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Uso previsto

Il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS ¢ destinato alla rilevazione della mutazione
JAK2 V617F/G1849T nel DNA genomico di soggetti con sospetta neoplasia
mieloproliferativa. L'assenza della mutazione JAK2 V617F/G1849T non
esclude la presenza di altre mutazioni JAK2. Il test pud produrre risultati falsi
negativi qualora siano presenti ulteriori mutazioni nell’intervallo di codoni

615 - 619 (1).

Nota: il kit deve essere utilizzato seguendo le istruzioni fornite nel presente
manuale e solo con i reagenti e gli strumenti approvati. Qualsiasi impiego
non previsto del prodotto e/o qualsiasi alterazione dei relativi componenti
esenteranno QIAGEN da qualsiasi responsabilita.

Riassunto e spiegazione

L'identificazione nel 2005 (2-5) di una mutazione somatica ricorrente (V617F)
che interessa il gene della tirosina Janus chinasi 2 (JAK2) ha rappresentato un
importante passo in avanti per una migliore comprensione, classificazione e
diagnosi delle neoplasie mieloproliferative (MPN). La molecola di segnalazione
intracellulare JAK2 svolge una funzione critica per una serie di citochine, tra cui
I"eritropoietina.

La mutazione JAK2 V617F viene riscontrata in oltre il 95% dei pazienti affetti
da policitemia vera (PV), nel 50-60% dei pazienti affetti da trombocitemia
essenziale (TE) e nel 50% dei pazienti affetti da mielofibrosi primaria (PMF).
La mutazione JAK2 V617F viene inoltre riscontrata in alcuni rari casi di
leucemia mielomonocitica cronica, sindrome mielodisplasica, mastocitosi
sistemica e leucemia neutrofilica cronica, ma nello 0% delle leucemie mieloidi

croniche (LMC) (6).

La mutazione consiste nell’alterazione di un singolo nucleotide del gene JAK2
(il nucleotide 1849 nell’esone 14), che determina un’unica sostituzione di

una valina (V) con una fenilalanina (F) nella posizione 617 della proteina
(dominio JH2). Si ottiene cosi |"attivazione costitutiva della proteina JAK2, la
trasformazione ematopoietica in vitro e la crescita di colonie eritroidi endogene
(EEC) senza aggiunta di eritropoietina in tutti i pazienti affetti da PV e in
un’elevata percentuale di pazienti affetti da TE e PMF (7). La mutazione JAK2
V617F svolge dunque un ruolo chiave nella trasformazione delle cellule
ematopoietiche in MPN, anche se deve essere ancora chiarito per quale motivo
meccanismi patologici identici, con la medesima mutazione unica, determinino
entita biologiche e cliniche differenti.

La diagnosi di MPN si basa tradizionalmente su criteri clinici, sull’esame
istologico del midollo osseo e su criteri citogenetici. La scoperta di un marker
molecolare specifico della malattia ha consentito sia una semplificazione della
procedura, sia una maggiore accuratezza diagnostica. La rilevazione della
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mutazione JAK2 V617F & stata inserita tra i criteri di riferimento OMS 2008
per la diagnosi delle neoplasie mieloproliferative croniche BCR-ABL negative
(Tabella 1) e la presenza di questa mutazione & diventato uno dei criteri
maggiori di conferma diagnostica.
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Tabella 1. Criteri OMS per la diagnosi di MPN (adattati dal
riferimento 8)

Criteri per la diagnosi di policitemia vera (PV)
Maggiori 1. Emoglobina (Hgb) >18,5 g.dl"' (maschi) o >16,5 g.dl"'
(femmine) o
Hgb o ematocrito (Hct) >99° percentile dell’intervallo di
riferimento per etd, sesso o quota di residenza (altitudine)
Hgb >17 g.dlI" (maschi) o >15 g.dlI"' (femmine) se associata ad
un aumento sostenuto di =2 g.dl"! dalla linea base non attribuibile
ad una correzione della carenza di ferro o
Elevata massa di globuli rossi >25% sopra il valore previsto
normale medio
[ 2. Presenza di mutazione JAK2V617F o simile ]
Minori 1. Mieloproliferazione trilineare del midollo osseo
2. Livello subnormale di eritropoietina nel siero
3. Crescita di colonie eritroidi endogene (EEC)
Criteri per la diagnosi di trombocitemia essenziale (TE)
Maggiori 1. Conteggio piastrine =450 x 107 |
2. Proliferazione dei megacariociti con morfologia grande e
matura.
Proliferazione scarsa o nulla di granulociti o eritroidi
3. Non sono soddisfatti i criteri dell’OMS per leucemia mieloide
cronica (LMC), policitemia vera (PV), mielofibrosi primaria (PMF),
sindrome mielodisplasica (MDS) o altre neoplasie mieloidi
[ 4. Dimostrazione di JAK2V617F o altro marker clonale o ]
Nessuna evidenza di trombocitosi reattiva
Minori -
Criteri per la diagnosi di mielofibrosi primaria (PMF)
Maggiori 1. Proliferazione e atipia dei magariociti, accompagnate
alternativamente da fibrosi reticolare e/o collagenica o
In assenza di fibrosi reticolare, le alterazioni dei megacariociti
devono essere accompagnate da aumento della cellularita
midollare, proliferazione granulocitica e, spesso, ridotta
eritropoiesi (ovvero PMF prefibrotica)
2. Non sono soddisfatti i criteri dell’OMS per leucemia mieloide
cronica (LMC), policitemia vera (PV), sindrome mielodisplasica
(MDS) o altre neoplasie mieloidi
[ 3. Dimostrazione di JAK2V617F o altro marker clonale o]
Nessuna evidenza di fibrosi midollare reattiva
Minori 1. Leucoeritroblastosi
2. Aumento della lattato deidrogenasi (LDH) nel siero
3. Anemia
4. Splenomegalia palpabile
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Esperti internazionali hanno recentemente proposto i criteri per le
sperimentazioni terapeutiche di PV e TE. Sulla base dei dati relativi a
omotrapianto, interferone alfa o idrossiurea, la quantificazione di JAK2V617F
¢ stata inserita tra gli strumenti potenzialmente utili per il monitoraggio della
risposta al trattamento (9). Una riduzione del carico di JAK2 V617F & stata
osservata in risposta ad alcuni nuovi farmaci anti-JAK2 mirati, ancora in fase
di sviluppo clinico (10).

Principio della procedura

In un saggio di discriminazione allelica vengono impiegate due sonde
TagMan® (saggio multiplo). Una sonda fornisce una appaiamento specifico per
la sequenza dell’allele 2 (ad esempio, I'allele wild type), I'altra sonda fornisce
un appaiamento specifico per I'allele 1 (ad esempio, |'allele con una
mutazione). Ogni sonda & marcata con un fluorocromo distintivo alla rispettiva
estremitd 5’, denominato reporter (ad esempio, FAM™ o VIC®), inoltre contiene
un quencher non fluorescente all’estremita 3’. Le sonde contengono anche un
legante del solco minore (minor groove binder, MGB™) che consente |'uso di
sonde piU corte con maggiore stabilitd e dunque assicura una discriminazione
allelica piv accurata.

Durante la fase di estensione della PCR, la sonda che si appaia in maniera
specifica viene scissa dall'attivita dell'esonucleasi 5'—3' della polimerasi Taqg che
separa il fluorocromo reporter dal quencher rilasciando la fluorescenza, che
pud quindi essere rilevata. La sonda che non si appaia in maniera specifica
viene spostata, e non scissa, dalla Tag polimerasi, senza rilasciare alcun
fluorocromo reporter. |l segnale fluorescente (VIC o FAM) generato viene
rilevato al termine della PCR (end-point, o punto finale) e indica
immediatamente la presenza della sequenza o delle sequenze ricercate (allele
wild-type, allele mutato o entrambi), senza la necessita di passaggi post-PCR
lunghi e laboriosi che potrebbero aumentare anche il rischio di
contaminazione. La quantita della sequenza target non viene effettivamente
determinata.

[l kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS utilizza questa tecnologia nel modo illustrato
nella Figura 1.
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Sonda 1 * Degradazione della sonda
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Figura 1. Saggio multiplo con sonde TagMan. Il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS utilizza
questa tecnologia per la discriminazione allelica.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Materiale fornito

Contenuto del kit

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (19)
N° di catalogo 673123
N° di reazioni 19
V617F Positive Control* MP-VF 30 ul
(Controllo positivo V617F)

V617F Negative Controlf MN-VF 30 ul
(Controllo negativo V617F)

Reference Scale M1# 30 ul
(Scala di riferimento M1) M1-VF

Reference Scale M2+ 30 ul
(Scala di riferimento M2) Ll

Reference Scale M3* 30 ul
(Scala di riferimento M3) M3-VF

Reference Scale M4+ 30 ul
(Scala di riferimento M4) el

Reference Scale M5* 30 ul
(Scala di riferimento M5) M3-VF

Reference Scale Mé* 30 ul
(Scala di riferimento M6) el

Primers and probes mix

JAK2 V617F8

(Miscela di primer e sonde PPM-VF 10x 1454
JAK2 V617F)

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit 1
Handbook (inglese)

* Controllo positivo: 100% DNA V617F.
t Controllo negativo: 100% DNA wild-type; 0% DNA V617F.
* Scala di riferimento (diluizioni DNA genomico).

¥ Miscela di primer inversi e diretti specifici per il gene JAK2, sonda FAM V617F specifica
e sonda VIC wild-type.

Nota: centrifugare brevemente le provette prima dell’uso.
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Nota: per analizzare i campioni sconosciuti con il kit ipsogen JAK2 MutaScreen

RS & necessario estrarre il DNA genomico. | reagenti necessari per |'estrazione
del DNA (ad esempio QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit, n° cat. 51304) non
vengono forniti e devono essere approvati per |'uso con questo kit.

Materiale necessario ma non fornito

Quando si opera con sostanze chimiche, indossare sempre un camice da
laboratorio, guanti monouso e occhiali protettivi. Per maggiori informazioni,
consultare le schede di sicurezza sul prodotto (SDS) disponibili presso il
fornitore.

Reagenti
B Acqua priva di nucleasi di grado PCR

B  Tampone TE privo di nucleasi 1x, pH 8,0 (ad es., Thermo Fisher Scientific,
n°® cat. 12090-015)

B  Tampone e Tag DNA polimerasi: i reagenti approvati sono TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific,
n° cat. 4304437) e LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, n° cat. 04535286001)

B Reagenti per gel di agarosio 0,8-1% in tampone TBE 0,5x per elettroforesi

Materiali di consumo

B Puntali per pipette per PCR sterili, resistenti alla contaminazione da
aerosol, privi di nucleasi, con filtri idrofobici

B Provette per PCR da 0,5 ml 0 0,2 ml prive di RNasi e DNasi
B Ghiaccio

Attrezzatura
B Pipette a microlitri* dedicate per PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

B Centrifuga da tavolo* con rotore per provette di reazione da 0,2 ml/0,5 ml
(velocita fino a 10.000 rpm)

B Spettrofotometro* per la quantificazione del DNA

* Assicurarsi che gli strumenti siano stati controllati e calibrati nel rispetto delle istruzioni
del produttore.
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B Strumento per PCR Real-time:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM o altro
strumento Rotor-Gene; LightCycler 2.0 o 480; Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS o ABI PRISM 7900HT SDS; e
materiale specifico associato

B Apparecchiatura* per elettroforesi su gel in campo pulsato

Avvertenze e precauzioni
Per uso diagnostico in vitro

Quando si opera con sostanze chimiche, indossare sempre un camice da
laboratorio, guanti monouso e occhiali protettivi. Per maggiori informazioni,
consultare le schede di sicurezza sul prodotto (SDS). Le schede sono disponibili
online nel pratico formato PDF sul sito
www.giagen.com/Support/MSDS.aspx, dove & possibile cercare,
visualizzare e stampare la scheda SDS di ogni kit e di ogni componente del kit
QIAGEN.

Smaltire campioni e materiali di scarto nel rispetto delle procedure di sicurezza
locali.

