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Kayttotarkoitus

ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit on kvantitatiivinen in vitro -PCR-méadritys, joka on tarkoitettu JAK2
V617F/G1849T -mutaation havaitsemiseen ja  kvantifiointiin - ihmisen  perifeerisestd
kokoverestd, jonka hyytymisenestoon on kaytetty 2K-EDTA-ainetta, eristetystd genomisesta
DNA:sta. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla saadut tulokset on tarkoitettu kaytettcviksi
epdillyn, Philadelphia (Ph) -kromosomin osalta negatiivisen myeloproliferatiivisen neoplasman
(MPN) arvioinnin apuna ja molekulaaristen sairauksien seurannassa MPN-potilailla. Saatu
diagnostinen tulos on tulkittava yhdessa muiden kliinisten 16ydasten tai patologisten l6yddsten

kanssa.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavéksi vain yhdessé QIAGEN Rotor-Gene®
Q MDx 5plex HRM -laitteen ja muiden hyvaksyttyjen tydnkulun osien kanssa kaytdohjeen
mukaisesti. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ei ole automaattinen laite, vaikka silld tehtdvén

analyysin apuna kaytetadn erillista ohjelmistoa.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttoon.

Kayttotarkoituksen mukainen kayttajé

Témé sarja on tarkoitettu ammattikéyttdson.

Tuotetta saavat kayttdd vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin
koulutetut ja t@man nimenomaisen tekniikan tuntevat ammattihenkilét. Laitteen toimenpide on

tehtava molekyylibiologisessa laboratorioympéristdssa.
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Kuvaus ja toimintaperiaate

Yhteenveto ja selitykset

Janus-yrosiinikinaasi 2 -geeniin (JAK2) vaikuttava toistuva somaattinen mutaatio, Vé17F,
|8ydettiin vuonna 2005 (1-4), miké johti merkittévadn lapimurtoon myeloproliferatiivisen
neoplasman ymmartamisessd, luokittelussa ja diagnosoinnissa. JAK2 on useiden sytokiinien
(erytropoietiini mukaan lukien) térked solunsisdinen signaalimolekyyli.

JAK2 V617F -mutaatio 18ytyy yli 95 prosentilta polysytemia veraa (Polycythemia Vera, PV)
sairastavilta, noin 60 prosentilta essentiaalista trombosytemiaa (Essential Thrombocythemia,
ET) ja idiopaattista myelofibroosia (Primary Myelofibrosis, PMF) sairastavilta potilailta (5).
(JAK2 V617F on Idytynyt myds joissakin harvoissa tapauksissa potilailta, joilla on
myelomonosyyttinen leukemia, myelodysplastinen oireyhtymé (myelodysplastic syndrome,
MDS), systeeminen mastosytoosi tai krooninen neutrofiilileukemia, mutta O %:ssa tapauksista

kroonista myelooista leukemiaa (Chronic Myeloid Leukemia, CML) sairastavalta potilaalta (6).

JAK2 V617F -mutaatio jatkaa yhtd muutosta JAK2-nukleotidissa 1849  eksonissa 14.
Tuloksena on valiinin (Valine, V) korvautuminen fenyylianaliinilla (Phenylalanine, F) proteiinin
paikassa 617 (JH2-domeeni). JAK2-geeni koodaa tyroriinikinaasia, joka liittyy viestimiseen
sytokiinireseptorille STAT-reitin kautta. Kun geeni on jatkuvasti aktiivinen, useimmiten JAK2
V617F -mutaation kautta, se aiheuttaa muutoksia erytroidisissa  progenitorisoluissa,
herkistymista erytropoietiinille ja mydhempien signaalireittien aktivoitumista. Lisaksi oletetaan,
eftd hairigt  JAK2:n  toiminnassa  edistdvat  onkogeenista  ilmenemistd,  mitoottista
vudelleenyhdistymistd ja geneettistd epétasapainoa (7).

Myeloproliferatiivisten neoplasmojen diagnosointi on perinteisesti perustunut  kliinisiin,
luuydinhistologisiin ja sytogeneettisiin kriteereihin. Sairaudelle spesifin molekyylimerkkiaineen
|5ytyminen yksinkertaisti diagnoosiprosessia ja paransi sen tarkkuutta. JAK2 V6 17F -mutaation
|5ytyminen kuuluu Maailman terveysjarjeston (World Health Organization, WHO) laatimiin
BCR-ABL-negatiivisten myeloproliferatiivisten neoplasmojen diagnoosikriteereihin 2016 (8)
(taulukko 1), ja t&m& mutaatio on térked kriteeri diagnoosin varmistamiselle.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 7



Taulukko 1. WHO:n kriteerit myeloproliferatiivisten neoplasmojen diagnoosille

PV:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Hemoglobiini (Hgb) > 16,5 g/d| (miehet) tai > 16,0 g/d (naiset) tai hematokriitti > 49 %
(miehet) tai > 48 % (naiset) tai kasvanut punasolumassa > 25 % yli keskimaaraisen normaalin
odotetun arvon

2. luuydinbiopsia, (bone marrow, BM) jossa nékyy ikéén néhden hypersellulaarisuutta ja kolmen
solulinjan kasvua (panmyeloosi), mukaan lukien merkittévad erytroidista, granulosyyttistd ja
megakaryosyyttista proliferaatiota ja pleomorfisia kypsié megakaryosyytteja (ko’oissa erojal)

3. l/AK2Vé 17F:n tai JAK2:n 12-eksonin mutaaﬁo|

Sivukriteerit  Pienentynyt seerumin erytropoietiinipitoisuus

PV:n diagnosointi edellyttdd kaikkien kolmen péadkriteerin tayttymisté tai kahden ensimmdisen padkriteerin ja yhden
sivukriteerin tayttymistat.

t Kriteerié numero 2 (luuydinbiopsia) ei vélttamétia edellytetd tapauksissa, joissa on pysyvéd absoluuttinen erytrosytoosi
mitattuna hemoglobiinitasoina > 18,5 g/dl miehillé (hematokriitti 55,5 %) tai > 16,5 g/d| naisilla (hematokriitti
49,5 %), jos padkriteeri numero 3 ja sivukriteeri esiintyvét. Alkuvaiheessa oleva myelofibroosi (esiintyy enintéén
20 %:lla potilaista) voidaan kuitenkin havaita vain luuydinbiopsian avulla. Biopsian 18yddkset voivat ennustaa
nopeampaa etenemistd avoimeen myelofibroosiin (post-PV MF).

ET:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Verihiutaleiden maara > 450 x 10%/1
2. luuydinbiopsia, jossa nékyy padasiassa megakaryosyyttien linjojen proliferaatiota, joka
koostuu kasvaneesta médrastd suurentuneita, kypsié megakaryosyyttejd, joiden tuma on
hyperlohkoinen. Ei merkittéivéd lisdystd tai vasemmalle siirtymistd neutrofiilien
granulopoieesissa tai erytropoieesissa ja erittdin harvoin lievad (fason 1) lisdantymistd
retikuliinisikeissa

3. Eitdytd WHO:n kriteereitd seuraaville: BCR-ABLT+ CML, PV, PMF, myelodysplastiset
oireyhtymét tai muut myeloidiset neoplasmat

4. [JAK2-, CALR- tai MPL-mutaatid]

Sivukriteerit  Klonaalisen merkkiaineen lasndolo tai ei nayttdd reaktiivisesta trombosytoosista

ET:n diagnosointi edellyttéd kaikkien neljéin padkriteerin téyttymistd tai kolmen ensimmdisen pédkriteerin ja yhden
sivukriteerin t&yttymistd.
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prePMF:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Megakaryosyyttinen proliferaatio ja atypia, johon ei liity > tason 1 refikuliinifibroosia ja johon
liittyy icin suhteen sdddetty luuytimen lisd@ntynyt solukkuus, granulosyyttinen proliferaatio ja
usein myds vahentynyt erytrosytopoieesi

2. Eitaytd WHO:n kriteereitd seuraaville: BCR-ABLT* CML, PV, ET, myelodysplastiset oireyhtymat
tai muut myeloidiset neoplasmat

3. [JJAK2-, CAIR- tai MPl-mutaatio, fai mikéli néité mutaatioita ei ole, jonkin toisen klonaalisen|
merkkiaineen l&snéolo! tai viihdisen reakiivisen luuytimen retikuliinifibroosin poissaolof|

Sivukriteerit  Ainakin yksi seuraavista, vahvistettu kahdella perdkkaiselld madritykselld:

a.) Anemiq, joka ei liity mihink&én komorbidiin tilaan
b.)  Leukosytoosi > 11 X10?/I
c)  Palpoituva suurentunut perna

d.) Laktaattidehydrogenaasi (LDH) kasvanut yli laitoksessa kaytettévén viitealueen normaalin ylérajan

prePMF-diagnoosi edellyttaé kaikkien kolmen pédkriteerin ja véhintéén yhden sivukriteerin téyttymistd.

t Jos jokin kolmesta padasiallisesta klonaalisesta mutaatiosta puuttuy, sairauden klonaalisen luonteen maérittdmisessé auttaa
usein niiden yhteydessa esiintyvien mutaatioiden (esim. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) maarittdminen.

t Véhainen (tason 1) infektion kannalta toissijainen refikuliinifibroosi, autoimmuunihéirié tai muut krooniset tulehdukselliset
tilat, karvasoluleukemia tai muut lymfoidiset neoplasmat, metastaattinen maligneetti tai toksiset (krooniset) myelopatiat.
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Avoimen PMF:n diagnostiset kriteerit

Padkriteerit 1. Megakaryosyytin proliferaatiota ja atypiaa sekd joko retikuliini- ja/tai kollageenifibroosia
tasoilla 2 tai 3
2. Eitaytda WHO:n kriteereitd seuraaville: ET, PV, BCR-ABL1* CML, myelodysplastiset oireyhtymat
tai muut myeloidiset neoplasmat

3. AK2-, CALR- tai MPL-mutaatio, tai mikdli n&itd mutaatioita ei ole, jonkin toisen k|onaa|isen|

merkkiaineen l&snéolo! tai reaktiivisen myelofibroosin poissaolof|

Sivukriteerit  Ainakin yksi seuraavista, vahvistettu kahdella perdkkaiselld maaritykselld:

a.) Anemiq, joka ei liity mihink&én komorbidiin tilaan

b.)  Leukosytoosi > 11 X10 ?/I

c)  Palpoituva suurentunut perna

d.) Laktaattidehydrogenaasi (LDH) kasvanut yli laitoksessa kaytettévén viitealueen normaalin ylérajan

e.) Leukoerytroblastoosi

Avoimen PMF:n diagnoosi edellyttad kaikkien kolmen padkriteerin ja vahintaan yhden sivukriteerin téyttymistd.

t Jos jokin kolmesta p&dasiallisesta klonaalisesta mutaatiosta puuttuu, sairauden klonaalisen luonteen méérittémisessé auttaa
usein niiden yhteydessd esiintyvien mutaatioiden (esim. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) m&érittiminen.

t Infektion kannalta toissijainen luuytimen fibroosi, autoimmuunihdirid tai muut krooniset tulehdukselliset tilat,
karvasoluleukemia tai muut lymfoidiset neoplasmat, metastaattinen maligneetti tai toksiset (krooniset) myelopatiat.

Huomautus: CML: krooninen myelooinen leukemia; ET: essentiaalinen  trombosytopenia;

PMF: primaari myelofibroosi; PV: polysystemia vera; WHO: World Health Organization

Lisaksi JAK2 V617F -mutaation 18ytyminen MPN-potilailta on tuonut esiin my&s uvuden kohteen
hoidoille. Molekylaaristen sairauksien seuranta mittaamalla JAK2 V617F -mutaation taakkaa on
osoittautunut kaytanndlliseksi tavaksi arvioida hoitovastetta ja ennustaa relapseja potilailla, joille
on tehty allogeeninen kantasolusiirre (9). Molekulaarisen vasteen konseptit on madritetty selkedsti
vusimmissa European LeukemiaNet (ELN)- ja International Working Group-Myeloproliferative
Neoplasms Research and Treatment (IWG-MRT) -suosituksissa (10, 11) ja niihin on viitattu myds
National Comprehensive Cancer Networkin (NCCN) (12) ja European Society of Medical
Oncologyn (ESMO) ohjeistuksissa (5). Taysivaltaisena molekulaarisena vasteena pidetddn jo
olemassa olevan molekulaarisen poikkeavuuden tuhoamista ja osittaisena  molekulaarisena

vasteena pidetddn JAK2 V6 17F -mutanttialleelitaakan > 50 %:n vahentymistd (osittainen vaste
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sovellettavissa vain potilaisiin, joiden JAK2 V617F -mutanttialleelitaakka oli véhintaén 20 %
I&htctilanteesta) (10, 11).

Vuodesta 2006 JAK2 V617F:n havaitsemiseen ja mahdolliseen kvantifiointiin on ollut
saatavilla useita laboratoriossa kehitettyjé testimenetelmid, jotka periaatteessa perustuvat
PCR-tekniikoihin tai sekvensointiin. N&illa testeilld on erilainen analyyttinen suorituskyky,
erityisesti tarkkuuden ja herkkyystason osalta. Témé& ero voi vaikuttaa luuydinanalyysin
tarpeeseen, lopullisen diagnoosin madarittamiseen kuluvaan aikaan, mahdollisesti diagnoosin

tekemiseen sekd molekylaarisen sairauden seurannan tehoon.

Koska JAK2 V617F -mutanttialleelilla on useita mahdollisia myeloproliferatiivisten neoplasmojen
yhteydessd esiintyvia alleeliosia (esiintyminen jopa vain 1 %:n tasolla), laboratorioita
rohkaistaan tarjoamaan JAK2 V617F -mutaatiotestejd, joiden analyyttinen herkkyys on suuri.
Soveltuviin tekniikoihin pitdisi kuulua matala havaitsemisraja (véhintaén 1 % diagnosointiin ja
vahintdan 0,1 % molekulaarisen sairauden seurantaan) sekd korkea uvusittavuus (5, 13).

Menetelmdn toimintaperiaate

Useita erilaisia tekniikoita on ehdotettu yksittdisen nukleotidin  polymorfismin (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP) osuuden mddrittdmiseen kvantitatiivisesti DNA-n@ytteistd.
Jotkin, kuten sulamiskayrat ja sekvensointi, ovat vain puolikvantitatiivisia. Reaaliaikaiseen
kvantitatiiviseen polymeraasiketjureaktioon (qPCR) perustuvia menetelmid suositaan niiden
suuren herkkyyden vuoksi. SNP-spesifisen alukkeen kéytté mahdollistaa  mutatoituneen
(Mutant, MT) tai villityypin (Wild-type, WT) alleelin selektiivisen monistuksen niin, ettd se on
helposti havaittavissa  reaaliaikaisella  qPCR-aitteella.  Tadma mahdollistaa < 0,1 %:n
herkkyyden, joka on linjassa talla hetkelld hyvdaksytyn, diagnostiikassa kliiniseen
positiivisuuteen kaytetyn JAK2-rajan 1 % kanssa sekd molekulaarisen sairauden seurantaan
suositellun < 0,1 %:n JAK2 V617F -alleelitaakan havaitsemisrajan  kanssa (5, 13).
On kuitenkin huomattava, ettd jotkut kliiniset asiantuntijat katsovat kaiken JAK2 V617F
-kuorman esiintymisen kliinisesti merkittévéksi diagnosointihetkelld, ja siksi tarvitaan herkka
menetelmd, kuten gPCR (14). ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit perustuu tghan tekniikkaan.
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gPCR:n kéytaminen mahdollistaa PCR-uotteiden tarkan monistuksen PCR-monistumisprosessin
eksponentiaalisessa vaiheessa. Kvantitatiiviset PCRtiedot saadaan nopeasti ilman PCR:n jalkeista
késittely@ tunnistamalla fluoresenssisignaalit reaaliaikaisesti PCR-syklin aikana ja/tai jélkeen, mik&
vahentad merkittavasti PCR-uotekontaminaation vaaraa. Talla hetkella gPCR-tekniikoissa on kolme
paatyyppid:  qPCR-analyysi SYBR® Green | Dye -varia kayttamalla, gPCR-analyysi
hydrolyysikoettimia kayttamalla ja gPCR-analyysi hybridisaatiokoeftimia kayttamalla.

QIAGENin maaritys hyddyntad qPCR-oligonukleotidien hydrolyysia. PCR:n aikana etu- ja taka-
alukkeet hybridisoituvat tiettyyn sekvenssiin. Samassa seoksessa on toinen vdriaineeseen linkitetty
aluke. Téma koetin, joka koostuu 5'-reportterivarilla  merkitystd oligonukleotidista  ja
varigamattomastd  3'-sammuttajasta,  hybridisoituu kohdesekvenssiin - PCR+uotteessa.
gPCR-analyysi hydrolyysikoettimilla hyddyntaé Thermus aquaticus (Tag) -DNA-polymeraasin
5'>3'-eksonukleaasiaktiivisuutta. Koettimen ollessa ehja reportterivarin lgheisyys sammuttajaan

tukahduttaa reportterin fluoresenssin padasiassa Férstertyyppiselld energiansiirrolla.

Jos kohdesekvenssi on PCR-gjossa 1asnd, sekd etu- ettd taka-alukkeet kiinnittyvét koettimen
molemmin puolin. DNA-polymeraasin 5'->3'-eksonukleaasiaktiivisuus leikkaa koettimen
reportterin ja sammuttajan valistd vain, jos kolme oligonukleotidia hybridisoituu kohteeseen.
Sen jdlkeen koettimen palaset irtoavat kohteesta ja juosteen polymerisaatio jatkuu. Koeftimen
3'-pad on estetty, jotta koetin ei pitene PCR:n aikana (kuva 1). Téma prosessi tapahtuu

jokaisessa syklissa eikd se hdiritse tuotteen eksponentiaalista kertymistd.

Fluoresenssisignaalin voimistuminen havaitaan vain, jos kohdesekvenssi on komplementaarinen
alukkeisiin ja koettimeen ndhden ja taten monistuu PCR-ajon aikana. Naiden vaatimusten vuoksi
epdspesifistd monistusta ei havaita. Siksi fluoresenssin liséantyminen on suoraan suhteessa

kohteen monistumiseen PCR:n aikana.

qPCR-+ekniikkaa kaytettdessa kynnysarvon ylittdvéan signaalin tunnistamiseen tarvittavien
PCR-syklien md&ara eli vaihduntapiste (Crossing point, Cp) tai syklien kynnysarvo

(Cycle Threshold, CT) on suoraan verrannollinen reaktion alussa olevan kohteen maaraan.
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Kuva 1. Reaktioperiaate. Tdssd madritystarvikesarjassa kdytetty kvantitatiivinen alleelispesifinen  PCR-tekniikka
mahdollistaa herkdn, tarkan ja hyvin uusittavan SNP:iden havaitsemisen. Témé tekniikka perustuu  spesifisten
taka-alukkeiden kayttoon villityypin ja V6 17F-alleeleista, tassé jarjestyksessd (15). Vain téydellinen vastaavuus alukkeen
ja kohde-DNA:n vililld mahdollistaa pitenemisen ja monistamisen PCR-reaktiossa (kuva 2).

