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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN on johtava innovatiivisten nayte- ja maaritystekniikoiden toimittaja.
QIAGENIn tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten naytteiden sisallon
eristdmisen ja tunnistamisen. Pitkalle kehitetyt ja laadukkaat tuotteemme ja
palvelumme takaavat luotettavan prosessin naytteesta tulokseen.

QIAGENIn uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat seuraavat

DNA:n, RNA:n ja proteiinien puhdistus
nukleiinihappojen ja proteiinien méaritykset
microRNA-tutkimus ja RNAI

nayte- ja maaritystekniikoiden automatisointi.

Tavoitteenamme on toimittaa tuotteita, joiden avulla asiakkaamme saavuttavat
menestysta ja lapimurtoja. Katso lisdtietoja osoitteesta www.giagen.com.
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Kayttotarkoitus

[psogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjat on tarkoitettu JAK2 V617F/ G1849T -
mutaation etsimiseen genomisesta DNA:sta henkilgilta, joilla epdillaédn olevan
myeloproliferatiivinen kasvain. Vaikka henkilgilla ei ole JAK2 V617F/ G1849T -
mutaatiota, hanell4 saattaa silti olla muita JAK2-mutaatioita. Testistd saattaa
tulla vaaria negatiivisia tuloksia, jos kodoneissa 615-619 (1) on lisda
mutaatioita.

Huomautus: Tatd sarjaa on kaytettdva taman k&sikirjan ohjeiden mukaisesti
yhdessa validoitujen reagenssien ja laitteiden kanssa. Taméan tuotteen off label
-kaytto ja/tai osien muokkaaminen mitatdi QIAGENin vastuun.

Yhteenveto ja selitykset

Janus-tyrosiinikinaasi 2:n (JAK2) vaikuttava toistuva somaattinen mutaatio
V617F loydettiin vuonna 2005 (2-5), mika johti merkittdvadn lapimurtoon
myeloproliferatiivisten tautien ymmartamisessa, luokittelussa ja
diagnosoinnissa. JAK2 on useiden sytokiinien (erytropoietiini mukaan lukien)
tarked solunsisainen signaalimolekyyli.

JAK2 V617F -mutaatio l16ytyy yli 95 prosentilta polysytemia veraa (PV)
sairastavilta, 50-60 prosentilta essentiaalista trombosytemiaa (ET) sairastavilta
ja 50 prosentilta idiopaattista myelofibroosia sairastavilta potilailta (primary
myelofibrosis, PMF). JAK2 V617F on I6ytynyt myos joissakin harvoissa
tapauksissa potilailta, joilla on myelomonosyyttinen leukemia,
myelodysplastinen oireyhtymad, systeeminen mastosytoosi tai krooninen
neutrofiilileukemia, mutta ei yhdeltdakdan kroonista myelooista leukemiaa
sairastavalta potilaalta (6).

Kyseessd on JAK2-geenin pistemutaatio nukleotidissa 1849 eksonissa 14.
Tuloksena on valiinin (V) korvautuminen fenyylianaliinilla (F) proteiinin paikassa
617 (JH2-domeeni). Mutaatiosta seuraa JAK2:n konstitutiivinen aktivaatio,
hematopoieettinen transformaatio in vitro ja erytropoietiinista riippumattomien
erytrooisten pesdkkeiden (EEC) kasvua kaikilla PV-potilailla ja suurella osalla
ET- ja PMF-potilaista (7). JAK2 V617F on olennainen metapoieettisten solujen
muutosten aiheuttaja MPN:ssd, mutta samasta mutaatiosta lahtevid nain
erilaisiin kliinisiin ja biologisiin lopputuloksiin johtavia patologisia mekanismeja
ei vield tarkasti tunneta.

Myeloproliferatiivisten tautien diagnosointi on perinteisesti perustunut kliinisiin,
luuydinhistologisiin ja sytogeneettisiin kriteereihin. Sairaudelle spesifin
molekyylimerkkiaineen loytyminen yksinkertaisti diagnoosiprosessia ja paransi
sen tarkkuutta. JAK2 V617F -mutaation l6ytyminen kuuluu nyt Maailman
terveysjarjeston laatimiin BCR-ABL-negatiivisten myeloproliferatiivisten tautien
diagnoosikriteereihin 2008 (taulukko 1), ja tim& mutaatio on tarke& kriteeri
diagnoosin vahvistamiselle.
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Taulukko 1. WHO:n kriteerit myeloproliferatiivisten tautien diagnoosille
(sovitettu viitteen 8 mukaisesti)

Polysytemia veran (PV) diagnostiset kriteerit

Paakriteerit 1. Hemoglobiini (Hb) > 18,5 g/dI* (miehilld) tai > 16,5 g/dI*
(naisilla) tai
Hb tai hematokriitti (Hkr) > 99. persentiili idn, sukupuolen tai
asuinpaikan korkeuden mukaisesta viitealueesta tai
Hb > 17 g/dI* (miehilld) tai > 15 g/dI* (naisilla), jos tason nousu on
pysyvisti> 2 g/dI'* mutta ei liity raudanpuutteen korjaukseen tai
punasolumassan kasvu > 25 % yli keskimaaréisen normaalin
ennustearvon

(2. JAK2V617FRai samanlainen mutaatio ]

Sivukriteerit 1. Luuytimen kolmen solulinjan myeloproliferaatio
2. Pienentynyt seerumin erytropoietiinipitoisuus
3. Erytrooisten pesédkkeiden spontaani kasvu soluviljelméssa

Essentiaalisen trombosytemian (ET) diagnostiset Kriteerit

Paakriteerit 1. Verihiutaleiden madrd > 450 x 10° I'
2. Laajentuneiden ja kypsien megakaryosyyttien proliferaatiota.
Ei lainkaan tai vdhan granulosyyttista tai erytroidista proliferaatiota
3. Kroonisen myelooisen leukemian, polysytemia veran, primaarisen
myelofibroosin, myelodysplastisen oireyhtymén tai muiden
myeloproliferatiivisten kasvainten kriteerit eivat ta yty

4. JAK2V617Aai muu klonaalinen 16ydos ]

Ei nayttod reaktiivisesta trombosytoosista

Sivukriteerit
Primaarisen myelofibroosin diagnostiset kriteerit

Paékriteerit 1. Megakaryosyyttien proliferaatio ja atypia seka retikuliini- ja/tai
kollageenifibroosi tai
Megakaryosyyttiloyddkset ja proliferatiivinen luuydin ilman
retikuliinifibroosia, granulosyyttistd proliferaatiota ja usein vahentynyt
erytropoieesi (prefibroottinen primaarinen myelofibroosi)
2. Kroonisen myelooisen leukemian, polysytemia veran,
myelodysplastisen oireyhtymén tai muiden myeloproliferatiivisten
kasvainten Kriteerit eivat ta yty

[ 3. JAK2V617Rai muu klonaalinen 16yd6s ]

Ei nayttoa reaktiivisesta luuytimen fibroosista

Sivukriteerit 1. Leukoerytroblastoosi
2. Kohonnut seerumin laktaattidehydrogenaasi (LDH)
3. Anemia
4. Palpoituva suurentunut perna

Asiantuntijat ovat viime aikoina laatineet ehdotuksia PV:n ja ET:n
ladketutkimusten kriteereiksi. Allografteja, alfainterferonia ja hydroksyureaa
koskevien tietojen perusteella JAK2ZV617F:n kvantifikaatio on lisatty
mahdollisesti hyodylliseksi valineeksi hoitovasteen seurantaan (9).

JAK2 V617F.n vahenemistd on havaittu vasteena joillekin uusille kliinisessa
kehitysvaiheessa oleville JAK2-la&dkkeille (10).
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Menetelman toimintaperiaate

Alleelien erottelussa kaytetaan kahta TagMan®-koetinta Multiplex-analyysissa.

Toinen on alleeli 2:n sekvenssin tdydellinen vastine (villityypin alleeli) ja toinen

alleeli 1:n sekvenssin tdydellinen vastine (mutaation siséltdva alleeli). Koettimet
leimataan fluoresoivalla varilla 5'-paassa, reportterissa, kuten FAM™ tai VIC®,

ja niiden 3'-p&dssa on fluoresoimaton vaimennin. Koettimissa on mygs MGB™
(Minor Grove Binder), joka mahdollistaa lyhyempien ja vakaampien koettimien
kayton, jolloin alleelien erottelu tarkentuu.

PCRn laajennusvaiheessa 7agDNA-polymeraasin 5'—3" -
eksonukleaasiaktiivisuus pilkkoo tdysin vastaavan koettimen, jolloin
reportterivariaine irtoaa ja fluoresoiva signaali vapautuu. 7agDNA -
polymeraasi korvaa epataydellisesti vastaavan koettimen eikd pilko sitd, jolloin
reportterivariaine eiirtoa. Fluoresoiva signaali (VIC tai FAM) keratddn PCR:n
lopussa ja osoittaa heti ndytteessé olevat kohdesekvenssit (villityypin alleeli,
mutatoitunut alleeli tai molemmat) ilman pitkid ja tyolaitd PCRn jalkivaiheita,
jotka lisddvat myds kontaminaatioriskid. Kohdesekvenssin kulloistakin maéaraa
ei selvitetd.

[psogenJAK2 Muta ScreernKit -sarja kéyttaé tata tekniikkaa kuvan 1 mukaisesti.
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Kuva 1. TagMan-koetin ja multipleksaus. jpsogenJAK2 Muta ScreerKit -sarja kayttda tata
tekniikkaa alleelien erotteluun.

FAM-signaalin
merkittdva kasvu
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalto

[psogen JAK2 Muta Screen Kit (20) (24)
Luettelonumero 673022 673023
Number of reactions 24 10
(Reaktioiden maara)

V617F Positive Control PG VF 30 ul 30 ul
(V617Fpositiivinen kontrolli)* H
V617F Negative Control NC-WF 30 ul 30
(V617F-negatiivinen kontrolli)’

Cut-Off Sample (Katkaistu néyte) COS-W 30 pl 30 ul

Primers and probes mix
(Aluke- ja koetinseos) JAK2 V617F

ipsogen JAKZ Mutsscreen Kit Handbook (English)
ipsogen JAKZ Mutdcreen Kit -kdsikirja 1 1
(englanniksi)

PPM-VF 10x 70 l 145 pl

*Positiivinen kontrolli: 100 % V617F DNA.
" Negatiivinen kontrolli: 100 % villityypin DNA; 0 % V617F.

* Spesifisten etu- ja taka-alukkeiden seos JAK2geenille, spesifinen V617F FAM -koetin ja
villityypin MIC-koetin.

Huomautus: sentrifugoi putkia hetki ennen kayttoa.

Huomautus: Tuntemattomien naytteiden analysointi jpsogenJAK2 Muta Screen
Kit -sarjalla edellyttdd genomisen DNA:n uuttamista. DNA:n uuttamista varten
tarvittavat reagenssit (esimerkiksi Q IAGEN® Q IAamp® DNA Mini Kit,
luettelonumero 51304) eivat sisdlly toimitukseen, ja ne on validoitava sarjan
kanssa kaytettdessa.
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja saa
tuotekohtaisista kayttoturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen
toimittajalta.

Reagenssit
B  Nukleaasiton PCR-vesi

B Nukleaasiton puskuri 1x TE, pH 8,0 (esimerkiksi Thermo Fisher Scientific
Inc., luettelonumero 12090015)

B Puskuri ja 7TagDNA-polymeraasi: Validoidut reagenssit ovat TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific
Inc., luettelonumero 4304437) ja LightCycler TagMan Master (Master Mix
PCR5X) (Roche, luettelonumero 04535286001)

M 0,8-1-prosenttisen agaroosigeelin reagenssit elektroforeesipuskurissa
0,5x TBE

Kulutustavarat

B Nukleaasittomia aerosolisuojattuja steriileja PCR-pipettikarkia, joissa on
hydrofobinen suodatin

M 0,51tai0,2 mkn nukleaasittomia PCR-putkia
B Jaata

Laitteet

B Pipetteja*, jotka on tarkoitettu PCR:aadn (1-10 pl; 10-100 pl;
100 -1 000 i

B Poytamallinen sentrifugi*, jossa on roottori 0,2:n tai 0,5 ml:n reaktioputkia
varten (ja joka kykenee saavuttamaan nopeuden 10 000 rpm)

Spektrofotometri* DNA:n kvantitointia varten

Reaaliaikainen PCR-laite:* Rotor-Gene Q 5plex HRMtai muu Rotor-Gene-
laite; LightCycler 2.0 tai 480; Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000
SDS, ABI PRISM 7700 SDS tai ABI PRISM 7900HT SDS; ja tarvittavat
materiaalit

B Vilineet* pulssikentta-geelielektroforeesia varten

*Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Varoitukset ja varotoimet
In vitro -diagnostiikkaan

Tyoskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista
laboratoriotakkia, kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoa saa
tuotekohtaisista kayttoturvatiedotteista. Ne ovat saatavilla kdtevassa ja
kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.qiagen.com/safety, jossa
voidaan tarkastella ja tulostaa kaikkien Q IAGEN-sarjan ja sarjakomponentin
kayttoturvallisuustiedotteita.

