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Przeznaczenie

Zestaw jpsogen® JAK2 RGQ PCR Kit to ilogciowe oznaczenie in vitro wykorzystujgce reakcje
PCR przeznaczone do wykrywania i iloSciowego oznaczania mutacji JAK2 V617F/G1849T
w genomowym DNA wyizolowanym z ludzkiej obwodowej krwi petnej antykoagulowanej 2K-
EDTA. Wyniki otrzymane przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sg przeznaczone
do uzytku w przypadku pacjentéw z nowotworem mieloproliferacyjnym (myeloproliferative
neoplasm, MPN) jako dane uzupetniajace do oceny przypadkéw, co do ktorych istnieje
podejrzenie wystepowania postaci MPN ujemnej wzgledem chromosomu Filadelfia
(Philadelphia, Ph) oraz do monitorowania choroby molekularnej. Wszelkie otrzymane wyniki
diagnostyczne nalezy interpretowac¢ w potgczeniu z innymi obserwacjami z zakresu patologii
kliniczne;.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z aparatem
QIAGEN Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM oraz zwalidowanymi sktadnikami uzywanymi
podczas wykonywania procedury i wskazanymi w odpowiednich instrukcjach uzycia. Zestaw
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem umozliwiajgcym wykonanie w petni
zautomatyzowanego oznaczenia, lecz analiza wykonywana przy uzyciu zestawu jest
wspomagana przez dedykowane oprogramowanie.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
Docelowi uzytkownicy

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez odpowiednio poinstruowanych profesjonalnych
uzytkownikow przeszkolonych w zakresie technik biologii molekularnej i zaznajomionych
Z niniejszg technologig. Procedure uzycia wyrobu nalezy wykonywac¢ w laboratoriach biologii
molekularnej.
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Opis i zasada procedury

Podsumowanie i objasnienie

W 2005 roku zidentyfikowano powtarzajgca sie mutacje somatyczna, V617F, wystepujgca
w obrebie genu janusowej kinazy tyrozynowej 2 (Janus tyrosine kinase 2, JAK2) (1-4), co
spowodowato znaczacy przetom w zrozumieniu, klasyfikacji i rozpoznaniu nowotworéw
MPN. Biatko JAK2 to wewnatrzkomoérkowa czgsteczka sygnatowa kluczowa dla wielu
cytokin, w tym erytropoetyny.

Mutacja JAK2 V617F jest wykrywana u>95% pacjentdw z czerwienicg prawdziwg
(polycythemia vera, PV) oraz uokoto 60% pacjentdw z nadptytkowoscig samoistng
(essential thrombocythemia, ET) i pierwotnym zwitdknieniem szpiku (primary myelofibrosis,
PMF) (5). Mutacje JAK2 V617F wykryto rowniez w niektorych rzadkich przypadkach
przewlekiej biataczki mielomonocytowej, zespotu mielodysplastycznego (myelodysplastic
syndrome, MDS), mastocytozy ogdlnoustrojowej oraz przewlektej biataczki neutrofilowe;.
Nie wykryto jej jednak w zadnym przypadku (0%) przewlekiej biataczki szpikowej (chronic
myeloid leukemia, CML) (6).

Mutacja JAK2 V617F dotyczy zmiany pojedynczego nukleotydu w genie JAK2 — nukleotydu
1849 w eksonie 14 —co powoduje unikalng substytucje waliny (valine, V) przez
fenyloalaning (phenylalanine, F) w pozycji 617 biatka (domena JH2). Gen JAK2 koduje
kinaze tyrozynowg biorgcg udziat w przekazywaniu sygnatu z receptora cytokin na drodze
szlaku STAT. W przypadku konstytutywnej aktywacji, spowodowanej najczesciej mutacjg
JAK2 V617F, dochodzi do transformacji komérek progenitorowych erytroidow,
nadwrazliwosci na erytropoetyne oraz aktywacji dalszych szlakéw sygnatowych. Rozwazana
jest hipoteza, ze rozregulowane dziatanie genu JAK2 sprzyja ekspresji onkogendw,

rekombinacji mitotycznej oraz niestabilnosci genetycznej (7).
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Zwyczajowo rozpoznanie nowotworu MPN opierato sie na kryteriach uwzgledniajgcych
kliniczng ocene histologiczng szpiku kostnego oraz dane cytogenetyczne. Odkrycie markera
molekularnego swoistego dla choroby doprowadzito do uproszczenia tego procesu oraz
zwiekszenia doktadnosci diagnostycznej. Detekcja mutacji JAK2 V617F nalezy do kryteriow
referencyjnych Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization, WHO) z 2016
roku dotyczgcych rozpoznawania nowotworéw MPN ujemnych wzgledem genu BCR-ABL

(8) (Tabela 1), a obecnos¢ tej mutacji jest gldwnym kryterium potwierdzajgcym rozpoznanie.

Tabela 1. Kryteria rozpoznania nowotworu MPN wg WHO

Kryteria rozpoznania PV

Wieksze 1. Hemoglobina (Hgb) >16,5 g/dl (mezczyzni) lub >16,0 g/dl (kobiety) lub
hematokryt >49% (mezczyzni) lub >48% (kobiety) lub podwyzszona masa
krwinek czerwonych wynoszaca >25% powyzej $redniej prawidtowej wartosci
przewidywane;.

2. Biopsja szpiku kostnego (bone marrow, BM) wykazujgca hiperkomérkowos$¢ dla
wieku ze wzrostem komérek z trzech linii (panmieloza), w tym znaczng
proliferacjg erytroidéw, granulocytéw i megakariocytéw, z pleomorficznymi,
dojrzatymi megakariocytami (o réznych rozmiarach).

3. [Obecnos$é mutacji JAK2V617F lub mutacji w eksonie 12 genu JAKZ|

Mniejsze Stezenie erytropoetyny w surowicy ponizej normy

Do rozpoznania PV wymagane jest spetnienie wszystkich 3 kryteriéw wiekszych albo pierwszych 2 kryteriow
wigkszych i kryterium mniejszegot.

T Spetnienie kryterium nr 2 (biopsja BM) moze nie by¢ wymagane w przypadku utrzymujgcej sie bezwzglednej
erytrocytozy: poziom hemoglobiny >18,5 g/dl u mezczyzn (hematokryt 55,5%) lub >16,5 g/dl u kobiet (hematokryt
49,5%), jesli spetnione zostaty wigksze kryterium nr 3 oraz kryterium mniejsze. Zwtdknienie szpiku w fazie
poczatkowej (wystgpujace nawet u 20% pacjentéw) moze zostac jednak wykryte wytgcznie poprzez wykonanie
biopsji BM; dzieki temu rozpoznaniu mozna przewidzie¢ szybszg progresje do fazy jawnej zwtéknienia szpiku
(wtéknienie powstajgce w przebiegu czerwienicy prawdziwej, post-PV MF).
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Kryteria rozpoznania ET

Wigksze

1.
2.

3.

4.

Liczba ptytek krwi 2450 x 10° /|

Biopsja BM wykazujaca proliferacje gtéwnie w linii megakariocytow ze
zwiekszong liczbg powiekszonych, dojrzatych megakariocytéw z wieloptatowym
jadrem komorkowym. Brak istotnego zwigkszenia liczebnosci lub przesuniecia

w lewo w wyniku granulopoezy lub erytropoezy neutrofili oraz wystepujacy bardzo
rzadko niewielki (stopnia 1) wzrost liczby wiékien retikulinowych.

Niespetienie kryteriow WHO dotyczacych rozpoznania BCR-ABL1* CML, PV,
PMF, zespotéw mielodysplastycznych lub innych nowotworéw szpiku kostnego.
[Obecnosé mutacji w genie JAK2, CALR lub MPL]

Mniejsze  Obecnos$¢ markera klonalnosci lub brak oznak wystepowania nadptytkowosci reaktywne;.

Do rozpoznania ET wymagane jest spetnienie wszystkich 4 kryteriow wigkszych albo pierwszych 3 kryteriéw
wigkszych i kryterium mniejszego.

Kryteria rozpoznania prefibrotycznej fazy PMF (prePMF)

Wieksze

1.

Proliferacja i atypia megakariocytéw, bez widknienia retikulinowego >1 stopnia,
z towarzyszaca zwiekszong komorkowoscig BM dla normy wiekowej, proliferacja
linii granulocytarnej oraz czesto obnizona intensywnos¢ erytropoezy.
Niespetienie kryteriow WHO dotyczgcych rozpoznania BCR-ABL1* CML, PV,
ET, zespotéw mielodysplastycznych lub innych nowotworéw szpiku kostnego.
Obecnos$é mutacji w genach JAK2, CALR, MPL lub, w przypadku braku tych|
mutacji, obecnosé innego markera klonalnosci' lub brak niewielkiego|
reaktywnego widknienia retikulinowego BMY|

Mniejsze Obecnos$¢ co najmniej jednego z ponizszych, potwierdzona w 2 nastepujgcych
bezposrednio po sobie oznaczeniach:

a.) Niedokrwistos¢ niezwigzana z chorobami wspétistniejgcymi

b.) Leukocytoza 211 X10%I

c.) Splenomegalia wyczuwalna w badaniu palpacyjnym

d.) Wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowe;j (lactate dehydrogenase, LDH) powyzej

goérnej granicy wartosci prawidtowej instytucjonalnego zakresu referencyjnego

Do rozpoznania prePMF wymagane jest spetienie wszystkich 3 kryteriow wigkszych oraz co najmniej 1 kryterium

mniejszego.

T W przypadku braku ktorejkolwiek z 3 gtéwnych mutacji klonalnych w celu ustalenia klonalnego charakteru choroby
moze by¢ pomocne wykrycie najczesciej wystepujgcych mutacji towarzyszacych (np. ASXL1, EZH2, TET?2,
IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1).

I Niewielkie (stopnia 1) widknienie retikulinowe spowodowane infekcja, zaburzeniami autoimmunologicznymi lub
przewlektymi stanami zapalnymi innego typu, biataczkg wtochatokomérkowa lub innym nowotworem ukfadu
limfatycznego, nowotworem przerzutowym lub (przewlektymi) mielopatiami toksycznymi.
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Kryteria rozpoznania fazy jawnej PMF

Wigksze 1. Wystepowanie proliferacji i atypii megakariocytow z jednoczesnym
wystepowaniem witdknienia retikulinowego i/lub kolagenowego stopnia 2 lub 3.
2. Niespetnienie kryteriow WHO dotyczgcych rozpoznania ET, PV, BCR-ABL1*
CML, zespotoéw mielodysplastycznych lub innych nowotwordw szpiku kostnego.
3. [Obecnosé mutacji w genie JAK2, CALR lub MPL lub, w przypadku braku tych|
mutacji, obecnosé innego markera klonalnosci' lub brak reaktywnego widknienia

szpikuf|

Mniejsze Obecnos¢ co najmniej jednego z ponizszych, potwierdzona w 2 nastepujacych
bezposrednio po sobie oznaczeniach:

a.) Niedokrwisto$¢ niezwigzana z chorobami wspétistniejgcymi

b.) Leukocytoza 211 X109

c.) Splenomegalia wyczuwalna w badaniu palpacyjnym

d.)  Wazrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (lactate dehydrogenase, LDH) powyzej
gornej granicy wartosci prawidtowej instytucjonalnego zakresu referencyjnego

e.) Leukoerytroblastoza

Do rozpoznania fazy jawnej PMF wymagane jest spetnienie wszystkich 3 kryteriow wigkszych oraz co
najmniej 1 kryterium mniejszego

T W przypadku braku ktorejkolwiek z 3 gtéwnych mutacji klonalnych w celu ustalenia klonalnego
charakteru choroby moze by¢ pomocne wykrycie najczesciej wystepujacych mutacji
towarzyszacych (np. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1).

T Widknienie BM spowodowane infekcjg, zaburzeniami autoimmunologicznymi lub przewlektymi
stanami zapalnymi innego typu, biataczkg wtochatokomaérkowsg lub innym nowotworem uktadu
limfatycznego, nowotworem przerzutowym lub (przewlektymi) mielopatiami toksycznymi.

Uwaga: CML: przewlekta biataczka szpikowa; ET: nadptytkowos¢  samoistna;

PMF: pierwotne  zwidknienie szpiku; PV: czerwienica prawdziwa; WHO: Swiatowa
Organizacja Zdrowia
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Ponadto odkrycie wystepowania mutacji JAK2 V617F wsréd pacjentéw z nowotworem MPN
wyznaczyto nowy kierunek dla przysztych terapii. Wykazano, ze monitorowanie choroby
molekularnej za pomocg oznaczania obcigzenia mutacjg JAK2 V617F moze by¢ przydatne
podczas oceny odpowiedzi na leczenie oraz przewidywania nawrotu choroby wsrod
pacjentéw poddanych allogenicznemu przeszczepowi komoérek macierzystych (9). Definicja
odpowiedzi molekularnej zostata jasno okreslona w najnowszych zaleceniach organizacji
European LeukemiaNet (ELN) i organizacji International Working Group-Myeloproliferative
Neoplasms Research and Treatment (IWG-MRT) (10, 11) oraz uwzgledniono jg
w wytycznych organizacji National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (12)
i organizacji European Society of Medical Oncology (ESMO) (5). Catkowita odpowiedz
molekularna zostata zdefiniowana jako petne usuniecie istniejgcej wczesniej
nieprawidtowos$ci molekularnej, natomiast czesciowa odpowiedZz molekularna — jako
obnizenie obcigzenia zmutowanym allelem JAK2 V617F o 250% (czesciowa odpowiedz
odnosi sie wytgcznie do pacjentow, u ktérych wykazano wejsciowe obcigzenie zmutowanym
allelem JAK2 V617F na poziomie co najmniej 20%) (10,11).

Od 2006 roku dostepnych jest kilka metod opartych zasadniczo na technikach PCR lub
sekwencjonowaniu, ktére stuzg jako testy opracowane pod katem wykonywania ich
w warunkach laboratoryjnych przeznaczone do wykrywania, a potencjalnie takze
ilosciowego oznaczania mutacji JAK2 V617F. Testy te majg rozng skutecznos¢ analityczna,
szczegolnie pod wzgledem precyzji i poziomu czutosci. Ta réznica moze mie¢ wplyw na
konieczno$¢ wykonania analizy szpiku kostnego, czas potrzebny do ustalenia ostatecznego
rozpoznania i, potencjalnie, na skutecznosc¢ diagnostyczng oraz skuteczno$¢ monitorowania

choroby molekularne;j.
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Biorgc pod uwage fakt, ze udziat zmutowanego allelu JAK2 V617F — potencjalnie
wystepujgcego w przypadku nowotworow MPN — moze by¢ rézny (nawet na tak niskim
poziomie jak 1%), laboratoria sg zachecane do wykonywania charakteryzujgcych sie wysokg
czutoscig analityczng badan pod katem obecnosci mutacji JAK2 V617F. Odpowiednie
techniki powinny charakteryzowa¢ sie niskg granicg wykrywalnosci (co najmniej 1%
w przypadku rozpoznania oraz co najmniej 0,1% w przypadku monitorowania choroby
molekularnej) oraz wysokim poziomem odtwarzalnosci (5,13).

Zasada procedury

Zaproponowano wiele réznych technik iloSciowego oznaczania proporcji polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) w probkach DNA.
Niektore, takie jak oznaczenie krzywej topnienia isekwencjonowanie, sg jedynie
pétilosciowe. Preferowane sg metody oparte na ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy
(quantitative polymerase chain reaction, qPCR) w czasie rzeczywistym ze wzgledu na ich
wyzszg czutosé. Uzycie startera swoistego dla polimorfizmu SNP umozliwia selektywnag
amplifikacje allelu zmutowanego (Mutant Type, MT) lub allelu typu dzikiego (Wild-Type, WT),
ktéra mozna fatwo wykry¢ za pomocag aparatu do reakcji real-time gPCR. Zapewnia to
czuto$¢ na poziomie <0,1%, ktdra jest zgodna z aktualnie akceptowanym punktem odciecia
dla genu JAK2 réwnym 1%, uzywanym do okreslenia pozytywnego wyniku
diagnostycznego, oraz zalecang granicg wykrywalnosci obcigzenia allelem JAK2 V617F,
ktéra wynosi £0,1% w przypadku monitorowania choroby molekularnej (5,13). Nalezy jednak
pamietac, ze zdaniem niektorych ekspertéw klinicznych obecnos$c jakiegokolwiek obcigzenia
mutacjg JAK2 V617F jest klinicznie istotna podczas stawiania rozpoznania, dlatego
konieczne jest zastosowanie czutej metody, takiej jak qPCR (14). Dziatanie zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit opiera sie na tej technice.
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Zastosowanie reakcji gPCR umozliwia precyzyjne iloSciowe oznaczenie produktéw PCR
podczas fazy wyktadniczej procesu amplifikacji reakcji PCR. Dane ilosciowe z reakcji PCR
mozna uzyskac szybko, bez koniecznosci ich obrdbki po reakcji PCR, poprzez detekcje
sygnatéw fluorescencyjnych w czasie rzeczywistym podczas i/lub po przeprowadzeniu
cyklow reakcji PCR, tym samym znacznie zmniejszajgc ryzyko zanieczyszczenia produktow
PCR. Obecnie dostepne sg trzy gtéwne techniki gPCR: analiza qPCR z wykorzystaniem
barwnika SYBR® Green |, analiza qPCR z wykorzystaniem sond hydrolitycznych oraz

analiza gPCR z wykorzystaniem sond hybrydyzacyjnych.

W oznaczeniu firmy QIAGEN wykorzystywana jest technologia gPCR oparta na hydrolizie
oligonukleotydéw. Podczas reakcji PCR startery ,forward” i,reverse” hybrydyzujg do
swoistej sekwencji. W tej samej mieszaninie znajduje sie inny oligonukleotyd zwigzany
z barwnikiem. Ta sonda, ktéra skfada sie z oligonukleotydu wyznakowanego barwnikiem
reporterowym (ang. reporter) na koncu 5' i wygaszaczem (ang. quencher) niezwigzanym
z barwnikiem na koncu 3’ (downstream), hybrydyzuje do sekwencji docelowej w obrebie
produktu PCR. W analizie gPCR z sondami hydrolitycznymi wykorzystywana jest aktywnos$c¢
5'>3" egzonukleazy polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Jesli sonda jest
nienaruszona, bliskos¢ barwnika reporterowego iwygaszacza powoduje wyttumienie
fluorescencji barwnika reporterowego gtéwnie poprzez przeniesienie energii typu Forstera.

Podczas reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, startery ,forward” i ,reverse”
swoiscie hybrydyzujg do sekwencji i otaczajg sonde z dwdch stron. Polimeraza DNA, dzieki
aktywnosci 5'->3' egzonukleazy, rozcina sonde miedzy barwnikiem reporterowym
i barwnikiem wygaszajgcym, tylko jesli trzy oligonukleotydy zhybrydyzujg do sekwencji
docelowej. Fragmenty sondy sg nastepnie wypierane z sekwencji docelowej,
a polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest blokowany, aby unikng¢
wydtuzania sondy podczas reakcji PCR (Ryc. 1). Ten proces zachodzi podczas kazdego

cyklu i nie zaktéca gromadzenia produktu w sposob wyktadniczy.
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Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wytgcznie wtedy, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna ze starterami i sondg i, co za tym idzie, amplifikowana
podczas reakcji PCR. Ze wzgledu na powyzsze wymogi amplifikacja nieswoista nie jest
wykrywana. Wzrost fluorescencji jest wiec wprost proporcjonalny do amplifikacji sekwencji
docelowej podczas reakcji PCR.

