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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN herhangi bir biyolojik érnegin iceriginin izolasyonu ve saptanmasini
mUmkun kilan yenilikgi 6rnek ve tahlil teknolojilerinin 6nde gelen lideridir.
Geligmis, cok kaliteli Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca basariy
garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlan olusturur:

B DNA, RNA ve proteinlerin saflagtiriimasi

B Nukleik asit ve protein tahlilleri

B microRNA arastirmalari ve RNAI

B Ornek ve tahlil teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganisti basari elde etmeniz ve yeni buluslar yapmanizi
mUmkOn kilmaktir. Daha fazla bilgi icin www.giagen.com adresini ziyaret
edin.
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Kullanim Amaci

ipsogen JAK2 MutaQuant Kitinin siphelenilen myeloproliferatif neoplazmi
(MPN) olan hastalarin periferal kanindan ekstrakte edilen genomik DNA'da
JAK2 V617F/G1849T allelinin saptanmasi ve kantifikasyonunda kullanilmasi

amaglanmugtir.

JAK2 V617F/G1849T mutasyonunun bulunmamasi diger JAK2 mutasyonlarinin
varligini ekarte ettirmez. Test nikleotid 88504 to 88622'de yer alan ek
mutasyonlar durumunda yalanci negatif sonuglar verebilir (1).

Not: Kit bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmig reaktifler ve
aletlerle kombinasyon halinde kullanilmalidir. Bu Grionin etiket digi herhangi bir
kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu QIAGEN'in yOkiomIGIGGonU
ortadan kaldirir.

Ozet ve Aciklama

2005 yilinda Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genini etkileyen bir rekiran somatik
mutasyon olan V617F tanimlanmig (2-5) ve myeloproliferatif neoplazmlarin
(MPN) anlagiimasi, siniflandirilmasi ve tanisinda énemli bir ¢igir agmugtir. JAK2,
eritropoietin dahil cesitli sitokinler igin kritik bir intraseltler sinyalleme
molek0ludUr.

JAK2 V617F mutasyonu polisitemi vera (PV) hastalarin >%95'inde, esansiyel
trombositemi (ET) hastalarinin %50-60'inda ve primer myelofibrosis (PMF)
hastalarinin %50'sinde bulunur. JAK2 V617F bazi nadir kronik myelomonositik
|6semi, myelodisplazik sendrom, sistemik mastositoz ve kronik nétrofilik [6semi
vakalarinda saptanmigtir ama KML vakalarinin %0'inda bulunur (6).

Mutasyon ekson 14'te JAK2 nikleotid 1849'da tek bir nikleotid degisikligi ve
bunun sonucunda proteinde 617 pozisyonunda valin (V) yerine fenilalanin (F)
gecmesine (JH2 bolgesi) karsilik gelir. Tum PV hastalarinda ve ET ve PMF
hastalarinin buyUk oraninda JAK2'de yapisal aktivasyona, in vitro hematopoietik
transformasyona ve eritropoietinden bagimsiz eritroid koloni (EEC) biyUmesine
neden olur (7). JAK2 V617F MPN'de hematopoietik hicrelerin
transformasyonunda temel bir siricidir ama ayni benzersiz mutasyonla bu
kadar farkli klinik ve biyolojik hastaliklara yol agan tam patolojik mekanizmalar
daha tam anlagilmamigtir.

Geleneksel olarak MPN'lerin tanisi klinik, kemik iligi histolojisi ve sitogenetik
kriterleri temel alir. Hastaliga spesifik bir molekuler belirtecin kesfedilmesi hem
sureci kolaylagtirmig hem tanisal dogrulugu arttirmighir. 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 icin majér bir kriterdir.
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Tablo 1. MPN tanisi icin DSO kriterleri (referans 8'den uyarlanmistir)

Polistemi vera (PV) tanisi kriterleri
Majér 1. Hemoglobin (Hgb) >18,5 g.dl'" (erkek) veya >16,5 g.dl"! (kadin)
veya
Hgb veya hematokrit (Hct) yas, cinsiyet veya oturma yerinin rakimi
icin referans araligin >99. persantili veya
Hgb >17 g.dl"'" (erkek) veya >15 g.dl"' (kadin) eger baslangica gére
uzun sureli =2 g.dl"" arh ile iligkiliyse ve bu durum demir eksikligi
dUzeltmesine baglanamiyorsa veya
Ortalama normal éngérilen degerden >%25 yiksek artmig alyuvar
kitlesi
[2. JAK2V617F veya benzer mutasyon varligi ]
Minér 1. Kemik iligi trilineaj myeloproliferasyonu
2. Subnormal serum eritropoietin dizeyi
3. Endojen eritroid koloni (EEC) bUyimesi
Esansiyel trombositemi (ET) tanisi kriterleri
Majér 1. Trombosit sayimi =450 x 107 |1
2. Buyuk ve matir morfolojili megakaryosit proliferasyonu.
GranUlosit veya eritroid proliferasyonunun olmamasi veya cok az
olmasi
3. Kronik myeloid |6semi (KML), PV, primer myelofibrosis (PMF),
myelodisplastik sendrom (MDS) veya baska myeloid neoplazm igin
DSO kriterlerini kargilamama
[4. JAK2V617F veya baska klonal isaret gosterilmesi veya ]
Reaktit frombositoz bulgusu olmamasi
Minor -
Primer myelofibrosis (PMF) tanisi kriterleri
Maijér 1. Retiktlin ve/veya kolajen fibrosisiyle birlikte megakaryosit
proliferasyonu ve atipisi veya
Retikilin fibrosis yoklugunda, megakaryosit degisiklikleriyle birlikte
artmig kemik iligi selGlaritesi, grandlositik proliferasyon ve siklikla
azalmig eritropoez (yani prefibrotik PMF) bulunmalidir
2. KML, PV, MDS veya baska myeloid neoplazm icin DSO kriterlerini
karsilamama
[3. JAK2V617F veya baska klonal isaret gésterilmesi veya ]
Reaktit kemik iligr fibrosisi bulgusu olmamasi
Minér 1. Lékoeritroblastosis
2. Artmig serum laktat dehidrogenazi (LDH)
3. Anemi
4. Palpe edilebilir splenomegali

Son zamanlarda uluslararasi uzmanlar PV ve ET igin terapétik ¢alismalara
kriterler nermisglerdir. Allogreft, alfa interferon veya hidroksitre verileri
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temelinde JAK2V617F kantifikasyonu tedaviye cevabi izlemek Gzere faydali
olabilecek bir arag olarak kullaniimaya baslanmigtir (9). JAK2 V617F yikinde
bir azalma klinik gelistirme asamasindaki yeni anti-JAK2 hedefli ilaglardan
bazilarina cevaben gézlenmigtir (10).

