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QIAGEN Sample and Assay Te chnolog ie s 
QIAGEN on johtava innovatiivisten näyte- ja määritystekniikoiden toimittaja. 
QIAGENin tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten näytteiden sisällön 
eristämisen ja tunnistamisen. Pitkälle kehitetyt ja laadukkaat tuotteemme ja 
palvelumme takaavat luotettavan prosessin näytteestä tulokseen. 
QIAGENin uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat seuraavat : 
 DNA:n, RNA:n ja  proteiinien puhdistus 

 nukleiinihappojen ja  proteiinien mä äritykset 

 microRNA-tutkimus ja  RNAi 

 näyte- ja  mä ä ritystekniikoiden automa tisointi. 

Tavoitteenamme on toimittaa  tuotteita , joiden avulla  a sia kkaa mme saavuttava t 
menestystä  ja  läpimurtoja . Ka tso lisä tietoja  osoitteesta  www.q ia ge n .com . 
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Kä yttö ta rkoitu s 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja t on ta rkoitettu JAK2 V617F/ G1849T -
mutaa tion etsimiseen genomisesta  DNA:sta  henkilöiltä , joilla  epä illä än olevan 
myeloprolifera tiivinen kasva in. Va ikka  henkilöillä  ei ole JAK2 V617F/ G1849T -
mutaa tiota , hänellä  saa tta a  silti olla  muita  JAK2-mutaa tioita . Testistä  sa a tta a  
tulla  vää riä  nega tiivisia  tuloksia , jos kodoneissa  615–619 (1) on lisä ä  
mutaa tioita .  

Huom a u tu s: Tä tä  sa rja a  on käytettävä  tä män käsikirjan ohjeiden muka isesti 
yhdessä  va lidoitujen reagenssien ja  la itteiden kanssa . Tämä n tuotteen off label 
‑käyttö ja/tai osien muokkaaminen mitätöi QIAGENin vastuun.  

Yhte e nve to  ja  se litykse t 
Janus-tyrosiinikina asi 2:n (JAK2) va ikuttava  toistuva  soma a ttinen muta a tio 
V617F löydettiin vuonna  2005 (2-5), mikä  johti merkittävä än läpimurtoon 
myeloprolifera tiivisten tautien ymmärtämisessä , luokittelussa  ja  
diagnosoinnissa . JAK2 on useiden sytokiinien (erytropoietiini muka an lukien) 
tä rkeä  solunsisä inen signa a limolekyyli. 

JAK2 V617F -mutaa tio löytyy yli 95 prosentilta  polysytemia  vera a  (PV) 
sa ira stavilta , 50–60 prosentilta  essentiaa lista  trombosytemia a  (ET) sa ira stavilta  
ja  50 prosentilta  idiopaa ttista  myelofibroosia  sa ira stavilta  potila ilta  (primary 
myelofibrosis, PMF). JAK2 V617F on löytynyt myös joissakin ha rvoissa  
tapa uksissa  potila ilta , joilla  on myelomonosyyttinen leukemia , 
myelodyspla stinen oireyhtymä , systeeminen mastosytoosi ta i krooninen 
neutrofiilileukemia , mutta  ei yhdeltä kä än kroonista  myelooista  leukemia a  
sa ira stava lta  potila a lta  (6). 

Kyseessä  on JAK2-geenin pistemuta a tio nukleotidissa  1849 eksonissa  14. 
Tuloksena  on va liinin (V) korvautuminen fenyyliana liinilla  (F) proteiinin pa ikassa  
617 (JH2-domeeni). Mutaa tiosta  seuraa  JAK2:n konstitutiivinen aktivaa tio, 
hema topoieettinen transformaa tio in vitro ja  erytropoietiinista  riippumattomien 
erytrooisten pesäkkeiden (EEC) kasvua  ka ikilla  PV-potila illa  ja  suurella  osa lla  
ET- ja  PMF-potila ista  (7). JAK2 V617F on olenna inen metapoieettisten solujen 
muutosten a iheutta ja  MPN:ssä , mutta  samasta  muta a tiosta  lä hteviä  nä in 
erila isiin kliinisiin ja  biologisiin lopputuloksiin johtavia  pa tologisia  meka nismeja  
ei vielä  ta rkasti tunneta . 

Myeloprolifera tiivisten tautien diagnosointi on perinteisesti perustunut kliinisiin, 
luuydinhistologisiin ja  sytogeneettisiin kriteereihin. Sa iraudelle spesifin 
molekyylimerkkia ineen löytyminen yksinkerta isti diagnoosiprosessia  ja  pa ransi 
sen ta rkkuutta . JAK2 V617F -mutaa tion löytyminen kuuluu nyt Ma a ilman 
terveysjä rjestön laa timiin BCR-ABL-nega tiivisten myeloprolifera tiivisten tautien 
diagnoosikriteereihin 2008 (taulukko 1), ja  tämä  muta a tio on tä rkeä  kriteeri 
diagnoosin va hvista miselle. 
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Ta u lukko 1 . WHO :n  krite e rit m ye lopro life ra tiiviste n  ta u tie n  d ia gnoosille  
(sovite ttu  viitte e n  8  m uka ise sti) 

Polysytemia  vera n (PV) dia gnostiset kriteerit 
Pä ä kriteerit  1. Hemoglobiini (Hb) >  18,5 g/ dl-1 (miehillä ) ta i >  16,5 g/ dl-1 

(na isilla ) ta i 
Hb ta i hema tokriitti (Hkr) >  99. persentiili iä n, sukupuolen ta i 
a suinpa ika n korkeuden muka isesta  viitea lueesta  ta i 
Hb >  17 g/ dl-1 (miehillä ) ta i >  15 g/ dl-1 (na isilla ), jos ta son nousu on 
pysyvä sti ≥  2 g/ dl-1 mutta  ei liity ra uda npuutteen korja ukseen ta i 
puna solumassa n ka svu >  25 % yli keskimä ä rä isen norma a lin 
ennustea rvon 
2. JAK2V617F ta i sa manla inen muta a tio 

Sivukriteerit 1. Luuytimen kolmen solulinja n myeloprolifera a tio 
2. Pienentynyt seerumin erytropoietiinipitoisuus 
3. Erytrooisten pesä kkeiden sponta a ni ka svu soluviljelmä ssä  

Essentia a lisen trombosytemia n (ET) dia gnostiset kriteerit 
Pä ä kriteerit  1. Verihiuta leiden mä ä rä  ≥  450 x 109 l-1 

2. La a jentuneiden ja  kypsien mega ka ryosyyttien prolifera a tiota .  
Ei la inka a n ta i vä hä n gra nulosyyttistä  ta i erytroidista  prolifera a tiota  
3. Kroonisen myelooisen leukemia n, polysytemia  vera n, prima a risen 
myelofibroosin, myelodyspla stisen oireyhtymä n ta i muiden 
myeloprolifera tiivisten ka sva inten kriteerit eivä t tä yty 
4. JAK2V617F ta i muu klona a linen löydös 
Ei nä yttöä  rea ktiivisesta  trombosytoosista  

Sivukriteerit  – 
Prima a risen myelofibroosin dia gnostiset kriteerit 
Pä ä kriteerit  1. Mega ka ryosyyttien prolifera a tio ja  a typia  sekä  retikuliini- ja / ta i 

kolla geenifibroosi ta i 
Mega ka ryosyyttilöydökset ja  prolifera tiivinen luuydin ilma n 
retikuliinifibroosia , gra nulosyyttistä  prolifera a tiota  ja  usein vä hentynyt 
erytropoieesi (prefibroottinen prima a rinen myelofibroosi) 
2. Kroonisen myelooisen leukemia n, polysytemia  vera n, 
myelodyspla stisen oireyhtymä n ta i muiden myeloprolifera tiivisten 
ka sva inten kriteerit eivä t tä yty 
3. JAK2V617F ta i muu klona a linen löydös 
Ei nä yttöä  rea ktiivisesta  luuytimen fibroosista  

Sivukriteerit  1. Leukoerytrobla stoosi 
2. Kohonnut seerumin la kta a ttidehydrogena a si (LDH) 
3. Anemia  
4. Pa lpoituva  suurentunut perna  

 

Asiantuntija t ova t viime a ikoina  la a tineet ehdotuksia  PV:n ja  ET:n 
lä äketutkimusten kriteereiksi. Allogra fteja , a lfa interferonia  ja  hydroksyurea a  
koskevien tietojen perusteella  JAK2V617F:n kvantifika a tio on lisä tty 
mahdollisesti hyödylliseksi vä lineeksi hoitovasteen seuranta an (9).  
JAK2 V617F:n vähenemistä  on hava ittu va steena  joillekin uusille kliinisessä  
kehitysva iheessa  oleville JAK2-lääkkeille (10). 
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Me ne te lm ä n  to im in ta pe ria a te  
Alleelien erottelussa  käytetää n kahta  TaqMan®-koetinta  Multiplex-ana lyysissä . 
Toinen on a lleeli 2:n sekvenssin täydellinen vastine (villityypin a lleeli) ja  toinen 
a lleeli 1:n sekvenssin täydellinen vastine (mutaa tion sisä ltävä  a lleeli). Koettimet 
leima ta an fluoresoiva lla  vä rillä  5 '-pä ässä , reportterissa , kuten FAM™ ta i VIC®, 
ja  niiden 3 '-pä ässä  on fluoresoima ton va imennin. Koettimissa  on myös MGB™ 
(Minor Grove Binder), joka  ma hdollistaa  lyhyempien ja  vaka ampien koettimien 
käytön, jolloin a lleelien erottelu ta rkentuu. 

PCR:n la a jennusva iheessa  Taq-DNA-polymeraasin 5 '→3' -
eksonuklea asiaktiivisuus pilkkoo täysin va staavan koettimen, jolloin 
reportterivä ria ine irtoaa  ja  fluoresoiva  signaa li vapautuu. Taq DNA -
polymeraasi korva a  epä täydellisesti va staa van koettimen eikä  pilko sitä , jolloin 
reportterivä ria ine ei irtoa . Fluoresoiva  signaa li (VIC ta i FAM) kerä tä än PCR:n 
lopussa  ja  osoitta a  heti näytteessä  oleva t kohdesekvenssit (villityypin a lleeli, 
muta toitunut a lleeli ta i molemmat) ilma n pitkiä  ja  työlä itä  PCR:n jä lkiva iheita , 
jotka  lisä ävä t myös kontaminaa tioriskiä . Kohdesekvenssin kulloistakin mä ä rää  
ei selvitetä . 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja  käyttä ä  tä tä  tekniikka a  kuvan 1 muka isesti. 

 
Kuva  1 . Ta qMa n-koe tin  ja  m ultip le ksa us. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja  käyttää  tä tä  
tekniikkaa  a lleelien erotteluun.  

Koetin 1 Koettimen ha joa minen 

Vastaavuus 

Vastaavuus 

Ei va staa vuutta  

Ei va staa vuutta  

FAM-signa a lin  
m e rkittä vä  ka svu  

VIC-sign a a lin  
m e rkittä vä  ka svu  

Koetin 1 

Koetin 2 

Koetin 2 

Koettimen irtoa minen 

Koettimen ha joa minen 

Ei signa a lia  

Ei signa a lia  

Koettimen irtoa minen 
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Toim ite tu t m a te ria a lit 

Sa rja n  sisä ltö  

ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit  (10)  (24)  
Luettelonumero   673022  673023  
Number of reactions  
(Reaktioiden määrä)  

 24  10  

V617F Positive Control  
(V617F-positiivinen kontrolli)* 

PC-VF 30 µl 30 µl 

V617F Negative Control  
(V617F-nega tiivinen kontrolli)† 

NC-VF 30 µl 30 µl 

Cut-O ff Sample (Ka tka istu näyte) CO S-VF 30 µl 30 µl 

Primers and probes mix  
(Aluke- ja  koetinseos) JAK2 V617F‡ PPM-VF 10x 70 µl 145 µl 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook (English) 
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -käsikirja 
(englanniksi) 

1 1 

 

* Positiivinen kontrolli: 100 % V617F DNA. 
† Nega tiivinen kontrolli: 100 % villityypin DNA; 0 % V617F. 
‡ Spesifisten etu- ja  taka -a lukkeiden seos JAK2-geenille, spesifinen V617F FAM -koetin ja  

villityypin VIC-koetin. 
 
