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QIAGEN urcéuje standardy:

M v purifikaci DNA, RNA a protein(

B v analyzach nukleovych kyselin a proteina

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

NaSi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledkl a technickych
uspéchu. Vice informaci naleznete na www.qgiagen.com.
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Pouziti
Sada ipsogen JAK2 MutaQuant je kvantitativnim testem in vitro pro detekci a
kvantifikaci alely JAK2 V617F/G1849T v genomické DNA extrahované z

periferni krve subjektl, u nichz je podezfeni na myeloproliferativni neoplasmus
(MPN).

Absence mutace JAK2 V617F/G1849T nevyluCuje pfitomnost jinych mutaci
JAK2. Test mlze vykazovat faleSné negativni vysledky v pfipadé dodatec¢nych
mutaci umisténych v nukleotidech 88504 az 88622 (1).

Poznamka: Sada by se méla pouzit podle pokynu uvedenych v této pfirucce v
kombinaci s validovanymi reagenciemi a pfistroji. Jakékoliv pouziti tohoto
vyrobku mimo schvalené indikace a/nebo Uprava komponent zneplatni
zavazky QIAGEN.

Souhrn a vysvétleni

V roce 2005 (2-5) bylo zjisténo, Ze rekurentni somaticka mutace, V617F,
postihuje gen Janusovy tyrozinkinazy 2 (JAK2), coz zpuUsobilo velky pralom v
chapani, klasifikace a diagn6ze myeloproliferativnich neoplasmat (MPN).
JAK2 je zasadné dulezita intracelularni signalni molekula pro fadu cytokinu
vCetné erytropoetinu.

Mutace JAK2 V617F je detekovana u > 95 % pacientu s pravou polycytémii
(PV), 50-60 % pacientl s esencialni trombocytémii (ET) a u 50 % pacientl s
primarni myelofibrozou (PMF). JAK2 V617F byla rovnéz detekovana v
nékterych vzacnych pfipadech chronické myelomonocytické leukémie,
myelodysplastického syndromu, systémové mastocytdzy a chronické
neutrofilni leukémie, ale v 0 % pfipadd u CML (6).

Mutace odpovida zméné samostatného nukleotidu v pfipadé nukleotidu JAK2
1849 v exonu 14, coz ma za nasledek jedineCnou substituci fenylalaninum (F)
valinem (V) na pozici 617 proteinu (doména JH2). Zpusobuje to konstitutivni
aktivaci JAK2, hematopoetické transformace in vitro a rdstu erytropoetin
independentni erytroidni kolonie (EEC) u vSech pacientt s PV a velkym
podilem ET a pacientd PMF (7). JAK2 V617F pfedstavuje kliCovy hnaci faktor
transformace hematopoetickych bunék v MPN, ale pfesné patologické
mechanismy, se stejnou jedine¢nou mutaci, vedouci k takovym odliSnym
klinickym a biologickym entitam nebyly dosud pIné objasnény.

Tradi¢né byla diagnéza MPN zaloZena na Klinickych kritériich, histologii kostni
dfené a cytogenetickych kritériich. Objev molekularniho markeru specifického
pro onemocnéni vedl jak ke zjednoduSeni procesu, tak ke zvySené
diagnostické presnosti. Detekce mutace JAK2 V617F je nyni soucasti
referennich kritérii WHO 2008 pro diagnézu MPN BCR-ABL negativni
(tabulka 1) a pfitomnost této mutace je hlavnim kritériem pro diagnostické
potvrzeni.
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Tabulka 1. Kritéria WHO pro diagn6zu MPN (upraveno z odkazu 8)

Kritéria pro diagnézu pravé polycytémie (PV)

Velkd 1. Hemoglobin (Hgb) >18,5 g.dlI* (muzi) nebo >16,5 g.dl’* (Zeny)
nebo
Hgb nebo hematokrit (Hct) >99. percentil referencniho rozsahu pro
vék, pohlavi ¢i nadmorskou vysSku mista bydlisté nebo
Hgb >17 g.dI* (muzi) nebo >15 g.dI! (zeny), pokud je to spojeno s
trvalym zvySenim 22 g.dI' vaéi vychozimu stavu, které nelze pripsat
na vrub korekci deficience zeleza nebo
zvySena hmotnost Cervenych krvinek > 25 % nad pramérnou
normalni predikovanou hodnotu

| 2. Pritomnost JAK2V617F nebo podobné mutace |

Malé 1. Trilinearni myeloproliferace kostni dfené
2. Subnormalni hladina erytropoetinu v séru
3. Rust endogenni erytroidni kolonie (EEC)

Kritéria pro diagn6zu esencialni trombocytémie (ET)

Velkd 1. Pocet destiCek 2450 x 10° |
2. Proliferace megakaryocytu s velkou a zralou morfologii.
Z&dna nebo mala granulocytova nebo erytroidni proliferace
3. Nesplnéni kritérii WHO pro chronickou myeloidni leukémii (CML),
PV, primarni myelofibrézu (PMF), myelodysplastického syndromu

4. Prokazani JAK2V617F nebo jiného klonalniho markeru nebo

Neexistence dlkazu reaktivni trombocytézy

Malé -

Kritéria pro diagnozu primarni myelofibrézy (PMF)

Velka 1. Proliferace megakaryocytl a atypie doprovazena bud
retikulinovou a/nebo kolagenovou fibrozou nebo
za nepfitomnosti retikulinové fibrozy musi byt zmény megakaryocytu
doprovazeny zvysenou celularitou dfené, granulocytickou proliferaci
a Casto sniZenou erytropoézou (tj. prefibroticka PMF)
2. Nesplnéni kritérii WHO pro (CML), PV, MDS nebo jiného
myeloidniho neoplasmu

[ 3. Prokazani JAK2V617F nebo jiného klonalniho markeru nebo ]

Neexistence dlkazu reaktivni fibrozy kostni dfené

Malé 1. Leukoerytroblast6za

2. ZvySend sérova laktatova dehydrogenaza (LDH)

3. Anémie

4. Zjevnéa splenomegalie

Nedavno navrhli mezinarodni experti kritéria pro terapeuticka hodnoceni u PV
a ET. Na zakladé dat o aloimplantatu, alfa interferonu nebo hydroxymocoviné
byla za¢lenéna kvantifikace JAK2V617F jako potencialné uzite€ného nastroje
pro sledovani Ié€ebné odezvy (9). U odezvy na néktera nova IéCiva cilena

proti JAK2 v klinickém vyvoj byl pozorovan pokles zatéze JAK2 V617F (10).
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Princip metody

Pro kvantitativni stanoveni podilu polymorfismu jednoho nukleotidu (SNP) ve
vzorcich DNA bylo navrzeno nékolik odliSnych technik. Z nich se dava
prednost metodam zalozenym na kvantitativni retézové reakci polymerazy v
realném Case (QPCR), protoZze jejich vySsi citlivost umoznuje sledovat zatéz
alely longitudinalné. Mnohé z téchto technik maji stfedni citlivost 1-10 %,
napriklad TagMan® alelova diskriminace, Pyrosequencing®, analyza kfivky tani
a pfimé sekvencovani. Nékteré z nich, jako je kfivka tani a sekvencovani, jsou
semikvantitativni, zatimco ostatni, jako je Pyrosequencing, vyZaduiji
zpracovani po PCR nebo vyzaduji instrumentaci, ktera neni snadno dostupna
nebo ma prohibitivné vysoké zfizovaci naklady pro rutinni laboratorni
testovani. Vysoce citlivy pfistup o citlivosti < 0,1 % vyZaduje pouziti SNP
specifického primeéru, ktery povoluje selektivni amplifikaci mutantu nebo alely
Sirokého typu, kterou Ize snadno detekovat na pfistroji gPCR v realném Case.
Sada ipsogen JAK2 MutaQuant je na této technice zaloZzena.