Islemin Prensibi

DNA é&rneklerinde tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) oranini kalitatif
olarak belirlemek Gzere birkag farkli teknik énerilmistir. Bunlar icinde gercek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) temelli yéntemler allel
yUkinU longitudinal olarak géstermekte yUksek hassasiyetleri nedeniyle tercih
edilir. Bu tekniklerin cogunun %1-10 seklinde orta derecede hassasiyeti vardir,
TagMan® allelik diskriminasyonu, Pyrosequencing®, erime egrisi testi ve
dogrudan sekanslama. Erime egrisi ve sekanslama gibi bazilar sadece
semikantitatitken Pyrosequencing gibi digerleri PCR sonrasi igsleme gerektirir
veya rutin laboratuvar testinde kolayca bulunamayacak ya da kurmasi cok
pahali olan enstrimentasyon lazimdir. Hassasiyetin <%0,1 oldugu ¢ok hassas
bir yaklagim gercek zamanli gPCR aletinde kolayca saptanabilen mutant veya
vahsi tip allelin selektif amplifikasyonunu mimkon kilan bir SNP spesifik primer
kullanimi gerektirir. ipsogen JAK2 MutaQuant Kiti bu teknigi temel alir.

gPCR kullanilmasi, PCR amplifikasyon strecinin eksponensiyal fazi sirasinda
PCR Grinlerinin dogru kantifikasyonunu momkin kilar. Kantitatit PCR verileri
post-PCR isleme olmadan PCR cycling sirasinda ve/veya sonrasinda floresans
sinyallerin gercek zamanli saptanmasiyla hizla elde edilebilir ve béylece PCR
Uronu kontaminasyonu riski dnemli él¢cide azalir. Su anda 3 ana tipte gPCR
teknigi mevcuttur: SYBR® Yesil | Boya kullanilarak gPCR analizi, hidroliz problar
kullanilarak gPCR analizi ve hibridizasyon problari kullanilarak gPCR analizi.

Bu test qPCR cift boya oligonukleotid hidroliz prensibini kullanir. PCR sirasinda,
ileri ve revers primerler belirli bir sekansa hibridize olur. Ayni karigimda bir ¢ift
boya oligonikleotid bulunur. Bir 5' raportér boya ve bir akis asagr 3' séndirico
boyayla etiketlenmis bir oligonUkleotidden olusan bu prob PCR Grind iginde bir
hedef sekansa hibridize olur. Hidroliz problariyla gPCR analizi Thermus
aquaticus (Tag) DNA polimeraz 5'>3' eksonikleaz aktivitesini kullanir. Prob
saglam oldugunda raportér boyanin séndirict boyaya yakinhgi raportér
floresansin temel olarak Férster tipi enerji transferiyle baskilanmasiyla
sonuglanir.

PCR sirasinda, ilgilenilen hedef mevcutsa, prob spesifik olarak ileri ve revers
primer boélgeleri arasina yapisir. DNA polimerazin 5'>3' eksonUkleaz aktivitesi
ancak prob hedefe hibridize olursa probu raportér ile séndirict arasinda
keser. Prob fragmanlari sonra hedeften ayrilir ve iplikcigin polimerizasyonu
devam eder. Probun 3' ucu PCR sirasinda probun uzamasini énlemek Uzere
bloke edilir (Sekil 1). Bu islem her déngide olusur ve Grinin eksponensiyel
birikimini olumsuz etkilemez.
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Bu floresans sinyali artisi ancak hedef sekans probu tamamlayici ise ve béylece
PCR sirasinda amplifiye oluyorsa saptanir. Bu gereklilikler nedeniyle nonspesifik
amplifikasyon saptanmaz. Béylece, floreanstaki artis PCR sirasinda hedef
amplifikasyonla dogrudan orantihdir.

_ ‘lt /ﬂ I/_‘ Birlestirme

—— Primerler ve
prob
birlegtirme
‘1§ Z Polimerizasyon
— > Iplikcik yer degistirmesi
C I ]
(. ——

-_ e - - ®> /_( Kesme

(._ e —— Séndirict boya serbest
kalmasi ve raportér floresans
VAq sinyal emisyonuna neden olur
qu @ (1] a @ Polimerizasyon
v o a ’ tamamlandiginda
B - = = === — .‘) Her déngide
C ) tamamlanan PCR 0rins
<_. _______________ —— ve floresan sinyal
birikimi
\?Ad " ileri ve revers
;}4 B> Raportér ) Spesifik prob — imerl
pV‘\ primerler
- Séndurict - PCR Grong . Taq polimeraz

Sekil 1. Reaksiyon prensibi.

Bu test kitinde kullanilan kantitatif allele spesifik PCR teknolojisi hassas, dogru
ve yUksek 6lcide tekrar Gretilebilir SNP saptamasint mimkin kilar. Bu teknik
vahsi tip V617F alleli igin spesifik ileri primerlerin kullanimini temel alir (11).
Sadece primer ve hedef DNA arasinda kusursuz bir eslesme PCR'da uzatma ve
amplifikasyonu momkin kilar (Sekil 2).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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/ Mismatch

— PR /_ Amplifikasyon yok £
- —e—m—=rT-r - >Prob kesiimesi yok -
<_ ‘)‘J Floresans sinyal birikimi yok
Mutant allel .
PPMWT W alleli e
—_— AV A 7 Amplifikasyon i
_-— 14 [ > 40’ / >Prob kesilmesi
< 24 >Floresans sinyal birikimi
\ WT alleli v il /
/ Match T ] \
—) =] Av> A < Amplifikasyon J
—— 14 e — -_— Izl GOD— / >Prob kesilmesi
P bsa Floresans sinyal birikimi
Mutant allel '
PPMV617F Mismatch B
— T Amplifikasyon yok
- 14 %'— _-— = !)‘J >Prob kesilmesi yok
‘ Floresans sinyal birikimi yok

K WT alleli

Sekil 2. Allele spesifik PCR. Vahsi tip veya V617F primerleri ve prob karigiminin kullaniimasi
ayni érnek kullanilarak yoritilen iki ayri reaksiyonda vahsi tip veya mutasyon gegirmis allelin
spesifik olarak saptanmasinit mmkan kilar. Sonuglar toplam JAK2 kopyalari iginde VF

kopyalar yizdesi olarak ifade edilebilir.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)
Katalog no. 673522 673523
Reaksiyon sayisi 12 24
V617F positive control

100% V617F allel PC-VF-JAK2

(100% VE17F allele) L. 404 60l
(V617F pozitif kontrol) PC-VF-JAK2 Mini

(%100 V617F allel)
V617F negative control

100% wild- llel NC-VF-JAK2

( OOAWld’ry!oea ele) C-VF-J . 40 4l 60 4l
(V617F negatif kontrol) NC-VF-JAK2 Mini

(%100 vahsi tip allel)
M1-VF Standard Dilution, 50 copies

(M1-VF Standart Dilusyon, 50 kopya) M1-VF

(5x 10" V617F copies/5 ul) MT1-VE Mini 20 pl 30 ul
(5x 10" V617F kopya/5 ul)
M2-VF Standard Dilution, 500 copies

10 V617F i | 2-VF

(5x 107 V617 coPl?S/5u) M V. | 20 4 30 4
(M2-VF Standart Dilusyon, 500 kopya) M2-VF Mini

(5 x 10?2 V617F kopya/5 ul)
M3-VF Standard Dilution, 5000

i 3 i M3-VF

copies (5x 10 V61 ZF copies/5 ul) N 20 4l 30 ul
(M3-VF Standart Dilusyon, 5000 M3-VF Mini

kopya) (5 x 10° V617F kopya/5 ul)
M4-VF Standard Dilution, 50,000

copies (5 x 10* V617F copies/5 ul) M4-VF 20 Ul 30 ul
(M4-VF Standart Dilusyon, 50.000 M4-VF Mini o a
kopya) (5 x 10* V617F kopya/5 ul)
WT-1 Standard Dilution, 50 copies

(5 x 10" wild-type copies/5 ul) WT-1 20 ul 30 ul
(WT-1 Standart Dilisyon, 50 kopya) WT-1 Mini H

(5 x 10" vahsi tip kopya/5 ul)
WT-2 Standard Dilution, 500 copies

(5x 107 wild-’rype.c.f)pies/S ul) WT-2. | 20 30 4l
(WT-2 Standart Dilusyon, 500 kopya) WT-2 Mini

