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QIAGEN est le premier fournisseur de technologies novatrices d’échantillon-
nage et de dosage permettant d’isoler et de détecter le contenu de n‘importe
quel échantillon biologique. Nos produits et services avancés de haute qualité
garantissent le succes, de |"échantillon jusqu’au résultat.

QIAGEN fixe les normes en matiére de :

M Purification d’ADN, d’ARN et de protéines

B Dosages d’acides nucléiques et de protéines

B Recherche micro-ARN et ARNi

B Automatisation des technologies d’échantillonnage et de dosage

Notre mission consiste & permettre & notre clientele de réussir et d’accomplir
des progrés décisifs. Pour plus d’'informations, visiter www.giagen.com.
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Utilisation prévue

Le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS est destiné & la détection de la mutation
JAK2 V617F/G1849T & partir d’ADN génomique de sujets sur lesquels porte
une suspicion de syndrome myéloprolifératif. L'absence de la mutation JAK2
V617F/G1849T n’exclut pas la présence d'autres mutations JAK2. Le test peut
produire des résultats faux négatifs en cas de mutation additionnelle sur les
codons 615 a 619 (1).

Remarque : ce kit doit étre utilisé selon les instructions données dans ce
manuel, en combinaison avec les réactifs et les instruments validés. Toute
utilisation non conforme avec les informations portées sur |'étiquetage ou la
notice de ce produit, et/ou modification quelconque de I'un de ses composants,
décharge QIAGEN de toute responsabilité.

Résumé et explication

Une mutation somatique récurrente, V617F, affectant la Tyrosine Kinase Janus
2 (JAK2), a été identifiée en 2005 (2-5), ce qui a permis une avancée majeure
dans la compréhension, la classification et le diagnostic des syndromes myélo-
prolifératifs (SMP). Le JAK2 est une molécule de signalement intracellulaire
critique pour un certain nombre de cytokines dont I'érythropoiétine.

La mutation JAK2 V617F est détectée chez > 95 % des patients atteints de la
maladie de Vaquez (PV), 50 a 60 % des patients atteints de thrombocytémie
essentielle (TE) et chez 50 % des patients atteints de myélofibrose idiopathique
(IMF). Le JAK2 V617F a également été détecté dans quelques rares cas de
leucémie myélomonocytaire chronique, de syndrome myélodysplasique, de
mastocytose systémique et de leucémie neutrophile chronique, mais dans 0 %
des cas de LMC (6).

La mutation correspond au changement d’un seul nucléotide en position 1849
de la séquence JAK2, situé dans |'exon 14, entrainant la substitution d'une
valine (V) par une phénylalanine (F) en position 617 de la protéine (domaine
JH2). Elle entraine I"activation constitutive de JAK2, la transformation hémato-
poiétique in vitro et la croissance des colonies érythroides, indépendante de
I"érythropoiétine (CEE) chez les patients atteints de PV et chez un grand nombre
de patients atteints de TE et d’IMF (7). Si la mutation JAK2 V617F représente un
élément clé dans la transformation des cellules hématopoiétiques dans la SMP,
les mécanismes pathologiques exacts menant avec la méme mutation unique

d des entités cliniques et biologiques différentes doivent encore étre élucidés.

Le diagnostic de la SMP est généralement fondé sur des critéres cliniques, des
criteres histologiques de la moelle osseuse et cytogénétiques. La découverte
d’un marqueur moléculaire spécifique & une maladie permet de simplifier le
processus de diagnostic et d’améliorer sa précision. La détection de la mutation
JAK2 V617F fait désormais partie du critére de référence OMS (classification de
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2008) pour le diagnostic des SMP BCR-ABL négatifs (tableau 1) et la présence
de cette mutation est un critére majeur pour la confirmation du diagnostic.

Tableau 1. Critéres de I'OMS pour le diagnostic des SMP (adaptés de
la référence 8)

Critéres pour le diagnostic de la maladie de Vaquez (PV)

Majeur 1. Hémoglobine (Hgb) > 18,5 g.dL"' (hommes) ou > 16,5 g.dL"
(femmes) ou
Hgb ou hématocrite (Hct) > 99°™ centile de I'intervalle de référence
pour I'dge, le sexe ou 'altitude de résidence ou
Hgb > 17 g.dL"' (hommes) ou > 15 g.dL"' (femmes) si associé & une
augmentation soutenue de = 2 g.dL' du niveau de ligne de base
qui ne peut étre attribuée & la correction de carences en fer ou
Une masse élevée de globules rouges > 25 % au-dessus de la
valeur normale médiane

[ 2. Présence de la mutation JAK2V617F ou d'une mutation similaire]

Mineur 1. Myéloprolifération de la moelle osseuse sur les trois lignées
2. Niveau d’érythropoiétine dans le sérum inférieur & la normale
3. Croissance endogéne des colonies érythroides

Criteres pour le diagnostic de la thrombocytémie essentielle (TE)

Majeur 1. Nombre de plaquettes = 450 x 107 L™
2. Prolifération de la lignée mégacaryocytaire avec augmentation du
nombre de mégacaryocytes matures et augmentés de taille
Pas ou peu de prolifération de la lignée granulocytaire ou érythroide
3. Ne correspond pas aux criteres de |'OMS pour la leucémie
myéloide chronique (LMC), la maladie de Vaquez (PV), la
myélofibrose idiopathique (IMF), le syndrome myélodisplastique
(SMD) ou d’autres néoplasmes myéloides

[ 4. Démonstration de JAK2V617F ou d'un autre marqueur clonal ou]

Pas de preuve de thrombocytose réactive

Mineur -
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Critéres pour le diagnostic de la myélofibrose chronique (IMF)

