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QIAGEN setzt Standards in:

der Reinigung von DNA, RNA und Proteinen,
Nukleinséure- und Protein-Assays,
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der Automatisierung von Probenvorbereitungs- und Testtechnologien.
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Vorgesehener Verwendungszweck

Die ipsogen JAK2 MutaScreen Kits sind fur den Nachweis der JAK2-V617F-
bzw. -G1849T-Mutation in genomischer DNA von Personen mit Verdacht auf
myeloproliferative Neoplasie (MPN) vorgesehen. Das Fehlen von JAK2-V617F
bzw. -G1849T schlieBt das Vorhandensein anderer JAK2-Mutationen nicht aus.
Der Test kann falsch-negative Ergebnisse anzeigen, falls zusétzliche Mutationen
im Bereich der Codons 615 bis 619 vorliegen (1).

Hinweis: Der Kit sollte gemdf3 den Anweisungen in diesem Handbuch und in
Kombination mit validierten Reagenzien und Geréten verwendet werden. Bei
nicht vorgesehenem Gebrauch (sog. ,,Off-Label-Use) dieses Produkts und/oder
durch Modifikation seiner Komponenten erlischt jegliche Haftung QIAGENS.

Zusammenfassung und Hintergrundinformationen

Im Jahr 2005 wurde die rekurrente somatische Mutation V617F, die das Janus-
Tyrosin-Kinase-2-(JAK2-)Gen betrifft, identifiziert (2-5). Diese Entdeckung stellte
einen bedeutenden Durchbruch im Verstdndnis und fir die Klassifizierung und
Diagnose myeloproliferativer Neoplasien (MPNs) dar. JAK2 ist bei einer Reihe
von Zytokinen, darunter auch Erythropoetin, ein kritisches Molekdl fir intra-
zellulare Signalwege.

Die JAK2-Mutation V617F lasst sich bei > 95 % der Patienten mit Polycythaemia
vera (PV), 50-60 % der Patienten mit essenzieller Thrombozythédmie (ET) und bei
50 % der Patienten mit primérer Myelofibrose (PMF) nachweisen. JAK2-V617F
wurde auch in einigen seltenen Féllen von chronischer myelomonozytérer
Leuké&mie, myelodysplastischem Syndrom, systemischer Mastozytose und chro-
nischer neutrophiler Leukédmie detektiert, gar nicht (0 %) dagegen bei CML (6).

Die Mutation entspricht einer einzelnen Nukleotid-Verdnderung, und zwar des
JAK2-Nukleotids 1849 im Exon 14, wodurch es zu einer Substitution der Amino-
séure Valin (V) durch Phenylalanin (F) in Position 617 des Proteins (in der JH2-
Doméne) kommt. Sie fUhrt zu einer konstitutiven JAK2-Aktivierung, einer
hédmatopoetischen Transformation in vitro und einem Erythropoetin-unabhén-
gigen Wachstum endogener erythroider Kolonien (EECs) bei allen Patienten mit
PV und einem hohen Prozentsatz der ET- und PMF-Patienten (7). JAK2-V617F ist
einer der Hauptfaktoren, der die Transformation der hdmatopoetischen Zellen
bei MPN fordert. Allerdings missen die zugrunde liegenden pathologischen
Mechanismen, die — bei Vorliegen derselben, einzigartigen Mutation — zu solch
unterschiedlichen klinischen und biologischen Phanotypen fGhren, noch
genaver erforscht werden.

Traditionell erfolgte die Diagnose der MPNs auf der Basis klinischer Befunde
sowie aufgrund histologischer Knochenmarks- und zytogenetischer Kriterien.
Die Entdeckung eines krankheitsspezifischen molekularen Markers fGhrte

sowohl zu einer Vereinfachung des Verfahrens als auch zu erhdhter diagnos-
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tischer Genauigkeit. Der Nachweis der JAK2-Mutation V617F ist jetzt Bestandteil
der Referenzkriterien der WHO des Jahres 2008 fur die Diagnose einer BCR-
ABL-negativen MPN (siehe Tab. 1), und das Vorhandensein dieser Mutation ist
ein wesentliches Kriterium bei der Bestatigung der Diagnose.
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Tabelle 1. WHO-Kriterien fur die Diagnose einer MPN (nach Referenz 8)

Kriterien fUr die Diagnose einer Polycythaemia vera (PV)

Haupt- 1. Hamoglobin (Hb) > 18,5 g-dI"! (M&nner) bzw. > 16,5 g-dI"!

kriterien (Frauen) oder
Hb oder Hamatokrit (Hkt) > 99. Perzentil des Referenzbereichs
bezogen auf Alter, Geschlecht oder Héhe des Wohnorts oder
Hb > 17 g-dlI”' (Manner) bzw. > 15 g-dI! (Frauen), falls assoziiert
mit anhaltender Erhéhung um = 2 g-dl' Gber Baseline, die nicht
einer Eisenmangel-Korrektur zugeschrieben werden kann, oder
Um > 25 % Gber dem mittleren normalen prognostischen Wert
erhdhte Erythrozyten-Fraktion
[2. Vorhandensein von JAK2-V617F oder einer dhnlichen Mutation ]

Neben- 1. Knochenmark mit trilinearer Myeloproliferation

kriterien 2. Serum-Erythropoetin-Spiegel unterhalb des Normalbereichs
3. Wachstum endogener erythroider Kolonien (EECs)

Kriterien f0r die Diagnose einer essenziellen Thrombozythémie (ET)

Haupt- 1. Thrombozytenzahl = 450 x 107 I!

kriterien 2. Megakaryozyten-Proliferation mit grof3er und reifer Morphologie.
Keine oder nur geringe Granulozyten- oder erythroide Proliferation
3. Nichterfillung der WHO-Kriterien for chronische myeloische Leu-
kédmie (CML), PV, primére Myelofibrose (PMF), myelodysplastisches
Syndrom (MDS) oder eine andere myeloische Neoplasie
[4. Nachweis von JAK2-V617F oder anderer klonaler Morke} oder
Kein Nachweis einer reaktiven Thrombozytose

Neben- —

kriterien

Kriterien fUr die Diagnose einer priméren Myelofibrose (PMF)

Haupt- 1. Megakaryozyten-Proliferation und -Atypie, verbunden mit

kriterien Retikulin- und/oder Kollagenfibrose, oder
Bei Nichtvorhandensein einer Retikulinfibrose missen die mega-
karyozytdren Verénderungen mit Hyperzellularitét des Knochen-
marks, granulozytdrer Proliferation und oftmals einer abgeschwach-
ten Erythropoese verbunden sein (d. h. prafibrotische PMF)
2. Nichterfollung der WHO-Kriterien fur (CML), PV, MDS oder eine
andere myeloische Neoplasie
[3. Nachweis von JAK2-V617F oder anderer klonaler Marke} oder
Kein Nachwels einer reaktiven Knochenmarktibrose

Neben- 1. Leukoerythroblastose

kriterien 2. Erhéhte Serum-Lactatdehydrogenase-Aktivitat (LDH)
3. Andmie
4. Tastbare MilzvergréBBerung (Splenomegalie)
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Vor Kurzem hat ein internationales Expertengremium Kriterien for therapeu-
tische Studien zu PV und ET vorgeschlagen. Auf der Grundlage von Daten zu
Allotransplantationen, Alpha-Interferon bzw. Hydroxyharnstoff wurde die JAK2-
V617F-Quantifizierung als ein potenziell hilfreiches Instrument zur Uberwa-
chung der Therapiereaktion mit aufgenommen (9). Als Reaktion auf einige neue
auf JAK2 abzielende Arzneimittel, die sich in der klinischen Entwicklung befin-
den, wurde eine Abnahme der JAK2-V617F-Mutationslast beobachtet (10).

Prinzip des Testverfahrens und seine Anwendung

In einem Alleldiskriminierungs-Assay werden zwei TagMan® Sonden gleichzeitig
eingesetzt (Multiplex-Assay). Bei der einen liegt eine vollkommene Ubereinstim-
mung (“Perfect Match”) zur Sequenz des Allels 2 (z. B. des Wildtyp-Allels) vor,
wahrend die andere vollkommen mit der Sequenz von Allel 1 (z. B. dem Allel
mit einer Mutation) Ubereinstimmt. Jede Sonde ist an ihrem 5'-Ende mit einem
bestimmten Fluoreszenzfarbstoff, dem Reporter — z. B. FAM™ oder VIC® —
markiert und trégt auflerdem einen nicht fluoreszierenden Quencher an ihrem
3'-Ende. Die Sonden enthalten auBBerdem einen sog. “Minor Groove Binder”
(MGB™) zur Stabilisierung der Bindung bei Verwendung kirzerer Sonden,
wodurch eine genauere Alleldiskriminierung erméglicht wird.

In der Elongationsphase der PCR wird die Perfect-Match-Sonde durch die
5'—>3'-Exonuklease-Aktivitét der Tag-DNA-Polymerase gespalten, wodurch der
Reporter-Farbstoff vom Quencher getrennt wird und ein messbares Fluoreszenz-
signal abgegeben wird. Die Sonde, deren Sequenz nicht perfekt Ubereinstimmt,
wird eher verdréngt als durch die Tag-DNA-Polymerase gespalten, sodass kein
Reporter-Farbstoff frei wird. Das generierte Fluoreszenzsignal (durch VIC oder
FAM) wird am Ende der PCR erfasst (Endpunkt-PCR) und zeigt unmittelbar das
Vorhandensein der Zielsequenz(en) in der Probe an (Wildtyp-Allel, mutiertes
Allel oder beide), ohne dass langwierige und arbeitsintensive Schritte nach der
PCR erforderlich sind, die zudem das Kontaminationsrisiko erhéhen. Die tat-
stchliche Menge an Ziel- oder Targetsequenz wird nicht bestimmit.

Die Anwendung dieser Technologie beim ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ist in der
folgenden Abbildung (siehe Abb. 1) dargestellt.
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Abbildung 1. Multiplex-Assay mit TagMan Sonden. Beim ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
wird diese Technologie zur Alleldiskriminierung verwendet.
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Mit dem Kit gelieferte Materialien

Kit-Inhalt

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (10) (24)
Katalog-Nr. 673022 673023
Anzahl Reaktionen 24 10
V617F Positive Control* PC-VF 30 ul 30 ul
(V617F-Positivkontrolle)

V617F Negative Controlt NC-VF 30 ul 30 ul
(V617F-Negativkontrolle)

Cut-Off Sample (Cut-off-Probe) COS-VF 30 ul 30 ul
Primers and probes mix PPM-VF, 10x 70 ul 145 ul
JAK2 V617F* (Primer- und Sonden-

Mischung JAK2-V617F)

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 1 1
Handbook (in Englisch)

* Positivkontrolle: 100 % V617F-DNA.
' Negativkontrolle: 100 % Wildtyp-DNA; 0 % V617F.

* Mischung aus spezifischen Vorwérts- und Rickwérts-Primern fir das JAK2-Gen, der
spezifischen V617F-FAM-Sonde und der Wildtyp-VIC-Sonde.

Hinweis: Zentrifugieren Sie die Reagenzien-Réhrchen kurz vor Gebrauch.

Hinweis: Voraussetzung fir die Analyse unbekannter Proben mit dem ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit ist die Extraktion genomischer DNA. Die Reagenzien, die
for die DNA-Extraktion benétigt werden (z. B. der QIAGEN® QlAamp® DNA
Mini Kit, Kat.-Nr. 51304), sind nicht Bestandteil des Kits und mUssen in
Kombination mit dem Kit validiert werden.
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Vom Anwender bereitzustellende Ausristung und
Reagenzien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenbléttern (Material Safety Data Sheets, MSDS)
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.

Reagenzien
B Nukleasefreies Wasser (fur PCR-Zwecke)

M Nukleasefreier 1x-TE-Puffer, pH 8,0 (z. B. von Thermo Fisher Scientific
Inc.,

Kat.-Nr. 12090015)

M Puffer und Tag-DNA-Polymerase: Als validierte Reagenzien werden der
TagMan Universal PCR Master Mix (2x-PCR-Master-Mix; von Thermo
Fisher Scientific Inc., Kat.-Nr. 4304437) und der LightCycler TagMan
Master (5x-PCR-Master-Mix; von Roche, Kat.-Nr. 04535286001)

verwendet.