Precauzioni generali

Per effettuare i test qPCR, compresa la manutenzione dell’apparecchiatura, &
necessario attenersi alle buone pratiche di laboratorio che sono specifiche per
la biologia molecolare e sono conformi alle leggi e agli standard pertinenti.

Questo kit & destinato all’'uso nella diagnostica in vitro. Le istruzioni e i reagenti
forniti nel kit sono stati verificati e approvati per garantire prestazioni ottimali.
L'ulteriore diluizione dei reagenti o la modifica dei tempi di incubazione e delle
temperature potrebbe determinare dati errati o discordanti. Il reagente PPM-VF
potrebbe alterarsi se esposto alla luce. Tutti i reagenti sono stati formulati
specificamente per I'uso con questo test. Per garantire prestazioni ottimali del
test, evitare qualsiasi sostituzione.

Prestare estrema attenzione al fine di evitare:

B Contaminazione da Dnasi, che potrebbe determinare la degradazione del
DNA templato

B Contaminazione crociata del DNA o della PCR, che potrebbe generare un
segnale falso-positivo
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Si consiglia quindi quanto segue:

B Utilizzare materiale di laboratorio privo di nucleasi (ad esempio pipette,
puntali per pipette, fiale di reazione) e indossare i guanti durante
I'esecuzione del test.

B Utilizzare puntali per pipette nuovi, resistenti alla contaminazione da
aerosol, durante tuthi i passaggi del pipettamento per evitare la
contaminazione crociata di campioni e reagenti.

B Preparare la master mix pre-PCR con materiale (pipette, puntali e cosi via)
usato solo per questo scopo in un’area usata solo per questo scopo, dove
non vengano introdotte matrici di DNA (DNA, plasmide). Aggiungere il
templato in un’area separata (preferibilmente in un’altra stanza) con
materiale specifico (pipette, puntali e cosi via).

Conservazione e gestione dei reagenti

| kit vengono spediti in ghiaccio secco e, alla ricezione, devono essere
conservati a una temperatura compresa tra —30°C e —15°C.

B  Ridurre al minimo l'esposizione alla luce delle miscele di primer e sonde
(provetta PPM-VF).

B Miscelare delicatamente e centrifugare le provette prima di aprirle.
B Conservare tutti i componenti del kit nei contenitori originali.

Le condizioni di conservazione indicate valgono sia per i componenti aperti,
sia per quelli integri. | componenti conservati in condizioni diverse da quelle
indicate sulle etichette potrebbero fornire prestazioni di qualitd inferiore e
compromettere i risultati del saggio.

Le date di scadenza dei reagenti sono indicate sull’etichetta dei singoli
componenti. Se il prodotto viene conservato correttamente, mantiene inalterate
le proprie prestazioni fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta.

Il prodotto non fornisce segni evidenti di instabilitd. Tuttavia & opportuno
eseguire i controlli positivi e negativi contestualmente ai campioni sconosciuti.
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Procedura

Preparazione del DNA campione

E necessario estrarre il DNA genomico da sangue intero, linfociti, cellule
polinucleate o granulociti da sangue periferico purificato. Per poter confrontare
i risultati, si consiglia di adottare lo stesso metodo di estrazione del DNA e della
frazione cellulare. L'estrazione del DNA deve essere eseguita con un metodo
specifico del laboratorio o con un metodo commerciale.

La quantita di DNA viene determinata misurando |'assorbanza a 260 nm. La
qualita del DNA deve essere valutata mediante spettrofotometria o elettroforesi
su gel.

Il rapporto Aygo/Aggy deve essere di 1,7-1,9. Rapporti inferiori indicano
normalmente una contaminazione con sostanze proteiche o materiali chimici
organici. L'elettroforesi su gel di agarosio 0,8-1% deve consentire la
visualizzazione del DNA isolato come una fascia distinta di circa 20 kb. Un
leggero effetto smear & accettabile.

[l DNA risultante viene diluito a 5 ng/ul in tampone TE. La reazione gPCR &
ottimizzata per 25 ng di DNA genomico purificato.

Conservazione degli acidi nucleici

Per la conservazione a breve termine fino a 24 ore, si consiglia di mantenere
gli acidi nucleici a una temperatura di 2-8°C. Per la conservazione a lungo
termine oltre le 24 ore, si consiglia una temperatura di —20°C.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Manuale del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016 13



Protocollo: qPCR con strumenti Rotor Gene Q dotati di
rotore a 72 provette

Quando si utilizza uno strumento di questo tipo, si consiglia di eseguire tutte le
misurazioni in duplicato, come indicato nella Tabella 2.

Tabella 2. Numero di reazioni per gli strumenti Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM o Rotor Gene Q 5plex HRM dotati di rotore a 72 provette

Campioni Reazioni
Miscela di primer e sonde JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reazioni)
19 campioni di DNA 19 x 2 reazioni

2 x 2 reazioni (MP-VF, MN-VF,
ognuna eseguita in duplicato)

6 x 2 reazioni (da M1 a M6,
ognuna eseguita in duplicato)

2 controlli di DNA

Scala di riferimento

Acqua come materiale di controllo 2 reazioni

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Trattamento dei campioni con strumenti Rotor-Gene Q dotati di rotore
a 72 provette

57 5758 S8 S9 S9 $10

Figura 2. Configurazione consigliata per il rotore in un esperimento con il kit ipsogen
JAK2 MutaScreen RS. MP-VF: controllo positivo; MN-VF: controllo negativo; da M1 a
Mé6: scala di riferimento; S: campione di DNA; H,0: acqua come materiale di controllo.

Nota: fare attenzione a inserire sempre un campione da analizzare nella posi-
zione 1 del rotore. In caso contrario, nella fase di calibrazione lo strumento

potrebbe non eseguire la calibrazione e verrebbero acquisiti dati di fluorescenza
non corretti.

In tutte le altre posizioni inserire delle provette vuote.
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PCR con strumenti Rotor-Gene Q dotati di rotore a 72 provette

Nota: eseguire tutti i passaggi su ghiaccio.

Procedura

1. Scongelare tutti i componenti necessari e collocarli sul ghiaccio.

E opportuno estrarre i componenti dal congelatore circa 10 min prima
di iniziare la procedura.

2. Agitare in vortex e centrifugare brevemente tutte le provette (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

3. Preparare la seguente miscela qPCR in base al numero di campioni
da trattare.

Tutte le concentrazioni sono riferite al volume finale della reazione.

Nella Tabella 3 ¢ illustrato lo schema di pipettamento per la preparazione
di una miscela di reagente, calcolata in modo tale da ottenere un volume
finale di 25 ul. E possibile preparare una pre-miscela, sulla base del
numero di reazioni, utilizzando la stessa miscela di primer e sonde. Sono
previsti volumi extra per compensare eventuali errori di pipettamento.

Sugli strumenti LightCycler 2.0 & possibile utilizzare il kit ipsogen JAK2
MutaScreen RS per analizzare 19 campioni in duplicato in un esperimento
(Figura 2).

Tabella 3. Preparazione della miscela qPCR

o 1t .
N° di reazioni (ul) Concentrazione

Componente 1 56+1* finale
PR Mt M 26 125 7128 Ix
oo 106 25 142,5 Ix
Acqua priva di 5 085 )

nucleasi di grado PCR

Campione (da
aggiungere al 5 5 cad. -
passaggio 4)

Volume totale 25 25 cad. -

*19 campioni; 1 esperimento/kit.
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4. Agitare in vortex e centrifugare brevemente la miscela qPCR (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

5. Aliquotare 20 ul di pre-miscela qPCR in ogni provetta.

6. Aggiungere 5 pl di materiale DNA campione o di controlli nella
provetta corrispondente (volume totale 25 pl).

7. Miscelare delicatamente pipettando verso I'alto e verso il basso.

8. Chiudere le provette per PCR. Inserire le provette nel rotore a
72 posizioni seguendo le istruzioni del produttore. In tutte le altre
posizioni inserire delle provette vuote.

9. Assicurarsi che l'anello bloccante (accessorio dello strumento Rotor-
Gene) sia montato esattamente sopra al rotore, cosi da impedire che
le provette si aprano accidentalmente durante la seduta. Caricare il
rotore sullo strumento Rotor-Gene Q seguendo le istruzioni del
produttore.

10. Per la rilevazione del DNA JAK2, creare un profilo di temperature
sulla base dei passaggi descritti di seguito.

Impostazione dei parametri generali Figure 3, 4
del saggio

Amplificazione del DNA Figura 5
Regolazione della sensibilita del canale Figura 6
di fluorescenza

E possibile trovare ulteriori informazioni sulla programmazione degli
strumenti Rotor-Gene nei manuali utente dei singoli strumenti. Nelle
illustrazioni, le impostazioni software sono evidenziate in una cornice nera.
Le illustrazioni che seguono si riferiscono agli strumenti Rotor-Gene Q.
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11. Awviare il software Rotor-Gene. Nella finestra “New Run” (Nuova
seduta), fare clic su “New” (Nuova).

r. New Run E

Quick Start  Advanced

Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and

sample definitions

‘:' Empty Run from the last run open
in the software,
% Three Step with Melt
S Two Step
L ] HRM™

L‘ Other Runs

@ Instrument Maintenance

f ] Open A Template In Another Folder. ..

IV Show This Screen When Software Opens

Figura 3. Finestra di dialogo “New Run” (Nuova seduta).

12. Nella finestra “New Run Wizard” (Creazione guidata nuova seduta)
impostare il volume su 25 pl e fare clic su “Next” (Avanti).

New Run Wizard

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

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

Operator : [DB your mouse over the
item for help. You

Notes : Programme PCR allelic discrimination can also click on a
combo box to display
help about its

available settings.

Reaction =
Volume (uL): B 2

Sample Layout ] l ;I

SkipWizard | <«<Back | uext»lj 2

Figura 4. Impostazione dei parametri generali del saggio.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
18 Manuale del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016



13. Fare clic sul pulsante “Edit Profile” (Modifica profilo) nella finestra di
dialogo successiva della procedura guidata e programmare il profilo
delle temperature facendo riferimento alla Tabella 4 e alla Figura 5.
Assicurarsi di aggiungere |'ultimo passaggio di acquisizione a 60°C
per ogni ciclo, sia per il canale verde che per il canale giallo: Green
(FAM) e Yellow (VIC).

