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QIAGEN pakub uuenduslikke ning kdrgetasemelisi proovivotu- ja analtidsi-
meetodeid, mis vBimaldavad bioloogilisi proove isoleerida ja tuvastada. Meie
kdrgetasemelised tooted ja teenused tagavad proovide ja tulemuste hea
kvaliteedi.

QIAGEN tegeleb jargmiste valdkondadega:

DNA, RNA ja proteiinide puhastamine;
nukleiinhappe ja proteiini analds;

mikro-RNA uurimine ja RNA interferents;
proovivotu- ja analltsimeetodite automatiseerimine.

Meie eesmark on aidata teil saavutada edu ja labimurdeid. Lisateabe saamiseks
kilastage veebilehte www.giagen.com.
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Sihtotstarve

Komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit on ette ndhtud genoomse DNA
mutatsiooni JAK2 V617F/G1849T tuvastamiseks patsientidel, kelle puhul
kahtlustatakse mueloproliferatiivse kasvaja olemasolu. Mutatsiooni
JAK2 V617F/G1849T puudumine ei valista muid JAK2 mutatsioone. Test
vOib anda vaarnegatiivseid tulemusi, kui koodonites 615-619 (1) leidub
muid mutatsioone.

Markus. Komplekti tuleks kasutada vastavalt kaesolevas juhendis
toodud juhistele ning koos valideeritud reaktiivide ja seadmetega. Toote
raviskeemivaline kasutus ja/voi komponentide muutmine vabastab
QIAGEN:-i vastutusest.

Ulevaade ja selgitus

Aastal 2005 (2-5) tuvastati Janus-turosiin-kinaasi 2 (JAK2) geeni mdjutav
korduv somaatiline mutatsioon V617F. Tanu sellele toimus tohutu labimurre
mueloproliferatiivsete kasvajate (MPN) moistmises, klassifikatsioonis ja
diagnoosimises. JAK2 on mitme tsttokiini (sh eritropoetiini) kriitiline
intratsellulaarne signaalmolekul.

Mutatsioon JAK2 V617F tuvastatakse tbelise polutstiteemiaga (PV) patsientidel
>95% juhtudest, essentsiaalse trombotsitteemiaga (ET) patsientidel 50-60%
juhtudest ning primaarse muelofibroosiga (PMF) patsientidel 50% juhtudest.
JAK2 V617F on tuvastatud ka mdne harva kroonilise miielomonotsudtilise
leukeemia, muelodisplastilise stindroomi, slisteemse mastotsitoosi ja
kroonilise neutrofiilse leukeemia puhul, kuid kroonilise mieloidse leukeemia
(CML) puhul (6) on see tuvastatud 0% juhtudest.

Mutatsioon vastab JAK2 nukleotiidi 1849 eksonis 14 toimunud Uhe nukleotiidi
muutusele, mille tulemuseks on unikaalse valiini (V) asendumine fenudl-
alaniiniga (F) proteiini (JH2 ala) asendis 617. See voib viia JAK2 konstitutiivse
aktiveerimiseni, vereloome transformatsioonini in vitro ja erttropoetiinist
sOltumatu eritroidkoloonia (EEC) kasvuni kdigil PV-ga patsientidel ning
paljudel ET ja PMF-iga patsientidel (7). JAK2 V617F on MPN-i puhul
vereloomerakkude transformatsiooni pdhitegur, kuid samasuguse unikaalse
mutatsooniga eri kliiniliste ja bioloogiliste tiksusteni viivaid tapseid patoloogilisi
mehhanisme pole vélja selgitatud.

Tavaliselt pohineb MPN-i diagnoos Kliinilisel luutidi histoloogial ja tstito-
geneetilisel kriteeriumil. Haigusepdhise molekulaarmarkeri avastamine
lihtsustas protsessi ja suurendas diagnostika tapsust. Mutatsiooni JAK2 V617F
tuvastamine on niidd osa geeni BCR-ABL negatiivse MPN-i (tabel 1) diagnoosi
kriteeriumist viite WHO 2008 jargi ning selle mutatsiooni olemasolu on
diagnostilise kinnituse tahtis kriteerium.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabel 1. WHO kriteerium MPN-i diagnoosimiseks
(kohandatud 8. viite jargi)

Toelise polutstuteemia (PV) diagnoosimise kriteerium
Peamine 1. Hemoglobiin (Hgb) >18,5 g/dI"* (mehed) v6i >16,5 g/dI*?
(naised) voi
Hgb vdi hematokrit (Hct) >99% vanuse, soo vOi elukoha kdrguse
viitevahemikus voi
Hgb >17 g/dI* (mehed) v&i >15 g/dI* (naised), kui seda
seostatakse pusiva 22 g/dI* suuruse kasvuga (vorreldes algse
vaartusega), mis ei saa tuleneda rauapuuduse parandamisest,
vOi
ennustatud vaartusest >25% suurem punaliblede hulk
[2. Mutatsiooni JAK2V617F v8i sarnase mutatsiooni olemasolu]
Lisa 1. Luuiddi kolmerealine mieloproliferatsioon
2. Alanormaalse seerumi erttropoetiini tase
3. Endogeense eriitroidkoloonia (EEC) kasv
Essentsiaalse trombotsuteemia (ET) diagnoosimise kriteerium
Peamine 1. Trombotsidtide arv 2450 x 10°
2. Suure ja kiipse morfoloogiaga megakartotsutdi proliferatsioon;
granulotsuutide voi erutroidproliferatsiooni vahesus voi
puudumine
3. Mittevastavus WHO kriteeriumitele, mis on méaratud kroonilise
mieloidse leukeemia (CML), primaarse muelofibroosi (PMF),
muelodtsplastilise sindroomi (MDS) vdi muu mieloidse kasvaja
jaoks
(4. JAK2V617F v6i muu klonaalmarker véi)
reaktiivsete trombotsuttide esinemise puudumine
Lisa -
Primaarse muelofibroosi (PMF) diagnoosimise kriteerium
Peamine 1. Megakaruotsuidi proliferatsioon ja ebattupilisus koos retikuliini
ja/vdi kollageeni fibroosiga voi
retikuliini fibroosi puudumise korral megakartotsutdi muutuste
kaasnemine, tdi rakkude hulga suurenemine, granulotstitaarne
proliferatsioon ja sageli suurenenud erttropoees (nt eelfibroosne
PMF)
2. Ei vasta WHO kriteeriumile, mis on esitatud CML-i, PV, MDS-i
kohta, vbi muu mueloidne kasvaja
(3. JAK2V617F v&i muu klonaalmarker vi)
reaktiivsete tdifibrooside esinemise puudumine
Lisa 1. Leukoeritroblastoos
2. Suurenenud seerumi laktaadi dehiidrogenaas (LDH)
3. Aneemia
4. Palpeeritav splenomegaalia
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Rahvusvahelised eksperdid pakkusid hiljuti valja kriteeriumi PV ja ET tera-
peutiliste katsete jaoks. Vastavalt allografti, alfainterferooni voi hiidrokstuurea
andmetele on vdimalik mutatsiooni JAK2V617F kvantifitseerimine kui ravile
reageerimise jalgimiseks potentsiaalselt kasulik todriist (9). Leiti, et mbnele
uuele anti-JAK2 sihtivale ravimile reageerimise tulemusena vahenes
mutatsiooni JAK2 V617F hulk (10).

Protseduuri pohimaotted

Alleelide vélistamisanallusis kasutatakse kompleksse analiilsi tarvis kahte
TagMan®-i sondi. Uks on alleeli 2 jargnevuse (nt metsiktupi alleel) tapne
vaste ning teine alleeli 1 jargnevuse (nt mutatsiooniga alleel) tdpne vaste.
Iga sond on 5'-otsas ehk reporteris (nt FAM™ vdi VIC®) fluorestsentsvarviga
margistatud ning sisaldab 3'-otsas mittefluorestsentsvarvilist kustutusvarvi.
Sondid sisaldavad ka Minor Groove Binderit (MGB™), mis vGimaldab
luhemaid sonde kasutada stabiilsemalt ja tagab seega tdpsema alleelide
valistamise.

PCR-i laiendamisfaasi kaigus I6hustab Taq DNA polumeraasi 5'—3' ekso-
nukleaasiaktiivsus tapse vaste sondi, eraldades reportervarvi kustutusvarvist
ning vabastades nii tuvastatava fluorestsentsvarvi. Mittetapse vaste sond
tOrjutakse valja, Tag-i DNA poliimeraas ei Idhusta seda ning reportervarv ei
vabane. Tekkinud fluorestsentssignaal (VIC v6i FAM) kogutakse PCR-i [6pus
(I6pp-punktis) kokku ning see viitab kohe naidises (metsikut titpi alleel,
muteerunud alleel voi mdlemad) sihtjarjestus(t)e olemasolule ilma pikkade ja
vaevandudvate PCR-i jareltoiminguteta, mis vOivad saastumise riski
suurendada. Sihtjarjestuse tegelik kvantiteet ei ole kindlaks mé&aratud.

Komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kasutab seda tehnoloogiat
illustratsioonil naidatud viisil (vt Joonis 1).
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Joonis 1. TagMan-i sondi kompleksne analtis. Komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
kasutab seda tehnoloogiat alleelide vélistamiseks.
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Kaasasolevad materjalid

Komplekti sisu

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (10) (24)
(komplekt ipsogen JAK2
MutaScreen Kit)

Katalooginr 673022 673023
Reaktsioonide arv 24 10
V617I_:_ Positive Control PC-VF 30 ul 30l
(positiivne kontroll)*

V617F Negative Control' NC-VF 30 ul 30 ul

(negatiivne kontroll)
Cut-Off Sample (proovi piirvaartus) COS-VF 30 ul 30 ul

Primers and probes mix JAK2

V617F* (praimerite ja sondide segu) PPM-VF 10x v 145l

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook
(komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 1 1
kasutusjuhend (inglise keeles))

* Positiivne kontroll: 100% V617F DNA.
T Negatiivne kontroll: 100% metsikut ttitipi DNA; 0% V617F.

¥ JAK2 geeni kindlate araspidiste ja paripidiste praimerite segu, kindel V617F FAM-sond
ja metsikut ttupi VIC-sond.

Markus. Tsentrifuugige katsuteid drnalt enne kasutamist.

Markus. Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit abil tundmatute naidiste
analtusimiseks on vaja genoomne DNA ekstraheerida. DNA ekstraheeri-
miseks vajalikud reaktiivid (nt QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit,
kategoorianr 51304) ei ole komplektis kaasas ja need tuleb valideerida
koos komplektiga.
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Vajalikud materjalid, mida kaasas pole

Kemikaalidega tootamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasu-
tatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge toote tarnija
pakutava vastava ohutuskaardiga (SDS).

Reaktiivid
B Nukleaasivaba PCR Grade Water

B Nukleaasivaba 1x TE puhver, pH 8,0 (nt Thermo Fisher Scientific Inc.,
kategoorianr 12090015)

B Puhver ja Tag-i DNA polimeraas: valideeritud reaktiivid on TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific
Inc., kategoorianr 4304437) ja LightCycler TagMan Master (Master Mix
PCR 5x) (Roche, kategoorianr 04535286001)

M 0,8-1% agaroosgeeli reaktiivid 0,5x TBE elektroforeespuhvris

Materjalid

B Nukleaasivabad aerosoolikindlad steriilsed PCR-pipetiotsikud ja
hidrofoobsed filtrid

M 0,5 mlvdi 0,2 ml RNaasi- ja DNaasivabad PCR-katsutid
W Jaa

Seadmed

B PCR-ijaoks loodud pipetid* (1-10 pl; 20100 pl; 200—1000 pl)

B Lauatsentrifuug* koos rootoriga 0,2 ml / 0,5 ml reaktsioonikatsutite jaoks
(vajalik kiirus 10 000 p/min)

B DNA koguse maaramiseks spektrofotomeeter

B Reaalajas PCR-seade*: Rotor-Gene Q 5plex HRM v8i muu Rotor-Gene'i
seade; LightCycler 2.0 vdi 480; Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS v6i ABI PRISM 7900HT SDS
ja seotud spetsiifiline materjal

B Pulsivalja geeli elektroforeesi varustus*

*Veenduge, et seadmed on kontrollitud ja vastavalt tootja soovitustele kalibreeritud.
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Hoiatused ja ettevaatusabindud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas

Kemikaalidega to6tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, thekordselt
kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge vastava
ohutuskaardiga (SDS). Need on saadaval mugavas ja kompaktses PDF-
vormingus veebiaadressil www.qiagen.com/safety. Seal saate vaadata koiki
QIAGEN-i komplekti ja selle osade ohutuskaarte ning need valja printida.