W przypadku reakcji gPCR liczba cykli PCR wymaganych do wykrycia sygnatu powyzej
wartosci progowej jest nazywana punktem przeciecia (crossing point, Cp) lub cyklem

progowym (cycle threshold, CT) i jest wprost proporcjonalna do ilosci sekwencji docelowe;j
obecnej na poczatku reakcji.

g:g ’ Hybrydyzacja
I

[ Hybrydyzacja starterow i sondy

Polimeryzacja
—— . )L, Wypieranie nici

A D) ——
vhg
< )= OO g
AFA o
P = S .;
[ Prowadzi do uwolnienia barwnika
4O----- — wygaszajgcego i emisji sygnatu
fluorescencyjnego barwnika
% A 7 reporterowego
S=2
2 7 A o o o o
. o *
. | Zakonczenie polimeryzacii
——- - - = - — — = = - ] 2
[ | W kazdym cyklu utworzono produkt PCR
4.. __________ — i nagromadzono sygnat fluorescencyjny

Barwnik . i u
reporterowy £ % J  Swoista sonda = Startery ,forward” i ,reverse

# Barwnik ---#» ProduktPCR @ Polimeraza Taq
wygaszajgc
Ryc. 1. Zasada reakcji. Technologia ilosciowej, alleloswoistej reakcji PCR wykorzystywana w tym zestawie oznaczen
umozliwia doktadne, wysoce odtwarzalne i charakteryzujgce sie wysoka czutoscig wykrywanie polimorfizméw SNP.
Technika ta opiera si¢ na wykorzystaniu swoistych stateréw ,reverse” odpowiednio dla allelu typu dzikiego i allelu
V617F (15). Etapy wydtuzania iamplifikacji mogg zaj$¢ podczas reakcji PCR tylko w przypadku idealnego
dopasowania startera i docelowego DNA (Ryc. 2).
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Mieszanina reakcyjna WT
Niedopasowanie
S 14 3 e Q Brak amplifikacji

Allel zmutowany — Brak rozcigcia sondy
— Brak gromadzenia sygnatu

fl i
Dopasowanie uorescencyjnego
—  E— A
14 G [p] Q’(‘% Amplifikacja
o — Rozciecie sond
Allel WT e y

— Gromadzenie sygnatu
fluorescencyjnego

Mieszanina reakcyjna MT

Dopasowanie

A Amplifikacja
L <—T IE] qm} — Rozciecie sondy
Allel zmutowany — Gromadzenie sygnatu
fluorescencyjnego
Niedopasowanie
-4 =

Brak amplifikacji
14 3k -— Q — Brak rozciecia sondy
Allel WT — Brak gromadzenia sygnatu

fluorescencyjnego

Ryc. 2. Alleloswoista reakcja PCR. Zastosowanie mieszaniny starteréw isondy dla allelu typu dzikiego lub
mieszaniny starteréw i sondy dla allelu V617F umozliwia swoiste wykrycie allelu typu dzikiego lub allelu zmutowanego
w dwdch odrebnych reakcjach przeprowadzanych przy uzyciu jednej probki. Wyniki mogg by¢ wyrazone jako odsetek
kopii allelu zmutowanego w stosunku do catkowitej liczby kopii genu JAK2. MT: allel zmutowany; WT: allel typu
dzikiego.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Nr katalogowy 674623
Kolor Produkt Id. proboéwki Objetosc
Czerwony JAK2 Mutant Control (Kontrola zmutowanego genu JAK2)  MT Ctrl 33 pl

(allel V617F — 100%)

Zielony JAK2 WT Control (Kontrola allelu WT genu JAK2) (allel WT Ctrl 33 pl
typu dzikiego — 100%)

Czerwony JAK2 MT Quant Standard 1 (1. wzorzec ilosciowy allelu MT QS1 20 pl
MT genu JAK2) (5 x 10" kopii allelu V617F/5 l)

Czerwony JAK2 MT Quant Standard 2 (2. wzorzec ilosciowy allelu MT QS2 20 pl
MT genu JAK2) (5 x 102 kopii allelu V617F/5 l)

Czerwony JAK2 MT Quant Standard 3 (3. wzorzec iloSciowy allelu MT QS3 20 pl
MT genu JAK2) (5 x 10° kopii allelu V617F/5 pl)

Czerwony JAK2 MT Quant Standard 4 (4. wzorzec iloSciowy allelu MT QS4 20 pl
MT genu JAK2) (5 x 10* kopii allelu V617F/5 pl)

Zielony JAK2 WT Quant Standard 1 (1. wzorzec iloSciowy allelu WT QS1 20 pl
WT genu JAK?2) (5 x 10" kopii allelu typu dzikiego/5 pl)

Zielony JAK2 WT Quant Standard 2 (2. wzorzec iloSciowy allelu WT QS2 20 pl
WT genu JAK2) (5 x 10 kopii allelu typu dzikiego/5 pl)

Zielony JAK2 WT Quant Standard 3 (3. wzorzec ilosciowy allelu WT QS3 20 pl
WT genu JAK2) (5 x 10° kopii allelu typu dzikiego/5 pl)
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Zawartos¢ zestawu (cigg dalszy)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Nr katalogowy 674623

Kolor Produkt Id. probowki Objetos¢

Zielony JAK2 WT Quant Standard 4 (4. wzorzec ilosciowy ~ WT QS4 20 pl
allelu WT genu JAK2) (5 x 10* kopii allelu typu
dzikiego/5 pl)

Czerwony JAK2 MT Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna do MT Mix 1010 pl
allelu MT genu JAK2)

Zielony JAK2 WT Reaction Mix (Mieszanina reakcyjna do WT Mix 1010 pl
allelu WT genu JAK2)

Mietowy Taqg DNA polymerase (Polimeraza DNA Taq) Taq 85 pl
(HotStarTag® 5 jednostek/pl)

Biaty TE buffer for sample dilution TE 1,9 ml
(Bufor TE do rozcienczania prébek)

Biaty Water for no template control NTC 1,9 ml
(Woda do stosowania jako kontrola bez matrycy)
(NTC)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi (w jezyku polskim)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022
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Sktadniki zestawu

Ponizej przedstawiono opis gtéwnych sktadnikow zestawu.

Tabela 2. Dostarczone odczynniki

Odczynnik Sktadniki aktywne Objetosc
JAK2 Mutant Control DNA uzyskany z linii komérkowej o obcigzeniu allelem 33 pl
(Kontrola zmutowanego V617F na poziomie 100%

genu JAK2)

JAK2 WT Control (Kontrola ~ DNA uzyskany z linii komérkowej o obcigzeniu allelem 33 pl

allelu WT genu JAK2)

JAK2 MT Quant Standards
(QS1 to QS4) (Wzorce
ilosciowe allelu MT genu
JAK2 (od QS1 do QS4))

JAK2 WT Quant Standards

(QS1 to QS4)
(Wzorce ilosciowe allelu WT
genu JAK2

(od QS1 do QS4))

JAK2 MT Reaction Mix
(Mieszanina reakcyjna do
allelu MT genu JAK2)

JAK2 WT Reaction Mix
(Mieszanina reakcyjna do
allelu WT genu JAK2)

Taq DNA polymerase
(Polimeraza DNA Taq)

TE buffer for sample dilution
(Bufor TE do rozcienczania
probek)

Water for no template
control (NTC)

(Woda do stosowania jako
kontrola bez matrycy
(NTC))
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typu dzikiego na poziomie 100%

Plazmid niosacy sekwencje allelu V617F

Plazmid niosgcy sekwencje allelu WT

Oligonukleotydy do detekcji allelu MT oraz kontrola
wewnetrzna, bufor do reakcji PCR, MgClz,
deoksynukleotydy (ANTP)

Oligonukleotydy do detekgji allelu WT oraz kontrola
wewnetrzna, bufor do reakcji PCR, MgCla,
deoksynukleotydy (ANTP)

Polimeraza DNA Tagq typu hot start w buforze do
przechowywania

Roztwor buforu Tris-EDTA

Woda niezawierajgca nukleaz

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022

20 pl na kazdy
wzorzec

20 pl na kazdy
wzorzec

1010 pl

1010 pl

85 ul

1,9 ml

1,9 ml



Odczynniki

Odczynniki dostarczane w tym zestawie, wymienione w powyzszej Tabeli 2, sg potrzebne
do rozcienczenia badanych prébek do zadanej objetosci wejsciowej oraz wykonania reakcji
gPCR przeznaczonych do detekgc;ji i iloSciowego oznaczenia alleli zmutowanych i alleli typu
dzikiego genu JAK2 wcelu okreslenia odsetka tych mutacji. Wewnetrzna kontrola
amplifikacji zawarta w mieszaninach reakcyjnych stuzy do monitorowania inhibicji reakcji
gPCR i, w przypadku uzyskania wyniku negatywnego, wykluczenia niepowodzenia

zwigzanego z przebiegiem reakcji PCR jako jego przyczyny.

Kontrole i wzorce

W zestawie zawarto dwie kontrole: kontrole zmutowanego genu JAK2 uzywang jako kontrola
pozytywna dla mieszaniny reakcyjnej do zmutowanego allelu (MT) genu JAK2 oraz kontrole
allelu typu dzikiego (WT) genu JAK2 uzywang jako kontrola pozytywna dla mieszaniny
reakcyjnej do allelu typu dzikiego (WT) genu JAK2. Woda niezawierajgca nukleaz jest

dostarczana w celu uzycia jako kontrola bez matrycy dla obu mieszanin.

W zestawie zawarto cztery wzorce ilosciowe (quantitation standard, QS) allelu
zmutowanego (MT) genu JAK2 i cztery wzorce ilosciowe allelu typu dzikiego (WT) genu
JAK2. S3 one wykorzystywane w celu obliczenia liczby kopii allelu MT oraz WT genu JAK2,
a nastepnie odsetka mutacji JAK2 V617F w badanych prébkach.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do recznej izolacji DNA

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104)
Etanol (96-100%)
Uwaga: Nie uzywac alkoholu denaturowanego, poniewaz zawiera on inne substancje,

takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.

Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do zautomatyzowanej
izolacji DNA

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

Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)

8-Rod Covers (nr kat. 997004)

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

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

Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

Tip disposal bags (nr kat. 9013395)

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

Odczynniki i materiaty eksploatacyjne do reakcji PCR

20

Sterylne kohcéwki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od nukleaz,
odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

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

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

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

Rekawiczki jednorazowe

Wytrzgsarka

Blok grzewczy do lizy probek w temperaturze 56°C

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci
0,5/1,5/2,0 ml (umozliwiajgca wirowanie przy 13 000—-14 000 rpm)
® Spektrofotometr*

Wyposazenie do przygotowywania prébek

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

o \Wkiad probéwkowy 3B (Insert, 2.0 ml v2, sample carrier (samplecarr.) (24), Qsym, nr
kat. 9242083)

Wyposazenie potrzebne do przeprowadzenia reakcji real-time PCR

® Aparat do przeprowadzania reakcji real-time PCR*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform (nr kat. 9002032) lub Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System
(nr kat. 9002033) i dostarczone akcesoria
Zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager® w wersji 2.1.x (x20)
Zainstalowane narzedzie Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in w wersji
1.0.x (x=0)

® Zaimportowany profil oznaczenia ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR Assay Profile
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap (x=1))

* Przed uzyciem upewnic sie, ze aparaty zostaly sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Nalezy pamieta¢, ze moze by¢ wymagane zapoznanie sie zlokalnymi przepisami
dotyczgcymi zgtaszania powaznych incydentoéw, ktore wystapity w zwigzku z wyrobem,
producentowi i/lub jego upowaznionemu przedstawicielowi oraz wtasciwemu organowi

panstwa, ktérego rezydentem jest uzytkownik i/lub pacjent.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

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

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

® Probki sg potencjalnie zakazne. Pozostatosci prébek i odczynnikéw uzywanych do
oznaczenia nalezy utylizowac zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczgcymi

bezpieczenstwa.

PRZESTROGA | NIE dolewa¢ wybielacza ani roztworow kwasowych
bezposrednio do odpadéw probek lub odpadow

powstatych po przygotowaniu probek.

Informacje dotyczgce nagtych przypadkow

CHEMTREC
Poza Stanami Zjednoczonymi i Kanada: +1 703-527-3887
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Srodki ostroznosci

Podczas wykonywania testéw z wykorzystaniem reakcji qPCR wymagane jest
przestrzeganie dobrych praktyk laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu,
wiasciwych dla zastosowan biologii molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami

i wtasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje dostarczone

w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia optymalnej skutecznosci.

® Test jest przeznaczony do stosowania z probkami krwi petnej antykoagulowanymi solg
potasowg EDTA (K2-EDTA) i przechowywanymi przed izolacja DNA w temperaturze
2-8°C przez nie wiecej niz 96 godzin.

o \Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowac jako materiaty stwarzajgce
zagrozenie biologiczne.

® Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowaé
zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa.

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

o Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i prébka tgcznie) mniejszych
niz 25 pl.

® \Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sg
przeznaczone do stosowania wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu. Nie

nalezy zastepowa¢ zadnego odczynnika z jednego zestawu tym samym odczynnikiem
z innego zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit, nawet jesli sg one z tej samej partii,

gdyz moze to wptyng¢ na dziatanie zestawu.
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Aby uzyskac dodatkowe informacje na temat ostrzezen, srodkéw ostroznosci oraz
procedur, nalezy zapoznac¢ sie z podrecznikiem uzytkownika aparatu Rotor-Gene

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

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

Nie nalezy uzywac sktadnikéw, ktérych termin waznosci minat lub ktére byty
przechowywane w nieprawidtowy sposob.

Wiasciwosci mieszanin reakcyjnych moga ulec zmianie pod wptywem swiatta.

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

Zachowac szczegolng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu spowodowanemu
przeniesieniem DNA lub produktéw reakcji PCR, ktére moga spowodowac otrzymanie
fatszywie pozytywnego sygnatu.

Zachowac szczegdlng ostroznosé, aby zapobiec przenoszeniu zanieczyszczenia

w postaci DNaz, ktére mogg spowodowac rozktad matrycy DNA.

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

Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx przed zakonczeniem reakgc;ji.

Nie otwiera¢ probéwek Rotor-Gene Q po zakonczeniu reakciji.

Zachowac ostroznos¢, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie probek, dbajgc

w szczegolnosci o to, by nie dopusci¢ do nieprawidtowego umieszczenia probek,
btedéw podczas tadowania i btedéw pipetowania.

Upewni¢ sie, ze prébki sg przetwarzane w systematyczny sposdéb, aby zapewnic
prawidtowg identyfikacje probek w kazdym momencie (zachowa¢ identyfikowalnosc).

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych instrukgiji:
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O Podczas wykonywania oznaczenia uzywac sprzetu laboratoryjnego (np. pipet,
koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz i nosi¢ rekawiczki.

O Aby unikngé¢ zanieczyszczenia krzyzowego prébek i odczynnikéw, w kazdym kroku
pipetowania uzywac $wiezych, odpornych na aerozole koncoéwek do pipet.

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

koncéwek itp.).

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa odnoszace sie do zestawdw do izolacji QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104) i QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)
zawarto w odpowiednich instrukcjach obstugi.
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich skfadnikéw. Nie nalezy uzywac
skfadnikow, ktérych termin waznosci minagt lub ktére byly przechowywane w nieprawidtowy

sposob.
Warunki transportu

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest transportowany na suchym lodzie. Jesli ktérykolwiek
sktadnik zestawu ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit (z wyjgtkiem enzymu) nie jest zamrozony
w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie
zawiera listy zawartosci opakowania, instrukcji obstugi lub odczynnikéw, nalezy skontaktowaé
sie z dziatem serwisu technicznego lub lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN (informacje
znajdujg sie na tylnej stronie okfadki lub pod adresem www.qiagen.com).

Warunki przechowywania

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit musi natychmiast po dostarczeniu zosta¢ umieszczony

w zamrazarce o statej temperaturze od —30°C do —15°C, bez dostepu $wiatta.
Informacje dotyczace przechowywania odnoszace sie do zestawdw do izolacji QlAamp DSP

DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104) i QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)

zawarto w odpowiednich instrukcjach obstugi.
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Stabilnos¢ w trakcie uzytkowania

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zachowuje stabilno$¢ do daty waznosci podanej na

etykiecie opakowania, jesli jest przechowywany w okre$lonych warunkach przechowywania.

Po otwarciu odczynniki nalezy przechowywaé w oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od -30 do —-15°C przez maksymalnie 12 miesiecy. Nalezy unikaé
wielokrotnego rozmrazania i zamrazania. Nie przekracza¢ maksymalnej liczby pieciu cykli

zamrazania-rozmrazania.

Informacje dotyczgce stabilno$ci odnoszace sie do zestawdw do izolacji QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (nr kat. 61104) i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) zawarto
w odpowiednich instrukcjach obstugi.

® Przed otwarciem delikatnie wymieszaé odczynniki, odwracajgc probowki 10 razy,
i odwirowac wszystkie probowki z wyjgtkiem probowki z enzymem.

o Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach poszczegdélnych
sktadnikow. Przy prawidtowych warunkach przechowywania skutecznos¢ produktu
zostanie zachowana przez okres stabilnosci wskazany na etykiecie probowki lub
opakowania.

o Uwaga: Probowek z roznych partii nie nalezy uzywac¢ zamiennie. Wszystkie sktadniki
zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit uzywane do wykonania testu muszg pochodzi¢
z tej samej partii. Procedury kontroli jako$ci firmy QIAGEN obejmujg testowanie
dziatania zestawow przed ich dopuszczaniem, wykonywane dla kazdej serii zestawow.
Z tego wzgledu nie nalezy mieszac odczynnikéw z réznych zestawodw, nawet jesli sg

one z tej samej serii.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Probki krwi petnej

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania z prébkami
genomowego DNA wyizolowanego z prébek krwi petnej antykoagulowanych solg potasowg
EDTA (K2-EDTA) przechowywanych w nastepujacy sposéb:

® w temperaturze 2—-8°C przez nie wiecej niz 96 godzin;
® w temperaturze 15-25°C przez nie wiecej niz 96 godzin;

@ w stanie zamrozonym w temperaturze od —30 do —15°C przez nie wiecej niz 1 miesigc.

Uwaga: Warunki temperaturowe w miejscu pobierania i przechowywania prébek powinny
by¢ takie same jak warunki podczas transportu probek (nalezy unika¢ zmian temperatury).
Temperatura przechowywania w o$rodku badawczym powinna by¢ taka sama jak

temperatura zapewniona podczas transportu lub nizsza.

Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny. Pozostatosci probek
i odczynnikdw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi
procedurami dotyczgcymi bezpieczehstwa.

Probki genomowego DNA
Po wyizolowaniu genomowego DNA probki DNA moga byé przechowywane
i transportowane w temperaturze od —30 do —15°C przez nie wiecej niz 24 miesigce. Nalezy

unika¢ cykli zamrazania-rozmrazania. Nie przekracza¢ maksymalnej liczby czterech cykli

zamrazania-rozmrazania.
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Protokot: 1zolacja i przygotowanie genomowego
DNA z krwi petnej

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

® Genomowy DNA nalezy izolowa¢ za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit (nr kat. 61104) lub aparatu QIAsymphony SP w potgczeniu z zestawem
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236).

® Upewni¢ sie, ze odczynniki, ktére majg by¢ uzywane, nie sg przeterminowane oraz ze
byty transportowane i przechowywane w odpowiednich warunkach.

o Uwaga: Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit zwalidowano wytgcznie w potgczeniu
z zestawem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104) lub zestawem
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236). Nie nalezy uzywa¢ zadnego innego
produktu do izolacji DNA.

Reczna izolacja genomowego DNA za pomocg zestawu QlAamp
DSP DNA Blood Mini Kit

Reczng izolacje genomowego DNA nalezy wykonywa¢ za pomocg zestawu QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104) zgodnie z odpowiednim dokumentem: Q/Aamp DSP DNA
Blood Mini Kit — Instrukcja obstugi.

Postepowanie z odczynnikami

® Podczas przygotowywania buforéow ptuczgcych przeznaczonych do uzycia w tym
protokole, zawsze przed rozpoczeciem procedury nalezy wymieszaé¢ zrekonstytuowany
bufor ptuczacy, kilkukrotnie odwracajgc butelke z buforem.