Tabella 4. Profilo di temperature

Riposo Temperatura: 50 gradi
Tempo: 2 min
Riposo 2 Temperatura: 95 gradi

Tempo: 10 min

Ciclaggio 50 volte
92 gradi per 15's
60 gradi per 1 min; singola

Acquisizione della fluorescenza FAM nel canale
Cycling A Green (Ciclaggio A Verde)

Acquisizione della fluorescenza VIC nel canale
Cycling A Yellow (Ciclaggio A Giallo)

4 Edit Profile E
o W 9
New Open Saveds | Hep
The run will take approximately 110 minute() to complete. The graph below represents the un to be performed

Acquisition r
Same as Previous : | (New Acquisition) v
|~ Acquistion Configuration r
Available Channels Acquiring Channels

Click on a cycle below to mody it Name | >

Hold Insert after.. Crimson (Green
O ‘R ver
Inse beore vk sl 5
<
Remove

s cycle |
T [ hannel, select it from the list in the left and click >. To st i
2 . e e bl bt o)
Tined Step ~| HE
60 deg. 92 deg for 15 sec
[ — T — iR Chet) | Dortacaiie | __tob |
Not Acquiring Dye Channel Selection Chart

I~ Long Range
I~ Touchdown

60 deg. for B0 sect Green | 470nm [510nm | FAM ¥, SYBR Green 17, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 4884 |1
‘Yelow |530nm |555nm  |JOE, VICY, HEX, TET'Y, CAL Fluot Gold 540, Yakima Yelow
Drange | 585nm |610nm | ROXY, CAL Fhuot Red 6107, Cy357), Texas Red ., Alexa Fluor 568+

625nm | 660nm | CyS Y, Quasar 670, Alexa Fluor 633+
l 630nm |710hp | Quasar705", Alexa Fluor 680

1 ‘ 7

Figura 5. Amplificazione del DNA.
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14. L'intervallo di rilevazione dei canali di fluorescenza deve essere
determinato in base all’intensita della fluorescenza nelle provette
per PCR. Fare clic su “Gain Optimisation” (Ottimizzazione
guadagno) nella finestra di dialogo “New Run Wizard” (Creazione
guidata nuova seduta) per aprire la finestra di dialogo “Auto-Gain
Optimisation Setup” (Impostazione automatica ottimizzazione
guadagno). Fare clic su “Optimise Acquiring” (Ottimizzazione
acquisizione) (Figura 6), quindi fare clic su “OK"” nelle finestre di
dialogo “Auto-Gain Optimisation Channel Settings” (Impostazioni
canali per ottimizzazione amplificazione) per ogni canale (Verde e
Giallo, Figura 6). Assicurarsi che la casella “Perform Optimisation
Before 1st Acquisition” (Esegui ottimizzazione prima della 1a
acquisizione) sia selezionata per ogni canale (Figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup E x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Optimisation

Auto Giain Optimisation wil read the fluoresence on the inserted sample at Channel Settings it
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are o -
D acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the Channel : Green Tube Position 1 =l
$Y chemistry you are performing 3 — —
Taiget Sample Range ~Flupto |10 ==FI
Set temperature to —! degrees [t 1 om =
1 Optimise Al | Optimise Acquiring Acceptable Gan Range: |10 j v [0 j
3

I Perform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run | Carsl I Help ‘

Channel Settings _

' o e | % |
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit I Auto-Gain Op'mlSalIO“ Channel Sellmgs w
Green 1 SF1 10F1 -10 10 | Settings
Yelow 1 5 100 0 10 e | BTG S =

Remove All Channel: Yellow Tube Position 1 P
Target Sample Range: |5 :,' Flupto |10 j Fl - 2
Acceptable Gan Range: |10 j to |10 j
< |
C o] Mows | oo | Hoe | [ o ] cee Heb

Figura 6. Regolazione della sensibilita del canale di fluorescenza.

15. 1 valori del guadagno determinati dalla calibrazione del canale
vengono salvati automaticamente e sono indicati nell’ultima finestra
di menu della procedura di programmazione. Fare clic su “Start
Run” (Avvia seduta) per eseguire il programma.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Specificare la configurazione del rotore nel software Rotor-Gene
(Figura 7).

L EdiTsamples; A=E)
i it Format Security
Rotor Style I
Settings :
Given Conc. Format : I123455,783123487 LI Unit : |cnpies/leaclin LI More Options
Samples :
[ D8 K o EE
C |ID_ |Name | Type | Groups | Given Conc. -~ ]
1 PC Positive Control :]
2 PC Positive Control
3 H20 NTC
4 None
| ] 5 NC Negative Control
6 NC Negative Control
7 H20 NTC
8 None
3 RS Unknown
10 RS Unknown
1 None
12 None
13 51 Unknown
14 51 Unknown
15 52 Unknown
| 16 S2 Unknown
B 17s3 Unknown
B 18s3 Unknown
0 1954 Unknown
20 S4 Unknown ﬂ
< |
Page :
Name : [JAK2 Ipsogen New |~ Synchronize pages
Undo | OK I Cancel I Help I

Figura 7. Configurazione Rotor-Gene: “Edit Samples” (Modifica campioni).

Impostazione della procedura di analisi end-point per lo strumento
Rotor-Gene Q 5plex HRM

17. Quando il programma PCR é completato, fare clic su “Analysis
(Analisi) sulla barra degli strumenti (Figura 8).

144

.Analysis-unly Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

Fle Analysis Gan View Window Help 7
O o Hm‘-)) & |8 %'5 = .

Settings Profile  Temp. Samples
Jcha'\nels . Cycling A.Green . CyclingA.Yellow . CyclingB.Green . Cycling B.Yellow ‘

Reports Arrange

Figura 8. Strumento “Analysis” (Analisi).
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18. Nella finestra di dialogo “Analysis” (Figura 9) fare doppio clic su
“Cycling A Green” (Ciclaggio A Verde), quindi fare clic su “OK”.
Ripetere per “Cycling A Yellow” (Ciclaggio A Giallo).

Analysis X

_2StdCurves (Rel) | Other... |
Met |

1 .l Cycling A.Griﬂ ) .
yeiing A.Yellow ‘ At Least Two Standards Required ‘

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

Show | Hide |
™ Auto-shrink window

Figura 9. Quantificazione: “Cycling A. Green” (Ciclaggio A Verde)

19. Viene visualizzata una nuova finestra (Figura 10). Fare clic su “Slope
Correct”’ (Correzione slope) in entrambi i riquadri, come illustrato
nella Figura 10.

ples Anviyss Reports Amange

€ H View E £ B Wy
open_Save el Settegs Pogress Profle  Temp. Sam

Quantitation Analysts - Cycling A Yellow (msppo1 ez)

Figura 10. Impostazione “Slope Correct” (Correzione slope).

20. Per esportare i dati, salvare in un foglio di Excel®. Fare clic su “OK”,
assegnare un nome al file di esportazione e salvare il file di
testo (*.txt).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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21. Aprire il file di testo in Excel e selezionare la colonna A. Fare clic
su “Dati”, quindi su “Converti”, infine su “Avanti”. Selezionare
“Virgola” e fare clic su “Fine”. | risultati vengono visualizzati nel
modo illustrato nella Figura 11.

. ° o . P GIHI KT LT[N] 0] P @R[ 5] 11Ul ] w] k] ¥] 2| ANAB AGAGALIAF AG AN AIlAJ AK AUAM ANAG AF A ARAS AT AUAVAVAX  AY - o
1 Excel Raw Data Export
2| Copytight. a GIAGEN Company. Allrights reserved
3 [File  Prog Allelic discrimination 2010-0126 (1) rex
< Date  w26r00
s Time LLLLLLY
» Channel Cycling A.Green
+ 0 MSPPOT 1 2 3 4567898 oo [ 50
’ 1| pC | 567432 581979 58618 531928 6 6 6 6 6 6 WH R HE R R RN RN R e e 63428 63892195
" 2 pC | 539 59781 597858 602044 6 6 6 6 6 6 WO R HE RN e 547205 E50EI
" 3 nC | 67461 573667 586391 581854 6 6 6 6 6 6 7777688868899933 8888 939629 10035624
® 4 nC | BN742 6407 64T 64T 6 77777 88889393 NN MNTNITNGS S8 1478 1607975
» 5 5 GME24 624630 625727 63006 6 6 6 6 6 6 88889990 NI T NGGNS88SE 62 1HH07E
o — " 6 s 5869 530827 5453 53812 6 6 6 6 6 6 77888939908 TNNNNNNS 10818 12302488
N " 7 h20 | 6OWI2 613835 613298 6160% 6 6 6 6 6 6 77777777777777777777 740312 74200264
N " 8 h20 | 5779  585W 590855 530239 6 6 6 6 6 6 77777777777777777777 7081 72198082
" 3 0 676232 584288 589174 590M3 6 6 6 6 6 6 777868889939 98 888888 10405 1060087
()] " 0 0 | 581827 53148 632752 532732 6 6 6 6 6 6 777778888889999088 88 102008 10425509
o " 05 | 579919 582568 585641 584186 6 6 6 6 6 6 7778888899393 98 808888 10579 074R
2 2 05 | 61053 616939 616846 620521 6 6 6 6 6 6 777788889330 88 811NN N 1255 12872075
b0 |[=
. — a Channel Cyding A.Yellow
» D MSPPOT 1 2 3 45678948 " [ 50
+ 2 1| pC 459685 462247 48819 4637155555 5 8 733032 80828056
(g0} s 2 pC | 48663 472438 4TI 4747415 5 555 & 8 80614 82362941
x 3 nC | 453005 467201 484528 472071 55555 5 #4235 42626588
D a 4 nC | 50279 605531 522326 522507 55555 5 ® 531528 53465324
» 5 (5 50032 50981 504675 524 555555 0 4757 47708823
» 6 5 47029 A7H46 476223 47172 555555 0 2167 42237559
» 7 h0 | ss72ss 432543 555555 6 652 60208573
= e k0 4ssen cace scsscs e se7e2422
» 3 0 46588 470013 466348 5 5 5 5 5 & " 45877775
» 0 o 4714 48281 45047 5 5 65 5 & 434785 44.035357
2 " 05 | 4sem 471081 47223 5 5 5 5 5 5 42478 424277%
» 05 | 4858 504229 50483 5 55555 47002 47084382
%
3
- 0 MSPPUT v 2 3 SO /B S RT R RN R R R R RN R
) » 1 pC _ B24E-03 SO7E-03 4.89E-03 472E-03 % 4 M # W 0 R W W 0 8K W0 0K E 8 R RO00000 1111111111111
© - 2 pC IRRSSE03 285603 3ME03 I4E03 M W 4 0 K W W 0 R W 8RR H W BB N®000000 1111111111111
“ 3 nC "NGHE03 223603 205603 1SSE-03 W 0 A 6 W 0 R 6 W W8 K H 0B R EE R EE R BN RENNRNO0NNN0D0D0D
N « 4 nc B Weeow 1000000
N o 5 s N Weeo0w I 1000000
“ 6 s weee 1000000
= |+ ;5 Nome i1t Colonna FAM i
o) « 8 h2 wee e e
o a 3 0 6 . W R HH N RN RN RO R 0NN RO00R0NNO000
“ [N ] m WO N RN RN RO RN R RN e0000
(g0} - n 05 ACG plone WH R HH N RO N R RN R RN e R 00000000
s 2 05 642603 SIGE-03 IBIE-03 262E-03 W M W W W MW W N B R E BB BB E N B BN B RENERRENNORNN0000000
Ne) &
C |
» D MSPPO1 1 2 3 456 789N M RN NN R N R R RN
© s 1 pC 370E03 Q0SE03 248E-03 LSTE-03 # M M W W W R H N W R K H B R E B R BN R R BN 0N NNERENENENO000
4= s 2 pC AMED4 7B4E04 LISEO3 ISIEOT M W W AR H W R RN B R R BN R R B NERE NN RN NN RN RN NR0000
N s 3 nC 220603 244E-03 269E-03 293603 % 4 A # W 0 W W 4 0 K #0088 888000000 111111111
s 4 nC 2B4E03 303603 354E-03 JIIE03 M N W A AN W N RN H N E KRR
—_ 5 5 1S 537603 528603 460E-03 J2E03 M N W A A W W N BN W N H IEEEEE
° - 6 (S G70E03 S78E-03 4STE03 JIE0I M A WA W A NN 0NN E Colonna VIC IKEEEE
4 “ 7 h20 730604 102603 130E03 ISSE-03 W W MM W W R AN R NN oo
(¢v] “ 8 h20 227604 GSEE04 IME-D3 LEOE-03 M W W A B W W R B N B BB KW R E W N RN R
@ 3 0 LME02 LOE-02 B4TE-03 GSIE03 M W 4 0 K W W 0 R W 8 0B E W R EN®RO000000 11111111 TN
D o 0 0 G76E.03 43103 40BE-03 322E03 % 0 # 4 6 8 R #0686 88 H 88888000000 11111111111
“ N 05  GIGE03 45903 4.0ZE-03 JASE-03 4 A W 8 0 R W W 8 R 6 W8 R EH 8 R®00000 1111111111110
“ 2 05  5ISE03 480E-03 44ZE-03 A04E-03 8 A 8 W 8 0 K 6 8 8 K6 80 RHE N8 RONRO000000 111NN T Y
“

Figura 11. Esempio di risultati in un file di Excel.

Nota: il file contiene sia dati grezzi che dati standardizzati. Prendere in

considerazione solo i dati standardizzati.

