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Domeniul de utilizare

Kiturile ipsogen JAK2 MutaScreen Kit sunt destinate detectarii mutatiei JAK2
V617F/G1849T in ADN-ul genomic de la subiectii cu suspiciune de neoplasm
mieloproliferativ. Absenta JAK2 V617F/G1849T nu exclude prezenta altor
mutatii JAK2. Testul poate raporta rezultate fals negative in cazul unor mutatii
suplimentare localizate in codonii 615 pana la 619 (1).

Nota: Kitul trebuie utilizat cu respectarea instructiunilor din acest manual, in
combinatie cu reactivi si instrumente validate. Orice utilizare care nu este
conformd cu eticheta acestui produs si/sau modificarea componentelor vor
anula raspunderea QIAGEN.

Rezumatul si explicarea produsului

O mutatie somatica recurenta, V617F, care afecteaza gena tirozin kinaza 2 din
familia Janus (JAK2), a fost identificata in 2005 (2-5), ceea ce a condus la o
descoperire majora in intelegerea, clasificarea si diagnosticul neoplasmelor
mieloproliferative (Myeloproliferative Neoplasm, MPN). JAK2 este o molecula
de semnalizare intracelulara critica pentru un numar de citokine, inclusiv
eritropoietina.

Mutatia JAK2 V617F este detectata la > 95 % dintre pacientii cu policitemie
vera (Polycythemia Vera, PV), 50-60 % dintre pacientii cu trombocitemie
esentiala (Essential Thrombocythemia, ET) si la 50 % dintre pacientii cu
mielofibroza primara (Primary Myelofibrosis, PMF). JAK2 V617F a fost de
asemenea detectata in unele cazuri rare de leucemie mielomonocitara
cronica, sindrom mielodisplazic, mastocitoza sistemica si leucemie neutrofila
cronica, dar la 0 % din LMC (6).

Mutatia corespunde unei schimbari cu un singur nucleotid a nucleotidului JAK2
la pozitia 1849 in exonul 14, rezultdnd o substitutie unica de valina (V) cu
fenilalanina (F) la pozitia 617 a proteinei (domeniul JH2). Aceasta conduce la
activarea constitutiva a JAK2, transformarea hematopoietica in vitro si
cresterea coloniilor eritroide independente de eritropoietina (Erythropoietin-
Independent Erythroid Colony, EEC) la toti pacientii cu PV si o mare parte a
pacientilor cu ET si PMF (7). JAK2 V617F reprezinta un promotor cheie in
transformarea celulelor hematopoietice in MPN, dar mecanismele patologice
exacte care conduc, prin aceeasi mutatie unica, la astfel de entitati clinice si
biologice diferite raman trebuie sa fie elucidate complet.

in mod traditional, diagnosticul de MPN se baza pe criterii clinice, histologice
ale maduvei osoase si citogenetice. Descoperirea unui marker molecular
specific bolii a dus atat la simplificarea procesului, cét si la cresterea preciziei
in diagnosticare. Detectarea mutatiei JAK2 V617F face acum parte din
criteriile de referinta OMS 2008 pentru diagnosticarea MPN negativ la BCR-
ABL (Tabelul 1), iar prezenta acestei mutatii este un criteriu major pentru
confirmarea diagnosticului.
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Tabelul 1. Criteriile OMS pentru diagnosticarea MPN (adaptat din referinta 8)

Criterii pentru diagnosticarea policitemiei vera (Polycythemia Vera, PV)

Major 1. Hemoglobina (Hgb) >18,5 g.dI'! (barbati) sau >16,5 g.dI'! (femei) sau
Hgb sau hematocrit (Hct) > percentila 99 din intervalul de referinta pentru
varsta, sex sau altitudine de resedinta sau
Hgb >17 g.dI'! (barbati) sau >15 g.dI"" (femei) daca este asociata cu
o crestere sustinutd de =2 g.dI! fata de linia de baza, care nu poate fi
atribuita corectarii deficitului de fier sau
Masa crescuta a globulelor rosii >25 % peste valoarea medie estimata
normala

[2. Prezenta JAK2V617F sau a unei mutatii similare ]
Minor 1. Mieloproliferarea triliniara a maduvei osoase
2. Nivelul eritropoietinei serice sub normal
3. Cresterea coloniilor eritroide endogene (Endogenous Erythroid
Colony, EEC)
Criterii pentru diagnosticarea trombocitemiei esentiale (Essential
Thrombocythemia, ET)
Major 1. Numar de trombocite 2450 x 10° |
2. Proliferarea megacariocitelor cu morfologie mare si matura. Nivel redus
sau zero proliferare a granulocitelor sau a eritroidelor
3. Neindeplinirea criteriilor OMS pentru leucemie mieloida cronica (LMC),
PV, mielofibroza primara (Primary Myelofibrosis, PMF), sindrom
mielodisplazic (Myelodysplastic Syndrome, MDS) sau alt neoplasm
mieloid
[4. Demonstrarea JAK2V617F sau a altui marker clonal sau ]
Fara dovezi de trombocitoza reactiva
Minor -
Criterii pentru diagnosticarea mielofibrozei primare (Primary Myelofibrosis, PMF)
Major 1. Proliferarea megacariocitelor si atipie insotite de fibroza reticulinica
Si/sau colagena sau
In absenta fibrozei reticulinice, modificarile megacariocitelor trebuie sa fie
insotite de cresterea celularitatii medulare, proliferarea granulocitara si
adesea scaderea eritropoiezei (adica PMF prefibrotica)
2. Neindeplinirea criterilor OMS pentru (LMC), PV, MDS sau alt neoplasm
mieloid
[3. Demonstrarea JAK2V617F sau a altui marker clonal sau ]
Fara dovezi de fibroza medulara reactiva
Minor 1. Leucoeritroblastoza
2. Cresterea lactat dehidrogenazei (Lactate Dehydrogenase, LDH) serice
3. Anemie
4. Splenomegalie palpabila

Recent, expertii internationali au propus criterii pentru studiile terapeutice
privind PV si ET. Pe baza datelor despre alogrefa, alfa-interferon sau
hidroxiuree, cuantificarea JAK2V617F a fost incorporatda ca un instrument
potential util pentru monitorizarea raspunsului la tratament (9). O scadere a
riscului la JAK2 V617F a fost observatd ca raspuns la unele dintre noile
medicamente tintite anti-JAK2 aflate in etapa de dezvoltare clinica (10).
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Principiul procedurii

Intr-un test de discriminare alelica, doud sonde TagMan® sunt utilizate intr-un
test multiplexat. Una este o potrivire perfecta cu secventa alelica 2 (de
exemplu, alela de tip salbatic), iar cealalta este o potrivire perfecta cu secventa
alelica 1 (de exemplu, alela cu o mutatie). Fiecare sonda este marcata cu un
colorant fluorescent distinctiv la capatul sau 5', raportorul, cum ar fi FAM™ sau
VIC® si contine o substantad extinctoare de fluorescentd non-fluorescenta la
capatul 3'. Sondele contin, de asemenea, un liant pentru canale minore
(MGB™), care permite utilizarea de sonde mai scurte, cu o stabilitate mai
mare si, prin urmare, o discriminare alelica mai precisa.

In timpul fazei de extensie a PCR, sonda cu potrivire perfecta este scindatd de
activitatea exonucleazei 5'—3' a Tag ADN-polimerazei, separand colorantul
raportor de substanta extinctoare de fluorescentd si, astfel, generand
fluorescenta detectabila. Sonda fara potrivire perfecta va fi dislocuita mai
degraba decéat scindatd de Tag ADN-polimeraza si nu se degaja colorant
raportor. Semnalul de fluorescenta (VIC sau FAM) generat este achizitionat la
sfarsitul PCR (punct final) si indica imediat prezenta secventei (secventelor)
vizate in proba (alela de tip salbatic, alela mutanta sau ambele) fara
necesitatea unor etape post-PCR lungi si laborioase, care maresc, de
asemenea, riscul de contaminare. Cantitatea reala a secventei tinta nu este
determinata.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit utilizeaza aceasta tehnologie conform ilustratiei

(consultati Figura 1).
*I -I Degradarea sondei

! Sonda 1 -
ST Porire =5 Crestere substantial

a semnalului FAM

] )
B B Degradarea sondei

onda 2

S
{L:— e -
B S TTE) — roirvie —> S Cre5ere substanial
otrivire a semnalului VIC
Dislocuirea sondei
Sonda 1
(i]=]
Nepotrivire Nici un semnal
Dislocuirea sondei
Sonda 2
1]m]
% Nepotrivire —> (I NNC Nici un semnal

Figura 1. Test multiplex cu sonda TaqMan. ipsogen JAK2 MutaScreen Kit utilizeaza
aceasta tehnologie pentru discriminarea alelica.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit (10) (24)
Nr. de catalog 673022 673023
Numar de reactii 24 10
V617F Positivc'a'CvontroI (Slibstan’gé PC-VF 30 ul 30 ul
de control pozitiva V617F)

V617F Negative Control (Substanta NC-VF 30 pl 30 pl

de control negativa V617F)T

Cut-Off Sample (Proba cu prag de
excludere)

COS-VF 30 ul

30 ul
Primers and probes mix

JAK2 V617F (Amestec de solutiide PPM-VF 10x 70 pl 145 pl
amorsare si sonde JAK2 V617F )

Manual ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
(limba engleza)

* Substanta de control pozitiva: 100 % ADN V617F.
T Substanta de control negativa: 100 % ADN tip salbatic; 0 % V617F.

* Amestec de solutii de amorsare specifice inverse si directe pentru gena JAK2, sonda FAM
V617F specifica si sonda VIC tip salbatic.

Nota: Centrifugati pentru un timp scurt tuburile Thainte de utilizare.

Nota: Analiza probelor necunoscute cu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit necesita
extractia ADN-ului genomic. Reactivii necesari pentru extractia ADN-ului (de
exemplu, QIAGEN® QlAamp® DNA Mini Kit, nr. cat. 51304) nu sunt furnizati si
trebuie validati in combinatie cu kitul.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, consultati fisele cu date de siguranta (Safety Data
Sheet, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Reactivi

B Apa de calitate PCR fara nucleaza

B Nuclease-free 1x TE buffer, pH 8.0 (de exemplu, Thermo Fisher Scientific
Inc., nr. cat. 12090015)

B Solutie tampon si Tag ADN-polimeraza: Reactivii validati sunt TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific
Inc., nr. cat. 4304437) si LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, nr. cat. 04535286001)

B Reactivi pentru gel de agaroza 0,8-1 % in solutie tampon de electroforeza

0,5x TBE

Consumabile

Varfuri de pipeta PCR sterile, fara nucleaza, rezistente la aerosoli, cu filtre
hidrofobe

Tuburi PCR fara RNaza si DNaza de 0,5 sau 0,2 ml
Gheata

Echipamente

Pipete* dedicate pentru PCR (1-10 pl; 10-100 ul; 100-1000 pl)

Centrifuga de banc* cu rotor pentru eprubete de reactie de 0,2 ml/0,5 ml
(capabile sa atinga 10.000 rot/min)

Spectrofotometru* pentru cuantificarea ADN-ului

Instrument pentru real-time PCR:* Rotor-Gene Q 5plex HRM sau alt
instrument Rotor-Gene; LightCycler 2.0, or 480; Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS sau ABI PRISM
7900HT SDS si materiale specifice asociate

Echipament* pentru electroforeza in gel cu camp pulsat

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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Avertismente si precautii

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, va rugam sa consultati fisele cu date de securitate
(Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online intr-
un format PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.qiagen.com/safety,
unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate (Safety Data Sheet,
SDS) a fiecarui kit si componente a kitului QIAGEN.

Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu reglementarile locale
de siguranta.

