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Avsedd anvandning

ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit ér en kvantitativ in vitro PCR-analys fér detektion och kvantifiering
av JAK2 V617F/G1849T-mutation i genomiskt DNA extraherat frén humant perifert helblod
med antikoagulerat med 2K-EDTA. Resultat som erhalls med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r
avsedda som komplement vid beddmning av missténkta Philadelphia (Ph)-kromosomer,
negativa myeloproliferativa neoplasmer (MPN) och fér évervakning av molekyldra sjukdomar
hos MPN-patienter. Alla diagnostiska resultat som erhdlls méste tolkas tillsammans med &vriga

kliniska, patologiska fynd.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ska enbart anvandas med QIAGEN Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM
-instrumentet och andra godkdnda arbetsflddeskomponenter som anges i bruksanvisningen.
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r inte en automatiserad enhet men analysen utférs med hjdlp av en

dedikerad programvara.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ar avsett for in vitro-diagnostisk anvéndning.

Avsedd anvandare

Det har kitet ér avsett for professionell anvéndning.

Produkten &r endast avsedd att anvéndas av personal som fétt sdrskild utbildning i
molekylarbiologiteknik och &r val fértrogen med detta omrdde. Enheten ska tilldmpas i

molekylarbiologiska laboratoriemiljcer.
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Beskrivning och princip
Sammanfattning och férklaring

En &terkommande somatisk mutation, V6 17F, som péverkar Janustyrosinkinas 2-genen (JAK2)
identifierades 2005 (1-4), vilket ledde till eft stort genombrott nér det géllde att forstd,
klassificera och diagnostisera MPN. JAK2 &r en mycket viktig intracellulér signalmolekyl for

ett antal cytokiner, inklusive erytropoietin.

JAK2 V61 7Fmutationen detekteras hos > 95 % av patienterna med polycytemia vera (PV) och
hos ca 60 % av patienterna med essentiell trombocytemi (ET) och primér myelofibros (PMF)
(5). 1 séllsynta fall har JAK2 V6 17F éven detekterats i samband med myelomonocytisk leukemi,
myelodysplastiskt syndrom (MDS), systemisk mastocytos och kronisk neutrofil leukemi, men Hill

0 % i samband med kronisk myeloisk leukemi (CML) (6).

JAK2 V617F-mutationen  korresponderar till en enskild nukleotidférandring i JAK2-
nukleotiden 1849 i exon 14, vilket resulterar i en unik substitution av valin (V) till
fenylalanin (F) vid position 617 i proteinet (JH2-doménen). JAK2-genen avkodar tyrosinkinas
relaterad till cytokinreceptorssignalering via STAT-banan. Om konstant aktiverad, vanligtvis
med hjdlp av JAK2 V6 17F-mutationen, omvandlas erytroidprogenitorer och hyperkénslighet
till erytropoietin for vidare aktivering i underordnade signalbanor. Rent hypotetiskt gér det att
anta att den oreglerade JAK2 frémijar onkogenen reaktion, mitotisk rekombination och
genetisk instabilitet (7).

Traditionellt sett har diagnos av MPN-sjukdomar baserats pd kliniska, benmérgshistologiska
och cytogenetiska kriterier. Upptdckten av en sjukdomsspecifik molekylér markér resulterade i
bé&de en férenklad process och férbétirad diagnostisk precision. Detektion av JAK2 V617F
mutationen &r en del av referenskriterierina hos World Health Organization (WHQO) 2016 fér
diagnos av BCR- ABL-negativ MPN (8) (tabell 1), och férekomst av den har mutationen ar eft

huvudkriterium fér bekraftad diagnos.
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Tabell 1. WHO-kriterier for diagnos av MPN

Kriterier for diagnos av PV

Huvudkriterier 1.

3.

Hemoglobin (Hgb) > 16,5 g/dL (mén) eller > 16,0 g/dL (kvinnor) eller hematocrit > 49 %
(méin) eller > 48 % (kvinnor) eller 6kad réd cellmassa > 25 % Sver genomsnittet fér
forvéntat normalvérde.

Benmdrgsbiopsi (BM) som visar hypercellularitet fér éldern med trilinjér tillvéxt (panmyelos)
inklusive framtrédande erytroid, granulocytisk och megakaryocytér proliferation med
pleomorfa, mogna megakaryocyter (storleksskillnader)

|F<'jrekomsf av JAK2V6 1 7F- eller JAK2 exon ]2-mufoﬁon|

Underordnade  Serumerytropoietinnivé under det normala

kriterier

Vid diagnos av PV krdvs att alla tre huvudkriterier uppnés eller de tvé férsta huvudkriterierna och det légre kriteriett.

t Kriterium nr 2 (BM-biopsi) behéver inte uppnés i vissa fall av ih&llande absolut erytrocytos: hemoglobinnivéer
>18,5 g/dL hos man (hematokrit, 55,5 %) eller >16,5 g/dL hos kvinnor (hematokrit, 49,5 %) om det tredje
huvudkriteriet och det lagre kriteriet uppfylls. Begynnande myelofibros (finns hos upp till 20 % av patienterna) kan
dock endast detekteras via BM-biopsi. Med hjélp av resultaten gér det att férutséiga en snabbare utveckling fér att

besegra uppenbar myelofibros (post-PV MF).

Kriterier for diagnos av ET

Huvudsakliga 1.
2.

3.

4.

Antal trombocyter > 450 x 10°/I

Benmdrgsbiopsi (BM) som visar huvudsakligen proliferation av megakaryocyter med ékad
mdngd férstorade, mogna megakaryocyter med kraftigt lobulerade cellkérnor. Ingen
signifikant 8kning eller véinsterfdrskjutning i neutrofila granulocyter eller erytropoes, och
mycket séllan en mildare (klass 1) &kning av retikulinfibrer

Uppfyller inte WHO-kriterierna for BCR-ABLT* CML, PV, PMF, myelodysplastiska syndrom
eller andra myeloida neoplasmer

[Férekomst av JAK2-, CALR- eller MPL-mutation|

Underordnade  Férekomst av en klonal markér eller inga tecken pa reaktiv trombocytos

kriterier

Vid diagnos av ET krévs att alla fyra huvudkriterier uppnés eller de tre férsta huvudkriterierna och det lagre kriteriet.
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Kriterier for diagnos av prePMF

Huvudsakliga 1. Megakaryocytproliferation och -atypi, utan retikulinfibros > klass 1, i samband med 8kad,
&ldersjusterad BM-cellularitet, granulocytisk proliferation och ofta minskad erytropoiesis
2. Uppfyller inte WHOkriterierna fér BCR-ABLT* CML, PV, ET, myelodysplastiska syndrom
eller andra myeloida neoplasmer
3.  [Férekomst av JAK2-, CALR- eller MPL-mutation eller i franvaro av dessa mutotioner,|
férekomst av annan klonal markér 1 eller frénvaro av mindre reaktiv BM-retikulinfibros?]

Underordnade  Férekomst av minst en av féljande, bekrdftad vid tvé& pa varandra fsljande bestémningar:
kriterier
a.)  Anemi som inte kan fillskrivas komorbida tillstéind

b.) Leukocytos > 11 X10%/I
c.) Palpabel splenomegali

d.) Loktatdehydrogenas (LDH) fill dver évre normalgrénsen enligt referensintervallet

Vid diagnos av prePMF krévs att alla tre huvudkriterier uppnas och minst ett lagre kriterium.

t Vid frénvaro av nagon av de tre huvudsakliga klonala mutationerna kan du séka effer de mest frekvent medféljande
mutationerna (t.ex ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) fér att avgéra sjukdomens klonala natur.

t Mildare form (klass 1) refikulinfibros &r sekunddr fill infektion, autoimmuna sjukdomar eller andra kroniska,
inflammatoriska fillstand, hércellsleukemi eller annan lymfoid neoplasm, metastaserande elakartade former eller toxisk
(kronisk) myelopati.
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Kriterier for diagnos av uppenbar PMF

Huvudsakliga 1. Férekomst av megakaryocytproliferation och -atypi i samband med anfingen retikulin- och/eller
kollagenfibros i klass 2 eller 3
2. Upplfyller inte WHOriterierna fér ET, PV, BCR-ABLT* CML, myelodysplastiska syndrom eller
andra myeloida neoplasmer
3.  [Forekomst av JAK2-, CALR- eller MPL-mutation eller i frdnvaro av dessa mutationer, férekomst cwi
lannan klonal markér * eller frénvaro av reaktiv myelofibros|

Underordnade  Férekomst av minst en av féljande, bekréftad vid tvé& pa varandra féljande bestémningar:
kriterier
a.) Anemi som inte kan fillskrivas komorbida tillstéind

b.) Leukocytos > 11 X10%/I
c.) Palpabel splenomegali
d.) Llaktatdehydrogenas (LDH) fill dver &vre normalgrénsen enligt referensintervallet

e.) Leukoerytroblastos

Vid diagnos av uppenbar PMF kravs att alla tre huvudkriterier uppnés och minst eft lagre kriterium.

t Vid frénvaro av n&dgon av de tre huvudsakliga klonala mutationerna kan du séka efter de mest frekvent
medféljande mutationerna (t.ex. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2 och SF3B1) fér att avgéra
sjukdomens klonala natur.

1 BMdibros &r sekunddr till infektion, autoimmuna sjukdomar eller andra kroniska, inflammatoriska
tillsténd, hércellsleukemi eller annan lymfoid neoplasm, metastaserande elakartade former eller toxisk
(kronisk) myelopati.

Obs! CML: Kronisk myeloisk leukemi, ET: Essentiell trombocytemi, PMF: Primér myelofibros,

PV: Polycetemia vera, WHO: Varldshélsoorganisationen

Upptackten av JAK2 V617Fmutationer hos MPN-patienter har dessutom lett till nya
behandlingsmél. Vid méting av JAK2 V617Fmutationsbelastningen under Svervakning av
molekyléra sjukdomar har visat sig vara behjdlpligt for att bedéma svar pé behandlingar och fér
att kunna férutse aterfall hos patienter som gar igenom allogen stamcellstransplantation (9).
Koncepten for molekylér respons avgérs i enlighet med de senaste rekommendationerna frén ELN
(European LeukemiaNet] och IWG-MRT (Infernational Working  Group-Myeloproliferative
Neoplasms Research and Treatment) (10, 11). De ar aven refererade i rikilinjerna for NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) (12) och ESMO (European Society of Medical
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Oncology) (5). Fullstéindig molekyldr respons (Complete Molecular Response) definierades som
utrotning av befintliga molekyldra abnormiteter och Partiell molekylar respons (Partial Molecular
Response) som en minskning av belastningen av JAK2 V6 17Fmutantallel pd > 50 % (endast
tillampningsbart for patienter med en belasting av JAK2 V6 17Fmutantallel vid baslinjen pé& minst
20%) (10,11).

Sedan 2006 finns det flera metoder som huvudsakligen &r baserade p& PCR-eknik eller
sekvensering for att detektera férekomst och eventuellt Gven kvantifiera JAK2 V617F med hjalp
av laboratorieutvecklade tester. De hér testerna har olika analytisk prestanda, framfér allt
avseende precision och kénslighetsnivdé. Denna skillnad kan ha betydelse fér behovet av
benmdargsanalys, tiden som krévs for att faststélla en slutgiltig diagnos och eventuellt Gven den

diagnostiska prestandan och funktionerna fér att dvervaka molekyléra sjukdomar.

| och med de breda intervallen av potentiella, mutanta JAK2 V6 17F-allelfraktioner som ofta
forekommer vid MPNHillstdnd (p& nivéer pé s& lite som 1 %) &r det rekommenderat aft
laboratorierna utfér testning av JAK2 V6 17F-mutationer med hég analytisk kanslighet. Anvénd
tekniker som har en l&g detektionsgrdns (minst 1% fér diagnos och minst 0,1 % for

dvervakning av molekyldra sjukdomar) och hég reproducerbarhet (5,13).
Testprincipen

Flera olika typer av teknik har féreslagits for kvantitativ - bestémning av andelen
enkelnukleotidpolymorfismer (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) i DNA-prover. Vissa typer,
till exempel smdltkurvor och sekvensering, ér endast semikvantitativa. Metoder som baseras pé
kvantitativ reaHime polymeraskedjereaktion (GPCR) &r att féredra p& grund av deras hdgre kanslighet.
Anvandning av en SNP-specifik primer tilldter selektiv amplifiering av mutant (MT}- eller vildtyp (WT)-
allelen som enkelt kan detekteras med hjdlp av et instrument for realtime qPCR. Detta majliggér en
kanslighet p& < 0,1 %, vilket &r i linje med det fdr nérvarande accepterade cutoffvardet for JAK2 p&
1 % som anvénds for klinisk positivitet for diagnostik och den rekommenderade detektionsgransen for
JAK2 V617F dllelbelastning p& < 0,1 % fér Svervakning av molekyldra sjukdomar (5,13).
Det ska dock pépekas att vissa kliniska experter betraktar all JAK2 V6 17Ffrekomst som kliniskt
signifikant nar diagnosering och att det dérfér finns behov av en kénsliga metoder som gPCR (14).
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r baserat p& denna teknik.
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Anvandning av qPCR mdjliggdr korrekt kvantifiering av PCR-produkter under den
exponentiella fasen av PCR-amplifieringsprocessen. Kvantitativa PCR-data kan erhéllas snabbt,
utan bearbetning post-PCR, genom realtidsdetektion av fluorescenssignaler under och/eller
efter PCR-cykling, vilket darmed avsevart minskar risken fér PCR-kontaminering. Fér
narvarande finns 3 tillgéngliga huvudtyper av qPCR-teknik: gPCR-analys med SYBR® Green |-
farg, gPCR-analys med hydrolyssékfragment och qPCR-analys med hybridiseringssckfragment.

| QIAGEN-analysen anvénds principen gPCR-oligonukleotidhydrolys. Under PCR hybridiserar
framét och omvanda primrar till en specifik sekvens. En annan fargbunden oligonukleotid
ingdr i samma mix. Det har sokfragmentet, som bestér av en oligonukleotid mérkt med en
5'-reporterfarg och en nedstroms 3'-quencher utan farg, hybridiserar till en mélsekvens inom
PCR-produkten. gPCR-analysen med hydrolyssdkfragment utnyttjar 5'>3'-exonukleas-
aktiviteten i Thermus aquaticus (Tagq) DNA-polymeraset. Nar sdkfragmentet &r intakt
fluorescerar inte reporterfargen s& lénge reportern och quenchern &r i nérheten av varandra,

vilket frémst uppnds genom energidverféring av Forster-typ.

Om maélobjektet ér narvarande under PCR binder bade framét och omvanda primrar specifikt
fill sokfragmentet och flankerar den. 5'>3"-exonukleas-aktiviteten i DNA-polymeraset klyver
bara sckfragmentet mellan reportern och quenchern om de tre oligonukleotiderna hybridiserar
fill malet. Sokfragmenten férskjuts fran mdlet och polymeriseringen av stréngen fortsétter.
Sokfragmentets 3'-Ginde blockeras fér att férhindra att sékfragmentet férlangs under PCR
(bild 1). Den hér processen uppstér i varje cykel och inferfererar inte med den exponentiella

ackumuleringen av produkten.

Okningen av fluorescenssignalen defekteras bara om mélsekvensen ar komplementdr till
primrarna och sékfragmenten och darfér amplifieras under PCR. P& grund av de har tre kraven
detekteras inte icke-specifik amplifiering. Sélunda &r Skningen av fluorescensen direkt

proportionell mot mé&lamplifieringen under PCR.
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In gPCR, kallas antalet PCR-cykler som behdvs for att detektera en signal ovanfér tréskeln for
korspunkt (Crossing Point, CP) eller cykeliroskelvarde (Cycle Threshold, CT), och ar direkt

proportionell till méngden méal som finns i bérjan av reaktionen.