Questi dati sono riportati nelle sezioni della tabella denominate Quantitative
analysis of channel Cycling A Green (Analisi quantitativa del canale Ciclaggio A
Verde) e Quantitative analysis of channel Cycling A Yellow (Analisi quantitativa
del canale Ciclaggio A Giallo). | dati da interpretare sono quelli acquisiti al
50esimo ciclo della PCR (cerchiati sulla destra).
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Protocollo: qPCR con strumenti Applied Biosystems
e ABI PRISM
Quando si utilizza un’apparecchiatura per gPCR dotata di una piastra con

96 pozzett, si consiglia di eseguire tutte le misurazioni in duplicato, come
indicato nella Tabella 5.

Tabella 5. Numero di reazioni per gli strumenti Applied Biosystems 7300
e 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT

Campioni Reazioni
Miscela di primer e sonde JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reazioni)

19 campioni di DNA 19 x 2 reazioni

2 x 2 reazioni (MP-VF, MN-VF,
ognuna eseguita in duplicato)

6 x 2 reazioni (da MT a M6,
ognuna eseguita in duplicato)

2 controlli di DNA

Scala di riferimento

Acqua come materiale di

2 reazioni
controllo

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Trattamento dei campioni con strumenti Applied Biosystems 7300
e 7500, ABI PRISM 7000 e 7700 o ABI PRISM 7900HT

;" B

ko4

Figura 12. Configurazione consigliata per la piastra in un esperimento con il kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP: controllo positivo; MN: controllo negativo; da M1 a
Mé: scala di riferimento; S: campione di DNA; H,0: acqua come materiale di controllo.

gPCR con strumenti Applied Biosystems 7300 e 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT

Nota: eseguire tutti i passaggi su ghiaccio.

Procedura

1. Scongelare tutti i componenti necessari e collocarli sul ghiaccio.
E opportuno estrarre i componenti dal congelatore circa 10 min prima di
iniziare la procedura.

2. Agitare in vortex e centrifugare brevemente tutte le provette (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

3. Preparare la seguente miscela qPCR in base al numero di campioni
da trattare.

Tutte le concentrazioni sono riferite al volume finale della reazione.
Nella Tabella 6 ¢ illustrato lo schema di pipettamento per la preparazione

di una miscela di reagente, calcolata in modo tale da ottenere un volume
finale di 25 ul. E possibile preparare una pre-miscela, sulla base del
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numero di reazioni, utilizzando la stessa miscela di primer e sonde. Sono
previsti volumi extra per compensare eventuali errori di pipettamento.

Sugli strumenti Applied Biosystems 7300 e 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT ¢ possibile utilizzare il kit ipsogen JAK2

MutaScreen RS per analizzare 19 campioni in duplicato in un esperimento
(Figura 12).

Tabella 6. Preparazione della miscela qPCR

N°® di reazioni (ul) Concentrazione

Componente 1 56+1* finale
Pk moser 2125 7125 Ix
oo 106 25 142,5 Ix
Acqua priva di 5 085 )

nucleasi di grado PCR

Campione (da
aggiungere al 5 5 cad. -
passaggio 4)

Volume totale 25 25 cad. -

* 19 campioni; 1 esperimento/kit.

4. Agitare in vortex e centrifugare brevemente la miscela qPCR (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

5. Aliquotare 20 ul di pre-miscela qPCR in ogni pozzetto.

6. Aggiungere 5 ul di materiale DNA campione o di controlli nel
pozzetto corrispondente (volume totale 25 pl).

7. Miscelare delicatamente pipettando verso I'alto e verso il basso.
Chiudere la piastra e centrifugare brevemente (300 x g, circa 10 s).

9. Inserire la piastra nel termociclatore seguendo le istruzioni del
produttore.

®

10. Programmare il termociclatore con il programma di ciclaggio termico
indicato nella Tabella 7 e avviare la seduta.
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Tabella 7. Profilo di temperature per gli strumenti Applied
Biosystems e ABI PRISM

Riposo Temperatura: 50°C
Tempo: 2 min
Riposo 2 Temperatura: 95°C
Tempo: 10 min
Ciclaggio 50 volte
92°C per 15 s
60°C per 1 min

Procedura di analisi della seduta di post-lettura per gli strumenti
Applied Biosystems e ABI PRISM

Per istruzioni dettagliate sulla programmazione degli strumenti Applied
Biosystems 7300 e 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 o ABI
PRISM 7900HT, fare riferimento alla guida utente del singolo strumento.
Per facilitare la lettura, le impostazioni software sono evidenziate in una
cornice nera.

11. Quando la seduta & completata, selezionare “Start/Program” (Avvio/
Programmi) e quindi “File/New” (File/Nuovo).

12. Nella finestra di dialogo “New Document Wizard” (Creazione guidata
nuovo documento) fare clic nell’elenco a discesa “Assay” (Saggio),

quindi selezionare “Allelic Discrimination” (Discriminazione allelica)
(Figura 13).
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13. Accettare le impostazioni predefinite per i campi “Container”
(Contenitore) e “Template” (Modello), che sono: “96-Well Clear”
(96 pozzetti trasparente) e “Blank Document” (Documento vuoto)
(Figura 13). Nel campo “Plate Name” (Nome piastra) digitare AD
Post-read (Seduta post-lettura amplificazione-rilevazione)

(Figura 13), quindi fare clic su “Next>" (Avanti) per accedere alla
finestra di dialogo “Select Markers” (Selezione marker).

New Document Wizard S]
Define Document
Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and
comments
1 Assay Allelic Discrimination |
Container
2 T empiate I|'Biank Document = Browse i
Run Mode : | Standard 7500 |

Operator IAdmmu:uoton

Comments

3 Frote rame I AD Post-read | |

Frish | Cancd |

4

Figura 13. Pre-impostazioni per la creazione di una nuova seduta di post-lettura
(Creazione guidata nuovo documento).

14. Se il riquadro “Markers in Document” (Marker nel documento) della
finestra di dialogo “Select Markers” (Selezione marker) contiene
un marker idoneo per la metodica, andare direttamente al
passaggio 18. In caso contrario, proseguire con il passaggio 15.
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15. Creare rilevatori e marker con la seguente procedura. Fare clic su
“New Detector” (Nuovo rilevatore) (Figura 14).

Select Markers
Select the markers you will be using in the document
Find - | h I Passive Relererce: |ROX vl
Marker Name [ Detoctor 1 Markers in Document I
Add >> |
HRemove I
< >
1 Neow Detoctor II Neow Marker l
< Back l Neoxt > I Finish l Cancel I

Figura 14. Il riquadro “Markers in Document” (Marker nel documento) non
contiene un marker idoneo per la metodica.

16. Nel campo “Name” (Nome) della finestra di dialogo “New Detector”
(Nuovo rilevatore) digitare Allele A (Figure 15). Lasciare il campo
“Reporter Dye” (Fluorocromo reporter) impostato su “FAM”. Fare clic
sul pulsante “Color” (Colore), selezionare un colore e fare clic su
“OK" (Figura 15). Fare clic su “Create Another” (Crea un altro)
(Figura 15).

~

New Detector @
Name: mA.Iele A |
Description |
2 Reporter Dye: I|FAM ~1
Quencher Dye: |(none) =1

4 |c.eaeAnonh;L:| [ ok | Cancel |

Figura 15. Creazione di rilevatori.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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17. Nel campo “Name” (Nome) della successiva finestra di dialogo
“New Detector” (Nuovo rilevatore) digitare Allele B. Selezionare
“VIC"” nel campo “Reporter Dye” (Fluorocromo reporter). Fare clic sul
pulsante “Color” (Colore), selezionare un colore e fare clic su “OK”.

18. Fare clic su “New Marker” (Nuovo marker) nella finestra di dialogo
“Select Markers” (Selezione marker) (Figura 14).

19. Nel campo “New Marker Name” (Nome nuovo marker) della finestra
di dialogo “New Marker” (Nuovo marker) digitare JAK2 (Figura 16).
Selezionare i rilevatori “Allele A” e “Allele B” creati ai passaggi 16 e
17 (o gia definiti), quindi fare clic su “OK” (Figura 16).

New Marker Name‘l JAK2 hl 1
Celect two datactors for this marker :
U e Detector Name Reporter Quencher
Allele B viC (none)
—
2 ~ Allele O FAM Crone)

3 ] _ cees

Figura 16. Creazione di marker.
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20. Nella finestra di dialogo “Select Markers” (Selezione marker)
selezionare il marker “JAK2" creato al passaggio precedente o
un altro marker idoneo, quindi fare clic su “Add>>" (Aggiungi)
(Figura 17).

Nota: per rimuovere un marker, selezionarlo e fare clic su “Remove”

(Rimuovi)
New Document Wizard @
Select Markers
Select the markers you will be usng in the document
Fend - 'J Passive Reference: |ROX k3
Marker uame[ Detector 1 I Detector 2 ] Markers n Document
1 — AK2 Alele B Abele A

New Detector New Marker

< Back I Next I Firush Cancd 3

Figura 17. Selezione di marker.

21. Fare clic su “Next>" (Avanti).

22. Nella finestra di dialogo “Setup Sample Plate” (Configurazione
piastra campioni) fare clic e trascinare il marker sui pozzetti che
contengono i campioni. Fare clic su “Finish” (Fine).

23. Selezionare la scheda “Instrument” (Strumento) e impostare il
volume del campione su 25 pul.

24. Selezionare “File/Save” (File/Salva), quindi fare clic su “Save”
(Salva) per mantenere il nome assegnato quando é stata creata la
piastra.

25. Inserire la piastra di reazione nello strumento seguendo le istruzioni
del produttore.
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26. Avviare la seduta di post-lettura. Fare clic su “Post-Read” (Post-
lettura).

Lo strumento eseguird una seduta di 1 ciclo per 60 s a 60°C, durante la
quale verra raccolta la fluorescenza FAM e VIC in ogni pozzetto
(Figura 18).

Fla View Tods Instrument Ansyss Window Help
DFE SR BEE rOMa?
7Setup Yinstrument {Results W

nt Control —Temperature

Pre-Read Estimated Time Remaining (hh:mm): Sample: Heat Sink:
Cover. Block:

Post-Read |

—Cycle
Disconnect | Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
State:
~Th | Cycler Prot

Thermal Profile | Auto Increnent | Remp Rate |

[60.0 ]
Al C-;..I-,-l AddHuld | AdU Sty I AU Dissurialivr Slay Delete Help I
Settings

Sample Volume (L) - ,25_

Run Mode : |Stendard 7500 ~

Data Collection : [Stage 1. Step 1 (60.0 @ 0:30) =]

Figura 18. Seduta di post-lettura.
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27.Selezionare “File/Export” (File/Esporta), quindi fare clic su “Results”
(Risultati) per esportare i risultati in un file di Excel. | risultati
vengono visualizzati nel modo illustrato nella Figura 19.

12 |Comments: VIC campione 1 FAM campione 1

| 13|SDS v1.2

i o~

| 15 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y “gAllele X Rn Allele Y Quality Value Method

| 16 |A1 sample 1 vIC Unknown 247 897 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
|17 |A2 sample 1 vIC Unknown 295565  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
| 18 |A3 sample 2 VIC Unknown 351.338 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
|19 |Ad sample 2 VIC Unknown 379.909 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |A5 sample 3 VIC Unknown 372.895 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 wt vIC Unknown 343536  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.569 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
| 23 |A3 sample wt VIC Unknown 277 677 JAK2-VIC JAK2-FAM 2684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |A9 C- VIC Unknown 330.943  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10  C- VIC  Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 2013 Undetermined 100.00 Manual Call
|26 |A11  C- vIC Unknown 269.500  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  C+ vIC Unknown 211.520  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
| 28 |B1 C+ vIC Unknown 270623  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 6.894 Undetermined 100.00 Manual Call
|29 |B2 C+ VIC Unknown 365112  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 |B3 ER vIC Unknown 372150  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.214 203 Undetermined 100.00 Manual Call
|31 |B4 ER vIC Unknown 404145  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32 |B5 ER vIC Unknown 410.977 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2681 2.52 Undetermined 100.00 Manual Call
| 33 |B6 H20 vIC Unknown 395.431 JAK2-VIC JAK2-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
|34|6B7 H20 VIC  Unknown 415223  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.727 1241 Undetermined 100.00 Manual Call
|35 |B8 H20 vIC Unknown 366.885  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Figura 19. Esempio di risultati in un file di Excel.
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Protocollo: qPCR con lo strumento LightCycler 480

Quando si utilizza un’apparecchiatura per gPCR dotata di una piastra con

96 pozzetti, si consiglia di
indicato nella Tabella 8.

eseguire tutte le misurazioni in duplicato, come

Tabella 8. Numero di reazioni per lo strumento LightCycler 480

Campioni

Reazioni

19 campioni di DNA

2 controlli di DNA

Scala di riferimento

controllo

Miscela di primer e sonde JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reazioni)

Acqua come materiale di

19 x 2 reazioni

2 x 2 reazioni (MP-VF, MN-VF,
ognuna eseguita in duplicato)

6 x 2 reazioni (da M1 a M6,
ognuna eseguita in duplicato)

2 reazioni

Trattamento dei campioni con lo strumento LightCycler 480
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Figura 20. Configurazione consigliata per la piastra in un esperimento con il kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP: controllo positivo; MN: controllo negativo; da M1 a
Mé: scala di riferimento; S: campione di DNA; H,O: acqua come materiale di controllo.
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qPCR con lo strumento LightCycler 480

Nota: eseguire tutti i passaggi su ghiaccio.