Havitage proovivotu- ja analliisijaatmed vastavalt kohalikele ohutusnduetele.

Uldised ettevaatusabindud

gPCR-testide jaoks on vaja héaid laboritingimusi, sealhulgas tuleb hooldada
molekulaarbioloogias kasutatavat varustust, mis vastab kehtivatele
eeskirjadele ja asjakohastele standarditele.

Komplekt on ette n&htud kasutamiseks in vitro diagnostikas. Selle komplektiga
kaasas olevad reaktiivid ja juhendid on optimaalseks kasutuseks valideeritud.
Reaktiivide edasise lahjendamise vdi inkubeerimisaegade ja temperatuuride
muutmise tagajarjel voivad admed olla vigased voi neis vdib esineda lahkne-
vusi. PPM-VF reaktiiv voib paikesevalguse kdes muutuda. Koik reaktiivid on
loodud spetsiaalselt selle testiga kasutamiseks. Testi optimaalseks
toimimiseks ei tohiks midagi asendada.

Olge eriti ettevaatlik, et valtida jargmist:
B DNaasi saastumist, mis v0ib pdhjustada DNA-malli lagunemist;

B DNA vbi PCR-i Ulekande saastumist, mis p&hjustab vaarpositiivse
signaali.

Ulaltoodu valtimiseks soovitame jargmist.

B Kasutage nukleaasivabu laboritarvikuid (nt pipette, pipetiotsikuid,
reaktsiooniviaale) ning kandke analiilsi tegemise ajal kindaid.

B Kasutage uusi aerosoolikindlaid pipetiotsikuid iga pipeteerimistoimingu
jaoks, et valtida proovide ja reaktiivide ristsaastumist.

B Valmistage vastavate vahendite (pipettide, otsade jms) abil ette eel-PCR-
pdhisegu selleks ette nahtud alas, kus pole DNA maatrikseid (DNA,
plasmiid). Lisage mall eraldi tsooni (eelistatavalt eraldi ruumi) spetsiaalse
vahendi (pipett, ots vms) abil.
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Reaktiivide hoiustamine ja tarnimine

Komplektid tarnitakse kuivjadsse pakituna ja need tuleb kattesaamisel

sdilitada —30 °C kuni =15 °C juures.

B Kaitske praimereid ja sondide segusid (PPM-VF katsuti) valgusega
kokkupuute eest.

B Enne avamist segage ja tsentrifuugige katsuteid &rnalt.

M Hoidke komplekti kdiki osi algpakendites.

Need sailitustingimused kehtivad nii avatud kui ka avamata osadele. Siltidel
margitutest erinevatel tingimustel sailitatud komponendid ei pruugi digesti
téotada ja voivad mdjutada analliisitulemusi.

Iga reaktiivi kdlblikkusaeg on margitud vastava komponendi sildil. Oigete
sailitustingimuste juures on toode tookorras kuni sildile kantud kdlblikkusaja
1Bpuni.

Pole thtki marki, mis viitaks toote ebastabiilsusele. Kill aga tuleks positiivseid
ja negatiivseid kontrolle teha koos tundmatute proovidega.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protseduur

Proovi DNA ettevalmistamine

Genoomne DNA tuleb votta kas taisverest, puhastatud perifeerse vere
[umfotstdtidest, mitmetuumsetest rakkudest vOi grantlotsuitidest.
Tulemuste vordlemiseks soovitame kasutada sama rakufraktsiooni ja DNA
ekstraheerimismeetodit. DNA ekstraheerimine tuleks teostada mis tahes tava-
vOi kommertsmeetodi alusel.

DNA hulga maaramiseks moddetakse optiline siigavus 260 nm juures.
DNA kvaliteedi kindlaks tegemiseks kasutatakse spektromeetrit voi
geelelektroforeesi.

Azeo/A2g0 maar peaks olema 1,7-1,9. Vaiksem vahemik viitab tavaliselt proteiini
vOi orgaaniliste kemikaalide saastele. Elektroforeesanallils, kus kasutatakse
0,8-1% agaroosgeeli, peab vbimaldama eraldatud DNA visualiseerimist 20 kb
eraldi ribana. Kerge laialivalgumine on lubatud.

Tulemuseks saadud DNA lahjendatakse 5 ng/ul tasemele TE puhvris. gPCR-
reaktsioon optimeeritakse 25 ng puhastatud genoomse DNA jaoks.

Nukleiinhapete sailitamine

Lihiajaliseks (kuni 24 tunniseks) sailitamiseks soovitame puhastatud
nukleiinhappeid talletada temperatuuril 2—8 °C. Pikaajaliseks (lle
24 tunniseks) sdailitamiseks on soovitatav sailitamistemperatuur —20 °C.

Protokoll: gPCR koos 72 katsutiga rootoriga seadmetel
Rotor Gene Q

Selle seadme kasutamisel soovitame kodiki modtmisi teha kaks korda
(vt tabel 2).

Tabel 2. 72 katsutiga rootoriga seadmete Rotor Gene Q MDx 5plex HRM
vOi Rotor Gene Q 5plex HRM reaktsioonide arv

Proovid Reaktsioonid
JAK2 V617F praimerite ja sondide segu (PPM-VF) (56 reaktsiooni)
24 DNA proovi 24 x 2 reaktsiooni

3 x 2 reaktsiooni (PC-VF, NC-VF ja

3 D el COS-VF, igaliht testiti kaks korda)

Veekontroll 2 reaktsiooni

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Proovi té6tlemine 72 katsutiga rootoriga seadmetel Rotor Gene Q

s2 §2 S3 S3 5S4 54 S5

Joonis 2. Soovitatav rootori seadistus komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
testimiseks. PC-VF: positiivne kontroll; NC-VF: negatiivne kontroll; COS-VF: proovi
piirvaartus; S: DNA proov; H2O: veekontroll.

Markus. Asetage testitav proov alati rootori asukohta 1. Vastasel juhul ei
teosta seade kalibreerimist ning saadakse valed fluorestsentsandmed.

Taitke kdik muud asukohad tiihjade katsutitega.

gPCR 72 katsutiga rootoriga seadmetel Rotor Gene Q
Markus. Tehke koiki toiminguid jaa abil.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.
Komponendid tuleb stigavkilmikust valja votta umbes 10 min enne
protseduuri algust.

2. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige drnalt kdiki katsuteid
(umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti péhjas olev
vedelik).
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3. Valmistage toddeldavate proovide arvu pdhjal jargnev gPCR-segu.
Kdik kontsentratsioonid on ette nahtud reaktsiooni I6ppkoguse jaoks.

Tabel 3 kirjeldab Uhe reaktiivi segu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,
mis on arvutatud reaktiivi 25 pl suuruse I6ppkoguse saavutamiseks.
Vastavalt reaktiivide arvule saab sama praimeri ja sondi seguga
valmistada eelsegu. Komplekt sisaldab ka lisakoguseid, mida saab
kasutada pipeteerimistorke korral.

Rotor-Gene'i seadmete puhul saab komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen
Kit abil analtitisida Uhe eksperimendi kaigus 24 proovi kahes eksemplaris
(joonis 2), kahe eksperimendi kaigus 20 proovi kahes eksemplaris vOi
kolme eksperimendi kdigus 15 proovi kahes eksemplaris.

Tabel 3. gPCR-segu ettevalmistamine

Reaktsioonide arv (ul) Loppkontsen-

Komponent 1 56+1*  28+1"  18+1F tratsioon
TagMan
Universal
PCR.-i 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
pdhisegu, 2x
Praimerite
ja sondide 2,5 1425 72,5 47,5 1x
segu, 10x
Nukleaasi-
vaba PCR 5 285 145 95 —
Grade Water
Proov L L L
(lisatakse 5 igauks igauks igatks 3

e 5 5 5
5. toimingus)
LAppkogus o5 igallks  igatks igauks 3

25 25 25

* 24 proovi; 1 eksperiment/komplekt.
" 10 proovi; 2 eksperimenti/komplekt.
" 5 proovi; 3 eksperimenti/komplekt.

4. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige qPCR-segu ettevaatli-
kult (umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pdhjas olev
vedelik).

5. Jagage igasse katsutisse 20 pl gPCR-eelsegu.
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6. Lisage vastavasse katsutisse 5 pl proovi DNA materjali voi kontrolli
(kokku 25 pl).

7. Segage ettevaatlikult Gles-alla pipeteerides.

8. Sulgege PCR-katsutid. Asetage katsutid vastavalt tootja soovitustele
72 katsutiga rootorisse. Taitke kdik muud asukohad tiihjade
katsutitega.

9. Veenduge, et lukustusréngas (Rotor-Gene'i seadme tarvik) asub
rootori peal, et valtida katsutite avanemist t60 ajal. Asetage rootor
vastavalt tootja soovitustele Rotor-Gene Q seadmesse.

10. JAK2 DNA tuvastamiseks looge jargmiste juhiste abil
temperatuuriprofiil.

Uldiste analtitisiparameetrite seadmine Joonis 3ja4
DNA amplifikatsioon Joonis 5
Fluorestsentskanali tundlikkuse Joonis 6

kohandamine

Lisateavet Rotor-Gene'i seadmete programmeerimise kohta leiate seadme
kasutusjuhendist. Illustratsioonides on tarkvara satted paksu musta
raamiga esile toodud. lllustratsioonid on Rotor-Gene Q seadmetega
kaasas.

11. Kaivitage Rotor-Gene'i tarkvara. Klopsake dialoogiboksis New Run
(Uus tooseeria) nuppu New (Uus).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Quick Start  Advanced

¥ Show This Screen When Software Opens

Joonis 3. Dialoogiboks New Run (Uus tb0seeria).

12. Seadke viisardis New Run Wizard (Uue todseeria viisard) koguseks

25 ul ja kldpsake nuppu Next (Edasi).

4 Imports the cycling
- Perform Last Run and acquisition and
10 sample definitions
*S Empty Run from the last run open
in the software,
L1 ]
'S Three Step with Melt
'!I
S Two Step
7.{ -—J HRM™
—L J Other Runs
Instrument Maintenance
ﬁ'rj Open A Template In Another Folder...
TN
()
T — 1
ancel |
Help |

Mew Run Wizard

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

Notes :

Programme PCR allelic discrimination

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itern for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizard | << Back ' Next >> ||

Joonis 4. Uldiste analiiisiparameetrite seadmine.
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13. Kldpsake dialoogiboksis New Run Wizard (Uue to0seeria viisard)
nuppu Edit Profile (Redigeeri profiili) ning programmeerige
temperatuuriprofiil tabelis 4 jajoonisel 5 kirjeldatud juhiste jargi.
Lisage kindlasti iga tsukli kanalitele Green (FAM) (Roheline (FAM)) ja
Yellow (VIC) (Kollane (VIC)) viimane mdodtmine temperatuuril 60 °C.

Tabel 4. Temperatuuriprofiil

Hold Temperatuur: 50 kraadi

(Hoidmine) Aeg: 2 min

Hold 2 Temperatuur: 95 kraadi

(2. hoidmine) Aeg: 10 min

Cycling 50 korda

(Tstkkel) 92 kraadi 15 s
60 kraadi 1 min; tks
FAM-fluorestsentsi mdotmine kanalis Cycling A
Green (Tsukkel A Roheline)
VIC fluorestsentsi mé6tmine kanalis Cycling A
Yellow (Tsukkel A Kollane)

& EditProfite =]
S ot e

Click on & cycle below to modfy it Naio | s
Hold Insert after... Crimson [Green
Orange M| veton
] It before, e 5
<
Remave
: ! This ccle repesfll 50 | lineis)}
To acauire from & channel, select it from the Est in the leit and click >. To stop acquiting from &
Click on one of the S18RE BEOW 18 modiy it of press + of - to add and remove steps for this cycle e i el e R | i R
Tirmed Step | | J 33|
60 deg. ol
| Dye Chart >> [ Ok [ Dontdcauie Help
—

rm | EB0nm | Cp5, Quasar 6701, Alexa Fluor 6331
m | 710hp Quasar705 |, Alexa Fluor 680

Channel| Source | Detector| Dyes
60 deg. for 60 sec: i m I 85 r a
Yellow  [530rm | 555nm  [JOE-, WIC, HEX, TET-, CAL Fluoi Gold 540, ' akima elow
I rm | E10nm RO, CAL Fluoe Red 6104, Cy3 59, Texas Red ™, Alexa Fluor 588
Crimson

) \

Joonis 5. DNA amplifikatsioon.

