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Verwendungszweck

Beim ipsogen CALR RGQ PCRKit handelt es sich um einen in-vitro-diagnostischen Echtzeit-
PCR-Test, der zur Detektion von CALR-Mutationen in genomischer DNA aus Vollblut von
Patienten mit Verdacht auf myeloproliferative Neoplasie (MPN) vorgesehen ist. Das ipsogen
CALR RGQ PCRKit, das in Verbindung mit der QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM
Platform eingesetzt wird, erméglicht zudem die Identifizierung der beiden wichtigsten CALR-
Mutationen (Typ 1 und Typ 2). Das Produkt darf nur von Fachpersonal wie z. B. technischen
Angestellten oder Arzten verwendet werden, die in der Anwendung molekularbiologischer

Verfahren geschult sind.

Bei der Handhabung der Produkte ist mit angemessener Vorsicht und Aufmerksamkeit

vorzugehen.

Wir empfehlen allen Anwendern von QIAGEN-Produkten, die fir die Analyse von
rekombinanter DNA entwickelten Leitlinien der US-amerikanischen Behérde National

Institutes of Health (NIH) oder andere relevante Leitlinien zu befolgen.

Zusammenfassung und Erklarung

Myeloproliferative Neoplasien (MPN) bezeichnen eine Gruppe von Erkrankungen, unter die
39 % aller hématologischen Malignome fallen. Sie sind durch eine chronische Erhéhung
verschiedener reifer Blutzellen im Blut gekennzeichnet, die entweder Philadelphio-

Chromosom-positiv (Ph+) oder Philadelphia-Chromosom-negativ (Ph-) sind.

Im Jahr 2005 wurde die wiederkehrende somatische Mutation V617F identifiziert (1-4), die
das Gen der Janus-Tyrosinkinase 2 (JAK2-Gen) betrifft. Dies bedeutete einen wichtigen
Durchbruch in Bezug auf das Verstandnis, die Klassifizierung und die Diagnose von MPN.
Die JAK2-Mutation V617F ist in der Gesamtpopulation der Ph-negativen MPN-Patienten bei
mehr als 95 % der an einer Polycythaemia vera (PV) erkrankten Patienten, bei ca. 50-60 %

der an einer essentiellen Thrombozythémie (ET) erkrankten Patienten und bei 50 % der an
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einer primdren Myelofibrose (PMF) erkrankten Patienten nachweisbar. Dariber hinaus
wurden bei 5-10 % der ET- und PMF-Fdlle aktivierende Mutationen im Thrombopoetin-
Rezeptorgen (MPL) beobachtet. In den verbleibenden 30-45 % der Patienten wurden keine

spezifischen molekularen Marker nachgewiesen.

Die Identifizierung somatisch erworbener Mutationen im CALR-Gen (verantwortlich fir die
Codierung des Calreticulin-Proteins) bei einem signifikanten Anteil der Ph-negativen MPN-
Patienten macht den Weg frei fir einen neuen Marker fir klonale Erkrankungen (5, 6) und
stellt sowohl bei der Diagnose als auch bei der Prognose dieser zuvor molekular nicht
charakterisierten Fallen einen wichtigen Fortschritt dar. Bei der Mehrheit von Ph-negativen
MPN-Patienten ohne JAK2-Mutation wurden somatische Insertionen oder Deletionen in CALR-
Exon 9 nachgewiesen. Insgesamt wurden fir CALR 36 ,Typen” (Tabelle 1) nachgewiesen,
darunter Insertionen, Deletionen, Substitutionen und Kombinationen daraus. Sie sind in den
meisten Fdllen mit einer Leserasterverschiebung verbunden, wobei das gleiche alternative
Leseraster zur Bildung mutierter CALR-Proteine fihrt, die am C-Terminus die gleiche neue
Aminosduresequenz besitzen. Untersuchungen zufolge kdnnte diese Leserasterverschiebung
die zellulgre Lokalisierung der verschiedenen mutierten Proteine veréndern und die Ca2*-

Bindefunktion der C-terminalen Proteindoménen beeinflussen.

Die Pathogenese ist zwar noch nicht ganz aufgeklért, In-vitro-Studien haben jedoch gezeigt,
dass die Uberexpression der haufigsten CALR-Deletion (Typ-1-Mutation, siehe Tabelle 1) zu

einem Zellwachstum fishrt, das nicht mehr durch Zytokine reguliert wird (5).

Tabelle 1. Liste der CALR-Mutationen von Typ 1 bis Typ 36

Typ COSMIC-ID* Haufigkeit (%) CALR-cDNA-Mutation

1 COSM1738055 53 c.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 c.1154_1155insTTGTC
3 COSM1738150 1,7 c.1095_1140del

4 COSM1738151 1 c.1102_1135del

5 COSM1738057 0,7 c.1091_1142del
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Typ COSMIC-ID* Haufigkeit (%) CALR-cDNA-Mutation

6 COSM1738152 0,7 c.1094_1139del

7 COSM1738343 0,7 c.1102_1153del

8 COSM1738153 0,7 c.1104_1137del

9 COSM1738154 0,7 c.1140del

10 COSM1738155 0,7 c.1154delinsTGTGTC

11 NI¥;, COSM1738150 0,3 [c.1092G>C;1095_1140del]

12 COSM1738359 0,3 c.1098_1131del

13 COSM1738339 0,3 c.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0,3 c.1101_1134del

15 COSM1738151; NI# 0,3 [c.1102_1135del;1145C>G]

16 COSM1738157 0,3 c.1102_1137delinsCA

17 COSM1738153; NI# 0,3 [c.1104_1137del;1148A>T]

18 COSM1738158 0,3 c.1104_1155del

19 COSM1738349 0,3 c.1110_1140del

20 COSM1738159 0,3 c.1118_1136del

21 COSM1738160 0,3 c.1118_1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0,3 c.1120_1123del

23 COSM1738344 0,3 c.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0,3 c.1120_1138del

25 COSM1738346 0,3 c.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0,3 c.1122del

27 COSM1738351 0,3 c.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0,3 c.1131_1152del

29 COSM1738352 0,3 c.1135_1152delins
CCTCCTCTTTGTCT

30 COSM1738353 0,3 c.1137_1154delins
CCATCCTTGTC
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Typ COSMIC-ID* Haufigkeit (%) CALR-cDNA-Mutation

31 NI¥; COSM1738056 0,3 [c.1151A>G;1154_1155insTIGTC]
32 COSM1738330 0,3 c.1153_1154delinsTGTC

33 COSM1738355 0,3 c.1154_1155insATGTC

34 COSM1738331 0,3 c.1154_delinsCTTGTC

35 COSM1738356 0,3 c.1154delinsTTTGTC

36 COSM1738332 0,3 c.1155_1156insTGTCG

*IDs aus COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
THaufigkeiten aus Klampfl et al. (2013) (5).
£ NI: In COSMIC nicht identifiziertes Mutationsereignis.

Traditionell erfolgte die MPN-Diagnose auf der Basis klinischer Befunde, unterstitzt durch
eine Knochenmarkhistologie und andere zytogenetische Kriterien. Die Identifizierung eines
fir die Krankheit spezifischen molekularen Markers fihrte sowohl zu einer Vereinfachung
des Prozesses als auch zu einer héheren diagnostischen Genauigkeit. Die Aufklarung der
molekularen Grundlage von ET und PMF bei Patienten ohne JAK2- und MPL-Mutationen
gehdrt zu den wichtigsten Zielen im Bereich der MPN-Forschung. Somit hat die
Identifizierung von CALR-Mutationen einen zusdtzlichen molekularen Marker hervorgebracht,
der sowohl die Diagnose als auch die Prognose von Ph-negativen MPN-Patienten verbessert.
Die Detektion der CALR-Mutation ist nun ein festes Referenzkriterium (2016) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) fir die Diagnose von MPN (Tabelle 2), und der

Nachweis dieser Mutation gilt als ein wichtiges Kriterium bei der Bestatigung der Krankheit.
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Tabelle 2. WHO-Kriterien fir die Diagnose von MPN (in Anlehnung an Referenz 7)

WHO-Kriterien fiir die Diagnose von essentieller Thrombozythémie

Hauptkriterien:
1. Thrombozytenzahl > 450 x 107/I.

2. Die Knochenmarkbiopsie zeigt Proliferation, hauptséchlich der
Megakaryozytenlinie mit erhdhten Zahlen vergréferter, reifer Megakaryozyten mit
stark gelappten Zellkernen. Keine signifikante Erhdhung oder Linksverschiebung der
neutrophilen Granulopoese oder Erythropoese und sehr selten geringfiigige
Erhéhung der Retikulinfaserbildung.

3. Keine zutreffenden WHOKriterien fir BCR-ABLT+ CML*, PV, PMF,
myelodysplastisches Syndrom (MDS) oder andere myeloide Neoplasien.

|4. Anwesenheit einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation. I

Nebenkriterien:

Anwesenheit eines klonalen Markers oder fehlende Evidenz fiir eine reaktive
Thrombozytose

WHO-Kriterien fir die Diagnose von primarer Myelofibrose

Hauptkriterien:

1. Megakaryozytdre Proliferation und Atypie, begleitet von Retikulin- und/oder
Kollagenfibrose.

2. Keine zutreffenden WHO-Kriterien fiir ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS oder andere
myeloide Neoplasien.

3. Nachweis einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation oder bei fehlendem Nachweis
dieser Mutationen Nachweis eines anderen klonalen Markers oder Abwesenheit
einer reaktiven Myelofibrose.

Nebenkriterien:

Mindestens eines der folgenden Kriterien, bestdtigt in zwei aufeinander folgenden
Bestimmungen:

a) Anémie, die nicht auf eine Begleiterkrankung zuriickzufihren ist

b) Leukozytose > 11 x 10%/I

c) Tastbare Splenomegalie

d) LDH* ber dem oberen Grenzwert des Referenzbereichs der jeweiligen Einrichtung

e) Leukoerythroblastose
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WHO-Kriterien fir Polycythaemia vera

Hauptkriterien:

1. Hamoglobin (Hgb) > 16,5 g/dI bei Mannern, Hgb > 16,0 g/dI bei Frauen oder
Hamatokrit (Hct) > 49 % bei Mannern, Het > 48 % bei Frauen oder erhdhte

Erythrozytenmasse.

2. Knochenmarkbiopsie zeigt gemessen am Alter trilinedre Hyperzellularitat
(Panmyelose), einschlieBlich gesteigerter Erythropoese, Granulopoese und
Megakaryopoese mit pleomorphen reifen Megakaryozyten (Unterschiede in

der Grofle).
3. Nachweis der JAK2-Mutation V617F oder einer JAK2-Mutation in Exon 12
Nebenkriterien:

Niedriger Erythropoetin-Serumspiegel

*CML: chronische myeloische Leukdmie, LDH: Lactatdehydrogenase

Der Nachweis von CALR-Mutationen in gDNA, die aus peripheren Blutzellen extrahiert
wurde, wird nun auf die gleiche Weise wie beim Nachweis von JAK2-Mutationen als
diagnostisches Instrument eingesetzt, wodurch die Diagnose von MPN vereinfacht und deren
Genavigkeit verbessert werden kann. Da CALR- und JAK2-Tests (ipsogen CALR RGQ PCR Kit
und ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) mit den gleichen Exiraktionsmethoden validiert wurden,
kann dieselbe Probe mit beiden qPCRKits getestet werden.

Testprinzip

Beim ipsogen CALR RGQ PCR Kit handelt es sich um einen Echtzeit-PCR-Test. Das Kit
ermdglicht mittels quantitativer EchtzeitPCR (qPCR) den qualitativen Nachweis somatischer
Mutationen in der Region c.1091_1162 (cDNA) von Exon 9 des CALR-Gens (GenBank®-
Eintragsnummer CR457070) (5, 6) und die Identifizierung der beiden wichtigsten CALR-
Mutationen (Typ 1 und Typ 2).
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Das Kit enthalt Reagenzien fir sieben PCR-Amplifikationsreaktionen, die in demselben Lauf
zur |dentifizierung der CALR-Mutationen Typ 1 und Typ 2 und zur Detektion von gering-
figigen Varianten (siehe ,Leistungsmerkmale/Spezifitat” auf Seite 72) in genomischer DNA
aus humanem peripherem Vollblut durchgefihrt werden kénnen. Die Gesamtdauer zur
Durchfihrung aller Vorgénge, von der gDNA-Extraktion (mittels manueller oder auto-

matischer Extraktion) bis hin zur Datenanalyse, betragt weniger als einen Arbeitstag.

Der Einsatz von Echizeit-PCR ermdglicht die genaue Detektion der gewinschten DNA-
Zielsequenz in der exponentiellen Phase der Amplifikation. Die Echtzeit-PCR-Daten kdnnen
ohne PCR-Nachbearbeitung mittels Echtzeit-Detektion des Fluoreszenzsignals im PCR-Zyklus
erfasst werden. Die verfigbaren gPCR-Methoden lassen sich derzeit in drei Haupttypen
unterscheiden: qPCR-Analyse mit dem Farbstoff SYBR® Green |, gPCR-Analyse mit Hydrolyse-
Sonden und gPCR-Analyse mit Hybridisierungssonden.

Dieser Assay beruht auf dem qPCR-Prinzip der Hydrolyse von Oligonukleotiden. Forward-
und Reverse-Primer hybridisieren wéhrend der PCR zu einer spezifischen Sequenz. In dem
gleichen Gemisch befindet sich ein anderes farbstoffgebundenes Oligonukleotid, das aus
einem mit einem 5'Reporter-Farbstoff (F) markierten Oligonukleotid und einem downstream
gelegenen 3'-Quencher (Q) ohne Farbstoff besteht. Diese Sonde wird im PCR-Produkt zu
einer Zielsequenz hybridisiert. Die Analyse mittels gPCR mit Hydrolyse-Sonden beruht auf der
5'3"Exonuklease-Aktivitat der DNA-Polymerase Thermus aquaticus (Taq). Bei intakter
Sonde fishrt die Néhe des Reporter-Farbstoffs zum Quencher zur Unterdriickung der Reporter-
Fluoreszenz — ein Vorgang, der hauptsdchlich auf dem Férster-Resonanzenergietransfer
beruht.

Wenn die gewiinschte Zielsequenz vorhanden ist, lagern sich die Forward- und Reverse-
Primer wdhrend der PCR an beiden Seiten der hybridisierten Sonde spezifisch an. Das
3'-Ende der Sonde wird blockiert, um eine Verlangerung der Sonde wdhrend der PCR zu
verhindern (Abbildung 1). Die Sonde wird in der Polymerisationsphase durch die 5'—3'-
Exonuklease-Aktivitét gespalten. Dies fihrt wiederum zur Abspaltung des Quencher-Farbstoffs

und zur Emission des Reporter-Fluoreszenzsignals. Die Sondenfragmente werden dann von
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der Zielsequenz verdréngt und die Polymerisation des Strangs wird fortgesetzt. Dieser
Vorgang findet in jedem Zyklus statt und hat keinen stérenden Einfluss auf die exponentielle
Akkumulation des Produkts (siehe Abbildung 1).

Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals ist nur nachweisbar, wenn die Zielsequenz zu den

Primern und zur Sonde komplementdr ist und somit bei der PCR amplifiziert wird.

X2 e ]

— Primer und Sonde
hybridisieren

—- g 2 d Polymerisation
]

Verlagerung des Strangs

- - - - .-)
I Der Quencher-Farbstoff
€@ - - - —— wird abgespalten und das
Reporter-Fluoreszenzsignal
emittiert.
QZ:ZD a 8 g e
e L ’ |Abschluss der Polymerisation
i o @> Herstellung des PCR-Produkts ist
abgeschlossen und es kommt zu
N e e einer Akkumulation des Fluores-

zenzsignals in jedem Zyklus

ig Z Forward- und
< R H ifi —_—
¥ m eporter Spezifische Sonde Reverse-Primer

#  Quencher -—=> PCR-Produkt @ Tag-Polymerase

Abbildung 1. Reaktionsprinzip der Echtzeit-PCR
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Identifizierung der beiden wichtigsten CALR-Mutationen

Die Identifizierung der CALR-Mutationen Typ 1 und Typ 2 erfolgt anhand allelspezifischer
Amplifikation mit Hilfe von ARMS-Technologie [Amplification Refractory Mutation System).
Diese Technologie beruht auf der spezifischen Hybridisierung der Primer mit einer
komplementdren Sequenz und der Fahigkeit der DNA-Polymerase, zwischen einer Uberein-

stimmung und einer Nichtibereinstimmung am 3'-Ende eines PCR-Primers zu unterscheiden.