Precautii generale

Testarile qPCR necesita bune practici de laborator, inclusiv intretinerea
echipamentelor, care sunt dedicate biologiei moleculare si conforme cu
reglementarile aplicabile si standardele relevante.

Acest kit este destinat diagnosticarii in vitro. Reactivii si instructiunile furnizate
in acest kit au fost validate pentru performante optime. Diluarea ulterioara a
reactivilor sau modificarea timpilor si temperaturilor de incubare poate genera
date eronate sau discordante. Reactivul PPM-VF poate fi modificat daca este
expus la lumina. Toti reactivii sunt formulati in mod special pentru utilizare cu
aceasta testare. Pentru o performantd optima a testarii, nu trebuie facute
inlocuiri.

Acordati o atentie extrema, pentru a preveni urmatoarele situatii:

B Contaminarea cu DNaza care ar putea provoca degradarea ADN-ului
sablon

B Contaminarea prin transfer de ADN sau PCR, care are ca rezultat un
semnal fals pozitiv

Prin urmare, recomandam urmatoarele:

B Folositi aparatura de laborator fara nucleaza (de exemplu, pipete, varfuri
de pipeta, flacoane de reactie) si purtati manusi cand efectuati testul.

B Utilizati varfuri de pipeta noi, rezistente la aerosoli, pentru toate etapele de
pipetare pentru a evita contaminarea incrucisata a probelor si a reactivilor.

B Pregatiti amestecul Master Mix pre-PCR cu material dedicat (pipete,
varfuri etc.) intr-o zona dedicata, in care nu sunt introduse matrice ADN
(ADN, plasmida). Adaugati sablonul intr-o zona separata (de preferinta,
intr-o camera separata) cu material specific (pipete, varfuri etc.).
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Kiturile sunt expediate pe gheata carbonica si trebuie depozitate intre -30 si
-15 °C la primire.

B Reduceti la minimum expunerea la lumina a amestecurilor de solutii de
amorsare si sonde (tub PPM-VF).

B Amestecati usor si centrifugati tuburile inainte de deschidere.
B Depozitati toate componentele kitului in recipientele originale.

Aceste conditii de depozitare se aplica atadt componentelor desfacute, cat si
celor nedesfacute. Componentele depozitate in alte conditi decat cele
mentionate pe etichete pot sa nu functioneze corespunzator si pot afecta
negativ rezultatele testului.

Datele de expirare pentru fiecare reactiv sunt indicate pe etichetele
componentelor individuale. In conditii de depozitare corecte, produsul isi va
mentine performanta pana la data de expirare imprimata pe eticheta.

Nu exista semne evidente care sa indice instabilitatea acestui produs. Cu toate
acestea, substantele de control pozitive si cele negative trebuie rulate simultan
cu esantioane necunoscute.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Procedura

Prepararea ADN-ului pentru proba

ADN-ul genomic trebuie obtinut fie din sange integral, din limfocite din sangele
periferic purificat, din celule polinucleare sau din granulocite. Pentru a putea
compara rezultatele, va recomandam sa adoptati aceeasi fractie celulara si
aceeasi metoda de extractie a ADN-ului. Extractia ADN-ului trebuie efectuata
prin orice metoda proprie sau comerciala.

Cantitatea de ADN este determinatd prin masurarea densitatii optice la
260 nm. Calitatea ADN-ului trebuie evaluata prin spectrofotometrie sau
electroforeza in gel.

Raportul A2e0/A2g0 trebuie sa fie 1,7-1,9. Rapoartele mai mici indica, de obicei,
contaminarea cu proteine sau substante chimice organice. Analiza
electroforetica pe un gel de agaroza 0,8-1 % ar trebui sa permita vizualizarea
ADN-ului izolat ca o banda distincta de aproximativ 20 kb. Se accepta un usor
frotiu.

ADN-ul rezultant este diluat la 5 ng/ul in TE buffer. Reactia qPCR este
optimizata pentru 25 ng de ADN genomic purificat.

Pastrarea acizilor nucleici

Pentru depozitarea pe termen scurt, de pana la 24 de ore, recomandam
depozitarea acizilor nucleici purificati la 2-8 °C. Pentru depozitarea pe termen
lung, mai mare de 24 de ore, recomandam depozitarea la —20 °C.

Protocol: qPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu
72 de tuburi

Daca utilizati acest instrument, va recomandam sa efectuati toate masuratorile
in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 2.

Tabelul 2. Numarul de reactii pentru instrumentele Rotor Gene Q MDx
5plex HRM sau Rotor-Gene Q 5plex HRM cu rotor cu 72 de tuburi

Probele Reactii

Amestec de solutii de amorsare si sonde JAK2 V617F (PPM-VF)
(56 de reactii)

24 de probe de ADN 24 x 2 reactii

3 x 2 reactii (PC-VF, NC-VF si
COS-VF, fiecare testat in duplicat)

3 substante de control ADN

Substanta de control apa 2 reactii

_______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procesarea probelor pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
52 §2 53 S3 S4 sS4 S5

S1 S5
ST OOOOO OOOOOSé s

OOO - OO S7

Figura 2. Configurarea sugerata a rotorului pentru un experiment efectuat cu ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC-VF: substanta de control pozitiva; NC-VF: substantd de control
negativa; COS-VF: proba cu prag de excludere; S: proba de ADN; H20: substanta de control
apa.

Nota: Aveti grija sa plasati intotdeauna o proba de testat in pozitia 1 a rotorului.

in caz contrar, in timpul etapei de calibrare, instrumentul nu va efectua
calibrarea si vor fi obtinute date de fluorescenta incorecte.

Umpleti toate celelalte pozitii cu tuburi goale.

qPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.
Componentele trebuie scoase din congelator cu aproximativ 10 minute
inainte de inceperea procedurii.

2. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp toate tuburile (aproximativ
10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului).
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3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 3 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate
fi preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde. Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Pe instrumentele Rotor-Gene, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit poate fi
utilizat pentru analiza a 24 de probe in duplicat in cadrul unui singur
experiment (Figura 2), 20 de probe in duplicat in doua experimente sau
15 probe in duplicat in trei experimente.

Tabelul 3. Prepararea amestecului gPCR

Numar de reactii (pl)

Concentratie
Componenta 1 56+1* 28+17 18+1% finala

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 712,5 362,5 237,5 1Xx

Amestec

de solutii de
amorsare si
sonde, 10x

Apa de
calitate PCR 5 285 145 95 -
fara nucleaza

Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 Cate 5 -
la pasul 5)

Volum total 25 Cate 25 Cate25 Cate 25 -

2,5 142,5 72,5 47,5 1Xx

* 24 de probe; un experiment/kit.
710 probe; doua experimente/kit.
+ 5 probe; trei experimente/kit.
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4. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp amestecul qPCR
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului).

5. Distribuiti 20 pyl de amestec qPCR preliminar per tub.

6. Adaugati 5 yl din materialul de proba ADN sau substantele de control
in tubul corespunzator (volum total 25 pl).

7. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

8. inchideti eprubetele PCR. Asezati tuburile in rotorul cu 72 de tuburi,
conform recomandarilor producatorului. Umpleti toate celelalte pozitii
cu tuburi goale.

9. Asigurati-va ca inelul de blocare (accesoriu al instrumentului Rotor-
Gene) este amplasat pe partea superioara a rotorului pentru a preveni
deschiderea accidentala a eprubetelor in timpul testarii. Asezati
rotorul in instrumentul Rotor-Gene Q, conform recomandarilor
producatorului.

10. Pentru detectia ADN JAK2, creati un profil de temperatura in
conformitate cu etapele urmatoare.

Setarea parametrilor generali ai testului Figurile 3, 4
Amplificarea ADN-ului Figura 5
Ajustarea sensibilitatii canalului de fluorescenta Figura 6

Informatii suplimentare despre programarea instrumentelor Rotor-Gene
pot fi gasite in manualul de utilizare al instrumentului. in ilustratii, setarile
software sunt incercuite cu o linie neagra ingrosata. llustratiile sunt incluse
pentru instrumentele Rotor-Gene Q.

11. Porniti software-ul Rotor-Gene. in caseta de dialog ,,New Run”
(Testare noua), faceti clic pe ,,New” (Nou).

14 Manual ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016



r- New Run E

Quick Start  Advanced

5 Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and
sample definitions

Lx ]

“ Empty Run from the last run open
in the software.,
2 Three Step with Melt
% Two Step
J _JHRM™
] ] Other Runs

Instrument Maintenance

ﬁﬁ' I Open & Template In Another Folder. ..

=1}
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Help |

¥ Show This Screen When Software Opens

Figura 3. Caseta de dialog ,,New Run” (Testare noua).

12. in ,,New Run Wizard” (Expertul pentru testare noua), setati volumul la

25 pl si faceti clic pe ,,Next” (,,Urmatorul”).

Mew Run Wizard

Thiz zcreen dizplays mizcellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to mowe to the next page.

Operatar: IDE

Motes :

Pragramme PCR allelic dizcrimination

Thiz box digplays

help on elements in
the wizard. For help
oh an iterm, howver
your mouse over the
item for help. You
cah alzo click on a
combo bow to dizplay
help about itz
available settings.

SkpWiad | <cBack | uem»l!l
a

Figura 4. Setarea parametrilor generali ai testului.
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13. Faceti clic pe butonul ,Edit Profile” (Editare profil) din caseta de
dialog urmatoare ,,New Run Wizard” (Expertul pentru testare noua) si
programati profilul de temperatura conform celor prezentate in
Tabelul 4 si Figura 5. Asigurati-va ca adaugati ultima etapa de
achizitie la 60 °C, la fiecare ciclu, pentru ambele canale Green (FAM)
si Yellow (VIC).

Tabelul 4. Profilul de temperatura
Hold (Retinere) Temperature (Temperatura): 50 °C
Time (Timp): 2 min
Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 95°C
Time (Timp): 10 min
Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) 92 Ctimp de 15 s
60 °C timp de 1 min; unic
Achizitia fluorescentei FAM in canalul Cycling
A Green
Achizitia fluorescentei VIC in canalul Cycling
A Yellow
& Edit Profile (=]
Y H @
Hew Open Savefs | Help
The un vl take approsimately 110 minute(z) to complete. The graph below represents the nn to be performed - u
Acquisition
LR RO ELERELT st rriss™=
E::dnna:vde below tomodiy it - e ‘ EEEE” E W
17 e d S
2 l::k:::::::ie IR G T e R T S E e To acquire from achanhel,s;e\ecl it froen the Bt i the left and click >. To stop acquiring from &
Tirned Step =l I J; ’ ' V
3_ F'{Zﬁi’f: IGDdeg Inrsnsecsl g::ml 4700|5100 :::.i,sﬁaammw=,F|um=cmEusrm‘,mfx.mnmw
| N I e
4 E25nm | BEOnm Cy5+. Quasar E?ﬂ",AIsmFIT|833‘
= 7
Figura 5. Amplificarea ADN-ului.

14. Intervalul de detectare a canalelor de fluorescenta trebuie determinat
in functie de intensitatile fluorescentei din eprubetele PCR. Faceti clic
pe ,,Gain Optimisation” (Optimizare amplificare) in caseta de dialog
»New Run Wizard” (Expertul pentru testare noua) pentru a deschide
caseta de dialog ,Auto-Gain Optimisation Setup” (Configurarea
optimizarii amplificarii automate). Faceti clic pe ,,Optimise Acquiring”
(Optimizare achizitie) (Figura 6), apoi faceti clic pe ,,OK” in casetele
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de dialog ,,Auto-Gain Optimisation Channel Settings” (Setari ale
canalului de optimizare a amplificarii automate) pentru fiecare canal
(Green si Yellow, Figura 6). Verificati daca ati bifat caseta ,,Perform
Optimisation Before 1st Acquisition” (Efectuarea optimizarii inainte
de prima achizitie) pentru fiecare canal (Figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization
Auto-Gain Optimisation wil read the fluoresence on the inserted sample at
ditferent gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

F \\\
] P f
-3 chemistry you are performing,
Set temperature ko |6 =l eees
Optimize All Optimise Acquiring
v Perform O ptimisstion Before 13t Acguisition

Perform Optimization At B0 Degrees At Beginning OFf Run

Channel Settings :

x|

acceptable. The range of fluarescence you are looking for depends on the

Add..