(5 x 10? vahsi tip kopya/5 ul)

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabir  08/2016



ipsogen JAK2 MutaQuant Kit (12) (24)
Katalog no. 673522 673523
Reaksiyon sayisi 12 24
WT-3 Standard Dilution, 5000 copies WT-3
(5 x 10° wild-type copies/5 ul) (WT-3 WT-3 Mini
Standart Dilusyon, 5000 kopya) (5 x 204 304
10° vahsi tip kopya/5 ul)
WT-4 Standard Dilution, 50,000 WT-4
copies (5 x 10* wild-type copies/5 ul) WT-4 Mini
(WT-4 Standart Dilisyon, 50.000 201880
kopya) (5 x 10* vahsi tip kopya/5 ul)

PPM-JAK2 2
Primers and Probe Mix JAK2 WT* PPM JAK2 xM_SX_ 59 4l 95 |
(Primerler ve Prob Karigimi JAK2 WT) -] 25 i H H

X

Primers and Probe Mix JAK2 V617Ff  PPM-JAK2 V617F 25x
(Primerler ve Prob Karigimi JAK2 PPM-JAK2 V617F Mini 52 ul 95 ul
V617F) 25x
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit Handbook (Turkge) 1 1

*Vahsi tip JAK2 kontrol geni arti spesifik FAM™-TAMRA™ probu icin spesifik revers ve ileri
primerlerin karigimi.

t JAK2 V617F mutasyon arh spesifik FAM-TAMRA probuicin spesifik revers ve ileri primerlerin
karigimi.

Not: Standart dilisyonlari ve primerler ile prob karigimlarini kullanimdan énce
kisa bir sire vorteksleyin ve santrifije edin.

Gereken ama Saglanmayan Materyal

Kimyasallarla ¢alisirken daima uygun bir laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlukler kullanin. Daha fazla bilgi igin, Gron
tedarikcisinden elde edilebilecek uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
bagvurun.

Reaktifler
B Nokleaz igermeyen PCR sinifi su

B  Tampon ve Tag DNA polimeraz: Onaylanmig reaktifler TagMan Universal
PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific, kat. no.
4304437) ve LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, kat.
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no. 04535286001) veya LightCycler FastStart DNA Master™> HybProbe®
(Master Mix 5x) (Roche, kat. No. 03515567001) seklindedir.

Sarf Malzemesi

B Hidrofobik filireli nUkleaz igermeyen aerosole direncli steril PCR pipet uglari
B 0,5 mlveya 1,5 ml nikleaz icermeyen PCR tUpleri

M Buz

Ekipman
B PCR igin ayrilmig mikrolitre pipet* (1-10 ul; T0-100 ul; T00-1000 ul)

B 0,5 ml/1,5 ml reaksiyon tUpleri ve mikroplakalar icin rotorlu masaisty
santrifGj* (13.000-14.000 rpm degerine ulasabilen)

B Gergek zamanli PCR cihazi:* Rotor-Gene Q 5plex HRM® veya diger
RotorGene; LightCycler 1.2 veya 480; ABI PRISM 7900HT SDS; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR Sistemi; ve ilgili spesifik materyal

M Biyofotometre

* Aletlerin Ureticinin dnerilerine gére kontrol edilip kalibre edildiginden emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler
in vitro diagnostik kullanim icin

Kimyasallarla ¢alisirken daima uygun bir laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlukler kullanin. Daha fazla bilgi igin, [Gtfen uygun
gUvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) basvurun. Bunlar cevrim ici olarak PDF
halinde www.qgiagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve kullanicilar
burada her QIAGEN kiti ve kit bilegeni icin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve
yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel givenlik dizenlemelerinize gére atin.

Genel onlemler

gPCR testleri kullanimi gecerli dizenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve
molekuler biyolojiye 6zel ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari
gerektirir.

Bu kitin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmigtir. Bu kitte saglanan
reaktifler ve talimat optimum performans icin dogrulanmigtir. Reaktiflerin daha
fazla seyreltiimesi veya inkUbasyon sireleri ve sicakliklarinin degistirilmesi hatali
veya uyumsuz verilerle sonuglanabilir. PPM-WT ve PPM-VF reaktifleri 1siga
maruz kalirlarsa degisebilir. Tom reaktifler 6zellikle bu test icin formule
edilmistir. Testin optimum performansi igin yerine baska bir sey
kullanilmamalidir.

Asagidakileri 6nlemek icin cok dikkatli olun:
B Sablon DNA'nin degradasyonuna neden olabilecek DNaz kontaminasyonu

B Yalanci pozitif sinyalle sonuglanan DNA veya PCR bulagsma
kontaminasyonu

Bu nedenle sunlari éneririz.

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

B Ornekler ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek Gzere tom
pipetleme adimlari icin taze aerosole direncli pipet uclar kullanin.

B  On PCR ana karigimini belirlenmis materyalle (pipetler, uclar, vs.) DNA
matrikslerinin (DNA, plasmid veya PCR Urinleri) giremeyecegi belirlenmig
bir bélgede hazirlayin. Sablonu belirli materyalle (pipetler, uclar, vs.) ayri
bir bélgede (tercihen ayri bir odada) ekleyin.

Reaktif Saklama ve Muamele
Kitler kuru buzda génderilir ve alindiginda —15°C ila —30°C'de saklanmalidir.
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B Primerler ve prob karigimlarinin (PPM-WT ve PPM-VF tGpleri) 1s1i§ga maruz
kalmasint minimuma indirin.

B Ac¢madan énce tupleri yavasca karigtirin ve santrifdje edin.
B TOm kit bilegenlerini orijinal kaplarda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmig hem agilmamig bilesenler icin gecerlidir.
Etiketlerde belirtilenlerden farkli kosullar altinda saklanan bilesenler uygun
performans géstermeyebilir ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmistir.
Dogru saklama kosullari altinda Grin performansini etikette yazili son kullanma
tarihine kadar korur.

Bu UrinUn stabil olmamasini belirtecek bariz bir isaret yoktur. Ancak,
bilinmeyen &rneklerle ayni anda pozitif ve negatif kontroller ¢caligiimalidir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Islem

Ornek DNA hazirlama

Genomik DNA tam kan, tam kanda saflagtirilmig periferal kan lenfositleri,
polinUkleer hicreler veya granulositlerden elde edilmelidir. Kargilastinlabilir
sonuclar icin ayni hicresel fraksiyon ve DNA ekstraksiyonu yéntemi kullanilmasi
dnerilir. DNA ekstraksiyonu bir tesiste hazirlanan yéntem veya ticari olarak
saglanan bir kit kullanilarak yapilabilir.

DNA miktari 6rnegin 260 nm'de optik dansitesi (OD) dlctlerek belirlenmelidir
ve DNA kalitesi spekirofotometri veya jel* elekiroforezi ile belirlenebilir.

B OD2s0/OD2go orani 1,7-1,9 olmalidir ve bundan daha kiictk oranlar
protein kontaminasyonu veya organik kimyasallarin varligina isaret

edebilir.

M Bir %0,8-1,0 agarose jel* Gzerine elektroforetik analizin izole edilmis
DNA'nin yaklagik 20 kb ayri bir bant olarak gérilmesini mimkin kilmasi
gerekir (hafif bir daginikhk kabul edilebilir sonuclar verir).

Olugsan DNA'nin pH 8,0'da 1x TE tampon* icinde 5 ng/ul konsantrasyona
seyreltiimesi ve sonra 1 haftaya kadar +4 - +8°C'de saklanmasi veya daha
uzun dénemli saklanma gerekiyorsa —20°C'de saklanmasi gerekir.

gPCR reaksiyonu 25 ng saflagtiriimigs genomik DNA iceren DNA &rnekleri icin
optimize edilmistir.