Huom a u tu s: sentrifugoi putkia  hetki ennen käyttöä . 

Huom a u tu s: Tuntema ttomien näytteiden ana lysointi ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit -sa rja lla  edellyttää  genomisen DNA:n uuttamista . DNA:n uuttamista  va rten 
ta rvittava t reagenssit (esimerkiksi Q IAGEN® Q IAamp® DNA Mini Kit, 
luettelonumero 51304) eivä t sisä lly toimitukseen, ja  ne on va lidoitava  sa rja n 
kanssa  käytettäessä . 
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Ta rvitta va t m a te ria a lit (jo tka  e ivä t kuu lu  
to im itukse e n) 
Työskenneltäessä  kemika a lien ka nssa  on a ina  käytettävä  a sianmuka ista  
labora toriota kkia , kertakäyttökäsineitä  ja  suoja la seja . Lisä tietoja  saa  
tuotekohta isista  käyttöturva llisuustiedotteista , jotka  ova t sa a tava na  tuotteen 
toimitta ja lta . 

Re a ge nssit 

 Nuklea asiton PCR-vesi 

 Nuklea asiton puskuri 1x TE, pH 8,0 (esimerkiksi Thermo Fisher Scientific 
Inc., luettelonumero 12090015) 

 Puskuri ja  Taq-DNA-polymeraasi: Va lidoidut reagenssit ova t TaqMan 
Universa l PCR Master Mix (Ma ster Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific 
Inc., luettelonumero 4304437) ja  LightCycler TaqMan Master (Ma ster Mix 
PCR 5x) (Roche, luettelonumero 04535286001) 

 0,8–1-prosenttisen a ga roosigeelin reagenssit elektroforeesipuskurissa   
0,5x TBE 

Kulu tusta va ra t 

 Nuklea asittomia  aerosolisuoja ttuja  steriilejä  PCR-pipettikä rkiä , joissa  on 
hydrofobinen suoda tin 

 0,5 ta i 0,2 ml:n nukleaasittomia  PCR-putkia  

 Jää tä  

La itte e t 

 Pipettejä*, jotka  on ta rkoitettu PCR:ä än (1–10 µl; 10–100 µl;  
100 – 1 000 µl) 

 Pöytäma llinen sentrifugi*, jossa  on roottori 0,2:n ta i 0,5 ml:n reaktioputkia  
va rten (ja  joka  kykenee saavuttama an nopeuden 10 000 rpm) 

 Spektrofotometri* DNA:n kva ntitointia  va rten 

 Reaa lia ika inen PCR-la ite:* Rotor-Gene Q  5plex HRM ta i muu Rotor-Gene-
la ite; LightCycler 2.0 ta i 480; Applied Biosystems 7300 Rea l-Time PCR 
System, Applied Biosystems 7500 Rea l-Time PCR System, ABI PRISM 7000 
SDS, ABI PRISM 7700 SDS ta i ABI PRISM 7900HT SDS; ja  ta rvittava t 
ma teria a lit 

 Välineet* pulssikenttä -geelielektroforeesia  va rten 
 

* Varmista , että  vä lineet on ta rkastettu ja  ka libroitu va lmista jan ohjeiden mukaan. 
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Va roitukse t ja  va roto im e t 
In vitro -diagnostiikka an 

Työskenneltäessä  kemika a lien ka nssa  on a ina  käytettävä  a sianmuka ista  
labora toriota kkia , kertakäyttökäsineitä  ja  suoja la seja . Lisä tietoa  saa  
tuotekohta isista  käyttöturva tiedotteista . Ne ova t saa tavilla  kä tevässä  ja  
kompaktissa  PDF-muodossa  osoitteessa  www.q ia ge n .com / sa fe ty, jossa  
voida an ta rkastella  ja  tulosta a  ka ikkien Q IAGEN-sa rjan ja  sa rja komponentin 
käyttöturva llisuustiedotteita . 

Hävitä  näyte- ja  ana lyysijä te pa ika llisten turva llisuusmä äräysten muka isesti. 

Yle ise t va ro to im e t 
qPCR-testit edellyttävä t hyvien labora toriokäytä ntöjen nouda tta mista , kuten 
molekyylibiologia an käytettävien la itteiden kunnossapitoa  sovellettavien 
säädösten ja  standa rdien muka isesti. 

Tämä  sa rja  on ta rkoitettu käytettäväksi in vitro -diagnostiikassa . Tämän sa rjan 
muka na  toimitetut reagenssit ja  ohjeet on va lidoitu suorituskyvyltää n 
optima a lisiksi. Reagenssien lisä la imentaminen ta i inkuba a tioa ja n ja  -lämpötila n 
muuttaminen voi tuottaa  virheellisiä  ta i ristiriita isia  tietoja . PPM-VF-reagenssissa  
saa tta a  tapahtua  muutoksia , jos se a ltistuu va lolle. Ka ikki reagenssit on 
suunniteltu erityisesti tä tä  testiä  va rten. Testi toimii pa rha iten, kun korvauksia  ei 
tehdä . 

Estä  va rotoimilla  seuraava t: 

 DNa asin kontaminaa tio, joka  voi a iheutta a  ma lli-DNA:n ha joa mista  

 DNA:n ta i PCR-tuotteen kulkeutumiskonta mina a tio, joka  voi a iheutta a  
vää rän positiivisen signa a lin 

Siksi on suositeltavaa  nouda ttaa  seura avia  ohjeita . 

 Käytä  nukleaasittomia  labora toriovä lineitä  (esimerkiksi pipettejä , pipettien 
kä rkiä , reaktiopulloja ) ja  käytä  kä sineitä  testiä  tehdessäsi. 

 Käytä  ka ikissa  pipetointiva iheissa  uusia  aerosolisuoja ttuja  pipettikä rkiä  
näytteiden ja  reagenssien ristikontamina a tion vä lttämiseksi. 

 Valmista  esi-PCR-pä ä seos va in ta rkoitukseen va ra tuilla  ma teria a leilla  
(kuten pipetit ja  kä rjet) erillisellä  a lueella , jonne ei tuoda  DNA-matriiseja  
(DNA:ta , pla smideja ). Lisä ä  ma lli erillisellä  a lueella  (mieluiten erillisessä  
huoneessa ), jolla  on ta rvittava t ma teriaa lit (pipetit, kä rjet ja  muut). 
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Re a ge nssie n  sä ilytys ja  kä sitte ly 
Sarja t toimitetaa n kuiva jä ässä  ja  vastaa nottamisen jä lkeen niitä  on sä ilytettävä  
–30...–15 °C:n lämpötila ssa . 

 Vältä  a luke- ja  koetinseosten a ltistumista  va lolle (PPM-VF-putki). 

 Sekoita  ja  sentrifugoi putkia  kevyesti ennen ava amista . 

 Sä ilytä  sa rjan ka ikkia  osia  a lkuperä isissä  a stioissa . 

Nämä  sä ilytysolosuhteet koskeva t sekä  ava ttuja  että  ava ama ttomia  osia . Jos 
osia  ei sä ilytetä  merkintöjen muka isesti, ne eivä t vä lttämä ttä  toimi oikein ja  ne 
voiva t ha ita ta  testituloksia . 

Reagenssien vanhenemispä ivä t on ilmoitettu kunkin osan merkinnöissä . O ikein 
sä ilytetyn tuotteen suorituskyky sä ilyy merkinnässä  ilmoitettuun 
vanhenemispä ivä än a sti. 

Tämän tuotteen epävakauden osoittamiseksi ei ole selviä  merkkejä . Positiiviset 
ja  nega tiiviset kontrollit tulisi a ja a  samana ika isesti tuntema ttomien näytteiden 
kanssa . 
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Menetelmä  

Näytteen DNA:n valmistelu  
Genominen DNA tulisi ottaa kokoverestä, puhdistetuista ääreisveren 
lymfosyyteistä, polynukleaarisista soluista tai granulosyyteistä. Jotta tuloksia 
voidaan verrata, suosittelemme käyttämään samaa solujen erottelun ja DNA:n 
uuttamisen menetelmää. DNA:n uuttaminen voidaan tehdä omalla tai 
kaupallisella menetelmällä. 
DNA:n määrä selvitetään mittaamalla optinen tiheys 260 nm:ssä. DNA:n 
laatua tulisi arvioida spektrofotometrillä tai geelielektroforeesilla. 
A260 / A280 -suhteen on oltava  1,7–1,9. Pienemmät suhteet ova t yleensä  merkki 
proteiinin ta i orgaa nisten kemika a lien a iheuttamasta  kontaminaa tiosta .  
0,8–1-prosenttisen a ga roosigeelin elektroforeettisessa  ana lyysissä  pitä isi näkyä  
eristetyn DNA:n noin 20 kb:n kokoinen nä yteka ista . Pieni tahra  on sa llittu. 

Tuloksena  sa a tu DNA la imenneta an pitoisuuteen 5 ng/ µl TE-puskurissa .  
qPCR-reaktio on optimoitu 25 ng:lle puhdistettua  genomista  DNA:ta . 

Nukle iin iha ppo je n  sä ilytys 
Jos kyseessä  on lyhyta ika inen, enintää n 24 tuntia  kestävä  sä ilytys, 
suosittelemme sä ilyttämä än puhdistetut nukleiinihapot 2–8 °C:n lämpötila ssa . 
Jos kyseessä  on pitkä a ika inen, yli 24 tuntia  kestävä  sä ilytys, suosittelemme 
sä ilytystä  –20 °C:n lä mpötila ssa . 

Pro tokolla : qPCR-a jo  Rotor Ge ne  Q  -la itte illa , jo issa  on   
72  pu tke n  roottori 
Tä tä  la itetta  käytettäessä  suosittelemme tekemään ka ikki mitta ukset kahtena , 
kuten ta ulukossa  2 esitetää n. 

Ta u lukko 2 . Re a ktio ide n  m ä ä rä : Ro tor Ge ne  Q  MDx 5p le x HRM- ta i 
Rotor Ge ne  Q  5p le x HRM -la itte e t, jo issa  on  72  pu tke n  roo ttori 

Nä ytte e t Re a ktio t 

Aluke - ja  koe tin se os JAK2 V617F (PPM-VF) (56  re a ktio ta ) 

24 DNA-näytettä  24 ×  2 reaktiota  

3 DNA-kontrollia  3 x 2 reaktiota  (PC-VF, NC-VF ja  
CO S-VF, joka isella  kaksi testiä ) 

Vesikontrolli 2 reaktiota  
 



12  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan käsikirja    06/ 2016 

 

Nä ytte ide n  kä sitte ly Rotor Ge n e  Q  -la itte illa , jo issa  on  72  pu tke n  roo ttori 

 
Kuva 2. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdään ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit 
-sarjalla.  PC-VF: positive control (positiivinen kontrolli); NC-VF: negative control 
(nega tiivinen kontrolli); CO S-VF: cut-off sample (ka tka istu näyte); S: DNA-näyte; H 2 O : 
vesikontrolli. 

Huom a u tu s: Muista  a setta a  testa ttava  näyte a ina  roottorin pa ikka an 1. 
Muutoin la ite ei tee ka librointia  ka librointiva iheessa  ja  testistä  saada an 
virheellisiä  fluoresenssitietoja . 