Mame | Tube Position | Min Reading | M ax Reading | Min Gain | Max Gain Edit |
Green 1 SFl 10FI 10 10 A
Yelow 1 5 10F1 10 10 _Bowore_|
Remave Al
4 | ]
tart I Cloze Help I

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

1 J
l
Taget Sample Range: [B JFluptu 10 JFI

Acceptable Gain Range |10 ;I ta —I

Charrel Sethings :

Channel : Green Tube Fosition

Cancel i Help
Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings :
Channel : Yellow Tube Pasition : 11 j
Target Sample Range . |5 ““J FI uplto im "“J Fl 2
Acceptable Gain Range: |10 j to 1 _J
ot ||

Figura 6. Ajustarea sensibilitatii canalului de fluorescenta.

15.

Valorile amplificarii determinate prin calibrarea canalelor sunt salvate

automat si sunt enumerate in ultima fereastra de meniu a procedurii
de programare. Faceti clic pe , Start Run” (Pornire testare) pentru

rularea programului.

16. Intrati in configurarea rotorului in software-ul Rotor-Gene (Figura 7).

L Edit: el pl=s __|., Ja
Eilz=  Edit Format Security
) FRotor Style ]
Settings :
Given Conc. Format © | 123456,7859123467 | Unit: [copies/reactio |  More Options
Samples :
| IEEEIEIE LjJ
C |ID | Marme | Type | Groups | Given Conc.
1/PC Poszitive Control
- 2/ PC Poszitive Control
Il :H20 NTC
4 Mone
] 5 HC Megative Control
] E MC Megative Control
Il - Hz20 NTC
=] Mone
- 3/ RS U rik ruoar
B RS Unknown
11 MHone
12 Mone
1351 Ll ko
14 51 Lk rovan
15/ 52 U rik ruoean
1652 Uik ruoean
| BREEE] Uik rinan
1853 Ll rik rucvar
19/ 54 U nknoven
20054 Lk rovr =
A »
Page :
Mame : [JAKZ Ipsogen Mew [T Synchronize pages
Undo | jul% | Cancel | Help |

Figura 7. Configurarea Rotor-Gene: ,,Edit Samples” (Editare probe).
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Procedura de analiza cu punct final pentru setarea instrumentului
Rotor-Gene Q 5plex HRM

17. Dupa ce programul PCR s-a incheiat, faceti clic pe ,Analysis”
(Analiza) in bara de instrumente (Figura 8).

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

File Analysis Gain  Wiew window Help

7~ \
| @ . & @ @ %(Eﬁa)_J )

Open  Save Help j Settings Profile  Temp. Samples\ Analysis J Reports  Arrange

JChanneIs 0 Cycling A.Green 0 Cycling A.Yellow 0 Cycling B.Green 0 CyclingB.\"eIIow|

Figura 8. Analysis (Analiza).

18. in caseta de dialog ,,Analysis” (Analizd) (Figura 9), faceti dublu clic pe
»Cycling A Green” si apoi pe ,,OK”. Repetati pentru Cycling A Yellow.

Analysis £l
25td Curves (Rel) | Other.. |
i I Melt |
1 —-ﬂl:yding Aﬁreml
yelng A.velow 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, nght-click on the sample list and select Edit |
Samples... |
[ Don't show this message in future.
Show | Hide |
[ Auto-shrink window

Figura 9. Cuantificarea: ,,Cycling A. Green”.

19. Apare o fereastra noua (Figura 10). Faceti clic pe ,,Slope Correct”
(Corectie panta) in ambele panouri, asa cum se arata in Figura 10.

EH P @ | & @ & @ N B K 5.
MW Opan Sk Help SENng PRogress  Profle Temp,  Savgles ANV RECOE  ATSNDE
Channels Gyt AGreen 7 Cyding A, Telow

[ Gantitarien Anatyshs - Cyctimg & Yeliew imspndd ez}

=3 Dy Tube|

. i
S
S ek

@ B e

| 5 0 15 0 k-3 k)
i e [

iduecScls.. ufoScde  Osfakicds  Unew Sode ot Scle. . ugoScde  DefakScde Unew S 5 [ |

® Py

o o 11 ]
o |Hama | ) Gienn Come focp] ok Coras [copia] K [ Of & [ o | Wi Tae  [O Givan Eonc icop| Calc Conc [oogie] % Ve [Flan 01 4 ‘Rw
(T Portrr C [ e Fortal B
P Paivg C {2 loent Pacitig C = |2
ERET Hegatis 3 e MHegairee @
8 e Hogatin [T Hegaro o
5 oo Uricriown . Urdrosn P e
[6 oo Urikrwar & eme Unbroen 4 [
7 r2 nic [7 vz nTC T v
ER nic ) NTC Tarn | Bk |
3 Urkrown 3 % Undrosm NomedOn | 410n | A1DE
m e Urirown LI Unitromn E it Samcler.
noBE Uricrwan (11 asy Unbrgen =
1208 Ui 12 0s% Unéroem LTI
[E Urérorn = L Urdroem x| [ Inved Ram Data
L] 1 ] KIS M Dewhed: | =

Figura 10. Setarea ,,Slope correct” (Corectie panta).
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20. Pentru exportul datelor, salvati ca foaie de date Excel®. Faceti clic pe
»OK”, dati un nume fisierului de export si salvati fisierul text (*.txt).

21. Deschideti figierul text in Excel si selectati coloana A. Faceti clic pe
»,Data” (Date), apoi pe ,,Convert” (Conversie) si ,,Next” (Urmatorul).
Selectati ,,Comma” (Virgula), apoi faceti clic pe ,,End” (Terminare).
Rezultatele vor aparea asa cum se prezinta in Figura 11.

A e c o £ Fla[u[1]s[k[L]n[n]olrle[r]s] T[ulv]w
1 Excel Raw Data Export

2 | Copyright a QIAGEN Company. All rights reserved

3 |File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1).rex
4 Date 1126¢2010

s | Time Liiiil]
.

7

s

| 2] aa a8 ac A0 AE| AF| A6 AH A1 AJ 4K ALIAM AN A0 AP ac AR as AT AU avaw AK| A az )

Channel Cycling A.Green

s} MSPPO! 1 2 3 4567889 HEE BB E R R BB E R RN R R 43 50
s 1 pC | 567432 581973 536158 531928 6 6 6 6 6 BB H BB E B E B E BB AN BN EE 63428 63892195
o 2 pC | 533912 53781 537858 6.02344 6 6 6 6 6 BB H BB E B E BB E B R A ERE RS 647205 508N
" 3 nC | 574617 579667 586391 581854 6 6 6 6 6 77778888888999994##%## 999629 10035624
» 4 nC | 6A0742 640127 641794 G4BTI 67 7 7 7 888899 9% & & B NNINIISS S 124078 12607975
© 5 1S 614824 624633 625727 630106 6 6 6 6 6 888899 9% H NI IHESS & & #88 MEET2 14344076
q) u 6 1S 5863 533827 53459 598132 6 6 6 6 6 778889999 % % &N NEH RS E 120818 13302488
-+ s 7 h20 | 602 613835 613298 616018 6 6 6 6 6 77777777777777777777 740312 74200264
% 8 h20 | 577198 5854 590655 530239 6 6 6 6 6 777777 77777777777777 7364 72198062
) " 9 0 576232 584288 589174 59043 6 6 6 6 6 7778868889999 9% %4488 104055 10603087
(. n 0 0 581827 53148 532752 532732 6 6 6 6 6 777776868869999#%##%## 102008 10425509
_Q " N 05 | 579919 582563 535641 534186 6 6 6 6 6 7778888899939 8 #8488 10593 10749218
2 2 05 | 613059 616993 616346 620521 6 6 6 6 6 7777888899 9#% #8801 H S 125759 12872075

2

GJ 2 |Channel Cycling A.Yellow

- = D MSPPO 1 3 4567839 BEE BB BB E BB E BB RN RS 43 50
24 1 pC | 459635 462247 46813 463471555 55 666 6666777777777 78 88 793092 80828056
m =5 2 pC | 466363 472438 471819 47474155 55 5 56666 6667777777888 88 80634 8235294
2 3 nC | 453005 467231 464528 472071 55 55 5 BB H BB E B E BB E BB A EBEEE 42335 4262068
D 2 4 nC | 502795 505531 522326 522507 55 55 5 H B H BB E B BB E BB A E BN EE 521528 53465324
2 5 (S | 502092 501381 504675 512164 55 55 5 B H BB E B E BB E BB AN BN EE 75T 47706823
2 6 1S 471323 471846 476223 4717255 55 5 B H BB E B E BB E BB A E BN EE 42067 42237559
2 7 h20 | 487285 493455 492549 500872 55 55 5 66666 666666666666666 6M22 60208579
3 8 h20 | 456301 458861 46386 472888 55 55 5 550555056666056666666 66 534573 53762493
2 3 0 462588 460861 471013 466348 5 555 5 Nh #8888 E B E BB SN B S B S 449038 45877775
» 0 0 47134 487286 482816 480147 5 5655 5 434785 44.035357
24 105 46817 472921 471081 4721235 555 5 42478 42437756
3 2 05 48515 50297 504229 5083 555 55 ru n a 47.084982

3
m 3% 10 MSEPUT 1 2 3 A0 (EYRNFRAHERBRR R R R R RR BB R R R R BB R AR R R R RN
D 3 1 pC 524E-03 S07E-03 489E-03 472E-03 # # # # # # # 4 # H 4 H K 4 H H AW KB 000001 T TN T NI TT T 1 11
CU 40 2 pC B5E-03 288E-03 3ME-03 334E-03 # # # # # # R A K K R K KA BB BHBBO0000001TTTT T T
4 3 nC 41E-03 223E-03 205E-03 188E-03 # # # # # # # # # # # # # # # H H H K H H K R H H R H BB HH BB OO0OHEHO000000
N @ 4 nC Tt T T ##80# 100000000
— o 5 1S N v HH 80w 100000000
= 5 Nume proba :iii: Coloana FAM ::::::::
U s 7 h2o #8888 PHE R R R R
[ - . 8 h20 R — — #8888 PR R R R RN
a 9 0 BASE-03 573E-03 498E-03 422E-03 # # # # # # # # # # # # # # H R B B B R B E B OHORNBRBEROOROHBOO0000D
m 4 10 0 379E-03 324E-03 270E-03 216E-03 # # # 8 8 # £ # 4 # H H H R R B BB O R BB EEHHBNBREBEEEEREREBO000000
@ " 05 415E-03 347E-03 280E-03 212E-03 # # # # # # # # # # # # # H H 0O K B B R K B BB H BB HHBBEERO0000000000
U 50 12 05 BA2E-03 SI6E-03 389E-03 262E-03 # # # # # # # # # # # # # # H H H B B K K H K B H A BN HNBONRRO000000000
cC -
s
m sz ID MSPPO1 1 2 3 4567 898 1MHEH#HBEEREERRERRR R R RN R R RN
D 54 1 pC 370E-03 309E-03 248E-03 187E-03 # # # # # # # # # # # # # # H K H H A H H R H R R B OH H R B BB R BBRBO00000
w 55 2 pC 419E-04 7B4E-04 115E-03 151E-03 # # # # # # # B # H B R K B R BB R BB A A R BB B BN EBNEEREERRO000000
56 3 nC 220E-03 244E-03 269E-03 293E-03 # # # # # 0O # # H R A H H K H HHHBH 000000 1TV T LT T T
57 4 nC 2B4E-03 309E-03 354E-03 399E-03 # # # # # # # # # # # # # 1 11111111
m 5¢ 5 5] 597E-03 5.28E-03 460E-03 392E-03 # # # # # # # # # # # # # 1 C I 11111111
59 6 5] B.70E-03 5.78E-03 487E-03 395E-03 # # # # # # # # # # # # # { 0 Oana [ KRR KKK K
- 0 7 h2o 733E-04 102E-03 130E-03 159E-03 # # # # # # # # # # # # # { LA
(U # 8 h20 227E-04 BBGE-04 1ME-03 160E-03 # # # # H # H R H H H H R F F R R AR AR A RAFARAFAAFRRFRARHA B H BB W N
2 39 0 U7E-02 101E-02 B47E-03 6B83E-03 # # # # # # # # # H # H K A H H K H #HH 000000111 TV T T T 1111
D 3] 10 0 G76E-03 491E-03 406E-03 322E-03 # # # # # # # # # # # H H K H H K H KRR 000000 1TV 1T T T 11
2] " 05 GIBE-03 459E-03 402E-03 345E-03 # # # # # # # # # # # H H # K H HHHH 00000111 T T LTI T 111111
s 2 05 S19E-03 480E-03 442E-03 404E-03 # # # # # # # # # # # # # H W H R K K OKHO000000 11111111111 1111 080887

Figura 11. Exemplu de rezultate afisate in figsierul Excel.

