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QIAGEN Sample and Assay Technologies  
QIAGEN är den ledande tillverkaren av innovativa provtagnings- och 
analystekniker som möjliggör isolering och detektion av innehållet i alla 
biologiska prover. Våra avancerade produkter och tjänster av hög kvalitet 
garanterar framgång från prov till resultat.  
QIAGEN sätter standarden för : 
 rening av DNA, RNA och proteiner 

 nukleinsyra - och proteinana lyser 

 mikroRNA-forskning och RNAi 

 Automatisering av provtagnings- och ana lysmetoder 

Vi sträva r efter a tt göra  det möjligt för dig a tt nå  stor framgång med din 
verksamhet. Besök oss gä rna  på  www.q ia ge n .com . 
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Avse dd  a nvä ndn ing  
Ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ä r avsedda  för a tt detektera  JAK2 
V617F/ G1849T-muta tioner i genomiskt DNA hos personer med misstänkt 
myeloprolifera tiva  neopla smer. Frånva ro av JAK2 V617F/ G1849T utesluter inte 
förekomst av andra  JAK2-muta tioner. Testet kan rapportera  fa lska  nega tiva  
resulta t om andra  muta tioner förekommer i kodon 615 till 619 (1).  

O bs! Kitet ska  anvä ndas i enlighet med anvisninga rna  i denna  handbok, i 
kombina tion med va liderade reagenser och instrument. All användning av 
produkten tillsamma ns med andra  märken och/ eller ändring a v 
komponenterna  gör a tt Q IAGENs ga ranti upphör a tt gä lla .  

Sa m m a nfa ttn ing  och  förkla ring  
En å terkommande soma tisk muta tion, V617F, som påverka r Ja nus-tyrosinkinas 
2-genen (JAK2) identifierades 2005 (2–5), vilket ledde till ett stort genombrott 
nä r det gä llde a tt förstå , kla ssificera  och diagnostisera  myeloprolifera tiva  
neopla smer (MPN). JAK2 ä r en mycket viktig intracellulä r signa lmolekyl för ett 
anta l cytokiner, inklusive erytropoietin. 

JAK2 V617F-muta tionen detektera s hos >  95 % av pa tienterna  med 
polycytemia  vera  (PV), 50–60 % av pa tienterna  med essentiell trombocytemi (ET) 
och hos 50 % av pa tienterna  med primär myelofibros (PMF). I sä llsynta  fa ll ha r 
JAK2 V617F även detektera ts i samband med myelomonocytisk leukemi, 
myelodyspla stiskt syndrom, systemisk mastocytos och kronisk neutrofil leukemi, 
men till 0 % i samba nd med kronisk myeloisk leukemi (6). 

Muta tionen korrespondera r till en enskild nukleotidförä ndring i JAK2-
nukleotiden 1849 i exon 14, vilket resultera r i en unik substitution av va lin (V) till 
fenyla lanin (F) vid position 617 i proteinet (JH2-domänen). Detta  leder till 
konstitutiv aktivering av JAK2, hema topoietisk tra nsformering in vitro och 
erytropoietin-oberoende tillväxt av erytroidkolonier (EEC) hos a lla  pa tienter med 
PV och en stor andel av pa tienterna  med ET och PMF (7). JAK2 V617F utgör en 
viktig drivkra ft vid tra nsformering av hema topoietiska  celler i MPN, men de 
exakta  pa tologiska  mekanismer med samma unika  muta tion som leder till 
såda na  olika  kliniska  och biologiska  entiteter ha r ä nnu inte tydliggjorts fullt ut. 

Traditionellt sett ha r diagnos av MPN-sjukdomar basera ts på  kliniska , 
benmärgshistologiska  och cytogenetiska  kriterier. Upptäckten a v en 
sjukdomsspecifik molekylä r markör resulterade i både en förenklad process och 
förbä ttrad diagnostisk precision. Detektion av JAK2 V617F-muta tionen ä r nu en 
del av referenskriterierna  hos WHO  2008 för diagnos av BCR-ABL-nega tiv MPN 
(tabell 1), och förekomst av den hä r muta tionen ä r ett huvudkriterium för 
bekrä ftad diagnos. 
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Ta be ll 1 . WHO -krite rie r för d ia gnos a v MPN (m e d  u tgå ngspunkt frå n  
re fe re ns 8 ) 

Kriterier för dia gnos a v polycetemia  vera  (PV) 
Huvudkriterier  1. Hemoglobin (Hgb) >  18,5 g.dl–1 (mä n) eller >  16,5 g.dl–1 (kvinnor) 

eller Hgb eller hema tokrit (Hct) >  99:e percentilen a v 
referensinterva llet för å lder, kön eller boendehöjd över ha vet eller 
Hgb >  17 g.dl–1 (mä n) eller >  15 g.dl–1 (kvinnor) vid a ssociering med 
en ihå lla nde ökning på  ≥  2  g.dl–1 frå n ba slinjen som inte ka n tillskriva s 
en korrigering a v jä rnbrist, eller förhöjd volyma ndel röda  blodkroppa r 
>  25 % över det prediktera de norma la  medelvä rdet 
2. Förekomst a v JAK2V617F eller likna nde muta tion 

Underordna de 
kriterier 

1. Trilinjä r myeloprolifera tion i benmä rgen 
2. Serumerytropoietinnivå  under det norma la  
3. Tillvä xt a v endogen erytroidkoloni (ET) 

Kriterier för dia gnos a v essentiell trombocytemi(ET) 
Huvudkriterier  1. Anta l trombocyter ≥ 450  ×  10 9 l-1 

2. Mega ka ryocytprolifera tion med stor och mogen morfologi.  
Ingen eller liten gra nulocyt- eller erytroidprolifera tion 
3. Uppfyller inte WHO -kriterierna  för (chronic myeloid leukemia , CML), 
PV, primä r myelofibros (PMF), myelodyspla stiska  syndrom (MDS) eller 
a ndra  myeloida  neopla smer 
4. Förekomst a v JAK2V617F eller a nna n klona l ma rkör, eller 
inga  tecken på  rea ktiv trombocytos 

Underordna de 
kriterier  

 
- 

Kriterier för dia gnos a v primä r myelofibros (PMF) 
Huvudkriterier  1. Mega ka ryocytprolifera tion och -a typi i sa mba nd med a ntingen 

retikulin- och/ eller kolla genfibros. Eller, om inte retikulinfibros 
förekommer må ste mega ka ryocytförä ndringa rna  å tfölja s a v öka d 
cellula ritet för benmä rgen, gra nulocytisk prolifera tion och ofta  minska d 
erytropoiesis (dvs. prefibrotisk PMF) 
2. Uppfyller inte WHO -kriterierna  för CML, PV, MDS eller a nna n 
myeloisk neopla sm 
3. Förekomst a v JAK2V617F eller a nna n klona l ma rkör, eller  
inga  tecken på  rea ktiv benmä rgsfibros 

Underordna de 
kriterier  

1. Leukoerytrobla stos 
2. Förhöjt serumla kta tdehydrogena s (LDF) 
3. Anemi 
4. Pa lpa bel splenomega li 

 

 
Interna tionella  experter ha r nyligen föresla git kriterier för 
behandlingsprövninga r i PV och ET. Basera t på  da ta  om a llogentranspla nta t, 
a lfa interferon eller hydroxyurea  ha r mä ngdbestämning med JAK2V617F 
inkorporera ts som ett möjligt anvä ndba rt verktyg för a tt övervaka  
behandlingssva r (9). En minskning i JAK 2 V617F ha r observera ts vid kliniska  
prövninga r av läkemedel riktade mot JAK2 (10).  
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Te stp rincip  
För a llelurskiljningsassay används två  TaqMa n®-prober i en multiplex-assay. 
Den ena  ä r en perfekt ma tchning för a llel-2-sekvensen (t.ex. vildtypa llelen) och 
den andra  ä r en perfekt ma tchning för a llel-1-sekvensen (t.ex. den muterade 
a llelen). Varje prob ha r märkts med en distinkt fluorescent fä rg vid dess  
5’-ände, rapportören, till exempel FAM™ eller VIC® och innehå ller en icke-
fluorescera nde quencher på  3’-änden. Proberna  innehå ller en minor grove 
binder (MGB™) som möjliggör a nvändning av korta re prober med större 
stabilitet och dä rmed mer noggrann a llelurskiljning. 

Under PCR-körningens utökningsfa s dela s den perfekt ma tchade proben av 
5 '→3'-exonukleasaktiviteten i Taq DNA-polymeras, vilket skiljer rapportörfä rgen 
från quenchern och dä rmed frigör urskiljningsba r fluorescens. Proben som inte 
ma tchas perfekt kommer a tt förflytta s sna ra re än dela s av Taq DNA-polymeras 
och rapportörfä rg frigörs inte. Fluorescenssigna len (VIC eller FAM) som skapas 
samla s in vid slutet på  PCR-körningen (slutpunkten) och indikera r omedelba rt 
förekomst av må lsekvensen/ må lsekvenserna  i provet (vildtypa llel, muterad a llel 
eller båda ) uta n lå nga  och a rbetskrävande post-PCR-steg som öka r risken för 
kontaminering. Må lsekvensens faktiska  mängd bestäms inte. 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit a nvänder denna  teknik enligt illustra tionen (se 
figur 1). 

 
Figur 1 . Multip lex-a ssa y m e d  Ta qMa n . ipsogen JAK2 MutaScreen Kit använder denna  
teknik för a llelurskiljning.  
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Ingen  signa l 
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Förflyttning av prob 
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Ma te ria l som  m e dfölje r 

Kitinne hå ll 

ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit  (10)  (24)  
Katalognr.   673022  673023  
Antal reaktioner   24  10  
V617F Positive Control (V617F-
positiv kontroll)* 

PC-VF 30 µl 30 µl 

V617F Negative Control (V617F-
nega tiv kontroll)† 

NC-VF 30 µl 30 µl 

Cut-O ff SamplePrimers (Cut-off-
prov) CO S-VF 30 µl 30 µl 

Primers and probes mix (Primers och 
sökfragment-bla ndning),  
JAK2 V617F‡ 

PPM-VF 10x 70 µl 145 µl 

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook (handbok 
för ipsogen JAK2 MutaScreen Kit, på  engelska ) 1 1 

 

* Positiv kontroll: 100 % V617F DNA. 
† Nega tiv kontroll: 100 % vildtyp-DNA, 0 % V617F. 
‡ Blandning av specifika  framå t- och bakå triktade primers för JAK2-genen, specifikt  

V617F FAM-prob och vildtypsprob VIC. 
 