14. Fluorestsentskanalite tuvastamisvahemik tuleb maarata vastavalt
PCR-katsutite fluorestsentsi intensiivsustele. Dialoogiboksi Auto-
Gain Optimisation Setup (Automaatse kogumise optimeerimise
seadistamine) avamiseks kldpsake dialoogiboksis New Run Wizard
(Uue too6seeria viisard) olevat nuppu Gain Optimisation (Optimeeri
kogumist). KIdpsake nuppu Optimise Acquiring (Optimeeri
hankimist) (joonis 6) ja seejarel iga kanali (Green ja Yellow (Roheline
ja Kollane), joonis 6) dialoogiboksides Auto-Gain Optimisation
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Channel Settings (Automaatse kogumise optimeerimiskanali sétted)

olevat nuppu OK. Veenduge,

et iga kanali (joonis 6) ruut Perform

Optimisation Before 1st Acquisition (Optimeeri enne esimest

hankimist) oleks margitud.

Auto-Gain Optimisation Setup

&

x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings

r Optimisation

\\9

chemistry pou are performing.

Set temperature to |60 Hdegrees

wkE

Optirnize Al Optimize Acquining

v Perform O ptimization Before 1:t Acquisition
Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Aun

Auto-Gain Optirnization will read the fuoresence on the inserted sample at
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluarescence you are looking for depends on the

Channel Settings :
Channel: Green

Tube Position : |1 :IJ
Taiget Sample Range : |E jJFIuplu 10 iIJFl'

Arreptable Gain R ange: |-TU j o |10 j

|

Cancel | Help ‘

r~ Channel Settings :

| =1 Add... |

[ Auto-Gain Optimisation Channel Settings

- Channel Settings :

T
=

Target Sample Range |5 j Flupta |10 j Fl

Acceptable Gan Range: |10 ‘wf to |10 =

Channel : Yellow Tube Posibion

Mame | Tube Position | Min Reading | M ax Reading | Min Gain | Max Gain Edit
Green 1 5FI 10FI 10 10 A
Yelow 1 51 10F1 10 10 B |
Remowve &)l |
4 |
Start Manual Cloze Help I

Cancel I Help

2220

Joonis 6. Fluorestsentskanali tundlikkuse kohandamine.

15. Kanali kalibreerimisega maaratud vaartused salvestatakse
automaatselt ning kuvatakse programmeerimistoimingu viimases
menutaknas. KlIopsake programmi kadivitamiseks nuppu Start Run

(Kaivita tooseeria).

16. Lisage Rotor-Gene'i tarkvarasse rootori seadistus (joonis 7).

18

L Dbt Sl FIES] _]LJ" a
Fil it Format  Security
I Rotar Style ]
Settings :
Given Conc. Format |123455,?891 23467 j Lnit : |CoDieereactioj tore Options
Samples :
| INMEEIERE
C |ID |Mame | Tvpe | Groups | Given Canc. -
1 PC Positive Control
- 2/ PC Positive Control
| EIGE:] MTC
4 Mone
] 5 HC Megative Control
] 6 MC Megative Contral
| IEED] MNTC
a8 Mone
- 9/ RS Uriknown
I '0rRs Urknown
11 Mone
12 Mone
1351 Uriknown
1451 Uriknown
15 52 Uriknown
16 52 Unknown
B 1753 Unknown
I 1853 Unknown
I 1954 Unknown
20 54 Uriknowen =
4 »
Fage :
Marne : [JAK2 Ipsogen Mew I Synchronize pages
Urido | Ok | Cancel | Help |

Joonis 7. Rotor-Genei'i seadistus:

Edit Samples (Proovide redigeerimine).
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Rotor-Gene Q 5plex HRM seadme seadistuse |6pp-punkti analtusi-
protseduur

17. Klopsake parast PCR-programmi I6ppu todriistaribal kdsku Analysis
(Analuls) (joonis 8).

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

File Analysis Gain  Wiew Window Help

/7~ -\
| > 13 i = -
£ H ) View ‘15:‘; rg & L L5 =) % -
Open Save | Help Settings Profile  Temp. is] Reports Arr.
JChanneIs o Cycling &.Green . Cycling AYellow . Cyeling B.Green . Cycling B.Yellow |

Joonis 8. Analtius.

18. Topeltkldpsake dialoogiboksis Analysis (Anallits) (joonis 9) valikut
Cycling A Green (Tsukkel A Roheline) ja seejarel nuppu OK. Korrake
toimingut valiku Cycling A Yellow (Tsukkel A Kollane) puhul.

Analysis %

25td Curves (Rel) | Other... |
! | Met |

1—- Cyeling & Gr
weling 4. eflow

At Least Two Standards Required

"3 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. ..

[~ Don't show this message in future.

Show | Hide |

[~ Auto-shrink window

Joonis 9. Kogus: Cycling A Green (Tsukkel A Roheline).

19. Kuvatakse uus aken (joonis 10). KlIopsake mdlemal paneelil nuppu
Slope Correct (Kdvera parandamine) (vt joonis 10).

» wor Seve v Settrgs Progress Proble  Te whis Aradeis Reports Arvarnge
fl o il & Crmen, o vadims
r i
Quantitation Anatysis - Cycling A Tellow (msppd 2) JEE =
= ? i srora e | (3] Cutter Romoval ., Save Dot - B I -I;‘.—nﬂ 2] outer Rmoval. .. | Save Dofauks - | I
2 ! — |3 ' / 7
- - /
£ . 3 " 10
_____ _— o n
P " o ’ g
Ayt S e it - - LS - Bt - - - 15
L | o coge] 3 P
o

CT Caloubation

Lo Dats

Joonis 10. Séte Slope Correct (Kdvera parandamine).
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20. Andmete eksportimiseks saate need salvestada Excel®-i andmele-
hena. Klopsake nuppu OK, lisage ekspordifaili nimi ning salvestage
tekstifail (*.txt).

21. Avage tekstifail Excelis ja valige veerg A. Kldpsake kédsku Data
(Andmed), seejarel Convert (Teisenda) ning siis valige Next (Edasi).
Valige Comma (Koma) ja klopsake kdsku End (L6pp). Tulemused
kuvatakse joonisel 11 naidatud viisil.

a 0 [ [ 3 v [a[nii[ak[L]n[n[o[p aln]s] v[u] v[w ] v] 2]aasiacaniaLlAriac AH AlAJaKAUAM AN AG AP AG AR AS AT|AUAVAW AK AV az Ba
1 | Excel Raw Data Export
z | Copyright s QIAGEN Company. All rights reserved
3 |File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)rex
4 |Date  W26d2010
5 |Time  WHs##n
.
7 | Channel Cycling A.Green
+ [ID MSPPO1 1 2 3 A5 B T B O R T BN E R R R RN R R R R R R RN R RN R R 4 50
- 1 pC | 567432 581979 586158 591928 6 6 6 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 77 7 7 8 MM KM E N E N ENEENEENENNENN B34 638G
" 2 pC 583912 59781 597858 602344 € € 66 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 67 777 77 6 M N E W E N A EEE N E BB EEHEENENE G475 E50BH
" 3 nC 6.74617 579667 586391 581854 6 6 6 6 6 6 6 6 66 6 666 666667777777 77888888899999##H# 99923 10035624
[ 4 nC 610742 6AOR7| 641794 64871 6 7 7/7/7 77 7.7 7/2/7 7 7 777 777,782 8688839 9% # &R NNMNNINNSSENS® 12478 12607975
-c " 5 15 6.M824 624633 626727 63006 6 6 66 66 ~ - - - - B TE B BB 99 I RN RN RN WEET2 1444076
q) n 6§ 18 5889 693827 59459 538132 6 6 6/6 6 17/78889939# # 8NNNENESENRSE 120318 13302488
" 7 h20 60612 613835 613298 616018 6 6 66 6 T7772777 7777277777777 74032 74200264
. 8  hao 5.77198 58514 5.90855 590233 6 6 £ & & N2 T 272772727 7/77 77 7164 72198062
o s 0 576232 584288 589174 530M3 6 6 6 6 6 777888883999 99## 888N H 10405 10603087
#* 0 a 5.61827 591948 592752 592732 6 6 6 6 6 7777788886899 998%%8# 102008 10425509
-c " n 05 579913 682663 585641 534136 6 6 6/ 6 6 7778888899999 ##8&HH 10593 0749218
C 20 2 0§ 613069 616939 616846 620621 6 6 € & & 7777828889 998%NKNNENHE 126769 12872075
£il
© 2 | Channel Cyding A.vellow |
|0 MSPPO1 1 2 3 4667898\ JU# ® & 8 8 B B 8 W E B BB RE RN 49 50
D,D 7] 1 pC | 459685 462247 46813 463715555 5 6 \ /1 6/666666777777777786886 793092 5082005
— 25 2 pC | 486383 472438 471819 474741 5 5 555 5 /3 5/6/6/ 866 66777777788 888 80614 82352941
z. 3 nC | 453005 467231 464528 472071 5 5555 5 TH R BB W OB W BB R R B R R R R R 42005 42626580
< n 4 nC 5027395 605531 522326 522507 6 5565 5 PR BB R R BB R R BN R RN R 521528 53465324
2 5 1S 502092 501981 504675 512164 5 5 5 6 5 5 PR R H OB E BB E R B R EER R 75771 47708823
) 6 15 471329 471646 476223 4772 5556565 5 TH B E BB R R R R R R R R R R R 42067 42207559
» 7 h20 | 487286 493455 492543 500872 5 5 6 5 5 5 5 5 5 5 5 55 555 65 5 55 6 66666 6666 666666666666 EE 6M52 60208579
»n 8 hao 456801 458861 4.6996 4.72888 6 5 5/5 55 5 5 6 55555 5 5 55555 55 5 5655 55 6 66 6566666666 6 5694573 58762493
n 3 0 462568 460861 471013 466348 5 555 5555555555505 5666667518886 E N ERHEEEHEEEENH 443836 4587TTTTS
» ] 4.7134| 487286 482816 480M7 5 555556555 565 56556556565666 434785 44.035357
2 n_ 0§ 46917 472921 471081 472122 55556555565655655665667 PCR (X d 50 42478 42437756
» © 0§ 48515 50297 504229 50483 5 5 655565665656 665566666666 47.084982
: Umardus
)
q) w U MSPPUL 1 4 3 T06 (HIRNBRARERAEBBRR BN R B R RN AR BB B NN
» 1 pC 624E-03 SOTED3 489E03 47ZE03 # & # # # % & % 8 # 8 B 4 # # H # R # 400000 1111111111011 111111
E - 2 pC 65E-03 286E-03 JME-03 JJ4E03 H M H W H N B R W H N B N R0 R B R B HHO000000 11111100
a 3 nC 41E03 220603 205E-03 1S8E-03 # # % # # 8 B & § # 8 8 B B H 8 8 W 0 R BB B W H B ERAEHEENO0O0REN000000D
< 4 nC T T nHn0n 100000000
_D o LI P H H H D) 100000000
s 1S rOOVI n“.” #4nER FAM_ 100000000
C “ 7 h20 RN Veer BRI
© . 8 h20 T — o0 RN
a 3 0 BASE03 57IE03 4SSE03 422E03 4 B M M R N B W W H B B R A E R EEHARENOHORNARNENOORONNODDOD0D
- 10 0 379E03 324E-03 270E-03 296E-DT B B W B H B B B B H W B B BB BB H OB B BB HEEEENEEEEHNEREND00000
-c - M 05  415E03 J4TED3 280E03 21E03 # & # W # W & B R B BB H KO KR A A EENRRNENAENENRO0000000000
S 50 12 05 642E03 516E-0Z JS9E-03 262E03 M B M M H M B B N 4 W B N R R B R HHE N EREEHEENNERONENO000000000
5
) s
o —_ s D MSPPO1 1 2 3 456 78 3BT EHE N BN R B RN R RN R RN E RN R R R RN
-c 54 1 pC 370E-03 J09E-03 243E03 ISTE-O3 M B B W H W B B B A B B H B E B E BB EERAEEEO0OHEREREEEENEO0000
o 5 2 pC 41904 TBED4 11E-03 ISIEDZ B B B B B B B B B H B B B B H B E W R BB S HE RSN A EEEEEERSEN000000
s 3 nC 220E-03 244E-03 Z2B9E-03 29E03 M B M B H O B B A B N RN N R BERBBO0000001TT T
(qo] 5 4 nC | 264E-03 3.09E-03 354E-03 JSE03 W B B M K B B H W H W R W (I I T I
s 5 (S 597E03 528E03 460E03 JS2E0 M M M B A M B 4 W H B RN 11111111
-O 5 6 1S G70E-03 57E-03 467E-03 J95E0I N B M M A B B H W H W RN VIC—Veerg 11111110
“ 7 h20 | 733E-04 10ZE-03 130E-03 15SE-03 W 6 M B B B B E W H B BB BA BB
[ “ € h20  227E04 BSE04 1ME-D 160E0I # B # B # B B H B E B E R B W R R RN RE N R R R E NN EE R R R R A RN
) EI] LI7E-02) LOIE-02 BATE-D3 GBOE-03 # # # # # % % # 8 # # & & @ # # # # # # % 000000 1 1 101101001 111111
© H M 0 576E03 4SIE-03 406E-03 322603 W B M H # M B B W H W E N H R B EEREN000000 11T
L . M 05  SI6E-03 459E-03 402E-03 3ASE-03 M B B W H W B B R B B B H R ERERBE000001 1111111110
w “ 12 05  5I9E-03 4B0E-03 442E-03 404E-D3 B B W B B B B B B H B K B B H B B W H B0 %S 00000011111 1111111111 080887
“

Joonis 11. Tulemuste naidis kuvatakse Exceli failis.