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 13



WT-reaktioseos

Ei vastaavuutta

I 14 ¥ T Q Ei mO'nISfUSTG .
Mutanttialleeli — Ei koettimen lohkaisua
— Ei fluoresenssisignaalin kertymistd
Vastaavuus
—
14 G @ & Monistuminen
- £y : .
WrT-alleeli — Koettimen lohkaisu

— Fluoresenssisignaalin kertyminen

MT-reaktioseos

Vastaavuus

A Monistuminen
- — o B P

alleeli — Koettimen lohkaisu
Muaniialies|i — Fluoresenssisignaalin kertyminen

Ei vastaavuutta
-4 =

Ei monistusta
14 3% - Q — Ei koettimen lohkaisua
WrT-alleeli

— Ei fluoresenssisignaalin kertymisté

Kuva 2. Alleelispesifinen PCR. Villityypin tai V617F-alukkeiden ja koetinseoksen kéyttd mahdollistaa villityypin tai
mutatoituneen alleelin spesifisen tunnistuksen kahdessa erillisessd reaktiossa, jotka toteutetaan samalla ndytteelld. Tulokset
voidaan ilmaista mutanttikopioiden prosenttimaaréng JAK2-kopioiden kokonaismadrastd. MT: mutantti; WT: villityyppi.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Tuotenumero 674623

Véri Nimi Putken tunnus Madra

Punainen JAK2 Mutant Control (JAK2-mutanttikontrolli) MT Cirl 33l
(100 % V617F-alleeli)

Vihred JAK2 WT Control (JAK2-villityypin kontrolli) WT Ctrl 33l
(100 % villityypin alleeli)

Punainen JAK2 MT Quant Standard 1 MT QS1 20 pl
(JAK2-mutaation kvantificintistandardi 1)
(5x 10" V617F kopiota / 5 pl)

Punainen JAK2 MT Quant Standard 2 MT QS2 20yl
(JAK2-mutaation kvantificintistandardi 2)
(5 x 102 V617F kopiota / 5 pl)

Punainen JAK2 MT Quant Standard 3 MT QS3 20 pl
(JAK2-mutaation kvantificintistandardi 3)
(5x 10° V617F kopiota / 5 pl)

Punainen JAK2 MT Quant Standard 4 MT QS4 20yl
(JAK2-mutaation kvantifiointistandardi 4)
(5 x 10* V617F kopiota / 5 pl)

Vihred JAK2 WT Quant Standard 1 WT QS1 20 pl
JAK2-villityypin kvantifiointistandardi 1)
(5 x 10" villityyppikopiota / 5 pl)

Vihred JAK2 WT Quant Standard 2 WT QS2 20 pl
(JAK2willityypin kvantificintistandardi 2)
(5 x 102 villityyppikopiota / 5 pl)

Vihred JAK2 WT Quant Standard 3 WT QS3 20 pl

JAK2-illityypin kvantifiointistandardi 3)
(5 x 10% villityyppikopiota / 5 pl)

Sarjan sisaltd (jatkuu)
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ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Tuotenumero 674623

Véri Nimi Putken tunnus Médra

Vihred JAK2 WT Quant Standard 4 WT QS4 20 yl
(JAK2-villityypin kvantifiointistandardi 4)
(5 x 10* villityyppikopiota / 5 pl)

Punainen JAK2 MT Reaction Mix MT Mix 1010 pl
(JAK2-mutanttireaktioseos)

Vihred JAK2 WT Reaction Mix WT Mix 1010 pl
(JAK2-villityypin reaktioseos)

Mintunvihred  Taq DNA polymerase (Taq DNA -polymeraasi) Taq 85 pl
(HotStarTagq® 5 yksikkaa/pl)

Valkoinen TE buffer for sample dilution TE 1,9 ml
(TE-puskuri néytteen laimennukseen)

Valkoinen Water for no template control NTC 1,9 ml

(Vettd mallittomaan kontrolliin) (NTC)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -késikirja (suomi)
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Sarjan komponentit

Sarjan tarkeimmét osat on esitelty alla.

Taulukko 2. Toimitetut reagenssit

Reagenssi Vaikuttavat ainesosat Mddra
JAK2 Mutant Control Solulinjan DNA:ta, jossa 100-prosenttinen 33 pl
(JAK2-mutaation kontrolli) V617F-alleeli

JAK2 WT Control Solulinjan DNA:ta, jossa 100-prosenttinen 33yl
JAK2 ~villityypin kontrolli) villityypin alleeli

JAK2 WT Quant Standards Plasmidi, jossa on V617F-alleelisekvenssi Kukin 20 pl
(JAK2-mutaation kvantificintistandardit)

(@S1-QS4)

JAK2 WT Quant Standards Plasmidi, jossa on villityypin alleelisekvenssi Kukin 20 pl
(JAK2wvillityypin kvantificintistandardit)

(@S1-QS4)

JAK2 MT Reaction Mix Oligonukleotidit mutatoituneen alleelin havaitsemiseen 1010 pl
(JAK2-mutanttireakfioseos) ja sisdiseen kontrolliin, PCR-puskuri, MgClz, dNTPs

JAK2 WT Reaction Mix Oligonukleotidit villityypin alleelin havaitsemiseen ja 1010 pl
(JAK2-villityypin reaktioseos) sisdiseen kontrolliin, PCR-puskuri, MgClz, dNTPs

Taq DNA polymerase Hot-start Taq DNA -polymeraasi varastopuskurissa 85 pl

(Taq DNA -polymeraasi)

TE buffer for sample dilution Tris-EDTA-puskurilivos 1,9 ml
(TE-puskuri néytteen laimennukseen)

Water for no template control Nukleaasiton vesi 1,9 ml
(Vetté mallitomaan kontrolliin) (NTC)

Reagenssit

Témén sarjon  kanssa foimitettuja  reagensseja, lueteltu yllé taulukossa 2 tarvitaan
testindytteiden  laimentamiseen  tarvittavaan  sydttdpitoisuuteen  ja  qPCR-reaktioiden
suorittamiseen JAK2-mutantti- ja villityyppialleelien havaitsemista ja kvantifiointia varten
mutaatioprosentin madrittamisessd. Reaktioseoksiin kuuluvaa sisdistd monistamiskontrollia
kéaytetaén gPCR:n estymisen valvomiseen ja sulkemaan pois PCR-reaktion ep&onnistumisen

mahdollisuuden, jos tulokset ovat negatiivisia.
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Kontrollit ja standardit

Sarjaan kuuluu kaksi kontrollia: JAK2-mutaation kontrolli, jota kdaytetdan JAK2-mutaation
(mutant, MT) reaktioseoksen positiivisena kontrollina, ja JAK2-villityypin (wild-type, WT)
kontrolli, jota kdaytetdan JAK2-villityypin (WT) reaktioseoksen positiivisena kontrollina.

Nukleaasiton vesi toimitetaan kummankin reaktioseoksen mallitonta kontrollia varten.

Sarjaan kuuluu nelj@ JAK2-mutantin (MT) ja nelja JAK2-villityypin (WT) kvantitointistandardia
(Quantitation Standard, QS). Niita kéytetaén JAK2 MT- ja -WT-kopioiden madrén laskemiseen

sekd mydhemmin testingytteiden JAK2 V6 17F -mutaatioprosentin laskemiseen.
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen

Tarvikkeet ja reagenssit manuaaliseen DNA:n eristamiseen

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit -sarja (tuotenumero 61104)
Etanolia (96-100 %)
e Huomautus: &la kdaytd denaturoitua alkoholia, koska se sisdltaé muita aineita, kuten

metanolia tai metyylietyyliketonia.
Tarvikkeet ja reagenssit automaattiseen DNA:n eristmiseen

QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenumero 937236)

Sample Prep Cartridges, 8-well (tuotenumero 997002)

8-Rod Covers (tuotenumero 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (tuotenumero 997024)

Filter-Tips, 200 pl (tuotenumero 990332)

Elution Microtubes CL (tuotenumero 19588)

Tip disposal bags (kérkien havityspussit) (tuotenumero 9013395)

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

PCR-tarvikkeet ja -reagenssit

e Nukleaasittomia aerosolisuojattuja steriilejc PCR-pipettikarkid, joissa on hydrofobinen
suodatin

® 1,5 mln tai 2,0 ml:n nukleaasittomia PCR-putkia

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, Rotor-Gene Q -laitetta varten (tuotenumero 981103 tai 981106)

e Jaata
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Laitteet

Saadettavia pipettejd, * jotka on tarkoitettu PCR:@én (1-10 pl;_10-100 pl; 100 - 1 000 pl)
Kertakayttokasineitd
Vortex-sekoitin

Lammitin ndytteiden 56 °C:ssa tapahtuvaa lyysid varten

Psytamallinen sentrifugi*, jossa on roottori 0,5/1,5/2,0 ml:n reaktioputkia varten (ja joka
kykenee saavuttamaan nopeuden 13 000-14 000 rpm)

® Spekirofotometri*
Laite naytteen valmisteluun

e QIAsymphony SP -laite (tuotenumero 9001297), ohjelmistoversio 4.0 tai uudempi, seké
laitteen mukana  toimitetut tarvikkeet, mukaan lukien Blood_200_V7_DSP-protokolla
(tai mydhempi versio)

® Tube Insert 3B (tuki, 2,0 ml v2, nayteteline (24), Qsym, tuotenro 9242083)

Realtime PCR -vdlineet

® Realtime PCR -laite*: Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM Platform (tuotenro 9002032) tai
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (tuotenro 9002033) seka toimitetut lisévarusteet

® Asennettu Rotor-Gene AssayManager® -ohjelmiston versio 2.1.x (x > 0)
Asennettu Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in -versio 1.0.x (x > O)
tuotu ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR-madaritysprofiili
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap [x > 1])

* Varmista ennen kayttdd, ettd laitteet on tarkistettu ja kalibroitu valmistajan suositusten mukaan.
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Varoitukset ja varotoimet

Huomaa, ettd saatat joutua tarkistamaan paikalliset maaréykset laitteeseen liittyvien vakavien
vaaratilanteiden raportoinnista valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle ja kayttdjan

ja/tai potilaan oleskelumaan toimivaltaiselle viranomaiselle.
Turvallisuustiedot

TydskenneltGessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéayttdturvatiedotteista
(Safety Data Sheet, SDS). Ne ovat saatavana PDF-iedostoina Internet-osoitteessa
www.qiagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-arvikesarjojen ja

niiden osien kaytdturvatiedotteet.

e Naytteet voivat olla tartuntavaarallisia. Havitd néyte- ja madritysjate  paikallisten

turvallisuuskayténtdjen mukaisesti.

HUOMIO ALA lisaa valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan nayte-

tai preparointijatteeseen.

Tiedot hatdtilanteeseen

CHEMTREC
Yhdysvaltojen ja Kanadan ulkopuolella +1 703-527-3887
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Varotoimet

qPCR-estit edellyttavat hyvien laboratoriokéyténtdjen noudattamista, kuten molekyylibiologiaan

kaytettavien laitteiden kunnossapitoa sovellettavien saadosten ja standardien mukaisesti.

Témé sarja on tarkoitettu kdytettavéksi in vitro -diagnostiikassa. Témdn sarjan mukana

toimitetut reagenssit ja ohjeet on validoitu suorituskyvyltaan optimaalisiksi.

22

Testi on tarkoitettu tehtévéksi kokoveringytteistd, joiden hyytyminen on estetty kalium-EDTA:lla
(K2EDTA) ja joita on sdilytetty 2-8 °C:ssd korkeintaan 96 tuntia ennen DNA:n eristdmistd.
Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Naytteet ovat
mahdollisesti tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biovaarallisina materiaaleina.

Havita nayte- ja madritysjdte paikallisten turvallisuuskéytantdjen mukaisesti.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimaalisesti. Alg laimenna
reagensseja enempdd, koska seurauksena saattaa olla suorituskyvyn heikkeneminen.

Alg kaytd alle 25 pl:n reaktiotilavuuksia (reaktioseos + néyte).

Kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu

kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan siséltyvien reagenssien kanssa. Alé vaihda

mitaén yhden sarjan reagenssia toisen ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan samaan
reagenssiin, vaikka ne olisivat samasta erdstd, koska se voi vaikuttaa suorituskykyyn.

Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kayttdoppaasta, Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Core Application kayttéoppaasta, Gamma Plug-In -kayttdoppaasta ja QIAsymphony
SP -aitteen kayttdoppaasta lisdtietoja varoituksista, varotoimista ja toimenpiteistd.
Inkubaatioajan ja Hémpétilan muuttaminen voi tuottaa virheellisi tai ristiriitaisia tietoja.

Alg kaytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja komponentteja.

Reaktioseoksissa saattaa tapahtua muutoksia, jos ne altistuvat valolle.

Seosten sekoittuminen JAK2 MT- ja JAK2 WT Quant Standards -reagenssien ja
JAK2-mutantti- ja JAK2 WT Control -reagenssien sisaltamiin synteettisiin materiaaleihin on
estettava huolellisesti.

Noudata  &drimmdisté  varovaisuutta, jotta DNA tai PCRiuote ei aiheuttaisi

siirtymiskontaminaatiota ja siitd seuraavaa virheellisesti positiivista signaalia.
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e Noudata &&rimmdistd varovaisuutta, jotta ei tapahtuisi DNaasi-kontaminaatiota, joka
saattaisi hajottaa malli-DNA:n.

® Kayta reaktioseosten valmistuksessa ja mallien liséamisessé tarkoitukseen sopivia, erillisic
pipetteja.

e Ald avaa Rotor-Gene Q MDx -instrumenttia, ennen kuin ajo on pddttynyt.
Alg avaa Rotor-Gene Q -putkia, ennen kuin ajo on paéttynyt.

e Varmista, eftd testaat oikean ndytteen. Varo vadran ndytteen kaytamistd, latausvirhettd ja
pipetointivirheitd.

e Varmista ndytteiden oikea tunnistus ja jdljitettavyys kasittelemalla naytteita jarjestelmaillisesti.

® Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohjeita:

O Kaytd nukleaasittomia laboratoriovdlineitd (esimerkiksi pipetteja, pipettien karkia,
reaktiopulloja) ja kayta kasineitd madritysta tehdessasi.

O Kayta kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikarkia néytteiden ja
reagenssien ristikontaminaation valttamiseksi.

O Valmista esi-PCR-pddseos vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla (pipetit, karjet,
ine.) erillisella alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja (DNA:ta, plasmideja tai
PCR-tuotteita). Lisaa malli erilliselld alueella (mielviten erillisessé huoneessa), jolla on

tarvittavat materiaalit (pipetit, karjet ja muut).

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QIAsymphony
DSP DNA Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) turvallisuuteen liittyvat  tiedot

vastaavasta kasikirjasta.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeista kaytdpaivamaaraa ja
sdilytystd koskevat ohjeet on huomioitava. Alé kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyj

komponentteja.
Kuljetusolosuhteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja toimitetaan kuivajaan paalla. Jos ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
-sarja (entsyymid lukuun oftamatta) ei ole toimitushetkella jadssa, ulkopakkaus on avatty
kuljetuksen aikana tai toimituspakkaus ei sisalla lahetysluetteloa, kasikirjaa tai reagensseja,
ofa yhteyttd QIAGENin paikalliseen tekniseen tukipalveluun tai  jélleenmyyjdan

(katso yhteystiedot takakannesta tai osoitteesta www.qgiagen.com).
Sailytysolosuhteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on varastoitava valitémasti vastaanoton jalkeen tasaisessa

-30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen ja suojattava valolta.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 61104) ja QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit -eristyssarjan (tuotenumero 937236) varastointiin liittyvat tiedot vastaavasta
kasikirjasta.

Kayttostabiilius

Kyseisissd olosuhteissa sdilytetty ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on stabiili laatikon

etiketissé mainittuun vanhenemispaivaan asti.
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Avattuja  reagensseja  voidaan  sdilytaa  alkuperdispakkauksissaan  =30...-15 °C:n
lampatilassa korkeintaan 12 kuukauden ajan. Sarjan toistuvaa sulattamista ja pakastamista

on véltettava. Pakastus-sulatusjaksoja saa olla enintddn viisi.

Katso QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -eristyssarjan (tuotenro 61104) ja QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit -eristyssarjan (tuotenro 937236) vakaustiedot niiden omista kasikirjoista.

® Sekoita varovasti kaantamalla putki ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoimalla kaikki putket
entsyymid lukuun oftamatta ennen avaamista.

® Reagenssien vanhenemispdivat on ilmoitettu kunkin osan merkinnéissa. Oikein sdilytetyn
tuotteen suorituskyky sdilyy putken ja laatikon merkinndssé ilmoitetun stabiiliusajan mukaan.

e Huomautus: Eri eristd perdisin olevien putkien sisdltdd ei saa sekoittaa keskenddn. Kaikkien
testaukseen kaytettavien ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan osien on oltava perdisin samasta
erasta. QIAGEN-whtion  laaduntarkkailumenettelyihin - kuuluu  julkaistun  pakkauksen
toiminnallinen testaus jokaisesta yksittdisestd pakkauksen valmistuserdsta. Siksi eri sarjojen

reagensseja ei saa sekoittaa edes samasta erdstd.
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Naytteiden sdilytys ja kasittely
Kokoverinaytteet

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit on tarkoitettu kaytettavaksi genomisten DNA-ngytteiden kanssa,
jotka on saatu kalium- EDTA:lla (K2-EDTA) antikoaguloiduista kokoverinaytteista ja sailytetty

jollakin seuraavista tavoista:

® 2-8 °C:ssa enintadn 96 tuntia
® 15-25 °C:ssa enintaan 96 tuntia

® pakastettuna —=30...-15 °C:ssa enintddn 1 kuukausi.

Huomautus:  Lampdtilanmuutoksia  néytteenottopaikassa  tapahtuvan  varastoinnin = ja
|Ghettdmisen aikana on véltettéiva. Néytteenottopaikan sdilytysolosuhteiden pitdisi olla samat

kuin kuljetuksen aikana, tai vield kylmemmat.

Kaikkia néytteitd on kasiteltéva mahdollisesti tartuntavaarallisina. Havitd néyte- ja madritysjdte

paikallisten turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.
Genomiset DNA-nGytteet
Kun genominen DNA on eristetty, DNA-ngytteitd voidaan sdilyttad ja kuljettaa

-30... -15°C:ssa korkeintaan 24 kuukauden ajan. Useita pakastus-sulatusjaksoja on

valtettava. Pakastus-sulatusjaksoja saa olla enintdan nelja.
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Protokolla: genomisen DNA:n eristéminen
ja valmistelu kokoveresté

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Genominen DNA on eristettava kayttamalla joko QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjaa
(tuotenumero 61104) tai QlAsymphony SP -laitetta yhdessa QIAsymphony DSP DNA Mini
Kit -sarjan kanssa (tuotenumero 937236).

Varmista, ettd kéytettdvat reagenssit eivat ole vanhentuneet ja etté ne on kuljetettu ja sdilytetty
oikeissa olosuhteissa.

Huomautus: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit sarjan (tuotenumero 61104) tai QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan
(tuotenumero 937236) kanssa kaytettavaksi. Mitaan muuta DNA:n eristamistuotetta ei

saa kayttad.

Manuaalinen genomisen DNA:n eristys QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjalla

Manuaalinen genomisen DNA:n eristys tehdédn QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjalla
(tuotenumero 61104) QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit -késikirjan ohjeiden mukaan.

Reagenssien kasittely

Kun valmistelet tdman protokollan pesupuskureita, sekoita valmiiksi valmistettu pesupuskuri
aina ennen toimenpiteen aloittamista kadantamalla pullo useita kertoja ylésalaisin.

Kayta pipettikdrkia, jotka eivat muodosta aerosoleja, kun pipetoit eluutiopuskuria pullosta,
ja aseta korkki paikalleen vélittdmasti toimenpiteen jalkeen estadaksesi kontaminaation.

Kun kasittelet viskoosisia nesteitd, ole erittéin huolellinen ja kdytd sopivaa pipettid
varmistaaksesi oikeat pipetoitavat maarat.

Alg kosketa QlAamp Mini pyérityskolonniputken kalvoa pipetin kérjell.
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A Alg lisaa QIAGEN-proteaasia (QP) suoraan lyysauspuskuriin (AL).

Ennen kuin aloitat

28

Anna verinaytteiden tasaantua huoneenléampddn (15-25 °C) ja varmista, eftd naytteet ovat
homogenoituneet hyvin.

Valmistele lyysauspuskuri

Jos lyysauspuskuriin (AL) on muodostunut saostumaa, livota se inkuboimalla 56 °C:ssa.
Valmistele QIAGEN-proteaasi

Liséd 1,2 ml Protease Solvent (PS) -proteaasilivotinta kylmékuivatun QIAGEN-proteaasin (QP)
pulloon ja sekoita huolellisesti. Vélté vaahtoamista tekemalla sekoitus kaantémélla pulloa
ylésalaisin useita kertoja. Varmista, ettd QIAGEN-proteaasi (QP) on livennut kokonaan.
Huomautus: Alé lisaa QP:16 suoraan lyysauspuskuriin (AL).

Valmistele pesupuskuri 1

Lisaa 25 ml etanolia (96-100 %) mittasylinteria kayttden pulloon, joka sisaltag 19 ml
pesupuskuritiivistettd 1 (AW1). Sailyta  kayttdvalmiiksi saatettu  pesupuskuri 1 (AW1)
huoneenlampétilassa (15-25 °C).

Huomautus: Sekoita rekonstituoitu pesupuskuri 1 (AW 1) aina kaéntéamélla pulloa ylésalaisin
useita kerfoja ennen toimenpiteen aloittamista.