Havitd nayte- ja analyysijate paikallisten turvallisuusmaéaraysten mukaisesti.

Yleiset varotoimet

gPCR-testit edellyttdvat hyvien laboratoriokdytantdjen noudattamista, kuten
molekyylibiologiaan kéytettavien laitteiden kunnossapitoa sovellettavien
sdadosten ja standardien mukaisesti.

Tama sarja on tarkoitettu kéytettavaksi in vitro -diagnostiikassa. Tamén sarjan
mukana toimitetut reagenssit ja ohjeet on validoitu suorituskyvyltaan
optimaalisiksi. Reagenssien lisdlaimentaminen tai inkubaatioajan ja -lampétilan
muuttaminen voi tuottaa virheellisid tai ristiriitaisia tietoja. PPM-VF-reagenssissa
saattaa tapahtua muutoksia, jos se altistuu valolle. Kaikki reagenssit on
suunniteltu erityisesti tata testia varten. Testi toimii parhaiten, kun korvauksia ei
tehda.

Estd varotoimilla seuraavat:
B DNaasin kontaminaatio, joka voi aiheuttaa malli-DNA:n hajoamista

B DNAnN tai PCR-tuotteen kulkeutumiskontaminaatio, joka voi aiheuttaa
Vaaran positiivisen signaalin

Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohjeita.

B Kaytd nukleaasittomia laboratoriovdlineitd (esimerkiksi pipetteja, pipettien
kéarkia, reaktiopulloja) ja kdytd kdsineitd testid tehdessési.

B Kaytd kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikarkia
naytteiden ja reagenssien ristikontaminaation vélttd miseksi.

B \Valmista esi-PCR-p&éseos vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla
(kuten pipetit ja kérjet) erillisella alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja

(DNA:ta, plasmideja). Lisaa malli erillisellda alueella (mieluiten erillisessa
huoneessa), jolla on tarvittavat materiaalit (pipetit, kdrjet ja muut).
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Reagenssien sailytys ja késittely

Sarjat toimitetaan kuivajadssé ja vastaanottamisen jalkeen niitd on sailytettdva
-30...-15 °C:n lampotilassa.

M \Valta aluke- ja koetinseosten altistumista valolle (PPM-VF-putki).

B Sekoita ja sentrifugoi putkia kevyesti ennen avaamista.

M Sailytd sarjan kaikkia osia alkuperaisissé astioissa.

Nama séilytysolosuhteet koskevat sekd avattuja ettd avaamattomia osia. Jos
osia ei sdilytetd merkintdjen mukaisesti, ne eivat valttdmattd toimi oikein ja ne
voivat haitata testituloksia.

Reagenssien vanhenemispdivat on ilmoitettu kunkin osan merkinndissa. Oikein
sdilytetyn tuotteen suorituskyky sailyy merkinndssa ilmoitettuun
vanhenemispéivaén asti.

Tamaéan tuotteen epévakauden osoittamiseksi ei ole selvia merkkeja. Positiiviset
ja negatiiviset kontrollit tulisi ajaa samanaikaisesti tuntemattomien naytteiden
kanssa.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Menetelma

Naytteen DNA:n valmistelu

Genominen DNA tulisi ottaa kokoveresta, puhdistetuista dareisveren
lymfosyyteista,polynukleaarisista soluista tai granulosyyteista. Jotta tuloksia
voidaan verrata, suosittelemme kayttdmaan samaa solujen erottelun ja DNA:n
uuttamisen menetelmaa. DNA:n uuttaminen voidaan tehda omalla tai
kaupallisella menetelmalla.

DNA:n maara selvitetddn mittaamalla optinen tiheys 260 nm:ss&. DNA:n
laatua tulisi arvioida spektrofotometrilla tai geelielektroforeesilla.

Azeol Azso-suhteen on oltava 1,7-1,9. Pienemmat suhteet ovat yleensd merkki
proteiinin tai orgaanisten kemikaalien aiheuttamasta kontaminaatiosta.
0,8-1-prosenttisen agaroosigeelin elektroforeettisessa analyysissa pitaisi nakya
eristetyn DNA:n noin 20 kb:n kokoinen néytekaista. Pieni tahra on sallittu.

Tuloksena saatu DNA laimennetaan pitoisuuteen 5 ng/ul TE-puskurissa.
gPCR-reaktio on optimoitu 25 ng:lle puhdistettua genomista DNA:ta.

Nukleiinihappojen sailytys

Jos kyseessd on lyhytaikainen, enintddn 24 tuntia kestava sailytys,
suosittelemme sailyttamé&an puhdistetut nukleiinihapot 2-8 °C:n lampoétilassa.
Jos kyseessd on pitkdaikainen, yli 24 tuntia kestdva séilytys, suosittelemme
sdilytystda —20 °C:n lampdtilassa.

Protokolla: gPCR-ajo Rotor Gene Q -laitteilla, joissa on
72 putken roottori

Tata laitetta k& ytettdesséd suosittelemme tekemdén kaikki mittaukset kahtena,
kuten taulukossa 2 esitetddn.

Taulukko 2. Reaktioiden m&dara: Rotor Gene Q MDx 5plex HRM- tai
Rotor Gene Q 5plex HRM -laitteet, joissa on 72 putken roottori

Naytteet Reaktiot
Aluke- ja koetinseos JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reaktiota)
24 DNA-nédytetta 24 x 2 reaktiota

3 x 2 reaktiota (PC-VWF, NC-VF ja

3 DNA-kontrollia COS-VF, jokaisella kaksi testi)

Vesikontrolli 2 reaktiota
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Naytteiden kasittely Rotor Gene Q -laitteilla, joissa on 72 putken roottori

59 §2 S3 S3 54 §4 S5

Kuva 2. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdaan [psogen JAK2 Muta Screen Kit
-sarjalla. PC-VF: positive control (positiivinen kontrolli); NC-VF: negative control
(negatiivinen kontrolli); COS-VF: cut-off sample (katkaistu ndyte); S: DNA-ndyte; H,O:
vesikontrolli.

Huomautus: Muista asettaa testattava néyte aina roottorin paikkaan 1.
Muutoin laite ei tee kalibrointia kalibrointivaiheessa ja testistd saadaan
virheellisid fluoresenssitietoja.

Taytd kaikki muut paikat tyhjilla putkilla.

gPCR-ajo Rotor Gene Q -laitteilla, joissa on 72 putken roottori
Huomautus: tee kaikki vaineet jaalla.

Menetelma

1. Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jddhauteeseen.
Osat tulisi ottaa pakastimesta noin 10 minuuttia ennen aloittamista.

2. Sekoita hyvin ja sentrifugoi hetki kaikkia putkia (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).
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3. Valmista seuraava qPCR -seos kasiteltdvien naytteiden maaran

mukaan.

Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 3 esitetaan pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen
valmistusta varten. Laskelma perustudopulliseen reaktioon, jonka maara
on 25 pl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden maaran mukaan samalla
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on sisdllytetty lisatilavuutta
pipetointivirheen kompensoimista varten.

RotorGene-laitteissa jpsogen JAK2 MutaScreerKit -sarjaa voidaan kayttaa
24 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdesséa kokeessa (kuva),

20 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kahdessa kokeessa tai

15 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kolmessa kokeessa.

Taulukko 3. gPCR -seoksen valmistus

Reaktioiden maara (ul)

Lopullinen
Osa 1 56+1* 28+ 17 18+ 1% maara
TaqMan
Universal
PCR Master 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Mix, 2x
Aluke- ja
koetinseos, 2,5 142.,5 72,5 47 .5 1x
10x
Nukleaasiton
PCR.veSi 5 285 145 95 -
Phe 5 8 B :
. kutakin kutakin kutakin
vaiheessa 5)
Kokonaisma 95 25 25 25 B
ara kutakin kutakin kutakin

*24 naytettd; yksi koe/sarja.
"10 naytettd; kaksi koetta/sarja.
"5 naytettd; kolme koetta/sarja.

4. Sekoita qPCR-seos hyvin ja sentrifugoi sitd hetki (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

5. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta putkea kohti.
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6. Lisdd 5 pl DNA-ndytemateriaalia tai kontrolleja vastaavaan putkeen
(kokonaismadara on 25 ul).

7. Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

8. Sulje PCR-putket. Aseta putket 72 putken roottoriin valmistajan
suositusten mukaan. Tayta kaikki muut paikat tyhjilla putkilla.

9. Varmista, ettd lukitusrengas (Rotor-Gene-laitteen lisdvaruste) on
paikallaan roottorin p&alla, jotta putket eivat vahingossa avaudu
ajon aikana. Aseta roottori RotorGene Q -laitteeseen valmistajan
suositusten mukaan.

10. Luo JAK2-DNA:n havaitsemista varten lampatilaprofiili seuraavien
ohjeiden mukaan.

Yleisten analyysiparametrien asetus Kuvat 3, 4
DNA:n monistus Kuva 5
Fluoresenssikanavan herkkyyden sdatdminen Kuva 6

Lisétietoja Rotor-Gene-laitteiden ohjelmoinnista on laitteen kdyttboppaassa.
Kuvissa ohjelman asetukset on merkitty mustilla kehyksilla. Kuvat on lisatty
Rotor-Gene Q -laitteille.

11. Kdynnistd Rotor-Gene-ohjelma. Valitse New Run (Uusi ajo) -
valintaikkunasta New (Uusi).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Quick Start  Advanced

Imports the cycling

xﬁ&

Perform Last Run and acquisition and
o8 sample definitions
°S Empty Run from the last run open
in the software,

(1)

'S Three Step with Melt

o0
2 Two Step

| HRmm

Other Runs

am

Instrument Maintenance

I"',L_,_;
ffj Open A Template In Another Folder, ..

¥ Show This Screen When Software Opens

Kuva 3. New Run (Uusi ajo) -valintaikkuna.

12. Aseta New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) -ikkunassa maaraksi 25 ul

ja valitse Next (Seuraava ).

Mew Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |DB

Notes : Programme PCR allelic discrimination

h_

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itemn for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizard | << Back I Next >> I|

Kuva 4. Yleisten analyysiparametrien asetus.
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13. Napsauta seuraavan New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) -ikkunan
Edit Profile (Muokkaa profiilia) -painiketta ja ohjelmoi
lampotilaprofiili taulukossa 4 ja kuvassa 5 esitetylld tavalla. Muista
lisdtd viimeisen keruuvaiheen lampotilaksi 60°C kussakin syklissa
molemmille kanaville: Green (FAM) ja Yellow (VIC).

Taulukko 4. LAmpdatilaprofiili

Hold (Pito) LAmpotila: 50 °C
Aika: 2 min

Hold (Pito) 2 LAmpdtila: 95°C
Aika: 10 min

Cycling (Syklit) 50 kertaa
92 °C,15 sekuntia
60 °C 1 minuutti; yksi

FAM-fluoresenssin keruu Cycling A Green
(Mihred jakso) -kanavalla

VIC-fluoresenssin keruu Cycling A Yellow
(Mihred jakso) -kanavalla

4° Edit Profile E

i ¥ | @
Opa'\ Save fis | Help
The run wall take appioximately 110 minutefs] to complete. The araph below iepresents the run to be perfomed : IIGAEIAE 1L LI A LA, LIS AU AL LS LCHIAIEA
Acquisition
T e
Acquistion Corfiguration :
Available Channsls caui
Dlck on = cycle biekow o modfy i - Nome | 5
Hold Insert altes Crimson breen
Drange o
1 Isest . = . 5
Remove 4‘

To scasive frm channl, sl rom e ot nthe ek ar k> To o scaiing fom 2

w1 moddy it o piess + of - 1o add and iemave steps for this cyce, chaming), ssect B inthe ight o T S
Timed Step j =
60 dsg. 32 deq for 15 sacs
R = 1 Dye Chart >> Don't Acquire Help
Nok Acquaring Dy e Channel Selection Chait —

‘elow  |530nm [555nm  |JDEY, VICY, HEX, TET, CAL Fluor Gok 5407, Yakima Yelow'
Orange | 5850m [B10nm  |ROX ™. CAL Flust Red 6107, Cy3.57, Texas Fled . Alexa Flus 5587
m [660m | Cy57, Duasar 5707 Alewa Fluor £33

m |71000 | Quasar05 7, Alexa Fluor 6807

h [Channel| Source|Detector [ Dye
60 deg. for 60 secs Grean 470nm | 510nm FAM ¥, SYBR Green 1, Flucrescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 4887

Kuva 5. DNA:n monistus.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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14. Fluoresenssikanavien havainnointialue on méaritettdvd PCR-putkien
fluoresenssin voimakkuuden mukaan. Valitse New Run Wizard
(Ohjattu uusi ajo) -valintaikkunasta Gain Optimisation (Vahvistuksen
optimointi). Nayttoon tulee Auto-Gain Optimisation Setup
(Automaattisen vahvistuksen optimoinnin asetukset) -valintaikkuna.
Valitse kunkin kanavan (Green ja Yellow, kuva 6) Auto-Gain
Optimisation Channel Settings (Automaattisen vahvistuksen
optimointikanavan asetukset) -valintaikkunoista Optimise Acquiring
(Optimoi keruu) (kuva 6) ja napsauta OK-painiketta. Varmista, etta
Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Suorita optimointi
ennen 1. keruuta) -valintaruutu on valittu kullekin kanavalle
(kuva 6).