Pouziti gPCR umoznuje pfesnou kvantifikaci vyrobki PCR béhem
exponencialni faze procesu amplifikace PCR. Kvantitativni tdaje PCR Ize
ziskat rychle bez zpracovani po PCR detekci fluorescenénich signala v
realném Case béhem a/nebo po cyklovani PCR, ¢imz se drasticky snizuje
riziko kontaminace vyrobku PCR. V soucasnosti jsou k dispozici 3 hlavni typy
technik gqPCR: analyza qPCR pomoci barviva SYBR® Green |, analyza gPCR
pouZzivajici hydrolyzaéni sondy a analyza qPCR pomoci hybridiza¢nich sond.

Tato analyza vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého barviva
gPCR. Béhem PCR dopfedné a zpétné priméry hybridizuji do specifické
sekvence. Ve stejné smeési je obsazen oligonukleotid dvojitého barviva. Tato
sonda, ktera se sklada z oligonukleotidu oznaceného barvivem &'
oznamovatele a za danym mistem barvivem 3' zhaSeci latky, hybridizuje do
cilové sekvence v ramci vyrobku PCR. Analyza gPCR se hydrolyza¢nimi
sondami vyuziva aktivitu exonukleazy 5'->3' polymeradzy DNA Thermus
aquaticus (Taq). Kdyz je sonda nedot€ena, blizkost paliva oznamovatele u
barviva zhaseci latky zpusobuje potlaceni fluorescenci oznamovatele primarné
pfevodem energie Forsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zajmovy cil, sonda specificky Ziha mezi
dopfednymi a zpétnymi misty priméru. Aktivita exonukleazy 5'->3' polymerazy
DNA Stépi sondu mezi oznamovatele a zhaseci latku pouze v pfipadé€, kdyz
sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sody jsou poté z cile vytlaCeny a
polymerizace vlakna pokracuje. Konec sondy 3' je blokovan, aby se zabranilo
extenzi sondy béhem PCR (obrazek 1). Tento proces nastane v kazdém cyklu
a nebude naruSen exponencialni akumulaci produktu.

Zvyseni fluorescencéniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, Ze bude
cilova sekvence komplementarni se sondou, a tim bude béhem PCR
amplifikovana. Kvuli témto pozadavkim se nedetekuje nespecifickou
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amplifikaci. Tak je zvySeni fluorescence pfimo umérné cilové amplifikaci
béhem PCR.
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Obrazek 1. Princip reakce.

Kvantitativni technologie PCR specificky podle alely pouzita v této analytické
sadé umoznuije citlivou, pfesnou a vysoce reprodukovatelnou detekci SNP.
Tato technika je zaloZzena na pouziti specifickych dopfednych priméru pro
divoky typ a alelu V617F (11). Pouze dokonalad shoda mezi DNA priméru a cile
umozniuje extenzi a amplifikaci PCR (obrazek 2).
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Obrazek 2. PCR specificky podle alely. Pouziti smési priméra divokého typu nebo V617F a

sondy umozriuje specifickou detekci alely divokého typu nebo mutované alely ve dvou
samostatnych reakcich provadénych pomoci stejného vzorku. Vysledky je mozné vyjadrit
jako procentudlni podil kopii VF mezi celkovymi kopiemi JAK2.
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Dodavané materialy

Obsah sady
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)
Katalogové €. 673522 673523
Podéet reakci 12 24
V617F positive control (Pozitivni
kontrola V617F) PC-VF-JAK2 40 ul 60 ul
(100% V617F allele) [100 % alela PC-VF-JAK2 Mini H H
V617F]
V617F negative control (Negativni
kontrola V617F) NC-VF-JAK2 40 Ul 60 ul
(100% wild-type allele) [100 % alela NC-VF-JAK2 Mini H g
divokého typul]
M1-VF Standard Dilution, 50 copies
(M1-VF standardni fedéni, 50 kopif) M1-VF 20 U 30 ul
(5 x 101 V617F copies/5 ul) [5 x 101 M1-VF Mini H H
V617F kopie/5 pl]
M2-VF Standard Dilution, 500 copies
(M2-VF standardni fedé&ni, 500 kopii) (5 M2-VF 20 U 30 ul
x 102 V617F copies/5 ) [5 x 102 M2-VF Mini H -
V617F kopie/5 pl]
M3-VF Standard Dilution, 5000 copies
(M3-VF standardni fedéni, 5 000 kopii) M3-VF 20 ul 30 ul
(5 x 103 V617F copies/5 ul) [5 x 103 M3-VF Mini H H
V617F kopie/5 pl]
M4-VF Standard Dilution, 50,000 copies
(M4-VF standardni fedéni, 50 000 kopii) M4-VE 20 U 30 ul
(5 x 104 V617F copies/5 ) [5 x 104 M4-VF Mini H -
V617F kopie/5 pl]
WT-1 Standard Dilution, 50 copies (WT-
1 standardni fedéni, 50 kopii) WT-1 20 U 30 ul
(5 x 101 wild-type copies/5 pl) [5 x 101 WT-1 Mini H H
kopie divokého typu/5 pl]
WT-2 Standard Dilution, 500 copies
(WT-2 standardni fedéni, 500 kopif) WT-2 20 Ul 30 ul
(5 x 102 wild-type copies/5 ) [5 x 102 WT-2 Mini - -

kopie divokého typu/5 pl]
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ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)

Katalogové €. 673522 673523

Pocet reakci 12 24

WT-3 Standard Dilution, 5000 copies WT-3

(WT-3 standardni fedéni, 5 000 kopii) (5 WT-3 Mini 20 U 30 Ul

x 103 wild-type copies/5 pl) [5 x 103 H H

kopie divokého typu/5 pl]

WT-4 Standard Dilution, 50,000 copies WT-4

(WT-4 standardni fedéni, 50 000 kopii) WT-4 Mini 20 ul 30 ul

(5 x 104 wild-type copies/5 pl) [5 x 104 H H

kopie divokého typu/5 pl]

Primers and Probe Mix JAK2 WT* PPM-JAKZ WT 25x

(Smés primért a sondy JAK2 WT*) PPM'JA2K§XWT Mini 52 %5 ul
PPM-JAK2 V617F 2

Primers and Probe Mix JAK2 V617Ft PPI\iI AK26V 17F5X 52 Ul 95

(Smés priméra a sondy JAK2 V617Ft) SLARZ W H H

Mini 25x
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit Handbook (angli¢tina) 1 1

* Smés specifickych zpétnych a dopfednych priméru pro kontrolni gen JAK2 divokého typu
plus specificka sonda FAM™-TAMRA™,
T Smés specifickych zpétnych a dopfednych primér pro mutaci JAK2 V617F plus specificka

sonda FAM-TAMRA.

