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Firma QIAGEN jest czotowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktére umozliwiajg izolacje
i detekcje zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie —
od pobrania prébki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
B oznaczeniach kwasoéw nukleinowych i biatek;
B badaniach microRNA oraz RNAi;
H

automatyzaciji technologii postepowania z probkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukceséw
I przetomowych wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen JAK2 MutaQuant Kit to ilosciowy test in vitro przeznaczony do
wykrywania i ilosciowego oznaczania allelu JAK2 V617F/G1849T w
genomowym DNA wyizolowanym z krwi obwodowej pacjentow z podejrzeniem
nowotworu mieloproliferacyjnego (myeloproliferative neoplasm, MPN).

Brak mutacji JAK2 V617F/G1849T nie wyklucza obecnosci innych mutacji
genu JAK2. W przypadku obecnosci dodatkowych mutacji zlokalizowanych w
nukleotydach od 88504 do 88622 test moze raportowac fatszywie negatywne
wyniki (1).

Uwaga: Zestawu nalezy uzywa¢ zgodnie z instrukcjami podanymi w
niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami i
aparatami. Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub
wprowadzenie zmian W jego skladnikach spowoduje zniesienie
odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Podsumowanie i objasnienie

W 2005 roku zidentyfikowano powtarzajgcg sie mutacje somatyczng, V617F,
wystepujgcg w obrebie genu Janusowej kinazy tyrozynowej 2 (JAK2) (2-5), co
spowodowato znaczgcy przetom w zrozumieniu, klasyfikacji i rozpoznaniu
nowotworow mieloproliferacyjnych (MPN). Biatko JAK2 to
wewnatrzkomorkowa czgsteczka sygnatowa kluczowa dla wielu cytokin, w tym
erytropoetyny.

Mutacja JAK2 V617F jest wykrywana u >95% sposrdd pacjentow z
czerwienicg prawdziwg (polycythemia vera, PV), 50-60% sposrod pacjentow z
nadptytkowos$cig samoistng (essential thrombocythemia, ET) oraz 50%
sposréd pacjentéw z pierwotnym zwitdknieniem szpiku (primary myelofibrosis,
PMF). Mutacje JAK2 V617F wykryto rowniez w niektérych rzadkich
przypadkach przewlektej biataczki mielomonocytowej, zespotu
mielodysplastycznego, mastocytozy ogdlnoustrojowej oraz przewlektej
biataczki neutrofilowej. Nie wykryto jej jednak w Zzadnym przypadku (0%)
przewlektej biataczki szpikowej (chronic myeloid leukemia, CML) (6).

Mutacja dotyczy zmiany pojedynczego nukleotydu w genie JAK2 —
nukleotydu 1849 w egzonie 14 — co powoduje unikalng substytucje waliny (V)
przez fenyloalanine (F) w pozycji 617 biatka (domena JH2). Prowadzi to do
konstytutywnej aktywacji biatka JAK2, hematopoetycznej transformacji in vitro i
wzrostu kolonii erytroidalnych niezaleznych od erytropoetyny (erythropoietin-
independent erythroid colony, EEC) u wszystkich pacjentow z PV oraz u duzej
czesci pacjentow z ET i PMF (7). Mutacja JAK2 V617F jest gtdwnym
czynnikiem transformacji komérek hematopoetycznych w MPN, ale doktadne
mechanizmy patologiczne prowadzgce, przy tej samej unikalnej mutacji, do tak
réznych klinicznych i biologicznych jednostek chorobowych nie zostaty jeszcze
w petni wyjasnione.
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Zwyczajowo rozpoznanie MPN opierato sie na kryteriach klinicznych,
cytogenetycznych oraz histologii szpiku kostnego. Odkrycie markera
molekularnego swoistego dla choroby doprowadzito do uproszczenia tego
procesu oraz zwigkszenia doktadnosci diagnostycznej. Wykrycie mutacji JAK2
V617F jest teraz cze$cig kryteridw referencyjnych Swiatowej Organizacii
Zdrowia (World Health Organization, WHO) rozpoznania nowotworow
mieloproliferacyjnych BCR-ABL-ujemnych (Tabela 1) z 2008 roku, a obecnos¢
tej mutacji jest wiekszym kryterium potwierdzajgcym rozpoznanie.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 1. Kryteria rozpoznania MPN wg WHO (zaadaptowano z punktu 8
literatury)

Kryteria rozpoznania czerwienicy prawdziwej (PV)
Wieksze 1. Stezenie hemoglobiny (Hgb) >18,5 g/dI'* (mezczyzni) lub >16,5 g/dIt
(kobiety)

lub
Hgb lub hematokryt (Hct) >99. percentyla zakresu referencyjnego dla
wieku, ptci lub wysokosci miejsca zamieszkania nad poziomem morza
lub
Hgb >17 g/dI'* (mezczyzni) lub >15 g/dI* (kobiety) w przypadku
utrzymujgcego sie przyrostu o 22 g/dI* w poréwnaniu do wartosci
wyjsciowej, ktérego nie mozna powigzac z leczeniem niedoboru zelaza
lub
wzrost masy krwinek czerwonych >25% powyzej sredniej przewidzianej
wartosci prawidtowej
(2. Obecno$é mutacji JAK2 V617F lub podobnej mutacji |

Mniejsze 1. Tréjuktadowa mieloproliferacja w szpiku kostnym
2. Stezenie erytropoetyny w surowicy ponizej normy
3. Endogenny wzrost kolonii erytroidalnych (endogenous erythroid
colony, EEC)

Kryteria rozpoznania nadptytkowosci samoistnej (ET)

Wieksze 1. Liczba ptytek krwi 2450 x 10° |-
2. Proliferacja w linii megakariocytarnej, z duzymi megakariocytami
o dojrzatej morfologii. Brak lub staba proliferacja w linii granulocytarnej
lub erytroidalnej
3. Niespetnienie kryteridw WHO rozpoznania przewlektej biataczki
szpikowej (CML), PV, pierwotnego zwtdknienia szpiku (PMF), zespotu
mielodysplastycznego (myelodysplastic syndrome, MDS) lub innego
nowotworu szpiku kostnego
[4. Wykazanie obecnos$ci mutacji JAK2 V617F lub innego markera ]
klonalnosci lub
Brak dowodow na nadptytkowos¢ reaktywng

Mniejsze -

Kryteria rozpoznania pierwotnego zwtdknienia szpiku (PMF)

Wieksze 1. Proliferacja i atypia w linii megakariocytarnej z jednoczesnym
wystepowaniem widknienia retikulinowego i/lub kolagenowego lub
(w przypadku nieobecnosci wtoknienia retikulinowego) zmiany w linii
megakariocytarnej, ktére muszg by¢ powigzane ze zwiekszong
komérkowatoscig szpiku kostnego, proliferacjg w linii granulocytarnej
i czesto obnizong erytropoezg (tj. prefibrotyczna faza PMF)
2. Niespetnienie kryteribw WHO rozpoznania (CML), PV, MDS lub
innego nowotworu szpiku kostnego
3. Wykazanie obecnosci mutacji JAK2 V617F lub innego markera]

klonalnosci lub

Brak dowodow na reaktywne zwtdknienie szpiku kostnego
Mniejsze 1. Leukoerytroblastoza

2. Wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (lactate

dehydrogenase, LDH) w surowicy

3. Anemia

4. Splenomegalia wyczuwalna w badaniu palpacyjnym
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W ostatnim czasie miedzynarodowi eksperci zaproponowali kryteria dla badan
klinicznych produktéw leczniczych w chorobach PV i ET. W oparciu o dane
dotyczgce przeszczepu allogenicznego, alfa-interferonu lub
hydroksymocznika, oznaczenie ilosciowe mutacji JAK2 V617F zostato
wigczone jako narzedzie potencjalnie uzyteczne do monitorowania odpowiedzi
na leczenie (9). W odpowiedzi na niektore nowe leki skierowane przeciwko
biatku JAK2 stosowane w trakcie badan klinicznych zaobserwowano
zmniejszenie obcigzenia mutacjg JAK2 V617F (10).