Valmistele pesupuskuri 2

Lisaa 30 ml etanolia (96-100 %) mittasylinteria kayttden pulloon, joka sisaltaa 13 ml
pesupuskuritiivistettd 2 (AW2). Sailyta  kayttdvalmiiksi saatettu  pesupuskuri 2 (AW2)
huoneenlampétilassa (15-25 °C).

Huomautus: Sekoita rekonstituoitu pesupuskuri 2 (AW?2) aina kadntamélla pulloa ylésalaisin
useita kertoja ennen toimenpiteen aloittamista.

Valmistele eluutiopuskuri

Sarjaon  mukana toimitetaan yksi  pullo  eluutiopuskuria  (AE).  Eluutiopuskurin  (AE)
kontaminoitumisen estémiseksi on erittdin suositeltavaa kéyttad aerosolin syntymisen estévia
pipettikarkia, kun eluutiopuskuria (AE) -puskuria pipetoidaan pullosta. Lisdksi pullon korkki

on aseteftava takaisin paikalleen heti kayton jalkeen.
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® Anna eluutiopuskurin (AE) -puskurin tasaantua huoneenlédmpdsn (15-25 °C).

® Asefa lammitin 56 °C:seen; lémpolevyd kéytetddn toimenpiteen vaiheessa 4.

Toimenpide

1. Pipetoi 20 pl QIAGEN-proteaasia (QP) lyysiputkeen (LT).
Huomautus: Tarkista rekonstituoidun proteaasin vanhentumispdivémé&drd ennen kéytod.

2. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl verinaytetta.

3. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl lyysauspuskuria (AL), sulje korkki ja sekoita pulssivorteksilla
15 sekunnin ajan.
Huomautus: lyysin takaamiseksi on tarkedd, eftd ndyte ja lyysauspuskuri (Al) ovat
sekoittuneet lapikotaisin ja ettd liuvos on homogeeninen.
Huomautus: koska lyysauspuskurin (AL) viskositeetti on suuri, varmista, ettd lisaat oikean
madran lyysauspuskuria (AL) pipetoimalla huolellisesti oikeanlaisella pipetilla.
& Alg lisaa QIAGEN-proteaasia (QP) suoraan lyysauspuskuriin (AL).

4. Inkuboi 56 °C:ssa (+1 °C) 10 minuutin ajan (+1 minuutti).

5. Sentrifugoi lyysiputkea (LT) noin 5 sekunnin ajan tdydellé nopeudella, jotta pisarat
poistuvat korkin sisépuolelta.

6. Lisaa lyysiputkeen (LT) 200 pl etanolia (?6-100 %), sulje korkki ja sekoita lapikotaisesti
pulssivorteksilla > 15 sekunnin ajan.

7. Sentrifugoi lyysiputkea (LT) noin > 5 sekuntia tdydellé nopeudella, jotta mahdolliset pisarat
poistuvat korkin sisépuolelta.

8. Lisa& varovasti kaikki vaiheesta 7 saatu lysaatti QlAamp Mini -pyérityskolonniputkeen

kastelematta sen reunaa. Ald kosketa QlAamp Mini -pyérityskolonniputken kalvoa
pipetin karjelld.

Huomautus: jos kasittelet useita naytteitd, avaa vain yksi lyysiputki (LT) kerrallaan.
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Sulie QlAamp Mini -pyérityskolonniputken korkki ja kayta sitd sentrifugissa nopeudella n.
6000 x g 1 minuutin ajan. Aseta QIAmp Mini -pydrityskolonniputki puhtaaseen
pesuputkeen (WT) ja heitd suodosta sisaltava putki pois.

Huomautus: jos lysaatti ei ole tdysin lapdissyt kalvoa nopeudella 6 000 x g (8 000 rpm)
sentrifugoinnin jdlkeen, sentrifugoi uudelleen téydelld nopeudella (enintéén 20 800 x g)

1 minuutin ajan.

Huomautus: jos lysaatti ei vieldkddn lapdise kalvoa sentrifugoinnin aikana, hylkad néyte

ja toista eristys ja puhdistus uudella néytemateriaalilla.

. Avaa QlAamp Mini -pyérityskolonniputki varovasti ja lisaa 500 pl pesupuskuria 1 (AWT).

Varo kastelemasta putken reunaa. Ald kosketa QlAamp Mini -pyérityskolonniputken

kalvoa pipetin karijella.

. Sulie QIAamp Mini -pydrityskolonniputken korkki ja sentrifugoi nopeudella n. 6 000 x g

(8 000 rpm) 1 minuutin ajan. Aseta QIAmp Mini -pydrityskolonniputki puhtaaseen

pesuputkeen (WT) ja heitd suodosta siséltava putki pois.

. Avaa QlAamp Mini -pyérityskolonniputki varovasti ja liséa 500 pl pesupuskuria 2 (AW?2).

Varo kastelemasta putken reunaa. Ald kosketa QlAamp Mini -pyérityskolonniputken

kalvoa pipetin kérjella.

.Sulie QlAamp Mini -pyérityskolonniputken korkki ja sentrifugoi tdydelld nopeudella

(n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) 1 minuutin ajan. Aseta QlAmp Mini -pydrityskolonniputki

puhtaaseen pesuputkeen (WT) ja heitd suodosta sisaltéva putki pois.

. Sentrifugoi taydelld nopeudella (n. 20 000 x g tai 14 000 rpm) kolmen minuutin ajan,

jotta kalvo kuivuisi taysin.

. Aseta QIAmp Mini -pyérityskolonniputki puhtaaseen eluutioputkeen (elution tube, ET) ja

heitd suodosta sisaltava pesuputki (WT) pois. Avaa QlAamp Mini -pydrityskolonniputken
korkki ~ varovasti ja liséd 50-200 pl eluutiopuskuria  (AE)  kalvon  keskelle.
Sulie korkki ja inkuboi huoneenlampétilassa (15-25 °C) 1 minuutin ajan. Kayta

sentrifugissa nopeudella n. 6 000 x g (8 000 rpm) 1 minuutin ajan DNA:n eluoimiseksi.

. Havita kaytetyt nayteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuussaadésten mukaan.
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Automaattinen genomisen DNA:n uutto QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit -sarjalla

Automaattinen genomisen DNA:n eristys on tehtéivd QIAsymphony-laitteen nédytteen
valmistelumoduulilla (sample preparation, SP) yhdessa QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -
sarjan (tuotenumero 937236) kanssa ja noudattamalla QIAsymphony DSP DNA Kit -kasikirjan
ohjeita. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kanssa kéaytettavét protokollaominaisuudet on

korostettu alla olevassa toimenpideselosteessa merkilla /N

QlAsymphony SP:n avulla QlAsymphony DSP DNA Mini Kit mahdollistaa automaattisen
DNA:n puhdistuksen ihmisen kokoverestd (kayttamalla Blood_200_V7_DSP-protokollaa
[tai myBhemp&d] QlAsymphony SP -aitteessal).

e Esikasittelyd ei tarvita.
® Putket siirretddn suoraan QIAsymphony SP -laitteeseen.

e DNA:n puhdistus tapahtuu magneettisten hiukkasten avulla.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

° & Eristettava kokoverimaara on 300 pl.

Valmistelu

e Varmista, efta tiedat, miten QlAsymphony SP -instrumenttia kaytetdan. Katso kayttdohjeet

laitteen mukana toimitetuista kéyttdoppaista.
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Reagenssien kasittely

Ennen kuin kéytdt reagenssikasettia ensimmdistd kertaa, tarkista, efté Buffer QSL1- ja Buffer
QSB1 -puskureissa ei ole saostumaa. Tarvittaessa poista Buffer QSL1- ja Buffer QSB1 -
puskureita sisaltavat urat reagenssikasetista ja inkuboi 30 minuutin ajan 37 °C:ssa valilla
ravistaen, jotta saostuma livkenisi. Varmista, efté asetat urat takaisin oikeaan paikkaan. Jos
reagenssikasefti on jo puhkaistu, varmista, eftd urat on fiivistetty uudelleenkaytettavilla
tiivisteliuskoilla, ja inkuboi koko reagenssikasettia 30 minuutin ajan 37 °C:ssa valilla ravistaen
vesihauteessa.

Yritd valttéa reagenssikasetin (Reagent Cartridge, RC) voimakasta ravistelua, silla se voi

johtaa vaahtoutumiseen, joka saattaa vaikeuttaa nestetason detekiointia.

Kunnossapito

QIAsymphony SP -laitteen valinnainen yllépito ei ole véltdmatontd, mutta se on erittdin

suositeltavaa kontaminaatioriskin véhentdmiseksi.

Ennen kuin aloitat

32

Varmista ennen foimenpiteen aloittamista, eftd magneettiset hiukkaset ovat suspendoituneet
taysin. Kaytd magneettisia hivkkasia sisaltavaa kaukaloa voimakkaasti vortexlaitteessa
vahintaan 3 minuutin ajan ennen ensimmaistd kayttdkertaa.

Varmista, ettd reagenssikasetin pddlle on asefettu puhkaisukansi ja ettd magneettipartikkelien
uran kansi on poistettu, tai, jos reagenssikasefti on osittain kdytetty, varmista, eftd
uvudelleenkaytettavat tiivisteliuskat on poistettu.

Muista avata entsyymiputket.

Jos naytteet on viivakoodattu, suuntaa naytteet putkitelineessa siten, efta viivakoodit ovat kohti

QlAsymphony SP -aitteen vasemmalla puolella olevaa viivakoodinlukijaa.
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Toimenpide

1.
2.

Sulje kaikki lokerot ja kuomu.

Kytke QlAsymphony SP:n virta; odota, kunnes Sample Preparation (Naytteen valmistelu) -

nayttd tulee ndkyviin ja alustusprosessi on pddttynyt.
Huomautus: Virtakytkin on QlAsymphony SP -laitteen vasemmassa alakulmassa.
Kirjaudu sisGan instrumenttiin.

Varmista, eftd Waste (Jdte) -lokero on valmisteltu asianmukaisesti, ja tutki sen sisdltd, mukaan

lukien karkikouru ja nestemaisen jatteen sailid. Vaihda karkien jatepussi tarvittaessa.

Lataa tarvittava eluutioteline Eluate (Eluaatti) -lokeroon.

Tarkedd: Ala lataa 96-kuoppaista levyd aukkoon Elution slot 4 (Eluutioaukko 4).

Kayta vain aukkoa Elution slot 1 (Eluutioaukko 1) ja vastaavaa jééhdytyssovitinta.
Huomautus: Kun kaytat 96-kuoppaista levyd, varmista, eftd levyn suunta on oikea, koska
virheellinen suunta voi aiheuttaa naytteiden sekaantumista mydhemmassd analyysissa.

Lataa vaadittavat reagenssikasetit ja kulutustarvikkeet Reagents and Consumables

(Reagenssit ja kulutustarvikkeet) -lokeroon.
Huomautus: Varmista, ettd pipetointikarjet on kiinnitetty oikein.

Tee inventaarioskannaus Reagents and Consumables (Reagenssit ja kulutustarvikkeet)

Jokerosta.

A Siirrad 300 pl eristettavad  kokoverindytettcd  nukleaasittomaan mikroputkeen
(2,0 ml, tyyppi H) ja aseta se putkitelineen 3b 2 ml:n sovittimeen. Lataa ndyteputket
Sample (Néyte) -lokeroon.

Kayta kosketusnéyttod ja kirjoita tarvittavat tiedot jokaisesta kasiteltavéastd ndyte-erdsta:

O Naytetiedot: Muuta putken oletusmuoto. Tee se valitsemalla Select All (Valitse kaikki). Valitse
sitten Tube Insert -lomakkeesta Sarstedt reference 72.694 (Sarstedt-viite 72.694).

O Ajettava protokolla: Valitse Select All (Valitse kaikki). Valitse sitten kategoriasta
DNA Blood (DNA Veri) > Blood_200_V7_DSP (tai mydhempi versio) kokoveringytteelle.
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o} & Eluutiotilavuus ja ulostulosijainti: valitse kokoveriprotokollalle vaihtoehto 100 pl.
Huomautus: Kun erén tiedot on sydtetty, tila LOADED (LADATTU) muuttuu tilaksi
QUEUED (JONOSSA). Heti kun jokin eré on jonossa, Run (Aja) -painike tulee nékyviin.

. Aloita ajo.

10a. Aloita ajo valitsemalla Run (Aja).

10b. Lue ja vahvista naytddn tuleva viesti.

Huomavutus: On suositeltavaa odottaa instrumentin luona, kunnes se on tunnistanut
sisaisten kontrolliputkien nestetason ja QIAsymphony SP -laitteen kuljettimen tilaksi muuttuu

RUNNING (AJO MENEILLAAN).

Tarkedd: Alg keskeytd tai lopeta ajoa kasittelyn aikana (paitsi hatatilanteessa), koska
talldin néytteet saavat merkinnén “unclear” (epdselvd).

Huomautus: Naytteitd voi ladata jatkuvasti ja lisata niita tahan ajoon (siihen asti kunnes

reagenssit on ladattu).

. Aloita puhdistus valitsemalla Run (Aja).

12.

Protokolla-ajon lopuksi erdn fila RUNNING (AJO MENEILLAAN) muuttuu ftilaksi
COMPLETED (VALMIS). Ota puhdistetut nukleiinihapot sisdltéva  eluutioteline  Eluate
(Eluaatti) -lokerosta.

On suositeltavaa poistaa eluaattilevy Eluate (Eluaatti) -lokerosta heti ajon padttymisen
jdlkeen. Jos eluutiolevyt jatetdan QIAsymphony SP -laitteeseen ajon pddtyttyd, niihin
saattaa tiivistyd kosteutta tai niisté saattaa haihtua kosteutta.

Huomautus: Magneettiset hivkkaset eivat yleensa kulkeudu eluaatteihin. Jos jossakin
eluaatissa on mustia magneettisia hiukkasia, voit poistaa ne seuraavasti:

12a. Aseta DNA:ta sisdltava putki sopivaan magneettiseen erottimeen (esimerkiksi QIAGEN

12-Tube Magnet, tuotenumero 36912), kunnes magneettiset hiukkaset on eroteltu.
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12b. Jos DNA on mikrolevyissd, aseta mikrolevy sopivaan magneettiseen erottelulaitteeseen
(esimerkiksi QIAGEN  96-Well Magnet Type A, tuotenumero 36915), kunnes
magneettiset hiukkaset on eroteltu. Jos mitddn sopivaa magneettista erofinta ei ole
kéiytettcivissd, sentrifugoi DNA:ta siséiltévéd putkea mikrosentrifugissa 1 minuutin ajan
taydelld nopeudella, jotta magneettisista hiukkasista muodostuisi pelletti.

13. Vie QlAsymphony SP -tulostiedosto: t&mé raportti luodaan jokaiselle eluutiolevylle.

13a. Aseta  USB-muistitikku  johonkin  QIAsymphony SP -laitteen etuosassa olevaan
USB-porttiin.
13b. Valitse Tools (Tydkalut).
13c. Valitse File Transfer (Tiedostojen siirto).
13d. Valitse In-/Output Files (Sydte-/tulostiedostot) -vélilehdestc Results Files (Tulostiedostot) >
Transfer (Siirrd).
Viedyn tiedoston nimen pitdisi olla seuraavassa muodossar:
vvvv-kk-pphh:mm:ss_eluutiotelineen tunnus
14. Tarkista QlAsymphony SP -tulostiedostosta Validity of result (Tuloksen kelvollisuus) -sarake
jokaisen néytteen osalta.
O Valid (Hyvadksytty)- ja Unclear (Epdselvé) -fila: Jatka kohtaan DNA:n kvalificinti ja
kvantifiointi.
O Invalid (Virheellinen) -tila: Néyte on hylatty. Kasittele eristysvaihe vudelleen.
15.Jos reagenssikasefti on kdaytetty vain osittain, tiivistd se uudelleenkaytettavilla
tiivisteliuskoilla ja sulje proteinaasi K:ta sisaltavat putket kierrekorkeilla heti protokollan

padtyttyd, jotta niisté ei haihdu nestettd.
16. Havita kaytetyt ndyteputket, levyt ja jate paikallisten turvallisuussaadésten mukaan.
17. Puhdista QlAsymphony SP -laite.

Noudata instrumentin  mukana foimitettujen  kéyttdoppaiden huolto-ohjeita.  Muista

puhdistaa karkien suojukset saanndllisesti ristikontaminaation valttamiseksi.

18. Sulje instrumentin lokerot ja katkaise QlAsymphony SP -laitteen virta.
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DNA:n kvalifiointi ja kvantifiointi

Tyhjaa ATE- tai AE-puskuria on kaytettava kalibroimaan spekirofotometri. N&iden puskureiden
kayttaminen on tarpeen, koska genomisen DNA:n eristyssarjoissa kaytetyt eluutiopuskurit

sisaltavat saildntdaineena natriumatsidia, joka absorboituu 260 nm:ssd.

®  Axo/Azsosuhteen taytyy olla > 1,7, koska pienemmdt suhteet ovat yleensd merkki proteiinin
kontaminaatiosta tai orgaanisten kemikaalien esiintymisestd ja vaikuttavat PCR-vaiheeseen.
e DNA:n madrd selvitetddn mittaamalla optinen tiheys 260 nm:ssé.
e Puhdistetun DNA:n kokonaismédrd = pitoisuus x néytteen tilavuus (pl).
Jos Azeo/Azso-suhde on pienempi kuin 1,7 ja/tai jos genomisen DNA:n pitoisuus on alle

10 ng/pl, naytettd ei saa kasitella enempada.
Genomisten DNA-naytteiden normalisointi

Laimenna DNA:n pitoisuudeksi 10 ng/pl TEspuskurissa, joka on toimitettu ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

-sarjan mukana.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-aitteen jokainen PCR-reaktio on optimoitu 50 ng:lle
puhdistettua genomista DNA:ta, jolloin ndaytteen lopullinen laimennettu filavuus on 5 pl.
Jokaista testindytettd varten tarvitaan yhteensé 100 ng néytettd sekd mutantin ettd villityypin

reaktioiden suorittamista varten.
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Protokolla: gPCR-ajo Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -instrumentilla

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarja on ajettava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella ja
tulokset on tulkittava automaattisesti Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistolla.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja edellyttad erityisté Gamma Plug-in -lisGosaa. Téamén
liséosan voi ladata QIAGEN-verkkosivuilta: resources.qiagen.com/674623. Tama lisdosa
on asennettava tietokoneeseen, jolla on jo Rotor-Gene AssayManager v2.1 asennettuna.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarjan kanssa tarvitaan myds méaaritysprofiili. Madritysprofiili
(.iaptiedosto) siscltaa kaikki parametrit, joita tarvitaan gPCR4estin sykleihin ja analyysiin. Se
voidaan ladata ipsogen JAK2 RGQ PCR -sarjan omilta sivuilla QIAGEN-verkkosivuilta:
resources.qiagen.com/674623. Médritysprofiili on tuotava Rotor-Gene AssayManager v2. 1
-ohjelmistoon.

e Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx -aitteen kayttddn ennen protokollan suorittamista.
Katso lisatietoja laitteen, Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston ja Gamma Plug-in -
lisdosan kayttdoppaista.

® Rotor-Gene AssayManager v2.1 mahdollistaa PCR+ulosten automaattisen tulkinnan.

Sykliparametrit ovat lukittuina ajon aikana.

Valmistelu

e lataa ja asenna Rotor-Gene AssayManager v2.1. Lue tarkat tiedot kohdasta Rotor-Gene
AssayManager v2.1 -ydinohjelmiston asennus sivulta 38.

e lataa ja asenna Gamma Plug-in. Katso lisatiedot kohdasta Gamma Plug-in isGosan
asentaminen ja mé&dritysprofiilin tuominen sivulta 39.

e On suositelfavaa testata kahdeksaa genomisen DNA:n néytettd samassa kokeessa, jotta
kontrollien, standardien ja reaktioseosten kayttd olisi optimaalista. Lue tarkat tiedot kohdasta
Naytteiden kasittely Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteessa, jossa on 72 putken roottori
sivulta 42.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ydinohjelmiston asennus

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto on asennettava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Jaitteeseen liitetylle  fiefokoneelle.  Sen  voi ladata  QIAGEN-verkkosivuilta  osoitteesta
resources.qiagen.com/674623. Katso tietoa Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core -ohjelmiston
asentamisesta, mukaan lukien tietokonetta koskevat vaatimukset, Rotor-Gene AssayManager v2. 1

Core Application -kdyttéoppaasta.