Markus. Fail sisaldab nii algandmeid kui ka standarditud andmeid. Arvestada
tuleb ainult standarditud andmeid.

Need andmed esitatakse tabeli jactistes kanali Cycling A Green (Tsukkel A
Roheline) kvantitatiivne analtits ja kanali Cycling A Yellow (Tsukkel A Kollane)
kvantitatiivne analtts. Tolgendamiseks mdeldud andmed on saadud PCR-
tsuklist 50 (paremal toodud ringides).
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Protokoll: gPCR seadmetel Applied Biosystems ja

ABI PRISM

96 auguga plaadi gPCR-seadme kasutamisel soovitame kdiki mdotmisi teha

kaks korda (vt tabel 5).

Tabel 5. Seadmete Applied Biosystems 7300 ja 7500, ABI PRISM 7000,

ABI PRISM 7700 voi ABI PRISM 7900HT reaktsioonide arv

Proovid

Reaktsioonid

JAK2 V617F praimerite ja sondide segu (PPM-VF)
(56 reaktsiooni)

24 DNA proovi 24 x 2 reaktsiooni
3 x 2 reaktsiooni (PC-VF, NC-VF
3 DNA kontrolli ja COS-VF, igalnt testiti kaks
korda)
Veekontroll 2 reaktsiooni

Seadmete Applied Biosystems 7300 ja 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 voi ABI PRISM 7900HT proovi téotlemine

-

[IIoITImI@I“IwI>J

\

mobononononn)

P%&Wd%%ﬂ%@@’
900000009
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Joonis 12. Soovitatav plaadi seadistus komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen Kit

testimiseks. PC: positiivne kontroll; NC: negatiivne kontroll; COS: proovi piirvaartus;
S: DNA proov; HO: veekontroll.
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gPCR seadmetel Applied Biosystems 7300 ja 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 vdi ABI PRISM 7900HT

Markus. Tehke koiki toiminguid jaa abil.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.

Komponendid tuleb stigavkilmikust valja votta umbes 10 min enne
protseduuri algust.

2. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige ornalt kdiki katsuteid
(umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pohjas olev
vedelik).

3. Valmistage toddeldavate proovide arvu pdhjal jargnev gPCR-segu.
Kdik kontsentratsioonid on ette nahtud reaktsiooni Idppkoguse jaoks.

Tabel 6 kirjeldab Uhe reaktiivi segu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,
mis on arvutatud reaktiivi 25 pl suuruse 16ppkoguse saavutamiseks.
Vastavalt reaktiivide arvule saab sama praimeri ja sondi seguga
valmistada eelsegu. Komplekt sisaldab ka lisakoguseid, mida saab
kasutada pipeteerimistdrke korral.

Seadmete Applied Biosystems 7300 ja 7500, ABI PRISM 7000,

ABI PRISM 7700 voi ABI PRISM 7900HT puhul saab komplekti ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit abil analttsida the eksperimendi k&igus 24 proovi
kahes eksemplaris (joonis 12), kahe eksperimendi kdigus 20 proovi kahes
eksemplaris voi kolme eksperimendi kaigus 15 proovi kahes eksemplaris.
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Tabel 6. gPCR-segu ettevalmistamine

Reaktsioonide arv (ul)

LOppkontsen-

Komponent 1 56+1* 28+1" 18+1* tratsioon
TagMan
Universal
PCR.i 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
pdhisegu, 2x
Praimerite ja
sondide 2,5 142.,5 72,5 47,5 1x
segu, 10x
Nukleaasiva
ba PCR 5 285 145 95 —
Grade Water
Proov o o o
(lisatakse 5 igatks igatks igatks _

S 5 5 5
4. toimingus)
LOppkogus igalks igalks igatks

25 25 25 25 -

* 24 proovi; 1 eksperiment/komplekt.
10 proovi; 2 eksperimenti/komplekt.
¥ 5 proovi; 3 eksperimenti/komplekt.

4. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige qPCR-segu ettevaatli-
kult (umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pdhjas olev
vedelik).

5. Jagage igasse auku 20 pl gPCR-eelsegu.

6. Lisage vastavasse auku 5 pl proovi DNA materjali voi kontrolli
(kokku 25 pl).

7. Segage ettevaatlikult Gles-alla pipeteerides.

8. Sulgege plaat ja tsentrifuugige ettevaatlikult (300 x g, umbes 10 s).

9. Asetage plaat vastavalt tootja soovitustele termotsuklerisse.

10. Programmeerige termotsutkler tabelis 7 ndidatud termotsukleri
programmi abil ning kaivitage to6seeria.
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Tabel 7. Seadmete Applied Biosystems ja ABI PRISM temperatuuri-

profiil

Hoidmine Temperatuur: 50 °C
Aeg: 2 min

2. hoidmine Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 min

Tsukkel 50 korda
92°C15s
60 °C 1 min

Seadmete Applied Biosystems ja ABI PRISM lugemisjargse to6seeria
anallus

Seadmete Applied Biosystems 7300 ja 7500, ABI PRISM 7000,

ABI PRISM 7700 vdi ABI PRISM 7900HT programmeerimise uksikasjad
leiate seadme kasutusjuhendist. Parema Ulevaate saamiseks on tarkvara
satted paksu musta raamiga esile toodud.

11. Parast to0seeria Iopetamist valige Start/Program (Kaivita/Programm)
ja seejarel File/New (Fail/Uus).

12. Kldpsake dialoogiboksis New Document Wizard (Uue dokumendi
viisard) ripploendit Assay (Analtts) ning valige Allelic Discrimination
(Alleelide eristamine) (joonis 13).
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13. Aktsepteerige valjade Container (Pakend) ja Template (Mall) vaike-
satted [96-Well Clear (96 augu tihjendamine) ja Blank Document
(Tuhi dokument), joonis 13]. Tippige valjale Plate Name (Plaadi nimi)
vaartus AD Post-read (joonis 13) ning seejarel kldpsake nuppu Next >
(Edasi >), et avada dialoogiboks Select Markers (Markerite valimine).

Hew Document Wizard EI
Define Document
Select the aszay, container, and template for the document, and enter the operatorn name and
comments,
1 Azzay M| Allelic Discrimination -
Contairer : E
2 Template : |Qlank D ocument R Browwse
Fun Mods : | Standard 7500 -
Operator : [Sdministeatar
Comments :
3= "1
ans MName Bl ap Post-read | |
Firin Cance 4

Joonis 13. Uue lugemisjargse totseeria loomise eelsatted (New Document Wizard
(Uue dokumendi viisard)).

14. Kui dialoogiboksi Select Markers (Markerite valimine) paneelil
Markers in Document (Dokumendi markerid) on teie rakendusele
sobivad markerid, jatkake toiminguga 18. Kui ei, jatkake
toiminguga 15.
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15. Looge detektorid ja markerid jargmiselt. KIdpsake nuppu New
Detector (Uus detektor) (joonis 14).

Solact Markers
Select the markers vou will be uging in the documant
Firued - J - I Passive Aslererce; | RO "'|
Markar Hame | Detecton 1 Maikeis inDocument |
Add>> |
Hemove ]
< >
1 MNew Detactor Il MNewe M arloar ]
< Back | Maxt » | Firish | Cancel I

Joonis 14. Paneel Markers in Document (Dokumendi markerid) ei sisalda teie
rakendusele sobivat markerit.

16. Tippige dialoogiboksi New Detector (Uus detektor) valjale Name
(Nimi) vaartus Allele A (joonis 15). Jatke valja Reporter Dye
(Reportervarv) vaartuseks FAM. Kl6psake nuppu Color (Varv), valige
varv ja seejarel klopsake nuppu OK (joonis 15). Kldpsake nuppu
Create Another (Loo uus) (joonis 15).

-

HMew Detector E
M arne: nf-\lhlﬁ' A I
D escriplion: I
2 FReporter Diype: nFﬁM LI
Buesncher Dive: I[nonc] EI

4 I Create Amthh [ (] % I Cance|

Joonis 15. Detektorite loomine.

17. Tippige jargmise dialoogiboksi New Detector (Uus detektor) valjale
Name (Nimi) vaartus Allele B. Valige valja Reporter Dye (Reportervarv)
vaartuseks VIC. Klépsake nuppu Color (Varv), valige varv ja seejarel
kldpsake nuppu OK.
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18. Kl6psake dialoogiboksis Select Markers (Markerite valimine) nuppu
New Marker (Uus marker) (vt joonis 14).

19. Tippige dialoogiboksi New Marker (Uus marker) valjale New Marker
Name (Uue markeri nimi) vaartus JAK2 (joonis 16). Valige 16. ja 17.
toimingus loodud (vOi juba maaratud) detektorid Allele A ja Allele B
ning kldpsake nuppu OK (joonis 16).

Hewvs Marker ]'57
Mew Marker Mamer.‘l JAKZ |—. 1
Calact o debactors for ez marker
L e D=t chaer s e Reporter | Oue ncher
= Allele B “AIC [rone
2 [+ Aullele L F A o
3 I 0K I Cance|

Joonis 16. Markerite loomine.

20. Valige dialoogiboksis Select Markers (Markerite valimine) eelnevalt
loodud vaartus JAK2 vdi sobiv eelmaaratud marker ning kldpsake
nuppu Add >> (Lisa >>) (joonis 17).

Markus. Markeri eemaldamiseks valige see ja klopsake kdasku Remove

(Eemalda).

Hews Document Wizard

Select Markers
Select the makoers pou will be using in the document
Faald | AI - | Parirve Feterence h
Marker Mame Detector 1 | Detector 2 I Markers in Document |
1 —l JAK2 Absle B Allele A
[T 2
Aemove
Mew Datecton New Marker
< Back I Hest » I Finizh Cancd 3

Joonis 17. Markerite valimine.
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21. Kldpsake nuppu Next > (Edasi >).

22. Proove sisaldavate aukude jaoks markeri valimiseks kldpsake ja
lohistage seda dialoogiboksis Setup Sample Plate (Prooviplaadi
seadistamine). Kldpsake nuppu Finish (Valmis).

23. Valige vahekaart Instrument (Seade) ning maarake proovi koguseks
25 pl.

24. Valige File/Save (Fail/Salvesta) ning seejarel klépsake kasku Save
(Salvesta), et séilitada plaadi loomisel maaratud nimi.

