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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik 6rnedin igeriginin saptanmasi ve izolasyonunu mumkuin
kilacak sekilde yenilikgi ornek ve test teknolojilerinin 6nde gelen saglayicisidir.
Gelismis ve yuksek kalitede Urunlerimiz ve hizmetlerimiz ornekten sonuca
kadar basariyi garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlar belirler:

B DNA, RNA ve protein saflastirma

B Ndikleik asit ve protein testleri

B mikroRNA arastirmasi ve RNAI

B Ornek ve test teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz, ustun basari ve onemli buluslar elde etmenizi saglamaktir. Daha
fazla bilgi icin, www.qgiagen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

ipsogen JAK2 MutaScreen Kitleri miyeloproliferatif neoplazm suiphesi olan
bireylerden elde edilen genomik DNA'daki JAK2 V617F/G1849T
mutasyonunun tespiti igin tasarlanmigtir. JAK2 V617F/G1849T yoklugu diger
JAK2 mutasyonlarinin varligini ekarte etmez. Test, 615 ila 619 (1)
kodonlarinda bulunan ek mutasyonlar olmasi durumunda yanhs negatif
sonugclar bildirebilir.

Not: Bu kit, bu kilavuzda verilen agagidaki talimatlarla, belirtilen onaylanmis
reaktifler ve cihazlarla birlikte kullaniimalidir. Bu drinin herhangi bir etiket disi
kullanimi ve/veya bilesenlerin degistiriimesi QIAGEN sorumlulugunu gegersiz
kilar.

Ozet ve Acgiklama

Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genini etkileyen tekrarlayan somatik mutasyon
V617F, 2005 (2-5) yilinda tanimlanarak miyeloproliferatif neoplazmin (MPN)
anlasilmasi, siniflandiriimasi ve tanisinda buyuk ilerlemeye oncullk etmistir.
JAK2, eritropoietin dahil olmak tzere bircok sitokin icin énemli bir hiicre igi
sinyal molekualtdur.

JAK2 V617F mutasyonu polisitemi vera (PV) hastalarinin >%95'inde,
esansiyel trombositemi (ET) hastalarinin %50 ila %60'inda, primer miyelofibroz
(PMF) hastalarinin %50'sinde saptanmistir. JAK2 V617F kronik
miyelomonositik I6semi, miyelodisplazik sendrom, sistemik mastositoz ve
kronik notrofilik Il6seminin bazi nadir durumlarinda da tespit edilmistir ancak
KML'de %0'dir (6).

Mutasyon, proteinin (JH2 domaini) 617. pozisyonunda tek bir valin'in (V),
fenilalanin'e (F) donisimine neden olan JAK2 geninin 14. eksonundaki 1849.
nukleotidinin tek nukleotid degisimine karsilik gelir. JAK2 geninin konstitutif
aktivasyonuna, in vitro hematopoetik transformasyona, PV'li tum hastalarda,
ET ve PMF hastalarinin buytk bolumunde eritropoietinden bagimsiz eritroid
koloni (erythropoietin-independent erythroid colony, EEC) olusumuna neden
olur (7). JAK2 V617F MPN'deki hematopoetik hlcrelerin transformasyonunda
onemli bir etmeni temsil eder; ancak tamamen benzer patolojik
mekanizmalarin ayni benzersiz mutasyonlarla boylesi farkli klinik ve biyolojik
antiteler ile sonuglanmasi henuz tam olarak agiklanamamistir.

Geleneksel olarak, MPN'lerin tanisi kliniksel, kemik iligi histolojisi ve
sitogenetik kriterlerine gore konulurdu. Hastaliga 6zgtu molekller markirlarin
kesfi hem slrecin basitlesmesine hem de artan tani dogruluguna neden oldu.
JAK2 V617F mutasyonunun saptanmasi artik BCR-ABL negatif MPN tanisi
icin referans WHO 2008 kriterlerinin bir parcasidir (Tablo 1) ve bu mutasyonun
varligi diagnostik dogrulama igin major bir kriterdir.
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Tablo 1. MPN tanisi igin DSO kriterleri (referans 8'den uyarlanmistir)

Polisitemi vera (PV) tani kriterleri
Major 1. Hemoglobin (Hgb) >18,5 g.dI** (erkek) veya >16,5 g.dI! (kadin) ya da
Yas, cinsiyet, yasanan yerdeki rakima gore belirlenmis referans araliginin
>99. persentil Hgb veya hematokrit (Hct) degeri ya da
bazal degerde, demir eksikliginin dizeltimesine dayandirilamayan
>2 g.dl"* seviyesinde devamlilik gosteren artisla iliskili oldugunda
Hgb >17 g.dI* (erkek) veya >15 g.dI'* (kadin) ya da
Eritrosit kitlesinin normal 6ngorilen ortalama degerinden > %25'den daha
fazla artisi
(2. JAK2V617F veya benzer mutasyon varlidi ]
Min6r 1. Kemik iliginde her Ug seride artis
2. Serum eritropoietin dizeyinin normalin altinda olmasi
3. Endojen eritroid koloni (Endogenous erythroid colony, EEC) olusumu
Esansiyel trombositemi (ET) tani kriterleri
Major 1. Trombosit sayimi 2450 x 10° I
2. Buyuk ve olgun morfoloji ile megakaryosit artisi.
Granulosit veya eritroid artiginin olmamasi veya az olmasi
3. Kronik miyeloid I6semi (KML), PV, primer miyelofibroz (PMF),
miyelodisplastik sendrom (MDS) veya diger miyeloid neoplazmlar i¢in
DSO kriterlerinin karsilanmamasi
(4. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin gdsterilmesi ya da |
Reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi
Minor -
Primer miyelofibroz (PMF) tani kriterleri
Major 1. Retikdlin ve/veya kollajen fibrozisle beraber megakaryosit artis ve atipi
varligi ya da
Retikulin fibrozis yoklugunda, megakaryositik degisikliklere, artmig kemik
iligi selltleritesi, granulositik proliferasyon ve siklikla azalmis eritropoez
(6rn. prefibrotik PMF) eglik etmelidir
2. (KML), PV, MDS ve diger miyeloid neoplazmlar icin DSO kriterlerinin
karsilanmamasi
[3. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin goésterilmesi ya da]
Reaktif kemik iligi fibrozisi bulgusunun olmamasi
Mindr 1. Lokoeritroblastozis
2. Serum laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyinde artis
3. Anemi
4. El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

Son yillarda, uluslararasi uzmanlar PV ve ET'de yapilan klinik galigmalar igin
kriterler dnermigtir. Allogreft, alfa-interferon veya hidroksidre ile ilgili verilere
dayanarak, JAK2V617F kantifikasyonu tedavi yanitinin izlenmesi agisindan
potansiyel olarak yararl bir arag olarak kapsama dahil edilmistir (9). Klinik
gelismede, bazi yeni anti-JAK2 hedefli ilaglara yanit olarak JAK2 V617F
yukunde bir azalma go6zlenmistir (10).
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Prosedur Prensibi

Allelik diskriminasyon testinde, iki TagMan® probu ¢oklu testte kullanilir. Biri
allel 2 dizisiyle tam eslesir (6rn., yabani tip allel) digeri allel 1 dizisiyle tam
olarak eglesir (6rn., mutasyon tasiyan allel). Her bir prob 5' ucunda ayirici
floresan boya (haberci, FAM™ veya VIC® gibi) ile etiketlenmistir ve 3' ucunda
floresan olmayan baskilayici molekulu igerir. Problar daha ylksek stabiliteye
ve dolayisiyla daha dogru allelik diskriminasyona sahip daha kisa problarin
kullanimina izin veren mindr oluk baglayici (MGB™) bir molekul de icerir.

PCR'In uzama fazi sirasinda, Taq DNA polimeraz 5'—3' ekonlUkleaz
aktivitesiyle tam olarak eglesen probu kesip ¢ikartarak haberci boyayi
baskilayicidan ayirir ve boylece tespit edilebilir floresan serbest kalir. Tam
olarak eslesmeyen prob Tag DNA polimeraz tarafindan kesilip ¢ikarilmak
yerine degistirilir ve haberci boya serbest kalmaz. Olusan floresan sinyali (VIC
veya FAM) PCR'In sonunda (son nokta) toplanir ve kontaminasyon riskini de
artiran uzun ve zahmetli PCR sonrasi adimlara gerek olmadan hemen
ornekteki (yabani tip allel, mutasyona ugramis allel veya her ikisi) hedeflenmis
dizinin/dizilerin varhdini gosterir. Hedef dizinin gergek miktari belirlenmez.

The ipsogen JAK2 MutaScreen Kit bu teknolojiyi sekilde gosterildigi gibi

kullanir (bkz. Sekil 1).
*— -- Prob degradasyonu |

t Prob 1 >
L ) FAM sinyalinin somut
Eslesme artigi

-
i:j Prob degradasyonu
[:E \F.’LOPUZ_ = = 9 Y |
L - L1 VIC sinyalinin somut
Eslesme
artisi

Prob yer degisimi
Prob 1
1 ' m _
() AEIER—Yanlis eslesme Sinyal yok
prmb yer degisimi
Prob 2
(e s |
NEIES—Yanlis eslesme Sinyal yok

Sekil 1. TagMan probu ¢oklu test. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit allelik diskriminasyon icin
bu teknolojiyi kullanir.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (20) (24)
Katalog no. 673022 673023
Reaksiyon sayisi 24 10
V617F Positive Control* PC-VF 30 pl 30 ul
(V617F Pozitif Kontrol) H
V617F Negative Control? NC-VF 30 ul 30 ul
(V617F Negatif Kontrol)
Cut-Off Sample (Esik Ornegi) COS-VF 30 pl 30 pl
Primers and probes mix
JAK2 V617F* (Primer ve prob PPM-VF 10x 70 145 ul
karisimi JAK2 V617F)
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook (ipsogen 1 1
JAK2 MutaScreen Kit El Kitabr) (Ingilizce)

* Pozitif kontrol: %100 V617F DNA.
T Negatif kontrol: %100 yabani tip DNA; %0 V617F.

8 JAK2 geni icin spesifik ters ve ileri primerler, spesifik V617F FAM probu ve yabani tip VIC
probu karigimi.

Not: Kullanmadan énce tupleri kisa sureli santrifuj edin.

Not: Bilinmeyen 6rneklerin ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ile analizi genomik
DNA ekstraksiyonunu gerektirir. DNA ekstraksiyonunu gergeklestirmek igin
gerekli reaktifler (6rn., QIAGEN® QlAamp® DNA Mini Kit, kat. no. 51304)
saglanmamigtir, bunlar kitle birlikte onaylanmis olmalidir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi i¢in tGrln tedarikgisinden
elde edilebilecek uygun guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler)

basvurun.

Reaktifler

B Ndikleaz icermeyen PCR sinifi su

B Ndikleaz icermeyen 1x TE tamponu, pH 8,0 (6rn., Thermo Fisher Scientific
Inc., kat. no. 12090015)

B Tampon ve Taq DNA polimeraz: Onaylanan reaktifler: TagMan Universal
PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific Inc., kat.
No. 4304437) ve LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. No. 04535286001)

M 0,5x TBE elektroforez tamponunda hazirlanan %0,8-1'lik agaroz jel icin

reaktifler

Sarf Malzemeleri

B Ndukleaz icermeyen aerosole direncli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti
uclari

B 0,5 mlveya 0,2 ml RNaz- ve DNaz icermeyen PCR tupleri

B Buz

Ekipman

B PCRigin ayrilmis pipetler* (1-10 pl; 20100 pul; 100-1.000 pl)

M 0,2 ml/0,5 ml'lik reaksiyon tipleri icin rotora sahip masausti santrifiij*
(10.000 rpm'ye ulagsma o6zelliginde)

B DNA miktar tayini icin spektrofotometre*

B Gergek zamanl PCR cihazi:* Rotor-Gene Q 5plex HRM veya diger Rotor-
Gene cihazlari; LightCycler 2.0 veya 480; Applied Biosystems 7300 Real-
Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS veya ABI PRISM 7900HT
SDS; ve iliskili spesifik malzeme

B Degisken alanl jel elektroforezi igin ekipman*

* Cihazlarin ureticinin énerilerine gore kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler
In vitro tani amacl kullanim icin

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar onlugu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi i¢in lutfen uygun guvenlik
veri sayfalarina (SDS'ler) basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabilecegdiniz, gértuntuleyebilecediniz ve
yazdirabileceginiz www.qiagen.com/safety adresinde ¢evrimigi olarak uygun
ve kompakt PDF bi¢ciminde mevcuttur.