® Podczas pobierania buforu do elucji z butelki za pomocg pipety nalezy uzywaé
koncowek do pipety z barierami aerozolowymi, a po zakonczeniu czynnosci
natychmiast zamkng¢ butelke zatyczka, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia.
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Podczas pracy z cieczami lepkimi nalezy zachowac¢ szczegolng ostroznosc¢ i uzywac
odpowiedniej pipety w celu zapewnienia pipetowania prawidtowych objetosci tych
cieczy.

Unika¢ dotykania membrany kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncowka pipety.

Nie dodawac proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu do
lizy (AL).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

30

Doprowadzi¢ probki krwi do temperatury pokojowej (15-25°C) i upewni¢ sie, ze sa
dobrze zhomogenizowane.

Przygotowanie buforu do lizy

Jesli w buforze do lizy (AL) wytracit sie precypitat, rozpusci¢ go, inkubujgc bufor

w temperaturze 56°C.

Przygotowanie proteazy QIAGEN Protease

Dodac¢ 1,2 ml rozpuszczalnika proteazy (PS) do fiolki z liofilizowang proteazg QIAGEN
Protease (QP) i ostroznie wymieszac. Aby unikng¢ spieniania, wymiesza¢ zawartos¢
fiolki, odwracajac jg kilka razy. Upewni¢ sie, ze proteaza QIAGEN Protease (QP) jest
catkowicie rozpuszczona.

Uwaga: Nie dodawac proteazy QP bezposrednio do buforu do lizy (AL).
Przygotowanie buforu ptuczgcego 1

Za pomocg cylindra miarowego nalezy dodac 25 ml etanolu (96—100%) do butelki
zawierajgcej 19 ml koncentratu buforu ptuczgcego 1 (AW1). Zrekonstytuowany bufor
ptuczacy 1 (AW1) nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).
Uwaga: Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany
bufor ptuczacy 1 (AW1), odwracajac butelke kilka razy.

Przygotowanie buforu ptuczgcego 2

Za pomocg cylindra miarowego nalezy dodac¢ 30 ml etanolu (96—100%) do butelki
zawierajgcej 13 ml koncentratu buforu ptuczgcego 2 (AW2). Zrekonstytuowany bufor
ptuczacy 2 (AW2) nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).
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Uwaga: Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany
bufor ptuczacy 2 (AW2), odwracajgc butelke kilka razy.

® Przygotowanie buforu do elucji
W zestawie dostarczana jest jedna butelka buforu do elucji (AE). Aby unikngé
zanieczyszczenia buforu do elucji (AE), zdecydowanie zalecamy uzywanie koncéwek
do pipet z barierami aerozolowymi podczas pipetowania buforu do elucji (AE) z butelki
oraz zamykanie butelki zatyczkg niezwtocznie po zakonczeniu pipetowania.

o Doprowadzi¢ bufor do elucji (AE) do temperatury pokojowej (15-25°C).

® Ustawic blok grzewczy na temperature 56°C do uzycia w 4 kroku procedury.

Procedura

1. Za pomocg pipety przenies¢ 20 pl proteazy QIAGEN Protease (QP) do probowki do
lizy (LT).

Uwaga: Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ date waznosci zrekonstytuowanej proteazy.
2. Doda¢ 200 pl prébki krwi do probowki do lizy (LT).

3. Doda¢ 200 pl buforu do lizy (AL) do proboéwki do lizy (LT), zamkna¢ wieczko
i wymieszac, wytrzgsajgc pulsacyjnie przez 15 sekund.

Uwaga: Aby zapewni¢ zajscie lizy, istotne jest, by prébka i bufor do lizy (AL) byty
dobrze wymieszane i tworzyly homogenny roztwor.

Uwaga: Ze wzgledu na to, ze bufor do lizy (AL) ma duzg lepkos¢, nalezy upewnic sie,
ze dodano odpowiednig objetos¢ buforu do lizy (AL), przenoszgc go ostroznie przy

uzyciu odpowiedniej pipety.

A Nie dodawac proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu
do lizy (AL).
4. Inkubowac¢ w temperaturze 56°C (£1°C) przez 10 minut (1 minuta).

5. Wirowac¢ probowke do lizy (LT) przez okoto 5 sekund przy petnej predkosci, aby
usungc¢ krople z wnetrza wieczka.
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10.

11.

12.

13.
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. Dodac 200 pl etanolu (96—100%) do probdéwki do lizy (LT), zamkng¢ wieczko

i doktadnie wymieszac, wytrzgsajgc pulsacyjnie przez 215 sekund.

. Wirowac¢ probowke do lizy (LT) przez =5 sekund przy petnej predkosci, aby usungé

wszelkie krople ptynu z wnetrza wieczka.

. Ostroznie nanies¢ caly lizat z kroku 7 na kolumne wiréwkowg QlAamp Mini, uwazajgc,

aby nie zamoczy¢ brzegu. Unika¢ dotykania membrany kolumny wiréwkowej QlAamp
Mini koncowka pipety.
Uwaga: W przypadku przetwarzania kilku prébek nalezy otwierac tylko jedng probowke

do lizy (LT) naraz.

. Zamkng¢ wieczko kolumny wiréwkowej QIAamp Mini i wirowac¢ przy okoto 6000 x g

przez 1 minute. Umiesci¢ kolumne wirébwkowg QlAamp Mini w czystej probéwce do
ptukania (WT) i wyrzuci¢ probéwke zawierajgca przesgcz.

Uwaga: Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez membrane po odwirowaniu przy 6000
x g (8000 rpm), nalezy ponownie odwirowa¢ kolumne przy maksymalnej predkosci (do
20 800 x g) przez 1 minute.

Uwaga: Jesli lizat wcigz nie przeszedt w catosci przez membrane po odwirowaniu, wyrzuci¢
probke i powtorzyc izolacje i oczyszczanie, uzywajgc nowego materiatu probki.

Ostroznie otworzy¢ kolumne wiréwkowg QlAamp Mini i doda¢ 500 pl buforu
ptuczacego 1 (AW1), uwazajgc, aby nie zamoczy¢ brzegu. Unika¢ dotykania
membrany kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncéwka pipety.

Zamkna¢ wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp Mini i wirowa¢ przy okoto 6000 x g
(8000 rpm) przez 1 minute. Umiescic¢ kolumne wirébwkowag QlAamp Mini w czystej
probdéwce do ptukania (WT) i wyrzuci¢ probéwke zawierajgcg przesacz.

Ostroznie otworzy¢ kolumneg wiréwkowg QIAamp Mini i doda¢ 500 pl buforu
ptuczgcego 2 (AW2), uwazajgc, aby nie zamoczy¢ brzegu. Unika¢ dotykania
membrany kolumny wiréwkowej QlAamp Mini koncéwka pipety.

Zamkng¢ wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp Mini i wirowa¢ przy petnej predkosci
(okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez 1 minute. Umiesci¢ kolumne wiréwkowg
QlAamp Mini w czystej probowce do ptukania (WT) i wyrzuci¢ probowke zawierajgca
przesacz.
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14. Wirowac przy petnej predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez 3 minuty w celu
catkowitego osuszenia membrany.

15. Umiesci¢ kolumne wirdwkowg QlAamp Mini w czystej probowce do elucji (ET)
i wyrzuci¢ probowke do ptukania (WT) zawierajgcg przesgcz. Ostroznie otworzy¢
wieczko kolumny wiréwkowej QlAamp Mini i nanies¢ od 50 do 200 pl buforu do elucji
(AE) na srodek membrany. Zamkng¢ wieczko i inkubowa¢ w temperaturze pokojowe;j
(15-25°C) przez 1 minute. Wirowac¢ przy okoto 6000 x g (8000 rpm) przez 1 minute
w celu elucji DNA.

16. Zuzyte probowki, ptytki i odpady nalezy utylizowac zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Zautomatyzowana izolacja genomowego DNA przy uzyciu zestawu
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit

Zautomatyzowang izolacje genomowego DNA nalezy wykonywa¢ za pomocg aparatu
QlIAsymphony przy uzyciu modutu Sample Preparation (SP) w potgczeniu z zestawem
QIlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) zgodnie z instrukcjami podanymi
w dokumencie QIAsymphony DSP DNA Kit — Instrukcja obstugi. W ponizszym opisie
procedury opcje protokotu przeznaczone do uzycia z zestawem ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit zostaty oznaczone symbolem &

W przypadku uzywania aparatu QIAsymphony SP zastosowanie zestawu QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit umozliwia wykonanie zautomatyzowanego oczyszczania DNA z ludzkiej
krwi petnej (za pomocag protokotu Blood_200_V7_DSP (lub nowszej wersji protokotu)
w aparacie QIAsymphony SP).

® Nie jest wymagane przygotowanie wstepne.

® Probowki sg bezposrednio przenoszone do aparatu QIAsymphony SP.

® Oczyszczanie DNA jest wykonywane przy uzyciu czasteczek magnetycznych.

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

° & Objetos¢ krwi petnej, z ktérej ma byc¢ izolowany materiat genetyczny, to 300 pl.

Przygotowanie

® Upewnic¢ sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwac¢ aparat QlAsymphony SP. Zapozna¢ sie

z instrukcjami obstugi dostarczonymi z urzgdzeniem.
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Postepowanie z odczynnikami

® Przed pierwszym uzyciem kasety z odczynnikami sprawdzi¢, czy bufory Buffer QSL1
i Buffer QSB1 nie zawierajg osadu. W razie potrzeby, aby rozpusci¢ osad, nalezy wyjgc
rynienki zawierajgce bufory Buffer QSL1 i Buffer QSB1 z kasety z odczynnikami
i inkubowac je przez 30 minut w temperaturze 37°C, od czasu do czasu wstrzgsajgc.
Upewnic sie, ze rynienki umieszczono ponownie we wiasciwych pozycjach.
W przypadku gdy kaseta z odczynnikami zostata juz przebita, upewni¢ sie, ze rynienki
zamknieto paskami Reuse Seal Strip, a nastepnie inkubowac¢ catg kasete
z odczynnikami w tazni wodnej przez 30 minut w temperaturze 37°C, od czasu do
czasu wstrzgsajac.

@ Unikac energicznego potrzgsania kasetg z odczynnikami (RC). W przeciwnym
wypadku moze doj$¢ do wytworzenia piany, co moze spowodowac problemy z detekcjg

poziomu ptynu.
Konserwacja

o \Wykonanie opcjonalnej konserwacji aparatu QIAsymphony SP nie jest wymagane, ale

jest zdecydowanie zalecane w celu zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

® Przed rozpoczeciem procedury nalezy upewnic sie, ze czasteczki magnetyczne sg
catkowicie zawieszone. Przed pierwszym uzyciem energicznie wytrzgsac¢ rynienke
z czgsteczkami magnetycznymi przez co najmniej 3 minuty.

® Upewni¢ sie, ze na kasecie z odczynnikami umieszczono wieko perforujgce i zdjeto
wieczko rynienki z czgsteczkami magnetycznymi. W przypadku korzystania
z czesciowo zuzytej kasety z odczynnikami, upewnic¢ sie, ze usunieto paski Reuse
Seal Strip.

® Upewni¢ sie, ze probéwki z enzymami sg otwarte.
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Jesli prébki sg oznaczone kodem kreskowym, utozy¢ je w nosniku probéwek tak, aby
kody kreskowe znalazty sie na wprost czytnika kodow kreskowych po lewej stronie
aparatu QlAsymphony SP.

Procedura

36

. Zamkna¢ wszystkie szuflady i pokrywe.

. Wigczy¢ aparat QlAsymphony SP i odczeka¢ do momentu wyswietlenia sig ekranu

~>ample Preparation” (Przygotowanie probki) oraz zakonczenia procedury inicjalizacji.

Uwaga: Przycisk zasilania znajduje sie¢ w lewym dolnym rogu aparatu QIAsymphony SP.

. Zalogowac sie w aparacie.

. Upewnic sie, ze szuflada ,Waste” (Odpady) zostata odpowiednio przygotowana, i wykonaé

skanowanie inwentaryzujgce szuflady ,Waste” (Odpady), w tym zsypu na koncowki
i zbiornika na odpady ptynne. W razie potrzeby wymieni¢ worek na zuzyte koncowki.

. Zaladowac¢ odpowiedni statyw elucji do szuflady ,Eluate” (Eluat).

Wazne: Nie fadowac ptytki 96-dotkowej do gniazda ,Elution slot 4” (Gniazdo eluc;ji 4).
Uzywac wytgcznie gniazda ,Elution slot 17 (Gniazdo elucji 1) z odpowiednim adapterem
chtodzgcym.

Uwaga: W przypadku uzywania ptytki 96-dotkowej nalezy upewni¢ sie, ze plytka jest

w prawidtowej orientacji, gdyz nieprawidtowe umieszczenie ptytki moze spowodowac
pomylenie probek w dalszych analizach.

. Zatadowac¢ odpowiednie kasety z odczynnikami oraz materiaty eksploatacyjne do

szuflady ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty eksploatacyjne).

Uwaga: Upewnic¢ sie, ze koncowki pipety sg prawidtowo zatozone.

. Wykonac¢ skanowanie inwentaryzujgce szuflady ,Reagents and Consumables”

(Odczynniki i materiaty eksploatacyjne).
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8.

10.

A Przenies¢ 300 ul probki krwi petnej, z ktérej bedzie izolowany kwas
nukleinowy, do wolnej od nukleaz mikroprobowki (2,0 ml, typ H) i umiesci¢ probéwke
w adapterze 3b dla probowek o poj. 2 ml na nosniku probéwek. Zatadowaé probowki
do szuflady ,Sample” (Prébka).

. Za pomocg ekranu dotykowego wprowadzi¢ wymagane informacje dla kazdej

przetwarzanej partii probek:

O Sample information (Informacje o prébce): Nalezy zmieni¢ domysiny format probowki.

W tym celu nalezy klikng¢ opcje Select All (Zaznacz wszystkie). Nastepnie wybrac
opcje Sarstedt reference 72.694 z arkusza Tube Insert (Wktad probowkowy).
O Protocol to be run (Protokét, ktéry bedzie wykonywany): Nalezy klikng¢ opcje

Select All (Zaznacz wszystkie). Nastepnie w odpowiedniej kategorii klikng¢ opcje
DNA Blood > Blood_200_V7_DSP (DNA z krwi > protokét Blood_200_V7_DSP)

(lub protokdt w nowszej wersji) dla probki krwi petnej.

O Elution volume and output position (Objetosc¢ elucji i pozycja
wyjsciowa): 100 ul w przypadku protokotu dla krwi petne;j.
Uwaga: Po wprowadzeniu informaciji o partii status zmieni sie¢ z LOADED
(Zatadowano) na QUEUED (W kolejce). Gdy tylko partia zostanie dodana do
kolejki, przycisk Run (Uruchom) stanie sie aktywny.

Rozpoczg¢ reakcje.
10a. Aby rozpoczgc¢ reakcje, klikng¢ opcje Run (Uruchom).
10b. Przeczytac i zatwierdzi¢ wyswietlony komunikat.

Uwaga: Zalecane jest, aby poczeka¢ przy aparacie do czasu, gdy zostanie wykonana

detekcja poziomu ptynu w probéwkach kontroli wewnetrznych, a status nosnika aparatu

QlAsymphony SP zmieni sie na RUNNING (W toku).
Wazne: Nie nalezy wstrzymywac lub zatrzymywac¢ programu podczas przetwarzania
(chyba ze wystgpi sytuacja awaryjna), gdyz spowoduje to oznaczenie probek jako

,unclear” (niejasne).
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12.

13.
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Uwaga: Istnieje mozliwosc¢ tadowania probek w sposéb ciggty i dodawania ich do tego
programu (do momentu zatadowania odczynnikéw).

Klikng¢ opcje Run (Uruchom), aby rozpocza¢ procedure oczyszczania.

Po zakonczeniu wykonywania protokotu status partii zmieni sie z RUNNING (W toku)
na COMPLETED (Ukonczono). Wyciagna¢ statyw elucji zawierajgcy oczyszczone

kwasy nukleinowe z szuflady ,Eluate” (Eluat).

Zalecamy wyciggniecie plytki z eluatem z szuflady ,Eluate” (Eluat) niezwtocznie po
zakonczeniu reakcji. W zaleznosci od temperatury i wilgotnosci eluat znajdujgcy sie na
ptytkach pozostawionych w aparacie QlAsymphony SP po zakonczeniu reakcji moze

ulec skraplaniu lub wyparowaniu.

Uwaga: Zwykle czgsteczki magnetyczne nie sg przenoszone do eluatéw. Jesli eluat

zawiera czarne czgsteczki, mozna je usungé¢ w nastepujgcy sposob:

12a. Przytozyé¢ probéwke zawierajgcg DNA do odpowiedniego separatora
magnetycznego (np. QIAGEN 12-Tube Magnet, nr kat. 36912) do momentu
catkowitego oddzielenia czgsteczek magnetycznych.

12b. Jesli DNA znajduje sie na mikroptytkach, przytozy¢ mikroptytke do odpowiedniego
separatora magnetycznego (np. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, nr kat. 36915)
do momentu catkowitego oddzielenia czgsteczek magnetycznych. Jesli
odpowiedni separator magnetyczny nie jest dostepny, odwirowac probéwke
zawierajgcg DNA przez 1 minute przy petnej predkosci w mikrowiréwce, aby
o0sadzi¢ pozostate czgsteczki magnetyczne.

Wyeksportowac¢ plik wynikowy aparatu QIAsymphony SP: ten raport jest generowany

dla kazdej ptytki elucji.

13a. Wiozy¢ pamie¢ USB do jednego z portéw USB z przodu aparatu QIAsymphony
SP.

13b. Klikng¢ opcje Tools (Narzedzia).

13c. Wybrac opcje File Transfer (Przesytanie plikow).

13d. Na karcie In-/Output Files (Pliki wejsciowe/wyjsciowe) klikng¢ opcje

Results Files > Transfer (Pliki wynikow > Przeslij)
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14.

15.

16.

17.

18.

Nazwa wyeksportowanego pliku powinna mie¢ nastepujgcy format:
rrrr-mm-ddgg:mm:ss_|ld. statywu elucji
Zaznaczy¢ kolumne ,Validity of result” (Wazno$¢ wynikéw) dla kazdej probki w pliku
wynikowym aparatu QlAsymphony SP.
O Valid and unclear status (Statusy wazny i niejasny): Przej$¢ do obszaru
Okreslenie jakosci i ilosciowe oznaczenie DNA.
O Invalid status (Status niewazny): Prébka zostata odrzucona. Powtérzy¢ krok

izolaciji.

Jesli kaseta z odczynnikami jest zuzyta tylko czesciowo, nalezy zamknac jg za pomocg
dostarczonych paskéw Reuse Seal Strip i zamkng¢ probéwki zawierajgce proteinaze
K niezwtocznie po zakonczeniu wykonywania protokotu, aby nie dopusci¢ do
parowania.

Zuzyte probdwki, ptytki i odpady nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Wyczysci¢ aparat QIAsymphony SP.

Postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi konserwacji zawartymi

w podrecznikach uzytkownika dostarczanych z aparatem. Upewni¢ sie, ze ostony
koncowek sg czyszczone regularnie, aby zminimalizowacé ryzyko zanieczyszczenia
krzyzowego.

Zamkng¢ szuflady aparatu i wytgczy¢ aparat QIAsymphony SP.
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Okreslenie jakoéci i ilosciowe oznaczenie DNA

Do skalibrowania spektrofotometru nalezy uzy¢ $lepej proby — buforu ATE lub AE. Uzycie
tych buforéw jest konieczne, poniewaz bufory do elucji stosowane w zestawach do izolacji
genomowego DNA zawierajg Srodek konserwujgcy, azydek sodu, ktory wykazuje
absorbancje przy dtugosci fali 260 nm.

® Stosunek A2s0/A280 musi by¢ 21,7, gdyz mniejszy stosunek zwykle wskazuje na
zanieczyszczenie biatkami lub na obecno$¢ zwigzkéw organicznych, co wyptywa na
krok reakcji PCR.
llos¢ DNA jest okreslana poprzez pomiar gestosci optycznej przy dtugosci fali 260 nm.
Catkowita ilo$¢ oczyszczonego DNA = stezenie x objetos¢ probki w .
Jesli stosunek Aze0/Az2s0 jest nizszy niz 1,7 i/lub jesli stezenie genomowego DNA jest

nizsze niz 10 ng/yl, nie nalezy dalej przetwarzac prébeki.