O bs! Centrifugera  provrören snabbt före anvä ndning. 

O bs! Ana lys av okända  prover med ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kräver 
extrahering av genomiskt DNA. Reagenser som behövs för a tt utföra  DNA-
extrahering (till exempel Q IAGEN® Q IAa mp® DNA Mini Kit, ka ta lognr 51304) 
ingå r inte och må ste va lidera s tillsammans med kitet. 
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Ma te ria l som  be hövs m e n  in te  m e dfölje r 
Använd a lltid labora torierock, engångsha ndska r och skyddsgla sögon vid 
hantering av kemika lier. Mer informa tion finns i tillämpliga  
säkerhetsda tablad (sa fety da ta  sheets, SDS) som ka n erhå lla s a v respektive 
tillverka re. 

Re a ge nse r 

 Nukleasfritt va tten (PCR-grade) 

 Nukleasfri 1x TE-buffert, pH 8,0 (till exempel Thermo Fisher Scientific, 
ka ta lognr 12090015) 

 Buffert och Taq DNA-polymeras: De va liderade reagenserna  ä r TaqMan 
Universa l PCR Master Mix (Ma ster Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific Inc, 
ka t.nr 4304437) och LightCycler TaqMan Ma ster (Master Mix PCR 5x) 
(Roche, ka t.nr 04535286001) 

 Reagenser för 0,8–1 % aga rosgel i 0,5x TBE elektroforesbuffert 

Förb rukn ingsa rtikla r 

 Nukleasfria  aerosolresistenta  sterila  PCR-pipettspetsa r med hydrofobiskt 
filter 

 0,5 ml eller 0,2 ml RNase- och DNase-fria  PCR-rör 

 Is 

Utru stn ing  

 Pipetter* avsedda  för PCR (1–10 µl; 10–100 µl; 100–1 000 µl) 

 Bänkcentrifug* med rotor för 0,2 ml/ 0,5 ml reaktionsrör (med kapacitet för 
10 000 rpm) 

 Spektrofotometer* för DNA-kvantifiering 

 Rea ltids-PCR-instrument:* Rotor-Gene Q  5plex HRM eller andra  Rotor-
Gene-instrument; LightCycler 2.0 eller 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 eller ABI PRISM 7900HT SDS 
samt specifika  tillhörande a rtikla r 

 Utrustning* för pulsfä ltgelelektrofores 

 

 

 
* Säkerstä ll a tt instrumenten ha r kontrollera ts och ka librera ts enligt tillverka rens instruktioner. 
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Va rn inga r och  försiktighe t 
För in vitro-diagnostisk användning 

Använd a lltid labora torierock, engångsha ndska r och skyddsgla sögon vid 
hantering av kemika lier. Mer informa tion finns i tillämpliga  säkerhetsda tablad 
(SDS). De ä r tillgä ngliga  på  webben i behä ndigt PDF-forma t på  adressen 
www.q ia ge n .com / sa fe ty, dä r du kan visa  och skriva  ut sä kerhetsda tablad för 
va rje Q IAGEN-kit och kitkomponent. 

Kassera  prov- och a na lysavfa ll enligt loka la  sä kerhetsregler. 

Allm ä nna  sä ke rhe tså tgä rde r 
Vid qPCR-tester krävs god labora toriesed, inklusive utrustningsunderhå ll, som 
ä r sä rskilt inriktad på  molekylä rbiologi och följer gä llande regler och relevanta  
standa rder. 

Detta  kit ä r avsett för in vitro-diagnostisk a nvändning. Reagenserna  och 
instruktionerna  som medföljer detta  kit ha r va lidera ts för optima l presta nda . 
Ytterliga re spädning av reagenserna  eller förändring av inkuberingstider och -
tempera turer kan leda  till fela ktiga  eller oförenliga  da ta . PPM-VF-reagenser kan 
förändras om de utsä tts för ljus. Alla  reagenser ä r formulerade specifikt för 
anvä ndning med detta  test. För a tt få  en optima l testpresta nda  få r inget 
ersä ttningsma teria l a nvändas. 

Var mycket försiktig för a tt förhindra : 

 DNase-kontaminering som ka n orsa ka  försämrad ma ll-DNA 

 DNA- eller PCR-överföringskontaminering som leder till fa lsk positiv signa l 

Vi rekommendera r följande hantering: 

 Använd nukleasfritt labora toriema teria l (t.ex. pipetter, pipettspetsa r, 
reaktionsfla skor) och bä r handska r nä r du utför ana lysen. 

 Använd nya  aerosolresistanta  pipettspetsa r för a lla  pipetteringssteg för a tt 
undvika  korskontaminering av prover och reagenser. 

 Bered pre-PCR-masterblandningen med sä rskilt ma teria l (pipetter, spetsa r 
osv.) i ett sä rskilt område dä r inga  DNA-matriser (DNA, pla smid) förs in. 
Tillsä tt ma ll i ett sepa ra t utrymme (helst i ett anna t rum) med hjä lp av 
specia lanpassa t ma teria l (pipetter, spetsa r etc.). 
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Förva ring  och  ha n te ring  a v re a ge nse r 
Kiten skickas på  kolsyreis och måste förva ra s vid –30 °C till –15 °C efter 
leverans. 

 Minimera  primers och sökfragmentblandninga rs exponering för ljus  
(PPM-VF-rör). 

 Blanda  och centrifugera  rören försiktigt innan de öppna s. 

 Förva ra  a lla  kitkomponenter i origina lbehå lla rna . 

Dessa  förva ringsvillkor gä ller både öppna de och oöppnade komponenter. 
Komponenter som förva ra s under andra  villkor än de som a nges på  etiketterna  
fungera r eventuellt inte på  rä tt sä tt och detta  kan påverka  ana lysresulta ten 
nega tivt. 

Utgångsda tum för reagenserna  anges på  etiketterna  till va rje enskild produkt. 
Under korrekta  förva ringsvillkor behå ller produkten sin presta nda  fram till 
utgångsda tumet som stå r tryckt på  etiketten. 

Det finns inga  uppenba ra  tecken som visa r a tt denna  produkt ä r instabil. 
Positiva  och nega tiva  kontroller ska  dock köras samtidigt med okända  
pa tientprover. 
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Utförande  

Beredning av prov -DNA  
Genomiskt DNA bör insamlas från helblod, renade perifera blodlymfocyter, 
flerkärniga celler eller granulocyter. För att jämföra resultat rekommenderar vi 
att du använder samma metod för cellfraktionering och DNA -extrahering. 
DNA-extrahering bör utföras med hjälp av laboratoriets egen eller en allmänt 
vedertagen metod. 
DNA-kvantiteten fastställs genom att mäta den optiska densiteten vid 260 nm. 
DNA-kvaliteten bör utvärderas med spektrofotometri eller gelelektrofores. 
A260 / A280 -kvoten bör va ra  1,7–1,9. Mindre kvoter indikera r va nligtvis 
kontaminering av protein eller orga niska  kemika lier. Elektroforesana lys på   
0,8–1 % aga rosgel bör tillå ta  visua lisering av det isolerade DNA:et som ett 
distinkt band på  cirka  20 kb. Viss utstrykning ä r godtagba rt. 

Det resulterande DNA:et späds till 5 ng/ µl i TE-buffert. qPCR-reaktionen ä r 
optimerad för 25 ng rena t genomiskt DNA. 

Förva ring  a v nukle insyror 
För korttidsförva ring upp till 24 timmar rekommendera r vi en förva ring av 
nukleinsyror vid 2–8 °C. För längre tids förva ring ä n 24 timmar 
rekommendera r vi förva ring vid –20 °C. 

Pro tokoll: qPCR på  Rotor-Ge ne  Q -instrum e nt m e d  ro to r 
m e d  72  rör 
När detta  instrument anvä nds rekommendera r vi a tt a lla  mä tninga r görs i 
duplika t, så  som anges i tabell 2. 

Ta be ll 2 . An ta l re a ktione r på  Rotor Ge ne  Q  MDx 5p le x HRM- e lle r Rotor 
Ge ne  Q  5p le x HRM-instru m e n t m e d  72-rörsro tor 

Prove r Re a ktione r 

Me d  JAK2 V617F p rim e rs och  sökfra g m e n tb la ndn ing  (PPM-VF) 
(56  re a ktione r) 

24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner 

3 DNA-kontroller 
3 x 2 reaktioner (PC-VF, NC-VF och 
CO S- VF, va r och en testad i 
duplika t) 

Va ttenkontroll 2 reaktioner 
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Provbe ha nd ling  på  Rotor-Ge ne  Q -instrum e n t m e d  72-rörsro tor 

 
Figur  2. Förslag på rotorkonfiguration för ett experiment med ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit.  PC-VF: positiv kontroll; NC-VF: negativ kontroll; COS-VF: cut-off-prov;  
S: DNA-prov; H 2 O : va ttenkontroll. 

O bs! Var noga  med a tt a lltid placera  ett prov som ska  testa s i position 1 på  
rotorn. I a nna t fa ll utför instrumentet ingen ka librering under ka libreringssteget 
och fela ktiga  fluorescensda ta  samlas in. 

Fyll a lla  a ndra  positioner med tomma rör. 

qPCR på  Rotor-Ge n e  Q -instrum e n t m e d  ro tor m e d  72  rör 

O bs! Utför a lla  steg på  is. 

Utföra nde  

1 . Tina  a lla  kom pone n te r som  be hövs och  p la ce ra  de m  på  is. 
Komponenterna  bör ta s fram från frysförva ring cirka  10 minuter innan 
proceduren påbörja s. 
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2. Vortexblanda  och centrifugera alla provrör kortvarigt (cirka 
10 sekunder, 10.000  varv/minut) för att samla upp vätskan i botten 
på röret.  

3. Bered följande qPCR -mixar enligt det antal prover som ska 
bearbetas.  
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen på reaktionen. 
I tabell 3 beskrivs pipetteringsschemat för beredningen av en reagensmix, 
beräknat för att uppnå en slutlig volym på 25  µl. En pre-mix kan beredas, 
enligt antalet reaktioner, med samma primers och sökfragmentblandning. 
Extra volymer ingår för att kompensera för pipetteringsfel. 
På Rotor-Gene-instrument kan ipsogen JAK2 MutaScreen Kitanvändas för 
analys av 24 prover i duplikat i ett experiment (figur 2), 20 prover i duplikat 
i två experiment eller 15 prover i duplikat i tre experiment. 