Majeur 1. Prolifération de la lignée mégacaryocytaire et atypie
accompagnée d'une fibrose réticulinique et/ou d’une fibrose
collagene ou
En I'absence d’une fibrose réticulinique, les changements
mégacaryocytaires doivent étre accompagnés d'une augmentation
du nombre de cellules de la moelle osseuse, d’une prolifération de
la lignée granulocytaire et d'une érythropoiese souvent diminuée
(c’est-a-dire une forme préfibrotique d’'IMF)

2. Ne correspond pas aux critéeres de |'OMS pour (LMC), PV, SMD
ou d’autres néoplasmes myéloides

[3. Démonstration de JAK2V617F ou d'un autre marqueur clonal ou]
Pas de preuve de fibrose réactive de la moelle

Mineur 1. Leucoérythroblastose
2. Augmentation du lactate déshydrogénase (LDH) dans le sérum
3. Anémie
4. Splénomégalie palpable

Récemment, des experts internationaux ont proposé des critéres pour les essais
thérapeutiques de PV et TE. En s’appuyant sur les données d’allogreffes, d’inter-
férons alpha ou d’hydroxyurée, la quantification du JAK2 V617F a été intégrée
comme outil potentiellement utile au suivi de la réponse au traitement (9). Une
diminution du poids du JAK2 V617F a été observée en réponse a certains des
nouveaux médicaments ciblés anti-JAK2 dans le développement clinique (10).

Principe de la procédure

La technique de discrimination allélique TagMan® fait appel & I'utilisation de
deux sondes fluorescentes dans un test multiplexe. L'une s’apparie parfaitement
d la séquence de l'alléle 2 (par exemple |'alléle sauvage), I'autre étant complé-
mentaire de I'allele 1 (par exemple |'allele portant la mutation). Chaque sonde
posséde & son extrémité 5’ un fluorophore spécifique, le Reporter, tel que le
fluorophore FAM™ ou VIC®, ainsi qu’un chélateur de fluorescence (Quencher)
a son extrémité 3’. Les sondes comportent également une boucle de repliement
(MGB™) qui permet |'utilisation de sondes plus courtes avec une meilleure
stabilité et donc une discrimination allélique plus précise.

Durant la phase d’extension de la PCR, la Tag polymérase, qui posséde une
activité exonucléasique 5'—3’, coupe la sonde parfaitement hybridée a la
séquence cible, ce qui provoque la séparation du Reporter et du Quencher et
permet ainsi une augmentation détectable de la fluorescence. La sonde impar-
faitement hybridée est, elle, déplacée et non coupée par la Tag polymérase,
ce qui ne permet pas la libération du fluorophore. Le signal VIC ou FAM
généré est lu en fin de PCR (lecture en point final ou end point) et indique
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immédiatement la présence de la ou des séquences cibles dans |'échantillon
(type sauvage ou wild type, alléle mutant ou les deux) en évitant les étapes post-
PCR plus longues et laborieuses, et qui de plus augmentent le risque de
contamination. La quantité réelle de la séquence cible n’est pas déterminée.

Le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS utilise cette technologie comme illustré
ci-aprés (figure 1).

Sonde 1 * Dégradation de la sonde
Appariement: Augmentation

substantielle
du signal FAM

Dégradation de la sonde

ll—- .
Apperiemen—> N ) Avamentation
substantielle

du signal VIC

Sonde 2

Déplacement de la sonde

Sonde 1
(1]
Mésappariement: Pas de signal

Déplacement de la sonde

Sonde 2
e s
INIEES F-Mésappariement Pas de signal

Figure 1. Test multiplexe avec sonde TagMan Le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS utilise
cette technologie pour la discrimination allélique.
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Matériel fourni

Contenu du kit

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (19)
N° de référence 673123
Nombre de réactions 19
V617F Positive Control* MP-VF 30 uL
(témoin positif V617F)

V617F Negative Controlf MN-VF 30 uL
(ttmoin négatif V617F)

Reference Scale M1# 30 uL
(échelle de référence M1) M4-VF

Reference Scale M2+ 30 uL
(échelle de référence M2) Ll

Reference Scale M3* 30 uL
(échelle de référence M3) M3-VF

Reference Scale M4+ 30 uL
(échelle de référence M4) S

Reference Scale M5* 30 uL
(échelle de référence M5) M3-VF

Reference Scale Mé* 30 uL
(échelle de référence Mé6) el

Primers and probes mix (Mélange

sonde et amorces) JAK2 V617F8 PPM-VF 10x 145 uL
ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit |
Handbook (en anglais)

* Témoin positif : 100 % ADN V617F.
t Témoin négatif : 100 % ADN de type sauvage, 0 % ADN V617F.
t Echelle de référence (dilutions d’ADN génomique).

¥ Mélange spécifique d’amorces sens et anti-sens pour le géne JAK2 et de sondes V617F FAM
spécifique de I'alléle muté et WT VIC spécifique de I'alléle sauvage.

Remarque : centrifuger briévement les tubes avant utilisation.
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Remarque : I'analyse d’échantillons inconnus avec le kit ipsogen JAK2
MutaScreen RS requiert I'extraction d’ADN génomique. Les réactifs nécessaires
& I'extraction d’ADN (p. ex. QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit, n° réf. 51304)

ne sont pas fournis et doivent étre validés en combinaison avec le kit.

Matériel nécessaire mais non fourni

Lors de la manipulation des produits chimiques, toujours porter une blouse de
laboratoire, des gants jetables et des lunettes de protection adéquats. Pour plus
d’informations, consulter les fiches de données de sécurité (FDS) appropriées,
disponibles auprés du fournisseur du produit.