Ornek ve test atigini yerel giivenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

Genel 6nlemler

gPCR testleri ekipman bakimi dahil olmak Gzere, molekiler biyolojiye 6zel ve
yururlikteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar
uygulamalari gerektirir.

Bu kit in vitro tani amagcli kullanim igindir. Bu kit icinde saglanan reaktifler ve
talimatlar en iyi performans igin onaylanmistir. Reaktiflerin daha fazla
seyreltiimesi ya da inkibasyon surelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatall
veya uyumsuz verilere neden olabilir. PPM-VF reaktifi 1Isiga maruz kalmasi
durumunda degisiklige ugrayabilir. TUm reaktifler 6zellikle bu test i¢in formule
edilmigtir. Testin en iyi performansi igin hi¢bir degisim yapiimamalidir.

Asagidakilerin dnlenmesine ¢ok dikkat edin:

B Kalip DNA degradasyonuna neden olabilecek DNaz kontaminasyonu
B Yanlis pozitif sinyale yol agan DNA veya PCR tagsinma kontaminasyonu
Bu nedenle asagidakileri oneririz.

B Testi yaparken nikleaz icermeyen laboratuvar gerecleri (6rn. pipetler,
pipet uglari, reaksiyon siseleri) kullanin ve eldiven takin.

B Orneklerin ve reaktiflerin ¢capraz kontaminasyonunu énlemek igin tim
pipetleme adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

B On-PCR ana karisimini higbir DNA matrisinin (DNA, plasmid) igeri
sokulmadigi ayrilmis bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uclar vb.)
kullanarak hazirlayin. $ablonu ayri bir bolgede (tercihen farkl bir odada)
0zel materyaller (pipetler, uclar vb.) kullanarak ekleyin.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

Kitler kuru buzda gonderilir ve teslim alindiktan sonra -30°C ila -15°C arasinda
saklanmalidir.

B Primer ve prob karisimlarinin (PPM-VF tlp0) 1s1ga maruz kalma suresini
en aza indirin.

B Agmadan dnce tupleri yavasga karistirin ve santrifij edin.
B Tdm kit bilesenlerini orijinal kaplarinda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmis hem acgilmamig bilesenler igin gegerlidir.
Etiket Uzerinde belirtilenlerin digindaki kosullarda saklanan bilesenler dizgin
calismayabilir ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Her bir reaktif igin son kullanma tarihleri kendi bilegsen etiketleri Gizerinde
belirtiimigtir. Dogru saklama kosullari altinda, bu drtn etiketin Ustiinde yazili
olan son kullanma tarihine kadar performansini korur.

Bu Urunun instabilitesini belirten higbir belirgin isaret yoktur. Ancak, pozitif ve
negatif kontroller bilinmeyen numunelerle ayni anda ¢alisiimahdir.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Prosedur

Ornek DNA hazirhgi

Genomik DNA tam kandan, saflastiriimig periferal kan lenfositlerinden,
polinikleer hiicrelerden veya grantlositlerden elde edilmelidir. Sonuglari
karsilastirabilmek icin, ayni hicresel fraksiyonu ve DNA ekstraksiyon
yontemini kullanmanizi oneririz. DNA ekstraksiyonu laboratuvarda kullanilan
herhangi bir yontemle veya ticari yontemle gergeklestiriimelidir.

DNA miktari 260 nm'deki optik yogunlugun olgimu ile tespit edilir. DNA kalitesi
spektrofotometre veya jel elektroforezi ile degerlendirilmelidir.

Aze0/A2go orani 1,7-1,9 araliginda olmalidir. Daha kuguk degerler genellikle
protein veya organik kimyasallar ile kontaminasyonu gosterir. %0,8-1'lik
agaroz jelindeki elektroforetik analiz izole edilmis DNA'nin yaklasik 20 kb'lik
farkli bir bant olarak gorulmesine izin vermelidir. Hafif bir simir kabul edilebilir.

Elde edilen DNA, TE tamponunda 5 ng/ul'ye seyreltilir. gPCR reaksiyonu,
25 ng saflagtiriimig genomik DNA igin optimize edilmigtir.

Nukleik asitleri saklama

24 saate kadar kisa donemli saklama icin saflastiriimis ntkleik asitleri
2—-8°C'de saklamay! Oneririz. 24 saat Uzerinde uzun donemli saklama
icin —20°C'de saklamayi 6neririz.

Protokol: 72 tupluk rotora sahip Rotor Gene Q cihazlarinda
qPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 2'de gosterildigi gibi tum olgumleri ikili olarak
yapmanizi oneririz.

Tablo 2. 72 tupluk rotora sahip Rotor Gene Q MDx 5plex HRM veya Rotor
Gene Q 5plex HRM cihazlari ig¢in reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primer ve prob karigimi (PPM-VF) (56 reaksiyon)
24 DNA 0ornegi 24 x 2 reaksiyon
3 x 2 reaksiyon (PC-VF, NC-VF ve
3 DNA kontroli COS-VF, her biri iki kere test
edilmigtir)
Su kontrolt 2 reaksiyon
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72 tup rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde 6rnek isleme
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Sekil 2. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ile deney i¢in 6nerilen rotor ayarlari. PC-VF:
pozitif kontrol; NC-VF: negatif kontrol; COS-VF: esik 6rnegi; S: DNA drnegi; H,O: su
kontrold.

Not: Her zaman test edilecek drnedi rotorun 1. konumuna yerlestirmeye 6zen
gosterin. Aksi takdirde, kalibrasyon adimi sirasinda, cihaz kalibrasyonu
gerceklestirmez ve yanlis floresan verileri elde edilir.

Tam diger konumlari bos tuplerle doldurun.

72 tlp rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde gPCR
Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedir

1. Tum gerekli bilegenleri ¢oziindiiriin ve buza yerlestirin.
Bilesenler, proseduri baglatmadan 6nce yaklasik 10 dakika dondurucu
disina alinmalidir.

2. Tum tupleri vorteksle karistirin ve kisa sureli santrifiij edin (tuptn
altindaki siviy1 toplamak igin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm’'de).
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3. Asagidaki qPCR karigimini igslenen ornek sayisina gore hazirlayin.
Tam konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.

Tablo 3 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmis olarak bir
reaktif karisimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. On karisim
ayni primer ve prob karisimi kullanilarak reaksiyon sayisina gore
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini dengelemek icin ekstra hacimler dahil
edilmistir.

Rotor-Gene cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit bir deneyde
(Sekil 2) iki tekrarl olarak 24 6rnegin, iki deneyde iki tekrarli olarak 20
ornegdin veya U¢ deneyde iki tekrarli olarak 15 6rnegdin analizi igin
kullanilabilir.

Tablo 3. gPCR Karigsiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)

Son
Bilesen 1 56+1* 28+1" 18+1*  konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Ana 12,5 712,5 362,5 237,5 1X
karisimi, 2x
Primer ve
prob 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
karisimi, 10x
Nuikleaz
icermeyen 5 285 145 95 —
PCR sinifi su
Ormek (adim Herbiri  Herbiri  Her biri
5'te 5 5 5 5 -
eklenecek)
Toplam o5 Her biri ~ Her biri ~ Her biri _
hacim 25 25 25

* 24 6rnek; bir deney/kit.
710 ornek; iki deneyi/Kkit.
¥ 5 ornek; Ug deney/kit.
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4. qPCR karigimini vorteksle karistirin ve kisa sureli santrifij edin
(tapun altindaki siviy1 toplamak i¢in yaklasik 10 saniye,

10.000 rpm'de).

5. Tup basina 20 pl qPCR ana karigimi verin.

6. Ilgili tiipe 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden 5 pl ekleyin
(toplam hacim 25 pl).

7. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasc¢a karigtirin.

8. PCR tuplerini kapatin. Tupleri Ureticinin tavsiyelerine gore 72 tupluk
rotora yerlestirin. Tum diger konumlari bos tuplerle doldurun.

9. Kilitleme halkasinin (Rotor-Gene cihazinin aksesuari) ¢alisma
sirasinda tuplerin yanhighkla agilmasini 6nlemek igin rotorun ustline
yerlestiginden emin olun. Rotoru ureticinin tavsiyelerine gore
RotorGene Q cihazina yerlestirin.

10. JAK2 DNA'sInIn tespiti igin, sicaklik profilini agagidaki adimlara gore

olusturun.
Genel test parametrelerinin ayarlanmasi Sekil 3, 4
DNA amplifikasyonu Sekil 5
Floresan kanal hassasiyetinin ayarlanmasi Sekil 6

Rotor-Gene Aletlerini programlamak ile ilgili ek bilgi alet kullanici el
kitabindan elde edilebilir. Sekillerde, yazilim ayarlar kalin siyah olarak
cercevelenmistir. Rotor-Gene Q Aletleri igin sekiller dahil edilmisgtir.

11. Rotor-Gene Yazilimini baglatin. “New Run” (Yeni Caligma) iletigim
kutusunda, “New” (Yeni) secenegini tiklatin.
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Quick Start  Advanced

tdf‘é

a0

°S Empty Run

(1)

'S Three Step with Melt

o0

'S Two Step

| HRmm

L J Other Runs
@ Instrument Maintenance

f J Open A Template In Another Folder, ..

Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software.

¥ Show This Screen When Software Opens

Sekil 3. “New Run” (Yeni Caligma) iletisim kutusu.

12. “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusunda, hacmi
25 ul olarak ayarlayin ve “Next” (Sonraki) diigmesini tiklatin.

Mew Run Wizard

Operator : |DB

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;:l"s box feisﬂ'as's .
clicking Next when you are ready to move to the next page. p on elements in

the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itemn for help. You

Notes : Programme PCR allelic discrimination

can also click on a
combo box to display
help about its
available settings,

h_

SkipWizard | <<Bock |  New» IJ

Sekil 4. Genel test parametrelerinin ayarlanmasi.
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13. Bir sonraki “New Run Wizard” (Yeni Caligma Sihirbazi) iletigsim
kutusundaki “Edit Profile” (Profili dizenle) dugmesini tiklatin ve
sicaklik profilini Tablo 4 ve Sekil 5'te gosterildigi gibi programlayin.
Hem Yesil (FAM) hem de San (VIC) kanallar igin her bir donglide,
60°C'deki son tarama adimini eklediginizden emin olun.