" »
I

i Primers och sokfragment hybridiseras

Polymerisering
—— @ ’u Stréngforskjutning

A Q) ——
il
e
QPOQ‘D’ % g
o c
Va @ " @ Klyvning
————— = - - [ 2
[ Leder till att quencherférg frigdrs och att
4@----- — reportern emitterar fluorescerande signaler
A
My
QPOQF‘) e ® g o
v o 5
» | Polymerisering slutférd
—_———- - - = - — = = = = [ 2
i 1 PCR-produkten slutférd och ackumulering
40 --=—-=-=-===== — av fluorescenssignal i varje cykel

Rapportér 3% A8 Specifikt sokfragment  mmm  Framétriktade och bakdtriktade primers

# Quencher -==% PCRprodukt @ Tag-polymeras

Bild 1. Reaktionsprincip. Den kvantitativa allelspecifika PCR-tekniken som anvénds i det hér analyskitet majliggér sensitiv
och korrekt detektion av SNP med hég reproducerbarhet. Den hér tekniken baseras pé anvandning av specifika omvénda
primrar for vildtyp- respektive V617F-allelen (15). Endast en perfekt matchning mellan primer och mal-DNA méjliggér
frlangning och amplifiering vid PCR-reaktion (bild 2).
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WT-reaktionsmix

Felmatchning
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Mutantallel

—

Matchning
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MT-reaktionsmix
Matchning

Mutantallel

Felmatchning
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Ingen amplifiering

— Ingen klyvning av sékfragment

— Ingen ackumulering av
fluorescenssignal

Amplifiering
— Klyvning av sékfragment
— Ackumulering av fluorescenssignal

Amplifiering
— Klyvning av sékfragment
= Ackumulering av fluorescenssignal

Ingen amplifiering

— Ingen klyvning av sdkfragment

— Ingen ackumulering av
fluorescenssignal

Bild 2. Allelspecifik PCR. Anvéndning av vildtyp- eller V617F-primrar och skfragmentblandning méjliggér specifik
detektion av vildtyp- eller muterad allel i tvé separata reaktioner som genomférs med samma prov. Resultaten kan uttryckas
som procentandelen mutantkopior av det totala antalet JAK2-kopior. MT: mutant, WT: vildtyp.
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Material som medféljer

Kitinnehall

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalognr. 674623

Farg Identitet Rér-ID Volym

R&d JAK2 Mutant Control MT Ctrl 33 pL
(JAK2-mutantkontroll, 100 % V617Fallel)

Grén JAK2 WT Control WT Ctrl 33 L
JAK2 WTkontroll, 100 % vildtypallel)

R&d JAK2 MT Quant Standard 1 (JAK2 MT Quant-standard 1) MT QS1 20 plL
(5 x 10" V617Fkopior/5 pl)

R&d JAK2 MT Quant Standard 2 (JAK2 MT Quantstandard 2) MT QS2 20 pL
(5 x 10% V617Fkopior/5 pl)

Rad JAK2 MT Quant Standard 3 (JAK2 MT Quant-standard 3) MT QS3 20 pL
(5 x 10° V617Fkopior/5 pl)

Rad JAK2 MT Quant Standard 4 (JAK2 MT Quant-standard 4) MT QS4 20 pL
(5 x 10* V617Fkopior/5 pl)

Grén JAK2 WT Quant Standard 1 (JAK2 WT Quantstandard 1) WT QS1 20 pL
(5 x 10" vildtypkopior/5 pl)

Grén JAK2 WT Quant Standard 2 (JAK2 WT Quantstandard 2) WT QS2 20 pL
(5 x 102 vildtypkopior/5 pl)

Grén JAK2 WT Quant Standard 3 (JAK2 WT Quant-standard WT QS3 20 pL

3) (5 x 10° vildtypkopior/5 pl)
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Kitets innehall (forts.)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalognr 674623

Férg Identitet R&r-ID Volym

Grén JAK2 WT Quant Standard 4 WT QS4 20 pL
JAK2 WT Quant-standard 4) (5 x 104
vildtypkopior/5 pl)

R&d JAK2 MT Reaction Mix MT Mix 1010 pL
(JAK2 MT-reaktionsmix)

Gron JAK2 WT Reaction Mix WT Mix 1010 pL
JAK2 WT-reaktionsmix)

Mint Taq DNA polymerase (Taq DNA-polymeras, HotStarTaq®  Taq 85 plL
5 enheter/pl)

Vit TE buffer for sample dilution TE 1,9 ml
(TE-buffert for spddning av prov)

Vit Water for no template control (NTC) NTC 1,9 ml

(vatten fér kontroll utan mall (NTC))

ipsogen Hanbok fér JAK2 RGQ PCR Kit (engelska)
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Paketets innehall

De viktigaste komponenterna i kitet férklaras nedan.

Tabell 2. Reagenser som medfsljer

Reagens Aktiva innehéllsamnen Volym
JAK2 Mutant Control Cellinje-DNA med 100 % V617F-allel 33 pL
(JAK2-mutantkontroll)

JAK2 WT Control (JAK2 Cellinje-DNA med 100 % vildtyp-allel 33 pL

WT-kontroll)
JAK2 MT Quant

standarder (QS1 till QS4)

JAK2 MT Quant
Standards (JAK2 WT
Quant-standarder)

(@S1 till QS4)

JAK2 MT Reaction Mix
(JAK2 MT-reaktionsmix)

JAK2 WT Reaction Mix
(JAK2 WT-reaktionsmix)

Tag DNA polymerase
(Taq DNA-polymeras)

TE buffer for sample
dilution (TE-buffert for
spadning av prov)
Water for no template
control (NTC) (vatten for
kontroll utan mall (NTC))

Reagenser

Plasma med V617F-allelsekvensen

Plasma med WT-allelsekvensen

Oligonukleotider vid detektering av MT-allelen och intern
kontroll, PCR-buffert, MgCla, dNTP:er

Oligonukleotider vid detektering av WT-allelen och intern
kontroll, PCR-buffert, MgCl,, dNTP:er
Varmstart med Taq DNA-polymeras i férvaringsbuffert

Tris-EDTA-buffertlésning

Nukleasfritt vatten

20 pL vardera

20 pL vardera

1010 pL

1010 pL

85 plL

1,9 ml

1,9 ml

De reagenser som medféljer (se tabell 2 ovan) krévs for att spada ut testproverna fill énskad
inmatning och fér aft ufsra gPCR-reaktioner vid detektering och kvantifiering av
JAK2-mutanter  och

Internamplifieringskontrollen som medféljer reaktionsmixarna anvénds fér aft dvervaka qPCR-

vildtypsalleler ~ fér  att  avgéra mutationsprocenten.

h&mning och utesluta misslyckade PCR-reaktioner vid eventuella negativa resultat.
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Kontroller och standarder

Kitet innehéller tva kontroller: en JAK2-mutantkontroll som anvands fér positiv kontroll i JAK2
Mutant (MT)-reaktionsmixen och en JAK2-vildtypskontroll (WT) fér positiv kontroll i reaktionsmix
fér JAK2-vildtypskontroll. Nukleasfritt vatten anvénds fér bada reaktionsmixarna fér att utféra

kontroller utan mall.

Kitet innehéller fyra JAK2 Mutant (MT)kvantifieringsstandarder (QS, Quantitation Standards)
och fyra JAK2-vildtypskvantifieringsstandarder (WT). Anvénd dessa fér aft berékna antal JAK2
MT- och WT-kopior och dérmed berdkna JAK2 V6 17Fmutationsprocenten for testproverna.
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Material som behdvs men inte medfélier

Forbrukningsartiklar och reagenser for manuell DNA-extraktion

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat.nr 61104)
Etanol (96-100 %)
Obs! Anvdnd inte denaturerad alkohol eftersom den innehaller andra substanser sdsom

metanol eller metyletylketon.

Forbrukningsartiklar och reagenser fér automatisk DNA-extraktion

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

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

8-Rod Covers (kat.nr 997004)

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

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

Elution Microtubes CL (kat.nr 19588)

Tip disposal bags (kat.nr 9013395)

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

Forbrukningsartiklar och reagenser for PCR

Nukleasfria aerosolresistenta sterila PCR-pipettspetsar med hydrofobiskt filter
1,5 mL eller 2,0 mlL nukleasfria PCR-rér
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml fér Rotor-Gene Q (kat.nr 981103 eller 981106)

s
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Utrustning

Justerbara pipetter* avsedda fér PCR (1-10 pL;_10-100 pL; 100-1 000 pl)
Engé&ngshandskar

Vortexblandare

Varmeblock for lysering av prover vid 56 °C

Bankcentrifug* med rotor fér 0,5/1,5/2,0 ml reaktionsrdr (med kapacitet for 13 000-
14 000 rpm)

® Spekirofotometer*

Provberedningsutrustning

® Instrumentet QIAsymphony SP* (kat.nr 9001297), programversion 4.0 eller senare,
medféljande tillbehdr samt protokollet Blood_200_V7_DSP (eller senare version)
e Tube Insert 3B (F&r in 2,0 mL v2, provcarrier (provcarr.) (24), Qsym, kat.nr 9242083)

Utrustning for realtime PCR

® Realtime PCR-instrument*: Systemet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (kat.nr
9002032) eller Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (kat.nr 9002033) samt
medféljande tillbehdr
Installerad Rotor-Gene AssayManager® version 2.1.x (x=0)
Installerade Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in version 1.0.x (x > 0)
Importerad ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR analysprofil
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap (x>1))

* Sékerstdll att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer fére anvéndning.
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Varningar och férsiktighetsatgarder

Var medveten om att du kan behéva konsultera lokala regelverk fér rapportering av allvarliga
incidenter som intréffat i samband med enheten f{ill tillverkaren och/eller auktoriserad

representant och den tillsynsmyndighet dér anvéndaren och/eller patienten befinner sig.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga sakerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS). De
ér tillgangliga p& webben i behdndigt PDF-format pd adressen www.qiagen.com/safety, dar
du kan hitta, visa och skriva ut sékerhetsdatablad fér varje QIAGENit och kitkomponent.

® Prover dr potentiellt smittsamma. Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med

lokala sakerhetsprocedurer.

IAKTTAG Tillsétt ALDRIG blekmedel eller sura 1&sningar direkt till provet
FORSIKTIGHET | eller provavfallet.

Vid nédsituationer

CHEMTREC
Utanfér USA och Kanada +1 703 527 3887
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Forsiktighetsatgarder

Anvandning av gPCR-ester kréver god laboratoriesed, inklusive underhéll av utrustning, som

ar speciellt anpassad till molekylérbiologi och som uppfyller tillampliga regler och relevanta

standarder.

Det har kitet ar avsett for in vitro-diagnostisk anvandning. Reagenserna och instruktionerna

som medféljer detta kit har validerats fér optimal prestanda.

22

Testet dr avsett fér anvandning med helblodsprover som har antikoagulerats med kalium-
EDTA (K2-EDTA) och férvarats i 2 °C till 8 °C i maximalt 96 timmar innan DNA-
extraktion.

Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt
smittsamma och méaste hanteras som smittfarligt material.

Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sakerhetsprocedurer.
Reagenser till ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r optimalt utspédda. Spad inte ut
reagenserna ytterligare d& det kan resultera i férlorad prestanda.

Anvénd inte reaktionsvolymer (reaktionsmix plus prov) pé mindre én 25 pl.

Alla reagenser som medfélier ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r avsedda att anvéndas

enbart tillsammans med &vriga reagenser som ingdr i samma kit. Byt inte ut ndgot

reagens fran ett kit mot samma reagens fran ett annat ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
(@ven om det kommer frén samma batch), eftersom detta kan péverka prestandan.
Ytterligare information om varningar, férsiktighetsatgérder och procedurer finns i
anvéndarhandbéckerna fér Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet, Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application, Gamma Plug-in och anvéndarhandboken fér
QlAsymphony SP-instrumentet.

Andring av inkubationstider och temperaturer kan orsaka felaktiga eller icke
dverensstdmmande data.

Anvand inte komponenter vars utgangsdatum har passerat eller som har férvarats
felaktigt.

Reaktionsmixar kan dndras om de utsétts for ljus.
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e lakita storsta forsiktighet for att férhindra att mixarna kontamineras av syntetiskt
kontrollmaterial som finns i reagenserna JAK2 MT och JAK2 WT Quant Standard samt
i kontrollreagenserna JAK2 Mutant och JAK2 WT.

® laktta stérsta forsiktighet for att undvika &verféring av smitta via carry-over av DNA- eller
PCR-produkter, vilket kan orsaka en falskt positiv signal.

® laktta storsta forsiktighet for att férhindra kontaminering av DNase, vilket kan orsaka
férsamring av mall-DNA.

® Anvéand separata fér dndamdlet avsedda pipetter fér iordningstéllande av reaktionsmixar
och tillsats av mall.
Oppna inte Rotor-Gene Q MDx-instrumentet férrén kérningen har avslutats.
Oppna inte Rotor-Gene Q-réren nar kérningen har avslutats.
laktta stérsta noggrannhet med betoning pé felaktig provinmatning, laddningsfel och
pipetteringsfel for att sdkerstalla korrekt provtestning.

® Se till att proverna hanteras pé ett systematiskt séitt for att sdkerstalla att identifieringen
alltid blir korrekt s& att proverna gér att spéra.

® Virekommenderar fsljande hantering:

O Anvand nukleasfritt laboratoriematerial (t.ex. pipetter, pipettspetsar, reaktionsflaskor)
och bar handskar nér du utfér analysen.

O Anvand nya aerosolresistanta pipettspetsar for alla pipetteringssteg fér att undvika
korskontaminering av prover och reagenser.

O Bered for-PCR-masterblandning med darfér avsedda tillbehor (pipetter, spetsar efc.)
i eft anpassat utrymme dar inget DNA-material (DNA, plasmid eller PCR-produkter)
fors in. Tillsatt mall i ett separat utrymme (helst i ett annat rum) med hijélp av

specialanpassat material (pipetter, spetsar, osv.).

Sdkerhetsinformation relaterat till extraktionskiten QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat.nr 61104) och QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) finns i handbéckerna
till respektive kit.
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Férvaring och hantering av reagenser

Var uppmdérksam pd de utg&ngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
Leveransvillkor

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit levereras pd torris. Om ndgon komponent i ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
(férutom enzym) inte &r frusen vid ankomst, om den ytire fdrpackningen har 8ppnats under transporten
eller om det saknas en bipacksedel, handbok eller reagenser i leveransen ska du kontakta négon av
QIAGENSs  tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se  baksidan eller bessk

www.qiagen.com).
Forvaringsforhallanden

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit maste omedelbart férvaras i -30 till -15 °C i en frys med konstant

temperatur och skyddat mot ljus.
Information om férvaring relaterat fill extraktionskiten QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit

(kat.nr 61104) och QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) finns i handbdckerna
till respektive kit.
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Anvandningsstabilitet

Vid férvaring under de angivna férvaringsvillkoren &r ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit héllbart

fram till det utg&ngsdatum som anges pé férpackningens etikett.

Nar reagenser har dppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 till -15° C i upp

till 12 manader. Undvik att tina och frysa upprepade ganger. Overskrid inte maximalt fem

frys-/upptiningscykler.

Information om stabilitet relaterat till extraktionskiten QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat.nr 61104) och QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) finns i handbéckerna

till respektive kit.

® Blanda férsiktigt genom att vanda réret 10 génger och centrifugera alla rér utom
enzymet innan de dppnas.

e Utgdngsdatum fér reagenserna anges pa etiketterna till varje enskild produkt. Under
korrekta forvaringsvillkor behaller produkten sin prestanda under hela stabilitetstiden som
anges pd roéret och férpackningsetiketten.

® Obs! Se till att inte blanda innehdll frén olika rérbatchar. De ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit-
komponenter som anvdnds fér testet mdste tillhdra samma batch. Vid kvalitetskontrollerna
hos QIAGEN testas varje individuell lot i den funktionella satsen innan den levereras.

Blanda dérfér inte reagenser fréan olika kit dven om de kommer fréin samma lot.
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Foérvaring och hantering av prover

Helblodsprover

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r avseft fér anvéndning med genomiska DNA-prover som
extraherats fran helblodsprover som har antikoagulerats med kalium-EDTA (K2-EDTA) och

férvarats p& négot av féljande satt:

e | 2-8°Cihdgst 96 timmar
e | 15-25°C i hogst 96 timmar
® Fruseti-30till-15°C i hégst 1 mé&nad

Obs! Se ftill aft hélla en jGmn temperatur under férvaring vid insamlingsplatsen och vid
transport. Transporttemperaturen méste vara lika som férvaringsférhéllandena pé testplatsen

eller lagre.

Alla prover ska betraktas som potentiellt smittsamma. Kassera avfall frén prover och analyser

i enlighet med lokala sckerhetsprocedurer.

Prover med genomiskt DNA
Nar det genomiska DNA:t har extraherats kan DNA-proverna férvaras och transporteras i

temperaturer pa -30 till -15 °C i upp till 24 ménader. Undvik frysning och upptining. Overskrid

inte antalet till&tna frysnings-/upptiningscykler.
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Protokoll: Extraktion och beredning av genomiskt

DNA frdan helblod

Viktigt att tanka pa fore start

® Genomiskt DNA ska erhéllas med hjélp av antingen QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat.nr 61104) eller QIAsymphony SP-instrumentet i kombination med QIAsymphony DSP
DNA Mini Kit (kat.nr 937236).

® Kontrollera aft reagenserna som ska anvéndas inte har passerat utgéingsdatum och att de
har transporterats och férvarats under ratt férhallanden.

® Obs! ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ér endast validerat fér anvéndning i kombination med
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat.nr 61104) eller QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat.nr 937236). Anvand inte nédgon annan produkt fr DNA-extraktion.

Manuell extraktion av genomiskt DNA med QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit

Manuell extraktion av genomiskt DNA méste utféras med QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat.nr 61104) enligt motsvarande Handbok fér QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Hantering av reagenser

o Vid férberedning av tvattbuffertar fr det har protokollet maste du blanda den
rekonstituerade tvattbufferten blandas fére proceduren genom att vénda pé flaskan ett
par gdnger.

® Anvand pipettspetsarna med aerosolbarridrer for att pipettera elueringsbufferten frén
flaskan och satt pa locket omedelbart fér att undvika kontaminering.

e lakita extra forsiktighet vid hantering av viskdsa vétskor och anvand lamplig pipett fér att
férdela korrekta volymer.

e Undvik att vidréra membranet p&d QlAamp Mini spin-kolumnen med pipettspetsen.
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° A Tillsétt inte QIAGEN Protease (QP) direkt i lyseringsbufferten (AL).

Saker som méste goras fore start

28

Ekvilibrera blodproverna till rumstemperatur (15-25 °C) och sékerstéll att de har
homogeniserats ordentligt.

Bereda lyseringsbufferten

Om det har bildats precipitat i lyseringsbufferten (AL) 16ser du upp den genom att
inkubera i 56 °C.

Bereda QIAGEN Protease

Tillsatt 1,2 mL proteaslésningsmedel (PS) i flaskan med lyofiliserat QIAGEN Protease (QP)
och blanda férsiktigt. Blanda genom att véinda flaskan flera génger fér att undvika
skumbildning. Se till att QIAGEN Protease (QP) ar fullstandigt uppldst.

Obs! Tillsétt inte QP direkt i lyseringsbufferten (AL).