M Reagenzien fir Agarosegel (0,8-1,0 %) in 0,5x-TBE-Elektrophoresepuffer

Verbrauchsartikel
B Nukleasefreie, sterile PCR-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern
M RNase- und DNase-freie 0,5-ml- oder 0,2-ml-PCR-Reaktionsgeféfie
B Eis

Gerate
M Pipetten* (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)
M Tischzentrifuge* mit Rotor for 0,2-ml-/0,5-ml-Reaktionsgeféfle (erforder-
liche Drehzahl: 10.000 UpM)
M Spektralfotometer* fir die DNA-Quantifizierung

B Real-Time-PCR-Thermocycler:* Rotor-Gene Q 5plex HRM oder anderer
Rotor-Gene Thermocycler; LightCycler 2.0 oder 480; Applied Biosystems
7300 Real-Time-PCR-System, Applied Biosystems 7500 Real-Time-PCR-
System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS oder ABI PRISM
7900HT SDS; sowie gerétespezifisches Zubehdrmaterial

M Gerat* (und Zubehér) fur Pulsed-Field-Gelelektrophorese
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* Stellen Sie sicher, dass die Geréte regelmafig und gemaf3 den Herstellerangaben Uberprift
und kalibriert werden.
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Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

FOr in-vitro-diagnostische Anwendungen

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenblattern entnehmen (Material Safety Data
Sheets, MSDS). In unserer Online-Sammlung der Materialsicherheits-
Datenbléatter unter www.qiagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN Kit
und zu jeder Kit-Komponente das jeweilige MSDS als PDF-Datei, die Sie
einsehen und ausdrucken kénnen.

Entsorgen Sie den bei Probenverarbeitung und PCR-Reaktion angefallenen
(Flussig-)Abfall gemafB den geltenden Sicherheitsbestimmungen.

Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Quantitative PCR-Tests setzen die Einhaltung der guten Laborpraxis voraus,
einschlieBlich der Wartung der fir molekularbiologische Zwecke vorgesehenen
Gerate gemaf3 den anzuwendenden Vorschriften und relevanten Normen.

Dieser Kit ist fur in-vitro-diagnostische Anwendungen vorgesehen. Die in diesem
Kit enthaltenen Reagenzien und mitgelieferten Anweisungen wurden fir
optimale Leistung validiert. Eine weitere Verdinnung der Reagenzien oder die
Anderung von Inkubationszeiten oder -temperaturen kénnte zu fehlerhaften
oder widersprichlichen Daten fihren. Das PPM-VF-Reagenz kénnte unter
Lichteinfluss chemischen Verénderungen unterliegen. Die Formulierung aller
Reagenzien ist spezifisch auf den Gebrauch mit diesem Test abgestimmt. Um
die optimale Leistungsféhigkeit des Tests zu erhalten, dirfen keine Reagenzien
ausgetauscht werden.

Gehen Sie auflerst sorgfaltig vor, um Folgendes zu vermeiden:

B DNase-Kontamination, die einen Abbau der Template-DNA verursachen
kénnte

B DNA- oder PCR-Produkt-Kontaminationen durch Verschleppung, die zu
einem falsch-positiven Signal fGhren kénnten

Wir empfehlen daher, folgende MaBnahmen einzuhalten.

B Verwenden Sie nukleasefreie Verbrauchsmaterialien (z. B. Pipetten,
Pipettenspitzen, ReaktionsgeféfBe) und tragen Sie bei der Durchfihrung
des Assays immer Einmal-Handschuhe.

B Benutzen Sie bei allen Pipettierschritten neue Pipettenspitzen mit Filter als
Aerosolbarriere, um eine Kreuzkontamination der Proben und
Reagenzien zu vermeiden.

B Setzen Sie den Master-Mix vor der PCR mit dafUr reservierten Materialien
(Pipetten, Pipettenspitzen etc.) in einem speziell dafir vorgesehenen
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Laborbereich an, in den keine DNA-Matrizen (DNA, Plasmid-DNA)
hineingetragen werden. Pipettieren Sie die Template-DNA in einem
separaten Laborbereich (vorzugsweise in einem anderen Laborraum) mit
speziell dafir reservierten Materialien (Pipetten, Pipettenspitzen etc.).

Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die Kits werden auf Trockeneis verschickt und missen nach Eingang bei -30 °C
bis —15 °C gelagert werden.

M Sorgen Sie dafur, dass die Primer- und Sonden-Mischungen (PPM-VF-
Réhrchen) nicht (bzw. méglichst wenig) dem Licht ausgesetzt werden.

B Schotteln Sie die Réhrchen vorsichtig und zentrifugieren Sie sie kurz vor

dem Offnen.
B Lagern Sie alle Kit-Komponenten in ihren OriginalgeféaBen/-behdéltern.

Diese Lagerungsbedingungen gelten sowohl fir gedffnete als auch ungedffnete
Komponenten. Komponenten, die nicht unter den auf den Etiketten angege-
benen Bedingungen gelagert wurden, kénnten in ihrer Funktion beeintréachtigt
sein, was sich ungUnstig auf die Assay-Ergebnisse auswirken kénnte.

Das Haltbarkeitsdatum eines Reagenzes ist jeweils auf dem Etikett der einzelnen
Komponente angegeben. Bei Aufbewahrung unter korrekten Lagerungsbedin-
gungen behdlt das Produkt seine Leistungsfdhigkeit bis zu dem Haltbarkeits-
datum, das auf dem Etikett angegeben ist.

Es liegen keine Anhaltspunkte vor, die auf eine Instabilitét dieses Produkts
hindeuten. Dennoch sollten beim Testen unbekannter Proben immer Positiv-
und Negativkontrollen simultan mitgefGhrt werden.

|
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Verfahren

DNA-Isolierung aus der Probe

Die genomische DNA sollte entweder aus Vollblut, gereinigten Lymphozyten aus
peripherem Blut, polynukledren Zellen oder Granulozyten isoliert werden. Um
Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen, empfehlen wir, dieselbe Zell-
fraktion und dieselbe DNA-Extraktionsmethode zu verwenden. Die DNA-
Extraktion kann nach einer laboreigenen Methode oder mithilfe eines
kommerziell erhaltlichen Kits erfolgen.

Die DNA-Menge sollte durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm
bestimmt werden. Die Kontrolle der DNA-Qualitét sollte durch Spekiral-
fotometrie oder Gelelektrophorese erfolgen.

Das OD260/OD32go-Verhdlinis sollte 1,7-1,9 betragen. Geringere Werte deuten
in der Regel auf eine Kontamination mit Protein oder auf organische Chemika-
lien hin. Bei der elektrophoretischen Analyse in einem 0,8-1,0%igen Agarose-
gel sollte sich die isolierte DNA als einzelne deutliche Bande bei ungefahr 20 kb
anfarben lassen. Auch ein leichter Schmier ergibt akzeptable Ergebnisse.

Die erhaltene DNA wird auf eine Konzentration von 5 ng/ul in TE-Puffer
verdinnt. Die gPCR-Reaktion ist fir 25 ng gereinigte genomische DNA
optimiert.

Lagerung der Nukleinséuren

Kurzfristig — for maximal 24 Stunden — kénnen die gereinigten Nukleinsduren
bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Fir eine léngerfristige Lagerung (Ober 24
Stunden) empfehlen wir, die Nukleinséuren bei =20 °C einzufrieren.

|
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Protokoll: gPCR mit Rotor-Gene Q Thermocycler mit
72er-Rotor

Bei Verwendung dieses Thermocyclers empfehlen wir, alle Messungen als
Doppelbestimmung, wie in Tabelle 2 angegeben, durchzufGhren.

Tabelle 2. Anzahl an Reaktionen fir Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oder
Rotor-Gene Q 5plex HRM Thermocycler mit 72er-Rotor

Proben Reaktionen
Mit JAK2-V617F-Primer- und Sonden-Mix (PPM-VF) (56 Reaktionen)
24 DNA-Proben 24 x 2 Reaktionen
3 x 2 Reaktionen (PC-VF, NC-VF und
3 DNA-Kontrollen COS-VF, jede als Doppelbestimmung
getestet)
Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen

|
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Probenverarbeitung bei Rotor-Gene Q Thermocycler mit 72er-Rotor

59 §2 S3 53 54 s4 S5

Abbildung 2. Vorgeschlagenes Rotor-Set-up bei einem Experiment mit dem ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC-VF: Positivkontrolle; NC-VF: Negativkontrolle; COS-VF: Cut-off-
Probe; S: DNA-Probe; H,O: Wasser-Kontrolle.

Hinweis: Achten Sie darauf, immer eine zu testende Probe in Position 1 des
Rotors zu platzieren. Andernfalls wird der Thermocycler wéhrend des Kali-
brierungsschritts keine Kalibrierung durchfihren und es werden falsche
Fluoreszenzsignaldaten erfasst.

Setzen Sie in alle Gbrigen Positionen ein leeres Reaktionsgefaf ein.

qPCR mit Rotor-Gene Q Thermocycler mit 72er-Rotor

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

DurchfGhrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

Nehmen Sie die Komponenten ungefdhr 10 min vor Beginn der
Testdurchfohrung aus dem Kuhlschrank.
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2. Schutteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

3. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 3 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagenzien-
Mix, der fUr ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie kénnen,
entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit demselben
Primer- und Sonden-Mix ansetzen. Ein zusdatzliches Volumen zur Kompen-
sation von Pipettierfehlern ist jeweils bericksichtigt.

Bei Verwendung eines Rotor-Gene Thermocyclers kénnen mit dem ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit 24 Proben als Doppelbestimmung in einem Experi-
ment (siehe Abb. 2), 20 Proben als Doppelbestimmung in zwei Experimen-
ten oder 15 Proben als Doppelbestimmung in drei Experimenten analysiert
werden.

Tabelle 3. Ansetzen des qPCR-Mix

Anzahl Reaktionen

Endkon-
Komponente 1 56 + 1* 28 + 1t 18 + 1# zentration
TagMan
Universal PCR- 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master-Mix, 2x
FNTET Une 2,5 1425 725 47,5 1

Sonden-Mix, 25x

Nukleasefreies
Wasser (fur PCR- 5,0 285,0 145,0 95,0 —

Zwecke)

Probe (Zugabe 50 jeweils jeweils jeweils

bei Schritt 5) ’ 5,0 5,0 5,0 B
Gesamtvolumen 250 jeweils jeweils jeweils _

25,0 25,0 25,0

* 24 Proben; 1 Experiment/Kit.
10 Proben; 2 Experimente/Kit.
t 5 Proben; 3 Experimente/Kit.
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4. Schitteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Trépfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

5. Pipettieren Sie 20 ul des qPCR-Mix in jedes ReaktionsgefdB.

6. Geben Sie 5 ul der genomischen DNA der Probe oder der Kontrolle
in die entsprechenden ReaktionsgefdBe (Gesamtvolumen 25 pl).

7. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

8. VerschlieBen Sie die PCR-ReaktionsgefdBe. Setzen Sie die Reaktions-
gefdBe gemdB den Empfehlungen des Herstellers in den 72er-Rotor.
Setzen Sie in alle Gbrigen Positionen ein leeres ReaktionsgefdB ein.

9. Achten Sie darauf, dass der Sicherungsring (Locking Ring; Zubehor
des Rotor-Gene Thermocyclers) auf den Rotor aufgesetzt wird, um
ein unbeabsichtigtes Offnen der ReaktionsgeféBe wéhrend des Laufs
zu verhindern. Setzen Sie den Rotor gemdB den Anweisungen des
Herstellers in den Rotor-Gene Q Thermocycler ein.

10. Erstellen Sie zum Nachweis der JAK2-DNA gemdB den folgenden
Schritten ein Temperaturprofil.

Einstellung allgemeiner Assay-Parameter Abbildungen 3, 4
Amplifikation der DNA Abbildung 5
Einstellung der Fluoreszenzkanal-Sensitivitat Abbildung 6

Weitere Einzelheiten zur Programmierung der Rotor-Gene Thermocycler
entnehmen Sie bitte dem jeweiligen Geréte-Handbuch. In den Abbildungen
sind die Einstellungen in der Software durch schwarze Rahmen hervor-
gehoben. Abgebildet sind die Einstellungen fir die Rotor-Gene Q Gerdte.

11. Starten Sie die Software. Klicken Sie im “New Run”-Dialogfenster
(,,Neuer Lauf”) auf die Schaltflache “New”.
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New Run E

Quick Start  Advanced

Imports the cycling

- Perform Last Run and acquisition and
. sample definitions
% Empty Run from the last run open
in the software.
% Three Step with Melt
% Two Step
L J HRMT™

L—] Other Runs

@ Instrument Maintenance

Tl J Open A Template In Another Folder...

ancel

=1
_ e |

Help |

[v Show This Screen When Software Opens

Abbildung 3. Das Dialogfenster “New Run”.

12. Stellen Sie im “New Run Wizard” das Reaktionsvolumen auf 25 ul
ein und klicken Sie auf “Next” (,,Weiter”).

Hew Run Wizard

Thiz box displayz
help on elements in
the wizard. For help
oh an ikem, hover
your mouse over the
itern far help. 'ou
Programme PCR allelic discrimination can alzo click on a
camba box ba display
help about itz
available zeftings.