Nota: Fisierul contine atat date brute, cat si date standardizate. Numai_datele
standardizate trebuie luate in considerare.

Aceste date sunt prezentate in sectiunile din tabel Analiza cantitativa a
canalului Cycling A Green si Analiza cantitativa a canalului Cycling A Yellow.
Datele pentru interpretare sunt cele achizitionate in timpul ciclului 50 PCR
(in cercurile din dreapta).
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Protocol: qPCR pe instrumente Applied Biosystems si
ABI PRISM

Daca utilizati echipament gPCR cu placi cu 96 de godeuri, va recomandam
sa efectuati toate masuratorile in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 5.

Tabelul 5. Numarul de reactii pentru instrumentele Applied Biosystems
7300 si 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT

Probele Reactii

Amestec de solutii de amorsare si sonde JAK2 V617F (PPM-VF)
(56 de reactii)

24 de probe de ADN 24 x 2 reactii
3 x 2 reactii (PC-VF, NC-VF
3 substante de control ADN si COS-VF, fiecare testat in
duplicat)
Substanta de control apa 2 reactii

Procesarea probelor pe instrumentele Applied Biosystems 7300 si 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT

oohnoonobnnn)

FC . NC NC

[II@ITImIva‘JImI}]

. vy

Figura 12. Configurarea sugerata a placii pentru un experiment efectuat cu ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC: substanta de control pozitiva; NC: substanta de control negativa;
COS: proba cu prag de excludere; S: proba de ADN; H20: substanta de control apa.
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gPCR pe instrumentele Applied Biosystems 7300 si 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT

Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

Componentele trebuie scoase din congelator cu aproximativ 10 minute
inainte de inceperea procedurii.

2. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp toate tuburile (aproximativ
10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului).

3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 6 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculatd pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate
fi preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde. Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Pe instrumentele Applied Biosystems 7300 si 7500, ABlI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit
poate fi utilizat pentru analiza a 24 de probe in duplicat in cadrul unui
singur experiment (Figura 12), 20 de probe in duplicat in doua
experimente sau 15 probe in duplicat in trei experimente.
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Tabelul 6. Prepararea amestecului gPCR

Numar de reactii (pl)

Concentratie
Componenta 1 56+1* 28+1t 18+1# finala

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 712,5 362,5 237,5 1x

Amestec

de solutii de
amorsare si
sonde, 10x

2,5 142,5 72,5 47,5 1Xx

Apa de
calitate PCR 5 285 145 95 -
fara nucleaza

Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 Cate 5 -
la pasul 4)

Volum total 25 Cate 25 Cate25 Cate 25 -

* 24 de probe; un experiment/kit.
710 probe; doua experimente/kit.
* 5 probe; trei experimente/kit.

4. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp amestecul gPCR
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului).

5. Distribuiti 20 pl de amestec qPCR preliminar per godeu.

6. Adaugati 5 yl din materialul de proba ADN sau substantele de control
in godeul corespunzator (volum total 25 pl).

7. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

8. inchideti placa si centrifugati pentru scurt timp (300 x g, aproximativ
10 s).

Asezati placa in termociclor, conform recomandarilor producatorului.

10. Programati termociclorul cu programul de termociclare indicat in
Tabelul 7, apoi porniti testarea.
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Tabelul 7. Profilul temperaturii pentru instrumentele Applied
Biosystems si ABI PRISM

Hold (Retinere) Temperature (Temperatura): 50 °C
Time (Timp): 2 min

Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 min

Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) 92 Ctimpde 15s

60 °C timp de 1 min

Procedura de analiza a testarii ulterioara citirii pentru instrumentele
Applied Biosystems si ABI PRISM

Pentru detalii de programare ale instrumentelor Applied Biosystems 7300
si 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT,
consultati ghidul de utilizare al instrumentului. Pentru o prezentare de
ansamblu mai clara, setarile software sunt incercuite cu o linie neagra
ingrosata.

11. Dupa finalizarea testarii, selectati ,,Start/Program”, apoi ,,File/New”
(Fisier/Nou).

12. in caseta de dialog ,New Document Wizard” (Expertul pentru
documente noi), faceti clic pe lista verticala ,Assay” (Test) si
selectati ,,Allelic Discrimination” (Discriminare alelica) (Figura 13).

13. Acceptati setarile implicite pentru campurile ,,Container” (Recipient)
si ,Template” (Sablon) (,,96-Well Clear” (96 de godeuri transparente)
si ,,Blank Document” (Document necompletat), Figura 13). in campul
»Plate Name” (Denumire placa), tasta AD Post-read (Procedura de
analiza ulterioara citirii) (Figura 13), apoi faceti clic pe ,Next>”
(Urmatorul>) pentru a accesa caseta de dialog ,,Select Markers”
(Selectare marcatori).
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MNew Document Wizard E

Dehine Document
Select the assay, contaner. and template for the document, and enter the operator narme and
comments,

1 Aszzap : falalic Discrimination o
Cmtainer:m
2 Template : § Blank Document - Browse |,
FRun Mode : | Standard 7500 -
Operator - |r—\dmini=hatn;
Comments :
3_ HateNme:wd l
Finish | Cancel |
L —_—t
Figura 13. Pre-setari pentru crearea unei noi testari ulterioare citirii (New
Document Wizard (Expertul pentru documente noi)).

14. Daca panoul ,,Markers in Document” (Marcatori in document) din
caseta de dialog ,,Select Markers” (Selectare marcatori) contine un
marcator potrivit pentru aplicatia dvs., treceti la pasul 18. In caz
contrar, treceti la pasul 15.

15. Creati detectoare si marcatori dupa cum urmeaza. Faceti clic pe ,,New
Detector” (Detector nou) (Figura 14).

Select Markers
Seloct the markers you will be using in the document
Firvd -| - J Passive Relerarce: |H||I--f "'l
Markar Marmes | Detacton 1 Maikers inDocumsnt |
Akd > |
Hemove J
< >
1 Mew Detechor I Mewve M arkoer ]
< Back | Mext > | Firish | Carncal |
Figura 14. Panoul ,,Markers in Document” (Marcatori in document) nu contine un
marcator potrivit pentru aplicatia dvs.

16. in caseta de dialog ,,New Detector” (Detector nou), tastati Allele A
(Alela A) in campul ,,Name” (Denumire) (Figura 15). Lasati optiunea
»Reporter Dye” (Colorant raportor) setata la ,FAM”. Faceti clic pe
butonul ,,Color” (Culoare), selectati o culoare, apoi faceti clic pe ,,OK”
(Figura 15). Faceti clic pe ,,Create Another” (Creati altul) (Figura 15).
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Hew Detector E]

1 I e lN|Efe F:% I

D eseiiplion: I

2 Feporter Diype: IFJ&.M

L

Quencher Dye: I [more]

4 I Cpeate Amthh l 0K I Carce| I

Figura 15. Modul de creare a detectoarelor.

17. in urmatoarea caseta de dialog ,,New Detector” (Detector nou), tastati
Allele B (Alela B) in campul ,,Name” (Denumire). in campul ,,Reporter
Dye” (Colorant raportor), selectati ,,VIC”. Faceti clic pe butonul
»Color” (Culoare), selectati o culoare, apoi faceti clic pe ,,OK”.

18. Faceti clic pe ,,New Marker” (Marcator nou) in caseta de dialog
»oelect Markers” (Selectare marcatori) (consultati Figura 14).

19. in caseta de dialog ,New Marker” (Marcator nou), tastati JAK2 in
campul ,New Marker Name” (Denumire marcator nou) (Figura 16).
Selectati detectoarele ,Allele A” (Alela A) si ,Allele B” (Alela B),
create in etapele 16 si 17 (sau definite deja), apoi faceti clic pe ,,OK”
(Figura 16).

Hevs Marker E]

Mew M arker Marme : I JAKZ hl 1
Galect bovos debeckors for Hhus moarkesr -
[ TE Dete ctor Ham e Reporter | Guencher
2=l 5 Gi-: Fas =
3 | 0k Cancel| |

Figura 16. Modul de creare a marcatorilor.
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20. in caseta de dialog ,,Select Markers” (Selectare marcatori), selectati
»JAK2”, creat in modul prezentat mai sus sau un marcator predefinit
adecvat, apoi faceti clic pe ,,Add>>" (Adaugare>>) (Figura 17).

Nota: Pentru eliminarea unui marcator, selectati-l si apoi faceti clic pe
,Remove” (Eliminare).

New Document Wizard g|

Select Mairkers
Select the markers you vill be using in the document

Funl | ‘J ¥ | Passive Reference: [ROX Ll
Marker Hame Detector 1 | Detector 2 l Markers in Document |
1 JER2 | 2see B Rliele A
_;.Lm 2
Rreve

Hew Detector New Marker

<Back [ Nedts N Frash Cance 3

Figura 17. Selectarea marcatorilor.

21. Faceti clic pe ,,Next>” (Urmatorul>).

22. in caseta de dialog ,,Setup Sample Plate” (Configurare placa pentru
probe), faceti clic si trageti pentru a selecta marcatorul pentru
godeurile care contin probe. Faceti clic pe ,,Finish” (Finalizare).

23. Selectati fila ,,Instrument” si modificati volumul probei la 25 pl.

24. Selectati ,File/Save” (Fisier/Salvare), apoi faceti clic pe ,Save”
(Salvare) pentru a pastra denumirea atribuita la crearea placii.

25. incarcati placa de reactie in instrument, conform recomandarilor
producatorului

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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26. Porniti testarea ulterioara citirii. Faceti clic pe ,,Post-Read” (Dupa citire).

Instrumentul va efectua o testare de 1 ciclu timp de 60 s la 60 °C. in timpul
acestei testari, instrumentul colecteaza fluorescenta FAM si VIC in fiecare
godeu (Figura 18).

