JAK2-Q

Real Time PCR Kit

ﬂ G610029

SEZNAM VYROBKU
Nazev kitu SKU Velikost baleni
JAK2-Q Real Time PCR Kit G610029-1 50T

Predchozi REF ¢.: G2M802621

Toto je neautorizovany pracovni preklad anglického origindlu ndvodu k pouziti (IFU) do estiny, vyhotoveny pro interni referencni Gcely. Rozhodujici je vzdy anglicky origindlni dokument
vyrobce; pred pouzitim produktu si jej prosim ovérte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ugel pouziti
JAK2-Q Real Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, urCeny k detekci mutace v genu JAK2 v DNA
extrahované z klinickych vzorka.

Urceny uzivatel

Test je uréen k provadeéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

JAK2-Q Real Time PCR Kit je navrzen jako jednozkumavkovy systém real-time PCR obsahujici specifické primery a fluorescenéni sondy
zamérené na sekvence pro detekci mutace V617F. JAK2-Q Real-Time PCR Kit umoznuje detekci bodové mutace 1849 (G->T) V617F v genu
JAK2, ktera se vyskytuje s vysokou frekvenci u nékolika chronickych myeloproliferativnich onemocnéni. Obsahuje reagencie a enzymy pro
specifickou amplifikaci a pro detekci amplikonu specifické mutace 1849 (G->T) V617F ve fluorescencnim kanalu HEX. Dale obsahuje kontrolu
divokého typu (wild type) v kanalu FAM, ktera identifikuje pfipadnou inhibici PCR a purifikaci DNA.

Souhrn

Gen JAK2 hraje klicovou roli v tvorbé krevnich bunék. Specifickd mutace tohoto genu, nazyvana V617F, je spojena s uréitymi krevnimi
nadorovymi onemocnénimi znamymi jako myeloproliferativni neoplazie (MPN). Tyto stavy zplsobuji, ze kostni dfen produkuje pfili§ mnoho
krevnich bunék, coz vede k pfiznakim, jako je Gnava, krevni srazeniny, zvétSena slezina (splenomegalie), krvaceni a trombdza. Ackoli jsou k
dispozici konvenéni diagnostické metody, jako je krevni nétér, biopsie kostni dfené a cytogenetické studie, tyto mohou byt invazivni, ¢asové
narocné nebo méné citlivé. JAK2-Q Real Time PCR Kit nabizi vysoce citlivé a specifické, neinvazivni feSeni s rychlymi vysledky, které
umoznuje véasnou detekci, stratifikaci rizika, vedeni 1éCby a monitorovani onemocnéni, coz z néj ¢ini pokroCily diagnosticky nastroj pro
management MPN. JAK2-Q Real Time PCR Kit je moderni test, ktery tuto mutaci detekuje rychle a pfesné a pomaha lékarlim tyto stavy véas
diagnostikovat a vést d¢innou lécbu. Detekuje mutaci JAK2 V617F spojenou s myeloproliferativnimi neoplaziemi (MPN), véetné polycythemia
vera, esencidlni trombocytemie a primdrni myelofibrézy, které prevazné postihuji dospélé nad padesét let.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovény a udrzovény podle pokyn{ a doporuéeni vyrobce.
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610029-1)
JAK2 WT & Mut Primer & Probe Mix G2MA3-1942-1 1X50pl

Positive Control Template WT G2MA3-1943-1 1X50ul

Positive Control Template Mut G2MA3-1944-1 1X 50 pl

gPCR Master Mix G2MA3-0657-1 1 X500 pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-1 1X1ml

Material potrebny, ale nedodavany

m Souprava pro odbér vzorku EDTA

m MagNXT Tissue & Body Fluids NAE Extraction Kit (62M212121-1XRT), Genes 2Me Private Limited, nebo QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen)

m Stolni mikrocentrifuga

m Vortexer

m Mikropipety (nastavitelné)
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m Jednorazové Spicky s bariérovym filtrem
m Jednordzové bezpudrové rukavice
m Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava ma dobu pouzitelnosti 12 mésici od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na krabici soupravy
a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévéna podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovany a uchovavény pfi teploté -30 °C az-10 °C.

m Provadéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovéni uchovavejte Cinidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).

m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krét) je tfeba se vyhnout.