Tablo 4. Sicaklik profili

Hold (Tutma) Sicaklik: 50°C
Sire: 2 dk

Hold 2 (Tutma 2)  Sicaklik: 95°C
Suare: 10 dk
Cycling (Dongu) 50 kez
15 sicin 92°C
1 dk icin 60°C; tek
Yesil Dongu A kanalindaki FAM floresan

taramasi
Sar1 Dongu A kanalindaki VIC floresan
taramasi
& Edit Profile (%]
: H ‘
opan Save fs Henp
The rur wall take approximately 110 minutefs] to complete. The araph below iepresents the run to be peromed : NI 1811 0 AL AL AL L LRI

Acquisition
L L e
Acquistion Configuation :
Available Channels Aequirng Channets -
Click on & cycle below ta modiy it - Hame | )
Insert aftes Crimson 2 [ Green |
i
e Drange elow 5
i cycle repes &l

Red

<
Remove 4‘
To acquire from a channel, select it from the st in the left and click. >. To slop acering from &
53+ 0f - 10 2dd and remove steps for this cydle channel, select it in the right-hand list and click <. T temove al acquisitions, cick <<
BE
Dye Chart >> Dion't Acquire Help
Dye Channel Selection Chart — 6

Yellow  |530rm |S55nm  |JOE, VICY, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540+, ' akima Yellow '
Orange | 536nm |610nm ROXY, CAL Fluot Red 610, Cy3.57, Texas Red?, Alexa Fluos 568
nm | E60nm Cy5+, Quasar 70, Alexa Fluor 533

m | F10hp Quasar?05, Alexa Fluor 630

B0 deg for 60 sens Grean 470nm | S10nm FAM ¥ SYBA Green 17, Fluorescein, EvaGreen . Alexa Fluor 4887

Sekil 5. DNA amplifikasyonu.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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14. Floresan kanallarinin tespit araligi PCR tuplerindeki floresan
yogunluklarina gore belirlenmelidir. “Auto-Gain Optimisation Setup”
(Otomatik Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim kutusunu agmak
icin “New Run Wizard” (Yeni Caligma Sihirbazi) iletisim kutusundaki
“Gain Optimisation” (Optimizasyon Saglama) dugmesini tiklatin.
“Optimise Acquiring” (Taramayi Optimize Et) diigmesini tiklatin
(Sekil 6) ve ardindan her bir kanal igin (Yesil ve Sari, Sekil 6) “Auto-
Gain Optimisation Settings” (Otomatik Optimizasyon Saglama
Ayarlan) iletigim kutularindaki “OK” (TAMAM) dugmesini tiklatin. Her
bir kanal icin “Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
(Optimizasyonu ilk Taramadan Once Gergeklestir) kutusunu
isaretlediginizden emin olun (Sekil 6).

Auto-Gain Optimisation Setup x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Optirmization :
Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at Channel Settings : -
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are ’ e .
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the Channel : Gieen Tube Pasition 1 i
chemistry you are performing.
Taiget Sample Rangs: [b “hpw i =R
Setk temperature to —l degrees g s g I | p =
1 Optimise &l Optimize Acquiring Atteptable GanR ange: A0 ﬂ ta 10 ﬂ
3
Perform Optimization At B0 Degrees At Beginning Of Run Cancel ] Help |
Channel Settings :
I j =
Marme | Tube Position | Min R eading | Max Reading | Min 5 ain | Max Gain Edit. I Auto-Gain Optlmlsamn Channel Setti ngs
Gieon Bl Sl 1 el 10 Remove | Channel Settings :
Yellow 1 5F1 10F1 -10 10 =
Remove Al | Channel - Yellow Tube Pasition : 11 =
Target Sample Range: |5 T Flupta |10 =l Fl
Acceptable Gain Range: |10 ey ) 10 —
< I]
3 I Marual Close Help | Cancel | Help ‘

Sekil 6. Floresan kanal hassasiyetinin ayarlanmasi.

15. Kanal kalibrasyonu araciligiyla belirlenen kazang degerleri otomatik
olarak kaydedilir ve programlama prosedirinin son menu
penceresinde listelenir. Programi galigtirmak igin “Start Run”
(Calismayi Baslat) diugmesini tiklatin.
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16. Rotor-Gene yazilimindaki rotor ayarlarini girin (Sekil 7).

R EditiSamples: s [E3
U
File Edit Format Security
Stan fdl Rotor Style ]
Settings
Given Conc. Farmat : |12345Ei,?'891 23467 j Unit : |CDDIESR’IE&CEID;I More Options
Samples :
[ IREIEIEIER]
C |ID | Marme | Tepe | Groups | Given Conc. -
1/PC Pozitive Control
] 2| PC Pozitive Control
Il :H20 NTC
4 Maone
- 5 NC Megative Control
- B MNC Megative Control
Il -H20 NTC
g Mone
] 9/ RS Unknown
B ors Unknown
11 Mone
12 Morne
1351 Unknown
14 51 Unknown
15/ 52 Uriknown
1652 Uriknown
| EEEE Urknown
B 1g8/s3 Unknown
| 1954 Unknown
20 54 Uriknown =
4 »
FPage :
MName : [JAKZ [psogen Rl [ Synchronize pages
ndo | ok | Cancel | Help |

Sekil 7. Rotor-Gene ayarlari: “Edit Samples” (Ornekleri Diizenle).

Rotor-Gene Q 5plex HRM cihaz ayari i¢in son nokta analizi prosediru

17. PCR programi sonlandirildiktan sonra, ara¢ gubugundaki “Analysis”
(Analiz) dugmesini tiklatin (Sekil 8).

‘Analysis—ﬂnly Rotor-Gene () Series Software ¥YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

File Analysis Gain  Wiew Window Help
@ vew W W/ &g Wy m ] N

Open  Save | Help Settings  Profile  Temp, Samples\ Analysis J Reports  Arrangs

JChanneIs o Cycling A.Green . Cycling A Yellow o Cycling B.Green  © Cycling B.Yellow|

Sekil 8. Analiz.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. “Analysis” (Analiz) iletisim kutusunda (Sekil 9), “Cycling A Green”
(Dongu A Yesil) segenegini ¢ift tiklatin ve ardindan “OK” (TAMAM)
dugmesini tiklatin. Cycling A yellow (Dongu A sarni) igin tekrarlayin.

Analysis £l

~ 25tdCurves (Rel) | Other... |
! | Met |

ﬂl:yclmg AGlemI )
yeling 8.V ellow 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, right-click on the sample list and select Edit

Samples...
2
[~ Daon't show this message in future.
Show | Hide |

[ Auto-shrink window

Sekil 9. Miktar Tayini: “Cycling A. Green” (Déngii A. Yesil).
19. Yeni bir pencere goruntilenir (Sekil 10). Sekil 10'da gosterildigi gibi

her iki panelde “Slope correct” (Egim diizeltme) segenegini tiklatin.

Sekil 10. “Slope correct” (Egim diizeltme) se¢eneginin ayarlanmasi.

20. Verileri disa aktarmak icin, Excel® veri sayfasi olarak kaydedin. “ OK”
(TAMAM) dugmesini tiklatin, digsa aktarma dosyasina bir ad verin ve
metin dosyasini (*.txt) kaydedin.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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21. Metin dosyasini Excel'de a¢in ve sutun A'yi segin. “Data” (Veriler)
segenegini ardindan “Convert” (Donustur) ve “Next” (Sonraki)
segeneklerini tiklatin. “Comma” (Binlik Ayraci) segimini yapin ve
ardindan “End” (Sonlandir) dugmesini tiklatin. Sonuglar Sekil 11'de
gosterildigi gibi goriintulenir.

a L] c o L3 E G H L JKLMNOF QRS TUY WX T 2 AMAEACADAL AF AGAH A A) AKAL AMAN AQ AP AQ AR AS AT AU AV AW AX AT Az BA
1 Escel Raw Data Export
= | Copyright 3 IAGEN Company. Allrights reserved
s File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (f)rex
4 Date  w2si200
5 Time  BhuEe
.
7 |Channel Cycling A.Green
+ D MSPPOI 1 2 3 4567839 BB ERE R R R E R 43 50
s 1 pC | 667432 581979 586158 59128 6.6 6 6 6 AR E R HE R E R EE N EREH BB 63428 6383219
" 2 pC | 580912 59781 597856 602344 6 66 6 6 BB E R H R B BB BB R E R R R R A7205  B50IN
" 3 nC_ | 574617 579667 586391 581854 6 66 6 6 77778888888/ 909999#### 99929 1005624
= 4 nC | 60742 G407 6AT 671 6 7 7 77 888899 9% K ENMNTNEHRSH 12478 12607975
© 5 s 6.M824 624693 625727 6.30W06 6 66 6 6 88589 9/ % H N TN # § &8 8 8#H% WET2Z HIMOTE
— " 6 18 5883 593827 53459 598132 € 6 6 6 6 778889933 % #ATNT###SH 1320318 13302488
® 7 h20 | 602 61835 613298 61601 € 66 6 6 T7vralr e ae e r 777 740312 74200264
q) " 8 h20 577198  585M 530655 530233 & 6 6 & 6 TP FIRTPN 7T 7|77 T84 72198062
— " 3 0 | 576202 584283 589174 5303 € 66 6 6 7778888899990 # %4 # 8 #H 104055 10603087
fem " 00 551827 591048 592752 532732 6 66 6 6 7777 76/86868099994#### 102008 10425503
" N 05 | 579919 582668 535641 584186 6 66 6 6 7778888829939 3##4#### 10593 10745218
g ) 2 05 | 619053 616993 616846 6.20521 6 € 6 66 777 788/88 9998888 1N NN 25759 12872075
Bl
z |Channel Cycling A.vellow
» D MSPPO1 1 2 3 456789 EHE R E R R R R R RN RN 43 50
E ] 1 pC | 459685 462247 46619 46471 5555 5 66666667 777777777886 79002 8082005
= 2 pC | 466363 472438 47BN 474741 5 5/5 5 5 56 6666/66777/77778 6888 80604 82352041
(40 ® 3 nC | 453006 467231 464528 472071 6 5/5 56 BB BB R B BB BB R E R R R R 82305 42626500
) 4 nC_ | 502795 505531 522326 522507 5 55 55 S8 BB EE B ER BB B E BB EE B 53528 53455324
I 2 6§ 18 602032 6501381 604675 612164 5 5 5 5 § HHBE R E R R R 75771 47708823
£ 6 1S ATI329 471646 476223 4712 5 5555 EORERH R R R R R R R R R R 42167 42207559
s 7 h20 | 487288 493465 432643 500872 5 5 55 5 8666666 EE6EEELEEELEEEEH 6M2 60208579
# 8 h20 | 456801 459861 46996 472098 5 5/5 5 5 5/6/5655/6666560666666 66 584573 557629
= 9 0 | 462588 460B61 4TI 456343 5 5555 443836 45877775
= 00 47134 437286 48281 480W7 555 6 5 H 424785 44.035357
- noos 46817 472821 4TWS1 47223 555 5 5 PC R d eVIr 5 O 42478 42437756
> 2 0§ 48515 50297 604229 50483 6 56 65 5 47002 47084382
.Y
3
E R MSPRUI 1 Z 3 56 /DY R TR R R R E R E R E R E R R R E R R R R R E R SRR
» 1 pC  524E-03 SO7E-03 4.89E-0 472503 B W R 4 M B W B W N A B E W R BB AN R 0000011111110
“ 2 pC 65E-03 288E-03 JME-03 3M4E-03 # W A W H W K RN A B H B E R EEHH000000 11N TITI N1
“ 3 nC 403 223603 205E-03 1SSE-O3 # M R B H B E B H# B ES LML LuL L L L e W e ey g 00000
“ 4 nC #4008 . 0000000
« 5 1S o2 #4008 0000000
" 6 1S Ornek adl LRI FAM Sutunu 00000000
= 7 h2o e L)
« 8 ha e DO
a 9 0 Ermr e v e e e BB B B B H BB R B H R B0 H O E R R EROOROREO0000
- 0 0 373E-03 324E-03 270E03 ZIGE03 K B B 4 B B W E B B 4 B B E KBS 0 E 8B HEEEEEESEEEESEBE00000
(¢D] - M 05  Af5E-03 347E-03 280E-03 212603 # W M A B B W B B B A H R H K O KA H KRR HHEHEENEREHIEO000000000
N s 2 05 642603 SIGE-03 IBIE03 262E-03 K M M 4 B K H K W R A B R H KK E AN EERHHRHEENESHEONERO00000000
" — s
o |
Pt s D MSPPO1 1 2 3 4567094 EBNEEEREREEDERABNERENBEDERBEREREN BN
s 1 pC 370E-03 30SE03 248E03 IBTEN3 # H B H B B W B B B H B B W B B B A H R E R HE R EOEEEEEESERER0000D
(401 = 2 pC AM9E04 TOMED4 LSE-0Z LSIEDD H M R B H B K B H H B BB H B B E B E R H BB E BB R KRR E RSN R00000
5 3 nC | 220E-03 244E-03 269E-03 233E-03 # RN A W O K R H K B H R E B EE N ® 000000 0NN N1
© st 4 nC 284E.03 J0SE-03 354E-03 J9SE03 K M H R E H B H B H B E INEEDEE
5: 5 1S 5.97E-03 5.28E-03 460E-03 3.92E-03 # % # & # & # & # % & ¥ # . a1
c 5 6 (S B70E-03 G73E.03 467E.03 JIGE.03 K B B B W B B H R EE B E \/IC Sutunu IDEEEDEE
oo “ 7 h20 | 703604 102603 120E03 LSSE-03 M M M H R H N B W B B DO
“ 8 h20 | 227E-04 G86E-04 1ME0Z LGOE-03 # M H A W & H B H # B # L)
= @ 3 0 IME02 IDIE02 B47E03 GBIEDI K M N A R E M EREE B EmwwEEEE R OOV Ly 111111
(V)] “ 0 0 S7EE-03 491E-03 406E03 J22E03 K M R A4 B B H KB KA B EE KB EANES 0000001 11T
“ N 05 | 5IGE-03 45SE-03 402E-03 JABE03 # M H 4 ® % 4 & B 8 4 W & 8 EEEEEE00000 1111111110
= 22 05 | GI9E-00 480E03 A4ZE-03 SOAE03 # B N 4 B & W B W B R W B B W B B AR EO0RH000000 11111111111
“

Sekil 11. Excel dosyasinda gosterilen sonug¢larin 6rnegi.