* Kimyasallarla ¢aligirken daima uygun bir laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gézlUkler kullanin. Daha fazla bilgi icin, Grin tedarikgisinden elde edilebilecek
uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.
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Protokol: 72 tip rotorlu Rotor Gene Q 5plex HRM veya
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gzerinde qPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 2'te gosterildigi gibi tOm dlgomleri ikili olarak
yapmanizi dneririz.

Tablo 2. 72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

JAK2 primerler ve prob karisimiyla (PPM-VF)

8 reaktif, her biri ikili olarak test

4 M-VF standartlari o
edilir

n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

4 reaksiyon: pozitif kontrol (PC-VF)

2 DNA kontrol0 ve negatif kontrol (NC-VF), her biri
ikili olarak test edilir

Su kontrol 2 reaksiyon
JAK2 vahsi tip primerler ve prob karisimiyla (PPM-WT)

4 vahsi fip standart 8 r.e.akhf, her biri ikili olarak test
edilir
n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

4 reaksiyon: PC-VF ve NC-VF, her

2 DNA kontrolo biri ikili olarak test edilir

Su kontrol 2 reaksiyon

72 tiup rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 24 reaksiyon kitiyle 8 DNA 6rnegi (katalog no.
673523) ve en az 12 reaksiyon kitiyle 6 DNA 6rnegi (katalog no. 673522) test
edilmesini éneririz.
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Sekil 3. ipsogen 24 6rnek JAK2 MutaQuant Kitiyle her deney icin énerilen rotor kurulumu.
PC-VF: V617F pozitif kontrol; NC-VF: V617F negatif kontrol; M-VF: V617F standartlar;
M-WT: vahsi tip standartlari; S: DNA 6rnegi; H20: su kontrol.

Not: Daima test edilecek bir 6rnegi rotorda pozisyon 1'e koydugunuzdan emin
olun. Aksi halde kalibrasyon adimi sirasinda alet kalibrasyon yapmaz ve hatal
floresans verileri alinir.

Tom diger pozisyonlari bos tuplerle doldurun.

72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde gPCR

Not: Tom adimlarn buz Gzerinde yapin.

islem
1. Tom gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.
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Tablo 3 ve 4 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmig
olarak bir reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar.
Reaksiyon sayisina gére ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir én
karigim hazirlanabilir (PPM-VF veya PPM-WT). Pipetleme hatasini
dengelemek icin ekstra hacimler dahil edilmigtir.

Tablo 3. qPCR karisimi hazirlama

V617F 6n
karigim
30 + 1
1 reaksiyon reaksiyonlar Son

Bilesen (M) (7])) konsantrasyon
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 387, Ix
Primerler ve prob
karigimi, PPM-VF 1,0 31 1x
25x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 6,5 201,5 B
Ol [Eelim 41 5,0 Her birinden 5 -
eklenecek)
Toplam hacim 25,0 Her birinden 25 -
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Tablo 4. qPCR karisimi hazirlama

WT 6n karisim
30 + 1

1 reaksiyon reaksiyonlar Son
Bilesen (ul) (71)] konsantrasyon
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 3875 Ix
Primerler ve prob
karigimi, PPM-WT 1,0 31 1x
25x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 6,5 201,5 B
Ok (et 4152 5,0 Her birinden 5 -
eklenecek)
Toplam hacim 25,0 Her birinden 25 -

¢

Tip basina 20 ul qPCR ana karisimi (VF veya WT) verin.

4. Kantifiye edilecek materyalden (25 ng 6rnek genomik DNA veya
kontrol) 5 yl miktarini karsilik gelen tiope ekleyin (toplam hacim
25 ul).

5. Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

o

Tipleri Gretici 6nerilerine gére termal cycler'a koyun.

7. Rotor-Gene Q aletini Tablo 5'te belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.
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Tablo 5. Sicakhik profili

Analiz modu Kantifikasyon

Tutma Sicaklik: 50 derece
Sure: 2 dk

Tutma 2 Sicakhik: 95°C
Sure: 10 dk

Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C

1 dk icin 62°C ve Yesil kanalinda FAM floresans
alinmasi: Tek

8. Rotor-Gene Q aletleri icin analizde “Slope Correct” (Egim DUzelt)
secin. Esigi 0,03 olarak ayarlamanizi éneriyoruz. Termal cycling
programini Tablo 5'te belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: ABI PRISM 7900HT SDS'de gPCR, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR Sistemi ve LightCycler 480
cihazi

96 kuyulu plakali gPCR aletini kullanarak Tablo 6'da gésterildigi gibi ttm
dlgomleri ikili olarak yapmanizi éneririz.

Tablo 6. 96 kuyulu plakali gPCR ekipmaninda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

JAK2 primerler ve prob karisimiyla (PPM-VF)

8 reaktif, her biri ikili olarak test

4 M-VF standartlari "
edilir

n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

. 4 reaksiyon: PC-VF ve NC-VF, her
2 DNA kontrol0 biri ikili olarak test edilir

Su kontrol 2 reaksiyon

JAK2 vahsi tip primerler ve prob karisimiyla (PPM-WT)

4 vahsi fip standart 8 r-e.okhf, her biri ikili olarak test
edilir
n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

4 reaksiyon: PC-VF ve NC-VF, her

2 DNA kontrold biri ikili olarak test edilir

Su kontrol 2 reaksiyon

ABI PRISM 7900HT SDS'de 6rnek isleme, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR Sistemi ve LightCycler 480 cihazi

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde 24 reaksiyon kitiyle 8 DNA &rnegi (katalog no. 673523) ve
en az 12 reaksiyon kitiyle 6 DNA 6rnegi (katalog no. 673522) test edilmesini
oneririz.

Sekil 4'teki plaka semasi 24 reaksiyon kiti (katalog no. 673523) kullanilarak
béyle bir deneyin érnegini vermektedir ve Sekil 5 12 reaksiyon kiti (katalog no.
673522) kullanilarak béyle bir deneyin érnegini vermektedir.
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Sekil 4. 24 reaksion kiti (katalog no. 673523) kullanilarak bir deney icin énerilen

rotor kurulumu. PC-VF: V617F pozitif kontrol; NC-VF: V617F negatif kontrol; M-VF: V617F
standartlar; M-WT: vahsi tip standartlari; S: DNA 6rnegi; H20: su kontrol

DoDnnnaDonno)
@@0@@0@@ 08

.

Sekil 5. 12 reaksion kiti (katalog no. 673522) kullanilarak bir deney igin énerilen
rotor kurulumu. PC-VF: V617F pozitif kontrol; NC-VF: V617F negatif kontrol; M-VF: V617F
standartlar; M-WT: vahsi tip standartlari; S: DNA &rnegi; H20: su kontrol
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ABI PRISM 7900HT SDS'de gPCR, Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR Sistemi ve LightCycler 480 cihazi

Not: Tom adimlar buz Gzerinde yapin.

islem

1. Tom gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.
Tablo 7 ve 8 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig
olarak bir reaktif karigimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar.
Reaksiyon sayisina gére ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir 6n

karigim hazirlanabilir (PPM-VF veya PPM-WT). Pipetleme hatasini
dengelemek icin ekstra hacimler dahil edilmistir.