Wenn der PCR-Primer vollsténdig Gbereinstimmt, erfolgt die Amplifikation mit voller Effizienz.
Wenn die 3'-Base nicht Ubereinstimmt, kommt es nur zu einer geringen Amplifikation im
Hintergrund (Abbildung 2).

p D

WT ] - — [Geringe Amplifikation J
Q F
TYPE 1/TYPE 2 . _ =
Q Foo
Beispiel TYPE 36 @ - C_ [Geringe Amplifikation ]
A ° 4

Abbildung 2. Identifizierung der CALR-Mutationen Typ 1 und Typ 2 mittels ARMS-PCR.
WT: Wildtyp, Q - F: BHQ® — FAM™-Sonde mit zwei Farbstoffen, & Forward-Primer

(orange) und Reverse-Primer (schwarz)

Detektion geringfiigiger Varianten von CALR-Mutationen

Fir die Detektion geringfigiger Varianten von CALR-Mutationen werden die Primer und
Sonden in den Reaktionsgemischen mit einem zusatzlichen Oligonukleotid kombiniert, das
durch die Zugabe einer Phosphatgruppe am 3'-Ende blockiert ist (das so genannte CLAMP-
Oligonukleotid). Das Oligonukleotid ist fir eine Wildtyp-Zielsequenz spezifisch und fihrt bei
Hybridisierung zu einer Verlangerung des PCR-Produkts (PCR-Clamping). Wenn das PCR-
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Template die Wildtyp-Sequenz enthdlt, wird das CLAMP-Oligonukleotid vor dem PCR-Primer
hybridisiet und die DNA-Polymerase fihrt zu keiner oder nur zu einer geringen
Verldngerung. Liegt eine mutierte Zielsequenz vor, wird das Oligonukleotid gar nicht oder
nur schlecht hybridisiert, der PCR-Primer wird gebunden und die Amplifikation wird
fortgesetzt (Abbildung 3).

4 ~

WT [’ [Geringe Amplifikation ]
Q F
MUTIERT * — | Amplifikation
Q Fo
MUTIERT ' = F C—p | Geringe Amplifikation
MUTIERT " ‘k - — | Geringe Amplifikation
Q F

A 4
Abbildung 3. Detektion von geringfiigigen CALR-Mutationen. WT: Wildtyp, Q - F: BHQ -
FAM-Sonde mit zwei Farbstoffen, 5 Forward-Primer (grin) und Reverse-Primer (schwarz),

—o : 3'-Phosphat-Oligonukleotid (CLAMP-Oligonukleotid, gelb)

Interne Amplifikationskontrolle (IAC) in allen Reaktionsgemischen

Zur Validierung und Kontrolle der qPCR-Reaktion in der Gegenwart eines Templates aus
humaner genomischer DNA (gDNA) enthdlt jedes Reaktionsgemisch Primer und eine Sonde,
die zur Detektion einer endogenen Sequenz des menschlichen ABL1-Gens dienen. Diese
Kontrollsequenz wird in einer PCR-Multiplex-Reaktion aller mutierten CALR- und Wildtyp-
DNA-Sequenzen amplifiziert und mit Hexachlorofluorescein (HEX™) markiert, um sie in den
Mutationsreaktionen von den FAM-markierfen Amplifikaten zu unterscheiden. Bei beiden
Sonden handelt es sich um den Black Hole Quencher® (BHQ-1).
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Mitgelieferte Materialien

Kit-Inhalt

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)

Katalognummer 674023

Anzahl der Reaktionen 24

Farbe Identitét Volumen

Gelb CALR Reaction Mix Type 1 850 i
(CALR-Reaktionsgemisch Typ 1)

Gelb CALR Reaction Mix Type 2 850 i
(CALR-Reaktionsgemisch Typ 2)

Lila CALR Reaction Mix CLAMP 1 850 i
(CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 1)

Lila CAIR Reaction Mix CLAMP 2 850 pl
(CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 2)

Lila CAILR Reaction Mix CLAMP 3 850 pl
(CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 3)

Lila CAIR Reaction Mix CLAMP 4 850 pl
(CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 4)

Lila CALR Reaction Mix CLAMP 5 850 i
(CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 5)

Grin CAILR Wild-Type Control (CALR-Wildtyp-Kontrolle) 145 pl

Rot CAILR Mutant Control (CALR-Mutationskontrolle) 145 pl

Mintgriin Tag DNA Polymerase (Tag-DNA-Polymerase) 85 pl

Weif3 TE Buffer (TE-Puffer) 1,9 ml
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Zusatzlich bendtigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe und
Schutzbrille. Weitere Informationen kdnnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern

entnehmen, die vom Hersteller des jeweiligen Produkts bereitgestellt werden.

Stellen Sie sicher, dass die Gerdte gemdf3 den Empfehlungen des Herstellers gepriift und

kalibriert wurden.

e Spezielle (einstellbare) Pipetten (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Es wird der Gebrauch von mindestens zwei Séitzen Pipetten empfohlen: einen Satz fir
die Vorbereitung und Verteilung der PCR-Reaktionsgemische und ein weiterer fir die
DNA-Handhabung, einschlieBlich zum Laden der PCR-Templates.

e Nukleasefreie, aerosolbesténdige, sterile PCR-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern
o Nukleasefreie PCRRShrchen, 1,5 ml oder 2,0 ml

e Einweghandschuhe

e Vortexer

e Spekiralphotometer

Zusatzliche Ausriistung und Materialien fir die manuelle DNA-Extraktion
e QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (Katalog-Nr. 61104)
e Ethanol (96-100 %)

Hinweis: Es darf kein denaturierter Alkohol verwendet werden, da dieser andere Stoffe

wie z. B. Methanol oder Methylethylketon enthalt.

e Heizblock fir die Lyse der Proben bei 56 °C

® Tischzentrifuge mit Rotor fir 0,5-/1,5-/2,0-ml-Reaktionsrohrchen und (zentrifugierbar bei
13 000-14 000 U/min)
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Zusdtzliche Ausriistung und Materialien fiir die automatisierte DNA-Extraktion

e QlAsymphony® SP Instrument (Katalog-Nr. 9001297), Softwareversion 4.0 oder héher
und mitgeliefertes Zubehdr, einschlieBlich des Protokolls Blood_200_V7_DSP

® Tube Insert 3b (Rehrcheneinsatz 3b, Katalog-Nr. 9242083)
® QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Katalog-Nr. 937236)

e Sample Prep Cartridges, 8-well (8-Well-Probenvorbereitungskartuschen, Katalog-
Nr. 997002)

® 8-Rod Covers (8-Magnetstab-Schutzhiilsen, Katalog-Nr. 997004)

® Filter-Tips, 1500 pl (Katalog-Nr. 997024)

® Filter-Tips, 200 pl (Katalog-Nr. 990332)

® Elution Microtubes CL (Elutionsmikrordhrchen CL, Katalog-Nr. 19588)
e Tip disposal bags (Beutel fir Spitzenabfall, Katalog-Nr. 9013395)

® Microtubes 2.0 ml Type H (Mikrorshrchen Typ H, 2,0 ml, Sarstedt®, Katalog-
Nr. 72.694)

Zusatzliche Ausristung und Materialien fir die PCR auf dem Rotor Gene Q MDx Instrument

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (Katalog-Nr. 9002032) und mitgeliefertes Zubehor
® Rotor-Gene AssayManager® Software, Version 2.1.x (x = O oder hsher)

® Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in, Version 1.0.x (x = O oder hdher)
e CAILR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE, Version 1.0.x (x = 2 oder haher)

® loading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (Ladeblock fiir 72 x O,1-ml-Réhrchen, Katalog-
Nr. 9018901)

e 72-WellRotor (Katalog-Nr. 9018903)
® Adaptor Locking Ring (Adapter-Schliering) 72-Well-Rotor (Katalog-Nr. 9018904)
® Rotor Holder (Rotorhalter, Katalog-Nr. 9018908)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDx (Réhrchenstreifen, 0,1 ml und
Deckel fir den Rotor-Gene Q MDx, Katalog-Nr. 981103 oder 981106)

e Eis (oder ein Kiihlblock)
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Warnhinweise und Vorsichtsmafinahmen

In-vitro-Diagnostikum

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets Laborkittel, Einweghandschuhe und
Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern
entnehmen. Diese sind im PDF-Format online unter www.qiagen.com/safety verfigbar; hier
kénnen Sie die Sicherheitsdatenblatter zu allen Kits und Kit-Komponenten von QIAGEN

einsehen und ausdrucken.

Sicherheitsinformationen zu den Extraktions-Kits QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Katalog-
Nr. 61104) und QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Katalog-Nr. 937236) finden Sie in den
zugehérigen Benutzerhandbiichern. Sicherheitshinweise zu Gerdten finden Sie in den

zugehdrigen Benutzerhandbichern.

WARNUNG  Verletzungsgefahr
Es dirfen keine Bleichlésungen oder saure Ldsungen

zum Probenvorbereitungsabfall zugegeben werden.

Die Puffer in der Reagenzkartusche des QIAsymphony DSP DNA Mini Kits enthalten
Guanidinsalze, die in Verbindung mit Bleiche hochreaktive Verbindungen bilden kénnen.
Wenn eine Flissigkeit mit diesen Puffern verschiittet wird, reinigen Sie mit einem geeigneten
Laborreinigungsmittel und Wasser. Wenn die verschittete Flissigkeit potenziell infektiése
Erreger enthdlt, reinigen Sie den betroffenen Bereich zuerst mit einem Laborreinigungsmittel

und Wasser und dann mit 1 % (v/v) Natriumhypochlorit.
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Vorsichtsmaf3inahmen

Die Durchfihrung von qPCR-Tests setzt eine gute Laborpraxis voraus. Dazu gehért die

Wartung der Ausristung, die ausschlieBlich fir molekularbiologische Anwendungen zu

verwenden ist und den Anforderungen aller geltenden Vorschriften und relevanten Standards

gerecht wird, einschlieBlich deren Rickverfolgbarkeit.

Dieses Kit ist fir den Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum vorgesehen. Die Reagenzien und

Anweisungen in diesem Kit wurden auf optimale Leistung hin iberprift.

Alle chemischen und biologischen Materialien sind potenziell gefghrlich. Die Proben sind
potenziell infektids und missen als biologische Gefahrenstoffe behandelt werden.
Proben- und Testabfélle sind gemaf3 den 6rtlichen Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
Die Reagenzien im ipsogen CALR RGQ PCR Kit sind optimal verdinnt. Eine weitere
Verdiinnung der Reagenzien wird nicht empfohlen, da dies zu einer Leistungsbeeintrach-
tigung fihren kann.

Die Verwendung von Reaktionsvolumina (Reaktionsgemisch plus Probe) unter 25 pl wird
nicht empfohlen.

Bei QIAGEN wird jede einzelne Kit-Charge im Rahmen der Qualitétskontrolle zur
Freigabe einem Funktionstest unterzogen. Die Reagenzien aus verschiedenen Chargen

dirfen daher nicht vermischt werden, da dies die Leistung beeintréchtigen kann.

Stellen Sie sicher, dass die Assay-Profildateien und das benétigte Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Plug-in installiert sind.

Weitere Informationen zu Warnhinweisen, VorsichtsmaBnahmen und Verfahren finden
Sie im Rotor-Gene Q MDx Handbuch und im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application Handbuch.

Die Verdnderung der Inkubationszeiten und -temperaturen kann zu falschen oder

widerspriichlichen Ergebnissen fihren.

Bereiten Sie alle Reaktionen (Reaktionsgemisch und Probe) auf Eis oder in einem
Kihlblock vor.

Abgelaufene oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.
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Die Reaktionsgemische kénnen sich durch Lichteinwirkung veréndern.

AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination der Gemische mit den Materialien

zu vermeiden, die in der CALR-Mutationskontrolle und den CALR-Wildtyp-

Kontrollreagenzien enthalten sind.

AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination durch die Verschleppung von DNA

oder PCR-Produkten zu verhindern, die zu einem falsch-positiven Signal fihren kann.

AuBerste Vorsicht ist geboten, um eine Kontamination mit DNase zu vermeiden, die zu

einer Zersetzung der Template-DNA fhren kann.

Verwenden Sie fir die Herstellung der Reaktionsgemische und die Zugabe der Templates

einzelne Pipetten, die ausschlieBlich fir den jeweiligen Vorgang vorgesehen sind.

Warten Sie das Ende des Laufs ab, bevor Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument 6ffnen.

Rotor-Gene Q MDx-Réhrchen diirfen nach Abschluss des Testlaufs nicht gesffnet werden.

Die Réhrchen sind geméaf3 den érilichen Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

Ergreifen Sie alle VorsichtsmaBBnahmen, um sicherzustellen, dass die Proben korrekt
analysiert werden. Achten Sie diesbeziglich besonders auf das Einsetzen der Proben,
Beladungsfehler und Pipettierfehler.

Achten Sie darauf, dass die Proben auf systematische Weise behandelt werden, um

eine korrekte Identifizierung zu ermdglichen.

Wir empfehlen daher Folgendes:

® Bei der Durchfihrung des Assays missen nukleasefreie Laborgerdte (z. B. Pipetten,

Pipettenspitzen, Reaktionsgefdfe) verwendet und Handschuhe getragen werden.

e Verwenden Sie fir alle Pipettierschritte frische, aerosolbesténdige Pipettenspitzen,

um eine Kreuzkontamination von Proben und Reagenzien zu verhindern.

Setzen Sie den Pr&-PCR-Master-Mix mit speziellen Materialien (Pipetten, Spitzen usw.)
in einem speziellen Bereich an, in dem keine DNA-Matrizen ([DNA, Plasmid oder PCR-
Produkte) gehandhabt werden. Geben Sie in diesem Bereich TE-Puffer in die NTC-
Rohrchen und verschlieBen Sie diese. Geben Sie die zu testenden Proben, die CALR-
Mutationskontrolle und die CALR-Wildtyp-Kontrollreagenzien in einem gesonderten

Raum unter Verwendung spezieller Materialien (Pipetten, Spitzen usw.) zu.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versendet. Wenn Bestandteile des
ipsogen CALR RGQ PCR Kits beim Empfang nicht gefroren sind, die Umverpackung wahrend
des Transports gedffnet wurde, die Lieferung keine Stiickliste oder keine Reagenzien enthdlt,
wenden Sie sich an den Technischen Service von QIAGEN oder lhren Handler vor Ort

(Kontaktinformationen siche www.qgiagen.com).

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach dem Empfang lichtgeschitzt bei -30
bis —=15°C in einem Gefrierschrank mit konstanter Temperatur gelagert werden. Bei
Lagerung unter den angegebenen Lagerungsbedingungen ist das ipsogen CALR RGQ PCR

Kit bis zum Ablauf des angegebenen Verfallsdatums stabil.

Nach dem Offnen kénnen die Reagenzien bis zu dem auf der Verpackung angegebenen
Verfallsdatum bei =30 bis =15 °C in der Originalverpackung gelagert werden. Wiederholtes
Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden. 5 Einfrier-/Auftauzyklen dirfen nicht Gberschritten

werden.

Informationen zur Lagerung und Handhabung der Extraktions-Kits QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (Katalog-Nr. 61104) und QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Katalog-Nr. 937236)

finden Sie in den zugehorigen Benutzerhandbiichern.

Die Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen, die auf den Packungen und Etiketten aller
Komponenten aufgedruckt sind, missen unbedingt beachtet werden. Abgelaufene oder

falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.
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Lagerung und Handhabung der Proben

Vollblut

Das ipsogen CAIR RGQ PCR Kit ist fir die Analyse von genomischer DNA aus
Vollblutproben vorgesehen, die mit 2K-EDTA antikoaguliert wurden. Vollblut kann wie folgt
gelagert werden:

® Bei 2-8 °C ber maximal 96 Stunden

® Bei 15-25 °C iber maximal 96 Stunden

® Gefroren bei =30 bis —=15 °C iiber maximal 1 Monat
Genomische DNA-Proben

Genomische DNA kann nach der Extraktion bei 2-8 °C eine Woche lang oder entweder
direkt nach der Exiraktion oder nach Verdinnung in TE-Puffer bei —30 bis —15 °C maximal

24 Monate lang gelagert werden.
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Verfahren

Extraktion und Vorbereitung von genomischer DNA

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit wurde in Verbindung mit dem QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (Katalog-Nr. 61104) fir die manuelle Extraktion oder das QlAsymphony SP
Instrument in Verbindung mit dem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Katalog-Nr. 937236)

fur die automatisierte Extraktion validiert.

Stellen Sie sicher, dass die gDNA-Extraktionsreagenzien nicht abgelaufen sind und unter den

korrekten Bedingungen transportiert und gelagert wurden.
Manuelle gDNA-Extraktion mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit

Die manuelle gDNA-Extraktion wird mit dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Katalog-
Nr. 61104) gemafl dem QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit Handbuch durchgefihrt.

Wichtige Schritte, die vor der Durchfithrung auszufihren sind

e lassen Sie die Blutproben auf Raumtemperatur dquilibrieren (15-25 °C) und stellen Sie
sicher, dass sie gut homogenisiert sind.