Procedura

1. Scongelare tutti i componenti necessari e collocarli sul ghiaccio.

E opportuno estrarre i componenti dal congelatore circa 10 min prima di
iniziare la procedura.

2. Agitare in vortex e centrifugare brevemente tutte le provette (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

3. Preparare la seguente miscela qPCR in base al numero di campioni
da trattare.

Tutte le concentrazioni sono riferite al volume finale della reazione.

Nella Tabella 9 ¢& illustrato lo schema di pipettamento per la preparazione
di una miscela di reagente, calcolata in modo tale da ottenere un volume
finale di 25 ul. E possibile preparare una pre-miscela, sulla base del
numero di reazioni, utilizzando la stessa miscela di primer e sonde. Sono
previsti volumi extra per compensare eventuali errori di pipettamento.

Sugli strumenti Applied Biosystems 7300 e 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT & possibile utilizzare il kit ipsogen JAK2

MutaScreen RS per analizzare 19 campioni in duplicato in un esperimento
(Figura 20).

Tabella 9. Preparazione della miscela qPCR

N° di reazioni (ul) Concentrazione

Componente 1 56+1* finale
PR Mt M 26125 7128 Ix
oo 106 25 142,5 Ix
Acqua priva di 5 085 )

nucleasi di grado PCR

Campione (da
aggiungere al 5 5 cad. -
passaggio 4)

Volume totale 25 25 cad. -

* 19 campioni; 1 esperimento/kit.
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oo

10.

11.

Agitare in vortex e centrifugare brevemente la miscela qPCR (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

Aliquotare 20 ul di pre-miscela qPCR in ogni pozzetto.

Aggiungere 5 ul di materiale DNA campione o di controlli nel
pozzetto corrispondente (volume totale 25 pl).

Miscelare delicatamente pipettando verso I'alto e verso il basso.
Chiudere la piastra e centrifugare brevemente (300 x g, circa 10 s).

Inserire la piastra nel termociclatore seguendo le istruzioni del
produttore.

Nella pagina iniziale selezionare “New Experiment” (Nuovo
esperimento).

Per LightCycler 480 I, andare al passaggio 11a. Per
LightCycler 480 Il, andare al passaggio 11b.
Per ulteriori dettagli sulla programmazione dello strumento LightCycler 480,

fare riferimento alla guida utente dello strumento. Per facilitare la lettura, le
impostazioni software sono evidenziate in una cornice nera.

11a. LightCycler 480 I: Selezionare “Multi Color Hydrolysis Probe”
(Sonda di idrolisi policroma), fare clic su “Customize” (Personalizza),
quindi verificare che siano selezionati i canali “FAM (483-533)"” ed
“Hex (533-568)" (ovvero VIC) (Figura 21). Impostare il volume della
reazione su “25” ul (Figura 21) e proseguire con il passaggio 12.

36
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Program Name Cycles Analysis Mode
» Progres 1 *lQuantification

0@ >

Temperature Targers
Target (O Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (C's)  Acquisitions (per *C) ~ Sec Target () Step Size Q) Step Delay (cycles)

1N
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tion Time Mod
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NE @0D @
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Estimated Time (amecss)
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Figura 21. LightCycler 480 |I: impostazione del formato di rilevazione.
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11b. LightCycler 480 IlI: Selezionare “Dual Color Hydrolysis Probe”
(Sonda di idrolisi bicromatica), fare clic “Customize” (Personalizzal),
quindi verificare che siano selezionati i canali “ FAM (465-510)"
e “VIC / HEX / (533-580)" (Figura 22). Impostare il volume della
reazione su “25"” ul (Figura 22) e proseguire con il passaggio 12.

=4
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System | / Not Connected Database: ich)
Window:  [New Experiment B User:
c o L .
Run Protocol I Data ] ) 2
y Setul
—
o0 <J Customize)] Block Size | Plate 10 [ Reaction Volm 4
@ Color Comp 1D Test10 |
A Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
@ b Progres 1 *|None -

@ Detection Formats.
v

Detection Format  Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe
tion Time Mod

Repor
o i M 1
E] N Target (O Ac l SADmentc — Step Size () Step Delay (cycles)

2 |None *{o
v TAR (465-510)
@ v VIC / HEX / YellowsSSs (533-580)
v

w

100,

-3

NE Blom em Tfd ¢

Temperature (')
888838

0

"
Estmated Time (homess)
Apply
T vV End Program

Figura 22. LightCycler 480 Il: impostazione del formato di rilevazione.
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12. Programmare il termociclatore con il programma di ciclaggio termico
indicato nella Tabella 10 e avviare la seduta.
Nota: per descrivere la configurazione della piastra sullo strumento,
selezionare “Endpt Geno” (Genotipizzazione end-point) nella sezione
“Step 1: select workflow” (Passaggio 1: selezione flusso di lavoro).

Tabella 10. Profilo di temperature per lo strumento LightCycler 480

Riposo Temperatura: 50°C
Tempo: 2 min
Riposo 2 Temperatura: 95°C
Tempo: 10 min
Ciclaggio 50 volte
92°C per 15 s; singola
60°C per 1 min; singola
Riposo 3 60°C per 1 min; singola
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Procedura di analisi end-point per lo strumento LightCycler 480

13. Quando la seduta & completata, fare clic su “Analysis” (Analisi)

14. Nella finestra di dialogo “Create New Analysis” (Creazione nuova
analisi) selezionare “Endpoint Genotyping” (Genotipizzazione end-
point), quindi selezionare il sottoinsieme da analizzare nel menu
Subset (Sottoinsieme) (Figura 23).

Create new analysis

Analysis Type *IEndpomc Genotyping ;I

Subset *chv Subset 1 :l

Program -*-lProqram :I
~Create New Analysi Name *|Endpomc Genotyping for New Subset

Abs Quant/2nd Derivative Max
Abs Quant/Fit Points
Advanced Relative Quantification

s |8

Basic Relative Quantification
Color Compensation

1— Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping

T Calling

T.l

PEEEEE

J

@®

Figura 23. Selezione del tipo di analisi e del sottotipo da analizzare.

15. Nella finestra successiva selezionare la fluorescenza “Hex” (ovvero,
VIC) per “Allele X" e la fluorescenza “FAM” per “Allele Y”
(Figura 24).

Create new analysis
Allele X Allele Y

11@@@' 2

Figura 24. Selezione della fluorescenza per “Allele X" e “Allele Y”.
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16. La finestra successiva (Figura 25) mostra la configurazione della
piastra (1, in alto a sinistra), i risultati della fluorescenza per ogni
campione (2, in basso a sinistra) e il diagramma a dispersione con
la discriminazione allelica (3, a destra; fluorescenza FAM e VIC
misurate al 50esimo ciclo della PCR).

g Endpoint Fluorescence Scatter Plot (Selecy
[[E 43,000 .
C
o 46,000
3 44,000/
[F 42,000
6 40,000
il 38,000
L1 K8 = 3000
IEndpoxnt Genotype results 34,000
32,000
@ Allele X @ Both Alleles @ Allele Y 20,000
Unknown Negative 2
[ ] B Negati E 28,000 .
Sampl Endpoint Rl 2 00 - 3
I.. C.. Pos Name 523568 483533 Call gzum
v AS 100% -2 10,97 46,34 § 200
v A6 100% -2 0,30 0,39 Szomo
v A7 100% -2 0,37 0,43
v A10 H20 0,21 0,29 16000
v A11 H20 0,23 0,32 16,000
v A12 H20 0,20 0,26 14,000
v BS 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B7 78% -20 26,80 47,38
v CSs SO 20 32,03 42,50 Lo
v C6 S0% -20 33,28 44,09 6,000
v C? S0% -20 33,26 44,76 4,000
v DS 31% -20 34,58 38,54 2,000
v D6 31% -20 32,55 35,77
Y il = i) 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79
dq | , (] New canl = | Apply

B B 5] ey N el

Figura 25. Riepilogo dati.

17. Per esportare i dati, fare clic con il pulsante destro del mouse sul
modello dei risultati dei campioni, quindi selezionare “Export Table”
(Esporta tabella). 1l file viene salvato in formato testo (.txt).
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18. Per visualizzare e analizzare i risultati, aprire il file in Excel. | risultati
vengono visualizzati nel modo illustrato nella Figura 26.

B Microsoft Excel - test
) Fichier Edtion Affichage Insertion Format Outds Données Fenétre 2

D@ SR s@d-< - T @ANG. Gahas? e

Al v A Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex (523-568)

A B C D E F G VIC

1 |E'-Eer|ment §03-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex (523-568 FAM
2 Include Color Pos Name $23-568 483-533 Call Score
3 True 10789024 AS 100%-20 10,971 46,335 0,00
4 True 10789024 A6 100%-20 0,302 0,392 0,00
S True 10789024 A7 100%-20 0,369 0425 0,00
6 True 10789024 Al10 H20 0,207 0,290 0,00
7 True 10789024 All H20 0,233 0,319 0,00
8 True 10789024 Al12 H20 0,203 0,261 0,00
9 True 10789024 BS 78%-20 26,731 48,396 0,00
10 True 10789024 B6 78%-20 27,125 48,262 0,00
11 True 10789024 B7 78%-20 26,803 47,383 0,00
12 True 10789024 CS 50%-20 32,035 42495 0,00
13 True 10789024 C6 $0%-20 33,278 44,086 0,00
14 True 10789024 C7 $0%-20 33,261 44,760 0,00
15 True 10789024 DS 31%-20 34584 38,536 0,00
16 True 10789024 D6 31%-20 32549 35,766 0,00
17 True 10789024 D7 31%-20 33,262 37,780 0,00
18 True 10789024 ES 12.5%-20 32,794 25,028 0,00
19 True 10789024 E6 12.5%-20 34 932 27,788 0,00
20 True 10789024 E7 12.5%-20 35,089 27,848 0,00
21 True 10789024 FS $%-20 35,838 20,289 0,00
22 True 10789024 Fé6 5%-20 36,786 214387 0,00
23 True 10789024 F7 5%-20 36,546 21319 0,00
24 True 10789024 GS 2%-20 35,082 17,334 0,00
25 True 10789024 G6 2%-20 35,834 17,589 0,00
26 True 10789024 67 2%-20 34,299 17,124 0,00
27 True 10789024 HS 0%-20 34 449 14 315 0,00
28 True 10789024 Hé6 0%-20 33520 14012 0,00
29 True 10789024 H7 0%-20 34,125 14 335 0,00
30

Figura 26. Esempio di risultati in un file di Excel.
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Protocollo: qPCR con lo strumento LightCycler 2.0

Nota: per particolari requisiti tecnologici, gli esperimenti con lo strumento
LightCycler 2.0 devono essere effettuati con reagenti specifici. Si consiglia di
utilizzare LightCycler TagMan Master. Seguire le istruzioni del produttore per
preparare la soluzione Master Mix 5x.