Tabell 3. Beredning av qPCR -blandning  

Komponent  

Antal reaktio ner (µl)  Slutlig 
koncentrati

on  1 56+1*  28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan Universa l 
PCR Master Mix, 2x 12,5 712,5 362,5 237,5 1×  

Primers och 
probbla ndning, 

10x 
2,5 142,5 72,5 47,5 1×  

Nukleasfritt va tten 
(PCR-grade) 5 285 145 95 – 

Prov (som ska  
läggas till i steg 5) 5 5 i 

va rje 
5 i 

va rje 
5 i 

va rje – 

Tota l volym 25 25 i 
va rje 

25 i 
va rje 

25 i 
va rje – 

 

* 24 prover, ett experiment/ kit. 
† 10 prover, två  experiment/ kit. 
‡ 5 prover, tre experiment/ kit. 
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4 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  qPCR-b la ndn inge n  kortva rig t 
(cirka  10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i 
bo tte n  på  röre t. 

5 . Dispe nse ra  20  µl a v qPCR-pre -m ixe n  pe r rör. 
6 . Tillsä tt 5  µl a v p rov-DNA e lle r kon tro ll de t m o tsva ra nde  röre t (to ta l 

vo lym  25  µl). 
7 . Bla nda  försiktig t ge nom  a tt p ipe tte ra  u pp  och  ne d . 
8 . Stä ng  PCR-röre n . Pla ce ra  röre n  i 72-rö rsro torn  e n lig t tillve rka re ns 

re kom m e nda tione r. Fyll a lla  a ndra  positione r m e d  tom m a  rör. 
9 . Kontro lle ra  a tt lå sringe n  (tillbe hör till Rotor-Ge ne -instrum e n te t) ä r 

p la ce ra d  öve rst på  ro torn  för a tt fö rh in d ra  a tt rö re n  öppn a s a v 
m issta g  unde r körn inge n . Pla ce ra  ro to rn  i Ro torGe ne  Q -instrum e n te t 
e n lig t tillve rka re ns re kom m e nda tione r. 

10 . Ska pa  e n  te m pe ra tu rp rofil fö r de te ktion  a v JAK2-DNA ge nom  a tt 
u tföra  ne da nstå e nd e  ste g . 

 

In stä lln ing  a v a llm ä nna  a na lyspa ra m e tra r. Figu re r 3 , 4  

Am plifie ring  a v DNA Figur 5  

Juste ring  a v fluore sce nska n a lse nsitivite te n  Figu r 6  
 

 
Mer informa tion om hur du programmera r Rotor-Gene Q -instrumenten 
hitta r du i a nvända rhandboken till instrumentet. I bilderna  ha r 
programvaruinstä llninga rna  rama ts in i sva rt. Bilder ä r inkluderade för 
Rotor-Gene Q -instrument.  

11 . Sta rta  p rog ra m va ra n  för Ro tor-Ge ne . I d ia log ru ta n  ”Ne w Run”  
(Ny körn ing ) klicka r du  på  ”Ne w” (Ny). 
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Figur  3. Dialogrutan ”New Run” (Ny körning).  

 

12.  I ”New Run Wizard” (Dialogrutan för ny körning) ställer du in 
volymen på 25  µl och klickar på ”  Next ”  (Nästa) . 

 

 
Figur  4. Inställning av allmänna analysparametrar.  

1 

1 

2 
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13 . Klicka  på  kna ppe n  "Ed it Profile " (Re d ig e ra  p rofil) i nä sta  d ia log ru ta  
"Ne w Run  Wiza rd" (Dia log ru ta n  för ny körn ing ) och  p rogra m m e ra  
te m pe ra tu rp rofile n  e n lig t ta be ll 4  och  figu r 5 . Va ra  noga  m e d  a tt 
lä gga  till de t sista  hä m tn ingsste ge t på  60  °C för va rje  cyke l för så vä l 
ka na le n  Gre e n  (FAM) som  Ye llow (VIC). 

Ta be ll 4 . Te m pe ra tu rp rofil 

Hold  (Hå ll) Tempera tur: 50 °C 

Tid: 2 min 

Hold  2  (Hå ll 2 ) Tempera tur: 95 °C 

Tid: 10 min 

Cycling  (Cykling ) 50 gånger 

92 °C i 15 s 

60 °C i 1 minut, enkel 

Hämtning av FAM-fluorescens i ka na len Cycling 
A Green 

Hämtning av VIC-fluorescens i ka na len Cycling 
A Yellow 

 

 

 
Figu r 5 . DNA-a m plifie ring . 

1 
2 

3 
4 

5 

6 

7 
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14. Upptä cktsin te rva lle t fö r fluore sce nska na le rna  m å ste  fa ststä lla s e n lig t 
fluore sce nsin te nsite te rna  i po lym e ra ske d je re a ktionsröre n . Klicka  på  
”Ga in  O p tim isa tion ” (O p tim e ring  a v fö rstä rkn ing) i d ia log ru ta n  
”Ne w Run  Wiza rd” (Gu ide  för ny körn ing ) för a tt öppna  d ia log ru ta n  
”Auto -Ga in  O p tim isa tion  Se tup ” (Stä ll in  a u tom a tisk op tim e ring  a v 
förstä rkn ing). Klicka  på  ”O ptim ise  Acqu iring” (O p tim e ra  hä m tn ing) 
och  kicka  se da n  på  ”O K” (O K) i d ia log ru torna  ”Au to-Ga in  
O p tim isa tion  Cha n ne l Se ttings” (Ka na linstä lln ing  för a u tom a tisk 
op tim e ring  a v förstä rkn ing) för va rje  ka na l (Gre e n  och  Ye llow, figu r 
6). Kon tro lle ra  a tt kryssru ta n  ”Pe rform  O ptim isa tion  Be fore  1st 
Acqu isition ” (Utför op tim e ring  in för första  hä m tn ing) ha r m a rke ra ts 
för va rje  ka na l (fig u r 6). 

 

 
Figu r 6 . Juste ring  a v fluore scenska na lse nsitivite te n . 
 

15 . De  förstä rkn ingsvä rde n  som  fa ststä lls a v ka na lka lib re ringe n  spa ra s 
a u tom a tiskt och  a n ge s i de t sista  m e nyfönstre t i 
p rog ra m m e ringsp roce dure n . Klicka  p å  ”Sta rt Run ” (sta rta  körn ing ) 
för a tt köra  p rog ra m m e t. 

1 

2 

3 
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16 . Ange  ro torinstä lln inge n  i p rog ra m va ra  för Ro tor-Ge ne  (figu r 7). 
 

 
Figur  7. Konfiguration av Rotor -Gene: ”Edit samples” (Redigera prover).  

Inställning för procedur för slutpunktsanalys för Rotor -Gene Q 5plex 
HRM-instrument  
17.  När PCR-programmet har slutförts klickar du på “ Analysis” (Analys) i 

verktygsfältet (figur 8).  
 

 

Figur  8. Analys.  
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18 . Dubbe lklicka  på  ”Cycling  A Gre e n” (Cykling  A g rön) och  se da n  ”O K” 
i d ia log ru ta n  ”An a lysis” (Ana lys) (figu r 9). Uppre pa  för Cycling  A 
Ye llow (Cykling  A gu l). 

 

 
Figu r 9 . Kva n tifie ring : ”Cycling  A. Gre en” (Cykling  A g rön) 

19 . Ett nytt fönste r öppna s (figu r 10). Klicka  på  ”Slope  Corre ct” (Lu tn ing  
korre kt) i bå da  pa n e le r e n lig t figu r 10 . 

 

 
Figu r 10 . In stä lln ingen  ”Slope  Corre ct” (Lu tn ing  korre kt). 

20 . Spa ra  som  ka lkylb la d  i Exce l® för a tt e xporte ra  da ta . Klicka  på  ”O K” 
(O K), ge  e xportfile n  e tt na m n  och  spa ra  te xtfile n  (*.txt).  

1 

2 

1 2 
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21 . Ö ppna  te xtfile n  i Exce l och  m a rke ra  ko lum n A. Klicka  på  ” Da ta ” 
(Da ta ), ”  Conve rt” (O m va nd la ) och  ” Ne xt” (Nä sta ). Vä lj ” Com m a ” 
(Kom m a ) och  klicka  på  ” End ” (Slu tför). 
Re su lta te n  visa s e n lig t figu r 11 . 

 

 
Figu r 11 . Re su lta texempe l, visa s i Exce l-file n . 

 

O bs! Filen innehå ller såvä l råda ta  som sta nda rdiserade da ta . Endast 
standa rdiserade da ta  bör betrakta s.  

Dessa  da ta  anges i den kvantita tiva  a na lysen för kana len Cycling A Green och 
den kvantita tiva  a na lysen för kana len Cycling A Yellow i tabellen. Da ta  som 
avses för tolkning ä r de som insamlas under PCR-körning 50 (i cirkla rna  till 
höger). 

PRC-körning 50 

FAM-kolumn 

VIC-kolumn 

Provnamn 

Rå
da

ta
 

St
an

da
rd

ise
ra

de
 

d
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Pro tokoll: qPCR på  tillä m pa de  b iosyste m  och  ABI PRISM-
instrum e nt  
När utrustningen för qPCR med 96-brunnspla ttor a nvänds rekommendera r vi 
a tt a lla  mä tninga r görs i duplika t, så  som anges i tabell 5. 

Ta be ll 5 . An ta le t re a ktione r för in stru m e n te n  App lie d  Biosyste m s 7300 
och  7500 , ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 e lle r ABI PRISM 7900HT. 

Prove r Re a ktione r 

Me d  JAK2 V617F p rim e rs och  sökfra g m e n tb la ndn ing  (PPM-VF) 
(56  re a ktione r) 

24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner 

3 DNA-kontroller 
3 x 2 reaktioner (PC-VF, NC-VF 
och CO S- VF, va r och en testad i 
duplika t) 

Va ttenkontroll 2 reaktioner 
 

Provbe a rbe tn ing  på  in stru m e n te n  Ap p lie d  Biosyste m s 7300 och  7500, 
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 e lle r ABI PRISM 7900HT. 

 
Figur  12. Förslag på plattkonfiguration för ett experiment med ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit.  PC: positive control (positiv kontroll); NC: negative control (negativ kontroll); 
CO S: cut-off sample (cut-off-prov); S: DNA-prov; H 2 O : va ttenkontroll. 
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qPCR för in strum e n te n  App lie d  Biosyste m s 7300 och  7500, ABI PRISM 
7000, ABI PRISM 7700  e lle r ABI PRISM 7900HT.  