Auto-Gain Dptimisation Setup x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings
r~ Optimization oh s 2
. Auko-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at annel Settings : —
o8 ditferent gain leevels until it finds one at which the fuorescence levels are o l_ -
'\:Q acceplable. The range of luorescence you are looking for depends on the Channel . Gieen Tube Position 1 i

chemistry you are performing.

Taiget Sample Range : 5 ﬂFIuptu 10 ﬂFI.

Sek temperature to |50 —:Idegrees

—
1 Dpimise 21 Acceptable Gain Range: |10 :II to Wj
3
Perform Optimisation &t B0 Degrees At Beginning Of Run Cocd | Hep |
r Channel Sethngs :
| | Add. |
Mame | Tube Position | Min Reading I Max Reading | Min G ain | Max Gain Edit. I Auto-Gain Oplimisalinn Channel Setling_s

Gisen i il 101 -10 10 Remave | r~ Channel Settings :
Yellow 1 SF1 10F1 +10 10 -
Femave All | Channel: Yellow Tube Poshon : |T -

Target Sample Range |5 j Flup to |TU j Fl - 2

Acceptable Gain Range: |10 o b 10 —

4 |
Start I Marual Close Help | Cancel I Help J

Kuva 6. Fluoresenssikanavan herkkyyden sdataminen.

15. Kanavan kalibroinnilla m&dritetyt vahvistusarvot tallennetaan
automaattisesti, ja ne luetellaan ohjelmoinnin viimeisessa
valikkoikkunassa. Kdynnistd ohjelma Start Run (Aloita ajo) -
painikkeella.

16. Sy6td roottoriasetukset Rotor-Gene-ohjelmassa (kuva 7).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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LTS aTples _]ij‘

File Edit Format Security

Settings
Given Conc. Format: | 123456,789123467 _~ | Unit: |copiesdreactio ~|  More Options
Samples
[ REEIEIRIC)]
C |[ID  |Mame | Type | Groups | Given Canc. -
1/PC Positive Control
- 2/ PC Pozitive Control
I :Hz20 NTC
4 Mone
] 5 HC Megative Control
- B MNC Megative Control
I H:C MTC
i) Mone
] 9/ RS Unknown
B 0rRs Unknown
11 Mone
12 Morne
13 51 Unknown
1451 Unknown
15 52 Uriknown
1652 Uriknown
| BREEE Linknown
B 1g(s3 Unknown
| 1954 Unknown
2054 Uriknown =
ﬂ_l j_‘
Page :
MName : [JAK2Z |psogen J J M [T Synchronize pages

ndo | ok | Cancel | Help |

Kuva 7. Rotor -Gene-asetukset: Edit Samples (Muokkaa naytteita).

Paatepisteen analysointi Rotor -Gene Q 5plex HRM -laitteen asetusten
mukaan

17. Valitse PCR-ohjelman paattymisen jalkeen tyokalurivilta Analysis
(Analyysi) (kuva 8).

‘Anal\rsis{lnly Rotor-Gene () Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

File Analysis Gain  Wiew Window Help
‘f | H 1—@ View "-v}; -Iﬂ"f‘ .ﬂ W m .'nl ’% -

CpeEn - Save Help Settings  Profile  Temp,  Samples\ Analysis JReporks  Arrange

JChanneIS o Cwcling Avareen o Cwcling A.vellow 0 Cycling B.Green o Cycling B, Yellow |

Kuva 8. Analyysi.
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18. Kaksoisnapsauta Analysis (Analyysi) -valintaikkunan (kuva 9)
Cycling A Green (Vihreda jakso) -vaihtoehtoa ja valitse sitten OK.
Toista sama Cycling A Yellow (Keltainen jakso) -vaihtoehdolle.

Analysis X

25tdCurves [Rel) | Other.. |
i o Mer |

ﬂl:yl:ling AGreenI
Scling A Tellow At Least Two Standards Required

The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2
selected standards. To set this up, right-click on the sample list and select Edit
Samples...

[~ Don't show this message in future.

Show | Hide: |

[ Auto-shrink window

Kuva 9. Kvantitointi: Cycling A. Green (Vihred jakso).

19. Nayttoon tulee uusi ikkuna (kuva 10). Valitse molemmista ruuduista
Slope Correct (Pudotus oikea), kuten kuvassa 10.

€ KH b
Mo Gpan Save ek Settes Pogess ol Tesp. Sacies Andyss Rapirts Mvange
Channeti ey & e g & Voo
Quantivation Analysh - Cycling & Yellow Imppdl w2} Q| Foos mex
— —
Y - st foe od Save Detme - . b Save Dt 2 pevl
i 4 T
' - [
3" S Ve ——
- K
g ot .
%
e -
: : [
B B : 1%

Kuva 10. Slope Correct (Pudotus oikea) -asetuksen méaérittdminen.

20.Jos haluat vieda tiedot, tallenna ne Excel®-laskentataulukkona.
Valitse OK, anna vientitiedostolle nimi ja tallenna tekstitiedosto
(*.txt).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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21. Avaa tekstitiedosto Excelissa ja valitse sarake A. Valitse Data
(Tiedot), Convert (Muunna) ja Next (Seuraava). Valitse Comma
(Pilkku) ja napsauta End (Lopeta) -painiketta.

Tulokset tulevat nayttoon, kuten kuvassa 11.

[ 3 © T 3 v lalul ] a[kle[mm]o[rlalr]s] T[u]v]w| x| v] 2]adasacaciac/ar|acan malaxaLarian acar ad aras ataaviaviax  ar a2 | e
1| Encel Raw Data Export
@ | Copyright a QIAGEN Company. Allrights reserved.
s File  Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (f)rex
« Date  wesi200
5 Time | BHBRH
.
7 |Channel Cycling A.Green
+ D MSPPOI [ 2 3 45867839 R R R R R R R R R R 4 50
s | pC | 6632 581979 5868 541923 6 6. 6 6 6 HH B W EEH B E B W EEE BB 63428 6309208
" 2] pC | 583912 63781 597856 602344 6 6 6 6 6 HH B W B H BB H B HEEE BB C47205  E50mN
" 3 nC | G746 57357 536391 581854 6 6 6 6 6 7777888868699 999 %% ## 9999 10035624
» 4 nC | GWM2 BAORT AT GMBN 6 7 777 888899 9 % B K BTN & ### 12478 12607975
u 5 15 | 6M824 624633 625727 630006 6 6 6 6 6 58 B 5 9 9 9k RN # B &8 &H#8H% MEETZ W06
+— " 6 s 5863 593827 63453 598132 € 6 6 6 6 778889939 # 8 AT MTAE#NS 130808 13302488
(@) " 7 h20 | 602 61935 610298 66018 6 € 6 6 6 77777777777777777777 780312 74200264
% 8 h20 | 577158 5854 530655 530233 6 6 6 6 6 7777777777777 7777777 7064 7288062
e " 9 0 | B76202 584288 53974 530WS § € 6 6 8 777888889999 98 %8 &8 AH# 104055 10603087
" 0 0 | 581827 59148 532752 532732 6 6 6 6 6 77777886666999 38 %% 8% 02008 10425509
D » N 05 | 579919 582568 585641 584186 € 6 6 6 6 7778888899933 8 ##&#4# 0579 1074218
= w 05 | 619059 616993 616846 6.20521 6 6 € 6 & 7777888899988 88NN EAS 25759 12872075
21
(4] z |Channel Cycling A.vellow
V4 » |ID MSPPaI 1 2 3 456789 O [ 50
B 1| pC | 453635 462247 46813 46T 5 5555 66 666667777777777886 73082 80520056
qo] = 2 pC | 486363 472433 4TI 474741 5 6 5 5 5 56 666666777777788888 80604 8235294
n 3 nC | 453005 467231 464528 47201 5 6 56 § BOH R W B R R R R R R R R R R R 42005 42620508
S 4 oC | 502735 505631 522326 522507 565 5 5 6 BH B W B B E B E B W BB BB B E 8§ 51628 53465324
F 5 (S | 502032 601381 504675 52184 56656 6 BOHR R R R RN R RN R R R 475 47700823
» 6 15 | 471323 471646 476223 A2 56555 HOH R H R E R R R R R R R 42167 4220755
» 7 h20 | 487285 433455 430543 500872 5 555 5 66 66666 ECEEEEELEELSEESLELSE 6M2 60208579
) 8 h20 | 456801 450861 46996 472888 5 6 5 5 § 505 5555666656066666666 58453 5876249
= 9 0 | 462588 460861 A4TIOIZ 486348 56555 6 449836 45877775
= 0 0 4714 487288 48280 480W7 5 65 5 6 . 434785 44.035357
) 0 o8 46817 472321 ATIOS 472123 5 6 5 5 § PRC-5yk|| 50 42478 42437756
Y FI 48515 50237 504229 50483 555 5 § 47002 47084382
%
>
=0 MSFRUT T s % A5 6 5 S A T 68 A B E B EE A E R EE AR E R R R
» 1| pC  BZ4E03 GOTE-03 4B9E-03 A72E00 B M A A B A A B B A A B B B R HH A B R 00000 1111111111111
- 2 pC JRSSE-03 280E03 AME0Z IMEGI # W A H W K W K W H H W E W EHHF N B 000000 1111111111111
P 3 nC NGHE03 223E03 205E03 1SSE03 B B B A B B B B B B A BES S s s asaaasasiduuuaaaaaayyg
4 4 nC # %08 000
o 5 s " . - 0 000
o Naytteen nimi iiit FAM-sarake 000
— = 7 hao HhE [
S « 8 ha HEE wHe
P E R R U —— e
o] Py 0 0 379600 J24E03 270E-03 ZIEE-03 & # 8 & 8 % B & B 8 6 B 6 B B B B 6 O 8 B 8 B B BB E B B E B BB E B8 BB O
— - N 05 | 405600 34TE-03 280E-03 ZIZE-03 # # H A B & B & B 0 R B K B K O B R B R B R B R R R KRR H R EREODD0D0D
= R 05 BAZE-00 SIGE-D3 JG9E-03 262E-03 # B M A B R B K B R R B R B KB R AR R B R B R AR E R R B R ORERDDO0D
o |-
© |
b 5 D MSPPOI [ 2 3 45670381 B8BaBERERBANBRAUNANEIRAENENBORANS
s 1 pC 370603 T0SE-03 248E.03 LSTEO3 B B 8 A B B B B B B A B B B B B B A BB BB H B A B E OB EBESEERENSE
4o} = 2 T AISEDS TEE04 LIE-0Z LSIEDD B W K H N B N K N H E K B H R E R RN R R R RN RN R R RO
5 3 nC 220603 244E-03 269E-03 233E03 # W A A W O W K W H H W E W E B HH N H 000000 1111111111110
O o 4 0C  254E.03 309E03 354E-03 JIBE03 M M E H W E W H N H E B 8 111
5 5 1S S37E-00 520603 460E-03 J92E03 K W A A W KW K NN H B # 111
c 5 6 1S B70E.03 578E.03 4STE.03 JI5E.03 & M H H W E W H W H # 4 & \/'C-S& ra ke 111
o] “ 7 h2) | 739604 102E03 130E.03 LSSE-03 W W N A K K W K R HE N E W
“ 8 h20) | 227E-04 GBGE-D4 LME03 LGOE-G3 # W W H W K W K W H # & T
= @ 3 0 AFE02 LDED2 BA7E-0Z GSIED3 4 W H H W % W H W H E B % wow w w w wow W u U0 u 0w 1 1 11
(0p) “ 0 0 S76E-00 431E-03 A0GE-03 22600 4 B A A B & B K B B A B K B K B R AR EH 000000 1 1111111111
“ N 05 | BIGE-03 45SE-03 402E-03 JABE-3 # % # A B E B E B A E B E B KB N AR # 00000 1 1110111111111
“ 2 05 | 51900 480E03 AAZE03 AO4E03 # B N A M R B K B R K R KB K B A AR H O AR O000000 1111111111
“

Kuva 11. Tulosten esimerkki Excel-tiedostossa.