Täytä  ka ikki muut pa ika t tyhjillä  putkilla . 

qPCR-a jo  Rotor Ge ne  Q  -la itte illa , jo issa  on  72  pu tke n  roo ttori 

Huom a u tu s: tee ka ikki va iheet jä ä llä . 

Me ne te lm ä  

1 . Sula ta  ka ikki ta rvitta va t osa t ja  a se ta  n e  jä ä ha u te e se e n . 
O sa t tulisi otta a  paka stimesta  noin 10 minuuttia  ennen a loittamista . 

2 . Se koita  hyvin  ja  se n trifugoi he tki ka ikkia  pu tkia  (no in  10  se kun tia   
10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 
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3. Valmista seuraava qPCR -seos käsiteltävien näytteiden määrän 
mukaan.  
Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista määrää. 
Taulukossa 3 esitetään pipetointijärjestys yhden reagenssiseoksen 
valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka määrä 
on 25 µl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden määrän mukaan samalla 
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on sisällytetty lisätilavuutta 
pipetointivirheen kompensoimista varten. 
Rotor-Gene-laitteissa ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sarjaa voidaan käyttää 
24 näytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdessä kokeessa (kuva 2), 
20 näytteen kaksinkertaiseen analysointiin kahdessa kokeessa tai  
15 näytteen kaksinkertaiseen analysointiin kolmessa kokeessa. 

Taulukko 3. qPCR -seoksen valmistus  

Osa 

Reaktioiden määrä (µl)  

Lopullinen 
määrä  1 56+1*  28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan 
Universa l 
PCR Master 
Mix, 2x 

12,5 712,5 362,5 237,5 1x 

Aluke- ja  
koetinseos, 
10x 

2,5 142,5 72,5 47,5 1x 

Nuklea asiton 
PCR-vesi 5 285 145 95 – 

Näyte 
(lisä tä än 
va iheessa  5) 

5 5 
kuta kin 

5 
kuta kin 

5 
kuta kin – 

Kokona ismä
ärä  25 25 

kuta kin 
25 

kuta kin 
25 

kuta kin – 
 

* 24 näytettä ; yksi koe/ sa rja . 
† 10 näytettä ; kaksi koetta / sa rja . 
† 5 näytettä ; kolme koetta / sa rja . 
 
4 . Se koita  qPCR-se os hyvin  ja  se n trifugoi sitä  h e tki (no in  10  se kun tia   

10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 
5 . Annoste le  20  µl qPCR-e sise osta  pu tke a  koh ti. 
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6 . Lisä ä  5  µl DNA-nä yte m a te ria a lia  ta i kon tro lle ja  va sta a va a n  pu tke e n  
(kokona ism ä ä rä  on  25  µl). 

7 . Se koita  va rova sti p ipe to im a lla  ylös ja  a la s. 
8 . Sulje  PCR-pu tke t. Ase ta  pu tke t 72  pu tke n  roo ttoriin  va lm ista ja n  

suositu ste n  m uka a n . Tä ytä  ka ikki m u u t pa ika t tyh jillä  pu tkilla . 
9 . Va rm ista , e ttä  lukitu sre nga s (Ro tor-Ge ne -la itte e n  lisä va ru ste ) on  

pa ika lla a n  roo ttorin  pä ä llä , jo tta  pu tke t e ivä t va h ingossa  a va udu  
a jon  a ika na . Ase ta  roo ttori RotorGe n e  Q  -la itte e se e n  va lm ista ja n  
suositu ste n  m uka a n . 

10 . Luo JAK2-DNA:n  h a va itse m ista  va rte n  lä m pötila p rofiili se u ra a vie n  
oh je ide n  m uka a n . 

 

Yle iste n  a na lyysipa ra m e trie n  a se tus Kuva t 3 , 4  

DNA:n  m on istus Kuva  5  

Fluore se nssika na va n  he rkkyyde n  sä ä tä m ine n  Kuva  6  
 

 
Lisä tietoja  Rotor-Gene-la itteiden ohjelmoinnista  on la itteen käyttöoppa assa . 
Kuvissa  ohjelman a setukset on merkitty mustilla  kehyksillä . Kuva t on lisä tty 
Rotor-Gene Q  -la itteille.  

11 . Kä ynn istä  Rotor-Ge ne -oh je lm a . Va litse  Ne w Run  (Uusi a jo ) -
va lin ta ikkuna sta  Ne w (Uusi). 
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Kuva 3. New Run (Uusi ajo) -valintaikkuna.  

 

12.  Aseta New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) - ikkunassa määräksi 25 µl 
ja valitse Next (Seuraava ). 

 

 
Kuva 4. Yleisten analyysiparametrien asetus.  

1 

1 

2 
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13 . Na psa u ta  se u ra a va n  Ne w Run  Wiza rd  (O h ja ttu  uu si a jo) -ikkuna n  
Ed it Profile  (Muokka a  p rofiilia ) -pa in ike tta  ja  oh je lm oi 
lä m pötila p rofiili ta u lukossa  4  ja  kuva ssa  5  e site tyllä  ta va lla . Muista  
lisä tä  viim e ise n  ke ruuva ihe e n  lä m pötila ksi 60°C kussa kin  syklissä  
m ole m m ille  ka na ville : Gre e n  (FAM) ja  Ye llow (VIC). 

Ta u lukko 4 . Lä m pötila p rofiili 

Hold  (Pito ) Lämpötila : 50 ºC 

Aika : 2 min 

Hold  (Pito ) 2  Lämpötila : 95º C 

Aika : 10 min 

Cycling  (Syklit) 50 kertaa  

92 ºC,15 sekuntia  

60 ºC 1 minuutti; yksi 

FAM-fluoresenssin keruu Cycling A Green 
(Vihreä  jakso) -kanava lla  

VIC-fluoresenssin keruu Cycling A Yellow 
(Vihreä  jakso) -kanava lla  

 

 

 
Kuva  5 . DNA:n  m on istus. 

  

1 
2 

3 
4 

5 

6 

7 
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14. Fluore se nssika na vie n  ha va innoin tia lue  on  m ä ä rite ttä vä  PCR-pu tkie n  
fluore se nssin  vo im a kkuude n  m u ka a n . Va litse  Ne w Run  Wiza rd  
(O h ja ttu  uu si a jo) -va lin ta ikkuna sta  Ga in  O p tim isa tion  (Va hvistukse n  
op tim oin ti). Nä yttöön  tu le e  Au to-Ga in  O p tim isa tion  Se tup  
(Au tom a a ttise n  va hvistukse n  op tim oin n in  a se tukse t) -va lin ta ikkuna . 
Va litse  kunkin  ka n a va n  (Gre e n  ja  Ye llow, kuva  6) Au to-Ga in  
O p tim isa tion  Cha n ne l Se ttings (Au tom a a ttise n  va hvistukse n  
op tim oin tika na va n  a se tukse t) -va lin ta ikkunoista  O p tim ise  Acqu iring  
(O p tim oi ke ruu) (kuva  6) ja  na psa u ta  O K-pa in ike tta . Va rm ista , e ttä  
Pe rform  O p tim isa tion  Be fore  1st Acqu isition  (Suorita  op tim oin ti 
e nne n  1 . ke ruu ta ) -va lin ta ruu tu  on  va littu  ku lle kin  ka na va lle   
(kuva  6 ). 

 

 
Kuva  6 . Fluore se nssika na va n  he rkkyyde n  sä ä tä m inen . 
 

15 . Ka na va n  ka lib ro inn illa  m ä ä rite tyt va hvistusa rvot ta lle nne ta a n  
a u tom a a ttise sti, ja  ne  lue te lla a n  oh je lm oinn in  viim e ise ssä  
va likkoikkuna ssa . Kä ynn istä  oh je lm a  Sta rt Run  (Alo ita  a jo) -
pa in ikke e lla . 

16 . Syötä  roo ttoria se tu kse t Ro tor-Ge ne -oh je lm a ssa  (kuva  7). 
 

1 

2 

3 



18  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan käsikirja    06/ 2016 

 

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

Päätepisteen analysointi Rotor -Gene Q 5plex HRM -laitteen asetusten 
mukaan  
17.  Valitse PCR-ohjelman päättymisen jälkeen työkaluriviltä Analysis 

(Analyysi) (kuva 8).  
 

 

Kuva 8. Analyysi.  
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18 . Ka ksoisna p sa u ta  Ana lysis (Ana lyysi) -va lin ta ikkuna n  (kuva  9) 
Cycling  A Gre e n  (Vih re ä  ja kso ) -va ih toe h toa  ja  va litse  sitte n  O K. 
Toista  sa m a  Cycling  A Ye llow (Ke lta in e n  ja kso) -va ih toe h dolle . 

 

 
Kuva  9 . Kva n tito in ti: Cycling  A. Gree n  (Vih reä  ja kso). 

19 . Nä yttöön  tu le e  uu si ikkuna  (kuva  10). Va litse  m ole m m ista  ruudu ista  
Slope  Corre ct (Pudotus o ike a ), ku te n  kuva ssa  10 . 

 

 
Kuva  10 . Slope  Corre ct (Pudotus o ike a ) -a se tukse n  m ä ä rittä m ine n . 

20 . Jos ha lua t vie dä  tie dot, ta lle nna  ne  Exce l®-la ske n ta ta u lukkona . 
Va litse  O K, a nna  vie n titie dosto lle  n im i ja  ta lle nna  te kstitie dosto  
(*.txt).  

1 

2 

1 2 
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21 . Ava a  te kstitie dosto  Exce lissä  ja  va litse  sa ra ke  A. Va litse  Da ta  
(Tie dot), Conve rt (Muunna ) ja  Ne xt (Se ura a va ). Va litse  Com m a  
(Pilkku) ja  na psa u ta  End  (Lope ta ) -pa in ike tta . 
Tu lokse t tu le va t nä yttöön , ku te n  kuva ssa  11 . 

 

 
Kuva  11 . Tu loste n  e sime rkki Exce l-tie dostossa . 

 

Huom a u tu s: Tiedostossa  on ra aka tietoja  ja  sta nda rdoituja  tietoja . Va in 
standa rdoidut tiedot on a rvioitava .  

Nämä  tiedot a nneta a n taulukon Cycling A Green (Vihreä  jakso) -kanavan 
kvantita tiivisessa  ana lyysissä  ja  Cycling A Yellow (Kelta inen jakso) -kanavan 
kvantita tiivisessa  ana lyysissä . PCR-syklissä  50 kerä tyt tiedot (ympyröissä  
oikea lla ) ova t tulkitta viksi ta rkoitettuja  tietoja . 

PRC-sykli 50 

FAM-sa rake 

VIC-sa ra ke 

Nä ytteen nimi 

Ra
ak

at
ie

do
t 

St
an

da
rd

oi
du

t 
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Pro tokolla : qPCR-a jo  Applie d  Biosyste m s- ja  ABI PRISM -
la itte illa   
96-kuoppa isella  qPCR-la itteella  suosittelemme tekemään ka ikki mittaukset 
kahdesti, kuten taulukossa  5 esitetä än. 

Ta u lukko 5 . Re a ktio ide n  m ä ä rä  App lie d  Biosyste m s 7300- ja  7500-,  
ABI PRISM 7000-, ABI PRISM 7700- ja  ABI PRISM 7900HT -la itte illa  

Nä ytte e t Re a ktio t 

Aluke - ja  koe tin se os JAK2 V617F (PPM-VF) (56  re a ktio ta ) 

24 DNA-näytettä  24 ×  2 reaktiota  

3 DNA-kontrollia  3 x 2 reaktiota  (PC-VF, NC-VF ja  
CO S-VF, joka isella  kaksi testiä ) 

Vesikontrolli 2 reaktiota  
 

Nä ytte ide n  kä sitte ly App lie d  Biosyste m s 7300- ja  7500-, ABI PRISM 
7000-, ABI PRISM 7700- ja  ABI PRISM 7900HT -la itte illa  

 
Kuva 12. Ehdotettu levyjärjestys yhtä koetta varten, kun koe tehdään ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit -sarjalla.  PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control 
(nega tiivinen kontrolli); CO S: cut-off sample (ka tka istu näyte); S: DNA-näyte; H 2 O : 
vesikontrolli. 