Réactifs

B  Eau exempte de nucléase pour PCR

B Tampon TE exempt de nucléase 1x, pH 8,0 (p. ex. Thermo Fisher Scientific,
n° réf. 12090-015)

B  Toampon et Tag ADN polymérase : les réactifs validés sont le TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific,
n° réf. 4304437) et le LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, n° réf. 04535286001)

B Réactifs sur gel contenant 0,8-1 % d’aragose dans tampon
d’électrophorese a 0,5x TBE

Consommables

B Coénes de pipette pour PCR avec filtre hydrophobe, stériles, exempts de
nucléase et aérosol-résistants

M Tubes de PCR sans RNase et DNase de 0,5 ou 0,2 mL
B  Glace

Equipement
B Micropipettes® concues pour la PCR (T-10 uL ; 10-100 uL ; 100-1 000 L)
M Centrifugeuse de paillasse* avec rotor pour tubes de réaction de
0,2 mL/0,5 mL (capable d’atteindre 10 000 tr/min)
B Spectrophotometre* pour la quantification de I’ADN

Instrument de PCR en temps réel :* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
ou autre instrument Rotor-Gene ; LightCycler 2.0 ou 480 ; Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS
ou ABI PRISM 7900HT SDS ; et matériels spécifiques associés

* S'assurer que les instruments ont été vérifiés et calibrés conformément aux recommandations
du fabricant.
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B Equipement pour I'électrophorése par gel en champ pulsé

Avertissements et précautions
Utilisation prévue pour le diagnostic in vitro

Lors de la manipulation des produits chimiques, toujours porter une blouse de
laboratoire, des gants jetables et des lunettes de protection adéquats. Pour plus
d’'informations, consulter les fiches de données de sécurité (FDS) appropriées.
Celles-ci sont disponibles en ligne dans un format PDF pratique et compact sur
le site www.giagen.com/safety répertoriant les FDS imprimables pour chaque
kit QIAGEN et chaque composant.

Jeter les échantillons et les tests usagés conformément aux réglementations de
sécurité locales.

Précautions générales

Les tests de qPCR nécessitent de bonnes pratiques de laboratoire, incluant la
maintenance de |'équipement, spécifiques a la biologie moléculaire et con-
formes aux réglementations applicables et les normes pertinentes.

L'utilisation de ce kit est destinée au diagnostic in vitro. Les réactifs et les
instructions fournis dans ce kit ont été validés pour obtenir des performances
optimales. Des dilutions supplémentaires des réactifs ou une modification des
temps d’incubation et des températures peuvent engendrer des données
aberrantes ou erronées. Le réactif PPM-VF peut étre altéré s'il est exposé a la
lumiére. Tous les réactifs sont formulés spécifiquement pour étre utilisés dans
le cadre de ce test. Aucune substitution ne doit étre faite pour garantir les
performances optimales du test.

Prendre des précautions afin de prévenir :

B Les contaminations par les DNases, qui peuvent causer la dégradation de
la matrice d’ADN.

B Les contaminations par d’autres ADN ou les contaminations croisées par
les produits de PCR, qui peuvent générer des signaux faux positifs.

Nous recommandons par conséquent :

B D'utiliser des consommables exempts de nucléase (par ex. pipettes, cones,
tubes) et de porter des gants lors de |'expérience.

B D'utiliser de nouveaux cénes aérosol-résistants a toutes les étapes de
pipetage pour éviter les contaminations croisées des échantillons et des
réactifs.

B De préparer le pré-mélange pour PCR avec du matériel dédié (pipettes,
cdnes...) dans une zone ou aucune matrice d’ADN (ADN, plasmides) n’est
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introduite. D’ajouter les échantillons dans une zone séparée (de préférence
dans une piéce séparée) avec du matériel spécifique (pipettes, cénes, etfc.).

Stockage et manipulation des réactifs

Les kits sont expédiés sur un lit de carboglace et doivent étre stockés
entre -15 °C et -30 °C a réception.

W Eviter toute exposition & la lumiére des mélanges sonde et amorces
(tube PPM-VF).

B Mélanger doucement et centrifuger les tubes avant leur ouverture.
B Stocker tous les composants du kit dans leur contenant original.

Ces conditions de stockage s'appliquent aux composants ouverts ou non. Tous
les composants stockés dans des conditions autres que celles mentionnées sur
Iétiquetage peuvent ne pas fonctionner correctement et affecter les résultats des
tests.

Les dates de péremption de chaque réactif sont mentionnées sur les étiquettes
individuelles de chaque composant. Dans des conditions de stockage adé-
quates, le produit conservera ses performances jusqu’d la date imprimée sur
Iétiquetage.

Il n'y a pas de signe visible indiquant une chute de stabilité du produit. Cepen-
dant, les témoins positifs et négatifs doivent étre analysés systématiquement en
paralléle de I"échantillon & quantifier.
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Manuel du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016 11



Procédure

Préparation des échantillons ADN

L’ADN génomique peut étre obtenu a partir de sang total, de lymphocytes issus
du sang périphérique purifié, de cellules polynucléaires ou de granulocytes.
Pour étre en mesure de comparer les résultats, nous recommandons de
conserver le méme type de fraction cellulaire ainsi que la méme méthode
d’extraction ADN. L’extraction d’ADN peut étre faite selon toute méthode

« maison » ou commerciale validée.

La quantité d’ADN est déterminée par mesure de la densité optique a 260 nm.
La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par spectrophotométrie ou par électro-
phorése sur gel.

Le ratio Ay40/Aqg doit se situer entre 1,7 et 1,9. Un ratio inférieur indique
habituellement une contamination par une protéine ou des produits chimiques
organiques. L'analyse électrophorétique sur gel contenant entre 0,8 et 1 %
d’agarose doit permettre d’identifier I’ADN isolé sous la forme d’une bande
distincte d’environ 20 kb. Une étendue plus fine est acceptable.

L’ADN produit est dilué a 5 ng/uL dans du tampon TE. La réaction de gPCR est
optimisée pour 25 ng d’ADN génomique purifié.

Conservation des acides nucléiques

Pour une conservation & court terme jusqu’a 24 heures, nous recommandons
de stocker les acides nucléiques purifiés entre 2 et 8 °C. Pour une conservation
a long terme au-delda de 24 heures, nous recommandons un stockage & -20 °C.