Normalizacja prébki genomowego DNA

DNA nalezy rozcienczy¢ do stezenia 10 ng/ul w buforze TE dostarczonym w zestawie
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Kazda reakcja PCR wykonywana w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zostata
zoptymalizowana dla 50 ng oczyszczonego genomowego DNA rozciericzonego w objetosci
koncowej probki rownej 5 ul. Do przeprowadzenia reakcji wymaganych do detekgji allelu

zmutowanego oraz allelu typu dzikiego wymaganych jest tgcznie 100 ng na probke.
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Protokot: reakcja gPCR w aparacie Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

® Oznaczenie za pomocg zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit musi by¢ wykonywane
w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager v2.1.

® Do wykonania oznaczenia za pomocg zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wymagane
jest specjalne narzedzie Gamma Plug-in. Narzedzie to mozna pobra¢ ze strony
internetowej firmy QIAGEN: resources.giagen.com/674623. To narzedzie nalezy
zainstalowac na komputerze, na ktérym jest juz zainstalowane oprogramowanie Rotor-
Gene AssayManager v2.1.

® Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wymaga réwniez profilu oznaczenia. Profil
oznaczenia (plik .iap) zawiera wszystkie parametry wymagane do wykonywania cykli
i analizowania oznaczenia qPCR. Mozna go pobra¢ ze strony internetowej firmy
QIAGEN poswigconej zestawowi ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit:
resources.qiagen.com/674623. Profil oznaczenia musi zosta¢ zaimportowany do
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1.

® Przed rozpoczeciem protokotu nalezy zapoznac¢ sie z obstugg aparatu Rotor-Gene
Q MDx. Szczegotowe informacje zawierajg podreczniki uzytkownika aparatu,
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1. oraz narzedzia Gamma Plug-in.

® Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 umozliwia zautomatyzowang
interpretacje wynikéw reakcji PCR. Parametry wykonywania cykli sg zablokowane dla

reakciji.
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Przygotowanie

® Pobrac¢ i zainstalowa¢ oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1. Szczegétowe
informacje zawarto w czesci ,Instalacja oprogramowania podstawowego Rotor-Gene
AssayManager v2.1” na stronie 42.

® Pobrac¢ i zainstalowa¢ narzedzie Gamma plug-in. Szczegoétowe informacje zawarto w czesci
sinstalacja narzedzia Gamma Plug-in i importowanie profilu oznaczenia” na stronie 43.

® Aby zoptymalizowaé uzycie kontroli, wzorcéw oraz mieszanin reakcyjnych, zalecamy
testowanie o$miu probek genomowego DNA w jednym eksperymencie. Szczegotowe
informacje zawarto w czesci ,Przetwarzanie probek w aparacie Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM z rotorem na 72 probowki” na stronie 46.

Instalacja oprogramowania podstawowego Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 musi zostaé zainstalowane na
komputerze podtgczonym do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Mozna je pobrac ze
strony internetowej firmy QIAGEN: resources.giagen.com/674623. Szczego6towe
informacje na temat instalacji oprogramowania podstawowego Rotor-Gene AssayManager
v2.1, wtym informacje na temat wymagan wzgledem komputera, zawiera podrecznik
uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Uwaga: Zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit mozna uzywa¢ pod warunkiem, ze
w oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager v2.1 zaprogramowano odpowiednie
ustawienia konfiguraciji.

Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, dla trybu zamknietego nalezy
zdefiniowa¢ nastepujgce wymagane ustawienia konfiguraciji:

Material number required (Wymagany numer materiatu)

Valid expiry date required (Wymagana wazna data waznosci)

Lot number required (Wymagany numer serii)
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Instalacja narzedzia Gamma Plug-in i importowanie profilu
oznaczenia

Instalacje iimportowanie narzedzia Gamma Plug-in iprofilu oznaczenia opisano
szczegotowo w podrecznikach uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene AssayManager

v2.1 Core Application i narzedzia Gamma Plug-in.

Aby zainstalowa¢ narzedzie Gamma Plug-in

1. Pobra¢ narzedzie Gamma Plug-in i najnowszg wersje profilu oznaczenia ipsogen JAK2
CE IVDR ze strony internetowej firmy QIAGEN.

2. Dwukrotnie klikng¢ plik RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x .msi
(x >0). Postepowac zgodnie z instrukcjami instalaciji.
Szczegodtowy opis tego procesu zawarto w rozdziale dotyczgcym instalowania narzedzi
w podreczniku uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application.

Uwaga: Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, nalezy klikng¢ karte
Settings (Ustawienia) i zaznaczy¢ pola wyboru opcji Material number required
(Wymagany numer materiatu), Valid expiry date required (WWymagana wazna data
waznosci) i Lot number required (Wymagany numer serii) dla trybu zamknietego (sekcja
Work list (Lista zadan)). Jesli nie sg one wigczone (wybrane), klikng¢, aby je wigczyé.

3. Po pomysinym zainstalowaniu narzedzia uzytkownik posiadajgcy uprawnienia
odpowiadajgce roli Administrator dla oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1
powinien zaimportowac¢ profil oznaczenia ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.

Aby zaimportowaé profil oznaczenia ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR

[
1. Klikng¢ ikone = oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1, aby otworzyc¢

oprogramowanie.

2. Zalogowac sie jako uzytkownik z uprawnieniami roli Administrator z wybranym trybem
Closed (Zamkniety) (Ryc. 3).
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Zostanie otwarte okno logowania (Ryc. 4).

Rotor-Gene AssayManager

Password

| |
Mode )
| Closed |v

Ryc. 3. Okno logowania do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager. 1: Tryb Closed (Zamknigty).

Available work lsts | Manage or apply work lists

=) Manually created whrk lists

e I e

Work it name 2% samp... [Assay promes. Rotor type Vorume | Ruther Creation aae Retions

» 20000914_Jax2_|psting 3 a2 b 72l Rotor 25 4| somin woeno 7oe4 | [ ] EX —

[2 3 a4 5 6 rﬂ

Delte seiectea | [ Reweshiist |
E———
FET T - —
Rewsshisl |
[ T R | o [ Vvt

Ryc. 4. Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1. 2: Srodowisko Setup (Ustawienia). Stuzy do tworzenia
list zadan, zarzadzania nimi iich stosowania. 3: Srodowisko Approval (Zatwierdzanie). Umozliwia wyszukiwanie
nieudostepnionych albo cze$ciowo udostgpnionych eksperymentéw, a takze zatwierdzanie dedykowanych probek.
Raporty z eksperymentow 3 tworzone po udostepnieniu probki. 4: Srodowisko Archive (Archiwizacja). Stuzy do
wyszukiwania w petni i czesciowo udostgpnionych eksperymentéw oraz do generowania raportow z eksperymentéw
przy uzyciu wstepnie zdefiniowanych profili raportéw. 5: Srodowisko Service (Konserwacja). Zawiera karty Audit Trail
(Sciezka audytu) iRe-usable Data (Dane do ponownego uzycia). 6: Configuration (Konfiguracja). Stuzy do
dostosowywania ustawien oprogramowania Rotor-Gene AssayManager. 7:lkona Rotor-Gene Q. Umozliwia
zatrzymanie lub zakonczenie reakcji, atakze udostepnienie cyklera po zakonczeniu reakcji (stuzy réwniez do
sprawdzania potgczenia z aparatem).
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. Klikng¢ srodowisko Configuration (Konfiguracja) (Ryc. 4, pole 6) (Ryc. 5, pole 8).
. Klikng¢ karte Assay Profiles (Profile oznaczenia) (Ryc. 5, pole 9).
. Klikng¢ opcje Import (Importuj) (Ryc. 5, pole 10).

o o b~ W

. W oknie dialogowym Select assay profile to import (Wybér profilu oznaczenia do
zaimportowania) wybrac¢ profil oznaczenia ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR. Klikngé¢
opcje Open (Otworz) (Ryc. 5, pole 11).

@ Select assay profile to import

Lockin  [AssayProfies [v) (=

Path
Name Lot modibed

| AP_ipsogen_JAK2 bicod CE_IVDR_V2_0_1.iep _15&!‘1320@42.40

File name Fie type
AP_psogen_JAKZ blood_CE_VDR V2 0_1/ap | [ iap fhes C"am) v

Ryc. 5. Importowanie profilu oznaczenia. 8: Srodowisko Configuration (Konfiguracja), 9: Karta Assay profile (Profil
oznaczenia), 10: Przycisk Import (Importuj), 11: Przycisk Open (Otwoérz).

7. Po pomys$inym zaimportowaniu profilu oznaczenia mozna go uzywac w srodowisku
Setup (Konfiguracja) (Ryc. 4, pole 2).

Uwaga: Nie mozna zaimportowacé tej samej wersji profilu oznaczenia po raz drugi.
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Przetwarzanie probek w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

z rotorem na 72 probdéwki

Aby zoptymalizowa¢ uzycie kontroli, wzorcow oraz mieszanin reakcyjnych, zalecamy

testowanie o$miu prébek genomowego DNA w jednym eksperymencie.

Tabela 3 zawiera liczbe reakcji, ktére mozna wykonaé podczas uzywania rotora na

72 probowki.

Schemat na Ryc. 6 przedstawia przyktadowe ustawienie bloku tadowania oraz rotora w celu

wykonania eksperymentu przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Liczby oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg koncowg pozycje rotora.

Tabela 3. Liczba reakcji wykonywanych w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probéwki

Proébki

Liczba reakcji

Z mieszaning reakcyjna do allelu MT genu JAK2

8 probek genomowego DNA 8
Wozorce ilosciowe allelu MT genu JAK2 (allel zmutowany) 4
Kontrola allelu MT genu JAK2 (allel zmutowany) 1
Kontrola allelu WT genu JAK2 (allel typu dzikiego) 1
Woda do stosowania jako kontrola bez matrycy (NTC) 1
Z mieszaning reakcyjna do allelu WT genu JAK2
8 probek genomowego DNA 8
4

Wzorce ilosciowe allelu WT genu JAK2 (allel typu dzikiego)
Kontrola allelu MT genu JAK2 (allel zmutowany)
Kontrola allelu WT genu JAK2 (allel typu dzikiego)

Woda do stosowania jako kontrola NTC
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Ryc. 6. Ustawienie plytki i rotora dla eksperymentu wykonywanego przy uzyciu zestawu JAK2 RGQ PCR
Kit. WTC: kontrola allelu WT genu JAK2; MTC: kontrola allelu zmutowanego (MT) genu JAK2; WT-QS: wzorce
ilosciowe allelu WT genu JAK2; MT-QS: wzorce iloéciowe allelu MT genu JAK2; S: prébka genomowego DNA; NTC:

kontrola bez matrycy (woda).
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iji Probowki nalezy wtozy¢ do rotora w sposéb przedstawiony na Ryc. 6, poniewaz
zautomatyzowana analiza skonfigurowana w profilu oznaczenia jest oparta na
tym ukfadzie. W przypadku zastosowania innego uktadu zostang uzyskane wyniki

odbiegajgce od normy.

Uwaga: We wszystkich nieuzywanych pozycjach nalezy umiesci¢ puste, zamkniete

zatyczkami probowki w paskach.
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Reakcja gPCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
z rotorem na 72 probdéwki

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury:

o Utworzy¢ liste zadan dla prébek, ktére majg zostac przetworzone.

Aby utworzy¢ liste zadan

1. Wigczy¢ aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Otworzy¢ oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 i zalogowac sie jako

uzytkownik o roli operatora w trybie Closed (Zamkniety) (Ryc. 3, pole 1).

3. Przed rozpoczeciem reakcji sprawdzic, czy aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

zostat prawidtowo wykryty przez oprogramowanie (Ryc. 7).

- Brak potgczenia

Ryc. 7. Stan potaczenia z aparatem Rotor-Gene Q.

(=]

Potaczono

4. Klikng¢ opcje ,,New manual work list” (Nowa reczna lista zadan) w srodowisku Setup

(Konfiguracja) (Ryc. 8, pole 1).

Available work lists | Manage or apply work lists

s camp.. Ascay pronies Rosor trpe

30aan 720 Ror 2541 aamin

[ — o
oz oo |G ERIE] O

fece selecied Refeesh int

v Automatically generated work ists

Worn kst rame 4[#samp. [ Mssay profies | Rotor type Volume | Author

Delete selecied

o0

:
e~

Ryc. 8. Tworzenie listy zadan. 1: Przycisk przeznaczony do tworzenia nowej listy zadan.
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5. Wybrac profil oznaczenia ,,ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR?” z listy dostepnych profili

oznaczen w kroku ,Assay” (Oznaczenie) (Ryc. 9, pole 2).

e e

| Avaiabio s protace | Solectadassay protios

raser s e S [renr s o s et e e T T
Kitintormaton | |esogen JAKz_beon GENVOR 201 14 | |ipeosen_anz e c2_ o wan o [ @
o =
e

P—
5
2570 oy oot sy Proties
=== = T =

@ Closed Moce . o

Ryc. 9. Tworzenie listy zadan — wybér profilu oznaczenia. 2: Dostepne profile oznaczen. 3: Przenoszenie

profilu oznaczenia na liste zadan. 4: Wprowadzanie liczby prébek.

6. Klikng¢ przycisk ,,>”, aby przenie$¢ wybrany profil oznaczenia na liste ,,Selected

assay profiles” (Wybrane profile oznaczen) (Ryc. 9, pole 3). Profil oznaczenia

powinien zostac¢ teraz wyswietlony na liscie ,,Selected assay profiles” (Wybrane

profile oznaczen).

7. Wprowadzi¢ liczbe prébek w odpowiednim polu (Ryc. 9, pole 4).

8. Klikng¢ krok ,Kit information” (Informacje o zestawie) i recznie wprowadzi¢ nastepujgce

50

informacje o zestawie do detekcji genu JAK2, wydrukowane na wieczku pudetka:

(@)
(@)
(@)

Material number (Numer materiatu): 1120216 (Ryc. 10, pole 6)

Wazna data waznosci (Ryc. 10, pole 7)

Lot number (Numer serii) (Ryc. 10, pole 8)

Uwaga: Mozna rowniez wprowadzi¢ lub zeskanowac kod kreskowy zestawu
(Ryc. 10, pole 5).
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Uwaga: Wszystkie pola muszg zosta¢ uzupetnione. Po wprowadzeniu

prawidtowych informacji do pola zostanie ono podswietlone na niebiesko (tj. po

wprowadzeniu daty waznosci wskazujgcej, ze zestaw nie jest przeterminowany,

prawidlowego numeru materiatu oraz prawidtowego numeru serii).

Kit information

(0 Use kit bar code
(® Enter kit information manusily

Samples

Properties Kit information

Kit bar code

Material number

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR I

Kit expiry date

o

| 120216

Lot number
10795318

==

Ryc. 10. Tworzenie listy zadan — wprowadzanie informacji o zestawie. 5: Kit bar code (Kod kreskowy

zestawu) (moze zosta¢ zeskanowany lub wprowadzony recznie; po wprowadzeniu kodu kreskowego pozostate

pola zostang uzupetnione automatycznie). 6: Material number (Numer materiatu). 7: Kit expiry date (Data

waznosci zestawu). 8: Lot number (Numer serii). Te informacje sg dostgpne na opakowaniu zestawu.

9. Klikng¢ krok ,Samples” (Prébki).

Zostanie wyswietlona lista zawierajgca szczegoty dotyczgce probek. Lista przedstawia

oczekiwany uktad rotora.

10.

Wprowadzi¢ na liste numery identyfikacyjne (identification number, ID) probek (Ryc. 11,

pole 9) i wprowadzi¢ wszelkie opcjonalne informacje o probkach (Ryc. 11, pole 10) jako

komentarz do kazdej prébki.
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Create work list | Edit samples.
- [rep—
Pos. Styw  Samps 0 Satus sample type Targets. Assay Sample sommint N
it nformation 2 FANLMT FEXMT
I —"as as FAM_WT, HEX_WT b
e ozl
sw—om os FaM_WT MBWT b
Propertes 1 & FAM_MT, HEX_NT
T — s oS FAM_WT, HEX_WT Fe-ny
. P
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Ryc. 11. Tworzenie listy zadan — wprowadzanie informacji o prébce. 9: Sample ID (Id. prébki). 10: Sample
comment (Komentarz do prébki) (opcjonalne)

11. Klikng¢ krok ,Properties” (Witasciwosci). Wprowadzi¢ nazwe listy zadan (Ryc. 12,

pole 11).

12. Zaznaczy¢ pole wyboru ,,work list is complete (can be applied)” (ukonczono
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tworzenie listy zadan (lista moze zosta¢ zastosowana)) (Ryc. 12, pole 12).

Create work list | Edit properties
Assays Properties Messages
[r— The work st i ready to b appled.
Kilomsion | "5 e WG RS PR RS DeRGRRODT @
e etautt nams
Propeties > |
Bl eattie  [Plwon st i compiet (:an be sopted
e
Lt modifed
Lastaspted
Externa crder 10
e e ] |

Ryc. 12. Tworzenie listy zadan — wtasciwosci. 11: Work list name (Nazwa listy zadan). 12: Zaznaczona
opcja ,work list is complete (can be applied)” (ukorczono tworzenie listy zadan (lista moze zosta¢

zastosowana)). 13: Zaznaczenie pola wyboru ,is editable” (jest dostepna do edycji) nalezy usungé wytacznie
w przypadku, gdy lista zadan nie powinna by¢ zmieniana.
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13.
14.

Uwaga: Zaznaczenie pola wyboru ,is editable” (jest dostepna do edycji)

(Ryc. 12, pole 13) definiuje czy lista zadan jest nadal dostepna do edyc;ji. Jesli lista
zadan ma zastosowanie i nie powinna by¢ zmieniana po wykonanym cyklu, nalezy
usungc¢ zaznaczenie pola wyboru is editable (jest dostepna do edyc;ji).

Zapisac liste zadan.

Liste zadan mozna wydrukowa¢, gdyz moze ona utatwi¢ przygotowanie i konfiguracje
reakcji gPCR. Aby wydrukowac liste zadan, nalezy klikng¢ opcje ,,Print work list”
(Drukuj liste zadan). Szczegdty dotyczace probek stanowig czes¢ tej listy zadan.
Uwaga: Liste zadan mozna zapisac i uzy¢ jej w pézniejszych oznaczeniach albo mozna
jg utworzy¢ po zatadowaniu eksperymentu w aparacie i zastosowac jg bezposrednio dla

tego eksperymentu.

Procedura

Konfiguracja eksperymentu z wykorzystaniem reakcji qPCR

1.

Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki z wyjatkiem polimerazy DNA Taq, ktéra musi
by¢ przechowywana w zamrazarce, gdy nie jest uzywana. Umiesci¢ probowki

zawierajgce sktadniki na lodzie w celu ich rozmrozenia.

Wazne: Aby unikng¢ rozktadu materiatu, krok rozmrazania nie powinien trwac dtuzej niz

30 minut.

. Wyczysci¢ obszar roboczy przeznaczony do przygotowywania mieszaniny do reakcji

PCR, aby unikng¢ zanieczyszczenia matrycg lub nukleazami.

. Przed uzyciem delikatnie wymiesza¢ zawarto$¢ probéwek z wzorcami, kontrolami

i mieszaninami reakcyjnymi, odwracajgc probowki 10 razy i krétko odwirowujac.

. Przygotowa¢ mieszaniny Master Mix do reakcji qPCR zgodnie z ponizszym opisem,

w ilosci odpowiedniej do liczby przetwarzanych probek.
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Uwaga: Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

W Tabeli 4 i Tabeli 5 opisano schemat pipetowania podczas przygotowywania jednej

mieszaniny odczynnika MT i jednej mieszaniny odczynnika WT, obliczony w taki

sposob, aby koncowe objetosci reakcyjne wynosity 25 pl. Aby skompensowacé btedy

pipetowania i umozliwi¢ przygotowanie 8 prébek oraz kontroli, uwzgledniono

dodatkowe objetosci.