® Vorbereiten des Lysepuffers

Wenn sich im Lysepuffer (AL) Niederschlag gebildet hat, I6sen Sie diesen durch
Inkubieren bei 56 °C auf.

® Vorbereiten der QIAGEN-Protease

Geben Sie 1,2 ml Proteaselésemittel (PS) in das Fléschchen mit der lyophilisierten
QIAGEN-Protease (QP) und mischen Sie grindlich. Mischen Sie das Flaschchen durch
Umschwenken mehrmals, um Schaumbildung zu vermeiden. Stellen Sie sicher, dass die
QIAGEN-Protease vollstéindig aufgeldst ist.
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Hinweis: QIAGEN-Protease ist in Proteaseldsemittel aufgeldst bei Lagerung bei 2-8 °C
bis zu 2 Monate lang stabil. Um die Lebensdauer der Protease zu verlangern, wird
Lagerung bei 20 °C empfohlen. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist jedoch zu
vermeiden. Es wird daher empfohlen, Aliquote der QIAGEN-Protease zu lagern.
Vorbereiten von Waschpuffer 1

Geben Sie mit Hilfe eines Messzylinders 25 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit
19 ml Waschpufferkonzentrat 1 (AW 1). Bewahren Sie Waschpufferkonzentrat 1 bei
Raumtemperatur (15-25 °C) auf.

Hinweis: Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets das rekonstituierte Waschpuffer-

konzentrat 1, indem Sie die Flasche mehrmals umschwenken.
Vorbereiten von Waschpuffer 2

Geben Sie mit Hilfe eines Messzylinders 30 ml Ethanol (96-100 %) in die Flasche mit
13 ml Waschpufferkonzentrat 2 (AW?2). Bewahren Sie Waschpufferkonzentrat 2 bei
Raumtemperatur (15-25 °C) auf.

Hinweis: Mischen Sie vor Beginn des Verfahrens stets das rekonstituierte Waschpuffer-

konzentrat 2, indem Sie die Flasche mehrmals umschwenken.
Vorbereiten des Elutionspuffers

Im Lieferumfang des Kits befindet sich eine Flasche Elutionspuffer (AE). Um eine
Kontamination des Elutionspuffers zu vermeiden, empfehlen wir unbedingt, beim
Pipettieren von Elutionspuffer aus der Flasche Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern zu

verwenden und die Flasche sofort danach wieder zu verschlief3en.
Lassen Sie den Elutionspuffer auf Raumtemperatur dquilibrieren (15-25 °C).

Stellen Sie einen Heizblock fiir den Gebrauch in Schritt 4 auf 56 °C ein.

Verfahren

. Pipettieren Sie 20 pl QIAGEN-Protease in ein Lyserdhrchen (LT).

Hinweis: Uberpriifen Sie vor dem Gebrauch das Verfallsdatum der rekonstituierten

Protease.
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Geben Sie 200 pl Blutprobe in das Lyserdhrchen.

. Geben Sie 200 pl Lysepuffer (AL) in das Lyserdhrchen und verschlieBen Sie das

Rohrchen. Vortexen Sie dann 15 Sekunden lang in Impulsen und zentrifugieren Sie.

Hinweis: Zur Gewdhrleistung einer effizienten Lyse missen Probe und Lysepuffer gut

vermischt werden, sodass eine homogene Lésung erhalten wird.

Hinweis: Da der Lysepuffer eine hohe Viskositat hat, achten Sie darauf, dass das korrekte
Volumen von Lysepuffer zugegeben wird. Pipettieren Sie daher grindlich und unter
Verwendung einer geeigneten Pipette.

Wichtig: Die QIAGEN-Protease darf nicht direkt in den Lysepuffer gegeben werden.
Inkubieren Sie 10 Minuten (£1 Minute) lang bei 56 °C (1 °C).

5. Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen ungefdhr 5 Sekunden lang bei voller Drehzahl,

um Tropfen aus dem Inneren des Deckels zu entfernen.

. Geben Sie 200 pl Ethanol (?6-100 %) in das Lyserdhrchen und verschlieBen Sie das

Rahrchen. Vortexen Sie dann mindestens 15 Sekunden lang in Impulsen.

Zentrifugieren Sie das Lyserdhrchen mindestens 5 Sekunden lang bei voller Drehzahl,

um Flissigkeitstropfen aus dem Inneren des Deckels zu entfernen.
Geben Sie das gesamte Lysat aus Schritt 7 vorsichtig in die QlAamp Mini Spin-Séule,
ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die Membran der

QlAamp Mini Spin-Séule nicht mit der Pipettenspitze beriihren.

Hinweis: Bei der Verarbeitung mehrerer Proben darf immer nur ein Lyserdhrchen gedffnet

werden, nicht mehrere gleichzeitig.

. SchliefBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Saule und zentrifugieren Sie 1 Minute

lang bei ungefdhr 6000 x g (8000 U/min).

10.Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Saule in ein sauberes Waschrohrchen (WT) und

verwerfen Sie das Réhrchen mit dem Filtrat.

Hinweis: Wenn bei der Zentrifugation bei 6000 x g (8000 U/min) nicht das gesamte
Lysat die Membran passiert hat, zentrifugieren Sie erneut 1 Minute lang bei voller
Drehzahl (bis zu 20.800 x g).
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Hinweis: Wenn das Lysat bei der Zentrifugation erneut die Membran nicht passiert hat,
verwerfen Sie die Probe und wiederholen die Isolierung und Aufreinigung mit neuem
Probenmaterial.

11.Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer-
konzentrat 1 zu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Sdule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

12.SchliefBen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 Minute
lang bei ungefdhr 6000 x g (8000 U/min).

13.Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule in ein sauberes Waschréhrchen und verwerfen
Sie das Rhrchen mit dem Filtrat.

14.Offnen Sie vorsichtig die QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 500 pl Waschpuffer-
konzentrat 2 zu, ohne dabei den Rand zu benetzen. Achten Sie darauf, dass Sie die
Membran der QlAamp Mini Spin-Sdule nicht mit der Pipettenspitze berihren.

15.Schlieflen Sie den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und zentrifugieren Sie 1 Minute
lang bei voller Drehzahl (ungeféhr 20.000 x g oder 14.000 U/min).

16.Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Séule in ein sauberes Waschréhrchen und verwerfen
Sie das Réhrchen mit dem Filtrat.

17 . Zentrifugieren Sie 3 Minuten lang bei voller Drehzahl (ungeféhr 20.000 x g oder
14.000 U/min), um die Membran vollsténdig zu trocknen.

18.Stellen Sie die QlAamp Mini Spin-Sdule in ein sauberes Elutionsréhrchen (ET) und
verwerfen Sie das Waschrshrchen mit dem Filtrat.

19.Offnen Sie vorsichtig den Deckel der QlAamp Mini Spin-Séule und geben Sie 50 bis
200 pl Elutionspuffer in die Mitte der Membran.
Hinweis: Niedrigere Elutionsvolumen erhdhen zwar die endgiiltige DNA-Konzentration
im Eluat deutlich, sie fihren jedoch insgesamt zu einer Abnahme der DNA-Ausbeute.

20.Schlieflen Sie den Deckel und inkubieren Sie 1 Minute lang bei Raumtemperatur
(15-25 °C).

21.Zentrifugieren Sie 1 Minute lang bei ungefdhr 6000 x g oder 8000 U/min), um die

DNA zu eluieren.
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22 .Bewahren Sie die gDNA-Probe unter geeigneten Bedingungen auf.

23.Gebrauchte Probenréhrchen und Platten sowie Abfall sind gemé&f den érilichen

Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

Automatisierte gDNA-Extraktion mit dem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

Die automatisierte gDNA-Extraktion wird mit dem QIAsymphony SP Instrument in Verbindung
mit dem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Katalog-Nr. 937236) durchgefihrt. Befolgen Sie
diesbeziglich die Anweisungen im QIAsymphony DSP DNA Kit Handbuch. Wahlen Sie in
QIlAsymphony das Protokoll Blood_200_V7_DSP aus.

Hinweis: Die folgenden Eigenschaften des Protokolls gelten spezifisch fir die Extraktion von
gDNA aus Vollblut zur Analyse mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit:

Uberfihren Sie 300 pl Vollblut in ein Mikrorshrchen (2,0 ml, Typ H, Sarstedt, Katalog-
Nr. 72.694).

Elutionsvolumen und Ausgabeposition betragen fir das Vollblutprotokoll 100 pl.

Wichtige Hinweise, die vor der Durchfithrung zu beachten sind

Das Gesamtvolumen an Vollblut, das extrahiert werden muss, betrégt 200 pl (zzgl.
100 pl Totvolumen).

Stellen Sie sicher, dass Sie mit der Bedienung des QlAsymphony SP vertraut sind.
Anweisungen zur Bedienung finden Sie in den QIAsymphony SP Handbiichern, die

dem Instrument beiliegen.

Optionale Wartung ist fir die Funktionsfahigkeit des Instruments zwar nicht erforderlich,
sie sollte jedoch unbedingt durchgefihrt werden, um das Kontaminationsrisiko zu

reduzieren.

Stellen Sie sicher, dass die Puffer QSL1 und QSB1 keinen Niederschlag enthalten,
bevor Sie eine Reagenzkartusche zum ersten Mal verwenden.
Entfernen Sie bei Bedarf die Reservoirs mit den Puffern QSL1 und QSB1 aus der
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Reagenzkartusche und inkubieren Sie 30 Minuten lang bei 37 °C bei gelegentlichem
Schiitteln, um den Niederschlag aufzuldsen. Achten Sie darauf, dass die Reservoirs
wieder an die korrekten Positionen gestellt werden.

Wenn die Reagenzkartusche bereits eingestochen ist, stellen Sie sicher, dass die
Reservoirs mit Versiegelungsstreifen zur Wiederverwendung versiegelt sind. Inkubieren
Sie dann die gesamte Reagenzkartusche 30 Minuten lang bei 37 °C und gelegentlichem

Schiitteln in einem Wasserbad.

e Kréftiges Schitteln der Reagenzkartusche ist zu vermeiden, da der dabei gebildete

Schaum Probleme bei der Erkennung des Flissigkeitsstands verursachen kann.

Wichtige Schritte, die vor der Durchfihrung auszufihren sind

e Stellen Sie vor Beginn des Verfahrens sicher, dass die Magnetpartikel vollstandig
resuspendiert sind.
Vortexen Sie das Reservoir mit den Magnetpartikeln griindlich vor dem Erstgebrauch

mindestens 3 Minuten lang.

e Stellen Sie sicher, dass sich der Einstichdeckel auf der Reagenzkartusche befindet und
der Deckel des Magnetpartikelreservoirs entfernt wurde. Stellen Sie bei einer teilweise
verbrauchten Reagenzkassette sicher, dass die Versiegelungsstreifen zur Wieder-

verwendung enffernt wurden.
e Stellen Sie sicher, dass die Enzymrhrchen gedffnet sind.

e Wenn die Proben barcodiert sind, richten Sie die Proben in dem Réhrchentrdger so
aus, dass die Barcodes in Richtung des Barcodelesers auf der linken Seite des

QlAsymphony SP zeigen.

Verfahren

1. Schlieflen Sie alle Schubladen und die Haube.
2. Schalten Sie das QlAsymphony SP ein und warfen Sie, bis der Bildschirm Sample

Preparation (Probenvorbereitung) angezeigt wird und die Initialisierung abge-

schlossen ist.
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Der Hauptschalter befindet sich unten links am QlAsymphony SP.

3. Melden Sie sich beim Instrument an.

Woahlen Sie das Protokoll aus, das ausgefihrt werden soll.
Klicken Sie auf die Schaltfliche Select All (Alle auswahlen) und wahlen Sie DNA Blood
(DNA-Blut) und dann Blood_200_V7_DSP fiir Vollblutproben aus.

Stellen Sie sicher, dass die Abfallschublade (,Waste”) entsprechend vorbereitet ist.
Fihren Sie einen Inventar-Scan der Abfallschublade, einschlieBlich der Spitzenrutsche
und des Flissigabfallbehalters durch. Wechseln Sie bei Bedarf den Spitzenabfallbeutel
aus.

Laden Sie das bendtigte Elutionsrack in die Eluatschublade.

Es darf keine 96-Well-Platte in Elutions-Stellplatz 4 geladen werden.

Es darf nur Elutions-Stellplatz 1 mit dem entsprechenden Kihladapter verwendet werden.

Wenn Sie eine 96-Well-Platte verwenden, vergewissern Sie sich, dass die Platte in der
richtigen Ausrichtung steht, da eine falsche Positionierung eine Probenverwechslung bei

nachfolgenden Analysen verursachen kénnte.

Laden Sie die benétigten Reagenzkassetten und Verbrauchsartikel in die Reagenzien-

und Verbrauchsartikel-Schublade (,Reagents and Consumables”).

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die Pipettenspitzen in der Schublade richtig befestigt

sind.

Fihren Sie einen Inventar-Scan der Reagenzien- und Verbrauchsartikel-Schublade

(,Reagents and Consumables”) durch.

Uberfihren Sie 300 pl der zu extrahierenden Vollblutprobe in ein Mikrorshrchen
(2,0 ml, Typ H) und stellen Sie es in den 2-ml-Adapter 3B des Probenréhrchentragers.

Laden Sie die Probenrdhrchen in die Probenschublade (,Sample”).

10.Geben Sie auf dem Touchscreen fir jede der zu bearbeitenden Probenchargen die

benétigten Informationen ein:
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® Probeninformationen: Andern Sie das Standardréhrchenformat. Wahlen Sie dazu auf
der Seite Tube Insert (Réhrcheneinsatz) Select All (Alle auswdahlen) und dann Sarstedt
reference 72.694 aus.

® Bestdtigen Sie das ausgewdhlte Protokoll: Blood_200_V7_DSP.

e Elutionsvolumen und Ausgabeposition: Wéhlen Sie fir das Vollblutprotokoll 100 pl

aus.

Hinweis: Nach der Eingabe der Chargeninformationen éndert sich der Status von
LOADED (Geladen) zu QUEUED (Warteschlange). Nach dem Einreihen einer Charge
in die Warteschlange wird die Schalifléche Run (Ausfihren) angezeigt.

11.Starten Sie den Lauf, indem Sie die Schaltflache Run (Ausfihren) driicken.

12.Lesen Sie die eingeblendete Meldung und bestatigen Sie diese.

Hinweis: Wir empfehlen, neben dem Instrument zu warten, bis die Fillstandserkennung der
infernen Kontrollrdhrchen durchgefihrt wurde und der Status des QlAsymphony SP-Tragers
sich nach RUNNING (Wird ausgefihrt) gedndert hat.

Hinweis: Der Lauf darf (auBer in einem Notfall) wahrend der Bearbeitung nicht angehalten

oder gestoppt werden, da die Proben ansonsten als ,unclear” (unklar) gekennzeichnet werden.

Hinweis: Es ist maglich, Proben kontinuierlich zu laden und sie zu diesem Lauf hinzuzufiigen
(bis die Reagenzien geladen werden). Driicken Sie die Schaltflache Run (Ausfihren), um das

Aufreinigungsverfahren zu starten.

13.Bei Abschluss des Protokolls @ndert sich der Status der Charge von RUNNING (Wird
ausgefihrt) nach COMPLETED (Abgeschlossen). Nehmen Sie das Elutionsrack mit den

aufgereinigten Nukleinséuren aus der Eluatschublade heraus.

Wir empfehlen, die Eluatplatte sofort nach Abschluss des Laufs aus der Eluatschublade zu
entfernen. An Eluatplatten, die nach Abschluss des Laufs im QlAsymphony SP gelassen

werden, kénnen Kondensations- oder Verdampfungsprozesse stattfinden.
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14.Exportieren Sie die QIAsymphony SP-Ergebnisdatei: Dieser Bericht wird fir jede
Eluatplatte erstellt.
14a. Stecken Sie den USB-Stick in einen der USB-Anschlisse vorne am QIAsymphony SP.
14b. Klicken Sie auf die Schaltflache Tools (Werkzeuge).
14c. Wahlen Sie File Transfer (Dateiiibertragung) aus.
14d. Waéhlen Sie auf der Registerkarte In-/Output Files (Ein-/Ausgabedateien)
die Option Results Files (Ergebnisdateien) aus und klicken Sie auf Transfer
(Ubertragen).
Verwenden Sie fir den Dateiexport den folgenden Namen:
yyyy-mm-dd hh:mm:ss_Elutionsrack-ID.
15.Uberpriifen Sie fir jede Probe in der QlAsymphony SP-Ergebnisdatei die Spalte Validity
of result (Giltigkeit des Ergebnisses).
e Status ,Valid” (Giltig) und ,Unclear” (Unklar): Fahren Sie mit der Qualifizierung und
Quantifizierung der DNA fort.

® Status ,Invalid” (Ungiltig): Die Probe wird abgelehnt. Fihren Sie den Extraktionsschritt

erneut durch.