O bs! Utför a lla  steg på  is. 

Utföra nde  

1 . Tina  a lla  kom pone n te r som  be hövs och  p la ce ra  de m  på  is. 
Komponenterna  bör ta s fram från frysförva ring cirka  10 minuter innan 
proceduren påbörja s. 

2 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  p rovrör kortva rig t (cirka  
10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i bo tte n  
på  röre t. 

3 . Be re d  fö lja nde  qPCR-m ixa r e n lig t de t a n ta l p rove r som  ska  
be a rbe ta s.  
Alla  koncentra tioner avser den slutliga  volymen på  reaktionen. 

I tabell 6 beskrivs pipetteringsschemat för beredningen av en reagensmix, 
beräkna t för a tt uppnå  en slutlig volym på  25 µl. En pre-mix ka n beredas, 
enligt anta let rea ktioner, med samma primers och sökfragmentbla ndning. 
Extra  volymer ingå r för a tt kompensera  för pipetteringsfel. 

På  Applied Biosystems 7300 och 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 
eller ABI PRISM 7900HT-instrument kan ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 
anvä ndas för ana lys av 24 prover i duplika t i ett experiment (figur 12), 20 
prover i duplika t i två  experiment eller 15 prover i duplika t i tre experiment. 
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Ta be ll 6 . Be re dn ing  a v qPCR-b la ndn ing  

Kom pone n t 

An ta l re a ktione r (µl) 

Slu tlig  
konce n tra tion  1  56+ 1* 28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan 
Universa l PCR 
Ma ster Mix, 2x 

12,5 712,5 362,5 237,5 1×  

Primers och 
probbla ndning, 
10x 

2,5 142,5 72,5 47,5 1×  

Nukleasfritt 
va tten (PCR-
grade) 

5 285 145 95 – 

Prov (som ska  
läggas till 
i steg 4) 

5 5 i 
va rje 

5 i 
va rje 

5 i 
va rje – 

Tota l volym 25 25 i 
va rje 

25 i 
va rje 

25 i 
va rje – 

 

* 24 prover, ett experiment/ kit. 
† 10 prover, två  experiment/ kit. 
‡ 5 prover, tre experiment/ kit. 
 
4 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  qPCR-b la ndn inge n  kortva rig t 

(cirka  10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i 
bo tte n  på  röre t. 

5 . Dispe nse ra  20  µl a v qPCR-pre -m ixe n  pe r b runn . 
6 . Tillsä tt 5  µl a v p rov-DNA e lle r kon tro ll i de n  m otsva ra nde  b runne n  

(to ta l vo lym  25  µl). 
7 . Bla nda  försiktig t ge nom  a tt p ipe tte ra  u pp  och  ne d . 
8. Förslut plattan och centrifugera kortvarigt (300  x g, cirka 

10 sekunder).  
9. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.  
10.  Programmera termocyklern  med det termocykelprogram som anges i 

tabell 7 och starta körningen.  
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Ta be ll 7 . Te m pe ra tu rp rofil fö r App lie d  Biosyste m s- och  ABI PRISM-
instrum e n t 

Hold  (Hå ll) Tempera tur: 50 °C 

Tid: 2 min 

Hold  2  (Hå ll 2 ) Tempera tur: 95 °C 

Tid: 10 min 

Cycling  (Cykling ) 50 gånger 

92 °C i 15 s 

60 °C i 1 min  
 

 

Ana lysp roce dur e fte r körn ing  för App lie d  Biosyste m s- och  ABI PRISM-
instrum e n t 

Se bruksanvisningen för instrumentet för programmeringsinforma tion om 
instrumenten Applied Biosystems 7300 och 7500, ABI PRISM 7000, ABI 
PRISM 7700 eller ABI PRISM 7900HT. För a tt få  en bä ttre översikt ä r 
programinstä llninga rna  ma rkerade med en sva rt ram. 

11 . Vä lj ”Sta rt/ Progra m ” (Sta rt/ Progra m ) och  dä re fte r ”File / Ne w” 
(Arkiv/ Nytt) e fte r a tt körn inge n  ha r slu tförts. 

12 . Klicka  på  listru ta n  ”Assa y” (An a lys) i d ia log ru ta n  ”Ne w Docum e n t 
Wiza rd” (Nytt doku m e n t) och  vä lj ”Alle lic Discrim ina tion ” 
(Alle lsä rskiljn ing ) (figu r 13). 

13 . Godkä nn  sta nda rd instä lln inga rna  för fä lte n  ”Con ta ine r” (Be hå lla re ) 
och  ”Te m pla te ” (Ma ll) (“96-We ll Cle a r” (96  b runna r, tra n spa re n t) 
och  “Bla nk Docum e n t” (Tom t dokum e n t), figu r 13 ). I fä lte t ”Pla te  
Name” (Namn på plattan) anger du AD Post-read  (figur 13) och 
klicka på ”Next>” (Nästa) för att komma till dialogrutan ”Select 
Markers” (Välj markörer).  
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Figu r 13 . Förinstä lln inga r för a tt ska pa  e n  ny körn ing  e fte r in lä sn ing  (Ne w 
Docume nt Wiza rd ) (Nytt dokume n t). 

 

14 . O m  pa ne le n  ”Ma rke rs in  Docu m e n t” (m a rköre r i dokum e n t) i 
d ia log ru ta n  ”Se le ct Ma rke rs” (vä lj m a rköre r) inne hå lle r e n  lä m plig  
m a rkör för d in  tillä m pn ing  fortsä tte r d u  m e d  ste g  18 . Ann a rs 
fortsä tte r du  m e d  ste g  15 . 

15 . Ska pa  de te ktore r och  m a rköre r e n lig t fö lja nde . Klicka  på  ”Ne w 
De te ctor” (Ny de te ktor) (figu r 14). 

 

 
Figu r 14 . Pa ne len  ”Ma rke rs in  Docume nt” (ma rköre r i dokume n t) inne hå lle r in te  
e n  lä mplig  m a rkör för d in  tillä m pn ing .  

1 

4 

2 

3 

1 
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16.  Skriv Allele A  i fältet ”Name” (Namn) i dialogrutan ”New Detector” 
(Ny detektor) (figur 15). Lämna ”Reporter Dye” (Rapportörfärg) på 
”FAM”  (FAM). Klicka på knappen ”Color” (Färg), välj en färg och 
klicka på ”OK” (OK) (bild 1 5). Klicka på ”Create another” (Skapa en 
till) (figur  15).  

 

 
Figur  15. Skapar detektorer.  

17.  Skriv Allele B  i fältet ”Name” (namn) i dialogrutan ”New Detector” 
(ny detektor). Välj ”VIC” (VIC) i fältet ”Reporter Dye” (rapportörfärg). 
Klicka på knappen ”Color” (färg), välj en färg och klicka på ”OK”  
(OK). 

18.  Klicka på ”New Marker” (ny markör ) i dialogrutan ”Select Markers” 
(välj markörer) (se figur 14).  

19.  Skriv JAK2  i fältet ”Name” (namn) i dialogrutan ”New Marker” (ny 
markör) (figur 16). Välj det ektorerna “ Allele A” (Allele A) och “Allele 
B” (Allele B) som du skapade i steg 16 och 17 (eller som redan har 
definierats) och klicka på ”OK” (OK) (figur 16).  

 

 
Figur  16. Skapa markörer.  

1 
2 
3 

4 

2 

3 

1 
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20 . I d ia log ru ta n  ”Se le ct Ma rke rs” (vä lj m a rköre r) vä lje r du  ”JAK2” 
(JAK2) som  du  ska pa de  tid iga re  e lle r e n  lä m plig  förde fin ie ra d  
m a rkör. Klicka  se d a n  på  ”Add> > ” (Lä gg  till) (figu r 17). 
O bs! Vä lj en markör och klicka  på  ”Remove” (Ta  bort) för a tt ta  bort den. 

 
Figur 17 . Vä lja  m a rköre r. 

 

21 . Klicka  på  ”Ne xt> ” (Nä sta > ). 
22 . Klicka  och  d ra  m a rköre n  i d ia log ru ta n  ”Se tup  Sa m ple  Pla te ” 

(konfigu re ra  p rovp la tta n ) för a tt vä lja  m a rköre n  för b runna rna  som  
inne hå lle r p rov. Klicka  på  ”Fin ish” (slu tför). 

23 . Klicka  på  flike n  ”In stru m e n t” (Instrum e n t) och  ä ndra  p rovvolym e n  till 
25 µl.  

24.  Välj ”File/Save” (Arkiv/Spara) och klicka på ”Save” (Spara) för att 
spara namnet som du valde när du skapade plattan.  

25.  Ladda reaktionsplannat in instrumentet enligt tillverkarens 
rekommendationer.  

  

1 2 

3 
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26 . Sta rta  körn inge n  e fte r in lä sn inge n . Klicka  på  ”Post-Re a d ” (e fte r 
in lä sn ing ). 
Instrumentet kommer a tt utföra  en körning på  1 cykel i 60 s vid 60 °C. 
Under den hä r körningen samla r instrumentet in FAM- och VIC-fluorescens 
i va rje brunn (figur 18). 
 

 
Figu r 18 . Körn ing  e fte r in lä sn ing . 
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27 . Vä lj ”File / Export” (Arkiv/ Exporte ra ) och  klicka  på  ”Re su lts” (Re su lta t) 
fö r a tt e xporte ra  re su lta te n  till e n  Exce l-fil. Re su lta te n  visa s e n lig t 
figu r 19 . 
 

 

 
Figu r 19 . Exe mpe l på  re su lta t i e n  Exce l-fil. 

 

VIC-prov 1  FAM-prov 1  
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Pro tokoll: qPCR på  Ligh tCycle r 480-instrum e nte t 
När utrustningen för qPCR med 96-brunnspla ttor a nvänds rekommendera r vi 
a tt a lla  mä tninga r görs i duplika t, så  som anges i tabell 8. 

Ta be ll 8 . An ta l re a ktione r för Ligh tCycle r 480-instrum e n te t 

Prove r Re a ktione r 

Me d  JAK2 V617F-p rim e rs och  sökfra g m e n tb la ndn inga r  
(PPM-JAK2) 

24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner 

3 DNA-kontroller 
3 x 2 reaktioner (PC-VF, NC-VF 
och CO S- VF, va r och en testad i 
duplika t) 

Va ttenkontroll 2 reaktioner 
 

Provbe ha nd ling  på  Ligh tCycle r 480-in strum e n te t 

 
Figur  20. Förslag på plattkonfiguration för ett experiment med ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit.  OC: positive control (positiv kontroll); NC: negative control (negativ 
kontroll); CO S: cut-off sample (cut-off-prov); S: DNA sample (DNA-prov); H 2 O : wa ter control 
(va ttenkontroll). 
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qPCR på LightCycler 480 -instrumentet  
Obs! Utför alla steg på is. 