Tablo 7. qPCR karisimi hazirlama

V617F 6n karisim
1 26 + 1 30 + 1

reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen () () () konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 337,5 387,5 1x
Mix, 2x
Primerler ve
prob karigimi,
PPM.VE 1,0 27 31 1x
25x
Nokleaz
icermeyen 6,5 175,5 201,5 -
PCR sinifi su
A?f;nek (adim 5o Her Her

! birinden 5  birinden 5 -
eklenecek)
Toplam Her
hacim 25,0 birinden .. Her
95 birinden 25

22 ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabr  08/2016



Tablo 8. qPCR karisimi hazirlama

WT 6n karisim
1 26 + 1 30 + 1

reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (p1) () (7])) konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 337,5 387,5 1x
Mix, 2x
Primerler ve
prob karigimi, 1,0 27 31 1x
PPM-WT 25x
Nukleaz
icermeyen 6,5 175,5 201,5 —
PCR sinifi su
A?frnek (adim 5o Her Her

© ! birinden 5 birinden 5 -
eklenecek)
Toplam Her
hacim 25,0 birinden .. Her
05 birinden 25

S*’

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabi

Kuyucuk basina 20 ul gPCR ana karisimi (VF veya WT) verin.

Kantifiye edilecek materyalden (25 ng 6rnek genomik DNA veya
kontrol) 5 ul miktarini karsilik gelen kuyucuga ekleyin (toplam hacim

25 ul).

Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.
Plakayi kapatin ve kisa sure santrifGje edin (300 x g, yaklasik

10 saniye).

Plakay: Uretici 6nerilerine gére termal cycler'a koyun.

Termal cycler'i termal cycling programiyla programlayin ve aleti ABI
PRISM 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System Tablo 9'da belirtildigi gibi veya LightCycler 480 cihazi igin
Tablo 10'da belirtildigi gibi cift etiketli FAM floresan probunun
alinmasi icin ayarlayin.

08/2016
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Table 9. ABI PRISM 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR Sistemi icin Sicaklik profili

Analiz modu Standart Egri - Mutlak Kantifikasyon
Tutma Sicaklik: 50°C

Sure: 2 dakika
Tutma 2 Sicaklik: 95°C

Sure: 10 dakika
Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C

FAM floresansi almayla 1 dakika 30 saniye igin
63°C; sondirict: TAMRA

Tablo 10. LightCycler 480 cihazi icin Sicaklik profili

Analiz modu Mutlak Kantifikasyon (“Abs Quant”)
Format saptama Detection formats (Saptama formatlari)
penceresinde “Simple Probe” (Basit Prob) secin
Tutma Sicaklik: 50°C
Sure: 2 dakika
Tutma 2 Sicaklik: 95°C

Sure: 10 dakika
Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C

LC versiyon 01 igin 483-533 nm, LC versiyon 02
icin 465-510 nm'ye karsilik gelen FAM floresansi
almayla 1 dakika 30 saniye 63°C

9. ABI PRISM 7900HT ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
Sistemi icin adim 9ad'yi izleyin. LightCycler 480 aleti icin adim 9b'yi
izleyin.

9a. ABI PRISM 7900HT ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
Sistemi: Esigi 0,1 olarak ayarlamanizi éneriyoruz. Cycling
programini Tablo 9'da belirtildigi sekilde baslatin.
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9b. LightCycler 480: Zemin 2,0 ve esik 2,0 olarak bir Uyum noktasi
analiz modu éneriyoruz. Termal cycling programini Tablo 10'te
belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: LightCycler 1.2 cihazinda qPCR

Kapiller aletler kullanarak Tablo 11'da gésterildigi gibi érnekleri ikili ve
kontrolleri bir kez élgmeyi éneriyoruz.

Tablo 11. LightCycler 1.2 aleti icin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

JAK2 primerler ve prob karisimiyla (PPM-VF)

4 M-VF standartlar 4 r.e.0|k5|yon, her biri bir kez test
edilir
n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

. 2 reaksiyon: PC-VF ve NC-VF, her
2 DNA kontrol0 biri bir kez test edilir

Su kontrol 1 reaksiyon

JAK2 vahsi tip primerler ve prob karisimiyla (PPM-WT)

4 vahsi fip standart 4 r-e-ok5|yon, her biri bir kez test
edilir
n DNA &rnegi n x 2 reaksiyon

2 reaksiyon: PC-VF ve NC-VF, her

2 DNA kontrold biri bir kez test edilir

Su kontrol 1 reaksiyon

LightCycler 1.2 aletinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde 4 DNA 6rnegi test edilmesini éneririz. Sekil 6'daki kapiller
semasi bir deneyin érnegini vermektedir.
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Sekil 6. ipsogen JAK2 MutaQuant Kitiyle her deneyde énerilen rotor kurulumu. PC-VF:
V617F pozitif kontrol; NC-VF: V617F negatif kontrol; M-VF: V617F standartlar; M-WT: vahsi
tip standartlar; S: DNA 6rnegdi; H20: su kontrol.

LightCycler 1.2 aletinde qPCR

Not: Belirli teknolojik gereklilikler nedeniyle LightCycler deneylerinin belirli
reaktifler kullanilarak yapilmasi gerekir. LightCycler FastStart DNA MasterPtUs
HybProbe kullanilmasini ve Master Mix 5x hazirlamak icin Greticinin talimatinin
izlenmesini éneriyoruz.

Not: Tom adimlarn buz Gzerinde yapin.

islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki gPCR karisimini islenen érnek sayisina gére hazirlayin.
Tom konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.
Tablo 12 ve 13 20 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig
olarak bir reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar.
Reaksiyon sayisina gére ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir én

karigim hazirlanabilir (PPM-VF veya PPM-WT). Pipetleme hatasini
dengelemek icin ekstra hacimler dahil edilmistir.
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Tablo 12. qPCR karisimi hazirlama

V617F 6n
karisim
15 + 1
1 reaksiyon reaksiyonlar Son

Bilesen (71)] () konsantrasyon
LightCycler
FastStart DNA
Master™Ys 4,0 64,0 1x
HybProbe Mix, 5x
yeni hazirlanir
Primerler ve prob
karigimi, PPM-VF 0,8 12,8 1x
25x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 10,2 1632 B
Ol [Eelim 41 5,0 Her birinden 5 -
eklenecek)
Toplam hacim 20,0 Her birinden 20 -
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Tablo 13. qPCR karisimi hazirlama

WT 6n karisim
15 + 1

1 reaksiyon reaksiyonlar Son
Bilesen (i) () konsantrasyon
LightCycler
FastStart DNA
Master™Ys 4,0 64,0 1x
HybProbe Mix, 5x
yeni hazirlanir
Primerler ve prob
karigiimi, PPM-WT 0,8 12,8 1x
25x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 10,2 1632 B
Ol [Eelim 41 5,0 Her birinden 5 -
eklenecek)
Toplam hacim 20,0 Her birinden 20 -

¢

Kapiller basina 15 ul gPCR ana karisimi (VF veya WT) verin.

4. Kantifiye edilecek materyalden (25 ng 6rnek genomik DNA veya
kontrol) 5 yl miktarini karsilik gelen tiope ekleyin (toplam hacim
20 pl).

5. Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

6. Kapillerleri aparat ile saglanan adaptérlere yerlestirin ve kisa sire
santrifije edin (700 x g, yaklasik 10 saniye).

7. Kapillerleri Greticinin 6nerilerine gére termal cycler'a yikleyin.

8. LightCycler 1.2 aletini Tablo 14'te belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.
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Tablo 14. Sicaklik profili

Analiz modu Kantifikasyon

Tutma 1 Sicakhk: 55°C
Sure: 2 dakika
Rampa: 20
Tutma 2 Sicaklik: 95°C
Sure: 10 dakika
Rampa: 20
Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C; rampa: 20

1 dakika icin 66°C; rampa: 20; FAM floresansi
almayla: Tek

9. LightCycler 1.2 icin F1/F2 ve “2™ derivative analysis” (2. derivatif
analiz) modu énerilir. Termal cycling programini Tablo 14'te
belirtildigi sekilde baslatin.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi

Veri analizi prensibi

Esik dongusu (Cr) ve capraz gecis noktasi (Cr) degerleri verileri gPCR aletinden
disa aktarilabilir ve analiz icin bir Excel® dosyasina yapistirilabilir. Bu degerler
sonra Cp ve Cr icin ortalama degeri hesaplamak Uzere kullanilabilir ve standart
ortalama Cr degerleri asagidaki denklem ve Tablo 15 kullanilarak hem vahsi
tip hem V617F standartlar igin bir standart egrisi elde etmek Gzere
plotlanabilir.

y = Ortalama Cp; x = logio CN burada CN= 5 ul érnekte gen kopyasi sayisi

Tablo 15. Vahsi tip ve V617F standartlan icin kantitatif veriler

Kopya numarasi
Standard (CN) logio CN
MT1-VF 5x 10" VF 1,7
M2-VF 5 x 102 VF 2,7
M3-VF 5x 10% VF 3,7
M4-VF 5 x 10* VF 4,7
WT-1 5x 10" WT 1,7
WT-2 5x 102 WT 2,7
WT-3 5x 103 WT 3,7
WT-4 5x10* WT 4,7

Not: Her kullanici laboratuvarda kendi tekrar Uretilebilirligini 6lgmelidir.

Standart egri ve kalite kriterleri

Sekil 7 ve 9 bir ipsogen JAK2 MutaQuant Kitiyle elde edilen sonuglarin
érneklerini goésterir ve Sekil 8 ve 10 4 standart dilisyonda hesaplanan teorik
egri érnegini gosterir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Fluorescence (483-533)

Amplification Curves
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Sekil 7. JAK2 V617F plasmidinin 5 x 10, 5 x 102, 5 x 10° ve 5 x 10* kopyalarinin
amplifikasyon plotu (sirasiyla kontrol M1-VF, M2-VF, M3-VF, M4-VF).

50 y = -3,4017x + 44,774
R? = 0,9989
40 -
30 -
20 -
10 -
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Sekil 8. JAK2 V617F icin standart egri.

32

ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabi  08/2016




Amplification Curves
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Sekil 9. JAK2 vahsi tip plasmid 5 x 10", 5 x 10%, 5 x 10% ve 5 x 10* kopyalarinin
amplifikasyon plotu (sirasiyla kontrol WT-1, WT-2, WT-3, and WT-4).

y = -3,6x + 43,643
40 - Rz = 0,9981

30

20 -

10 4

Sekil 10. JAK2 vahsi tip icin standart egri.

Standartlar 10 kat dilisyon oldugundan egrinin teorik egimi -3,32'dir. -3,0 ile
-3,9 arasinda bir egim R? >0,95 oldugu strece kabul edilebilir (12). Ancak
hassas sonuglar icin R2 >0,98 istenir (13).
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Standart egri denklemleri sonra bilinmeyen 6rneklerde V617F ve WT logio
kopya numaralarini hesaplamak icin kullanilabilir.

V617F standart egri denklemi ham Cp/ Cr deger ortalamalarini (PPM-VF ile
elde edilmis) bilinmeyen ve kontrol érnekleri igin, JAK2 V617F kopya
numaralarina (CNvei7¢) dénistirmek icin kullaniimalidir.

(Ortalama Cpvs17F — Standart egri kesigimivsi7r)
logio CNvei7F =

Standart egri e§imive17f

Vahsi tip standart egri denklemi ham ortalama Cr/Cr deger ortalamalarini
(PPM-WT ile elde edilmis) bilinmeyen ve kontrol érnekleri icin, JAK2 vahsi tip
kopya numaralarina (CNwr) dénisttrmek igin kullanilmahdir.

(Ortalama Cpwr — Standart egri kesisimiwr)

logio CNwr = ——
Standart egri egimiwr

Sonuglarin ifadesi

Sonuclar 25 ng total genomik DNA'ya relatiftir ve asagidaki sekilde JAK2 V617F
yUzdesi olarak ifade edilmelidir.

CN
JAK2 V617F % = e x 100
(CNvs17¢ + CNwr)

Replikatlar arasinda tekrar Gretilebilirlik

Elde edilen veriler duplikatlar arasinda tutarli olmalidir.

Pozitif ve negatif kontroller
Pozitif kontrol veya PC-VF %99,9 yUksek bir JAK2 V617F yizdesi vermelidir.
Negatif kontrol veya NC-VF %0,1'den disUk bir JAK2 V617F yizdesi vermelidir.

Bu kontroller dogru calismazsa [Utfen ¢6zOm bulmak igin “Sorun Giderme
kilavuzu”, sayfa 35 kismina bakiniz.
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Su kontrolleri

Negatif kontroller hem JAK2 V617F hem JAK2 vahsi tip saptama icin sifir CN
vermelidir.

Pozitif su kontrol capraz kontaminasyon nedeniyle olusur. Bir ¢6zOm bulmak
icin asagida “Sorun Giderme kilavuzu” kismina bakiniz.

Sorun Giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu olusabilecek herhangi bir problemi ¢ézmekte faydali
olabilir. Daha fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizde Sik Sorulan
Sorular sayfasina bakiniz: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgiler ve protokol veya
tahlil ve 6rnek teknoloiileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplamaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgisi icin bakiniz “irtibat Bilgisi”, sayfa 44).

Aciklama ve oneriler

Vahsi tip veya V617F icin standart egri lineer degil

Flakon inversiyonu, dagitim Pipetleme semasi ve reaksiyonun
sirasinda inversiyon, ¢apraz kurulumunu kontrol edin.

(';O”*C‘T”C‘SYO”'RS*C‘P”SEM'”kk,'f?m‘ insogen JAK2 MutaQuant Kitini —15
egradasyonu, RQ reakditi, ila ~30°C'de saklayin ve primerler ve

BZE'Spes'f'k ar;pllflkqsyon veya prob karigimlarini isiktan koruyun.
program hatasi Bakiniz “Reaktif Saklama ve
Muamele”, sayfa 12.

Tekrarlanan dondurma ve
c6zmelerden kaginin.

Bir standart icin sinyal yok veya disuk

Standart dagilmamis veya ayni Pipetleme semasi ve reaksiyonun
PPM karigimi kullanilmasi kurulumunu kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.
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Aciklama ve oneriler

Negatif (H20) kontrol pozitif

Capraz kontaminasyon, reaktif
kontaminasyon, alet hatast,
kuyucuk veya kapiller inversiyon
veya prob degradasyonu

Standart kontrolde bile sinyal yok

a) Yanlis saptama kanali segilmis

b) Pipetleme hatasi veya atlanmig
reaktifler

c) Veri alma programi yok

Tum kritik reaksiyonlari degistirin.

Ornekler, kit bilegenleri ve sarf
malzemesini bulagma
kontaminasyonunu énlemek igin

daima yaygin olarak kabul edilen

uygulamalara gére kullanin.

Primerler ve prob karigimlarini igiktan

korunmus olarak tutun.

Floresans egrilerinde yalanci pozitif

acisindan kontrol yapin.

Kanali F1/F2 veya 530 nm/640
olarak ayarlayin.

nm

Pipetleme semasi ve reaksiyonun

kurulumunu kontrol edin.

PCR caligmasini tekrarlayin.

Déngl programini kontrol edin.