16.Wenn die Reagenzkartusche nur teilweise verbraucht ist, versiegeln Sie sie mit den
beiliegenden Versiegelungsstreifen zur Wiederverwendung und verschlieBen die
Proteinase-K-R6hrchen sofort nach Abschluss des Protokolllaufs mit den Schraub-

verschlissen, um Verdampfung zu vermeiden.

17 .Gebrauchte Probenrdhrchen und Platten sowie Abfall sind geméf den drtlichen
Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.

18.Reinigen Sie das QIAsymphony SP.
Befolgen Sie die Wartungsanweisungen in den QlAsymphony SP Handbiichern, die

dem Instrument beiliegen. Reinigen Sie die Spitzenschutzvorrichtungen regelmaBig, um

die Gefahr einer Kreuzkontamination zu reduzieren.

19.Schliefen Sie die Schubladen und schalten Sie das QIAsymphony SP aus.

30 ipsogen CALR RGQ PCR Kit Handbuch 04/2017



Grundsatzlich kommt es nicht zu einer Verschleppung von Magnetpartikeln in die Eluate.
Wenn in einem Eluat schwarze Partikel sichtbar sind, kénnen die Magnetpartikel wie folgt

entfernt werden:

e Behandeln Sie das Réhrchen mit der DNA auf einem geeigneten Magnetpartikel-
abscheider (z. B. QIAGEN 12-Tube Magnet, Katalog-Nr. 36912), bis die Magnet-
partikel entfernt sind.

e Wenn die DNA auf Mikrotiterplatten vorliegt, behandeln Sie die Mikrotiterplatte auf
einem geeigneten Magnetpartikelabscheider (z. B. QIAGEN 96-Well Magnet Type A,
Katalog-Nr. 36915), bis die Magnetpartikel entfernt sind.

® Wenn kein geeigneter Magnetpartikelabscheider vorhanden ist, zentrifugieren Sie das
Rahrchen mit der DNA 1 Minute lang bei voller Drehzahl in einer Mikrozentrifuge, um

verbleibende Magnetpartikel zu pelletieren.
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Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der DNA

Die in den gDNA-Extraktionskits vorhandenen Elutionspuffer enthalten das Konservierungs-
mittel Natriumazid. Da Natriumazid bei 260 nm absorbiert, muss zur Kalibrierung des
Spekiralphotometers der Leerwert gemessen werden. Der Elutionspuffer sollte je nach

Extraktionsprotokoll als Leerprobe verwendet werden.

® Das Verhdltnis Exso/E2s0 muss > 1,7 sein. Kleinere Verhdltnisse weisen normalerweise
auf eine Proteinkontamination oder die Gegenwart organischer Verbindungen hin, die
den PCR-Schritt beeintréichtigen kénnten.

e Die DNAKonzentration wird durch Messen der Extinktion bei 260 nm bestimmt. Um die
Genavigkeit der Messwerte zu gewdhrleisten, missen die Extinktionen bei 260 nm im
Bereich von 0,1 bis 1,0 liegen.

Eine Extensionseinheit bei 260 nm entspricht 50 pg DNA/ml (E2s0 = 1 = 50 pg/ml).

Gesamtmenge aufgereinigte DNA (ng) = DNA-Konzentration (ng/pl) x Probenvolumen (pl)

® Wenn das Verhdlinis E2¢0/E280 1,7 und/oder die gDNA-Konzentration unter 10 ng/pl

liegt, darf die Probe nicht weiterverarbeitet werden.
Normalisierung von gDNA-Proben
Verdinnen Sie die DNA mit dem TE-Puffer im ipsogen CALR RGQ PCR Kit auf 10 ng/pl.

Die Rotor-Gene Q MDx PCR-Reaktion ist fir 50 ng aufgereinigte gDNA optimiert, die in ein

endgiiltiges Probenvolumen von 5 pl verdiinnt wurde.
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Protokoll: gPCR auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument*

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit muss auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument
durchgefihrt werden und die automatisierte Interpretation der Ergebnisse erfolgt mit der

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software. Die Zyklusparameter sind fir den Lauf gesperrt.

Machen Sie sich mit dem Rotor-Gene Q MDx Instrument und der Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Software vertraut, bevor Sie mit dem Protokoll beginnen. Detaillierte
Informationen finden Sie in den Handbiichern des Instruments, der Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software und des Gamma Plugr-ins.
Installieren des Gamma Plug-ins und des Assay-Profils

Auf dem Computer, der an das Rotor-Gene Q MDx Instrument angeschlossen ist, muss die
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software installiert sein. Die Software kann von der
Website www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx unter Operating
Software auf der Registerkarte Product Resources, Rotor-Gene AssayManager v2.1

Produktseite, heruntergeladen werden.

Detaillierte Informationen zur Installation der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core-Software
finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuch. Detaillierte
Informationen zu weiteren Softwareanwendungen auf den angeschlossenen Computern

finden Sie in der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Kurzanleitung.

Fir die automatische Interpretation der Ergebnisse des ipsogen CALR RGQ PCR Kits mit der
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software muss das neuste Gamma Plug-in der Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software installiert sein. Die neueste Version des Plug-ins finden Sie auf

* Rotor-Gene Q 5plex HRM Instrument mit Produktionsdatum ab Januar 2010. Das Produktionsdatum kann der
Seriennummer an der Rickseite des Instruments entnommen werden. Die Seriennummer hat das Format ,mmijjnnn”,
wobei ,mm" fir den Produktionsmonat in Ziffern, ,jj” fir die letzten beiden Ziffern des Produktionsjahres und
.nnn” fir die eindeutige Instrumentenkennung steht.
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der Website www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager v2_1.aspx unter Product
Resources auf der Produktseite der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software.

Detaillierte Informationen zur Installation des Plug-ins finden Sie im Abschnitt ,Installation des

Plug-ins” des Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuchs.

Fir das ipsogen CALR RGQ PCR Kit wird zudem ein Assay-Profil benétigt. Das Assay-Profil
enthélt alle Parameter, die fir die Zyklierung und Analyse des qPCR-Assays bendtigt werden.
Das CALR-Assay-Profil (ipsogen_CALR_blood_CE) ist in einer .iap-Datei enthalten, die von
der Produktseite des ipsogen CALR RGQ PCR Kits auf der Registerkarte Product Resources
unter Protocol Files heruntergeladen werden kann. Das Assay-Profil muss in die Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software importiert werden.

Detaillierte Informationen zur Installation des Gamma Plug-ins und Assay-Profils finden
Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuch und Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Handbuch.

1. Laden Sie sowohl das Gamma Plug-in als auch die neueste Version des CALR-Assay-

Profils von www.giagen.com herunter.

2. Starten Sie die Installation, indem Sie auf die Datei RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi doppelklicken, und befolgen Sie die Installationsanweisungen.
Detaillierte Informationen finden Sie im Abschnitt ,Installation des Plug-ins” des Rotor-

Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuchs.

Hinweis: Um einen sicheren Betrieb des gesamten Systems zu gewahrleisten, missen die
folgenden Einstellungen fir den geschlossenen Modus (Closed Mode) vorgenommen

werden:

e Wahlen Sie die Registerkarte Settings (Einstellungen) in der Umgebung Configuration

(Konfiguration) aus.

e Aktivieren Sie im Panel Work list (Arbeitsliste) unter Closed mode (Geschlossener

Modus) die Kontrollkdstchen fir Material number required (Materialnummer
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erforderlich), Valid expiry date required (Giiltiges Verfallsdatum erforderlich) und

Lot number required (Chargennummer erforderlich).
Dies ist nur mit Administratorrechten maglich.

3. Importieren Sie nach der Installation des Gamma Plug-ins das CALR-Assay-Profil (.iap
file).
Melden Sie sich bei der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software als Benutzer mit

Administratorrechten fir die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software an.
Waéhlen Sie die Umgebung Configuration (Konfiguration) aus.

Woéhlen Sie die Registerkarte Assay Profiles (Assay-Profile) aus.

Klicken Sie auf die Schaltflache Import (Importieren).

Wahlen Sie im Dialogfeld zum Offnen der Datei das CALR-Assay-Profil
ipsogen_CALR_blood_CE aus.

N o O~

8. Klicken Sie auf Open (Offnen). Das Assay-Profil wird geladen und zur Liste der
verfigbaren Assay-Profile hinzugefiigt; es kann nun in der Umgebung Setup (Einrichtung)

verwendet werden.

Hinweis: Es ist nicht mdglich, die gleiche Version eines Assay-Profils erneut zu

importieren.
Einrichten von Ladeblock und Rotor

Wir empfehlen, 6 gDNA-Proben in der gleichen Analyse zu festen, um einen optimalen

Gebrauch der Kontrollen und Reaktionsgemische zu gewdhrleisten.

Jedes Reaktionsgemisch (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2,
CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 und CALR CLAMP 5) wird fir 9 Reaktionen verwendet:
6 gDNA-Proben und 3 externe Kontrollen [1 CALR-Mutationskontrolle (MTC), 1 CALR-
Wildtyp-Kontrolle (WTC) und 1 NichtTemplate-Kontrolle (NTC = TE-Puffer im ipsogen CALR
RGQ PCR Kit)].
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Die Einrichtung des Ladeblocks und des Rotors fir eine optimierte Analyse mit dem ipsogen
CALR RGQ PCR Kit ist in den Abbildungen 4 und 5 veranschaulicht.

Die Positionen der CALR-Reaktionsgemische und -Kontrollen werden im CALR-Assay-Profil
festgelegt und kénnen nicht gedndert werden. Wenn die Reaktionsgemische bzw. Kontrollen
nicht gemdB den unten beschriebenen Anweisungen platziert werden, kann die

automatisierte Ergebnisanalyse nicht durchgefihrt werden.

Die Zahlen in Abbildung 4 stehen fir die Positionen im Ladeblock und geben die endgiltige

Rotorposition an.

Kontrollen Proben
(—l—] r L 1
Mﬁc Wﬁ: NTC/TE Sl S2 S3 5S4 S5 Sé6
~ TYE]l =) 1 . ] . 1 O 3 O 3 O a O a O 52 O = O
° TYPE 2 b 2 . 10 . 18 {_\:) 26 _ 34 r‘-_; 2 50 ::_-‘- s8 \\_ 66 _
E CILAMP1 = 3 . 1 . 19 O 27 O 35 O a3 O 51 O 59 O 67 O
oo @ @ 2@ *O=0-0=0 «0 =0
2
Slaw: > @ @ @ "0 "0 <0=0 =0 =C
&o L] . 14 . 22 30 38 a6 54 62 70
L 7 . 15 . 23 31 39 a7 55 63 n
Leerrdhrchen > 8 ( @ Y 2 ) w0 () = () = () &« ( 7 |

\/ "y o

Abbildung 4. Empfohlene Einrichtung des Ladeblocks fir eine Analyse mit dem ipsogen CALR
RGQ PCR Kit TYPE 1: CALR-Reaktionsgemisch TYPE 1, TYPE 2: CALR-Reaktionsgemisch
TYPE 2, CLAMP 1: CAlR-Reaktionsgemisch CLAMP 1, CLAMP 2: CALR-Reaktionsgemisch
CLAMP 2, CLAMP 3: CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 3, CLAMP 4: CALR-Reaktionsgemisch
CLAMP 4, CLAMP 5: CAlLR-Reaktionsgemisch CLAMP 5, MTC: CALR-Mutationskontrolle,
WTC: CALR-Wildtyp-Kontrolle, NTC/TE: Nicht-Template-Kontrolle (TE), S1-S6: gDNA-Proben
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Position 1

Abbildung 5. Rotoreinrichtung fiir eine Analyse mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit
Von Position 1 MTC: CALR-Mutationskontrolle, WTC: CALR-Wildtyp-Kontrolle, NTC/TE:
Nicht-Template-Kontrolle (TE), Typ 1: CALR-Reaktionsgemisch TYPE 1, TYPE 2: CAIR-
Reaktionsgemisch TYPE 2, C1: CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 1, C2: CALR-Reaktions-
gemisch CLAMP 2, C3: CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 3, C4: CALR-Reaktionsgemisch
CLAMP 4, C5: CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 5, Probe 1 bis Probe 6: gDNA-Proben.
Hinweis: Alle verbleibenden Positionen © sind mit Leerrdhrchen zu fillen.
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Erstellen einer Arbeitsliste

Eine Beschreibung der Funktionen in der Umgebung Setup (Einrichtung) finden Sie im Rofor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuch unter ,Erstellen/Bearbeiten einer
Arbeitsliste”.

Hinweis: Die Arbeitslistendatei kann gespeichert werden. Die Arbeitsliste kann vor dem
Laden der Proben in das Instrument oder bei der Einrichtung der Analyse im Instrument

erstellt werden.

1. Schalten Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument ein.

2. Offnen Sie die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software und melden Sie sich als

Benutzer mit der Rolle ,Operator” (Bediener) im geschlossenen Modus an.
3. Wahlen Sie die Umgebung Setup (Einrichtung) aus.

4. Klicken Sie im Arbeitslisten-Manager auf die Schaltfléiche New manual work list (Neue

manuelle Arbeitsliste).
5. Wahlen Sie in der Liste der verfigbaren Assay-Profile das CALR-Assay-Profil aus.

6. Klicken Sie auf Move (Verschieben), um das ausgewdhlte Assay-Profil in die Liste Selected
assay profiles (Ausgewdhlte Assay-Profile) zu verschieben. Das Assay-Profil sollte nun in

der Liste Selected assay profiles (Ausgewdhlte Assay-Profile) angezeigt werden.
7. Geben Sie in das entsprechende Feld die Anzahl der Proben ein (max. 6).

8. Wahlen Sie den Schritt Kit Information (Kit-Informationen) aus. Lesen Sie den Barcode

des Kits ein oder geben Sie die folgenden KitInformationen auf dem Deckel des ipsogen
CALR RGQ PCR KitKartons manuell ein:

e Materialnummer 1100703
e Giltiges Verfallsdatum

e Chargennummer
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9. Waéhlen Sie den Schritt Samples (Proben) aus. Es wird eine Liste mit dem Probendetails
angezeigt. In dieser Liste wird die erwartete Rotoranordnung angezeigt.

10.Geben Sie fir jede Probe die Proben-IDs sowie ggf. optionale Probeninformationen als

Kommentar in diese Liste ein.
11.Waéhlen Sie Properties (Eigenschaften) aus und geben Sie einen Arbeitslistennamen ein.

12.Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Worklist is complete (can be applied) (Arbeitsliste ist

abgeschlossen, kann angewendet werden).
13.Speichern Sie die Arbeitsliste mithilfe des Befehls Save (Speichern).
14.Klicken Sie auf Print work list (Arbeitsliste drucken), um die Arbeitsliste zu drucken.

Das Drucken der Arbeitsliste kann fir die Vorbereitung und Einrichtung der gPCR

hilfreich sein. Die Probendetails werden in die Arbeitsliste eingefigt.
Einrichten der qPCR

Wichtige Schritte, die vor der Durchfihrung auszufihren sind

® Tauen Sie alle bendtigten Komponenten auf. Die Tag-DNA-Polymerase ist hiervon
ausgenommen; das Enzym muss bei Nichtgebrauch im Gefrierschrank aufbewahrt
werden. Stellen Sie die Réhrchen mit den aufzutauenden Komponenten auf Eis oder

verwenden Sie einen Kijhlblock.

® Reinigen Sie den Arbeitsbereich, der fir die Vorbereitung des PCR-Gemisches
vorgesehen ist, um das Risiko einer Kontamination des Templates oder der Nuklease

zu reduzieren.

® Vortexen Sie (10-12 Sekunden lang) und zentrifugieren Sie dann kurz die Réhrchen

mit den Standards, Kontrollen und Reaktionsgemischen vor dem Gebrauch.

1. Bereiten Sie je nach der Anzahl der zu bearbeitenden Proben die gPCR-Master-Mixe fir
jedes Reaktionsgemisch (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2,
CAILR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 und CALR CLAMP 5) auf Eis (oder unter Verwendung

eines Kihlblocks) vor.
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Das in der folgenden Tabelle dargestellte Pipettierschema wird fir die Vorbereitung aller
CALR-Reagenzkit-Master-Mixe so berechnet, dass nach der Zugabe von 5 pl gDNA oder
Kontrolle ein abschlieBendes Reaktionsvolumen von 25 pl erhalten wird. Es wird ein

zusdtzliches Volumen eingerechnet, um Pipettierfehler auszugleichen und die Herstellung
eines Reaktion-Master-Mixes zu gewdhrleisten, der fir 6 Proben und 3 externe Kontrollen

ausreichend ist.

Komponente 1 Reaktion (pl) 9 + 1 Reaktionen (pl)*
CALR-Reaktionsgemisch 19,83 198,3

Tag DNA-Polymerase 0,17 1,7
G?samtvolumen des qPCR-Master- 20 200

Mixes (pl)

Verteilung des qPCR-Master-Mixes 20 pl pro Réhrchen
Probenverteilung 5 pl pro Réhrchen
Gesamtvolumen der qPCR- 25l

Reaktion

*Es wird ein zusatzliches Reaktionsvolumen eingerechnet, um Pipettierfehler auszugleichen.