Zasada procedury

Zaproponowano wiele réznych technik ilosciowego oznaczania proporcji
polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism,
SNP) w probkach DNA. Sposréd nich preferowane sg metody oparte na
ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (quantitative polymerase chain
reaction, gPCR) w czasie rzeczywistym ze wzgledu na ich wyzszg czutos¢
umozliwiajgcg monitorowanie obcigzenia allelem w ramach badan podtuznych.
Wiele z tych technik charakteryzuje sie Srednig czutoscig na poziomie 1-10%,
na przyktad rozréznianie alleli przy uzyciu sond TagMan®, technika
Pyrosequencing®, oznaczenie krzywej topnienia i sekwencjonowanie
bezposrednie. Niektore techniki, takie jak oznaczenie krzywej topnienia i
sekwencjonowanie, sg jedynie potilosciowe, natomiast inne, takie jak technika
Pyrosequencing, wymagajg obrébki danych po reakcji PCR lub urzgdzen,
ktore sg trudno dostepne lub w przypadku ktorych koszt instalacji jest zbyt
wysoki, aby mogty by¢ uzywane do wykonywania rutynowych testéw
laboratoryjnych. Wysoce czuta metoda charakteryzujgca sie czuto$cig na
poziomie <0,1% wymaga uzycia startera swoistego dla polimorfizmu SNP,
ktory umozliwia selektywng amplifikacje allelu zmutowanego lub allelu typu
dzikiego, co jest tatwo wykrywalne na aparacie do reakcji gqPCR w czasie
rzeczywistym. Zestaw ipsogen JAK2 MutaQuant Kit opiera sie na tej technice.

Zastosowanie reakcji qPCR umozliwia precyzyjne ilosciowe oznaczenie
produktow PCR podczas fazy wyktadniczej procesu amplifikacji reakcji PCR.
Dane ilosciowe z reakcji PCR mozna uzyskac¢ szybko, bez koniecznosci ich
obrébki po reakcji PCR, poprzez detekcje sygnatéw fluorescencyjnych w czasie
rzeczywistym podczas i/lub po przeprowadzeniu cyklow reakcji PCR, tym
samym znacznie zmniejszajgc ryzyko zanieczyszczenia produktow PCR.
Obecnie dostepne sg 3 gtowne techniki gPCR: analiza gPCR z wykorzystaniem
barwnika SYBR® Green |, analiza gPCR z wykorzystaniem sond
hydrolitycznych oraz analiza gPCR z wykorzystaniem sond hybrydyzacyjnych.
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W tym oznaczeniu wykorzystywana jest technologia gqPCR oparta na
hydrolizie oligonukleotydow wyznakowanych dwoma barwnikami. Podczas
reakcji PCR startery ,forward” i ,reverse” hybrydyzujg do swoistej sekwenciji.
W tej samej mieszaninie znajduje sie oligonukleotyd wyznakowany dwoma
barwnikami. Ta sonda, ktéra sktada sie z oligonukleotydu wyznakowanego
barwnikiem reporterowym (ang. reporter) na kohcu 5' i barwnikiem
wygaszajacym (ang. quencher) na koncu 3', hybrydyzuje do sekwencji
docelowej w obrebie produktu PCR. W analize gqPCR 2z sondami
hydrolitycznymi  wykorzystywana jest aktywnos¢ 5'>3' egzonukleazy
polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Jesli sonda jest nienaruszona,
bliskos¢ barwnika reporterowego i barwnika wygaszajgcego powoduje
wyttumienie fluorescencji barwnika reporterowego gtdbwnie poprzez
przeniesienie energii typu Forstera.

Podczas reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, sonda swoiscie
hybrydyzuje miedzy miejsca starteréw ,forward” i ,reverse”. Polimeraza DNA,
dzieki aktywnosci 5'>3' egzonukleazy, rozcina sonde miedzy barwnikiem
reporterowym i barwnikiem wygaszajgcym, tylko jesli sonda zhybrydyzuje do
sekwencji docelowej. Fragmenty sondy sg nastepnie wypierane z sekwencji
docelowej, a polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest
blokowany, aby unikng¢ wydtuzania sondy podczas reakcji PCR (Ryc. 1). Ten
proces zachodzi podczas kazdego cyklu i nie zaktdbca gromadzenia produktu w
sposob wyktadniczy.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wytgcznie wtedy, gdy
sekwencja docelowa jest komplementarna z sondg i, co za tym idzie,
amplifikowana podczas reakcji PCR. Ze wzgledu na powyzsze wymogi
amplifikacja nieswoista nie jest wykrywana. Wzrost fluorescenciji jest wiec wprost
proporcjonalny do amplifikacji sekwencji docelowej podczas reakcji PCR.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
8 ipsogen JAK2 MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi 08/2016



i{ ) /—‘ | Hybrydyzacja

: : ! Hybrydyzacja
starterOw i sondy

— )& ) /—‘ Przemieszczenie
]

nici polimeryzacji

2.t
- - - — — — — — — .} /—| Rozcinanie

( T ) Prowadzi do uwolnienia

<@ - - — —— barwnika wygaszajgcego i emisiji
A sygnatu fluorescencyjnego
Y~y barwnika reporterowego
4@5 B 8 g e
v ® e : |Zakoﬁczenie polimeryzaciji
- e —— Q> W kazdym cyklu
C ) utworzono produkt PCR
@D----———mmmmmm = —— i nagromadzono sygnat
fluorescencyjny
A .
Y~y Barwnik ‘)‘é Z : Startery ,forward”
;:[,41) qt’ reporterowy Swoista sonda i reverr)ée"
7 "
Barwnik Produkt PCR ,
wygaszajacy -——> @ Polimeraza Taq

Ryc. 1. Zasada reakcji.

Wykorzystywana w tym zestawie oznaczenia technologia ilosciowe]
allelospecyficznej reakcji PCR umozliwia czute, doktadne i wysoce
odtwarzalne wykrywanie polimorfizmow SNP. Technika ta opiera sie na
wykorzystaniu swoistych stateréw ,forward” dla allelu typu dzikiego (WT) i
allelu V617F (11). Etapy wydtuzania i amplifikacji mogg zajs¢ podczas reakc;ji
PCR tylko w przypadku idealnego dopasowania startera i docelowego DNA
(Ryc. 2).
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Ryc. 2. Allelospecyficzna reakcja PCR. Zastosowanie mieszaniny starteréw i sondy dla
allelu typu dzikiego lub mieszaniny starteréw i sondy dla allelu V617F umozliwia swoiste
wykrycie allelu typu dzikiego lub allelu zmutowanego w dwdch odrebnych reakcjach
przeprowadzanych przy uzyciu jednej prébki. Wyniki mogag by¢ wyrazone jako odsetek kopii
allelu VF w stosunku do catkowitej liczby kopii genu JAK2.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)
Nr katalogowy 673522 673523
Liczba reakcji 12 24
V617F positive control
(Kontrola pozytywna V617F) P CP\(;FV\IJ:A\LAEKI\i . 40 pl 60 pl
(allel V617F — 100%) Vi n
V617F negative control
(Kontrola negatywna V617F) N cl:\l \(;FVEA\:(AZKI\i . 40 pl 60 ul
(allel typu dzikiego — 100%) Vi ni
M1-VF Standard Dilution (Rozcienczenie M1-VE
wzorcowe M1-VF), 50 kopii ML-VF Mini 20 pl 30 ul
(5 x 10* kopii allelu V617F/5 pl) -V Ml
M2-VF Standard Dilution (Rozcienczenie M2-VE
wzorcowe M2-VF), 500 kopii M2-VE Mini 20 ul 30 ul
(5 x 102 kopii allelu V617F/5 pl) - n
M3-VF Standard Dilution (Rozcienczenie M3-VE
wzorcowe M3-VF), 5000 kopii (5 x 10° M3-VE Mini 20 ul 30
kopii allelu V617F/5 pl) - n
M4-VF Standard Dilution (Rozcienczenie M4-VE
wzorcowe M4-VF), 50 000 kopii MA-VE Mini 20 ul 30 ul
(5 x 10* kopii allelu V617F/5 pl) - n
WT-1 Standard Dilution (Rozcienczenie WT-1
wzorcowe WT-1), 50 kopii WT-1 Mini 20 ul 30 pl
(5 x 10" kopii allelu typu dzikiego/5 pl) - vani
WT-2 Standard Dilution (Rozcienczenie WT-2
wzorcowe WT-2), 500 kopii WT-2 Mini 20 pl 30 ul
(5 x 102 kopii allelu typu dzikiego/5 pl) -« Vinl
WT-3 Standard Dilution (Rozcienczenie WT-3
wzorcowe WT-3), 5000 kopii WT-3 Mini 20 pl 30 ul
(5 x 102 kopii allelu typu dzikiego/5 pl)
WT-4 Standard Dilution (Rozcienczenie WT-4
wzorcowe WT-4), 50 000 kopii WT-4 Mini 20 ul 30 ul
(5 x 10* kopii allelu typu dzikiego/5 pl)
. . PPM-JAK2 WT 25x
*
Primers and Probe Mix JAK2 WT PPM-JAK2 WT Mini 25x 52 ul 95 ul
. : PPM-JAK2 V617F 25x