Huomautus: Tiedostossa on raakatietoja ja standardoituja tietoja. Vain
standardoidut tiedot on arvioitava.

Nama tiedot annetaan taulukon Cycling A Green (Mihre& jakso) -kanavan
kvantitatiivisessa analyysissa ja Cycling A Yellow (Keltainen jakso) -kanavan
kvantitatiivisessa analyysissa. PCR-syklissd 50 keratyt tiedot (ympyréissa
oikealla) ovat tulkitta viksi tarkoitettuja tietoja.
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Protokolla: gPCR-ajo Applied Biosystems- ja ABI PRISM -
laitteilla

96-kuoppaisella gPCR-laitteella suosittelemme tekemé&én kaikki mittaukset
kahdesti, kuten taulukossa 5 esitetdan.

Taulukko 5. Reaktioiden maara Applied Biosystems 7300- ja 7500-,
ABI PRISM 7000-, ABI PRISM 7700- ja ABI PRISM 7900HT -laitteilla

Naytteet Reaktiot
Aluke- ja koetinseos JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reaktiota)

24 DNA-néytetta 24 x 2 reaktiota

3 x 2 reaktiota (PC-WF, NC-VF ja

3 DNA-kontrollia COS-VF, jokaisella kaksi testia)

Vesikontrolli 2 reaktiota

Naytteiden kasittely Applied Biosystems 7300- ja 7500-, ABI PRISM
7000-, ABI PRISM 7700- ja ABI PRISM 7900HT -laitteilla

’ [1IQIa141516171819110111114\

[IIoITImI@I“IwH

. S

Kuva 12. Ehdotettu levyjarjestys yhta koetta varten, kun koe tehdaan [psogen JAK2
Muta Screen Kit -sarjalla. PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control
(negatiivinen kontrolli); COS: cut-off sample (katkaistu nayte); S: DNA-nayte; H,O:
vesikontrolli.
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gPCR-ajo Applied Biosystems 7300- ja 7500-, ABI PRISM 7000-,
ABI PRISM 7700- ja ABI PRISM 7900HT -laitteilla

Huomautus: tee kaikki vaiheet jaalla.

Menetelma

1. Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jddhauteeseen.
Osat tulisi ottaa pakastimesta noin 10 minuuttia ennen aloittamista.

2. Sekoita hyvin ja sentrifugoi hetki kaikkia putkia (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

3. Valmista seuraava qPCR-seos késiteltdvien ndytteiden mé&éréan
mukaan.

Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista mé&araa.

Taulukossa 6 esitetddn pipetointijarjestys ynden reagenssiseoksen
valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maéara
on 25 pl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden maaran mukaan samalla
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on sisallytetty lisétilavuutta
pipetointivirheen kompensoimista varten.

Applied Biosystems 7300- ja 7500-, ABI PRISM 7000-, ABI PRISM 7700- ja

ABI PRISM 7900HT -laitteissa jpsogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjaa voidaan
kayttdd 24 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdessé kokeessa

(kuva 12), 20 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kahdessa kokeessa tai
15 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kolmessa kokeessa.
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Taulukko 6. qPCR-seoksen valmistus

Reaktioiden maara (ul)
Lopullinen

Osa 1 56+ 1~* 28+ 17 18+ 1*% maara
TagMan 12
Universal PCR 5' 7125 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x
Aluke- ja
asiiseas. 1 2,5 142.,5 72,5 47,5 1x
Nukleaasiton
PCR.veSi 5 285 145 95 -
Nayte (lisataan 5 5 5 5 B
vaiheessa 4) kutakin  kutakin  kutakin
Kokonaismaara o5 25 25 25 B

kutakin kutakin kutakin

*24 naytettd; yksi koe/sarja.
"10 naytettd; kaksi koetta/sarja.
"5 naytettd; kolme koetta/sarja.

4. Sekoita qPCR-seos hyvin ja sentrifugoi sitd hetki (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

5. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta kuoppaa kohti.

6. Lisdd 5 pul DNA-ndytemateriaalia tai kontrolleja vastaavaan
kuoppaan (kokonaismadara on 25 pl).

7. Sekoita varovasti pipetoimalla ylos ja alas.
8. Sulje levy ja sentrifugoi hetken aikaa (300 x g, noin 10 sekuntia).
9. Aseta levy PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

10. Ohjelmoi PCR -laitteeseen taulukon 7 mukainen PCR  -ohjelma ja
kaynnista ajo.
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Taulukko 7. LAmpédatilaprofiili: Applied Biosystems- ja ABI PRISM -

laitteilla
Hold (Pito) LAmpdtila: 50 °C
Aika: 2 min
Hold (Pito) 2 LAmpatila: 95°C
Alka: 10 min

Cycling (Syklit) 50 kertaa
92 °C,15 sekuntia
60 °C, 1 minuutti

Applied Biosystems- ja ABI PRISM -laitteiden lukemisen jalkeisen ajon
analysointi

Tietoja Applied Biosystems 7300- ja 7500-, ABI PRISM 7000-,

ABI PRISM 7700- ja ABI PRISM 7900HT -laitteiden ohjelmoinnista on
laitteen kayttboppaassa. Ohjelman asetukset on selkeyden vuoksi merkitty
mustilla kehyksilla.

11. Kun ajo on paattynyt, valitse Start/Program (K&ynnistd/Ohjelma) ja
sitten File/New (Tiedosto/Uusi).

12. Valitse New Document Wizard (Ohjattu uusi asiakirja) -
valintaikkunan Assay (Méaéritys) -pudotusvalikosta Allelic
Discrimination (Alleelien erotus) (kuva 13).

13. Hyvaksy Container (S&ilio)- ja Template (Malli) -kenttien
oletusasetukset (96-Well Clear [96-kuoppainen tyhja] ja Blank
Document [Tyhjd asiakirja], kuva 13). Lisdd Plate Name (Levyn nimi)
-kenttaan AD Post-read (kuva 13) ja valitse Next> (Seuraava).
Nayttoon tulee Select Markers (Valitse markkerit) -valintaikkuna.
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HMew Document Wizard E]

Define Document
Selact the aszay container. and template for the document, and enter the operator name and

comments,

Agsay : M allelic Discrimination =

=

Container : i 98- \Well Clear b

2 Template - 'EI.:nI:. Docunmsent =] Browse ..

Run Mode : | Standard 7500 =

Ol st abor - IA.dmini:!:ah:ll

Comments :

— -
e -IAD Po st-read | |
Mext > Finizh Cancal

Kuva 13. Esiasetuksetuuden lukemisen jalkeisen ajon luontia varten (New
Document Wizard [Ohjattu uusi asiakirja] -ikkunassa).

14.Jos Select Markers (Valitse markkerit) -valintaikkunan Markers in
Document (Asiakirjan markkerit) -ruudussa on k&yttokohteeseen
sopiva markkeri, siirry vaiheeseen 18. Jos ei ole, siirry vaiheeseen
15.

15. luo tunnistimet ja markkerit seuraavien ohjeiden mukaan. Valitse
New Detector (Uusi tunnistin) (kuva 14).

Selact Marlkers
Solect the markers you will be using in the docurmont
Firwd -] - I Passive Felererce: |0 -|
Marker Mamis | Dastector 1 Markesrs in D ocumsrt |
Add>> |
Remove I
£ >
1 Mew Detector.., l New Marker... |
< Back | Mext » | Finish | Canceal J

Kuva 14. Markers in Document (Asiakirjan markkerit) -ruudussa ei ole
kayttokohteeseen sopivaa markkeria.
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16. Kirjoita New Detector (Uusi tunnistin) -valintaikkunan Name (Nimi) -
kenttaan Allele A (kuva 15). Jata Reporter Dye (Reportterin vari) -
kenttddan FAM -asetus. Napsa uta Color (Vari) -painiketta, valitse vari
ja napsauta OK -painiketta (kuva 15). Valitse Create Another (Luo
toinen) (kuva 15).

=

New Detector ]
HName: Jallsle & |
Desciription: |
2 Feporter Dye: JFaM LII
Quencher Dye: [(none) ~]
3 Color: [

4 I Create Amthh [ QK I Cancel

Kuva 15. Tunnistimien luonti.

17. Kirjoita New Detector (Uusi tunnistin) -valintaikkunan Name (Nimi) -
kenttdéan Allele B. Valitse Reporter Dye (Reportterin vari)  -kentasta
VIC. Napsauta Color (Vari) -painiketta, valitse vari ja napsauta OK -
painiketta.

18. Valitse Select Markers (Valitse markkerit)  -valintaikkunasta New
Marker (Uusi markkeri) (kuva  14).

19. Kirjoita New Mark er (Uusi markkeri) -valintaikkunan New Marker
Name (Uuden markkerin nimi)  -kenttddn JAKZ (kuva 16). Valitse
tunnistimet Allele A (Alleeli A) ja Allele B (Alleeli B), jotka luotiin
vaiheissa 16 ja 17 (tai jotka on jo maaritetty), ja napsauta OK -
painiketta ( kuva 16).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
26 [psogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjan kasikirja 06/2016



Hewvr Marker

Mew Marker Mame : | JaKkz

TE

Calack o dabackors bor bhis rooasrker o

Dt etanir Ha i e

Reportenr

QLI e Ter

— = Allele B “AIC [rone
2 [or o I F a0 Criore
0k Cance|

Kuva 16. Markkereiden luonti.

20. Valitse Select Markers (Valitse markkerit) -valintaikkunasta aiemmin
luotu JAK2 tai sopiva valmiiksi maé&ritetty markkeri ja napsauta

Add>> (Lisdd) -painiketta (kuva 17).

Huomautus: Jos haluat poistaa markkerin, valitse se ja napsauta Remove

(Poista) -painiketta.

Mews Document Wizard

Select Markers

Sedect the markers pou vl be usng in the document

Fnl |

Pass

v Fleterence: |RIOX »

Marker Hame Detector 1 Detector 2
1 Loanz | Asele B Alcle &
New Datactor News Marker I

Markears in Document |

< Back I Mesd >

I Finish Cance

Kuva 17. Markkereiden valitseminen.

21. Valitse Next> (Seuraava).

22. Valitse Setup Sample Plate (Naytelevyn asennus) -valintaikkunassa

naytteitad sisaltdvien kuoppien markkeri napsauttamalla ja vetdmalla
sitd. Valitse Finish (Lopeta).
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23. Valitse Instrument (Instrumentti) -valilehti ja vaihda Sample Volume
(Naytteen tilavuus) -kentan arvoksi 25 pl.

24. Valitse File/Save (Tiedosto/Tallenna) ja napsauta Save (Tallenna) -
painikett a, jotta levyn luonnin yhteydessa maaritetty nimi sailyy.

25. Aseta reaktiolevy laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

26. Kaynnistéa lukemisen jalkeinen ajo. Napsauta Post -Read (Jalkiluku)
painiketta.
Laite suorittaa 1 syklin ajon, joka kestaa 60 sekuntia 60 °C:n lampotilassa.

Taman ajon aikana laite kerdd kuoppien FAM- ja VIC-fluoresenssin
(kuva 18).

—
m File Wiew Tools Inshrument  Anaysis  Window  Help

Nl Sk BEEE FE s %
/ Setup ¥ Instrument ¥ Results Y,

i Instrement Contral — Temperatura
Estirnated Tinme Ramaining fhomm): Sample: Hasat Sink:
Cover: Bliock:
Fost-Read
—Cwrle

Disconnact Status: Stage: Rep:
Time (mmss): Stap:

State:

Thermal Cycler Protocal -
Thermal Profile | Auta Incrament | Famp Pate |

AUl Gyl A | Al Sy | AU e sULElOT SlHgE et Help

-Setiings

Sample Vaolume (pL) - 25
Bun Maode | Standard 7500 l!
Date Collechon ; l'-'-“-:|=| Step 1 (600 & (30 ;I

Kuva 18. Lukemisen jalkeinen ajo.
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27. Valitse File/Export (Tiedosto/ Vie) ja vie tulokset Excel-tiedostoon
Results (Tulokset) -painikkeella. Tulokset tulevat nadytt6on, kuten

kuvassa 19.

e - VIC-nayte 1 : FAM-néyte 1

14

| 15 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y\AAIIEIEXRn Allele YW/ Quality Value Method
116 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 837 JAK-VIC JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
|17 |A2 sample 1 vIC Unknown 295 565 JAKZVIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
|18 |A3  sample 2 WIC  Unknown 351.338 | JAK2-VIC |JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
| 19/A4  sample 2 VIC  Unknown 379 909 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2 553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
120 (A5 sample 3 vIC Unknown 372835  |JAK2-VIC JAKD-FAM 2913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 WIC Unknown 359.717 JAK2VIC JAK2-FAM 2806 {5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
|22 |A7 sample wi VIC Unknown 343 636 JAKZ2VIC JAK2-FAM | 2.5689 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |AB  samplewt viC Unknown 277 677  JAK2VIC JAK2-FAM 2684 205 Undetermined 100.00 |Manual Call
|24 |A9  C- vIC Unknown 330943  JAK2-VIC JAKZ-FAM 2623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10  C- vIC Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 12013 Undetermined 100.00 Manual Call
126 (A1 |C- vIC Unknown 269500  JAK2-VIC JAK2-FAM 282 11.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 [A12  C+ WIC Unknown 211.520 JAKZVIC JAKZ2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
128 [B1 C+ vIC Unknown 270623  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 6.894 Undetermined 100.00 Manual Call
129 |82 C+ vic Unknown 365.112  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 |Manual Call
130 |B3 ER VIC Unknown 372150 JAKQVIC JAK2-FAM 2.214 {2.03 Undetermined 100.00 Manual Call
| 31 [B4 ER vIC Unknown 404145  JAK2-VIC JAK2-FAM 2413 2295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32(B5 |ER vIC Unknown 410977  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.B81 {2.52 Undetermined 100.00 Manual Call
133 |B6 H20 VIC Unknown 395.431 JAKZ-VIC  JAK2-FAM |0.655 11.346 Undetermined 100.00 Manual Call
| 34 |B7 Hz0 vic Unknown 415223 | JAKZ-VIC JAK2-FAM 0.727 .24 Undetermined 100.00 Manual Call
135|668  H20 vIC Unknown 366.885  JAK2-VIC JAKZ-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Kuva 19. Tulosten esimerkki Excel-tiedostossa.
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Protokolla: gPCR-ajo LightCycler 480 -laitteella

96-kuoppaisella gPCR-laitteella suosittelemme tekemadan kaikki mittaukset
kahdesti, kuten taulukossa 8 esitetdan.