Hinweis: Es sollten keine Volumen von weniger als 1 pl pipettiert werden.
. Vortexen Sie und zentrifugieren Sie kurz alle gPCR-Master-Mixe.

. Stellen Sie den qPCR-R8hrchenstreifen in einen gekihlten Ladeblock fir 72 x O, 1-ml-
Rahrchen und dispensieren Sie pro Streifenrohrchen 20 pl CALR-gPCR-Master-Mix.
Beachten Sie dabei die in Abbildung 4 dargestellte Einrichtung des Ladeblocks.

. Vortexen Sie und zentrifugieren Sie kurz die gDNA-Proben, die CALR-Wildtyp-Kontrolle
(WTC), die CALR-Mutationskontrolle (MTC) und den TE-Puffer (NTC). Geben Sie dann
gemaf der Einrichtung in Abbildung 4 5 pl Probe oder Kontrollmaterial in das
entsprechende Rohrchen, um ein Gesamtvolumen von 25 pl zu erhalten. Mischen Sie

den Inhalt vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren.
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Hinweis: Gehen Sie beim Wechseln von Spitzen zwischen den Rdhrchen mit Vorsicht
vor, um falsch-positive Ergebnisse durch eine Kontamination mit nicht-spezifischem
Template oder Reaktionsgemisch zu vermeiden. Verschlieflen Sie alle Réhrchen und

stellen Sie sicher, dass unten in den Réhrchen keine Blasen vorhanden sind.

. Bewahren Sie alle Komponenten des ipsogen CALR RGQ PCR Kits wieder unter den
vorgeschriebenen Lagerungsbedingungen auf, um eine Zersetzung des Materials zu

verhindern.

Vorbereiten des Rotor-Gene MDx Instruments und Starten des qPCR-Laufs

. Setzen Sie einen 72-Well-Rotor in den Rotor-Gene Q MDx-Rotorhalter ein.

. Fillen Sie den Rotor mit Réhrchenstreifen in den zugewiesenen Positionen. Beginnen Sie
dabei wie in Abbildung 5 dargestellt an Position 1 und stellen Sie leere verschlossene

Streifenrdhrchen in alle unbesetzten Positionen.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass das erste Rdhrchen an Position 1 und die Réhrchen-
streifen in der korrekten Ausrichtung und in den in Abbildung 4 und Abbildung 5
dargestellten Positionen platziert werden.

Hinweis: Das Reaktionsgemisch TYPE 1 und die drei Kontrollen (MTC, WTC, NTC)
missen immer an den Positionen 1, 9 und 17 verbleiben, damit die (an Réhrchen-
position 1 durchgefishrte) Verstarkungsoptimierung immer an der gleichen Amplifikation
durchgefihrt wird (siehe Abbildung 4 und Abbildung 5).

. Bringen Sie den Schliefring an.

. Laden Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument mit Rotor und Schliefring. Schlieflen Sie
den Geratedeckel.

. Wahlen Sie in der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software im Arbeitslisten-Manager
die entsprechende Arbeitsliste aus und klicken Sie auf Apply (Ubernehmen).

Sie konnen auch auf Apply (Ubernehmen) klicken, wenn die Arbeitsliste noch gedffnet ist.

Hinweis: Wenn keine Arbeitsliste speziell fir die Analyse erstellt wurde, melden Sie sich
bei der Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software an und befolgen die Anweisungen

unter ,Erstellen einer Arbeitsliste” auf Seite 38, bevor Sie fortfahren.
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6. Geben Sie einen Namen fir die Analyse ein.

7. Wahlen Sie unter Cycler Selection (Cyclerauswahl) den Cycler aus, der verwendet

werden soll. Es muss ein Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-Cycler verwendet werden.

8. Stellen Sie sicher, dass der Schliefring richtig angebracht ist und bestatigen Sie dies

auf dem Bildschirm.
9. Klicken Sie auf Start Run (Lauf starten).
Der gqPCR-Lauf wird gestartet.

10. Klicken Sie auf Finish run (Lauf beenden), wenn der Lauf abgeschlossen ist.
Hinweis: Die Analyse wird erst nach diesem Schritt in der internen Datenbank

gespeichert.
Freigabe und Berichterstattung der gPCR-Ergebnisse

Eine allgemeine Beschreibung der Umgebung Approval (Genehmigung) finden Sie im Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Handbuch.

Die Analyse wird nach Abschluss eines Laufs und nach der Freigabe des Cyclers in der
internen Datenbank gespeichert. Je nach dem Plug-in des Assay-Profils und den im Assay-
Profil festgelegten Regeln und Parameterwerten erfolgt die Analyse der erfassten Daten

automatisch.
Hinweis: Zum Genehmigen eines Laufs wird die Rolle ,Approver” (Genehmiger) benétigt.

Zu Anfang der Genehmigung muss der zu genehmigende Assay gefiltert werden.

Verwenden Sie dazu die Filterkriterien in der Umgebung Approval (Genehmigung).

1. Geben Sie den Lauf frei und genehmigen Sie ihn.

Wenn Sie sich mit der Rolle ,Approver” (Genehmiger) angemeldet haben, klicken Sie

auf Release and go to approval (Freigegeben und mit der Genehmigung fortfahren).
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Wenn Sie sich mit der Rolle ,Operator” (Bediener) angemeldet haben, klicken Sie auf

Release (Freigegeben).

Nach dem Klicken auf Release and go to approval (Freigegeben und mit der Geneh-
migung fortfahren) werden die Ergebnisse der Analyse in der Umgebung Approval
(Genehmigung) angezeigt.

Wenn ein Benutzer mit der Rolle ,Operator” (Bediener) auf Release (Freigegeben) klickt,

muss sich eine andere Person mit der Rolle ,Approver” (Genehmiger) anmelden und die

Umgebung Approval (Genehmigung) auswdhlen.

2. Wahlen Sie fir den Assay, der genehmigt werden soll, die Filteroptionen aus und klicken

Sie auf Apply (Ubernehmen).

3. Uberprifen Sie die Ergebnisse und klicken Sie auf die Schaltfléche Release/Report data
(Daten freigeben/berichten).

4. Klicken Sie auf OK.

Der Bericht wird im .pdf-Format erstellt und automatisch im vordefinierten Ordner

gespeichert.

Der Ordnerpfad ist standardméBig QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports.

Hinweis: Dieser Pfad und Ordner kénnen in der Umgebung Configuration (Konfiguration)

gedndert werden.

5. Entladen Sie das Rotor-Gene Q MDx Instrument und entsorgen Sie die Rdhrchenstreifen

gemaf den 6rilichen Sicherheitsbestimmungen.

Hinweis: Fir Unterstitzung bei der Fehlerbehebung durch den Technischen Service von
QIAGEN wird eine Support-Containerdatei bendtigt. Support-Containerdateien kdnnen in
den Umgebungen Approval (Genehmigung) oder Archive (Archiv) erstellt werden. Weitere
Informationen finden Sie im Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Handbuch

unter ,Erstellen einer Support-Containerdatei”.
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Neben der Support-Containerdatei kann das Audit-Trail von +1 Tag des entsprechenden
Vorfalls hilfreich sein. Das AuditTrail kann in der Umgebung Service abgerufen werden.
Weitere Informationen finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application

Handbuch.
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Interpretation der Ergebnisse

Datenanalyse

Die Analyse der gqPCR-Ergebnisse ist fir jedes einzelne Assay und jede einzelne Probe
vollstdndig automatisiert. Die Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software analysiert die
Amplifikationskurven, wobei nicht konforme Kurven je nach Form und Rauschamplitude u. U.
als ungiltig eingestuft werden. Die entsprechende als ungiltig eingestufte Kurve wird in
diesem Fall mit einer Markierung gekennzeichnet. Fir Kurvenanomalien, die nicht zu einer

Invalidierung fihren, kdnnen auch Warnungen angezeigt werden.

Zur Bestimmung der Assay-Giltigkeit analysiert die Rotor-Gene AssayManager v2.1
Software zudem die Laufkontrollen, d. h. CALR-Wildtyp-Kontrolle (WTC), CALR-Mutations-
kontrolle (MTC) und den TE-Puffer, (NTC) in den grinen (FAM) und gelben (HEX) Kandlen
der Reaktionsgemische des ipsogen CALR RGQ PCR Kits (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR
CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CAIR CLAMP 4 und CALR CLAMP 5). Die
Kontrollen sind giiltig, wenn die jeweiligen C-Werte mit den vordefinierten Spezifikationen

Ubereinstimmen.

Hinweis: Wenn die interne Amplifikationskontrolle fiir ein bestimmtes Réhrchen ungiiltig ist
(gelber Kanal), wird die CALR-spezifische Zielsequenz in diesem Rdhrchen (griner Kanal) als

ungiltig eingestuft.

Hinweis: Wenn fir einen bestimmten CALR-Assay (z. B. CLAMP-1-Assay) mindestens eine
externe Kontrolle ungiiltig ist, werden die fir dieses Reaktionsgemisch erhaltenen Ergebnisse
fir alle Testproben als ungiltig eingestuft. In diesem Fall ist nur der entsprechende CALR-

Assay, nicht jedoch der gesamte gPCR-Lauf ungiiltig.

Die Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysiert zudem unbekannte Proben, indem die

Giltigkeit der internen ABL1-Kontrolle Uberprift wird.
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SchlieBlich wird den unbekannten Proben ein CALR-Status zugewiesen. Zuerst werden von
der Software die Ergebnisse fir die Assays TYPE 1 und TYPE 2 bestimmt. Wird einer Probe
ein positiver Typ-1- oder Typ-2-Mutationsstatus zugewiesen, wird der CALR-Status bestimmt.
Danach werden dann zur Information die fir die CLAMP-Assays erhaltenen Ergebnisse

angezeigt.

Wenn weder eine Typ-1- noch eine Typ-2-Mutation identifiziert wird, wird die Analyse mit
den fir die CLAMP-Assays erhaltenen Ergebnissen fortgesetzt, bis der CALR-Status

(d. h. Mutation nachgewiesen oder keine Mutation nachgewiesen) bestimmt ist.

Um eine Probe abschlieBend als positiv einzustufen, ist ein Nachweis durch mindestens
einen der sieben CALR-Assays erforderlich. Alle zu den entsprechenden Assays gehérenden
Kontrollen und die Kontrolle in der getesteten Probe missen giltig sein, d. h. MTC, WTC,
NTC und interne ABL1-Kontrolle.

Um eine Kontrolle abschlieBend als negativ einzustufen, muss die Probe mit allen Assays
negativ sein. Zudem missen alle Kontrollen (MTC, WTC und NTC) von allen sieben CALR-

Assays sowie die interne ABL1-Kontrolle in der Probe giiltig sein.

Die automatisch von der Rotor-Gene AssayManagerv2.1 Software analysierten und
festgelegten Ergebnisse der Testproben missen von einem Benutzer, der mit der Rolle
+Approver” (Genehmiger) angemeldet ist, genehmigt und freigegeben werden. Fir Proben-
ergebnisse, die genehmigt werden missen, befinden sich am Ende der zugehdrigen Zeile
drei zusétzliche Genehmigungs-Schalifldchen. Diese Schaltfléchen dienen dazu, die
Probenergebnisse interaktiv anzunehmen oder abzulehnen. Weitere Informationen finden Sie

im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Handbuch.

Wenn ungiltige Ergebnisse vorliegen, sehen Sie die Informationen unter ,Fehlerbehebung”
auf Seite 58 ein, um die Ursachen zu bestimmen und mégliche Fehler zu identifizieren, die

korrigiert werden mussen.
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Testwiederholungen

Beim Vorliegen ungiltiger Ergebnisse bewerten Sie anhand des Entscheidungsbaums in

Abbildung 6, inwieweit eine Testwiederholung erforderlich ist.

Wenn den betroffenen Proben mit einem der sieben CALR-Assays ein CALR-Status

zugewiesen werden konnte, sollten keine Testwiederholungen erforderlich sein.
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A 4
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und ,,CLAMP-5-Ergebnis”: IS N Gesamtergebnis der Probe:
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,Mutation nachgewiesen” mit einem oder Mutation nachgewiesen* =
mehreren CLAMP-Assays >
2
=
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v
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E
e . a
Ergebnis fiir alle sieben CALR-Assays: A R Gesamtergebnis der Probe: 2<°,,
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Keine Mutation nachgewiesen Keine Mutation nachgewiesen
NEIN
Interne ABL1-Kontrolle in der Probe Fir eine bestimmte Probe kein CALR-Status
fir alle Assays ungiiltig mit keinem der Assays bestimmt
Gesamtergebnis der Probe: Gesamtergebnis der Probe:
UNGULTIG Testwiederholung erforderlich
Siehe Fehlerbehebung. Siehe Fehlerbehebung

uaBunjoysapaimisay |
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Testwiederholung der betroffenen Proben
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* Wenn eine Identifizierung von Typ 1/Typ 2 erforderlich ist und der Assay TYPE 1 und/oder TYPE 2 ungiiltig ist, muss u. U. trotz eines
positiven CLAMP-Assays eine Testwiederholung durchgefihrt werden, um fiir den Assay TYPE 1 und/oder TYPE 2 ein eindeutiges

Ergebnis zu erhalten.

Abbildung 6. Entscheidungsbaum zur Bestimmung des CALR-Mutationsstatus von Testproben
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Hinweis: Wenn eine Identifizierung von Typ 1/Typ 2 erforderlich ist und der Assay TYPE 1
und/oder TYPE 2 ungiltig ist, muss u. U. trotz eines positiven CLAMP-Assays eine Test
wiederholung durchgefihrt werden, um fir den Assay TYPE 1 und/oder TYPE 2 ein

eindeutiges Ergebnis zu erhalten.

Es kénnen Testwiederholungen in anderen Féllen erforderlich sein. Das Reaktionsgemisch
TYPE 1 und die drei Kontrollen (MTC, WTC, NTC) missen bei Testwiederholungen immer an
den Positionen 1, 9 und 17 verbleiben, damit die (an Réhrchenposition 1 durchgefihrte)
Verstarkungsoptimierung immer an der gleichen Amplifikation durchgefihrt wird. Achten Sie
darauf, dass alle zu wiederholenden Assays an den zugehérigen Positionen (Abbildung 4)

platziert werden. Dies gilt auch dann, wenn nicht alle Assays auf der Platte vorhanden sind.

Hinweis: Wenn einige der sieben CALR-Assays bei der Testwiederholung von Proben fehlen,
werden alle leeren Positionen, die normalerweise besetzt werden, von der Software als
JNVALID” (Ungiltig) bewertet. Leere Positionen und die dafir zu erwartenden Ergebnisse
sollten zur besseren Rickverfolgbarkeit in den Kommentaren des Berichts dokumentiert

werden.

Angabe der Ergebnisse

Ziele

Die Ergebnisse fir die verschiedenen Assays des ipsogen CALR RGQ PCR Kits werden unter

den folgenden Zielbezeichnungen angezeigt:
e ,ABL_AssayName” (z. B. ,ABL_TYPE_1") fir die interne ABL1-Amplifikationskontrolle
(Ergebnisse fir den gelben Kanal)

e ,AssayName” fir ein CALR-Reaktionsgemisch (z. B. ,TYPE 1“ fir das CALR-Reaktions-
gemisch TYPE 1) (Ergebnisse fir den grinen Kanal)
e ,AssayName Result” (z. B. Ergebnis ,TYPE 1“). Bei diesen Zielen handelt es sich um

kombinierte Ziele. Bei der Bestimmung des Ergebnisses wird die Giiltigkeit der Kontrollen
(MTC, WTC, NTC und ABL1) bericksichtigt.
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Ergebnisse

Die Ergebnisse fir die oben genannten Ziele werden in der Spalte Result (Ergebnis) des

Berichts angegeben.