Protocole : gPCR sur instruments Rotor-Gene Q avec rotor
a 72 tubes

Pour I'utilisation de cet instrument, nous recommandons de réaliser toutes les
mesures en double, comme indiqué dans le tableau 2.
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Tableau 2. Nombre de réactions pour les instruments Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM ou Rotor-Gene Q 5plex HRM avec rotor a 72 tubes

Echantillons Réactions
Mélange sonde et amorces JAK2 V617F (PPM-VF) (56 réactions)

19 échantillons d’ADN 19 x 2 réactions

2 x 2 réactions (MP-VF, MN-VF,

2 ADN témoins chacun testé en double)

6 x 2 réactions (M1 & M6, chacun

Echelle de référence testé en double)

Témoin eau 2 réactions

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Manuel du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016 13



Traitement des échantillons sur les instruments Rotor-Gene Q avec rotor
a 72 tubes

57 5758 S8 S9 S9 $10

S11

$6
S5 SéooOOOO OOOOO ST

Figure 2. Suggestion de positionnement sur rotor pour chaque expérience avec le kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP-VF : t#¢moin positif ; MN-VF : témoin négatif ; M1 &
M6 : échelle de référence ; S : échantillon ADN ; H,O : témoin eau.

Remarque : veiller a toujours placer un échantillon & tester en position n° 1

du rotor. Dans le cas contraire, durant la phase de calibration, I'instrument
n’effectuera pas de calibration et des données de fluorescences erronées seront
acquises.

Compléter toutes les autres positions avec des tubes vides.

14 Manuel du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016



qPCR sur les instruments Rotor-Gene Q avec rotor a 72 tubes

Remarque : effectuer toutes les étapes sur de la glace.

Procédure

1. Décongeler tous les composants nécessaires et les placer sur de la
glace.

Les composants doivent étre retirés du congélateur environ 10 min avant
le début de la procédure.

2. Agiter au vortex et centrifuger briévement tous les tubes (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

3. Préparer le mélange de qPCR suivant selon le nombre d’échantillons
a tester.

Toutes les concentrations correspondent au volume final de la réaction.

Le tableau 3 décrit le schéma de pipetage pour la préparation d’'un mélange
de réactifs calculé pour obtenir un volume réactionnel final de 25 uL. Un
pré-mélange peut étre préparé en fonction du nombre de réactions a |'aide
du méme mélange d’amorce et de sonde. Des volumes supplémentaires
sont inclus pour tenir compte des erreurs de pipetage.

Sur les instruments Rotor-Gene, le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS peut étre
utilisé pour I'analyse de 19 échantillons testés en double en une expérience
(figure 2).

Tableau 3. Préparation du mélange qPCR

Nombre de réactions (uL) Concentration
Composant 1 56+1* finale
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 712,5 Ix
Mélange sonde et 25 142,5 Ix
amorces, 10x
Eau exempte de
nucléase pour PCR > 285 B
I‘Eclf,\?nhllon (& ajouter 5 5 chacon _
a I'étape 4)
Volume total 25 25 chacun -

* 19 échantillons ; 1 expérience/kit.
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4. Agiter au vortex et centrifuger brievement le mélange qPCR (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

5. Déposer 20 uL du pré-mélange de qPCR par tube.

6. Ajouter 5 uL du matériel a quantifier (échantillon d’ADN ou de
témoins) dans le tube correspondant (volume total 25 pl).

7. Mélanger doucement en pipetant.

8. Fermer les tubes PCR. Placer les tubes dans le rotor a 72 tubes
conformément aux recommandations du fabricant. Compléter toutes
les autres positions avec des tubes vides.

9. S’assurer que la bague de fermeture (accessoire de I'instrument
Rotor-Gene) est placée au-dessus du rotor pour empécher toute
ouverture accidentelle des tubes lors de I'analyse. Placer les tubes
dans lI'instrument Rotor-Gene Q conformément aux recomman-
dations du fabricant.

10. Pour la détection de I’/ADN JAK2, créer un profil de température en
suivant les étapes suivantes.

Réglage des paramétres de test généraux Figures 3, 4
Amplification de I’ADN Figure 5
Réglage de la sensibilité des canaux de Figure 6
fluorescence

Vous trouverez de plus amples informations sur la programmation des
instruments Rotor-Gene dans le manuel de I'utilisateur de I'instrument.
Dans les illustrations, les parameétres logiciels sont encadrés en gras et en
noir. Les illustrations pour les instruments Rotor-Gene Q sont incluses.
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11. Lancer le logiciel du Rotor-Gene. Dans la fenétre « New Run »
(Nouvelle analyse), cliquer sur « New » (Nouveau).

r. New Run E

Quick Start  Advanced

Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and

sample definitions

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

L‘ Other Runs

@ Instrument Maintenance

f ] Open A Template In Another Folder. ..

IV Show This Screen When Software Opens

Figure 3. Boite de dialogue « New Run » (Nouvelle analyse)

12. Dans « New Run Wizard » (Assistant nouvelle analyse), définir
le volume a 25 plL et cliquer sur « Next » (Suivant).

New Run Wizard

This box displays

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ek on elements in

clicking Next when you are ready to move to the next page. the wizard. For help

on an item, hover

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

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

available settings.

Reaction =
Volume (uL): B 2

Sample Layout ] l ;I

SkipWizard | <«<Back | uext»lj 2

Figure 4. Réglage des paramétres de test généraux
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13. Cliquer sur le bouton « Edit Profile » (Modifier profil) dans la boite de
dialogue suivante « New Run Wizard » (Assistant nouvelle analyse)
puis programmer le profil de température conformément au
tableau 4 et a la figure 5. S’assurer d’ajouter I'étape d’acquisition
finale a 60 °C, a chaque cycle, et pour les deux canaux Green (FAM)
et Yellow (VIC).