PCR programinda her birlestirme
segmentinin sonunda “Single” (Tek)

cekim modunu segin.

Orneklerde sinyal yok veya disiuk ama standart kontrolleri iyi

Yetersiz saflagtirma nedeniyle
6rnek materyalinin inhibe edici
etkileri

Floresans siddeti fazla dUsik

a) Kit bilegenlerinin uygun olmayan
saklanmasi

36

Baslamadan 6nce daima DNA
kalitesi (OD260/OD2so) ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

DNA hazirligini tekrarlayin.

Reaktifleri saklama igin alikotlayn.

ipsogen JAK2 MutaQuant Kitini =15
ila =30°C'de saklayin ve primerler ve
prob karigimlarini igiktan koruyun.

Bakiniz “Reaktif Saklama ve
Muamele”, sayfa 12.

Tekrarlanan dondurma ve
c6zmelerden kaginin.
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Aciklama ve oneriler
b) Cok dusik baslangic hedef DNA  Ornek DNA miktarini kontrol edin.

miktari Not: Secilen DNA hazirlama
yéntemine bagl olarak inhibe edici
etkiler olusabilir.

Negatif kontroller pozitiftir
Bulagsma kontaminasyonu Tom kritik reaksiyonlari degistirin.

Deneyi tim reaktiflerin yeni
alikotlariyla tekrarlayin.

Ornekler, kit bilesenleri ve sarf
malzemesini bulasma
kontaminasyonunu énlemek igin
daima yaygin olarak kabul edilen
uygulamalara gére kullanin.

Floresans siddeti degiskenlik gosterir

a) Pipetleme hatasi Coézmeden sonra tOm reaktifleri
vorteksleyin ve déndurin.

“Pipetting error” (pipetleme hatasi)
denilen durumun yarath@ LightCycler
degiskenlik verileri F1/F2 veya

530 nm/640 nm modunda analiz
ederek azaltabilir.

b) Plaka, tipler veya kapillerde Kapillerleri daima cihazin spesifik
yetersiz santrifigasyon hazirlanan  ¢alishrma el kitabinda tanimlanan
PCR karigimi halen kapillerin Gst  sekilde reaksiyon karigimiyla
kisminda olabilir veya kapiller yUklenmis olarak santrifUje edin.
ucunda bir hava kabarcig
stkismig olabilir.

c) Kapiller ucunun dis yuzeyi kirlidir ~ Kapillerleri kullanirken daima eldiven
takin.
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Aciklama ve oneriler

Resiprokal PPM kullanan vahsi tip veya V617F pozitif kontroller sinyali

Capraz kontaminasyon, reaktif Tum kritik reaksiyonlari degistirin.
kontaminasyon veya kuyucuk

o , Deneyi tUm reaktiflerin yeni
veya kapiller inversiyon

alikotlariyla tekrarlayin.

Ornekler, kit bilesenleri ve sarf
malzemesini bulagsma
kontaminasyonunu énlemek igin
daima yaygin olarak kabul edilen
uygulamalara gére kullanin.

Pipetleme semasi ve reaksiyonun
kurulumunu kontrol edin.

Pozitif kontrolUn tersten saptanmasi

PPM'nin kuyu ve kapiller veya én  Pipetleme semasi ve reaksiyonun
karisiminda dagitilmis inversiyonu  kurulumunu kontrol edin.

Bir pozitif kontrol veya her ikisi igin sinyal yok

PPM veya kontrol DNA atlanmig Pipetleme semasi ve reaksiyonun
kurulumunu kontrol edin.

Yiksek arka plan sinyali

Florofor beyazlatma Probu isiktan korunmus olarak
saklayin ve kullanin.

ikili 6rnekler icin zayif tekrar edilebilirlik

Pipetleme hatasi veya ¢apraz Pipetleme semasi ve reaksiyonun
kontaminasyon kurulumunu kontrol edin.

Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca, ipsogen JAK2
MutaQuant Kitinin her bir lotu tutarli Grin kalitesi saglamak igin énceden
belirlenmig 6zelliklere gore test edilir. Analiz sertifikalari talep Gzerine
www.giagen.com/support/ adresinde alinabilir.
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Sinirlamalar

Kullanicilar bu cihazin kullanilmasindan énce bu teknoloji konusunda egitimli
ve agina olmalidir. Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis aletlerle
kombinasyon halinde kullaniimalidir (bakiniz “Gereken ama Saglanmayan
Materyal”, sayfa 10).

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuar bulgularyla
birlikte yorumlanmalidir. Laboratuvarlarinda QIAGEN performans
calismalarinin kapsaminda olmadan kullanilan herhangi bir iglem igin sistem
performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum bilegenlerin kutu ve etiketlerinde basili son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihi ge¢mis bilesenleri kullanmayin.
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Performans Ozellikleri

Klinik olmayan calismalar

Kesinlik

Farkli JAK2 V617F allel yiklerine karsilik gelen hicre hatlarindan ekstrakte
edilen 12 DNA 6rnegi kullanilarak bir kesinlik ¢calismasi yapilmigtir. Her érnekte
3 farkli seri ipsogen JAK2 MutaQuant Kiti kullanilarak toplam 80 &lgim
yapilmugtir. Kesinlik ¢alismasi bir Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
Sistemi kullanmigtir.

Analitik veriler Tablo 15'te 6zetlenmistir.

Tablo 15. Kesinlik verileri DNA 6rnekleri

) Teorik JAK2 Ortalama Persantil
Ornek V617F (%) n* (%) CV (%) 5 95
A 0 73 0,004 117,5 0,000 0,015
B 0,05 80 0,101 89,2 0,003 0,284
C 0,5 79 0,449 61,6 0,161 0,950
D 1 68 1,169 41,6 0,611 1,998
E 2 80 2,046 33,5 1,168 3,185
F 4 80 3,733 30,6 2,120 5,560
G 5 77 5,246 22,4 3,647 7,309
H 12,5 80 16,633 16,6 12,792 22,335
I 31 80 28,602 14,8 22,705 34,773
J 50 76 56,181 6,6 50,024 63,724
K 78 80 80,153 3,8 75,352 85,551
L 100 70 99,998 0,003 99,992 100,000

* Disarida kalan degerler hari¢ birakilmigtir. Bunlar bir Kutu plotunda dustk quartil eksi 3 kez
interkuartil araliktan kicUk veya st kuartil arti 3 kez interkuartil araliktan biyUk degerler
olarak tanimlanmusgtir.

n = dogrulanmig 6rnek sayisi; CV = global varyasyon katsayisi.
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Kor limiti ve saptama limiti

Zemin dizeyi veya kor limiti (LOB) negatif érneklerde belirlenmistir (8 érnek, 76
6lctm). Bu %0,014 olarak bulunmustur.

Saptama limiti (LOD) pozitif oldugu bilinen ama ekspresyonu disik olan
ornekler kullamilarak belirlenmisgtir (7 6rnek, 68 6l¢im). Bu %0,061 olarak
bulunmustur ve %90 given aralig Ust simirt %0,091 olarak bulunmustur.

Bu optimum hassasiyet en az 10.000 kopya JAK2 geni (vahsi tip veya V617F
mutasyonu) iceren drneklerden elde edilebilir.

Kantifikasyon verileri su sekilde bildirilmelidir.

M JAK2 V617F <%0,014 JAK2 V617F mutasyonunun saptanmamasi olarak
yorumlanabilir.

M JAK2 V617F >%0,014 ama <%0,091 seklindedir ve kesin olmayan bir
sonug olarak yorumlanabilir.