22  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan käsikirja    06/ 2016 

 

qPCR-a jo  App lie d  Biosyste m s 7300- ja  7500-, ABI PRISM 7000-,  
ABI PRISM 7700- ja  ABI PRISM 7900HT -la itte illa   

Huom a u tu s: tee ka ikki va iheet jä ä llä . 

Me ne te lm ä  

1 . Sula ta  ka ikki ta rvitta va t osa t ja  a se ta  n e  jä ä ha u te e se e n . 
O sa t tulisi otta a  paka stimesta  noin 10 minuuttia  ennen a loittamista . 

2 . Se koita  hyvin  ja  se n trifugoi he tki ka ikkia  pu tkia  (no in  10  se kun tia   
10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 

3 . Va lm ista  se u ra a va  qPCR-se os kä site ltä vie n  nä ytte ide n  m ä ä rä n  
m uka a n .  
Ka ikki pitoisuudet koskeva t reaktion lopullista  mä ä rää . 

Taulukossa  6 esitetää n pipetointijä rjestys yhden reagenssiseoksen 
va lmistusta  va rten. La skelma  perustuu lopulliseen reaktioon, jonka  määrä  
on 25 µl. Esiseos voidaa n va lmista a  reaktioiden mä ärän muka an sama lla  
a luke- ja  koetinseoksella . Mukaa n on sisä llytetty lisä tilavuutta  
pipetointivirheen kompensoimista  va rten. 

Applied Biosystems 7300- ja  7500-, ABI PRISM 7000-, ABI PRISM 7700- ja  
ABI PRISM 7900HT -la itteissa  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja a  voidaa n 
käyttä ä  24 näytteen kaksinkerta iseen a na lysointiin yhdessä  kokeessa  
(kuva  12), 20 näytteen ka ksinkerta iseen a na lysointiin kahdessa  kokeessa  ta i 
15 näytteen ka ksinkerta iseen a na lysointiin kolmessa  kokeessa . 
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Ta u lukko 6 . qPCR-se okse n  va lm istus 

O sa  

Re a ktio ide n  m ä ä rä  (µl) 

Lopu lline n  
m ä ä rä  1  56+ 1* 28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan 
Universa l PCR 
Ma ster Mix, 2x 

12,
5 712,5 362,5 237,5 1x 

Aluke- ja  
koetinseos, 10x 2,5 142,5 72,5 47,5 1x 

Nuklea asiton 
PCR-vesi 5 285 145 95 – 

Näyte (lisä tä än 
va iheessa  4) 5 5 

kuta kin 
5 

kuta kin 
5 

kuta kin – 

Kokona ismäärä  25 25 
kuta kin 

25 
kuta kin 

25 
kuta kin – 

 

* 24 näytettä ; yksi koe/ sa rja . 
† 10 näytettä ; kaksi koetta / sa rja . 
† 5 näytettä ; kolme koetta / sa rja . 
 
4 . Se koita  qPCR-se os hyvin  ja  se n trifugoi sitä  h e tki (no in  10  se kun tia   

10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 
5 . Annoste le  20  µl qPCR-e sise osta  kuopp a a  koh ti. 
6 . Lisä ä  5  µl DNA-nä yte m a te ria a lia  ta i kon tro lle ja  va sta a va a n  

kuoppa a n  (kokona ism ä ä rä  on  25  µl). 
7 . Se koita  va rova sti p ipe to im a lla  ylös ja  a la s. 
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 

käynnistä ajo.  
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Ta u lukko 7 . Lä m pötila p rofiili: App lie d  Biosyste m s- ja  ABI PRISM -
la itte illa  

Hold  (Pito ) Lämpötila : 50 °C 

Aika : 2 min 

Hold  (Pito ) 2  Lämpötila : 95°C 

Aika : 10 min 

Cycling  (Syklit) 50 kertaa  

92 ºC,15 sekuntia  

60 °C, 1 minuutti  
 

 

App lie d  Biosyste m s- ja  ABI PRISM -la itte ide n  luke m ise n  jä lke ise n  a jon  
a na lyso in ti 

Tietoja  Applied Biosystems 7300- ja  7500-, ABI PRISM 7000-,  
ABI PRISM 7700- ja  ABI PRISM 7900HT -la itteiden ohjelmoinnista  on 
la itteen käyttöoppaassa . O hjelman a setukset on selkeyden vuoksi merkitty 
mustilla  kehyksillä . 

11 . Kun a jo  on  pä ä ttyn yt, va litse  Sta rt/ Progra m  (Kä ynn istä / O h je lm a ) ja  
sitte n  File / Ne w (Tie dosto / Uusi). 

12 . Va litse  Ne w Docu m e n t Wiza rd  (O h ja ttu  uusi a sia kirja ) -
va lin ta ikkuna n  Assa y (Mä ä ritys) -pudotusva likosta  Alle lic 
Discrim ina tion  (Alle e lie n  e ro tus) (kuva  13). 

13 . Hyvä ksy Con ta ine r (Sä iliö )-  ja  Te m pla te  (Ma lli) -ke n ttie n  
o le tusa se tukse t (96 -We ll Cle a r [96-ku oppa ine n  tyh jä ] ja  Bla nk 
Docu m e n t [Tyh jä  a sia kirja ], kuva  13 ). Lisä ä  Pla te  Na m e  (Le vyn  n im i) 
-kenttään AD Post-read  (kuva  13) ja valitse Next> (Seuraava). 
Näyttöön tulee Select Markers (Valitse markkerit) -valintaikkuna.  
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Kuva  13 . Esia se tukse t uude n  luke m ise n  jä lke ise n  a jon  luon tia  va rte n  (Ne w 
Docume nt Wiza rd  [O h ja ttu  uusi a sia kirja ] -ikkuna ssa ). 

 

14 . Jos Se le ct Ma rke rs (Va litse  m a rkke rit) -va lin ta ikkuna n  Ma rke rs in  
Docu m e n t (Asia kirja n  m a rkke rit) -ruu dussa  on  kä yttökoh te e se e n  
sop iva  m a rkke ri, siirry va ihe e se e n  18 . Jos e i o le , siirry va ihe e se e n  
15 . 

15 . Luo tunn istim e t ja  m a rkke rit se u ra a vie n  oh je ide n  m uka a n . Va litse  
Ne w De te ctor (Uusi tunn istin ) (kuva  14 ). 

 

 
Kuva  14 . Ma rke rs in  Docume nt (Asia kirja n  ma rkke rit) -ruudussa  e i o le  
kä yttökoh te e se e n  sop iva a  m a rkke ria . 

 

 

1 

4 

2 

3 

1 
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16 . Kirjo ita  Ne w De te ctor (Uusi tunn istin ) -va lin ta ikkuna n  Na m e  (Nim i) -
kenttään Allele A  (kuva 15). Jätä Reporter Dye (Reportterin väri) -
kenttään FAM -asetus. Napsa uta Color (Väri) -painiketta, valitse väri 
ja napsauta OK -painiketta (kuva 15). Valitse Create Another (Luo 
toinen) (kuva  15).  

 

 
Kuva 15. Tunnistimien luonti.  

 
17.  Kirjoita New Detector (Uusi tunnistin) -valintaikkunan Name (Nimi) -

kenttään Allele B . Valitse Reporter Dye (Reportterin väri) -kentästä 
VIC. Napsauta Color (Väri) -painiketta, valitse väri 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) -kenttään JAK2 (kuva 16). Valitse 
tunnistimet Allele A (Alleeli A) ja Allele B (Alleeli B), jotka luotiin 
vaiheissa 16 ja 17 (tai jotka on jo määritetty), ja napsauta OK -
painiketta ( kuva 16).  

  

1 
2 
3 

4 
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Kuva  16 . Ma rkke re iden  luon ti. 
 

20 . Va litse  Se le ct Ma rke rs (Va litse  m a rkke rit) -va lin ta ikkuna sta  a ie m m in  
luo tu  JAK2 ta i sop iva  va lm iiksi m ä ä rite tty m a rkke ri ja  na psa u ta  
Add> >  (Lisä ä ) -pa in ike tta  (kuva  17 ). 
Huom a u tu s: Jos ha lua t poistaa  markkerin, va litse se ja  napsa uta  Remove 
(Poista ) -pa iniketta . 

 
Kuva  17 . Ma rkke re iden  va litse m ine n . 

 

21 . Va litse  Ne xt>  (Se ura a va ). 
22 . Va litse  Se tup  Sa m p le  Pla te  (Nä yte le vyn  a se nnus) -va lin ta ikkuna ssa  

nä ytte itä  sisä ltä vie n  kuopp ie n  m a rkke ri na psa u tta m a lla  ja  ve tä m ä llä  
sitä . Va litse  Fin ish  (Lope ta ). 

2 

3 

1 

1 2 

3 
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23 . Va litse  In stru m e n t (Instrum e n tti) -vä lile h ti ja  va ihda  Sa m ple  Volum e  
(Näytteen tilavuus) -kentän arvoksi 25  µl.  

24.  Valitse File/Save (Tiedosto/Tallenna) ja napsauta Save (Tallenna) -
painikett a, jotta levyn luonnin yhteydessä määritetty nimi säilyy.  

25.  Aseta reaktiolevy laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.  
26.  Käynnistä lukemisen jälkeinen ajo. Napsauta Post -Read (Jälkiluku) -

painiketta.  
Laite suorittaa 1 syklin ajon, joka kestää 60 sekuntia 60 °C:n lämpötilassa. 
Tämän ajon aikana laite kerää kuoppien FAM- ja VIC-fluoresenssin  
(kuva 18). 
 

 
Kuva 18. Lukemisen jälkeinen ajo.  
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27 . Va litse  File / Export (Tie dosto / Vie ) ja  vie  tu lokse t Exce l-tie d ostoon  
Re su lts (Tu lokse t) -pa in ikke e lla . Tu lokse t tu le va t nä yttöön , ku te n  
kuva ssa  19 .  

 

 
Kuva  19 . Tu loste n  e sime rkki Exce l-tie dostossa . 

 

VIC-nä yte  1  FAM-nä yte  1  
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Pro tokolla : qPCR-a jo  Ligh tCycle r 480  -la itte e lla  
96-kuoppa isella  qPCR-la itteella  suosittelemme tekemään ka ikki mittaukset 
kahdesti, kuten taulukossa  8 esitetä än. 

Ta u lukko 8 . Re a ktio ide n  m ä ä rä : Ligh tCycle r 480  -la ite  

Nä ytte e t Re a ktio t 

JAK2 V617F -a luke - ja  koe tin se okse lla  (PPM-JAK2) 

24 DNA-näytettä  24 ×  2 reaktiota  

3 DNA-kontrollia  3 x 2 reaktiota  (PC-VF, NC-VF ja  
CO S-VF, joka isella  kaksi testiä ) 

Vesikontrolli 2 reaktiota  
 

Nä ytte ide n  kä sitte ly Ligh tCycle r 480  -la itte e lla  

 
Kuva 20. Ehdotettu levyjärjestys yhtä koetta varten, kun koe tehdään ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit -sarjalla.  PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control 
(nega tiivinen kontrolli); CO S: cut-off sample (ka tka istu näyte); S: DNA-näyte; H 2 O : 
vesikontrolli. 
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qPCR-ajo LightCycler 480 -laitteella  
Huomautus : tee kaikki vaiheet jäällä. 