Poznamka: Standardni fedéni a
vortexujte a kratce odstredujte.

priméry a smeési sond pfed pouzitim

Pozadované materialy, které nejsou soucasti

dodavky

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpeénostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie
B Voda pro PCR bez nukleazy

B Pufr a polymerdza DNA Taq: Validované reagencie jsou TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher
Scientific, katalogové Cislo 4304437) a LightCycler TagMan Master
(Master Mix PCR 5x) (Roche, katalogové Cislo 04535286001) nebo
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LightCycler FastStart DNA Master”-YS HybProbe® (Master Mix 5x)
(Roche, katalogoveé Cislo 03515567001)

Spotrebni dily

M Sterilni pipetovaci Spi¢ky PCR odolné proti aerosolu neobsahujici nukleazu
s hydrofobnimi filtry

B 0,5ml nebo 1,5ml zkumavky PCR neobsahujici nukleazu
M Led

Vybaveni
B Mikrolitrova pipeta* vyélenéna pro PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Stolni centrifuga® s rotorem pro 0,5ml/1,5ml reakéni zkumavky a
mikrodesky (schopna dosahnout 13.000-14.000 ot/min)

M Pristroj PCR pracuijici v realném ¢ase:* Systém Rotor-Gene Q 5plex
HRM® nebo jiny systém Rotor-Gene; LightCycler 1.2 nebo 480; ABI
PRISM 7900HT SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System a
s tim spojeny specificky material

B Biofotometr

* Ujistéte se, Ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Varovani a bezpeénostni opatreni
Pro diagnostické pouZziti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpecnostnich listech (BL). Bezpec€nostni listy jsou k dispozici online v
pohodIiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.qgiagen.com/safety, kde muzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich pfedpisu.

VSeobecna bezpeénostni opatreni

Pouziti testd gPCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi v€etné udrzby
zarizeni, ktera jsou vyClenéna pro molekularni biologii, a je ve shodé s
platnymi predpisy a pfisluSnymi standardy.

Tato sada je urCena pro diagnostické pouZiti in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané s touto sadou byly validovany pro optimalni chovani. DalSi fedéni
reagencii nebo pozménéni inkubacnich ¢asl a teplot maze vést k chybnym
nebo rozpornym udajiim. Reagencie PPM-WT a PPM-VF se mohou zménit,
pokud budou vystaveny pusobeni svétla. VSechny reagencie byly specificky
vytvofeny pro pouziti s timto testem. Pro optimalni chovani testu by se nemély
provadét zadné nahrady.

Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedoSlo k nasledujicimu:

B Kontaminace DNazou, ktera by mohla zpUsobit degradaci templatové
DNA

B Prenosova kontaminace DNA nebo PCR s naslednym faleSné pozitivnim
signalem

Proto doporuCujeme nasleduijici.

B Pouzijte laboratorni vybaveni zbavené nukleazy (napf. pipety, pipetovaci
Spicky, reakcni lahviCky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené
rukavice.

B Pouzijte Cerstvé pipetovaci Spicky odolné vici aerosolu pro vSechny
pipetovaci kroky, aby se zabranilo zkfizené kontaminaci vzorku a
reagencii.

M Pripravte hlavni smés pfed PCR s vyClenénymi materialy (pipety, Spi¢ky
atd.) ve vyhrazeném misté, kam nebyly zavleCeny Zadné matrice DNA
(DNA, plazmidy nebo produkty PCR). Dejte templat do samostatné zény
(nejlépe do samostatné mistnosti) se specifickym materialem (pipety,
Spicky atd.).
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Uchovavani a nakladani s reagenciemi
Sady se dodavaji na suchém ledu a po doruc€eni se musi uskladnit pfi
teplotach od -15°C do -30°C.

B Minimalizujte expozici primért a smési sond (zkumavky PPM-WT a PPM-
VF) pusobeni svétla.

B Pred otevienim zkumavky jemné smichejte a centrifuguijte.
B Ulozte vSechny soucasti sady do puvodnich obald.

Tyto podminky uchovavani plati jak pro oteviené, tak neoteviené komponenty.
Komponenty uchovavané za jinych podminek, nez jsou uvedeny a Stitcich,
nemusi fadné fungovat a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozbora.

Data pouzitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyznacCena na Stitcich
individualnich komponent. Za spravnych podminek uchovavani si produkt
uchova vlastnosti az do data pouZitelnosti vytisténého na Stitku.

Neexistuji zadné ziejmé pfiznaky, které by upozorfiovaly na nestabilitu tohoto
produktu. Pozitivni a negativni kontroly by se u neznamych vzorkd mély
provadét soucasné.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Postup

Priprava vzorku DNA

Je zapotrebi ziskat genomickou DNA bud' z celé krve, Cisténych perifernich
krevnich lymfocytu celé krve, polynuklearnich bunék nebo granulocytd. Pro
srovnatelné vysledky se doporucuje, aby se pouzila stejna bunécéna frakce a
metoda extrakce DNA. Extrakci DNA Ize provést pomoci domaci vyvinuté
metody nebo komeréné dostupné sady.

Mnozstvi DNA by se mélo stanovit méfenim optické hustoty (OD) vzorku pfi
260 nm a kvalitu DNA |ze stanovit bud spektrofotometrii, nebo gelovou*
elektroforézou.

B Pomér OD260/OD2go by mél byt 1,7-1,9 a menSi poméry nez tyto mohou
znamenat kontaminaci proteinem nebo pfitomnost organickych chemikalii.

B Elektroforézni analyza na 0,8-1,0 % agarovém gelu* by méla dovolit
vizualizaci izolované DNA jakoZto samostatného pasu pfiblizné 20 kb
(slaby stér poskytne pfijatelné vysledky).

Vyslednou DNA bude nutné nafedit na koncentraci 5 ng/ul v 1x TE pufru* pfi
pH 8,0 a poté ulozena pfi +4 az +8°C po 1 tyden nebo -20°C, pokud se
pozaduje delSi doba uchovavani.

Reakce gPCR se optimalizuje pro vzorky DNA obsahujici 25 ng Cisténé
genomické DNA.

* PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle. Dalsi informace jsou uvedeny v pfislusnych bezpecénostnich listech (BL),
které Ize ziskat od dodavatele produktu.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: qPCR na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM nebo Rotor-Gene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym
rotorem

Pfi pouziti tohoto pristroje doporucujeme provadét vSechna méfeni dvojmo,
jak je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2. Pocet reakci pro pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym
rotorem

Vzorky Reakce
S priméry JAK2 V617F a smés sond (PPM-VF)

8 reakci, kazda jednotliva

SIEBERES 4 W testovana dvojmo
n vzorki DNA n x 2 reakci

4 reakce: pozitivni kontrola (PC-
2 kontroly DNA VF) a negativni kontrola (NC-VF),
kazda jednotlivé testovana dvojmo

Kontrola vody 2 reakce
S priméry JAK2 divokého typu a smés sond (PPM-WT)

8 reakci, kazda jednotliva

4 standardy divokého typu testovana dvojmo
n vzorkl DNA n x 2 reakci

4 reakce: PC-VF a NC-VF, kazda

2 kontroly DNA jednotliva testovana dvojmo

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorku na pristrojich Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym
rotorem

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorki DNA pomoci reakéni sady 24
(katalogové Cislo 673523) a nejméné 6 vzorkl DNA pomoci reakéni sady 12
(katalogové Cislo 673522) ve stejném experimentu pro optimalizaci pouziti
standardd, primért a smési sond.
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Obrazek 3. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen 24
sample JAK2 MutaQuant. PC-VF: Pozitivni kontrola 617F; NC-VF: Negativni kontrola
V617F; M-VF: Standardy V617F; M-WT: standardy divokého typu; S: Vzorek DNA; H2O:
kontrola vody.

Poznamka: Dbejte vzdy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do
polohy 1. Jinak béhem kalibracniho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou
pofizena nespravna fluorescenéni data.

VSechny ostatni pozice zaplnte prazdnymi zkumavkami.

Pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem
Poznamka: V8echny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poc¢tu zpracovavanych
vzorkd.

VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.
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Tabulka 3 a 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 ul.
Premix Ize pfipravit podle poCtu reakci pomoci stejného priméru a smeési
sond (bud PPM-VF, nebo PPM-WT). Zahrnuty jsou objemy navic pro

kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 3. Priprava smési qPCR

Premix V617F

30 + 1 reakci Koneéna
Komponenta 1 reakce (ul) (ul) koncentrace
Master mix TagMan
Universal PCR, 2x 12,5 387,5 Ix
Priméry a smés
sond, PPM-VF 1,0 31 1x
25x
Voda pro PCR bez 6.5 2015 _
nukleazy
Vzorek (bude pfidan .
v kroku 4) 5,0 5 kazdy —
Celkovy objem 25,0 25 kazdy -
Tabulka 4. Priprava smési qPCR
Premix WT
30 + 1 reakci Koneéna
Komponenta 1 reakce (ul) (ul) koncentrace
Master mix TagMan
Universal PCR, 2x 12,5 387.,5 Ix
Priméry a smés
sond, PPM-WT 1,0 31 1x
25x
Voda pro PCR bez 6.5 2015 _
nukleazy
Vzorek (bude pfidan .
v kroku 4) 5,0 5 kazdy —
Celkovy objem 25,0 25 kazdy -

Pfirucka pro sadu ipsogen JAK2 MutaQuant 08/2016
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3. Davkujte 20 pl premixy gPCR (VF nebo WT) na zkumavku.

4. Pridejte 5 pl materialu, ktery se ma kvantifikovat (25 ng vzorku
genomické DNA nebo kontroly), do prislusné zkumavky (celkovy
objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

Zkumavky vlozte do tepelného cyklovaée podle doporuéeni vyrobce.

7. Naprogramujte pristroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych
cyklu, jak jsou uvedeny v tabuice 5.

o

Tabulka 5. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Drzet Teplota: 50 stupnil
Cas: 2 minuty

Drzet 2 Teplota: 95°C
Cas: 10 minuty

Cyklovani 50 krat

95°C po 15 sekund

62°C po 1 minutu se snimanim fluorescence FAM
v kanalu Zelena: Jednotlivy

8. U pristroju Rotor-Gene Q vyberte pro analyzu "Slope Correct”
(Spravny sklon). Doporucujeme nastavit prahovou hodnotu na 0,03.
Spustte program tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabuice 5.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a pfristroj
LightCycler 480

Pfi pouziti zafizeni QPCR s deskou 0 96 jamkach doporu€ujeme provadét
v8echna méfeni dvojmo, jak je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6. Po€et reakci pfi vyuziti zafizeni qPCR s deskou o0 96 jamkach

Vzorky Reakce
S priméry JAK2 V617F a smés sond (PPM-VF)

8 reakci, kazda jednotliva

Standardy 4 M-VF testovana dvojmo

n vzorkd DNA n x 2 reakci

2 kontroly DNA 4 reak(_:ei PC-VFIa NC-V_F, kazda
jednotliva testovana dvojmo

Kontrola vody 2 reakce

S priméry JAK2 divokého typu a smés sond (PPM-WT)

8 reakci, kazda jednotliva

4 standardy divokého typu testovana dvojmo
n vzorkl DNA n x 2 reakci

4 reakce: PC-VF a NC-VF, kazda

2 kontroly DNA jednotliva testovana dvojmo

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorku na qPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a pristroji LightCycler 480

Doporucujeme testovani 8 vzorki DNA pomoci reakéni sady 24 (katalogové
Cislo 673523) a nejméné 6 vzorkl DNA pomoci reakéni sady 12 (katalogové
Cislo 673522) ve stejném experimentu pro optimalizaci pouziti standard,
primért a smési sond.

Schéma desky na obrazku 4 pfedstavuje priklad takového experimentu
vyuZzivajiciho reakéni sadu 24 (katalogové Cislo 673523) a obrazek 5 ukazuje
priklad takového experimentu vyuZivajiciho reakéni sadu 12 (katalogové €islo
673522).
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Obrazek 4. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment pouzivajici reakéni
sadu 24 (katalogové Cislo 673523). PC-VF: Pozitivni kontrola 617F; NC-VF: Negativni
kontrola V617F; M-VF: Standardy V617F; M-WT: standardy divokého typu; S: Vzorek DNA,;

H20: kontrola vody
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Obrazek 5. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment pouzivajici reakéni
sadu 12 (katalogové €islo 673522). PC-VF: Pozitivni kontrola 617F; NC-VF: Negativni
kontrola V617F; M-VF: Standardy V617F; M-WT: standardy divokého typu; S: Vzorek DNA;

H20: kontrola vody
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gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System a pristroj LightCycler 480

Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poc¢tu zpracovavanych vzorku.
VSechny koncentrace plati pro konecny objem reakce.
Tabulka 7 a 8 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejného priméru a smési

sond (bud PPM-VF, nebo PPM-WT). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 7. Priprava smési qPCR

Premix V617F
1 26 +1 30+1
reakce  reakei reakci Koneéna

Komponenta (ul) (ul) (ul) koncentrace
Master mix
TagMan
Universal PCR, 12,5 337,5 387,5 1x
2X
Priméry a smés
sond, PPM-VF 1,0 27 31 1x
25x
voda pro PCR 6,5 175,5 201,5 -
bez nukleazy
Vzorek (bude . o
ofidan v kroku 4) >0 Skazdy 9 Gy -
Celkovy objem 25,0 25 kazdy 25 kazdy -
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Tabulka 8. Priprava smési qPCR

Premix WT
1 26 +1 30+1
reakce reakci reakci Koneéna

Komponenta (ulh) (ulh) (ulh) koncentrace
Master mix
TagMan
Universal PCR, 12,5 337,5 387,5 1x
2X
Priméry a smés
sond, PPM- 1,0 27 31 1x
WT25x
voda pro PCR 6,5 175,5 201,5 _
bez nukleadzy
Vzorek (bude . 1 . 1
pfidan v kroku 4) 5.0 9 Gy 9 Gy -
Celkovy objem 25,0 25 kazdy 25 kazdy -

3. Davkujte 20 pl premixu gPCR (VF nebo WT) na jamku.

4. Pridejte 5 yl materialu, ktery se ma kvantifikovat (25 ng vzorku
genomické DNA nebo kontroly), do prislusné jamky(celkovy objem
25 ).

Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

Uzavrete desku a kratce odstred’'ujte (300 x g, priblizné 10 sekund).
Desku viozte do tepelného cyklovaée podle doporuéeni vyrobce.
Naprogramujte tepelny cyklova¢ pomoci programu tepelného cyklu a
nastavte pristroj na snimani dualni oznacéené fluorescenéni sondy
FAM, jak je uvedeno v tabulce 9 pro ABI PRISM 7900HT SDS a Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System nebo v tabulce 10 pro
pristroj LightCycler 480.

© NOo O

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 9. Teplotni profil pro ABI PRISM 7900HT SDS a systém Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR

Rezim analyzy Standardni kfivka - absolutni kvantifikace
Drzet Teplota: 50°C

Cas: 2 minuty
Drzet 2 Teplota: 95°C

Cas: 10 minuty
Cyklovani 50krat
95°C po 15 sekund

63°C po 1 minutu 30 sekund se snimkovanim
fluorescence FAM; zhasSeci latka;: TAMRA

Tabulka 10. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 480

Rezim analyzy Absolutni kvantifikace ("Abs Quant”)

Detekéni formaty Vyberte "Simple Probe" (Samostatna sonda) v
okné Detekéni formaty

Drzet Teplota: 50°C
Cas: 2 minuty

Drzet 2 Teplota: 95°C

Cas: 10 minuty
Cyklovani 50 krat
95°C po 15 sekund

63°C po 1 minutu a 30 sekund se snimanim
fluorescence FAM odpovidajici (483-533 nm) pro
LC verzi 01 a (465-510 nm) pro LC verzi 02

9. U systému ABI PRISM 7900HT a Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System postupujte podle kroku 9a. U pristroje LightCycler 480
postupujte podle kroku 9b.

9a. ABI PRISM 7900HT SDS a systém Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR: Doporuc¢ujeme nastaveni prahové hodnoty na 0,1. Spust’te
program cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 9.
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9b. LightCycler 480: Doporuc¢ujeme rezim analyzy Bod vhodnosti s
pozadim na 2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Spust’te program tepelného
cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 10.
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Protokol: qPCR na pristroji LightCycler 1.2

PFi pouziti kapilarnich pfistrojli doporuc¢ujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly
pouze jednou, jak je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11. Pocet reakci pro pristroj LightCcler 1.2

Vzorky Reakce

S priméry JAK2 V617F a smés sond (PPM-VF)

Standardy 4 M-VF 4 reakce, kazda testovana jednou
n vzorkd DNA n x 2 reakci

2 reakce: PC-VF a NC-VF, kazda

2 kontroly DNA testovana jednou

Kontrola vody 1 reakce

S priméry JAK2 divokého typu a smés sond (PPM-WT)

4 standardy divokého typu 4 reakce, kazda testovana jednou

n vzorki DNA n x 2 reakci

2 kontroly DNA 2 reakge: I?C-VF a NC-VF, kazda
testovana jednou

Kontrola vody 1 reakce

Zpracovani vzorku na pfristroji LightCycler 1.2

Doporucujeme testovani 4 vzorki DNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouziti standardl a primérd a smési sond. Kapilarni schéma na
obrazku 6 ukazuje pfiklad experimentu.

Pfirucka pro sadu ipsogen JAK2 MutaQuant 08/2016 25



Obrazek 6. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen
JAK2 MutaQuant. PC-VF: Pozitivni kontrola 617F; NC-VF: Negativni kontrola V617F; M-
VF: Standardy V617F; M-WT: standardy divokého typu; S: Vzorek DNA; H.O: kontrola vody.

gPCR na pristroji LightCycler 1.2

Poznamka: Kvuli konkrétnim technologickym poZadavkl se musi experimenty
s pristrojem LightCycler provadét pfi pouziti specifickych reagencii.
Doporuéujeme pouzivat LightCycler FastStart DNA Master-YS HybProbe a
dodrzovat pokyny vyrobce pro pfipravu Master Mix 5x.

Poznamka: V8echny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poc¢tu zpracovavanych vzorku.
VSechny koncentrace plati pro konecny objem reakce.
Tabulka 12 a 13 popisuje pipetovaci schéma pro pripravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni konecného reakcniho objemu 20 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejného priméru a smési

sond (bud PPM-VF, nebo PPM-WT). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

26 Pfiru¢ka pro sadu ipsogen JAK2 MutaQuant 08/2016



Tabulka 12. Priprava smési qPCR

Premix V617F

15 + 1 reakci Koneéna
Komponenta 1 reakce (ul) (ul) koncentrace
Cerstvé pfipravena
master mix
LightCycler
FastStart DNA 4.0 64,0 1x
MasterftUs
HybProbe Mix, 5x
Priméry a smés
sond, PPM-VF 0,8 12,8 1x
25x
Voda pro PCR bez 10,2 163.2 B
nukleazy
Vzorek (bude pfidan o
v kroku 4) R ? [y B
Celkovy objem 20,0 20 kazdy —

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 13. Priprava smési qPCR

Premix WT

15 + 1 reakci Koneéna
Komponenta 1 reakce (ul) (ulh) koncentrace
Cerstvé pfipravena
master mix
LightCycler
FastStart DNA 4.0 64,0 1x
MasterftUs
HybProbe Mix, 5x
Priméry a smés
sond, PPM-WT 0,8 12,8 1x
25x
Voda pro PCR bez 10,2 163.2 B
nukleazy
Vzorek (bude pfidan o
v kroku 4) R ? [y B
Celkovy objem 20,0 20 kazdy —

3. Déavkujte 15 pl premixu qPCR (VF nebo WT) na kapilaru.

4. Pridejte 5 yl materialu, ktery se ma kvantifikovat (25 ng vzorku
genomické DNA nebo kontroly), do pfislusné zkumavky (celkovy
objem 20 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

6. Umistéte kapilary do adaptéri dodavanych s pristrojem, kratce
odstred’ujte (700 x g, priblizné 10 sekund).

7. Kapilary viozte do tepelného cyklovace podle doporuéeni vyrobce.

8. Naprogramujte pristroj LightCycler 1.2 pomoci programu tepelnych
cykld, jak jsou uvedeny v tabulce 14.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 14. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Drzet 1 Teplota: 55°C
Cas: 2 minuty
Narust: 20
Drzet 2 Teplota: 95°C
Cas: 10 minuty
Narast: 20
Cyklovani 50 krat
95°C po 15 sekund; naruast: 20