Tabela 4. Przygotowanie mieszanin Master Mix do reakcji qPCR w celu wykrycia sekwencji allelu MT genu

JAK2

Sktadnik

1 reakcja (pl)

15 reakc;ji + 1* (pl) Stezenie koncowe

Mieszanina reakcyjna do

1
allelu MT genu JAK2 198 3168 x
Polimeraza DNA Taq 0,2 3.2 1x
Prébka (dodawana . _
w kroku 6) 5 5 na kazdag

Catkowita objetos¢ 25 25 na kazda -

* Uwzgledniono dodatkowg objeto$¢ reakcyjng jako objeto$¢ martwa.

Tabela 5. Przygotowanie mieszanin Master Mix do reakcji gPCR w celu wykrycia sekwencji allelu WT genu

JAK2

Sktadnik

1 reakcja (ul)

15 reakc;ji + 1* (pl) Stezenie koncowe

Mieszanina reakcyjna do

1
allelu WT genu JAK2 1938 3168 X
Polimeraza DNA Taq 0,2 3,2 1x
Prébka (dodawana . _
w kroku 6) 5 5 na kazda
Catkowita objetos¢ 25 25 na kazdg -

* Uwzgledniono dodatkowg objeto$¢ reakcyjng jako objeto$é martwa.

Wazne: Wytrzgsac i krotko odwirowaé mieszanine do reakcji gPCR przed dodaniem

po 20 ul do poszczegolnych probowek w pasku.

5. Dodac¢ kontrole bez matrycy (NTC) w postaci wody do odpowiednich probowek,

a nastepnie zamkng¢ probowki.

54

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022



6. Wazne: Wytrzasa¢ i krotko odwirowaé DNA (probki genomowego DNA oraz wzorzec

QS i kontrole). Nastepnie dodac 5 pyl materiatu, ktéry ma zosta¢ oznaczony ilosciowo,

do odpowiedniej probéwki w pasku, aby uzyskac catkowitg objetos¢ 25 pul. Delikatnie

wymieszac, pipetujgc w gore i w dot.

Uwaga: Nalezy zwrdéci¢ uwage na to, aby zmienia¢ koncoéwki pomiedzy

poszczegdlnymi proboéwkami, aby unikng¢ zanieczyszczenia nieswoistg matrycg lub

mieszaning reakcyjna, a co za tym idzie, falszywie pozytywnych wynikéw. Najpierw

nalezy dodawac¢ badane probki, a nastepnie wzorce i kontrole.

7. Aby unikng¢ degradacji materiatdéw, nalezy przenie$¢ wszystkie sktadniki zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit do zamrazarki.

Rozpoczynanie reakcji

1. Przygotowac aparat Rotor-Gene Q MDx i rozpoczgc¢ reakcje zgodnie z ponizszymi

instrukcjami.

1a.
1b.

1c.
1d.

1e.

Umiescic rotor z 72 otworami w uchwycie rotora Rotor-Gene Q MDx.

Zatadowac probowki w paskach do rotora, wktadajgc je do przypisanych im
pozycji, poczawszy od pozycji 1, jak przedstawiono na Ryc. 6 (strona 47). We
wszystkich nieuzywanych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki w paskach,
zamkniete zatyczkami.

Uwaga: Nalezy upewni¢ sie, ze pierwsza probowka zostata umieszczona

w pozycji 1, a probodwki w paskach sg umieszczone w prawidtowej orientac;ji

i pozycjach, tak jak przedstawia to Ryc. 6.

Zamocowac pierscien blokujacy.

Zatadowac rotor z pierscieniem blokujgcym do aparatu Rotor-Gene Q MDx,

a nastepnie zamkngc¢ pokrywe aparatu.

W oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager v2.1 wybra¢ odpowiednig liste zadan
z menedzera listy zadan, a nastepnie klikng¢ opcje ,,Apply” (Zastosuj) (Ryc. 13, pole
14) lub, jesli lista zadan jest wcigz otwarta, klikng¢ opcje ,,Apply” (Zastosuj).
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‘ Available worklists | Manage or apply worklists |

) Manualy created work lists
Unprocessed | Processed m
Volume | Author Creston aate

o etons o
osmnoo 1514|1218 A 3

Work st name Az samp..[Assay profies Rotortype

YYMMDD_psogen-JAK2-RGO-PCR.Ki_DemoRund01 | p 72-Wea Rotor 254 semin

Ryc. 13. Konfiguracja reakcji — wybor listy zadan. 14: Przycisk Apply (Zastosuj).

Uwaga: Jesli nie utworzono listy zadan przeznaczonej do wykonania eksperymentu,
przed przejsciem dalej nalezy zalogowac sie do oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager v2.1 i wykonaé¢ czynnosci przedstawione w czesci ,Aby utworzyc¢ liste
zadan” na stronie 49.

® \Wprowadzi¢ nazwe eksperymentu (Ryc. 14, pole 15).

® Wybrac cykler, ktéry ma zostac uzyty, z listy ,,Cycler selection” (Wyboér
cyklera) (Ryc. 14, pole 16).

® Upewnic sie, ze pierécien blokujgcy jest prawidtowo zamocowany, a nastepnie
potwierdzi¢ na ekranie, ze zamocowano pierscien blokujacy (Ryc. 14, pole 17).

® Kilikngc¢ opcje ,,Start run” (Rozpocznij reakcje) (Ryc. 14, pole 18).
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Apply work list "YYMMDOD_ipsogen-JAK2-RGQ-PCR-Kit_DemoRun001" 17
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Ryc. 14. Konfiguracja reakcji — ustawienia reakcji. 15: Experiment name (Nazwa eksperymentu). 16: Cycler

selection (Wybor cyklera). 17: Sprawdzenie i potwierdzenie, ze zatozono pierscien blokujacy. 18: Przycisk Start

run (Rozpocznij reakcje).

1f. Reakcja PCR JAK2 RGQ powinna sie rozpocza€.
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Zakonczenie reakcji oraz udostepnianie i zatwierdzanie wynikow reakcji

1. Po zakonczeniu reakcji nalezy klikng¢ opcje ,,Finish run” (Zakoncz reakcje).

Uwaga: Eksperyment nie zostanie zapisany w wewnetrznej bazie danych dopoki ten

krok nie zostanie zakonczony.

Uwaga: Analiza danych uzyskanych w toku akwizycji jest wykonywana automatycznie

w zaleznos$ci od narzedzia odpowiadajgcego profilowi oznaczenia oraz zgodnie

z regutami i warto$ciami parametrow, jakie definiuje profil oznaczenia.

2. Udostepnic¢ i zatwierdzi¢ wyniki reakciji.

O W przypadku zalogowanych uzytkownikéw o roli Approver (Osoba zatwierdzajgca)
nalezy kliknag¢ opcje ,,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do
zatwierdzania).

O W przypadku zalogowanych uzytkownikéw o roli Operator nalezy klikng¢ opcje
»Release” (Udostepnij).

Uwaga: Opis funkcji ogélnych srodowiska Approval (Zatwierdzanie) jest dostepny
w podreczniku uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

3. Udostepni¢ wyniki.

O Po kliknieciu opcji ,,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do
zatwierdzania) wyniki eksperymentu zostang wyswietlone w srodowisku ,Approval’
(Zatwierdzanie).

O Po kliknieciu opcji ,,Release” (Udostepnij) uzytkownik o roli ,Approver” (Osoba
zatwierdzajgca) musi zalogowac sie do oprogramowania i wybra¢ srodowisko

LApproval” (Zatwierdzanie).

® Zastosowac opcje filtrowania (Ryc. 15, pole 19), aby wybra¢ eksperyment do
zatwierdzenia (Ryc. 15, pole 20). Nastepnie klikng¢ opcje ,,Apply” (Zastosuj)
(Ryc. 15, pole 21).
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Ryc. 15. Zatwierdzanie reakcji — wybor eksperymentu. 19: Filter options (Opcje filtrowania). 20: Assay
Selection (Wybdr oznaczenia). 21: Przycisk ,Start approval” (Rozpocznij zatwierdzanie).

® Zostanie wyswietlony ponizszy alert AUDAS (Automatyczne skanowanie danych)
(Ryc. 16). W czesci ,Wykresy i informacje” nalezy recznie sprawdzi¢ wykresy
fluorescencji sekwencji docelowych sondy z barwnikiem HEX pod katem

nieprawidtowosci (np. pikéw spowodowanych btedami zwigzanymi ze sprzetem).

@ Release in Closed mode

described above and reject problematic

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

Manually check every curve of the targets

samples.

[

Ryc. 16. Alert AUDAS.
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Ryc. 17.

Uwaga: Krzywe uzyskane dla sekwencji docelowych sondy z barwnikiem HEX
kontroli wewnetrznej nie majg typowych ksztattéw sigmoidalnych (takich jak
przyktadowe krzywe na Ryc. 17) i nalezy je traktowac jako wazne krzywe.

Nalezy zauwazy¢, ze wszystkie inne kryteria waznosci kontroli wewnetrznej (np.

punkty odciecia Ct) sg automatycznie sprawdzane przez oprogramowanie.

o | HEX WT

Znorm. Fiuore.

Krzywe uzyskane dla sondy z barwnikiem HEX kontroli wewnetrznej.

Wyniki prébek badanych sg automatycznie analizowane przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager v2.1, ale muszg zostac zatwierdzone i udostepnione
przez zalogowanego uzytkownika o roli osoby zatwierdzajgcej. Na poczatku
wszystkie probki badane z zakorhczonego eksperymentu majg status ,Undefined”
(Niezdefiniowany). Na koncu wiersza wynikéw probek, ktére oczekujg na
zatwierdzenie, widoczne sg trzy przyciski zatwierdzenia. Przyciski te stuzg do
interaktywnego zatwierdzania lub odrzucania wynikéw prébek (Ryc. 18 i Ryc. 19).
Uwaga: Probka, dla ktérej oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1
zgtosito wynik ,INVALID” (Niewazny) nie moze zosta¢ ponownie przypisana

z wynikiem ,VALID” (Wazny), nawet jesli wynik prébki zostat odrzucony.
Uwaga: Probke nalezy odrzucic, jesli uzytkownik nie zgadza sig z uzyskanym
dla niej wynikiem i chciatby jg przetestowac ponownie (np. jesli wystagpity
nieprawidtowosci w krzywych uzyskanych dla sekwencji docelowych sondy

z barwnikiem HEX kontroli wewnetrznej).
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® Nalezy przejrze¢ wyniki (Ryc. 19, pole 22) i klikng¢ opcje,,Release/Report
data” (Udostepnij/raportuj dane) (Ryc. 19, pole 23).

Kolor tta Status probki
badanej

O 0l® Niezdefiniowany

Blo o Zaakceptowana

OE o Odrzucona

Ryc. 18. Definicja statusu zatwierdzenia prébki.

| [ s poroge

B ClosedMade

Ryc. 19. Udostepnianie i raportowanie danych. 22: Przyciski zatwierdzania prébek (do zatwierdzania (‘/)

lub odrzucania (¥) wynikdéw poszczegodinych probek). 23: Przycisk udostepniania i raportowania danych.

® \Wprowadzi¢ hasto, jesli jest wymagane, a nastepnie zaznaczy¢ pole wyboru
,»Create report” i klikng¢ przycisk ,,OK” (Ryc. 20, pola 24 i 25). Raport zostanie
wygenerowany w formacie .pdf i bedzie automatycznie przechowywany we
wstepnie zdefiniowanym folderze.
Domyslna sciezka folderu to:
C: > Users (Uzytkownicy) > Public (Publiczne) > Documents (Dokumenty)
> QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Eksport) > Reports
(Raporty)
Uwaga: Sciezke i folder mozna zmieni¢ w $rodowisku Configuration
(Konfiguracja).
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® W tym samym czasie automatycznie tworzony jest plik LIMS, ktéry nastepnie jest
przechowywany we wstepnie zdefiniowanym folderze. Domysina $ciezka folderu to:
C: > Users (Uzytkownicy) > Public (Publiczne) > Documents (Dokumenty)
> QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Eksport) > LIMS.
Uwaga: Sciezke i folder mozna zmienié w srodowisku ,Configuration”
(Konfiguracja).

® Nalezy zamkng¢ plik pdf i powrdci¢ do oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager. Po wyswietleniu monitu klikngé przycisk ,,OK” (Ryc. 20, pole 26).

@ Status of release.
[ create repen

Easseord The release was performed successfully.
24 —’-lumuu | (2270169)
Messages The LIMS output was saved. (2270171}

The report ‘200923 _ipsogen-JAK2_RGQ_

After release. the approval state of data . - -

cannct be changed. (2270158) testl_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.pdf' was
stored in the folder ‘C:\Documents\
QIAGEN\Rotor-GeneAssayManager)
Exports\Reports’. (2270172)

[25 > priCe

Ryc. 20. Udostepnianie i raportowanie danych. 24: Hasto uzytkownika. 25-26: Aby wybrac, nalezy nacisngé
przycisk OK.

® Po wprowadzeniu hasta uzytkownika zostanie wygenerowany i otwarty raport
w formacie PDF. Nalezy zamkna¢ raport w formacie PDF. Plik LIMS zostanie
automatycznie wygenerowany, a nastepnie zostanie wyswietlone oswiadczenie
o udostepnianiu. Klikng¢ przycisk ,,OK”. Oznaczenie zostanie w catosci
udostepnione. Klikng¢ przycisk ,,OK”, aby przej$¢ do srodowiska ,Archive”
(Archiwizacja).

® Kilikngc¢ karte ,Archive” (Archiwizacja), aby wyeksportowac plik .rex
odpowiadajgcy danym surowym. Wyszuka¢ odpowiedni eksperyment przy
uzyciu opcji filtrowania (Ryc. 21, pola 27 i 28), a nastepnie klikng¢ opcje ,,Show
assays” (Wyswietl oznaczenia) (Ryc. 21, pole 29).
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Ryc. 21. Srodowisko Archive (Archiwizacja). 27: Filter options (Opgje filtrowania). 28: Assay Selection
(Wybor oznaczenia). 29: Przycisk wys$wietlania oznaczen.

® \Wyniki eksperymentu zostang wyswietlone. W prawym dolnym rogu ekranu wybrac

»-rex-file” jako typ eksportowanego pliku. Klikng¢ opcje ,,Export” (Eksportu;j). Klikngé
przycisk ,,OK”, aby zapisac plik. Oprogramowanie automatycznie zapisuje plik .rex
w nastepujgcym wstepnie zdefiniowanym folderze: C: > Users (Uzytkownicy)

> Public (Publiczne) > Documents (Dokumenty ) > QIAGEN > Rotor-Gene
AssayManager > Export (Eksport) > Experiments (Eksperymenty).

Uwaga: Te Sciezke i folder mozna zmieni¢ na karcie ,Specify the .rex file export
destination” (Okresl docelowy folder do eksportu pliku .rex).

Uwaga: Do rozwigzywania probleméw wymagany jest pakiet wsparcia z reakgji.
Pakiety wsparcia mozna wygenerowac ze srodowiska zatwierdzania lub
archiwizacji (podrecznik uzytkownika oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application, cze$¢ ,Rozwigzywanie probleméw”,
»Tworzenie pakietu wsparcia”). Ponadto moze okazac sie przydatna $ciezka
audytu z czasu wystapienia zdarzenia (+1 dzien). Sciezke audytu mozna
uzyska¢ w srodowisku Service (Konserwacja) (Podrecznik uzytkownika aplikacji
podstawowej Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application, cze$¢ 1.5.5.5).

4. Roztadowa¢ aparat Rotor-Gene Q MDx i usung¢ probowki w paskach zgodnie
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z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Interpretacja wynikow
Analiza jest w petni zautomatyzowana.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 najpierw* analizuje krzywe amplifikacji
i moze uniewazni¢ krzywe, ktére nie spetniajg wymagan, na podstawie ich ksztattu

i amplitudy szumu. W takim przypadku do uniewaznionej krzywej zostanie przypisana flaga.
Nastepnie oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1 analizuje kontrole reakcji:

® NTC: Kontrola NTC jest sprawdzana pod katem braku swoistej amplifikacji
(allelu WT JAK2 i MT JAK2).

o Kontrole QS WT i MT: Walidacja wzorcéw ilosciowych opiera sie na wartosci R?

i wartosciach nachylenia kazdej krzywej wzorcowe;j.

e WTC: Calkowita liczba kopii (total copy number, TCN) genu JAK2 musi by¢
wystarczajgco wysoka, aby mozliwa byta interpretacja tej kontroli. W takim przypadku
zostanie obliczony odsetek mutacji genu JAK2. Ta kontrola reakgciji jest walidowana,
jesli zgodnie z testem uzyskano status ,WT".

e MTC: Catkowita liczba kopii genu JAK2 musi by¢ wystarczajgco wysoka, aby mozliwa
byta interpretacja tej kontroli. W takim przypadku zostanie obliczony odsetek mutacji
genu JAK2. Ta kontrola reakc;ji jest walidowana, jesli status dla mutacji genu JAK2 jest

wysoko pozytywny.

Amplifikacja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) musi zaj$¢ we wszystkich dotkach
zawierajgcych kontrole i wzorce ilosciowe, a jej intensywnos$¢ musi miesci¢ sie we wstepnie
zdefiniowanym zakresie dla kontroli.

* Opcja wigczona tylko dla sekwencji docelowych sondy z barwnikiem FAM.
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Uwaga: Raport generowany na koncu reakcji zawiera wyniki uzyskane dla kontroli reakcji.

Wszystkie nieprawidlowe dane zostang powigzane z flagami uniewazniajgcymi (Tabela 6).

Jesli wynik uzyskany dla jakiejkolwiek kontroli reakcji nie jest zgodny z wynikiem
oczekiwanym, zostanie uzyta flaga ,ASSAY_INVALID”. Jedli ta flaga jest zaznaczona,

nalezy uznac reakcje za niewazng i ponownie wykonac¢ eksperyment.

Jesli wszystkie kontrole reakcji spetniajg wymagania, oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager v2.1 analizuje badane probki.

o Amplifikacja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) musi zaj$¢ we wszystkich
dotkach zawierajgcych probki, a jej intensywno$¢é musi miesci¢ sie we wstepnie
zdefiniowanym zakresie.

® L 3gczna liczba kopii w danej prébce musi by¢ wystarczajgco wysoka, aby mozliwa byta
interpretacja wynikow.

o Odsetek mutacji genu JAK2 zostanie obliczony, a nastepnie zostanie wyswietlony
wynik. Kazda probéwka (WT i MT) musi da¢ wartos¢ CT, aby oprogramowanie Rotor-
Gene AssayManager v2.1 mogto zatwierdzi¢ prébke i okresli¢ odpowiadajacy jej wynik
jako wazny.

Uwaga: Jesli wyniki przetestowanych kontroli i probek sg wazne, w raporcie dla kazdej
probki bedzie widoczna liczba kopii i odsetek mutaciji.

® Tabela 6 przedstawia flagi uniewazniajgce probki, ktére mogg zosta¢ przypisane do
poszczegdlnych probéwek podczas analizy wykonywanej przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager v2.1, wraz z objasnieniami znaczenia poszczegdlnych flag.

® Tabela 7 (strona 69) przedstawia ostrzegawcze flagi probek i opis warunkow.
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Tabela 6. Uniewazniajace flagi probek i opis warunkow

Flaga

Opis

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)

Oznaczenie jest okre$lone jako niewazne, gdyz analiza zakonczyta sie
niepowodzeniem. Nalezy skontaktowa¢ sie z serwisem technicznym
firmy QIAGEN.

Oznaczenie jest niewazne, poniewaz co najmniej jedna kontrola
zewnetrzna jest niewazna.

Warto$¢ docelowa uzyta do obliczenia danej wartosci docelowe;j jest
niewazna.

Krzywa amplifikacji danych surowych ma ksztatt odbiegajgcy od ksztattu
oczekiwanego dla tego oznaczenia. Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo uzyskania nieprawidtowych wynikéw lub btednej
interpretacji wynikow.