Taulukko 8. Reaktioiden mé&dara: LightCycler 480 -laite

Naytteet Reaktiot
JAK2 V617F -aluke- ja koetinseoksella (PPM-JAK2)
24 DNA-naytetta 24 x 2 reaktiota

3 x 2 reaktiota (PC-VWF, NC-VF ja

3 DNA-kontrollia COS-VF, jokaisella kaksi testi)

Vesikontrolli 2 reaktiota

Naytteiden kasittely LightCycler 480 -laitteella

-

lonannaaannnn
0.0 0..02C0
0000000000000
BOSe0TeSTeTTE
BCCOCCOCTOCTE
BCCO0000TeCCe
[mcceocTecTecce)

Kuva 20. Ehdotettu levyjarjestys yhta koetta varten, kun koe tehdaan ipsogen JAK2
Muta Screen Kit -sarjalla. PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control
(negatiivinen kontrolli); COS: cut-off sample (katkaistu nayte); S: DNA-néayte; H,O:
vesikontrolli.
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gPCR-ajo LightCycler 480 -laitteella
Huomautus : tee kaikki vaiheet jaalla.

Menetelma

1. Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jddhauteeseen.
Osat tulisi ottaa pakastimesta noin 10 minuuttia ennen aloittamista.

2. Sekoita hyvin ja sentrif ugoi hetki kaikkia putkia (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

3. Valmista seuraava qPCR -seos kasiteltdvien naytteiden maaran
mukaan.

Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista maaraa.

Taulukossa 9 esitetaan ppetointijarjestys yhden reagenssiseoksen
valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maara
on 25 pl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden maaran mukaan samalla
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta
pipetointivirheen kompensoimista varten.

LightCycler 480 -laitteessa /jpsogenJAK2 MutaScreerKit -sarjaa voidaan
kayttaa 24 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdessa kokeessa

(kuva 20), 20 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kahdessa kokeessa tai
15 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin kolmessa kokeessa.
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Taulukko 9. qPCR-seoksen valmistus

Reaktioiden maara (ul)

Lopullinen
Osa 1 56+1* 28+1" 18+ 17 maara
TagMan
Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x
Aluke- ja
siieEas, 105 2,5 142.,5 72,5 47,5 1x
Nukleaasiton
PCRveSi 5 285 145 95 -
Néayte (lisdtaén 5 5 5 5 _
vaiheessa 6) kutakin ~ kutakin  kutakin
Kokonaismaara o5 25 25 25 B

kutakin kutakin kutakin

*24 naytettd; yksi koe/sarja.
"10 naytettd; kaksi koetta/sarja.
"5 néaytettd; kolme koetta/sarja.

4. Sekoita gPCR-seo0s hyvin ja sentrifugoi sitd hetki (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

5. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta kuoppaa kohti.

6. Lisdd 5 pul DNA-ndytemateriaalia tai kontrolleja vastaavaan
kuoppaan (kokonaismaéara on 25 pl).

7. Sekoita varovasti pipetoimalla yl6s ja alas.

8. Sulje levy ja sentrifugoi hetken aikaa (300 x g, noin 10 sekuntia).
9. Aseta levy PCR-laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.

10. Valitse aloitussivulta New Experiment (Uusi koe).

11. Jos kaytat LightCycler 480 | -laitetta, noudata 11a -vaiheen ohjeita.
Jos kaytat LightCycler 480 1l  -laitetta, noudata 11b -vaiheen ohjeita.
Tietoja LightCycler 480 -laitteen ohjelmoinnista on laitteen kayttboppaassa.
Ohjelman asetukset on selkeyden voksi merkitty mustilla kehyksill&.
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11a. LightCycler 480 I: Valitse Multi Color Hydrolysis Probe
(Monivarinen hydrolyysinanturi), napsauta Customize (Mukauta) -
painiketta ja tarkista, ettd kanavat FAM (483 -533) ja Hex (533 -568)
(eli VIC) on valittu (kuva 21). Aseta Reaction Volume (Reaktion

tilav uus) -kentéan arvoksi 25 pl (kuva 21) ja siirry vaiheeseen 12.
= | T meres | 2
1 <1l Customize W Block Type | Plaeid [ Reaction \I’nlulu 4
i s :PII!I-!ITI"EI‘N o Cydn‘ Analysis Made .
D_P:Du:m 1 lavarcizicacion =
)
>
@ Target 'C) Acquisition Made Hold (hhzmim:ss) R.::;Pl:::‘:‘;:lga:ﬁquhMrrm per *Ch | Sec Target (G} Step Size ('C) | Step Delay (cycles) EJ
Repon @ e ZHone =[a0:01:00 e = | zlo =o =0 3
o
w oetectionbormats
Detection Formai  Mulil Coler Hydrelysls Probe @
|£ [fl“m;:l:"::r:"m' o " Manual |
==t 18
i:: 3 Fas sas-ses- R J
g% |ey 5 (615-870) L=
g 0

Kuva 21. LightCycler 480 I: Tunnistusmuodon maarittaminen.
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11b. LightCycler 480 II: Valitse Dual Color Hydrolysis Probe
(Kaksivarinen hydrolyysianturi), napsauta Customize (Mukauta) -
painiketta ja tarkista, ettd kanavat FAM (465-510) ja VIC / HEX/
(533-580) on valittu (kuva 22). Aseta Reaction Volume (Reaktion
tilavuus) -kentédn arvoksi 25 pl (kuva 22) ja siirry vaiheeseen 12.

=) -JI=
Instument:  Virmual LightCycler 480 96 System |/ Hot Connected Database: Wy Computer (Research)
Windaw:  [How Expariment E| User: System Adimin
_——————— " "
Run Protocol Data ] oo ] 2
| —
[Hcostonicey] srocksize [ Prtei0 [T Roacton Valum 4
Subsat
S Test 10 [ E’)E?
Pragrams
Sample Program Name Cycles Analysis Mode
- = i
b Progras 1 *{wowe ~|
@ @ | Detection Farmats | @
N Detection Format  Dual Calor Hydralysis Probe | UPL Prabe
AL Integration Time Mode .
A ’:’i‘ Dynamic " Manual =
H Target () A Step Size () Step Delay jcycles)
. )35 < |None =0 = Q
FAN (465-510) 3
@ Vic HEX YellowSSS (533-580 ®
w7 l—
i f
0
7 o
E ?u- Ea..@
§ 21}
g @
A
a0l —
] 4 kil o
Estimasted Time [hmm:s:]
Ttm Ivl End Program + 10 Cycles Stait Run

Kuva 22. LightCycler 480 II: Tunnistusmuodon maérittdminen.
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12.Ohjelmoi PCR-laitteeseen taulukon 10 mukainen PCR-ohjelma ja
kaynnisté ajo.
Huomautus: kun kuvailet laitteen levyjarjestysta, valitse Step 1 : select
workflow Vaihe 1: valitse tyénkulku) -kohdasta Endpt Geno
(Paatetapahtuman genotyypitys).

Taulukko 10. LightCycler 480 -laitteen lampotilaprofiili

Hold (Pito) LAmpdtila: 50 °C
Aika: 2 min

Hold (Pito) 2 LAmpatila: 95°C
Aika: 10 min

Cycling (Syklit) 50 kertaa
92 °C,15 sekuntia; yksi
60 °C 1 minuutti; yksi

Hold (Pito) 3 60 °C 1 minuutti; yksi

Paédtepisteen analysointi LightCycler 480 -laitteella

13. Kun ajo on valmis, napsauta Analysis (Analyysi) -painiketta.

14. Valitse Create New Analysis (Luo uusi analyysi) -valintaikkunasta
Endpoint Genotyping (Pddatetapahtuman genotyypitys). Valitse
analysoitava ryhma Subset (Alasarja) -valikosta (kuva 23).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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e
Create new analysis
Analysis Type -ﬂEIE::dpamL Genotyping j
Subset MHew Subset 1 vh—2
Program '*-IProgram j
~Create New Analysi Name #|Endpoint Genotyping for New Subser
Ab= Quant/Znd Derivative Nax 1l5 |s 78 19 I“'I" E] .
kh= Quant/Fit Points X
Advanced Relative Quantification |A I j
Bazic Relative Quantification |
Color Compensation
1— Endpoint Genotyping
Helt Curve Genotyping =
Tm Calling
B
H i
LS o 1

Kuva 23. Analyysityypin ja analysoitavan ryhmén valitseminen.

15. Valitse seuraavan ikkunan Allele X (Alleeli X) -kohdasta Hex-
fluoresenssi (eli VIC) ja Allele Y (Alleeli Y) -kohdasta FAM-
fluoresenssi (kuva 24).

=
Create new analysis

Allele X Allele Y

s FaM48a533 0 00 | 2
1 Hey " -

Kuva 24. Fluoresenssin valitseminen Allele X (Alleeli X)- ja Allele Y (Alleeli Y) -
kohdista.

16. Seuraavassa ikkunassa (kuva 25) esitetdan levyjarjestys (1, ylh&dalla
vasemmalla), ndytteiden fluoresenssien tulokset (2, alhaalla
vasemmalla) ja pistekaavio, josta nahdddan alleelien erottelu
(3, oikealla; 50. PCR-syklissa mitattu FAM- ja VIC-fluoresenssi).
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E Endpoint Fluorescence Scatter Plot
B “
o .

1-: .
E *
F .
G|
W e
Endpoint Genotype results 34,000

32,000
B Allele X B Both Alleles Allele Y 30000
B Unknown @ Negative gzﬂﬂ]} .
Samples Endpoint Fluorescence Re~ %261]]} N — 3

l.. C... Pos MName 523568 483533 Call gzum
v B As 1w00% -z 10,97 46,34 § 22000
v [ 46 100% -2 0,30 0,39 sm W
vl M A7 w00v -2 0,37 0,43 =
v/ B ii0 H2O 0,21 0,29 LAY ss®
vl B A1 H20 0,23 0,32 16.000
v [ r12 H2O 0,20 0,26 14,000 L
¥ M BS 78 -z0 26,73 48,40 12.000]

2- vl B Bs 78% -20 27,13 48,26 10.000]
v W B7 78-1 -20 26,80 47,38 -
v M cs sox -z0 32,03 4z, 50
vl B c5 sox -20 33,28 44,09 5,000
v B c7 s0% -20 33,26 44,76 4,000
v/ B D5 31% -20 34,58 38, 54 2.000{
v/ M D& 31% -20 32,55 35,77 *
== i 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 0000 45000
¥ M E5 1z.5% - 32,79 25,03 Fluorescence [523-568)
v B E6 12.5% - 34,93 27,79 . .
O | = Hew Call j | Apply |

R e e CE e

Kuva 25. Tietojen yhteenveto.