Tableau 4. Profil de température

Attente Température : 50 degrés
Temps : 2 min
Attente 2 Température : 95 degrés

Temps : 10 min

Cycle 50 fois
92 degrés pour 15s
60 degrés pour 1 min ; single

Acquisition de la fluorescence FAM dans le
canal Cycling A Green

Acquisition de la fluorescence VIC dans le canal
Cycling A Yellow

& Edit Profile E
o W 9
New Open Saveds | Hep
The run will ke approximately 110 minute(s) to complete. The raph below represents the run to be performed

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

Click on a cycle below to mody it Name | >

Hold Insert after.. Crimson (Green
0O <M\ Yelow
s T L 5

Remove
To acquite from & channel, select it from the st in the left and click >. To stop acquiring from &
odify it, of press + of - to add and remove steps for this cycle. channel, select & in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

s cycle
Click on one of the Steps Dewow 1o

Tined Step ~| HE
60 dey 92 deg for 15 sec
[ 50 secc:ds = Dye Chart >> Don't Acquire Help
I Not Acquiring ] Dye Channel Selection Chart 6

I~ Long Range
I~ Touchdown

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

4 ; 625nm |660nm | Cy57, Quaser 6707, Alowa Fluor 633

630nm |710hp | Quasar705", Alexa Fluor 680

1 ‘ 7

Figure 5. Amplification de I’ADN

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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14. L'intervalle de détection des canaux de fluorescence doit étre déter-
miné conformément aux intensités de fluorescence des tubes PCR.
Cliquer sur « Gain Optimisation » (Optimisation de I’'augmentation)
dans la boite de dialogue « New Run Wizard » (Assistant nouvelle
analyse) pour ouvrir la boite de dialogue « Auto-Gain Optimisation
Setup » (Réglage optimisation auto de I'augmentation). Cliquer sur
« Optimise Acquiring » (Optimiser |'acquisition, figure 6) puis sur
« OK » dans les boites de dialogue « Auto-Gain Optimisation
Channel Settings » (Réglages du canal pour I'optimisation auto de
I’augmentation) pour chaque canal (Green et Yellow, figure 6).
S’assurer que la case « Perform Optimisation Before 1st Acquisition »
(Procéder a l'optimisation avant la 1ére acquisition) est cochée pour
chaque canal (figure 6).

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

Optimisation
Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

Channel Settings

different gain levels until it finds one at which the flucrescence levels are " =4
2 acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the Channel : Green Tube Position 1 =l
$Y chemistry you are performing 3 — —
Taget Sample Ra “Flupto |10 == FI
Set temperature to —! degrees [t 12 om =
1 Optimise Al | Optimise Acquiring Acceptable Gan Range: |10 j v [0 j
3
I Perform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run | Carsl I Help ‘
Channel Settings PR
[ T s
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit I Auto-Gain OP'ITIlSa"OI\ Channel Semngs
Green 1 SF1 10F1 -10 10 o
Yelow 1 poa 1061 10 10 Remove Channel Settings : =
Remove All Channel: Yellow Tube Position 1 —
Target Sample Range: |5 :J, Flupto |10 j Fl - 2
Acceptable Gan Range: |10 j to |10 j
< |
{ICE T | = ST | e

Figure 6. Réglage de la sensibilité des canaux de fluorescence

15. Les valeurs d’augmentation déterminées par la calibration de canal
sont enregistrées automatiquement et listées dans la derniére
fenétre de menu de la procédure de programmation. Cliquer sur
« Start Run » (Démarrer I'analyse) pour lancer le programme.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Saisir le positionnement sur rotor dans le logiciel Rotor-Gene
(figure 7).

S HSamples = B[] |
File Edit Format Security
Rotor Style |
Given Conc. Format : I123455,739123487 LI Unit : |anies/leaclin LI More Options
Samples :
[ DA o=
C |ID_ |Name | Type | Groups | Given Conc. - ]
1 PC Positive Control :]
2 PC Positive Control
3 H20 NTC
4 None
- 5 NC Negative Control
6 NC Negative Control
7 H20 NTC
8 None
3 RS Unknown
10 RS Unknown
1 None
12 None
13 51 Unknown
14 51 Unknown
15 s2 Unknown
| 16 S2 Unknown
B 17s3 Unknown
B 18s3 Unknown
0 1954 Unknown
20 sS4 Unknown ﬂ
< |
Page :
Name : [JAK2 Ipsogen New |~ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

Figure 7. Positionnement Rotor-Gene : « Edit Samples » (Modifier échantillons)

Procédure d’analyse en End Point pour instruments Rotor-Gene Q
5plex HRM

17. A la fin du programme de PCR, cliquer sur « Analysis » (Analyse)
dans la barre d’outils (figure 8).

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

Open Save Settings Profile  Temp. Samples\ Analysis J Reports Arrange
|channels .~ cycling A.Green 7 Cycing A.Yelow " CycingB.Green " CycingB.velow |

N\
?’H‘g Hm&yaﬁmf@g%.

Figure 8. Analysis (Analyse)
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18. Dans la boite de dialogue « Analysis » (Analyse, figure 9), double-
cliguer sur « Cycling A Green » (Cycle A vert) puis sur « OK ».
Répéter I'opération pour « Cycling A Yellow » (Cycle A jaune).

Analysis X

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

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

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

Samples...
I Don't show this message in future ‘
Show | Hide |
I Auto-shrink window
Figure 9. Quantitation (Quantification) : « Cycling A. Green » (Cycle A vert)

19. Une nouvelle fenétre apparait (figure 10). Cliquer sur « Slope
Correct » (Pente correcte) dans les deux panneaux, comme indiqué
dans la figure 10.