T
Primers and Probe Mix JAK2 V617F PPM-JAK2 VE17E Mini 25x 52 ul 95 ul
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi (w jezyku angielskim) 1 1

* Mieszanina swoistych starteréw ,reverse” i ,forward” dla genu kontrolnego JAK2 typu
dzikiego i swoistej sondy FAM™-TAMRA™,

T Mieszanina swoistych starteréw ,reverse” i ,forward” dla mutacji JAK2 V617F i swoistej
sondy FAM-TAMRA.
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Uwaga: Przed uzyciem wytrzgsac i krotko odwirowac rozcienczenia wzorcowe
I mieszaniny starteréw i sond.

Materialy wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i
okularow ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS)
uzyskanymi od producentéw poszczegolnych produktow.

Odczynniki
B Woda wolna od nukleaz, odpowiednia do PCR

M Bufor i polimeraza DNA Taq: zwalidowane odczynniki to mieszanina
TagMan Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher
Scientific, nr kat. 4304437) i mieszanina LightCycler TagMan Master
(Master Mix PCR 5x) (Roche, nr kat. 04535286001) lub mieszanina
LightCycler FastStart DNA MasterP'VS HybProbe® (Master Mix 5Xx)
(Roche, nr kat. 03515567001)

Materialy eksploatacyjne

B Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od
nukleaz, odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

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

Wyposazenie

M Pipeta mikrolitrowa™ przeznaczona do przygotowywania reakcji PCR
(1-10 pl; 20-100 pl; 200-1000 pl)
B Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci

0,5 ml/1,5 ml i mikroptytek (umozliwiajgca wirowanie przy 13 000-—
14 000 rpm)

B Aparat do przeprowadzania reakcji PCR w czasie rzeczywistym*: aparat
Rotor-Gene Q 5plex HRM lub inny aparat Rotor-Gene; aparat LightCycler
1.2 lub 480; aparat ABI PRISM 7900HT SDS; aparat Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System; oraz powigzane odpowiednie materiaty

B Biofotometr

" Upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.

12 ipsogen JAK2 MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi 08/2016



Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego
fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W
celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i
kompaktowym formacie PDF pod adresem www.qiagen.com/safety. Na tej

stronie mozna wyszukiwac, wyswietla¢c i drukowaC karty charakterystyki dla
wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

Pozostatosci probek i odczynnikdw nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogolne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow gPCR wymagane jest przestrzeganie
dobrych praktyk laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu,
wiasciwych dla biologii molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i
witasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje
dostarczone w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia
optymalnej wydajnosci. Dalsze rozcienczanie odczynnikow lub zmiana
okresow i temperatur inkubacji moze spowodowac¢ otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych. Wtasciwosci odczynnikéw PPM-WT i PPM-VF moga ulec
zmianie pod wptywem swiatta stonecznego. Wszystkie odczynniki opracowano
specjalnie do uzycia z tym testem. Aby zapewni¢ optymalng wydajnosc testu,
nie nalezy zastepowac zadnych odczynnikow.

Zachowac szczegdlng ostrozno$¢, aby zapobiec:

B zanieczyszczeniu DNazg, ktéra moze spowodowac rozktad matrycy DNA;

B przenoszeniu zanieczyszczen DNA Iub reakcji PCR, ktéore moga
spowodowac otrzymanie fatszywie pozytywnego sygnatu.

W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych srodkow ostroznosci.

B Podczas wykonywania oznaczenia uzywac sprzetu laboratoryjnego (np.
pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnych od nukleaz i nosi¢
rekawiczki.

B Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw, w
kazdym kroku pipetowania uzywacC swiezych, odpornych na aerozole
koncowek do pipet.

B Przygotowywac wstepng mieszanine Master Mix na potrzeby reakcji PCR,
uzywajgc przeznaczonych do tego celu materiatow (pipet, koncowek itp.)
w odrebnym obszarze, do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce
DNA (DNA, plazmid lub produkty reakcji PCR). Doda¢ matryce w
oddzielnej strefie (najlepiej w innym pomieszczeniu), uzywajgc
przeznaczonych do tego celu materiatéw (pipet, koncowek itp.).
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Przechowywanie i sposéb postepowania
z odczynnikami

Zestawy sg transportowane na suchym lodzie, a po ich dostarczeniu nalezy je
przechowywaé w temperaturze od —15°C do —30°C.

B Zminimalizowa¢ ekspozycje na s$wiatto mieszanin starteréow i sond
(probowki PPM-WT i PPM-VF).

B Przed otwarciem delikatnie wymieszac i odwirowac¢ probowki.
B Wszystkie sktadniki zestawu przechowywaé w oryginalnych pojemnikach.

Te warunki przechowywania dotyczg zaréwno otwartych, jak i nieotwartych
sktadnikow. Sktadniki przechowywane w warunkach innych niz okreslone na
etykietach mogg nie dziata¢ prawidtowo i negatywnie wptyng¢ na wyniki
oznaczenia.

Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach
poszczegolnych sktadnikdw. W prawidtowych warunkach przechowywania
skutecznos¢ produktu zostanie zachowana do uptywu daty waznosci
wydrukowanej na etykiecie.

Nie istniejg zadne mozliwe do zaobserwowania wyrazne oznaki wskazujgce
na niestabilnos¢ produktu. Jednakze wraz z probkg o nieznanym charakterze
nalezy analizowac kontrole pozytywne i negatywne.
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Procedura

Przygotowanie DNA probki

Genomowe DNA nalezy uzyskac¢ z krwi petnej, oczyszczonych limfocytow krwi
petnej z krwi obwodowej, komdrek wielojgdrzastych lub granulocytéw. W celu
uzyskania porownywalnych wynikOw zalecane jest stosowanie tej samej frakcji
komodrkowej i metody izolacji DNA. lzolacje DNA mozna wykonywac¢ za
pomocg wtasnej metody laboratorium lub zestawu dostepnego komercyjnie.

llos¢ DNA nalezy okreslic poprzez pomiar gestosci optycznej (optical density,
OD) probki przy dtugosci fali 260 nm, a jakos¢ DNA mozna okresli¢
spektrofotometrycznie lub wykonujgc elektroforeze zelowg”.

B Stosunek OD260/OD2go powinien miesci¢ sie w zakresie 1,7-1,9. Mniejszy
stosunek moze wskazywaC na zanieczyszczenie biatkami lub na
obecnos¢ zwigzkdw organicznych.

B Po wykonaniu analizy elektroforetycznej w zelu agarozowym* o stezeniu
0,8-1,0% wyizolowane DNA powinno by¢ widoczne jako wyrazny prgzek
o wielkosci okoto 20 kb (akceptowalna jest stabo widoczna smuga).