Thiz screen dizplays miscellaneous options far the run. Complete the fields,
clicking Mest when you are ready to move to the nest page.

Operatar: IDB

Motes:

Skipwizard | <¢Back Newt 5 I| 2

Abbildung 4. Einstellung der allgemeinen (PCR-)Assay-Parameter.
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13. Klicken Sie im néachsten “New Run Wizard”-Dialogfenster auf die

Schaltfléche “Edit Profile” (,Profil editieren”) und programmieren Sie
das in Tabelle 4 und Abbildung 5 wiedergegebene Temperaturprofil
ein. Vergewissern Sie sich, dass bei jedem Zyklus als letzter Schritt
die (Daten-)Erfassung bei 60 °C eingefigt ist — sowohl fir den
grinen Fluoreszenz-Kanal (“Green”; Farbstoff FAM) als auch den
gelben Kanal (“Yellow”; Farbstoff VIC).

Tabelle 4. Temperaturprofil

Halten (“Hold”) Temperatur: 50 °C

Zeit: 2 min
Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C

Zeit: 10 min
Zykleneinstellungen 50 Zyklen

92 °Cfir 15

60 °C for T min; Einzel (“Single”)

Erfassung der FAM-Fluoreszenz im

Fluoreszenz-Kanal ,Grin” (“Cycling A
Green”)

Erfassung der VIC-Fluoreszenz im
Fluoreszenz-Kanal ,Gelb” (“Cycling A

Yellow”)
4 Edit Profile E
.8 W @
New Open  Save As Help
The un vill take apprcimately 110 minutefs] to complete. The oraph below tepresents the 113 o be performed BB L1120 13 2 L L LG L L

Acquisition

Same as Previous ! | [New dcquisition] -
Acquisition Configuration :
Available Channels

Acquiing Channels -

Click on & cychs below to modiy it : Mame | >
Hold Insert after... Ciimson (Green
Orange < W elon
et before. g 5
<
Fome 4|
St 50 | tmefe] |
T ire hannel, select it from the Est in the lelt and click >. To st i
Click an oneof the S T o Mociiil, of press + of - b add and remova staps For this cycle e 2 s pa e e

channel, select it in the ight-hand list and click <. To remove 8l acquisitions, click <<

[ Tiedsten ~| EHE
60 deg. 92 deg. for 15 sscs |
B0 o _OyeChat | Dortacaiie | Help
Nt Acquiting
I Long Range IGDde e I - 55| DSRRERH| DY - -
W TR e 0. lor B secs Giesn 470nm | S10nm FaMY' SYBR Green 17, Fluoiescein, EvaGresn ' Alexa Fluor 4887
Vellow 530nm | 555nm JOE, VICY, HEX, TET Y, CAL Fluot Gold 540+, akima Yelow*
DOiange | 585nm | 610nm RO%#, CAL Fluoe Red B104, Cy3 57, Texas Flad !, Aleya Fluor 5881

Cy5, Quagar 670, Alexa Fluor B33+
Quasar705-. Alexa Fluor 6807

Abbildung 5. Amplifikation der DNA.

14. Der Messbereich der Fluoreszenz-Kandle muss entsprechend den

20

Fluoreszenzintensitdten in den PCR-Ansdtzen bestimmt werden.
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Klicken Sie im “New Run Wizard”-Dialogfenster auf die Option
“Gain Optimisation” (,,Verstérkungsoptimierung”), um das Dialog-
fenster “Auto-Gain Optimisation Setup” (,,Einstellung der automa-
tischen Verstarkungsoptimierung”) zu 6ffnen. Klicken Sie auf
“Optimise Acquiring” (siehe Abb. 6), um die Datenerfassung zu
optimieren, und dann jeweils auf “OK” in den Dialogfenstern “Auto-
Gain Optimisation Channel Settings” (,,Kanaleinstellungen fir
automatische Verstdarkungsoptimierung”) fir jeden verwendeten
Kanal (hier: Grin und Gelb; sieche Abb. 6). Vergewissern Sie sich,
dass fir jeden Kanal das Kontrollkdstchen “Perform Optimisation
Before 1st Acquisition” (,Optimierung vor 1. Datenerfassung
durchfUhren”) aktiviert ist (siehe Abb. 6).

Auto-Gain Optimisation Setup | Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Optimization Ch s :
Auto-Gain Optimizsation will read the fluaresence on the inserted sample at annel Settings : -
different gain levels until it finds one at which the fudrescence levels are e -
.y acceptable. The range of flusrescence you are looking for depends on the Channel . Green Tube Position - 1 o |

L 3 chemistry you are performing.

Taiget Sample Range : |5 jFIuplu 10 jFI.

1 Set lemperature fo _I degrees.
e [T & [T
plimise plimise Acquiing Acceptable Gain Range: |10 = 1o |10 =
3
I™ Perform Optimisation &t B0 Degrees At Beginning Of Fun Cancel 1 Help ‘
Channel Settings :
| =1 Add... |
Mame | Tube Position | Min Readirng | M ax Reading | Min Gain | Max Gain Edit I Auto-Gain Optlmlsatlon Channel SE“II’IgS
Green 1 il 1071 1 10 Femove | Channel Settings :
Yellow 1 5F1 10F1 10 10 —
Remove Al | Channel : Yellow Tube Position 1 =

Target Sample Range: |5 —f—]l Flupta {10 -j fl — 2

Acceptable Gain Range: |10 -j to |10 j
4 |

I—I Maru Close Help I I 0K I Cancel | Help |

Abbildung 6. Einstellung der Sensitivitat der Fluoreszenz-Kandle.

15. Die durch die Kanal-Kalibrierung ermittelten Gain-Werte
(Verstarkungsfaktoren) werden automatisch gespeichert und sind im
letzten Dialogfenster der Programmierung aufgefUhrt. Zum Starten
des Programms klicken Sie auf “Start Run” (,,Lauf starten”).

16. Geben Sie das Rotor-Set-up in der Rotor-Gene Software ein (siehe
Abb. 7).

|
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Hagl el Sl rIEs] . _|Ja
Formak  Securiky
i ator Skyle ]
Settings
Given Conc. Format @ |123455,?881 23467 ﬂ Unit : |cupiesireacliuj More Options
Samples :
[ EEEIEIEIEE]
C |[ID |Name | Tupe | Groups | Given Cone -
1 PC Positive Control
] 2/ PC Positive Contral
I :Hz20 MNTC
4 Mone
- 5 NC Megative Contral
- 6 MNC Megative Contral
| IED] NTC
] Mone
] 9/ RS Unknown
Il '0Frs Unknown
11 Mone
1z Mone
1351 Lrkrown
14 51 Unknown
15 52 Unknown
16 52 Unknown
I 17sz3 Unknown
18/ 53 Uriknown
19/ 54 Uriknowen
20054 Lrkrown =
4 »
Fage :
Marne : [JAK.2 Ipzogen Mew I Synchronize pages
Urido | Ok | Cancel | Help |

Abbildung 7. Set-up des Rotor-Gene Rotors: “Edit Samples” (,,Proben
konfigurieren”).

Einstellung fir Endpunkt-Analyseverfahren beim Rotor-Gene Q 5plex
HRM Thermocycler

17. Nachdem das PCR-Programm beendet ist, klicken Sie in der
Menuleiste auf “Analysis” (,,Analyse”; siehe Abb. 8).

‘Analysis—l:lnly Rotor-Gene [} Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 {1}

File Analysis Gain  Yiew Window Help

/7~ \
e j«:ﬁ # & W ‘EH)J = .

Open  Save Help Settings  Profile Te:mp. Samples\ Analysis J Reports  Arrange

J Channels 0 Cycling &.Green Cyeling A, vellow Cyeling B.Green Cyeling B, Yellow |

Abbildung 8. Menipunkt “Analysis” in der Werkzeugleiste.

18. Wdhlen Sie im “Analysis”-Dialogfenster (siehe Abb. 9) durch
Doppelklick den grinen Fluoreszenz-Kanal “Cycling A. Green” aus
und klicken Sie anschlieBend auf “OK"”. Wiederholen Sie diesen
Schritt fOr den gelben Kanal “Cycling A. Yellow”.

|
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Analysis ]

_ 2StdCurves [Rel) | Other... |
| Mel |
e ||
yelng A Yellow At Least Two Standards Required
i The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2
selected standards. To set this up, nght-click on the sample list and select Edit
Samples...
[ Don't show this message in future.
Show | Hide |
I Auto-shrink window
Abbildung 9. Quantifizierung: “Cycling A. Green” (,,Datenerfassungs-Kanal
Grin”).

19. Ein neues Fenster wird eingeblendet (siehe Abb. 10). Klicken Sie in
beiden Teilbereichen des Bildschirms auf die Funktion “Slope
Correct” (,,Steigung korrigieren”), wie in Abbildung 10 dargestellt.
Sr //r"r— ] i - i I i

L 4 4 i‘. L1
-l L] = w E-J = " w - - : ﬂ%?‘;' E ) W - - lr":' -

Abbildung 10. Einstellung “Slope Correct” (,,Steigung korrigieren”).

20. Um die erhaltenen Daten exportieren zu kénnen, speichern Sie sie

als Excel® Datenblatt. Klicken Sie auf “OK”, geben Sie einen Namen

for die Exportdatei ein und speichern Sie sie als Textdatei (*.txt).

21. Offnen Sie die Textdatei in Excel und markieren Sie die Spalte A.
Klicken Sie auf “Data” (,Daten”), anschlieBend auf “Convert”
(,,Konvertieren”) und dann auf “Next” (,,Weiter”). Wdahlen Sie das
Komma als Separator und klicken Sie dann auf “End”.

Die Ergebnisse erscheinen dann wie in Abbildung 11 dargestellt auf

dem Bildschirm.
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1 | Excel Raw Data Export
z | Copyright’ a GIAGEN Company. Al rights reserved
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4« Date  WZE/200
s Time  WHHiH
‘
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Abbildung 11. Beispiel fir die Analyseergebnisse, dargestellt als Excel Datei.

Hinweis: Die Datei enthélt sowohl die Rohdaten als auch standardisierte
Daten. Nur die standardisierten Daten mUssen bertcksichtigt werden.

Diese Daten finden sich in den Bereichen “Quantitative analysis of channel
Cycling A Green” und “Quantitative analysis of channel Cycling A Yellow” der
Tabelle, die die quantitativen Analysedaten des Fluoreszenz-Kanals Grin bzw.
Gelb enthalten. Die fur die Auswertung vorgesehenen Daten sind diejenigen,
die im PCR-Zyklus 50 erfasst werden (in obiger Abb. rechts, eingekreist).
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Protokoll: gPCR mit Applied Biosystems oder ABI PRISM
Thermocycler

Bei Verwendung eines dieser gPCR-Thermocycler fir 96-Well-Platten empfehlen
wir, alle Messungen als Doppelbestimmung, wie in Tabelle 5 angegeben,
durchzufGhren.

Tabelle 5. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines Applied
Biosystems 7300 oder 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 oder ABI
PRISM 7900HT Thermocyclers

Proben Reaktionen

Mit JAK2-V617F-Primer- und Sonden-Mix (PPM-VF) (56
Reaktionen)

24 DNA-Proben 24 x 2 Reaktionen

3 x 2 Reaktionen (PC-VF, NC-VF und COS-
VF, jede als Doppelbestimmung getestet)

3 DNA-Kontrollen

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen

Probenverarbeitung bei Applied Biosystems 7300 oder 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 oder ABI PRISM 7900HT Thermocycler

-

f_\[]IQISI&IEIéI?IBIQIH)IHI]Q]
— %4%:%434:
B @@.@@.@@.@@.
(EEOEOEA DG

Abbildung 2. Vorgeschlagenes Platten-Set-up bei einem Experiment mit dem ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC: Positivkontrolle; NC: Negativkontrolle; COS: Cut-off-Probe; S:
DNA-Probe; H, O: Wasser-Kontrolle.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbuch 06/2016 25



dgPCR mit dem Applied Biosystems 7300 oder 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 oder ABI PRISM 7900HT Thermocycler

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

Durchfihrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

Nehmen Sie die Komponenten ungeféhr 10 min vor Beginn der
Testdurchfohrung aus dem Kuhlschrank.

2. Schitteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

3. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 6 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagenzien-
Mix, der fUr ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie kénnen,
entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit demselben
Primer- und Sonden-Mix ansetzen. Ein zusdatzliches Volumen zur Kompen-
sation von Pipettierfehlern ist jeweils bertcksichtigt.