Not: Dosya hem ham verileri hem de Standardize edilmig verileri igerir.
Yalnizca standardize edilmis veriler degerlendirilmelidir.

Bu veriler tablonun Dongu A Yesil kanalinin kantitatif analizi ve Dongu A Sari
kanalinin kantitatif analizi kisimlarinda verilmistir. Yorumlama amacl veriler
PCR'In 50. dongusunde alinanlardir (sagda bulunan dongulerde).
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Protokol: Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlarinda
qPCR

96 kuyulu plakaya sahip qPCR cihazini kullanirken, tim dlgimleri Tablo 5'te
gosterildigi gibi iki tekrarli gergeklestirmenizi 6neririz.

Tablo 5. Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM
7700 ya da ABI PRISM 7900HT cihazlari igin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primer ve prob karigimi (PPM-VF) (56 reaksiyon)
24 DNA orneqi 24 x 2 reaksiyon
3 x 2 reaksiyon (PC-VF, NC-VF
3 DNA kontrolu ve COS-VF, her biri iki kere test
edilmigtir)
Su kontrolt 2 reaksiyon

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya
da ABI PRISM 7900HT cihazlarinda ornek igsleme

nasnneannnnn
T 0 0-.0000
900000000000
@@o@@o@@o@@o

. S

[ﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬁﬂ

Sekil 12. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ile deney i¢in onerilen plaka ayarlari.
PC: positive control (pozitif kontrol); NC: negative control (negatif kontrol); COS: cut-off
sample (esik 6rnegi); S: DNA 6rnegi; H.O: su kontrold.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit El Kitabi 06/2016 21



Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya
da ABI PRISM 7900HT cihazlarinda qPCR

Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedir

1. Tum gerekli bilesenleri ¢goziindiirin ve buza yerlestirin.

Bilesenler, proseduru baglatmadan once yaklasik 10 dakika dondurucu
disina alinmahdir.

2. Tum tupleri vorteksle karistirin ve kisa sureli santrifij edin (tupun
altindaki siviy1 toplamak igin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. Asagidaki qPCR karisimini igslenen ornek sayisina gore hazirlayin.
TUm konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.

Tablo 6 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmis olarak bir
reaktif karisimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On karisim
ayni primer ve prob karisimi kullanilarak reaksiyon sayisina gore
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil
edilmigtir.

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya
da ABI PRISM 7900HT cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit bir
deneyde (Sekil 12) iki tekrarl olarak 24 6rnegin, iki deneyde iki tekrarli
olarak 20 ornegin veya ug¢ deneyde iki tekrarli olarak 15 ornegin analizi igin
kullanilabilir.
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Tablo 6. gPCR Karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)
Son

Bilesen 1 56+1* 28+1" 18+1*  konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Ana 12,5 7125 362,5 2375 1x
karisimi, 2x
Primer ve
prob 2,5 1425 72,5 475 1x
karisimi, 10x
Nukleaz
icermeyen 5 285 145 95 —
PCR sinifi su
Ornek . . .
(adim 4'te 5 Her biri Her biri Her biri _

5 5 5
eklenecek)
Toplam o5 Her biri Her biri Her biri B
hacim 25 25 25

* 24 6rnek; bir deney/kit.
710 6rnek; iki deney/kit.
* 5 ornek; tc deney/kit.

4. qPCR karigimini vorteksle karistirin ve kisa siireli santrifiij edin
(tapun altindaki siviy1 toplamak i¢in yaklasik 10 saniye, 10.000
rom'de).

5. Kuyucuk basina 20 yl gPCR ana karigimi verin.

6. llgili kuyuya 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden 5 pl ekleyin
(toplam hacim 25 pl).

7. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasc¢a karigtirin.

8. Plakayi kapatin ve kisa siireli santrifiij edin (300 x g, yaklasik
10 saniye).

9. Plakayi ureticinin tavsiyelerine gore isil donguleyiciye yerlestirin.

10. Isil donguleyiciyi i1sil donglileme programi ile Tablo 7'de gosterildigi
gibi programlayin ve ¢aligmayi baslatin.
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Tablo 7. Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlari igin sicaklik

profili

Hold (Tutma) Sicaklik: 50°C
Sure: 2 dk

Hold 2 (Tutma2) Sicaklik: 95°C
Sdre: 10 dk

Cycling (Dongu) 50 kez
15 sicin 92°C
1 dk icin 60°C

Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlar i¢in okuma sonrasi ¢alisma
analizi prosedurt

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya
da ABI PRISM 7900HT cihazlarinin programlama ayrintilari igin cihaz
kullanim kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis icin, yazilim ayarlari
kalin siyah olarak gergevelenmistir.

11. Cahigma bittikten sonra, “Start/Program” (Baglat/Program) se¢enegini
ve ardindan “File/New” (Dosyal/Yeni) se¢enegini segin.

12. “New Document Wizard” (Yeni Belge Sihirbazi) iletisim kutusunda,
“Assay” (Test) asagi acilir listesini tiklatin ve “Allelic Discrimination”
(Allelik Diskriminasyon) se¢imini yapin (Sekil 13).

13. “Container” (Kap) ve “Template” (Sablon) alanlari i¢in varsayilan
ayarlari kabul edin (“96-Well Clear” (96 Kuyulu Bos Alan) ve “Blank
Document” (Bos Belge), Sekil 13). “Plate Name” (Plaka Adi) alanina
AD Post-read (AD Okuma Sonrasi) yazin (Sekil 13) ve ardindan
“Select Markers” (Markirlari Seg) iletisim kutusuna erigmek igin
“Next>” (Sonraki>) dugmesini tiklatin.

24 iipsogen JAK2 MutaScreen Kit El Kitabi 06/2016



New Document Wizard El

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

comments,
1 Agsay : 0 allslic Discriminstion -
Container : i 98- \Well Clear b
2 Template : 'EIank D ecument '-I Browse ..
Fun Mode : | Standard 7500 =

Ot Lo - |A.dmini:t:ah:|l

Comments :

als Name " )an Post-read I
Mext > Finizh Cancal

Sekil 13. Yeni bir okuma sonrasi ¢alisma olusturmak igin 6n ayarlar (Yeni Belge
Sihirbazi).

14. “Select Markers” (Markirlar Seg) iletisim kutusundaki “Markers in
Document” (Belgedeki Markirlar) paneli uygulamaniz igin uygun
markiri igeriyorsa adim 18'e ilerleyin. Igermiyorsa, adim 15 ile devam
edin.

15. Dedektorleri ve markirlari agagidaki sekilde olusturun. “New
Detector” (Yeni Dedektor) dugmesini tiklatin (Sekil 14).

Selact Markers
Select the markers pou will be using in the documant
Firwd - ] - I Passive Relererce: |Ii| 1% "'l
Markar Hame | Detacton 1 Maikeis in D acumsnt |
Add >y |
Remove I
< >
1 New Detactor, ., l e M arkar ]
< Back | Mext » | Finish | Cancel J

Sekil 14. “Markers in Document” (Belgedeki Markirlar) paneli uygulamaniz i¢in
uygun markir igermiyor.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. “New Detector” (Yeni Dedektor) iletisim kutusundaki “Name” (Ad)
alanina Allele A (Allel A) yazin (Sekil 15). “FAM” olarak ayarlamak igin
“Reporter Dye” (Haberci Boya) alanina gecin. “Color” (Renk)
diugmesini tiklatin, bir renk sec¢in ve ardindan “OK” (TAMAM)
dugmesini tiklatin (Sekil 15). “Create Another” (Baska Bir Tane
Olustur) dugmesini tiklatin (Sekil 15).

Mew Detector E
Mame: be.llere -y I
Drescriplion: [
2 Reporter Diye: IFJ‘-\:.M d

Quencher Dye: [[ngnc]‘ S I

4 I Create Amthh [ oK I Cance|

Sekil 15. Dedektorleri olusturma.

17. Bir sonraki “New Detector” (Yeni Dedektor) iletisim kutusundaki
“Name” (Ad) alanina Allele B (Allel B) yazin. “Reporter Dye” (Haberci
Boya) alaninda “VIC” seg¢enegini segin. “Color” (Renk) diigmesini
tiklatin, bir renk sec¢in ve ardindan “OK” (TAMAM) dugmesini tiklatin.

18. “Select Markers” (Markirlari Seg) iletisim kutusunda “New Marker”
(Yeni Markir) dugmesini tiklatin (bkz. Sekil 14).

19. “New Marker” (Yeni Markir) iletisim kutusundaki “New Marker Name”
(Yeni Markir Adi) alanina JAK?2 yazin (Sekil 16). “Allele A” (Allel A) ve
“Allele B” (Allel B) dedektorlerini adim 16 ve 17'de olusturuldugu
(veya dnceden tanimlanmig) sekilde secgin ve “OK” (TAMAM)
dugmesini tiklatin (Sekil 16).
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Hewvr Marker

Mewve M arkoer Mare : I JAKZ hl 1
Calact o debackors for bHhis marker
L1 D=t ctanr Haa e Heporter | Oue neher
- = Allele B “AIC [rone
[or o I 2 Criome)
3 1 O I Cancel|

Sekil 16. Markirlan olusturma.

20. “Select Markers” (Markirlan Seg) iletisim kutusunda, yukarida
olusturuldugu sekilde “JAK2” se¢imi yapin veya 6nceden
tanimlanmis uygun markiri segin ve ardindan “Add>>" (Ekle>>)
dugmesini tiklatin (Sekil 17).

Not: Markiri kaldirmak igin, secip ardindan “Remove” (Kaldir) digmesini
tiklatin.

Hew Document Wizard E|

Select Markerz
Selech the markers pou will be usng in the docinment

Finnl | 6] - | Passive Reterence. | RO .
Marker Hame Detector 1 Detector 2 Markers n Document |
1 Loanz | Asele B Aleie A

Hew Datector MNesw Marker

< Back | Nest > | Finish Cance 3

Sekil 17. Markirlan segme.

21. “Next>” (Sonraki>) ogesini tiklatin.

22. “Setup Sample Plate” (Ornek Plakasini Ayarla) iletisim kutusunda,
ornekleri iceren kuyular igin markiri segmek uzere tiklatip surukleyin.
“Finish” (Bitti) diigmesini tiklatin.
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23. “Instrument” (Cihaz) sekmesini sec¢in ve drnek hacmini 25 pl olarak
degistirin.
24. “File/Save” (Dosya/Kaydet) segenegini segin ve ardindan plakalari

olustururken atadiginiz adi korumak i¢in “Save” (Kaydet) diigmesini
tiklatin.