Otrzymane DNA nalezy rozcienczy¢ do stezenia 5 ng/ul w 1x stezonym
buforze TE* o pH 8,0, a nastepnie przechowywa¢ w temperaturze od +4 do
+8°C przez 1 tydzien Iub, jesli wymagane jest przechowywanie
dtugoterminowe, w temperaturze —20°C.

Reakcja qPCR jest zoptymalizowana dla probek DNA zawierajgcych 25 ng
oczyszczonego genomowego DNA.

" Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informaciji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS)
uzyskanymi od producentéw poszczegolnych produktdw.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokét: qPCR w aparatach Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem na 72 probéwki

W  przypadku uzywania tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich
pomiarow w dwdch powtdrzeniach, zgodnie z Tabelg 2.

Tabela 2. Liczba reakcji w przypadku aparatéw Rotor-Gene Q z rotorem
na 72-probowki

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sondy dla allelu JAK2 V617F (PPM-VF)

8 reakcji, kazdy oznaczany

4 wzorce M-VF w dwoch powtérzeniach

n probek DNA n x 2 reakcje

4 reakcje: kontrola pozytywna
(PC-VF) i kontrola negatywna
(NC-VF), kazda oznaczana

w dwoch powtdrzeniach

2 kontrole DNA

Kontrola — woda 2 reakcje

Z mieszaning starteréw i sondy dla allelu JAK2 typu dzikiego
(PPM-WT)

8 reakcji, kazdy oznaczany

4 wzorce typu dzikiego w dwoch powtdrzeniach
n probek DNA n x 2 reakcje

4 reakcje: PC-VF i NC-VF, kazda

2 kontrole DNA oznaczana w dwoch powtérzeniach

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki

Aby zoptymalizowa¢ uzycie wzorcdw oraz mieszanin starterow i sondy
zalecamy testowanie co najmniej osmiu probek DNA za pomocg zestawu na
24 reakcje (nr kat. 673523) i co najmniej szesciu probek DNA za pomocg
zestawu na 12 reakcji (nr kat. 673522) w jednym eksperymencie.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ryc. 3. Sugerowane ustawienie rotora dla eksperymentu z zestawem ipsogen JAK2
MutaQuant Kit na 24 prébki. PC-VF: kontrola pozytywna V617F; NC-VF: kontrola
negatywna V617F; M-VF: wzorce allelu V617F;, M-WT: wzorce allelu typu dzikiego;
S: prébka DNA; H,O: kontrola — woda.

Uwaga: Nalezy zwroci¢ uwage, aby zawsze umieszczaé badang préobke w
pozycji 1 rotora. W przeciwnym razie podczas kroku kalibracji aparat nie
wykona kalibracji i zostang zarejestrowane nieprawidtowe dane fluorescencji.

We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probowki.

Reakcja qPCR w aparatach Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki
Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do kohcowej objetosci reakcji.
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Tabele 3 i 4 przedstawiajg schemat pipetowania przy przygotowywaniu
jednej mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposob, aby koncowa
objetoS¢ reakcyjna wynosita 25 pl. Mozna przygotowa¢ wstepng
mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej mieszaniny
starterow i sondy (PPM-VF lub PPM-WT). Aby skompensowac¢ btedy
pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny gPCR

Wstepna

1lreakcja  mieszanina V617F Stezenie
Sktadnik (HI) 30+1 reakcja (u|) koncowe
Mieszanina TagMan
Universal PCR 12,5 387,5 1x
Master Mix, 2x
Mieszanina Primers
and probe mix,
PPM-VE 1,0 31 1x
25x
Woda wolna od
nukleaz, odpowiednia 6,5 201,5 -
do PCR
Prébka (dodawana .
w kroku 4) 5,0 5 na kazda -
tgczna objetosc 25,0 25 na kazda -
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Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Wstepna

1 reakcja mieszanina WT Stezenie
Skiadnik (ul) 30 + 1 reakcja (ul) koncowe
Mieszanina TagMan
Universal PCR Master 12,5 387,5 1x
Mix, 2x
Mieszanina Primers and
probe mix, PPM-WT 1,0 31 1x
25x
Woda wolna od nukleaz,
odpowiednia do PCR 6.5 2015 B
Prébka (dodawana .
w kroku 4) 5,0 5 na kazdg -
tgczna objetosc 25,0 25 na kazda -

3. Dodaj po 20 pl wstepnej mieszaniny qPCR (VF lub WT) na probowke.

4. Dodaj 5 pyl materiatu, ktéory ma zosta¢ oznaczony ilosciowo (25 ng
genomowego DNA probki lub kontroli), do odpowiedniej probdéwki
(catkowita objetos¢ 25 pl).

5. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.

Umies¢ probéwki w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

7. Zaprogramuj aparat Rotor-Gene Q na program cykli termicznych
w sposob przedstawiony w Tabeli 5.

@

Tabela 5. Profil temperaturowy

Mode of analysis Quantitation (Oznaczenie ilosciowe)
(Tryb analizy)

Hold Temperature (Temperatura): 50 stopni

(Wstrzymanie) Time (Czas): 2 min

Hold 2 Temperature (Temperatura): 95°C
(Wstrzymanie 2) Time (Czas): 10 min

Cycling 50 razy

g;?(}/;l)tarzanie 95°C przez 15 sekund

62°C przez 1 min z rejestracjg fluorescencji FAM
w kanale zielonym: pojedynczy

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. W przypadku aparatow Rotor-Gene Q wybierz opcje ,,Slope Correct”
(Korekcja nachylenia) dla analizy. Zalecamy ustawienie wartosci

progowej na 0,03. Rozpocznij program cykli termicznych, zgodnie z
Tabelg 5.

20 ipsogen JAK2 MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi 08/2016



Protokoét: qPCR w aparacie ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480
W przypadku uzywania urzgdzenia do gqPCR przeznaczonego na ptytke

96-dotkowg zalecamy wykonanie powtdrzen wszystkich pomiaréw, zgodnie z
Tabelg 6.

Tabela 6. Liczba reakcji w przypadku uzywania urzadzenia do qPCR
przeznaczonego na ptytke 96-dotkowa

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sondy dla allelu JAK2 V617F (PPM-VF)

8 reakcji, kazdy oznaczany

4 wzorce M-VF w dwoch powtérzeniach

n probek DNA n x 2 reakcje

4 reakcje: PC-VF i NC-VF, kazda

2 kontrole DNA oznaczana w dwoch powtérzeniach

Kontrola — woda 2 reakcje

Z mieszaning starterow i sondy dla allelu JAK2 typu dzikiego
(PPM-WT)

8 reakcji, kazdy oznaczany

LGS I il 1= w dwdch powtdrzeniach
n probek DNA n x 2 reakcje

4 reakcje: PC-VF i NC-VF, kazda

2 kontrole DNA oznaczana w dwéch powtérzeniach

Kontrola — woda 2 reakcje

Przetwarzanie probek w aparatach ABI PRISM 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Aby zoptymalizowa¢ uzycie wzorcOw oraz mieszanin starterow i sond
zalecamy testowanie co najmniej osmiu probek DNA za pomocg zestawu na
24 reakcje (nr kat. 673523) i co najmniej szesciu probek DNA za pomocg
zestawu na 12 reakcji (nr kat. 673522) w jednym eksperymencie.