17.Jos haluat vieda tiedot, napsauta ndytetulosten mallia hiiren
kakkospainikkeella ja valitse Export Table (Vie taulukko). Tiedosto
tallennetaan tekstimuodossa (.txt).
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18. Avaa tiedosto Excelissé, jotta voit katsella ja analysoida tuloksia.
Tulokset tulevat nayttéon, kuten kuvassa 26.

| Microsoft Excel - test
) Fichier Edtion Affichage Insertion Format Qutls Données Fepétre 2

DEE &1 s+ 2R : @i i, G5 ]|

Al - £ Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex ($23-562)

A B _ C _ D E F G VIC

1L |E'1Eer|ment:@03—12—16 Active filters: FAM {433-533), Ha
2 Include Calor Pas MName Call Seore FAM
3 True 10789024 AS 100%:=20 0,00
4 True 10789024 A6 100220 0,00
5 True 10739024 AT 100%-20 0,00
& True 10739024 ALD H2( 0,00
7 [True 10739023 ALl H2O 0,00
8 [True 10739024 Al2 H2O 0,00
9 |True 10739024 BS 78%-20 0,00
10 True 10739024 BG T8%-20 0,00
11 True 10789024 B7 78%-20 0,00
12 (True 10739024 C5 S0%-20 0,00
13 True 10789024 6 S0% =20 0,00
13 (True 10789024 C7 S0% =20 0,00
15 [True 10789024 DS 31%-20 0,00
16 |True 10739024 D6 31%-20 0,00
17 True 10739024 D7 31%-20 0,00
18 True 10739024 ES 12.5%-20 Q.00
19 (True 10789024 E6 12.5%-20 0,00
20 True 107589024 ET 12 5%-20 0,00
21 (True 10789024 F5 526-20 0,00
22 True 10739024 F6 5% -20 0,00
23 [True 10739024 F7 5% -20 0,00
24 |True 10789024 GS 2% -20 0,00
25 (True 10789024 | G6 225-20 0.00
26 (True 10789024 57 225-20 0,00
27 |True 10789024 HS 005 -20 0,00
28 (True 10789024 Hé 02 =-20 0.00
29 True 10789024 HT 095 -20 0,00
30

Kuva 26. Tulosten esimerkki Excel-tiedostossa.
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Protokolla: gPCR-ajo LightCycler 2.0 -laitteella

Huomautus: Teknisten vaatimusten takia LightCycler 2.0 -kokeet on tehtdva
tietyilld reagensseilla. Suosittelemme kayttimaén LightCycler TagMan Master -
reagenssia. Valmista Master Mix 5x valmistajan ohjeiden mukaan.

32 kapillaarin roottoria kaytettdessa suosittelemme tekemaddan kaikki mittaukset
kahtena, kuten taulukossa 11 esitetdan.

Taulukko 11. Reaktioiden maéarda: LightCycler 2.0 -laite

Naytteet Reaktiot
Aluke- ja koetinseos JAK2 V617F (PPM-VF) (32 reaktiota)

12 DNA-néytettd 12 x 2 reaktiota

3 x 2 reaktiota (PC-VF, NC-VF ja

3 DNA-kontrollia COS-VF, jokaisella kaksi testia)

Vesikontrolli 2 reaktiota

Naytteiden kasittely LightCycler 2.0 -laitteella

Y 509 ggo 508

Kuva 27. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdaan jpsogen JAK2 Muta Screen
Kit -sarjalla. PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control (negatiivinen
kontrolli); COS: cut-off sample (katkaistu ndyte); S: DNA-néayte; H,O: vesikontrolli.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR-ajo LightCycler 2.0 -laitteella
Huomautus: tee kaikki vaiheet jaalla.

Menetelma

1. Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jddhauteeseen.
Osat tulisi ottaa pakastimesta noin 10 minuuttia ennen aloittamista.

2. Sekoita hyvin ja sentrifugoi hetki kaikkia putkia (noin 10 sekuntia
10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

3. Valmista seuraava qPCR-seos kasiteltdvien naytteiden mééran
mukaan.

Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista mé&araa.

Taulukossa 12 esitetddn pipetointijarjestys yhden reagenssiseoksen
valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka méaara
on 20 pl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden maéaran mukaan samalla
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on sisallytetty lisétilavuutta
pipetointivirheen kompensoimista varten.

LightCycler 2.0 -laitteessa jpsogenJAK2 Muta ScreernKit -sarjaa voidaan
kayttdd 12 naytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdessé kokeessa
(kuva 27).

Taulukko 12. gPCR-seoksen valmistus LightCycler 2.0 -laitetta varten

Reaktioiden maara (ul)

Osa 1 32+1 Lopullinen maara

LightCycler TagMan

Master Mix, 5x 4 132 1x

Aluke- ja koetinseos,

10x 2 66 1x
NuI_<IeaaS|ton PCR- 9 997 B
vesi

NEID (SRR 5 5 kutakin _
vaiheessa 4)

Kokonaismaara 20 20 kutakin -
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SN

Sekoita qPCR-seos hyvin ja sentrifugoi sitd hetki (noin 10 sekuntia

10 000 rpm:n nopeudella, jotta neste kertyy putken pohjalle).

o Ol

Annostele 15 pl qPCR-esiseosta kapillaaria kohti.
Liséd 5 pl DNA-ndytemateriaalia tai kontrolleja vastaavaan

kapillaariin (kokonaismé&dard on 20 pl).

oo

Sekoita varovasti pipetoimalla ylos ja alas.
Aseta kapillaarit laitteen mukana tulleisiin sovittimiin ja sentrifugoi

kevyesti (700 x g, noin 10 sekuntia).

9.

Aseta naytteet PCR -laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.
10. Ohjelmoi PCR -laitteeseen taulukon

13 mukainen ohjelma (kuva 28).

Tietoja LightCycler 2,0 -laitteen ohjelmoinnista on laitteen kayttdoppaassa.
Ohjelman asetukset on selkeyden vuoksi merkittynustilla kehyksilla.

Huomautus : varmista, ettd asetukset on tehty kvantifiointia varten seka
yhtd FAM ja VIC-fluoresenssin keruuta varten monistus/syklivaiheessa ja
viimeisessa pidossa 60°C:n lampdtilassa.

o Lt e ey Salfbwase (basld 4 1 1 1) [Hew Depersment]
3 Took wraes rew

- £ Opn

Kuva 28. LightCycler 2.0
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0
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-lai tteen ohjelmointinaytto.
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Taulukko 13. LightCycler 2.0 -laitteen lampoatilaprofiili

Hold (Pito) LAmpdtila: 55°C
Aika: 2 min
Ramppi: 20
Hold (Pito) 2 LAmpotila: 95°C
Aika: 10 min
Ramppi: 20
Cycling (Syklit) 50 kertaa
92 °C,15 sekuntia; ramppi: 20
60 °C, 1 minuutti; ramppi 20
Hold (Pito) 3 60 °C, 1 minuutti; ramppi 20

Paédtepisteen analysointi LightCycler 2.0 -laitteella

11. Valitse monistuksen loputtua Online Data Display (Tietojen nayttod
verkossa) -valilehti (kuva 29). Avaa Current Fluorescence (Nykyinen
fluoresenssi) -ikkunan vasemmasta ylakulmasta nayttdvalikko ja
kirjoita Acquisition no. (Keruunumero) -kenttaan 51.

Coen Com 10 = | et Mo LC_E12 © LE_SV2
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Temperatere Mistary

I

i
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i

i
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Aw caam Teree oy cemm smm o L]
[ — Voo b s n

Kuva 29. Tulokset ja historiatiedot Online Data Display (Tietojen nayttd verkossa)
-valilehdessa.
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12. Napsauta hiiren kakkospainikkeella nayttéd Current Fluorescence
(Nykyinen fluoresenssi) -kaavion lahell& ja valitse Export (Vie).

13. Valitse Export chart (Vie kaavio) -valintaikkunasta Excel -vaihtoehto
(kuva 30). Lisaa Filename (Tiedostonimi)  -kenttaan nimi. Valitse |
painikkeella paikka, johon tulostiedosto viedaan. Napsauta Export
(Vie) -painiketta.

1| EndlPregram | - 10 Cycies | olor Comp (0f) | Instrument Mame: LG 8312 1D: LE, 6512

Online Data Display | Run Notes I

| |
dlete...
Samples _{fx|
O:‘g:rr:;e Pictuie Data | .
2 Sample Safiag: chude:
el - l[a”] :J ¥ Paint ndex
; :!mp:! Efrmat: | [V Point Labels
arple Tent
6 Sample Rl [v Header
7 Sample
4 ML Table P §

B Sample

10 Sample )
11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sampls
16 Sample
17 Sample
18 Sample

19 Sl e, ————————————————

2D3amele Filename: I
2 " 2 iimEFI
I 1

23 Sample
24 Sample

Kuva 30. Vientitiedoston muodon ja tallennuspaikan valitseminen.

14. Avaa tiedosto Excelissa, niin voit katsella ja analysoida tuloksia.
LightCycler 2.0 -laitteen tulokset tulevat naytt6on.

Paikka

1l J | K [L[ M | N [0] P | Q [R] s [T U g

X Bar Text|x Bar Text X Har Text* Bar —
129709  1: Sample 1 (B10) 1 82734  1: Sample 1 (5600 1)66361] 1: Sample 1 (530) 149943
2 30182 2 Sample 2 (B10) 2 54428 2 Sample 2 (560) 2]|67659) 2 Sample 2 (530)  2)5.0767
3 29496 3: Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (560) 3|65568] 3. Sample 3 (530) 349699
4 29526 4 Sample 4 (510) 4 828087 4 Sample 4 (560) 4]66163] 4 Sample 4 (530) 4]49119
5 29450 5 Sample 5 (B10) &5 82689 5 Sample 5 (560) 5§66209] 5 Sample 5 (530) 5)4,9635
B 29969 6: Sample 6 (610) 6 84184 B: Sample 6 (560) 6§6,7674] B Sample 6 (530) 65,1209
7 30045 7 Sample7 (B810) 7 84520 7. Sample 7 (560) 76,7506} 7. Sample 7 (530) 75,0507
832822 8 Sampled (B10) B 9,1936 8 Sample 8 (560) 8|7,3960] & Sample B 530y 8)55314
9 30274  9: Sample 9 (610) 9 85557 9 Sample 9 (560) 9§68437] 9 Sample 9 (530) 9)5,0843
10 28336 10: Sample 10 (510} 10 7 9713 10: Sample 10 (560) 1046,3905410: Sample 10 (530) 10§4,7883
11 28275 11: Sample 11 (B10) 11 7 9774 11: Sample 11 (560) 11§6,3874]11: Sarple 11 (530) 11 )4 ,7665
12 28351 12: Sample 12 (510) 12 80171 12 Sample 12 (560) 12]6.4118] 12 Sample 12 530y 1247244
13 29511 13: Sample 13 (B10) 13 83726 13 Sample 13 (560) 13|16 6957 13: Sample 13 (530) 13]4 9699
14 28367 14: Sample 14 (B10) 14 80217 14: Sample 14 (860) 14]6,4439)14: Sample 14 (530) 14 )4,7654
15 29908 15: Sample 15 (B10) 15 84337 15 Sample 15 (560) 15]6,7445)15: Sample 15 (530) 15)5,0523
16 28885 16: Sample 16 (B10) 16 81458 16: Sample 16 (560) 16)6,5568) 16: Sample 16 (530) 164 9577
17 30152 17: Sample 17 (B10) 17 8,4901 17: Sample 17 (560) 17§6,8193]17: Sample 17 (530) 17 |5,1225
VIC FAM

Kuva 31. LightCycler 2.0 -laitteen tulosten esimerkki Excel -tiedostossa.
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Tulosten tulkitseminen

Hanki tiedosto, joka sopii kaikkien laitteiden vietyjen tietojen poimintaan: Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM tai muu Rotor-Gene -laite, LightCycler 2.0 tai 480;
Applied Biosystems 7300 tai 7500 Real-Time PCR System,

ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS tai 7900HT SDS, ja tarkista fluoresenssitasot
(niiden on oltava yhdenmukaisia kaksoiskappaleiden valilld).

Tee fluoresenssitiedoista graafinen esitys (pistekaavio). VIC-fluoresenssi on
x-akselilla ja FAM-fluoresenssi y-akselilla.

Graafinen esitys ja laadunvarmistuksen ehdot
Kuvassa 32 on esimerkki pistekaaviosta.

0.6

]
a
05
&
€
S 04
o & < Naytee
B ?
M| PC-W
=
E 03 f o A NC-WF
7 ' e
n ® COS-W
c
§ 02 H.0
o
=)
= &
4
g o1 t
0.0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

RN-fluoresenssi VIC 560 nm

Kuva 32. Edustavan alleelien erotuskokeen pistekaavio. Laitteet: Rotor-Gene Q, Applied
Biosystems, ABI PRISM ja LightCycler 480.

Naytteiden tulisi sijaita kaarella, joka yhdistad negatiiviset kontrollit (NC)
positiivisiin kontrolleihin (PC).

Minka tahansa kontrollin vdara sijainti voi olla merkki kokeen virheesta.
B Positiivisten kontrollien tulisi olla ylhaalld vasemmalla.
B Negatiivisten kontrollien tulisi olla alhaalla oikealla.

