
0,1ml Tubes der Reaktion mit einer Einkanal-Pipette in

72 x 0,1-ml-Réhrchen
Strip Tubes and Caps, 250 Streifen mit je 4 Rohrchen und Deckeln, fir 981103
0,1ml (250) 1000 Reaktionen
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 Streifen mit je 4 Réhrchen und 981106
0,1ml (2500) Deckeln fir 10.000 Reaktionen
QlAamp DSP DNA Fir 50 Praparationen: QlAamp Mini Spin 61104
Blood Mini Kit Columns, Puffer, Reagenzien, Réhrchen,
VacConnectors
QIAsymphony DSP DNA  Fir 192 Praparationen & 200 pl: Mit 937236
Mini Kit 2 Reagenzkartuschen sowie Enzym-Racks und
Zubehor.
QlAsymphony SP and accessories
QIAsymphony SP System  QlAsymphony Probenvorbereitungsmodul, 9001751
einschlieBlich Installation und Schulung; 1 Jahr
Garantie auf Ersatzteile und Arbeitsleistung
QIAsymphony SP QlAsymphony Probenvorbereitungsmodul; 9001297
1 Jahr Garantie auf Ersatzteile und
Arbeitsleistung
Sample Prep Cartridges,  Probenverarbeitungskartuschen mit je 997002
8-well (336) 8 Kavitdaten zur Verwendung mit dem
QlAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers zur Verwendung mit dem 997004
QlAsymphony SP
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.
Filter-Tips, 200 pl, Qsym  Einmal-Filterspitzen in Racks; (8 x 128). Zur 990332
SP (1024) Verwendung mit dem QlAcube® und dem

QIAsymphony SP/AS Instrument
Filter-Tips, 1500 pl, Einmal-Filterspitzen in Racks; (8 x 128). Zur 997024
Qsym SP (1024) Verwendung mit dem QIAsymphony SP/AS
Instrument
Elution Microtubes CL Nichtsterile Polypropylen-Réhrchen (maximale 19588
(24 x 9¢) Kapazitat 0,85 ml; Reservoirkapazitat weniger
als 0,7 ml, Elutionskapazitat 0,4 ml); 2304 in
Racks zu je 96; mit Deckelstreifen
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 Einheiten/ml, 19101
Lésung)
Buffer ATL (200 ml) 200 ml Gewebelysepuffer fir 19076

1 000 Préparationen

Aktuelle Lizenzinformationen und produkispezifische Haftungsausschlisse finden Sie in der

Gebrauchsanweisung fir das jeweilige QIAGEN Kit. Gebrauchsanweisungen fir das

QIAGEN Kit sind unter www.qiagen.com verfiigbar oder kénnen beim Technischen Service

von QIAGEN oder lhrem &rtlichen Handler angefordert werden.
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Bearbeitungshistorie des Dokuments

Revision Beschreibung

R1, Juli 2022 Erstversion
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen
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Ei hréinkte N g ink g fir das ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen Kéufer oder Benutzer des Produkts die folgenden Bedingungen an:
"

1. Das Produkt darf nur geméf den mit dem Produkt und dieser Gebrauchsanweisung berei 1 Protokollen und nur mit den im Panel enthaltenen Komponenten
verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu diesem Panel gehdrenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zu diese Panel gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem Produkt bereitgestellten
Protokollen, dieser Gebrauchsanweisung sowie zusdtzlichen, unter www.giagen.com verfiigbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusdtzlichen
Protokolle wurden von QIAGEN-Benutzern fiir andere QIAGEN-Benutzer zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift
oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fiir diese Protokolle keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieses Panel und/oder die mit diesem Panel
durchgefiihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewéhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und wird sémliche Ermittlungs- und Gerichtsk , inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Panel und/oder seinen Komponenten
entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN?, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTaq®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo Fisher
Scientific Inc.); Sarsted® (Sarstedt AG & Co). Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdriickliche
Kennzeichnung als gesetzlich geschiitzt.

07/2022 HB-2872-001 1123592 © 2022 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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