Tabelle 3. Angegebene Ergebnisse fir die verschiedenen Ziele

Zielsequenz Proben Angegebene Ergebnisse

ABL_AssayName MTC, WTC, NTC, ,Internal Control Valid” (Interne Kontrolle

(z. B. ABL.TYPE_1)  Testproben gultig), ,INVALID” (UNGULTIG)

AssayName MTC, WTC, NTC  ,Signal”, ,No Sigpcul” (Kein Signal),

(z. B. TYPE 1) LINVALID” (UNGULTIG)

AssayName Testproben ,Significant Amplification Detected”

(z. B. TYPE 1) (Signifikante Amplifikation nach-
gewiesen), ,No Significant Amplification
Detected” (Keine signifikante Amplifi-
kation nachgewiesen), ,No Amplification
Detected” (Keine Amplifikation nach-
gewiesen), ,INVALID” (UNGULTIG)

Ergebnis fir TYPE 1 Testproben .Type 1 Mutation Detected” (Typ-1-
Mutation nachgewiesen), ,No Mutation
Detected” (Keine Mutation nach-
gewiesen), ,INVALID” (UNGULTIG)

Ergebnis fur TYPE 2 Testproben +Type 2 Mutation Detected” (Typ-2-
Mutation nachgewiesen), ,No Mutation
Detected” (Keine Mutation nach-
gewiesen), ,INVALID” (UNGULTIG)

CLAMP-X-Ergebnis  Testproben +Mutation Detected” (Mutation nach-

(z. B. CLAMP 1) gewiesen), ,No Mutation Detected”
(Keine Mutation nachgewiesen),
LINVALID” (UNGULTIG)

Wenn eine der mit einer bestimmten Probe verbundenen Kontrollen (MTC, WTC, NTC) fir
einen bestimmten Assay ungiltig ist oder die interne ABL1-Kontrolle ungiltig ist, wird fir das
kombinierte Ziel das Ergebnis ,INVALID” (UNGULTIG) angegeben.
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Das abschlieBende Ergebnis der Analyse wird fiir jede Probe in der Spalte Overall Sample

Result (Gesamtergebnis der Probe) des Berichts angegeben.

Tabelle 4. Gesamtergebnis der Probe

Probenergebnisse  Beschreibung

.Type 1 Mutation  Die getestete Probe enthalt die CALR-Mutation Typ 1.
Detected”

(Typ-1-Mutation

nachgewiesen)

.Type 2 Mutation  Die getestete Probe enthdlt die CALR-Mutation Typ 2.
Detected”

(Typ-2-Mutation

nachgewiesen)

.Type 1 and Die getestete Probe enthdlt CALR-Mutationen vom Typ 1 und
Type 2 Mutation Typ 2. Dieser Fall ist zwar sehr selten, er ist jedoch im Rahmen
Detected” (Typ-1-  der klinischen Validierung des ipsogen CALR RGQ PCR Kits
und Typ-2-Mutation  aufgetreten.

nachgewiesen)

~Mutation Die getestete Probe enthdlt eine andere CALR-Mutation als
Detected” Typ 1 oder Typ 2.

(Mutation nach-

gewiesen)

.No Mutation In der getesteten Probe wurde keine CALR-Mutation
Detected” (Keine nachgewiesen.

Mutation nach-

gewiesen)
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Probenergebnisse  Beschreibung

,Retest Needed” Das Ergebnis ist nicht eindeutig, da eine oder mehrere

(Testwiederholung  Kontrollen fir ein oder mehrere CALR-Reaktionsgemische

erforderlich) ungiltig sind. Es muss eine Testwiederholung durchgefihrt
werden, um ein eindeutiges Ergebnis zu erhalten (siehe
Abbildung 6).

Beispiel: Eine Probe ist ausschlieBlich mit dem CLAMP-1-Assay positiv,
d. h. ,Significant Amplification Detected” (Signifikante Amplifikation
nachgewiesen), die NTC fir den CLAMP-1-Assay ist jedoch wegen einer
Kontamination im Well ungiiltig. Das Probenergebnis fir CLAMP 1

kann nicht beriicksichtigt werden und das CLAMP-1-Ergebnis wird als
INVALID” (UNGULTIG) angegeben. Es muss eine Testwiederholung

fir den CLAMP-1-Assay (MTC, WTC, NTC und die betroffene Probe)

durchgefihrt werden, um ein positives Ergebnis fir die Probe zu

bestatigen.
JINVALID” Die interne ABL1-Amplifikationskontrolle ist fir die getestete
(UNGULTIG) Probe in allen sieben CALR-Reaktionsgemischen ungiltig,

wdhrend alle externen Kontrollen (MTC, WTC, NTC) giiltig sind.
Dies ist wahrscheinlich auf die Probenqualitat oder eine
fehlerhafte Normalisierung der Proben zuriickzufihren. Weitere
Informationen hierzu finden Sie unter ,Fehlerbehebung” auf

Seite 58.

Markierungen

Es werden Markierungen angezeigt, um zusétzliche Informationen zu den erhaltenen
Ergebnissen anzugeben, insbesondere zu den ungiltigen Ergebnissen. Unproblematische
Anomalien kénnen mit einer Warnung gekennzeichnet werden, die nicht zu einem
ungiltigen Ergebnis fihrt. Weitere Informationen zu den allgemeinen Markierungen des

Gamma Plug-ins finden Sie im Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Handbuch.

52 ipsogen CALR RGQ PCR Kit Handbuch 04/2017



Bei der automatisierten Analyse des ipsogen CALR RGQ PCR KitAssays konnen die

folgenden assayspezifischen und allgemeinen Markierungen ausgegeben werden:

Markierung Beschreibung

Assayspezifische Markierungen

CONSECUTIVE_FAULT Ein Ziel, das zur Berechnung dieses Ziels verwendet

wurde, ist ungiltig.

IC_INVALID Die interne Kontrolle ist ungiltig. Ziel und interne

Kontrolle nutzen das gleiche Réhrchen.

INVALID_SIGNAL Fur die NTC spezifische Markierung. Der Cr-Wert ist
fir die interne Kontrolle oder die CALR-spezifische

Amplifikation zu niedrig.
MC_HIGH_CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die Mutationskontrolle zu hoch.
MC_HIGH_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die Mutationskontrolle zu hoch.

MC_IC_HIGH _CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Mutationskontrolle hdher als erwartet.

MC_IC_HIGH_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Mutationskontrolle hdher als erwartet.

MC_IC_LOW_CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Mutationskontrolle niedriger als erwartet.

MC_IC_LOW_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Mutationskontrolle niedriger als erwartet.

MC_LOW_CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die Mutationskontrolle zu niedrig.
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Markierung Beschreibung

MC_LOW_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die Mutationskontrolle zu niedrig.

MC_NO_CT (CLAMP X) Kein nachweisbarer Cr-Wert fir die Mutationskontrolle
mit dem CLAMP-X-Reaktionsgemisch.

MC_NO_CT (TYPE X) Kein nachweisbarer Cr-Wert fir die Mutationskontrolle
mit dem Reaktionsgemisch TYPE X.

NO_SIGNAL_IC_INVALID Kein infernes Kontrollsignal defektiert. Ziel und interne

Kontrolle nutzen das gleiche Rhrchen.

NTC_IC_LOW_CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Nicht-Template-Kontrolle zu niedrig.

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Nicht-Template-Kontrolle zu niedrig.

NTC_LOW_CT (CLAMP X) Der Cr-Wert ist fir die Nicht-Template-Kontrolle zu
niedrig.

NTC_LOW_CT (TYPE X) Der Cr-Wert ist fir die Nicht-Template-Kontrolle zu
niedrig.

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT  Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle in einem

Rohrchen mit einer Probe hoher als erwartet.

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT  Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle in einem

Rohrchen mit einer Probe niedriger als erwartet.

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT Der Cr-Wert ist fiir die interne Kontrolle in einem

Rohrchen mit einer Probe hoher als erwartet.
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Markierung

Beschreibung

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X)

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

WTC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_LOW._CT (TYPE X)
Andere Markierungen

ANALYSIS_FAILED

CURVE_SHAPE_ANOMALY

Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle in einem

Rahrchen mit einer Probe niedriger als erwartet.

Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Wildtyp-Kontrolle héher als erwartet.

Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Wildtyp-Kontrolle héher als erwartet.

Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Wildtyp-Kontrolle niedriger als erwartet.

Der Cr-Wert ist fir die interne Kontrolle im Réhrchen

mit der Wildtyp-Kontrolle niedriger als erwartet.
Der Cr-Wert ist fir die Wildtyp-Kontrolle zu niedrig.

Der Cr-Wert ist fir die Wildtyp-Kontrolle zu niedrig.

Ein Assay ist als ungiiltig eingestuft, da die Analyse
aus verschiedenen Griinden fehlgeschlagen ist.
Wenden Sie sich fir Unterstitzung an den QIAGEN

Technischen Service.

Die Amplifikationskurve der Rohdaten weist eine Form
auf, die vom festgelegten Verhalten fir diesen Assay
abweicht. Es besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit for
falsche Ergebnisse oder eine Fehlinterpretation der

Ergebnisse.
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Markierung Beschreibung

FLAT_BUMP Die Amplifikationskurve der Rohdaten weist eine
flache Beulenform auf, die vom festgelegten Verhalten
fir diesen Assay abweicht. Es besteht eine hohe
Wabhrscheinlichkeit fir falsche Ergebnisse oder eine
Fehlinterpretation der Ergebnisse (z. B. fehlerhafte
Bestimmung des Cr-Werts).

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE Die prozentuale Fluoreszenzanderung ist fir diese
(Warnung) Probe im Vergleich zum Probenréhrchen mit der

gréften Fluoreszenzdanderung niedriger als ein

festgelegter Wert.

NO_BASELINE Es wurde keine Anfangsbasislinie erkannt. Die
anschlieBende Analyse kann nicht durchgefihrt
werden.

RUN_FAILED Der Assay ist aufgrund eines Problems mit dem Cycler

oder dem Cycleranschluss als ungiltig eingestuft.

RUN_STOPPED Der Assay ist als ungiiltig eingestuft, da der Lauf

manvuell angehalten wurde.

SATURATION Die Fluoreszenz der Rohdaten ist vor dem Wende-
punkt der Amplifikationskurve stark gesattigt.

SPIKE In den Fluoreszenz-Rohdaten wurde ein Spike in der
Amplifikationskurve erkannt, der jedoch auBBerhalb

der Region liegt, in der der Cr-Wert bestimmt wird.
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Markierung

Beschreibung

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_
PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Die Amplifikationskurve weist in der Nahe des

Cr-Werts einen Spike auf.

Die Amplifikationskurve weist eine steil ansteigende

Basislinie fir die Fluoreszenz der Rohdaten auf.

Die Amplifikationskurve weist einen ausgepragten
Abfall der Basislinie fir die Fluoreszenz der Rohdaten

auf.

Es wurde starkes Rauschen auBBerhalb der Wachstums-

phase der Amplifikationskurve erkannt.

Innerhalb der (exponentiellen) Wachstumsphase der

Amplifikationskurve wird starkes Rauschen festgestellt.

Die Amplifikationskurve weist eine wellenférmige

Basislinie fir die Fluoreszenz der Rohdaten auf.
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Fehlerbehebung

Die hier beschriebenen Anleitungen sollen Sie bei der Behebung von Fehlern unterstitzen,
die bei der Bestimmung des CALR-Mutationsstatus mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit
auftreten kdnnen. Kontaktinformationen finden Sie auf der hinteren Umschlagseite und unter

www.giagen.com.

Informationen zur Fehlerbehebung fir das QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Katalog-
Nr. 61104) und QIAsymphony DNA DSP Mini Kit (Katalog-Nr. 937236) finden Sie in den
zugehdrigen Kit-Handbichern.

Informationen zur Fehlerbehebung fiir das Rotor-Gene Q MDx Instrument und die Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Software finden Sie in den zugehérigen Benutzerhandbiichern.

Kommentare und Vorschlége

Eine Probe wird mit mehreren Assays als positiv bestimmt.

Eine gegebene Mutation So ist es fir eine Probe mit einer Typ-1-Mutation

kann mit mehreren Assays  beispielsweise normal, dass sie zusétzlich zum Assay

nachgewiesen werden. TYPE 1 auch mit den Assays CLAMP 1 und CLAMP 2
amplifiziert wird. Es ist fir eine Probe mit einer Typ-2-
Mutation normal, dass sie zusédtzlich zum Assay TYPE 2
auch mit dem Assay CLAMP 5 amplifiziert wird.
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Kommentare und Vorschlége

Keine oder geringe Amplifikation der internen Amplifikationskontrolle in externen

Kontrollen und/oder Proben

a) Reaktionsgemisch
und/oder Tag-DNA-
Polymerase und/oder

Template nicht zugegeben

b) Unzureichende Qualitat

des Reaktionsgemisches

c) Pipettiervolumen
u. U. falsch

d) DNA-Konzentration

zu niedrig

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberpriifen.
Sicherstellen, dass alle Template-DNA und alle
Komponenten des qPCR-Master-Mixes zugegeben

wurden. PCR-Lauf wiederholen.

Den KitInhalt bei —=30 bis —15 °C lagern und die
Reaktionsgemische vor Licht schitzen.

Die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum der
Reagenzien Uberprifen (siehe Etikeft des Kits) und zur
Wiederholung des PCR-Laufs bei Bedarf ein neues Kit

verwenden.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberpriifen.

Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-

Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung Uberprifen.
Die Pipetten vor der Wiederholung des qPCR-Schritts

Uberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.

Die DNA-Konzentration der Probe iberprifen. Das
ipsogen CALR RGQ PCR Kit ist fir eine DNA-Arbeits-
konzentration von 10 ng/pl optimiert. Wenn die DNA-
Konzentration unter 10 ng/yl liegt, vor der Wieder-
holung des qPCR-Schritts DNA aufkonzentrieren oder
aus dem Vollblut neu extrahieren, um das Elutions-

volumen zu senken.
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Kommentare und Vorschlége

e) Kontamination der DNA Das Verhdltnis E2¢o0/ E260 Gberprifen. Das Verhdlinis

durch Protein oder E260/E280 muss > 1,7 sein. Bei einem Verhdltnis < 1,7
Gegenwart organischer eine neue DNA-Extraktion durchfihren und den PCR-Lauf
Verbindungen wiederholen.

Frihzeitige Amplifikation der internen Amplifikationskontrolle in externen Kontrollen
und/oder Proben

a) DNA-Konzentration zu Die DNA-Konzentration der Probe iberprifen. Das
hoch ipsogen CALR RGQ PCR Kit ist fir eine Arbeits-
konzentration von 10 ng/pl optimiert. Bei einer DNA-
Konzentration iber 10 ng/pl die DNA in TE-Puffer

verdiinnen und den PCR-Lauf wiederholen.

b) Pipettiervolumen Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.

u. U. falsch Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-
Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung iberprifen.

Die Pipetten vor der Wiederholung des qPCR-Schritts

iberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.

c) Amplifikationskurve Die entsprechende Amplifikation auf einen ungewdhn-

u. U. falsch lichen Kurvenverlauf untersuchen. PCR-Lauf wiederholen.
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Kommentare und Vorschlége

Keine oder schwache Signale fiir die interne Amplifikationskontrolle in den Proben, aber

die externen Kontrollen sind giiltig

a) DNA-Konzentration

zu niedrig

b) Kontamination der DNA
durch Protein oder
Gegenwart organischer

Verbindungen

c) Pipettiervolumen
u. U. falsch

Die DNA-Konzentration der Probe iberprifen. Das
ipsogen CALR RGQ PCR Kit ist fir eine DNA-Arbeits-
konzentration von 10 ng/pl optimiert. Wenn die DNA-
Konzentration unter 10 ng/pl liegt, vor der Wieder-
holung des qPCR-Schritts DNA aufkonzentrieren oder
aus dem Vollblut neu extrahieren, um das Elutions-

volumen zu senken.

Das Verhdltnis E2¢0/ E260 Gberprifen. Das Verhdlinis
E260/E280 muss > 1,7 sein. Bei einem Verhdltnis < 1,7
eine neue DNA-Extraktion durchfilhren und den PCR-Lauf

wiederholen.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-
Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung iberprifen.

Die Pipetten vor der Wiederholung des qPCR-Schritts

iberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.
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Kommentare und Vorschlége

Nicht-Template-Kontrolle (NTC/TE-Puffer) ist positiv (FAM und/oder HEX)

a) Kreuzkontamination oder
Kontamination der

Reagenzien

b) Inversion des Rohrchen-
streifens und/oder der
Proben-ID

c) Unzureichende Qualitét
des Reaktionsgemisches

oder der Sonde

Alle kritischen Reagenzien auswechseln und den PCR-
Lauf wiederholen.

Proben, KitKomponenten und Verbrauchsmaterialien
stets gemaf3 den empfohlenen Verfahren handhaben, um
eine Kontamination durch Verschleppung zu vermeiden.
Sicherstellen, dass die Spitzen zwischen der Pipettierung
unterschiedlicher Reagenzien oder dem Laden
unterschiedlicher Rohrchen ausgewechselt werden.

Den Pr&-PCR-Master-Mix unter Verwendung spezieller
Materialien (Pipetten, Spitzen usw.) ansetzen.

Den Pr&-PCR-Master-Mix und die NTC-Reaktion in einem
speziellen Bereich ansetzen, in dem keine DNA-
Matrizen (DNA, Plasmid oder PCR-Produkte)
gehandhabt werden.

VerschlieBen Sie die PCR-R3hrchen méglichst sofort nach

der Zugabe der zu testenden Probe.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberpriifen.
PCR-Lauf wiederholen.

Den KitInhalt bei —30 bis —15 °C lagern und die
Reaktionsgemische vor Licht schitzen.