Bereda tvattbuffert 1

Mét upp 25 ml etanol (96-100 %) med en matcylinder och tillsétt det i flaskan som
innehdller 19 ml koncentrat av tvéttbuffert 1 (AW 1). Férvara rekonstituerad tvattbuffert 1
(AW1) i rumstemperatur (15-25 °C).

Obs! Blanda alltid rekonstituerad tvattbuffert 1 (AW 1) genom att vanda flaskan flera
génger innan proceduren startas.

Bereda tvattbuffert 2

Mét upp 30 mL etanol (96-100 %) med en matcylinder och tillsétt det i flaskan som
innehdller 13 ml koncentrat av tvattbuffert 2 (AW?2). Férvara rekonstituerad tvattbuffert 2
(AW?2) i rumstemperatur (15-25 °C).

Obs! Blanda alltid rekonstituerad tvattbuffert 2 (AW2) genom att vénda flaskan flera
génger innan proceduren startas.

Bereda elueringsbufferten

En flaska elueringsbuffert (AE) ingér i kitet. Det rekommenderas att pipettspetsar med
aerosolbarrigrer anvands nar elueringsbuffert (AE) pipetteras fran flaskan och att locket
pé flaskan omedelbart séitts pd igen for att undvika kontamination.

Ekvilibrera elueringsbufferten (AE) till rumstemperatur (15-25 °C).

Stall in eft varmeblock p& 56 °C fér anvéndning i steg 4 i proceduren.

Bruksanvisningen for ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022



Procedur

1. Pipettera 20 pL QIAGEN Protease (QP) i ett lyseringsror (LT).
Obs! Kontrollera utgdngsdatumet fér det rekonstituerade proteaset fére anvandning.
2. Tillsatt 200 pL blodprov till lyseringsroret (LT).
3. Tillsatt 200 pL lyseringsbuffert (AL) i lyseringsréret (LT), satt p& korken och blanda genom

att vortexblanda i pulser i 15 sekunder.

Obs! For att sdkerstdlla lysering méste provet och lyseringsbuffert (AL) blandas noga fér

att [6sningen ska bli homogen.

Obs! Eftersom lyseringsbuffert (AL) har hég viskositet maste du kontrollera att rétt volym
tillsatts i lyseringsbuffert (AL) genom att pipettera mycket noga med en lamplig pipett.

A Tillsétt inte QIAGEN Protease (QP) direkt i lyseringsbuffert (AL).

4. Inkubera i 56 °C (+ 1 °C) i 10 minuter (+ 1T minut).

5. Centrifugera lyseringsroret (LT) i ungefar 5 sekunder vid full hastighet fér att f& bort
droppar fran insidan av korken.

6. Tillsatt 200 pl etanol (26-100 %) i lyseringsroret (LT), satt pa korken och blanda noga
genom att vortexa i pulser i > 15 sekunder.

7. Centrifugera lyseringsroret (LT) i > 5 sekunder vid full hastighet fér att f& bort eventuella
vatskedroppar frén insidan av korken.

8. Applicera hela lysatet frén steg 7 forsiktigt i QlAamp Mini spin-kolumnen utan att bléta
ned kanten. Undvik att vidréra membranet p& QlAamp Mini spin-kolumnen med
pipettspetsen.

Obs! Om flera prov bearbetas ska endast ett lyseringsrér (LT) dppnas &t géngen.

9. Staing locket p& QIAamp Mini spin-kolumnen och centrifugera vid cirka 6 000 x g i

1 minut. Placera QlAamp Mini spin-kolumnen i ett rent tvattrér (WT) och kasta réret med

filtratet.
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14.

15.

16.
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Obs! Om lysatet inte har passerat genom membranet fullstéindigt efter centrifugering
i 6 000 x g (8 000 rpm) centrifugerar du igen i full hastighet (upp till 20 800 x g)

i 1 minut.

Obs! Om lysatet fortfarande inte passerar genom membranet under centrifugeringen

kasserar du provet och upprepar isoleringen och reningen med nytt provmaterial.

. Oppna QlAamp Mini spinkolumnen férsiktigt och tillsétt 500 pl tvattbuffert 1T (AW1) utan

att bléta ned kanten. Undvik att vidréra membranet p& QlAamp Mini spin-kolumnen med

pipettspetsen.

. Sténg locket till QlAamp Mini spin-kolumnen och centrifugera i ca 6 000 x g

(8 000 rpm) i 1 minut. Placera QlAamp Mini spin-kolumnen i eft rent tvattrdr (WT) och

kasta roret med filtratet.

. Oppna QlAamp Mini spin-kolumnen férsiktigt och tillsatt 500 pl tvéttbuffert 2 (AW2) utan

att bléta ned kanten. Undvik att vidréra membranet p& QlAamp Mini spin-kolumnen med

pipettspetsen.

. Sténg locket till QlAamp Mini spin-kolumnen och centrifugera i full hastighet

(ca 20 000 x g eller 14 000 rpm) i 1 minut. Placera QlAamp Mini spin-kolumnen i eft
rent tvattrér (WT) och kasta réret med filtratet.
Centrifugera i full hastighet (ca 20 000 x g eller 14 000 rpm) i 3 minuter fér att torka

membranet helt.

Placera QIAamp Mini spin-kolumnen i ett rent elueringsror (ET) och kasta tvattroret (WT)
med filtratet. Oppna locket till QIAamp Mini spin-kolumnen férsiktigt och tillsatt 50 fill
200 pl elueringsbuffert (AE) i mitten av membranet. Stéing locket och inkubera vid
rumstemperatur (15-25 °C) i 1 minut. Centrifugera i ca 6 000 x g (8 000 rpm) i 1 minut
for att eluera DNA:t.

Kassera anvanda provrér, plattor och avfall i enlighet med lokala sékerhetsregler.

Bruksanvisningen for ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022



Automatisk extraktion av genomiskt DNA med QIAsymphony DSP
DNA Mini Kit

Automatisk extraktion av genomiskt DNA mdéste utféras med instrumentet QIAsymphony och
provberedningsmodulen (SP, Sample Preparation) i kombination med QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit (kat.nr 937236) och genom att fslja instruktionerna i Handbok fér QIAsymphony DSP
DNA Kit. De specifika protokollegenskaper som ska anvéndas med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

ér markerade med tecknet 1\ i nedanstéende procedur.

Tillsammans med QlAsymphony SP méjliggér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit automatisk
DNA-rening fran humant helblod (genom att anvénda protokollet Blood_200_V7_DSP (eller
senare version) pd QlAsymphony SP).

® Ingen férbehandling kravs.

® Roren dverfors direkt till QlAsymphony SP.

® Rening av DNA utférs med magnetiska partiklar.

Viktigt atft tanka pé fére start

° A Den helblodsvolym som ska extraheras &r 300 pL.

Forberedelser

® Se till att du kénner till hur QlAsymphony SP anvénds. Driftsanvisningar finns i de

anvandarhandbécker som medféljer instrumentet.
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Hantering av reagenser

e Innan du anvdnder reagenskassetten fér férsta géngen kontrollerar du att Buffer QSL1
och Buffer QSB1 inte innehaller precipitat. Vid behov avlédgsnar du de trag som
innehdller Buffer QSL1 och Buffer QSB1 frén reagenskassetten, inkuberar dem i
30 minuter vid 37 °C och skakar om dé och dé& for att 16sa upp precipitat. Satt tillbaka
trégen pé& ratt plats. Om reagenskassetten redan ar perforerad ska du farsluta tragen
med &teranvéndbara tétningsremsor, och darefter inkuberar du hela reagenskassetten
i 30 minuter i 37 °C i vattenbad och skakar dé och dé.

® Forsok att undvika kraftiga omskakningar av reagenskassetten (Reagent Cartridge, RC)

eftersom det d& kan bildas skum, vilket kan géra det svart att faststalla vatskenivan.
Underhall

e Underhdll av QlAsymphony SP ar valfritt, men rekommenderas starkt fér att undvika risk

for kontaminering.
Saker som mdste goras fore start

® Innan du startar férfarandet, méste du kontrollera att magnetpartiklarna @r helt
atersuspenderade. Vortexblanda tréget som innehéller de magnetiska partiklarna
kraftfullt i minst 3 minuter fére férsta anvéndningen.

e Se till att instickslocket placeras pé& reagenskassetten och att locket till tréget med de
magnetiska partiklarna har tagits bort eller, om du anvénder en delvis anvand
reagenskassett och kontrollera att de ateranvandbara tatningsremsorna &r borttagna.
Se till att enzymréren &r dppna.

Om proverna ar streckkodade ska du placera proven i rérhéllaren s att streckkoderna

pekar mot streckkodslasaren pa vanster sida av QlAsymphony SP.
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Procedur

1. Sténg alla lador och huven.

2. Satt p& QlAsymphony SP och vanta tills skdrmen “Sample Preparation” (provberedning)

visas och initieringen har slutforts.
Obs! Strdmbrytaren sitter vid det nedre vénstra hérnet av QlAsymphony SP.
3. Logga in pd instrumentet.

4. Kontrollera att ladan “Waste” (avfall) ér korrekt férberedd — gér en inventering och
kontrollera aft t.ex. spetsnedkastet och behéllaren fér vatskeavfall &r pé& plats. Byt ut

avfallspésen fér spetsar vid behov.
5. Satt in det aktuella elueringsracket i Iddan “Eluate” (Eluat).
Viktigt: Ladda inte en platta med 96 brunnar p& “Elution slot 4”.
Anvénd endast “Elution slot 1” (Elueringsskéra 1) med motsvarande avkylningsadapter.

Obs! Om du anvénder en platta med 96 brunnar, kontrollerar du att plattan har rétt
rikining eftersom en felaktig placering kan géra att proverna blandas ihop vid

nedstrémsanalys.

6. Sétt in de aktuella reagenskassetterna och férbrukningsmaterialen i lédan “Reagents and

Consumables” (Férbrukningsartiklar och reagenser).
Obs! Kontrollera att pipetteringsspetsarna @r korrekt fixerade.

7. Gér en inventering av lddan “Reagents and Consumables” (Férbrukningsartiklar och

reagenser).

8. & Overfér 300 pL av det helblodsprov som ska extraheras fill ett nukleasfritt Micro
tube (2,0 mL typ H) och placera réret i 3b 2 ml-adaptern i provrérsstallet. Sétt in

provroren i l&dan “Sample” (Prov).

9. Anvand sedan pekskdrmen och ange den information som krévs fér varje batch med

prover som ska bearbetas:
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O Provinformation: Andra format pé standardréret. Klicka pa Select All (Valj alla) for att
géra detta. Valj sedan Sarstedt-referens 72.694 i bladet Tube Insert.

O Protokoll som ska kéras: Klicka p& Select All (Valj alla). | kategorin klickar du sedan
pé& DNA Blood > Blood_200_V7_DSP (eller senare version) fér helblodsprov.

O A Elueringsvolym och output-position: 100 pL for helblodsprotokollet.
Obs! Nar du har angett batchinformationen dndras statusen frén LOADED (Laddad)
till QUEUED (Kdad). Nér en batch har kéats aktiveras knappen Run (Kér).

. Starta kdrningen.

10a. Klicka p& Run (Kér) fér att starta kérningen.

10b. Las meddelandet som visas och bekrafta det.

Obs! Vi rekommenderar att du vantar bredvid instrumentet tills det har utfért detektion av
vétskenivén i internkontrollréren och aft statusen for QlAsymphony SP-stéllet édndras fill
RUNNING (Kérning pégar).

Viktigt: Pausa eller avbryt inte kérningen nér bearbetning pagér (sévida det inte intréffar
en olycka) eftersom det gér att proverna kommer aft flaggas som “unclear” (ej tydligt).
Obs! Det gér att ladda prover kontinuerligt och lagga till dem i kémingen {tills det att
reagenserna laddas).

. Klicka pé& Run (Kér) fér att starta reningen.

12.

| slutet av protokollet for kérningen dndras statusen for batchen fran RUNNING

(Kérning pégar) till COMPLETED (Slutférd). Ta ut elueringsracket med de renade
nukleinsyrorna frén l&dan “Eluate” (Eluat).

Vi rekommenderar att du tar ut eluatplattan frén lddan “Eluate” (Eluat) omedelbart efter
att kérningen ar slutférd. Beroende pé& temperatur och fuktighet kan elueringsplattor som
l&dmnas kvar i QIAsymphony SP efter det att kérningen har slutférts kondensera eller

avdunsta.

Obs! | allménhet dverférs inte de magnetiska partiklarna till eluaten. Om du ser svarta
partiklar i ett eluat kan dessa magnetiska partiklar tas bort pé féljande satt:

12a. Satt in réret med DNA:t i en lamplig magnetisk separator (t.ex. QIAGEN 12-Tube
Magnet, kat.nr 36912) tills de magnetiska partiklarna har separerats.
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16.
17.

12b. Om DNA finns p& mikroplattor, l&t mikroplattan genomgé en lamplig
magnetseparator (f.ex. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat.nr 36915 tills de
magnetiska partiklarna har separerats. Om du inte har tillgéng till en lamplig
magnetisk separator centrifugerar du réret med DNA:t i 1 minut pd full hastighet i

en mikrocentrifug for att pelletera eventuella aterstéende magnetiska partiklar.

. Exportera QlAsymphony SP-resultatfilen: den hér rapporten genereras fér varje

elueringsplatta.

13a. Satt in USB-stickan i n&gon av USB-portarna pé& framsidan av QlAsymphony SP.
13b. Klicka pé& Tools (Verktyg).
13c. Valj File Transfer (Filoverfring).
13d. P& fliken In-/Output Files (Inkommande/utgdende filer) klickar du p& Resulis Files
(Resultaffiler) > Transfer (Overfor).
Namnet p& den exporterade filen maste ha féljande format:

&aad-mm-ddhh:mm:ss_Elueringsrack-1D

. Kontrollera kolumnen “Validity of result” (giltighet fér resultat) for varje prov i

QIAsymphony SP-resultatfilen.

O Valid (giltig) och unclear (oklar] status: G& vidare fill Kvalificering och kvantifiering av
DNA.
O Invalid (ogiltig) status: Provet avvisades. Upprepa extraktionssteget.

. Om en reagenskassett endast har anvénts delvis ska du férsegla den med medfsljande

tatningsremsor fér dteranvéndning och stdnga réren som innehdller proteinas K med

skruvlock direkt efter slutférd protokollkérning fér att undvika avdunstning.
Kassera anvénda provrér, plattor och avfall i enlighet med lokala sékerhetsregler.
Rengdr QIAsymphony SP.

Fslj underhéllsanvisningarna i anvdndarhandbécker som medfsljer instrumentet. Se till aft

du rengdr spetsskydden regelbundet fér att minimera risken for korskontaminering.

. Sténg instrumentl&dorna och sténg av QlAsymphony SP.
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Kvalificering och kvantifiering av DNA

En blank med ATE- eller AE-buffert ska anvéandas fér att kalibrera spektrofotometern. De har
buffertarna méste anvéndas pd grund av att de elueringsbuffertar som anvands i kiten for
extraktion av genomiskt DNA innehéller konserveringsmedlet natriumazid, som absorberas
vid 260 nm.

® Ao/ Azso-kvoten méste vara > 1,7 eftersom légre kvoter vanligen indikerar
proteinkontaminering eller férekomst av organiska kemikalier och paverkar PCR-steget.
DNA-kvantiteten faststdlls genom att méta den optiska densiteten vid 260 nm.
Den totala méngden renat DNA = koncentrationen x provets volym i pL.
Om Azs0/ Azsokvoten ér under 1,7 och om koncentrationen av genomiskt DNA é&r under

10 ng/pL fér bearbetningen av provet inte fortsatta.
Normalisering av prov med genomiskt DNA
DNA:t méste spadas till 10ng/pL i TE-bufferten som medfsljer ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.
Varje PCR-reaktion i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM &r optimerad fér 50 ng renat genomiskt

DNA spatt ill en slutlig volym pé 5 pL. Totalt 100 ng per testprov behdvs fér att utfér mutant-

och vildtypsreaktioner.
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Protokoll: gPCR pd Rotor-Gene Q MDx Splex
HRM:-instrumentet

Viktigt att tanka pa fore start

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit méste kdras pd instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
med Rotor-Gene AssayManager v. 2.1.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kréver ett specifikt Gamma-plugin-program. Plugin-
programmet hémtas frén QIAGEN-webbplats p& resources.qiagen.com/674623. Detta
plugin-program méste installeras p& en dator som redan har Rotor-Gene AssayManager
v. 2.1 installerat.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit behéver dven en analysprofil. Den hér analysprofilen
(.iapil) innehdller alla parametrar som behdvs fér cykling och analysering av gPCR-
analysen. Den gér att hédmta frén webbplatsen relaterad till ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
p& QIAGEN-webbplatsen: resources.qiagen.com/674623. Analysprofilen mdste
importeras till Rotor-Gene AssayManager v. 2. 1-programmet.

e Tadig tid aft bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx innan du startar
protokollet. Detaljerad information finns i anvéndarhandbéckerna fér instrumentet, Rotor-
Gene AssayManager v. 2.1 och Gamma-plugin-programmet.

® Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 majliggér automatisk tolkning av PCR-resultaten.

Cykelparametrarna ér lasta fér kérningen.
Forberedelser

e Hamta och installera Rotor-Gene AssayManager v. 2.1. Mer information finns i
"Installation av den grundladggande programvaran till Rotor-Gene AssayManager v. 2.1"
pd sidan 38.

® ladda ned Gamma-plugin-programmet. Mer information finns i "Installation av Gamma-

plugin-programmet och import av analysprofilen" pé& sidan 39.
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e Virekommenderar testning av étta prover med genomiskt DNA i samma analys fér att
optimera anvéndningen av kontroller, standarder och reaktionsmixar. Mer information
finns i "Provbearbetning p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument med rotor med
72 ror" pé& sidan 42.