Schemat ptytki na Ryc. 4 przedstawia przyktad eksperymentu wykonywanego
za pomocg zestawu na 24 reakcje (nr kat. 673523), a schemat ptytki na Ryc. 5
przedstawia przyktad eksperymentu wykonywanego za pomocg zestawu na
12 reakcji (nr kat. 673522).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ryc. 4. Sugerowane ustawienie ptytki dla jednego eksperymentu wykonywanego za
pomoca zestawu na 24 reakcje (nr kat. 673523). PC-VF: kontrola pozytywna V617F;

NC-VF: kontrola negatywna V617F; M-VF: wzorce allelu V617F; M-WT: wzorce allelu typu
dzikiego; S: prébka DNA; H.O: kontrola — woda
'
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Ryc. 5. Sugerowane ustawienie ptytki dla jednego eksperymentu wykonywanego za
pomoca zestawu na 12 reakcji (nr kat. 673522). PC-VF: kontrola pozytywna V617F;
NC-VF: kontrola negatywna V617F; M-VF: wzorce allelu V617F; M-WT: wzorce allelu typu
dzikiego; S: probka DNA; H,O: kontrola — woda
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Reakcja qPCR w aparatach ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System i LightCycler 480

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.
2. Przygotuj opisang nizej mieszanine qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.

Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.

Tabele 7 i 8 przedstawiajg schemat pipetowania przy przygotowywaniu
jednej mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposob, aby koncowa
objetoS¢ reakcyjna wynosita 25 pl. Mozna przygotowac wstepng
mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej mieszaniny
starterow i sondy (PPM-VF lub PPM-WT). Aby skompensowac btedy
pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Wstepna mieszanina V617F
1 26 +1 30+1
reakcja reakcja reakcja (ul) Stezenie
Sktadnik (ul) (ul) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 337,5 387,5 1x
Master Mix, 2x
Primers and
probe mix, PPM- 1,0 27 31 1x
VF 25x
Woda wolna od
nukleaz, 6.5 175,5 201,5 -
odpowiednia do
PCR
Probka 5 na
(dodawana w 5,0 kazd 5 na kazdag —
kroku 4) a
tgczna objetosc 25 na 25 na
25,0 . : —
kazda kazda
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Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny qPCR

Wstepna mieszanina WT
1 26+ 1 30+1
reakcja reakcja reakcja Stezenie
Sktadnik (ulh) (ulh) (ulh) koncowe
TagMan
Universal PCR 12,5 337,5 387,5 1x
Master Mix, 2x
Primers and
probe mix, PPM- 1,0 27 31 1x
WT 25x
Woda wolna od
nukleaz, 6.5 175,5 201,5 -
odpowiednia do
PCR
Prébka 5 na
(dodawana w 5,0 5 na kazda kazd —
kroku 4) a
taczna objetosc 250 25 na 25 na B
’ kazdag kazda

3. Dodaj po 20 pl wstepnej mieszaniny qPCR (VF lub WT) na studzienke.
4. Dodaj 5 pyl materiatu, ktéry ma zosta¢ oznaczony ilosciowo (25 ng
genomowego DNA probki lub kontroli), do odpowiedniej studzienki
(catkowita objetos¢ 25 pl).

Delikatnie wymieszaj, pipetujagc w gére i w dét.

Zamknij ptytke i krétko odwiruj (300 x g, okoto 10 sekund).

Umies¢ pltytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.
Zaprogramuj termocykler na program cykli termicznych i skonfiguruj
aparat pod katem rejestracji podwdjnie znakowanej sondy
fluorescencyjnej FAM w sposoOb przedstawiony w Tabeli 9 dla
aparatow ABI PRISM 7900HT SDS i Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System lub w sposob przedstawiony w Tabeli 10 dla
aparatu LightCycler 480.

© ~NOo O
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Tabela 9. Profil temperaturowy dla aparatéw ABI PRISM 7900HT SDS i
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Mode of analysis
(Tryb analizy)

Hold
(Wstrzymanie)

Hold 2
(Wstrzymanie 2)

Cycling
(Powtarzanie
cykli)

Standard Curve — Absolute Quantitation (Krzywa
wzorcowa — bezwzgledne oznaczenie ilosciowe)

Temperature (Temperatura): 50°C
Time (Czas): 2 minuty
Temperature (Temperatura): 95°C
Time (Czas): 10 minut

50 razy

95°C przez 15 sekund

63°C przez 1 minute 30 sekund z rejestracjg
fluorescencji FAM; barwnik wygaszajgcy: TAMRA

Tabela 10. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Mode of analysis
(Tryb analizy)

Detection
formats
(Formaty
detekciji)

Hold
(Wstrzymanie)

Hold 2
(Wstrzymanie 2)

Cycling
(Powtarzanie
cykli)

Absolute Quantification
(Bezwzgledne oznaczenie ilosciowe) (,Abs Quant”)

Wybrac¢ opcje ,Simple Probe” (Pojedyncza probka)
w oknie formatéw detekciji

Temperature (Temperatura): 50°C
Time (Czas): 2 minuty
Temperature (Temperatura): 95°C
Time (Czas): 10 minut

50 razy
95°C przez 15 sekund

63°C przez 1 minute 30 sekund z rejestracja
fluorescencji FAM odpowiednio (483-533 nm) dla
wersji LC 01 i (465-510 nm) dla wersji LC 02

9. W przypadku aparatow ABI PRISM 7900HT i Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System przejdz do kroku 8a. W przypadku aparatu
LightCycler 480 przejdz do kroku 8b.
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9a. Aparaty ABI PRISM 7900HT i Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System: Zalecamy ustawienie wartosci progowej na 0,1.
Rozpocznij program cykli, zgodnie z Tabelg 9.

9b. LightCycler 480: Zalecamy korzystanie z trybu analizy punktu
dopasowania z wartoscia tfa 2,0 i wartoscia progowa 2,0. Rozpocznij
program cykli termicznych, zgodnie z Tabelg 10.
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Protokét: reakcja qPCR w aparacie LightCycler 1.2

W przypadku korzystania z aparatéw kapilarnych zalecamy mierzenie probek
w dwoch powtdrzeniach, natomiast kontroli w jednym powtdrzeniu, zgodnie z
Tabelg 11.

Tabela 11. Liczba reakcji w przypadku aparatu LightCycler 1.2

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréw i sondy dla allelu JAK2 V617F (PPM-VF)

4 reakcje, kazdy oznaczany jeden
raz

4 wzorce M-VF

n probek DNA n x 2 reakcje

2 reakcje: PC-VF i NC-VF, kazda

2 kontrole DNA :
oznaczana jeden raz
Kontrola — woda 1 reakcja

Z mieszaning starterow i sondy dla allelu JAK2 typu dzikiego
(PPM-WT)

4 reakcje, kazdy oznaczany jeden

4 wzorce typu dzikiego (a7
n probek DNA n x 2 reakcje

2 reakcje: PC-VF i NC-VF, kazda

2 kontrole DNA :
oznaczana jeden raz

Kontrola — woda 1 reakcja

Przetwarzanie prébek w aparacie LightCycler 1.2

Aby zoptymalizowa¢ zuzycie wzorcOw oraz mieszanin starterow i sond
zalecamy testowanie czterech probek DNA w jednym eksperymencie.
Schemat probdéwek kapilarnych na Ryc. 6 przedstawia przykfad takiego
eksperymentu.
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Ryc. 6. Sugerowane ustawienie rotora dla kazdego eksperymentu z zestawem ipsogen
JAK2 MutaQuant Kit. PC-VF: kontrola pozytywna V617F; NC-VF: kontrola negatywna
V617F; M-VF: wzorce allelu V617F; M-WT: wzorce allelu typu dzikiego; S: prébka DNA;
H-O: kontrola — woda.

Reakcja gPCR w aparacie LightCycler 1.2

Uwaga: Ze wzgledu na szczegodlne wymagania technologiczne podczas
wykonywania eksperymentow w aparacie LightCycler nalezy uzywac
okreslonych odczynnikow. Zalecamy uzywanie mieszaniny LightCycler
FastStart DNA Master”'YS HybProbe i przygotowanie mieszaniny Master Mix
5x zgodnie z wytycznymi producenta.

Uwaga: Wszystkie kroki nalezy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie niezbedne sktadniki i umies¢ je na lodzie.