Utförande  
1. Tina alla komponenter som behövs och placera dem på is.  

Komponenterna bör tas fram från frysförvaring cirka 10 min uter innan 
proceduren påbörjas. 

2. Vortexblanda och centrifugera alla provrör kortvarigt (cirka 
10 sekunder, 10.000  varv/minut) för att samla upp vätskan i botten 
på röret.  

3. Bered följande qPCR -mixar enligt det antal prover som ska 
bearbetas.  
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen på reaktionen. 
I tabell 9 beskrivs pipetteringsschemat för beredningen av en reagensmix, 
beräknat för att uppnå en slutlig volym på 25  µl. En pre-mix kan beredas, 
enligt antalet reaktioner, med samma primers och sökfragmentblandning. 
Extra volymer ingår för att kompensera för pipetteringsfel. 
På LightCycler 480-instrument kan ipsogen JAK2 MutaScreen Kit användas 
för analys av 24 prover i duplikat i ett experiment (figur 20), 20 prover i 
duplikat i två experiment eller 15 prover i duplikat i tre experiment. 
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Ta be ll 9 . Be re dn ing  a v qPCR-b la ndn ing  

Kom pone n t 

An ta l re a ktione r (µl) 

Slu tlig  
konce n tra tion  1  56+ 1* 28+ 1 † 18+ 1 ‡ 

TaqMan 
Universa l 
PCR Master 
Mix, 2x 

12,5 712,5 362,5 237,5 1×  

Primers och 
probbla ndni
ng, 10x 

2,5 142,5 72,5 47,5 1×  

Nukleasfritt 
va tten (PCR-
grade) 

5 285 145 95 – 

Prov (som 
ska  läggas 
till i steg 6) 

5 5 i 
va rje 

5 i 
va rje 

5 i 
va rje – 

Tota l volym 25 25 i 
va rje 

25 i 
va rje 

25 i 
va rje – 

 

* 24 prover, ett experiment/ kit. 
† 10 prover, två  experiment/ kit. 
‡ 5 prover, tre experiment/ kit. 
 
4 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  qPCR-b la ndn inge n  kortva rig t 

(cirka  10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i 
bo tte n  på  röre t. 

5 . Dispe nse ra  20  µl a v qPCR-pre -m ixe n  pe r b runn . 
6 . Tillsä tt 5  µl a v p rov-DNA e lle r kon tro ll i de n  m otsva ra nde  b runne n  

(to ta l vo lym  25  µl). 
7 . Bla nda  försiktig t ge nom  a tt p ipe tte ra  u pp  och  ne d . 
8. Förslut plattan och centrifugera kortvarigt (300  x g, cirka 

10 sekunder).  
9. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.  
10.  Välj ”New Experiment” (Nytt experiment) på startsidan.  
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11.  För LightCycler 480 I, följ steg 11a. För LightCycler 480 II, följ steg 
11b.  
Se bruksanvisningen för LightCycler  480-instrumentet för 
programmeringsanvisningar. För att få en bättre översikt är 
programinställningarna markerade med en svart ram.  

11a.  LightCycler  480 I: Välj ”Multi Color Hydrolysis Probe” 
(Hydrolyssökgragment med flera färger) och klicka på ”Customize” 
(Anpassa). Kontrollera sedan att kanalerna “FAM (483 –533)” och 
“Hex (533 –568)” (d.v.s. VIC) har markerats (figur 21). Ställ in 
reaktionsvolymen på ”25” µl (figur 21) och fortsätt med steg 12. 

 

 
Figur  21. LightCycler  480 I: Ställ in detektionsformat.  

 
  

1 4 
2 

3 
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11b . Ligh tCycle r 480  II: Vä lj ”Dua l Color Hydro lysis Probe ” 
(Hydro lyssökgra gm e n t m e d  två  fä rge r) och  klicka  på  ”Custom ize ” 
(Anpa ssa ). Kon tro lle ra  se da n  a tt ka na le rna  “FAM (465-510)” och  
“VIC /  HEX /  (533–580)” (d .v.s. 533-580) h a r m a rke ra ts (figu r 22). 
Stä ll in  re a ktionsvolym e n  på  ”25” µl (figu r 22) och  fortsä tt m e d   
ste g  12 . 

 

 
Figur 22 . Ligh tCycle r 480  II: Stä ll in  de te ktionsform a t. 

 

1 4 

3 

2 
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12 . Progra m m e ra  te rm ocykle rn  m e d  de t te rm ocyke lp rogra m  som  a nge s i 
ta be ll 10  och  sta rta  körn inge n . 
O bs! När du beskriver pla tta ns konfigura tion för instrumentet ska  du vä lja  
”Endpt Geno” (Slutpunkt genom) i avsnittet ” Step 1 : select workflow” (Steg 
1: vä lj a rbetsflöde). 

Ta be ll 10 . Te m pe ra tu rp rofil fö r Ligh tCycle r 480-in stru m e n t 

Hold  (Hå ll) Tempera tur: 50 °C 

Tid: 2 min 

Hold  2  (Hå ll 2 ) Tempera tur: 95 °C 

Tid: 10 min 

Cycling  (Cykling ) 50 gånger 

92 °C i 15 s; enkel 

60 °C i 1 minut, enkel 

Hold  3  (Hå ll 3 ) 60 °C i 1 minut, enkel 
 

Slu tpunktsa na lysp roce dur för Ligh tCycle r 480-instrum e n te t 

13 . Klicka  på  ”Ana lysis” (Ana lys) nä r körn inge n  ha r slu tförts. 
14 . Gå  till d ia log ru ta n  “Cre a te  Ne w Ana lysis” (Ska pa  ny a n a lys), vä lj 

“Endpoin t Ge notyp ing” (Slu tpunktsge n typn ing) och  stä ll in  
unde rg ruppe n  a tt a na lyse ra  i m e nyn  ”Subse t” (Unde rg ru pp)  
(figu r 23 ). 

 

 

 

1 

2 
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Figur 23 . Vä lj a na lystyp  och  unde rg rupp  som ska  a na lyse ra s. 

15 . I nä sta  fön ste r vä lje r du  “He x”-fluore sce ns (d .v.s. VIC) för “Alle le  X” 
och  “FAM”-fluore sce ns för “Alle le  Y” (figu r 24). 

 

 
Figu r 24 . Vä lja  fluore sce ns för “Alle le  X” och  “Alle le  Y”. 

 

16 . Nä sta  fönste r (figu r 25) visa r p la tta n s konfigu ra tion  (1 , övre  vä nstra ), 
fluore sce nsre su lta t fö r va rje  p rov (2 , n e d re  vä nstra ) och  
punktd ia g ra m  m e d  a lle lu rskiljn ing  (3 , höge r, FAM- och  VIC-
fluore sce ns som  ha r uppm ä tts unde r d e n  50 :e  PCR-cyke ln ). 

 

 
Figu r 25 . Da ta sa m m a nfa ttn ing . 

 

17 . O m  du  e xporte ra  d a ta  höge rklicka r du  på  m a lle n  m e d  
e xe m pe lre su lta t. Klicka  se da n  på  ”Export Ta b le ” (e xporte ra  ta be ll). 
File n  kom m e r a tt spa ra s i te xtform a t (.txt). 

1 

2 

3 

1 2 



 

Handbok för ipsogen JAK2 MutaScreen Kit  06/ 2016 37  
 

18 . O m  du  vill visa  och  a na lyse ra  re su lta te n  öppna r du  file n  i Exce l. 
Re su lta te n  visa s e n lig t figu r 26 . 

 

 
Figu r 26 . Exe mpe l på  re su lta t i e n  Exce l-fil. 

 

VIC 
FAM 
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Pro tokoll: qPCR på  Ligh tCycle r 2 .0 -instrum e nte t  
O bs! På  grund av sä rskilda  tekniska  krav måste LightCycler 2.0-experiment 
utföra s med specifika  reagenser. Vi rekommendera r a tt Light Cycler TaqMa n 
Ma ster används. Följ tillverka rens anvisninga r för a tt förbereda  Ma ster Mix, 5x. 

När en 32-kapillä rrotor a nvänds rekommendera r vi a tt a lla  mä tninga r görs i 
duplika t så  som anges i tabell 11. 

Ta be ll 11 . An ta l re a ktione r för Ligh tCycle r 2 .0-in strum e n te t 

Prove r Re a ktione r 

Me d  JAK2 V617F p rim e rs och  sökfra g m e n tb la ndn ing  (PPM-VF) 
(32  re a ktione r) 

12 DNA-prover 12 x 2 reaktioner 

3 DNA-kontroller 
3 x 2 reaktioner (PC-VF, NC-VF och 
CO S- VF, va r och en testad i 
duplika t) 

Va ttenkontroll 2 reaktioner 
 

Provbe ha nd ling  på  Ligh tCycle r 2 .0 -instrum e n te t 

 
Figur  27. Förslag på rotorkonfiguration för ett experiment med ipsogen  JAK2 
Muta Screen Kit.  PC: positiv kontroll; NC: negativ kontroll; COS: cut-off-prov; S: DNA-prov; 
H 2 O : va ttenkontroll. 
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qPCR på  Ligh tCycle r 2 .0 -in stru m e n te t  

O bs! Utför a lla  steg på  is. 

Utföra nde  

1 . Tina  a lla  kom pone n te r som  be hövs och  p la ce ra  de m  på  is. 
Komponenterna  bör ta s fram från frysförva ring cirka  10 minuter innan 
proceduren påbörja s. 

2 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  p rovrör kortva rig t (cirka  
10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i bo tte n  
på  röre t. 

3 . Be re d  fö lja nde  qPCR-m ixa r e n lig t de t a n ta l p rove r som  ska  
be a rbe ta s.  
Alla  koncentra tioner avser den slutliga  volymen på  reaktionen. 

I tabell 12 beskrivs pipetteringsschemat för beredningen av en reagensmix, 
beräkna t för a tt uppnå  en slutlig volym på  20 µl. En pre-mix ka n beredas, 
enligt anta let rea ktioner, med samma primers och sökfragmentbla ndning. 
Extra  volymer ingå r för a tt kompensera  för pipetteringsfel. 