Huomautus: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja voidaan ajaa vain, kun tietyt asetukset on

ohjelmoitu Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistossa.

Koko jarjestelman prosessiturvallisuuden vuoksi seuraavat pakolliset asetukset on madritettava

suljetun toimintatilan mukaisiksi:
® Material number required (Materiaalinumero pakollinen)

e Valid expiry date required (Kelvollinen vanhenemispdivé pakollinen)

® Lot number required (Erénumero pakollinen)

38 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022


https://www.qiagen.com/au/products/instruments-and-automation/analytics-software/rotor-gene-assaymanager-21-row/

Gamma Plug-in -lisdosan asentaminen ja madritysprofiilin tuominen

Gamma Plug-in HisGosan ja maaritysprofiilin asennus ja tuonti on selostettu Rofor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaassa ja Gamma Plug-in -kéytdoppaassa.

Gamma Plug-in -liséosan asentaminen

1.

Lataa sekéd Gamma Plug-in ettd viimeisin ipsogen JAK2 CE IVDR -maéritysprofiilin versio
QIAGEN:in verkkosivuilta.

Kaksoisnapsauta RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x .msi tiedostoa (jossa x > 0).
Noudata asennusohieita.

Yksityiskohtaisia tietoja tasta prosessista on julkaisun Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application -kayttéoppaan osassa Installing Plugins (LisGosien asentaminen).
Huomautus: Koko jdrjestelmén prosessiturvallisuuden vuoksi madrita suljettu toimintatila
valitsemalla Settings (Asetukset) -valilehden osiosta Work list (Tydluettelo) valintaruudut
Material number required (Materiaalinumero pakollinen), Valid expiry date required
(Kelvollinen vanhenemispdiva pakollinen) ja Lot number required (Erdnumero pakollinen).
Jos valintaruutuja ei ole jo valittu, valitse ne napsauttamalla.

LisGosan onnistuneen asennuksen jdlkeen kayttdjan, jolla on Rotor-Gene AssayManager v2.1
-ohjelmiston  jérjestelménvalvojan oikeudet, on tuotava ipsogen_JAK2_blood CE_IVDR-

mdaaritysprofiili seuraavalla tavalla:

ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR-madritysprofiilin tuominen

Avaa ohijelmisto napsauttamalla Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston kuvaketta =

Kirjaudu Closed (Suljettu) -toimitilaan kaytajand, jolla on jarjestelmanvalvojan oikeudet

(kuva 3).

Kirjautumisikkuna avautuu (kuva 4).
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Kuva 3. Rotor-Gene AssayManager -kirjautumisikkuna. 1: Closed (Suljettu) -foimitila.
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Kuva 4. Rotor-Gene AssayManager v.2.1. 2: Setup (Asetukset) -ympdristd. Kéytetdén tydluetteloiden luomiseen,
hallintaan ja  kéyttddnottoon.  3: Approval (Hyvdksyntd) -ympérists. Kdytetdén vapauttamattomien tai - osittain
vapautettujen kokeilujen hakuun ja tiettyjen néytteiden hyvéksyntaan. Kokeiluraportit luodaan néytteen vapauttamisen
yhteydessa. 4: Archive (Arkisto) -ympdristd. Kéytetdén téysin tai osittain vapautettujen kokeilujen hakemiseen ja
kokeiluraporttien luomiseen esimddritettyjen raporttiprofiilien avulla. 5: Service (Huolto) -ymparists. Auditointilokit ja
vudelleenkaytettdvien  tietojen vélilehdet.  6: Configuration  (Konfigurointi) -ympéristd. Kéytetdén Rotor-Gene
AssayManager -asetusten madrittdmiseen. 7: Rotor-Gene Q -kuvake. Kaytetddan ajon keskeyttémiseen ja lopettamiseen
ja vapauttamaan PCR-laite ajon lopettamisen jélkeen (seké laitteen yhteyksien tarkistamiseen).
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Valitse Configuration (Konfigurointi) -ymparistd (Kuva 4, laatikko 6) (Kuva 5, laatikko 8).
Napsauta Assay Profiles (Madritysprofiilit) -vélilehted (Kuva 5, laatikko 9).
Valitse Import (Tuo) (Kuva 5, laatikko 10).

o o A

Valitse Select assay profile to import (Valitse tuotava madritysprofiili) -ikkunassa
ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR-mé&aritysprofiili. Valitse Open (Avaa) (Kuva 5, laatikko 11).

@ Select assay profile to import

File name File type
AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVOR_V2_0_1.lap | | o fes (am) v

1]z a=

Kuva 5. Madritysprofiilin tuonti. 8: Configuration (Madritys) -ympdristd, 9: Assay Profiles (Mé&éritysprofiilit) -valilehti,
10: Import (Tuo) -painike, 11: Open (Avaa) -painike.

7. Kun maaritysprofiilin tuonti on valmis, sitd voidaan kayttaé Setup (Asetukset) -ympdristdssa
(Kuva 4, laatikko 2).

Huomautus: Madritysprofiilin samaa versiota ei voi tuoda kahdesti.
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Naytteiden kasittely Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteessa, jossa
on 72 putken roottori

On suositeltavaa testata kahdeksaa genomisen DNA:n néytetté samassa kokeessa, jotta

kontrollien, standardien ja reaktioseosten kéytto olisi optimaalista.
Taulukko 3 sisaltad reaktioiden méardn, joka voidaan ajaa 72 putken roottorilla.

Kaavio kuvassa 6 esittdd esimerkin latauslohkon ja roottorin asetuksista jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit

-sarjalla tehtdvassd kokeessa.

Numerot ilmaisevat sijainnit latauslohkossa seké roottorin loppuasennon.

Taulukko 3. Reaktioiden médré Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

Naytteet Reaktioiden maérd

JAK2-mutanttireaktioseos

8 genomisen DNA:n ndytettd 8
JAK2-mutaation kvantifiointistandardit (mutantti) 4
JAK2-mutanttikontrolli (mutantti) 1
JAK2-villityypin kontrolli (villityyppi) 1
Vettd mallittomaan kontrolliin (NTC) 1

JAK2-villityypin reaktioseos

8 genomisen DNA:n ndytettd 8
JAK2-villityypin kvantifiointistandardit (villityyppi) 4
JAK2-mutanttikontrolli (mutantti) 1
JAK2-villityypin kontrolli (villityyppi) 1
Vettd mallitomaan kontrolliin (NTC) 1
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Kuva 6. Levyn ja roottorin asetukset tehtdessd koetta ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla. WTC: JAK2wvillityypin kontrolli;
MTC: JAK2-mutanttikontrolli; WT-QS: JAK2willityypin kvantificintistandardit; MT-QS: JAK2-mutaation kvantificintistandardit;
S: genomisen DNA:n néyte; NTC: malliton kontrolli (vesi).
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iii Putket on asetettava roottoriin kuvan 6 mukaisesti, koska maaritysprofiilissa
madritetty automaattinen analyysi perustuu tahan jarjestykseen. Jos jarjestys on

erilainen, tuloksista tulee poikkeavia.

Huomautus: Kaikki kayttdméttdmat paikat on taytettava tyhjilla, korkilla suljetuilla liuskaputkilla.
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gPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteessa, jossa on 72 putken

roofttori

Ennen kuin aloitat:

® Luo tydluettelo kasiteltavista naytteistd.

Tyéluettelon luominen

1. Kytke Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteen virta.

2. Avaa Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto ja kirjaudu kéyttgjéng, jolla on suljetun

tilan kayttéoikeudet (kuva 3, laatikko 1).

3. Tarkista, eftd ohjelmisto on tunnistanut Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM -laitteen oikei

ennen kuin aloitat ajon (kuva 7).

- Ei yhdistetty Wl Yhdistetty

Kuva 7. Rotor-Gene Q -laitteen yhdistyksen fila.

4. Valitse asetusympdristéssd New manual work list (Uusi kasin lisattéva tysluettelo) (kuva
laatikko 1).

Available work lists | Manage or apply work ists

Uprocessed | Frocassed

WWork Bst name alssamp  Assay proties Fotortype Volume | Author (Creation aste.

- ncwon ooy
20200914 4Kt 3 vz 72 Rk 25 oarin zonoaem o | I R E

Detera seiecied Refresn st

o Automatically generated work lists

Work bt name a[Bsamp_ Rasay profles [Rotor fype. Vokume  Author Creation date Actions Aoty

e Err—] )

Kuva 8. Tydluettelon luonfi. 1: Uuden tysluettelon luontipainike.
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5.

46

Valitse ipsogen_JAK2_blood CE_IVDR-madritysprofiili kéytettdvissé olevien maaritysprofiilien

luettelosta Assay (Madritys) -vaiheesta (kuva 9, laatikko 2).

mmmmmmm

0w 0y compatiia 2uasy Proféss

P wark ot Expont Sammacose | [ Rom Save

Kuva 9. Tyéluettelon luonti - Médritysprofiilin valinta. 2: Kéytettévissa olevat médritysprofiilit. 3: Médritysprofiilin

siirtéminen fydluetteloon. 4: Kirjoita néytteiden médrd.

Siirrd valittu madritysprofiili Selected assay profiles (Valitut maaritysprofiilit) -luetteloon
valitsemalla > (kuva 9, laatikko 3). Madritysprofiilin pitdisi nyt ndkya Selected assay

profiles (Valitut madritysprofiilit) -luettelossa.
Kirjoita ndytteiden lukumé&ard soveltuvaan kenttééan (kuva 9, laatikko 4).

Valitse Kit information (Sarjan tiedot) -vaihe ja kirjaa késin seuraavat JAK2-sarjan tiedot,

jotka on painettu laatikon kanteen:

O materiaalinumero 1120216 (kuva 10, laatikko 6)

O kelvollinen vanhenemispaiva (kuva 10, laatikko 7)

O erdnumero (kuva 10, laatikko 8).
Huomautus: vaihtoehtoisesti voit kirjata tai lukea sarjan viivakoodin (kuva 10, laatikko 5).
Huomautus: Kaikki kenfat on taytettava. Kenttd muuttuu siniseksi, kun siihen on annettu

kelvollinen tieto (sarja ei ole vanhentunut, kelvollinen materiaali- ja erdnumero on annettu).
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Assays Kit information

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR

1O Use kit ber code

(® Enter kit information manusily

Kit information

Kit bar code

Material number Kit expiry date

6 :I-p 120216 3001172020
Lot aumber

10795318

Kuva 10. Tyéluettelon luominen - sarjan fietojen kirjaaminen. 5: Kit bar code (Sarjan viivakoodi) (voidaan lukea

lukulaitteella tai kirjata kéisin; jos viivakoodi annetaan, kentét téyttyvét automacttisesti) 6: Material number (Materiaalinumero).
7: Kit expiry date (Sarjan viimeinen kéyttdpdivé). 8: Lot number (Erénumero). Témé tieto on merkitty sarjan pakkaukseen.

9. Napsauta Samples (Naytteet] -vaihetta.
Nakyviin tulee luettelo naytteen tiedoista. Luettelo edustaa roottorin odotettua asettelua.

10. Kirjoita tahan luetteloon néytteen tunnistenumerot (ID) (kuva 11, laatikko 9) seka mahdolliset

muut valinnaiset néytetiedot (kuva 11, laatikko 10) kommenttina jokaisen naytteen kohdalle.

Croato woik lst | Edit samples.
asssps Sampte deais
Fo | ste s> St Sl e Trges = Sampe omment <
it | FAMLAT. FEX AT
5w —as2 s FAMNTHEOWT
"= Pt T
s —%ass os TR
Properties I FAMLMT, REX MT
T —es s LT RO e
6 FAMLT FEX T
5/ — Mot eo T RO
' FAMLAIT, FEX T
L pacara pe FWTHOGNT e
2 FAMLUT HEX T
1o W — e e LT RO
" FAMLAT, FEX T
18 O — Sarpi 1 NSO
Y FAMLT FEXNT
7 " Samp 3 AT X WT
e FAMLAT, FEX T
L e
‘m FAMLMT FEXNT
2w — FAMTHEXWT e ‘ ]
= FAMLT. R T 4
Pt = = — |

& Closed Mode

Kuva 11. Tyéluettelon luominen - néytteen tietojen kirjaaminen. 9: Néytetunnus. 10: Néytteen kommentti (valinnainen)
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11. Napsauta Properties (Ominaisuudet) -vaihetta. Kirjoita tydluettelon nimi (kuva 12, laatikko 11).

12. Valitse work list is complete (can be applied) (tydluettelo on valmis [voidaan kéyttad])

13.
14.

48

-valintaruutu (kuva 12, laatikko 12).

Create work list | Edit properties

Properties

VYMMOD_ipsogen-JAKZ-RGG-PORE_DemoRunb01

Detauttname |

Work 8t
Bl catobie (2] woek kst s compite (san e appbied

Last modified

Messages

() T ok sis ey tobe appied
1900027)

—
I P == | I R | e

Kuva 12. Tyéluettelon luominen - ominaisuudet. 11: Tydluettelon nimi. 12: Valitse work list is complete (tysluettelo

on valmis). 13: Poista valinta is editable (voi muokata) -ruudusta vain, jos ty6|ueﬂe|oq ei saa muuttaa.

Huomautus: is editable (voi muokata) -valintaruutu (kuva 12, laatikko 13) madarittad, voiko

tyoluetteloa muokata mydhemmin. Jos tydlu

ettelo on kaytettavissa eika sita ole tarkoitus

muuttaa mydhemmin, poista valinta is editable (voi muokata) -valintaruudusta.

Tallenna tydluettelo.

Tydluettelo voidaan tulostaa ja t&ma voi

auttaa qPCR:n valmistelussa ja asetusten

maadrittdmisessd. Jos haluat tulostaa tydluettelon, valitse Print work list (Tulosta tydluettelo).

Tydluettelossa nakyvat myds naytteen tiedot.

Huomautus: tydluettelo voidaan tallentaa

samalla, kun koe ladataan instrumenttiin, ja

ja ajaa mydhemmin tai se voidaan luoda

kayttaa suoraan kokeen kanssa.
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Toimenpide
qPCR-kokeen mddritiiminen

1. Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi Tag-DNA-polymeraasi; kyseista entsyymid on
sailytettéva pakastimessa, kun sitd ei kéytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat komponentit
ovat, j@dhauteeseen.

Tarkedd: Ala anna komponenttien sulaa yli 30 minuuttia, jotta materiaali ei pilaannu.

2. Puhdista tydpdydan alue, jossa PCR-seos valmistellaan, jotta malli- tai nukleaasikontaminaation
riski pienenee.

3. Sekoita varovasti standardit, kontrollit ja reaktioseokset sisaltavia putkia kaantamalla niita
ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoimalla ennen kayttda.

4. Valmista seuraavat qPCR-padseokset kasiteltavien néytteiden madran mukaan.
Huomautus: Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 4 ja taulukossa 5 esitetGén pipetointijdrjestys yhden MT-reagenssiseoksen ja
yhden  WT-reagenssiseoksen  valmistusta  varten.  Laskelma  perustuu  lopulliseen
reaktiom@dradn 25 pl. Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista

sekd 8 naytteen ja kontrollien sisallyttamista varten.

Taulukko 4. qPCR-pééseosten valmistaminen JAK2 MT -sekvenssin tunnistusta varten

Komponentti 1 reaktio (pl) 15 + 1* reaktiota (pl) Lopullinen pitoisuus
JAK2-mutanttireaktioseos 19,8 316,8 Tx

Tag DNA -polymeraasi 0,2 3,2 Tx

Néyte (lisGtddn vaiheessa 6) 5 5 kutakin -

Kokonaismadaré 25 25 kutakin -

* Ylimadardinen reaktiotilavuus on sisdllytettynd kuolleena tilavuutena.
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Taulukko 5. qPCR-padseosten valmistaminen JAK2 WT -sekvenssin tunnistusta varten

Komponentti 1 reaktio (pl) 15 + 1* reaktiota (pl) Lopullinen pitoisuus
JAK2+villityypin reaktioseos 19,8 316,8 Tx

Taq DNA -polymeraasi 0,2 3,2 Tx

Naéyte (lisGtdan vaiheessa 6) 5 5 kutakin -

Kokonaismaaré 25 25 kutakin -

* Ylimaardinen reaktiotilavuus on sisdllytettynd kuolleena tilavuutena.

Tarkedd: Kéytd vortex-laitteessa ja lyhyesti sentrifugissa qPCR-pédseos ennen kuin jaat
sitd 20 pl kuhunkin liuskaputkeen.

5. Lisaéa mallittoman kontrollin vesi (NTC) soveltuviin putkiin ja sulje putket.

6. Tarkedd: Kaytd vortex-laitteessa ja lyhyesti sentrifugissa DNA (genomisen DNA:n ndytteet sekd

QS ja kontrollit). Liséé sen jdlkeen 5 pl kvantifioitavaa materiaalia soveltuvaan liuskaputkeen,
jolloin kokonaistilavuudeksi tulee 25 pl. Sekoita varovasti pipetoimalla ylds ja alas.
Huomautus: Ole huolellinen, ettd vaihdat kérjet kunkin putken jélkeen epaspesifisen mallin
tai reaktioseoksen kontaminaation ja niiden aiheuttamien virheellisten positiivisten tulosten
valttamiseksi. Aloita lisaamallé testingytteet, standardit ja lopuksi kontrollit.

7. Palauta kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan komponentit pakastimeen, jotta

materiaali ei pilaannu.

Ajon aloittaminen

1. Valmistele Rotor-Gene Q MDx ja aloita ajo seuraavasti.

Ta. Aseta 72-well rotor Rotor-Gene Q MDx -roottoripitimeen.

Tb. Aseta liuskaputket roottoriin oikeisiin sijainteihinsa; aloita sijainnista 1 kuvan 6
(sivu 43) esittamallé tavalla. Aseta kaikkiin kaytamattomiin sijainteihin tyhja, korkilla
suljettu putki.

Huomautus: Varmista, ettd ensimmdinen putki on asetettu paikkaan 1 ja eftd

liuskaputket on asetettu oikeisiin suuntiin ja paikkoihin kuvassa 6 esitetylla tavalla.
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Tc. Kiinnita lukitusrengas.
1d. Lataa roottori ja lukitusrengas Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ja sulje laitteen kansi.

Te. Vadlitse Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistossa joko vastaava tydluettelo

tyluetteloiden hallinnasta ja valitse Apply (Kéytd) (kuva 13, laatikko 14) tai, jos

tydluettelo on vield auki, valitse Apply (Kaytd).

Available worklists | Manage or apply worklists l

)

& Volume [ (Actons e
72:Wel Rotor 254 | admin osmno0 155146 1 5] el R ICH

Kuva 13. Ajon asetukset - tydluettelon valitseminen. 14: Apply (Kéytd) -painike.

Huomautus: jos kokeen omaa tydluetteloa ei ole luotu, kirjaudu Rotor-Gene AssayManager 2.1
-ohjelmistoon ja noudata kohdan Tydluettelon luominen, sivu 45 ohjeita ennen kuin jatkat
seuraavien ohjeiden mukaan.
® Kirjoita kokeen nimi (kuva 14, laatikko 15).
® Vadlitse kaytettdvé PCR-aite Cycler selection (PCR-laitteen valinta) -luettelossa
(kuva 14, laatikko 16).
® Tarkista, eftd lukitusrengas on kiinnitetty oikein ja vahvista naytdssa, eftd
lukitusrengas on kiinnitetty (kuva 14, laatikko 17).
® Valitse Start run (Aloita ajo) (kuva 14, laatikko 18).
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Apply work list "YYMMDD_ipsogen-JAK2-RGO-PCR-Kit_DemoRun001”

pem—" [r—
e ——— T Come
-
p—— = =
(200623 Joncgen_IAKI RGO Tost] | YMMDD_pscgen-JAK2 ROG PCR.K_Demafy Loasen
Defout name | Crested =
o8/12020 1571 - s
L - =
-
08112020 1551 - s o
Rotos by apptea P ——
S Giswe e o e
Freoposiions  Rascionvokame  Cisymphony A reu e
@ = Juinse s
posrs
= =
ok L Messages
e
8 Closed Mode

Kuva 14. Ajon asetukset — ajon asetukset. 15: Kokeen nimi. 16: PCR-laitteen valinta. 17: Varmista, ettd lukitusrengas

on paikallaan ja kiinni. 18: Start run (Aloita ajo) -painike.