2. Przygotuj opisang nizej mieszanineg qPCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych probek.
Wszystkie stezenia odnoszg sie do koncowej objetosci reakcji.
Tabele 12 i 13 przedstawiajg schemat pipetowania przy przygotowywaniu
jednej mieszaniny odczynnikow, obliczonej w taki sposéb, aby koncowa
objetoS¢ reakcyjna wynosita 20 pl. Mozna przygotowaC wstepng
mieszanine odpowiednio do liczby reakcji, uzywajgc tej samej mieszaniny
starterow i sondy (PPM-VF lub PPM-WT). Aby skompensowac¢ bftedy
pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.
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Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny gPCR

Wstepna
mieszanina
V617F

1 reakcja 15 + 1 reakcja Stezenie
Skiadnik (ulh) (ulh) koncowe
Swiezo przygotowana
mieszanina
LightCycler FastStart 4,0 64,0 1x
DNA MasterPtVUs
HybProbe Mix, 5x
Primers and probe
mix, PPM-VF 25x 0.8 12,8 1x
Woda wolna od
nukleaz, odpowiednia 10,2 163,2 -
do PCR
Prébka (dodawana .
w kroku 4) 5,0 5 na kazdag -
tgczna objetosc 20,0 20 na kazda -
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Tabela 13. Przygotowanie mieszaniny gPCR

Wstepna
mieszanina WT

1 reakcja 15 + 1 reakcja Stezenie
Skiadnik (ulh) (ulh) koncowe
Swiezo przygotowana
mieszanina
LightCycler FastStart 4,0 64,0 1x
DNA MasterPVs
HybProbe Mix, 5x
Primers and probe
mix, PPM-WT 25x S e 1
Woda wolna od
nukleaz, odpowiednia 10,2 163,2 -
do PCR
Prébka (dodawana .
w kroku 4) 5,0 5 na kazdag -
taczna objetosc 20,0 20 na kazdag -

3. Dodaj po 15 pyl wstepnej mieszaniny qPCR (VF lub WT) na probéwke
kapilarna.

4. Dodaj 5 pl materiatu, ktéry ma zosta¢ oznaczony ilosciowo (25 ng
genomowego DNA probki lub kontroli), do odpowiedniej probowki
(catkowita objetos¢ 20 pl).

5. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w doét.

6. Umiesé probdéwki kapilarne w adapterze dostarczonym z aparatem i
krotko odwiruj (700 x g, okoto 10 sekund).

7. Zataduj probowki kapilarne do termocyklera zgodnie z zaleceniami
producenta.

8. Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2 na program cykli termicznych w
sposob przedstawiony w Tabeli 14.
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Tabela 14. Profil temperaturowy

Mode of analysis Quantification (Oznaczenie ilosciowe)
(Tryb analizy)

Hold 1 Temperature (Temperatura): 55°C

(Wstrzymanie 1) Time (Czas): 2 minuty

Ramp (Spadek): 20
Hold 2 Temperature (Temperatura): 95°C
(Wstrzymanie 2) Time (Czas): 10 minut

Ramp (Spadek): 20

Cycling 50 razy
g;(l)(\llzl)tarzanle 95°C przez 15 sekund; spadek: 20

66°C przez 1 minute; spadek: 20; z rejestracjg
fluorescencji FAM: pojedynczy

9. W przypadku aparatu LightCycler 1.2 zalecany jest tryb F1/F2 i ,2"d
derivative analysis” (Analiza drugiej pochodnej). Rozpocznij program
cykli termicznych, zgodnie z Tabelg 14.
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Interpretacja wynikow

Zasada analizy danych

Dane dla wartosci cyklu progowego (Ct) i punktu przeciecia (Cp) mozna
wyeksportowaé z aparatu do reakcji gPCR i wklei¢ do pliku programu Excel® w
celu ich przeanalizowania. Wartosci tych mozna nastepnie uzy¢ do obliczenia
Sredniej wartosci Cp i Ct, a srednie wzorcowe wartosci Ct mozna wykresli¢ w
celu uzyskania krzywej wzorcowej dla wzorcow allelu typu dzikiego i allelu
V617F, korzystajgc z ponizszego wzoru i Tabeli 15.

y = srednia wartos¢ Cp; X = logio CN, gdzie CN= liczba kopii genu w 5 pl
probki

Tabela 15. Dane ilosciowe dla wzorcéw allelu typu dzikiego i allelu V617F

Wzorzec Liczba kopii (CN) log10 CN
M1-VF 5x 10! VF 1,7
M2-VF 5x 10% 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

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien zmierzy¢ wtasny poziom powtarzalnosci
w laboratorium.

Krzywa wzorcowa i kryteria jakosci

Ryc. 7 i 9 przedstawiajg przyktady wynikow uzyskanych za pomocg zestawu
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit, a Ryc. 8 i 10 przedstawiajg przyktady krzywej
teoretycznej obliczonej na podstawie czterech rozcienczen wzorcowych.
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Krzywe amplifikacji

1,0E1 1

Fluorescencja (483-533)

1,0E0

Ryc. 7. Wykres amplifikacji 5 x 10!, 5 x 102, 5 x 10%i 5 x 10* kopii plazmidu JAK2 V617F
(odpowiednio kontrole M1-VF, M2-VF, M3-VF, M4-VF).

50 - y = -3,4017x + 44,774
R2 = 0,9989
40 -
30 -
20 -
10 -
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Ryc. 8. Krzywa wzorcowa dla allelu JAK2 V617F.
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Krzywe amplifikacji

1,0E1

Fluorescencja (483-533)

1.0ECH

Ryc. 9. Wykres amplifikacji 5 x 10, 5 x 102, 5 x 10% i 5 x 10* kopii plazmidu JAK2 typu
dzikiego (odpowiednio kontrole WT-1, WT-2, WT-3 i WT-4).

50 -
y =-3,6x + 43,643
40 - R? = 0,9981
30
20
10
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 3

Ryc. 10. Krzywa wzorcowa dla allelu JAK2 typu dzikiego.
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Wzorce sg rozcienczeniami 10-krotnymi, wiec teoretyczne nachylenie krzywej
wynosi —3,32. Nachylenie miedzy —3,0 a —3,9 jest akceptowalne, jesli wartosc
R? jest >0,95 (12). Jednakze, w celu uzyskania precyzyjnych wynikow,
pozgdana jest wartos¢ R? >0,98 (13).

Réwnan krzywych wzorcowych mozna nastepnie uzy¢ do obliczenia logio
liczby kopii allelu V617F i allelu WT w nieznanych probkach.

Réwnania krzywej wzorcowej allelu V617F nalezy uzy¢ do przeksztatcenia
surowej Sredniej wartosci Cp/ Ct (uzyskanej z PPM-VF) dla nieznanych
prébek i probek kontrolnych na liczbe kopii allelu JAK2 V617F (V617F copy
numbers, CNve17r).

(Srednia wartos¢ Cpvei7r — punkt przeciecia
krzywej wzorcowejveizr)

logio CN = i ' '
g10 CNve17r Nachylenie krzywej wzorcowejve17r

Réwnania krzywej wzorcowej allelu typu dzikiego nalezy uzyé do
przeksztatcenia surowej sredniej wartosci Cp/Ct (uzyskanej z PPM-WT) dla
nieznanych probek i probek kontrolnych na liczbe kopii allelu JAK2 typu
dzikiego (wild-type copy numbers, CNwr).

(Srednia wartos¢ Cpwr — punkt przeciecia
krzywej wzorcowejwr)
logio CNwrt =

Nachylenie krzywej wzorcowejwr

Sposéb wyrazania wynikéw

Wyniki sg podawane w odniesieniu do 25 ng catkowitego genomowego DNA i
powinny by¢ wyrazone jako odsetek allelu JAK2 V617F zgodnie z ponizszym
wzorem.

CN
JAK2 VB17F% = VoL x 100

(CNve17r + CNwr)

Odtwarzalnos¢é miedzy powtdérzeniami
Uzyskane dane powinny by¢ spéjne miedzy dwoma powtdrzeniami.
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Kontrole pozytywne i negatywne

W przypadku kontroli pozytywnej lub PC-VF odsetek allelu JAK2 V617F
powinien by¢ wyzszy niz 99,9%.