—
E File Wiew Tools Instrument  Andpsis  Window  Help

D=l S ECE rOs?
\f Setup ¥ Instrument ¥ Results §

—Instrument Contral — Temperatura
Estimated Time Ramaining (hh:mm): Sample: Hasat Sink:
Cover: Bliock:

Fost-Read I
—Cvele

Dizconnact | Status: Stage: Rep:
Time (mmss): Step:

State:

—Thermal Cycler Protocal —
Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate

AL Sl A [ Al S [ A D= sl Sy Belbte Help
-~ Settings

Sample Wolume (L) ’r

Fun Mods ; [Standard 7500 =]

Data Collection : [Stoge 1. Step 1 (60.0 @ 6:30) =l

Figura 18. Testarea ulterioara citirii.
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27. Selectati ,,File/Export” (Fisier/Export), apoi faceti clic pe , Results”
(Rezultate) pentru a exporta rezultatele intr-un fisier Excel.
Rezultatele vor aparea asa cum se prezinta in Figura 19.

| 12 |Comments: VIC proba 1 FAM proba 1

| 13 [SDSv1.2

i \

| 16 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele ¥ “gAllele X Rn Allele Y Quality Value Method

| 16 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAKZWIC JAKZ-FAM 2184 6.221 Undetermined 100.00 tanual Call
| 17 |A2 sample 1 WIC Unknown 295 565 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2.451 6.505 Undetermined 100.00 tanual Call
| 18 |A3 sample 2 WIC Unknown 351.338 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 tdanual Call
| 19 |Ad sample 2 WIC Unknown 373.903 JAKZ-VIC JAKZ2-FAM 2.553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |AS sample 3 WIC Unknown 372.835 JAKZ2-VIC JAKZ-FAM 2.913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
| 21 AR sample 3 WIC Unknown 359.717 JAKZ-WIC JAKZ-FAM 2806 5.278 Undetermined 100.00 hanual Call
| 22 |A7 sample wt VIC Unknown 343 536 JAKZVIC JAKZ-FAM 2 569 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
| 23 |AB sample wt VIC Unknown 277 677 JAKZ2WIC JAKZ-FAM 2.684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |AD C- VIC Unknown 330.943 JAKZVIC JAK2-FAM 2,623 1.967 Undetermined 100.00 htanual Call
|25 |A10  [C- VIC Unknown 314.623 JAKZVIC JAKZ-FAM 2.672 2013 Undetermined 100.00 hdanual Call
|26 [A11  [C- WIC Unknown 269.500 JAKZVIC JAKZ-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 tanual Call
|27 [A12  [C+ VIC Unknown 211.520 JAKZ2WIC JAKZ-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 tanual Call
| 268 |B1 C+ vIC Unknown 270.623 JAKZVIC JAKZ-FAM 1.346 £.894 Undetermined 100.00 htanual Call
|29 [B2 C+ VIC Unknown 365.112 JAKZVIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 hanual Call
| 30 |B3 ER VIC Unknown 372.150 JAKZVIC JAKZ-FAM 2.214 203 Undetermined 100.00 tanual Call
| 31 |B4 ER WIC Unknown 404.145 JAKZVIC JAKZ-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 tanual Call
|32 |B5 ER WIC Unknown 410.977 JAKZ2WIC JAKZ-FAM 2.681 252 Undetermined 100.00 hanual Call
| 33 |BE H20 VIC Unknown 395.431 JAKZ2WIC JAKZ-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
| 34 |B7 H20 VIC Unknown 415.223 JAKZVIC JAK2-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 hanual Call
| 35 |B8 H20 VIC Unknown 366.885 JAKZWIC JAKZ-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 hanual Call

Figura 19. Exemplu de rezultate afisate intr-un figier Excel.
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Protocol: qPCR pe instrumentul LightCycler 480

Daca utilizati echipament gPCR cu placi cu 96 de godeuri, va recomandam sa
efectuati toate masuratorile in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 8.

Tabelul 8. Numar de reactii pentru instrumentul LightCycler 480

Probele Reactii
Cu amestec de solutii de amorsare si sonde JAK2 V617F
(PPM-JAK2)
24 de probe de ADN 24 x 2 reactii

3 x 2 reactii (PC-VF, NC-VF
3 substante de control ADN si COS-VF, fiecare testat

in duplicat)
Substanta de control apa 2 reactii

Procesarea probelor pe instrumentul LightCycler 480

’ [1Hab151617181911011114

[II@I*IWIDIHH}J

. vy

Figura 20. Configurarea sugerata a placii pentru un experiment efectuat cu ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC: substanta de control pozitiva; NC: substanta de control negativa;
COS: proba cu prag de excludere; S: proba de ADN; H20: substanta de control apa.
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qPCR pe instrumentul LightCycler 480
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

Componentele trebuie scoase din congelator cu aproximativ 10 minute
inainte de inceperea procedurii.

2. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp toate tuburile (aproximativ
10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului).

3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 9 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate
fi preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde. Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Pe instrumentul LightCycler 480, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit poate fi
utilizat pentru analiza a 24 de probe in duplicat in cadrul unui singur
experiment (Figura 20), 20 de probe in duplicat in doua experimente sau
15 probe in duplicat in trei experimente.
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Tabelul 9. Prepararea amestecului gPCR

Numar de reactii (pl)

Concentratie
Componenta 1 56+1* 28+1t 18+1# finala

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 712,5 362,5 237,5 1x

Amestec

de solutii de
amorsare si
sonde, 10x

2,5 142,5 72,5 47,5 1Xx

Apa de
calitate PCR 5 285 145 95 -
fara nucleaza

Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 Cate 5 -
la pasul 6)

Volum total 25 Cate 25 Cate25 Cate 25 -

* 24 de probe; un experiment/kit.
710 probe; doua experimente/kit.
*+ 5 probe; trei experimente/kit.

4. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp amestecul qPCR
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului).

5. Distribuiti 20 pl de amestec qPCR preliminar per godeu.

6. Adaugati 5 yl din materialul de proba ADN sau substantele de control
in godeul corespunzator (volum total 25 pl).

7. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

8. inchide’;i placa si centrifugati pentru scurt timp (300 x g, aproximativ
10 s).

9. Asezati placa in termociclor, conform recomandarilor producatorului.
10. Pe pagina de pornire, selectati ,,New Experiment” (Experiment nou).
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11. Pentru LightCycler 480 I, parcurgeti etapa 11a. Pentru LightCycler
480 Il, parcurgeti etapa 11b.

Pentru detalii de programare ale instrumentului LightCycler 480, consultati
ghidul de utilizare al instrumentului. Pentru o prezentare de ansamblu mai
clara, setarile software sunt incercuite cu o linie neagra ingrosata.

11a. LightCycler 480 I: Selectati ,,Multi Color Hydrolysis Probe” (Sonda de
hidroliza multicolora), faceti clic pe ,,Customize” (Personalizare),
apoi verificati daca sunt selectate canalele ,,FAM (483-533)” si ,,Hex
(533-568)” (adica VIC) (Figura 21). Setati volumul de reactie la ,,25” pl
(Figura 21) si treceti la etapa 12.

o
@ A Temperatiie Taigets -
Target €} Acquisition Made Hold (hhzmmzss) Ramp Rate {'C8)  Acquisitions jper *C) | Sec Target (0] Step Size 'C) | Step Delay joycles) H
Report Qe 2|wone [o0:01:00 s 2| =0 | = @
v
Dretection Format  Multi Color Hydrelysts Probe
Integradion Time Mode
100 [I’i‘ Dynamie " Manual l &
o
0
b Active Filter Combination 8|
_ = -500) |
P v FAR (483-533)
i : > Bex (523-568) |
& =2a0)
% 55 Cy 5 (£15-670) =1
Lol
a5
: @®
S
: |
@00 oo (LY 116
Evtinated Tame dhammcss)
T:"!':n ||l/J Stant Run

Figura 21. LightCycler 480 I: Setarea formatului de detectie.
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11b.LightCycler 480 II: Selectati ,,Dual Color Hydrolysis Probe” (Sonda
de hidroliza in doua culori), faceti clic pe ,Customize”
(Personalizare), apoi verificati daca sunt selectate canalele ,,FAM
(465-510)” si ,,VIC /| HEX / (533-580)” (Figura 22). Setati volumul de
reactie la ,,25” pl (Figura 22) si treceti la etapa 12.

Instrument:  Virual LightCycles 480 96 System | / Hot Connecied Database: My Computer (Research)
Window:  [Wew Experiment =l v System Admin

i | m— ; 2
]
cni socksie [ P [T Reacion votum 4
Color Comp 1D TestID |
Pragrams
PFrogram Hame Cycles Analysis Mode
1 o Mone

| Detection Formats

Detection Format  Dual Calor Hydrslysis Probe | UPL Prabe
Time Mode

* Dymamic " Manual

Cl FAN (465-510)
» WIC / HEX / ¥ellowSSE (533-580

Target (') Al Step Size (C)  Step Delay fcyclesy

ﬂz@%ﬂk
Jo@ :|

< 0@ >

NE Blo s @ P ¢
w

100,
0|
o —
L
§ &)
5|
40|
-
2 L EES
Estimated Time (hmm:s3)
TQ?FN I:] End Program » 10 Cycles Start Run

Figura 22. LightCycler 480 II: Setarea formatului de detectie.
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12. Programati termociclorul cu programul de termociclare indicat in
Tabelul 10, apoi porniti testarea.

Nota: La descrierea configurarii placii pe instrument, selectati ,Endpt
Geno” (Genotipare cu punct final) in sectiunea ,Step 1: select workflow”
(Etapa 1: selectati fluxul de lucru).

Tabelul 10. Profilul temperaturii pentru instrumentul LightCycler 480

Hold (Retinere)

Hold 2 (Retinere 2)

Cycling
(Repetare ciclu)

Hold 3 (Retinere 3)

Temperature (Temperatura): 50 °C
Time (Timp): 2 min

Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 min

50 times (50 de ori)

92 °C timp de 15 s; unic

60 °C timp de 1 min; unic

60 °C timp de 1 min; unic

Procedura de analiza cu punct final pentru instrumentul LightCycler 480

13. La finalizarea testarii, faceti clic pe ,,Analysis” (Analiza).

14. in caseta de dialog ,,Create New Analysis” (Creare analizid noua),
selectati ,,Endpoint Genotyping” (Genotipare cu punct final), apoi
selectati subsetul de analizat din meniul ,,Subset” (Figura 23).

—Create New Ana:_yvlo

Abs Quant/Znd Derivative Hax

Ahs Quant/Fit Points

Advanced Relative Quantification
Basic RBelative Quantification

Color Compensation

B s r—

Helt Curve Genotyping
Tm Calling

Create new analysis 1

Analysis Type -JFIEndpo:nc Genotyping j

Subset ‘*ﬂ‘!cu Fubset 1 - — 2
Program -*-IProgram =

Hame *lEndpc:nt Genotyping for New Jubset

Figura 23. Selectarea tipului de analiza si a subsetului de analizat.
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15. in fereastra urmitoare, selectati fluorescenta ,Hex” (adica VIC)
pentru ,Allele X” (Alela X) si fluorescenta ,,FAM” pentru ,Allele Y”
(Alela Y) (Figura 24).

Create new analysis
Allele X Allele ¥

LAC B

Figura 24. Selectarea fluorescentei pentru ,,Allele X” (Alela X) si ,,Allele Y” (Alela Y).

16. Urmatoarea fereastra (Figura 25) arata configurarea placii (1, stanga
sus), rezultatele fluorescentei pentru fiecare proba (2, stanga jos) si
diagrama de dispersie cu discriminarea alelica (3, dreapta;
fluorescenta FAM si VIC masurate la ciclul 50 PCR).