Quando si utilizza un rotore con 32 capillari, si consiglia di eseguire tutte le
misurazioni in duplicato, come indicato nella Tabella 11.

Tabella 11. Numero di reazioni per lo strumento LightCycler 2.0

Campioni Reazioni
Miscela di primer e sonde JAK2 V617F (PPM-VF) (32 reazioni)

7 campioni di DNA 7 x 2 reazioni

2 x 2 reazioni (MP-VF, MN-VF,
ognuna eseguita in duplicato)

6 x 2 reazioni (da MT a M6,
ognuna eseguita in duplicato)

2 controlli di DNA

Scala di riferimento

Acqua come materiale di controllo 2 reazioni

Trattamento dei campioni con lo strumento LightCycler 2.0

Ho MM

Figura 27. Configurazione consigliata per il rotore in un esperimento con il kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP: controllo positivo; MN: controllo negativo; da M1
a Mé: scala di riferimento; S: campione di DNA; H,0: acqua come materiale di controllo.
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qPCR con lo strumento LightCycler 2.0

Nota: eseguire tutti i passaggi su ghiaccio.

Procedura

1. Scongelare tutti i componenti necessari e collocarli sul ghiaccio.

E opportuno estrarre i componenti dal congelatore circa 10 min prima
di iniziare la procedura.

2. Agitare in vortex e centrifugare brevemente tutte le provette (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

3. Preparare la seguente miscela gPCR in base al numero di campioni
da trattare.

Tutte le concentrazioni sono riferite al volume finale della reazione.

Nella Tabella 12 ¢& illustrato lo schema di pipettamento per la preparazione
di una miscela di reagente, calcolata in modo tale da ottenere un volume
finale di 20 ul. E possibile preparare una pre-miscela, sulla base del
numero di reazioni, utilizzando la stessa miscela di primer e sonde. Sono
previsti volumi extra per compensare eventuali errori di pipettamento.

Sullo strumento LightCycler 2.0 & possibile utilizzare il kit ipsogen JAK2

MutaScreen RS per analizzare 7 campioni in duplicato in un esperimento
(Figura 27).

Tabella 12. Preparazione della miscela qPCR per lo strumento
LightCycler 2.0

N® di reazioni (ul) Concentrazione

Componente 1 32+1* finale
LightCycler TagMan

Master Mix, 5x 4 132 Ix
Miscela di primer e

sonde, 10x 2 66 U
Acqua priva di 9 297 _

nucleasi di grado PCR

Campione (da
aggiungere al 5 5 cad. -
passaggio 4)

Volume totale 20 20 cad. -

* 14 campioni; 2 esperimenti/kit.
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4. Agitare in vortex e centrifugare brevemente la miscela qPCR (circa
10 s a 10.000 rpm), in modo da raccogliere il liquido sul fondo della
provetta.

5. Aliquotare 15 pl di pre-miscela qPCR in ogni capillare.

6. Aggiungere 5 ul di materiale DNA campione o di controlli nel
capillare corrispondente (volume totale 20 pl).

7. Miscelare delicatamente pipettando verso I'alto e verso il basso.

8. Inserire i capillari nell’adattatore in dotazione con lo strumento
e centrifugare brevemente (700 x g, circa 10 s).

9. Inserire i campioni nel termociclatore seguendo le istruzioni del
produttore.

10. Programmare il termociclatore (Figura 28) con il programma
indicato nella Tabella 13.

Per ulteriori dettagli sulla programmazione dello strumento LightCycler 2.0,
fare riferimento alla guida utente dello strumento. Per facilitare la lettura, le
impostazioni software sono evidenziate in una cornice nera.

Nota: assicurarsi che sia impostata la quantificazione e I'acquisizione
singola della fluorescenza FAM e I'acquisizione singola della fluorescenza
VIC in entrambi i passaggi di amplificazione/ciclaggio e riposo finale

a 60°C.

U e Saftare (Maitd 4 1 1 210 [Hew Dapersment) (=) <

oven & s 25D Tomptare 23 Poum Mac

Tagm Q) Mokt P e 10 Mo Rase (/0 S Tange (X

Tome urvarenes

Figura 28. Schermata di programmazione per lo strumento LightCycler 2.0.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabella 13. Profilo di temperature per lo strumento LightCycler 2.0

Riposo Temperatura: 55°C
Tempo: 2 min
Rampa: 20
Riposo 2 Temperatura: 95°C
Tempo: 10 min
Rampa: 20
Ciclaggio 50 volte
92°C per 15 s; rampa: 20
60°C per T min; rampa: 20
Riposo 3 60°C per 1 min; rampa: 20

Procedura di analisi end-point per lo strumento LightCycler 2.0

11. Quando la seduta di amplificazione & completata, fare clic sulla
scheda “Online Data Display” (Visualizzazione dati online)
(Figura 29). Aprire il menu di visualizzazione nell’angolo superiore
sinistro della finestra “Current Fluorescence” (Fluorescenza attuale),
quindi digitare 51 in “Acquisition no.” (N° acquisizione).

Coter Come 100) « | Srwtnmert N LC_ 6912 © LC 0002

L - O« (955 (95 (4995 (W05 (W90 [P Acosten s 3%

= ) Currant Flusresconce

B L] ]
|

AN NEEERIEEEER
!

b s (0
v o e e u e @

Tamgpes dhwe (€
e ¥y¥xss888833888s¢8

8r
8

oxw e 102t 3 sxm 0w e vze
Tovee drvevenss T dumermcn sy

Figura 29. Risultati e cronologia nella visualizzazione dati online.
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12. Fare clic con il pulsante destro del mouse accanto al grafico “Current

Fluorescence” (Fluorescenza attuale) e selezionare “Export”

(Esporta).

13. Fare clic sulla casella “Excel” della finestra di dialogo “Export chart”
(Esportazione grafico) (Figura 30). Inserire un nome nel campo
“Filename” (Nome file). Selezionare una destinazione per

I’esportazione del file utilizzando il pulsante I, Fare clic su “Export”

14. Per visualizzare e analizzare i risultati,

46

(Esporta).

E [ - | Color Comp (01) | Instrument Name: LC_6312. 1D: LC_6912

Oriine Data Display | Run Notes |

n
Nete...

o [T S
os| Name 7

6 Pictue Data |
2 Sample
3Empty P

Segies: | () |
Format:
C Text

4 Sample
5 Sample
6 Sample XML

(D € HIML Table

SSarwle -

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

1

=lolx|

Inchude:

[V Pont Index
[V Point Labels
[V Header

« TN |

Delmiter:

ratu

20 S Fi :l

258
23 Sample
24 Sample T

2

—3
T4

&l

Figura 30. Selezione del formato di esportazione e destinazione del file di dati.

aprire il file in Excel.

| risultati LightCycler 2.0 avranno il seguente formato di

visualizzazione.
Posizione
I | K [t ™M N Jo] P Q RL s [T v 3
X Bar Text X Bar Text X Text Elar —
129709  1:Sample 1 B10) 1 82734 1: Sample 1 (560) 1 1: Sample 1 530) 1[4 ,9943]
2 30182 2: Sample 2 (510) 2 84428 2 Sample 2 (560) 2 2: Sample 2 (5300 2|5,0767
329496  3: Sample 3 (B10) 3. Sample 3 (860) 3 3: Sample 3 (530) 3)4 9699
4 295826 4: Sample 4 (B10) 4 82887 4 Sample 4 (560) 4 4: Sample 4 (530) 4§4.9119
529450 5 SampleS (610) 5 82683 5 Sample 5 (560) 5 5: Sample 5 (530) 5]4,.9638
629969 B SampleB (B10) 6 684184 6 Sample 6 (560) 6 6: Sample 6 530) 6]5,1209
7 30045 7:Sample7 (610) 7 84520 7: Sample 7 (860) 7 7: Bample 7 (5300  7]5,0507
§ 32822 9 SampleB(510) B8 9,1936 & Sample 8 (560) 8 8 Sample 8 (530) 855314
9 30274 9 Sample 9 (B10) 9 85557 9: Sample 9 (560) 9 9: Sample 9 (5300 9150843
10 28336 10: Sample 10 B10) 10 7 8713 10: Sample 10 (560) . Sample 10 (530) 10)4,7883
11 26275 11 Sample 11 (510) 11 73774 11: Sample 11 (560} 11 - Sample 11 (530) 11]4,7669
12128351 12: Sample 12 (610) 12/ 80171 12: Sample 12 (560) 12 : Sample 12 (530) 12]4,7944
13 29511 13 Sample 13 (510) 13 83726 13: Sample 13 (560) 13 - Sample 13 (530) 13]4 9659
14 28367 14: Sample 14 (6510) 14 80217 14: Sample 14 (560) 14 . Sample 14 (530) 14]4 7654
15129908 15 Sample 15 (610) 15 8,4337 15 Sample 15 (560) 15 : Sample 15 (530) 15]5,0523
16 28885 16 Sample 16 (510) 16 8,1498 16: Sample 16 (560) 1 - Sample 16 (530) 16]4 9577
17130152 17: Sample 17 (610) 17 84901 17: Sample 17 (560) 17 . Sample 17 (530) 17]5,1225

Figura 31. Esempio di risultati

Manuale del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016

TAM

LightCycler 2.0 in un file di Excel.




Interpretazione dei risultati

Creare un file che consenta di estrarre i dati esportati per tutti gli strumenti:
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM o altro strumento Rotor-Gene, LightCycler 2.0 o
480; Applied Biosystems 7300 o 7500 Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000
SDS, 7700 SDS o 7900HT SDS. Verificare inoltre i livelli di fluorescenza (che

devono essere coerenti tra i duplicati).

Realizzare una rappresentazione grafica dei dati di fluorescenza su un
diagramma a dispersione. L'asse x & la fluorescenza VIC, I'asse y & la
fluorescenza FAM.

Rappresentazione grafica e criteri di controllo della qualita

La Figura 32 mostra un esempio di diagramma a dispersione.

10

L0 MP

AMP

OH,O

AMI1 2%
XM2 5%
M3 12%
®M4 31%
@*M5 50%
EMé6 78%

@ Campioni positivi

B © Campioni negativi -
OH0 AMN

Fluorescenza Rn FAM 530 nm

0 1 2 3 4 5

Fluorescenza Rn VIC 560 nm

Figura 32. Diagramma a dispersione di un esperimento rappresentativo della
discriminazione allelica. Strumenti: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM
e LightCycler 480.

| campioni dovrebbero trovarsi sull’arco che collega i controlli negativi (MN)
con i controlli positivi (MP).

La posizione sbagliata di un controllo potrebbe indicare un errore
nell’esperimento.

B | controlli positivi dovrebbero trovarsi in alto a sinistra.
B | controlli negativi dovrebbero trovarsi in basso a destra.

B La posizione sbagliata di un controllo negativo potrebbe indicare
una contaminazione.
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B |l campione di cut-off (M1 della scala di riferimento) dovrebbe essere
visualizzato sopra ai controlli negativi.

M | controlli di acqua dovrebbero trovarsi nella parte inferiore sinistra.

B Lo posizione sbagliata di un controllo di acqua (pivU in alto di un MN
per la misurazione FAM o piuv in alto di un MP per la misurazione VIC)
potrebbe indicare una contaminazione.

Nota: i controlli potrebbero avere posizioni diverse nell’analisi dei dati dello
strumento LightCycler 2.0 (Figura 33). | controlli di acqua dovrebbero sempre
trovarsi in basso a sinistra.

12

©MP

10 Mé A.Ms OMN

8 | & M4 aH,O
M3 OM1 2%
6t M2 oM2 5%
MNo M oM3 12%,

AM4 31%,

Fluorescenza Rn FAM 530 nm

2t ®M5 50%,
H20

AM6 78%,

0 2 4 6 8 10
Fluorescenza Rn VIC 560 nm

Figura 33. Diagramma a dispersione di un esperimento rappresentativo della
discriminazione allelica. Strumento: LightCycler 2.0.