W przypadku kontroli negatywnej lub NC-VF odsetek allelu JAK2 V617F
powinien by¢ nizszy niz 0,1%.

Jesli kontrole te nie dziatajg prawidtowo, nalezy zapoznacC sie z czescig
,R0zwigzywanie problemow”, strona 36, aby rozwigzac ten problem.

Kontrole — woda

Kontrole negatywne powinny dawaé¢ warto§¢ CN réwng zero zaréwno w
przypadku wykrywania allelu JAK2 V617F jak i allelu JAK2 typu dzikiego.

Pozytywny wynik dla kontroli w postaci wody jest spowodowany
zanieczyszczeniem krzyzowym. Aby rozwigzaé ten problem, patrz
,R0zZwigzywanie problemow” ponizej.

Rozwigzywanie probleméw

Ta czesC instrukcji moze okaza¢ sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych problemow. Aby uzyskac¢ wiecej informacji, nalezy
takze zapoznac sie ze strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego
Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dzialu serwisu firmy
QIAGEN chetnie odpowiedzg na pytania dotyczgce danych i/lub protokotu
opisanego w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii postepowania z
probkami i wykonywania oznaczen (informacje kontaktowe — patrz
.Informacje kontaktowe”, strona 45).

Komentarze i wskazowki

Krzywa wzorcowa dla allelu typu dzikiego lub allelu V617F nie jest
liniowa

Zamiana kolejnosci fiolek, Sprawdz schemat pipetowania i
zamiana kolejnosci podczas konfiguracje reakcji.

dodawania wzorcow,
zanieczyszczenie krzyzowe,
czesciowy rozkfad wzorca,
odczynnik RQPCR, nieswoista
amplifikacja lub btgd programu
reakcji PCR

Przechowuj zestaw ipsogen JAK?2
MutaQuant Kit w temperaturze od —
15 do —-30°C i chron mieszaniny
starteréw i sond przed swiattem.
Patrz ,Przechowywanie i sposéb
postepowania z odczynnikami”,
strona 14.

Unikaj wielokrotnego zamrazania
| rozmrazania.
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Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu lub staby sygnat dla jednego wzorca

Wzorzec nie zostat dodany lub
uzyto tej samej mieszaniny PPM

Sprawdz schemat pipetowania
I konfiguracje reakciji.

Powtorz reakcje PCR.

Kontrola negatywna (H20) jest pozytywna

Zanieczyszczenie krzyzowe,
zanieczyszczenie odczynnika,
btad aparatu, zmiana miejsca
dotka lub probowki kapilarnej lub
rozktad sondy

Wymien wszystkie kluczowe
odczynniki.

Aby unikng¢ zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem,
zawsze postepuj z odczynnikami,
sktadnikami zestawu i materiatami
eksploatacyjnymi zgodnie z
powszechnie przyjetymi praktykami.
Chron mieszaniny starteréw i sond
przed swiattem.

Sprawdz krzywe fluorescencji pod
katem fatszywie pozytywnych
odczytow.

Brak sygnatu, nawet w kontroli wzorcowej

a) Wybrano nieprawidtowy kanat
detekcji

b) Btad pipetowania lub pominiecie
odczynnikow

c) Nie zaprogramowano programu
rejestracji danych

Ustaw kanat na F1/F2 lub
530 nm/640 nm.

Sprawdz schemat pipetowania
i konfiguracje reakgciji.

Powtdrz reakcje PCR.
Sprawdz program cykili.

Wybierz tryb rejestracji ,,Single”
(Pojedynczy) przy koncu kazdego
segmentu hybrydyzacji w programie
reakcji PCR.

Brak sygnatu lub staby sygnat w probkach, ale prawidtowy sygnat

w kontrolach wzorcowych
Efekt inhibicji materiatu probki

spowodowany niewystarczajgcym

oczyszczeniem

Przed rozpoczeciem zawsze
sprawdzaj jako$¢ (OD260/OD2s0)
I stezenie DNA.

Powtorz przygotowanie DNA.
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Komentarze i wskazowki

Zbyt niskie natezenie fluorescencji

a) Nieprawidtiowe przechowywanie
sktadnikow zestawu

b) Bardzo niska poczatkowa ilos¢
docelowego DNA

W celu przechowywania podziel
odczynniki na porcje.

Przechowuj zestaw ipsogen JAK?2
MutaQuant Kit w temperaturze od —
15 do —30°C i chron mieszaniny
starterow i sond przed swiattem.
Patrz ,Przechowywanie i sposéb
postepowania z odczynnikami”,
strona 14.

Unikaj wielokrotnego zamrazania
| rozmrazania.

Sprawdz ilos¢ DNA probki.

Uwaga: W zaleznosci od wybranej
metody przygotowania DNA moze
wystgpi¢ efekt inhibicji.

Pozytywny sygnat w kontrolach negatywnych

Zanieczyszczenie spowodowane
przeniesieniem

Zmienne natezenie fluorescencji
a) Btad pipetowania
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Wymien wszystkie kluczowe
odczynniki.

Powtorz eksperyment, uzywajgc
nowych porcji wszystkich
odczynnikow.

Aby unikngé zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem,
zawsze postepuj z odczynnikami,
sktadnikami zestawu i materiatami
eksploatacyjnymi zgodnie z
powszechnie przyjetymi praktykami.

Po rozmrozeniu wytrzgsaj i odwiruj
wszystkie odczynniki.

Zmiennos¢ aparatu LightCycler
spowodowang tak zwanym ,btedem
pipetowania” mozna zmniejszyc,
analizujgc dane w trybie F1/F2 lub
530 nm/640 nm.




Komentarze i wskazowki

b) Niewystarczajgce odwirowanie Zawsze wiruj probowki kapilarne, do
ptytki, probowek lub probéwek ktorych zatadowana jest mieszanina
kapilarnych lub przygotowana reakcyjna, w sposob opisany w
mieszanina do reakcji PCR moze instrukcji obstugi danego aparatu.
wcigz znajdowac sie w gornym
naczyniu probowki kapilarnej lub
pecherzyk powietrza moze byc¢
zaklinowany na koncu probowki
kapilarnej

c) Zewnetrzna powierzchnia Podczas postepowania z probowkami
koncowki probowki kapilarnej jest  kapilarnymi zawsze no$ rekawiczki.
zabrudzona

Kontrole pozytywne allelu typu dzikiego lub allelu V617F dajg sygnat
w przypadku zamiennego stosowania mieszanin PPM

Zanieczyszczenie krzyzowe, Wymien wszystkie kluczowe
zanieczyszczenie odczynnika, odczynniki.
zmiana miejsca dotka lub

Powtérz ek . ,
probowki kapilamei owtdrz eksperyment, uzywajgc

nowych porcji wszystkich odczynnikéw.

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

Sprawdz schemat pipetowania
I konfiguracje reakcji.
Wykrywanie kontroli pozytywnych w nieprawidtowej kolejnosci

Zamiana kolejnosci podczas Sprawdz schemat pipetowania
dodawania mieszaniny PPM do i konfiguracje reakciji.
studzienki, probowki kapilarnej

lub wstepnej mieszaniny

Brak sygnatu dla jednej lub obu kontroli pozytywnych

Pominieto mieszanine PPM lub Sprawdz schemat pipetowania
DNA kontrolne I konfiguracje reakciji.

Duzy szum tta
Wyblakniecie fluoroforu Przechowywaé sonde i postepowac
Z nig w taki sposob, aby byta
chroniona przed swiattem.
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Komentarze i wskazowki

Staba odtwarzalnos¢ dla powtoérzen probek

Btad pipetowania lub Sprawdz schemat pipetowania
zanieczyszczenie krzyzowe I konfiguracje reakciji.
Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig
firmy QIAGEN kazda seria zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit jest
testowana pod kagtem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia
spojnej jakosci produktu. Certyfikaty analiz sg dostepne na zagdanie pod
adresem www.qgiagen.com/support/.