Installation av den grundlaggande programvaran till Rotor-Gene
AssayManager v. 2.1

Programvaran Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 méste installeras pd datorn som &r ansluten
fill Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet och hamtas fran QIAGEN-webbplatsen
resources.qiagen.com/674623. Detalierad information om installation av Rotor-Gene
AssayManager v. 2.1 finns i anvéndarhandbok fér Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application.

Obs! ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kan bara kéras om vissa konfigurationsinstéllningar har

gjorts i programvaran Rotor-Gene AssayManager v. 2.1.

For en systemomfattande processckerhet maste foljande obligatoriska konfigurationsinstéllningar

anges for det sténgda léget:
® Material number required (Materialnummer krévs)

e Valid expiry date required (Giltigt utgangsdatum krévs)

® Lot number required (Lotnummer krévs)
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Installation av Gamma-plugin-programmet och import av
analysprofilen

Installation och import av Gamma-plugin-programmet och analysprofilen beskrivs i
anvandarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 Core Application och i

anvéndarhandboken fér Gamma Plug-In-programmet.
S& har installerar du Gamma-plugin-programmet

19. Ladda ned b&de Gamma-plugin-programmet och den senaste versionen av ipsogen JAK2
CE IVDR-analysprofilen frén QIAGEN-webbplatsen.

20. Dubbelklicka p& msifilen RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x (dér x &r
>0). F&lj installationsanvisningarna.
En utférlig beskrivning av den hér processen finns i avsnittet om installation av plugin-
program i anvdndarhandboken fér Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 Core Application.
Obs! For en systemomfattande processdkerhet klickar du fliken Settings (Instdliningar) och
markerar kryssrutorna fér Material number required (Materialnummer krévs), Valid
expiry date required (Giltigt utgéngsdatum krévs) och Lot number required (Lotnummer
krévs) for det stdngda laget (avsnittet Work list (Arbetslista)). Markera kryssrutorna om de
inte redan ar markerade.

21. Nar plugin-programmet har installerats méste en anvandare med
administratérsbehérigheter fér programvaran Rotor-Gene AssayManager v. 2.1

importera analysprofilen ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.

S& har importerar du analysprofilen ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR

¥
1. Klicka pé ikonen fér » for Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 for att dppna

programvaran.

2. logga in med administratorsbeharigheter i Closed (slutet) lage (bild 3).
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Inloggningsfénstret dppnas (bild 4).

Rotor-Gene AssayManager
QIAGE 2107

Password

Mode

| Ciosed vl 1
=S

Bild 3. Inloggningsfdnster for Rotor-Gene AssayManager. 1: Slutet lége.

Available work ists | Manage or apply work lists

¥) Manually created work lists

e— S
e oo [y ot e Voo [ Crton e A =
BT o/ weep 728 ot 25 s e o | EEAET BCE

[2 3 a4 5 6 m

e seiociea | [__Rewreshist__

¥ Automatically generated work lists

Work it name “Wamp [Assay profies [Rotor type Volume Author Creation date Actions Aooly

et seiecied | (__Rekosniel_J

i [ i

Bild 4. Rotor-Gene AssayManager v. 2.1. 2: Milién Setup (Instéllningar). Anvénds fér att skapa, hantera och applicera
arbetslistor. 3: Miljdn Approval (Godkénnande). Anvénds fér att soka efter ej frigjorda eller delvis frigjorda experiment
och fér att godkénna dedikerade prover. Experimentrapporter skapas nér ett prov frigérs. 4: Archive-milis (arkiv).
Anvéands for att sdka efter helt eller delvis frigjorda experiment och fér att framstélla experimentrapporter med anvéndning
av férdefinierade rapportprofiler. 5: Service-miljé (service). Innehéller fliken Audit Trail (Granskningsspér) Re-usable Data
(Ateranvéndbar data). 6: Configuration (Konfiguration). Anvénds fér att justera instéllningarna av Rotor-Gene
AssayManager. 7: Rotor-Gene Q-ikonen. Anvéinds for att stoppa eller avsluta en kérning och fér att frigéra en termocykler
ndr en kdrning @r avslutad (och kontrollera instrumentanslutningen).
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3. Klicka pé milign “Configuration” (Konfiguration) (Bild 4, ruta 6) (Bild 5, ruta 8).
4. Klicka pé fliken Assay Profiles (Analysprofiler) (Bild 5, ruta 9).
5. Klicka pd& Import (Importera) (Bild 5, ruta 10).

6. Valj analysprofilen ipsogen_JAK2_blood CE_IVDR i dialogrutan Select assay profile to import
(Vélj den analysprofil som ska importeras). Klicka pé Open (Oppna) (Bild 5, ruta 11).

File name File type
AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_VDR V2 0_11ap | [ iap fhes ("ap) v

1] E=

Bild 5. Import av analysprofiler. 8: Configuration-milis (konfiguration), 9: Fliken Assay profile (Analysprofil),
10: Knappen Import (Importera), 11: Knappen Open (Oppnal).

7. Nér analysprofilen har importerats kan den anvéndas i miljon Setup (Instéllningar)
(Bild 4, ruta 2).

Obs! Samma version av en analysprofil kan inte importeras tvé génger.
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Provbearbetning pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument med
rotor med 72 rér

Vi rekommenderar testning av d&tta prover med genomiskt DNA i samma analys for aft

optimera anvéndningen av kontroller, standarder och reaktionsmixar.
| tabell 3 anges antalet reaktioner som kan kéras i rotorn med 72 rér.

| schemat nedan i bild 6 finns eft exempel pa konfiguration av laddningsblock och rotor fér ett

experiment med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Siffrorna markerar positioner i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

Tabell 3. Antal reaktioner for Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument med rotor med 72 rér

Prover Antal reaktioner
Med JAK2 MT-reaktionsmix

8 prover med genomiskt DNA 8
JAK2 MT Quant-standarder (mutant) 4
JAK2 MTkontroll (mutant) 1
JAK2 WT-kontroll (vildtyp) 1
Vatten fér kontroll utan mall (No Template Control, 1
NTC)

Med JAK2 WT-reaktionsmix

8 prover med genomiskt DNA 8
JAK2 WT Quant-standarder (vildtyp) 4
JAK2 MT-kontroll (mutant) 1
JAK2 WT-kontroll (vildtyp) 1
Vatten fér NTC 1
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Bild 6. Platt- och rotorkonfiguration fér en analys med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. WTC: JAK2 WTkontroll, MTC: JAK2
mutantkontroll (MT), WT-QS: JAK2 WT Quant-standarder, MT-QS: JAK2 MT Quant-standarder, S: prov med genomiskt
DNA; NTC: kontroll utan mall (vatten).
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Réren méste sattas in i rotorn enligt bild 6 eftersom installningen fér automatisk
analys i analysprofilen ér baserad pd denna organisation. Om du anvénder en

annan layout blir resultaten avvikande.

Obs! Tomma férslutna rér pé remsa méste placeras pé alla oanvénda positioner.
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gPCR pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument med rotor med

72 ror
Saker som méste goras fore start:

® Skapa en arbetslista fér de prover som ska bearbetas.
Sa har skapar du en arbetslista

1. Sl& pé& instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Oppna programmet Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 och logga in som anvéndare med

operatdrsbehérighet i slutet lage (bild 3, ruta 1).

3. Kontrollera att Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet identifieras korrekt i
programvaran innan du startar kérningen (bild 7).

- Ej ansluten

Bild 7. Anslutningsstatus fér Rotor-Gene Q.

(=]

Ansluten

4. Klicka p& New manual work list (Ny manuell arbetslista) i miljon Setup (Inst&lIningar)

(bild 8, ruta 1).

Available work lists | Manage or apply work lsts.

Prozessed

aj8samp  Aasay pronies

3

Rotor type
72068 Rolor

Crsmen s jacsors now
o noee: | I RAE

Detets seiected

[ Remesnin |

+ Automstically generated work lists

Work kst rare 2 [#samp. Rasay profies | Rotor fype Volume | Author

Bild 8.
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Skapa arbetslista. 1: Knappen fér att skapa ny arbetslista.
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5.

6.

7.
8.

46

Vélj analysprofilen ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR i listan med tillgéngliga analysprofiler
i Assay-steget (analys) (bild 9, ruta 2).

priety » =
02

= -

e T

| Avaiabio s protace | Solectadassay protios

raser s e <[ [ s o s et e e T T
Wtinformason | |sopen JAKG_Moot CENOR | 201 14| e was w w [+ ] &

S =

i
[~

A
[}

I Show ey compatee Assay Profiss

T = e =

Bild 9. Skapa arbetslista — analysprofilsval. 2: Tillgangliga analysprofiler. 3: Overféring av analysprofil fill

arbetslista. 4: Ange totalt antal prover.

Klicka p& > for att dverféra den valda analysprofilen till listan Selected assay profiles
(Valda analysprofiler) (bild 9, ruta 3). Analysprofilen ska nu visas i listan Selected assay

profiles (Valda analysprofiler).
Ange anfalet prover i det motsvarande féltet (bild 9, ruta 4).

Klicka pd steget Kit Information (Kitinformation) och ange féljande information om JAK2-

kitet som @r tryckt p& locket till férpackningen manuellt:

O Materialnummer 1120216 (bild 10, ruta 6)

O Giltigt utgéngsdatum (bild 10, ruta 7)

O Lotnummer (bild 10, ruta 8)
Obs! Alternativt s& kan streckkoden (bild 10, ruta 5) fér kitet anges eller skannas.
Obs! Samtliga falt maste fyllas i. Falten blir bléa nér giltig information har angetts
(dvs. kitet har inte uppnatt utgéngsdatum eller giltigt material och giltiga lotnummer

har angetts).
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Bild 10. Skapa arbetslista — Ange Kitinformation. 5: Kitstreckkod (skanna eller ange manuellt. Ovriga falt fylls i

automatiskt nér streckkoden har angetts). 6: Materialnummer. 7: Kitets utg&ngsdatum. 8: Lotnummer. Denna

Kit

o}

information

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR

(0 Use kit bar code

(® Enter kit information manusily

Kit information

Kit bar code

Material number Kit expiry date

1120216 3001172020

Lot aumber
10795318

information finns tillgénglig pé& kitets frpackning.

9. Klicka pd steget Samples (Prover).

En lista med provinformation visas. Denna lista representerar den férvéntade layouten for

rotorn.

10. Ange providentifieringsnumren (ID) (bild 11, ruta 9) i listan samt eventuell valfri

provinformation (bild 11, ruta 10) som en kommentar fér varje prov.

Creats work list | Edit samples.
P [re——
Pos. Styw  Sampie 0 Status sampie type Targets. Assay Sampie comenent. 2
wawmaon | T R
3w —am as FAM_WT HEXWT | 43 b
1= Lt
s o —os2 as FAM_WT, HEX_WT Ty
Propartisa L FAM_MT HEX AT
70— s os FAM_WT HEXWT | S
. P e
& B — MutamContol PG FAM_WT, HEX_WT Ty
™ FANLMT HEX T
1 W = WiTypeContl PC FAM_WT HEXOWT | S0 b
= Ty
i " P
P FAM_MT, HEX_MT
15 W —" Sempie 1 FAM_WT HEX_WT | JAK2 b
U FAM_MT. HEX_MT
" songnz P s
Fow FAN_MT, HEX_MT
15 B —" Sy AT v T 10
2 FAM_MT, HEX_MT
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Bild 11. Skapa arbetslista — Ange provinformation. 9: Prov-ID. 10: Provkommentarer (valfritt)
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11.

Klicka pé steget Properties (Egenskaper). Ange namn pd arbetslista (bild 12, ruta 11).

12. Markera rutan Work list is complete (can be applied) (Arbetslistan ar klar (kan

13.
14.
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appliceras)) (bild 12, ruta 12).

Create work list | Edit properties

— pry e
P © Tz
T =

o ——

Properties. > by
- T - S ———
—
——

e [ ] ()

Bild 12. Skapa arbetslista — Egenskaper. 11: Namn pé arbetslista. 12: Markera alternativet Work list is

complete (Arbetslistan &r komplett). 13: Rensa kryssrutan “Is editable” (Redigeringsbar) endast om
arbeslistan inte ska dndras.

Obs! Kryssrutan Is editable (Redigeringsbar) (bild 12, ruta 13) anger som arbetslistan &r
redigeringsbar eller inte. Rensa kryssrutan Is editable (Redigeringsbar) om arbetslistan
kan tillampas och inte kommer att @ndras vid senare fillflle.

Spara arbetslistan.

Arbetslistan kan skrivas ut, vilket kan vara till hjglp vid férberedelse och konfiguration av
gPCR. Om du vill skriva ut arbetslistan klickar du p& Print work list (Skriv ut arbetslista).

Provinformationen inkluderas som en del av denna arbetslista.

Obs! Du kan spara arbetslistan och kara senare eller skapa den vid

experimentsinmatning i instrumentet och tillampas p& en géng.
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Procedur
Konfigurera qPCR-experimentet

1. Tina alla komponenter som behdvs férutom Tag DNA-polymeraset, som méste férvaras i
frys nér det inte anvdnds. Placera réren som innehdller komponenterna som ska tinas pd is.
Viktigt: L&t inte upptiningstiden dverstiga 30 minuter eftersom materialet d& kan

forsamras.

2. Rengér bankytan som ska anvéndas fér beredning av PCR-mix fér att sdkerstélla att mall-

eller nukleaskontaminering undviks.
. Bland réren med standarder, kontroller och reaktionsmixar férsiktigt genom att véinda pd
réren upp och ned 10 génger och centrifugera en kort stund innan anvéndning.
4. Bered féljande gPCR-masterblandningar enligt det antal prover som ska bearbetas.
Obs! Alla koncentrationer avser den slutliga volymen pé& reaktionen.
| tabell 4 och tabell 5 beskrivs pipetteringsschemat fér beredning av en MT- och en WT-
reagensmix, berdéknat fér att uppné slutliga reaktionsvolymer p& 25 pL. Extra volymer

ingdr for att kompensera fér pipetteringsfel och for att mojliggéra 8 prover plus

kontroller.
Tabell 4. Beredning av qPCR-masterblandningar for detektion av JAK2-MT-sekvens

Komponent 1 reaktion (pL) 15 + 1 * reaktioner (pl) Slutlig koncentration
JAK2 MT-reaktionsmix 19,8 316,8 Tx

Tag DNA-polymeras 0,2 3,2 Ix

Prov (som ska laggas till i 5 5 varje _

steg 6)

Total volym 25 25 i varje -

* En extra reaktionsvolym ingér som dédvolym.
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Tabell 5. Beredning av qPCR-masterblandningar for detektion av JAK2-WT-sekvens

Komponent 1 reaktion (pL) 15 + 1* reaktioner (pL) Slutlig koncentration
JAK2 WT-reaktionsmix 19,8 316,8 Tx

Tag DNA-polymeras 0,2 3,2 Ix

Prov (som ska laggas till i 5 5 varje _

steg 6)

Total volym 25 25 i varje -

* En extra reakfionsvolym ing&r som dédvolym.

50

Viktigt: Vortexblanda och centrifugera qPCR-masterblandningen en kort stund innan du
férdelar 20 plL per rér.

. Tillsatt vattnet i kontroll utan mall (NTC, No Template Control) i motsvarande rér och

forslut dem.

. Viktigt: Vortexa och centrifugera DNA en kort stund (prover med genomiskt DNA plus

QS och kontroller). Tillsétt sedan 5 pL material som ska kvantifieras i motsvarande rér pé
remsa, s att den totala volymen blir 25 pL. Blanda férsiktigt genom att pipettera upp
och ned.

Obs! Var noga med att byta spets mellan varije rér s& att du undviker eventuell ospecifik
kontaminering fr&n mall eller reaktionsmix, vilket leder till falskt positiva resultat. Bérja

med att lagga till testproverna och sedan standarder och kontroller.

. Satt tillbaka alla ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitkomponenter i frysen fér att undvika aft

materialet férsémras.
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Starta kérningen

1. Férbered Rotor-Gene Q MDx och starta kérningen pé féljande satt.

la.

1b.

lc.

1d.

Placera rotorn med 72 brunnar pé rotorhdllaren i Rotor-Gene Q MDx.

Fyll rotorn med ror pd remsa enligt deras tilldelade positioner, med bérjan pé
position 1 enligt bild é (sidan 43) och med tomma férslutna rér pé remsa i alla
oanvénda positioner.

Obs! Se fill att det férsta réret sétts in pd position 1 och att réren pé& remsa placeras
i ratt rikining och pd ratt positioner enligt bild 6.

Satt dit l&sringen.

Ladda Rotor-Gene Q MDx-instrumentet med rotorn och lasringen och sténg
instrumentluckan.

| programvaran Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 vdljer du antingen den
motsvarande arbetslistan i Work list Manager och klickar p& Apply (Tilldimpa) (bild
13, ruta 14) eller klicka p& Apply (Tilldmpa) om arbetslistan fortfarande &r dppen.

\ P —

Bild 13. K&rningskonfiguration — Val av arbetslista. 14: Knappen Apply (Tillémpa).

Obs! Om arbetslistan som &r dedikerad fill experimentet inte har skapats énnu loggar du

in i Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 och féljer steget S& har skapar du en arbetslista

pé& sidan 45 innan du fortsatter enligt nedan.

® Ange namnet p& experimentet (bild 14, ruta 15).

® | listan Cycler selection (Val av cykler) véljer du den cykel som ska anvéndas (bild

14, ruta 16). "

® Kontrollera att l&sringen sitter fast p& rétt satt och bekréfta pé& skérmen att

|&sringen ér fastsatt (bild 14, ruta 17).