25. Reaksiyon plakasini ureticinin tavsiyelerine gére cihaza yukleyin

26. Okuma sonrasi ¢aligmayi baslatin. “Post-Read” (Okuma Sonrasi)
dugmesini tiklatin.

Cihaz 60°C'de 60 saniye suren 1 dongulik ¢calisma gerceklestirir. Bu
calisma sirasinda, cihaz her bir kuyudaki FAM ve VIC floresanini toplar
(Sekil 18).

—
m File Wiew Tools Inshrument  Anaysis  Window  Help

Nl Sk BEE = » %
/ Setup ¥ Instrument ¥ Results Y,

—Instrument Cantral — Temperatura
Estimated Tima Remaining (hhimem): Sample: Haat Sink:
Coven Block:
Fost-Read
—Cwrle

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

State:

Thermal Cycler Protocol
Thermal Frofile | Auto Incramant | Ramp Fae |

AUl Gl A L | A S | Al Rissuialiun SHag e Jedire Help

Settings

Sample Volume (pL) - Ei
Bun Maode | Standard 7500 l]
Diate Callection ; l--n.'_|=i step 1 (600 @ 0:30) ;I

Sekil 18. Okuma sonrasi ¢alisma.
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27. “File/Export” (Dosya/Diga Aktar) segimini yapin ve ardindan sonuglari
Excel dosyasi olarak diga aktarmak igin “Results” (Sonuglar)
dugmesini tiklatin. Sonuglar Sekil 19'da gosterildigi gibi gortnttlenir.

12 |Comments: - A

13[sDS V1.2 VIC Ornek 1 FAM Ornek 1

14

|15 Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y\‘Allele X Rn |Allele ‘r’wn/euality Walue Method
116 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
117 |A2 sample 1 VIC Unknown 295 565 JAK2-VIC JAKZ-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100,00 Manual Call
118 |A3 sample 2 WVIC  Unknown 351338 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
119 A4 sample 2 WIC Unknown 379 909 JAKZ2-VIC | JAK2-FAM 2553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |A5 sample 3 WIC Unknown 372895 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2.913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 VIC Unknown 359.717  |JAK2-VIC JAK2-FAM |2.806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
| 22 |A7 sample wi MC Unknown 343 536 JAKZ-VIC JAKZ2-FAM 2 569 1948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |A8  samplewt vIC Unknown 277 677  JAK2-VIC JAKZ-FAM 2684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |AS C- WIC Unknown 330943 JAKZ2-VIC | JAK2-FAM 2623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10 G- VIC Unknown 314623 JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 2m3 Undetermined 100.00 Manual Call
126 [A11  C- vIC Unknown 269.500  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 anual Call
|27 |A12 [ C+ vIC Unknown 211.520  |JAKZ2-VIC JAK2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
128 B1 C+ vIC Unknown 270623  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 16.894 Undetermined 100.00 Manual Call
129 (B2 C+ vIC Unknown 365 112 JAK2-VIC JAK2-FAM 1265 6526 Undetermined 100.00 Manual Call
130 [B3 ER VIC Unknown 372.150 JAKZ2VIC JAK2-FAM 2214 2.03 Undetermined 100.00 Manual Call
|31 |B4 ER vIC Unknown 404.145  JAK2VIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32 |B5 ER vIC Unknown 410977  JAK2-VIC JAK2-FAM 2681 1252 Undetermined 100.00 tanual Call
|33|B6  H20 vIC Unknown 395 431 JAKZ2VIC JAK2-FAM 0655 1.346 Undetermined 100.00 anual Call
| 34 |B7 H20 vIC Unknown 415223 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 Manual Call
|35 (B8 H20 vIC Unknown 366885  JAK2-VIC JAKZ-FAM 0.B06 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Sekil 19. Excel dosyasinda gosterilen sonuglarin 6rnegi.
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Protokol: LightCycler 480 cihazinda qPCR

96 kuyulu plakaya sahip qPCR cihazini kullanirken, tim olgumleri Tablo 8'de
gOsterildigi gibi cift tekrarli gergeklestirmenizi oneririz.

Tablo 8. LightCycler 480 cihazi igin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primerler ve prob karigsimiyla (PPM-JAK?2)
24 DNA orneqi 24 x 2 reaksiyon
3 x 2 reaksiyon (PC-VF, NC-VF
3 DNA kontroli ve COS-VF, her biri iki kere test
edilmigtir)
Su kontrolt 2 reaksiyon

LightCycler 480 cihazinda ornek igleme

’ [1Hab151617181911011114

. S

[II@ITIWIDIHH»J

Sekil 20. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ile deney igin 6nerilen plaka ayarlari.
PC: pozitif kontrol; NC: negatif kontrol; COS: esik ornegi; S: DNA 6rnegi; H.O: su kontrold.
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LightCycler 480 cihazinda qPCR
Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tum gerekli bilesenleri ¢oziindiiritin ve buza yerlestirin.

Bilesenler, proseduru baglatmadan once yaklasik 10 dakika dondurucu
disina alinmahdir.

2. Tum tupleri vorteksle karigtirin ve kisa sureli santrifiij edin (tipun
altindaki siviy1 toplamak igin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm’'de).

3. Asagidaki qPCR karigsimini igslenen ornek sayisina gore hazirlayin.
TUm konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.

Tablo 9 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig olarak bir
reaktif karisimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On karisim
ayni primer ve prob karisimi kullanilarak reaksiyon sayisina gore
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil
edilmigtir.

LightCycler 480 cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit bir deneyde
(Sekil 20) iki tekrarli olarak 24 6rnegin, iki deneyde iki tekrarli olarak

20 6rnegin veya U¢ deneyde iki tekrarli olarak 15 6rnedin analizi igin
kullanilabilir.
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Tablo 9. gPCR Karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)
Son

Bilesen 1 56+1* 28+1" 18+1*  konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Ana 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
karisimi, 2x
Primer ve
prob 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
karisimi, 10x
Nukleaz
icermeyen 5 285 145 95 —
PCR sinifi su
Ornek » » .
(adim 6'te 5 Her biri Her biri Her biri _

5 5 5
eklenecek)
Toplam o5 Her biri Her biri Her biri B
hacim 25 25 25

* 24 6rnek; bir deney/kit.
710 6rnek; iki deney/kit.
* 5 ornek; tc deney/kit.

4. qPCR karigimini vorteksle karistirin ve kisa siireli santrifiij edin
(tapun altindaki siviyr toplamak i¢in yaklasik 10 saniye, 10.000
rom'de).

5. Kuyucuk basina 20 yl gPCR ana karigimi verin.

6. llgili kuyuya 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden
5 ul ekleyin (toplam hacim 25 pl).

7. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasc¢a karigtirin.

8. Plakayi kapatin ve kisa siireli santrifiij edin (300 x g, yaklasik
10 saniye).

9. Plakayi ureticinin tavsiyelerine gore isil donguleyiciye yerlestirin.
10. Ana sayfada, “New Experiment” (Yeni Deney) segenegini segin.
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11. LightCycler 480 | igcin adim 11a'y1 uygulayin. LightCycler 480 Il i¢in
adim 11b'yi uygulayin.

LightCycler 480 cihazinin programlama ayrintilari i¢in cihaz kullanim
kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis igin, yazilim ayarlari kalin siyah
olarak g¢ergevelenmistir.

11a. LightCycler 480 I: “Multi Color Hydrolysis Probe” (Cok Renkli
Hidroliz Probu) segenegini segin, “Customize” (Ozellestir) diigmesini
tiklatin ve ardindan “FAM (483-533)” ve “Hex (533-568)" (6rn., VIC)
kanallarinin segili olup olmadigini kontrol edin (Sekil 21). Reaksiyon
hacmini “25” pl olarak ayarlayin (Sekil 21) ve adim 12 ile devam edin.

. o — 2
Block Type | Plaw D[ Reaction Volumefs =}

Pragram Hame Cycles Analysis Meds
PEOgEAS 1 s|ouanciricacion

w
£
=
2

i
<®@>

m
-4
=

(3

Temperative Targets

s Target 'C) Acquisition Made Hold (hhzmim:ss) Ramp Rate ("C's)  Acquisitions (per *C}  Sec Target (G} Step Size ('C) | Siep Delay (cycles) H
e | =|o0:01:00 2a.a & zo ] | = @
v
Detection Formai  Mulil Coler Hydrelysls Probe
Intequation Time Mode
100 [I’;‘ Dynamic " Manual | &
£
0
o= Active | Filter Combination [=]
- —=00) |
E 7= v FAR {483-533) 3
& T
P b Hex (521-S68) J
% 0 =510)
2 Ty 5 (615-670) =]
-
: ®
: @®
]
: |
00 [T 116
Evtinatod Tane {hamms
Apply
g

Sekil 21. LightCycler 480 I: Tespit bicimini ayarlama.
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11b. LightCycler 480 II: “Dual Color Hydrolysis Probe” (iki Renkli
Hidroliz Probu) secenegini secin, “Customize” (Ozellestir) diigmesini
tiklatin ve ardindan FAM (465-510)" ve “VIC / HEX / (533-580)”
kanallarinin segili olup olmadigini kontrol edin (Sekil 22). Reaksiyon
hacmini “25” pl olarak ayarlayin (Sekil 22) ve adim 12 ile devam edin.

=)
Instrument:  Vinual LightCycler 4530 96 System |/ Not Connected Database: My Computer (Research)
Windaw:  [How Expariment E| User: System Adimin
— — " " "
Expati Run Protocol Data ] oo ] 2
want
I
1 E [ Custormize P Black Size Plate ID Reactian u.,n.... 4
Subsat
Editor reie] E'>=’
A Pragrams
Sample Program Name Cycles Analysis Mode
Editar b Progras 1 *wore - ﬁ
@ @ | Detection Farmats @
N Detection Format  Dual Calar Hydralysis Probe | UPL Probe
Raport
Integraticn Time Mode l
A ’:’i‘ Dynamic " Manial =
H Target (') L0 Step Size (0} Step Delay jcycles)
CEE < |None =0 = 0
FAN (465=510) 3
@ 1c HEX ®
w7 l—
o e
0
i ®
E b
E 21}
g @
A
0]~
] 4 kil %5
Estimasted Time [hmm:s:]
Template I:] End Program + 10 Cycles Start Rum

Sekil 22. LightCycler 480 II: Tespit bicimini ayarlama.
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12. Isil donguleyiciyi i1sil donglileme programi ile Tablo 10'de gosterildigi
gibi programlayin ve ¢alismayi baslatin.

Not: Cihazda plaka ayarlarini belirlerken, “Step 1 : select workflow”
(Adim 1: ig akigini se¢) kisminda “Endpt Geno” seg¢imini yapin.

Tablo 10. LightCycler 480 cihazi igin sicaklik profili

Hold (Tutma) Sicaklik: 50°C
Sure: 2 dk

Hold 2 (Tutma?2) Sicaklik: 95°C
Sure: 10 dk

Cycling (Dongu) 50 kez
15 si¢in 92°C; tek
1 dk icin 60°C; tek
Hold 3 (Tutma 3) 1 dkicgin 60°C; tek

LightCycler 480 cihazi igin son nokta analizi prosediiru

13. Caligsma bittikten sonra, “Analysis” (Analiz) dugmesini tiklatin.

14. “Create New Analysis” (Yeni Analiz Olustur) iletisim kutusunda,
“Endpoint Genotyping” (Son Nokta Genotipleme) se¢imini yapin ve
ardindan analiz etmek i¢cin “Subset” (Alt Kime) menusiundeki alt

kiimeyi segin (Sekil 23).

rCreate New Analysis
Ah=s Quant/2nd Derivative Hax
Ah= Quant/Fit Point=
Advanced Relative Quantification
Bazic Relative Quantification

Color Compensation

gy T —|

Helt Curve Genotyping
Tm Calling

r(nm new analysis 1
Analysis Type -#rIEndpomr_ GENOLYPLng j
Subset '!lﬂ'n:l-r Subset 1 ~ — 2
Program *l?rogram j
Name *IEnd.pcin; Genotyping for New Subset
=
=
L

Sekil 23. Analiz icin analiz tipini ve alt kimeyi secme.
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15. Bir sonraki pencerede, “Allele X" (Allel X) i¢in “Hex” (6rn., VIC)
floresanini ve “Allele Y” (Allel Y) “FAM” floresanini se¢in (Sekil 24).