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
4,000 .
1 e
44,000
42,000
40,000
23,000
36,000
34,000
32,000
= 30,000
=]
2 28,000
Samples Endpoint Fluorescence Re~ 3 2000 - 3
l.. C.. Pos MName 523568 483533 Call £ 24000
v A5 100% -z 10,87 46,34 £ 22000
v A6 100% -z 0,30 0,39 2 20000
v A7 100% -z 0,37 0,43 e
v A10 H2O 0,21 0,29 Ly
v A1l H20 0,23 0,32 16,000
v A12 H2O 0,20 0,26 14,000
v BS 76% -z0 26,73 48, 40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10000
v B7 78% -20 26,80 47,38
v C5 50% -20 32,03 42,50 Ly
v C6 50% -z0 33,28 44,08 6,000
v €7 50% -20 33,26 44,76 4,000
v D5 31% -20 34,58 38, 54 2,000
v D6 31% -20 32,55 A= -7 ¢
Y WY R =R R Il 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v E5 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence [523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79 =
o | o[ | Mew Can = | Apply
Apply [ 1[ ] [ColnlComp || ][ | ] Filter Comb ] Analysis || }
Template ~ Notes Calculate (off || Auto Group || N 23.568 / 183.533] Mode 1 v

Figura 25. Rezumatul datelor.

17. Pentru exportul datelor, faceti clic dreapta pe sablonul cu rezultatele
probelor, apoi selectati ,,Export Table” (Export tabel). Fisierul va fi
salvat intr-un format de fisier text (.txt).
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18. Pentru a vizualiza si a analiza rezultatele, deschideti figierul folosind
Excel. Rezultatele vor aparea asa cum se prezinta in Figura 26.

‘ Microsoft Excel - test
@_‘l Fichier Edition  Affichage Insertion Format  Outils Données  Fenétre 7

D & $FRR-< -l il . 3 ]|Yic

AL - i Experiment: OB 08-12-15 Active filters: FAM (453-533), Hex (523-568)

A B c D E F G VIC

1 |E'xéerment' éﬂl- 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hax f523-ﬂ5':+81 FAM
2 Include Color Pos Mame 523-568 4 Call Scora
3 (True 10789024 AS 100820 10,971 0,00
4 True L0739024 A6 100%-20 0,302 0,00
S [True L0759024 A7 100%-20 0,369 0,00
6 (True 10759024 ALO H2O 0,207 0,00
7 [True 10789024 ALL H2O 0,233 0,00
B [True 10733024 Al2 H2O 0,203 0,00
9 [True 10739024 BS 78%-20 26,731 0,00
10 True 10789024 B T8%-20 27,125 0,00
11l [True 10789024 B7 78%-20 26,803 0.00
12 True 10789024 C5 S0%-20 32035 0,00
13 True 10759024 C& 0% -20 33278 0,00
14 (True 10789024 C7 S0%-20 33,261 0,00
15 True 10782024 DS 31%-20 34534 0,00
16 True 10789024 D& 31%:-20 325449 0,00
17 True 10739024 D7 31%-20 33262 0,00
18 |True 10789024 ES 12.5%-20 32,794 0,00
19 True 10739024 E& 12.5%-20 34,932 0,00
20 True 10759024 E7 12 5%-20 35,089 0,00
21 True 10739024 FS 5% -20 35838 0,00
22 True 10789024 F& 5% -20 30,786 0,00
23 True 10789024 F7 5% -20 36,546 0,00
24 True 10789024 &GS 2% -20 35,082 0,00
25 [True 10789024 G& 2% -20 35,834 0,00
26 True 10789024 &7 2% -20 34,299 0,00
27 True 10749024 HS 0% -20 34 449 0,00
28 True 10732024 He 0% =20 33520 0.00
29 True 107589024 HT 0% -20 34 125 0,00
30

Figura 26. Exemplu de rezultate afisate intr-un figier Excel.
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Protocol: qPCR pe instrumentul LightCycler 2.0

Nota: Din cauza cerintelor tehnologice speciale, experimentele cu LightCycler
2.0 trebuie efectuate folosind reactivi specifici. Va recomandam utilizarea
LightCycler TagMan Master. Urmati instructiunile producatorului pentru
prepararea amestecului Master Mix 5x.

Daca utilizati un rotor cu 32 de capilare, va recomandam sa efectuati toate
masuratorile in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 11.

Tabelul 11. Numar de reactii pentru instrumentul LightCycler 2.0

Probele Reactii

Amestec de solutii de amorsare si sonde JAK2 V617F (PPM-VF)
(32 de reactii)

12 de probe de ADN 12 x 2 reactii

3 x 2 reactii (PC-VF, NC-VF
3 substante de control ADN si COS-VF, fiecare testat

in duplicat)
Substanta de control apa 2 reactii

Procesarea probelor pe instrumentul LightCycler 2.0

S09 S 09 508

Figura 27. Configurarea sugerata a rotorului pentru un experiment efectuat cu ipsogen
JAK2 MutaScreen Kit. PC: substanta de control pozitiva; NC: substanta de control negativa;
COS: proba cu prag de excludere; S: proba de ADN; H20: substanta de control apa.
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qPCR pe instrumentul LightCycler 2.0
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

Componentele trebuie scoase din congelator cu aproximativ 10 minute
inainte de inceperea procedurii.

2. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp toate tuburile (aproximativ
10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea de jos a
tubului).

3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 12 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculatd pentru a obtine un volum final de reactie de 20 pl. Poate
fi preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde. Sunt incluse volume
suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Pe instrumentul LightCycler 2.0, ipsogen JAK2 MutaScreen Kit poate fi
utilizat pentru analiza a 12 probe in duplicat in cadrul unui singur
experiment (Figura 27).

Tabelul 12. Prepararea amestecului gPCR pentru instrumentul LightCycler 2.0

Numar de reactii (pl)

Concentratie
Componenta 1 32+1 finala

LightCycler TagMan

Master Mix, 5x 4 132 1x

Amestec de solutii de

amorsare si sonde, 2 66 1Xx
10x

A:p? de calitavte PCR 9 097 B
fara nucleaza

Proba (de adaugat 5 Cate 5 _
la pasul 4)

Volum total 20 Cate 20 -
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4. Vortexati si centrifugati pentru scurt timp amestecul qPCR
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului).

5. Distribuiti 15 pyl de amestec qPCR preliminar per capilar.

6. Adaugati 5 yl din materialul de proba ADN sau substantele de control
in capilarul corespunzator (volum total 20 pl).

7. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

8. Asezati capilarele in adaptorul furnizat impreuna cu instrumentul si
centrifugati pentru scurt timp (700 x g, aproximativ 10 s).

9. incarcati probele in termociclor, conform recomandarilor
producatorului.

10. Programati termociclorul (Figura 28) la programul indicat in Tabelul 13.

Pentru detalii de programare ale instrumentului LightCycler 2.0, consultati
ghidul de utilizare al instrumentului. Pentru o prezentare de ansamblu mai
clara, setarile software sunt incercuite cu o linie neagra ingrosata.

Nota: Asigurati-va ca setarea este pentru Quantification (Cuantificare), pentru
achizitia unica a fluorescentei FAM si achizitia unica a fluorescentei VIC atat
in etapa de amplificare/ciclare, cat si in etapa finala de retinere la 60 °C.

| Wit tan adtwane (astd 4 1 1 F1) - [How Dupes wment] =5
FLIEE R

jiR ALl

P nrrstensne

Figura 28. Ecran de programare pentru LightCycler 2.0.
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Tabelul 13. Profilul temperaturii pentru instrumentul LightCycler 2.0

Hold (Retinere) Temperature (Temperatura): 55 °C
Time (Timp): 2 min
Rampa: 20
Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 min
Rampa: 20
Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) g5 oG timp de 15 s: rampa: 20
60 °C timp de 1 min; rampa 20
Hold 3 (Retinere 3) 60 °C timp de 1 min; rampa 20

Procedura de analiza cu punct final pentru instrumentul LightCycler 2.0

11. La sfarsitul rularii de amplificare, faceti clic pe fila ,,Online Data
Display” (Afisare online date) (Figura 29). Deschideti meniul vizual
din stdnga sus a ferestrei ,,Current Fluorescence” (Fluorescenta
curenta), apoi tastati 57 in ,,Acquisition no.” (Nr. achizitie).

1 -

ZEemimanunad T
HHHTHIH

HHEH]

Flusraasasoe Wistary Temparatare disra

‘, -
i ¥ IE'."
i .J"r- SRR ' H
| jw—f’-!é&-

NEN EEEEECEEEEE CEEEEE N "'

¥HHYHSESRaEDn

HEHL

Figura 29. Rezultate si istoric in Online Data Display (Afigare online date).

12. Faceti clic dreapta langa graficul ,,Current Fluorescence” (Fluorescenta
curenta) si selectati ,,Export”.
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13. Faceti clic pe caseta ,Excel” din caseta de dialog ,,Export chart”
(Export grafic) (Figura 30). Introduceti o denumire in campul de dialog
»Filename” (Denumire fisier). Selectati o destinatie de export pentru
fisierul cu rezultate, cu ajutorul butonului N Faceti clic pe ,,Export”.

| EndPregran |+ 10 Eycles |Eolor Comp (D) - Instrument Name: LC_B312 1D: LC_8312

Online D ata Display I Run Notes I
|

dlete.

Samples B [=
05| Mame
1 Sample

2 Sample Series: | (al = Include:
3 Empty P - I[a J J v Point Index

Picture  Data I

45ample  —Fomat ¥ Foint Labels
[v Header

& Sample © Tewt
? gamﬂle L
S  HTML Table Delmiter

8 Sample = 29
10 Sample
11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sample
16 Sample
17 Sample
18 Sample

19 Sampl
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Figura 30. Selectarea formatului de export si a destinatiei fisierului de date.

14. Pentru a vizualiza si a analiza rezultatele, deschideti fisierul in Excel.
Rezultatele pentru LightCycler 2.0 se vor afisa conform imaginii.

Pozitie
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% Bar Text X ¥ Har =14 —
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Figura 31. Exemplu de rezultate LightCycler 2.0 afisate intr-un fisier Excel.
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Interpretarea rezultatelor

Creati un fisier adecvat pentru a extrage datele exportate pentru toate
instrumentele: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sau alt instrument Rotor-Gene,
LightCycler 2.0 sau 480; Applied Biosystems 7300 sau 7500 Real-Time PCR
System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS sau 7900HT SDS si verificati
nivelurile de fluorescenta (trebuie sa existe concordanta la nivel de duplicate).

Pregatiti o reprezentare grafica (diagrama de dispersie) a datelor de
fluorescenta. Axa x este fluorescenta VIC; axa y este fluorescenta FAM.

Reprezentare grafica si criterii de control al calitatii

Un exemplu de diagrama de dispersie este prezentat in Figura 32.
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0,0 \ L \ .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Fluorescenta RN VIC 560 nm

Figura 32. Diagrama de dispersie a unui experiment reprezentativ de discriminare
alelica. Instrumente: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM si LightCycler 480.

Probele trebuie sa se afle pe arcul care conecteaza substantele de control
negative (Negative Control, NC) de substantele de control pozitive (Positive
Control, PC).

Pozitionarea necorespunzatoare a oricarei substante de control poate indica
0 eroare experimentala.

I Substantele de control pozitive trebuie sa se afle in stanga sus.
B Substantele de control negative trebuie sa se afle in dreapta jos.

W Pozitionarea gresitd a unei substante de control negative poate
indica posibila contaminare.

B Proba cu prag de excludere trebuie sa apara deasupra substantelor de
control negative.
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I Substantele de control cu apa trebuie sa se afle in stanga jos.

B Pozitionarea gresita a unei substante de control cu apa (deasupra
NC pentru masuratoarea FAM sau deasupra PC pentru VIC) poate
indica posibila contaminare.

Nota: Pozitionarea substantelor de control poate fi diferita la analiza datelor
provenite de la instrumentul LightCycler 2.0 (consultati Figura 33). Substantele
de control cu apa inca trebuie sa se afle in stdnga jos.
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0,0 . . .
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Fluorescenta RN VIC 560 nm

Figura 33. Diagrama de dispersie a unui experiment reprezentativ de discriminare
alelica. Instrument: LightCycler 2.0.