B JAK2 V617F =%0,091 pozitif bir sonug ve AK2 V617F mutasyonunun
saptanmasi olarak yorumlanabilir.

Linearite

Linearite calismalari her biri JAK2 V617F mutasyonu icin pozitif ve negatif hicre
hatlarindan ekstrakte edilen DNA'nin farkh bir karigimindan elde edilen 12
ornekte caligilmistir. Her 6rnek 5 kez test edilmistir. Bu calismadan veriler
ipsogen JAK2 MutaQuant Kitinin dinamik aralik boyunca lineer sonuglar
verdigini gostermistir.

Klinik arastirmalar

87 hasta érneginden kan veya kemik iliginden DNA ekstraksiyonu yapilmisg ve
ipsogen JAK2 MutaQuant Kiti kullanilarak analiz edilmigtir. Ayrica JAK2 V617F
mutasyonlarinin yizdesi kantifiye edilip ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit
(katalog no. 673223) ile elde edilen tarama testi sonuclariyla karsilastiriimgtir.
Elde edilen veriler Tablo 16'da verilmistir.
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Tablo 16. ipsogen JAK2 MutaQuant Kiti ile ipsogen JAK2 MutaScreen EZ
Kit arasinda elde edilen sonuclarin anlagsmasini gésteren ihtimal tablosu

ipsogen
JAK2 MutaScreen EZ Kit Sonuclar
Kesin
Mutasyon olmayan Mutasyon
saptandi sonug saptanmadi n
Mutasyon 40 2 7 49
ipsogen saptandi
JAK2 :
MutaQuant Kesin 0 21 21
Kit olmayan 0
Sonuglar sonus
Mutasyon 0 0 17 17
saptanmadi
n 40 2 45 87
Pozitif 0 0 . y 0 0
%100 (%95 guven araligi: 91%, 100%)
anlagma
Negit %71 (%95 given araligi: 51%, 85%)
anlagsma
Genel %89 (%95 given aralig: 79%, 95%)
anlagma
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Semboller

Asagidaki semboller paketler ve etiketlerde belirebilir:

N> <N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir

Son Kullanma Tarihi

IS

IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

Materyal numarasi

GTIN Kuresel Ticaret Parga Numarasi
Sicakhk sinirlamasi

Uretici

Kullanma talimatina bagvurun

=Kk & &

Irtibat Bilgisi

Teknik yardim ve daha fazla bilgi icin lGtfen www.qiagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezimize gidin, 00800-22-44-6000
numarasindan arayin veya QIAGEN Teknik Servis Bslimlerinden veya yerel

distribUtérlerden birini arayin (arka kapaga bakiniz veya www.qiagen.com
adresine gidiniz).
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Siparis Bilgisi
Urin icindekiler Kat. no.

ipsogen JAK2 12 reaksiyon igin: Wild-type JAK2 673522
MutaQuant Kit (12) Gene Control, JAK2 V617F Control

Gene, Primers ve Probe Mix PPM-WT,

Primers ve Probe Mix PPM-VF

ipsogen JAK2 24 reaksiyon igin: Wild-type JAK2 673523
MutaQuant Kit (24) Gene Control, JAK2 V617F Control

Gene, Primers ve Probe Mix PPM-WT,

Primers ve Probe Mix PPM-VF

Rotor-Gene Q MDx - Klinik uygulamalarda IVD ile
dogrulanmis gercek zamanli PCR analizi igin

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
5plex HRM Platform kizil) ve HRM kanalli gercek zamanli

PCR cycler ve YUksek C6z0nurlUklo

Melt analizéri, dizisto bilgisayar,

yazihm, aksesuarlar, malzeme ve

iscilik icin 1 yil garanti; kurulum ve

egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System kizil) ve HRM kanalli gercek zamanli

PCR cycler ve YUksek C6z0nurlUklo

Melt analizéri, dizisto bilgisayar,

yazihm, aksesuarlar, malzeme ve

iscilik icin 1 yil garanti; kurulum ve

egitim

Guncel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari icin ilgili QIAGEN kiti
el kitabi veya kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici el
kitaplari www.qgiagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi
veya yerel distribU0térinizden istenebilir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bu Urtndn in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmughir. ipsogen Grinleri 6nceden QIAGEN'in yazili onayi olmadan tekrar satilamaz, tekrar
satig icin modifiye edilemez veya ticari Grinler Gretmek icin kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber verilmeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gérilebilen herhangi bir hata igin sorumluluk almaz. Bu belgenin yayin
tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inanilmaktadir. QIAGEN, hicbir sekilde bu belgenin kullanimindan dogrudan veya dolayli olarak kaynaklanan
her tirl0 dzel, anzi veya ¢oklu veya sonugsal kayiplardan sorumlu degildir.

ipsogen Grinlerinin belirtilen spesifikasyonlar karsilayacagr garanti edilir. Urinler garanti edildigi sekilde performans géstermezse QIAGEN'in tek
yUkOomlGlugu ve misterinin tek ¢cdzimi Grinlerin Ucretsiz degistirilmesiyle sinirlidir.

JAK2 V617F mutasyonu ve kullanimi Avrupa patenti EP1692281, ABD patentleri 7,429,456 ve 7,781,199, ABD patent bagvurular
US20090162849 and US20120066776 ve yabanci kargiliklar dahil patent haklariyla korunmaktadir.

Bu Urintn satin alinmasi JAK2V617F hedefli ilaglar icin klinik calismalarda kullanilmasi agisindan herhangi bir hak vermez. QIAGEN bu tir
kullanimlar icin spesifik lisans programlar geligtirir. Litfen hukuk bdltmimuizle irtibat kurun:jak2licenses@qiagen.com.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, MutaQuant®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied
Biosystems®, FAM™, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); HybProbe®, LightCycler®, TagMan® (Roche
Group).

Sinirli Lisans Sézlesmesi
Bu Urtnin kullanimi ipsogen JAK2 MutaQuant Kitini satin alan veya kullanicinin su sartlar kabul ettigini belirler:

1. ipsogen JAK2 MutaQuant Kiti sadece ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabi uyarinca ve sadece bu Kitte bulunan bilesenlerle kullanilabilir.
QIAGEN fikri mulkiyeti altinda bu Kitle saglanan bilesenleri bu Kitle saglanmayan herhangi bir bilesenle, ipsogen JAK2 MutaQuant Kit El Kitabi
ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokoller iginde tanimlanan durumlar haricinde kullanma veya birlikte isleme sokma agisindan
bir lisans vermez.

2. Acik olarak ifade edilmig lisanslar diginda, QIAGEN bu Kit ve/veya kullaniminin G¢inci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegi konusunda
herhangi bir garanti vermez.

3. Bu Kit ve bilegenleri sadece tek kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, tekrar islemden gecirilemez veya tekrar satilamaz.
4. QIAGEN spesifik olarak agik olarak belirtilen diginda ister agik ister zimni olsun her tirl bagka lisansi reddeder.

5. Kitin satin alani ve kullanicisi yukarida yasaklanan islemlerden herhangi birine yol acabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim
atmamay ve baskasinin da atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlegsmesinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede
yurorloge sokabilir ve Avukat Gcretleri diginda tom aragtirma ve mahkeme masraflarini bu Sinirli Lisans Sézlesmesini veya Kit ve/veya
bilesenleriyle ilgili herhangi bir fikri mélkiyet haklarini yiororlige sokmak igin yapilan bir davada geri alacaktir.

Guncellenmis lisans sartlar icin bakiniz www.qiagen.com.

Aug-16 HB-1353-003 © 2013-2016 QIAGEN, tom haklar sakhdir.
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