)L\ Chrarite pfed pfimym slune¢nim zafenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Odeberte vzorky krve podle doporuéenych pokyn( uvedenych na pribalovém letaku soupravy pro odbér vzork(.

m Preprava odebraného vzorku by méla probihat v souladu s pokyny uvedenymi na pfibalovém letdku dodaném se soupravou pro odbér
vzorkd.

Priprava vzorku

m Extrakce specifické DNA by méla probihat podle doporuéenych pokyni uvedenych na piibalovém letaku soupravy.

Priprava Cinidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu 2 °C az 8 °C a pred pouzitim kratce vortexujte po dobu 20
sekund.

Priprava reakéni smési

m Pripravte reakéni smés podle nésledujici tabulky v oblasti pro pfipravu ¢inidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
qPCR Master Mix 10 pl
JAK2 WT & Mut Primer and Probe Mix 01 pl
RNase/DNase Free Water 04 pl
Vzorek DNA 05 pl
Konecny objem 20 pl

A\ Zkumavku s gPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikacnimu kroku. Prodlouzend inkubace reakéni smési, zejména pfi
pokojové teploté, ovliviuje citlivost testu. Zkumavky pred vloZenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabranit vzniku bublin v
reakéni smési, protoZe interferuji s detekci fluorescence.

m Pro reakci No Template Control (NTC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro Positive Control (PC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite obéma templaty Positive
Control samostatné (cilové specificky Positive Control Template pro WT a Mut Jak2).

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fid'te uZivatelskou pfiruckou prislusného pfistroje.
m NiZe je uveden piiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96:
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Nastaveni PCR pfistroje
m Vlozte zkumavku/desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v poradi.

Nastaveni kanald fluorescence

m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kandlu detekce fluorescence (Tabulka 3).

Tabulka 3.
Nazev cile Reportér Zhasec
JAK2 Wild Type FAM Zé&dny
JAK2 Mutant Type HEX Zé&dny

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).
Tabulka 4.

Faze Pocet cyklu Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 95 03:00
Cyklickd denaturace, annealing a extenze 45 95 00:15

60* 01:00

*Data amplifikace jsou shirana pfi 60 °C po dobu 45 cykll pro pfislusné cilové kanély - FAM a HEX.

m Po nastaveni vyse uvedenych podminek ulozte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

Hodnota Ct 40 se povazuje za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky. Hodnota nizsi nebo rovna 40 se
povaZzuje za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Pro analyzu kontroly divokého typu (wild type) vybirejte pouze ,testované vzorky". Vyberte barvivo FAM a zkontrolujte graf amplifikace
interni kontroly. Kontrola divokého typu by neméla byt amplifikovana v No Template Control (NTC). Pozdni Sumovy amplifikacni graf FAM v
jamkach NTC a PC ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

Vyberte NTC a PC, zvolte kanaly FAM a HEX a zkontrolujte amplifikacni grafy. NTC musi byt plochd kfivka bez hodnot Ct. V pfipadé potieby
upravte prahovou hodnotu (threshold) tésné nad troven NTC. PC musi byt amplifikovan s hodnotou Ct <28 pro JAK2 divokého typu v
kandlu FAM a JAK2 mutovaného typu v kanalu HEX. Zadné amplifikace v NTC znamen4, Ze v reagenciich a experimentélnim prostedi
nedoslo ke kontaminaci a byla pouzita spravna pipetovaci technika. Amplifikace v PC potvrzuje, Ze byly dodrZeny pfedepsané podminky
uchovavani reagencii a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kanélech FAM a HEX postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Postupujte podle nize uvedené tabulky
pro kvalitativni interpretaci vysledkl (Tabulka 5).

Tabulka 5.