På  LightCycler 2,0-instrument ka n ipsogen JAK2 MutaScreen Kit anvä ndas 
för ana lys av 12 prover i duplika t i ett experiment (figur 27). 

Ta be ll 12 . Be re dn in g  a v qPCR-b la ndn ing  för Ligh tCycle r 2 .0 -in strum e n t 

Kom pone n t 

An ta l re a ktione r (µl) 

Slu tlig  
konce n tra tion  1  32+ 1  

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

Primers och 
probbla ndning, 10x 2 66 1×  

Nukleasfritt va tten 
(PCR-grade) 9 297 – 

Prov (som ska  lägga s 
till i steg 4) 5 5 i va rje – 

Tota l volym 20 20 i va rje – 
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4 . Vorte xb la nda  och  ce n trifuge ra  a lla  qPCR-b la ndn inge n  kortva rig t 
(cirka  10  se kunde r, 10 .000  va rv/ m inu t) för a tt sa m la  upp  vä tska n  i 
bo tte n  på  röre t. 

5 . Dispe nse ra  15  µl a v qPCR-pre -m ixe n  pe r ka p illä r. 
6 . Tillsä tt 5  µl a v p rov-DNA-m a te ria l e lle r kon tro ll i de t m o tsva ra nde  

röre t (to ta l vo lym  20  µl). 
7 . Bla nda  försiktig t ge nom  a tt p ipe tte ra  u pp  och  ne d . 
8 . Pla ce ra  ka p illä re rn a  i a da p tra rna  som  m e dfö ljde  in stru m e n te t och  

centrifugera kortvarigt (700  x g, cirka 10  sekunder).  
9. Ladda proverna i termocykeln enligt tillverkarens 

rekommendationer.  
10.  Programmera termocykeln (figur 28) med programmet som anges i 

tabell 13.  
Se bruksanvisningen för LightCycler  2,0-instrumentet för 
programmeringsanvisningar.  För att få en bättre översik t är 
programinställningarna markerade med en svart ram.  
Obs! Kontrollera att instrumentet är inställt på kvantifiering och enkel 
hämtning av FAM-fluorescens och enkel hämtning av VIC-fluorescens i 
såväl förstärkning- som cyklingssteget och sluttemperatur på 60 °C. 
 

 
Figur  28. Programmeringsskärm för LightCycler 2.0.  

1 
2 
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Ta be ll 13 . Te m pe ra tu rp rofil fö r Ligh tCycle r 2 .0 -in stru m e n t 

Hold  (Hå ll) Tempera tur: 55 °C 

Tid: 2 min 

Ramp: 20 

Hold  2  (Hå ll 2 ) Tempera tur: 95 °C 

Tid: 10 min 

Ramp: 20 

Cycling  (Cykling ) 50 gånger 

92 °C i 15 sekunder; ramp: 20 

60 °C i 1 minut; ramp 20 

Hold  3  (Hå ll 3 ) 60 °C i 1 minut; ramp 20 
 

 

Slu tpunktsa na lysp roce dur för Ligh tCycle r 2 .0 -in stru m e n te t 

11 . Vid  förstä rkn ingskörn inge ns slu t klicka r du  på  flike n  ”O nline  Da ta  
Disp la y” (O n line da ta vy) (figu r 29). Ö p pna  visn ingsm e nyn  lä ngst upp  
till vä nste r i fönstre t ”Curre n t Fluore sce nce ” (Aktue ll fluore sce n s) och  
skriv 51  i ”Acquisition no.” (Hämtningsnr).  

 

 
Figur  29. Resultat och historik i onlinedatavy.  

 

1 
2 
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12 . Höge rklicka  nä ra  d ia g ra m m e t ”Curre n t Fluore sce n ce ” (Aktue ll 
fluore sce ns) och  vä lj ”Export” (Exporte ra ).  

13 . Klicka  på  ru ta n  ”Exce l” i d ia log ru ta n  ”Export cha rt” (Exporte ra  
d ia g ra m ) (figu r 30 ). Ange  e tt na m n  i d ia log ru ta n  ”File na m e ” 
(Filna m n ). Fä lj e n  e xportde stina tion  för re su lta tfile n  m e d  kna ppe n  . 
Klicka  på  ”Export” (Exporte ra ). 

 
Figur 30 . Vä lj e xportform a t och  da ta film å l. 

 

14 . O m  du  vill visa  och  a na lyse ra  re su lta te n  öppna r du  file n  i Exce l.  
Re su lta te n  för Ligh tCycle r 2 .0  visa s e n lig t fö lja nde . 

 

 
Figur 31 . Exe mpe l på  Ligh tCycle r 2 .0  re su lta t i e n  Exce l-fil. 

 

1 

2 3 
4 
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Tolkning av resultat  
Hämta en fil som är lämplig för att extrahera exporterade data för alla 
instrument. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM eller andra Rotor-Gene-instrument, 
LightCycler 2.0 eller 480; Applied Biosystems 7300 eller 7500 Real-Time PCR 
System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS, eller 7900HT SDS och kontrollera 
fluorescensnivåerna (dessa måste vara konsekventa mellan dubletter). 
Förbered ett diagram (punktdiagram) av fluorescensdata. X-axeln är VIC-
fluorescens och y-axeln är FAM-fluorescens. 

Grafisk representation och kvalitetskontrollkriterier  
Ett exempel på ett punktdiagram visas i figur 32. 

 
Figur  32. Punktdiagram över experiment med representativ allelurskiljning.  
Instrument: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM och LightCycler 480. 

Prover bör placeras på grafen som förbinder de negativa kontrollerna (NC) och 
de positiva kontrollerna (PC). 
Felaktig placering av en kontroll kan indikera ett experimentfel.  
 Positiva  kontroller bör hamna  längst upp till vänster. 

 Nega tiva  kontroller bör hamna  lä ngst ner till höger.  

 Felaktig placering av en nega tiv kontroll kan va ra  ett tecken på  
kontaminering.  

 Cut-off-provet bör ha mna  över de nega tiva  kontrollerna .  
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Prover 

PC-VF 
NC-VF 

CO S-VF 

H2O  

RN-fluorescens VIC 560  nm 
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 Vattenkontroller bör hamna  längst ner till vänster.  

 Felaktig placering av en va ttenkontroll (högre än NC för FAM-mätning 
eller högre än PC för VIC) kan va ra  ett tecken på  kontaminering.  

O bs! Kontrollernas placering ka n va ra  a nnorlunda  vid ana lys av da ta  frå n 
LightCycler 2.0-instrumentet (se figur 33). Va ttenkontroller bör fortfa ra nde 
hamna  längst ner till vänster. 

 
Figur 33 . Punktd ia g ra m  öve r e xpe rim e n t m ed  re p re se n ta tiv a lle lu rskiljn ing . Instrument 
LightCycler 2.0. 

Be rä kn ing  a v norm a lise ra d  FAM-/ VIC-kvot och  ge no typ  
Beräkna  FAM-/ VIC-kvoter för a lla  prover. Beräkna  FAM-/ VIC-kvoter för den 
positiva  kontrollen (PC), cut-off-provet (CO S) och den nega tiva  kontrollen (NC). 
Kvoterna  måste va ra  konsekventa  mellan duplika t. Beräkna  genomsnittskvot för 
samtliga  duplika t. 

Beräkna  norma lisera d kvot (NRa tio) för cut-off-provet (CO S) och för a lla  
prover: 

NRa tio Prov =   
Ra tio Prov 

 
Ra tio NC 

 

O bs! Gråzonen (gray zone, GZ) för ett test definiera s som ett område med 
vä rden dä r urskiljningen inte ä r tillräckligt exakt. Ett vä rde i grå zonen indikera r 
a tt må lmarkören inte kan beräknas som nä rva rande eller frå nva ra nde. 
Gråzonen måste beräknas för va rje experiment.  

NC-VF 

PC-VF 

CO S-VF 

WT-prov 

Mutera t prov 

H2O  

RN-fluorescens VIC 560  nm 
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Beräkna  gråzonen, eller osä kerhetsområdet, basera t på  den norma liserade 
kvoten för CO S (NRa tio CO S): 

GZ: [(NRa tio CO S x 0,94); (NRa tio CO S x1,06)] 
 

Jämför den norma liserade kvoten för va rje prov med NRa tio CO S GZ. Tolkning 
av resulta t visa s i tabell 14 med ett exempel på  da taberä kning och tolkning i 
tabell 15. 

Ta be ll 14 . Tolkn ing  a v ge notypre su lta t m e d  norm a lise ra d e  kvote r 

Re su lta t Tolkn ing  

Nra tio Prov >  NRa tio CO S x 1.06 JAK2 V617F ha r på trä ffa ts 

NRa tio Prov <  NRa tio CO S x 0.94 JAK2 V617F ha r inte på trä ffa t 

NRa tio Prov inom NRatio CO S GZ Resulta tet ä r ofullständigt 
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Ta be ll 15 . Ett e xe m pe l på  be rä kn ing  och  to lkn ing  a v fluore sce n tda ta   

Prov VIC FAM Kvot Ge nom sn ittskvott Nra tio  Tolkn ing  

NC 2,415 1,782 0,738 
0,747 1,000 Muta tion inte 

detekterad NC 2,46 1,861 0,757 

Personda tor 1,241 5,606 4,517 
4,672 6,253 Muta tion 

detekterad Personda tor 1,182 5,706 4,827 

CO S 1,91 1,832 0,959 
0,958 1,282 Cut-off-prov 

CO S 2,035 1,946 0,956 

S 1 2,311 1,783 0,772 
0,742 0,992 Muta tion inte 

detekterad S 1 2,555 1,818 0,712 

S 2 1,097 5,745 5,237 
4,276 5,723 Muta tion 

detekterad S 2 1,437 4,764 3,315 

S 3 2,265 2,149 0,949 
0,927 1,241 O fullständigt 

resulta t S 3 2,435 2,206 0,906 

S 4 2,385 2,063 0,865 
0,904 1,210 O fullständigt 

resulta t S 4 2,322 2,191 0,944 

GZ 1 ,205  1 ,359      
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Fe lsökn ingsgu ide  
Den hä r felsökningsguiden ka n va ra  till hjä lp för a tt lösa  eventuella  problem som 
kan uppstå . Mer informa tion finns på  sidan Frequently Asked Q uestions (Vanliga  
frågor) på  vå rt tekniska  supportcenter: www.q ia ge n .com / FAQ / FAQ List.a spx. 
Dessutom sva ra r tea met från Q IAGENs tekniska  service gä rna  på  frågor om 
antingen informa tionen och protokollen i denna  handbok eller prov- och 
ana lysmetoder (för kontaktinforma tion, se ”Kontaktinforma tion”, sida  58). 
 