Bei Verwendung eines Applied Biosystems 7300 oder 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 oder ABI PRISM 7900HT Thermocyclers kénnen mit
dem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 24 Proben als Doppelbestimmung in
einem Experiment (siehe Abb. 12), 20 Proben als Doppelbestimmung in
zwei Experimenten oder 15 Proben als Doppelbestimmung in drei
Experimenten analysiert werden.
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Tabelle 6. Ansetzen des qPCR-Mix

Anzahl Reaktionen

Endkonzen-
Komponente 1 56 + 1* 28 + 1t 18 + 1# tration
TagMan
Universal PCR- 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master-Mix, 2x
Primer- und
Sonden-Mix, 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
10x
Nukleasefreies
Wasser (fur 5,0 285,0 145,0 95,0 -
PCR-Zwecke)
Probe (Zugabe 50 jeweils jeweils jeweils _
bei Schritt 4) ! 5,0 5,0 5,0
Gesamtvolumen 250 jeweils jeweils jeweils _

25,0 25,0 25,0

* 24 Proben; 1 Experiment/Kit.
10 Proben; 2 Experimente/Kit.
* 5 Proben; 3 Experimente/Kit.

4. Schitteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-

Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GeféBes zu
vereinigen.

5. Pipettieren Sie 20 ul des qPCR-Pre-Mix in jedes Well.

6. Geben Sie 5 ul der genomischen DNA der Probe oder der Kontrolle

in das entsprechende Well (Gesamtvolumen 25 pl).
7. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

8. SchlieBen Sie die Platte und zentrifugieren Sie kurz (300 x g, ca.
10 s).

9. Setzen Sie die Platte gemdB den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler.

10. Programmieren Sie den Thermocycler mit dem zyklischen Tempera-
turprogramm, wie in Tabelle 7 angegeben, und starten Sie den Lauf.
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Tabelle 7. Temperaturprofil fur Applied Biosystems und ABI PRISM
Thermocycler

Halten (“Hold"”) Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 min

Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 min

Zykleneinstellungen 50 Zyklen
92 °Cfur15s
60 °C for 1 min

“Post-Read”-Laufanalyseverfahren fir Applied Biosystems und ABI
PRISM Thermocyclern

Einzelheiten zur Programmierung des Applied Biosystems 7300 oder 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 oder ABI PRISM 7900HT Thermocyclers
entnehmen Sie bitte der Bedienungsanleitung des jeweiligen Geréts. Im
Folgenden sind die Software-Einstellungen zur besseren Ubersicht schwarz
eingerahmt.

11. Wahlen Sie nach Ende des Laufs “Start/Program” (,,Starten/Pro-
grammieren”) und anschlieBend die Option “File/New”
(,Datei/Neu”).

12. Klicken Sie im Dialogfenster “New Document Wizard” auf das
“Assay” -Drop-down-MeniU und wdhlen Sie den Assay “Allelic
Discrimination” (,,Alleldiskriminierung”; siehe Abb. 13).

13. Ubernehmen Sie die Voreinstellungen in den Feldern “Container”
(,,ReaktionsgefaB”) und “Template” (,Vorlage”): “96-Well Clear”
(,,96-Well-Platte, transparent”) bzw. “Blank Document” (, Leeres
Dokument”) (siehe Abb. 13). Geben Sie im Feld “Plate Name” den
Plattennamen ein, z. B. AD Post-read (siehe Abb. 13) und klicken Sie
dann auf “Next>" (,,Weiter”), um zum Dialogfenster “Select
Markers” (,Marker auswdhlen”) zu wechseln.
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Hewr Document Wizard EI

Define Document

Selact the assay contaner. and template for the document, and entes the operator name and
comments,

=

Assay : fAllelic Discrimination -

Cortairset : B985/ ell Clzad =
2 Template : § Blank Document - Browse ...
Fun Mods : | Standard 7500 -

Ot &b |A.dmini:!:ah:|l

Comments :

— -
Prare Mame -IAD Po st-read |

Finish | Cancel |

Abbildung 13. Voreinstellungen beim Anlegen eines neuen “Post-Read”-Laufs
(im “New Document Wizard”).

14. Falls im “Markers in Document”-Feld des “Select Markers”-Dialog-
fensters ein geeigneter Marker fir lhre Applikation aufgefGhrt ist,
fahren Sie mit Schritt 18 fort, andernfalls mit Schritt 15.

15. Legen Sie wie folgt Detektor und Marker an. Klicken Sie auf “New
Detector” (,,Neuer Detektor”; siehe Abb. 14).

Seloct Markers
Select the markers you will be using in the document
Firwd - | - ] FPassive Releterce: |H| I "'l
Markar Hame | Datacton 1 Maikers inDocumsnt |

Acd > |
Femove J

< >

1 MNew Detactor. l MNews hMaiker ]
< Back | Maoxt » | Firish | Cancal ]

Abbildung 14. Das “Markers in Document”-Feld enthdlt keinen geeigneten
Marker fir lhre Applikation.

4

16. Tippen Sie im “New Detector”-Dialogfenster im Feld “Name” z. B. die

Bezeichnung Allel A ein (“Allele A”; siehe Abb. 15). Lassen Sie die
Einstellung fir den Reporter-Farbstoff (“Reporter Dye”) auf “FAM”.
Klicken Sie auf die “Color”’-Schaltfldche, wéahlen Sie eine Farbe aus
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und klicken Sie anschlieBend auf “OK"” (siehe Abb. 15). Klicken Sie
auf “Create Another” (,,Weiteren anlegen”; siehe Abb. 15).

Hew Detector E
M arne: IAIIereA I
Deseription: |
2 Reporter Dye: IFAM J

Quencher Dye: I[nonc_[ o ]

4 I Create Amthh [ 0K I Cancel

Abbildung 15. Anlegen der Detektoren.

17. Tippen Sie im néchsten “New Detector”-Dialogfenster im Feld
“Name” die Bezeichnung Allel B ein (“Allele B”). Wéhlen Sie im
“Reporter Dye”-Feld den Reporter-Farbstoff “VIC” aus. Klicken Sie
auf die “Color”-Schaltflache, wahlen Sie eine Farbe aus und klicken
Sie anschlieBend auf “OK".

18. Klicken Sie im Dialogfenster “Select Markers” (,,Marker auswéahlen”)
auf die Schaltflache “New Marker” (,,Neuer Marker”; siehe Abb. 14).

19. Tippen Sie im “New Marker”-Dialogfenster im Feld “New Marker
Name” die Bezeichnung JAK2 ein (siehe Abb. 16). Wéhlen Sie die
Detektoren ,Allel A” und , Allel B (in den Schritten 16 und 17

angelegt, oder zuvor bereits definiert) und klicken Sie auf “OK”
(siehe Abb. 16).

Hewvr Marker @

Mew b arker Marne I JAKZ hl 1
Galact b o dabemckoars bor bHeis moarkosre @
Uses Dete ctor Ham e Reporter | Quencher
o o
3 m Cancel |

Abbildung 16. Anlegen der Marker.
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20. Wdhlen Sie im “Select Markers”-Dialogfenster die Option “JAK2"”

(wie zuvor angelegt) oder einen geeigneten vordefinierten Marker
und klicken Sie anschlieBend auf “Add>>" (,,HinzufGgen>>*; siehe
Abb. 17).

Hinweis: Um einen Marker wieder zu entfernen, markieren Sie ihn und
klicken dann auf die Schaltfléche “Remove” (,Entfernen”).

Hew Document Wizard E|

Select Markers
Select the markers you will be usng in the document

Fanl | ‘J '| Passive Fieference: [ROX -]

Marker Mame|  Detector1 | Detector2 |
1 JAK2 | 22ete & Allele 2,

Markers in Document |

Hew Detector Mew Marker

< Back I Mesd » I Frush Cancd 3

Abbildung 17. Auswdhlen der Marker.

21. Klicken Sie auf “Next>" (,,Weiter>*).

22. Im Dialogfenster “Setup Sample Plate” (,,Einrichten der Proben-
platte”) klicken Sie den Marker an und ziehen ihn auf die Wells, die
Proben enthalten. Klicken Sie auf “Finish” (,,Beenden”).

23. Wechseln Sie zur “Instrument”-Registerkarte und éndern Sie das
Probenvolumen (“Sample volume”) auf 25 pul.

24. Wdahlen Sie die Option “File/Save” (,,Datei/Speichern”) und klicken
Sie dann auf “Save”, um den Namen, den Sie beim Anlegen der
Platte zugewiesen haben, beizubehalten.

25. Setzen Sie die Platte mit den Reaktionsansétzen gemdaB den Angaben
des Herstellers in den Thermocycler ein.
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26. Starten Sie den “Post-Read” -Lauf. Klicken Sie auf “Post-Read”
(»Endfluoreszenz nach Messung”).

Der Thermocycler fGhrt einen Lauf mit einem Zyklus fir 60 Sekunden bei
60 °C durch. Bei diesem Lauf erfasst das Gerat die FAM- und VIC-Fluo-
reszenz in jedem Well (siehe Abb. 18).

E File WView Tools Instrument Anaysies Window Help
[DEH SR EEHE »O &7
FSetup Yinstrument {Results |

—Instrernent Control — Temperatura
Eslimated Time Remaining (hh:mm); Sample: Heat Sink:
Cowver: Block:
Fost-Read |
—Cyrle

Disconnact Status: Stage: Ref:
Time (mm:es): Step:

State.

— Thearmal Cycler Protocol
Thermal Prafile | Autn Incramant | Riamp Fate

A myi e A Hull | AU S l Al DiesuRliun Siye Eeloe Hely
Settings

SempleVolume (). [&

Fun kode iS!andur:! 7500 LI

Diate Callzction : [Stogs 1. Step 1 (60.0 @ 0:30) =l

Abbildung 18. “Post-Read”-Lauf.
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27. Wadahlen Sie die Funktion “File/Export” (,Datei/Export”) und klicken

Sie dann auf “Results”, um die Ergebnisse in eine Excel Datei zu

exportieren. Die Ergebnisse erscheinen dann wie in Abbildung 19

dargestellt auf dem Bildschirm.

BBREEEEREE R

27
28
29

}

EREEC

Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X AIIe!e‘f’\lAlleIe X Rn Allele ¥

Comments:
SDEv1.2

Well

Al sample 1
A2 sample 1
Ad sample 2
Ad sample 2
A5 sample 3
Al sample 3
A7 sample wt
AR sample wt
Ad C-

A0 C-

All G-

Al2  C+

B1 C+

B2 C+

B3 ER

B4 ER

BS ER

B6 H20

B7 H20

B8 H20

VIC
VIC
VIC
VIC
vIC
VIC
viC
VIC
WIC
VvIC
vIC
VIC
VIC
VIC
VIC
VIC
VIC
VIC
VIC
VIC

Unknown 247 857
Unknown 295 565
Unknown 351.338
Unknown 379.809
Unknown 372.895
Unknown 359717
Unknown 343 536
Unknown 277 B77
Unknown 330.943
Unknown 314,623
Unknown 269.500
Unknown 2115620
Unknown 2708623
Unknown 365.112
Unknown 372.150
Unknown 404.145
Unknown 410.977
Unknown 395 431
Unknown 415223
Unknown 366.885

VIC-Probe 1

JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.184
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2.451
JAKZ2VIC | JAK2-FAM 2.595
JAK2-VIC JAKZ-FAM 2.553
JAK2-VIC JAKZ-FAM 2.913
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2 806
JAKR2-VIC |JAKZ-FAM 2.569
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2.684
JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2623
JAKZ-VIC | JAK2-FAM 2.672
JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2.82
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 1.249
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 1.346
JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265
JAKZVIC JAKZ-FAM 2.214
JAK2-VIC JAKZ-FAM 2.418
JAK2-VIC JAK2-FAM 2681
JAK2VIC JAK2-FAM 0.655
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 0.727
JAKZ2-VIC JAK2-FAM 0.606

6.221
6.805
6.2
6.01
5.328
5.278
1.948
2.015
1.967
2.013
1.892
6.14
6.894
6.528
2.03
2.295
2.52
1.346
1.241
1.277

Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined

FAM-Probe 1
Quality Value Method
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call
100.00 Manual Call

Undetermined

Abbildung 19. Beispiel fir die Analyseergebnisse, dargestellt als Excel Datei.
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Protokoll: qPCR mit LightCycler 480 Thermocycler

Bei Verwendung eines qPCR-Thermocyclers fir 96-Well-Platten empfehlen wir,
alle Messungen als Doppelbestimmung, wie in Tabelle 8 angegeben,
durchzufGhren.