Krzywa amplifikacji danych surowych ma ksztatt ,réwnego
wybrzuszenia”, ktéry odbiega od ksztattu oczekiwanego dla tego
oznaczenia. Istnieje wysokie prawdopodobienstwo uzyskania
nieprawidtowych wynikéw lub btednej interpretacji wynikéw (np.
okreslenia nieprawidtowej wartosci Cr).

Obliczenie danej wartosci docelowej zakonczyto sig¢ niepowodzeniem.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola zmutowanego allelu
z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola zmutowanego allelu
z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probéwce, co kontrola zmutowanego allelu z mieszaning reakcyjng
mutanta.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probéwce, co kontrola zmutowanego allelu z mieszaning reakcyjng allelu
typu dzikiego.

Liczba kopii dla kontroli zmutowanego allelu jest zbyt niska.
Odsetek mutacji kontroli zmutowanego allelu jest zbyt niski.
Brak liczby kopii dla kontroli zmutowanego allelu.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli zmutowanego allelu
z mieszaning reakcyjng mutanta.

Dalsza cze$c¢ tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 6. Flagi uniewazniajace probki i opis warunkéw (ciag dalszy)

Flaga

Opis

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

66

Brak wartosci dla odsetka mutacji kontroli zmutowanego allelu.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
zmutowanego allelu z mieszaning reakcyjna allelu zmutowanego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
zmutowanego allelu z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Krzywa amplifikacji przecina linie progu wiecej niz jeden raz. Nie
mozna wyznaczy¢ jednoznacznej wartosci Cr.

Nie odnaleziono wstepnej linii podstawowej. Nie mozna wykonac
dalszych analiz.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola bez matrycy
z mieszaning reakcyjng mutanta.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola bez matrycy
z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Brak wykrywalnej wartosci Ct dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probdéwce, co kontrola bez matrycy z mieszaning reakcyjng mutanta.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probdéwce, co kontrola bez matrycy z mieszaning reakcyjng allelu
typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola bez matrycy

z mieszaning reakcyjng mutanta.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola bez matrycy

z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Wykryto warto$¢ Cr w kontroli bez matrycy.

Inna wartos¢ docelowa dla tej samej probki jest niewazna.

Stezenie obliczone dla danej probki wykracza poza limit techniczny.

Dalsza czes¢ tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 6. Flagi uniewazniajace probki i opis warunkéw (ciag dalszy)

Flaga

Opis

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

QS_IC_NO_CT (WT)

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

QS_NO_CT (WT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

Przekroczono gérny limit nachylenia mutanta.
Przekroczono gérny limit nachylenia allelu typu dzikiego.

Brak wykrywalnej warto$ci Ct dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probdéwce, co przynajmniej jeden wzorzec ilosciowy allelu
zmutowanego.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej samej
probdéwce, co przynajmniej jeden wzorzec ilosciowy allelu typu
dzikiego.

Nie osiggnigto dolnego limitu nachylenia mutanta.
Nie osiggnieto dolnego limitu nachylenia allelu typu dzikiego.
Nie osiggnieto dolnego limitu warto$ci R? mutanta.
Nie osiggnigto dolnego limitu wartosci R? allelu typu dzikiego.

Brak wykrywalnej wartosci Ct dla co najmniej jednego wzorca
ilosciowego mutanta.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla co najmniej jednego wzorca
ilosciowego allelu typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla co
najmniej jednego wzorca ilosciowego allelu zmutowanego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla co
najmniej jednego wzorca ilosciowego allelu typu dzikiego.

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne z powodu problemu
z cyklerem lub potgczeniem z cyklerem.

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne z powodu recznego
zatrzymania reakgji.

tgczna liczba kopii dla badanej prébki jest zbyt niska.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla kontroli
wewnetrznej w tej samej probéwce, co probka badana z mieszaning
reakcyjng mutanta.

Dalsza cze$c¢ tabeli na nastepne;j stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Flaga

Tabela 6. Flagi uniewazniajace probki i opis warunkéw (ciag dalszy)

Opis

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT

SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE
SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT IC_NO_CT

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT
STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w tej samej probdwce, co probka badana
z mieszaning reakcyjng mutanta.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej
samej probéwce, co probka badana z mieszaning reakcyjng
mutanta.

Brak liczby kopii dla prébki badane;j.
Brak wartosci dla odsetka mutacji probki badane;j.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
probki badanej z mieszaning reakcyjng allelu zmutowanego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
probki badanej z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w tej samej probdwce, co probka badana
z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w tej samej probéwce, co probka badana
z mieszaning reakcyjng allelu typu dzikiego.

Brak wykrywalnej warto$ci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej
samej probéwce, co prébka badana z mieszaning reakcyjng
allelu typu dzikiego.

Dane surowe fluorescencji sg silnie nasycone przed punktem
przegiecia krzywej amplifikacji.

Wykryto pik na krzywej amplifikacji blisko wartosci Cr.

Na krzywej amplifikacji wykryto stromo rosngca linie
podstawowa dla surowych danych fluorescenc;ji.

Na krzywej amplifikacji wykryto silny spadek linii podstawowej
dla surowych danych fluorescencji.
Poza fazg wzrostu krzywej amplifikacji wykryto silny szum.

Dalsza cze$c¢ tabeli na nastepne;j stronie

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022



Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 6. Flagi uniewazniajace probki i opis warunkéw (ciag dalszy)

Flaga

Opis

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)

W fazie wzrostu (fazie wyktadniczej) krzywej amplifikacji
wykryto silny szum.

Na krzywej amplifikacji wykryto falistg lini¢ podstawowa dla
surowych danych fluorescencji.

Odsetek mutaciji kontroli allelu typu dzikiego jest zbyt wysoki.

Wykryta warto$¢ Cr jest wyzsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola allelu
typu dzikiego z mieszaning reakcyjng mutanta.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli wewnetrznej w tej samej probéwce, co kontrola allelu
typu dzikiego z mieszaning reakcyjng mutanta.

Brak wykrywalnej warto$ci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej
samej probéwce, co kontrola allelu typu dzikiego z mieszaning
reakcyjng mutanta.

Brak wykrywalnej wartosci Cr dla kontroli wewnetrznej w tej
samej probowce, co kontrola allelu typu dzikiego z mieszaning
reakcyjng allelu typu dzikiego.

Brak liczby kopii dla kontroli allelu typu dzikiego.
Brak wartosci dla odsetka mutaciji kontroli allelu typu dzikiego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz warto$¢ oczekiwana dla
kontroli allelu typu dzikiego z mieszaning reakcyjng allelu
zmutowanego.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz oczekiwana warto$¢ dla
kontroli allelu typu dzikiego z mieszaning reakcyjna allelu typu
dzikiego.

Tabela 7. Ostrzegawcze flagi probek i opis warunkow

Flaga

Opis

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY
SPIKE

Procentowa zmiana fluorescenciji dla tej prébki wzgledem
probdéwki o najwigkszej zmianie fluorescenciji jest nizsza niz
okreslony limit.

Wydajnos$¢ reakciji dla tej probki nie osiggneta okreslonego limitu.

W surowych danych fluorescencji wykryto pik na krzywej
amplifikacji, ale jest on poza regionem, w ktérym okreslono
wartosc¢ Cr.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022

69



Ograniczenia

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

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

biologii molekularne;j.

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit nie jest wyrobem umozliwiajgcym wykonanie w petni
zautomatyzowanego oznaczenia, lecz analiza wykonywana przy uzyciu zestawu jest
wspomagana przez dedykowane oprogramowanie do wykonania zautomatyzowanego

oznaczenia ilosciowego mutaciji.

Niniejszego zestawu nalezy uzywaé zgodnie zinstrukcjami podanymi w niniejszym
podreczniku, w potagczeniu ze zwalidowanym aparatem wymienionym w czesci ,Materiaty
wymagane, ale niedostarczone” na stronie 20.

Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na etykiecie opakowania

i etykietach probowek. Nie uzywac przeterminowanych elementéw.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit sg
przeznaczone do stosowania wytgcznie zodczynnikami ztego samego zestawu.

Nieprzestrzeganie tej wytycznej moze wptyng¢ na skuteczno$¢ zestawu.
Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wytgcznie pod katem uzycia

z ludzkimi prébkami obwodowej krwi petnej antykoagulowanej 2K-EDTA pobranymi od

pacjentéw z podejrzeniem lub rozpoznaniem nowotworu MPN.
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Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wytgcznie pod katem uzycia
z zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) lub zestawem QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104).

Zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest zwalidowany wytacznie do uzytku z aparatem
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (do reakcji PCR) iaparatem QIAsymphony SP (do
przygotowania prébek).

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

Wszelkie otrzymane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowaé w potgczeniu z innymi
obserwacjami z zakresu patologii klinicznej. Brak mutacji JAK2 V617F/G1849T nie wyklucza
obecnosci innych mutacji genu JAK2. W przypadku obecnosci dodatkowych mutaciji
zlokalizowanych w nukleotydach od 88504 do 88622 test moze raportowac fatszywie
negatywne wyniki (16).

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich

procedur stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami skutecznosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.
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Parametry skutecznosci

Wydajnosc¢ analityczna

Granica proby slepej

Granice proby slepej (limit of blank, LOB) okreslono zgodnie z normg EP17-A2 instytutu
CLSI/NCCLS przy uzyciu probek krwi petnej pobranych od 30 zdrowych dawcow z allelem typu

dzikiego (WT) genu JAK2, uzywajgc w tym celu trzech serii odczynnika (120 pomiaréw / serie).

Wyniki granicy LOB zawiera Tabela 8. Wyniki odpowiadajg oczekiwanym wartosciom uzyskanym

dla populacji prawidtowej przebadanej przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Tabela 8. Podsumowanie wynikéw LOB

Zmierzona LOB Koncowa granica proby slepej
Seria 1 0%
Seria 2 0% 0%
Seria 3 0%

Granica wykrywalnosci

Granice wykrywalnosci (limit of detection, LOD; czuto$¢ analityczna) okreslono na podstawie
,Metody probitowej” opisanej w normie EP17-A2 instytutu CLSI/NCCLS. W tym badaniu
przeanalizowano 6 niskich pozioméw mutacji dla 3 niezaleznych prébek (DNA wyizolowane
z krwi petnej pacjentéw z nowotworem MPN dodane do DNA wyizolowanego z krwi petnej
zawierajacej allel typu dzikiego (WT)), przy uzyciu 3 serii, wykonujgc po 60 pomiaréw na
probke i na mutacje. Uzyskane wyniki wskazywaty, ze czuto$¢ analityczna wynosita 0,042%
mutacji JAK2 V617F.
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Wyniki granicy LOD zawiera Tabela 9.

Tabela 9. Podsumowanie wynikéw granicy LOD

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

Granica oznaczalnosci

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

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

Liniowos$é

Liniowos¢ ilosciowego oznaczenia mutacji genu JAK2 u pacjentéw z nowotworem MPN
oceniono zgodnie z normg CLSI/NCCLS EPO6AE, uzywajac jednej serii zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit i wykonujgc testy 11 pozioméw mutacji dla pieciu réznych wejsciowych
DNA. llosciowe oznaczanie obcigzenia mutacjg genu JAK2 w prébkach nowotworu MPN jest
liniowe, tj. zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit umozliwia oznaczenie ilosciowe w probkach
od wartosci granicy LOD do odsetka mutacji rownego 100%, co odpowiada oczekiwanym
wartosciom uzyskiwanym w populacji dotknietej mutacjg, oile stezenie DNA w prébce
oznaczanej ilosciowo jest bliskie 10 ng/ul (od 5 do 20 ng/pl).
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Powtarzalnos¢ i odtwarzalno$é

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

Wyniki zawiera Tabela 10.
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Tabela 10. Wyniki dotyczace precyzji: powtarzalnos¢ (badanie jednoosrodkowe)

Prébka Sredni odsetek  SDr+ SDRrun++ SDroTAL+++ CVroraL

mutacji genu

JAK2
S0 100 NO NO <545 <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%
Sl 1,23 0,17 0,16 0,34 27,38%
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 37,88%
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 52,31%
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 65,01%

SD: odchylenie standardowe

R+: powtarzalnos¢

RUN++: precyzja migdzy reakcjami

TOTAL+++: precyzja catkowita (w tym miedzy aparatami, miedzy operatorami i miedzy seriami)
CVrotaL: wspotczynnik zmiennosci dla precyzji catkowitej wyrazony jako warto$¢ procentowa
NO: nie okreslono

Badanie precyzji miedzylaboratoryjnej zostato zaprojektowane zgodnie z wymogami normy
EP5-A3 instytutu CLSI/NCCLS. W badaniu uczestniczyty cztery osrodki (na terenie Franciji
i Niemiec oraz dwa osrodki na terenie USA). Badanie wykonano przy uzyciu siedmiu
pozioméw odsetka mutacji — od 1,21% do 67,64%, uzywajgc w tym celu rozcienczen
materiatu linii komérkowej MUTZ-8 dodanego do prébek krwi petnej pobranych od zdrowego
dawcy (probki utworzone sztucznie). W kazdym osrodku wykonano po trzy cykle izolacji
DNA przy uzyciu aparatu QlAsymphony SP oraz odrebnych partii zestawu QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit. Kazda prébka wyizolowanego DNA zostata przetestowana w o$miu
reakcjach qPCR (dwie reakcje na dzien ina osrodek wykonywane w ciggu czterech
nienastepujgcych bezposrednio po sobie dni) przy uzyciu odrebnych partii zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit, w wyniku czego uzyskano 96 oczekiwanych pomiaréow ze wszystkich
osrodkow przypadajgcych na probke.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022 75



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

gPCR, co dato dwa dodatkowe niewazne testy (Tabela 11).

Precyzje dla poziomu o wartosci 100% wyrazono poprzez poréwnanie z wartoscig precyzji
okresdlong dla poziomu o wartosci 67,64%, na podstawie analiz trendéw popartych
dodatkowymi danymi uzyskanymi dla prébki z mutacjg JAK2 V617F na poziomie 100%
zawierajgcej DNA z linii komorkowej MUTZ-8 (38 pomiarow).
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Tabela 11. Wyniki dotyczace precyzji: odtwarzalnos¢ (badanie miedzylaboratoryjne)

Prébka taczna taczna Srednia w Miedzy Miedzy Miedzy tacznie,
liczba liczba wartos¢ ramach reakcjami  dniami, osrodkami, SD,
testow niewaznych JAK2%MT reakcji, wramach SD, SD, %CV %CV

testow SD, dnia, SD, %CV
%CV %CV

LO Nd. Nd. 100 Nd. Nd. Nd. Nd. <4,074;

<6,02

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

3,87 2,96 6,02

L2 88 2 40,03 3,482; 1,011;2,53  2,389; 0,986; 2,46 4,387,

8,70 5,97 10,96
L3 96 3 22,26 3,318; 1,256; 5,64 1,257; 0,803; 3,61  3,807;
14,90 5,64 17,10
L4 96 5 8,02 1,770; 0,516; 6,44  0,000; 0,000; 0,00  1,841;
22,06 0,00 22,95
L5 96 3 4,35 0,706; 0,547; 0,000; 0,197; 4,53  0,906;
6,23 12,57 0,00 20,82
L6 96 3 2,03 0,246; 0,365; 0,063; 0,000; 0,00  0,441;
12,15 18,00 3,11 21,76
L7 96 4 1,21 0,104; 0,057; 4,72 0,211; 0,000; 0,00 0,189;
8,62 17,43 15,64

JAK2%MT: odsetek mutacji genu JAK2; SD: odchylenie standardowe; CV: wspoétczynnik zmiennosci wyrazony
w procentach; Nd.: Nie dotyczy

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

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

JAK2%MT: odsetek mutacji genu JAK2; N: liczba pomiaréw; SD: odchylenie standardowe; CV: wspotczynnik
zmienno$ci wyrazony w procentach

Substancje zakitdcajgce (swoistos¢ analityczna)

Badanie zostato zaprojektowane zgodnie z wymogami normy EP7-A3 pt. ,Interference
Testing in clinical Chemistry” instytutu NCCLS. Wybrano tgcznie 19 substancji potencjalnie
obecnych w probkach krwi ze wzgledu na ich mozliwy wptyw na reakcje PCR (busulfan,
bromowodorek cytalopramu, paroksetyna chlorowodorku poétwodnego, chlorowodorek
sertraliny, chlorowodorek fluoksetyny, acetaminofen [paracetamol], bilirubina niezwigzana,
s6l potasowa 2K EDTA i 3K EDTA, s6l sodowa EDTA, Hgb [ludzka], tréjglicerydy, lizynopryl
dwuwodny, hydroksymocznik, kwas acetylosalicylowy, kwas salicylowy, tiotepa, anagrelid,
interferon alfa 2b).

Oceniono réwniez substancje pochodzace z procesu izolacji DNA (QSL1, QSB1, QSW1,
QSW?2 i PK pochodzace z zestawu QIAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit oraz QIAGEN

Protease, etanol, AW1 i AW2 pochodzace z zestawu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze substancje te nie powodujg efektu zaktdcajgcego.
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Tabela 13. Substancje zakiécajace

Badana substancja Badane stezenie

Bilirubina niezwigzana 150,3 pg/ml

Trojglicerydy 30 000 pg/ml

Bromowodorek cytalopramu 0,75 pg/ml

Chlorowodorek sertraliny 0,67 pg/ml

Acetaminofen [paracetamol] 200,7 pg/ml

Hydroksymocznik 28,2 pg/ml

Kwas salicylowy 0,6 pg/ml

Anagrelid 6 pg/ml

Sol potasowa EDTA (2K-EDTA) 2X (3600 pg/ml)

Dalsza cze$c tabeli na nastepnej stronie
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Ciagg dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 13. Substancje zakiécajace (ciag dalszy)

Badana substancja Badane stezenie

S6l sodowa EDTA (2Na-EDTA) 1X (3000 pg/ml), 3X (9000 pg/ml)
QSL1 2% catkowitej objgtosci probki
QSB1 2% catkowitej objetosci probki
QSW1 2% catkowitej objetosci probki
QSw2 2% catkowitej objetosci probki
Proteinaza K (PK)* 2% catkowitej objetosci probki

Protei K (PK)* 2x oczekiwana warto$¢ objetosci pozostata po izolacji
roteinaza
3x oczekiwana warto$¢ objetosci pozostata po izolacji

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

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

1 stezenie 1x wg dostawcy

I PKbadana w stezeniu 2% catkowitej objetosci probki (niskie prawdopodobienstwo wystgpienia) moze powodowac
efekt zaktdcajgcy; dalsze badania potwierdzajg usunigcie PK podczas procesu izolacji: nie oczekuje sie
wystapienia zaktdcen, jesli materiat jest uzywany w normalnych warunkach.
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Badanie miedzynarodowego panelu referencyjnego WHO dla
genomowego materiatu JAK2 V617F (NIBSC, kod panelu 16/120)