® Klicka pé& Start run (Starta kdrning) (bild 14, ruta 18).
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Apply work list "YYMMDD_ipsogen-JAK2-RGQ-PCRKit_DemoRun001" 17
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Bild 14. K&rningskonfiguration - Kérningsinstdllningar. 15: Experimentnamn. 16: Cyklerval. 17: Kontrollera och

bekréfta att lasringen sitter fast. 18: Knappen Start Run (Starta kérning).

1. Kérningen JAK2 RGQ PCR ska dé sfarta.
Avsluta, lasa upp och godkénna kérningen

1. Nar kérningen &r klar klickar du pé& Finish run (Avsluta kérning).
Obs! Innan det har steget har slutforts sparas inte experimentet i den interna databasen.
Obs! Analysen av insamlade data utférs automatiskt beroende pé& det plugin-program
som motsvarar analysprofilen och de regler och parametervérden som definieras av
analysprofilen.

2. Visa/lésa upp och godkénna kérningen.
O Anvéndare som &r inloggade med behérigheten Approver (Godkénnare) ska klicka

pé Release and go to approval (Publicera och gé till godkénnande).

O Anvéndare som &r inloggade med behérigheten Operator (Operatdr) ska klicka pé

Release (Publicera).
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Obs! De allménna funktionerna i godkénnandemilién beskrivs i anvéandarhandboken

for Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 Gammatillédgget.

3. Visa/las upp resultaten.

O Om du klickade pé Release and go to approval (Publicera och gé till godkédnnande)
visas resultatet av experimentet i miljdn Approval (Godkannande).
O Om alternativet Release (Frigor) aktiveras méste en anvéndare med rollen Approver

(Godkéannare) logga in och vélja miljén “Approval” (Godkannande).

® Tilldmpa filteralternativen (bild 15, ruta 19) fér att vélja vilket experiment som ska

godkénnas (bild 15, ruta 20). Klicka sedan pé& Apply (Tillampa) (bild 15, ruta 21).
His » 3 T e p

e}

Filer options Assay selection

@ Epermens N # sampies_ Cprater Fun s sans

stant st End date. v

ovoeRaT7 I ) » E 200903, jpsogen_JAK2_RGO_testt psegen_JAK2_blood_CE_ VDR 5w Zjoyaw100ee | W
i Use advanced finer optons

FE— [20]

2] psogen_iaK2_bod_GE_IVOR

Assay statas
B suecesstul
A rosea

e
B Pencng @80

(0] Fiter contained samgle (D5

O Fiter opsrator

[ Fiter excies sensl number

[S——————

@ Closed Mose

Bild 15. Kér godkéannande - Val av experiment. 19: Filteralternativ. 20: Analysval. 21: Knappen Start approval
(Starta godkéannande).

® Foljande AUDAS-avisering (Automatisk Dataskanning) visas (bild 16). | avsnittet
Plots and Information (Diagram och information) kontrollerar du om avvikelser
(t.ex. toppar som beror p& maskinvarufel) uppstatt i HEX-mdlens

fluorescensdiagram.
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G) Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

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

[

Bild 16. AUDAS-larm.

Obs! Diagrammen fér HEX-mé&len for intern kontroll inte uppvisar typiskt
sigmoidala former (som i exempeldiagrammen pé& bild 17) och méste anses som
giltiga diagram. Observera dven att alla évriga validitetskriterier for interna

kontroller (t.ex. Cr-brytfrekvenser) automatiskt kontrolleras av programvaran.

of | HEX_WT

“I HEX_MT

Cykel

Bild 17. Intern kontroll av HEX-diagram.
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Resultaten for testproverna analyseras automatiskt av Rotor-Gene AssayManager v.
2.1, men méste godkannas och lésas upp av en anvéndare med behérigheten
Approver (Godkannare). Samtliga testprover har till en bérjan statusen Undefined
(Odefinierad) nér experimentet har slutférts. Provresultat som behdver godkénnas har
tre knappar fér godkannande i slutet av den dedikerade raden. Dessa knappar
anvénds fill att acceptera eller avvisa provresultaten (bild 18 och bild 19).
Obs! Prover som Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 anger som INVALID (Ogiltigt)
kan inte andras till VALID (Giltigt) Gven om provresultatet avvisas.
Obs! Om anvéndaren inte héller med om provresultaten och vill testa p& nytt
(t.ex. om diagrammen fér HEX-mé&len uppvisar avvikelser under den interna
kontrollen) ska det befintliga provet avvisas.

® Granska resultatet (bild 19, ruta 22) och klicka pé& Release/Report data
(Publicera/rapportera data) (bild 19, ruta 23).

Bakgrundsfarg ~ Status for testprov
ol0® Odefinierat
EBloo Accepterat
o] o [e] Avslaget

Bild 18. Definition av provets godkénnandestatus.

Bild 19. Publicera och rapportera data. 22: Knapparna Provgodkénnande (fér att godkénna (v') eller avvisa ()

resultat f5r varje prov). 23: Knappen Release and report data (Publicera och rapportera data).
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® Ange lésenord vid behov och markera rutan Create report (Skapa rapport).
Klicka sedan p& OK (bild 20, rutorna 24 och 25). Rapporten genereras i .pdf-
format och sparas automatiskt i den férdefinierade mappen.
Standardsokvagen till mappen ar:
C: > Users (Anvandare) > Public (Allmént) > Documents (Dokument) > QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export (Exportera) > Reports (Rapporter)
Obs! Denna sokvég och mapp kan @ndras i milign Configuration (Konfiguration).

® En LIMSHil skapas automatiskt vid samma tidpunkt och sparas i den férdefinierade
mappen. Standardsékvdgen till mappen &r: C: > Users (Anvéandare) > Public
(Allmént) > Documents (Dokument)> QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export (Exportera) > LIMS.
Obs! Denna sékvdg och mapp kan éndras i miljon “Configuration”
(Konfiguration).

® Stiing pdffilen och gé tillbaka till Rotor-Gene AssayManager. Klicka pé OK vid
uppmaning (bild 20, ruta 26).

® Status of release.
[ Create report

preswerd The release was performed successfully.
24 *lumun | (2270169)
Messages The LIMS output was saved. (2270171)

The report ‘200923 _ipsogen-JAK2_RGQ_

After release, the spproval state of data y = -

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

=B G
[2s5]> [26}>
Bild 20. Publicera och rapportera data. 24: Anvéndarldsenord. 25-26: Vélj med knappen OK.

® En pdfrapport skapas och 8ppnas nér du anger anvandarlésenordet. Stang pdf-
rapporten. En LIMSil skapas sedan automatiskt och ett publiceringsmeddelande
visas. Klicka pa OK. Analysen &r nu helt publicerad. Klicka pa OK fér att ga till
milion Archive (Arkiv).
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® Klicka p& fliken Archive (Arkiv) fér att exportera .rexfilen som motsvarar rédatan.

Leta reda p& experimentet med hjdlp av filteralternativen (bild 21, rutorna 27

och 28) och klicka p& Show assays (Visa analyser) (bild 21, ruta 29).

Asssy setection

it options

Eromriment o] [nesar #sampies Operatoe P e [y

BRI | v

startame ema e =]
+ [ o oogen ez s e

(Sl T —

2 28]
[ brogm_JAK2_bleod GE DR &

e

@ Cioscd Mose

Bild 21. Arkivmiljé. 27: Filteralternativ. 28: Analysval. 29: Knapp fér att visa analyser.

® Experimentresultaten visas. Valj .rex-fil som den fillyp som ska exporteras léingst

ned till héger pd skarmen. Klicka p& “"Export” (Exportera). Klicka p& "OK” for aft
spara. Programmet sparar automatiskt .rexfilen i foljande férdefinierade mapp:
C: > Anvandare > Allmént > Dokument > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Exportera > Experiment.

Obs! Du kan dndra den hér sékvagen och mappen pé fliken Specify the .rex file
export destination (Ange exportplats for .rexfilen).

Obs! For felsokning kravs ett supportpaket fran kérningen. Supportpaket kan
genereras fran miljén fér godkénnande eller arkivering (anvdndarhandbok till
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application avsnittet “Troubleshooting”
(Felsdkning), “Creating a support package” (Skapa ett supportpaket]). Dessutom
kan granskningsspdret frén tiden fér incidenten + 1 dag vara till god hijélp.
Granskningsspéret finns i Service-milién (Anvdandarhandboken till Rotor-Gene
AssayManager v. 2. 1-huvudprogrammet, avsnitt 1.5.5.5).

4. Ta ut materialet fré&n Rotor-Gene Q MDx-instrumentet och kassera réren pé remsa i

enlighet med lokala sakerhetsforeskrifter.
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Tolkning av resultat

Analysen &r helt automatisk.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 analyserar forst* forstarkningsgrafer, och kan ogiltigférklara
avvikande grafer beroende pé deras form och brusamplitud. Om s& &r fallet associeras en

flagga med den ogiltigférklarade kurvan.
Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 analyserar sedan kérningskontrollerna:

NTC: NTC kontrolleras avseende franvaro av specifik amplifiering JAK2 WT och JAK2 MT).
WT och MT QS: Valideringen av kvantifieringsstandarderna baseras pé& R% och
lutningsvardena for varje standardkurva.

® WTC: Det totala antalet JAK2-kopior (TCN) maste vara stort nog for att den hér
kontrollen ska kunna tolkas. Om sé& dr fallet kommer procentandelen JAK2-mutation att
berdknas. Den har kérningskontrollen valideras om den har statusen WT enligt testet.

® MTC: Det totala antalet JAK2-kopior maste vara stort nog for aft den hér kontrollen ska
kunna tolkas. Om s& ér fallet kommer procentandelen JAK2-mutation att berdknas. Den

har kérningskontrollen valideras om dess status &r hégt positiv fér JAK2-mutationen.

Den interna kontrollen (Internal Control, IC) maste amplifieras i alla brunnar med kontroll- eller

kvantifieringsstandarder och ligga inom det férdefinierade kontrollintervallet.

Obs! Rapporten som genereras i slutet av varje kérning visar resultaten som erhdllits med

kérningskontrollerna. En ogiltigférklarande flagga laggs till pé alla ogiltiga data (tabell 6).

* Enbart aktiverat for FAM-mal.
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Flaggan ASSAY_INVALID (ANALYS OGILTIG) anvénds om négon av dessa kérningskontroller
inte dverensstémmer. Om den har flaggan har markerats ska kérningen klassas som ogiltig

och experimentet maste utféras pé nyt.

Testproverna analyseras i Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 om alla kontrollerna i kérningen

overensstdmmer.

® Den interna kontrollen (Internal Control, IC) mé&ste amplifieras i alla brunnar med prover
och ligga inom det férdefinierade intervallet.
Det totala antalet kopior mé&ste vara stort nog fér varje prov fér att kunna tolka resultaten.
Procentandelen JAK2-mutation berdknas sedan och resultatet visas. Ett CT-varde mdste
observeras i varje rér (WT och MT) fér att ett prov ska valideras av Rotor-Gene
AssayManager v. 2.1 och fr att motsvarande resultat ska vara giltigt.
Obs! Om bdade karningskontrollerna och provresultaten dr giltiga visar rapporten antalet
kopior och mutationsprocentandelen fér varje prov.

o | tabell 6 visas de ogiltigférklarande provflaggorna som kan tilldelas enskilda rér av
Rotor-Gene AssayManager v2.1 under analysen, tillsammans med en férklaring av vad
varje flagga betyder.

e | Tabell 7 (sidan 64) visas varningsprovflaggor och beskrivning av termer.
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Tabell 6. Ogiltigforklarande provflaggor och beskrivning av termer

Flagga

Beskrivning

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION
MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW_CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (W)

MC_LOW_CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN
MC_NO_CT (MT)
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Analysen é&r ogiltig eftfersom den misslyckades. Kontakta QIAGENSs
tekniska service.

Analysen ér ogiltig eftersom minst en extern kontroll &r ogiltig.
Ett mal som anvéandes vid berdkningen av det har mélet ér ogiltigt.

Férstérkningsgrafen med rédata visar en form som avviker frén det
etablerade beteendet fér den hér analysen. Det finns en hég sannolikhet
for felaktiga eller feltolkade resultat.

Férstarkningsgrafen med rédata visar en form som liknar en végbula med
svag upphdjning som avviker fran det etablerade beteendet fér den hér
analysen. Det finns en hég sannolikhet for felaktiga eller feltolkade resultat
(.ex. felbestémning av Crvérde).

Berdkningen for det hér mélet misslyckades.

Det detekterade Crvérdet ér hégre én férvantat fdr en internkontroll i
samma ror som mutantkontrollen med vildtyp-reaktionsmixen.

Det detekterade Crvérdet ér léagre én férvéntat fér en internkontroll i
samma rér som mutantkontrollen med vildtyp-reaktionsmixen.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
mutantkontrollen med mutantreaktionsmixen.

Inget detekterbart Cr-vérde for internkontrollen i samma rér som
mutantkontrollen med vildtyp-reaktionsmixen.

Antalet kopior fér mutantkontrollen ar fér lagt.
Procentandelen mutation fér mutantkontrollen &r fér l&g.
Antal kopior saknas fér mutantkontrollen.

Inget detekterbart Cr-vérde for mutantkontrollen med mutantreaktionsmix.

Tabellen fortsatter pd nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida
Tabell 6. Ogiltigforklarande provflaggor och beskrivning av termer (forts.)

Flagga

Beskrivning

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

Procentandelen mutation fér mutantkontrollen saknar vérde.

Detekterbart Crvérde for mutantkontrollen med mutantreaktionsmixen
ar lagre én forvantat.

Detekterbart Crvérde fér mutantkontrollen med vildtyp-reakfionsmixen
ar lagre @n férvéntat.

Férstarkningsgrafen korsar tréskelvérdet mer én en géng. Ett entydigt
Crvérde kan inte bestémmas.

Ingen initial baseline har hittats. Den efterféljande analysen kan inte
utféras.

Det defekterade Crvérdet ar hégre dn férvantat fér en internkontroll i
samma rér som kontrollen utan mall med mutantreaktionsmix.

Det detekterade Crvérdet &r hégre @n férvantat fér en internkontroll i
samma rér som kontrollen utan mall med vildtyp-reaktionsmix.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
kontrollen utan mall med mutantreaktionsmix.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
kontrollen utan mall med vildtyp-reaktionsmix.

Det defekterade Crvérdet dr légre én férvéntat fér en internkontroll i
samma rér som kontrollen utan mall med mutantreaktionsmix.

Det detekterade Crvérdet &r ldgre én fdrvéntat fér en internkontroll i
samma rér som kontrollen utan mall med vildtyp-reaktionsmix.

Cr har detekterats i kontrollen utan mall.
Ett annat mal fér samma prov &r ogiltigt.

Den berdknade koncentrationen fér det hér provet éverstiger den
tekniska grénsen.

Tabellen fortsatter pa nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida

Tabell 6. Ogiltigforklarande provflaggor och beskrivning av termer (forts.)

Flagga

Beskrivning

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

Q@S_IC_NO_CT (W)

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

QS_NO_CT (W)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED
SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT
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Den &vre grénsen f8r mutantlutningen har verstigits.
Den &vre gransen for vildtyp-lutningen har &verstigits.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som en eller
flera av mutantkvantifieringsstandarderna.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som en eller
flera av vildtyp-kvantifieringsstandarderna.

Den nedre grénsen fér mutantlutningen har inte uppfyllts.
Den nedre grénsen fér vildtyp-lutningen har inte uppfyllts.
Den nedre gréinsen fér mutant-R? har inte uppfyllts.
Den nedre grénsen for vildtyp-R2 har inte uppfyllts.

Inget detekterbart Cr-vérde fér en eller flera av mutant-
kvantifieringsstandarderna.

Inget detekterbart Cr-vérde for en eller flera av vildtyp-
kvantifieringsstandarderna.

Detekterbart Crvérde fér en eller flera av mutant-
kvantifieringsstandarderna &r légre @n férvantat.

Detekterbart Cr-vérde fér en eller flera av vildtyp-
kvantifieringsstandarderna ér lagre én férvantat.

Analysen é&r ogiltig effersom et problem uppstétt med cyklern eller
cykleranslutningen.

Analysen é&r ogiltig effersom kdrningen har stoppats manuellt.
Det totala antalet kopior fér testprovet ér for lagt.
Det detekterade Crvérdet &r hdgre én forvantat for en internkontroll i

samma rér som ett festprov med mutantreaktionsmix.

Tabellen fortsatter p& nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida

Tabell 6. Ogiltigforklarande provflaggor och beskrivning av termer (forts.)

Flagga

Beskrivning

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

Det detekterade Crvérdet &r lagre &én férvéntat fr en
internkontroll i samma rér som eft testprov med
mutantreaktionsmix.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
eft testprov med mutantreaktionsmix.

Antal kopior fér testprov saknas.
Procentandelen mutation fér eft testprov saknar vérde.

Detekterbart C-vardrvérde for eft testprov med
mutantreaktionsmix &r légre én férvéntat.

Detekterbart Cvérdervarde for ett testprov med vildtyp-
reakfionsmix &r légre én férvéntat.

Det detekterade Crvérdet ér hégre @n férvantat fér en
internkontroll i samma rér som ett testprov med vildtyp-
reakfionsmix.

Det detekterade Cr-vérdet dr ldgre én forvéntat fr en
internkontroll i samma rér som ett testprov med vildtyp-
reaktionsmix.

Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
ett testprov med vildtyp-reaktionsmix.

Rédata fér fluorescensen méttas kraftigt innan brytpunkten pé
fsrstarkningsgrafen.