Create new analysis
Allele X Allele ¥

LA02 B2
1 H“

Sekil 24. “Allele X" (Allel X) ve “Allele Y” (Allel Y) i¢in floresan segcme.

16. Bir sonraki pencere (Sekil 25) her bir 6rnek igin plaka ayarlarini
(1, sol ust), floresan sonuglarini (2, sol alt) ve allelik diskriminasyon
ile sacilim grafigini (3, sag; 50. PCR donglisuinde ol¢culmius FAM ve
VIC floresan) goruntuler.

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
48,000- iy
46.000-
44,000
42,000
40,000
38,000-
36.000
Endpoint Genotype results j 30,000
32.000-
B Allele X B Goth Alleles @ Allele ¥ 20000
B Unkniown B Negative g
——— AL
Samples Endpoint Fluorescence Re~ gzsmu - 3
l.. C.. Pos MName  523.568 483533 Call £ 24.000
v A5 100% -2 10,97 46,34 £ 22000
v A6 100% -z 0,30 0,39 320.0))
v A7 100% -2 0,37 0,43 S
v A10 HZO 0,21 0,29
v Al1 H2O 0,23 0,32 16,000
v K12 H2O 0,20 0,26 14,000
v B5 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B7 78% -z20 26,80 47,38
v €5 S0% -20 32,03 42,50 eliy
v C6 50% -20 33,28 44,09 6,000
v €7 S0% -20 33,26 44,76 4,000
v D5 31% -20 34,58 3\, 54 2,000
v D6 31% -20 32,55 <=l ¢
v Ul SRS = s Sl 5000 10000 15000 20000 25000 30000 SO0 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence [523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79 =
I y [ ] New Can = Apply

T = ] R e R Y

Sekil 25. Veri dzeti.

17. Verileri diga aktarmak igin, ornek sonug¢lari sablonuna sag tiklatip
ardindan “Export Table” (Tabloyu Digsa Aktar) segenegini segin.
Dosya, metin (.txt) dosyasi biciminde kaydedilir.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. Sonuglar goriintilemek ve analiz etmek igin, dosyayi! Excel
kullanarak agin. Sonuglar Sekil 26'da gosterildigi gibi gorintilenir.

| Microsoft Excel - test
@J Fichier Edition  Affichage Insertion Format ©Outils Données Fenétre 7

DEE &1 s+ 2R zt-@ail . 3 ¥]avic
Al - £ Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex ($23-562)

A B (& D E F G VIC
1t |E'«Eerment'émi. 08-12-16 Active filters: FAM {453-533), Hex f523—ﬂ5@81 FAM
2 Include Calor Pas MName 523-568 4 Call Seore
3 |True 10789024 AS 100%-20 10,971 0,00
4 |Trus 10789024 A6 L00%s=20 0,302 0,00
5 |True 10789024 AT 100%-20 0,369 0,00
6 (True 10789024 | ALO H20 0,207 0,00
7 (True 10789024 |ALL H20 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 B8 T8%-20 27,125 0,00
11 True 10789024 BT 78%-20 26,803 0,00
12 True 10789024 C5 S0%-20 32,035 0,00
13 True 10789024 | C6 S0% =20 33,278 0,00
14 True 10789024 C7 S0% =20 33,261 0,00
15 True 10789024 DS 31%-20 34,534 0,00
16 True 10789024 D6 31%-20 32,545 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 10739024 E6 12.5%-20 34,932 0,00
20 True 107589024 ET 12 5%-20 35,089 0,00
21 True 10789024 |FS 596 -20 35,838 0,00
22 True 10789024 |F6& 5% -20 36,786 0,00
23 |True 10789024 F7 5% - 20 36,546 0,00
24 True 10789024 GS 2% =20 35,082 0,00
25 |True 10789024 | G6 %-20 35.834 0,00
26 True 10789024 67 2%-20 34,299 0,00
27 |True 10789024 HS %% - 20 34449 0,00
28 Trus 10789024 He 0% -20 33,520 0,00
29 True 10789024 H7 0% -20 34,125 0,00
30

Sekil 26. Excel dosyasinda gosterilen sonuglarin 6rnegi.
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Protokol: LightCycler 2.0 cihazinda gqPCR

Not: Ozel teknolojik gereksinimler nedeniyle, LightCycler 2.0 deneyleri spesifik
reaktifler kullanilarak gergeklestiriimelidir. LightCycler TagMan Master
kullanimini oneririz. 5x Ana Karisimini hazirlamak igin ureticinin talimatlarini
uygulayin.

32 kapillerli rotoru kullanirken, tum olgumleri Tablo 11'de gosterildigi gibi iki
tekrarli gergeklestirmenizi oneririz.

Tablo 11. LightCycler 2.0 cihazi igin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primer ve prob karigimi (PPM-VF) (32 reaksiyon)

12 DNA 6rnegi 12 x 2 reaksiyon
3 x 2 reaksiyon (PC-VF, NC-VF ve
3 DNA kontroli COS-VF, her biri iki kere test
edilmistir)
Su kontrolt 2 reaksiyon

LightCycler 2.0 aletinde ornek isleme

509 S 09 508

Sekil 27. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ile deney i¢in 6nerilen rotor ayarlari. PC: pozitif
kontrol; NC: negatif kontrol; COS: esik 6rnegi; S: DNA 6rnegi; H>O: su kontroli.
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LightCycler 2.0 aletinde gPCR
Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tum gerekli bilegsenleri ¢oziindiiriin ve buza yerlestirin.
Bilesenler, proseduru baglatmadan once yaklasik 10 dakika dondurucu
disina alinmahdir.

2. Tum tupleri vorteksle kanigtirin ve kisa sureli santrifiij edin (tipun
altindaki siviy1 toplamak igin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. Asagidaki qPCR karigimini igslenen ornek sayisina gore hazirlayin.
TUm konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi icindir.
Tablo 12 20 pl son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmis olarak
bir reaktif karisimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On
karigim ayni primer ve prob karigimi kullanilarak reaksiyon sayisina gore

hazirlanabilir. Pipetleme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil
edilmigtir.

LightCycler 2.0 cihazinda, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit bir deneyde
(Sekil 27) iki tekrarli olarak 12 6rnedin analizi igin kullanilabilir.

Tablo 12. LightCycler 2.0 cihazi igin qPCR karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi ()

Son
Bilesen 1 32+1 konsantrasyon
LightCycler TagMan
Ana Karigimi, 5x 4 132 1x
Primer ve prob
karigimi, 10x 2 e 1x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 9 297 B
Ornek (adim 4'te 5 Her biri 5 3
eklenecek)
Toplam hacim 20 Her biri 20 —
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4. qPCR karigimini vorteksle karistirin ve kisa siireli santrifiij edin
(tapun altindaki siviyr toplamak i¢in yaklasik 10 saniye, 10.000
rpm'de).

5. Kapiller basina 15 pyl qPCR ana karigimi verin.

6. llgili kapillere 6rnek DNA materyalinden veya kontrolden
5 ul ekleyin (toplam hacim 20 pl).

7. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasc¢a karigtirin.

8. Kapillerleri cihazla saglanan adaptore yerlestirin ve kisa sureli
santrifij edin (700 x g'de, yaklasik 10 saniye).

9. Ornekleri i1sil déngiileyiciye lireticinin tavsiyelerine gére yiikleyin.

10. Isil donguleyiciyi (Sekil 28) programi kullanarak Tablo 13'te
gosterildigi gibi programlayin.

LightCycler 2.0 cihazinin programlama ayrintilari i¢in cihaz kullanim

kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis igin, yazilim ayarlari kalin siyah
olarak gergevelenmigtir.

Not: Ayarin, FAM floresanin 6lgumu, tekli taramasi ve VIC floresanin tekli
taramasi icin hem amplifikasyon/dongutleme adiminda hem de 60°C'de
son beklemede oldugundan emin olun.

L N I I [T (TS PP | T
ZATe TR vem e wrde e -

Taga rO) Mkt B s 01 Pisg Mus (CAI Seo Tage (0]  SupSesfU) | Saap Dk bpotss) b e

v arv bt

......

Sekil 28. LightCycler 2.0 icin programlama ekrani.
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Tablo 13. LightCycler 2.0 cihazi igin sicaklik profili

Hold (Tutma) Sicaklik: 55°C
Sure: 2 dk
Egim: 20
Hold 2 (Tutma?2) Sicaklk: 95°C
Suare: 10 dk
Egim: 20
Cycling (Dongu) 50 kez
15 s igin 92°C; artis: 20
1 dk igin 60°C; artis 20
Hold 3 (Tutma3) 1 dkigin 60°C; artis 20

LightCycler 2.0 cihazi igin son nokta analizi prosediirii

11. Amplifikasyon g¢aligsmasinin sonunda, “Online Data Display”
(Cevrimigi Veri Ekrani) igin sekmeyi tiklatin (Sekil 29). “Current
Fluorescence” (Gecgerli Floresan) penceresinin sol Gstindeki
goriintiileme menisinii agin, “Acquisition no.” (Tarama no)
alanina 51 yazin.

Coton Comp 10 = | it Mmen LC_6M12 10 LC_ST02

BLLLL ]
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\
1
zesesid
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* ¥¥x&ts28388%23
r

Sekil 29. Cevrimigi Veri Ekranindaki sonuglar ve gegmis.
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12. “Current Fluorescence” (Gegerli Floresan) grafiginin yanina sag
tiklatin ve “Export” (Disa Aktar) segenegini segin.

13. “Export chart” (Grafigi Diga Aktar) iletisim kutusundaki “Excel”
kutusunu tiklatin (Sekil 30). “Filename” (Dosya adi) iletigsim alaninda

bir ad girin. Sonug¢ dosyasi igin E diigmesi ile diga aktarma hedefini
belirleyin. “Export” (Diga Aktar) dugmesini tiklatin.

1| EndProgiam | =10 Cycies |Color Comp (0 + | instument Mame: LC 6312 1D: LC 6312

Online Data Display | Fun Notes |

|
Jlete

Samples [=IE
08| Mame:

i Dat

1 Sample Picture Data | .

2 Sample Series: s ]
Lo - l[a”] :J [V Paoint [ndex

4 Sample Farmat: _ T

& Sample O Tewt

6 Sample ML [ Header

7 Sample

" HTML Table Deliriter:

—

B Sample

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

ﬁzn Sk Filenarne: I
2 22 Sampl
pof

23 Sample
24 Sample T 7

Sekil 30. Disa aktarma bicimini ve veri dosyasi hedefini se¢gme.

14. Sonuglar goriintiilemek ve analiz etmek i¢in, dosyayi Excel'de agin.
LightCycler 2.0 igin sonuglar gosterildigi sekilde goriuntulenir.