25. Laadige reaktsiooniplaat seadmesse vastavalt tootja soovitustele.

26. Kaivitage lugemisjargne to6seeria. Kldpsake nuppu Post-Read
(Lugemisjargne).

Seade kaivitab Uhest tsuklist koosneva 60-sekundilise todseeria 60 °C
juures. Selle jooksul kogub seade igast august FAM- ja VIC-fluorestsentsi
(joonis 18).
E File Wiew Tools Instrument Aralysie  Window  Help
D H SR EEE s T
/ Setup ¥ Instrument ¥ Rasults {
—Instrument Contral — Temperatura
Estimated Time Remaining (hh:mm): Sample: Heat Sink:
EotERE Cover Block:
Disconnact Status: e Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
Slate:
Thermal Cycler Protocol
Thermal Prafile |AJ.FID Incrament | Remp Fiate
Al e Al il | AddiSien | Al i susialiun Sk e Cielele Help
Settings
Sample Valumea (L) - 5
Fun Mode |}"n. dard 7500 LJ
Diate Callection : l---r_|=i tep 1 (BOL0 @ 0:30) ;l
Joonis 18. Lugemisjargne tooseeria.
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27. Valige File/Export (Fail/Eksport) ja seejarel klopsake tulemuste
Excelisse eksportimiseks kdsku Results (Tulemused). Tulemused
kuvatakse joonisel 19 naidatud viisil.

e =
[

R R R R R R e
x

B7

Comments:
SDSv1.2

Sample Name Marker Task

sample 1
sample 1
sample 2
sample 2
sample 3
sample 3
sample wi
sample wi
(o5

H20
H20
H20

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

Unknown 247 897
Unknown 295 565
Unknown 351.338

Unknown 379.909
|Unknown 372.895
|Unknown 359.717

Unknown 343536
Unknown 277 B77
Unknown 330.943
Unknown 314623

|Unknown 269.500

Unknown 211.520

Unknown 270.623

Unknown 365.112

|Unknown 372.150

Unknown 404.145
Unknown 410977
Unknown 395.431
Unknown 415223
Unknown 366.885

VIC-proov 1

JAK2-VIC JAK2-FAM (2.184
JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.451
JAKZ-VIC JAK2-FAM | 2.595
JAKZ2-VIC JAKZ2-FAM |2.553
JAK2-VIC JAK2-FAM 2,913
JAKZ2VIC JAKZ-FAM | 2.806
JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.569
JAKZ-VIC JAKZ2-FAM 2 684
JAK2-VIC JAK2-FAM 2.623
JAK2-VIC JAK2-FAM |2.672
JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82
JAKZ-VIC JAK2-FAM [1.249
JAK2-VIC JAK2-FAM |1.346
JAKZ2-VIC JAK2-FAM |1.265
JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.214
JAKZVIC JAK2-FAM 2.419
JAKZ-VIC JAK2-FAM 2681
JAK2-VIC JAK2-FAM 0.B55
JAK2VIC JAK2-FAM |0.727
JAK2-VIC JAK2-FAM 0.606

Joonis 19. Tulemuste naidis Exceli failis.

6.221
6.805
6.2
6.01
5329
5.278
1.948
2.015
1.967
2013
1.892
6.14
5.894
6.526

203

2.295
252

1.346
1.241
1.277

FAM-proov 1

Passive Ref Allele X AIIeIkAAIIEIe ¥ Rn | Allele YW/

Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
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|Quality Value Method

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

1100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call

Manual Call |

Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
Manual Call
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Protokoll: gPCR seadmel LightCycler 480

96 auguga plaadi gPCR-seadme kasutamisel soovitame kdiki mddtmisi teha
kaks korda (vt tabel 8).

Tabel 8. Seadme LightCycler 480 reaktsioonide arv

Proovid Reaktsioonid
Koos JAK2 V617F praimerite ja sondide seguga (PPM-JAK?2)
24 DNA proovi 24 x 2 reaktsiooni
3 x 2 reaktsiooni (PC-VF, NC-VF
3 DNA kontrolli ja COS-VF, igalnt testiti kaks
korda)
Veekontroll 2 reaktsiooni

Proovi t66tlemine seadmega LightCycler 480
'

[1IQISI4I5I6I7I8I9I1OIHI12]\
Y OGN G oo
............

[IIoITImI@I“IwI>J

. vy

Joonis 20. Soovitatav plaadi seadistus komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
testimiseks. PC: positiivne kontroll; NC: negatiivne kontroll; COS: proovi piirvaartus;
S: DNA proov; H,O: veekontroll.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR seadmel LightCycler 480
Markus. Tehke kdiki toiminguid jaa abil.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.

Komponendid tuleb stigavkilmikust vélja votta umbes 10 min enne
protseduuri algust.

2. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige 6rnalt kdiki katsuteid
(umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pdhjas olev
vedelik).

3. Valmistage to6deldavate proovide arvu pdhjal jargnev gPCR-segu.
Kdik kontsentratsioonid on ette ndhtud reaktsiooni |6ppkoguse jaoks.

Tabel 9 kirjeldab the reaktiivi segu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,
mis on arvutatud reaktiivi 25 pl suuruse I6ppkoguse saavutamiseks.
Vastavalt reaktiivide arvule saab sama praimeri ja sondi seguga valmistada
eelsegu. Komplekt sisaldab ka lisakoguseid, mida saab kasutada
pipeteerimistdrke korral.

Seadmel LightCycler 480 saab komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
abil analtiisida Gihe eksperimendi kdigus 24 proovi kahes eksemplaris
(joonis 20), kahe eksperimendi kaigus 20 proovi kahes eksemplaris voi
kolme eksperimendi k&igus 15 proovi kahes eksemplaris.
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Tabel 9. gPCR-segu ettevalmistamine

Reaktsioonide arv (ul)

Loppkontsen-

Komponent 1 56+1* 28+1" 18+1* tratsioon
TagMan
Universal
PCR.-i 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
pdhisegu, 2x
Praimerite ja
sondide 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
segu, 10x
Nukleaasiva
ba PCR 5 285 145 95 —
Grade Water
Proov L L L
(lisatakse 5 igauks igauks igauks 3

- 5 5 5
6. toimingus)
LAppkogus igalks igalks igatks

25 25 25 25 -

* 24 proovi; 1 eksperiment/komplekt.
710 proovi; 2 eksperimenti/komplekt.
* 5 proovi; 3 eksperimenti/komplekt.

4. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige gPCR-segu
ettevaatlikult (umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti
pbhjas olev vedelik).

Jagage igasse auku 20 pl gPCR-eelsegu.

Lisage vastavasse auku 5 pul proovi-DNA materjali voi kontrolli
(kokku 25 pl).

7. Segage ettevaatlikult Gles-alla pipeteerides.

8. Sulgege plaat ja tsentrifuugige ettevaatlikult (300 x g, umbes 10 s).
9. Asetage plaat vastavalt tootja soovitustele termotsuklerisse.

10. Kldpsake avalehel nuppu New Experiment (Uus eksperiment).

11. LightCycler 480 | puhul jatkake toiminguga 11a. LightCycler 480 I
puhul jatkake toiminguga 11b.

Seadme LightCycler 480 programmeerimise tksikasjad leiate seadme
kasutusjuhendist. Parema Ulevaate saamiseks on tarkvara satted paksu
musta raamiga esile toodud.

o o
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1la. LightCycler 480 I: valige Multi Color Hydrolysis Probe (Véarviline
hudrolitsisond), kldpsake nuppu Customize (Kohanda) ning
veenduge, et kanalid FAM (483-533) ja Hex (533-568) (nt VIC) oleksid
valitud (joonis 21). Seadke reaktsiooni hulgaks 25 pl (joonis 21) ning
jatkake toiminguga 12.

] TRToTeS ! 2
1 Loy eame s rwen oo vun 4
Frogiams
Cycles Analysis Made
1 Zlauanciticacion -
v
@ Temperanme ;I'ilgah
Targel Q) Acquisition Made Hold (hhzmmiss) Ramp Rate (C's) | Acquisitions fper*C) | Sec Target ()| Step Size () | Step Delay {cycles)
Report wore #[00:01:00 e | <o o o 3

JoO@® >

Datection Format  Multi Calar Hydialysis Probe

Time Moder
|r;“ Dynamic ~ Manual |

Active Filter Combination [
—500)
I ] FAR 1183—533{
3 Hex (523-560
10) J
L=

lcy 5 (615-670)

b @ om0 T

w

Temvpaiatine ('Th
BRESERERAABRERSE

/ o®
oo oS L3 1] 116
Extinated T (hammoss)

Joonis 21. LightCycler 480 I: maaramisvormingu seadmine.
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11b. LightCycler 480 Il: valige Dual Color Hydrolysis Probe
(Kahevarviline hidroluusisond), klépsake nuppu Customize
(Kohanda) ning veenduge, et kanalid FAM (465-510) ja VIC / HEX /
(533-580) oleksid valitud (joonis 22). Seadke reaktsiooni mahuks
25 ul (joonis 22) ning jatkake toiminguga 12.

Databaze: My Computer {Research)

j User: System Admin
" "
| o ; 2
[ Customiza]] Blocksize [~ Platetn[ Reaction Volum 4
Test D [ [D)=7
A Progiams
Program Hame Cyeles Analysis Mode
» Progras 1 *[wone ~| %
@ @ | Detection Formats @
N Detection Format  Dual Color Hydralysis Probe / UPL Probe
Repont Time Mode |
A % Dynamic " Manual li
H Taiget (O At Step Size (0} Step Delay jcyclesh
. LES < |None I =lo = Q
o FAR (465=510) 3
@ - WIC / HEX / YellowS5S5 (533-580 ®
SN
1~ f
L1l
ol
i L @3..@
E B
2 5
40
0|
[} 4 H 5
Estmated Time [homm:ss]

T.m Ivl Enel Pragram + 10 Cycles Stait Ruin

Joonis 22. LightCycler 480 II: maaramisvormingu seadmine.
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12. Programmeerige termotsukler tabelis 10 naidatud termotsukleri
programmi abil ning kaivitage té6seeria.
Markus. Seadme plaadi seadistuse kirjeldamisel valige jaotises Step 1.

select workflow (1. toiming: t66voo valimine) vaartus Endpt Geno (L6pp.
geno.).

Tabel 10. Seadme LightCycler 480 temperatuuriprofiil

Hoidmine Temperatuur: 50 °C
Aeg: 2 min

2. hoidmine Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 min

Tsukkel 50 korda

92 °C 15 s; Uks
60 °C 1 min; Uks
3. hoidmine 60 °C 1 min; Uks

Seadme LightCycler 480 16pp-punkti analtusiprotseduur

13. Parast toO0seeria |Opetamist valige Analysis (Analuis).

14. Valige dialoogiboksis Create New Analysis (Uue analitsi loomine)
analUusitutp Endpoint Genotyping (LOpp-punkti genotlpiseerimine)
ning seejarel menuus Subset (Alamhulk) analtdsitav alamhulk
(joonis 23).

r
Create new analysis

Analysis Type -*-IEndpc\int GEnoTyp ing j

Subset #[uew subser 1 |

Program *Iprogram j
—Create New Analysis Name -ik-lind.puin: Genotyping for Hew Subsec

el N mOD 00 B0 oo

Advanced Relative Quantification | A

Bazic Relative Quantification ﬂ
Color Compensation -
1 Endpoint Genotyping
Helt Curve Genotyping D =]
Tm Calling E
| F
O
O r

I
X
<
=

]

Joonis 23. Analuusitudbi ja analtilisitava alamhulga valimine.
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15. Valige jargmises aknas fluorestsents Hex (nt VIC) alleelile Allele X
ning fluorestsents FAM alleelile Allele Y (joonis 24).

-

Create new analysis ‘

Allele X Allele Y

x ‘ 2

Joonis 24. Alleelidele Allele X ja Allele Y fluorestsentsi valimine.

16. Jargmises aknas (joonis 25) kuvatakse plaadi seadistus (1, vasakul
uleval), iga proovi fluorestsentsi tulemused (2, vasakul all) ning
alleelide eristamise hajuvusdiagramm (3, paremal; 50. PCR-tsuklis
moddetud FAM- ja VIC-fluorestsents).

||; Endpoint Flucrascance Scatter Plot
lIE 48,000
[
46.000-
[0
H 44,000
[F 42,000
[& 40,000
] 20,000
M 36,000
Endpoint Genotype results vl 34,000
(] [ ] O :Mmo
Allele X Both Alleles Allele
Il ] f _
B Unknown B Negative 2 25000 .
4
Samples Endpoint Flusrescence Re % 26,000 _ 3
l.. C.. Pos MName  523.568 483533 Call £ 24.000
v Bl A5 100% -z 10,97 46,34 § 22000
v ] As 100% -2 0,30 0,39 sm
v] B 47 100x -2 0,37 0,43 -
vl B 10 H2ZO 0,21 0,29
vl [ A1 HZO 0,23 0,32 16,000
v B i1z H20 0,20 0,26 14,000
v B BS 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B B5 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B ©B7 78% -20 26,80 47,38
v] Bl cs5 sox -20 32,03 42,50 iy
v B c6 Sox -20 33,28 44,08 5.000;
v C7 S50% -z0 33,26 44,76 4,000
v DS 31% -20 34,58 38,54 2,000
v D6 31% -20 32,55 35,77 4
V] Wt BRED =le] Rhlel il 5000 10000 15000 20000 25000 30000 3000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79
] — ‘ L[ Mewcan =l | apely

i e N i e Sl

Joonis 25. Andmete kokkuvote.