En topp har detekterats i forstarkningsgrafen néra Crvérdet.

En brant stigande baslinje fér radata fér fluorescensen har
detekterats i férstérkningsgrafen.

Ett kraftigt fall i baslinjen fér rédata fér fluorescensen har
detekterats i forstdrkningsgrafen.

Hagt brus har detekterats utanfér tillvéxtfasen i
forstarkningsgrafen.

Tabellen fortsatter pa nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida
Tabell 6. Ogiltigforklarande provflaggor och beskrivning av termer (forts.)

Flagga Beskrivning

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Hagt brus har detekterats i tillvéxtfasen (exponentiella fasen) i
farstarkningsgrafen.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE En végliknande baslinje fér radata fér fluorescensen har
detekterats i férstarkningsgrafen.

WTC_HIGH_PERCENTAGE Procentandelen mutation fér vildtyp-kontrollen &r fér hég.

WTC_IC_HIGH_CT (MT) Det detekterade Cr-vérdet ér hdgre @n férvantat for en

internkontroll i samma rér som vildtyp-kontrollen med
mutantreaktionsmix.

WTC_IC_LOW_CT (MT) Det detekterade Crvérdet dr légre dn férvéntat fér en
internkontroll i samma rér som vildtyp-kontrollen med
mutantreaktionsmix.

WTC_IC_NO_CT (MT) Inget detekterbart Cr-vérde for internkontrollen i samma rér som
vildtypkontrollen med mutantreaktionsmix.

WTC_IC_NO_CT (WT) Inget detekterbart Cr-vérde fér internkontrollen i samma rér som
vildtyp-kontrollen med vildtyp-reaktionsmix.

WTC_NO_CN Antal kopior saknas fér vildtyp-kontrollen.

WTC_NO_VALUE Procentandelen mutation fér vildtyp-kontrollen saknar vérde.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT) Detekterbart Cr-vérde fér vildtyp-kontrollen med
mutantreaktionsmix &r légre @n férvantat.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT) Detekterbart Cr-vérde for vildtyp-kontrollen med vildtyp-

reaktionsmix &r lagre én forvantat.

Tabell 7. Varningsprovflaggor och beskrivning av termer

Flagga Beskrivning

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE Andringen av procentandel fluorescens for det har provet i
fsrhallande till det provrér med stérst fluorescensandring ér lagre
&n en definierad gréins.

LOW_REACTION_EFFICIENCY Reaktionseffektiviteten fér det hér provet har inte uppnétt en
definierad grdns.

SPIKE En topp i rédatafluorescensen har detekterats i forstérkningsgrafen,
men utanfér det omréde dér Cr bestéams.
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Begrdnsningar

Det har kitet ér avsett for professionell anvéndning.

Produkten &r endast avsedd aft anvdéndas av personal som fatt sarskild utbildning i
molekylarbiologiteknik och &r val fértrogna med enhetstekniken. Enheten ska fillampas i

molekylarbiologiska laboratoriemiljder.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r inte en automatiserad enhet men analysen utférs med hjélp av

en dedikerad programvara fér automatisk mutationskvantifiering.

Kitet ska anvandas i enlighet med anvisningarna i denna handbok, i kombination med ett

validerat instrument som omné&mns i “Material som behévs men inte medfélier” pd sidan 19.

Var uppmdérksam pé de utgdngsdatum som anges p& férpackningens etikett och etiketterna

pé& réren. Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat.
Alla reagenser som medfdlier ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r avsedda att anvéndas enbart
tillsammans med &vriga reagenser som ingdr i samma kit. Om dessa riktlinjer inte f3ljs kan

prestandan péverkas.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r endast validerat fér humant, perifert antikoagulerat helblod
med 2K-EDTA fr&n patienter med misstankt eller faststalld MPN.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r endast validerat fér anvéndning med QlAsymphony DSP DNA
Mini Kit (kat.nr 937236) eller QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat.nr 61104).

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r endast validerat f6r anvandning med Rotor-Gene Q MDx Splex HRM
(fér PCR) och QlAsymphony SP (fér provberedning).
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Om denna produkt anvénds utanfér indikationen och/eller om komponenterna modifieras,

upphér ansvarsskyldigheten for QIAGEN.

Alla diagnostiska resultat som erhalls méste tolkas tillsammans med o6vriga kliniska,
patologiska fynd. Franvaro av JAK2 V617F/G1849T-mutation utesluter inte férekomst av
andra JAK2-mutationer. Testet kan rapportera falska negativa resultat om andra mutationer
forekommer i nukleotider 88504 till 88622 (16).

Det &r anvandarens ansvar att validera systemegenskaperna fér alla de procedurer som

anvands i laboratoriet som inte ingér i QIAGENSs egenskapsstudier.
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Prestandaegenskaper

Analytisk prestanda
Blankgrans

Blankgréns (Limit of Blank, LoB) faststdlldes enligt standarden CLSI/NCCLS EP17-A2 pd
helblodsprover frén 30 friska blodgivare med en vildtyp-(WT) JAK2-status med tre reagensloter
(120 matningar/loter).

LOB-resultaten sammanfattas i tabell 8. Detta motsvarar det férvéntade vérdet for en normal

population med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Tabell 8. Sammanfattning av LOB-resultat

Uppmatt LOB Slutlig blankgréns
Lot 1 0%
Lot 2 0% 0%
Lot 3 0%

Detektionsgrans

Detektionsgréns (Limit of Detection, LOD) eller analytisk kénslighet) faststalldes baserat pa den
"Probit approach” som beskrivs i standarden CLSI/NCCLS EP17-A2. | den har studien
analyserades sex l&gnivémutationer fér tre oberoende prover (MPN-DNA frén helblod spikat
med vildtypDNA frén helblod), med tre loter, 60 métningar per prov och per mutation.
Resultaten som erhdlls indikerade att den analytiska kénsligheten var 0,042 % for JAK2
V617F-mutationen.
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LOD-resultaten sammanfattas i tabell 9.

Tabell 9. Sammanfattning av LOD-resultat

Uppmaétt LOD Slutlig detektionsgréns
Lot 1 0,041 %
Lot 2 0,029 % 0,042 %
Lot 3 0,042 %

Kvantifieringsgrans

Kvantifieringsgrénsens (Limit of Quantitation, LoQ) definition och bestdmning baseras pd
rikilinjerna fér CLSI/NCCLS EP17-A2. LoQ definierade som den lagsta JAK2 V617F-
mutationsprocentnivén som enkelt kan skiljas frén LoD frén ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit med
ett konfidensintervall p& 95 % (felrisk p& 0,05). Data frén repeterbarhetsstudien p& enskild
anléggning anvéndes fér att berékna LoQ i ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Resultaten som erhélls
indikerade att LoQ var 0,233 % for JAK2 V617F-mutationen.

Vid Svervakning av molekylara sjukdomar innebdr detta att den uppmatta JAK2 V617F-
mutationsprocenten vid ett tillfélle lag under 0,233 %. Minskning av JAK2 Vé617F-

allelbelastningen kunder inte kvantifieras péa eft tillférligt satt vid nésta tidspunkt.
Linjaritet

Linjariteten for kvantifieringen av JAK2-mutation hos MPN-patienter bedémdes enligt
standarden CLSI/NCCLS EPOSAE, med en lot fran ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och med
testning p& 11 mutationsnivéer for fem olika DNA-inputniv&er. Kvantifieringen av JAK2-
mutationsbelastningen i MPN-prover &r linjdr, dvs. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kan DNA
kvantifiera prover fré&n LOD-vérdet till 100 % mutation vilket motsvarar de férvéintade vérdena
fér den berérda population, sé lénge som den kvantifierade provkoncentrationen ligger néra
10 ng/pL (mellan 5 och 20 ng/pl).
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Repeterbarhet och repeterbarhet

Precisionstudieutformningen  fér enskild anlaggning uppfyller kraven i standarden
CLSI/NCCLS EP5-A3. Testningen utférdes pd 11 mutationsnivéer, frén 0,07 till 72,67 % med
seriella spadningar av ett kliniskt prov frén en MPN-patient. 108 matningar erhélls frén varje
mutationsnivé av tre operatérer under 27 dagar (ivé replikat per kérning och tvé kdrningar
per dag) med hjalp av tre ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit-loter och tre Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM:-instrument. Precisionen for 100-procentsnivén uttrycks i j@mférelse med den angivna
precisionen for nivén pé 72,67 %, baserat p& trendanalyser med stéd fran ytterligare data
som erhdllits frén JAK2 V617F-prov pa 100 % bestéende av DNA frén MUTZ-8-cellinjen
(38 matningar).

Resultaten sammanfattas i tabell 10.
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Tabell 10. Precisionsresultat: repeterbarhet (studie pa enskild anldggning)

Prov Medelvarde SDr. SDruN++ SDroraLs++ CVioma

procentandel

mutation JAK2
SO 100 ND ND < 5,45 <7,50 %
S1 72,67 1,99 2,99 5,45 7,50 %
S2 53,96 2,48 3,16 6,52 12,09 %
S8 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 %
Sé6 2,39 0,31 0,36 0,70 29,23 %
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 27,38 %
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 37,88 %
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 52,31 %
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 65,01 %

SD: Standard deviation (Standardavvikelse)

R+: Repeterbarhet

RUN++: Precision mellan kérning

TOTAL+++: Total precision (inklusive mellan instrument, anvéndare och loter)
CVioma: Variationskoefficienten for total precision i procent

ND: Not determined (Ej bestamt)

Precisionstudieutformningen fér laboratorium uppfyller kraven i standarden CLSI/NCCLS EP5-A3.
Fyra anléggningar deltog i studien (en i Frankrike, en i Tyskland och tv& i USA). Testningen
utférdes pd& 7 mutationsniv&er, frén 1,21 till 67,64 % med spadning av MUTZ-8-cellinjen i
helblodsprover fran en frisk blodgivare (dvs. anskaffade prover). Tre DNA-extraktioner
utférdes med QlAsymphony SP-instrumentet och en unik QIAsymphony DSP DNA Mini Kit-
batch pé varje anléggning. Atta qPCRkérningar utférdes foér varje DNA-extraktion (tvé
kérningar per dag och anléggning under fyra dagar (ej i féljd)) med en ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kitbatch, vilket gav upp till 96 férvéntade métningar per test p& samtliga anléggningar.
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| en av extraktionskdrningarna var L2-provet ogiltigt, vilket minskade antalet gPCR-tester frén
96 till 88. Aven en qPCRk&rning visades sig vara ogiltig, vilket innebar fre ogiltiga tester fér
samtliga prover (férutom L2, dvs tva ogiltiga resultat). Dessutom var L7- provet ogiltigt i en
gPCRk&rning och L4 ogiltigt i tvé qPCR-kdrningarna, vilket ledde till tv& ytterligare ogiltiga
tester (tabell 11).

Precisionen fér 100-procentsnivén uttrycks i jamfarelse med den angivna precisionen for nivén
p& 67,64%, baserat pd trendanalyser med stod frén ytterligare data som erhdllits fran JAK2
V617F-prov pad 100 % bestdende av DNA fran MUTZ-8-cellinjen (38 métningar).

Tabell 11. Precisionsresultat: reproducerbarhet (studie i laboratorium)

Prov Totalt antal  Totalt antal  JAK2%MT ~ Mellan Mellan Mellan Mellan Total, SD,
tester ogiliiga medel kérning, kérning dagar, SD,  platser, SD, %CV
fester SD, %CV  under %CV %CV
dagen, SD,
%CV
19 Ej Ej 100 Ej Ej Ej Ej < 4,074, <
tillampligt ~ tillampligt tillampligt ~fillampligt ~ fillampligt ~ tillampligt 6,02
L1 96 3 67,64 2,616, 2,060, 1,999, 1,530, 4,074,
3,87 3,05 2,96 2,26 6,02
12 88 2 40,03 3,482, 1,011, 2,389, 0,986, 4,387,
8,70 2,53 597 2,46 10,96
L3 96 3 22,26 3,318, 1,256, 1,257, 0,803, 3,807,
14,90 5,64 5,64 3,61 17,10
L4 96 5 8,02 1,770, 0,516, 0,000, 0,000, 1,841,
22,06 6,44 0,00 0,00 22,95
L5 96 3 4,35 0,706, 0,547, 0,000, 0,197, 0,906,
6,23 12,57 0,00 4,53 20,82
L6 96 3 2,03 0,246, 0,365, 0,063, 0,000, 0,441,
12,15 18,00 3,11 0,00 21,76
L7 96 4 1,21 0,104, 0,057, 0,211, 0,000, 0,189,
8,62 4,72 17,43 0,00 15,64

JAK2%MT: JAK2-mutationsprocent SD: Standardavvikelse, CV: Variationskoefficient i procent Ej tillampligt: Ej tillampligt
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En ytterligare studie i laboratorium utférdes pé& tre testplatser (en i Europa och tvé i USA).
Studien baserades pé fyra helblodsprover frdn MPN-patienter (dvs. kliniskt prover). Tre DNA-
extraktionskdrningar utférdes pé varje anléggning. Varje DNA-extraktion testades i 12 qPCR-
kérningar (ett replikat per kérning och prov, tvé& prover per dag pé varje anldggning utférda
av operatérer (tvé operatdrer pd varje anldggning) under tre dagar (ej i félid)) p& eft Rotor-
Gene Q MDx-instrument med en enskild ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitlot. 36 méatningar erholls

fér varje prov (tabell 12).

Tabell 12. Ytterligare resultat fran studie i laboratorium

Prov N JAK2%MT  Mellan Mellan Mellan Mellan Total, SD,
medel kérning, kérning dagar, SD,  platser, SD,  %CV
SD, %CV under %CV %CV
dagen, SD,
%CV
Prov 1 36 95,19 0,995, 0,000, 0,541, 0,000, 1,130,
1,04 0,00 0,57 0,00 1,19
Prov 2 36 22,83 3,988, 0,000, 1,707, 1,552, 4,501,
17,47 0,00 7,48 6,80 19,72
Prov 3 36 14,44 2,257, 1,398, 0,000, 1,422, 2,890,
15,63 9,68 0,00 9,84 20,01
Prov 4 36 4,03 0,186, 0,835, 0,000, 0,608, 0,922,
4,63 20,74 0,00 15,09 22,91

JAK2%MT: JAK2-mutationsprocent N: Antal métningar SD: Standardavvikelse CV: Variationskoefficient i procent
Interfererande @mnen (analytisk specificitet)

Studiens utformning uppfyller kraven i NCCLS-standard EP7-A3 “Interference Testing in clinical
Chemistry” (Interferenstest i klinisk kemi). Totalt 19 potentiellt fsrekommande substanser i
blodprover valdes fér sin potentiella effekt p& PCR (busulfan, citalopramhydrobromid,
paroxetinhydrokloridhemihydrat, sertralinhydroklorid, fluoxetinhydroklorid, acetaminofen
(paracetamol), okonjugerat bilirubin, kalium-2K-EDTA och 3K-EDTA, natrium-EDTA, Hgb
(humant), triglycerider, lisinoprildihydrat, hydroxyurea, acetylsalicylsyra, salicylsyra, tiotepa,

anagrelid, interferon alpha 2b).
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Aven @mnen fran DNA-extraktionsprocessen utvérderades (QSL1, QSBT, QSW1, QSW2 och
PK frén QlAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit, QIAGEN Protease, etanol, AW1 och AW2
frén QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit).

Resultaten som erhélls visade ingen interfererande effekt for dessa substanser.

Tabell 13. Interfererande émnen

Testat @mne Testkoncentration

Okonjugerat bilirubin 150,3 pg/mlL

Triglycerider 30 000 pg/mlL

Citalopramhydrobromid 0,75 pg/mL

Sertralinhydroklorid 0,67 pg/mL

Acetaminofen [paracetamol] 200,7 pg/mL

Hydroxyurea 28,2 pg/mlL

Salicylsyra 0,6 pg/mL

Anagrelid 6 pg/mlL

KaliumEDTA (2K-EDTA] 2 X (3 600 pg/ml)

Tabellen fortsatter p& nasta sida

w
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida
Tabell 13. Interfererande &mnen (forts.)

Testat @mne

Testkoncentration

Natrium-EDTA (2No-EDTA) 1
QSL1

QSB1

QSW1

QSW2

proteinas K (PK) *

proteinas K (PK) *

QIAGEN Protease
Etanol (EtOH)
Buffer AW 1

Buffer AW2

*

1 X (3 000 pg/ml), 3 X (9 000 pg/ml)
2 % av total provvolym
2 % av total provvolym
2 % av total provvolym
2 % av total provvolym

2 % av total provvolym

2 x den fdrvéintade dterstdende volymen efter
extraktionsprocessen

3 x den férvdntade éterstéende volymen efter
extraktionsprocessen

1,29E-05 % av total provvolym
1,29E-03 % av total provvolym
1,00 E-01 % av total provvolym

1,00 % av total provvolym

Rekommenderad dosering fér PV-patienter ér 3 MU som distribueras i fem liter blod (person p& 80 kg), vilket innebér

en koncentration p& 0,6 MU/L. Tre génger denna koncentration (dvs. 1,8 MU/L) testades i enlighet med

rekommendationer frén NCCLS standarden EP7-A2.

t 1 x koncentration enligt leverantdren

t PK orsakar en stérning vid testning av 2 % av den totala provvolymen (ovanligt fsrekommande). Ytterligare tester
visade aft PK férsvann under extraktionsprocessen. Inga stdringar ska ske under normala férhéllanden.
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Test av Genomik JAK2 V617F (NIBSC, panelkod 16/120) av
WHO:s internationella referenspanel.