66°C po 1 minutu; narust: 20; se snimanim
fluorescence FAM: Jednotlivy

9. Pro pfistroj LightCycler 1.2 se doporuéuje F1/F2 a rezim " 2"
derivative analysis" (analyzy zaloZené na 2. derivaci). Spust'te
program tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 14.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Interpretace vysledku

Princip datové analyzy

Data pro prahovy cyklus (Ct) a hodnoty priseciku (Cp) Ize exportovat z
pristroje qPcR a vlozit do souboru Excel® pro analyzu. Tyto hodnoty Ize poté
pouZzit pro vypocet primérné hodnoty Cp a Cr a standardni praimérné hodnoty
Cr Ize vynést a ziskat tak standardni kfivku pro standardy divokého typu a
V617F pomoci nasledujici rovnice a tabulky 15.

y = prumér Cp; X = logio CN, kde CN= je pocet kopii genu v 5ul vzorku

Tabulka 15. Kvantitativni data pro standardy divokého typu a V617F

Standardni Pocet kopii (CN) log10 CN
M1-VF 5x 10! VF 1,7
M2-VF 5 x 102 VF 2,7
M3-VF 5 x 103 VF 3,7
M4-VF 5 x 10* VF 4,7
WT-1 5x 10t WT 1,7
WT-2 5x10°2WT 2,7
WT-3 5x 103 WT 3,7
WT-4 5x 104 WT 4,7

Poznamka: Kazdy uzivatel by mél méfit vlastni reprodukovatelnost ve své
laboratofi.

Standardni krivka a kritéria kvality

Obrazky 7 a 9 ukazuiji pfiklady vysledku ziskanych pomoci sady ipsogen JAK2
MutaQuant a obrazky 8 a 10 ukazuji pfiklad teoretické kfivky vypocitané na 4
standardnich fedénich.
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Amplification Curves
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Obrazek 7. Vyneseni amplifikace kopii 5 x 10%, 5x 10?5 x 10 a 5 x 10* plasmida JAK2
V617F (kontroly M1-VF, M2-VF, M3-VF, M4-VF pro pfislusné kopie).

50 -

40 -

20 -

10 -

y = -3,4017x + 44,774

R2 =0,9989
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Obrazek 8. Standardni krivka JAK2 V617F.
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Amplification Curves

1.0E7

Fluorescence {483-533)
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Obrazek 9. Vyneseni amplifikace kopii 5 x 10%, 5x 102, 5 x 10% a 5 x 10* plasmida
divokého typu JAK2 (kontroly WT-1, WT-2, WT-3 a WT-4 pro prislusné kopie).

50

y =-3,6x + 43,643
40 4 R2 = 0,9981

30 4

20

Obrazek 10. Standardni kiivka pro divoky typ JAK2.

Jako standardy slouzi 10nasobna fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,32.
Sklon od -3,0 do -3,9 je pfijatelny, pokud je R*>0,95 (12). OvSem hodnota
R? >0,98 je zadouci pro pfesné vysledky (13).
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Rovnice standardni kfivky lze poté pouzit k vypoctu V617F a poctu kopii WT
logi0 vV neznamych vzorcich.

Rovnice standardni kfivky V617F by se méla pouzivat k pfevodu surovych
primérd hodnoty Cp/ Ct (ziskano pomoci PPM-VF) pro nezndmé a kontrolni
vzorky na pocet kopii JAK2 V617F (CNve17e).

(Pramér Cpvei7r — Prisecik standardni kfivkyvesi7e)
logi0 CNve17F =

Sklon standardni kfivkyvei7r

Rovnice standardni kfivky divokého typu by se méla pouZzivat k prevodu

surovych prdmérnych hodnot Cr/ Ct (ziskano pomoci PPM-VF) pro neznamé

a kontrolni vzorky na poCet kopii JAK2 divokého typu (CNwr).

(Pramér Cpwr — Prusecik standardni kfivkywr)
logio CNwt =

Sklon standardni kfivkywr

Vyjadreni vysledk

Vysledky se vztahuji k 25 ng celkové genomické DNA a mély by se vyjadfit
jako procentualni podil JAK2 V617F nasledovné:

CN
JAK2 V617F % = VoL x 100
(CNve17r + CNwr)

Reprodukovatelnost mezi replikaty
Ziskané udaje by mély byt u duplikatl konzistentni.

Pozitivni a negativni kontroly

Pozitivni kontrola nebo PC-VF by méla uvadét procentualni podil JAK2 V617F,

ktery je vySSi nez 99,9 %.

Negativni kontrola nebo NC-VF by méla uvadét procentualni podil JAK2
V617F, ktery je nizSi nez 0,1 %.

Pokud tyto kontroly nebudou fungovat spravnég, fedeni naleznete v “Reseni
problému”, strana 34.
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Kontroly vody

Negativni kontroly by mély uvadét nulovou CN jak pro detekci JAK2 V617F,
tak divokého typu JAK2.

Pozitivni kontrola vody je vysledkem zkFiZzena kontaminace. Viz “Reseni
problému” nize, kde naleznete feSeni.

Reseni problému

V této kapitole naleznete uziteCné informace, které Vam mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problémda. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strance nasi technické podpory: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci
z technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi VaSe otazky ohledné
informaci a protokolu v tomto manualu nebo pfipravy vzorku a jejich
technologii rozbortl (moznosti navazani kontaktu viz “Kontaktni informace”,
strana 43).

Komentare a navrhy

Standardni kfivka pro divoky typ nebo V617F neni linearni

Inverze lahviCky, inverze béhem  Zkontrolujte schéma pipetovani a
distribuce, zkfizena kontaminace, nastaveni reakce.

CasteCna degradace standardu A -
; ... 7, Uchovavejte sadu ipsogen JAK2
reagencie RQPCR, nespecificka MutaQuant pfi teploté od -15

amplifikacig?qbo chyba do -30°C a chrante priméry a smési
programu sond pfed svétlem. Viz “Uchovéavani a
nakladani s reagenciemi”, strana 13.

Chrante pfed opakovanym
zmrazenim nebo roztavenim.

Pro jeden standard Zadny nebo nizky signal

Standard se nedistribuuje nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a
pouzijte stejnou smés PPM nastaveni reakce.

Opakujte chod PCR.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentare a navrhy

Negativni kontrola (H20) je pozitivni

ZkFiZzena kontaminace, Vymeénte vSechny kritické reagencie.
kontaminace reagencii, chyba
pristroje, inverze jamky nebo
kapilary nebo degradace sondy

Vzdy nakladejte se vzorky,
komponenty sady a spotiebni
materialy ve shodé s bézné pfijatou
praxi, aby se zabranilo kontaminaci
pfenosem.

Chrante priméry a smési sond pred
svétlem.

Zkontrolujte, zda fluorescenéni kfivky
nejsou faledSné pozitivni.