Calcolo del rapporto FAM/VIC normalizzato e
genotipizzazione

Calcolare i rapporti FAM/VIC per tutti i campioni. Calcolare i rapporti FAM/VIC
per il controllo positivo (MP), il campione di cut-off (M1), il controllo nega-

tivo (MN) e la scala di riferimento (da M2 a Mé). | rapporti devono essere
coerenti tra i duplicati. Calcolare il rapporto medio di tutti i duplicati.

Calcolare il rapporto normalizzato (NRatio, RapportoNorm) per il campione di
cut-off (M1) e per tutti i campioni:
RC'pporToCampione

RapportoNormcympione = Ropporio
MN
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Nota: la zona grigia (Gray Zone, GZ) di un test viene definita come |'area di
valori in cui le prestazioni discriminatorie non sono sufficientemente accurate.
Un valore nella zona grigia indica l'impossibilita di stabilire se il marker che si
sta cercando sia presente o assente. E necessario calcolare la zona grigia per
ogni esperimento.

Calcolare la zona grigia, o area di incertezza, attorno al rapporto normalizzato
del campione di cut-off, o COS (RapportoNormcqs):

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

Confrontare il rapporto normalizzato di ogni campione con la GZ del
RapportoNormy,;. Linterpretazione dei risultati & illustrata nella Tabella 14.

Tabella 14. Interpretazione dei risultati di genotipizzazione mediante
I’'uso di rapporti normalizzati

Risultati Interpretazione
RapportoNorme,mpione > Mutazione JAK2 V617F rilevata
RapportoNormy; x 1,06

RapportoNormeympions < Mutazione JAK2 V617F non rilevata
RapportoNormy; x 0,94

RapportoNormcgmpione €ntro GZ Risultato inconcludente
RapportoNormy;

E possibile ricavare un risultato semiquantitativo per il carico mutazionale con-
frontando il valore di ogni rapporto campione sconosciuto (Rapportoc,mpione)
con i valori di rapporti medi della scala di riferimento (Rapportoy; )

(Tabella 15).

Tabella 15. Valori semiquantitativi per il carico mutazionale JAK2 V617F
mediante scala di riferimento

Risultati Carico mutazionale
Rapportoy; < Rapportocympione < Rapportoy, 2-5% JAK2 V617F
Rapportoy, < Rapportocemgione < Rapportoys 5-12,5% JAK2 V617F
Rapportoy; < Rapportocampione < Rapportoy, 12,5-31% JAK2 V617F
Rapportoys < Rapportocgmione < Rapportoys 31-50% JAK2 V617F
Rapportoys < Rapportocampione < Rapportoyg 50-78% JAK2 V617F
Rapportoy, < Rapportocampione 78-100% JAK2 V617F
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Nella Tabella 16 e riportato un esempio di calcolo dei dati e interpretazione.

Tabella 16. Esempio di calcolo dei dati di fluorescenza e interpretazione
mediante scala di riferimento

Rap- Rap-
Cam- Rap- porto porto- Interpreta-
pione VIC FAM porto medio Norm zione
MN 49,6] 3 3,8 0,077 O 078 1 OOO Mufozione
MN 49,797 3,976 0,08 ' ' non rilevata
MP 12,516 37,037 2,959 :

9951 37,722 Mutazione
MP 12,958 38,121 2,942 rilevata
M1 54,394 6,39 0,117 0119 1515 Campione di
M1 58,266 6,973 0,12 ' ' cut-off
M2 61,798 10,882 0,176 ST D9 Mutazione
M2 54814 9,231 0,168 ’ rilevata
M3 57,364 16,604 0,289 0297 3797 Mutazione
M3 59,742 18,192 0,305 ' ' rilevata
M4 56,965 28,99 0,509 0505 646 Mutazione
M4 58,077 29,158 0,502 ' ' rilevata
M5 54,251 37,221 0,686 0672 8586 Mutazione
M5 54,979 36,125 0,657 ’ rilevata
Mé 46,185 44,498 0,963 0954 129 Mutazione
Mé 45,077 42,598 0,945 ' rilevata
Camp 1 13,47 37,409 2,777 :

P 2,852 36,464 Mulozione
Camp 1 14,559 42,616 2,927 (78-100%)
Cdmp 2 50,432 24,958 0,495 0 505 6 46 Mufozione
Camp 2 53,797 27,746 0,516 ' ' (12,5-31%)
Camp3 52,038 5,995 0,115 0117 149 Risultato
Camp3 54,01 6,364 0,118 ' ' inconcludente
Camp 4 0,01 _ 0 ! ! inconcludente

GZ 1,425 1,607
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Guida alla risoluzione dei problemi

Questa guida alla risoluzione dei problemi puo essere utile per risolvere even-
tuali situazioni problematiche. Per maggiori informazioni, consultare anche la
pagina relativa alle domande frequenti (FAQ) nel nostro servizio di assistenza
tecnica: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Gli esperti del supporto
tecnico QIAGEN sono sempre disponibili per rispondere a qualsiasi domanda
riguardante le informazioni e i protocolli descritti in questo manuale o le
tecnologie relative a campioni e analisi (per le informazioni sui contatti, vedere
“Indirizzi utili”, pagina 62).

Commenti e suggerimenti

Il controllo positivo risulta negativo

a) Errore di pipettamento Controllare lo schema di pipettamento e la
configurazione della reazione.

Ripetere la seduta PCR.

b) Conservazione impropria  Conservare il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS
dei componenti del kit a una temperatura compresa tra —15 e
—30°C e proteggere la miscela di primer
e sonde (PPM) dalla luce. Vedere
“Conservazione e gestione dei reagenti”,
pagina 12.

Evitare ripetuti congelamenti e scongelamenti.

Conservare i reagenti in aliquote.

| controlli negativi risultano positivi
Contaminazione crociata  Sostituire tutti i reagenti critici.

Ripetere |'esperimento con nuove aliquote di
tutti | reagenti.

Manipolare sempre i campioni, i componenti
del kit e i materiali di consumo rispettando le
pratiche comunemente approvate per la
prevenzione del carry-over.
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Commenti e suggerimenti

Assenza di segnali, anche dai controlli positivi

a) Errore di pipettamento o
reagenti mancanti

b) Effetti inibitori del
materiale campione
causati da purificazione
insufficiente

c) LightCycler: selezione
errata del canale di
rilevazione

d) LightCycler: nessuna
acquisizione dati
programmata

Controllare lo schema di pipettamento e la
configurazione della reazione.

Ripetere la seduta PCR.

Ripetere la preparazione del DNA.

Selezionare I'impostazione del canale F1/F2
0 530 nm/640 nm.

Controllare i programmi dei cicli.

Selezionare la modalita di acquisizione
“single” (singola) al termine di ogni segmento
di annealing del programma PCR.

Segnale basso o assente dai campioni ma corretto dai controlli positivi

DNA di scarsa qualita
oppure concentrazione
troppo bassa

Controllare sempre la qualita del DNA e il
livello di concentrazione prima di iniziare.

LightCycler: intensita della fluorescenza troppo bassa

a) Conservazione impropria
dei componenti del kit

b) Quantitd iniziale di DNA
target troppo bassa

Conservare il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS
a una temperatura compresa tra —15 e
—30°C e proteggere la miscela di primer

e sonde (PPM) dalla luce. Vedere
“Conservazione e gestione dei reagenti”,
pagina 12.

Evitare ripetuti congelamenti e scongelamenti.

Conservare i reagenti in aliquote.

Aumentare la quantita di DNA campione.

Nota: possono verificarsi effetti inibitori a
seconda del metodo di preparazione del DNA
selezionato.
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Commenti e suggerimenti

LightCycler: intensita della fluorescenza variabile

a) Errore di pipettamento

b) Centrifugazione dei
capillari insufficiente

c) Superficie esterna della

La variabilitd causata da un “errore di

pipettamento” puo essere ridotta analizzando
i dati in modalita F1/F2 0 530 nm/640 nm.

La miscela PCR preparata potrebbe trovarsi
ancora nel vaso superiore del capillare
oppure una bolla d’'aria potrebbe essere

rimasta intrappolata nella punta del capillare.

Centrifugare sempre i capillari contenenti la
miscela di reazione seguendo le istruzioni
fornite nel manuale operativo
dell’apparecchiatura in uso.

Indossare sempre i guanti durante la

punta del capillare sporca  manipolazione dei capillari.

Controllo di qualita

In conformitd con il Sistema di Gestione della Qualita di QIAGEN, dotato di
certificazione ISO, ogni lotto di ipsogen JAK2 MutaScreen RS é stato sottoposto
a test sulla base di specifiche tecniche predefinite, in modo da garantire la
costante qualita del prodotto. | certificati di analisi sono disponibili a richiesta
sul sito www.qiagen.com/support/.

Limitazioni

Gli utenti del kit devono ricevere un'adeguata formazione e avere dimestichezza
con questa tecnologia prima di iniziare ad utilizzare il dispositivo. Il kit deve
essere utilizzato seguendo le istruzioni fornite nel presente manuale e in
combinazione con uno strumento approvato (vedere elenco nella sezione
“Materiale necessario ma non fornito”, pagina 10).

Tutti i risultati diagnostici che verranno generati dovranno essere interpretati
contestualmente ad altre rilevazioni cliniche o di laboratorio. E responsabilita
dell’'utente convalidare le prestazioni del sistema per qualunque procedura
utilizzata in laboratorio che non sia stata gid oggetto di uno studio di
valutazione delle prestazioni da parte di QIAGEN.

Prestare attenzione alle date di scadenza stampate sulle confezioni e sulle
etichette di tutti i componenti. Non utilizzare componenti scaduti.
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Caratteristiche prestazionali

Studi non clinici

Sono stati condotti degli studi non clinici per definire le prestazioni analitiche
del kit ipsogen JAK2 MutaScreen.

Precisione

Sono stati analizzati tre livelli di diluizione di DNA genomico appartenente

a linee cellulari contenenti la mutazione JAK2 V617F in DNA wild-type. Le
diluizioni corrispondevano a carichi mutazionali dell’1%, del 2% e del 3%. Per
ogni livello sono stati creati lotti di diluizioni indipendenti e le repliche di queste
diluizioni sono state analizzate in 3 esperimenti indipendenti. | rapporti ottenuti
per ogni campione di DNA (Rapportoc,mpione) SONO stati confrontati con il
rapporto del controllo negativo (DNA wild-type 100% JAK2, Rapportoy).

| risultati sono riassunti nella Tabella 17.

Tabella 17. Dati sulla precisione degli studi non clinici.

Livello
mutazionale

Rapportocampione > Rapportoye  %CV (rapporto)

1% DNA V617F
2% DNA V617F
3% DNA V617F

100% (n = 183) 6,8
100% (n = 72) 4,5
100% (n = 135) 5,1

Dati analitici interlaboratorio

E stato condotto uno studio multicentrico coinvolgendo 13 laboratori in totale.
Sono stati raccolti i dati analitici sulle diluizioni di DNA genomico contenenti la
mutazione JAK2 V617F in DNA wild-type. Sono stati eseguiti tre esperimenti in
ogni laboratorio. Per ogni esperimento sono stati analizzati i campioni di DNA
appartenenti alle seguenti linee cellulari:

1 controllo negativo (NC) 0% V617F
1 controllo positivo (PC) 100% V617F
1 campione di cut-off (COS) 2% V617F

B 3 campioni contenenti carichi mutazionali intermedi (20%, 50% e 80%)

Gli esperimenti sono stati eseguiti con 7 diversi modelli di strumenti:
B ABI PRISM 7000 SDS
B Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System
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B Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
M ABI PRISM 7700 SDS

M ABI PRISM 7900 SDS

B LightCycler 2.0

M iCycler®

| risultati sono riassunti nella Tabella 18.

Tabella 18. Dati analitici interlaboratorio ottenuti dalle diluizioni di DNA
genomico appartenente a linee cellulari contenenti la mutazione JAK2
V617F in DNA wild-type

Rilevazione Campioni positivi Campioni negativi
campioni

JAK2 V617F 177* 0

JAK2 wild-type 0 36

*Tra i campioni positivi erano inclusi 36 controlli positivi (PC), 36 campioni di cut-off (COS;
2% V617F), 34 campioni contenenti il 20% di mutazione JAK2 V617F, 35 campioni
contenenti il 50% di mutazione JAK2 V617F e 36 campioni contenenti 1'80% di mutazione
JAK2 V617F.