1 T = 2

=& /

Figure 10. Paramétre « Slope Correct » (Pente correcte)

20. Pour exporter les données, enregistrer une feuille de calcul Excel®.
Cliquer sur « OK », nommer le ficher d’export et sauvegarder ce
fichier texte (*.txt).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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21. Ouvrir le fichier texte sous Excel et sélectionner la colonne A. Cliquer
sur « Data » (Données) puis « Convert » (Convertir) et « Next »
(Suivant). Sélectionner « Comma » (Virgule) puis cliquer sur « End »
(Terminer). Les résultats apparaitront comme indiqué dans la
figure 11.

a . ° [ 3 P [GIM [ I]KILIMIN[0]P[IR]S| 1] U] ¥ w] x| ¥] 2] ANASACADALIAF AG AN AIlAJ AK ALAM ANAG AP AG AR AS AT/ AUAVAVAY AT a o
1| Excel Raw Data Export
2 Copyright 3 GIAGEN Company. Allrights reserved.
> |File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 () rex
« Date 261200
s Time LLLLLL]
.
» Channel Cycling A.Green
+ D MSPPO1 1 2 3 45678908 L N 43 50
B 1 pC 567432 581979 586158 591928 6 6 6 6 6 6 BR R H B AR R R RN R RN e 63428 63832195
(7)) " 2 pC | 583912 59781 537858 6.02344 6 6 6 6 6 6 WH R E B R R R RN e e B47205  E50WI
" 3 nC_ | 574617 579667 586391 581854 6 6 6 6 6 6 7778888888999998 %888 93929 1005624
()] © 4 nC | 6M742 64027 641794 64871 67 777 7 8889938 N NN NTINNSSSS 12478 12607975
— ° 5 s 6.M824 624633 626727 63006 6 6 6 6 6 6 8889938 MITIGES®EE88 146672 14344076
" 6 1S 5869 533627 59459 598132 6 6 6 6 6 6 788899939888 NTTENNE8S 120818 13302488
3 L] 7 h20 601612 613835 613298 616018 6 6 6 6 6 6 7777777777777 7777 77 740312 74200264
L * 8 h20 5.77198 58514 590655 590239 6 6 6 6 6 6 7777777777777 777 713641 72198062
3 3 0 576232 584283 589174 53043 6 6 6 6 6 6 7788888999998 888888 10405 10603087
0 " 00 581827 531948 532752 532732 6 6 6 6 6 6 7777888888699938 8888 102008 10425509
" N 05 | 579919 582668 585641 584186 6 6 6 6 6 6 7788888999338 888888 1053 1074218
7)) 20 22 05 619059 616999 616346 620521 6 6 6 6 6 6 7778888993888 81188 12575 12872075
2
q) a Channel Cyding A.Yellow
\Q) » |0 MSPPOI 1 2 3 4567894 D ) 49 50
2 1 pC | 459685 462247 46313 46471556555 6666667777777777888 733032 8082805
c 3 2 pC | 4633 472438 47819 4747415555 55 6666666777777788888 80604 8235291
* 3 nC 453005 467231 464528 472071 5 5555 5 LA RN 42335 42626586
cC 2 4 nC 502795 505531 522026 522507 5 5555 5 BOR RN RN RN RN E R e 528 53465024
2 5 S 502032 501981 504675 512164 55565 5 5 WE A B R RN E R e 475771 47706823
O 2 6 s 47129 ATIBAE 476223 47172 555655 WRH RN RN R R e e 42167 42207559
» 7 h20 | 487285 493455 492543 500872 55555 5 6 666666666666666666 6M52 6020879
D » 8 h20 | 456801 458861 46386 472888 555555 5556505666605666666666 534573 53762433
» 9 0 462588 460861 471013 466348 5 5555 65 B R RN R R R R R e 443838 45877775
»n 00 4714 487286 482816 480M7 5556 5 6 434765 44.005357
2 n_ 08 46817 472921 471081 472123 5556 5 5 o 42478 4242775
s 2 05 48515 50297 504229 50W83 5556 55 t | 50 47002 47.084382
» protocole n
3
» U MSPPUT T < A R R R R R R )
» 1 pC G24E-03 S07E-03 489E-03 472E03 # H H S S S R K A K S K H H KM BN BHKOO0000TTTTTTTTT T T 1 1
“ 2 pC B5E-03 288E03 3JMEN3 JMENI # S S S S S K A A K H BB HEBNNIBINKO00000TTTTTTTITTT YT T T 1
“ 3 nC 4E03 223E03 205603 1SSE0T # N S A B R R S R B K A BN B BN B EBBBEBNBENNOENNNENNOONNNODO0D0D0DD0D
(7p] « 4 nC - R sewo0n 100000000
q) © 5 1S N d #HR0N 100000000
“ 6 s oo 100000000
w0 & & Nomde iiiit Colonne FAM  iiiieire
- 8 h20 LI LN
()] [7p] « 3 0 sl[/ h 'II BRH R BB BB R R R B R R OB 0NN RN RROONORE00000
o m— -« 0 0 3 f SR BB BB R O RN R EREERR 000000
‘G) -O - n_ 05 q ec Gnl on AR BB BB ON R RN R R RN R RN RN RN 0000000000
C L o 14 05 BAZEU3 DWEUS JEYEUI ZEZEUI R R R R A A R R R B B A B BB BRNBEBNBRRREEERRRNORNRRO00000000
™
cC (O |.
t » D MSPPO1 45678908 NARBRBNBRNREBNBRREEEEERRREE NN
O e 1 J70E03 J09E-03 248E-03 187E0I # H S S S B R R R B B K B R R R B B B E BB RBBBBORBNEEEENEN
C s 2 pC  AMGE-04 7B4E-04 LISE-OZ ISIE-OZ M W B W B B B B B B B B E B E R E R R R
D L) 3 nC 220E-03 244E-03 269E-03 29ENI M A K K K 0O N H A B H B BN NEBENRINO0O00000TTTTI T LYY
(qo] s 4 nC 264E-03 J09E-03 354E-03 399E-03 4 K A N A W B B H R8N 11
5 5 1S B5S7E-03 528E-03 460E-03 3S2E-03 M N A N W BN E B NN NN 11
+ 5 6 (S B70E03 578E-03 487E03 395E-03 4 6 4 N A N N B 6 RN 88 Colonne VIC 11
(%) “ 7 h20 | 730604 102603 130E03 159E03 N M W W R N R B W RN E "
“ 8 h20 227E-04 BH6E04 IMEO3 160E03 A W A N B A K B R B B N N W R B R E B R F R B ERFE AR T O NN
3 9 0 UI7E02 101E-02 S47E-03 BBIENI H N S S K S K B K H S K K B B HHBHNKOO00000TTTTT LT
© 0 0 S76E-03 491E-03 406E-03 J22E03 S H S S S S K S A S S A S K KB BB HNKO000000 1T T
“ " 05 SI6E-03 459E-03 402E-03 J45E03 # H S S S S A B S S S K K H BB HOORKO000001TT T T
s 13 05 SI9E-03 480E-03 442E03 44EQI H N S S R B A R A B R R B R R BN BB ORBOO0O00D00 T T T LT
“