Konum

g K [L[ M | M [0] P | Q [R] s [T U 3

X Bar Text|x Bar Text X Bar Text* Bar —
129709 1: Sample 1 (B10) 1 82734 1. Sample 1 (5607 1J66361) 1 Sample 1 (5301 1149943
2 30182 2 Sample 2 (510) 2 54428 2 Sample 2 (560) 2]|67659] 2 Sample 2 (530)  2)5.0767
3 29496 3: Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (560) 3|65568] 3 Sample 3 (530) 349699
4 25526 4 Sample 4 (B10) 4 82887 4 Sample 4 (560) 466163 4 Sample 4 (530) 4]49119
5 29450 5: Sample 5 (B10) & 82689 5 Sample 5 (560) 5§66209] 5 Sample 5 (530) 5)4,9635
6 29969 6 SampleB (B10) 6 84184 6 Sample 6 (560) G)6.7674] 6 Sample6 (530) 65,1209
7 30045 7 Sample7 (B810) 7 84520 7. Sample 7 (560) 76,7506} 7. Sample 7 (530) 7|5,0507
832822 8 Sampled (B10) B 9,1936 8 Sample 8 (5607 8|7.3960] & Sample B 530y 8)55314
9 30274  9: Sample 9 (B10) 9 85557 9 Sample 9 (560) 968437 9 Sample 9 (530) 9)5,0843
10 28336 10: Sample 10 (510) 10 7 8713 10: Sample 10 (&60) 1006,3905410: Sample 10 (530) 104,7883
11 28275 11: Sample 11 (B10) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11§6,3874]11: Sarmple 11 (530) 11 ]4,7665
12128351 12: Sample 12 (610) 12 80171 12: Sample 12 (560) 12]6,4118412: Sample 12 (5307 124 7944
13 29511 13: Sample 13 (B10) 13 83726 13: Sample 13 (560) 13|16 6957 13: Sample 13 (530) 134 9699
14 28367 14: Sample 14 (B10) 14 80217 14: Sarnple 14 (560) 14)6,4439)14: Sample 14 (530) 144 7654
15 29908 15: Sample 15 (B10) 15 84337 15 Sample 15 (560) 15§6,7445)15: Sample 15 (530) 15)5,0523
16 28885 16: Sample 16 (B10) 16 88,1458 16: Sample 16 (560) 16)6,5568) 16: Sample 16 (530) 164 9577
17 30152 17: Sample 17 (B10) 17 88,4901 17: Sample 17 (560) 17§6,8193)17: Sample 17 (530) 1751225
VIC FAM

Sekil 31. Excel dosyasinda gosterilen LightCycler 2.0 sonuglarinin érnegi.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Tum cihazlar i¢in disa aktarilmis verileri gikarmak Uzere uygun bir dosya
saglayin: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ya da diger Rotor-Gene cihazlari,
LightCycler 2.0 ya da 480; Applied Biosystems 7300 ya da 7500 Real-Time
PCR Sistemi, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS ya da 7900HT SDS ve
floresan seviyelerini kontrol edin (bunlar ikili tekrarlar arasinda uyumlu
olmalidir).

Floresan verilerinin grafik gosterimini (sagilim grafigi) hazirlayin. X ekseni VIC

floresani, y ekseni FAM floresanidir.

Grafik gdsterimi ve kalite kontrol kriterleri
Sacilim grafigi érnedi Sekil 32'de gosterilmistir.

0.6

]
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04 1
< Ornekle
E &
3 ) W PC-VF
[Ye] 03 * A NC-VF
= &9
s ® COS-VF
c
H

o 02 f 20
2
i) g
pa h
5 0.1

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

RN floresan VIC 560 nm

Sekil 32. Temsili allelik diskriminasyon deneyinin sa¢ilim grafigi. Cihazlar: Rotor-Gene

Q, Applied Biosystems, ABI PRISM ve LightCycler 480.

Ornekler negatif kontrolleri (NC) pozitif kontrollere (PC) baglayan yay lizerinde

yer almalidir.

Herhangi bir kontrolun hatali konumlanmasi deneysel hata gostergesi olabilir.

B Pozitif kontroller sol Ustte olmalidir.
B Negatif kontroller sag altta olmalidir.

B Negatif kontrollin yetersiz konumlanmasi kontaminasyon gdstergesi
olabilir.

B Esik 6rnekleri, negatif kontrollerin tGzerinde gorintilenmelidir.
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B Su kontrolleri sol altta olmalidir.

M Su kontrollerinin yetersiz konumlanmasi (FAM élgcimi igin NC'den
daha ylUksek ya da VIC i¢in PC'den daha yiiksek) kontaminasyon
gostergesi olabilir.

Not: Kontrollerin konumlanmasi LightCycler 2.0 cihaz verilerinin analizinde
farkli olabilir (bkz. Sekil 33). Su kontrolleri yine de sol altta olmalidir.

8.0 Y
® NC-VF

@ PC-VF

6.0 i
+ COS-VF

.% X WT 6rnekleri

4.0
+ Mutasyonlu 6rnek

O H0

RN floresan FAM 530 nm

2.0

0.0 .
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

RN floresan VIC 560 nm

Sekil 33. Temsili allelik diskriminasyon deneyinin sa¢ihim grafigi. Cihaz: LightCycler 2.0.

Normalize FAM/VIC oranini ve genotiplemeyi hesaplama

Tam ornekler icin FAM/VIC oranlarini hesaplayin. Pozitif kontrol (PC), esik
ornegi (COS) ve negatif kontrol (NC) icin FAM/VIC oranlarini hesaplayin.
Oranlar ¢ift tekrarlar arasinda uyumlu olmahdir. Tim gift tekrarlarin ortalama
oranini hesaplayin.

Esik 6rnegi (COS) ve tum ornekler i¢cin normalize orani (NOran) hesaplayin:

Oranomek
NOranmek =

Orannc

Not: Testin gri bolgesi (GB) ayirici performansin yetersiz dogrulukta oldugu
degerin bdlgesi olarak tanimlanir. Gri bolgedeki deger hedef markirin mevcut
veya mevcut degil olarak degerlendiriliemedigini gosterir. Gri bolge her bir
deney i¢in hesaplanmalidir.
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44 iipsogen JAK2 MutaScreen Kit El Kitabi 06/2016



Gri bolgeyi ya da normalize esik ornegi (M1) oraninin (NOrancos) etrafindaki
kararsiz alani hesaplayin:

GB: [(NOrancos x 0,94); (NOrancos x 1,06)]

Her bir 6rnegin normalize oranini NOrancos GB ile karsilastirin. Sonuglarin
yorumlanmasi Tablo 14'te 6zetlenmigtir ve veri hesaplama ve yorumlama
ornegi Tablo 15'te verilmistir.

Tablo 14. Normalize oranlarin kullaniimasiyla genotipleme sonuglarinin
yorumlanmasi

Sonuclar Yorum
NOranomek > NOrancos x 1,06 JAK2 V617F tespit edildi
NOranomek < NOrancos x 0,94 JAK2 V617F tespit edilmedi

NOranomek, NOrancos GB icerisinde Belirsiz sonug

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 15. Floresan verisinin hesaplanmasi ve yorumlamasi ornegi

Ortalama
Ornek VIC FAM Oran Oran NOran Yorum
NC 2,415 1,782 0,738 0747 L 000 Mutasyon
NC 2,46 1,861 0,757 saptanmadi
PC 1,241 5,606 4,517 4675 6 253 Mutasyon
PC 1,182 5706 4,827 saptandi
COS 1,91 1,832 0,959

0,958 1,282 Esik ornegi
COS 2,035 1,946 0,956
S1 2311 1,783 0,772 0745 0.992 Mutasyon
S1 2555 1818 0,712 saptanmadi
S?2 1,097 5,745 5,237 4276 5 723 Mutasyon
S2 1,437 4,764 3,315 saptandi
S3 2,265 2,149 0,949 0.927 L a1 il
S3 2435 2206 0,906 ’ sonug
S4 2,385 2,063 0,865 0.904 L 210 Belirsiz
S4 2322 2191 0,944 ’ sonug
GB 1,205 1,359
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Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢gozimunde yardimcli
olabilir. Daha fazla bilgi igin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan
Sorular sayfasina da bakin: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgiler ve protokol veya
ornek ve test teknolojileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplamaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgisi igin bkz. "iletisim Bilgileri", sayfa 57).

Yorum ve Oneriler

Pozitif kontrol sinyali negatif

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

PCR c¢alismasini tekrarlayin.

b) Kit bilesenlerinin uygun ipsogen JAK2 MutaScreen Kit'i -30 ila -
olmayan sekilde 15°C'de saklayin ve primer ve prob karigimini
saklanmasi (PPM) 1siktan koruyun. Bakiniz “Reaktifi

Saklama ve Kullanma”, sayfa 10.

Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme
islemlerinden kaginin.

Saklama igin reaktifleri ayri siselere bolun.

Negatif kontroller pozitif
Capraz kontaminasyon Tam kritik reaktifleri degistirin.

Deneyi tum reaktifler icin yeni sise kullanarak
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu 6nlemek icin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar ¢ercevesinde kullanin.

Pozitif kontrollerde bile sinyal yok

a) Pipetleme hatasi ya da Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
unutulmus reaktifler kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.
b) Yetersiz saflastirma DNA hazirligini tekrarlayin.

nedeniyle drnek
materyalinin inhibe edici

etkileri
c) LightCycler: Secilen Kanal ayarini F1/F2 veya 530 nm/640 nm
saptama kanali yanlig olarak ayarlayin.
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Yorum ve Oneriler

d) LightCycler: Dongu programlarini kontrol edin.
Programlanmig veri

PCR programinin her bir baglanma
taramasi yok Prog g

segmentinin sonunda “tekli” tarama modunu
secin.

Orneklerde sinyal yok veya diisiik fakat pozitif kontroller diizgiin

Yetersiz DNA kalitesi Baglatmadan once her zaman DNA kalitesini
veya dusuk ve konsantrasyonunu kontrol edin.
konsantrasyon

LightCycler: Floresan yogunlugu ¢ok dustik

a) Kit bilesenlerinin uygun ipsogen JAK2 MutaScreen Kit'i -30 ila
olmayan sekilde -15°C'de saklayin ve primer ve prob
saklanmasi karisimini (PPM) isiktan koruyun. Bakiniz

“Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 10.

Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme
islemlerinden kacginin.

Saklama igin reaktifleri ayri siselere bolun.

b) Hedef DNA'nin baglangic Ornek DNA miktarini artirin.

miktari ok duguk Not: Secilen DNA hazirlama yontemine bagh

olarak, inhibitor etkiler olusabilir.
LightCycler: Floresan yogunlugu degisiyor

a) Pipetleme hatasi “Pipetting error” (pipetleme hatasi) denilen
durumun yarattigi degiskenlik verileri F1/F2
veya 530 nm/640 nm modunda analiz ederek

azaltabilir.
b) Kapillerlerin yetersiz Hazirlanan PCR karisimi hala kapillerin Ust
santrifijlenmesi kanalinda olabilir veya kapiller ucunda bir

hava kabarcigi sikismig olabilir.

Reaksiyon karigimi yuklenmig kapillerleri, her
zaman cihazin spesifik kullanim kilavuzunda
aciklandigi gibi santrifij edin.

c) Kapiller ucunun dig Kapillerleri kullanirken her zaman eldiven
yuzeyi kirli takin.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca, ipsogen JAK2
MutaScreen Kit'in her bir lotu tutarh Grin kalitesi saglamak i¢in dnceden
belirlenmis Ozelliklere gore test edilir. Analiz sertifikalar talep Uzerine
www.giagen.com/support/ adresinden alinabilir.

Sinirlamalar

Bu cihazi kullanmadan dnce kullanicilar egitim almis ve bu teknoloji hakkinda
bilgi edinmis olmalidir. Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmig
aletlerle kombinasyon halinde kullaniimalidir (bakiniz "Gerekli Olan Ancak
Saglanmayan Materyaller", sayfa 8).

Elde edilmis herhangi bir tani amaglh sonucun diger klinik veya laboratuvar
bulgulari ile birlikte yorumlanmasi gerekir. QIAGEN performans ¢alismalari
kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir prosedur igin
sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin sorumlulugundadir.

TUm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustunde yazil olan son kullanma
tarihlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢gmis bilesenleri
kullanmayin.

Performans Ozellikleri

Klinik digi galigsmalar

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit'in analitik performansini saptamak igin klinik disi
calismalar gergeklestirilmigtir.