Nulovy signal i u standardni kontroly

a) Byl vybran nespravny detekcni Nastavte kanal na F1/F2 nebo
kanal 530 nm/640 nm.

b) Chyba pipetovani nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a
vynechané reagencie. nastaveni reakce.

Opakujte chod PCR.
c) Zadny program pro snimani dat  Zkontrolujte program cyklu

Zkontrolujte rezim snimani
"Jednotlivy" na konci kazdého
segmentu snimani programu PCR.

Nepritomny nebo nizky signal u vzorki, ale standardni kontroly jsou v
poradku.

Inhibi¢ni u€inky materialu vzorku  Vzdy pfed zahajenim zkontroluje
zpusobené nedostateCnym kvalitu DNA (OD260/OD2s0) a
cisSténim koncentraci.

Opakujte pfipravu DNA.

Intenzita fluorescence je prilis nizka

a) Nevhodné uchovavani Alikvotni reagencie pro uchovavani

komponent sady Uchovaveijte sadu ipsogen JAK2

MutaQuant pfi teploté od -15

do -30°C a chrante priméry a smési
sond pfed svétlem. Viz “Uchovavani a
nakladani s reagenciemi”, strana 13.

Chrante prfed opakovanym
zmrazenim nebo roztavenim.
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Komentare a navrhy

b) Velmi nizké vychozi mnoZstvi Zkontrolujte mnozstvi DNA vzorku

cilove DNA Poznamka: V zavislosti na zvolenou

metodu pfipravy DNA se mohou
vyskytnout inhibi¢ni ucinky.

Negativni kontroly jsou pozitivni

Pfenosova kontaminace Vymeénte vSechny kritické reagencie.

Zopakujte experiment s novym
alikvotnimi mnozstvimi vSech
reagencii.

Vzdy nakladejte se vzorky,
komponenty sady a spotrebni
materialy ve shodé s bézné pfijatou
praxi, aby se zabranilo kontaminaci
pfenosem.

Intenzita fluorescence se méni

a) Chyba pipetovani Po tani provedte vortexovani a spin
vSech reagencii.

Promeénlivost LightCycler zpusobena
tzv. "chybou pipetovani" Ize snizit
analyzou dat v rezimu F1/F2 nebo
530 nm/640 nm.

b) NedostateCné odstfedovani Vzdy centrifugujte kapilary na plnéné
desky, zkumavek nebo kapilar reakcni smési, jak je to popsano v
muze zpusobit pfitomnost konkrétni provozni pfiruCce pristroje.

pfipravené smési PCR v horni
Casti kapilary nebo maze dojit k
zachyceni vzduchové bubliny v
hrotu kapilary

c) Vnegjsi povrch hrotu kapilary je Pfi manipulaci s kapilarami vzdy
znecisténi noste rukavice.
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Komentare a navrhy

Signal pozitivnich kontrol divokého typu nebo V617F pouzivejte
recipro¢ni PPM

Zkfizena kontaminace, Vymeénte vSechny kritické reagencie.
kontaminace reagenciemi nebo

Zopakujt ' t Y
inverze jamky & kapilary opakujte experiment s novym

alikvotnimi mnozstvimi vSech
reagencii.

Vzdy nakladejte se vzorky,
komponenty sady a spotrebni
materialy ve shodé s bézné pfijatou
praxi, aby se zabranilo kontaminaci
pfenosem.

Zkontrolujte schéma pipetovani a
nastaveni reakce.

Invertovana detekce pozitivni kontroly

Distribuované inverze PPM v Zkontrolujte schéma pipetovani a
jamce nebo kapilare nebo v nastaveni reakce.
premixu

Zadny signal pro jednu pozitivni kontrolu nebo obé

Vynechana kontrola PPM nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a
DNA nastaveni reakce.

Vysoké pozadi
Béleni fluoroforem Sondu chrarite pfed svétlem.
Spatna reprodukovatelnost u vzorkid duplikatd

Chyba pipetovani nebo zkfizena  Zkontrolujte schéma pipetovani a
kontaminace nastaveni reakce.

Rizeni jakosti

V souladu s certifikovanym systémem ISO fizeni jakosti vyrobkl spolecnosti
QIAGEN je kazda vyrobni Sarze souprav ipsogen JAK2 MutaQuant Kit
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa
konzistentni kvalita produktu. Certifikaty analyzy jsou k dispozici na pozadani
na strankach www.giagen.com/support/.
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Omezeni

Uzivatelé musi byt Skoleni a obeznameni s touto technologii pfed pouzitim
tohoto zafizeni. Tato sada by se méla pouzit podle nasledujicich pokynu
uvedenych v této pfiru¢ce v kombinaci s validovanymi pfistroji “Pozadované
materialy, které nejsou soucasti dodavky”, strana 10.

Jakeékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu
ostatnich klinickych nebo laboratornich nalezu. Uzivatel odpovida za validaci
chovani systému v souvislosti s jakymikoliv postupy pouZzitymi v jeho
laboratofi, které nejsou zahrnuty do studii chovani QIAGEN.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Vykonnostni charakteristiky

Neklinické studie

Presnost

Studie presnosti byly provedeny pomoci 12 vzorki DNA extrahovanych z
bunécnych linii, které odpovidaji odliSnym zatézim alely JAK2 V617F. Celkem
bylo provedeno 80 méfeni u kazdého vzorku pomoci 3 odliSnych Sarzi sady
ipsogen JAK2 MutaQuant. Tato studie prfesnosti vyuZivala systém Applied

Biosystems 7500 Real-Time PCR.

Analyticka data jsou shrnuta do tabulky 15.

Tabulka 15. Vzorky DNA s udaji o presnosti

Teoreticky Percentil

JAK2 V617F Primér
Vzorek (%) n* (%) CV (%) 5 95
A 0 73 0,004 117,5 0,000 0,015
B 0,05 80 0,101 89,2 0,003 0,284
C 0,5 79 0,449 61,6 0,161 0,950
D 1 68 1,169 41,6 0,611 1,998
E 2 80 2,046 33,5 1,168 3,185
F 4 80 3,733 30,6 2,120 5,560
G 5 77 5,246 22,4 3,647 7,309
H 12,5 80 16,633 16,6 12,792 22,335
I 31 80 28,602 14,8 22,705 34,773
J 50 76 56,181 6,6 50,024 63,724
K 78 80 80,153 3,8 75,352 85,551
L 100 70 99,998 0,003 99,992 100,000

* Odlehlé hodnoty byly vylou€eny. Ty jsou definovany jako hodnoty mensi nez dolni kvartil
méné trojnasobek mezikvartilového rozpéti nebo vétsi nez horni kvartil plus trojnasobek
mezikvartilového rozpéti na krabicovém grafu.

n = pocet validovanych vzork(; CV = globalni koeficient variace.
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Mez slepého pokusu a mez detekce

Byla stanovena uroven pozadi nebo uroven slepého pokusu (LOB) na
negativnich vzorkd (8 vzorkd, 76 méreni). Tato hodnota byla stanovena jako
0,014 %.