Figure 11. Exemple de résultats, affichés dans le fichier Excel

Remarque : le fichier contient & la fois les données brutes et les données
« standardisées ». Seules les données « standardisées » doivent étre utilisées.

Ces données figurent dans les sections « Quantitative analysis of channel »
« Cycling A Green » et « Quantitative analysis of channel Cycling A Yellow ».
Les données destinées & étre interprétées sont celles acquises au 50°™ cycle
de PCR (dans les cercles a droite).
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Protocole : qPCR sur les instruments Applied Biosystems
et ABI PRISM

Pour |'utilisation d’une plaque & 96 puits, nous recommandons de réaliser
toutes les mesures en double, comme indiqué dans le tableau 5.

Tableau 5. Nombre de réactions pour les instruments Applied
Biosystems 7300 et 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ou

ABI PRISM 7900HT

Echantillons Réactions
Mélange sonde et amorces JAK2 V617F (PPM-VF) (56 réactions)

19 échantillons d’ADN 19 x 2 réactions

2 x 2 réactions (MP-VF, MN-VF,

2 ADN témoins chacun testé en double)

6 x 2 réactions (M1 & M6, chacun

Zz /f/ ,
Echelle de référence testé en double)

Témoin eau 2 réactions

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Traitement des échantillons sur les instruments Applied Biosystems 7300
et 7500, ABI PRISM 7000 et 7700 ou ABI PRISM 7900HT

;" B

ko4

Figure 12. Suggestion de positionnement sur plaque pour chaque expérience avec
le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP : témoin positif ; MN : témoin négatif ; M1 a
M6 : échelle de référence ; S : échantillon ADN ; H,O : témoin eau.

dPCR sur les instruments Applied Biosystems 7300 et 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ou ABI PRISM 7900HT

Remarque : effectuer toutes les étapes sur de la glace.

Procédure

1. Décongeler tous les composants nécessaires et les placer sur de la
glace.
Les composants doivent étre retirés du congélateur environ 10 min avant
le début de la procédure.

2. Agiter au vortex et centrifuger briéevement tous les tubes (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

3. Préparer le mélange de qPCR suivant selon le nombre d’échantillons
a tester.

Toutes les concentrations correspondent au volume final de la réaction.
Le tableau 6 décrit le schéma de pipetage pour la préparation d'un

mélange de réactifs calculé pour obtenir un volume réactionnel final de
25 uL. Un pré-mélange peut étre préparé en fonction du nombre de
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réactions a |'aide du méme mélange d’amorce et de sonde. Des volumes
supplémentaires sont inclus pour tenir compte des erreurs de pipetage.

Sur les instruments Applied Biosystems 7300 et 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 ou ABI PRISM 7900HT, le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS peut
étre utilisé pour I'analyse de 19 échantillons testés en double en une
expérience (figure 12).

Tableau 6. Préparation du mélange qPCR

Nombre de réactions (uL) Concentration
Composant 1 56+1* finale
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12:5 712,5 Ix
Mélange sonde et 2.5 142,5 Ix
amorces, 10x
Eau exempte de
nucléase pour PCR > 285 B
I\Ecl:m?nhllon (& ajouter 5 5 chacon _
a I'étape 4)
Volume total 25 25 chacun -

* 19 échantillons ; 1 expérience/kit.

4. Agiter au vortex et centrifuger brievement le mélange qPCR (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

5. Déposer 20 pL du pré-mélange de qPCR par puits.

6. Ajouter 5 uL du matériel a quantifier (échantillon d’ADN ou de
témoins) dans le puits correspondant (volume total 25 pl).

7. Mélanger doucement en pipetant.

8. Fermer la plaque et la centrifuger brievement (300 x g, environ
10 s).

9. Placer la plaque dans le thermocycleur conformément aux
recommandations du fabricant.

10. Programmer le thermocycleur avec le programme de cycle comme
indiqué dans le tableau 7 et démarrer I'analyse.
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Tableau 7. Profil de température pour les instruments Applied
Biosystems et ABI PRISM

Attente Température : 50 °C
Temps : 2 min
Attente 2 Température : 95 °C
Temps : 10 min
Cycle 50 fois

92 °C pour 155
60 °C pour 1 min

Procédure de I'analyse post-read pour les instruments Applied
Biosystems et ABI PRISM

Pour plus de détails sur la programmation des instruments Applied
Biosystems 7300 et 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ou ABI
PRISM 7900HT, se reporter au manuel de |'utilisateur de I'instrument.
Pour un meilleur apergu, ces parameétres logiciels sont encadrés en gras
et en noir.