17. Andmete eksportimiseks paremkldpsake proovitulemuste malli ning
seejarel valige kdsk Export Table (Ekspordi tabel). Fail salvestatakse
tekstifaili (.txt) vormingus.
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18. Tulemuste kuvamiseks ja analtiiisimiseks avage fail Excelis.
Tulemused kuvatakse joonisel 26 naidatud viisil.

| Microsoft Excel - test
] Fichier Edition Affichage Insertion Format Outls Données Fepétre 7

D & FR2RR-C - - | E (@RI, It a7 o
AL - i Experiment; OB 08-12-16 Active filters: FAM (423-533), Hex (523-568)

A B | C [ D E F G VIC
1L |E'\Eer|ment:5§ 08-12-16 Active filters: FAM {433-533) Hax (523-568 FAM
2 |Include Color Pos Name 523-568 483-533 Call Score
3 True 10789024 AS 100%-20 10,971 45,335 0,00
4 True 10789024 A6 100%-20 0,302 0,392 0,00
5 True 10789024 AT 100%-20 0,369 0425 0,00
6 True 10789024 ALD H2O 0,207 0,290 0,00
7 Trus 10789024 All H2O 0,233 0,319 0,00
8 True 10789024 Al2 H2O 0,203 0,261 0,00
9 True 10789024 BS T5%-20 26,731 43 396 0,00
10 (True 10789024 Be 78%-20 27,125 45,262 0,00
11 True 10789024 BT 78%-20 26,803 47383 0,00
12 (True 10789024 C5 50%-20 32,035 424435 0,00
13 (True 10789024 Cé 50%-20 33,278 44 086 0,00
14 (True 10789024 C7 50%-20 33,261 44 760 0,00
15 (True 10789024 DS 31%-20 34,534 38,536 0,00
16 (True 10789024 Dé 31%-20 32,549 35,768 0,00
17 (True 10789024 D7 31%-20 33,262 37.780 0,00
1% (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 F5 5% =20 35,838 20,289 0,00
22 |True 10789024 Fé 5% -20 36,786 21487 0,00
23 (True 10789024 F7 5% -20 36,546 21,319 0,00
24 (True 107589024 &5 -20 35,082 17,354 0,00
25 (True 10789024 G6 2% -20 35,834 17,589 0,00
26 (True 10789024 &7 22%6-20 34,299 17,124 0,00
27 |True 10789024 HS ¥ -20 34 449 14,315 0,00
28 (True 10739024 HE e -20 33520 14012 0,00
29 (True 10789024 HT 026 -20 34,125 14,335 0,00
30

Joonis 26. Tulemuste naidis Exceli failis.
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Protokoll: gPCR seadmel LightCycler 2.0

Markus. Teatud tehnoloogiliste nduete tottu tuleb LightCycler 2.0 eksperi-
mentides kasutada kindlaid reaktiive. Soovitame kasutada reaktiivi LightCycler
TagMan Master. Jargige pdhisegu 5x valmistamiseks tootja juhiseid.

32 kapillaariga rootori kasutamisel soovitame kdiki mddtmisi teha kaks korda
(vt tabel 11).

Tabel 11. Seadme LightCycler 2.0 reaktsioonide arv

Proovid Reaktsioonid
JAK2 V617F praimerite ja sondide segu (PPM-VF) (32 reaktsiooni)

12 DNA proovi 12 x 2 reaktsiooni

: 3 x 2 reaktsiooni (PC-VF, NC-VF ja
& i [eemirall COS-VF, igalnt testiti kaks korda)
Veekontroll 2 reaktsiooni

Proovi t6otlemine seadmel LightCycler 2.0

Joonis 27. Soovitatav rootori seadistus komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
testimiseks. PC: positiivne kontroll; NC: negatiivhe kontroll; COS: proovi piirvaartus;
S: DNA proov; H»O: veekontroll.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR seadmel LightCycler 2.0
Markus. Tehke kdiki toiminguid jaa abil.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.

Komponendid tuleb stigavkilmikust vélja votta umbes 10 min enne
protseduuri algust.

2. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige 6rnalt kdiki katsuteid
(umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pohjas olev
vedelik).

3. Valmistage to6deldavate proovide arvu pdhjal jargnev gPCR-segu.
Kdik kontsentratsioonid on ette nahtud reaktsiooni I6ppkoguse jaoks.

Tabel 12 kirjeldab the reaktiivi segu ettevalmistamise pipeteerimisskeemi,
mis on arvutatud reaktiivi 20 pl suuruse I6ppkoguse saavutamiseks. Vasta-
valt reaktiivide arvule saab sama praimeri ja sondi seguga valmistada
eelsegu. Komplekt sisaldab ka lisakoguseid, mida saab kasutada
pipeteerimistdrke korral.

Seadme LightCycler 2.0 puhul saab kasutada Uhes eksperimendis
12 proovi kahes eksemplaris analttsimiseks komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit (joonis 27).

Tabel 12. Seadme LightCycler 2.0 jaoks gPCR-segu ettevalmistamine

Reaktsioonide arv (ul)

Loppkontsen-
Komponent 1 32+1 tratsioon
L|~gh_tCycIer TagMan-i 4 132 1x
pdhisegu, 5x
Praimerite ja sondide 5 66 1x

segu, 10x
Nukleaasivaba PCR

Grade Water 9 297 -
Proov (lisatakse o

4. toimingus) 5 igauks 5 _
Loppkogus 20 igaiiks 20 _

4. Segage vibratsioonisegistiga ja tsentrifuugige qPCR-segu ettevaatli-
kult (umbes 10 s, 10 000 p/min, et koguda kokku katsuti pdhjas olev
vedelik).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Jagage igasse kapillaari 15 pl gPCR-eelsegu.

6. Lisage vastavasse kapillaari 5 pl proovi-DNA materjali voi kontrolli
(kokku 20 pl).

7. Segage ettevaatlikult Ules-alla pipeteerides.

8. Asetage kapillaarid seadmega kaasas olevasse adapterisse ning

tsentrifuugige ettevaatlikult (700 x g, umbes 10 s).
9. Laadige proovid vastavalt tootja soovitustele termotsuklerisse.
10. Programmeerige termotstkler (joonis 28) tabelis 13 naidatud viisil.

Seadme LightCycler 2.0 programmeerimise Uksikasjad leiate seadme
kasutusjuhendist. Parema Ulevaate saamiseks on tarkvara satted paksu
musta raamiga esile toodud.

Markus. Veenduge, et valitud on kvantifitseerimine ja FAM-fluorestsentsi
uks mdéotmine ning VIC-fluorestsentsi iks mddtmine nii amplifikatsiooni/
tsukli etapis kui ka 16pphoidmisel temperatuuril 60 °C.

L e N I I LT (T P | - - <]

Vet (T ikt P el Pl Plate [T500 Sec Tagee (X1 Swp Sam () Vomp g a| P

1 asm o m
[P E—

Joonis 28. Seadme LightCycler 2.0 programmeerimiskuva.

40 Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kasutusjuhend 06/2016



Tabel 13. Seadme LightCycler 2.0 temperatuuriprofiil

Hoidmine Temperatuur: 55 °C
Aeg: 2 min
Kalle: 20
2. hoidmine Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 min
Kalle: 20
Tsukkel 50 korda
92 °C 15 s; kalle: 20
60 °C 1 min; kalle: 20
3. hoidmine 60 °C 1 min; kalle: 20

Seadme LightCycler 2.0 I6pp-punkti analtldsiprotseduur

11. Parast amplifikatsiooni todseeria |6petamist kldpsake vahekaarti
Online Data Display (Vorguandmete kuvamine) (joonis 29). Avage
akna Current Fluorescence (Praegune fluorestsents) vasakus
ulaservas olev kuvamenuu ning seejarel kirjutage valjale Acquisition
no. (Hankenr) vaartus 51.

Cosken o 1) » | irwmamart Mo LC_6912 1 LC_S9012

B e Current Flasressence

" .
17 Sangle 17 q Flesisssamas Mistary Temparatere Mistory

i

-----------

NEN ENEENINENER CEEEEE
i

—
{
syz8888d

Vo aons i U
]

* Bxssss
f

Joonis 29. Tulemused ja ajalugu vahekaardil Online Data Display (V6rguandmete
kuvamine).
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12. Paremkldpsake graafiku Current Fluorescence (Praegune
fluorestsents) lahedal ja klopsake kasku Export (Ekspordi).

13. Kldpsake dialoogiboksi Export chart (Kaardi eksportimine)
raadionuppu Excel (joonis 30). Lisage nimi dialoogiboksi valjale
Filename (Faili nimi). KI&psake nuppu - ja valige tulemusfaili
ekspordi sihtkoht. KIdpsake nuppu Export (Ekspordi).

|| Eretrogen | +10Coctes | Color Comp (0M) + | Instiument Name: LC_6312 10: LC_6912
Oriine Dala Displey | Run Notes |

Jete.

i ioix

N i o0 | ||

2 Gangia || [ens — [rinckide:

3 Empty P 0 A g Point Index

45ample [ Fomat [ PointLabels

5 Sample C Iet

65 B v Header

;(;- " HTML Table Delimiter: »

10 Sample

11 Sample

12 Sample

13 Sample P

14 Sample

15 Sample

16 Sample

17 Sample

18 Sample

195 e |
e oO—3

2 T e ,
53 5aie = 4

24 Sample T j

Joonis 30. Valige ekspordi vorming ja andmefaili sihtkoht.

14. Tulemuste kuvamiseks ja analiisimiseks avage fail Excelis. Seadme
LightCycler 2.0 tulemused kuvatakse joonisel naidatud viisil.

13 29511 13: Sample 13 (610
14 28367 14: Sample 14 (510
15 29908 15: Sample 15 (B10
16 2,8385 16: Sample 16 (510
17 30152 17: Sample 17 (510

13 83726 13: Sample 13 (560) 13]66957] 13: Sample 13 (530
14 80217 14: Sample 14 (560) 14]6,4439] 14: Sample 14 (530
15 84337 15: Sample 15 (560) 15]6,7445] 15: Sample 15 (530
16 8,1498 16: Sample 16 (560) 16]6,5568] 16: Sample 16 (530) 164 9577
17 84901 17: Sample 17 (560) 17]6,8193]17: Sample 17 (530) 17]5,1225

VIC TFAM

Joonis 31. LightCycler 2.0 tulemuste naidis Exceli failis.

13]4 9659
14147654
15)5,05823

Asukoht
[ J | K L] ™ | N 0] P | Q IRl s [T v
X Bar Text X Bar Text X Text * Bar —
129709  1: Sample 1 (B10) 1 82734  1: Sample 1 (560) 1]66361] 1: Sample 1 (530)] 1]4 9943
2 30182 2 Sample 2 (B10) 2 84428 2 Sample 2 (560) 2]6,7659) 2: Sample 2 (530) 2)5.0767
3 29496 3: Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (560) )6 5568] 3 Sample 3 (530) 3)4 9699
4 29526 4 Sample 4 (B10) 4 82887 4 Sample 4 (560) 4)66163] 4: Sample 4 (530) 4]4 9119
5 29450 5 Sample 5 (B10) & 82689 & Sample 5 (560) 5]66209) 5: Sample 5 (530) 5]4 9638
6 29969 6: Sample 6 (B10) 6 84184 B Sample 6 (560) B}6,7674] B: Sample B (530) B6]5,1209
7. 30045 7 Sample7 (B10) 7 845200 7: Sample 7 (860) 7)6,7506) 7: Sample 7 (530) 75,0507
8 32822 8 SampleB(610) B 91936 8 Sample 8 (560) B]7,3960] 8: Sample 8 (530) B8]55314
9 30274 9 Sample 9 (B10) 9 85557 9: Sample 9 (560) 9|B,843? 9: Sample 9 (530) 9)5,0343
10 28336 10: Sample 10 (B10) 10 7 9713 10: Sample 10 (560) 1006,3905)10: Sample 10 (530) 10447883
1128275 11: Sarple 11 (B10) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11]6,3874]11: Sample 11 (530) 1147669
12 28351 12: Sample 12 (B10) 12 58,0171 12: Sample 12 (560) 12]6,4118]12: Sample 12 (530) 12147944
) )
) )
) )
) )
) )
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Tulemuste tdlgendamine

Hankige jargmiste seadmete jaoks eksporditud andmete ekstraktimiseks
sobiv fail: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM vdi mdni muu Rotor-Gene'i seade,
LightCycler 2.0 vbi 480; Applied Biosystems 7300 vdi 7500 Real-Time PCR

System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS vo6i 7900HT SDS; ning kontrollige

fluorestsentsitasemeid (peavad koopiates uhtima).

Valmistage ette fluorestsentsandmete graafiline esitus (hajuvusdiagramm).
X-telg kujutab VIC-fluorestsentsi, Y-telg FAM-fluorestsentsi.