Tabelle 8. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines LightCycler 480
Thermocyclers

Proben Reaktionen
Mit JAK2-V617F-Primer- und -Sonden-Mix (PPM-JAK2)
24 DNA-Proben 24 x 2 Reaktionen
3 x 2 Reaktionen (PC-VF, NC-VF
3 DNA-Kontrollen und COS-VF, jede als

Doppelbestimmung getestet)

Woasser-Kontrolle 2 Reaktionen

Probenverarbeitung bei LightCycler 480 Thermocycler

’ [1Hab151617181911011114

. S

[II@ITIWIDIHH}J

Abbildung 20. Vorgeschlagenes Platten-Set-up bei einem Experiment mit dem
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit. PC: Positivkontrolle; NC: Negativkontrolle; COS: Cut-off-
Probe; S: DNA-Probe; H, O: Wasser-Kontrolle.
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gPCR mit LightCycler 480 Thermocycler

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

Durchfihrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

Nehmen Sie die Komponenten ungeféhr 10 min vor Beginn der
Testdurchfohrung aus dem Kihlschrank.

2. Schutteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

3. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 9 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagenzien-
Mix, der fUr ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie kénnen,
entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit demselben
Primer- und Sonden-Mix ansetzen. Ein zusatzliches Volumen zur Kompen-
sation von Pipettierfehlern ist jeweils bericksichtigt.

Bei Verwendung des LightCycler 480 Thermocyclers kénnen mit dem
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 24 Proben als Doppelbestimmung in einem
Experiment (siehe Abb. 20), 20 Proben als Doppelbestimmung in zwei
Experimenten oder 15 Proben als Doppelbestimmung in drei Experimenten
analysiert werden.
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Tabelle 9. Ansetzen des qPCR-Mix

Anzahl Reaktionen

Endkonzen-
Komponente 1 56 + 1* 28 + 1t 18 + 1# tration
TagMan
Universal PCR- 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master-Mix, 2x
Primer- und
Sonden-Mix, 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
10x
Nukleasefreies
Wasser (fur 5,0 285,0 145,0 95,0 -
PCR-Zwecke)
Probe (Zugabe 50 jeweils jeweils jeweils
bei Schritt 6) ! 5,0 5,0 5,0 -
Gesamtvolumen 250 jeweils jeweils jeweils _

25,0 25,0 25,0

* 24 Proben; 1 Experiment/Kit.
t 10 Proben; 2 Experimente/Kit.
t 5 Proben; 3 Experimente/Kit.

4.

10.

36

Schitteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen Flussigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

Pipettieren Sie 20 ul des gPCR-Pre-Mix in jedes Well.

Geben Sie 5 pl der genomischen DNA der Probe oder der Kontrolle
in das entsprechende Well (Gesamtvolumen 25 pl).

Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

SchlieBen Sie die Platte und zentrifugieren Sie kurz (300 x g, ca.
10 s).

Setzen Sie die Platte gemdB den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler.

Wadhlen Sie auf der Startseite der Software die Option “New
Experiment” (,Neues Experiment”).
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11. Bei einem LightCycler 480 | fahren Sie mit Schritt 11a fort. Bei einem
LightCycler 480 Il fahren Sie mit Schritt 11b fort.

Einzelheiten zur Programmierung des LightCycler 480 Thermocyclers
entnehmen Sie bitte der Bedienungsanleitung zum jeweiligen Gerat. Im
Folgenden sind die Software-Einstellungen zur besseren Ubersicht schwarz
eingerahmt.

11a. LightCycler 480 I: Wéhlen Sie das Detektionsformat “Multi Color
Hydrolysis Probe” (,,Mehrfach markierte Hydrolysesonde”), klicken
Sie auf “Customize” (,Anpassen”’) und Gberprifen Sie dann, ob die
Kandle “FAM (483-533)” und “Hex (533-568)" (fir den Farbstoff
“VIC") aktiviert sind (siehe Abb. 21). Stellen Sie das Reaktionsvolu-
men auf 25 ul ein (siehe Abb. 21) und fahren Sie mit Schritt 12 fort.

Block Type Plate ID Reaction Vol 4
Cycles N Iy!kll 4.
| o
=
@ A Temperatiie Targets ]
Targen () Acquisition Made Hold hhzmmnss) Ramp Rate (C®) | Acquisitions iper °C) | Sec Target (O] Step Size (0 Step Dalay jcycles)
Repon b o *|more =|o0:01:00 a4 2 2o | = @
V
Detection Format  Multl Color Hydrelysis Probe
Integuation Time Mode
100 [I’? Dynami 1 Manual [
L
w0
G Active Filter Combination B
_® = =on iaep_xnp) |
g FAR (483-533) 3
0
- 3 Hex :533 £60) J
s ae B=510] [
% 55 Cy 5 (615-670) =
= o=
: ®
: @®
35
0
00 [ (20 116
Estirnated Tame (hamenss)
Apply Start Fun
BT =

Abbildung 21. LightCycler 480 I: Einstellung des Detektionsformats.
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11b. LightCycler 480 Il: Wéahlen Sie das Detektionsformat “Dual Color
Hydrolysis Probe” (,,Zweifach markierte Hydrolysesonde”), klicken
Sie auf “Customize” (,Anpassen”’) und Gberprifen Sie dann, ob die
Kandle “FAM (465-510)" und “VIC / HEX / (533-580)" aktiviert sind
(siehe Abb. 22). Stellen Sie das Reaktionsvolumen auf 25 pl ein
(siehe Abb. 22) und fahren Sie mit Schritt 12 fort.

=]

Pistrumment:  Vimial LightCycler 430 9 System |/ Not Connected Databaze: My Computer (Research)

Windew:  [Heow Expariment B User: System Admin

’ " .
R Pratocsl | Data ] T ]
® Block Size Plate 1D Reaction Ual-m.l}’i —_‘

Iauml

N

Cycles Analysis Mode
1 2 Mane

| Detoction Formats

Dretection Format  Dual Color Hydiolysis Probe / UPL Probe
Integration Tine Mod:

Report
% Dynamic " Manual

s Target (0} Ay ’V ] Step Size (00 Step Delay {cyclesh

b 55 = |None =0 S

- FAM {465-510)
e « WIC / HEX / Yellow555 (533-580)
S

w

Temperature {"C}
2588 28 8B

NE Bfom @ T

o

] 4 FOR-

1
Estimated Time [himm: 5]

Tmu End Program + 10 Cycle
Abbildung 22. LightCycler 480 II: Einstellung des Detektionsformats.
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12. Programmieren Sie den Thermocycler mit dem zyklischen Tempera-
turprogramm, wie in Tabelle 10 angegeben, und starten Sie den Lauf.

Hinweis: Geben Sie bei der Beschreibung des Platten-Set-ups in der
Gerdate-Software die Option “Endpt Geno” (,Endpunkt Geno.”) im Abschnitt
“Step 1 : select workflow” (,Schritt 1: Workflow wahlen”) ein.

Tabelle 10. Temperaturprofil for den LightCycler 480 Thermocycler

Halten (“Hold"”) Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 min

Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 min

Zykleneinstellungen 50 Zyklen
92 °C fur 15 s; Einzel (“Single”)
60 °C for T min; Einzel (“Single”)
Halten 3 (“Hold 3”) 60 °C fir 1 min; Einzel (“Single”)

Endpunkt-Analyseverfahren fur den LightCycler 480 Thermocycler

13. Klicken Sie nach Ende des Laufs auf “Analysis” (,,Analyse”).
14. Wdéhlen Sie im “Create New Analysis”-Dialogfenster (,Neue Analyse
erstellen”) die Option “Endpoint Genotyping” (,Endpunkt-Genotypi-

sierung”) und wdhlen Sie dann das zu analysierende Subset im
“Subset”-Meni aus (siehe Abb. 23).
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—Create New Aﬂﬁhu:q Create new analysis
Abs Quant/Znd Derivatiwve Hax
kb= Quant/Fit Points Analysis Type *IEndpomr. Genotyping j
hdvanced Relative Quantification Subset ﬂ“c" Subset 1 "h_ 2
Bazic Relative Quantification ngmm -*-IProgram j
Color Compensation
1—' Name *lEndpcint Genotyping for New Subset
Helt Curve Genotypl P =
kv ZES 12 @ s[5 87 [s 8n]n 2 =
a1 | | =
B
C
b -
E
v
o
0 r
LR i 1

Abbildung 23. Auswahl des Analysetyps und des zu analysierenden Subsets.

15. Wdhlen Sie im nachsten Fenster die “Hex”-Fluoreszenz (d. h. den
Farbstoff “VIC”) for ,Allel X” und die “FAM”-Fluoreszenz fur ,Allel
Y” (siehe Abb. 24).

Allele X Allele ¥
T [FAM [483.533) ‘ 2

Create new analysis ‘

) T

Abbildung 24. Auswahl der Fluoreszenz-Kandle fir ,Allel X” und ,Allel Y“.

16. Im néchsten Fenster (siehe Abb. 25) sind das Platten-Set-up
(Bereich 1, oben links), die Ergebnisse der Fluoreszenzmessung fir
jede Probe (Bereich 2, unten links) sowie das Scatterdiagramm mit
der Alleldiskriminierung (Bereich 3, rechts; FAM- und VIC-Fluores-
zenz beim 50. PCR-Zyklus gemessen) dargestellt.
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10 (11 [ 12 N
CRIED \DS Endpoint Fluorescence Scatter Plot
= 48,000, re
1 e
44,0001 *
42,000 ‘
40,000
38,000, o
35,0004
Endpoint Genotype results 34,000
320001
B Allele X B Both Alleles @ Allele Y 20000
B Unknown @ Negative . §mmu—
Samples Endpoint Fluorescence Re ~| % 26,000 . 3
l.. C.. Pos MName 523568 483533 Call § 24000
vl [ A5 1008 -2 10,57 46,34 § 22000 N
v B a6 100 -2 0,30 0,39 sm -
v, B A7 100% -2 0,37 0,43 ‘*‘
vl B a0 H20 0,21 0,29 Ly se®
v W ki1 B0 0,23 0,32 16,000,
v, B A2 H2O 0,20 0,26 14,000
vl B B5 78 -20 26,73 48,40 12,000
2- vl B Bs 78% -z0 27,13 48,26 10,000/
v B7 78% -20 26,80 47,38
t N 8000
v] M cs sox -zo 3z,03 42,50
v B cs sox -20 33,28 44,09 6,000/
v  c©7 s0% -z0 33,26 44,76 4,000
v/ M D5 31% -20 34,58 38,54 2,000
v/ M bvs 31x -zo 3z,55 AEETT -
¥ M 7 3% -20 33,26 27,78 5,000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v, B Es 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence [523-568]
v M E6 12.5% - 34,93 27,79 = "
T | , (] New can = | Apply

=] e s

Abbildung 25. Zusammenfassung der Daten.

17. Um die Datentabelle zu exportieren, klicken Sie mit der rechten
Maustaste auf die Vorlage der Probenergebnisse und wéhlen dann
die Funktion “Export Table”. Die Datei wird dann im Text-
Dateiformat (.txt) gespeichert.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbuch 06/2016 a1



18. Offnen Sie die Datei im Programm Excel, um die Ergebnisse
anzuzeigen und auszuwerten. Die Ergebnisse erscheinen dann wie
in Abbildung 26 dargestellt auf dem Bildschirm.

| Microsoft Excel - test
] Fichier Edtion Affichage Insertion Format Outls Données Fendtre 7

Dz &1 FR2R-< t-@ail . 3 y

Al - £ Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM {(483-533), Hex (S23-568)

A B C D E F G VIC

i |E‘aéerment'§ﬁ- 08-12-16 Active filters: FAM (433-533), Hax "523-'5931 FAM
2 |Include Color Fos Namea 523-558 . Call Scora
3 True 10789024 AS 100%-20 10,971 0,00
4 True 10789024 AG 100%-20 0,302 0,00
5 True 10789024 AT 100%-20 0,369 0,00
6 True 10789024 ALD H2O 0,207 0,00
7 True LO789024 ALL H2O 0,233 0,00
8 True 10789024 Al2 H2O 0,203 0,00
9 True 10789024 BS 78%:-20 26,731 0,00
10 (True 10759024 B& 78%-20 27,125 0,00
11 True 10789024 B7 78%:-20 26,803 0,00
12 (True 10789024 C5 50%-20 32,035 0,00
13 (True 10789024 C& 509 -20 33,278 0,00
14 (True 10789024 C7 50%:-20 33,261 0,00
15 (True 10789024 DS 31%:-20 34,534 0,00
16 (True 10789024 Dé& 31%:-20 32,549 0,00
17 (True 10789024 D7 31%-20 33,262 0,00
18 |True 10789024 ES 12.5%-20 32,794 0,00
19 (True 10789024 E& 12.5%-20 34,932 0,00
20 (True 10789024 ET 12 5%-20 35,089 0,00
21 (True 107589024 FS 5% -20 35,838 0,00
22 (True 10789024 Fo 5% -20 36,786 0,00
23 (True 10789024 F7 5% -20 35,546 0,00
24 (True 10789024 &5 2%-20 35,082 0,00
25 (True 10789024 G& 2%-20 35,834 0,00
26 (True 10789024 &7 %20 34,299 0,00
27 |True 10789024 HS 0% -20 34 44 0,00
28 (True 10789024 Hé 0% -20 33,520 0,00
29 (True 10789024 HY 0% -20 34,125 0,00
30

Abbildung 26. Beispiel fir die Analyseergebnisse, dargestellt als Excel Datei.
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Protokoll: qPCR mit LightCycler 2.0 Thermocycler

Hinweis: Wegen der besonderen technologischen Anforderungen muissen
Experimente mit einem LightCycler 2.0 unter Verwendung spezifischer Reagen-

zien durchgefUhrt werden. Wir empfehlen, den “LightCycler TagMan Master” zu

verwenden. Befolgen Sie beim Ansetzen des 5x-Master-Mix die Anweisungen
des Herstellers.