1f.  JAK2 RGQ PCR -qjon pitdisi alkaa.

Ajon pddttéminen, vapauttaminen ja hyviksyminen

1.

52

Kun ajo on valmis, napsauta Finish run (Pddtd ajo) -painiketta.

Huomautus: koe tallentuu sisdiseen tietokantaan vasta kun tama vaihe on valmis.

Huomautus: kerdtyt tiedot analysoidaan
lisdosan mukaisesti sekd madritysprofiilissa

mukaan.

Vapauta ja hyvaksy ajo.

automaattisesti madritysprofiilia vastaavan

madritettyjen sadntdjen ja parametriarvojen

O Jos olet kirjautunut sisdén Approver (Hyvdksyid) -roolissa, valitse Release and go to

approval (Vapauta ja siirry hyvaksyntadn).

O Operator (Operaattori) -roolilla kirjautuneiden kéyttdjien on valitava Release

(Vapauta) -vaihtoehto.

Huomautus: Approval (Hyvdksyntd) -ympariston yleinen toiminnallisuus on kuvattu

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in -lisdosan kéyttdoppaassa.
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3. Vapauta tulokset.

O Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvéksyntédn) -vaihtoehdon valinta tuo
kokeen tulokset nakyviin Approval (Hyvaksyntd) -ymparistdssa.

O Jos Release (Vapauta) -vaihtoehtoa napsautetaan, Approver (Hyvéksyjd) -roolissa
olevan kaytajan on kirjauduttava siséan ja valittava Approval (Hyvaksyntd) -ymparistd.
® Ofa suodatinvaihtoehdot kéyttddn (kuva 15, laatikko 19) valitaksesi hyvaksyttavan

kokeen (kuva 15, laatikko 20). Valitse sitten Apply (Kaytd) (kuva 15, laatikko 21).

Filiec options Assay seiection

— - 2 Expmiment 2] Jae # samples [Oprator un gt s
ooezei7 O ) [ ] ooz e siv re s psagan_JAxz_bizod_CE VDR 4 o ey 0w1084 | o
Use advanced fiter options
E—— [20]

Assay status Resease status
I Swcenshi Q) Unveiessed
[ Foied O Py

2 Pending @8oh

] Fiter ccntained sample IDs

s operator

e eyeter sensinumber

B

-— e

@ Closed Mode

Kuva 15. Ajon hyviksynté - kokeen valinta. 19: Suodatinvalinnat. 20: Mérityksen valinta. 21: Hyviksynnéin aloituspainike.

® Seuraava AUDAS (Automatic Data Scan) -varoitus tulee nékyviin (kuva 16). Tarkista
kohdassa Plots and information (Kaaviot ja tiedot) HEX-kohteiden fluoresenssikéyrét

poikkeuksien varalta (esim. laitteiston virheiden aiheuttamat piikit).
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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.

|
Kuva 16. AUDAS-varoitus.

Huomautus: Huomaa, ettd sisdisen kontrollin HEX-kohteiden k&yrien sigman muoto
poikkeaa tavallisesta (kuten oheisissa esimerkkikdyrissé kuvassa 17), ja ne on
katsottava valideiksi kayriksi. Huomaa, ettd ohjelmisto tarkistaa automaattisesti

kaikki muut sisdisen kontrollin validiuskriteerit (esim. Crrajat).

os HEX_WT

HEX_MT

5 0 5 kg % D ES 3 o

Kuva 17. Sisdisen kontrollin HEX-kéayrét.
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Approver (Hyvéksyja) -roolilla varustetun kéytajén on hyvaksyttava ja vapautettava
Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston automaattisesti analysoimat
testitulokset. Alun perin kaikkien p&dttyneiden kokeiden testindytteiden tila on
Undefined  (Maarittdmaton).  Hyvéksyttdvissd  ndytetuloksissa  on  kolme
hyvaksyntdpainiketta vastaavan rivin  peréssa. Nailla  painikkeilla  voidaan
hyvaksya tai hylata naytetulokset (kuva 18 ja kuva 19).

Huomautus: naytettd, jonka tilaksi Rotor-Gene AssayManager v2.1 on raportoinut
INVALID (VIRHEELLINEN), ei voi maarittaa uudelleen tilaan VALID (HYVAKSYTTY),
vaikka naytetulos hylattgisiin.

Huomautus: nayte pitad hylata, jos kayttaja ei hyvaksy tulosta ja haluaa uusia testin

(esim. jos sisdisen kontrollin HEX-kohteen kéyrissa esiintyy jotain poikkeavaa).

® Tarkista tulos (kuva 19, laatikko 22) ja valitse Release/Report data (Vapauta/raportoi
tiedot) (kuva 19, laatikko 23).

Taustan vdri Testinaytteen tila
O0@ M&éritdmatdn
Eloc o Hyvéiksytty
oo Hylaitty

Kuva 18. Ndytteen hyvéksynnén tilan méérittéminen.

Kuva 19. Vapauta ja raportoi tiedot. 22: Néytteen hyvéksyntépainikkeet (kunkin néytteen tulosten hyvéksyntéién [ ]

tai hylkécmiseen [ #]). 23: Vapauta ja raportoi tiedot -painike.
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® Anna farvittaessa salasana, valitse Create report (Luo raportti) -valintaruutu ja
valitse OK (kuva 20, laatikot 24 ja 25). Jarjestelmd luo raportin .pdf-muodossa ja
tallentaa sen automaattisesti ennalta madritettyyn kansioon.
Oletuskansiopolku on:
C: > Users (Kdyttgjat) > Public (Yleinen) > Documents (Tiedostot) > QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export (Vie) > Reports (Raportit)
Huomautus: Tata  polkua ja  kansiota  voi  muuttaa  Configuration
(Konfigurointi) -ymparistdssa.

® Samalla LIMS-iedosto luodaan automaattisesti ja tallennetaan ennalta madritettyyn
kansioon. Oletuskansiopolku on: C: > Users (Kaytt&jét) > Public (Yleinen) > Documents
(Tiedostot) > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Vie) > LIMS.
Huomautus: Tatd  polkua ja  kansiota  voi  muuttaa  Configuration
(Konfigurointi) -ympd@ristdssé.

® Sulie pdftiedosto ja palaa Rotor-Gene AssayManager -ohjelmistoon. Valitse OK
kehotuksen yhteydessa (kuva 20, laatikko 26).

@ Release { report data
@ Status of release.
[ create repen

Password

The release was performed successfully.

24 _plumuu | (2270169)

The LIMS output was saved. (2270171}
The report ‘200923 _ipsogen-JAK2_RGQ_

After release. the approval state of data . - -

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

[25 > priCe

Kuva 20. Vapauta ja raportoi tiedot. 24: Kéyttdjén salasana. 25-26: Valittava OK-painike.

Messages

® Kun kéyttdjan salasana annetaan, PDF-raportti luodaan ja se avautuu. Sulje
PDF-raportti. LIMS-tiedosto luodaan automaattisesti ja ndkyviin tulee vapautusilmoitus.
Valitse OK. Madritys on nyt vapautettu. Siirry arkistointiymparistodn napsauttamalla
OK-painiketta.

® Siirry Archive (Arkisto) -valilehteen viemdan kasittelemattomat tiedot sisaltava
.rextiedosto. Etsi kokeesi suodatinvalintojen avulla (kuva 21, laatikot 27 ja 28)

ja valitse Show assays (Nayta madritykset) (kuva 21, laatikko 29).
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0 Fiter expecinent name
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o o o e

Kuva 21. Arkistointiympdristd. 27: Suodatinvalinnat. 28: Méadrityksen valinta. 29: Médritysten ndyttopainike.

® Kokeen tulokset tulevat ndkyviin. Valitse néytdn oikeassa alakulmassa vietdvén
tiedoston tyypiksi .rex-tiedosto. Napsauta Export (Vie) -painiketta. Tallenna
valitsemalla OK. Ohjelmisto tallentaa .rex-tiedoston automaattisesti seuraavaan
ennalta mé&dritettyyn kansioon: C: > Users (Kéyttijét) > Public (Yleinen) > Documents
(Tiedostot) > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export (Vie) > Experiments
(Kokeet).
Huomautus: Témén polun ja kansion voi muuttaa vélilehdessa Specify the .rex file
export destination (Maarita .rextiedoston vientikansio).
Huomautus: Vianmddritystd varten tarvitaan ajosta luotu tukipaketti. Tukipaketteja
voidaan tuottaa hyvaksyntd- tai arkistoympdristdssa (Rotor-Gene AssayManager v2. 1
Core Application -kéyttsopas, Vianmédritysosa, Tukipaketin luominen). Liscksi
auditointiloki tapahtumahetkeltd =1 paiva voi olla hyddyllinen. Auditointilokin voi
hakea Service (Huolto) -ympéristéstd (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application kéyttdopas, osa 1.5.5.5).

4. Poista Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ladatut materiaalit ja havité liuskaputket paikallisten

turvallisuussadddsten mukaan.
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Tulosten tulkinta

Analyysi tapahtuu t@ysin automaattisesti.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmisto analysoi ensin* monistuskayria ja voi merkitd
epdyhteensopivat kayrdt virheellisiksi niiden muodon ja kohina-amplitudin mukaan. Téllaiset

kayrat on merkitty erityiselld merkinnalla.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi sitten ajon kontrollit:

e NTC: NTC:std tarkistetaan spesifisen monistuksen (JAK2 WT ja JAK2 MT) puuttuminen.

® WT ja MT QS: Kvantitointistandardien validointi perustuu kummankin standardikayrén R% ja
kulmakerroinarvoihin.

o WTC: JAK2-kopioiden kokonaismadrén (TCN) taytyy olla tarpeeksi suuri, jotta témé kontrolli
voidaan tulkita. Jos ndin on, ohjelmisto laskee JAK2-mutaatioprosentin. Témé ajon kontrolli
validoidaan, jos sen fila festin mukaan on WT.

® MTC: JAK2kopioiden kokonaismaaran taytyy olla tarpeeksi suuri, jotta tamd kontrolli
voidaan tulkita. Jos ndin on, ohjelmisto laskee JAK2-mutaatioprosentin. Témé ajon kontrolli

validoidaan, jos sen tilassa nakyy voimakkaasti positiivinen JAK2-mutaatio.

Sisdisen kontrollin  (Internal Control, IC) on monistuttava kaikissa kontrolleja ja
kvantitointistandardeja sisaltavissa kuopissa, ja monistumisen on oltava ennalta madritettyjen

kontrollirajojen puitteissa.

Huomautus: Kunkin ajon pddtteeksi luodussa raportissa nékyvat ajon kontrolleista saadut
tulokset. Kaikkien ohjelman virheellisiksi maarittamien tietojen kohdalla on erityinen merkinta

(taulukko 6).

* Kaytéssa vain FAMkohteille.
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Jos jokin ndistd ajon kontrolleista ei mukaudu rajoihin, se merkitaan merkinnalla
ASSAY_INVALID (VIRHEELLINEN MAARITYS). Jos téma merkki on korostettu, koko ajoa on

pidettava virheellisend ja koe on toistettava.

Jos kaikki ajon kontrollit noudattavat méadrityksia, Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi

testindytteet.

e Sisgisen kontrollin (Infernal Control, IC) on monistuttava kaikissa ndytteitd sisdltavissc
kuopissa, ja monistumisen on oltava ennalta maaritettyjen rajojen puitteissa.

® Yhteensd tietyn ndytteen kopiomddrén on oltava tarpeeksi suuri, etté tulokset voidaan tulkita.
JAK2-mutaatioprosentti lasketaan sen jalkeen ja tulos tulee nékyviin. CT-arvo on havaittava
kussakin putkessa (WT ja MT), jotta Rotor-Gene AssayManager v2.1 validoi néytteen ja
vastaava tulos on validi.
Huomautus: jos sekd ajon kontrollit eftd naytteen tulokset ovat valideja, raportissa nakyy
kopioiden maara ja mutaatioprosentti kussakin néytteessa.

e Taulukko 6 esittelee virheellisen ndytteen merkinnat, jotka voidaan madrittad yksittdiselle
putkelle Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston analyysissd, sekd selitykset kunkin
merkinndn tarkoituksesta.

e Taulukko 7 (sivu 64) esittelee n&ytteen varoitusmerkinndt ja kuvaa termit.
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Taulukko 6. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset

Merkinta Kuvaus
ANALYSIS_FAILED Madritys on madritetty virheelliseksi, koska analyysi ep&onnistui.
Ota yhteys QIAGENIn tekniseen palveluun.
ASSAY_INVALID Méadritys on virheellinen, sillé vahintddn yksi ulkoinen kontrolli on
virheellinen.
CONSECUTIVE_FAULT Kohteen laskennassa kaytetty kohde on virheellinen.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Kasitteleméattdmien tietojen monistuskdyréin muoto on télle mdadritykselle

epdtyypillinen. Virheellisten tulosten tai tulosten virheellisen tulkinnan
todenndkdisyys on suuri.

FLAT_BUMP Kasittelemattdmien tietojen monistuskdyrén muoto on télle madritykselle
epdtyypillinen (laakea kohouma). Virheellisten tulosten tai tulosten
virheellisen tulkinnan todenndkaisyys on suuri (esimerkiksi virheellinen
Crarvon madritys).

INVALID_CALCULATION Kohteen laskenta epdonnistui.

MC_IC_HIGH_CT (WT) Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

MC_IC_LOW_CT (WT) Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

MC_IC_NO_CT (MT) Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
mutanttikontrolli ja mutanttireaktioseos.

MC_IC_NO_CT (WT) Ei havaittavaa Crarvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
mutanttikontrolli ja villityypin reaktioseos.

MC_LOW_CN Mutanttikontrollin kopiomadara on liian pieni.

MC_LOW_PERCENTAGE Mutanttikontrollin mutaatioprosentti on liian pieni.

MC_NO_CN Ei kopiomdadraa mutanttikontrollille.

MC_NO_CT (MT) Mutanttikontrollille ei havaittu Cr-arvoa mutanttireaktioseoksessa.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 6. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset (jatkuu)

Merkintd Kuvaus
MC_NO_VALUE Mutanttikontrollin mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

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

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi mutanttikontrollille
mutanttireaktioseoksessa.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi mutanttikontrollille villityypin
reakfioseoksessa.

Monistuskéyré ylittaa kynnysarvon useammin kuin kerran.
Yksiselitteistd Cr-arvoa ei voida madrittad.

Lahtdtasoa ei [8ydy. Jatkoanalyysid ei voi tehda.

Havaittu Crarvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Ei havaittavaa Crarvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
malliton kontrolli jo mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Crarvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin
malliton kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Havaittu Crarvo on odotettua matalampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisgiselle kontrollille samassa
putkessa kuin malliton kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Cr on havaittu mallitomassa kontrollissa.
Saman néytteen toinen kohde on virheellinen.

Tamén ndytteen laskettu pitoisuus ylittad teknisen rajan.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 6. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset (jatkuu)

Merkinta

Kuvaus

QS_HIGH_SLOPE (MT)
Q@S_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (M)

@S_IC_NO_CT (W)

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

QS_NO_CT (WT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED
SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

62

Mutanttikulmakertoimen yldraja on ylittynyt.
Villityyppikulmakertoimen yldraja on ylittynyt.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa kuin yksi
tai useampi mutanttikvantifiointistandardi.

Ei havaittavaa Crarvoa siséiselle kontrollille samassa putkessa kuin yksi
tai useampi villityypin kvantifiointistandardi.

Mutanttikulmakertoimen alaraja ei tayty.
Villityyppikulmakertoimen alaraja ei téyty.
Mutantti-R?:n alaraja ei téyty.
Villityyppi-R?:n alaraja ei téyty.

Ei havaittavaa Crarvoa yhdelle tai useammalle
mutanttikvantifiointistandardille.

Ei havaittavaa Cr-arvoa yhdelle tai useammalle villityypin
kvantifiointistandardille.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi yhdelle tai usealle mutantin
kvantifiointistandardille.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi yhdelle tai usealle villityypin
kvantifiointistandardille.

Médritys madritettiin virheelliseksi, koska PCR-laitteessa tai sen
liitdnndssa ilmeni ongelma.

Médéritys maaritettiin virheelliseksi, koska ajo lopetettiin manuaalisesti.
Testindytteen kokonaiskopiomaara on liian pieni.
Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille samassa

putkessa kuin testindyte ja mutanttireaktioseos.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 6. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset (jatkuu)

Merkinta

Kuvaus

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

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille
samassa putkessa kuin testindyte ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa
kuin festindyte ja mutanttireaktioseos.

Testindytteelle ei ole kopiomadrad.
Testindytteen mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi testindytteelle
mutanttireaktioseoksessa.

Havaittu Crarvo on odotettua matalampi testingytteelle villityypin
reakfioseoksessa.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille
samassa putkessa kuin testindyte ja villityyppireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi siséiselle kontrollille
samassa putkessa kuin testindyte ja villityyppireaktioseos.

Ei havaittavaa Crarvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa
kuin testindyte ja villityyppireaktioseos.

Fluoresenssin raakadata saturoituu voimakkaasti ennen
monistuskdyrdn kadnnepistettd.

Monistuskdyréssé havaittiin piikki lahellad Crarvoa.

Monistuskéyréssd havaittiin fluoresenssin raakadatassa jyrkésti
nouseva perustaso.

Monistuskdyréssé havaittiin fluoresenssin raakadatassa jyrkésti
laskeva perustaso.

Monistuskéyrén kasvuvaiheen ulkopuolella havaittiin voimakasta
kohinaa.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 6. Virheelliseksi médritetyn néytteen merkinndt ja niiden selitykset (jatkuu)

Merkinta

Kuvaus

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

WTC_HIGH_PERCENTAGE
WTC_IC_HIGH_CT (MT)

WTC_IC_LOW_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (WT)

WTC_NO_CN
WTC_NO_VALUE
WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

Monistuskdyrén kasvuvaiheessa (eksponentiaalisessa vaiheessa)
havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistuskéyrdssé havaittiin fluoresenssin raakadatassa aaltoileva
perustaso.

Villityyppikontrollin mutaatioprosentti on liian suuri.

Havaittu Cr-arvo on odotettua korkeampi sisdiselle kontrollille
samassa putkessa kuin villityypin kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi sisdiselle kontrollille
samassa putkessa kuin villityypin kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Cr-arvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa
kuin villityypin kontrolli ja mutanttireaktioseos.

Ei havaittavaa Crarvoa sisdiselle kontrollille samassa putkessa
kuin villityypin kontrolli ja villityypin reaktioseos.

Ei kopiomadrdd villityypin kontrollille.
Villityypin kontrollin mutaatioprosentilla ei ole arvoa.

Havaittu Crarvo on odotettua matalampi villityypin kontrollille
mutanttireaktioseoksessa.

Havaittu Cr-arvo on odotettua matalampi villityypin kontrollille
villityypin reaktioseoksessa.

Taulukko 7. Néytteen varoitusmerkinndt ja termien kuvaus

Merkinta

Kuvaus

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY

SPIKE

64

amadn naytteen fluoresenssin prosentuaalinen muutos suhteessa

T tteen fl tuaal tos suht

putkeen, jossa tapahtui suurin fluoresenssin muutos, on pienempi
uin mddaritetty alaraja.

k tetty al

Tamdn ndytteen reaktiotehokkuus ei ole yltényt madritettyyn
raja-arvoon.

Monistuskéyréissd havaittiin fluoresenssin raakadatassa piikki,
mutta se on Crmédritysalueen ulkopuolella.
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Rajoitukset

Tama sarja on tarkoitettu ammattikayttdsdn.

Tuotetta saavat kayhad vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin
koulutetut ja laitteen tekniikan tuntevat asiantuntijat. Laitteen toimenpide on tehtavé

molekyylibiologisessa laboratorioymparistdssa.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ei ole automaattinen laite, vaikka silla tehtdvan analyysin apuna

kaytetdan erillistd mutaatioiden automaattiseen kvantifiointiin tarkoitettua ohjelmistoa.

Tata sarjaa on kéytettévé taman kéayttdoppaan ohjeiden mukaisesti yhdessa validoidun, kohdassa

Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu toimitukseen sivulla 19 esitetyn laitteen kanssa.

Ota huomioon pakkauksen ja putkien efiketeissd ilmoitetut vanhenemispaivamadardt. Ala kayta

vanhentuneita komponentteja.