 Kom m e n ta re r och  försla g  

Positiva  kon tro lle r, ne ga tiv signa l 

a ) Pipetteringsfel Kontrollera  pipetteringsschemat och 
iordningstä llandet av reaktionen. 

Upprepa  PCR-körningen. 

b) Felaktig förva ring av 
kitkomponenter 

Förva ra  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit vid -30 
till -15°C och skydda  primers och 
sökfragmentblandninga r (primers a nd probes 
mix, PPM) mot ljus. Se ”Förva ring och 
hantering av reagenser”, sidan 10. 

Undvik a tt tina  och frysa  upprepade gånger.  

Alikvotera  reagenser för förva ring. 

Ne ga tiva  kon tro lle r ä r positiva  

Korskontamina tion Byt ut a lla  kritiska  rea genser. 

Upprepa  experimentet med nya  portioner av 
a lla  reagenser. 

Hantera  a lltid prover, kitkomponenter och 
förbrukningsa rtikla r i enlighet med god 
labora toriesed för a tt undvika  överföring a v 
smitta . 

Inge n  signa l, in te  e ns i positiva  kon tro lle r 

a ) Pipetteringsfel eller 
utelämnade reagenser 

Kontrollera  pipetteringsschemat och 
iordningstä llandet av reaktionen. 

Upprepa  PCR-körningen. 

b) Effekter av hämmare i 
provmateria let, orsaka t 
av otillräcklig rening 

Upprepa  beredning av DNA. 
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 Kom m e n ta re r och  försla g  

c) LightCycler: Felaktig 
detektionska na l va ld 

Stä ll in ka na linstä llningen på  F1/ F2 eller 
530 nm/ 640 nm. 

d) LightCycler: Ingen 
da ta insamling ä r 
programmerad 

Kontrollera  cykelprogrammen. 

Vä lj hämtningsläget ”Single” (Enskild) i slutet 
av va rje hybridiseringssegment i PCR-
programmet. 

Inge n  e lle r lå g  sign a l i p rove r m e n  positiva  kon tro lle r ä r u ta n  
a nm ä rkn ing  

 Då lig DNA-kva litet eller 
låg koncentra tion 

Kontrollera  a lltid DNA-kva litet och -
koncentra tion innan du börja r. 

Ligh tCycle r: Fluore sce nsin te n site te n  för lå g  

a ) Felaktig förva ring av 
kitkomponenter 

Förva ra  ipsogen JAK2 MutaScreen Kit vid -30 
till -15°C och skydda  primers och 
sökfragmentblandninga r (PPM) mot ljus. 
Se ”Förva ring och ha ntering av reagenser”, 
sidan 10. 

Undvik a tt tina  och frysa  upprepade gånger.  

Alikvotera  reagenser för förva ring. 

b) Mycket låg initia l mä ngd 
av må l-DNA 

Ö ka  mängden prov-DNA.  

O bs! Beroende på  vilken metod som va lts för 
DNA-beredning kan hämma nde effekter 
uppstå . 

Ligh tCycle r: Fluore sce nsin te n site te n  va rie ra r 

a ) Pipetteringsfel Variabilitet som orsakas av så  ka lla t 
”pipetteringsfel” kan reduceras om da ta  
ana lysera s i läget F1/ F2 eller 
530 nm/ 640 nm. 

b) O tillräcklig centrifugering 
av kapillä rerna  

Den beredda  PCR-blandningen kan 
fortfa rande va ra  kva r i kapillä rens övre kä rl, 
eller en luftbubbla  ka n sitta  kva r i 
kapillä rspetsen. 

Centrifugera  a lltid ka pillä rer som ladda ts med 
reaktionsblandningen så  som beskrivs i den 
specifika  anvä nda rha ndboken till appa ra ten. 
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 Kom m e n ta re r och  försla g  

c) Utsidan på  
kapillä rspetsen ä r smutsig 

Använd a lltid handska r vid ha ntering av 
kapillä rerna . 

 

Kva lite tskon tro ll 
För a tt säkerstä lla  en enhetlig produktkva litet testa s va rje lotnummer av ipsogen 
JAK2 MutaScreen Kit med fa ststä llda  specifika tioner enligt Q IAGENs ISO -
certifierade kva litetshanteringssystem. Ana lyscertifika t finns tillgängliga  på  
begä ran på  www.q ia ge n .com / support/ . 

Be grä nsn inga r 
Använda rna  måste va ra  utbildade i och förtrogna  med denna  teknologi innan 
produkten används. Kitet ska  anvä ndas i enlighet med anvisninga rna  i denna  
handbok, i kombina tion med ett va lidera t instrument som omnä mns i ”Materia l 
som behövs men inte medföljer”, sida  8. 

Eventuella  diagnostiska  resulta t som erhå lls måste tolkas tillsammans med 
övriga  kliniska  fynd eller labora toriefynd. Det ä r anvä nda rens ansva r a tt 
va lidera  systemegenskaperna  för a lla  de procedurer som a nvänds i labora toriet 
som inte ingå r i Q IAGENs egenskapsstudier. 

Var noga  med a tt uppmärksamma de utgångsda tum som ä r a ngivna  på  
ka rtongen och etiketterna  för a lla  komponenter. Använd inte komponenter va rs 
utgångsda tum ha r passera t. 

Pre sta nda e ge nska pe r 

Icke -klin iska  stud ie r 
Icke-kliniska  studier ha r utförts för a tt fa ststä lla  den a na lytiska  prestanda n för 
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit. 

Pre cision  

Tre spädningsnivåer av genomiskt DNA från cellinjer med JAK2 V617F-
muta tion i vildtyp-DNA ha r testa ts med ipsogen JAK2 MutaScreen Kit. 
Spädninga rna  motsva ra r muta tionsbela stninga r på  1 %, 2 % och 3 %. 
O beroende spädningsba tcha r inhämtades för va rje nivå  och replika t av 
spädninga rna  testades i 3 oberoende experiment. Kvoter som inhämtades för 
va rje DBA-prov (Ra tio Prov) jämfördes med kvoten för nega tiv kontroll (JAK2 
100 % vildtyp-DNA, Ra tio NC). Resulta ten sammanfa tta s i tabell 16. 
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Ta be ll 16 . Pre cision sda ta  för icke -klin iska  stud ie r  

Muta tion sn ivå  Ra tio Prov> Ra tio NC %CV (ra tio ) 

1 % V617F DNA 100 % (n =  183) 6,8 

2 % V617F DNA 100 % (n =  72) 4,5 

3 % V617F DNA 100 % (n =  135) 5,1 
 

Ana lysda ta  m e lla n  la bora torie r 

En studie över flera  a nläggninga r utfördes med 13 labora torier. Ana lytiska  da ta  
ha r inhämta ts för spä dninga r med genomiskt DNA med JAK2 V617F-
muta tioner i vildtyp-DNA. Tre experiment ha r utförts i va rje labororium. För 
va rje experiment ha r följande DNA-prover testa ts från cellinjer: 

 1 nega tiv kontroll (NC) 0 % V617F 

 1 positiv kontroll (PC) 100 % V617F 

 1 cut-off-prov (CO S) 2 % V617F 

 3 prover med mellanliggande muta tionsbela stninga r (20 %, 50 % och 
80 %) 

Experimenten ha r utförts på  sju olika  instrumentmodeller:  

 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® 

Resulta ten sammanfa tta s i tabell 17. 
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Ta be ll 17 . Ana lysd a ta  m e lla n  la bora torie r som  inhä m ta ts frå n  
spä dn inga r a v ge nom iskt DNA frå n  ce llin je r m e d  JAK2 V617F-
m uta tione n  i vild typ -DNA 

Provde te ktion  Positiva  p rov Ne ga tiva  p rove r 

JAK2 V617F  177* 0 

JAK2-vildtyp 0 36 
 

* Positiva  prover inklusive 36 positiva  kontroller (PC-VF), 36 cut-off-prover (CO S-VF; 2 % 
V617F), 34 prover med 20 % JAK2 V617F, 35 prover med 50 % JAK2 V617F och 36 prover 
med 80 % JAK2 V617F. 

Klin iska  stud ie r 

Jämförelse mellan metoderna ipsogen  JAK2 Muta Screen  Kit och ARMS® 
DNA-prover från 141 patienter med misstänkt MPN har testats parallellt med 
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit och en qPCR-assay baserat på ARMS-principen 
(Amplification Refractory Mutation System) (11). Resultaten för jämförelsen visas 
i tabell 18 (2x3 kontingenstabell) och tabell 19 (procentöverensstämmelse). 

Tabell 18. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
ARMS 

 Resultat från testmetoden ARMS  
 JAK2 

V617F 
>2  % 

JAK2-vildtyp 
(JAK2 V617F 

<2  %) Totalsumma  

Resultat från 
testmetoden 
ipsogen  
JAK2 
Muta Screen 

JAK2 V617F 
Mutation har 
påträffats  

91 0 91  

Ofullständigt 
resultat  

1 2 3 

JAK2 WT 
Mutation har 
inte 
detekterats  

1 46 47 

Totalsumma   93  48 n = 141  
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Tabell 19. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
ARMS  

 Överensstämmelse (%)  95 % KI* (%)  
Positiva data 
Överensstämmelse mellan 
ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och ARMS 

98,9  94,1–99,8  

Negativa data 
Överensstämmelse mellan 
ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och ARMS 

100  92,3–100 

Total överensstämmelse  99,3  96,0 –99,9  
 

* Konfidensintervallen beräknades enligt CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Användarprotokoll för utvärdering av 
kvalitativ testprestanda, godkänd riktlinje). 