M Negatiivisen kontrollin sopimaton sijainti voi olla merkki
kontaminaatiosta.

B Katkaistun naytteen pitaisi ndkya negatiivisten kontrollien ylapuolella.
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B \esikontrollien tulisi olla alhaalla vasemmalla.

M \esikontrollin sopimaton sijainti (FAM-mittauksen negatiivisia
kontrolleja ylempéna tai VIC-mittauksen positiivisia kontrolleja

ylempéané) voi olla merkki kontaminaatiosta.
Huomautus: Kontrollien sijainti voi olla erilainen LightCycler 2.0 -laitteen

tietojen analyysissa (kuva 33). Vesikontrollien tulisi silti olla alhaalla

vasemmalla.

8.0

6.0

4.0

RN-fluoresenssi FAM 530 nm

2.0

0.0
0.0

Kuva 33. Edustavan alleelien erotuskokeen pistekaavio. Laite: LightCycler 2.0.

Normalisoidun FAM/VIC-suhteen laskenta ja genotyyppi

Laske kaikkien naytteiden FAM/VIC-suhteet. Laske positiivisen kontrollin (PC),
katkaistun néytteen (COS) ja negatiivisen kontrollin (NC) FAM/VIC-suhteet.

2.0 4.0 6.0
RN-fluoresenssi VIC 560 nm

8.0

@ NC-WF

@ PC-\WF

A COS-W

X Villityypin nayte

+ Mutatoitunut nayte

O H.0

Suhteiden on oltava yhdenmukaisia kaksoiskappaleiden valilla. Laske kaikkien
kaksoiskappaleiden keskimadrainen suhde.

Laske katkaistun ndytteen (COS) ja kaikkien naytteiden normalisoitu suhde

(NSuhde):

NSuhdenaye =

Suhde nayte

Suhdenc

Huomautus: Testin harmaa alue (HA) on arvojen alue, jolla erottelun

suorituskyky ei ole riittdva. Harmaalla alueella oleva arvo tarkoittaa, etta

kohdemarkkeria ei voi arvioida ldsnéolevaksi eikd poissaolevaksi. Harmaa alue
on laskettava jokaiselle kokeelle.
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Laske katkaistun naytteen normalisoidun suhteen (NRatiocos) ymparilla oleva
harmaa alue eli epdvarmuusalue:

HA: [(NSuhdecos x0,94); (NSuhdecos x1,06)]

Vertaa jokaisen ndytteen normalisoitua suhdetta NSuhdecos:n harmaaseen
alueeseen. Tulosten tulkinta esitetddn taulukossa 14. Taulukossa 15 on
esimerkki tietojen laskennasta ja tulkinnasta.

Taulukko 14. Genotyyppien tulosten tulkinta normalisoitujen suhteiden
avulla

Tulokset Tulkinta
NSuhdenaye > NSuhdecos x 1,06 JAK2 \VB617F -mutaatio loytyi

NSuhdenaye < NSuhdecos x0,94 JAK2 \V617F -mutaatiota ei l6ytynyt

NSuhdensye on NSuhdecos:n Tulos on epdaselva
harmaalla alueella
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Taulukko 15. Esimerkki fluoresenssitietojen laskennasta ja tulkinnasta

Keskimaéarainen
Nayte VIC FAM Suhde suhde NSuhde Tulkinta
NC 2,415 1,782 0,738 0747 © 000 Mutaatiota
NC 246 1,861 0,757 ' ’ ei loytynyt
PC 1,241 5,606 4,517 167 23 Mutaatio
PC 1,182 5,706 4.827 ’ ’ [6ytyi
COS 1,91 1,832 0,959 - | 28n Katkaistu
COS 2,035 1,946 0,956 ' ’ nayte
S1 2311 1,783 0,772 0745 0 00 T .
S1 2,555 1,818 0,712 ’ ’ ei loytynyt
S2 1,097 5,745 5,237 1276 703 Mutaatio
S2 1,437 4,764 3,315 ' ’ 10 ytyi
S3 2,265 2,149 0,949 L
0,927 1,241 Eplase"’a
S3 2,435 2206 0,906 tulos
S4 2,385 2,063 0,865 o T
0.904 1210 Eplase"’a
S4 2,322 2,191 0,944 tulos
HA 1,205 1,359
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Ongelmien ratkaisu

Tamé& ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa
ongelmissa. Lisdtietoja on saatavissa myds teknisen tuen sivustoltamme usein
kysyttyjen kysymysten osiosta: www.qgiagen.com/FAQ/FAQ List.aspx.
QIAGEN:IN teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat aina mielelldan
kysymyksiisi koskivatpa ne sitten timan kasikirjan tietoja tai tdssé k&sikirjassa
esiteltyjd protokollia tai naytteisiin ja testeihin liittyvia tekniikoita (yhteystiedot:
Yhteystiedot, sivu 59).

Huomautuksia ja ehdotuksia

Positiivisen kontrollin signaali on negatiivinen

a) Pipetointivirhe Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

b) Sarjan osien vaara Séilyta jpsogenIAK2 Muta ScreerKit -sarjaa
sédilytys lampotilassa —30...-15 °C ja pida aluke- ja
koetinseos (PPM) valolta suojattuna. Katso
”Reagenssien sailytys ja k&sittely”, sivu 10.

Valta toistuvaa jaddytysta ja sulatusta.
Jaa reagenssit alikvootteihin sdilytystd varten.

Negatiiviset kontrollit ovat positiivisia
Ristikontaminaatio Vaihda kaikki kriittisen tarkeét reagenssit.

Toista koe kayttden kaikista reagensseista
uusia alikvootteja.

Kasittele ndytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita
hyvien kdytdntdjen mukaisesti, jotta ndytteiden
valistd kontaminaatiota ei tapahdu.

Ei signaalia edes positiivisissa kontrolleissa

a) Pipetointivirhe tai Tarkista pipetointijarjestys ja reaktion
reagensseja on jaanyt jarjestely.
pois

Suorita PCR-ajo uudelleen.

b) RittAmattémasta Toista DNA:n valmistelut.
puhdistuksesta johtuvat
naytemateriaalin
inhibitoriset vaikutukset
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Huomautuksia ja ehdotuksia

c) LightCycler: Vaara Maéaritd kanava-asetukseksi F1/F2 tai
tunnistuskanava valittu 530 nm/640 nm.

d) LightCycler: Tarkista sykliohjelmat.
Tiedonkeruuta ei ole

Valitse keruumenetelmaksi Single PCR-
ohjelman kunkin pariutumissegmentin
lopussa.

ohjelmoitu

Naytteiden signaali on heikko tai poissa, mutta positiivisissa
kontrolleissa ei ongelmia

DNA:n huono laatu tai Tarkista aina DNA:n laatu ja pitoisuus ennen
riittimaton pitoisuus aloittamista.

LightCycler: Fluoresenssin voimakkuus ei riit4

a) Sarjan osien vaara Séilyta jpsogenIAK2 Muta ScreerKit -sarjaa
sdilytys lampotilassa —30...-15 °C ja pida aluke- ja
koetinseos (PPM) valolta suojattuna. Katso
”Reagenssien sailytys ja késittely”, sivu 10.

Valta toistuvaa jaadytystd ja sulatusta.
Jaa reagenssit alikvootteihin sailytysta varten.

b) Kohde-DNA:n hyvin pieni Lisdd ndyte-DNA:n maé&réa.

aloitusmaara Huomautus: inhibitorisia vaikutuksia saattaa

ilmetd valitun DNA-valmistelutavan mukaan.

LightCycler: Fluoresenssin voimakkuus vaihtelee.

a) Pipetointivirhe Pipetointivirheen aiheuttamaa vaihtelua
voidaan vahentdd analysoimalla tiedot F1/F2-
tai 530 nm/640 nm -tilassa.

b) Kapillaarien sentrifugointi  Valmistettu PCR-seos voi yha olla kapillaarin
ei riita ylaosassa, tai kapillaarin karjessé voi olla
ilmakupla.

Sentrifugoi reaktioseoksella taytetyt kapillaarit
aina laitteen kayttohjeiden mukaan.

c) Kapillaarin kérjen Kaytd aina kasineita kapillaareja késitellessasi.
ulkopinta on likainen
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Laadunvarmistus

Q IAGENIn ISO -sertifioidun laadunhallintajarjestelman mukaisesti jokainen
[psogenJAK2 Muta ScreernKit -sarjan erd testataan maéaréttyjen vaatimusten
mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen laadun takaamiseksi. Analyysin
sertifikaatteja voidaan tilata osoitteesta www.qiagen.com/support/.

Rajoitukset

Kayttdjien on saatava koulutusta ja heiddn on perehdyttdva timéan laitteen
tekniikkaan ennen sen k&ytt04. Tata sarjaa on kaytettdva tamén kdyttboppaan
ohjeiden mukaisesti yhdessa validoidun, kohdassa "Tarvittavat materiaalit (jotka
eivat kuulu toimitukseen)” sivulla 8 esitetyn laitteen kanssa.

Saatu diagnostinen tulos on tulkittava yhdessd muiden kliinisten 16yd6sten tai
laboratorioléyddsten kanssa. Kayttdjan vastuulla on validoida jarjestelmén
suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa kaytetyissa menetelmissé, joita
QIAGENIn tekemaét suorituskykytutkimukset eivat kata.

Kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisia
kayttopaivimaaria on noudatettava. Ald kaytd vanhentuneita komponentteja.

Suorituskykyominaisuudet

Ei-kliiniset tutkimukset

Ei-kliinisissa tutkimuksissa selvitettiin jpsogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjan
analyyttista suorituskykya.

Tarkkuus

[psogenJAK2 Muta ScreernkKit -sarjalla testattiin JAK2 V617F -mutaation
solulinjan genomisen DNA:n (villityyppi) kolmea laimennustasoa. Laimennukset
vastasivat mutaatiokuormia 1 %, 2 % ja 3 %. Jokaiselta tasolta saatiin erillisia
laimennuserid, ja ndiden laimennusten replikaatteja testattiin kolmessa
erillisesséd kokeessa. DNA-ndytteiden suhteita (Suhdenaye) Verrattiin negatiivisen
kontrollin suhteeseen (JAK2 100 % villityypin DNA, Suhdenc). Tulosten
yhteenveto on Taulukossa 16.
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Taulukko 16. Ei-kliinisten tutkimusten tarkkuustiedot

Mutaatiotaso Suhdenaye> Suhdene  CV (%) (suhde)
1 %V617F DNA 100 % (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100 % (n = 72) 4,5
3% V617F DNA 100 % (n = 135) 5,1

Laboratorioiden valiset analyysitiedot

Monikeskustutkimukseen osallistui 13 laboratoriota. Siind kerattiin JAK2 V617F
-mutaation siséltdvan villityypin genomisen DNA:n laimennuksia koskevia
analyysitietoja. Jokaisessa laboratoriossa tehtiin kolme koetta. Niissa testattiin
solulinjojen seuraavia DNA-néytteita:

M 1 negatiivinen kontrolli (NC)0 % V617F
1 positiivinen kontrolli (NC) 100 % W17F
1 katkaistu nadyte (COS)2 % V617F

3 naytettd, joissa on keskimadrédinen mutaatiokuorma (20 %, 50 %
ja 80 %)

Kokeet tehtiin seitsemalla eri laitemallilla:

ABI PRISM 7000 SDS

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Tulosten yhteenveto on Taulukossa 17.
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Taulukko 17. Laboratorioiden valiset analyysitiedot JAK2 V617F -
mutaation sisaltdvien solulinjojen villityypin genomisen DNA:n
laimennuksista

Naytteen tunnistus Positiiviset naytteet Negatiiviset naytteet
JAK2 \VB17F 177* 0

JAK? villityyppi 0 36

* Positiivisiin naytteisiin kuului 36 positiivista kontrollia (PC-WF), 36 katkaistua néytetta
(COS-VF; 2 % W17F), 34 naytettd, joissa on 20 % JAK2 V617F, 35 naytettd, joissa on 50 %
JAK2 \B17F ja 36 naytetta, joissa on 80 % JAK2 VB17F.

Kliiniset tutkimukset

jpsogen JAK2 Muta Screen Kit -sarjan ja ARMS ®-menetelmén vertailu

DNA-nayte otettiin 141 potilaalta, joiden epailtiin sairastavan
myeloproliferatiivista tautia. Naytteet testattiin rinnakkain jpsogenJAK?2
MutaScreerKit -sarjalla ja gPCRanalyysilla ARMS (Amplification Refractory
Mutation System)-periaatteen mukaan (11). Vertailun tulokset esitetaan
taulukossa 18 (2 x 3 ehdon taulukko) ja taulukossa 19 (prosentuaalinen
yhtapitavyys).