1. miedzynarodowy panel referencyjny WHO dla genomowego materiatu JAK2 V617F
opracowany przez instytut National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC,
kod panelu 16/120) zostat zbadany przy uzyciu trzech serii zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit (trzy powtodrzenia na jeden poziom zawarty w panelu referencyjnym oraz na serie
odczynnika). Eksperymenty byly wykonywane przez jednego operatora, przy uzyciu jednego
aparatu Rotor-Gene Q 5plex HRM w ciggu trzech dni. Zgodno$¢ wynikow uzyskanych za
pomocg zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit z uzgodnionymi wartosciami opublikowanymi
w instrukcji uzycia panelu referencyjnego zostata oceniona przy uzyciu regresji liniowej
zwyktej (nachylenie: 1,003; 95-procentowy CI [0,997; 1,010] — punkt przeciecia: 0,677;
95-procentowy Cl [0,212; 1,289]) oraz regresji Passinga-Babloka (nachylenie: 1,01;
95-procentowy CI [1,00; 1,021] — punkt przeciecia: 0,00; 95-procentowy Cl [-0,02; 0,010])
(Ryc. 22). Potwierdzono zgodnos¢, wykazujgc w ten sposéb przydatnos¢ zestawu podczas
dostarczania danych dotyczacych mutacji JAK2 V617F, ktére sg zgodne z danymi
uzyskiwanymi przy uzyciu pozostatych, powszechnie uzywanych technik diagnostycznych.
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Ryc. 22. Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit z uzgodnionymi
wartosciami z miedzynarodowego panelu referencyjnego WHO dla genomowego materialu JAK2 V617F
(NIBSC, kod panelu 16/120). Zgodno$¢ oceniono przy uzyciu regresji liniowej zwyktej (Ordinary Linear Regression,
OLR) oraz regresji Passinga-Babloka. Panel zawiera siedem pozioméw mutacji JAK2 V617F: 100%; 89,5%; 29,6%;
10,8%; 1,00%; 0,03% i0%. Uzgodnione wartosci wzorca WHO zostaly okreslone przy uzyciu wielu technik
powszechnie uzywanych wramach miedzynarodowych badan opartych na wspdtpracy; wartosci referencyjne
przypisane poszczegolnym poziomom odsetka mutacji JAK2 V617F sg wartosciami medianowymi (wigcej informaciji

mozna znalez¢ na stronie https://www.nibsc.org).
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Poprawnos$¢ i doktadnosc¢

Poprawnos$¢ pomiaru jest odwrotnie proporcjonalna do btedu systematycznego pomiaru
(systematic error, SE lub obcigzenie). Btad systematyczny zostat obliczony na podstawie
wytycznych zawartych w dokumencie EP09c instytutu NCCLS. Btad systematyczny zostat
obliczony dla kazdego poziomu odsetka mutacji JAK2 V617F zawartego w panelu
referencyjnym, dla kazdej serii odczynnika oraz dla wszystkich serii odczynnikow ogoétem
(Tabela 14). Do obliczen uzyto danych uzyskanych w badaniu opisanym powyzej.
Najwyzsze wartosci btedu systematycznego uzyskano podczas wykonywania oznaczenia
przy uzyciu 2. serii zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Doktadno$¢ to stopien zgodnosci miedzy warto$cig bedgcg wynikiem testu a dopuszczalng
wartoscig referencyjng (w tym przypadku warto$ciami przypisanymi do poszczegdlnych
pozioméw odsetka mutacji JAK2 V617F bedacych czescig panelu WHO). Doktadnos¢
obejmuje poprawnos¢ i precyzje oraz jest odwrotnie proporcjonalna do btedu catkowitego,

obliczanego w sposéb przedstawiony w Tabeli 14.
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Tabela 14. Btad systematyczny i btad pomiaru

Panel WHO Kod Seria zestawu Btad systematyczny Biad systematyczny  Btad catkowity
amputki Wartos¢ ipsogen JAK2 (SE) na serie (SE) ogotem [95- (doktadnos¢)
referencyjna RGQ PCR Kit [95-procentowy Cl] procentowy Cl]
1 0,000 [Nd.]
15/172 2 0,003 0,001
) 0,010
0% [-0,011; 0,018] [-0,001; 0,004]
3 0,000 [Nd.]
1 -0,010
[-0,053; 0,033]
15/170 0,003
2 0,020 0,024
0,03% [-0,094; 0,134] [-0,021; 0,028]
3 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
2,521
10,8% [-2,670; 9,870] [-0,630; 3,043]
3 0,203
[-1,387; 1,793]

Dalsza czes¢ tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 14. Blad systematyczny i btad pomiaru (ciag dalszy)

Panel WHO Seria zestawu Blad systematyczny (SE) Btad systematyczny Blad catkowity
i ipsogen JAK2 na serie [95-procentowy  (SE) ogotem (doktadnos¢)
Kod amputki RGQPCRKit  CI] [95-procentowy Cl]
Wartos¢ referencyjna
1 0,970
[-8,238; 10,178]
15/244 2 6,347 2,874 5589
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 <5602
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% [Nd.] [-0,021; -0,013] -
3 -0,013

[-0,028; 0,001]

SE: Biad systematyczny lub obcigzenie to roznica pomigdzy $rednig wartoscig wynikéw poszczegolnych pomiaréw
uzyskanych przy uzyciu zestawu JAK2 RGQ PCR Kit (V]sz kit) @ uzgodniong wartoscig z wynikéw z panelu

referencyjnego WHO (Vier)-

\Y it — Vi
SE (%) = ]AKZ\IZ: : Ref
)

X 100

Btad catkowity (total error, TE) jest obliczany ze wzoru TE = Vs? + SE?, gdzie ,s” oznacza odchylenie standardowe

(btad przypadkowy).

95-procentowy Cl: 95-procentowy przedziat ufnosci

Nd.: nie dotyczy
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Dokftadnos$¢ analityczna

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

Zgodnos¢ ogolna wyniosta 95,35% (451/473 prébki; 95-procentowy Cl: 93,04%; 97,06%).
Zgodnos¢ wynikow dodatnich wyniosta 100% (165/165 probek; 95-procentowy Cl: 97,79%;
100%) i zgodnosé wynikéw ujemnych wyniosta 92,86% (286/308 probek; 95-procentowy
Cl: 89,39%; 95,47%). Wyniki przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 15. Zgodnos$¢ wynikow uzyskanych przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit oraz metody
sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera w populacji pacjentéw z nowotworem MPN (potaczone
populacje pacjentéw z ET, PMF i PV).

Sekwencjonowanie dwukierunkowe Sangera

JAK2 V617F — JAK2 V617F — tacznie
dodatni ujemny
JAK2 V617F — dodatni 165 22 187
ipsogen JAK2 RGQ o
PCR Kit JAK2 V617F — ujemny 0 286 286
tacznie 165 308 473

Ocena wynikéw badania dokladnosci analitycznej w przypadku kohorty pacjentow
z nowotworem MPN

Zgodno$¢ wynikéw dotyczacych statusu mutacji JAK2 V617F uzyskanych przy uzyciu
zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit zwynikami uzyskanymi przy uzyciu metody
sekwencjonowania dwukierunkowego Sangera (BDS) wsréd pacjentow z ET, PMF i PV
przedstawiono oddzielnie:

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

® W przypadku PMF zgodnos$¢ ogdina wyniosta 93,94% (93/99 probek; 95-procentowy
Cl: 87,27-97,74%), zgodnos¢ wynikéw dodatnich wyniosta 100% (51/51 probek;
95-procentowy Cl: 93,02—-100%) i zgodnos$¢ wynikéw ujemnych wyniosta 87,5%
(42/48 probek; 95-procentowy Cl: 74,75-95,27%).

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

W przypadku prébek dajgcych niezgodne wyniki okazato sie, ze zawieraty mutacje na

poziomie ponizej wartosci mozliwej do wykrycia metodg BDS (ok. 10%). Sekwencjonowanie
Sangera charakteryzuje sie nizszg czutoscig detekcji niz zestaw ipsogen JAK2 RGQ PCR
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Kit, za pomoca ktérego mozna wykry¢é mutacje JAK2 V617F nawet na tak niskim poziomie
jak 0,042% (jest to warto$¢ granicy LoD), dlatego w celu detekcji allelu JAK2 V617F w 15
sposrod 22 niezgodnych prébek (dziewieé probek z ET, pie¢ probek z PMF i jedna probka
z PV) oraz w losowo wybranych 22 zgodnych probkach dodatnich i ujemnych wzgledem
mutacji JAK2 V617F przeprowadzono oddzielne badanie przy uzyciu zwalidowanej metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (next-generation sequencing, NGS). Status mutac;ji
JAK2 V617F w prébkach pacjentéw okreslono przy uzyciu metody NGS w oparciu o granice
czutosci analitycznej tej metody (od 1% do 2% mutacji JAK2 V617F). Jesli mutacja JAK2
V617F zostata wykryta w probce pacjenta przy uzyciu metody NGS, status mutacji JAK2
V617F byt okreslany jako dodatni, natomiast jesli nie doszto do wykrycia mutacji JAK2
V617F w probce, status mutacji JAK2 V617F byt okreslany jako ujemny.

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

Whioski z badania doktadnosci analitycznej

Po ponownym sklasyfikowaniu niezgodnych przypadkéw na podstawie wynikéw uzyskanych
metodg NGS wykazano, ze doktadnos¢ zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit podczas
detekcji allelu JAK2 V617F w prébkach pobranych od pacjentéw z nowotworem MPN,
u ktérych poziom allelu JAK2 V617F jest 20,042% (warto$¢ granicy LoD), wyniosta 98,3%.

Skutecznos¢ kliniczna

Skutecznos¢ kliniczna zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w diagnozowaniu PV zostata
oceniona w ramach wieloosrodkowego, miedzynarodowego, prospektywnego badania

interwencyjnego.

88 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 07/2022



Celem badania byto wykazanie doktadnos$ci zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit podczas
detekcji mutacji V617F wsrdd pacjentéw z podejrzeniem PV. Metodg referencyjng podczas
okreslania statusu genu JAK2 byta niezaleznie zwalidowana metoda sekwencjonowania

dwukierunkowego (bi-directional sequencing, BDS).

Detekcja mutacji JAK2 V617F zostata po raz pierwszy wprowadzona do kryteriow
referencyjnych WHO z 2008 roku dotyczgcych rozpoznawania nowotworéow MPN ujemnych
wzgledem genu BCR-ABL, a obecnos¢ tej mutacji jest gtdownym kryterium potwierdzajgcym
rozpoznanie (17).

Wystepowanie mutacji JAK2 V617F jest jednym zdwoch wiekszych kryteriow
diagnostycznych. Do potwierdzenia PV wymagane jest spetnienie dwoch kryteriow
wigkszych ijednego kryterium mniejszego albo pierwszego kryterium wiekszego i dwoch
kryteridw mniejszych wg wytycznych WHO z 2008 r.* (aby uzyska¢ wiecej informaciji, nalezy
zapoznac sie z odniesieniem 17. w spisie literatury).

Celem badania byta ocena swoistosci, czutosci, dodatniej wartosci predykcyjnej (positive
predictive value, PPV), ujemnej wartosci predykcyjnej (negative predictive value, NPV) oraz
ilorazu prawdopodobienstwa dla rozpoznan ustalonych na podstawie kryteriow
diagnostycznych wydanych przez WHO w 2008 r.* za pomocg statusu mutacji JAK2 V617F
okreslanego przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit o punkcie odciecia wynikéw
pozytywnych wynoszgcym 0,042% (granica LoD zestawu) albo metody BDS.

Badanie przeprowadzono w dziewieciu osrodkach badawczych na terenie USA (wtgczono
siedmiu pacjentéw), 12 osrodkach badawczych na terenie Francji (wtgczono wszystkich
12 pacjentow) oraz dziewieciu osrodkach badawczych na terenie Wioch (wtgczono pieciu
pacjentow). Pacjenci zostali przebadani i wybrani na podstawie kryteriow witgczajgcych do
badania sugerujgcych rozpoznanie PV. Probki krwi pobrane od wszystkich pacjentow
wigczonych do badania zostaly przebadane przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit oraz testu referencyjnego, metody sekwencjonowania dwukierunkowego (bi-directional
sequencing, BDS) stuzgcego do okreslania statusu mutacji JAK2 V617F oraz statusu

* Badanie skutecznosci klinicznej rozpoczeto sig przed aktualizacjg kryteriow diagnostycznych WHO z 2016 r.,
dlatego na potrzeby tego badania skutecznosci klinicznej wykorzystano kryteria diagnostyczne WHO z 2008 r.
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eksonu 12 genu JAK2. Pacjenci zcechami klinicznymi zgodnymi z rozpoznaniem
w kierunku PV (w tym z podwyzszonym poziomem hemoglobiny i obnizonym poziomem
erytropoetyny [EPQ]), lecz zujemnym statusem mutacji JAK2 V617F ieksonu 12
okreslonym metodg BDS, oraz pacjenci z dodatnim statusem mutacji JAK2 V617F oraz
eksonu 12 okreslonym metodg BDS i prawidtowym lub wysokim poziomem EPO mieli zosta¢
poddani biopsji szpiku kostnego z analizg histologiczng i cytogenetyczng, zgodnie
z wymogami algorytmu diagnostycznego dla choréb mieloproliferacyjnych WHO z 2008 r.
Ostateczne rozpoznanie (PV lub brak PV) ustalano na podstawie wynikéw procedur badania
nieinterwencyjnego (tj. kryteria WHO z 2008 r. z okresleniem statusu mutacji genu JAK2
przy uzyciu oznaczenia referencyjnego metodg BDS).

tacznie 216 pacjentow zdefiniowano jako populacje podlegajgcg ocenie, obejmujaca
wszystkich uczestnikéw badania, ktérzy na podstawie wynikdw oznaczenia referencyjnego
metodg BDS spetniali kryteria klinicznych badan przesiewowych i kryteria analityczne.
Dodatkowych 67 pacjentow nie podlegato ocenie z powoddéw opisanych w Tabeli 16

(niektorzy pacjenci nie podlegali ocenie z wiecej niz jednego powodu).
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Tabela 16. Przyczyny wykluczenia z populacji wiagczonej do badania

Przyczyna Liczba pacjentéw

Niespetnienie kryteriow wigczenia i spetnienie 9
kryteriéw wykluczenia

Brak wyniku poziomu EPO 22

Brak biopsji BM, jesli byta wymagana do rozpoznania 26
PV

Dodatni status mutacji JAK2 V617F okreslony metodg 15
BDS i poziom EPO w surowicy w granicach normy

Dodatni status eksonu 12 genu JAK2 okreslony 1
metoda BDS i poziom EPO w surowicy w granicach
normy

Ujemny status mutacji JAK2 V617F okreslony metodg 10
BDS i nieprawidtowo niski poziom EPO w surowicy

Pacjenci nie ukonczyli badania i/lub nie mogli 15
otrzymac ostatecznego rozpoznania pod katem PV

W badaniu tgcznie dokonano 221 ocen statusu mutacji JAK2 V617F (w tym wykonano pie¢ powtdrzen
testu) przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit oraz aparatu Rotor-Gene Q MDx (Tabela 17,
Tabela 18).

Tabela 17. Podsumowanie wynikow testow przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR (populacja
podlegajaca ocenie)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit tacznie (N = 216)
JAK2 V617F — dodatni (=LoD o wartosci 0,042%) 54
JAK2 V617F — ujemny (<LoD o wartosci 0,042%) 162
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Tabela 18. Podsumowanie wynikow testow przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR — populacja
dodatnia wzgledem mutacji JAK2 V617F (w ramach populacji podlegajacej ocenie)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit tacznie (N = 54)
Uzyskano $rednig warto$¢ JAK2 %MT 51,54

Uzyskano minimalng warto$¢ JAK2 %MT 0,14

Uzyskano maksymalng warto$¢ JAK2 %MT 93,43

N: liczba probek; JAK2 %MT: odsetek mutacji genu JAK2

Ocena wynikéw badania walidacyjnego: wyniki dotyczgce skuteczno$ci

Poréwnanie ostatecznych rozpoznan wskazujgcych na wystepowanie PV lub brak PV
wykazato, ze obie metody diagnostyczne byly ze sobg zgodne: w przypadku 94,6%
pacjentéw (53/56 pacjentéw), u ktérych rozpoznanie PV zostato postawione przez badacza,
rowniez rozpoznano wystepowanie PV przy uzyciu testu ijpsogen JAK2 RGQ PCR Kit oraz
na podstawie kryteriow diagnostycznych WHO. Podobnie, w przypadku 95,6% pacjentow
(153/160 pacjentow), u ktorych przez badacza zostato postawione rozpoznanie wskazujgce
na brak wystepowania PV, réwniez rozpoznano brak wystepowania PV przy uzyciu testu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit oraz na podstawie kryteriow diagnostycznych WHO (Tabela 19,
Tabela 20).

Status mutacji JAK2 V617F i status mutacji w eksonie 12 okreslone metodg BDS oraz status
mutacji JAK2 V617F okreslony przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit zostaty
przedstawione w Tabeli 19. Poréwnanie rozpoznah wskazujgcych na wystepowanie PV
i brak PV ustalonych przy uzyciu poszczegolnych metod testowych przedstawiono
w Tabeli 19.
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Tabela 19. Status mutacji (mutacja JAK2 V617F okreslona metoda sekwencjonowania dwukierunkowego,
status eksonu 12 genu JAK2 okreslony metoda sekwencjonowania dwukierunkowego i status genu JAK2
okreslony przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit) wedtug statusu PV (populacja podlegajaca
ocenie)

Zmienna PV (N=56) Brak PV (N=160) tacznie (N = 216)

Status mutacji JAK2 V617F okreslony metoda BDS

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

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

Status mutacyjny w eksonie 12 genu JAK2 okreslony metoda BDS

Dodatni 3(5,4%) 0 3(1,4%)

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

Status okreslony przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

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

Ujemny 8 (14,3%) 154 (96,3%) 162 (75%)
N: Liczba pacjentéw z rozpoznaniem postawionym przez badacza (oceniana populacja).

Liczba pacjentéw dla poszczegolnych statusow mutacji zostata wyrazona jako warto$¢ bezwzgledna oraz wartosé
procentowa ocenianej populacji (warto$¢ w nawiasie).

Tabela 20. Ostateczne rozpoznanie PV postawione na podstawie opinii badacza opartej o testy
dwukierunkowe i kryteria Swiatowej Organizacja Zdrowia (World Health Organization, WHO) z 2008 r. oraz
wyniki uzyskane przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Ostateczne rozpoznanie postawione przez badacza na podstawie kryteriow
WHO uzywanych w potaczeniu z oceng statusu genu JAK2 okreslonego

metoda BDS
Ostateczne rozpoznanie
na podstawie kryteriow
WHO uzywanych
w polaczeniu z oceng
statusu genu JAK2
okreslonego przy PV Brak PV Ltacznie
uzyciu zestawu jpsogen
JAK2 RGQ PCR Kit (N=56) (N=160) (N=216)
PV 53 (94,6%) 1(0,6%) 54 (25%)
Brak PV 1(1,8%) 153 (95,6%) 154 (71,3%)
Wynik niejednoznaczny 2 (3,6%) 6 (3,8%) 8 (3,7%)

N: Liczba pacjentéw z rozpoznaniem postawionym przez badacza (oceniana populacja)
Liczba pacjentéw zostata wyrazona jako warto$¢ bezwzgledna oraz warto$é procentowa ocenianej populacji (warto$¢
w nawiasie).
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Przypadki niejednoznaczne

W przypadku trzech pacjentéw wykryto allel typu dzikiego dla mutacji JAK2 V617F (zaréwno
przy uzyciu metody BDS, jak i testu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit), dodatkowo wystepowat
u nich niski poziom EPO w surowicy, a wyniki badania histologicznego szpiku kostnego byty
niejednoznaczne (dwa przypadki z rozpoznaniem wystepowania PV postawionym przez
badacza i jeden przypadek z rozpoznaniem wskazujgcym na brak wystepowania PV). Pieciu
pacjentéw okreslono jako dodatnich przy uzyciu zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit
i okreslono u nich allel typu dzikiego dla mutacji JAK2 V617F metodg BDS. Ponadto nie
wykonano badania biopsji szpiku kostnego (dla wszystkich pieciu przypadkéw badacz
postawit rozpoznanie wskazujgce na brak wystepowania PV). Pomimo braku danych
z badania histologicznego szpiku kostnego lub niejednoznacznych wynikéw tego badania,
osiem opisywanych przypadkéw zostato uwzglednionych w obliczeniach dotyczacych
swoistosci i czutosci (Tabela 21) jako przypadki niezgodne.