Calculul raportului FAM/VIC normalizat si genotiparea

Calculati raporturile FAM/VIC pentru toate probele. Calculati raporturile
FAM/VIC pentru substanta de control pozitiva (Positive Control, PC), proba cu
prag de excludere (Cut-off Sample, COS) si substanta de control negativa
(Negative Control, NC). Trebuie sa existe concordanta intre raporturi la nivel
de duplicate. Calculati raportul mediu al tuturor duplicatelor.

Calculati raportul normalizat (normalized ratio, NRatio) pentru proba cu prag
de excludere (Cut-off Sample, COS) si pentru toate probele:

, Raportproba
N Rat|0probé =

Raportne

Nota: Zona gri (Gray Zone, GZ) a unui test este definita ca o zona de valori in
care performanta discriminatorie este insuficient de precisa. O valoare in zona
gri indica faptul ca markerul vizat nu poate fi punctat ca prezent sau absent.
Zona gri trebuie calculata pentru fiecare experiment in parte.
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Calculati zona gri, sau zona de incertitudine, pe baza raportului normalizat al
COS (NRatiocos):

GZ: [(NRatiocos x 0,94): (NRatiocos x1,06)]

Comparati raportul normalizat al fiecarei probe cu NRatiocos GZ. Interpretarea
rezultatelor este evidentiata in Tabelul 14 si un exemplu de calcul si
interpretare a datelor este oferit in Tabelul 15.

Tabelul 14. Interpretarea rezultatelor genotiparii folosind raporturi
normalizate

Rezultate Interpretare

NRatioprons > NRatiocos x 1,06 JAK2 V617F este detectat
NRatioprons < NRatiocos x 0,94 JAK2 V617F nu este detectat
NRatioprobs S€ Tncadreaza Rezultat neconcludent

in NRatiocos GZ
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Tabelul 15. Un exemplu de calcul si interpretare a datelor de fluorescenta

Raport
Proba VIC FAM Raport mediu NRatio Interpretare
NC 2,415 1,782 0,738 -

0,747 1,000 M“;at"e )
NC 2,46 1,861 0,757 nedetectata
PC 1,241 5,606 4,517 -

4672 6253 (';"“tat'e )
PC 1,182 5,706 4,827 etectata
COS 1,91 1,832 0,959 0058 18,  Probdcuprag
CcOs 2,035 1,946 0,956 de excludere
S 1 2,311 1,783 0,772 :

0742 0,992 M“;at"e )
S 1 2,555 1,818 0,712 nedetectata
S2 1,097 5,745 5237 -

4276 5723 g"ﬂtat’f .
S2 1,437 4,764 3,315 etectata
S3 2,265 2,149 0,949 0007 1081 Rezultat
S3 2,435 2,206 0,906 ’ ’ neconcludent
S4 2,385 2,063 0,865 O
S 4 2,322 2,191 0,944 ’ ’ neconcludent
GZ 1,205 1,359
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care pot
aparea. Pentru informatii suplimentare, a se vedea si pagina JIntrebari
frecvente” din cadrul Centrului nostru pentru Asistenta Tehnica:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Cercetatorii din cadrul Serviciilor
tehnice QIAGEN va stau intotdeauna la dispozitie pentru a raspunde la orice
intrebari pe care le aveti despre informatiile si protocoalele din acest manual,
precum si despre tehnologiile de prelevare si testare (pentru datele de contact,
consultati ,Date de contact”, pagina 56).

Comentarii si sugestii

Semnal negativ pentru substanta de control pozitiva

a) Eroare la pipetare Verificati schema de pipetare si configurarea
reactiei.

Repetati testarea PCR.

b) Depozitarea Depozitati ijpsogen JAK2 MutaScreen Kit la
necorespunzatoare a temperaturi cuprinse intre —30 si —15 °C si feriti
componentelor kitului de lumina amestecul de solutii de amorsare

si sonde (Primers and Probes Mix, PPM).
Consultati ,Depozitarea si manipularea
reactivilor”, pagina 10.

Evitati ciclurile repetate de congelare
si decongelare.

Divizati reactivii in parti alicote pentru
depozitare.

Substantele de control negative sunt pozitive

Contaminare Inlocuiti toti reactivii critici.

incrucisata Repetati experimentul cu noi parti alicote din toti

reactivii.

Manipulati intotdeauna probele, componentele
kitului si consumabilele in conformitate cu
practicile acceptate in mod obisnuit pentru

a preveni contaminarea prin transfer.

Lipsa semnalului, chiar si in substantele de control pozitive

a) Eroare la pipetare sau  Verificati schema de pipetare si configurarea
reactivi omisi reactiei.

Repetati testarea PCR.
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Comentarii si sugestii

b) Efecte inhibitoare ale Repetati prepararea ADN-ului.
materialului de proba,
cauzate de o purificare
insuficienta

c) LightCycler: Canal de Setati Channel Setting (Setare canal) la F1/F2

detectie ales gresit sau la 530 nm/640 nm.
d) LightCycler: Achizitia Verificati programele de ciclare.
de date nu a fost

Selectati modul de achizitie ,single” (unic)
la sfarsitul fiecarui segment de temperare al
programului PCR.

programata

Semnal absent sau slab in probe, dar substantele de control pozitive
sunt in regula

Calitate slaba sau Verificati intotdeauna calitatea si concentratia
concentratie scazuta a  ADN-ului inainte de a incepe.
ADN-ului

LightCycler: Intensitatea fluorescentei este prea mica

a) Depozitarea Depozitati ipsogen JAK2 MutaScreen Kit la
necorespunzatoare a temperaturi cuprinse intre —30 si —15 °C si feriti
componentelor kitului de lumina amestecul de solutii de amorsare

si sonde (Primers and Probes Mix, PPM).
Consultati ,Depozitarea si manipularea
reactivilor”, pagina 10.

Evitati ciclurile repetate de congelare si
decongelare.

Divizati reactivii in parti alicote pentru
depozitare.

b) Cantitate initiala foarte =~ Mariti cantitatea de ADN din proba.

mica de ADN tinta Nota: in functie de metoda aleasa de preparare

a ADN-ului, pot aparea efecte inhibitorii.

LightCycler: Intensitatea fluorescentei variaza

a) Eroare la pipetare Variabilitatea cauzata de asa-numita ,eroare la
pipetare” poate fi redusa prin analiza datelor in
modul F1/F2 sau 530 nm/640 nm.
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Comentarii si sugestii

b) Centrifugare Amestecul PCR preparat se poate afla inca in
insuficienta a vasul superior al capilarului sau o bula de aer ar
capilarelor putea fi prinsa in varful capilarului.

intotdeauna centrifugati capilarele incarcate cu
amestecul de reactie asa cum este descris in
manualul de utilizare specific al aparatului.

c) Suprafata exterioara a  Purtati intotdeauna manusi la manipularea
varfului capilarului este  capilarelor.
murdara

Controlul calitatii

in conformitate cu sistemul de management al calitatii certificat 1ISO al
companiei QIAGEN, fiecare lot de ipsogen JAK2 MutaScreen Kit este testat
conform specificatiilor prestabilite pentru a asigura calitatea constanta a
produsului. Buletinele de analiza sunt disponibile la cerere la adresa
www.qiagen.com/support/.

Limitari
Utilizatorii trebuie sa fie instruiti si familiarizati cu aceasta tehnologie inainte de
a utiliza acest dispozitiv. Acest kit trebuie utilizat cu respectarea instructiunilor

din acest manual, impreuna cu un instrument validat, mentionat in ,Materiale
necesare, dar nefurnizate”, pagina 8.

Orice rezultate de diagnostic care sunt generate trebuie interpretate in
coroborare cu alte rezultate clinice sau de laborator. Validarea performantei
sistemului pentru orice proceduri utilizate in laborator care nu fac obiectul
studiilor de performanta efectuate de QIAGEN constituie raspunderea
utilizatorului.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare tiparite pe cutia si pe etichetele
tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate.

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
48 Manual ipsogen JAK2 MutaScreen Kit 06/2016


https://www.qiagen.com/support/

Caracteristici de performanta

Studii nonclinice

Au fost efectuate studii nonclinice pentru a stabili performanta analitica a
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit.

Precizie

Trei niveluri de dilutie ale ADN-ului genomic din liniile celulare care includ
mutatia JAK2 V617F in ADN-ul de tip salbatic au fost testate cu ipsogen JAK2
MutaScreen Kit. Dilutiile au corespuns unor incarcaturi ale mutatiei de 1 %,
2 % si 3 %. S-au obtinut loturi de dilutie independente pentru fiecare nivel si au
fost testate replicate ale acestor dilutii in 3 experimente independente.
Raporturile obtinute pentru fiecare proba de ADN (Raportyobs) au fost
comparate cu raportul pentru substanta de control negativa (JAK2 100 % ADN
de tip salbatic, Raportnc). Rezultatele sunt sintetizate in Tabelul 16.

Tabelul 16. Date privind precizia in studiile nonclinice

Nivel de mutatie Raportprons>Raportne  CV% (raport)
1 % ADN V617F 100 % (n = 183) 6,8
2 % ADN V617F 100 % (n=72) 4,5
3 % ADN V617F 100 % (n = 135) 5,1

Date analitice intre laboratoare

A fost realizat un studiu multicentric care a implicat 13 laboratoare. Au fost
colectate date analitice privind dilutiile ADN-ului genomic care include mutatia
JAK2 V617F in ADN-ul de tip salbatic. in fiecare laborator au fost efectuate
cate trei experimente. Pentru fiecare experiment, urmatoarele probe de ADN
au fost testate din liniile celulare:

B 1 substanta de control negativa (Negative Control, NC) 0 % V617F
B 1 substanta de control pozitiva (Positive Control, PC) 100 % V617F
B 1 proba cu prag de excludere (Cut-off Sample, COS) 2 % V617F

B 3 probe care includ incarcaturi ale mutatiei intermediare (20 %, 50 %
$i 80 (Vo)

Experimentele au fost efectuate pe sapte modele de instrumente diferite:
M ABI PRISM 7000 SDS

B Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System

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

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Rezultatele sunt sintetizate in Tabelul 17.

Tabelul 17. Date analitice intre laboratoare obtinute din dilutiile ADN-ului
genomic din liniile celulare care includ mutatia JAK2 V617F in ADN-ul de
tip salbatic

Detectie proba Probe pozitive Probe negative
JAK2 V617F 177* 0
Tip salbatic JAK2 0 36

* Probele pozitive au inclus 36 de substante de control pozitive (PC-VF), 36 de probe cu prag
de excludere (COS-VF; 2 % V617F), 34 de probe care includ 20 % JAK2 V617F, 35 de
probe care includ 50 % JAK2 V617F si 36 de probe care includ 80 % JAK2 V617F.

Studii clinice

Comparatie intre ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si metoda ARMS®

Probele de ADN de la 141 de pacienti cu suspiciune de MPN au fost testate in
paralel cu ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si un test gq°PCR bazat pe principiul
sistemului de mutatie refractarda de amplificare (Amplification Refractory
Mutation System, ARMS) (11). Rezultatele comparatiei sunt prezentate in
Tabelul 18 (tabelul de contingenta 2 x 3) si in Tabelul 19 (acord procentual).

Tabelul 18. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si ARMS

Rezultatele metodei de testare ARMS

JAK2 Tip salbatic
V617F JAK2 (JAK2
>2 % V617F <2 %) Total

Mutatie JAK2 V617F 91 0

Rezultatele - 91
metodei detectata
de testare Rezultat 1 2
. 3
ipsogen neconcludent
JAK2 . .