Bei Verwendung eines Rotors fur 32 Kapillaren empfehlen wir, alle Messungen
als Doppelbestimmung, wie in Tabelle 11 angegeben, durchzufGhren.

Tabelle 11. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines LightCycler 2.0

Thermocyclers

Proben Reaktionen

Mit JAK2-V617F-Primer- und Sonden-Mix (PPM-VF) (32 Reaktionen)

12 DNA-Proben 12 x 2 Reaktionen

3 x 2 Reaktionen (PC-VF, NC-VF und COS-

3 DNA-Kontrollen VF, jede als Doppelbestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen

Probenverarbeitung bei LightCycler 2.0 Thermocycler

$09 ggo 508

Abbildung 27. Vorgeschlagenes Rotor-Set-up bei einem Experiment mit dem ipsogen

JAK2 MutaScreen Kit. PC: Positivkontrolle; NC: Negativkontrolle; COS: Cut-off-Probe; S:
DNA-Probe; H, O: Wasser-Kontrolle.
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gPCR mit LightCycler 2.0 Thermocycler

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

Durchfihrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

Nehmen Sie die Komponenten ungeféhr 10 min vor Beginn der
Testdurchfohrung aus dem Kohlschrank.

2. Schitteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-
Réhrchen (jeweils fir ca. 10 s bei 10.000 UpM), um Tropfchen im
Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des GefdéBes zu
vereinigen.

3. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 12 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagen-
zien-Mix, der fur ein Reaktions-Endvolumen von 20 ul berechnet ist. Sie
kénnen, entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit dem-
selben Primer- und Sonden-Mix ansetzen. Ein zusdtzliches Volumen zur
Kompensation von Pipettierfehlern ist jeweils bertcksichtigt.

Bei einem LightCycler 2.0 Thermocycler kénnen mit dem ipsogen JAK2
MutaScreen Kit 12 Proben als Doppelbestimmung in einem Experiment
analysiert werden (siehe Abb. 27).
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Tabelle 12. Ansetzen des qPCR-Mix fur LightCycler 2.0 Thermocycler

Anzahl Reaktionen (ul)

Komponente 1 32 + 1 Endkonzentration

LightCycler TagMan

Master-Mix, 5x 4.0 132,0 Ix

Primer- und Sonden-

Mix, 10x 2,0 66,0 1x
Nukleasefreies Wasser

(for PCR-Zwecke) 2,0 297,0 _
Probe (Zugabe bei o

Schritt 4) 5,0 jeweils 5,0 _
Gesamtvolumen 20,0 jeweils 20,0 -

4. Schotteln (auf einem Vortex) und zentrifugieren Sie alle Reagenzien-

Réhrchen (jeweils fir ca. 10 Sekunden bei 10.000 UpM), um
Tropfchen im Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des
GefdBes zu vereinigen.

5. Pipettieren Sie 15 ul des qPCR-Pre-Mix in jede Kapillare.

6. Geben Sie 5 ul der genomischen DNA der Probe oder der Kontrolle

in die entsprechende Kapillare (Gesamtvolumen 20 pl).
7. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

8. Setzen Sie die Kapillaren in den mit dem Gerdt gelieferten Adapter
und zentrifugieren Sie sie kurz (700 x g, ca. 10 Sekunden).

9. Setzen Sie die Proben gemdB den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler.

10. Programmieren Sie den Thermocycler (siehe Abb. 28) mit dem
zyklischen Temperaturprogramm, wie in Tabelle 13 angegeben.
Einzelheiten zur Programmierung des LightCycler 2.0 Thermocyclers
entnehmen Sie bitte der Bedienungsanleitung zum Gerét. Im Folgenden

sind die Software-Einstellungen zur besseren Ubersicht schwarz eingerahmt.

Hinweis: Vergewissern Sie sich, dass als Analysemodus “Quantification”
(,Quantifizierung”) und als Erfassungsmodus “Single” (,Einzel”) bei der

FAM-Fluoreszenz und ebenfalls “Single” bei der VIC-Fluoreszenz eingestellt
ist — sowohl im Amplifikations-/Zyklen-Schritt als auch beim abschlie3enden

Halteschritt bei 60 °C.
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Abbildung 28. Programmierungs-Bildschirm beim LightCycler 2.0 Thermocycler.

Tabelle 13. Temperaturprofil fir den LightCycler 2.0 Thermocycler

Halten (“Hold"”) Temperatur: 55 °C

Zeit: 2 min

“Ramp”: 20
Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C

Zeit: 10 min

“Ramp”: 20
Zykleneinstellungen 50 Zyklen

92 °C fur 15 's; “Ramp”: 20

60 °C for T min; “Ramp”:
Halten 3 (“Hold 3”) 60 °C fir 1 min; “Ramp”: 20

Endpunkt-Analyseverfahren fur den LightCycler 2.0 Thermocycler

11. Nach Ende des Amplifikationslaufs klicken Sie auf die Registerkarte
“Online Data Display” (,Online-Datenanzeige”; siehe Abb. 29).
Offnen Sie das Anzeige-Men{ oben links im Fenster “Current
Fluorescence” (,,Aktuelle Fluoreszenz”) und tippen Sie im Feld
“Acquisition no.” (,,Erfassung Nr.”) die Zahl 51 ein.
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Abbildung 29. Ergebnisse und Ergebnisverlauf in der Online-Datenanzeige.

12. Klicken Sie in Ndahe des “Current Fluorescence”-Diagramms mit der
rechten Maustaste und wdahlen Sie die “Export”-Funktion aus dem
Kontextmendu.

13. Aktivieren Sie im Dialogfenster “Export chart” (,,Diagramm expor-
tieren”) das “Excel”-Kontrollkdstchen (siehe Abb. 30). Geben Sie
einen Dateinamen im Dialogfeld “Filename” ein. Wdhlen Sie nach
Klick auf die =/ Schalifléche einen Zielpfad fur den Export, um die
Ergebnisdatei dort zu speichern. Klicken Sie dann auf “Export”.

+ | EndPragram | +10Cyeles |Color Comp (i) «| Instrument Name: LE_6912 1D: LC_ 6312

Online D ata Display | Fiun Motes |

alete...
Samples _[olx]

‘03| Mame

1 Sample

2 Sample Series: [l = Include:

3 Emply P = I[a | J [v Point Index
4 Sample Format ¥ Point Labels
5 Sample " Test [ Hoader

E Sample Sl =

7 Sampl
Sz o € HTML Table Deiimiter

1 8 Sample rm - -

10 Sample
11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sample
16 Sample
17 Sample
18 Sample
13 Sampl

e Filename: I
EI

23 Sample
24 Sample T T

Ficture Data |

s ENINN |

ratu

Abbildung 30. Auswahl des Dateiformats und des Speicher-Zielorts fur den
Export der Ergebnisdatei.
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14. Offnen Sie die Datei im Programm Excel, um die Ergebnisse
anzuzeigen und auszuwerten. Die Ergebnisse erscheinen dann wie
in folgender Abbildung dargestellt auf dem Bildschirm.

Position

(| K [L] ™ | N o] P | Q El s T| =

X Bar Text X Bar Text X Har Text‘ Bar —
129709  1: Sample 1 (B10) 1 82734  1: Sample 1 (560) 1J66361] 1: Sample 1 (530) 1]4,9943
2 30182 2 Sample 2 (610) 2 85,4428  2: Sample 2 (560) 2)6,7659] 2 Sample 2 (530) 2|5 0767
3 2949 3 Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (560) 3)65568) 3: Sample 3 (530) 34 9699
4 29526 4 Sample 4 (510) 4 82887  4: Sample 4 (560) 4]66163] 4: Sample 4 (530) 4]4 9119
5 29450 5 Sample 5 (610) 5 B.2689 & Sample 5 (560) 5|66209] 5 Sample 5 (530) 5)4.9638
6 29969 B: SampleB (510) 6 B.4184 6 Sample 6 (560) B|67674] B Sample B (530) 65,1209
7 30045 7 Sample7 (B10) 7 54520 7: Sample 7 (860) 7J6,7506] 7: Sample 7 (530) 75,0507
8 32822 8 Sample8 (510) 8 91936 8 Sample 8 (560) B8)7,3960] 8 Sample 8 (530) B8)55314
9 30274 9 Sample 8 (510) 9 85557 9 Sample 9 (560) 9])6,8437] 9 Sample 9 (530) 9150843
10 2,8336 10: Sample 10 (610) 10 79713 10: Sample 10 (560) 10§6,3905)10: Sample 10 (530) 10}4,7883
1128275 11: Sample 11 (610) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11§6,3874]11: Sample 11 (530) 11 |4 7669
12 28351 12: Sample 12 (B10) 12 58,0171 12 Sample 12 (560) 12)6,4118]12: Sample 12 (530) 12]4,7944
13 28511 13: Sample 13 (510) 13 8,3726 13: Sample 13 (560) 13]6695713: Sample 13 (530) 13 )4 9699
14 28367 14: Sample 14 (510) 14 80217 14: Sample 14 (560) 14]6,4439]14: Sample 14 (530) 14 |4 7654
15 29908 15: Sample 15 (B10) 15 58,4337 15: Sample 15 (560) 15)6,7445]15: Sample 15 (530) 15)5,0523
16 2,8885 16: Sample 16 (610) 16 85,1498 16: Sample 16 (560) 166 ,5568) 16: Sample 16 (530) 16 |4 9577
17 30152 17: Sample 17 (B10) 17 58,4901 17: Sample 17 (560) 17§6,8193]17: Sample 17 (530) 17 |5,1225
VIC FAM

Abbildung 31. Beispiel fir die Analyseergebnisse mit dem LightCycler 2.0,
dargestellt als Excel Datei.
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Interpretation der Ergebnisse

Laden Sie eine Datei, aus der die exportierten Daten fur alle Thermocycler
extrahiert werden kénnen: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oder anderen

Rotor-Gene Thermocycler; LightCycler 2.0 oder 480; Applied Biosystems 7300

oder 7500 Real-Time-PCR-System; ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS oder

7900HT SDS, und Gberprifen Sie die Fluoreszenzwerte (sie mUssen bei beiden

Wiederholproben konsistent sein).

Erstellen Sie ein Diagramm (Scatterdiagramm) der Fluoreszenzdaten. Darin

représentiert die x-Achse die VIC-Fluoreszenz, die y-Achse die FAM-Fluoreszenz.

Grafische Darstellung und Qualitétskontrollkriterien
Ein Beispiel fUr ein Scatterdiagramm ist in Abbildung 32 wiedergegeben.
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Rn fluorescence VIC 560 nm

0.5

¢ Proben

m PC-VF

4 NC-VF

® COS-VF
H20

Abbildung 32. Scatterdiagramm eines reprdsentativen Experiments zur

Alleldiskriminierung. Thermocycler: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM und

LightCycler 480.

Die Werte fiur die Proben sollten ungefdhr auf einer bogenférmigen Linie liegen,

die die Negativkontrollen (NC) mit den Positivkontrollen (PC) verbindet.

Eine deutlich davon abweichende Lage des Datenpunkts einer Kontrolle kénnte

auf einen experimentellen Fehler hindeuten.

B Die Werte der Positivkontrollen sollten oben links im Diagramm sein.

B Die Werte der Negativkontrollen dagegen unten rechts.

B Eine stark davon abweichende Lage des Datenpunkts einer
Negativkontrolle kénnte auf eine Kontamination hindeuten.
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M Der Wert der Cut-off-Probe sollte oberhalb der Negativkontrollen liegen.
B Die Werte der Wasser-Kontrolle sollten unten links dargestellt werden.

B Eine stark abweichende Lage des Datenpunkts einer Wasser-Kontrolle
(h&her als NC bei Messung der FAM-Fluoreszenz oder héher als PC bei
VIC) kénnte auf eine Kontamination hindeuten.