Przypadki niezgodne

W przypadku dwoch pacjentdw rozpoznanie badacza réznito sie od rozpoznania
postawionego na podstawie wynikow uzyskanych przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit oraz kryteriéw diagnostycznych WHO. W przypadku jednego pacjenta uzyskano
wyniki wskazujgce na poziom EPO w surowicy mieszczacy sie w zakresie prawidtowym
(16,5 1U/1) i brak mutacji JAK2 V617F lub mutacji w eksonie 12. Jednak zgodnie z opinig
badacza u pacjenta postawiono rozpoznanie wskazujgce na wystepowanie PV.
W przypadku drugiego pacjenta uzyskano wyniki wskazujgce na poziom EPO w surowicy
ponizej prawidtowego zakresu oraz obecnos¢ mutacji JAK2 V617F, okreslong metodg BDS,
natomiast zgodnie z opinig badacza postawiono rozpoznanie wskazujgce na brak
wystepowania PV. Zgodnie z protokotem rozpoznanie postawione przez badacza powinno
Scisle opierac sie na kryteriach diagnostycznych WHO z 2008 r. Natomiast podczas oceny
tych dwoch niezgodnych przypadkéw badacze podczas interpretacii algorytmu zastosowali

ocene kliniczna.
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Podsumowujac, zgodnie z danymi przedstawionymi w Tabeli 21, czuto$¢ rozpoznawania PV
przy uzyciu zestawu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit wynosita 94,64% (53/56 pacjentéw; 95-
procentowy Cl: 85,13%; 98,88%), co wskazuje na mozliwos¢ wykrycia PV przy uzyciu tego
oznaczenia u wiekszosci pacjentow dotknietych tg chorobg. Rowniez swoistos¢
rozpoznawania PV przy uzyciu tego oznaczenia wynosita 95,62% (153/160 pacjentow; 95-
procentowy Cl: 91,19%; 98,22%), co wskazuje na oczekiwang mozliwos¢ wykluczania
wystepowania PV u zdecydowanej wiekszosci pacjentéw, u ktérych nie wystepuje PV.

Ponadto obliczono réwniez dodatnig warto$¢ predykcyjng (positive predictive value, PPV)
oraz ujemng warto$¢ predykcyjng (negative predictive value, NPV). Wartos¢ PPV zestawu
wyniosta 88,33% (53/60 pacjentéw; 95-procentowy Cl: 77,27%; 93,57%), a wartos¢ NPV
wyniosta 98,08% (153/156 pacjentow; 95-procentowy Cl: 94,8%; 99,4%).

Tabela 21. Analiza czutosci, swoistosci, PPV i NPV (populacja podlegajaca ocenie)

Zmienna Obliczona wartos¢ (%) Dolna granica 95- Gorna granica 95-
procentowego procentowego
przedziatu ufnosci (%) przedziatu ufnosci (%)

Czutos¢ 94,64 85,13 98,88
Swoistos¢ 95,62 91,19 98,22
PPV 88,33 77,27 93,57
NPV 98,08 94,8 99,4

lloraz prawdopodobienstwa wystgpienia negatywnego wyniku przy uzyciu zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit w przypadku rozpoznania PV w ramach kryteriow diagnostycznych
WHO wyniést 21,6 (95-procentowy Cl: 10,44; 44,71), co wskazuje, ze prawdopodobienstwo
uzyskania pozytywnego wyniku wzgledem mutacji JAK2 V617F jest wyzsze wsrod
pacjentéw z PV w poréwnaniu do pacjentéw, u ktérych nie wystepuje PV.

lloraz prawdopodobienstwa wystgpienia pozytywnego wyniku przy uzyciu zestawu ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit w przypadku rozpoznania PV w ramach kryteriow diagnostycznych
WHO wyniést 0,06 (95-procentowy CI: 0,02; 0,18), co wskazuje, ze prawdopodobienstwo
uzyskania negatywnego wyniku wzgledem mutacji JAK2 V617F jest nizsze wsrdd pacjentow
z PV w poréwnaniu do pacjentéw, u ktérych nie wystepuje PV.
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Whioski z badania klinicznego

Na podstawie analizy mozna wyciggng¢ nastepujgce wnioski:

® Czuto$¢ wyniosta 94,64% (95-procentowy Cl: 85,13%; 98,88%), co wskazuje, ze
zgodnie z oczekiwaniami wyniki uzyskane za pomoca zestawu ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit w ramach kryteriow diagnostycznych WHO umozliwiajg wykrycie PV
u zdecydowanej wiekszo$ci pacjentéw dotknietych tg choroba.

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

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

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

® |loraz prawdopodobienstwa wystgpienia pozytywnego wyniku przy uzyciu zestawu
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit w przypadku rozpoznania PV w ramach kryteriow
diagnostycznych WHO wyniost 0,06 (95-procentowy Cl: 0,02; 0,18), co wskazuje, ze
prawdopodobienstwo uzyskania negatywnego wyniku wzgledem mutacji JAK2 V617F
jest duzo nizsze wsrdd pacjentéw z PV w poréwnaniu do pacjentow, u ktérych nie
wystepuje PV.

* Warto$¢ PPV jest zalezna od czegstosci wystepowania. Czesto$¢ wystepowania w badanej populacji byta niska,
dlatego parametrami o wyzszej istotnosci sg czuto$¢ i swoisto$¢, poniewaz nie sg zalezne od czestosci
wystepowania.
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Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci klinicznej

Czes¢ zawierajgcg podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci klinicznej
mozna pobra¢ ze strony internetowej produktu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit:
resources.qiagen.com/674623. Podsumowanie jest rowniez dostepne na stronie
internetowej bazy danych EUDAMED.
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Pozostato$ci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowac
zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie niebezpieczne i nalezy je traktowac jako materiaty stwarzajgce
zagrozenie biologiczne.

Probdwki i ptytki zuzyte podczas izolacji DNA oraz odpady wygenerowane podczas
izolacji nalezy usuwa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
Probéwki w paskach zuzyte podczas wykonywania protokotu reakcji gPCR nalezy
usuwac zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji dotyczgca rozwigzywania probleméw moze by¢ przydatna w przypadku
wystgpienia ewentualnych probleméw. W celu uzyskania pomocy technicznej lub
szczegotowych informacji nalezy odwiedzi¢ witryne naszego Centrum pomocy technicznej
pod adresem www.qiagen.com/Support (w celu uzyskania danych kontaktowych nalezy
odwiedzi¢ strong www.qgiagen.com).

Aby uzyskaé informacje dotyczgce rozwigzywania problemoéw zwigzanych z zestawami do
izolacji QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (nr kat. 61104) oraz QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit (nr kat. 937236), nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi instrukcjami obstugi; aby uzyskac
informacje dotyczgce rozwigzywania problemdéw zwigzanych z oprogramowaniem Rotor-
Gene AssayManager v2.1, nalezy zapozna¢ sie z podrecznikiem uzytkownika
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Komentarze i wskazowki

Zautomatyzowana izolacja

a) Prébka oznaczona jako ,unclear” Moze to by¢ spowodowane wstrzymaniem
(niejasna) procesu izolacji. Jesli proces izolacji zostat
ukonczony, przejs¢ do kroku pomiaru
stosunku OD i stezenia. W przeciwnym razie
powtodrzy¢ proces izolaciji.

b) Prébka oznaczona jako ,unprocessed” Odnosi sie to do btedu poczgtkowej objetosci
(nieprzetworzona) prébki. Sprawdzi¢ objetos¢ krwi za pomocg
pipety. Jesli objetos¢ jest zbyt mata, zwieksz
jg do 300 pl i ponownie rozpocza¢ program.

c) Probka oznaczona jako ,invalid” Podczas procesu izolacji wystgpit btad.
(niewazna) Powtorzy¢ krok izolacji dla tej probki.
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Komentarze i wskazowki

d) Btad temperatury bloku chtodzgcego

e) Btad wyciggania ptytki elucji

Komunikat o btedzie dotyczacy temperatury
chtodzenia wyswietlany pod koniec programu
oznacza, ze od momentu zakonczenia
procesu izolacji probki znajdowaty sie

w temperaturze pokojowej (15-25°C). Jesli
prébki znajdowaty sie w temperaturze
pokojowej przez <12 godzin, jakosé¢
genomowego DNA nie powinna ulec zmianie
i mozna iloéciowo oznaczy¢ genomowy DNA.
Jesli uptyneto >12 godzin, probki
genomowego DNA mogty ulec rozktadowi.

W takim przypadku nalezy powtorzyé
izolacje.

Jesli ptytka elucji zostata wyciggnieta bez
zaznaczenia odpowiedniej operacji na
ekranie, pod koniec programu moze pojawi¢
sie komunikat o btedzie. Mozna to naprawi¢,
klikajgc odpowiednie pole.

Ogodlne postepowanie podczas oceny statusu mutacji genu JAK2 za pomoca

zestawu jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Catkowita liczba kopii nie spetnia wymagan, co powoduje uniewaznienie danej

probki: amplifikacja jest zbyt niska

a) Sprawdzi¢ stosunek Azs0/Az280

b) Sprawdzi¢ stezenie DNA

c) Jesli oba parametry spetniajg
wymagania, problem moze wynikac
z nieprawidtowych objetosci
pipetowania

102

Jesli jest <1,7, wykonaé¢ nowg izolacje DNA.

Zestaw jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit jest
zoptymalizowany dla stezenia roboczego
10 ng/l.

Jesli stezenie DNA jest inne, nalezy
rozcienczy¢ lub ponownie wyizolowa¢ DNA
z krwi petnej.

Sprawdzi¢ i ponownie skalibrowac pipety
przed powtdrzeniem kroku reakcji gPCR.
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Komentarze i wskazowki

Reakcja kontrolna konczy sie
niepowodzeniem w przypadku wzorca QS

a) Zamiana kolejnosci fiolek

b) Zamiana kolejnosci podczas
dodawania wzorcow

c) Zanieczyszczenie krzyzowe
d) Czesciowy rozktad wzorca
e) Czesciowy rozkiad odczynnikéw PCR

f)  Nieswoista amplifikacja

Sprawdzi¢ schemat pipetowania

i przygotowanie reakcji. Wymieni¢ wszystkie
kluczowe odczynniki i powtornie wykonaé
eksperyment przy uzyciu nowych porcji. Aby
unikng¢ zanieczyszczenia spowodowanego
przeniesieniem, nalezy zawsze postepowac
z odczynnikami, sktadnikami zestawu

i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie

z powszechnie przyjetymi praktykami.
Sktadniki zestawu nalezy przechowywaé

w temperaturze od —30 do —15°C i chroni¢
mieszaniny reakcyjne przed swiatlem.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania
i rozmrazania.

Brak sygnatu lub staby sygnat dla jednego wzorca

a) Problem zwigzany z jednorodnoscig

b) Nalezy uzywac tej samej mieszaniny

Sprawdzi¢ schemat pipetowania
i przygotowanie reakcji.

reakcyjnej dla odczynnikéw WT i MT Qs Powtdrzy¢ reakcje PCR.

W kontroli bez matrycy (No Template Control, NTC) w postaci wody doszio do

amplifikaciji
a) Zanieczyszczenie krzyzowe
b) Zanieczyszczenie odczynnika

c) Zamiana pozycji probéwek w pasku
(probowki zawierajace matryce
pozytywng wzgledem mutacji JAK2
V617F zostaly umieszczone w pozyciji
na kontrole NTC)

d) Rozpad sondy
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Nalezy wymieni¢ wszystkie kluczowe
odczynniki.

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

Sprawdzi¢ schemat pipetowania

i przygotowanie reakgcji.

Chroni¢ mieszaniny reakcyjne przed
Swiattem.

Sprawdzi¢ krzywe fluorescencji pod katem
fatszywie pozytywnych odczytow.
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Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu, nawet w kontrolach wzorcowych
Btad pipetowania lub pominiecie Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania
odczynnikow i konfiguracje reakc;ji.
Powtérzy¢ reakcje PCR.
Brak sygnatu lub niska wartos¢ sygnatu w prébkach dla kontroli IC i/lub taczna

liczba kopii (total copy number, TCN) ponizej waznego zakresu, natomiast wyniki
kontroli reakcji sa wazne

Efekt hamujgcy materiatu prébki Przed rozpoczegciem nalezy zawsze
spowodowany niewystarczajgcym sprawdzi¢ jakos¢ DNA, mierzac stosunek
oczyszczeniem A 260/A 280 | stezenie.

Powtdrnie przygotowaé DNA.

Kontrola allelu typu dzikiego (Wild-Type Control, WTC) jest pozytywna, ale kontrola
zmutowanego allelu (Mutant Control, MTC) nie jest wystarczajgco pozytywna

Zanieczyszczenie spowodowane Nalezy wymieni¢ wszystkie kluczowe
przeniesieniem odczynniki.
Powtoérzy¢ eksperyment, uzywajgc nowych
porcji wszystkich odczynnikéw.
Aby unikng¢ zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem, nalezy
zawsze postepowac z odczynnikami,
sktadnikami zestawu i materiatami
eksploatacyjnymi zgodnie z powszechnie
przyjetymi praktykami.
Upewni¢ sie, ze koncowki sg zmieniane
miedzy pipetowaniem réznych odczynnikow.
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Komentarze i wskazowki

Doszto do ampilifikacji kontroli allelu typu dzikiego (Wild-Type Control, WTC)

z mieszaning reakcyjng allelu MT (zamiast z mieszaning reakcyjng allelu WT) i doszto
do amplifikacji kontroli allelu zmutowanego (Mutant Control, MTC) z mieszaning
reakcyjng allelu WT (zamiast z mieszaning reakcyjna allelu MT)

a) Zanieczyszczenie krzyzowe
b) Zanieczyszczenie odczynnika

c) Zamiana pozycji probéwek (probdéwki
zawierajace kontrole WTC zostatly
umieszczone w pozycji na kontrole
MTC i odwrotnie)

Nalezy wymieni¢ wszystkie kluczowe
odczynniki.

Powtérzy¢ eksperyment, uzywajgc nowych
porcji wszystkich odczynnikéw.

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

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania

i konfiguracje reakgciji.

Wykrywanie kontroli pozytywnych w nieprawidtowej kolejnosci

a) Zanieczyszczenie krzyzowe

b) Zamiana kolejnosci podczas
dodawania mieszaniny reakcyjnej do
probowki lub wstepnej mieszaniny.

Wymieni¢ wszystkie kluczowe odczynniki

i powtérnie wykonac eksperyment przy
uzyciu nowych porcji. Aby unikngé
zanieczyszczenia spowodowanego
przeniesieniem, nalezy zawsze postepowac
z odczynnikami, sktadnikami zestawu

i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie

z powszechnie przyjetymi praktykami.
Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania

i konfiguracje reakc;ji.

Brak sygnatu dla prébki lub kontroli, nawet w przypadku kontroli wewnetrznej

a) Nie dodano mieszaniny reakcyjnej lub Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania

jednego ze skfadnikow mieszaniny
(np. polimerazy Taq)

b) Mieszanina reakcyjna ulegta
rozktadowi

i konfiguracje reakciji. Jesli kontrola
wewnetrzna nie zostata zamplifikowana, nie
dodano mieszaniny reakcyjnej lub ulegta ona
rozktadowi.

Powtorzy¢ krok reakcji gqPCR z nowg
mieszaning reakcyjna.
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Symbole

Ponizsze symbole znajdujg sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakcji

(7]
<:‘~<
3
<3
A =
Z
v

Data waznosci

Ten produkt spetnia wymogi Rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego 2017/746 w sprawie wyrobéw medycznych do
diagnostyki in vitro.

N I
m

V| Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

EH

Numer katalogowy
LOT Numer serii
Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)

GTIN Globalny numer jednostki handlowej

uDlI Niepowtarzalny identyfikator wyrobu
CONT Zawarto$é
COMP Sktadnik
NUM Numer
Rn R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n to numer wydania
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Definicja symbolu

Zakres temperatury

‘ Producent

o ¢
g

Nalezy zapoznac sie z instrukcjg uzycia dostepng do pobrania
ze strony internetowej resources.giagen.com/674623

2
.\

N
//\

Chroni¢ przed swiattem

=)

Przestroga, zapoznac¢ sie z dokumentacjg towarzyszgca

>
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Dane do zamodwienia

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit

Produkty pokrewne

Na 24 reakcje: kontrola genu JAK2 typu
dzikiego, kontrola genu JAK2 V617F, wzorce
ilosciowe allelu WT genu JAK2, wzorce
ilosciowe allelu MT genu JAK2, mieszanina
reakcyjna allelu WT genu JAK2, mieszanina
reakcyjna allelu MT genu JAK2, polimeraza
DNA Taq, bufor TE do rozcienczen, woda do
stosowania jako kontrola NTC

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

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Assay
Manager 2.1 Software

Rotor-Gene Assay
Manager 2.1 License

108

Cykler do reakcji real-time PCR i analizator
High Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
206tty, pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna gwarancja
na czesci i robocizne; nie obejmuje instalacji

i przeszkolenia

Cykler do reakc;ji real-time PCR i analizator
High Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
z06lty, pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna gwarancja
na czesci i robocizne; obejmuje instalacje

i przeszkolenie

Oprogramowanie do wykonywania rutynowych
badan za pomocg aparatu Rotor-Gene Q

Pojedyncza licencja na oprogramowanie do
zainstalowania na jednym komputerze

674623

9002032

9002033

9024203

9025620
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Loading Block 72
x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps,
0.1ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1ml (2500)

QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit

QlAsymphony DSP DNA
Mini Kit

Aluminiowy blok do recznego przygotowywania
reakcji jednokanatowg pipetg w uktadzie
72 probéwek o pojemnosci 0,1 ml

250 paskow po 4 probowki i zatyczki na
1000 reakg;ji

10 x 250 paskéw po 4 probowki i zatyczki na
10 000 reakciji

Na 50 przygotowan: kolumny QlAamp Mini
Spin Columns, bufory, odczynniki, probéwki,
taczniki VacConnector

Na 192 przygotowania, kazde o objetosci
200 pl: Zawiera 2 kasety z odczynnikami,
statywy na enzymy i akcesoria.

QlAsymphony SP and accessories

QlAsymphony SP
System

QlAsymphony SP
Sample Prep Cartridges,
8-well (336)

8-Rod Covers (144)

Filter-Tips, 200 pl, Qsym
SP (1024)

Filter-Tips, 1500 pl,
Qsym SP (1024)

Modut sample prep QIAsymphony: obejmuje
instalacje i przeszkolenie, roczng gwarancje na
czesci i robocizne

Modut sample prep QIAsymphony: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne

8-dotkowe kasety sample prep do uzytku
z aparatem QIAsymphony SP

Zamkniecia 8-Rod Cover do uzytku z aparatem
QIlAsymphony SP

Jednorazowe koncowki z filtrem, na statywie;
(8 x 128). Do uzytku z aparatami QlAcube®
i QlAsymphony SP/AS

Jednorazowe koncowki z filtrem, na statywie;
(8 x 128). Do uzytku z aparatami QIAsymphony
SP/AS
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981103

981106

61104

937236

9001751

9001297

997002

997004

990332

997024
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Elution Microtubes CL Niesterylne probowki polipropylenowe 19588
(24 x 96) (maksymalna pojemnos¢ 0,85 ml, pojemnosc¢
przechowywania ponizej 0,7 ml, pojemnos¢
elucji 0,4 ml); 2304 w statywach po 96; wraz
z paskami zatyczek

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

Buffer ATL (200 ml) 200 ml buforu do lizy tkanek na 19076
1000 przygotowan

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktdw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji uzycia zestawu firmy
QIAGEN. Instrukcje uzycia zestawow firmy QIAGEN s3g dostepne pod adresem
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie technicznym firmy QIAGEN lub

u lokalnego dystrybutora.
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Historia zmian dokumentu

Wydanie Opis

R1, lipiec 2022 Pierwsze wydanie
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa j licencji dla i JAK2 RGQ PCR Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotami dotagczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg uzycia i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie¢ w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji uzycia oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoly zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg
o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowia jedynie wyraznie okreslone licencje.

Panel oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac¢, regenerowac lub sprzedawac.
Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktore sg wyraznie okreslone.

ok wN

Nabywca i uzytkownik panelu zobowigzuje sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢ do
wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowaé przes1rzegan|e zakazéw niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sadowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowieri Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu do
zestawu i/lub jego skfadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostgpne na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QIAsymphony®, HotStarTaq®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR®
(Thermo Fisher Scientific Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli
nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.
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