Die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum der
Reagenzien Uberprifen (siehe Etikeft des Kits) und zur
Wiederholung des PCR-Laufs bei Bedarf ein neues Kit

verwenden.
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Kommentare und Vorschlége

d)

Amplifikationskurve
u. U. falsch

Die entsprechende Amplifikation auf einen ungewdhn-
lichen Kurvenverlauf untersuchen.
PCR-Lauf wiederholen.

Keine oder geringe Amplifikation der Mutationskontrolle (MTC) (FAM-Amplifikation)

a)

b)

d

Reaktionsgemisch
und/oder Tag-DNA-
Polymerase nicht

zugegeben

Unzureichende Qualitat

des Reaktionsgemisches

Inversion des Rdhrchen-
streifens und/oder der
Proben-ID

Pipettiervolumen

u. U. falsch

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
Sicherstellen, dass alle Komponenten des gPCR-Master-

Mixes zugegeben wurden. PCR-Lauf wiederholen.

Den KitInhalt bei =30 bis 15 °C lagern und die
Reaktionsgemische vor Licht schitzen.

Die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum der
Reagenzien Uberprifen (siehe Etikett des Kits) und zur
Wiederholung des PCR-Laufs bei Bedarf ein neues Kit

verwenden.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
PCR-Lauf wiederholen.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.

Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-

Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung iberpriifen.
Die Pipetten vor der Wiederholung des gPCR-Schritts

iberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.
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Kommentare und Vorschlége

Frihzeitige Amplifikation der Mutationskontrolle (MTC) (FAM-Amplifikation)

a) Pipettiervolumen Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.

u. U. falsch Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-
Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung Uberpriifen.

Die Pipetten vor der Wiederholung des qPCR-Schritts

iberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.

b)  Amplifikationskurve Die entsprechende Amplifikation auf einen ungewshn-
u. U. falsch lichen Kurvenverlauf untersuchen. PCR-Lauf wiederholen.
c) Inversion des Réhrchen- Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
streifens und/oder der PCR-Lauf wiederholen.
Proben-ID

Frihzeitige Amplifikation der Wildtyp-Kontrolle (WTC) (FAM-Amplifikation)
a) Unzureichende Qualitét Den KitInhalt bei =30 bis =15 °C lagern und die

des Reaktionsgemisches Reaktionsgemische vor Licht schitzen.
Die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum der
Reagenzien Uberprifen (siehe Etikett des Kits) und zur
Wiederholung des PCR-Laufs bei Bedarf ein neves Kit

verwenden.
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Kommentare und Vorschlége

b) Pipettiervolumen
u. U. falsch

c) Inversion des Réhrchen-

streifens und/oder der
Proben-ID

d) Amplifikationskurve
u. U. falsch

e) Kontamination durch

Verschleppung

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
Sicherstellen, dass 5 pl Kontrolle/Probe und 20 pl gPCR-
Master-Mix zugegeben wurden. Alle Pipettiervolumen in
einer Sichtprifung Uberprifen.

Die Pipetten vor der Wiederholung des qPCR-Schritts

Uberprifen und bei Bedarf neu kalibrieren.

Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
PCR-Lauf wiederholen.

Die entsprechende Amplifikation auf einen ungewdhn-
lichen Kurvenverlauf untersuchen.
PCR-Lauf wiederholen.

Alle kritischen Reagenzien auswechseln.

Die Analyse mit neuen Aliquoten fir alle Reagenzien
wiederholen.

Proben, Kit-Komponenten und Verbrauchsmaterialien
stets gemaf3 den empfohlenen Verfahren handhaben, um
eine Kontamination durch Verschleppung zu vermeiden.
Sicherstellen, dass die Spitzen zwischen der Pipettierung

unterschiedlicher Reagenzien ausgewechselt werden.
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Kommentare und Vorschlége

Frihzeitige Amplifikation der Wildtyp-Kontrolle (WTC) (FAM-Amplifikation) und keine oder
geringe Amplifikation der Mutationskontrolle (MTC) (FAM-Amplifikation)

a) Kreuzkontamination Pipettierschema und Einrichtung der Reaktion iiberprifen
und den PCR-Lauf wiederholen.

b) Inversion der Reaktions- Pipettierschema und Einrichtung der Reaktion Uberprifen
gemische in den Réhrchen  und den PCR-Lauf wiederholen.

oder im Pramix

c) Inversion des Réhrchen- Pipettierschema und Reaktionseinrichtung Uberprifen.
streifens und/oder der PCR-Lauf wiederholen.
Proben-ID

Haufiges Nicht-Bestehen der Wildtyp-Kontrolle (WTC) aufgrund einer hohen Hintergrund-
amplifikation, die unterhalb der Giiltigkeitsgrenze (C1) des Assays liegt

Funktionsstérung im Rotor-  Die Wartungsprotokolle des Instruments Gberprifen.

Gene Q MDx Instrument Eine fehlerhafte Ausrichtung der Linse kann z. B. zu
einem hdheren Hintergrund fihren. Wenn die Linsen-
ausrichtung nicht Teil des Wartungsplans ist, wenden Sie
sich fir weitere Informationen und mégliche Wartungs-

maBnahmen an den Technischen Service von QIAGEN.

Lauf infolge eines schwankenden Fluoreszenzsignals in Kontrollen und/oder Proben

(in allen Réhrchen) fehlgeschlagen

Funktionsstérung im Die Wartungsprotokolle des Instruments iberprifen.
Zubehér des Rotor- Der 72-WellRotor ist u. U. fehlerhaft.
Gene Q MDx Instruments
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Wenn ein Problem keiner der unter ,Fehlerbehebung” aufgefihrten Ursachen zugeordnet
werden kann oder wenn die KorrekturmaBBnahmen nicht zur Behebung eines Problems

fihren, wenden Sie sich fir Unterstitzung an den Technischen Service von QIAGEN.

Qualitatskontrolle

Gemaf dem I1SO-zertifizierten Qualitdtsmanagement-System von QIAGEN wird jede Charge
des ipsogen CALR RGQ PCR Kits zur Gewdhrleistung einer einheitlichen Produktqualitét

nach festgelegten Prifkriterien getestet.

Die Qualitétskontrolle des gesamten Kits wurde auf einem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Instrument durchgefihrt. Dieses Kit wird nach der Norm 1SO 13485 hergestellt. Analysen-
zertifikate sind auf Anfrage unter www.qgiagen.com/support erhéltlich.

Anwendungseinschrankungen

Das Kit ist zur Anwendung im professionellen Bereich vorgesehen.

Das Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die fir die Anwendung
molekularbiologischer Verfahren und das hier beschriebene System speziell eingewiesen und

geschult wurden.

Das Kit darf nur mit einem validierten, unter ,Zusdtzlich benétigtes Material” auf Seite 15
aufgefihrten Instrument verwendet werden. Bei der Verwendung des Kits sind die

Anweisungen im vorliegenden Handbuch zu beachten.

Alle im ipsogen CALR RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fur die
Verwendung mit den anderen Reagenzien aus demselben Kit vorgesehen. Ein Verstof3

hiergegen kann die Leistung beeintréchtigen.
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Die Verfallsdaten, die auf den Packungsetiketten aufgedruckt sind, missen unbedingt

beachtet werden. Komponenten mit abgelaufenem Verfallsdatum nicht verwenden.

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit ist ausschlieBlich fir Vollblut validiert, das mit 2K EDTA

antikoaguliert wurde.

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit ist ausschliefBlich fir den Gebrauch mit dem QlAsymphony
DNA DSP Mini Kit (Katalog-Nr. 937236) oder QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Katalog-
Nr. 61104) validiert.

Validiert wurden ausschlieBlich das Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument (fir die PCR)
und das QlAsymphony SP (zur Probenvorbereitung).

Eine Verwendung dieses Produkis fir einen anderen als den vorgesehenen Zweck oder eine
Modifikation der Komponenten fihrt zum Erléschen der Haftung von QIAGEN.

Alle diagnostischen Ergebnisse missen unter Bericksichtigung vorliegender klinischer und
labortechnischer Daten interpretiert werden. Wenn der CALR-Status einer Probe ,No
Mutation Detected” (Keine Mutation nachgewiesen) lautet, bedeutet dies lediglich, dass unter
Berucksichtigung der Sensitivitat des Kits keine der 36 in diesem Handbuch beschriebenen
Mutationen vorhanden ist (siehe Tabelle 1) bzw. dass keine Mutationen vom Typ 23 und 27
nachgewiesen wurden (siehe ,Leistungsmerkmale/Spezifitat” auf Seite 72). Die Gegenwart

anderer CALR-Mutationen kann dadurch nicht ausgeschlossen werden.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, fir jedes Verfahren, das im Labor des
Anwenders durchgefihrt wird und das nicht durch die Leistungsstudien von QIAGEN

abgedeckt ist, die Leistungscharakteristik des Systems selbst zu validieren.
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Leistungsmerkmale

Leerwertgrenze

Die Leerwertgrenze (LOB: Limit of Blank) wurde gemd&B CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8) anhand
von Vollblutproben mit dem CALR-Wildtyp-Status von gesunden Spendern bestimmt (unter
Verwendung von 5 Proben, 60 Messungen pro Reagenzcharge und 2 ipsogen CALR RGQ
PCR Kit-Chargen). Dabei wurde jedem Assay der niedrigste erhaltene LOB-Wert als

Leerwertgrenze zugewiesen.

Die LOB-Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5. Zusammenfassung der Leerwertgrenzen fir das ipsogen CALR RGQ PCR Kit

Leerwertgrenze
CALR-Assay (Cr FAM-Werte)
TYPE 1 35,24
TYPE 2 45,00
CLAMP 1 40,01
CLAMP 2 45,00
CLAMP 3 45,00
CLAMP 4 45,00
CLAMP 5 38,90

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD: Limit of Detection) wurde nach der ,ProbitMethode” gemdf3
CLSI/NCCLS EP-17-A2 bestimmt (8). Dabei wurden fir 3 unabhdngige Proben 5 niedrige
Mutationsgrade analysiert (von CALR-mutationspositiven Patienten extrahierte  gDNA
vermischt mit Wildtyp-DNA). Es wurden insgesamt 20 Replikate pro Verdinnung pro positive
Probe mit 2 Chargen des ipsogen CALR RGQ PCR Kits mit den Assays TYPE 1 und TYPE 2

getestet.
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Als Nachweisgrenze wurde fir den jeweiligen Assay der hochste LOD-Wert aus den beiden
Chargen verwendet. Diesen Messungen zufolge betrdgt die analytische Sensitivitat fir CALR-
Mutation Typ 1 0,6 % und fir CALR-Mutation Typ 2 0,08 % (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6. Zusammenfassung der Nachweisgrenzen fiir das ipsogen CALR RGQ PCR Kit

CALR-Assay Nachweisgrenze

TYPE 1 0,60 %

TYPE 2 0,08 %
DNA-Aufgabemenge

Die optimierte gDNA-Aufgabemenge, die in Verbindung mit dem ipsogen CALR RGQ PCR
Kit verwendet werden sollte, wurde unter Verwendung einer Kit-Charge anhand von 3 CALR-
positiven Proben (Plasmide vermischt mit Wildtyp-gDNA) und einer CALR-negativen Probe fir
5 verschiedene gDNA-Aufgabemengen bestimmt. Dabei wurden pro Probe und CALR-Assay
3 Replikate verwendet. Dieser Untersuchung zufolge betragt die optimierte Aufgabemenge
50 ng (10 ng/pl).

Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit

Die Prazisionsstudie wurde gemdafl CLSI/NCCLS EP5A2 durchgefihrt (9). Die Prézision
wurde fir jeden CALR-Assay anhand einer gegebenen CALR-Mutation bestimmt, d. h. Typ 1
fir die Assays TYPE 1, CLAMP 1 und CLAMP 2, Typ 2 fir die Assays TYPE 2 und CLAMP 5
und Typ 28 fir die Assays CLAMP 3 und CLAMP 4. Die Tests wurden an 3 Mutationsgraden
durchgefihrt: 5%, 25% und 50 % (Plasmide vermischt mit Wildtyp-gDNA). Jeder
Mutationsgrad wurde in 49 Laufen in Doppelbestimmung iber 20 Tage getestet. Dabei
wurden pro Mutationsgrad und Assay mindestens 73 Messungen durchgefihrt. Der anhand
der 3 Proben bestimmte Variationskoeffizient fir die Gesamtprézision (CVeesam) lag fir die

meisten Assays unter 5 % (siehe Tabelle 7).

Hinweis: Die Gesamtprdzision kann bei den CLAMP-Assays von einer CALR-Mutation zur

anderen schwanken.
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Tabelle 7. Wiederholbarkeits- und Reproduzierbarkeitsergebnisse fir das ipsogen CALR RGQ

PCR Kit

CALR- Anzahl

Assay Mutationsgrad  Messungen Sr* Srr' Gesamt CVGesami®
50 % 88 0,10 0,07 0,21 0,80

TYPE 1 25% 88 0,10 0,07 0,20 0,76
5% 88 0,15 0,05 0,30 1,04
50 % 80 0,11 0,08 0,21 0,85

TYPE 2 25% 80 0,11 0,00 0,19 0,73
5% 80 0,12 0,08 0,27 0,95
50 % 106 0,14 0,13 0,27 1,05

CLAMP 1 25% 105 0,13 0,28 0,50 1,90
5% 106 0,20 0,37 0,55 1,92
50 % 84 0,13 0,31 0,59 2,24

CLAMP 2 25% 85 0,19 0,36 0,90 3,28
5% 82 0,37 0,59 1,27 4,16
50 % 84 0,49 0,52 2,33 8,04

CLAMP 3 25 % 84 0,73 0,70 3,54 11,26
5% 84 1,28 3,18 5,70 15,03
50 % 73 0,22 0,33 1,32 4,46

CLAMP 4 25% 76 0,24 0,33 1,37 4,46
5% 73 0,26 0,37 1,59 4,66
50 % 100 0,17 0,17 0,66 2,52

CLAMP 5 25% 100 0,21 0,05 0,75 2,73
5% 104 0,39 0,55 0,94 3,04

* Sr: Wiederholbarkeit, angegeben als Standardabweichung
T Srr: Reproduzierbarkeit von Serie zu Serie, angegeben als Standardabweichung

* Gesamtprazision (von Gerat zu Gerdt, Bediener zu Bediener und Charge zu Charge,

angegeben als Standardabweichung)
¢ Variationskoeffizienten fir die Gesamtprézision
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Storsubstanzen

Es wurde eine Unfersuchung gemdfl den Empfehlungen in NCCLS-Standard EPO7-A2
durchgefihrt (10). Es wurden insgesamt 17 Substanzen, die in Blutproben vorkommen
kénnen, aufgrund ihres potenziellen Effekts auf die PCR ausgewdhlt. Dazu gehdren Busulfan,
Citalopram-Hydrobromid, Paroxetinhydrochlorid-Hemihydrat, Sertralin-Hydrochlorid, Fluo-
xetin-Hydrochlorid, Acetaminophen (Paracetamol), unkonjugiertes Bilirubin, Kalium-EDTA,
Hamoglobin (human), Triglyceride, Lisinopril-Dihydrat, Hydroxyurea, Acetylsalicylsaure,
Salicylséure, Thiotepa, Anagrelid, Interferon alpha-2b. Dariber hinaus wurde der
potenzielle Effekt einer Substanz untersucht, die bei der gDNA-Extraktion verwendet wird

(Proteinase K.
Die Ergebnisse belegen, dass von keiner dieser Substanzen ein stérender Effekt ausgeht.
Spezifitat

Zur Evaluierung der Spezifitat des ipsogen CALR RGQ PCR Kits wurde die Fahigkeit des Kits
getestet, Typ-1- und Typ-2-Mutationen korrekt zu identifizieren sowie die in Tabelle 1

beschriebenen Mutationen nachzuweisen.

Die Untersuchung wurde fir Typ-1- und Typ-2-Mutationen anhand von gDNA-Proben in
Konzentrationen > 16 % Mutation fir Typ 1 und > 9 % Mutation fir Typ 2 durchgefihrt, die
von Ph-negativen MPN-Patienten entnommen wurden. Die Spezifitat fir Typ 1 und Typ 2

wurde bestdtigt: Alle Proben wurden nachgewiesen und korrekt identifiziert.

Die Spezifitat fir die Mutationen Typ 3 bis Typ 36 wurde anhand von gDNA-Proben
getestet, die aus dem Vollblut von Ph-negativen MPN-Patienten extrahiert wurden, sofern
verfigbar (d. h. fir die Typen 3, 4, 5, 24, 25, 27, 29). Fir seltene Mutationen, fir die keine
Probe von einem Patienten erhalten werden konnte, wurde die Spezifitdt anhand von
synthetischem Material evaluiert, das aus humaner Wildtyp-gDNA vermischt mit mutierter

Plasmid-gDNA einer bekannten CALR-Mutation bestand. Fir diese Untersuchung wurden
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klinisch relevante Konzentrationen > 10 % Mutation verwendet (die mittlere Konzentration
betrug ungefdhr 30 % Mutation).