Ograniczenia

Przed uzyciem wyrobu uzytkownicy muszg by¢ przeszkoleni i zaznajomieni z
ta technologig. Niniejszego zestawu nalezy uzywac¢ zgodnie z instrukcjami
podanymi w niniejszym podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanym
aparatem wymienionym w czesci ,Materialty wymagane, ale niedostarczone”,
strona 12.

Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ fgcznie z innymi
obserwacjami klinicznymi lub laboratoryjnymi. Uzytkownik jest odpowiedzialny
za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich procedur
stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami wydajnosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.

Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na pudetku i
etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie uzywac¢ przeterminowanych
sktadnikow.
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Parametry skutecznosci

Badania niekliniczne

Precyzja

Badanie precyzji przeprowadzono za pomocg 12 prébek DNA wyizolowanych
z linii komorkowych, ktére odpowiadajg réznym stopniom obcigzenia allelem
JAK2 V617F. Na kazdej probce wykonano tgcznie 80 pomiaréw, uzywajgc 3
réznych partii zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit. W tym badaniu precyzji
korzystano z aparatu Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System.

Dane analityczne przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Dane precyzji dla probek DNA

Teoretyczny Percentyl
odsetek ]

allelu JAK2 Srednia CcVv
Prébka V617F (%) n* (%) (%) 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

* Wykluczono wartosci odstajgce. Zostaty one zdefiniowane jako warto$ci mniejsze niz dolny
kwartyl minus 3-krotnos¢ rozstepu miedzykwartylowego lub wieksze niz gorny kwartyl plus
3-krotnos¢ rozstepu miedzykwartylowego na wykresie pudetkowym.

n = liczba zwalidowanych probek; CV = globalny wspdétczynnik zmiennosci.
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Granica proéby slepej i granica wykrywalnosci

Poziom tta lub poziom Slepej préby (level of blank, LOB) okre$lono na
negatywnych probkach (8 probek, 76 pomiaréw). Ustalono, ze wynosi on
0,014%.

Granice wykrywalnosci (limit of detection, LOD) okreslono za pomocg probek,
o ktorych wiadomo byto, ze sg pozytywne, ale charakteryzujg sie niskg
ekspresjg (7 probek, 68 pomiaréw). Ustalono, ze wynosi ona 0,061%, z gérnag
granicg 90-procentowego przedziatu ufnosci przy 0,091%.

Te optymalng czutos¢ mozna uzyskac dla probek zawierajgcych co najmniej
10 000 kopii genu JAK2 (allel typu dzikiego lub mutacja V617F).

Dane ilo$ciowe nalezy raportowa¢ w nastepujgcy sposob.

B Wynik JAK2 V617F <0,014% mozna interpretowaé jako brak wykrycia
mutacji JAK2 V617F.

B Wynik JAK2 V617F >0,014%, ale <0,091% mozna interpretowac jako
wynik niejednoznaczny.

B Wynik JAK2 V617F 20,091% mozna interpretowac jako wynik pozytywny
— wykryto mutacje JAK2 V617F.

Liniowos¢

Badania liniowosci wykonano na 12 probkach, kazdg otrzymano z innej
mieszaniny DNA wyizolowanego z linii komorkowych pozytywnych i
negatywnych pod wzgledem mutacji JAK2 V617F. Kazdg probke testowano 5
razy. Dane z tego badania dowodzg, ze zestaw ipsogen JAK2 MutaQuant Kit
daje liniowe wyniki w obrebie zakresu dynamicznego.

Badania kliniczne

Wyizolowano DNA z 87 probek krwi lub szpiku kostnego pacjentow i
przeanalizowano je za pomocg zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit. Ponadto
okreslono ilosciowy odsetek mutacji JAK2 V617F i porownano z wynikami testu
przesiewowego uzyskanymi za pomocg zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
Kit (nr kat. 673223). Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Tabela kontyngencji przedstawiajgca zgodnosé¢ wynikéw
uzyskanych za pomoca zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit i zestawu
ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit

Wyniki z zestawu ipsogen JAK2 MutaScreen
EZ Kit
Nie
Wykryto Wynik wykryto
mutacje  niejednoznaczny mutacji n
Wyniki z Wykryto mutacje 40 2 7 49
zestawu :
ipsogen o Wynik 0 0 21 21
JAK2 niejednoznaczny
MutaQuant Nie wykryto 0 17 17
Kit mutacji 0
n 40 2 45 87
Zgodnosc¢
wynikéw 100% (95-procentowy przedziat ufnosci: 91%, 100%)
pozytywnych
Zgodnosc¢
wynikow 71% (95-procentowy przedziat ufnosci: 51%, 85%)
negatywnych
Zg(?dnosc 89% (95-procentowy przedziat ufnosci: 79%, 95%)
ogotem
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

N> Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakg;ji

Termin waznosci

g

IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

GTIN Globalny numer jednostki handlowej
Zakres temperatury

Producent

=EkeF : [

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegotowych informacji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem
www.giagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 Ilub
skontaktowac sie z jednym z dziatbw pomocy technicznej firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.

ipsogen JAK?2 Na 12 reakcji: kontrola genu JAK2 673522
MutaQuant Kit (12) typu dzikiego, kontrola genu JAK2

V617F, mieszanina starterow i sondy

PPM-WT, mieszanina starterow

I sondy PPM-VF

ipsogen JAK?2 Na 24 reakcje: kontrola genu JAK2 673523
MutaQuant Kit (24) typu dzikiego, kontrola genu JAK2

V617F, mieszanina starterow i sondy

PPM-WT, mieszanina starterow

i sondy PPM-VF

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

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002032
5plex HRM Platform rzeczywistym i analizator High

Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z0tty, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na

czesci i robocizne; nie obejmuje

instalaciji i przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002033
5plex HRM System rzeczywistym i analizator High

Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z0tty, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na

czesci i robocizne; obejmuje

instalacje i przeszkolenie

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegolnych produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub
podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty ipsogen nie moga by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy lub
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie mogg ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialno$ci za
btedy, ktére moga wystapi¢ w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sie za kompletny i doktadny w momencie jego opublikowania. Firma
QIAGEN nie ponosi w zadnym wypadku odpowiedzialno$ci za jakiekolwiek szkody przypadkowe, specjalne lub wynikowe ani z tytutu
odszkodowan wielokrotnych w zwigzku z niniejszym dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty ipsogen sg objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytgcznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym
zadoscéuczynieniem przystugujacym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami
gwarancji.

Mutacja JAK2 V617F i jej zastosowania sg chronione prawami patentowymi, w tym patentem europejskim EP1692281, patentami amerykanskimi
7,429,456 i 7,781,199, amerykanskimi zgtoszeniami patentowymi US20090162849 i US20120066776 i zagranicznymi odpowiednikami.

Zakup tego produktu nie przenosi zadnych praw do jego wykorzystania w badaniach klinicznych lekéw ukierunkowanych na JAK2V617F. Firma
QIAGEN opracowuje specjalne programy licencyjne dla takich zastosowan. Z naszym dziatem prawnym mozna skontaktowa¢ sie¢ pod adresem
jak2licenses@qiagen.com.

Znaki towarowe: 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).

Umowa ograniczonej licencji
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit na nastepujgce warunki:

1. Zestawu ipsogen JAK2 MutaQuant Kit mozna uzywa¢ wytgcznie zgodnie z dokumentem ipsogen JAK2 MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi i
tylko razem ze sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zzadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do
uzytkowania niniejszego zestawu ze skfadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjgtkiem przypadkéw opisanych w dokumencie ipsogen JAK2
MutaQuant Kit — Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarangji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac ani odsprzedawac.
4. Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére
moga doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze
wyegzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy ograniczone;j licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sgdu i ma prawo zazgdac
zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztéw sgdowych, w tym wynagrodzeh prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien
Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

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

Sie-16 HB-1353-003 © 2013-2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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