Hinweis: Die Lage der Kontrollen kénnte bei Auswertung der Messdaten eines
LightCycler 2.0 Thermocyclers davon abweichen (siehe Abb. 33). Die Werte der
Wasser-Kontrollen sollten nach wie vor unten links dargestellt werden.

10.0
®
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£ * ® NCVF
c
S @ PC-VF
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z 0 A COSVF
= + 3
[«+]
g .ﬁét XWT-Probe
A 40 |
g + Mut. Probe
=
= O H20
[

20 r

O
0.0 L L L
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

Rn fluorescence VIC 560 nm

Abbildung 33. Scatterdiagramm eines reprdsentativen Experiments zur
Alleldiskriminierung. Thermocycler: LightCycler 2.0.

Berechnung des normalisierten FAM/VIC-Verhaltnisses
und Genotypisierung

Berechnen Sie die FAM/VIC-Verhdlinisse fur alle Proben. Berechnen Sie die
FAM/VIC-Verhaltnisse fir die Positivkontrolle (PC), Cut-off-Probe (COS) und
Negativkontrolle (NC). Die Verhalinisse mUssen jeweils bei beiden Wiederhol-
proben konsistent sein. Berechnen Sie das durchschnittliche Verhdlinis (“Ratio”)
fur alle Doppelbestimmungen.

Berechnen Sie wie folgt das normalisierte Verhdalinis (“NRatio”) fur die Cut-off-
Probe (COS) und fir alle Proben:

. RGﬁOProbe
N RGfI OProbe =

Rationce
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Hinweis: Die Grauzone (GZ) eines Tests ist definiert als der Wertebereich, in
dem die diskriminatorische Leistung unzureichend genau ist. Ist ein Wert in der
Grauzone, so bedeutet dies, dass der Target-Marker weder als vorhanden noch
als fehlend gewertet werden kann. Die Grauzone muss fur jedes Experiment
berechnet werden.

Berechnen Sie die Grauzone (GZ) — oder den Bereich der Unsicherheit — um
den Wert des normalisierten Verhdélinisses der COS herum (NRatiocos):

GZ: [(NRatiocos x 0,94); (NRatiocos x 1,06)]

Vergleichen Sie das normalisierte Verhdltnis jeder Probe mit der Grauzone des
NRatiocos-Werts. Die Interpretation der Ergebnisse ist in Tabelle 14 zusammen-
gefasst, und in Tabelle 15 ist ein Beispiel fur eine Kalkulation und Interpretation
der Daten wiedergegeben.

Tabelle 14. Interpretation der Genotypisierungsergebnisse anhand der
normalisierten Verhdltniszahlen

Ergebnisse Interpretation

NRatioprobe > NRatiocos x 1,06 JAK2-V617F-Mutation detektiert
NRatioprobe < NRatiocos x 0,94 JAK2-V617F-Mutation nicht detektiert
NRatioprobe in NRatiocos-GZ Ergebnis nicht eindeutig

|
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Tabelle 15. Beispiel fur die Berechnung und Interpretation der
Fluoreszenzdaten

Verhaltnis-
Probe VIC FAM  Verhaltnis Mittelwert NRatio Interpretation
NC 2,4] 5 ],782 0,738 O 747 '| OOO MUTOﬁOh nich’r
NC 2,46 1,861 0,757 ' ' detektiert
PC 1,241 5,606 4,517 :
4672 6,253 MU*"k“?”
PC 1,182 5,706 4,827 detektiert
cos 1,91 1,832 0,959
0,958 1,282  Cut-off-Probe
COS 2,035 1,946 0,956
S T 2,555 1,818 0,712 ' ' detektiert
52 1,097 5,745 5,237 :
4276 5723 M”“I’:'F’”
52 1,437 4,764 3,315 detektiert
$3 2,265 2,149 0,949 0,097 | 04y Ergebnis nichi
53 2,435 2,206 0,906 ' ' eindeutig
S 4 2385 2,063 0,865 0 001 | 51o  Ergebnis nicht
S 4 2,322 2,191 0,944 ’ ' eindeutig
GZ 1,205 1,359
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Hilfe zur Fehlerbehebung

Diese Anleitung zur Fehlersuche soll lhnen eine Hilfe geben, falls einmal
Probleme auftreten sollten. Weitere Informationen finden Sie auch auf der
.Frequently Asked Questions”-Seite unseres Support-Centers unter:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. AuBBerdem beantwortet das Team vom
Technischen Service bei QIAGEN gerne Ihre Fragen zu den Angaben und zu
den Protokollen in diesem Handbuch bzw. zu Proben- und Testtechnologien
allgemein (Méglichkeiten der Kontaktaufnahme, siehe ,Kontaktinformationen”
auf Seite 64).

Kommentare und Vorschldge

Signal bei Positivkontrolle ergibt negatives Ergebnis

a) Pipettierfehler Uberprifen Sie das Pipettierschema und den
Reaktionsansatz.

Wiederholen Sie den PCR-Lauf.

b) UnsachgeméBe Lagerung Lagern Sie den ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
von Kit-Komponenten bei =30 °C bis —15 °C und schitzen Sie
Primer- und Sonden-Mischungen (PPM) vor
Lichteinfluss, siehe ,Lagerung und
Handhabung der Reagenzien” auf Seite 13.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und
Wiederauftauen.

Aliquotieren Sie die Reagenzien vor der
Lagerung.

Negativkontrollen ergeben positives Ergebnis
Kreuzkontamination Tauschen Sie alle kritischen Reagenzien aus.

Wiederholen Sie das Experiment mit neuen
Aliguots sémtlicher Reagenzien.

Handhaben Sie Proben, Kit-Komponenten und
Verbrauchsartikel geméf3 den allgemein
anerkannten Regeln der guten Laborpraxis,
um eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

|
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Kommentare und Vorschldge

Kein Signal, auch nicht bei Positivkontrollen

a) Pipettierfehler oder Uberprifen Sie das Pipettierschema und den
Reagenzien vergessen Reaktionsansatz.

Wiederholen Sie den PCR-Lauf.

b) Inhibitorische Effekte des  Wiederholen Sie die DNA-Praparation.
Probenmaterials,
verursacht durch
unzureichende
Nukleinsdure-Reinigung

c) LightCycler: Falscher Stellen Sie den Kanal auf F1/F2 oder
Detektionskanal gewéhlt 530 nm / 640 nm ein.

d) LightCycler: Keine Uberprifen Sie das Zyklenprogramm.
Datenerfassung

Waéhlen Sie den Erfassungsmodus “Single”
(,Einzel”) am Ende jedes Annealing-Schritts
des PCR-Programms.

programmiert

Kein oder schwaches Signal in Proben, wdahrend Positivkontrollen in
Ordnung sind

Mindere DNA-Qualitét Uberprifen Sie immer die DNA-Qualitat und
oder geringe -Konzentration vor Testbeginn.
Konzentration

LightCycler: Fluoreszenzintensitét zu gering

a) UnsachgeméfBe Lagerung Lagern Sie den ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
von Kit-Komponenten bei =30 °C bis —=15 °C und schitzen Sie
Primer- und Sonden-Mischungen (PPM) vor
Lichteinfluss, siehe ,Lagerung und
Handhabung der Reagenzien” auf Seite 13.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und
Wiederauftauen.

Aliguotieren Sie die Reagenzien vor der

Lagerung.
b) Sehr geringe Erhéhen Sie die Menge an Proben-DNA.
'_?Z:g;?giﬂenge an Hinweis: Je nach gewdhlter Methode fir die

DNA-Préparation kénnen inhibitorische Effekte
auftreten.
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Kommentare und Vorschldge

LightCycler: Fluoreszenzintensitdt variiert

a) Pipettierfehler Die durch sogenannte ,Pipettierfehler”
verursachte Variabilitgt beim LightCycler kann

reduziert werden, indem die Daten im Modus
F1/F2 oder 530 nm / 640 nm analysiert

werden.
b) Unzureichende Der angesetzte PCR-Mix befindet sich noch im
Zentrifugation der oberen KapillargeféB3, oder eine Luftblase ist
Kapillaren in der Kapillarenspitze.

Zentrifugieren Sie die mit dem Reaktions-
gemisch gefillten Kapillaren immer, wie im
gerdtespezifischen Bedienungshandbuch
beschrieben.

c) AuBere Oberflache der Tragen Sie beim Umgang mit den Kapillaren
Kapillarenspitze immer Laborhandschuhe.
verschmutzt

Qualitatskontrolle

GemaB dem ISO-zertifizierten Qualitdtsmanagement-System von QIAGEN wird
jede Charge des ipsogen JAK2 MutaScreen Kits zur Gewdhrleistung einer
einheitlichen Produktqualitét nach festgelegten Prifkriterien getestet.
Analysenzertifikate sind auf Anfrage unter www.giagen.com/support erhdiltlich.

Beschrédnkungen des Tests

Die Anwender missen in dieser Technologie geschult und mit ihrer Anwendung
vertraut sein, bevor Sie dieses Testverfahren anwenden. Dieser Kit sollte geméf
den Anweisungen in diesem Handbuch und in Kombination mit einem
validierten Gerat der im Abschnitt ,Vom Anwender bereitzustellende Ausristung
und Reagenzien” auf Seite 10 genannten Modelle verwendet werden.

Alle mit dem System erhaltenen diagnostischen Ergebnisse sollten nur im Zu-
sammenhang mit anderen klinischen und/oder labormedizinischen Unter-
suchungsergebnissen interpretiert werden. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders, die Leistungscharakteristik des Systems fur jede laboreigene
Methode, die nicht durch die QIAGEN Untersuchungen zur Leistungsevalu-
ierung abgedeckt ist, selbst zu validieren.
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Achten Sie auf die Haltbarkeitsdaten, die auf der Kit-Verpackung und den
Etiketten der einzelnen Komponenten des Kits aufgedruckt sind. Verwenden Sie
keine Kit-Komponenten, deren Haltbarkeitsdatum abgelaufen ist.

Leistungscharakteristik

Untersuchung nichtklinischer Proben

Untersuchungen mit nichtklinischen Proben wurden durchgefhrt, um die
analytische Leistungsféahigkeit des ipsogen JAK2 MutaScreen Kits zu bestimmen.

Prazision

Drei Verdinnungsstufen genomischer DNA, die aus Zelllinien, welche die JAK2-
V617F-Mutation in Wildtyp-DNA beherbergen, isoliert wurde, wurden mit dem
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit getestet. Die Verdinnungen entsprachen einer
Mutationslast von 1 %, 2 % und 3 %. FUr jede Verdinnungsstufe wurden
unabhéngige Chargen gewonnen, und mehrere Wiederholproben (Replikate)
dieser Verdinnungen wurden in drei unabhéngigen Experimenten getestet. Die
Verhéliniszahlen (Ratioprobe), die fur jede DNA-Probe erhalten wurden, wurden
mit dem Verhdlinis der Negativkontrolle (100 % JAK2-Wildtyp-DNA, Rationc)
verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16. Prazisionsdaten fir die Untersuchung der nichtklinischen
Proben

Mutationsniveau Ratiorrobe > Rationc % CV (Verhaltnis)
1 % V617F-DNA 100 % (n = 183) 6,8
2 % V617F-DNA 100 % (n = 72) 4,5
3 % V617F-DNA 100 % (n = 135) 5,1

Analytische Daten aus Ringversuch

Eine multizentrische Studie wurde durchgefihrt, an der 13 Labors beteiligt
waren. Analytische Daten der Tests mit VerdiUnnungen genomischer DNA,
welche die JAK2-V617F-Mutation in Wildtyp-DNA beherbergte, wurden erfasst.
In jedem Labor wurden drei Experimente durchgefUhrt. Bei jedem Experiment
wurden die folgenden aus Zelllinien gewonnenen DNA-Proben getestet:

B 1 Negativkontrolle (NC) -0 % V617F
M 1 Positivkontrolle (PC) — 100 % V617F
B 1 Cut-off-Probe (COS) -2 % V617F
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M 3 Proben mit dazwischenliegenden Mutationslasten (20 %, 50 % und 80
%)

Die Experimente wurden mit sieben verschiedenen Thermocycler-Modellen
durchgefUhrt:

M 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

M iCycler®

Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17. Analytische Daten aus Ringversuch, die beim Testen von
Verdinnungen genomischer DNA - isoliert aus Zelllinien mit der JAK2-
V617F-Mutation in Wildtyp-DNA - erhalten wurden

Proben-Detektion Positive Proben Negative Proben
JAK2-V617F 177* 0
JAK2-Wildtyp 0 36

* Unter den positiven Proben befanden sich 36 Positivkontrollen (PC-VF), 36 Cut-off-Proben
(COS-VF; 2 % V617F), 34 Proben mit 20 % JAK2-V617F, 35 Proben mit 50 % JAK2-V617F
und 36 Proben mit 80 % JAK2-V617F.