Studi clinici

Confronto tra kit ipsogen JAK2 MutaScreen e metodo ARMS®

| campioni di DNA appartenenti a 141 pazienti con sospetta MPN sono stati
analizzati in parallelo con il kit ipsogen JAK2 MutaScreen e un saggio gPCR
basato sul principio ARMS (Amplification Refractory Mutation System, sistema di
mutazioni refrattarie all’amplificazione) (11). | risultati di questo confronto sono
riportati nella Tabella 19 (tabella di contingenza 2x3) e nella Tabella 20
(concordanza percentuale).
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Tabella 19. Confronto tra metodi: kit ipsogen JAK2 MutaScreen e ARMS

Risultati del metodo di analisi ARMS
JAK2 V617F JAK2 V617F
>2% <2% Totale
JAK2 V617F
Mutazione 91 0 91
Risultati rilevata
del metodo .
. . . Risultato
di analisi . 1 2 3
. inconcludente
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Nessuna 1 46 47
mutazione
rilevata
Totale 93 48 n = 141

Tabella 20. Confronto tra metodi: kit ipsogen JAK2 MutaScreen e ARMS

Concordanza o/ % (0
(%) IC 95%* (%)
Dati positivi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2 98,9 94,1-99,8

MutaScreen e ARMS

Dati negativi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2 100 92,3-100
MutaScreen e ARMS

Concordanza totale 99,3 96,0-99,9

* Gli infervalli di confidenza sono stati calcolati in base alle linee guida CLSI EP12-A
“User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

Confronto tra kit ipsogen JAK2 MutaScreen e sequenziamento

| campioni di DNA appartenenti a 51 pazienti con sospetta MPN sono stati
analizzati in parallelo con il kit ipsogen JAK2 MutaScreen e la metodica di
riferimento (“gold standard”), ovvero il sequenziamento diretto. Uno dei
campioni non & stato interpretato a causa di un errore di sequenziamento.
| risultati di questo confronto, ottenuti dai 50 campioni interpretabili, sono
riportati nella Tabella 21 (tabella di contingenza 2x3) e nella Tabella 22
(concordanza percentuale).
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Tabella 21. Confronto tra metodi: kit ipsogen JAK2 MutaScreen e
sequenziamento

Risultati del sequenziamento diretto
JAK2 V617F JAK2 V617F
>2% <2% Totale
JAK2 V617F
Mvutazione 26 1 27
Risultati del rilevata
meio.d.o di Risultato
analisi . 0 1 1
. inconcludente
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Nessuna 2 20 22
mutazione
rilevata
Totale 28 22 n =50

Tabella 22. Confronto tra metodi: kit ipsogen JAK2 MutaScreen e
sequenziamento

Concordanza o/ % (0
(%) IC 95%* (%)
Dati positivi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2 92,9 77,4-98,0

MutaScreen e sequenziamento

Dati negativi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2 95,2 77,3-99,2
MutaScreen e sequenziamento

Concordanza totale 93,9 83,5-97,9

* Gli infervalli di confidenza sono stati calcolati in base alle linee guida CLSI EP12-A “User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

Studio multicentrico su 228 campioni di pazienti

| campioni di DNA dei pazienti sono stati analizzati mediante metodiche home-
brew nei 13 laboratori, dando vita ad uno studio interlaboratorio. In ogni
laboratorio sono stati eseguiti 3 esperimenti utilizzando sia il DNA delle linee
cellulari descritte per i dati sulla precisione non clinica (vedere piU sopra), sia il
DNA di 10 pazienti gia disponibile in laboratorio.
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| 228 campioni con un genotipo JAK2 conosciuto sono stati analizzati in
parallelo con il kit ipsogen JAK2 MutaScreen e con le metodiche home-brew
dei laboratori, tra le quali PCR qualitativa, PCR allele-specifica, FRET, PCR
oligonucleotidica allele-specifica, RFLP e discriminazione allelica. | risultati di
questi confronti sono riportati nella Tabella 23 (tabella di contingenza 2x3)
e nella Tabella 24 (concordanza percentuale).

Tabella 23. Confronto tra metodi: kit ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
e metodiche home-brew

Risultati dei test home-brew
JAK2 V617F JAK2 V617F
>2% <2% Totale
JAK2 V617F
Mvutazione 139 3 142
Risultati del rilevata
metodo di .
. . Risultato
analisi . 5 17 22
. inconcludente
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Nessupa 3 61 64
mutazione
rilevata
Totale 147 81 n =228
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Tabella 24. Confronto tra metodi: Kit JAK2 MutaScreen e metodiche
home-brew

Conc;zc;lunza IC 95%* (%)
Dati positivi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2
MutaScreen e metodiche home- 97,9 94,0-99,3
brew
Dati negativi
Concordanza tra kit ipsogen JAK2
MutaScreen e metodiche home- 95,3 90y |
brew
Concordanza totale 97,1 93,8-98,7

* Gli infervalli di confidenza sono stati calcolati in base alle linee guida CLSI EP12-A
“User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Solidita: analisi di campioni di donatori sani

| campioni di DNA ottenuti da 103 donatori di sangue sani sono stati analizzati
con il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS. Tutti i campioni sono stati classificati
come JAK?2 wild-type. Nella Figura 34 ¢ riportata I'analisi di 38 campioni con
lo strumento LightCycler 480.
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Figura 34. Analisi di donatori sani. Analisi LightCycler 480 di 38 donatori sani (#) con
il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS (n° cat. 673123). | risultati positivi in duplicato (#)
corrispondono a una scala di riferimento fornita con il kit. | valori di fluorescenza VIC sono
riportati sull’asse x, i valori FAM sull’asse y.
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Simboli

| seguenti simboli potrebbero comparire sulle confezioni e sulle etichette:

N Contenuto sufficiente per <N> reazioni
<N>

Utilizzare entro

L g

IVD Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Numero di catalogo

LOT Codice del lotto

Numero di materiale

GTIN Global Trade ltem Number

Limiti di temperatura

Produttore

Fare riferimento alle informazioni fornite nel manuale

=SBl s [

Indirizzi utili
Per I'assistenza tecnica e per ulteriori informazioni, € possibile visitare il sito del
servizio di assistenza tecnica www.qiagen.com/Support, chiamare il numero

00800-22-44-6000 o contattare uno dei reparti del servizio tecnico QIAGEN
o il distributore locale (vedere il retro di copertina o il sito www.qiagen.com).
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Informazioni per gli ordini

Prodotto Contenuto Ne° di
catalogo
ipsogen JAK2 Per 19 reazioni: controllo positivo 673123

MutaScreen RS Kit (19)  V617F, controllo negativo V617F, scala
di riferimento V617F, miscela di primer
e sonde JAK2 wild-type e JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx: per analisi PCR Real-time approvata
per IVD in applicazioni cliniche

Rotor-Gene Q MDx Ciclatore per PCR Real-time e 9002032
5plex HRM Platform analizzatore HRM (High Resolution

Melt) con 5 canali (verde, giallo,

arancione, rosso, cremisi) piv canale

HRM, computer portatile, software,

accessori, garanzia di 1 anno sulle

parti e su funzionalitd, installazione

e training non inclusi

Rotor-Gene Q MDx Ciclatore per PCR Real-time e 9002033
5plex HRM System analizzatore HRM (High Resolution

Melt) con 5 canali (verde, giallo,

arancione, rosso, cremisi) piv canale

HRM, computer portatile, software,

accessori, garanzia di 1 anno sulle

parti e su funzionalitd, installazione

e training

Per le informazioni di licenza aggiornate e le clausole di esclusione della
responsabilita per i singoli prodotti, consultare il manuale del kit QIAGEN
specifico o il manuale utente. | manuali dei kit QIAGEN possono essere
scaricati dal sito www.qiagen.com o richiesti al servizio di assistenza tecnica
QIAGEN o al distributore locale.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Questo prodotto & destinato all’uso diagnostico in vitro. | prodotti ipsogen non possono essere rivenduti, modificati per la rivendita o impiegati per
la realizzazione di prodotti commerciali senza il consenso scritto di QIAGEN.

Le informazioni contenute in questo documento sono soggette a modifiche senza preavviso. QIAGEN declina qualsiasi responsabilita per eventuali
errori contenuti in questo documento. Questo documento & considerato completo e accurato al momento della pubblicazione. In nessun caso
QIAGEN potra essere ritenuta responsabile di danni accidentali, particolari, multipli o secondari in relazione all'impiego di questo documento o
derivanti da quest'ultimo.

| prodotti ipsogen sono garantiti conformi alle specifiche indicate. L'unico obbligo di QIAGEN - e I'unico rimedio a cui ha diritto il cliente — & la
sostituzione gratuita dei prodotti in caso gli stessi non offrano le prestazioni richieste.

Questo prodotto viene venduto per effetto del contratto di licenza con Epoch Biosciences ed & destinato esclusivamente all’'uso nella diagnostica in
vitro, pertanto non dovra essere utilizzato per nessun altro tipo di ricerca, né clinica né commerciale, e per nessun’altra finalitd al di fuori del campo
della diagnostica in vitro.

La mutazione JAK2 V617F e gli usi della stessa sono protetti da brevetti, compreso il brevetto europeo EP1692281, i brevetti USA 7,429,456 e
7,781,199, le richieste di brevetto USA US20090162849 e US20120066776 e le richieste omologhe in altri Paesi.

L’acquisto del presente prodotto non d& diritto all’'uso dello stesso per sperimentazioni cliniche su farmaci mirati anti-JAK2 V617F. Ipsogen sviluppa
programmi di licenza specifici per tali usi. Rivolgersi al nostro ufficio legale: jak2licenses@qiagen.com.

Marchi commerciali: QIAGEN®, QIAamp®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, VIC® (Thermo Fisher
Scientific Inc.); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); Excel® (Microsoft Corporation); iCycler® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); LightCycler®,
TagMan® (Roche Group); MGB™ (Epoch Biosciences).

Contratto di licenza limitata
L'uso del presente prodotto comporta |'accettazione dei seguenti termini da parte dell’acquirente o dell’utente del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS:

1. Il kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS pud essere utilizzato esclusivamente in conformité al Manuale del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS e solo con
i componenti contenuti nel kit stesso. Nell’'ambito della proprieta intellettuale di cui QIAGEN é titolare, non viene concessa alcuna licenza per
utilizzare o incorporare i componenti inclusi in questo Kit con qualsiasi altro componente non incluso in questo Kit, con le sole eccezioni
dichiarate nel Manuale del kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS e nei protocolli aggiuntivi disponibili sul sito www.qiagen.com.

2. Al dila delle licenze espressamente dichiarate, QIAGEN non fornisce nessuna garanzia che questo Kit e/o I'uso o gli usi dello stesso non
costituiscano violazione dei diritti di terze parti.

3. Questo Kit e i relativi componenti vengono concessi in licenza per un unico uso e non possono essere riutilizzati, rinnovati o rivenduti.
4. QIAGEN nega espressamente qualsiasi altra licenza, esplicita o implicita, ad eccezione delle licenze espressamente dichiarate.

5. L'acquirente e I'utente del Kit acconsentono a non intraprendere e a non permettere ad altri di intraprendere qualsiasi iniziativa che possa
determinare o agevolare qualunque azione di cui si fa divieto sopra. QIAGEN farda valere i divieti di questo Contratto di licenza limitata presso
qualsiasi foro e otterra il risarcimento di tutte le spese sostenute a scopo di indagine e consulenza legale, ivi comprese le parcelle degli
avvocati, con riferimento a qualsiasi causa legale intentata per fare rispettare questo Contratto di licenza limitata o qualsiasi altro diritto di
proprietd intellettuale correlato a questo Kit e/o ai relativi componenti.

Per i termini di licenza aggiornati, visitare il sito www.giagen.com.

HB-1372-003 © 2013-2016 QIAGEN, tutti i diritti riservati.
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