Graafilise esitamise ja kvaliteedikontrolli kriteerium
Hajuvusdiagrammi naidis on toodud joonisel 32.

0,6
O
u]
= L
S o5 P
o
A
e}
<§( 0,4 & < Proovid
w 3 B PC-VF
%]
= 037 ~ 4 NC-VF
) &
% ® COS-VF
g 02 f H>0
=
pa &
@ o1r
0,0
0,0 0.1 0,2 0,3 0,4 0,5

Rn fluorestsents VIC 560 nm

Joonis 32. Alleelide eristamiskatse hajuvusdiagramm Seadmed: Rotor-Gene Q,
Applied Biosystems, ABI PRISM ja LightCycler 480.

Proovid peaksid asuma negatiivseid kontrolle (NC) ja positiivseid
kontrolle (PC) Uhendaval kaarel.

Mis tahes kontrolli vale asend voib viidata sellele, et eskperiment oli vigane.
B Positiivsed kontrollid peaksid asuma vasakus ulaservas.
B Negatiivsed kontrollid peaksid asuma paremas allservas.
B Negatiivse kontrolli vale asend vdib viidata saastumisele.
B Proovi piirvaartus peaks ilmuma negatiivsete kontrollide kohal.
B Veekontrollid peaksid asuma vasakus Ulaservas.

B Veekontrolli vale asend (FAM-m&6tmise puhul NC-st kérgemal voi
PC-st voi VIC-ist kbrgemal) voib viidata saastumisele.
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Markus. Kontrollide asend vdib seadme LightCycler 2.0 andmete analttsi-
misel erineda (vt joonist 33). Veekontrollid peaksid siiski asuma vasakus
ulaservas.

10,0

8,0
% O®NC-VF
®PC-VF

6,0
ACOS-VF

X
.&( WT proov

Muteerunud
proov

OH,0

4,0

2,0

Rn fluorestsents FAM 530 nm
=|=

0,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
Rn fluorestsents VIC 560 nm

Joonis 33. Alleelide eristamiskatse hajuvusdiagramm. Seade: LightCycler 2.0.

Normalisseritud FAM/VIC-suhtarvu arvutamine ja
genotlupiseerimine
Arvutage iga proovi FAM/VIC-suhtarv. Arvutage positiivse kontrolli (PC), proovi

piirvaartuse (COS) ja negatiivse kontrolli (NC) FAM/VIC-suhtarv. Suhtarvud
peavad koopiates Uhtima. Arvutage koopiate keskmine suhtarv.

Normaliseeritud suhtarvu (NRatio) arvutamiseks proovi piirvaartuse (COS)
ja kdikide proovide jaoks kasutatakse jargmist vorrandit:

SU htarVProov
NSuhtarvereov =

Suhtarvnc

Markus. Testi hall tsoon (GZ) on vaartuste ala, kus eristamine ei ole piisavalt
tapne. Hallis tsoonis olev vaartus naitab, et sihtmarkerit ei saa pidada
olemasolevaks ega puuduvaks. Hall tsoon tuleb igaks eksperimendiks eraldi
arvutada.

Arvutage hall tsoon ehk ebakindel ala COS-i normaliseeritud suhtarvu péhjal
(NSuhtarvcos):

Hall tsoon [(NSuhtarvcos x 0,94); (NSuhtarvcos x 1,06)]
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Varrelge iga proovi normaliseeritud suhtarvu halli tsooni valemi NSuhtarvcos
tulemusega. Tulemuste tdlgendamist kirjeldatakse tabelis 14 ning andmete
arvutamise ja tblgendamise néaidis on toodud tabelis 15.

Tabel 14. Normaliseeritud suhtarvude abil genotlipiseerimise tulemuste
tdlgendamine

Tulemused Tolgendus
NSuhtarvereey > NSuhtarvcos x 1,06  Tuvastati mutatsioon JAK2 V617F

NSuhtarverov < NSuhtarvcos X 0,94  Mutatsiooni JAK2 V617F ei
tuvastatud

NSuhtarvereov halli tsooni valemi Tulemused ei ole Uhesed
NSuhtarvcos piires

Tabel 15. Fluorestsentsandmete arvutamise ja tdlgendamise naidis

Keskmine
Naidis  VIC FAM Suhtarv  suhtarv NSuhtarv  Tdlgendus
NC 2415 1,782 0,738 0747 L 000 Mutatsiooni
NC 246 1,861 0,757 ' ' ei tuvastatud
PC 1,241 5606 4,517 P 6 55 Tuvastati
PC 1,182 5,706 4,827 ’ ’ mutatsioon
CcCoS 1,91 1,832 0,959 -
0,958 1,282 Proovi t
COS 2,035 1,946 0,956 purvaartus
s1 2311 1,783 0,772 0745 0,067 Mutatsiooni
S1 2555 1818 0,712 ’ ’ ei tuvastatud
S2 1,097 5,745 5,237 4276 75 Tuvastati
S2 1,437 4,764 3,315 ' ' mutatsioon
S3 2,265 2,149 0,949 Tulemused
0,927 1,241 ei ole
S3 2435 2,206 0,906 ihesed
S 4 2385 2,063 0,865 Tulemused
0,904 1,210 ei ole
sS4 2322 2191 0,944 ihesed
GZ 1,205 1,359
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Torkeotsingujuhend

See torkeotsingujuhend vdib aidata tekkivaid probleeme lahendada. Lisateabe
saamiseks vaadake meie tehnilise toe veebilehel olevat korduma kippuvate
kisimuste lehte: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN-i tehnilise
toega tegelevad teadlased vastavad meeleldi selle juhendi teabe ja protokolli-
dega voi proovivotu- ja analluldsimeetoditega seotud mis tahes kisimustele
(kontaktteabe leiate teemast Kontaktteave, lk 56).

Kommentaarid ja ettepanekud

Positiivne kontroll, negatiivne signaal

a) Pipeteerimistdrge Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
seadistust.

Korrake PCR-i to0seeriat.

b) Komplekti osade vale Hoiustage komplekti ipsogen JAK2
hoiustamine MutaScreen Kit temperatuuril =30 kuni —-15 °C
ning hoidke praimerite ja sondide segu (PPM)
valguse eest kaitstuna. Vt teemat Reaktiivide
hoiustamine ja tarnimine, Ik 11.

Valtige korduvat kilmutamist ja sulatamist.
Jagage reaktiivide kogused sailitamiseks.

Negatiivsed kontrollid on positiivsed
Ristsaastumine Asendage koik kriitilised reaktiivid.

Korrake eksperimenti iga reaktiivi uue
kogusega.

Ulekanduva saaste valtimiseks kasutage
proove, komplekti osi ja materjale vastavalt
uldtunnustatud tavale.

Signaali pole (ka positiivse kontrolli puhul)

a) Pipeteerimistrge voi Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
vahele jdanud reaktiivid seadistust.

Korrake PCR-i tO0seeriat.
b) Proovimaterjali inhibeeriv Valmistage DNA uuesti ette.

toime, mida pohjustab
ebapiisav puhastamine

c) LightCycler: valitud on Seadke kanali satteks F1/F2 v6i 530 nm /
vale tuvastuskanal 640 nm.
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Kommentaarid ja ettepanekud

d) LightCycler: andmete Kontrollige tstkli programme.
kogumist pole_ Valige PCR-programmi iga anniilimisseg-
programmeeritud mendi I6pus omandamisreziimiks Uksik
(single).

Puuduv vdi ndrk proovide signaal, kuid positiivsed kontrollid on korras

DNA kehv kvaliteet voi Kontrollige alati enne alustamist DNA
madal kontsentratsioon kvaliteeti ja kontentratsiooni.

LightCycler: liiga ndrk fluorestsentsi tugevus

a) Komplekti osade vale Sailitage komplekti ipsogen JAK2
sailitamine MutaScreen Kit temperatuuril =30 kuni —-15 °C
ning hoidke praimerite ja sondide segu (PPM)
valguse eest kaitstuna. Vt teemat Reaktiivide
hoiustamine ja tarnimine, Ik 11.

Valtige korduvat kilmutamist ja sulatamist.
Jagage reaktiivide kogused sailitamiseks.

b) Vaga vaike siht-DNA Suurendage proovi DNA kogust.

algkogus Markus. Séltuvalt valitud DNA ettevalmistus-

meetodist vOib esineda inhibeeriv toime.

LightCycler: varieeruv fluorestsentsi tugevus

a) Pipeteerimistbrge Pipeteerimistdrke pdhjustatud varieerumise
vahendamiseks saab andmeid reziimis F1/F2
vOi 530 nm/640 nm analtitsida.

b) Kapillaaride ebapiisav Kapillaari Glasoones voib veel olla valmistatud
tsentrifuugimine PCR-segu v0i on kapillaari otsa jaanud
ohumuill.

Tsentrifuugige alati reaktsiooniseguga
laaditud kapillaare seadme kasutusjuhendis
kirjeldatud viisil.

c) Kapillaari otsa valispind Kandke alati kapillaaride kasitsemisel kindaid.
on must
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Kvaliteedikontroll

Vastavalt QIAGEN-i ISO sertifikaadiga kvaliteedihalduse siisteemile on iga
komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen partiid testitud eelnevalt maaratud
nduete kohaselt, et tagada toote Uhtlane kvaliteet. AnalliUsisertifikaadid on
tellimisel saadaval aadressil www.giagen.com/support/.

Piirangud

Kasutajad peavad olema enne seadme kasutamist saanud selle tehnoloogiaga
tootamiseks vastava valjadppe. Komplekti tuleks kasutada vastavalt kdesolevas
juhendis toodud juhistele koos teemas Vajalikud materjalid, mida kaasas pole
(Ik 9) kirjeldatud valideeritud seadmega.

Mis tahes saadud diagnostilisi tulemusi tuleb tdlgendada koos muude Kliiniliste
vOi laboratoorsete leidudega. Kasutaja vastutab enda laboris QIAGEN-i
toimivusnaitajate uuringutes kasitlemata protseduurideks kasutatava ststeemi
toimivuse valideerimise eest.

Poorake tahelepanu karbile ja komponentide siltidele prinditud kdlblikkusajale.
Arge kasutage kolblikkusaja tletanud komponente.

Sooritusnaitajad

Mittekliinilised uuringud

Mittekliinilised uuringud viidi 1&bi komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
analldtiliste tulemuste saamiseks.

Tapsus

Metsikut tidpi DNA mutatsiooniga JAK2 V617F rakuliinist parineva genoomse
DNA kolme lahjendusastet testiti komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen Kit.
Lahjendused vastasid 1%, 2% ja 3% mutatsioonikogusele. Igal astmel saadi
sOltumatud lahjenduspartiid ning nende replikaate testiti kolme sdltumatu
eksperimendi kaigus. Iga DNA proovi suhtarve (Suhtarveroy) vOrreldi
negatiivse kontrolli suhtarvuga (JAK2 100% metsikut ttitipi DNA, Suhtarvnc).
Tulemused on kokkuvatlikult esitatud tabelis 16.

Tabel 16. Mittekliiniliste uuringute andmed tapsuse kohta

Mutatsioonitase Suhtarvpereov>Suhtarvne  %CV (suhtarv)
1% V617F DNA 100% (n = 183) 6,8
2% V617F DNA 100% (n = 72) 4,5
3% V617F DNA 100% (n = 135) 5,1
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Laboratooriumidevahelised analtitilised andmed

Mitme laboratooriumi uuringus osales 13 laborit. Analtitilised andmed koguti
metsikut tiipi DNA mutatsiooniga JAK2 V617F genoomse DNA lahjendustest.
Igas laboris tehti kolm eksperimenti. Iga eksperimendi jaoks testiti rakuliinides
jargmisi DNA proove:

M 1 negatiivne kontroll (NC) 0% V617F

M 1 positiivne kontroll (NC) 100% V617F

B 1 proovi piirvaartus (COS) 2% V617F

B 3 vahemutatsiooni proovi (20%, 50% ja 80%)
Eksperimentideks kasutati 7 eri seadet:

ABI PRISM 7000 SDS

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

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Tulemused on kokkuvotlikult esitatud tabelis 17.

Tabel 17. Laboratooriumidevahelised analtitilised andmed koguti
metsikut titpi DNA mutatsiooniga JAK2 V617F rakuliinist parineva
genoomse DNA lahjendustest

Proovide mé&aramine  Positiivsed proovid Negatiivsed proovid
JAK2 V617F 177* 0
Metsikut taapi JAK2 0 36

* Positiivsed proovid hdlmasid 36 positiivset kontrolli (PC-VF), 36 proovi piirvaartust
(COS-VF; 2% V617F); 34 proovi 20% JAK2 V617F-i sisaldusega; 35 proovi 50% JAK2
V617F-i sisaldusega; 36 proovi 80% JAK2 V617F-i sisaldusega.