Untersuchung klinischer Proben

Vergleich zwischen ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und ARMS® Methode

DNA-Proben, die von 141 Patienten mit Verdacht auf MPN stammten, wurden
parallel mit dem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und einem gPCR-Assay getestet,
der auf der allelspezifischen Amplifikationstechnologie ARMS (= Amplification
Refractory Mutation System) basiert (11). Die Ergebnisse des Methoden-
vergleichs sind in Tabelle 18 (2-x-3-Kontingenztabelle) und Tabelle 19
(Prozentsatz der Ubereinstimmung) zusammengefasst.
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Tabelle 18. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und ARMS

Ergebnisse der ARMS-Testmethode

JAK2-  JAK2-Wildtyp
V617F  (JAK2-V617F

> 2% < 2 %) Gesamt
JAK2-V617F
Mutation 91 0 91
!Ergebnisse detektiert
ipsogen . .
. Eserienichl s
MutaScreen- g
Testmethode JAK2-WT
Mutation nicht 1 46 47
detektiert
Gesamt 93 48 n = 141

Tabelle 19. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und ARMS

Ubereinstimmung (%) 95-%-KI* (%)

Daten Positivproben
Ubereinstimmung zwischen ipsogen 98,9 94,1-99,8
JAK2 MutaScreen Kit und ARMS

Daten Negativproben

Ubereinstimmung zwischen ipsogen 100 92,3-100
JAK2 MutaScreen Kit und ARMS
Gesamt-Ubereinstimmung 99,3 96,0-99,9

* Die Konfidenzintervalle wurden geméf3 der CLSI-Richtlinie EP12-A “User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” berechnet.

Vergleich zwischen ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und Sequenzierung

DNA-Proben, die von 51 Patienten mit Verdacht auf MPN stammten, wurden
parallel mit dem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und der Referenzmethode der
direkten Sequenzierung (dem , Goldstandard”) verglichen. Eine Probe konnte
aufgrund einer Fehlfunktion bei der Sequenzierung nicht ausgewertet werden.
Die Ergebnisse des Methodenvergleichs anhand der 50 interpretierbaren
Proben sind in Tabelle 20 (2-x-3-Kontingenztabelle) und Tabelle 21 (Prozentsatz
der Ubereinstimmung) zusammengefasst.
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Tabelle 20. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und
Sequenzierung

Ergebnisse der direkten Sequenzierung
JAK2- JAK2-Wildtyp
V617F (JAK2-V617F
> 2% < 2 %) Gesamt
JAK2-V617F
. Mutation 26 1 27
Ergebnisse  detektiert
der ipsogen . .
e Essbrienidl | |
MutaScreen- 9
Testmethode JAK2-WT
Mutation nicht 2 20 22
detektiert
Gesamt 28 22 n =50

Tabelle 21. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und
Sequenzierung

Ubereinstimmung (%)  95-%-KI* (%)

Daten Positivproben
Ubereinstimmung zwischen
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
und Sequenzierung

92,9 77,4-98,0

Daten Negativproben
Ubereinstimmung zwischen
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
und Sequenzierung

Gesamt-Ubereinstimmung 93,9 83,5-97,9

95,2 77,3-99,2

* Die Konfidenzintervalle wurden geméaf3 der CLSI-Richtlinie EP12-A “User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” berechnet.

Multizentrische Studie an 228 Patientenproben

Von Patienten stammende DNA-Proben wurden nach laboreigenen Methoden
in 13 Labors, die an einem Ringversuch beteiligt waren, analysiert. In jedem
Labor wurden drei Experimente durchgefUhrt, wobei aus Zelllinien isolierte DNA
(wie bei der Prézisionsuntersuchung mit nichtklinischen Proben beschrieben,
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siche oben) und DNA aus 10 Patientenproben, die im Labor zur Verfigung
standen, verwendet wurden.

Die insgesamt 228 Proben mit bekanntem JAK2-Genotyp wurden parallel mit
dem ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und den jeweiligen laboreigenen Methoden
getestet, darunter qualitative PCR, allelspezifische PCR, Fluoreszenzenergie-
Resonanztransfer (FRET), Sequenzierung, PCR mit allelspezifischen Oligonukleo-
tiden, RFLP und Alleldiskriminierung. Die Ergebnisse der Methodenvergleiche
sind in Tabelle 22 (2-x-3-Kontingenztabelle) und Tabelle 23 (Prozentsatz der
Ubereinstimmung) zusammengefasst.

Tabelle 22. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und
laboreigene Methoden

Ergebnisse der laboreigenen
Testverfahren
Mutation Mutation nicht
detektiert detektiert
JAK2-V617F JAK2-Wildtyp Gesamt
JAK2-V617F
Mutation 139 3 142
detektiert
Ergebnisse .
der ipsogen E.rgeb“'s 5 17
JAK2 Al e
MutaScreen- eindeutig
Testmethode JAK2-WT
Mutation
3 61
nicht 64
detektiert
Gesamt 147 81 n =228
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Tabelle 23. Methodenvergleich: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit und
laboreigene Methoden

Ubereinstimmung (%) 95-%-KI* (%)

Daten Positivproben
Ubereinstimmung zwischen ipsogen

JAK2 MutaScreen Kit und
laboreigener Methode

97,9 94,0-99,3

Daten Negativproben
Ubereinstimmung zwischen ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit und
laboreigenen Methoden

95,3 87,1-98,4

Gesamt-Ubereinstimmung 97,1 93,8-98,7

* Die Konfidenzintervalle wurden geméf3 der CLSI-Richtlinie EP12-A “User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” berechnet.

Robustheit: Testung von Proben gesunder Spender

DNA-Proben, die aus dem Blut von 103 gesunden Blutspendern gewonnen
wurden, wurden mit dem ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit analysiert. Alle
Proben wurden als JAK2-Wildtyp bestimmt. Die Analyse von 38 Proben mit dem
LightCycler 480 Thermocycler ist in Abbildung 34 dargestellt.

|
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Abbildung 34. Analyse der DNA-Proben gesunder Blutspender. Analyse von DNA-
Proben, die aus dem Blut 38 gesunder Spender (®) unter Verwendung des ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kits (Kat.-Nr. 673123) mit dem LightCycler 480 getestet wurden. In Doppel-
bestimmung erhaltene positive Ergebnisse (®) entsprechen einer Referenzskala, die mit dem
Kit geliefert wird. VIC-Fluoreszenzwerte sind auf der x-Achse und FAM-Werte auf der y-Achse

aufgetragen.
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Symbole

Folgende Symbole werden auf der Verpackung und den Etiketten verwendet:

Kit enthalt Reagenzien fir < n > Tests
<N>

Zur Verwendung bis

I <

IVD In-vitro-diagnostisches Medizinprodukt

Katalognummer

LOT Chargennummer

Materialnummer

GTIN Global Trade Item Number (Globale Artikelnummer)
Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller

Beachten Sie die Anwendungshinweise

=] XN

Kontaktinformationen

Technische Hinweise und zusétzliche nitzliche Informationen finden Sie in
unserem Technischen Support-Center unter www.giagen.com/Support oder
erhalten Sie unter der Rufnummer 00800-22-44-6000. DarUber hinaus ist
Ihnen das Team vom Technischen Service gerne behilflich, falls Sie Rat oder
weitere Informationen zu QIAGEN Produkten benétigen (Kontaktinformationen
siche hintere Umschlagseite oder unter www.giagen.com).
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
ipsogen JAK2 FOr 10 Reaktionen: V617F-Positiv- 673022
MutaScreen Kit (10) kontrolle, V617F-Negativkontrolle,
V617F-Cut-off-Probe, Primer- und
Sonden-Mischungen JAK2 und
JAK2-V617F
ipsogen JAK2 FUr 24 Reaktionen: V617F-Positiv- 673023
MutaScreen Kit (24) kontrolle, V617F-Negativkontrolle,
V617F-Cut-off-Probe, Primer- und
Sonden-Mischungen JAK2 und
JAK2-V617F
Rotor-Gene Q MDx - fur IVD-validierte Real-Time-PCR-
Analysen bei klinisch-diagnostischen Applikationen
Rotor-Gene Q MDx Real-Time-PCR-Thermocycler und 9002032
5plex HRM Platform Analyzer fur hochauflésende Schmelz-
kurvenanalysen (HRM) mit finf
Fluoreszenz-Kanalen (grion, gelb,
orange, rot, purpur) und einem HRM-
Kanal, inklusive Laptop, Software,
Zubehér und 1 Jahr Garantie auf alle
Teile sowie Arbeitskosten; Installation
und Unterweisung nicht inbegriffen
Rotor-Gene Q MDx Real-Time-PCR-Thermocycler und 9002033

5plex HRM System

Analyzer fir hochauflésende Schmelz-
kurvenanalysen (HRM) mit fonf
Fluoreszenz-Kanalen (grion, gelb,
orange, rot, purpur) und einem HRM-
Kanal, inklusive Laptop, Software,
Zubehor, 1 Jahr Garantie auf alle Teile
sowie Arbeitskosten, Installation und
Unterweisung

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische
Anwendungseinschrénkungen finden Sie im jeweiligen QIAGEN Kit- oder
Gerdate-Handbuch. QIAGEN Kit- und Geréte-Handbicher stehen unter
www.qiagen.com zur Verfigung oder kédnnen Sie vom QIAGEN Technischen
Service oder dem fur Sie zustéindigen Auflendienstmitarbeiter oder Distributor

anfordern.
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Dieses Produkt ist fir den in-vitro-diagnostischen Gebrauch vorgesehen. ipsogen Produkte dirfen weder wiederverkauft noch fir den Wiederverkauf
modifiziert oder ohne vorherige schriftliche Zustimmung durch QIAGEN zur Herstellung kommerzieller Produkte verwendet werden.

Die in diesem Dokument gemachten Angaben kénnen ohne vorherige Ankindigung geéndert werden. QIAGEN Ubernimmt keine Verantwortung for
Fehler, die méglicherweise in diesem Dokument vorhanden sind. Die Angaben in diesem Dokument zum Zeitpunkt der Verdffentlichung werden als
vollstéindig und richtig erachtet. In keinem Fall haftet QIAGEN fir zuféllige, besondere, mehrfache oder Folgeschéden, die aus oder in Verbindung
mit dem Gebrauch dieses Dokuments entstehen kénnen.

Die Einhaltung der angegebenen Spezifikationen der ipsogen Produkte wird zugesichert. QIAGENS einzige Verpflichtung und der ausschlief3liche
Anspruch des Kunden beschrénken sich auf den kostenfreien Ersatz von Produkten fir den Fall, dass die Produkte nicht die zugesicherte Leistung
einhalten.

Dieses Produkt wird im Rahmen einer Lizenzvereinbarung mit Epoch Biosciences zur ausschlieBlichen Verwendung in der In-vitro-Diagnostik verkauft
und darf fir keinerlei andere Forschung, kommerzielle oder klinische Forschung, oder andere Verwendungszwecke, die nicht zur In-vitro-Diagnostik
gehdren, benutzt werden.

Die JAK2-V617F-Mutation und deren Nutzung unterliegen dem Schutz von Patenten, einschlieBlich des europdischen Patents EP1692281, der US-
Patente 7.429.456 und 7.781.199, der beantragten US-Patente US20090162849 und US2012006677 6 sowie den entsprechenden Patenten in
anderen Léndern.

Der Kauf dieses Produkts gewéhrt keinerlei Recht, das Produkt bei klinischen Studien zu Arzneimitteln, die auf JAK2-V617F abzielen, einzusetzen. Fir
derartige Verwendungszwecke entwickelt QIAGEN spezifische Lizenzprogramme. Wenden Sie sich diesbeziglich bitte per E-Mail an unsere
Rechtsabteilung unter jak2licenses@giagen.com.

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

Eingeschrankte Nutzungsvereinbarung
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des ipsogen JAK2 MutaScreen Kits die folgenden Bedingungen an:

1. Der ipsogen JAK2 MutaScreen Kit darf nur geméafl den Angaben im ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbuch und ausschlieBlich mit den
Komponenten, die im Kit geliefert werden, verwendet werden. QIAGEN gewéhrt im Rahmen ihrer Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Kit
gehdrenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zum Kit gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der im
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbuch und in zusétzlichen, unter www.giagen.com verfigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen.

2. Uber die ausdriscklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus Gbernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieser Kit und/oder die mit
ihm durchgefihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzt.

3. Dieser Kit und seine Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBer der ausdricklich genannten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewéhrung ab, sowohl ausdricklich als auch
konkludent.

5. Ké&ufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu
unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren kénnten oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten
Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwalts-
gebuhren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen
Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder dessen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen unter www.qiagen.com nachgelesen werden.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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