Mez detekce (LOD) byla stanovena pomoci vzorku, o nichZ se vi, Zze jsou
pozitivni, ale maji nizkou expresi (7 vzorkl, 68 méfeni). Byla stanovena jako
0,061 % s horni mezi intervalu 90 % spolehlivosti 0,091 %.

Tuto optimalni citlivost Ize ziskat u vzorkd obsahujicich nejméné 10 000 kopii
genu JAK2 (divoky typ nebo mutace V617F).

Data kvantifikace je nutné hlasit nasledujicim zpUsobem.

B JAK2 V617F < 0,014 % lze interpretovat tak, Ze mutace JAK2 V617F
nebyla detekovana.

B Pokud je JAK2 V617F > 0,014 %, ale < 0,091 %, pak to Ize interpretovat
jako nejednoznacny vysledek.

B JAK2 V617F = 0,091 % Ize interpretovat jako pozitivni vysledek a ze
mutace JAK2 V617F byla detekovana.

Linearita

Studie linearity byly provedeny na 12 vzorcich, kdy kazdy byl ziskan z odliSné
smési DNA extrahované z bunécnych linii, které byly pozitivni a negativni pro
mutaci JAK2 V617F. Kazdy vzorek byl testovan Skrat. Data z této studie
ukazala, Ze sada ipsogen JAK2 MutaQuant poskytuje linearni vysledky v
dynamickém rozsahu.

Klinické studie

DNA byla extrahovana z krve nebo kostni dfené u vzorku 87 pacientu a
analyzovana pomoci sady ipsogen JAK2 MutaQuant. Kromé toho byl
kvantifikovan procentualni podil mutaci JAK2 V617F a porovnan s vysledky
testd screeningu ziskanych pomoci sady ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
(katalogové Cislo 673223). Ziskana data jsou uvedena v tabulce 16.
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Tabulka 16. Tabulka nepredvidanych udalosti ukazuje shodu mezi
vysledky ziskanymi sadou ipsogen JAK2 MutaQuant a sadou ipsogen
JAK2 MutaScreen EZ

Vysledky sady ipsogen
JAK2 MutaScreen EZ

Detekovana Nejednoznacny Nedetekovana

mutace vysledek mutace n
Vysledky Detekovana 40 2 7 49
sady mutace
ipsogen
'bsog Nejednoznacny 0 21 21
JAK2 “sledek 0
MutaQuant ~ VYS'€d€
Nedetekovana 0 0 17 17
mutace
n 40 2 45 87
Pozitivni 100 % (95 % interval spolehlivosti: 91 %, 100 %)
shoda
NELEIDTIL 71 % (95 % interval spolehlivosti: 51 %, 85 %)
shoda
Celkova 89 % (95 % interval spolehlivosti: 79 %, 95 %)
shoda
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Symboly

Na obalech a &titcich se mohou objevit nasledujici symboly:

N> Obsahuje reagencie pro <N> reakci

Pouzijte do

SN

IVD Prostfedky zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové Cislo

LOT Cislo sarze

Cislo materialu

GTIN Mezindrodni ¢islo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

=] X

DalSi informace viz navod k pouziti

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte nas technicky servis na
www.qiagen.com/Support, zavolejte 00800-22-44-6000 nebo kontaktujte
Vaseho mistniho distributora (viz zadni strana nebo www.giagen.com).
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Informace o zpusobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.

ipsogen JAK?2 Pro 12 reakci: Kontrola genu 673522
MutaQuant Kit (12) divokého typu JAK2, gen kontroly

JAK2 V617F, priméry a smés sond

PPM-WT, priméry a smés sondy

PPM-VF

ipsogen JAK?2 Pro 24 reakci: Kontrola genu 673523
MutaQuant Kit (24) divokého typu JAK2, gen kontroly

JAK2 V617F, priméry a smés sond

PPM-WT, priméry a smés sondy

PPM-VF

Rotor-Gene Q MDx - pro analyzu PCR v readlném ¢ase
validované IVD v klinickych aplikacich

Rotor-Gene Q MDx Cyklova€ PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator taveniny s vysokym

rozliSenim s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, nachovy) plus

kanal HRM, laptop, software,

prisluSenstvi, 1leta zaruka na dily a

praci, instalace a skoleni neni

zahrnuto
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklér a analyzator 9002033
5plex HRM System kfivek tani s vysokym rozliSenim

(High Resolution Melt - HRM) s 5
kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, purpurovy) plus HRM kanal,
notebook pocitac, software,
prislusenstvi, ro¢ni zaruka na
soucasti a servis, instalace a skoleni

Aktualni licencni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v pfirucce pro sadu QIAGEN nebo pfiruCce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZiti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi dale prodavat, upravovat pro dal$i prodej nebo pouzivat k
vyrobé& komerénich produktld bez pisemného souhlasu spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez predchoziho oznameni. QIAGEN nepiebira Zadnou odpovédnost za zadné chyby, které se
mohou v tomto dokumentu objevit. Ma se za to, Ze tento dokument je v dobé zvefejnéni Uplny a pfesny. V Zzadném pfipadé nebude QIAGEN
odpovidat za ndhodné, zvlastni, ndsobné nebo nasledné Skody souvisejici s pouzivanim tohoto dokumentu nebo z ného vyplyvajicich.

Produkty ipsogen maji zaruku na dodrzeni pro né stanovenych technickych parametrd. Vyluény zavazek QIAGEN a vyluény opravny prostfedek
zékaznika se omezuje na nahradu vyrobkd zdarma v pfipadé, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

Mutace JAK2 VB17F a jeji pouZiti je chranéno patentovymi pravy véetné Evropského patentu EP1692281, patentli USA 7,429,456 a 7,781,199,
patentovych pfihlasek USA US20090162849 a US20120066776 a zahrani¢nimi ekvivalenty.

Nakup tohoto vyrobku nepfinasi Zzadné pravo na jeho pouZziti pro klinicka hodnoceni s Iéky zamérenymi na JAK2V617F. Pro takova pouZziti
QIAGEN vyviji specifické licenéni programy. Kontaktujte nase pravni oddéleni emailem jak2licenses@qiagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, MutaQuant®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied
Biosystems®, FAM™, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); HybProbe®, LightCycler®, TagMan®
(Roche Group).

Omezena licenéni smlouva
Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uzivatel sady ipsogen JAK2 MutaQuantsouhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Sadaipsogen JAK2 MutaQuant smi byt pouzivana vyhradné v souladu s Priruckou sady ipsogen JAK2 MutaQuant a pouze s komponenty
obsazenymi v sady. QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouziti nebo k zaclenéni
pfilozenych komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této souprave, s vyjimkou pfipadi uvedenych v Priru¢ce sady ipsogen
JAK2 MutaQuant a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

2. QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZziti nenarusuje prava
tfetich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednorazovému pouZziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovana ani opakované prodavat.
4. QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakézané ¢innosti. QIAGEN muZe zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kaZzdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatkd, v€. poplatk(i za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav duSevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.qiagen.com.

Aug-16 HB-1353-003 © 2013-2016 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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