Kaikki ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan mukana foimitetut reagenssit on tarkoitettu
kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien kanssa. Mikali taté

ohjetta ei noudateta, sillé saattaa olla vaikutusta suorituskykyyn.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain ihmisen 2K-EDTA:lla antikoaguloidun

perifeerisen kokoveren analysointiin potilailta, joilla on diagnosoitu tai epdilty MPN.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan
(tuotenumero 937236) tai QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan (tuotenumero 61104)

kanssa kaytettavaksi.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on validoitu vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteella
(PCR) ja QlAsymphony SP -laitteella (néytteen valmistelu) kéytettavaksi.
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Taman tuotteen off label -kayttd ja/tai osien muokkaaminen mitétdi QIAGENIn vastuun.

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessé muiden kliinisten 18yddsten tai patologisten
|6ydssten kanssa. Vaikka henkildilla ei ole JAK2 V617F/G1849T -mutaatiota, hanella saattaa
silti olla muita JAK2-mutaatioita. Testistd saattaa tulla virheellisesti negatiivisia tuloksia, jos
nukleotideissa 88504-88622 on muita mutaatioita (16).

Kayttajan vastuulla on validoida jarjestelman suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa

kéytetyissé menetelmissd, joita QIAGENin tekemdt suorituskykytutkimukset eivat kata.

66 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022



Suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen suorituskyky

Tyhjén raja
Tyhjan raja (Limit of Blank, LOB) médritettiin CLSI/NCCLS EP17-A2 -standardin mukaisesti

30 terveelta luovuttajalta otetuista kokoverindytteistd, joiden JAK24ila oli villityyppinen

(wild-type, WT), madarityksessa kaytettiin kolmea reagenssierad (120 mittausta/erd).

LOB-tulosten yhteenveto on taulukossa 8. Témé vastaa normaalin populaation odotettua arvoa
kaytettdessa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa.

Taulukko 8. LOB-tulosten yhteenveto

Mitattu LOB Tyhjan lopullinen raja
Era 1 0%
Erd 2 0% 0%
Era 3 0%

Havaitsemisraja

Havaitsemisraja (Limit of detection, LOD, tai analyyttinen herkkyys) mddritettiin Probit
approach -menetelmallé, joka on kuvattu standardissa CLSI/NCCLS EP17-A2. Tassa
tutkimuksessa analysoitiin kuusi heikon tason mutaatiota kolmesta erillisestd néytteestd
(MPN-kokoveri-DNA lisattyna villityypin [wild-type, WT] kokoveri-DNA:han) kolmella erélla,
60 mittauksella per néyte ja per mutaatio. Saadut tulokset osoittivat analyyttisen herkkyyden
olevan 0,042 % JAK2 V617F -mutaation osalta.

LOD+ulosten yhteenveto on taulukossa 9.
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Taulukko 9. LOD-tulosten yhteenveto

Mitattu LOD Lopullinen havaitsemisraja
Era 1 0,041 %
Era 2 0,029 % 0,042 %
Era 3 0,042 %

Kvantifiointiraja

Kvantifiointirajan  (Limit of Quantitation, LOQ) mddrittely ja mddrittdminen perustuu
CLSI/NCCLS EP17-A2 -ohjeeseen. LoQ madritettin matalimmaksi  JAK2  V617F
-mutaatioprosenttitasoksi, joka voidaan tarkasti erottaa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan
LoD:n rajoissa niin, eftd luottamusvali on 95 % (virheriski o = 0,05). Tietoja yhden
tutkimuslaitoksen toistettavuustutkimuksessa kaytetiin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan LoQ:n
laskennassa. Saadut tulokset osoittivat LoQ:n olevan 0,233 % JAK2 V617F -mutaation osalta.

Molekulaarisen sairauden seurannan kontekstissa tama tarkoittaa, eftd jos mitattu JAK2 V617F
-mutaatioprosentti on alle 0,233 % tiettynd aikana, JAK2 V617F -alleelikuorman vahenemista

ei voida luotettavasti kvantifioida seuraavassa aikapisteessa.

Lineaarisuus

MPN-potilaiden JAK2-mutaation kvantifioinnin lineaarisuus arvioitiin  CLSI/NCCLS EPOSAE
-standardin mukaisesti yhdella ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan erdlld ja testaamalla
11 mutaatiotasoa viidestd eri DNA-sydtteestd. JAK2-mutaatiotaakan kvantifiointi MPN-n&ytteistd
on lineaarista; 1s. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kykenee kvantifioimaan naytteet LOD-arvosta
100-prosenttiseen  mutaatioon, joka vastaa kohdepopulaation  odotusarvoja,  kunhan

kvantifioidun DNA-ngytteen pitoisuus on lahellé pitoisuutta 10 ng/pl (vélilla 5-20 ng/pl).
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Toistettavuus ja uusittavuus

Yhdessa tutkimuslaitoksessa  tehdyn tarkkuustutkimuksen malli tayttaa CLSI/NCCLS EP5-A3
-standardin vaatimukset. Testaus tehtiin 11 mutaatiotasolla, vélilla 0,07-72,67 %, kayttamalla
MPN-potilaalia ofetulle kliiniselle naytteelle tehtyd laimennussarjaa. Kolme kéyttdjaa  teki
108 mittausta jokaiselle mutaatiotasolle 27 paivan aikana (kaksi replikaattia joka ajossa ja kaksi
ajoa péivassd) kayttamdalla kolmea ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarjan er&é ja kolmea Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM -laitetta. 100 %:n tason tarkkuus osoitetaan vertaamalla sita 72,67 %:n tasolle
madritettyyn tarkkuuteen perustuen trendianalyyseihin, joita tukevat MUTZ-8-solulinjan DNA:sta
koostuvasta 100 %:n JAK2 V617F -naytteestd saadut lisdtiedot (38 mittausta).

Tulosten yhteenveto on taulukossa 10.
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Taulukko 10. Tarkkuustulokset: toistettavuus (yhden tutkimuslaitoksen tutkimus)

Néyte Keskimadrdinen SDg. SDruNs+ SD¥HT 4+ CVyur
JAK2-mutaatioprosentti

SO 100 ND ND <545 <7,50%
S1 72,67 1,99 2,99 5,45 7,50 %
S2 53,96 2,48 3,16 6,52 12,09 %
S3 23,13 1,59 1,95 4,51 19,52 %
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 23,27 %
S5 6,01 0,71 0,63 1,57 26,17 %
S6 2,39 0,31 0,36 0,70 29,23 %
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: keskihajonta

R+: toistettavuus

RUN++: ajojen vélinen tarkkuus

YHT+++: kokonaistarkkuus (mukaan lukien laitteiden, kéyttdjien ja erien valinen tarkkuus)
CVYHT: kokonaistarkkuuden variaatiokerroin prosentteina

ND: ei mddritetty
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Laboratorion vélisen tarkkuustutkimuksen malli tayttaa CLSI/NCCLS EP5-A3 -standardin
vaatimukset. Tutkimukseen osallistui nelja tutkimuslaitosta (Ranskassa, Saksassa ja kaksi
laitosta Yhdysvalloissa). Testaus tehtiin seitsemalld mutaatiotasolla, valilla 1,21-67,64 %,
kayttaen laimennoksia terveilta luovuttajilla saaduista MUTZ-8-solulinjan kokoverinaytteista
(eli keinotekoisia naytteitd). Jokaisessa laitoksessa tehtiin kolme DNA:n eristysta kayttamalla
QIAsymphony SP -aitetta ja yksildllista QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarjan er&a.
Jokainen DNA:n eristys testattiin kahdeksassa qPCR-ajossa (kaksi ajoa p&ivad ja laitosta kohti
neliand ei-perakkaisend paivanad) kayttamalla yksilsllista ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa,

jolloin saatiin 96 odotettua mittausta ndytetta kohti kaikissa laitoksissa.

L2-nayte hylattiin yhdessd eristysajossa, jolloin qPCR-testejd oli yhteensa 88, ei 96. Lisciksi yksi
qPCR-ajo oli virheellinen, josta seurasi kolme virheellista testia kaikille naytteille (poikkeuksena
L2, eli 2 virheellista tulosta). Liséksi L7- néyte oli virheellinen yhdessé gPCR-ajossa ja L4 oli

virheellinen kahdessa gPCR-ajossa, jolloin tuloksena oli 2 virheellistd testia lisaa (taulukko 11).
100 %:n tason tarkkuus osoitetaan vertaamalla sita 67,64%:n tasolle maaritettyyn tarkkuuteen

perustuen trendianalyyseihin, joita tukevat MUTZ-8-solulinjan DNA:sta koostuvasta 100 %:n
JAK2 V617F -naytteestd saadut lisatiedot (38 mittausta).
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Taulukko 11. Tarkkuustulokset: uusittavuus (laboratorioiden vdlinen tutkimus)

Ndyte  Testeja Virheellisia ~ JAK2%MT-  Ajon Ajojen Pdivien  Laitosten  Yhteensd,
yhteensd  testejd keskiarvo sisdinen,  vdlinen vdlinen,  vdlinen, SD, %CV
yhteensd SD, %CV  pdivassd, SD, %CV  SD, %CV
SD, %CV
10 - - 100 - - - - < 4,074,
< 6,02
L1 96 3 67,64 2,616; 2,060; 1,999; 1,530; 4,074;
3,87 3,05 2,96 2,26 6,02
L2 88 2 40,03 3,482; 1,011; 2,389; 0,986; 4,387;
8,70 2,53 5,97 2,46 10,96
L3 96 & 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; 0,206;
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-mutaatioprosentti; SD: keskihajonta; CV: variaatiokerroin prosentteina; —: ei olennainen

Lisaksi tehtiin laboratorioiden valinen tutkimus kolmessa tutkimuslaitoksessa (yksi Euroopassa
ja kaksi  Yhdysvalloissa).  Tutkimuksessa  kaytettiin - neligd  MPN-potilailta  otettua
kokoverindytettd (eli kliinisia ndytteitd). Jokaisessa tutkimuslaitoksessa tehtiin kolme DNA:n
eristdmisajoa. Jokainen DNA:n eristys testattiin 12 qPCR-ajossa (yksi replikaatti kohti ajoa ja
kohti naytettd, kaksi ajoa kohti pdivaa ja kohti kéyttdjaa jokaisessa laitoksessa — jokaisessa
laitoksessa tutkimukseen osallistui kaksi kayttdjaa kolmen ei-perdkkdisen paivan aikana)
kayttamalla yhtd Rotor-Gene Q MDx -laitetta ja yhtd ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan er&a.

Jokaisesta naytteesta saatiin 36 mittausta (taulukko 12).
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Taulukko 12. Laboratorioiden vdlisen lisatutkimuksen tulokset

Nayte N JAK2%MT-  Ajon Ajojen Pdivien Laitosten Yhteensd,
keskiarvo sisdinen, vdlinen vdlinen, vdlinen, SD, %CV
SD, %CV pdivdssd, SD, %CV SD, %CV
SD, %CV
Nayte 1 36 95,19 0,995; 0,000; 0,541; 0,000; 1,130;
1,04 0,00 0,57 0,00 1,19
Néyte 2 36 22,83 3,988; 0,000; 1,707; 1,552; 4,501;
17,47 0,00 7,48 6,80 19,72
Néyte 3 36 14,44 2,257; 1,398; 0,000; 1,422; 2,890;
15,63 9,68 0,00 9,84 20,01
Néyte 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-mutaatioprosentti; N: mittausten mddirdi; SD: keskihajonta; CV: variaatiokerroin prosentteina

Hairitsevat aineet (analyyttinen spesifisyys)

Tutkimusjarjestely tayttad NCCLS-standardin  EP7-A3 vaatimukset hairitsevien aineiden
testaamisesta kliinisessé kemiassa. Seuraavat 19 verindytteissd mahdollisesti olevaa ainetfta
valittiin - niiden  PCR-vaikutuksen tutkimiseksi:  busulfaani, sitalopraamihydrobromidi,
paroksetiinihydrokloridihemihydraatti, sertraliinihydrokloridi, fluoksetiinihydrokloridi,
asetaminofeeni (parasetamoli), konjugoitumaton  bilirubiini, kalium-2K-EDTA ja -3K-EDTA,
natrium-EDTA, hemoglobiini (ihmisen), triglyseridit, lisinopriilidehydraatti, hydroksiurea,
asetyylisalisyylihappo, salisyylihappo, tiotepa, anagrelidi, alfa-2b-interferoni.

Myés DNA:n eristysprosessin aineita arvioitiin (QlAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit -sarjan
QSLT, QSB1, QSW1, QSW2 ja PK, QIAGEN-proteaasi, etanoli, QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit -sarjan AW ja AW2).

Saaduissa tuloksissa ei ndkynyt hairitsevad vaikutusta ndistd aineista.
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Taulukko 13. Hairitsevat aineet

Testattu aine Testattu pitoisuus

Konjugoitumaton bilirubiini 150,3 pg/ml

Triglyseridit 30 000 pg/ml

Sitalopraamihydrobromidi 0,75 pg/ml

Sertraliinihydrokloridi 0,67 pg/ml

Asetaminofeeni (parasetamoli) 200,7 pg/ml

Hydroksiurea 28,2 pg/ml

Salisyylihappo 0,6 pg/ml

Anagrelidi 6 pg/ml

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

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla

N
N
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 13. Hairitsevdt aineet (jatkuu)

Testattu aine Testattu pitoisuus

Natrium-EDTA (2No-EDTA) * 1X (3 000 pg/ml), 3X (9 000 pg/ml)
QSL1 2 % koko nayteméaéréasta

QSB1 2 % koko néayteméaédréasta

QSW1 2 % koko néytemddréstd

QSW?2 2 % koko nayteméadrasta

Proteinaasi K (PK)* 2 % koko nayteméadrdasta

Proteinaasi K (PK)’ 2x odotettu j@énndsmadrd eristysprosessin jélkeen
roteinaasi

3x odotettu jGanndsmaard eristysprosessin jalkeen

QIAGEN-proteaasi 1,29 E-05 % koko néytemadrasta
Etanoli (EIOH) 1,29 E03 % koko néyteméarasta
Buffer AW1 1,00 E-01 % koko néytemdadrdsta
Buffer AW2 1,00 % koko ndytemddrdstd

* Suositeltu annostus PV-potilaille on 3 MU, mink& oletetaan jakautuvan 5 litraan verta (henkilén paino 80 kg), jolloin
pitoisuus on 0,6 MU/I. NCCLS-standardin EP7-A2 suositusten mukaan témd pitoisuus testattiin - kolminkertaisena,
eli 1,8 MU/I.

T 1x-pitoisuus toimittajan mukaan

¥ PK aiheuttaa hdiritsevén vaikutuksen, kun testataan 2 %:n pitoisuudella koko néytemédirdstd (tapahtuu epétodenndkaisesti).
Lisctestit vahvistivat, etté PK poistuu eristémisprosessissa: hdirisitd ei odoteta normaaleissa kéyttolosuhteissa.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 75



WHO:n kansainvdlisen genomisen JAK2 V617F -viitepaneelin
testaaminen (NIBSC, paneelin koodi 16/120)

WHO:n 1. kansainvdlinen viitepaneeli genomiselle JAK2 Vé17F:lle, jonka on kehittanyt
National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC, paneelin koodi 16/120),
testattiin kayttamalla kolmea ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan erdd (kolme replikaattia
viitepaneelin tasoa kohti ja reagenssierad kohti). Kokeet teki yksi kayttaja kolmena pdivana
yhdelld Rotor-Gene Q 5plex HRM aitteella. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan tulosten
vdlinen yhtapitdvyys ja viitepaneelin kayttdohjeissa julkaistut yhtapitavyysarvot arvioitiin
kayttamalla  tavallista  lineaarista  regressiota  (kulmakerroin: 1,003, 95 %:n  Cl
[0,997; 1,010] - leikkauspiste: 0,677, 95 %:n Cl [0,212; 1,289]) ja Passing-Bablokin
regressiota (kulmakerroin: 1,01, 95 %:n CI [1,00; 1,021] - leikkauspiste: 0,00, 95 %:n Cl
[-0,02; 0,010]) (kuva 22). Yhtapitavyys on vahvistettu, ja se osoittaa sarjan soveltuvuuden
JAK2 V617F ietojen tuottamiseen ja ndiden tietojen yhtenevyyden muiden yleisesti kéytettyjen

diagnostisten tekniikkojen kanssa.
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Kuva 22. Yhtépitévyys ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan tulosten ja WHO:n kansainvilisen genomisen JAK2 V617F:n
viitepaneelin (NIBSC, paneelin koodi 16/120) yhtépitévyysarvojen vdlilla. Yhtapitavyyttd arvioitiin kéyttamalla tavallista
lineaarista regressiota (ordinary linear regression, OLR) ja Passing-Bablokin regressiota. Paneeli koostuu seitseméistd
JAK2 V617F +asosta: 100 %, 89,5 %, 29,6 %, 10,8 %, 1,00 %, 0,03 % ja O %. WHO:n yhtapitavyysarvot maaritettiin
kayttamalla erilaisia yleisesti kéytdssa olevia tekniikoita osana kansainvalista yhteistydtutkimusta. Kullekin JAK2 V617F

-prosenttitasolle m&dritetyt viitearvot ovat mediaaniarvoja (lisétietoja osoitteesta https://www.nibsc.org).
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Oikeellisuus ja tarkkuus

Mittauksen oikeellisuus on k&dnteisessé  suhteessa  systemaattiseen mittausvirheeseen
(systematic error, SE, tai vinouma). Vinouma laskettin NCCLS:n ohjeen EPO9c ohjeiden
mukaan kullekin viitepaneelin JAK2 V617F -prosenttitasolle, jokaisella reagenssierdllé seka
kaikille reagenssierille (taulukko 14). Laskuissa kaytettiin ylla kuvatussa tutkimuksessa saatuja

tietoja. Suurimmat vinouma-arvot saatiin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan eréstd 2.

Tarkkuus on testituloksen ja hyvaksytyn viitearvon yhtépitévyyden lgheisyydestd kertova arvo
(tassa tapauksessa kullekin WHO:n paneelin JAK2 V617F -prosenttitasolle méadritetty arvo).
Tarkkuus huomioi sekd oikeellisuuden ettc tarkkuuden, ja se on kdadnteisessd suhteessa

kokonaisvirheeseen, joka on laskettu kuten taulukossa 14.
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Taulukko 14. Vinouma ja mittausvirhe

WHO:n paneeli ipsogen JAK2RGQ  Vinouma (SE) erdd Kokonaisvinouma Kokonaisvirhe
3 . PCR Kit -erd kohti [95 %:n CI] (SE) [95 %:n Cl] (tarkkuus)

Ampullikoodi
Viitearvo

1 0,000 [-]
15/172 5 0,003 0,001

0,010

0% [-0,011; 0,018] [-0,001; 0,004]

3 0,000 [-]

1 -0,310
[-0,621; 0,001]
15/168 2 0,617
1,00 % [0,016; 1,217]
3 -0,110
[-0,261; 0,041]

0,066
[-0,276; 0,407

0,363
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

Taulukko 14. Vinouma ja mittausvirhe (jatkuu)

WHO:n paneeli

ipsogen JAK2 RGQ

Vinouma (SE) erad

Kokonaisvinouma

Kokonaisvirhe

Ampullin koodi PCR Kit -era ohti [95 %:n CI E) [95 %:n CI tarkkuus
kohti [95 %:n ClI] (SE) [95 %:n ClI] (tarkkuus)
mpullin i
Viitearvo
1 0,970
[-8,238; 10,178]
15/244 6,347
/ 2 2,874 5,589
29,6 % [0,141;12,552] [0,016; 5,733]
3 1,307
[-5,767; 8,381]
1 1,000
[-0,295; 2,295]
15/246 2 1,783 1,381
<5,622
89 5% [-0,316; 3,883] [0,889; 1,873]
3 1,360
[0,270; 2,450]
1 -0,017
[-0,031; -0,002]
15/164 2 -0,020 -0,017
< 5,450
100 % -] [-0,021; -0,013]
3 -0,013

[-0,028; 0,001]

SE: Systemaattinen virhe tai vinouma, eli yksittdisen ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan mittauksen (Vjagz kie) ja WHO:n
viitepaneelin yhtépitdvyysarvon (Vge) vélinen keskimédrdinen ero.