Kesinlik

Yabani tip DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu igeren hucre hatlarindan elde
edilen genomik DNA'nin g dilisyon seviyesi, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ile test edildi. Dilusyonlar %1, %2 ve %3 mutasyon yuklerine karsilik geldi. Her
bir seviye icin bagimsiz dilisyon gruplari elde edildi ve bu dilisyonlarin
tekrarlari 3 bagimsiz deneyde test edildi. Her bir DNA ornegi igin elde edilen
oranlar (Oranomek) negatif kontrol orani ile karsilastirnldi (JAK2 %100 yabani tip
DNA, Orannc). Sonuglar Tablo 16'da 6zetlenmistir.
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Tablo 16. Klinik digi galigsmalar i¢in kesinlik verileri

Mutasyon seviyesi Oranomek>0rannc %CV (oran)
%1 V617F DNA %100 (n = 183) 6,8
%2 V617F DNA %100 (n =72) 4,5
%3 V617F DNA %100 (n = 135) 5,1

Laboratuvarlar arasi analitik veriler

13 laboratuvari kapsayan ¢ok merkezli bir galisma gerceklestirildi. Yabani tip
DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu iceren genomik DNA'nin dilisyonlari ile
ilgili analitik veriler toplandi. Her bir laboratuvarda U¢ deney gergeklestirildi.
Her bir deney igin, asagidaki DNA ornekleri hlcre hatlarindan test edildi:

M 1 negatif kontrol (NC) %0 V617F

M 1 pozitif kontrol (PC) %100 V617F

B 1 esik 6rnegi (COS) %2 V617F

M Orta seviyede mutasyon yiklerine sahip 3 érnek (%20, %50 ve %80)
Deneyler yedi farkli cihaz modelinde gergeklestirildi:
ABI PRISM 7000 SDS

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

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Sonugclar Tablo 17'de 6zetlenmigtir.
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Tablo 17. Yabani tip DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu igeren hiicre
hatlarindan elde edilen genomik DNA diliisyonlarindan saglanan
laboratuvarlar arasi analitik veriler

Ornek tespiti Pozitif 6rnekler Negatif drnekler
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 yabani tip 0 36

* 36 adet pozitif kontrol (PC-VF), 36 adet esik érnegi (COS-VF; %2 V617F), 34 adet %20
JAK2 V617F tasiyan ornek, 35 adet %50 JAK2 V617F tasiyan 6rnek ve 36 adet %80 JAK2
V617F tagiyan ornek.

Klinik gcaligmalar

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve ARMS® yonteminin karsilastiriimasi

MPN suphesi olan 141 hastadan elde edilen DNA drnekleri ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ve amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS)
prensibine dayali gPCR testi ile paralel olarak test edildi (11).
Karsilagtirmalarin sonuglari Tablo 18 (2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo 19'da
(yuzdeli uyum) gosterilmistir.

Tablo 18. Yontemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve
ARMS

ARMS test yontemi sonuglari
JAK?2 JAK2 yabani tip
V617F >%2 (JAK2 V617F <%2) Toplam

JAK2 V617F

Mutasyon 91 0 01
ipsogen JAK2 Saptand
MutaScreen Belirsiz 1 2 3
test yontemi sonug
sonuglari JAK2 WT

Mutasyon 1 46 47

saptanmadi
Toplam 93 48 n=141

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 19. Yontemlerin karsilastiriimasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve
ARMS

Uyum (%) %95 GA* (%)

Pozitif veriler
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 98,9 94,1-99,8
ARMS arasindaki uyum

Negatif veriler

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 100 92,3-100
ARMS arasindaki uyum
Toplam uyum 99,3 96,0-99,9

* Glven aralgi “Kantitatif Test Performansinin Degerlendiriimesi icin Kullanici Protokoli;
Onaylanmis Kilavuz” CLSI EP12-A'ya gbre hesaplanmistir.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve dizileme karsilastiriimasi

MPN suphesi olan 51 hastadan elde edilen DNA o6rnekleri ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ve referans teknik (“altin standart”) olan dogrudan dizileme ile
paralel olarak test edildi. Bir 6rnek dizileme hatasi nedeniyle yorumlanamadi.
50 yorumlanabilir 6rnekten elde edilen karsilastirma sonuglari Tablo 20

(2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo 21'de (yuzdeli uyum) 6zetlenmistir.

Tablo 20. Yontemlerin karsilagtiriimasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve
dizileme

Dogrudan dizileme sonuglari

JAK?2 JAK2 yabani tip
V617F >%2 (JAK2 V617F <%2) Toplam

JAK2 V617F

Mutasyon 26 1 21
ipsogen JAK?2 saptandi
MutaScreen Belirsiz 0 1 1

test yontemi sonug

sonuglari JAK2 WT
Mutasyon 2 20 22
saptanmadi

Toplam 28 22 n =50

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 21. Yontemlerin karsilastiriimasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve
dizileme

Uyum (%) %95 GA* (%)

Pozitif veriler
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 92,9 77,4-98,0
dizileme arasindaki uyum

Negatif veriler

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 95,2 77,3-99,2
dizileme arasindaki uyum
Toplam uyum 93,9 83,5-97,9

* Glven aralgi “Kantitatif Test Performansinin Degerlendirilmesi icin Kullanici Protokold;
Onaylanmis Kilavuz” CLSI EP12-A'ya gbre hesaplanmistir.

228 hasta orneginde ¢cok merkezli galisma

Hastalardan elde edilen DNA ornekleri laboratuvarlar arasi galismaya katilan
13 laboratuvarda, laboratuvarda olusturulmus tekniklerle analiz edildi. Her bir
laboratuvar klinik disi hassasiyet verileri igin tanimlandidi sekilde (bkz. Ust)
hdcre hatlarindan elde edilen DNA'y1 kullanarak ve laboratuvarda mevcut

10 hastadan elde edilen DNA ile 3 deney gergeklestirdi.

Bilinen JAK2 genotipini tagiyan 228 6rnek ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve
kantitatif PCR, allel spesifik PCR, floresans rezonans ener;ji transferi (FRET),
dizileme, allel spesifik oligonikleotid PCR, RFLP ve allelik diskriminasyon
dahil olmak Uzere laboratuvarda kullanilan yontemlerle paralel olarak test
edildi. Kargilastirmalarin sonuglari Tablo 22 (2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo
23'te (yuzdeli uyum) gosterilmistir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 22. Yontemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve

diger laboratuvar yontemleri

Laboratuvar testlerinin sonuglar
Mutasyon Mutasyon
saptandi saptanmadi
JAK2 V617F JAK2 yabanitip Toplam
JAK2 V617F
Mutasyon 139 3 142
ipsogen JAK2 Saptand
MutaS_..creen_ Belirsiz 5 17 22
test yontemi sonug
sonuglari JAK2 WT
Mutasyon 3 61 64
saptanmadi
Toplam 147 81 n =228

Tablo 23. Yontemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve

diger laboratuvar yontemleri

Uyum (%) %95 GA* (%)
Pozitif veriler
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 97,9 94,0-99,3
laboratuvar arasindaki uyum
Negatif veriler
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ve 95,3 87,1-98,4
laboratuvar arasindaki uyum
Toplam uyum 97,1 93,8-98,7

* Glven aralgi “Kantitatif Test Performansinin Degerlendiriimesi icin Kullanici Protokoli;
Onaylanmig Kilavuz” CLSI EP12-A'ya gére hesaplanmistir.

Saglamlik: Saglikli donorlerden alinan drneklerin analizi

Kan veren 103 saglikli bireyden elde edilen DNA ornekleri ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kit ile analiz edildi. Orneklerin timii JAK2 yabani tip olarak
tespit edildi. LightCycler 480 cihaziyla gergeklestirilen 38 drnegin analizi

Sekilde 34'te gosterilmistir.
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Fluorescence Scatter Plot
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Sekil 34. Saglikh donérlerin analizi. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (kat. no. 673123) ile
38 saglikli donoriin LightCycler 480 analizi (). iki tekrarli pozitif sonuglar (#) kit ile saglanan
referans oélgegi ile uyumludur. VIC floresan degerleri x ekseni Gizerinde ve FAM degerleri y
ekseni Uzerinde cizilmigtir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:

W e <N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
g Son kullanma tarihi
‘ IVD In vitro tani amacgl tibbi cihaz

Katalog numarasi

LO Lot numarasi

Materyal numarasi

GTIN Kuresel Ticaret Parga Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

=R g g A

Kullanma talimatlarina bakin

lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin litfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini
arayin ya da QIAGEN Teknik Servis Bolumlerinden birine veya yerel
dagiticilara bagvurun (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini
ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri
Uriin icindekiler Kat. no.

ipsogen JAK?2 10 reaksiyon icin: V617F Pozitif 673022
MutaScreen Kit (10) Kontrol, V617F Negatif Kontrol, V617F

Esik Ornegi, Primer ve Prob Karigimi

JAK2 yabani tip ve JAK2 V617F

ipsogen JAK?2 24 reaksiyon icin: V617F Pozitif 673023
MutaScreen Kit (24) Kontrol, V617F Negatif Kontrol, V617F

Esik Ornegi, Primer ve Prob Karigimi

JAK2 yabani tip ve JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — klinik uygulamalarda in vitro
diagnostik olarak dogrulanmis gergcek zamanl PCR analizi
icin
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
5plex HRM Platform koyu kirmizi) ve HRM kanalli gergek
zamanl PCR cycler ve Yuksek
COozunarlukla Melt analizori, dizisti
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,
malzeme ve iscilik i¢in 1 yil garanti;
kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System koyu kirmizi) ve HRM kanalli gergek

zamanli PCR cycler ve Yiksek

COzuanurlakla Melt analizord, dizasti

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,

malzeme ve iscilik i¢in 1 yil garanti;

kurulum ve egitim

Guncel lisans bilgileri ve Grane 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN Kkiti el
kitabina veya kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim
kilavuzlart www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical
Services veya yerel distribtoriinizden istenebilir.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bu sayfa bilerek bos birakiimigtir
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Bu Grdn in vitro tani amagh kullanim igindir. ipsogen uriinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni
olmadan ticari driinler Uretmek tizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber veriimeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu
belgenin yayin tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya
bundan dogan rastlantisal, 6zel, goklu veya dolayl zarar igin yikimli olmaz.

ipsogen Urlinlerinin belirtilen spesifikasyonlari kargilayacagi garanti edilir. QIAGEN'nin yegane yukimlilugl ve misterinin yegane telafi hakki
urlinlerin garanti edildigi sekilde uygulanamamasi durumda Urlnlerin licretsiz olarak degistirilmesi ile sinirlidir.

Bu Urlin yalnizca in vitro tanisal amagl kullanim igin Epoch Biosciences ile lisans anlasmasi cergevesinde satilir ve herhangi bir arastirma, ticari
amag, klinik arastirma veya in vitro tani amagli kullanim digindaki diger alanlar icin kullanilamaz.

JAK2 V617F mutasyonu ve ilgili kullanimlari Avrupa patenti EP1692281, ABD patentleri 7.429.456 ve 7.781.199, ABD patent bagvurulari
US20090162849 ve US20120066776 ve yabanci eslenikleri dahil olmak lzere patent haklari ile korunmaktadir.

Bu Griinln satin alinmasi JAK2 V617F hedefli ilaglar igin klinik calismalarda kullanimina ait herhangi bir hakki devretmez. QIAGEN bu tiir
kullanimlar icin spesifik lisans programlari gelistirir. Litfen hukuk bélimimuzle irtibat kurun:jak2licenses@giagen.com.

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

Sinirh Lisans Anlagmasi
Bu Urlinlin kullanimi ipsogen JAK2 MutaScreen Kit'in alicisi veya kullanicisinin su sartlari kabul ettigi anlamina gelir:

1. ipsogenJAK2 MutaScreen Kit, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit El Kitabr uygun olarak tek basina kullanilabilir ve yalnizca Kitin iginde bulunan
bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN fikri miilkiyeti altinda bu Kitle saglanan bilesenleri bu Kitle saglanmayan herhangi bir bilesenle, ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit El Kitabi ve www.qiagen.com adresinde bulunan ek protokoller iginde tanimlanan durumlar haricinde kullanma veya
birlikte isleme sokma agisindan bir lisans vermez.

Agikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin tgtincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

QIAGEN aglikga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tim lisanslari agikca reddeder.

o > 0D

Bu Kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde
bulunmayacagini ve baska birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi
yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlasmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin
uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat lcreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Glncellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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