Menetelmä  
1. Sulata kaikki tarvittavat osat ja aseta ne jäähauteeseen.  

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 käsiteltävien näytteiden määrän 

mukaan.  
Kaikki pitoisuudet koskevat reaktion lopullista määrää. 
Taulukossa 9 esitetään pipetointijärjestys yhden reagenssiseoksen 
valmistusta varten. Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka määrä 
on 25 µl. Esiseos voidaan valmistaa reaktioiden määrän mukaan samalla 
aluke- ja koetinseoksella. Mukaan on sisällytetty lisätilavuutta 
pipetointivirheen kompensoimista varten. 
LightCycler 480 -laitteessa ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sarjaa voidaan 
käyttää 24 näytteen kaksinkertaiseen analysointiin yhdessä kokeessa 
(kuva 20), 20  näytteen kaksinkertaiseen analysointiin kahdessa kokeessa tai 
15 näytteen kaksinkertaiseen analysointiin kolmessa kokeessa. 
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Ta u lukko 9 . qPCR-se okse n  va lm istus 

O sa  

Re a ktio ide n  m ä ä rä  (µl) 

Lopu lline n  
m ä ä rä  1  56+ 1* 28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan 
Universa l PCR 
Ma ster Mix, 2x 

12,5 712,5 362,5 237,5 1x 

Aluke- ja  
koetinseos, 10x 2,5 142,5 72,5 47,5 1x 

Nuklea asiton 
PCR-vesi 5 285 145 95 – 

Näyte (lisä tä än 
va iheessa  6) 5 5 

kuta kin 
5 

kuta kin 
5 

kuta kin – 

Kokona ismäärä  25 25 
kuta kin 

25 
kuta kin 

25 
kuta kin – 

 

* 24 näytettä ; yksi koe/ sa rja . 
† 10 näytettä ; kaksi koetta / sa rja . 
† 5 näytettä ; kolme koetta / sa rja . 
 
4 . Se koita  qPCR-se os hyvin  ja  se n trifugoi sitä  h e tki (no in  10  se kun tia   

10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 
5 . Annoste le  20  µl qPCR-e sise osta  kuopp a a  koh ti. 
6 . Lisä ä  5  µl DNA-nä yte m a te ria a lia  ta i kon tro lle ja  va sta a va a n  

kuoppa a n  (kokona ism ä ä rä  on  25  µl). 
7 . Se koita  va rova sti p ipe to im a lla  ylös ja  a la s. 
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 käytät LightCycler 480 I - laitetta, noudata 11a -vaiheen ohjeita. 

Jos käytät LightCycler 480 II - laitetta, noudata 11b -vaiheen ohjeita.  
Tietoja LightCycler 480 -laitteen ohjelmoinnista on laitteen käyttöoppaassa. 
Ohjelman asetukset on selkeyden vuoksi merkitty mustilla kehyksillä. 
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11a.  LightCycler 480 I: Valitse Multi Color Hydrolysis Probe 
(Monivärinen hydrolyysinanturi), napsauta Customize (Mukauta) -
painiketta ja tarkista, että kanavat FAM (483 –533) ja Hex (533 –568) 
(eli VIC) on valittu (kuva 21). Aseta Reaction Volume (Reaktion 
tilav uus) -kentän arvoksi 25 µl (kuva 21) ja siirry vaiheeseen 12. 

 

 
Kuva 21. LightCycler 480 I: Tunnistusmuodon määrittäminen.  

 
  

1 4 
2 

3 
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11b . Ligh tCycle r 480  II: Va litse  Dua l Color Hydro lysis Probe  
(Ka ksivä rine n  hydro lyysia n tu ri), na psa u ta  Custom ize  (Mu ka u ta ) -
pa in ike tta  ja  ta rkista , e ttä  ka na va t FAM (465–510) ja  VIC /  HEX /  
(533–580) on  va littu  (kuva  22). Ase ta  Re a ction  Volum e  (Re a ktion  
tila vuus) -ke n tä n  a rvoksi 25  µl (kuva  22) ja  siirry va ihe e se e n  12 . 

 

 
Kuva  22 . Ligh tCycle r 480 II: Tunn istusm uodon  m ä ä rittä m ine n . 

 

1 4 

3 

2 
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12 . O hje lm oi PCR-la itte e se e n  ta u lukon  10  m uka ine n  PCR-oh je lm a  ja  
kä ynn istä  a jo . 
Huom a u tu s: kun kuva ilet la itteen levyjä rjestystä , va litse Step 1 : select 
workflow Va ihe 1: va litse työnkulku) -kohdasta  Endpt Geno 
(Pä ä tetapahtuman genotyypitys). 

Ta u lukko 10 . Ligh tCycle r 480  -la itte e n  lä m pötila p rofiili 

Hold  (Pito ) Lämpötila : 50 °C 

Aika : 2 min 

Hold  (Pito ) 2  Lämpötila : 95°C 

Aika : 10 min 

Cycling  (Syklit) 50 kertaa  

92 ºC,15 sekuntia ; yksi 

60 ºC 1 minuutti; yksi 

Hold  (Pito ) 3  60 ºC 1 minuutti; yksi 
 

Pä ä te p iste e n  a na lyso in ti Ligh tCycle r 480  -la itte e lla  

13 . Kun a jo  on  va lm is, na psa u ta  Ana lysis (Ana lyysi) -pa in ike tta . 
14 . Va litse  Cre a te  Ne w Ana lysis (Luo uu si a na lyysi) -va lin ta ikkuna sta  

Endpoin t Ge notyp ing  (Pä ä te ta pa h tum a n  ge notyyp itys). Va litse  
a na lyso ita va  ryhm ä  Subse t (Ala sa rja ) -va likosta  (kuva  23). 
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Kuva  23 . Ana lyysityyp in  ja  a na lysoita va n  ryhm ä n  va litse m inen . 

 

15 . Va litse  se u ra a va n  ikkuna n  Alle le  X (Alle e li X) -kohda sta  He x-
fluore se nssi (e li VIC) ja  Alle le  Y (Alle e li Y) -kohda sta  FAM-
fluore se nssi (kuva  24). 

 

 
Kuva  24 . Fluore se nssin  va litse m inen  Alle le  X (Alle e li X)- ja  Alle le  Y (Alle e li Y) -
kohd ista . 

 

16 . Se ura a va ssa  ikkun a ssa  (kuva  25 ) e site tä ä n  le vyjä rje stys (1 , ylhä ä llä  
va se m m a lla ), n ä ytte ide n  fluore se nssie n  tu lokse t (2 , a lha a lla  
va se m m a lla ) ja  p iste ka a vio , josta  nä hd ä ä n  a lle e lie n  e ro tte lu   
(3 , o ike a lla ; 50 . PCR-syklissä  m ita ttu  FAM- ja  VIC-fluore se nssi). 

 

1 

2 

1 2 
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Kuva  25 . Tie to je n  yh tee nve to . 

 

17 . Jos ha lua t vie dä  tie dot, na psa u ta  nä yte tu loste n  m a llia  h iire n  
ka kkospa in ikke e lla  ja  va litse  Export Ta b le  (Vie  ta u lukko). Tie dosto  
ta lle nne ta a n  te kstim uodossa  (.txt). 

1 

2 

3 
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18 . Ava a  tie dosto  Exce lissä , jo tta  vo it ka tse lla  ja  a na lyso ida  tu loksia . 
Tu lokse t tu le va t nä yttöön , ku te n  kuva ssa  26 . 

 

 
Kuva  26 . Tu loste n  e sime rkki Exce l-tie dostossa . 

 

VIC 
FAM 



 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan käsikirja    06/ 2016 39  
 

Pro tokolla : qPCR-a jo  Ligh tCycle r 2 .0  -la itte e lla   
Huom a u tu s: Teknisten vaa timusten ta kia  LightCycler 2.0 -kokeet on tehtävä  
tietyillä  reagensseilla . Suosittelemme käyttämä än LightCycler TaqMan Master -
reagenssia . Va lmista  Ma ster Mix 5x va lmista jan ohjeiden muka a n. 

32 kapilla a rin roottoria  käytettäessä  suosittelemme tekemään ka ikki mittaukset 
kahtena , kuten ta ulukossa  11 esitetää n. 

Ta u lukko 11 . Re a ktio ide n  m ä ä rä : Ligh tCycle r 2 .0  -la ite  

Nä ytte e t Re a ktio t 

Aluke - ja  koe tin se os JAK2 V617F (PPM-VF) (32  re a ktio ta ) 

12 DNA-näytettä  12 ×  2 reaktiota  

3 DNA-kontrollia  3 x 2 reaktiota  (PC-VF, NC-VF ja  
CO S-VF, joka isella  kaksi testiä ) 

Vesikontrolli 2 reaktiota  
 

Nä ytte ide n  kä sitte ly Ligh tCycle r 2 .0  -la itte e lla  

 
Kuva 27. Ehdotetut roottorin asetukset, kun koe tehdään ipsogen  JAK2 Muta Screen 
Kit -sarjalla.  PC: positive control (positiivinen kontrolli); NC: negative control (negatiivinen 
kontrolli); CO S: cut-off sample (ka tka istu näyte); S: DNA-näyte; H 2 O : vesikontrolli. 
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qPCR-a jo  Ligh tCycle r 2 .0  -la itte e lla   

Huom a u tu s: tee ka ikki va iheet jä ä llä . 

Me ne te lm ä  

1 . Sula ta  ka ikki ta rvitta va t osa t ja  a se ta  n e  jä ä ha u te e se e n . 
O sa t tulisi otta a  paka stimesta  noin 10 minuuttia  ennen a loittamista . 

2 . Se koita  hyvin  ja  se n trifugoi he tki ka ikkia  pu tkia  (no in  10  se kun tia   
10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 

3 . Va lm ista  se u ra a va  qPCR-se os kä site ltä vie n  nä ytte ide n  m ä ä rä n  
m uka a n .  
Ka ikki pitoisuudet koskeva t reaktion lopullista  mä ä rää . 

Taulukossa  12 esitetä än pipetointijä rjestys yhden reagenssiseoksen 
va lmistusta  va rten. La skelma  perustuu lopulliseen reaktioon, jonka  määrä  
on 20 µl. Esiseos voidaa n va lmista a  reaktioiden mä ärän muka an sama lla  
a luke- ja  koetinseoksella . Mukaa n on sisä llytetty lisä tilavuutta  
pipetointivirheen kompensoimista  va rten. 

LightCycler 2.0 -la itteessa  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja a  voida an 
käyttä ä  12 näytteen kaksinkerta iseen a na lysointiin yhdessä  kokeessa  
(kuva  27). 

Ta u lukko 12 . qPCR-se okse n  va lm istus Ligh tCycle r 2 .0  -la ite tta  va rte n  

O sa  

Re a ktio ide n  m ä ä rä  (µl) 

Lopu lline n  m ä ä rä  1  32+ 1  

LightCycler TaqMan 
Ma ster Mix, 5x 4 132 1x 

Aluke- ja  koetinseos, 
10x 2 66 1x 

Nuklea asiton PCR-
vesi 9 297 – 

Näyte (lisä tä än 
va iheessa  4) 5 5 kuta kin – 

Kokona ismäärä  20 20 kuta kin – 
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4 . Se koita  qPCR-se os hyvin  ja  se n trifugoi sitä  h e tki (no in  10  se kun tia   
10  000  rpm :n  nope ude lla , jo tta  ne ste  ke rtyy pu tke n  poh ja lle ). 