Kliinilised uuringud

Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ja meetodi ARMS® vardlus

141 MPN-i kahtlusega patsiendi DNA proove testiti paralleelselt komplektiga
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ning ARMS-printsiibil pdhineva qPCR-
analtusiga (11). Vordluse tulemused on toodud tabelis 18 (2 x 3 vBimalikkuse
tabel) ja tabelis 19 (protsentuaalne kokkulangevus).
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Tabel 18. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja ARMS

ARMS-testimismeetodi tulemused
Metsikut taupi
JAK2 JAK?2
V617F >2% (JAK2 V617F <2%) Kokku
JAK2 V617F
Komplekti Tuvastati 91 0 91
ipsogen mutatsioon
JAK2 Tulemused
MutaScreen . . 1 2 3
: e ei ole Uhesed
Kit testimis-
meetodi JAK2 WT
tulemused Mutatsiooni 1 46 47
el tuvastatud
Kokku 93 48 n =141

Tabel 19. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja ARMS

Kokkulangevus 95% CI* (%)

Positiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja ARMS-i
kokkulangevus

98,9 94,1-99,8

Negatiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja ARMS-i
kokkulangevus

100 92,3-100

Kokkulangevus kokku 99,3 96,0-99,9

* Usaldusvahemik arvutati vastavalt CLSI EP12-A juhendile ,User Protocol for Evaluation
of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Kvalitatiivse testi sooritusvéime
hindamise kasutaja protokoll, kinnitatud juhend).

Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ja sekveneerimise vordlus

51 MPN-i kahtlusega patsiendi DNA proove testiti paralleelselt komplektiga
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ning referentstehnikaga (kuldstandard), st
otsese sekveneerimisega. Sekveneerimistorke tottu ei saanud uhte proovi
tblgendada. 50 séltumatu proovi tulemuste vordlus on kokku vdetud tabelis 20
(2 x 3 vBimalikkuse tabel) ja tabelis 21 (protsentuaalne kokkulangevus).
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Tabel 20. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja sekveneerimine

Otsese sekveneerimise tulemused
Metsikut taupi
JAK2 JAK2 (JAK2 V617F
V617F >2% <2%) Kokku
JAK2 V617F
Komplekti Tuvastati 26 1 27
ipsogen mutatsioon
JAK2 Tulemused
MutaScreen . N 1 1
: e ei ole Uhesed
Kit testimis-
meetodi JAK2 WT
tulemused Mutatsiooni 2 20 29
el tuvastatud
Kokku 28 22 n =50

Tabel 21. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja sekveneerimine

Kokkulangevus
(%) 95% CI* (%)

Positiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja sekveneerimise 92,9 71,4-98,0
kokkulangevus
Negatiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja sekveneerimise 95,2 =Sl
kokkulangevus
Kokkulangevus kokku 93,9 83,5-97,9

* Usaldusvahemik arvutati vastavalt CLSI EP12-A juhendile ,User Protocol for Evaluation
of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Kvalitatiivse testi sooritusvéime
hindamise kasutaja protokoll, kinnitatud juhend).

Laboratooriumidevaheline 228 patsiendi proovi uuring

Patsientide DNA proove analluusiti tavameetodiga 13 laboratooriumi-
devahelises uuringus osalevas laboris. Igas laboris tehti kolm eksperimenti
rakuliinide DNA-ga samal viisil nagu mittekliiniliste tapsuse andmete puhul
(vt Glalpool) ning laboris saadaolevalt 10 patsiendilt parineva DNA-ga.
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Teadaoleva JAK2 genotuibiga 228 proovi testiti paralleelselt komplektiga
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ning tavameetodite abil (sh kvalitativhe PCR,
alleelispetsiifiline PCR, fluorestsentsi resonantsenergia tlekanne (FRET),
sekveneerimine, alleelispetsiifiline oligonukleotiidi PCR, RFLP ja alleelide
eristamine. Vordluste tulemused on toodud tabelis 22 (2 x 3 véimalikkuse
tabel) ja tabelis 23 (protsentuaalne kokkulangevus).

Tabel 22. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja tavameetodid

Tavameetodi testimise tulemused
Mutatsiooni
Tuvastati ei tuvastatud
mutatsioon  Metsikut tiiupi
JAK?2 V617F JAK?2 Kokku
_ JAK2 V617F
Komplekti  Tuvastati 139 3 142
Ipsogen mutatsioon
JAKZ Tulemused
MutaScreen . . 5 17 22
: e ei ole Uhesed
Kit testimis-
meetodi JAK2 WT
tulemused Mutatsiooni 3 61 64
ei tuvastatud
Kokku 147 81 n =228
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Tabel 23. Meetodite vordlus: komplekt ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
ja tavameetodid

Kokkulangevus
(%) 95% CI* (%)

Positiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja koduste 97.9 94,0-99.3
meetodite kokkulangevus
Negatiivsed andmed
Komplekti ipsogen JAK2
MutaScreen Kit ja tavameetodite 95,3 Sl
kokkulangevus
Kokkulangevus kokku 97,1 93,8-98,7

* Usaldusvahemik arvutati vastavalt CLSI EP12-A juhendile ,User Protocol for Evaluation
of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Kvalitatiivse testi sooritusvéime
hindamise kasutaja protokoll, kinnitatud juhend).
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Usaldusvaarsus: tervete doonorite proovide testimine

Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit abil analtisiti 103 terve
veredoonori DNA proovi. Kdikides proovides tuvastati metsikut titpi JAK2.
Joonisel 34 on toodud 38 proovi analtitis seadme LightCycler 480 abil.
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Joonis 34. Tervete doonorite analtitis. Seadme LightCycler 480 abil 38 terve doonori (¢)
anallisimine komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (kategoorianr 673123).
Positiivsed tulemused kahes eksemplaris (®) vastavad komplektiga kaasas olevale
referentsskaalale. VIC-fluorestsentsi vaartused on kujutatud X-teljel ja FAM-vaartused
Y-teljel.
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Tahised

Pakendil ja sildil vbivad olla jargmised tahised:

N> Sisaldab reaktiive, millest piisab <N> reaktsiooni jaoks

Kolblik kuni

I

IVD In vitro diagnostikaks ettenahtud meditsiiniseade

Katalooginumber

Partii number

Materjali number

GTIN Globaalne kaubaartikli number (GTIN)
Temperatuuripiirangud

Tootja

Kasutamiseks tutvuge juhistega

SRl BB

Kontaktteave

Tehnilise toe ja lisateabe saamiseks killastage meie tehnilise toe keskust
veebiaadressil www.qgiagen.com/Support, helistage numbril
00800-22-44-6000 vdi votke tihendust mdne QIAGEN-i tehnilise toe
osakonnaga v0i kohaliku midgiesindajaga (vt tagakaant vdi kilastage
veebilehte www.qgiagen.com).
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Tellimisteave

Toode Sisukord Katalooginr

ipsogen JAK?2 10 reaktsioonile: V617F positiivne 673022
MutaScreen Kit (10) kontroll, V617F negatiivne kontroll,

V617F proovi piirvaartus, praimerite

ja sondide metsikut titpi JAK2 ning

JAK2 V617F-i segu.

ipsogen JAK?2 24 reaktsioonile: V617F positiivne 673023
MutaScreen Kit (24) kontroll, V617F negatiivne kontroll,

V617F proovi piirvaartus, praimerite

ja sondide metsikut titpi JAK2 ning

JAK2 V617F-i segu.

Rotor-Gene Q MDx — IVD-valideeritud reaalajaline
PCR-analuus kliinilistes rakendustes

Rotor-Gene Q MDx Reaalajaline PCR-tstikler ja 9002032
5plex HRM Platform analiisaator High Resolution Melt

koos 5 kanaliga (roheline, kollane,

oranz, punane, karmiinpunane),

lisaks HRM-kanal, stlearvuti,

tarkvara, tarvikud, 1-aastane garantii

osadele ja toole; installimine ja

koolitus ei kuulu komplekti

Rotor-Gene Q MDx Reaalajaline PCR-tsukler ja 9002033
5plex HRM System analUsaator High Resolution Melt

koos 5 kanaliga (roheline, kollane,

oranz, punane, karmiinpunane),

lisaks HRM-kanal, sulearvuti,

tarkvara, tarvikud, 1-aastane garantii

osadele ja to6le, installimine ning

koolitus

Ajakohase litsentsiteabe ja tootepdhised lahtiltlemised leiate vastavast
QIAGEN-i komplekti kadsiraamatust voi kasutusjuhendist. QIAGEN-i komplekti
kasiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.giagen.com
vOi tellimisel QIAGEN-i tehniliselt toelt voi kohalikult miugiesindajalt.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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See leht on teadlikult ttiihjaks jaetud.

58 Komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kasutusjuhend 06/2016



Toode on ette nahtud kasutamiseks in vitro diagnostikas. Kaubamargi ipsogen tooteid ei tohi ilma QIAGEN-i kirjaliku loata edasi muta ega
edasimulimiseks muuta vdi miiudavate toodete valmistamiseks kasutada.

Selles dokumendis sisalduvat teavet vGidakse ette teatamata muuta. QIAGEN ei v8ta endale vastutust dokumendis esineda vdivate vigade eest.
See dokument on avaldamise hetkel téielik ja tdpne. QIAGEN ei vastuta mitte mingil juhul seoses selle dokumendi kasutamisega vdi sellest
tulenevalt péhjustatud kaudsete, spetsiaalsete, paljude erinevate v8i pdhjuslike kahjude eest.

Kaubamargi ipsogen toodetele on antud garantii, et need vastavad margitud tehnilistele andmetele. QIAGEN-i ainsaks kohustuseks ja kliendi
ainsaks huvitiseks on toote ettenéhtud funktsiooni téitmise ebadnnestumise korral toodete tasuta asendus.

Seda toodet mutiakse ettevottega Epoch Biosciences s6imitud litsentsilepingu alusel ja see on ette nahtud kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas.
Toodet ei tohi kasutada muudeks uuringuteks, kaubanduslikel eesmarkidel, Kliinilisteks uuringuteks ega muuks in vitro diagnostikast erinevaks
kasutuseks.

Mutatsioon JAK2 V617F ja selle kasutused on patendifigustega kaitstud (sh Euroopa patent EP1692281, USA patent 7,429,456 ja 7,781,199,
USA patendirakendused US20090162849 ja US20120066776 ning muude riikide patendid).

Selle toote ostmine ei taga digusi selle kasutamiseks mutatsiooni JAK2 V617F sihtivate ravimite kliinilistes uuringutes. QIAGEN t66tab selleks
vélja spetsiaalseid litsentsiprogramme. V6tke Ghendust meie juriidilise teabe osakonnaga aadressil jak2licenses@qiagen.com.

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

Piiratud litsentsileping
Selle toote kasutamine tdhendab, et komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit ostja vdi kasutaja néustub jargmiste tingimustega.

1. Komplekti ipsogenJAK2 MutaScreen Kit tohib kasutada ainult vastavalt komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kasutusjuhendile ning koos
komplektis sisalduvate komponentidega. QIAGEN ei anna enda intellektuaalse omandi all litsentse komplekti komponentide kasutamiseks
koos sellesse komplekti mittekuuluvate osadega, v.a komplekti ipsogen JAK2 MutaScreen Kit kasutusjuhendis kirjeldatud juhtudel.
Lisaprotokollid on saadaval veebilehel www.giagen.com.

QIAGEN ei anna garantiid, et komplekt ja/vdi selle kasutus ei riku kolmandate osapoolte digusi, v.a selgesdnalised litsentsid.
Komplekt ja selle osad on litsentsitud Gihekordseks kasutuseks ning neid ei tohi taaskasutada, parandada ega edasi muda.

QIAGEN (tleb lahti muudest véljendatud v&i kaudsetest litsentsidest, v.a selgesénalistest litsentsidest.

a M w0 DN

Komplekti ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis voiks kaasa aidata vdi viia laltoodud keelatud
toiminguteni. QIAGEN vaib selle piiratud litsentsilepingu keelde jdustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi kdik piiratud litsentsilepingu voi
komplekti ja/vdi selle komponentidega seotud mis tahes intellektuaalse omandi diguste jdustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud, sh
advokaaditasud.

Uuendatud litsentsitingimused leiate veebilehelt www.qgiagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN. Kdik digused Kaitstud.
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