Die Untersuchung ergab, dass alle CALR-Mutationen vom Typ 3 bis Typ 10, die am
haufigsten vorkommen, mit mindestens einem Assay des ipsogen CALR RGQ PCR Kits
nachgewiesen werden kdnnen. Die meisten CALR-Mutationen vom Typ 11 bis Typ 36 (0,3 %
Haufigkeit) sind mit mindestens einem Assay des ipsogen CALR RGQ PCR Kits nachweisbar.
Nur die Typen 23 und 27 lassen sich mit dem Kit nicht nachweisen, wéhrend die Typen 22,
25, 26, 29 und 30 nur in Proben mit einem hohen CALR-Allelanteil nachweisbar sind.

Wichtiger Hinweis: Die Spezifitdtsstudie zeigte, dass Mutationen vom Typ 5 und Typ 17 mit
dem Assay TYPE 1 nachweisbar sind. Der Assay TYPE 2 ermdglicht die Amplifikation von
Mutationen des Typs 10, des Typs 31 und des Typs 33-36. Dies war mit Ausnahme von
Mutation Typ 17 zu erwarten, betrachtet man die hohe Ahnlichkeit der Sequenzen dieser
CALR-Mutationstypen (siehe Tabelle 1). Das Kit ipsogen CALR RGQ PCR Kit erméglicht daher
weder eine Unterscheidung zwischen den Mutationen von Typ 1 und Typ 5/17 noch
zwischen den Mutationen von Typ 2 und Typ 10/31/33-36. Eine Differenzierung jeder
CALR-Mutation in Bezug auf Diagnose oder Behandlung ist derzeit nicht erforderlich, denn

die meisten CALR-Mutationen fihren zur Bildung Ghnlicher mutierter CALR-Proteine.
Klinische Validierung und Methodenvergleich

Das ipsogen CALR RGQ PCR Kit wurde unter normalen Gebrauchsbedingungen validiert.
Dazu wurde die Fahigkeit des Kits evaluiert, CALR-Mutationen vom Typ 1 und Typ 2 in einer
Kohorte von Patienten mit Verdacht auf MPN zu identifizieren. Im Rahmen dieser Validierung
wurden gDNA-Proben untersucht, die von 227 Patienten mit Verdacht auf MPN extrahiert
wurden (einschlieBlich CALR-positiver und CALR-negativer Proben).

Der mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit bestimmte CALR-Status der gDNA-Proben wurde mit
dem CALR-Status verglichen, der mit einer unabhdngigen Mutationsnachweismethode

auf Grundlage der Fragmentléngenanalyse in Verbindung mit bidirektionaler Sanger-
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Sequenzierung ermittelt wurde. Bei widerspriichlichen Ergebnissen kam eine dritte Mutations-
nachweismethode zum Einsatz: Hochdurchsatz-Sequenzierung (NGS: Next Generation

Sequencing).

Die mithilfe der Referenzmethoden im Rahmen dieser Studie ermittelten CALR-Status-
ergebnisse aller Proben sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Die Probenkohorte besteht aus
54,6 % positiven und 45,4 % negativen Proben. Von den positiven Proben wurden mithilfe
der Referenzmethoden 42,7 % als Typ 1 und 33,1 % als Typ 2 charakferisiert. Diese
prozentualen Anteile stimmen mit den von Klampfl et al. (5) beschriebenen iberein, 53 % fir
Typ 1 und 31,7 % fir Typ 2 (siehe Tabelle 1).

Tabelle 8. CALR-Mutationsstatus der Gesamtkohorte. Bestimmung mit den Referenzmethoden
Fragmentldngenanalyse, bidirektionale Sanger-Sequenzierung und Hochdurchsatz-
Sequenzierung.

CALR-Status Anzahl
Mutation Typ 1 53
Mutation Typ 2 41

Typ 1 und Typ 2 1
Andere CALR-Mutationen 29
CALR-mutationspositiv 124 (54,6 %)
CALR-mutationsnegativ 103 (45,4 %)
Gesamtproben 227

Alle als CALR-Mutationsstatus Typ 1 und/oder Typ 2 charakterisierten Proben der Kohorte
wurden mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit korrekt identifiziert. Bei zwei Proben wurde
eine Typ-1-Mutation mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit falsch zugeordnet: Eine Probe
wurde mit den Referenzmethoden als Typ-5-Mutation und eine Probe als eine nicht von
Klampfl et al. (5) beschriebene Mutation charakterisiert. Eine Typ-2-Mutation wurde zudem
einer Probe falsch zugeordnet, die mit den Referenzmethoden als eine nicht von Klampfl

et al. (5) beschriebene Mutation charakterisiert wurde. Eine in-silico-Analyse ergab, dass
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diese widerspriichlichen Ergebnisse wahrscheinlich auf die hohe Ahnlichkeit der Sequenzen

zuriickzufihren sind, die zwischen den Mutationen vom Typ 1 und Typ 2 bestehen.

Die kombinierte Gesamtibereinstimmung (ipsogen CALR RGQ PCR Kit und Fragmentlangen-
analyse/Sanger-Sequenzierung/Hochdurchsatz-Sequenzierung) zwischen den Ergebnissen
fir Typ-1- und Typ-2-Mutationen betrdgt somit 98,7 % (Kompetenzintervall [96,2 %,
99,5 %]). Sensitivitat und Spezifitat des ipsogen CALR RGQ PCR Kits fir CALR-Mutationen
vom Typ 1 und Typ 2 betragen kombiniert 100 % [96,2 %, 100 %] und 97,7 % [93,5 %,
99,5 %)) (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9. Zusammenfassung der kombinierten Leistungsdaten fiir CALR-Mutationen vom
Typ 1 und Typ 2

Variabel Wert 95 % Konfidenzintervall
Gesamtibereinstimmung 98,7 % [96,2 %, 99,7 %]
Sensitivitat 100 % [96,2 %, 100 %]
Spezifitat 97,7 % [93,5 %, 99,5 %]
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Symbole

Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden Symbole enthalten:

Symbol Bedeutung des Symbols

REF Katalognummer

Hersteller

MAT Materialnummer

Rn R = Revision des Handbuchs; n = Revisionsnummer
LOT Chargennummer
GTIN Global Trade Item Number (Globale Artikelnummer)
IVD In-vitro-diagnostisches Medizinprodukt
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Symbol Bedeutung des Symbols

c € CE-Markierung der EU-Konformitdt
g Verwendbar bis

W Kit enthdlt Reagenzien fir N Reaktionen
<N>

Zulassiger Temperaturbereich

[Iﬂ Gebrauchsanleitung beachten

L
o
\

\
N
Z

Vor Sonneneinstrahlung schiitzen
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Bestellinformationen

Produkt

Inhalt

Kat.-Nr.

ipsogen CALR RGQ PCR Kit
(24)

Fir 24 Reaktionen: CALR-Wildtyp-Kontrolle,
CALR-Mutationskontrolle, CALR-Reaktions-
gemisch TYPE 1, CALR-Reaktionsgemisch
TYPE 2, CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 1,
CALR-Reaktionsgemisch CLAMP 2, CALR-
Reaktionsgemisch CLAMP 3, CAIR-
Reaktionsgemisch CLAMP 4, CAIR-
Reaktionsgemisch CLAMP 5, Taq DNA-
Polymerase, TE-Puffer zur Verdiinnung

und NTC

Rotor-Gene Q MDx und Zubehor

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Echtzeit-PCR-Cycler und HRM-Analyzer

mit 5 Kandlen (grin, gelb, orange, rot,
purpurrot) plus HRM-Kanal, Laptop-
Computer, Software, Zubehér, 1 Jahr
Garantie auf Ersatzteile und Arbeits-
leistung, exklusive Installation und Schulung

Echtzeit-PCR-Cycler und HRM-Analyzer
mit 5 Kandlen (griin, gelb, orange, rot,
purpurrot) plus HRM-Kanal, Laptop-
Computer, Software, Zubehdr, einschlief’-
lich 1 Jahr Garantie auf Ersatzteile und
Arbeitsleistung, Installation und Schulung

Aluminium-Ladeblock fir die manuelle
Reaktionseinrichtung mit einer Einkanal-
pipette in 72 x 0, 1-ml-R8hrchen

674023

9002032

9002033

9018901
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.

72-Well Rotor Dient zur Aufnahme der Rdhrchenstreifen 9018903
und Deckel, 0,1 ml; benstigt Adapter-
Schliefring 72-Well-Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor  Dient zur Befestigung der Réhrchenstreifen 9018904
und Deckel, 0,1 ml im 72-Well-Rotor

Rotor Holder Freistehende Metallhalterung zum Einsetzen 9018908
der Réhrchen und Rotor-Discs® in die
Rotoren
Strip Tubes and Caps, 250 Streifen mit jeweils 4 Réhrchen und 981103
0.1 ml (250) Deckeln fir 1.000 Reaktionen
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 Streifen mit jeweils 4 Réhrchen 981106
0.1 ml (2500) und Deckeln fir 10.000 Reaktionen

QlAsymphony SP und Zubehér

QlAsymphony SP System QIAsymphony Probenvorbereitungsmodul, 9001751
einschlieBlich Installation und Schulung;
1 Jahr Garantie auf Ersatzteile und
Arbeitsleistung

QIAsymphony SP QIAsymphony Probenvorbereitungsmodul; 9001297
1 Jahr Garantie auf Ersatzteile und
Arbeitsleistung

Sample Prep Cartridges, Probenvorbereitungskartuschen mit 8 Wells 997002
8-well (336) zur Verwendung mit dem QlAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-Magnetstab-Schutzhiilsen zur 997004

Verwendung mit dem QlAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP  Einwegfilterspitzen, im Rack (8 x 128); zur 990332
(1024) Verwendung mit dem QlAcube® und dem
QIAsymphony SP/AS
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym Einwedfilterspitzen, im Rack (8 x 128); zur 997024
SP (1024) Verwendung mit dem QlAsymphony SP/AS
Tube Insert 3b, 2 ml, v2, Sekundar-R8hrchenadapter (2-ml-Réhrchen 9242083
sample carrier, Qsym mit Schraubverschluss) zur Verwendung mit

dem QIAsymphony Réhrchentréger
Elution Microtubes CL Unsterile Polypropylenrdhrchen (maximale 19588
(24 x 9¢) Kapazitat 0,85 ml; Reservoirkapazitdt

weniger als 0,7 ml, Elutionskapazitét

0,4 ml); 2304 in Racks zu je 96; mit

Deckelstreifen
Verwandte Produkie
QIAamp DNA DSP Blood Fir 50 Préparationen: QlAamp Mini Spin- 61104
Mini Kit (50) Sdulen, Puffer, Reagenzien, Réhrchen,

VacConnectors
QlAsymphony DSP DNA Fir 192 Praparationen & 200 pl: Mit 937236
Mini Kit (192) 2 Reagenzkartuschen sowie Enzym-Racks

und Zubehor
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7 000 Einheiten/ml, 19101

Losung)

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Anwendungseinschrénkungen finden
Sie im jeweiligen QIAGEN Kit- oder Gerate-Handbuch. Diese stehen unter www.qiagen.com
zur Verfigung oder kénnen vom QIAGEN Technischen Service oder dem fir Sie

zusténdigen AuBBendienstmitarbeiter oder Distributor angefordert werden.
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen.
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Dieses Produkt ist fiir den Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum vorgesehen. QIAGEN Produkte diirfen ohne die schriftliche Genehmigung von QIAGEN nicht weiter-
verkauft, zum Weiterverkauf abgedndert oder zur Herstellung von zum Verkauf bestimmten Produkten verwendet werden.

Die Informationen in diesem Dokument kdnnen ohne Ankiindigung gedndert werden. QIAGEN Gbernimmt keine Haftung fir mégliche Fehler in diesem Dokument.
Dieses Dokument wurde zum Zeitpunkt der Verdffentlichung als vollsténdig und richtig erachtet. QIAGEN haftet keinesfalls fiir Schadensersatzanspriiche jeglicher Art,
die im Zusammenhang mit oder aufgrund der Verwendung dieses Produktes entstehen.

QIAGEN sichert zu, dass seine Produkfe den angegebenen Spezifikationen entsprechen. In dem Fall, dass Produkte nicht wie zugesichert funktionieren, ist QIAGEN
lediglich zum kostenfreien Austausch der Produkte verpflichtet. Dariiber hinaus kénnen vom Kunden keine weiteren Anspriiche geltend gemacht werden.

CALR-Mutationen und deren Verwendung sind durch Patente geschiitzt, unter anderem durch die européische Patentanmeldung EP2808338 sowie entsprechende
Patente anderer Lénder. Der Kauf dieses Produkts berechtigt nicht dazu, dieses fir klinische Studien an Arzneimitteln einzusetzen, die an CALR ansetzen. Fiir solche
Verwendungszwecke bietet QIAGEN spezielle Lizenzprogramme an. Wenden Sie sich diesbeziiglich bitte unter bd @qiagen.com an QIAGEN Corporate Business
Development.

Markennamen: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAcube®, QIAsymphony®, ipsogen®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN-Gruppe);
BHQ®, Black Hole Quencher® (LGC Biosearch); FAM™, HEX™, SYBR® (Life Technologies, Inc.); GenBank® (National Center for Biotechnology Information);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

Eingeschréinkte Nutzungsvereinbarung fiir das ipsogen CALR RGQ PCR Kit

Mit der Nutzung dieses Produkis erkennen Kéufer und Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

. Das Produkt darf nur gemé&B diesem Handbuch und nur mit den im Kit enthaltenen Komponenten verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner
Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Kits gehérenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zu den Kits gehéren, zu verwenden oder
zu kombinieren, mit Ausnahme der in diesem Handbuch und in zusétzlichen, unter www.qiagen.com verfiigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen.

N

. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieses Kit und/oder die mit diesem Kit
durchgefiihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.
"

w

. Dieses Kit und die zugehérigen Komy sind fiir die ei Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder

weiterverkauft werden.

I

. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich erklérten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

. K&ufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kdnnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und fordert sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebithren, zuriick, die ihr bei der Geltendmachung dieser

E

eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Ei hte im hang mit dem ipsogen CALR RGQ PCR Kit und/oder
seinen Komponenten entstehen.

v

Die aktualisierten Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie unter www.qiagen.com.
HB-2198-002 1103549 157025473 042017
© 20162017 QIAGEN, dlle Rechte vorbehalten.

ipsogen CALR RGQ PCR Kit Handbuch 04/2017 83



Bestellungen www.qiagen.com/shop | Technischer Support support.qiagen.com | Website www.qiagen.com




	Verwendungszweck
	Zusammenfassung und Erklärung
	Testprinzip
	Mitgelieferte Materialien
	Kit-Inhalt

	Zusätzlich benötigtes Material
	Zusätzliche Ausrüstung und Materialien für die manuelle DNA-Extraktion
	Zusätzliche Ausrüstung und Materialien für die automatisierte DNA-Extraktion
	Zusätzliche Ausrüstung und Materialien für die PCR auf dem Rotor Gene Q MDx Instrument

	Warnhinweise und Vorsichtsmaßnahmen
	Vorsichtsmaßnahmen

	Lagerung und Handhabung der Reagenzien
	Lagerung und Handhabung der Proben
	Vollblut
	Genomische DNA-Proben

	Verfahren
	Extraktion und Vorbereitung von genomischer DNA
	Manuelle gDNA-Extraktion mit dem QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit
	Wichtige Schritte, die vor der Durchführung auszuführen sind
	Verfahren

	Automatisierte gDNA-Extraktion mit dem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
	Wichtige Hinweise, die vor der Durchführung zu beachten sind
	Wichtige Schritte, die vor der Durchführung auszuführen sind

	Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der DNA
	Normalisierung von gDNA-Proben

	Protokoll: qPCR auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument0F
	Installieren des Gamma Plug-ins und des Assay-Profils
	Einrichten von Ladeblock und Rotor
	Erstellen einer Arbeitsliste
	Einrichten der qPCR
	Wichtige Schritte, die vor der Durchführung auszuführen sind

	Vorbereiten des Rotor-Gene MDx Instruments und Starten des qPCR-Laufs
	Freigabe und Berichterstattung der qPCR-Ergebnisse


	Interpretation der Ergebnisse
	Datenanalyse
	Testwiederholungen
	Angabe der Ergebnisse
	Ziele
	Ergebnisse
	Markierungen


	Fehlerbehebung

	Qualitätskontrolle
	Anwendungseinschränkungen
	Leistungsmerkmale
	Leerwertgrenze
	Nachweisgrenze
	DNA-Aufgabemenge
	Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit
	Störsubstanzen
	Spezifität
	Klinische Validierung und Methodenvergleich

	Literatur
	Symbole
	Bestellinformationen