SE (%) =

Ref

Viakz kit — VRef

X 100

Kokonaisvirhe (Total Error, TE) on laskettu arvona TE = V's? + SE2, jossa s on keskihajonta (satunnainen virhe).
95 %:n Cl: 95 %:n luottamusvdli

-: ei olennainen
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Analyyttinen tarkkuus

Taman tutkimuksen tarkoitus on validoida ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan analyyttinen
tarkkuus normaalissa kaytdssa analysoitaessa kliinisia naytteita tutkimushenkilsilta, joilla
epdillagn myeloproliferatiivisia neoplasmoja. Téma tutkimus tehtiin gDNA-ndytteille, jotka
eristettiin yhteens& 473 ndytteestd: 276 ndytteestd, joissa epdiltiin PV:ta, 98 ndytteestd, joissa
epailtiin ET:14, ja 99 ndytteestd, joissa epdiltiin PMF:a4. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan
avulla potilasndytteestd saatua JAK2 V617F -ilaa verrattiin JAK2-tilan médrittamiseen
kaytetylla vertailumenetelmélla (eli erikseen validoidulla kaksisuuntaisella sekvensoinnilla [bi-
directional sequencing, BDS]) saatuun JAK2 V617F -ilaan. Koska ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
-sarjan LoD on 0,042 % JAK2 V617F -mutaatiolle, potilasnaytteen JAK2 V617F ilaksi
saadaan ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla testattaessa positiivinen, jos se saavuttaa tai
ylittaa taman rajan, ja negatiivinen, jos se alittaa tamdn rajan. 473 néytteestd 22 naytettd oli
JAK2-positiivisia, kun ne testattiin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla, vaikka ne saivat

negatiivisen tuloksen BDS-menetelmallé.

Yleinen vyhtapitdvyys 95,35 % (451/473 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 93,04 %, 97,06 %).
Positiivinen yhtapitavyys oli 100 % (165/165 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 97,79 %, 100 %), jossa
negatiivinen yhtdpitavyys oli 92,86 % (286/308 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 89,39 %; 95,47 %).

Tulokset on esitetty taulukossa 15.

Taulukko 15. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan ja Sangerin kaksisuuntaisen sekvensoinnin yhtdpitévyys
MPN-populaatiossa (yhdistetyt ET-, PMF- ja PV-populaatiof)

Sangerin kaksisuuntainen sekvensointi

JAK2 V617F - JAK2 V617F - Yhteensd
positiivinen negatiivinen
JAK2 V617F - 165 22 187
positiivinen
Ipsogen JAKZRGQ )55 ve17¢ - 0 286 286
PCR Kit .
negatiivinen
Yhteensd 165 308 473
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Analyyttisen tarkkuuden arviointitutkimuksen tulokset MPN-kohorteissa

JAK2 V617F -mutaation suhteen saadut yhtdpitdvyyden tulokset ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -

sarjalla ja Sangerin sekvensoinnilla (BDS) ET-, PMF- ja PV-tutkittavilla on annettu erikseen:

® ET: yleinen yhtapitavyys 89,8 % (88/98 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 82,03-95,0 %), positiivinen
yhtapitavyys oli 100 % (43/43 tutkitavaa; 95 %:n Cl: 21,78-100 %) ja negatiivinen
yhtapitavyys oli 81,82 % (45/55 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 69,1-90,92 %).

® PMF: yleinen yhtapitavyys 93,94 % (93/99 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 87,2797,74 %),
positiivinen yhtdpitavyys oli 100 % (51/51 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 93,02-100 %) ja
negatiivinen yhtapitavyys oli 87,5% (42/48 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 74,75-95,27 %).

® PV: yleinen yhtapitavyys 97,83 % (270/276 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 95,33-99,2 %),
positiivinen yhtapitavyys oli 100 % (71/71 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 94,94-100 %) ja
negatiivinen yhtépitavyys oli 97,07% (199/205 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 93,74-98,92 %).

Naytteissa, jotka tuottivat ristiriitaisia tuloksia, havaittiin BDS:n havaintokapasiteetin alittavia
mutaatiotasoja (noin 10 %). Koska Sangerin sekvensointi ei ole yhta herkka kuin ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit -sarja, joka voi raportoida jopa 0,042 %:n JAK2 V617F +tasoja (eli LoD-
arvo), suoritettiin uusi tutkimus validoidulla uuden sukupolven sekvensointitekniikalla (next-
generation sequencing, NGS), jotta JAK2 V617F -alleeli voitiin havaita 15/22 ristiriitaisessa
naytteessd (yhdeksdn ET-ryhmassd, viisi PMF-ryhmdssa ja yksi PV-ryhmdssd) sekd satunnaisesti
valitusta 22 JAK2 V617F -positiivisten ja -negatiivisen yhtapitavien ndytteiden ryhmdastd.
Potilasnaytteiden JAK2 V617F -ila madritettin NGS-menetelmallé menetelmén analyyttisen
herkkyyden rajojen perusteella (JAK2 V617F -mutaatiolle 1-2 %). Nain ollen potilasnaytteen
JAK2 V617F Hila oli positiivinen, jos JAK2 V617F -mutaatio havaittin NGS-menetelmallé ja
vastavuoroisesti JAK2 V617F ila oli negatiivinen, jos JAK2 V617F -mutaatiota ei havaittu.

Kaikki 15 ristiriitaista ndytefta saivat positiivisen tuloksen NGS-menetelmalld, mika oli yhtapitava
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan tuloksen kanssa. Kaikki yhtapitavat néytteet saivat samat tulokset
NGS-menefelmalla ja ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla jo BDS-menetelmdlld. Muita

7:G& naytettd pidettiin ristiriitaisina, koska niistd ei ollut saatavilla NGS+ietoja.
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Analyyttinen tarkkuuden tutkimuksen yhteenveto

Kun ristiriitaiset tapaukset luokiteltiin uudelleen NGS-ulosten perusteella ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -
sarja osoitti 98,3 %:n tarkkuuden JAK2 V617F -alleelin havaitsemisessa kaikilta MPNHutkittavilta,
joiden JAK2 V617F -aso oli > 0,042 % (LoD-arvo).

Kliininen suorituskyky

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kliininen suorituskyky PV:n diagnosoinnissa arvioitiin

kansainvalisessd, prospektiivisessa, interventionaalisessa monikeskustutkimuksessa.

Tutkimuksen tarkoitus  oli osoittaa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan tarkkuus
V617F-mutaation  havaitsemisessa  tutkittavilta, joilla  epdiltiin - olevan PV. JAK2-ilan

vertailutavaksi maaritettiin erikseen validoitu kaksisuuntainen sekvensointimenetelma (BDS).

JAK2 V617F -mutaation havaitseminen on lisatty WHO:n laatimiin BCR-ABL-negatiivisen
MPN:n diagnosoinnin vertailukriteereihin 2008 ja témén mutaation havaitseminen on térked

kriteeri diagnoosin vahvistamiselle (17).

JAK2  V617F -mutaation 18ytyminen on yksi kahdesta diagnoosin  p&dkriteerista
(WHO 2008:n* mukaan PV-diagnoosi vahvistetaan, jos kaksi padkriteeria ja yksi sivukriteeri

tai ensimmdinen padkriteeri ja kaksi sivukriteeria havaitaan [katso lisatietoja viitteesta 17]).

Tavoite oli arvioida diagnoosien spesifisyys, herkkyys, positiivinen ennustearvo (positive
predictive value, PPV), negatiivinen ennustearvo (negative predictive value, NPV) ja
todenndkaisyyssuhde WHO:n vuoden 2008 diagnostisten kriteerien* mukaisesti, kun JAK2
V617F dilan madrittémiseen kdytetadn ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa, jonka

positiivisuuden havaitsemisraja (sarjan LoD) on 0,042 %, tai BDS-menetelmaa.

* Koska kliininen suorituskykytutkimus aloitettiin ennen WHO:n diagnostisten kriteerien pdivitystd vuonna 2016,
kliinisessa suorituskykytutkimuksessa kaytettiin vuoden 2008 WHO:n diagnostisia kriteereitd.
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Tutkimus tehtiin yhdeks@ssa tutkimuspaikassa Yhdysvalloissa (seitsemén tutkimukseen otettua
tutkittavaa), 12 tutkimuspaikassa Ranskassa (kaikissa 12 tutkimukseen oteftua tutkittavaa) ja
yhdeksdssa tutkimuspaikassa ltaliassa (viisi tutkimukseen otettua tutkittavaa). Tutkittavat seulofttiin
ja valittiin PV:n diagnoosiin viittaavien sisdanottokriteerien mukaan. Kaikilta tutkimukseen
ofetuilta tutkittavilta ofettiin verindytteet, ja niille tehtiin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla ja
vertailutestilla, kaksisuuntainen sekvensointi (BDS), JAK2 V617F -mutaation ja JAK2:n eksonin 12
tilan mddritykset. Tutkittavilta, joiden kliiniset ominaisuudet olivat yhtenevié PV-diagnoosin
kanssa (esim. noussut hemoglobiinitaso ja pienentynyt erytropoietiinitaso [EPQO]), mutta jotka
BDS-menetelm& madritti negatiivisiksi JAK2 V617F -mutaation ja eksonin 12 osalta, ja
tutkittavilta, jotka BDS-menetelma maaritti positiivisiksi JAK2 V617F -mutaation ja eksonin 12
osalta ja joilla oli normaali tai korkea EPO-aso, ofettiin histologisesti ja sytogeneettisesti
analysoitava  luuydinbiopsia, kuten  WHO:n  vuoden 2008 diagnostinen  algoritmi
myeloproliferatiivisille sairauksille edellyttéa. Lopullinen diagnoosi (PV tai ei-PV) madritettiin
muiden kuin tutkimukseen kuuluvien toimenpiteiden tulosten avulla (WHO:n vuoden 2008

kriteerit JAK2-mutaation madrittamiseen kayttamalla vertailussa kéytettyd BDS-mé&dritystd).

Yhteensa 216 tutkittavaa mddritettiin arvioitavaan populaatioon, johon kuuluivat kaikki
osallistujat, jotka tayttivat seka kliiniset seulontakriteerit ettd analyysikriteerit vertailussa
kaytettavalla  BDS-madrityksellé  arvioituna.  Liscksi 67 tutkittavaa  jdtettiin -~ arvioinnin
ulkopuolelle taulukossa 16 mddritetyista  syistd (jotkin tutkittavat eivat olleet soveltuvia

tutkimukseen useammasta kuin yhdestd syystd).
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Taulukko 16. Tutkimuksesta poissulkemisen syyt tutkimukseen otetussa populaatiossa

Syy Tutkimushenkildiden mé&drd

Sisédnottokriteerin tayttymdttdmyys tai 9
poissulkemiskriteeri

Puuttuvat EPO-tulokset 22
Puuttuva luuydinbiopsia, jos vaaditaan PV-diagnoosiin -~ 26
JAK2 V617F -positiivisuus BDS:Il& madritettynd 15

ja seerumin EPO normaaleissa rajoissa

JAK2:n eksoni 12 -positiivisuus BDS:Il& mé&dritettynd 1
ja seerumin EPO normaaleissa rajoissa

JAK2 V617F -negatiivisuus BDS:ll& madritettynd 10
ja seerumin EPO poikkeuksellisen matala

Potilas ei suorittanut tutkimusta loppuun ja/tai PV:n 15
lopullinen diagnoosi puuttuu

Tata tutkimusta varten tehtiin yhteensd 221 JAK2 V617F -ilan arviointia (siséltGen viisi
toistotestid) ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla Rotor-Gene Q MDx -laitteessa (taulukko 17,
taulukko 18).

Taulukko 17. ipsogen JAK2 RGQ PCR -testitulosten yhteenveto (arvioitava populaatio)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Yhteensd (N = 216)
JAK2 V617F -positiivinen (> LoD 0,042 %) 54
JAK2 V617F -negatiivinen (< LoD 0,042 %) 162

Taulukko 18. ipsogen JAK2 RGQ PCR -testitulosten yhteenveto — JAK2 V617F -positiivinen populaatio (arvioitavan
populaation joukosta)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Yhteensd (N = 54)
Saatu JAK2 %MT -keskiarvo 51,54

Saatu JAK2 %MT -vahimmadisarvo 0,14

Saatu JAK2 %MT -enimmadisarvo 93,43

N: néytteiden madrd; JAK2 %MT: JAK2-mutaatioprosentti
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Validointitutkimuksen tuloksen arviointi: suorituskyvyn tulos

Lopullisten PV- ja ei-PV-diagnoosien vertailu osoitti, ettd kaksi diagnoosimenetelmad olivat
yhtenevia: 94,6 %:lla tutkittavista  (53/56 tutkittavaa), joilla tutkija diagnosoi PV:n,
diagnosoitiin PV myd&s ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa ja WHO:n diagnoosikriteerejd
kayttamalla. Samoin 95,6 %:lla tutkittavista (153/160 tutkittavaa), jotka tutkija diagnosoi
PV-vapaiksi, diagnosoitiin PV-vapaiksi my&s ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa ja WHO:n
diagnoosikriteereja kaytamalla (taulukko 19, taulukko 20).

JAK2 V617F -mutaation ja eksonin 12 tilat madritettynd BDS:Il& ja JAK2 V617F -mutaation
tilat madritettynd ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla on esitetty yhteenvetona taulukossa 19.
Vertailu kullakin testausmenetelmallé tehtyjen PV-diagnoosien ja PV-vapauden diagnoosien

valilld on taulukossa 19.

Taulukko 19. Mutaation tila (JAK2 V617F kaksisuuntaisella sekvensoinnilla, JAK2:n eksoni 12 kaksisuuntaisella
sekvensoinnilla ja ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla) jérjestettynd PV-tilan mukaan (arvioitava populaatio)

Muuttuja PV (N = 56) Ei-PV (N = 160) Yhteensd (N = 216)

JAK2 V617F -mutadtion tila BDS-menetelmdlla

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

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

JAK2:n eksonin 12 mutaation tila BDS-menetelmalla

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

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

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan tila

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

Negatiivinen 8 (14,3 %) 154 (96,3 %) 162 (75 %)
N: tutkijan diagnosoimien potilaiden mé&dré (arvioitu populaatio).

Jokaiselle mutaation filalle ilmoitettu potilaiden maéré on ilmaistu absoluuttisena lukuna ja arvioitavan populaation
prosenttilukuna (sulkeissa).
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Taulukko 20. Lopullinen PV-diagnoosi perustuen tutkijan kaksisuuntaisen testauksen ja vuoden 2008 Maailman
terveysjdrjeston (WHO) kriteerien pohjalta muodostamaan mielipiteeseen kayttamalla ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa

Tutkijan lopullinen diagnoosi perustui WHO:n kriteereihin ja BDS:ll tehtyyn
JAK2-arviointiin

Lopullinen diagnoosi perustuen

iyl il EFPV Yhteensa
tehtyyn JAK2-arviointiin (N =56) (N = 160) (N =216)
PV 53 (94,6 %) 1(0,6 %) 54 (25 %)
Ei-PV 1(1,8%) 153 (95,6 %) 154 (71,3 %)
Epdselva 2 (3,6 %) 6(3,8%) 8 (3,7 %)

N: tutkijan diagnosoimien potilaiden m&éré (arvioitu populaatio)
Maarat on ilmaistu absoluuttisena lukuna ja arvioitavan populaation prosenttilukuna (sulkeissa).

Epaselvat tapaukset

Kolmella tutkittavalla oli JAK2 V617F ~villityyppi (sekd BDS:n ettd ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
-sarjan mukaan), minkd lisdksi heilld oli matalat seerumin EPO-pitoisuudet ja epdselva
luuydinhistologia (kahdelle tutkija diagnosoi PV:n ja yhden tutkija diagnosoi olevan
PV-vapaa). BDS-menetelmén mukaan viidellg tutkittavalla oli JAK2 V617F ~villityyppi, ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit -sarja antoi heille positiivisen tuloksen, ja lisdksi heille ei tehty
luuydinbiopsiatutkimusta  (tutkija diagnosoi  kaikkien viiden olevan PV-vapaita). Vaikka
luuydinhistologiaa ei ollut tai se oli epdselvd, ndma kahdeksan tapausta ofettiin mukaan

spesifisyyden ja herkkyyden laskelmiin (taulukko 21) ristiriitaisina tapauksina.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 87



Ristiriitaiset tapaukset

Kahdelle tutkittavalle tutkijan diagnoosi erosi diagnoosista, joka saatiin kéayttdmalla ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa ja WHO:n diagnosointikriteereja. Yhden tutkittavan seerumin
EPO-asot olivat normaalilla alueella (16,5 1U/1), eika JAK2 V617F -mutaatiota tai
eksonin 12 mutaatiota havaittu. Tutkijan mielipiteen mukaisesti tutkittavalle diagnosoitiin silti
PV. Yhden tutkittavan seerumin EPO-asot olivat normaalia matalammat ja hanelld oli
BDS-menetelmalla havaittu JAK2 V617F -mutaatio, mutta tutkijan mielipiteen mukaisesti hanelle
ei diagnosoitu PV:t&. Protokollan mukaisesti tutkijan diagnoosin olisi pitdnyt noudattaa tivkasti
WHO:n diagnostisia kriteereja vuodelta 2008. Kuitenkin ndissd kahdessa ristiriitaisessa

tapauksessa tutkija kaytti algoritmin tulkitsemisessa kliinista harkintaa.

Kuten taulukon 21 yhteenvedossa esitetéicin, kaiken kaikkican PV-diagnoosin herkkyys
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa kaytettdessa oli 94,64 % (53/56 tutkittavaa; 95 %:n
Cl: 85,13 %, 98,88 %), mikd osoitti, ettd tdmdn mddrityksen oletetaan havaitsevan PV
suurimmalla osalla tutkittavista, joilla t&mé sairaus on. Samoin PV-diagnoosin spesifisyys tdlla
maadrityksella tutkittuna oli 95,62 % (153/160 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 91,19 %, 98,22 %),
mikd osoitti, eftd tdmdn mddrityksen oletetaan myds sulkevan PV:n mahdollisuuden pois

suurimmalla osalla tutkittavista, joilla taté sairautta ei ole.

Lisaksi positiivinen ennustearvo (Positive Predictive Value, PPV) ja negatiivinen ennustearvo (Negative
Predictive Value, NPV) laskettiin, ja sarjan PPV oli 88,33 % (53/60 tutkittavaa, 95 %:n Cl: 77,27 %,
93,57 %), jossa NPV oli 98,08 % (153/156 tutkittavaa; 95 %:n Cl: 94,8 %, 99,4 %).

Taulukko 21. Herkkyyden, spesifisyyden, PPV:n ja NPV:n andlyysit (arvioitava populaatio)

Muuttuja Arvio (%) Alempi 95 %:n Ylempi 95 %:n
luottamusraja (%) luottamusraja (%)

Herkkyys 94,64 85,13 98,88

Spesifisyys 95,62 91,19 98,22

PPV 88,33 77,27 93,57

NPV 98,08 94,8 99,4

88 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022



Negatiivisen testin todenndkdisyyssuhde kéytettdessd ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa
PV-diagnoosiin WHO:n diagnostisia kriteereja noudattaen oli 21,6 (95 %:n Cl; 10,44,
44,71), mika osoitti, ettd JAK2 V617F -positiivinen tulos on todenndkaisempi tutkittavilla, joilla

on PV, kuin tutkittavilla, joilla ei ole PV:ta.

Positiivisen festin todenndkdisyyssuhde kaytettdessa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa
PV-diagnoosiin WHO:n diagnostisia kriteereja noudattaen oli 0,06 (95 %:n Cl; 0,02, 0,18),
mikd osoitti, ettc JAK2 V617F -negatiivinen tulos ei ole yhtd todenndkainen tutkittavilla, joilla

on PV, kuin tutkittavilla, joilla ei ole PV:té.

Kliinisen tutkimuksen johtopaatokset

Analyyseistd voidaan tehdé seuraavat johtopaatkset:

® Herkkyys oli 94,64 % (95 %:n Cl; 85,13 %, 98,88 %), mikd osoitti ettd WHO:n
diagnostisten kriteerien puitteissa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan voidaan odottaa
havaitsevan PV suurimmalla osalla tutkittavia, joilla on kyseinen sairaus.

e PVdiagnoosin spesifisyys kéytettdessa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa WHO:n
diagnostisten kriteerien puitteissa oli 95,62 % (95 %:n Cl; 91,19 %, 98,22 %), miké osoitti,
etté madrityksen voidaan myds odottaa sulkevan pois PV:n mahdollisuus suurimmalla osalla
tutkittavista, joilla &t sairautta ei ole.

o KaytettGessd ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa WHO:n diagnostisten kriteerien puitteissa
PPV 0li 88,33 % (95 %:n Cl; 77,27 %, 93,57 %)* ja NPV oli 98,08 % (95 %:n Cl; 94,8 %,
99,4 %).

e Negatiivisen testin todenndkaisyyssuhde kaytettdessa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sarjaa PV-
diagnoosiin WHO:n diagnostisia kriteereja noudattaen oli 21,61 (95 %:n Cl; 10,44,
44,71), miké osoitti, ettd JAK2 V617F -positiivinen tulos on todenndkaisempi tutkittavilla,

joilla on PV, kuin tutkittavilla, joilla ei ole PV:ta.