WHO:s férsta internationella referenspanel fér Genomik JAK2 V617F utvecklades av NIBSC
(National Institute for Biological Standards and Control, panelkod 16/120) och testades med
tre ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitloter (tre replikat per referenspanelsnivé och reagenslot).
Experimentet utfdrdes av en operatér under tre dagar med hjdlp av etft Rotor-Gene Q 5Splex
HRM-instrument. Overensstimmelsen mellan ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitresultaten och
konsensusvardena i referenspanelens bruksanvisningen utvarderades med en vanlig linjar
regression (lutning: 1,003, 95 % ClI [0,997; 1,010] - intercept: 0,677, 95 % CI [0,212,
1,289]) och Passing-Bablok-regression (lutning: 1,01, 95 % CI [1,00; 1,021] - intercept:
0,00, 95 %Cl [:0,02, 0,010]) (bild 22). Overensstammelse bekréftas, vilket betyder att kitet
ar lampligt for att tillhandahdlla JAK2 V617F-data i enlighet med andra vanliga

diagnoseringstekniker.
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Bild 22. Overensstémmelse mellan ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit-resultaten och konsensusvérdena fran WHO:s
internationella referenspanel for Genomik JAK2 V617F (NIBSC, panelkod 16/120). Overensstammelsen utvérderades
med en vanlig linjér regression (OLR, Ordinary Linear Regression) och Passing Bablok-regression. Panelen bestér av
sjuJAK2 V617F-nivéer: 100 %, 89,5 %, 29,6 %, 10,8 %, 1,00 %, 0,03 % och O %. WHO-konsensusvardena avgjordes
med hijélp av olika vanligt fsrekommande tekniker som del av en internationell samarbetsstudie. Referensvérdena for

varje JAK2 V617F%-nivé ér medelvarden (mer information pé https://www.nibsc.org).

76 Bruksanvisningen fér ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022


https://www.nibsc.org/

Riktighet och noggrannhet

Matningarnas riktighet &r omvént relaterat till systemmatningsfelet (SE eller bias). Bias
beréknades enligt EPO9c-rikilinjerna frén NCCLS for varje JAK2 V617F%nivé pé
referenspanelen for varje reagenslot samt reagensloterna éverlag (tabell 14) med hjalp av
data frén studien som beskrivs ovan. De hégsta biasvardena erhélls frén ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kitlot 2.

Noggrannheten baseras p& ndrheten av Sverensstémmelsen mellan testresultat och det
godkénda referensvérdet (i det hér fallet tilldelas vardet pé varje JAK2 V617F%-niva i WHO-
panelen). Noggrannhet omfattar bade riktighet och precision, och &r omvéant proportionell

mot det totala felet enligt berékningen i tabell 14.
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Tabell 14. Bias och fel vid métning

Referensvérde fran ipsogen JAK2 Bias (SE) per lot [95 % Cl] Bias (SE) 6vergripande  Totalt antal
WHO-panel RGQ PCR [95 % CI] fel (exakthet)
Ampoule code Kit-lot
1 0,000 [E;j tillampligt]
15/172 2 0,003 0,001
0,010
0% [0,011,0,018] [0,001, 0,004]
3 0,000 [E;j tillampligt]
| 0,010
[0,053, 0,033]
15/170 0,003
/ ; 0,020 o
0,03 % [0,094, 0,134] [0,021, 0,028]
. 0,000
[0,075, 0,075]
. 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]
| 0,183
(4,523, 4,156]
15/166 2 3,600 1,207 2521
10.8 % [2,670, 9,870] [0,630, 3,043] ’
. 0,203
[1,387, 1,793]
Tabellen fortsatter p& nésta sida
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Tabellen fortsatter fran féregéende sida

Tabell 14. Bias och fel vid métning (forts.)

WHO-panel Bias (SE) per lot [95 % Cl]  Bias (SE) 6vergripande  Totalt antal
RGQ PCR Kit-lot [95 % CI] fel (exakthet)

Ampullkod
Referensvirde

0,970

(8,238, 10,178]
15/244 6,347

/ 2,874 5589

29,6 % [0,141,12,552] [0,016, 5,733]

1,307

[5,767, 8,381]

1,000

(0,295, 2,295]
15/246 1,783 1,381

< 5,622

89,5 % [0,316, 3,883] 0,889, 1,873]

1,360

0,270, 2,450]

0,017

[0,031, -0,002]
15/164 0,020 0,017

< 5,450

100 % [E; tillamplig] [0,021,-0,013]

0,013

[0,028, 0,001]

SE: Systematiska fel eller bias dvs. skillnaden mellan genomsnittet av de indivduella métingarna med ipsogen JAK2

RGQ PCR Kit (Vjagz kit) och konsensusvérdet i WHO:s referenspanel (Vie).

SE (%) =

Vjakz kit — VRef

Totalt fel (Total Error, TE) berdknas som TE = vs2 + SEZ, dar s &r standardavvikelsen (slumpmdssigt fel).

95 % Kl: 95 % konfidensintervall
N/A: e tillampligt
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Analytisk noggrannhet

Syftet med den hér studien var att validera den analytiska noggrannheten fér ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit under vanlig anvéndning med kliniska prover frén deltagare med missténkia
myeloproliferativa neoplasmer. Studien utférdes pd gDNA-prov som extraherats frén totalt 473
prov: 276 med misstéinkt PV, 98 med ET och 99 med PMF. JAK2 Vé17F-status fér de patientprover
som erhdllits med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit jamfdrdes med JAK2 V617F-status som erhéllits med
referensmetoden for bestémning av JAK2-status, dvs. en oberoende validerad bidirektionell
sekvensering (BDS). Eftersom LoD fér ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r 0,042 % av JAK2 V617F, &r
JAK2 V617F-status for eft patientprov testat med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit positivt dver eller vid
den har grénsen och negativt under den. Av 473 prover var 22 JAK2-positiva med ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit samtidigt som de var negativa med BDS.

Total dverensstammelse ar 95,35 % (451/473 deltagare, 95 % Cl: 93,04 %, 97,06 %). Den
positiva dverensstdmmelsen var 100 % (165/165 deltagare, 95 % Cl: 97,79 %, 100 %) och
den negativa Sverensstammelsen var 92,86 % (286/308 deltagare, 95 % Cl: 89,39 %,
95,47 %). Resultaten visas i tabell 15.

Tabell 15. Gverensstdmmelse mellan ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och bidirektionell Sanger-sekvensering i MPN-
populationen (kombinerade ET-, PMF- och PV-populationer)
Bidirektionell Sanger-sekvensering

JAK2 V617F-positiv.~ JAK2 V617F-negativ  Totalt

JAK2 V617F-positiv.~ 165 22 187
ipsogen JAK2 RGQ .
PCR Kit JAK2 V617F-negativ. - O 286 286
Totalt 165 308 473
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Bedémning av studieresultat for analytisk noggrannhet hos MPN-kohorter

Overensstdmmelsen mellan erhéllna resultat f6r JAK2 V617F-mutationen med ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit och med Sanger-sekvensering (BDS) hos deltagare med ET, PMF och PV anges

separat:

e Total Sverensstammelse for ET &r 89,8 % (88/98 deltagare, 95 % Cl: 82,03-95,0 %),
positiv dverensstammelse ar 100 % (43/43 deltagare, 95 % Cl: 91,78-100 %) negativ
Sverensstdmmelse ar 81,82 % (45/55 deltagare, 95 % Cl: 69,1-90,92 %).

e Total dverensstémmelse for PMF ar 93,94 % (93/99 deltagare, 95 % Cl: 87,27~
97,74 %), positiv dverensstammelse ar 100 % (51/51 deltagare, 95 % Cl: 93,02-
100 %) negativ dverensstammelse ar 87,5 % (42/48 deltagare, 95 % Cl: 74,75~
95,27 %).

e Total dverensstammelse for PV ar 97,83 % (270/276 deltagare, 95 % Cl: 95,33-
99,2 %), positiv dverensstdmmelse ar 100 % (71/71 deltagare, 95 % Cl: 94,94~
100 %) negativ dverensstammelse ar 97,07 % (199/205 deltagare, 95 % Cl: 93,74~
98,92 %).

Proverna som gav avvikande resultat verkade ha mutationsnivéer under detektionskapaciteten
hos BDS (runt 10 %). Eftersom Sanger-sekvensering inte ar lika kanslig som ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit som kan rapportera varden sa léga som 0,042 % av JAK2 V617F (dvs. LoD-
vardet), utfdrdes en separat studie med en validerad nésta generations sekvenseringsmetod
(NGS) for att detektera JAK2 V617F-allelen hos de 15/22 avvikande proverna (nio ET, fem
PMF och en PV), samt ett slumpmassigt urval av 22 JAK2 Vé617F-positivt and -negativt
dverensstdmmande prov. JAK2 V617F-status for patientproverna bestémdes med NGS-
metoden baserat p& dess grénsen for dess analytiska kanslighet (dvs. mellan 1 % och 2 % av
JAK2 V617F). Dérmed var JAK2 Vé17F-status for ett patientprov positivi om JAK2 V617F-
mutationen detekterades av NGS-metoden och omvant s& var JAK2 Vé17F-status negativ om
JAK2 V617F-mutationen inte detekterades.
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Alla 15 avvikande prover tfestade positiva med NGS, vilket Sverensstammer med
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Alla &verensstammande prov testade likadant med NGS i
dverensstdmmelse med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och BDS. De 7 andra proven ansdgs

avvikande eftersom NGS-data inte fanns tillgéngliga fér dessa prover.
Slutsats fran studien om analytisk noggrannhet

Efter omklassificering av de avvikande fallen med NGS-resultaten, uppvisade ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit 98,3 % i noggrannhet fér detektion av JAK2 Vé17F-allelen i prover frén MPN-
deltagare med JAK2 V617F-nivéer 20,042 % (dvs. LoD-vardet).

Klinisk prestanda

Den kliniska prestandan fér ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit vid diagnos av PV bedémdes under

en multicenter-, internationell, prospektiv, interventionsstudie.

Syftet med studien var att demonstrera noggrannheten fér ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit fér
detektion av V617F-mutation hos deltagare med misstankt PV. Referensen fér bestémning av

JAK2-status var en oberoende validerad bidirektionell sekvenseringsmetod (BDS).

Detektion av JAK2 V617F-mutationen har forst introducerats for referenskriterierna hos WHO
2008 fér diagnos av BCR-ABL-negativ MPN och férekomst av den hdr mutationen ér eft
huvudkriterium for bekraftad diagnos (17.)

Férekomsten av JAK2 V617F ar ett av de tvé stdrre diagnostiska kriterierna (PV &r bekraftat

om tva stdrre och ett mindre eller om det férsta stérre och tvé mindre kriterier férekommer
enligt WHO 2008*; (for information, se referens 17)
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Syftet var att utvardera specificitet, kénslighet, positivt prediktivt vérde (PPV), negativt predikfivt
varde (NPV) och sannolikhetskvot fr diagnoser som faststdllts av de diagnostiska kriterierna frén
WHO fréin 2008 * via JAK2 V617F-statusbedémning med antingen ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
med en cutoff p& 0,042 % for positivitet (dvs. kitets LoD) eller BDS.

Studien utférdes pd nio studieplatser i USA (sju registrerade deltagare), 12 studieplatser i
Frankrike (alla 12 registrerade deltagare) och nio studieplatser i ltalien (fem registrerade
deltagare). Deltagarna screenades och valdes ut baserat pé inkluderingskriterier som
indikerade en diagnos med PV. Alla registrerade deltagare fick blodprover med bé&de ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit och referenstestet, bidirektionell sekvensering (BDS) for bestémning av
JAK2 V617F- och JAK2 exon 12-status. Deltagare med kliniska drag kompatibla med diagnos
av PV (inklusive 6kade nivéer av hemoglobin och minskade nivaer av erytropoietin [EPO])
men med negativ bestdmning av JAK2 V617F och exon 12 av BDS och deltagare med positiv
bestamning av JAK2 V617F och exon 12 av BDS samt normala eller héga EPO-nivaer skulle
genomgd en benmdrgsbiopsi med histologisk och cytogenetisk analys, som det kravs enligt
den diagnostiska algoritmen 2008 WHO fér myeloproliferativa sjukdomar. Den slutliga
diagnosen (PV- eller icke-PV) faststdlldes baserat p& resultaten frén de icke-utredande
studieprocedurerna (dvs. WHO-kriterierna frdn 2008 med bestédmning av JAK2-mutation med

BDS-referensanalysen).

Totalt 216 deltagare definierade som den utvdrderingsbara populationen innefattade alla
deltagare som uppfyllde b&de de kliniska screeningkriterierna och de analytiska kriterierna
med BDS-referensanalysen. Ytterligare 67 deltagare var inte utvérderingsbara av de skal som

beskrivs i Tabell 16 (n&gra deltagare var inte utvérderingsbara av mer én eft skél).

* Eftersom studien om klinisk prestanda initierades innan uppdateringen 2016 av WHO:s diagnostiska kriterier,
anvéndes de diagnostiska kriterierna frén 2008 for att utféra den kliniska prestandastudien.
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Tabell 16. Orsak fill undantag i den registrerade populationen

Orsak Antal deltagare
Undantagskriterierna har inte inkluderats 9
EPO-resultat saknas 22

BM-biopsi saknas (om sddan behévs vid PV-diagnos) 26

Positivt JAK2 V617F av BDS och serum-EPO inom 15

normala grénser

Positivt JAK2 Exon 12 av BDS och serum-EPO inom 1
normala grénser

Negativt JAK2 V617F av BDS och serum-EPO ér 10
onormalt lagt

Patienterna slutférde inte studien och/eller saknade 15
slutgiltig PV-diagnos

For den hér studien utférdes totalt 221 bedémningar av JAK2 V617F-status (inklusive fem
upprepade tester) med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit p& Rotor-Gene Q MDx-instrumentet
(Tabell 17, Tabell 18).

Tabell 17. Sammanfatining av ipsogen JAK2 RGQ PCR-testresultat (utvérderingsbar population)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Total (N=216)
JAK2 V617F-positiv (> LoD dvs 0,042 %) 54
JAK2 V617F-negativ (< LoD dvs 0,042 %) 162

Tabell 18. Sammanfattning av ipsogen JAK2 RGQ PCR-testresultat — JAK2 V617F, positiv population (i utvérderingsbar
population)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Total (N=54)
JAK2 %MT erhallet medelvérde 51,54
JAK2 %MT erhallet minimivérde 0,14

JAK2 %MT erhallet maxvérde 93,43

N: Antal prover JAK2 %MT: Procentandel av JAK2-mutation
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Bedémning av validerade studieresultat: resultatdata

Jamfdrelse av slutliga PV- och icke-PV-diagnoser demonstrerade att de tvé diagnosmetoderna
var samstammiga: 94,6 % av deltagarna (53/56 deltagare) diagnosticerade med PV av
utredaren diagnosticerades dven med PV med hjalp av ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och
diagnoskriterierna frén WHO. P& liknande sdtt diagnosticerades 95,6 % av deltagarna
(153/160 deltagare) som diagnosticerats som icke-PV av utredaren Gven som icke-PV med
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och de diagnostiska kriterierna fran WHO (Tabell 19, Tabell 20).

Mutationsstatus fér JAK2 V617F och exon 12 med BDS samt JAK2 V617F med ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit sammanfattas i Tabell 19. En jamfarelse av PV- och icke-PV-diagnoser faststalld

med varje testmetod anges i Tabell 19.

Tabell 19. Mutationsstatus (JAK2 V617F med bidirektionell sekvensering, JAK2 exon 12 med bidirektionell
sekvensering och ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) efter PV-status (utvérderingsbar population)

Variable (Varierande) PV (N=56) Icke-PV (N=160) Total (N=216)

JAK2 V617F-mutationstatus av BDS

Positivt 48 (85,7 %) 1(0,6 %) 49 (22,7 %)
Negativt 8 (14,3 %) 159 (99,4 %) 167 (77,3 %)
JAK2 exon 12-mutationstatus av BDS

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

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

Status pa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

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

Negativt 8 (14,3 %) 154 (96,3 %) 162 (75 %)
N: Antal patienter som diagnosticerats av utredaren (utvérderad population).

For varje mutationsstatus uttrycks antalet patienter som eft absolut antal och som en procentandel av den utvérderade
populationen (inom parentes).

Bruksanvisningen for ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022 85



Tabell 20. Slutlig PV-diagnos baserad pé utredarens ésikt grundad pé bidirektionell testning och
Varldshdlsoorganisationens kriterier fran 2008 med hjélp av ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Slutgiltig diagnos stdlld av utredare baserat paé WHO-kriterier i kombination med
JAK2-bedémning utford av BDS

Slutlig diagnos baserat pa
WHO-kriterierna

tillsammans med JAK2- PV Icke-PV Totalt
bedémning utférd med (N=56) (N=160) (N=216)
ipsogen JAK2 RGQ PCR

Kit

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

N: Antal patienter som diagnosticerats av utredaren (utvérderad population)
Antal uttrycks som et absolut antal och som en procentandel av den utvérderade populationen (inom
parentes).