5 . Annoste le  15  µl qPCR-e sise osta  ka p illa a ria  koh ti. 
6 . Lisä ä  5  µl DNA-nä yte m a te ria a lia  ta i kon tro lle ja  va sta a va a n  

ka p illa a riin  (kokon a ism ä ä rä  on  20  µl). 
7 . Se koita  va rova sti p ipe to im a lla  ylös ja  a la s. 
8 . Ase ta  ka p illa a rit la itte e n  m uka na  tu lle isiin  sovittim iin  ja  se n trifugoi 

kevyesti (700 x g, noin 10  sekuntia).  
9. Aseta näytteet PCR -laitteeseen valmistajan suositusten mukaan.  
10.  Ohjelmoi PCR -laitteeseen taulukon  13 mukainen ohjelma (kuva 28).  

Tietoja LightCycler 2,0 -laitteen ohjelmoinnista on laitteen käyttöoppaassa.  
Ohjelman asetukset on selkeyden vuoksi merkitty mustilla kehyksillä. 
Huomautus : varmista, että asetukset on tehty kvantifiointia varten sekä 
yhtä FAM- ja VIC-fluoresenssin keruuta varten monistus/syklit-vaiheessa ja 
viimeisessä pidossa 60 °C:n lämpötilassa. 
 

 
Kuva 28. LightCycler 2.0 -lai tteen ohjelmointinäyttö.  

1 
2 
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Ta u lukko 13 . Ligh tCycle r 2 .0  -la itte e n  lä m pötila p rofiili 

Hold  (Pito ) Lämpötila : 55°C 

Aika : 2 min 

Ramppi: 20 

Hold  (Pito ) 2  Lämpötila : 95°C 

Aika : 10 min 

Ramppi: 20 

Cycling  (Syklit) 50 kertaa  

92 ºC,15 sekuntia ; ramppi: 20 

60 °C, 1 minuutti; ra mppi 20 

Hold  (Pito ) 3  60 °C, 1 minuutti; ra mppi 20 
 

 

Pä ä te p iste e n  a na lyso in ti Ligh tCycle r 2 .0  -la itte e lla  

11 . Va litse  m on istukse n  lopu ttua  O n line  Da ta  Disp la y (Tie to je n  nä yttö  
ve rkossa ) -vä lile h ti (kuva  29). Ava a  Cu rre n t Fluore sce nce  (Nykyine n  
fluore se nssi) -ikkun a n  va se m m a sta  ylä ku lm a sta  nä yttöva likko  ja  
kirjoita Acquisition no. (Keruunumero) -kenttään 51 . 

 

 
Kuva 29. Tulokset ja historiatiedot Online Data Display (Tietojen näyttö verkossa) 
-välilehdessä.  

 

1 
2 
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12.  Napsauta hiiren kakkospainikkeella näyttöä Current Fluorescence 
(Nykyinen fluoresenssi) -kaavion lähellä ja valitse Export (Vie).  

13.  Valitse Export chart (Vie kaavio) -valintaikkunasta Excel -vaihtoehto 
(kuva 30). Lisää Filename (Tiedostonimi) -kenttään nimi. Valitse -
painikkeella paikka, johon tulostiedosto viedään. Napsauta Export 
(Vie) -painiketta.  

 
Kuva 30. Vientitiedoston muodon ja tallennuspaikan valitseminen.  

 

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

 

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

 

1 

2 3 
4 

Pa ikka  
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Tu loste n  tu lkitse m ine n  
Hanki tiedosto, joka  sopii ka ikkien la itteiden vietyjen tietojen poiminta an: Rotor-
Gene Q  MDx 5plex HRM ta i muu Rotor-Gene -la ite, LightCycler 2.0 ta i 480; 
Applied Biosystems 7300 ta i 7500 Rea l-Time PCR System,  
ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS ta i 7900HT SDS, ja  ta rkista  fluoresenssita sot 
(niiden on oltava  yhdenmuka isia  ka ksoiskappa leiden vä lillä ). 

Tee fluoresenssitiedoista  gra a finen esitys (pisteka avio). VIC-fluoresenssi on  
x-akselilla  ja  FAM-fluoresenssi y-akselilla . 

Gra a fine n  e sitys ja  la a dunva rm istukse n  e hdo t 
Kuvassa  32 on esimerkki pisteka aviosta . 

 
Kuva  32 . Edusta va n  a lle e lien  e ro tuskoke en  p iste ka a vio . La itteet: Rotor-Gene Q , Applied 
Biosystems, ABI PRISM ja  LightCycler 480. 

Näytteiden tulisi sija ita  kaa rella , joka  yhdistää  nega tiiviset kontrollit (NC) 
positiivisiin kontrolleihin (PC). 

Minkä  tahansa  kontrollin vä ä rä  sija inti voi olla  merkki kokeen virheestä .  

 Positiivisten kontrollien tulisi olla  ylhä ä llä  vasemmalla . 

 Nega tiivisten kontrollien tulisi olla  a lhaa lla  oikea lla .  

 Nega tiivisen kontrollin sopima ton sija inti voi olla  merkki 
kontamina a tiosta .  

 Katka istun näytteen pitä isi nä kyä  nega tiivisten kontrollien yläpuolella .  

RN
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Näyttee
 

PC-VF 

NC-VF 

CO S-VF 

H2O  

RN-fluoresenssi VIC 560 nm 
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 Vesikontrollien tulisi olla  a lha a lla  vasemma lla .  

 Vesikontrollin sopima ton sija inti (FAM-mittauksen nega tiivisia  
kontrolleja  ylempänä  ta i VIC-mittauksen positiivisia  kontrolleja  
ylempänä ) voi olla  merkki kontamina a tiosta .  

Huom a u tu s: Kontrollien sija inti voi olla  erila inen LightCycler 2.0 -la itteen 
tietojen ana lyysissä  (kuva  33). Vesikontrollien tulisi silti olla  a lha a lla  
vasemmalla . 

 
Kuva  33 . Edusta va n  a lle e lien  e ro tuskoke en  p iste ka a vio . La ite: LightCycler 2.0. 

Norm a liso idun  FAM/ VIC-suh te e n  la ske n ta  ja  ge notyypp i 
Laske ka ikkien näytteiden FAM/ VIC-suhteet. Laske positiivisen kontrollin (PC), 
ka tka istun näytteen (CO S) ja  nega tiivisen kontrollin (NC) FAM/ VIC-suhteet. 
Suhteiden on oltava  yhdenmuka isia  kaksoiskappa leiden vä lillä . Laske ka ikkien 
kaksoiskappa leiden keskimä ärä inen suhde. 

Laske ka tka istun näytteen (CO S) ja  ka ikkien näytteiden norma lisoitu suhde 
(NSuhde): 

NSuhde Näyte  =   
Suhde Näyte 

 
Suhde NC 

 

Huom a u tu s: Testin ha rmaa  a lue (HA) on a rvojen a lue, jolla  erottelun 
suorituskyky ei ole riittävä . Harma a lla  a lueella  oleva  a rvo ta rkoittaa , että  
kohdemarkkeria  ei voi a rvioida  lä snäolevaksi eikä  poissa oleva ksi. Ha rma a  a lue 
on la skettava  joka iselle kokeelle.  

NC-VF 

PC-VF 

CO S-VF 

Villityypin näyte 

Muta toitunut näyte 

H2O  

RN-fluoresenssi VIC 560 nm 
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Laske ka tka istun näytteen norma lisoidun suhteen (NRa tio CO S) ympärillä  oleva  
ha rmaa  a lue eli epäva rmuusa lue: 

HA: [(NSuhde CO S x 0,94); (NSuhde CO S x1,06)] 

 

Vertaa  joka isen näytteen norma lisoitua  suhdetta  NSuhde CO S:n ha rmaaseen 
a lueeseen. Tulosten tulkinta  esitetää n taulukossa  14. Ta ulukossa  15 on 
esimerkki tietojen la skenna sta  ja  tulkinnasta . 

Ta u lukko 14 . Ge no tyypp ie n  tu loste n  tu lkin ta  norm a liso itu je n  suh te ide n  
a vu lla  

Tu lokse t Tu lkin ta  

NSuhde Näyte  >  NSuhde CO S x 1,06 JAK2 V617F -mutaa tio löytyi 

NSuhde Näyte  <  NSuhde CO S x 0,94 JAK2 V617F -mutaa tiota  ei löytynyt 

NSuhde Näyte  on NSuhde CO S:n 
ha rmaa lla  a lueella  

Tulos on epäselvä  
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Ta u lukko 15 . Esim e rkki fluore se nssitie to je n  la ske nna sta  ja  tu lkinna sta   

Nä yte  VIC FAM Suhde  
Ke skim ä ä rä ine n  

suhde  NSuhde  Tu lkin ta  

NC 2,415 1,782 0,738 
0,747 1,000 Mutaa tiota  

ei löytynyt NC 2,46 1,861 0,757 

PC 1,241 5,606 4,517 
4,672 6,253 Mutaa tio 

löytyi PC 1,182 5,706 4,827 

CO S 1,91 1,832 0,959 
0,958 1,282 Ka tka istu 

näyte CO S 2,035 1,946 0,956 

S 1 2,311 1,783 0,772 
0,742 0,992 Mutaa tiota  

ei löytynyt S 1 2,555 1,818 0,712 

S 2 1,097 5,745 5,237 
4,276 5,723 Mutaa tio 

löytyi S 2 1,437 4,764 3,315 

S 3 2,265 2,149 0,949 
0,927 1,241 Epäselvä  

tulos S 3 2,435 2,206 0,906 

S 4 2,385 2,063 0,865 
0,904 1,210 Epäselvä  

tulos S 4 2,322 2,191 0,944 

HA 1 ,205  1 ,359      
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O nge lm ie n  ra tka isu  
Tämä  ongelmien ra tka isuopa s voi auttaa  mahdollisissa  esiin tulevissa  
ongelmissa . Lisä tietoja  on sa a tavissa  myös teknisen tuen sivustoltamme usein 
kysyttyjen kysymysten osiosta : www.q ia ge n .com / FAQ / FAQ List.a spx. 
Q IAGENin teknisen pa lvelun a siantuntija t vasta ava t a ina  mielellää n 
kysymyksiisi koskiva tpa  ne sitten tämä n käsikirja n tietoja  ta i tä ssä  käsikirja ssa  
esiteltyjä  protokollia  ta i näytteisiin ja  testeihin liittyviä  tekniikoita  (yhteystiedot: 
Yhteystiedot, sivu 59). 
 
 Huom a u tuksia  ja  e hdotuksia  

Positiivise n  kon tro llin  signa a li on  ne ga tiivine n  

a ) Pipetointivirhe Ta rkista  pipetointijä rjestys ja  reaktion 
jä rjestely. 

Suorita  PCR-a jo uudelleen. 

b) Sarja n osien vää rä  
sä ilytys 

Sä ilytä  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja a  
lämpötila ssa  –30...–15 °C ja  pidä  a luke- ja  
koetinseos (PPM) va lolta  suoja ttuna . Ka tso 
”Reagenssien sä ilytys ja  käsittely”, sivu 10. 

Vä ltä  toistuva a  jä ädytystä  ja  sula tusta .  

Jaa  reagenssit a likvootteihin sä ilytystä  va rten. 

Ne ga tiivise t kon tro llit ova t positiivisia  

Ristikontaminaa tio Va ihda  ka ikki kriittisen tä rkeä t reagenssit. 

Toista  koe käyttäen ka ikista  reagensseista  
uusia  a likvootteja . 

Käsittele näytteitä , sa rjan osia  ja  ta rvikkeita  
hyvien käytä ntöjen muka isesti, jotta  näytteiden 
vä listä  kontaminaa tiota  ei tapahdu. 

Ei signa a lia  e de s p ositiivisissa  kon tro lle issa  

a ) Pipetointivirhe ta i 
reagensseja  on jää nyt 
pois 

Ta rkista  pipetointijä rjestys ja  reaktion 
jä rjestely. 