Mutatie JAK2 tip
MutaScreen o3 hatic nedetectats 1 46 a7
Total 93 48 n=141
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Tabelul 19. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si ARMS

Acord (%) 1195 % (%)

Date pozitive

Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 98,9 94,1-99,8
Kit si ARMS

Date negative

Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 100 92,3-100
Kit si ARMS

Acord total 99,3 96,0-99,9

* Intervalele de incredere au fost calculate in conformitate cu CLSI EP12-A ,User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

Comparatie intre ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si secventiere

Probele de ADN de la 51 de pacienti cu suspiciune de MPN au fost testate in
paralel cu ijpsogen JAK2 MutaScreen Kit si tehnica de referinta (,standardul de
aur”), secventierea directad. O proba nu a putut fi interpretata din cauza erorii la
secventiere. Comparatiile rezultatelor obtinute din cele 50 de probe
interpretabile sunt sintetizate in Tabelul 20 (tabelul de contingenta 2 x 3) si
Tabelul 21 (acord procentual).

Tabelul 20. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si
secventiere

Rezultatele secventierii directe

JAK2 Tip salbatic
V617F JAK2 (JAK2
>2%  V617F <2 %) Total

Rezultatele = Mutatie JAK2 V617F 26 1 27
metodei de detectata

t.estare Rezultat neconcludent 0 1 1
ipsogen

JAK2 Mutatie JAK2 tip 2 20 29
MutaScreen salbatic nedetectata

Total 28 22 n=>50
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Tabelul 21. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si
secventiere

Acord (%) 1195 % (%)

Date pozitive
Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 92,9 77,4-98,0
Kit si secventiere

Date negative

Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 95,2 77,3-99,2
Kit si secventiere
Acord total 93,9 83,5-97,9

* Intervalele de incredere au fost calculate in conformitate cu CLSI| EP12-A ,User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.

Studiu multicentric pe 228 de probe de la pacienti

Probele de ADN de la pacienti au fost analizate cu tehnici proprii in
13 laboratoare, care au contribuit la un studiu intre laboratoare. In fiecare
laborator s-au efectuat cate 3 experimente, folosind ADN din linii celulare asa
cum este descris pentru datele de precizie nonclinice (consultati deasupra),
precum si cu ADN de la 10 pacienti, disponibil in laborator.

Cele 228 de probe cu un genotip JAK2 cunoscut au fost testate in paralel cu
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si prin metode proprii, inclusiv PCR calitativ,
PCR specific alelelor, transfer de energie de rezonantd fluorescenta
(Fluorescence Energy Resonance Transfer, FRET), secventiere, PCR pe
oligonucleotide specifice alelelor, RFLP si discriminarea alelica. Rezultatele
comparatiilor sunt prezentate in Tabelul 22 (tabelul de contingenta 2 x 3) si in
Tabelul 23 (acord procentual).
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Tabelul 22. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si
metode proprii

Rezultatele testarii proprii

Mutatie  Mutatie JAK2
detectata tjp salbatic
JAK2 V617F nedetectata Total

Mutatie JAK2

Rezultatele  V617F detectats 139 3 142

metodei de Rezultat

testare 5 17 22

. neconcludent

ipsogen

JAK2 Nicio mutatie

MutaScreen JAK2 tip salbatic 3 61 64
detectata

Total 147 81 n =228

Tabelul 23. Comparatie intre metode: ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si
metode proprii

Acord (%) 1195 % (%)

Date pozitive
Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 97,9 94,0-99,3
Kit si metoda proprie

Date negative

Acord intre ipsogen JAK2 MutaScreen 95,3 87,1-98,4
Kit si metoda proprie
Acord total 97,1 93,8-98,7

* Intervalele de incredere au fost calculate in conformitate cu CLSI EP12-A ,User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline”.
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Robustete: testarea probelor de la donatori sanatosi

Probele de ADN de la 103 donatori de sange sanatosi au fost analizate cu
ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit. Toate probele au fost detectate ca JAK2 de
tip salbatic. Analiza a 38 de probe cu instrumentul LightCycler 480 este
prezentata in Figura 34.
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Figura 34. Analiza donatorilor sanatosi. Analiza cu LightCycler 480 a 38 de donatori
sanatosi (®) cu ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (nr. cat. 673123). Rezultate pozitive in
duplicat (®) corespund unei scari de referinta incluse in kit. Valorile fluorescentei VIC sunt
reprezentate grafic pe axa x, iar valorile FAM sunt reprezentate pe axay.
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Simboluri
Pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

<N> Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

Data de expirare

SN

IVD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Numar catalog

Numar de lot

MAT Numar material

GTIN Numar de comercializare global articol

Limitari de temperatura

Producator

Consultati instructiunile de utilizare

= k=g

Date de contact

Pentru asistenta tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru
pentru Asistentda Tehnica la adresa www.giagen.com/Support, apelati
numarul de telefon 00800-22-44-6000 sau contactati Departamentele de
Servicii Tehnice ale QIAGEN sau distribuitorii locali (a se vedea coperta a
patra sau vizitati www.qgiagen.com).
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.

ipsogen JAK2 Pentru 10 de reactii: Substanta de 673022
MutaScreen Kit (10) control pozitiva V617F, substanta de

control negativa V617F, proba cu prag

de excludere V617F, amestec de

solutii de amorsare si sonde JAK2

tip salbatic si JAK2 V617F

ipsogen JAK2 Pentru 24 de reactii: Substanta de 673023
MutaScreen Kit (24) control pozitiva V617F, substanta de

control negativa V617F, proba cu prag

de excludere V617F, amestec de

solutii de amorsare si sonde JAK2

tip salbatic si JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx — pentru analiza real-time PCR validata
de IVD in aplicatii clinice

Rotor-Gene Q MDx Ciclator pentru real-time PCR si 9002032
5plex HRM Platform analizor de topire la Tnalta rezolutie

cu 5 canale (verde, galben, portocaliu,

rosu, rosu aprins) plus canal HRM,

laptop, software, accesorii: garantie de

1 an pentru componente si manopera,

instalarea si instruirea nu sunt incluse

Rotor-Gene Q MDx Ciclator pentru real-time PCR si 9002033
5plex HRM System analizor de topire la Tnalta rezolutie

cu 5 canale (verde, galben, portocaliu,

rosu, rosu aprins) plus canal HRM,

laptop, software, accesorii: garantie de

1 an pentru componente si manopera,

instalare si instruire

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a
raspunderii specifice produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al
kitului QIAGEN respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare pentru kiturile
QIAGEN sunt disponibile pe www.giagen.com sau pot fi solicitate de la
Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dumneavoastra local.
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Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticarea in vitro. Produsele ipsogen nu pot fi revandute, modificate pentru revanzare sau utilizate
pentru fabricarea de produse comerciale fara aprobarea scrisa a companiei QIAGEN.

Informatiile din acest document fac obiectul modificarii fara preaviz. QIAGEN nu isi asuma nicio responsabilitate pentru eventualele erori care pot
aparea in acest document. Se considera ca acest document este complet si exact ih momentul publicarii. In niciun caz, compania QIAGEN nu va fi
raspunzéatoare pentru niciun fel de daune incidente, speciale, multiple sau consecinta in legatura cu sau care decurg din utilizarea acestui document.

Se garanteaza ca produsele ipsogen intrunesc specificatile declarate. Singura obligatie a companiei QIAGEN si despagubirea exclusiva
a clientului se limiteaza la inlocuirea gratuita a produselor in cazul in care acestea nu functioneaza conform garantiei.

Acest produs este comercializat in baza unui acord de licentd cu Epoch Biosciences pentru utilizare numai pentru diagnosticare in vitro si nu
poate fi utilizat pentru alte studii, studii de piata, studii clinice sau pentru alte utilizari in afara domeniului de diagnosticare in vitro.

Mutatia JAK2 V617F si utilizarile acesteia sunt protejate de drepturi de brevet, inclusiv brevetul european EP1692281, brevetele SUA 7.429.456 si
7.781.199, cererile de brevet SUA US20090162849 si US20120066776 si orice omolog strdin al acestora.

Achizitionarea acestui produs nu conferd niciun drept de utilizare pentru studiile clinice pentru medicamentele care vizeaza JAK2 V617F.
Compania QIAGEN dezvolta programe de licenta specifice pentru astfel de utilizéri. Va rugdm sa contactati departamentul nostru juridic la
jak2licenses@giagen.com.

Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlIAamp®, 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).

Acord de licenta limitata
Utilizarea acestui produs implica acceptarea urmatoarelor clauze de catre oricare cumparator sau utilizator al ipsogen JAK2 MutaScreen Kit:

1.  ipsogenJAK2 MutaScreen Kit poate fi utilizat numai in conformitate cu manualul ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si numai impreuna cu
componentele continute in kit. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau
fncorporarii componentelor incluse in acest kit cu orice componenta care nu este inclusa n acest kit, cu exceptia celor descrise in manualul
ipsogen JAK2 MutaScreen Kit si in protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.qiagen.com.

2. In afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio form& c& acest kit si/sau utilizarea (utilizarile) acestuia nu
ncalca drepturile tertilor.

3. Acest kit si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
4. QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate ih mod explicit.

5. Cumparatorul si utilizatorul kitului accepta sa nu ia masuri si sa nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare
dintre actiunile interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va
recupera toate costurile anchetelor si cheltuielile de judecatd, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta
limitat& sau a oricaruia dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de kit si/sau componentele acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.qiagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, toate drepturile rezervate.


mailto:jak2licenses@qiagen.com
https://www.qiagen.com/
https://www.qiagen.com/

www.qiagen.com QIAGEN

1072500RO 154011606 Sample & Assay Technologies


https://www.qiagen.com/

	Domeniul de utilizare
	Rezumatul şi explicarea produsului
	Principiul procedurii
	Materiale furnizate
	Conținutul kitului

	Materiale necesare, dar nefurnizate
	Reactivi
	Consumabile
	Echipamente

	Avertismente și precauții
	Precauții generale

	Depozitarea și manipularea reactivilor
	Procedură
	Prepararea ADN-ului pentru probă
	Păstrarea acizilor nucleici
	Protocol: qPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
	Procesarea probelor pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
	qPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
	Procedură
	Procedura de analiză cu punct final pentru setarea instrumentului Rotor-Gene Q 5plex HRM

	Protocol: qPCR pe instrumente Applied Biosystems și ABI PRISM
	Procesarea probelor pe instrumentele Applied Biosystems 7300 și 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT
	qPCR pe instrumentele Applied Biosystems 7300 și 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 sau ABI PRISM 7900HT
	Procedură
	Procedura de analiză a testării ulterioară citirii pentru instrumentele Applied Biosystems și ABI PRISM

	Protocol: qPCR pe instrumentul LightCycler 480
	Procesarea probelor pe instrumentul LightCycler 480
	qPCR pe instrumentul LightCycler 480
	Procedură
	Procedura de analiză cu punct final pentru instrumentul LightCycler 480

	Protocol: qPCR pe instrumentul LightCycler 2.0
	Procesarea probelor pe instrumentul LightCycler 2.0
	qPCR pe instrumentul LightCycler 2.0
	Procedură
	Procedura de analiză cu punct final pentru instrumentul LightCycler 2.0


	Interpretarea rezultatelor
	Reprezentare grafică și criterii de control al calității
	Calculul raportului FAM/VIC normalizat și genotiparea
	Ghid de depanare

	Controlul calității
	Limitări
	Caracteristici de performanţă
	Studii nonclinice
	Precizie
	Date analitice între laboratoare

	Studii clinice
	Comparație între ipsogen JAK2 MutaScreen Kit și metoda ARMS®
	Comparație între ipsogen JAK2 MutaScreen Kit și secvențiere
	Studiu multicentric pe 228 de probe de la pacienți
	Robustețe: testarea probelor de la donatori sănătoși


	Referințe
	Simboluri
	Date de contact
	Informații pentru comandă