Fall med ofullsténdiga resultat

Tre deltagare var vildtyp fér JAK2 V617F (b&de med BDS och ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit),
utéver att ha ldga serum EPO-koncentrationer och en ofullstdndig benmérgshistologi (tvé
diagnosticerades som PV av utredaren och en som icke-PV). Fem deltagare var JAK2 V617F-
vildtyp fér BDS och positiva med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit och ingen benmérgsbiopsi
utférdes (alla fem diagnosticerades som icke-PV av utredaren). Trots frénvaron av eller
ofullsténdig benmdargshistologi inkluderades dessa atta fall i berékningen av specificitet och

kénslighet (Tabell 21) som avvikande.
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Avvikande fall

For tva deltagare skilde sig utredarens diagnos fréin den som erhdlls med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
inom de diagnostiska kriterierna fran WHO. En deltagare hade serum EPO-nivéer inom normalt
intervall (vid 16,5 IU/L) och ingen JAK2 V617F- eller exon 12-mutation. Deltagaren diagnosticerades
dock att ha PV enligt utredarens é&sikt. En deltagare hade serum EPO-nivéer under normalt infervall
och en JAK2 V617F-mutation enligt BDS, men diagnosticerades som icke-PV enligt utredarens @sikt.
Enligt protokollet skulle utredarens diagnos strikt ha féljt de diagnostiska kriterierna fran WHO
fran 2008. | dessa tvé avvikande fall anvande utredarna dock kliniska erfarenhet vid tolkning

av algoritmen.

Overlag, som det sammanfatias i Tabell 21, var kansligheten fér PV-diagnos med
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 94,64 % (53/56 deltagare; 95 % Cl: 85,13 %, 98,88 %), vilket
indikerar att den har analysen forvantas detektera PV hos det stora flertalet patienter med
sjukdomen. P& liknande satt var specificiteten fér PV-diagnos med analysen 95,62 %
(153/160 deltagare; 95 % Cl: 91,19 %, 98,22 %), vilket indikerar att den Gven férvdntas

utesluta PV hos det stora flertalet patienter utan PV.

Dessutom berdknades positivt prediktivt varde (PPV) och negativt prediktivt varde (NPV), PPV
for kitet var 88,33 % (53/60 deltagare; 95 % Cl: 77,27 %, 93,57 %) och NPV var 98,08 %
(153/156 deltagare; 95 % Cl: 94,8%, 99,4 %).

Tabell 21. Analys av kénslighet, specificitet, PPV och NPV (utvérderingsbar population)

Variable (Varierande) Uppskattning (%) Lagre 95 % Hagre 95 %
konfidensgréns (%) konfidensgréns (%)

Kanslighet 94,64 85,13 98,88

Specificitet 95,62 91,19 98,22

PPV 88,33 77,27 93,57

NPV 98,08 94,8 99,4
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Sannolikhetskvoten for eft negativt test med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, fér PV-diagnos, inom
de diagnostiska kriterierna fran WHO var 21,6 (95 % Cl; 10,44, 44,71), vilket indikerar att
resultatet JAK2 V617F-positiv &r mer sannolikt fér patienter med PV @n med de utan PV.

Sannolikhetskvoten for ett positivt test med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, fér PV-diagnos, inom
de diagnostiska kriterierna fran WHO var 0,06 (95 % Cl; 0,02, 0,18), vilket indikerar atft
resultatet JAK2 V617F-negativ ér mindre sannolikt fér patienter med PV &n med de utan PV.

Slutsats av den kliniska studien

Féljande slutsatser kan dras baserat pa analyserna:

Kansligheten var 94,64 % (95 % Cl; 85,13 %, 98,88 %) vilket indikerar att ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit inom de diagnostiska kriterierna frén WHO férvantas detektera PV
hos det stora flertalet patienter med sjukdomen.

Specificiteten for PV-diagnos med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit inom de diagnostiska
kriterierna frén WHO var 95,62 % (95 % Cl; 91,19 %, 98,22 %), vilket indikerar att
den aven forvantas utesluta PV hos det stora flertalet patienter utan PV.

Med hjélp av ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit inom de diagnostiska kriterierna fran WHO
var PPV 88,33 % (95 % Cl; 77,27 %, 93,57 %)* och NPV var 98,08 % (95 %

Cl; 94,8 %, 99,4 %).

Sannolikhetskvoten for ett negativt test med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, fér PV-diagnos,
inom de diagnostiska kriterierna fran WHO var 21,61 (95 % Cl; 10,44, 44,71), vilket
indikerar att resultatet JAK2 V617F-positiv ér mer sannolikt fér patienter med PV én med
de utan PV.

Sannolikhetskvoten for ett positivt test med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, for PV-diagnos,
inom de diagnostiska kriterierna fran WHO var 0,06 (95 % Cl; 0,02, 0,18), vilket
indikerar att resultatet JAK2 V617F-negativ &r mycket mindre sannolikt fér patienter med
PV &n med de utan PV.

* PPV &r avhdngigt av prevalensen. Eftersom prevalensen var ldg i studiepopulationen och kénslighet och specificitet

ar oberoende av prevalens s& &r kanslighet och specificitet mer relevanta.
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Sakerhets- och prestandasammanfattning

Sammanfatiningen av avsnittet sdkerhet och prestanda kan laddas ner fréan produkthemsidan
for ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit: resources.qiagen.com/674623. Du hittar den &ven pd
EUDAMED-webbplatsen.
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Bortskaffning

e Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsprocedurer.
Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt
farliga och méste hanteras som smittfarligt material.

® Kassera de provrér, plattor och avfall som anvédnds vid DNA-extraktion i enlighet med
lokala sakerhetsregler.

® De ror p& remsa som anvénds fér qPCR-protokollet méste kassera i enlighet med lokala

sakerhetsprocedurer.
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Felsdkningsguide

Den har felsdkningsguiden kan vara till hiclp for att 18sa eventuella problem som uppstér. Fér teknisk
support och ytterligare information &r du vélkommen att bescka vért tekniska supportcenter pé

www.qiagen.com/Support (gé till www.qiagen.com fér att f& kontaktinformation).

Information om felsdkning av extraktionskiten QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat.nr
61104) och QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat.nr 937236) finns i respektive handbok.
Information om felsékning av Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 finns i anvéndarhandboken

fér Rotor-Gene AssayManager v. 2.1 Core Application.

Kommentarer och férslag

Automatisk extraktion

a) Prov flaggat som “unclear” (ej tydligt)  Detta kan bero pé en paus under
extraktionskérningen. Om
extraktionskérningen slutforts, fortsctt till
métning av kvot och koncentration optisk
densitet (OD). Om inte, upprepa
extraktionskdrningen.

b) Prov flaggat som “unprocessed” (ej Detta beror p& ett initialt fel i provvolymen.
bearbetat) Verifiera blodvolymen genom pipettering. Om
volymen ér fér lag, 6ka den s& att provet &r
300 pL och starta om kdrningen.

c) Prov flaggat som “invalid” (ogiltigt) Ett fel uppstod under extraktionskérningen.
Upprepa extraktionssteget for det har provet.
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Kommentarer och forslag

d) Temperaturfel vid nedkylningsblocket

e) Fel vid borttagning av elueringsplattan

Ett felmeddelande om
nedkylningstemperaturen som visas i slutet av
kdérningen innebar att proverna har férvarats i
rumstemperatur (15-25 °C) fran slutet av
extraktionskérningen. Om proverna har
forvarats i rumstemperatur < 12 timmar ska
kvaliteten p& genomiskt DNA inte ha &ndrats
och genomiskt DNA kan kvantifieras. Om det
gétt langre tid an 12 timmar kan proverna
med genomiskt DNA ha férsémrats. Om s& ar
fallet, upprepa extraktionen.

| slutet av kérningen kan ett felmeddelande
visas om elueringsplattan tagits bort utan att
den aktuella étgarden kontrollerats i fonstret.
Detta kan étgardas genom att markera den
aktuella kryssrutan.

Allmén hantering fér bedémning av JAK2-mutationsstatus med ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Totala antalet kopior verensstammer inte och motsvarande prov ér ogiltigt: amplifieringen

ar for lag

a) Kontrollera Az60/Azso-kvoten

b) Kontrollera DNA-koncentrationen

c) Om b&da parametrarna
dverensstammer kan
pipetteringsvolymerna vara felaktiga

94

Om den &r < 1,7 ska en ny DNA-extraktion
utféras.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit &r optimerat f&r
en koncentration p& 10 ng/pL.

Om DNA-koncentrationen inte ligger pd den
nivén, diluera eller extrahera om DNA fran

helblod.

Kontrollera och kalibrera om pipetterna innan
du utfér qPCR-steget p& nytt.
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Kommentarer och forslag

Korningskontroll misslyckas pa en QS-standard

a)
b)
<)
d
e)

f)

Felvénd flaska

Felvdndning under distribution
Korskontaminering

Standarden delvis férsémrad
PCR-reagenser delvis férsémrade

Icke-specifik amplifiering

Ingen eller lag signal for en standard

a)

b)

Homogenitetsproblem

Anvéandning av samma reaktionsmix

for WT och MT QS

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstéllandet av reaktionen. Byt ut alla
kritiska reagenser och upprepa experimentet
med nya alikvoter. Hantera alltid prover,
kitkomponenter och férbrukningsartiklar i
enlighet med god laboratoriesed for att
undvika &verféring av smitta.

Forvara kitets innehdll i -30 till -15 °C och hall
reaktionsmixarna skyddade mot ljus.

Undvik att tina och frysa upprepade génger.

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstallandet av reaktionen.

Upprepa PCRkdrningen.

Kontroll utan mall (No Template Control, NTC) med vatten uppvisar positiv amplifiering

a)
b)

<)

d

Korskontaminering
Reagenskontaminering

Felvant rér p& remsa (rér med JAK2
V617F positiv mall i NTC-position)

Forsamrat sokfragment

Byt ut alla kritiska reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god
laboratoriesed fér aft undvika éverféring av
smitta.

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstallandet av reaktionen.

Hall reaktionsmixarna skyddade mot ljus.

Leta efter falskt positivt resultat p&
fluorescenskurvan.
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Kommentarer och forslag

Ingen signal, inte ens i standardkontroller

Pipetteringsfel eller utelémnade
reagenser

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstéllandet av reaktionen.

Upprepa PCRk&rningen.

Franvarande eller laga signaler i prover for IC och/eller totalt antal kopior (TCN) under
giltighetsintervallet, men kérningskontrollerna ér giltiga

Effekter av hédmmare i provmaterialet,
orsakat av ofillrdcklig rening

Kontrollera alltid DNA-kvaliteten genom att
mdta A 260/ A 280 kvot och koncentration innan
du startar.

Upprepa beredning av DNA.

Vildtyp-kontroll (Wild-Type Control, WTC) &r positiv, men mutantkontroll (Mutant Control,

MTC) ér inte tillrackligt positiv

Overféring av smitta

Byt ut alla kritiska reagenser.

Upprepa experimentet med nya alikvoter av
alla reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god
laboratoriesed fér att undvika &verféring av
smitta.

Se till att spetsarna byts mellan pipetteringar
av olika reagenser.

Vildtypskontroll (Wild-Type Control, WTC) amplifierad med MT-reaktionsmix |i stéllet for WT-
reaktionsmix) och mutantkontroll (Mutant Control, MTC) amplifierad med WT-reaktionsmix (i

stallet for MT-reaktionsmix)
a) Korskontaminering
b) Reagenskontaminering

c) Felvant ror (rér som innehdller WTC i
MTC-position och viceversa)
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Byt ut alla kritiska reagenser.

Upprepa experimentet med nya alikvoter av
alla reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god
laboratoriesed fér aft undvika éverféring av
smitta.

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstallandet av reaktionen.
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Kommentarer och forslag

Inverterad detektion av positiv kontroll
a) Korskontaminering

b) Omvand distribution av reaktionsmix i
ror eller i formix.

Byt ut alla kritiska reagenser och upprepa
experimentet med nya alikvoter. Hantera alltid
prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god
laboratoriesed for aft undvika éverféring av
smitta.

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstallandet av reaktionen.

Ingen signal for ett prov eller en kontroll, inte ens for internkontrollen

a) Reaktionsmix eller en av dess
komponenter (t.ex. Tag-polymeras) har
ej tillsatts

b) Forsamrad reaktionsmix

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstdllandet av reaktionen. Om
internkontrollen inte ar amplifierad har
reaktionsmixen inte lagts till eller &r
forsamrad.

Upprepa gPCR-steget med ny reaktionsmix.
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Symboler

Nedanst&ende symboler finns i anvéndningsinstruktionerna eller pé férpackningar och

etiketter:

Symbolférklaring

Innehdller reagens som racker fill <N> reaktioner

(%2)
~
3
<‘u-
o
A
Z
\%

Utgé&ngsdatum

Den har produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel
2017/746 fér in vitro-diagnostiska medicintekniska enheter.

N I
m

V In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

EH

Katalognummer

Lotnummer

Q

Materialnummer (dvs. komponentetikett)

GSl-artikelnummer

uDI Unik enhetsidentifierare
CONT Innehaller

COMP Komponent

NUM Antal
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Symbolférklaring

R betyder revidering av bruksanvisningen och n
revisionsnumret

Temperaturbegransning

Tillverkare

Se anvisningarna i bruksanvisningen som hdmtas
resources.qiagen.com/674623

=l Rant
g

L

NY
z

Skyddas mot ljus

=)

lakttag forsiktighet, |as medféljande dokumentation

>
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Bestallningsinformation

Produkt

Innehadll

Kat.nr

ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit

Relaterade produkter

For 24 reaktioner: Vildtyp JAK2-kontroll, JAK2
V617F-kontroll, JAK2 WT Quant-standarder,
JAK2 MT Quant-standarder, JAK2 WT-
reaktionsmix, JAK2 MT-reaktionsmix, Taq DNA-
polymeras, TE-buffert fér spadning, vatten for
NTC

Rotor-Gene Q MDx - fér IVD-validerad real-time PCR-analys i kliniska

tillampningar

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

100

Realtime PCR-cykler och HRM-analysinstrument
(High Resolution Melt) med fem kanaler (grén,
gul, orange, réd, blodréd) plus HRM-kanal,
barbar dator, programvara, tillbehér, 1 ars
garanti p& delar och arbete, installation och
utbildning ingér ej

Realtime PCR-cykler och HRM-analysinstrument
(High Resolution Melt) med 5 kanaler (grén, gul,
orange, r3d, blodréd) plus HRM-kanal, barbar
dator, programvara, tillbehér, 1 &rs garanti pa
delar och arbete, installation och utbildning

Programvara fér rutintestning i kombination med
Rotor-Gene Q

Programvara med separat licens fér installation
pd en dator

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

QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit

Aluminiumblock fér manuell reaktionsinstéllning
med en enkanalspipetti 72 x 0,1 mL ror

250 remsor med 4 rér med lock for
1 000 reaktioner

10 x 250 remsor med fyra rér och lock for

10 000 reaktioner

For 50 beredningar: QlAamp Mini Spin
Columns, buffertar, reagenser, ror,
VacConnectors

For 192 beredningar pé vardera 200 pl:
Inkluderar tv& reagenskassetter och enzymrack
och tillbehér.

QlAsymphony SP and accessories

QIAsymphony SP System

QIAsymphony SP

Sample Prep Cartridges,
8-well (336)

8-Rod Covers (144)

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

QIAsymphony provberedningsmodul: inkluderar
installation och utbildning, 1 &rs garanti pa
delar och arbete

QIAsymphony provberedningsmodul: inkluderar
1 &rs garanti p& delar och arbete

8-brunnars provberedningskassetter for
anvandning med QlAsymphony SP

8-Rod Covers fér anvéndning med
QIAsymphony SP

Filterspetsar for engangsbruk, i stall (8 x 128).
For anvéndning med instrumenten QlAcube®
och QlAsymphony SP/AS
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9001751
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Filter-Tips, 1500 pl,
Qsym SP (1024)

Elution Microtubes CL
(24 x 96)

RNase A (17,500 U)

Buffer ATL (200 ml)

Filterspetsar for engé&ngsbruk, i stall (8 x 128). 997024
Fér anvandning med QlAsymphony SP/AS-

instrument

Icke-sterila polypropylenrdr (0,85 mL maximal 19588
kapacitet, mindre én 0,7 mL

forvaringskapacitet, 0,4 ml elueringskapacitet);

2 304 i stall med 96, inkluderar lockremsor

2,5 mL (100 mg/mL; 7 000 enheter/mlL, 19101
[6sning)

200 ml lyseringsbuffert for 1 000 beredningar 19076

Uppdaterad  licensinformation  och  produkispecifika  friskrivningsklausuler ~ finns
bruksanvisningen till respektive QIAGEN-kit. Bruksanvisningar for QIAGEN«it finns pé

www.giagen.com eller kan bestdllas fran QIAGENSs tekniska service eller din lokala

aterforsdljare.
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Dokumentrevisioner

Revision Beskrivning

R1, juli 2022 Startversion
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Begrénsat licensavtal for ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit
Anvéndning av denna produkt innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten far endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medfslier produkten och den hér bruksanvisningen och fér endast anvéindas med komponenterna
som ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér ndgon av sina immateriella tillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med
komponenter som infe ingar i denna panel fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den har bruksanvisningen och ytterligare protokoll som
finns p& www.qiagen.com. Vissa av dessa ytterligare protokoll har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. Dessa protokoll har infe
testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker fredje parts rattigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

Panelen och dess komponenter dr licensierade fér engéngsbruk och fér inte dteranvandas, férbéttras eller séljas vidare.

QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, forutom de uttryckligen angivna.

Ll S

Képaren och anvéndaren av panelen godkdnner att inte filldta ndgon annan att utféra négot som kan leda till eller orsaka ofilldtna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva att detta aval om begrénsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas fér alla undersdknings- och réttegangskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstér vid férssk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller négon
av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.gqiagen.com.
Varumérken: QIAGEN®, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTaq®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo
Fisher Scientific Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co). Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i detta dokument ska inte anses som oskyddade enligt lag,

dven om de inte utiryckligen anges som lagstadgade.

07/ 2022 HB-2872-001 1123592 © 2022 QIAGEN, med ensamrétt.
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