Suorita  PCR-a jo uudelleen. 

b) Riittämä ttömästä  
puhdistuksesta  johtuva t 
näytema teriaa lin 
inhibitoriset va ikutukset 

Toista  DNA:n va lmistelut. 
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 Huom a u tuksia  ja  e hdotuksia  

c) LightCycler: Vää rä  
tunnistuskanava  va littu 

Mä äritä  kanava -asetukseksi F1/ F2 ta i 
530 nm/ 640 nm. 

d) LightCycler: 
Tiedonkeruuta  ei ole 
ohjelmoitu 

Ta rkista  sykliohjelma t. 

Va litse keruumenetelmäksi Single PCR-
ohjelman kunkin pa riutumissegmentin 
lopussa . 

Nä ytte ide n  signa a li on  he ikko  ta i po issa , m u tta  positiivisissa  
kon tro lle issa  e i ong e lm ia  

 DNA:n huono la a tu ta i 
riittämä tön pitoisuus 

Ta rkista  a ina  DNA:n la a tu ja  pitoisuus ennen 
a loittamista . 

Ligh tCycle r: Fluore se nssin  vo im a kkuus e i riitä  

a ) Sarja n osien vää rä  
sä ilytys 

Sä ilytä  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja a  
lämpötila ssa  –30...–15 °C ja  pidä  a luke- ja  
koetinseos (PPM) va lolta  suoja ttuna . Ka tso 
”Reagenssien sä ilytys ja  käsittely”, sivu 10. 

Vä ltä  toistuva a  jä ädytystä  ja  sula tusta .  

Jaa  reagenssit a likvootteihin sä ilytystä  va rten. 

b) Kohde-DNA:n hyvin pieni 
a loitusmäärä  

Lisä ä  näyte-DNA:n määrä ä .  

Huom a u tu s: inhibitorisia  va ikutuksia  saa ttaa  
ilmetä  va litun DNA-va lmistelutava n muka an. 

Ligh tCycle r: Fluore se nssin  vo im a kkuus va ih te le e . 

a ) Pipetointivirhe Pipetointivirheen a iheuttamaa  va ihtelua  
voida an vä hentä ä  ana lysoima lla  tiedot F1/ F2- 
ta i 530 nm/ 640 nm -tila ssa . 

b) Kapilla a rien sentrifugointi 
ei riitä  

Va lmistettu PCR-seos voi yhä  olla  kapilla a rin 
yläosassa , ta i kapilla a rin kä rjessä  voi olla  
ilmakupla . 

Sentrifugoi reaktioseoksella  täytetyt kapilla a rit 
a ina  la itteen käyttöohjeiden muka an. 

c) Kapilla a rin kä rjen 
ulkopinta  on lika inen 

Käytä  a ina  käsineitä  kapilla a reja  käsitellessä si. 
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La a dunva rm istus 
Q IAGENin ISO -sertifioidun la adunha llinta jä rjestelmä n muka isesti joka inen 
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan erä  testa taan mä ärä ttyjen vaa timusten 
muka isesti tuotteiden yhdenmuka isen la adun ta ka amiseksi. Ana lyysin 
sertifikaa tteja  voida a n tila ta  osoitteesta  www.q ia ge n .com / su pport/ . 

Ra jo itukse t 
Käyttä jien on sa a tava  koulutusta  ja  heidän on perehdyttävä  tämän la itteen 
tekniikka an ennen sen käyttöä . Tä tä  sa rja a  on käytettävä  tämä n käyttöoppa an 
ohjeiden muka isesti yhdessä  va lidoidun, kohdassa  ”Tarvittava t ma teria a lit (jotka  
eivä t kuulu toimitukseen)” sivulla  8 esitetyn la itteen kanssa . 

Saa tu diagnostinen tulos on tulkittava  yhdessä  muiden kliinisten löydösten ta i 
labora toriolöydösten kanssa . Käyttä jän vastuulla  on va lidoida  jä rjestelmän 
suorituskyky ka ikissa  niissä  labora toriossa  käytetyissä  menetelmissä , joita  
Q IAGENin tekemä t suorituskykytutkimukset eivä t ka ta . 

Ka ikkien osien pa kka uksiin ja  etiketteihin pa inettuja  viimeisiä  
käyttöpä ivämä äriä  on nouda tettava . Älä  käytä  va nhentuneita  komponentteja . 

Suoritu skykyom ina isuude t 

Ei-kliin ise t tu tkim ukse t 
Ei-kliinisissä  tutkimuksissa  selvitettiin ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan 
ana lyyttistä  suorituskykyä . 

Ta rkkuus 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja lla  testa ttiin JAK2 V617F -mutaa tion 
solulinjan genomisen DNA:n (villityyppi) kolmea  la imennusta soa . La imennukset 
vasta siva t mutaa tiokuormia  1 %, 2 % ja  3 %. Joka iselta  ta solta  saa tiin erillisiä  
la imennuseriä , ja  nä iden la imennusten replika a tteja  testa ttiin kolmessa  
erillisessä  kokeessa . DNA-näytteiden suhteita  (Suhde Näyte) verra ttiin nega tiivisen 
kontrollin suhteeseen (JAK2 100 % villityypin DNA, Suhde NC). Tulosten 
yhteenveto on Ta ulukossa  16. 
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Ta u lukko 16 . Ei-kliin iste n  tu tkim uste n  ta rkkuustie dot  

Muta a tio ta so  Suhde Nä yte > Suhde NC 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 
 

La bora torio ide n  vä lise t a na lyysitie do t 

Monikeskustutkimukseen osa llistui 13 labora toriota . Siinä  kerä ttiin JAK2 V617F 
-mutaa tion sisä ltävän villityypin genomisen DNA:n la imennuksia  koskevia  
ana lyysitietoja . Joka isessa  labora toriossa  tehtiin kolme koetta . Niissä  testa ttiin 
solulinjojen seuraavia  DNA-näytteitä : 

 1 nega tiivinen kontrolli (NC) 0 % V617F 

 1 positiivinen kontrolli (NC) 100 % V617F 

 1 ka tka istu näyte (CO S) 2 % V617F 

 3 näytettä , joissa  on keskimä ärä inen muta a tiokuorma  (20 %, 50 %  
ja  80 %) 

Kokeet tehtiin seitsemä llä  eri la itema llilla :  

 ABI PRISM 7000 SDS 

 Applied Biosystems 7300 Rea l-Time PCR System 

 Applied Biosystems 7500 Rea l-Time PCR System 

 ABI PRISM 7700 SDS 

 ABI PRISM 7900 SDS 

 LightCycler 2.0 

 iCycler® 

Tulosten yhteenveto on Taulukossa  17. 
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Ta u lukko 17 . La bora torio ide n  vä lise t a na lyysitie dot JAK2 V617F -
m uta a tion  sisä ltä vie n  so lu lin jo je n  villityyp in  ge nom ise n  DNA:n  
la im e nnuksista  

Nä ytte e n  tunn istus Positiivise t nä ytte e t Ne ga tiivise t n ä ytte e t 

JAK2 V617F  177* 0 

JAK2 villityyppi 0 36 
 

* Positiivisiin näytteisiin kuului 36 positiivista  kontrollia  (PC-VF), 36 ka tka istua  näytettä   
(CO S-VF; 2 % V617F), 34 näytettä , joissa  on 20 % JAK2 V617F, 35 näytettä , joissa  on 50 % 
JAK2 V617F ja  36 näytettä , joissa  on 80 % JAK2 V617F. 

Kliin ise t tu tkim ukse t 

ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarjan ja ARMS ®-menetelmän vertailu  
DNA-näyte otettiin 141 potilaalta, joiden epäiltiin sairastavan 
myeloproliferatiivista tautia. Näytteet testattiin rinnakkain ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjalla ja qPCR-analyysillä ARMS (Amplification Refractory 
Mutation System) -periaatteen mukaan (11). Vertailun tulokset esitetään 
taulukossa 18 (2 x 3 ehdon taulukko) ja taulukossa 19 (prosentuaalinen 
yhtäpitävyys). 

Taulukko 18. Menetelmien vertailu: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarja 
ja ARMS 

 ARMS-testimenetelmän tulokset  
 JAK2 

V617F 
>  2 % 

JAK2 villityyppi 
(JAK2 V617F 

<  2 %) Yhteensä  

ipsogen  JAK2 
Muta Screen -
testimenetelmä  

JAK2 V617F 
-mutaatio 
löytyi  

91 0 91  

Epäselvä 
tulos  

1 2 3 

JAK2 
villityyppi  
Mutaatiota 
ei löytynyt  

1 46 47  

Yhteensä   93  48  n = 141  
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Taulukko 19. Menetelmien vertailu: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarja 
ja ARMS  

 Yhtäpitävyys 
( %) 

95 %:n 
luottamusväli* 
(%) 

Positiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja ARMS-
menetelmän välillä 

98,9  94,1 -99,8  

Negatiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja ARMS-
menetelmän välillä 

100  92,3 -100 

Yhtäpitävyys yhteensä  99,3  96,0 -99,9  
 

* Luottamusvälien laskenta perustui ohjeeseen CLSI EP12-A User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline. 

ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarjan ja sekvensoinnin välinen vertailu  
DNA-näyte otettiin 51 potilaalta, joiden epäiltiin sairastavan 
myeloproliferatiivista tautia. Näytteet testattiin rinnakkain ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjalla ja vertailutekniikalla (perusmallilla), johon kuuluu suora 
sekvensointi. Yhtä näytettä ei voinut tulkita sekvensointivirheen takia. Yhteenveto 
50 tulkittavissa olleen näytteen tuloksista esitetään taulukossa 20 (2 x 3 ehdon 
taulukko) ja taulukossa 21 (prosentuaalinen yhtäpitävyys). 
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Taulukko 20. Mene telmien vertailu: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarja 
ja sekvensointi  

 Suoran sekvensoinnin tulokset  
 JAK2 

V617F 
>  2 % 

JAK2 villityyppi 
(JAK2 V617F 

<  2 %) Yhteensä  

ipsogen  JAK2 
Muta Screen -
testimenetelmä  

JAK2 V617F 
-mutaatio 
löytyi  

26 1 27  

Epäselvä 
tulos  

0 1 1 

JAK2 
villityyppi  
Mutaatiota 
ei löytynyt  

2 20 22  

Yhteensä   28  22  n = 50  
 

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

 Yhtäpitävyys 
(%) 

95 %:n 
luottamusväli* 
(%) 

Positiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja 
sekvensoinnin välillä 

92,9  77,4 -98,0  

Negatiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja 
sekvensoinnin välillä 

95,2  77,3 -99,2  

Yhtäpitävyys yhteensä  93,9  83,5 -97,9  
 

* Luottamusvälien laskenta perustui ohjeeseen CLSI EP12-A User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline. 
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228 potilaan näytteiden monikeskustutkimus  
Potilaiden DNA-näytteitä analysoitiin paikallisilla tekniikoilla laboratorioiden 
väliseen tutkimukseen osallistuneissa 13 laboratoriossa. Jokaisessa 
laboratoriossa tehtiin 3 koetta ei-kliinisten tarkkuustietojen kohdalla esitettyjen 
solulinjojen DNA:lla (yllä) ja laboratorion kymmeneltä käytettävissä olevalta 
potilaalta saadulla DNA:lla.  
228 näytettä, joissa oli tunnettu JAK2-genotyyppi, testattiin rinnakkain ipsogen 
JAK2 MutaScreen Kit -sarjalla ja paikallisilla menetelmillä, joihin kuuluivat 
kvalitatiivinen PCR, alleelikohtainen PCR, FRET (Fluorescence Energy Resonance 
Transfer), sekvensointi, alleelikohtainen oligonukleotidien PCR, RFLP ja alleelien 
erotus. Vertailujen tulokset esitetään taulukossa 22 (2 x 3 ehdon taulukko) ja 
taulukossa 23 (prosentuaalinen yhtäpitävyys). 