Taulukko 18. Menetelmien vertailu: [psogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja

ja ARMS
ARMS-testimenetelman tulokset
JAK?2 JAK2 villityyppi
V617F (JAK2 V617F
> 2 % < 2 %) Yhteensa
JAK2 V617F
-mutaatio 91 0 91
lOytyi
[psogen JAK2 Epaselva 1 ) 3
Muta Screen - tulos
testimenetelméa JAK2
villityyppi 1 46
Mutaatiota a7
ei loytynyt
Yhteensa 93 48 n=141

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Taulukko 19. Menetelmien vertailu: [psogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja
ja ARMS

Yhtapitdvyys 95 %:n
(%) luottamusvali*
(%)
Positiiviset tiedot
Yhtapitavyys/ipsogen JAK2 i
Muta ScreerKit -sarjan ja ARMS 98.9 94,1-99.8
menetelman valilla
Negatiiviset tiedot
Yhtapitavyysipsogen JAK2 i
Muta ScreerKit -sarjan ja ARMS 100 LAY
menetelman valilla
Yhtapitavyys yhteensa 99,3 96,0-99,9

* Luottamusvalien laskenta perustui ohjeeseen CLSI EP4& User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline.

jpsogen JAK2 Muta Screen Kit -sarjan ja sekvensoinnin valinen vertailu

DNA-nayte otettiin 51 potilaalta, joiden epailtiin sairastavan

myeloproliferatiivista tautia. Naytteet testattiin rinnakkain jpsogen JAK2
MutaScreerKit -sarjalla ja vertailutekniikalla (perusmallilla), johon kuuluu suora
sekvensointi. Yhta naytetta ei voinut tulkita sekvensointivirheen takia. Yhteenveto
50 tulkittavissa olleen naytteen tuloksista esitetaan taulukossa 20 (2 x 3 ehdon
taulukko) ja taulukossa 21 (prosentuaalinen yhtapitavyys).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
psogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjan kasikirja 06/2016 53



Taulukko 20. Mene telmien vertailu:  jpsogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja
ja sekvensointi

Suoran sekvensoinnin tulokset
JAK2 JAK?2 villityyppi
V617F (JAK2 V617F
> 2% < 2 %) Yhteensa
JAK2 V617F
-mutaatio 26 1 27
|Oytyi
[psogen JAK2 Epaselva 0 1 1
Muta Screen -  tulos
testimenetelméa JAK2
V|II|tyypp| ) 20 22
Mutaatiota
ei [oytynyt
Yhteensa 28 22 n =50

Taulukko 21. Menetelmien vertailu: psogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja
ja sekvensointi

Yhtapitdvyys 95 %:n
(%) luottamusvali*
(%)
Positiiviset tiedot
Y htapitavyys/ipsogen JAK2 i
MutaScreerKit -sarjan ja 92,9 77,4-98,0
sekvensoinnin valilla
Negatiiviset tiedot
Y htapitavyysipsogen JAK2 i
MutaScreerKit -sarjan ja 95,2 USseie
sekvensoinnin valilla
Yhtapitavyys yhteensa 93,9 83,5-97,9

* Luottamusvalien laskentaperustui ohjeeseen CLSI EP12 User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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228 potilaan naytteiden monikeskustutkimus

Potilaiden DNA-naytteita analysoitiin paikallisilla tekniikoilla laboratorioiden
valiseen tutkimukseen osallistuneissa 13 laboratoriossa. Jokaisessa
laboratoriossa tehtiin 3 koetta ei-kliinisten tarkkuustietojen kohdalla esitettyjen
solulinjojen DNA:lla (yll&) ja laboratorion kymmeneltd kaytettavissa olevalta
potilaalta saadulla DNA:lla.

228 naytetta, joissa oli tunnettu JAK2genotyyppi, testattiin rinnakkain jpsogen
kvalitatiivinen PCR, alleelikohtainen PCR, FRET (Fluorescence Energy Resonance
Transfer), sekvensointi, alleelikohtainen oligonukleotidien PCR, RFLP ja alleelien
erotus. Vertailujen tulokset esitetdan taulukossa 22 (2 x 3 ehdon taulukko) ja
taulukossa 23 (prosentuaalinen yhtapitavyys).

Taulukko 22. Menetelmien vertailu: [psogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja
ja paikalliset menetelmat

Paikallisen testauksen tulokset
Villityypin
Mutaatio JAK2-
|Gytyi mutaatiota ei
JAK2 V617F |Oytynyt Yhteensa

JAK2 V617F

-mutaatio 139 3 142

|Oytyi
[psogen JAK2 Epaselva 5 17 29
Muta Screen -  tulos
testimenetelma JAK2

V|II|tyyp_p| 3 61 64

Mutaatiota

ei loytynyt
Yhteensa 147 81 n=228

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
psogenJAK2 Muta ScreerKit -sarjan kasikirja 06/2016 55



Taulukko 23. Menetelmien vertailu: [psogen JAK2 Muta Screen Kit -sarja
ja paikalliset menetelmat

Yhtapitdvyys 95 %:n
(%) luottamusvali*
(%)
Positiiviset tiedot
Yhtapitavyys/ipsogen JAK2
Muta ScreerKit -sarjan ja 97.9 94,0-99,3
paikallisten menetelmien valilla
Negatiiviset tiedot
Yhtapitavyysipsogen JAK2 _
Muta ScreerKit -sarjan ja 95,3 oL I
paikallisten menetelmien valilla
Yhtapitavyys yhteensa 97,1 93,8-98,7

* Luottamusvalien laskenta perustui ohjeeseen CLSI EP4& User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline.

Varmuus: terveiltd luovuttajilta saatujen naytteiden testaus

103 terveeltd verenluovuttajalta saatuja DNA-naytteitd analysoitiin jpsogen
JAK2 MutaScreenRS Kit-sarjalla. Kaikki naytteet tunnistettiin villityypin JAK2
naytteiksi. Kuvassa34 esitetaan LightCycler 480 -laitteella tehty 38 naytteen
analyysi.
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Fluorescence Scatter Plot
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Kuva 34. Terveiden luovuttajien analyysi. 38 terveen luovuttajan analysointi LightCycler
480 -laitteella (@) ja jpsogenJAK2 Muta ScreenRS Kit -sarjalla (luettelonumero 673123). Kaksi
kertaa saadut positiiviset tulokset (@) vastaavat sarjan mukana toimitettua vertailuasteikkoa.
VIC-fluoresenssiarvot ovat x-akselilla ja FAM-arvot y-akselilla.
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Merkinnat

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkya seuraavia symboleita:

W e Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> reaktioon
g Viimeinen kayttopaivamaara
‘ IVD Diagnostinen in vitro -laakintélaite

Luettelonumero

LOT Eranumero

Materiaalinumero

GTIN GTIN-numero

Lampdatilarajoitus

Valmistaja

= Xl

Katso kayttoohjeet

Yhteystiedot

Jos tarvitset teknista neuvontaa tai lisétietoja, kay teknisen tukemme sivuilla
osoitteessawww.giagen.com/Support , soita ilmaisnumeroomme

00800 -22-44-6000 tai ota yhteyttéd johonkin QIAGENIn teknisen palvelun
osastoon (ks.takakansi tai kay osoitteessawww.giagen.com ).
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Tilaustiedot

Tuote

Sisa lto Luettelonumero

[psogen JAK2
Muta ScreerKit (10)

[psogen JAK2
Muta ScreerKit (24)

10 reaktiota varten: VB17F 673022
positiivinen kontrolli, V617F

negatiivinen kontrolli, V617F

katkaistu néyte, aluke- ja koetinseos

JAK2 villityyppi ja JAK2 V617F

24 reaktiota varten: VB17F 673023
positiivinen kontrolli, V617F

negatiivinen kontrolli, V617F

katkaistu ndyte, aluke- ja koetinseos

JAK2 villityyppi ja JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — IVD-validoituun
reaaliaikaiseen PCR-analyysiin kliinisessd kaytosséa

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM- 9002032
analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vinre&, keltainen, oranssi, punainen

ja viininpunainen) sekd HRM-

kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: siséltaé

1 vuoden takuun osien

rikkoutumisen ja valmistusvirheiden

varalta, ei sis. asennusta ja

koulutusta

Reaaliaikainen PCR-jakso ja HRM- 9002033
analysaattori, jossa on 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi, punainen

ja viininpunainen) sekd HRM-

kanava, kannettava tietokone,

ohjelmisto ja varusteet: sisaltda 1

vuoden takuun osien rikkoutumisen

ja valmistusvirheiden varalta,

asennuksen ja koulutuksen

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat
saatavilla tuotekohtaisista Q IAGEN-sarjojen kdyttboppaista tai kédsikirjoista.
QIAGEN-sarjojen kéasikirjat ja kayttboppaat lIoytyvéat osoitteesta
www.qiagen.com, tai niitd voi tiedustella Q IAGENIn teknisestd huollosta tai
paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjaksi.
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Tama tuote on tarkoitettu kaytettavaksi in vitro-diagnostiikassa. jpsogerrtuotteiden jalleenmyynti, muokkaus jalleenmyyntia varten tai kaytto
kaupallisten tuotteiden valmistukseen on kielletty ilman QIAGENIn kirjallista lupaa.

Tassa asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillistd ilmoitusta. QIAGEN ei ole vastuussa mistdan tdssa asiakirjassa mahdollisesti
olevista virheistd. Taman asiakirjan uskotaan olevan julkaisuhetkendan kattava ja tarkka. Q IAGEN ei missaan tapauksessa ole vastuussa
satunnaisista, erityisistd, monenkertaisista tai seurannaisvahingoista, jotka liittyvattdmén asiakirjan kayttdon tai ovat seurausta sen kaytosta.

[psogenttuotteille on mydnnetty takuu siité, ettd ne ovat ilmoitettujen ominaisuuksiensa mukaisia. Q IAGENIn ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama
ainoa korvaus rajoittuvat tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta tuotevirhetapauksissa tai jos tuote ei toimi takuussa kerrotulla tavalla.

Tatd tuotetta myyddén Epoch Biosciencesin lisenssisopimuksen mukaan ainoastaan in vitro -diagnostiikkaa varten, eiké sitd saa kayttdd missaan
muissa tutkimuksissa, kaupallisessa ja kliinisessd tutkimuksessa eikd muissa in vitro -diagnostiikkaan kuulumattomissa kéyttdkohteissa.

JAK2 VB17F -mutaatio ja sen kayttd on suojattu patenttioikeuksilla, mukaan lukien eurooppalainen patentti EP1692281, yhdysvaltalaiset patentit
7,429,456 ja 7,781,199, yhdysvaltalaiset patenttihakemukset US20090162849 ja US20120066776 ja niiden ulkomaiset vastineet.

Tamén tuotteen ostaminen ei anna oikeutta sen kayttéon JAK2 V617F -mutaatiota varten tarkoitettujen ladkkeiden kliinisissa ladketutkimuksissa.
QIAGEN kehittdé nimenomaisia lisenssiohjelmia tallaisia tarkoituksia varten. Lakiosastomme palvelee osoitteessgak2licenses@qiagen.com

Tavaramerkit: Q IAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, jpsogerf, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, VIC®
(Life Technologies Corporation); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); Excel® (Microsoft Corporation); iCycler® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); LightCycler®,
TagMan® (Roche Group); MGB™ (Epoch Biosciences).

Rajoitettu lisenssisopimus
Tamén tuotteen kayttd tarkoittaa jpsogenJAK2 Muta ScreenKit -sarjan ostajan tai kdyttdjan suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. jpsogerdAK2 Muta ScreerKit -sarjaa voidaan kdyttdd ainoastaan ipsogen JAKZ Mutsscreen Kit-sarjan késikirjan ohjeiden mukaisesti ja
ainoastaan yhdessa sarjan sisaltdmien osien kanssa. QIAGEN ei mydnna lisenssid mihinkdan aineettomaan omaisuuteensa, eikd timén sarjan
oheisia osia saa kayttda tai liittdd muihin osiin, jotka eivét sisally tihan sarjaan, kuten ipsogen JAKZ2 Mutéscreen Kit -sarfan kdsikirjassaja
lisiprotokollissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qiagen.com.

2. QIAGEN eitakaa kuin nimenomaisissa lisensseissdan, ettd tima sarja ja/tai sen kayttaja(t) eivat loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.
Tama sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakayttoon, eiké niitd saa kayttda uudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpain.

QIAGEN kiistda nimenomaisesti kaikki kayttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole tdssd nimenomaisesti ilmoitettu.

o &~ »

Sarjan ostaja ja kayttaja suostuvat siihen, ettd he eivat ryhdy tai anna kenellekdén toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavataiheuttaa
tai edistad mitaan ylla kiellettya toimintaa. Q IAGEN voi kddntyd minka tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen taytintdon timan
rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun
tarkoituksena on tdmaén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien taytantdénpano.

Katso péivitetyt kayttooikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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