* PPV riippuu sairauden esiintyvyydestd. Koska sairauden esiintyvyys oli tutkimuspopulaatiossa matala ja herkkyys ja
spesifisyys ovat esiintyvyydestd erillisia, herkkyys ja spesifisyys ovat merkityksellisempid.
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e Positiivisen testin todenndkdisyyssuhde kaytettGessa ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjaa
PV-diagnoosiin WHO:n diagnostisia kriteerejd noudattaen oli 0,06 (95 %:n Cl; 0,02, 0,18),
mikd osoitti, ettd JAK2 V617F -negatiivinen tulos on paljon epatodenndaksisempi tutkittavilla,

joilla on PV, kuin tutkittavilla, joilla ei ole PV:ta.
Turvallisuuden ja suorituskyvyn yhteenveto
Turvallisuuden ja suorituskyvyn yhteenveto-osion voi ladata ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan

tuotteen verkkosivulta: resources.qiagen.com/674623. Se on |5ydettdvissé myds EUDAMED-

verkkosivulta.
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Havittaminen

® Havitd ndyte- ja madritysjate paikallisten turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.

o Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Néytteet ovat
mahdollisesti vaarallisia, ja niitd on kohdeltava biologisesti vaarallisina materiaaleina.

e DNA:n eristdmisen aikana kaytetyt ndyteputket, levyt ja jate on hévitettdva paikallisten
turvallisuussaadésten mukaan.

® gPCR-protokollan aikana kéytetyt liuskaputket on havitettévé paikallisten turvamaardysten

mukaan.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 91



Lahdeviitteet

92

. James C., et al. (2005) A unique clonal JAK2 mutation leading to constitutive signalling

causes polycythaemia vera. Nature 434, 1144.

Levine R.L., et al. (2005) Activating mutation in the tyrosine kinase JAK2 in polycythemia vera,

essential thrombocythemia, and myeloid metaplasia with myelofibrosis. Cancer Cell 7, 387.

Kralovics R., et al. (2005) A gain-of-function mutation of JAK2 in myeloproliferative
disorders. N. Engl. J. Med. 352, 1779.

Baxter E.J., et al. (2005) Acquired mutation of the tyrosine kinase JAK2 in human
myeloproliferative disorders. Lancet 36, 1054.

. Vannuchi AM, Barbui T, Cervantes F, et al. Philadelphia chromosome-negative chronic

myeloproliferative neoplasms: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment

and follow-up. Ann Oncol 2015;26 Suppl 5:v85-99.

. Tefferi A., et al. (2009) Myeloproliferative neoplasms: contemporary diagnosis using

histology and genetics. Nat. Rev. Clin. Oncol. 6, 627.

Quintés-Cardama A. (2013) The role of Janus kinase 2 (JAK2) in myeloproliferative
neoplasms: therapeutic implications. Leuk Res. Apr;37(4):465-72.

Arber DA., et al. (2016) The 2016 revision to the World Health Organization classification
of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood; 127:2391-405.

. Barbui T. et al. (2011) Philadelphia-negative classical myeloproliferative neoplasms:

critical concepts and management recommendations from European LeukemiaNet. J Clin
Oncol 29:761-70.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022



10.Barosi G., et al. (2013) Revised response criteria for polycythemia vera and essential
thrombocythemia: an ELN and IWG-MRT consensus project. Blood; 121:4778-81

11.Tefferi A., et al. (2013) Revised response criteria for myelofibrosis: International Working
Group-Myeloproliferative Neoplasms Research and Treatment (IWG-MRT) and European
LeukemiaNet (ELN) consensus report. Blood; 122:1395-8.

12.NCCN. NCCN Guidelines for Patients® | Myeloproliferative Neoplasms (2019.2 revision),
2nd ed.; 2019.

13.Langabeer SE, et al. (2015) Molecular diagnostics of myeloproliferative neoplasms. Eur J
Haematol; 95:270-9.

14 Lippert E., et al. (2014) Clinical and biological characterization of patients with low
(0.1-2%) JAK2V617F allele burden at diagnosis. Haematologica. 99, e98.

15.Jovanovic J., et al (2013) Establishing optimal quantitative-polymerase chain reaction
assays for routine diagnosis and tracking of minimal residual disease in JAK2V617F
associated myeloproliferative neoplasms: A joint European LeukemiaNet/MPN&MPNr-
EuroNet (COST action BM0902) study. Leukemia 27, 2032

16.National Center for Biotechnology Information (NCBI): NT_008413.

17.Tefferi A. and Vardiman J.W. (2008) Classification and diagnosis of myeloproliferative
neoplasms: the 2008 World Health Organization criteria and point-of-care diagnostic

algorithms. Leukemia, 22, 14.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022 93


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17882280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17882280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17882280

Vianmadritys
Téma vianmadritysohje voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Jos tarvitset teknista

tukea tai lisdtietoja, kéy teknisen tukemme sivuilla osoitteessa www.qgiagen.com/Support

(katso yhteystiedot osoitteesta www.giagen.com).

Katso lisatiedot eristyssarjojen QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (tuotenro 61104) ja
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (tuotenro 937236) vianmadrityksestd soveltuvista
kasikirjoista. Katso Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmiston vianmadritysohjeet Rotor-

Gene AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaasta.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Avutomaattinen eristys

a) Nayte merkitty unclear (epdselvd) Téma voi johtua tauosta eristysajon aikana.
Jos eristysajo valmistui, jatka OD-suhteen ja
pitoisuuden mittaamisvaiheeseen. Jos ei
valmistunut, toista eristysajo.

b) Nayte merkitty unprocessed Tama tarkoittaa néytteen alkumé&dardn virhetta.
(kasittelematon) Tarkista veren maara pipetoimalla. Jos maara
on liian pieni, suurenna néytemé&dra
300 pl:aan ja aloita ajo vudelleen.

c) Nayte merkitty invalid (epdkelvollinen)  Eristysajon aikana tapahtui virhe. Toista taman
ndytteen eristysvaihe.

d) Jadhdytyslevyn lampétilavirhe Ajon lopussa ndkyviin tuleva
jadhdytyslampétilasta ilmoittava virheilmoitus
tarkoittaa, ettd naytteitd pidettiin
huoneenldmméssd (15-25 °C) eristysajon
lopusta. Jos naytteitd pidettiin
huoneenladmmdssa alle 12 tuntia, genomisen
DNA:n laadun ei pitdisi olla muuttunut ja
genominen DNA voidaan kvantifioida. Jos
aika oli yli 12 tuntia, genomisen DNA:n
ndytteet ovat voineet pilaantua. Téssd
tapauksessa eristys on toistettava.
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e) Eluutiolevyn poistovirhe Ajon lopussa nakyviin toi tulla virheviesti,
jos eluutiolevy on poistettu tarkistamatta
asianmukaista toimintoa naytésta. Tama
voidaan korjata napsauttamalla asianmukaista
ruvtua.

JAK2-mutaation tilan arvioinnin yleinen kasittely ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjalla

Kopioiden kokonaismédra ei ole riittavé ja vastaava nayte on epékelpo: monistus on liian
vahdista

a) Tarkista Asso/Asso-suhde. Jos se on alle 1,7, tee uusi DNA:n eristys.

b) Tarkista DNA-pitoisuus. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarja on
optimoitu toimimaan tyéskentelypitoisuudella
10 ng/pl.

Jos DNA-pitoisuus ei ole t&mé pitoisuus,
laimenna tai eristd DNA uudelleen
kokoverestd.

Tarkista pipetit ja kalibroi ne uudelleen ennen

c) Jos molemmat parametrit taytyvat,
gPCR-vaiheen toistamista.

pipetointim&ardt voivat olla virheelliset.

Kontrollin ajo epé&onnistuu QS-standardilla

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
jarjestely. Korvaa kaikki kriittisen tarkedt
b)  K&antd ylésalaisin jakelun aikana reagenssit ja toista koe uusilla alikvooteilla.
Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja

ja tarvikkeita aina yleisesti hyvéksyttyjen

d) Standardin osittainen pilaantuminen kéyténtdjen mukaan, jotta

a) Pullon kaants ylésalaisin

c) Ristikontaminaatio

e) PCR-reagenssien osittainen siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.

pilaantuminen Sailyta sarjan sisalté -30...-15 °C:ssa ja
. ) suojaa reaktioseokset valolta.

f)  Epdspesifinen monistus o . L
Valta toistuvaa jaadytystd ja sulatusta.

Ei signaalia tai heikko signaali yhdestd standardista
Tarkista pipetointijarijestys ja reaktion

a) Homegeenisyysongelma
jarjestely.

b) Saman reaktioseoksen kayts WT

i MT QS:édin Suorita PCR-ajo uudelleen.
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Mallitomassa kontrollissa (No Template Control, NTC) havaitaan positiivinen monistuminen

a) Ristikontaminaatio
b) Reagenssin kontaminaatio

c) Liuskaputket ovat vaihtuneet keskenadn

(NTC-paikkaan on asetettu JAK2
V617F -positiivista mallia)

d) Koettimen pilaantuminen

Ei signaalia edes standardikontrolleissa

Pipetointivirhe tai reagensseja on
jadnyt pois

Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.

Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja ja
tarvikkeita aina yleisesti hyvéksyttyjen
kaytantdjen mukaan, jotta
siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
jarjestely.
Sailytd reaktioseokset suojattuna valolta.

Tarkista, nakyyké fluoresenssikayrdssa
virheellisesti positiivinen tulos.

Tarkista pipefointijariestys ja reaktion jdrjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

Puuttuva tai heikko siséisen kontrollin signaali néytteisté ja/tai kokonaiskopiomééra
(Total Copy Number, TCN) alittaa kelvollisuusalueen, mutta ajon kontrollit ovat kelvollisia

Riittdmattomastd puhdistuksesta
johtuvat ndytemateriaalin inhibitoriset
vaikutukset

Tarkista aina DNA:n laatu mittaamalla
A 260/ A 280 -suhde a pitoisuus ennen
aloittamista.

Toista DNA:n valmistelu.

Villityypin kontrolli (Wild-Type Control, WTC) on positiivinen, mutta mutanttikontrolli (Mutant

Control, MTC) ei ole tarpeeksi positiivinen

Siirtymiskontaminaatio

96

Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.
Toista koe kayttamalla kaikista reagensseista
uusia alikvootteja.

Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja

ja tarvikkeita aina yleisesti hyvéksyttyjen
kéytdntdjen mukaan, jotta
siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.

Varmista, ettd karjet vaihdetaan eri
reagenssien pipetoinnin valilla.
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Villityypin kontrolli (Wild-Type Control, WTC) monistettu MT-reaktioseoksella
(WT-reaktioseoksen sijaan) ja mutanttikontrolli (Mutant Control, MTC) monistettu
WT-reaktioseoksella (MT-reaktioseoksen sijaan)

a) Ristikontaminaatio
b) Reagenssin kontaminaatio

c) Putket sekoittuneet (WTC-putket
asetettu MTC-paikkaan ja toisin pdin)

Positiivisen kontrollin kadnteinen havainto
a) Ristikontaminaatio

b) Reaktioseokset putkissa tai
esiseoksessa ovat vaihtuneet
keskenddn.

Vaihda kaikki kriittisen tarkedt reagenssit.

Toista koe kayttamalla kaikista reagensseista
uusia alikvootteja.

Kasittele naytteitd, sarjan komponentteja
ja tarvikkeita aina yleisesti hyvéksyttyjen
kaytantdjen mukaan, jotta
siirtymiskontaminaatiota ei tapahtuisi.
Tarkista pipetointijdrijestys ja reaktion
jarjestely.

Korvaa kaikki kriittisen tarkeat reagenssit ja
toista koe uusilla alikvooteilla. Késittele
ndytteitd, sarjan komponentteja ja tarvikkeita
aina yleisesti hyvaksyttyjen kaytantdjen
mukaan, jotta siirfymiskontaminaatiota ei
tapahtuisi.

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
jarjestely.

Ei signaalia néytteestd tai kontrollista, edes sisdisesta kontrollista

a) Reaktioseosta tai jotakin sen osista
(esim. Tag-polymeraasi) ei ole lisatty

b) Reaktioseos on pilaantunut

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan kéyttdohje 07/2022

Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
jarjestely. Jos sis@ista kontrollia ei ole
monistettu, reaktioseosta ei lisatty tai se
on pilaantunut.

Toista gPCR-vaihe uudella reaktioseoksella.
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Symbolit

Kayttdohjeessa tai pakkauksessa ja etiketeissa kaytetddan seuraavia symboleita:

Selitys

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> reaktioon

wn

<‘~<

3

3

o

A =
Z
\"

Viimeinen kaytopdivamaard

Tama tuote taytad in vitro -diagnostisia laakinnallisia laitteita
koskevan eurooppalaisen saanndksen 2017/746 vaatimukset.

N I
m

V| Diagnostinen in vitro -ladkintalaite
Tuotenumero
LO ErGnumero

Materiaalinumero (ts. komponentin merkintd)

GTIN GTIN-numero

UDI Yksilsllinen laitetunniste
CONT Sisalts

COMP Komponentti

NUM Numero

~

n R tarkoittaa kayttdohjeiden versiota ja n on versionumero
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Symboli

Selitys

=l A

),
o

>

Lampéatilarajoitus

Valmistaja

Katso kaytdohijeet, jotka voi ladata osoitteesta
resources.qiagen.com/674623

Suojattava valolta

Huomio, lue oheisasiakirjat
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlto Tuotenro
ipsogen JAK2 RGQ PCR 24 reaktioon: villityypin JAK2-geenikontroll, 674623
Kit JAK2 V617F -kontrolligeeni, JAK2-villityypin

kvantifiointistandardit, JAK2-mutaation
kvantifiointistandardit, JAK2-villityypin
reaktioseos, JAK2-mutanttireaktioseos, Taq
DNA-polymeraasi, TE-puskuri laimennukseen,

vettd NTC:hen
Liittyvat tuotteet

Rotor-Gene Q MDx — IVD-validoituun real-time PCR -analyysiin kliinisessa
kaytossa

Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR -sykleri jo HRM-analysaattori, 9002032
5plex HRM Platform jossa on 5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen ja viininpunainen) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja varusteet:
sisaltaa 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, ei sis. asennusta ja

koulutusta
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR -sykleri ja HRM-analysaattori, 9002033
5plex HRM System jossa on 5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,

punainen ja viininpunainen) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja varusteet:
sisaltaa 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen
ja valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja
koulutuksen

Rotor-Gene Assay Ohijelmisto rutiinitestaukseen yhdessa 9024203
Manager 2.1 Software Rotor-Gene Q -laitteen kanssa

Rotor-Gene Assay Yksi ohjelmistolisenssi asennettavaksi yhdelle 9025620
Manager 2.1 License tietokoneelle
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Tuote Sisdlto Tuotenro
Loading Block Alumiininen levy manuaaliseen reaktion 9018901
72 x 0.1ml Tubes valmisteluun yksikanavaisella pipetilla

72 x 0,1 ml:n putkia
Strip Tubes and Caps, 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 981103
0.1ml (250) 1 000 reaktioon
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 981106
0.1ml (2500) 10 000 reaktioon
QlAamp DSP DNA 50 preparaatiota varten: QlAamp Mini Spin 61104
Blood Mini Kit Column -pydrityskolonniputket, puskureita,
reagensseja, putkia, VacConnectors
QIAsymphony DSP DNA 192 preparaattia, kukin 200 pl: Siséltaa 937236
Mini Kit 2 reagenssikasettia ja entsyymitelinettd
tarvikkeineen.
QIAsymphony SP and accessories
QIlAsymphony SP System  QIAsymphony-naytteenpreparointimoduuli: 9001751
sisaltaa asennuksen ja koulutuksen sekéd
1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalle
QlAsymphony SP QIAsymphony-naytteenpreparointimoduuli: 9001297
sisaltaa 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen
ja valmistusvirheiden varalle
Sample Prep Cartridges,  8-kuoppaiset ndytteenvalmistelukasetit, 997002
8-well (336) QIAsymphony SP:n kanssa kaytettavaksi
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers QIAsymphony SP:n kanssa 997004
kaytettavaksi
Filter-Tips, 200 pl, Qsym  Kertakdyttdiset suodatinkérjet, telineessd; 990332
SP (1024) (8 x 128). Kaytettaviksi QlAcube®- ja
QIAsymphony SP/AS -instrumenttien kanssa
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Tuote Sisdlto Tuotenro
Filter-Tips, 1500 pl, Kertakaytoiset suodatinkariet, telineessa; 997024
Qsym SP (1024) (8 x 128). Kaytettavaksi QlAsymphony SP/AS -

laitteiden kanssa
Elution Microtubes CL Ei-steriilit polypropyleeniputket 19588
(24 x 96) (enimmaiskapasiteetti 0,85 ml,
sailytyskapasiteetti véhemman kuin 0,7 ml,
eluutiokapasiteetti 0,4 ml); 2 304 kpl 96 kpl:n
telineissd; sisaltada korkkiliuskat
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7 000 yksikkéa/ml, livos) 19101
Buffer ATL (200 ml) 200 ml kudoslyysauspuskuria 19076
1000 preparaattiin
Katso  pdivitetyt lisenssitiedot ja  tuotekohtaiset  vastuuvapauslausekkeet  vastaavan

QIAGEN-sarjan kayttdoppaasta. QIAGEN-sarjojen kdyttdoppaat ovat saatavilla osoitteesta

www.qiagen.com, fai niitd voi tiedustella QIAGENin teknisestd palvelusta tai paikalliselta

jalleenmyyjalta.
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Versio Kuvaus

R1, Heinakuu 2022 Ensimmdinen versio
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi.
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ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit -sarjan rajoitettu lisenssisopimus

Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1.

Bl S

Tuotetta saa kéytad ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja téman kéyttohjeen mukaisesti seké ainoastaan paneelin sisltémien osien kanssa.
QIAGEN ei mydnné immateriaaliomaisuutensa lisenssid tarkoitukseen kéyttdd tai liittd témén paneelin sisaltémié osia muiden osien kanssa, jotka eivét sisélly téhén
paneeliin lukuun oftamatta osia, jotka kuvataan tuotteen mukana toimitetuissa protokollissa, téssa kéyttéohjeessa ja muissa protokollissa, jotka ovat saatavana
osoitteessa www.giagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kayttdjien toisille QIAGEN-kayttdijille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseisté
materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eikd takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

Muutoin kuin selvésti ilmoitettujen lisenssien osalta QIAGEN ei takaa, efté témé paneeli ja/tai sen kéyttdja(t) ei (eivét) loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

Tamé paneeli ja sen osat on lisensoitu kertakéyttéén, ja niiden kayttd, kunnc inen tai yynti ovat kiellettyja.

QIAGEN kiistéd nimenomaisesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole téssd nimenomaisesti ilmoitettu.

Paneelin ostaja tai kéyttdjé suostuu siihen, ettei hén suorita tai anna muiden suorm‘aa ro\menpneltcl |orkc| volslvar johtaa edelld mainittuihin kiellettyihin tapahtumiin
tai edesauttaa niiden syntymistd. QIAGEN saattaa vedota t&mén rajoitetun li i kieltoihin istui QIAGEN perii kaikki tutkinta- ja oikeuskulut
asianajajan palkkiot mukaan lukien, jotka aiheutuvat téman rajoitetun hsenss\soplmuksen tai sen henkisté omaisuutta koskevien oikeuksien toimeenpanemisesta
paneelin ja/tai sen osien osalta.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

Tavaramerkit: QIAGEN®, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTag®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo

Fisher Scientific Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co). Téssé asiakirjassa mainittuja rekisterdi

nimi&, tavaramerkkejé jne. on pidettévé lain suojaamina, vaikkei niité

olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

07/2022 HB-2872-001 1123592 © 2022 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetadn.
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