Taulukko 22. Menetelmien vertailu: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarja 
ja paikalliset menetelmät  

 Paikallisen testauksen tulokset  
 

Mutaatio 
löytyi  

JAK2 V617F  

Villityypin 
JAK2-

mutaatiota ei 
löytynyt  Yhteensä  

ipsogen  JAK2 
Muta Screen -
testimenetelmä  

JAK2 V617F 
-mutaatio 
löytyi  

139 3 142  

Epäselvä 
tulos  

5 17 22 

JAK2 
villityyppi  
Mutaatiota 
ei löytynyt  

3 61 64  

Yhteensä   147  81 n = 228  
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Taulukko 23. Menetelmien vertailu: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit -sarja 
ja paikalliset menetelmät  

 Yhtäpitävyys 
( %) 

95 %:n 
luottamusväli* 
(%) 

Positiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja 
paikallisten menetelmien välillä 

97,9  94,0 -99,3  

Negatiiviset tiedot 
Yhtäpitävyys ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit -sarjan ja 
paikallisten menetelmien välillä 

95,3  87,1 -98,4  

Yhtäpitävyys yhteensä  97,1  93,8 -98,7  
 

* Luottamusvälien laskenta perustui ohjeeseen CLSI EP12-A User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline. 

Varmuus: terveiltä luovuttajilta saatujen näytteiden testaus  
103 terveeltä verenluovuttajalta saatuja DNA-näytteitä analysoitiin ipsogen 
JAK2 MutaScreen RS Kit -sarjalla. Kaikki näytteet tunnistettiin villityypin JAK2-
näytteiksi. Kuvassa 34 esitetään LightCycler 480 -laitteella tehty 38 näytteen 
analyysi. 
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Kuva 34. Terveiden luovuttajien analyysi.  38 terveen luovuttajan analysointi LightCycler 
480 -la itteella  () ja  ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit -sa rja lla  (luettelonumero 673123). Kaksi 
kertaa  saadut positiiviset tulokset () vastaava t sa rjan mukana  toimitettua  verta iluasteikkoa . 
VIC-fluoresenssia rvot ova t x-akselilla  ja  FAM-arvot y-akselilla . 
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Merkinnät  
Pakkauksessa ja etiketeissä saattaa näkyä seuraavia symboleita: 

 <N>  
Sisältää reagensseja, jotka riittävät <N>  reaktioon 

 
Viimeinen käyttöpäivämäärä 

 
Diagnostinen in vitro -lääkintälaite 

 Luettelonumero 

 Eränumero 

 Materiaalinumero 

 GTIN-numero 

 
Lämpötilarajoitus 

 
Valmistaja 

 
Katso käyttöohjeet 

Yhteystiedot  
Jos tarvitset teknistä neuvontaa tai lisätietoja, käy teknisen tukemme sivuilla 
osoitteessa www.qiagen.com/Support , soita ilmaisnumeroomme  
00800 -22-44-6000 tai ota yhteyttä johonkin QIAGENin teknisen palvelun 
osastoon (ks. takakansi tai käy osoitteessa www.qiagen.com ). 
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Tila ustie dot 
Tuote  Sisä ltö  Lue tte lonum e ro  

ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit (10) 

10 reaktiota  va rten: V617F 
positiivinen kontrolli, V617F 
nega tiivinen kontrolli, V617F 
ka tka istu näyte, a luke- ja  koetinseos 
JAK2 villityyppi ja  JAK2 V617F 

673022 

ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit (24) 

24 reaktiota  va rten: V617F 
positiivinen kontrolli, V617F 
nega tiivinen kontrolli, V617F 
ka tka istu näyte, a luke- ja  koetinseos 
JAK2 villityyppi ja  JAK2 V617F 

673023 

Rotor-Ge ne  Q  MDx — IVD-va lido ituun  
re a a lia ika ise e n  PCR-a na lyysiin  kliin ise ssä  kä ytössä  

 

Rotor-Gene Q  MDx 
5plex HRM Pla tform 

Reaa lia ika inen PCR-jakso ja  HRM-
ana lysa a ttori, jossa  on 5 ka navaa  
(vihreä , kelta inen, oranssi, puna inen 
ja  viininpuna inen) sekä  HRM-
kanava , ka nnettava  tietokone, 
ohjelmisto ja  va rusteet: sisä ltä ä   
1 vuoden ta kuun osien 
rikkoutumisen ja  va lmistusvirheiden 
va ra lta , ei sis. a sennusta  ja  
koulutusta  

9002032 

Rotor-Gene Q  MDx 
5plex HRM System 

Reaa lia ika inen PCR-jakso ja  HRM-
ana lysa a ttori, jossa  on 5 ka navaa  
(vihreä , kelta inen, oranssi, puna inen 
ja  viininpuna inen) sekä  HRM-
kanava , ka nnettava  tietokone, 
ohjelmisto ja  va rusteet: sisä ltä ä  1 
vuoden ta kuun osien rikkoutumisen 
ja  va lmistusvirheiden va ra lta , 
a sennuksen ja  koulutuksen 

9002033 

 

Voimassa  oleva t lisenssitiedot ja  tuotekohta iset vastuuvapausla usekkeet ova t 
saa tavilla  tuotekohta isista  Q IAGEN-sa rjojen käyttöoppa ista  ta i käsikirjoista . 
Q IAGEN-sa rjojen käsikirja t ja  käyttöoppa a t löytyvä t osoitteesta  
www.q ia ge n .com , ta i niitä  voi tiedustella  Q IAGENin teknisestä  huollosta  ta i 
pa ika lliselta  jä lleenmyyjä ltä . 



 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan käsikirja    06/ 2016 61 
 

Tämä sivu on jätetty tarkoituksella tyhjäksi. 
 





 

 

Tämä tuote on tarkoitettu käytettäväksi in vitro -diagnostiika ssa . ipsogen-tuotteiden jä lleenmyynti, muokkaus jä lleenmyyntiä  va rten ta i käyttö 
kaupa llisten tuotteiden va lmistukseen on kielletty ilman Q IAGENin kirja llista  lupa a . 

Tässä  a siakirja ssa  olevia  tietoja  sa a teta an muuttaa  ilman erillistä  ilmoitusta . Q IAGEN ei ole va stuussa  mistää n tä ssä  a siakirja ssa  ma hdollisesti 
olevista  virheistä . Tä mä n a siakirjan uskotaan oleva n julka isuhetkenään ka ttava  ja  ta rkka . Q IAGEN ei missää n tapauksessa  ole va stuussa  
sa tunna isista , erityisistä , monenkerta isista  ta i seura nna isvahingoista , jotka  liittyvä t tä mä n a sia kirja n käyttöön ta i ova t seurausta  sen käytöstä . 

ipsogen-tuotteille on myönnetty takuu siitä , että  ne ova t ilmoitettujen omina isuuksiensa  muka isia . Q IAGENin a inoa  velvollisuus ja  a siakkaan saa ma  
a inoa  korvaus ra joittuva t tuotteiden va ihtamiseen veloituksetta  tuotevirhetapauksissa  ta i jos tuote ei toimi takuussa  kerrotulla  tava lla . 

Tä tä  tuotetta  myydä ä n Epoch Biosciencesin lisenssisopimuksen mukaa n a inoastaan in vitro -dia gnostiikkaa  va rten, eikä  sitä  saa  käyttä ä  missään 
muissa  tutkimuksissa , kaupa llisessa  ja  kliinisessä  tutkimuksessa  eikä  muissa  in vitro -diagnostiikkaan kuuluma ttomissa  käyttökohteissa .   

JAK2 V617F -mutaa tio ja  sen kä yttö on suoja ttu pa tenttioikeuksilla , mukaan lukien eurooppa la inen pa tentti EP1692281, yhdysva lta la iset pa tentit 
7,429,456 ja  7 ,781,199, yhdysva lta la iset pa tenttihakemukset US20090162849 ja  US20120066776 ja  niiden ulkoma iset va stineet. 

Tämä n tuotteen osta minen ei anna  oikeutta  sen käyttöön JAK2 V617F -mutaa tiota  va rten ta rkoitettujen lä äkkeiden kliinisissä  lä äketutkimuksissa . 
QIAGEN kehittää nimenomaisia lisenssiohjelmia tällaisia tarkoituksia varten. Lakiosastomme palvelee osoitteessa jak2licenses@qiagen.com . 

Tava ramerkit: Q IAGEN®, Sa mple to Insight®, Q IAamp®, ipsogen®, Rotor-Gene® (Q IAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, VIC® 
(Life Technologies Corpora tion); ARMS® (AstraZeneca  Ltd.); Excel® (Microsoft Corpora tion); iCycler® (Bio-Rad Labora tories, Inc.); LightCycler®, 
TaqMa n® (Roche Group); MGB™ (Epoch Biosciences). 

 

Ra joite ttu  lisenssisop im us 

Tämä n tuotteen käyttö ta rkoitta a  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rjan osta ja n ta i käyttä jän suostumusta  nouda tta a  seuraavia  ehtoja : 

1.  ipsogenJAK2 MutaScreen Kit -sa rja a  voidaan käyttä ä  a inoastaa n ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sa rja n kä sikirja n ohjeiden muka isesti ja  
a inoastaa n yhdessä  sa rja n sisä ltä mien osien kanssa . Q IAGEN ei myönnä  lisenssiä  mihinkää n a ineettoma an oma isuuteensa , eikä  tä mä n sa rja n 
oheisia  osia  saa  käyttä ä  ta i liittä ä  muihin osiin, jotka  eivä t sisä lly tä hä n sa rja a n, kuten ipsogen JAK2 MutaScreen Kit -sarjan käsikirjassa ja  
lisäprotokollissa  ma inita an. Ne ova t saa tavilla  osoitteesta  www.q ia gen .com . 

2. Q IAGEN ei takaa  kuin nimenoma isissa  lisensseissään, että  tämä  sa rja  ja / ta i sen kä yttä jä (t) eivä t loukkaa  kolmannen ta hon oikeuksia . 

3. Tämä  sa rja  ja  sen komponentit on lisensoitu kertakäyttöön, eikä  niitä  sa a  käyttä ä  uudelleen, kunnostaa  ta i myydä  eteenpä in. 

4. Q IAGEN kiistä ä  nimenoma isesti ka ikki käyttöoikeudet, suora t ta i epä suora t, joita  ei ole tä ssä  nimenoma isesti ilmoitettu. 

5. Sa rjan osta ja  ja  käyttä jä  suostuva t siihen, että  he eivä t ryhdy ta i anna  kenellekään toiselle lupaa  ryhtyä  toimenpiteisiin, jotka  saa ttava t a iheutta a  
ta i edistä ä  mitä ä n yllä  kiellettyä  toiminta a . Q IAGEN voi kää ntyä  minkä  ta hansa  tuomioistuimen puoleen pannakseen tä ytäntöön tämän 
ra joitetun lisenssisopimuksen kiellot ja  saada  hyvityksen ka ikista  va lmistelu- ja  oikeuskuluista  (a siana jopa lkkiot mukaa n lukien), kun 
ta rkoituksena  on tä mä n ra joitetun lisenssisopimuksen ta i sa rja a n ja / ta i sen komponentteihin liittyvien imma teria a lioikeuksien täytäntöönpano. 

Ka tso pä ivitetyt käyttöoikeusehdot osoitteesta  www.q ia g en .com . 

HB-1371-003 © 2013–2016 Q IAGEN, ka ikki oikeudet pidä tetä ä n. 
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