Jämförelse mellan metoderna ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
sekvensering  
DNA-prover från 51 patienter med misstänkt MPN har testats parallellt med 
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit och referenstekniken direktsekvensering 
(guldstandard). Ett prov kunde inte tolkas på grund av sekvenseringsfel. 
Resultaten för jämförelsen från 50 tolkningsbara prover visas i tabell 20 (2x3 
kontingenstabell) och tabell 21 (procentöverensstämmelse). 
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Tabell 20. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
sekvensering  

 Resultat från direktsekvensering  
 JAK2 

V617F 
>2  % 

JAK2-vildtyp 
(JAK2 V617F 

<2  %) Totalsumma  

Resultat från 
testmetoden 
ipsogen  
JAK2 
Muta Screen 

JAK2 V617F 
Mutation har 
påträffats  

26 1 27  

Ofullständigt 
resultat  

0 1 1 

JAK2 WT 
Mutation har 
inte 
detekterats  

2 20 22 

Totalsumma   28  22 n = 50  
 

Tabell 21. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
sekvensering  

 Överensstämmelse  
(%) 95 % KI* (%)  

Positiva data Överensstämmelse 
mellan ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och sekvensering 

92,9  77,4–98,0  

Negativa data Överensstämmelse 
mellan ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och sekvensering 

95,2  77,3–99,2  

Total överensstämmelse  93,9  83,5 –97,9  
 

* Konfidensintervallen beräknades enligt CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Användarprotokoll för utvärdering av 
kvalitativ testprestanda, godkänd riktlinje). 
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Multice n te rstud ie  m e d  228  pa tie n tp rove r 

DNA-prover från pa tienter ana lyserades med loka la  tekniker på  13 labora torier 
i en labora torieöverskrida nde studie. 3 experiment utfördes i va rje labora torium 
med DNA från cellinjer enligt beskrivningen för icke-klinisk precisionsda ta  (se 
ovan) och med DNA från 10 pa tienter som fanns tillgängliga  i labora toriet.  

De 228 proverna  med en känd JAK2-genotyp testades pa ra llellt med ipsogen 
JAK2 MutaScreen Kit och med den loka la  metoden, inklusive kva lita tiv PCR, 
a llelspecifik PCR, FRET (fluorescens energy resona nce transfer), sekvensering, 
a llelspecifik oligonukleotid-PCR, RFLP och a llelurskiljning. Resulta ten för 
jämförelsen visa s i ta bell 22 (2x3 kontingenstabell) och tabell 23 
(procentöverensstämmelse). 

Tabell 22. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
lokala metoder  

 Resultat från lokala metoder  
 

Mutation 
detekterad  

JAK2 V617F  

Mutation har 
inte 

detekterats, 
JAK2-vildtyp  Totalsumma  

Resultat från 
testmetoden 
ipsogen  
JAK2 
Muta Screen 

JAK2 V617F 
Mutation har 
påträffats  

139 3 142  

Ofullständigt 
resultat  5 17 22  

JAK2- WT 
Ingen 
mutation 
detekterad  

3 61 64 

Totalsumma   147  81 n = 228  
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Tabell 23. Jämförelse mellan metoder: ipsogen  JAK2 Muta Screen Kit och 
lokala metoder  

 Överensstämmelse (%)  95 % KI* (%)  
Positiva data Överensstämmelse 
mellan ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och lokala metoder 

97,9  94,0–99,3  

Negativa data Överensstämmelse 
mellan ipsogen JAK2 MutaScreen 
Kit och lokala metoder 

95,3  87,1–98,4  

Total överensstämmelse  97,1  93,8 –98,7  
 

* Konfidensintervallen beräknades enligt CLSI EP12-A “User Protocol for Evaluation of 
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Användarprotokoll för utvärdering av 
kvalitativ testprestanda, godkänd riktlinje). 

Motståndskraft: test av prover från friska blodgivare  
DNA-prover från 103 friska blodgivare analyserades med ipsogen JAK2 
MutaScreen RS Kit. Alla prover detekterades som JAK2-vildtyp. Analysen av 38 
prover med LightCycler 480-instrumentet visas i figur 34. 
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Figu r 34 . Ana lys a v friska  b lodg iva re . LightCycler 480-ana lys av 38 friska  blodgiva re () 
med ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (ka ta lognr 673123). Positiva  resulta t i duplika t () 
motsva ra r referensska lan som medföljer kitet. VIC-fluorescensvä rden markera s på  x-axeln och 
FAM-värden markeras på  y-axeln. 
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Sym bole r 
Följande symboler ka n finnas på  förpackning och etiketter: 

 < N>  
Innehå ller tillräckligt med reagenser för < N>  reaktioner 

 
Utgångsda tum 

 
In vitro-diagnostisk medicinsk produkt 

 Ka ta lognummer 

 Lotnummer 

 Ma teria lnummer 

 GS-a rtikelnummer 

 
Tempera turbegränsning 

 
Tillverka re 

 
Läs bruksanvisningen innan a nvändning 

Kon ta ktin form a tion  
För teknisk support och ytterliga re informa tion ä r du vä lkommen a tt besöka  vå rt 
tekniska  supportcenter på  www.q ia ge n .com / Support, ringa  oss på   
00800-22-44-6000 eller kontakta  någon av Q IAGENs tekniska  
serviceavdelninga r eller loka la  distributörer (se baksidan eller besök 
www.q ia ge n .com ). 
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Beställningsinformation  
Produkt  Innehåll  Kat. nr  

ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit (10) 

För 10 reaktioner: V617F positiv 
kontroll, V617F negativ kontroll, V617F 
cut-off-prov, primers och 
sökfragmentblandning, JAK2-vildtyp 
och JAK2 V617F 

673022  

ipsogen JAK2 
MutaScreen Kit (24) 

För 24 reaktioner: V617F positiv 
kontroll, V617F negativ kontroll, V617F 
cut-off-prov, primers och 
sökfragmentblandning, JAK2-vildtyp 
och JAK2 V617F 

673023  

Rotor-Gene  Q MDx  – för IVD -validerad realtids -PCR-analys 
i kliniska tillämpningar  

 

Rotor-Gene Q MDx 
5plex HRM Platform 

Realtids-PCR-cykler och HRM-
analysinstrument (High Resolution Melt) 
med 5 kanaler (grön, gul, orange, röd, 
blodröd) plus HRM-kanal, bärbar 
dator, programvara, tillbehör, 1  års 
garanti på delar och arbete, installation 
och utbildning ingår  ej 

9002032  

Rotor-Gene Q MDx 
5plex HRM System 

PCR-cykler i realtid och analysator med 
högupplösningssmältning och fem 
kanaler (grön, gul, orange, röd och 
karmosinröd) plus HRM-kanal, 
laptopdator, program, tillbehör och ett 
års garanti på reservdelar och arbete, 
installation och utbildning 

9002033  

 
Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i 
respektive QIAGEN-kithandbok eller -bruksanvisning. Handböcker och 
bruksanvisningar till QIAGEN Kit finns på www.qiagen.com  eller kan beställas 
från QIAGENs tekniska support eller din lokala återförsäljare. 
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Den hä r sida n ha r avsiktligt lämna ts tom 

 



 

 

Den här produkten är avsedd för in vitro -dia gnostisk a nvändning. ipsogen-produkter få r inte sä lja s vida re, modifiera s för å terförsä ljning eller 
anvä ndas för a tt tillverka  kommersiella  produkter uta n föregående skriftligt medgiva nde från Q IAGEN. 

Informa tionen i detta  dokument ka n ä ndra s uta n föregående meddela nde. Q IAGEN ansva ra r inte för eventuella  fel i detta  dokument. Det hä r 
dokumentet förvänta s va ra  fullständigt och korrekt vid tidpunkten för publicering. Under inga  omstä ndigheter ska  Q IAGEN hå lla s ansva rigt för 
oavsiktliga , sä rskilda , multipla  eller på följande skador som uppstå tt i samband med eller genom användning av det hä r dokumentet. 

ipsogen-produkter uppfyller ga rantera t sina  angivna  specifika tioner. Q IAGENs enda  skyldighet och kundens enda  rä ttighet ä r begrä nsad till 
ersä ttande av produkter kostnadsfritt om produkterna  inte fungera r som utlova t. 

Den hä r produkten sä ljs enligt ett licensavta l med Epoch Biosciences och endast för in vitro-diagnostik. Den få r inte användas för a nna n aka demisk, 
kommersiell eller klinisk forskning, eller på  anna t sä tt som fa ller utanför in vitro-diagnostik.   

JAK2 V617F-muta tionen och användningen dä ra v skyddas av pa tenträ ttigheter, inklusive europeiska  pa tent EP1692281, amerikanska  pa tent 
7,429,456 och 7,781,199, amerikanska  pa tentansökninga r US20090162849 och US20120066776 och utlä ndska  motpa rter. 

Köpet av den hä r produkten medför inga  rä ttigheter till användning vid kliniska  prövninga r för läkemedel som ä r riktade mot JAK V617F. Q IAGEN 
utvecklar specifika licensprogram för sådana användningsområden. Kontakta gärna vår juridiska avdelning på jak2licenses@qiagen.com . 

Varumä rken: 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). 

 

Begrä nsa t licensa vta l 

Anvä ndning av den hä r produkten innebä r a tt köpa re eller a nvä nda re av ipsogen JAK2 MutaScreen Kit godkä nner följa nde villkor: 

1. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit få r endast anvä ndas i enlighet med ha ndboken till ipsogen JAK2 MutaScreen Kit och endast med de komponenter 
som finns i kitet. Q IAGEN ger ingen licens för någon a v sina  imma teriella  tillgå nga r för a tt a nvä nda  eller inkludera  komponenterna  i detta  kit 
med komponenter som inte ingå r i detta  kit förutom va d som beskrivs i ha ndboken till ipsogen JAK2 MutaScreen Kit och ytterliga re protokoll 
som finns på  www.qia gen.com. 

2. Förutom de uttryckligen a ngivna  licenserna  ka n Q IAGEN inte ga rantera  a tt detta  kit och/ eller dess användning inte krä nker oberoende tredje 
pa rts rä ttigheter. 

3. Kitet och dess komponenter ä r licensierade för engå ngsbruk och få r inte å tera nvändas, förbä ttra s eller sä lja s vida re. 

4. Q IAGEN avsäger sig specifikt ansva r för a lla  andra  licenser, uttryckliga  eller underförstå dda , förutom de uttryckligen a ngivna . 

5. Inköpa ren och anvä nda ren av detta  kit sa mtycker till a tt inte vidta  eller tillå ta  a tt någon a nna n vidta r några  steg som ka n leda  till eller 
underlä tta  några  å tgä rder som ä r förbjudna  enligt ova n. Q IAGEN kan kräva  upphä vande av detta  begränsa de licensa vta l i domstol och ska  
ersä tta s för a lla  undersöknings- och rä ttegångskostnader, inklusive advoka tkostnader, vid eventuell å tgä rd för a tt upprä tthå lla  detta  
begrä nsade licensavta l eller nå gon a v företagets imma teriella  rä ttigheter avseende kitet och/ eller någon av dess komponenter. 

För uppda tera de licensvillkor, se www.q ia gen .com . 

HB-1371-003 © 2013-2016 Q IAGEN, med ensamrä tt. 
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