Cil qPCR signal

JAK2 WT Primer/Probe (FAM) + - +

JAK2 Mut Primer/Probe (HEX) - + +
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A Pro diagnostické tcely by mély byt vysledky vzdy pouzivany v kombinaci s dalSimi lékafskymi nélezy, jako jsou symptomy,
vysledky jinych testd, klinicky dojem apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi nalezy, doporucuje se provést doplujici
testovani k potvrzeni vysledku.

Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.
¢. Parametry Pozorovani
1. Analyticka citlivost 100 %
2. Analyticka specificita 100 %
3 Pravdivost (bias) 97 %
4 Presnost (opakovatelnost) CV<45%
5. Presnost (reprodukovatelnost) CV<45%
6 Presnost (vysledek pravdivosti a pfesnosti) 97 %
7 Meze detekce a kvantifikace LOD: 0,3 % mutace
8 Rozsah méfeni 10 - 10° kopii/reakce
9. Linearita R%=0,99
10. Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: <40
11. Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky Ré4dné pokyny pro
manipulaci
12. Identifikace a kontrola znamych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek (testovano s krvi, Dobfe kontrolovéno
nosnimi spreji a antibakterialnimi I€ky; nebyl zjistén zadny negativni dopad)
13. Kfizové reakce (Influenza A/B, RSV, SARS-CoV-2 a Mycobacterium tuberculosis) Z4dna kfizova
reaktivita
14. Klinicka citlivost 96 %
15. Klinicka specificita 98 %
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

PFi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zéstéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovény do reak¢ni smési a zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

DodrZujte nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoZe testované vzorky jsou
klasifikovany jako nebezpe¢né.

Bylo prokazano, ze heparin inhibuje PCR. NepouzZivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledki zavisi na fadném
odbéru vzork( a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte bézna laboratorni bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouZivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plasté.

Po manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy si dikladné umyjte ruce.

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrafite styku ¢inidla s kiiZi, oéima a sliznicemi, coz by
mohlo zplsobit kozni podrazdéni. Pri styku s témito Cinidly omyjte postiZzené misto vodou. P¥i rozliti téchto Cinidel postupujte podle vhodnych
postupl pro zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinujte €inidla ze souprav s riiznymi &isly arzi.

m Zabrante mikrobidlni a nukleazové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencidlné infekcni nebo biologicky nebezpe¢né a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi
byt dodrzovana vSechna nezbytna opatieni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovavani Cinidel musi byt striktné dodrzovény, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.

Nedotykejte se vnitfnich stén jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.

Zabranite kontaminaci reagencii a vzorkd heparinem, nebot mtze ovlivnit vysledky testu.

Omezeni

Pro dosazeni optimélnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat pribalovy letdk soupravy neboli navod k pouZiti (IFU). Vysledky tohoto testu
jsou citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovévani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepfesnym vysledkdm.
Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize vést k falesné pozitivnim vysledkim.

Test je omezen na specifikovand extrakéni Cinidla, typy vzorkU a pfislusné pfistroje.

m Pro optimélini provedeni tohoto testu je nezbytné dlisledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).
m Pfipadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi navrhu soupravy, mohou vést k nekonzistentnim

vysledkdm.

Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢asti ,interpretace vysledki” tohoto
navodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nélezy.
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Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice

gl CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENiM

—

7N

"Hf TEPLOTNi OMEZENi

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
VD
4+ TOUTO STRANOU NAHORU
:E RIDTE SE NAVODEM K POUZITi
1
KOD SARZE
LOT
KATALOGOVE CiSLO
REF
DATUM POUZITELNOSTI
DATUM VYROBY
VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENI

NEPOUZIVEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

EVROPSKA SHODA

ACHETARC AR

I Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni ¢isla: +91
18001 214030 / +91 88000 23600 / +91 8800821778, E-mail: contact@genes2me.com

OBELIS S.A. Bd General Wahis 53 B-1030 Brussels Belgium, Tel: +3227325954, Fax: +3227326003, E-mail: mail@obelis.net
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