11. Une fois I'analyse terminée, sélectionner « Start/Program »
(Démarrer/Programmes) puis « File/New » (Fichier/Nouveau).

12. Dans la boite de dialogue « New Document Wizard » (Assistant
nouveau document), cliquer dans la liste déroulante sur « Assay »
(Test) et sélectionner « Allelic Discrimination » (Discrimination
allélique, figure 13).
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13. Accepter les réglages par défaut proposés pour « Container »
(Contenant) et « Template fields » (matrice) (« 96-Well Clear » et
« Blank Document » ; figure 13). Dans le champ « Plate Name »
(Nom de la plaque), saisir AD Post-read (figure 13) puis cliquer sur
« Next> » (Suivant) pour accéder a la boite de dialogue « Select
Markers » (Sélectionner les marqueurs).

New Document Wizard @
Define Document
Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and
comments
1 Assay : il Allelic Discrimination |
Container : il S6-Well Clear i
2 Template IIBlank Document = Browse
Run Mode [Slandald 7500 L]
Operator : IAdm-nn:ualo:
Comments
—
Plate Name I AD Post-read |
Frueh Conca 4

Figure 13. Préréglages pour la création d’une nouvelle analyse post-read
(« New Document Wizard », Assistant nouveau document)

14. Si le panneau « Markers in Document » (Marqueurs dans le
document) de la boite de dialogue « Select Markers » (Sélectionner
les marqueurs) contient le marqueur pour votre application,
continuer avec |’étape 18. Sinon, continuer avec |I'étape 15.
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15. Créer les détecteurs et les marqueurs comme suit. Cliquer sur
« New Detector » (Nouveau détecteur) (figure 14).

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

Figure 14. Le panneau « Markers in Document » (Marqueurs dans le document)
ne contient pas de marqueur adapté a votre application

16. Dans la boite de dialogue « New Detector » (Nouveau détecteur),
saisir Allele A dans le champ « Name » (Nom) (figure 15). Laisser
« Reporter Dye » (Marqueur de fluorescence) sur « FAM ». Cliquer
sur le bouton « Color » (Couleur), sélectionner une couleur, puis
cliquer sur « OK » (figure 15). Cliquer sur « Create Another »
(Créer autre, figure 15).

~

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

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

Figure 15. Création de détecteurs

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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17. Dans la boite de dialogue « New Detector » (Nouveau détecteur),
saisir Allele B dans le champ « Name » (Nom). Sélectionner « VIC »
dans le champ « Reporter Dye » (Marqueur de fluorescence). Cliquer
sur le bouton « Color » (Couleur), sélectionner une couleur, puis
cliquer sur « OK ».

18. Cliquer sur « New Marker » (Nouveau marqueur) dans la boite de
dialogue « Select Markers » (Sélectionner marqueurs) (voir
figure 14).

19. Dans la boite de dialogue « New Marker » (Nouveau marqueur),
saisir JAK2 dans le champ « New Marker Name » (Nom du nouveau
marqueur) (figure 16). Sélectionner les détecteurs « Allele A » et
« Allele B » comme créés dans les étapes 16 et 17 (ou déja définis)
puis cliquer sur « OK » (figure 16).

New Marker Name l JAK2 hl 1
Celect two datectors for this marker :
Use Detector Name Reporter | Quencher
Allele B viC (none)
—
2 ~ Allele O F.AM Cnone)

3 ] _ cees

Figure 16. Création de marqueurs
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20. Dans la boite de dialogue « Select Markers » (Sélectionner mar-
queurs), sélectionner « JAK2 » comme créé ci-dessus ou un autre
marqueur prédéfini puis cliquer sur « Add>> » (Ajouter, figure 17).
Remarque : pour enlever un marqueur, le sélectionner et cliquer sur
« Remove » (Supprimer).

New Document Wizard @

Select Markers
Select the markers you will be using in the document
Fend Al - ‘ Passive Reterence "F.CI- L
Marker Olcme[ Detector 1 I Detector 2 ] Markers n Document
1 — JAK2 Alele B Allele A

New Detector New Marker

< Back I Next I Firush Cancd 3

Figure 17. Sélection des marqueurs

21. Cliquer sur « Next> » (Suivant).

22. Dans la boite de dialogue « Setup Sample Plate » (Configuration de
la plaque d’échantillon), cliquer et faire glisser pour sélectionner le
marqueur correspondant aux puits qui contiennent des échantillons.
Cliquer sur « Finish » (Terminer).

23. Sélectionner I'onglet « Instrument » et modifier le volume
d’échantillon a 25 pL.

24. Sélectionner « File/Save » (Fichier/Enregistrer), puis cliquer sur
« Save » (Enregistrer) pour conserver le nom attribué lorsque vous
avez créé la plaque.

25. Charger la plaque réactionnelle sur I'instrument selon les
recommandations du fabricant.
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26. Lancer I'expérience de post-read. Cliquer sur « Post-Read ».

L'instrument effectuera une analyse d’1 cycle pour 60 s & 60 °C. Au cours
de cette analyse, I'instrument collecte les fluorescences FAM et VIC dans
chaque puits (figure 18).

—
Hamrookmmmmmmmb

DFE SRBEE rOa?
7Setup Yinstrument { Results L

t Control .~ Temperature
Pre-Read Estimated Time Remaining (hh:mrm): Sample: Heat Sink:
Cover: Block:
Post-Read |
—Cydle
Disconnect I Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
State:
L i Cycier Frot

Thermal Profile IAuto Increment | Remp Rate |

[60.0_|
pddoye | aniru | Assey | AL DiSSULiRlOT Sty Dl Help
Settings

Sample Volume (L) - l25—

Run Mode : |Stendard 7500 >

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

Figure 18. Etape Post-Read
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27. Sélectionner « File/Export » (Fichier/Exporter) puis cliquer sur
« Results » (Résultats) pour exporter les résultats vers un fichier Excel.
Les résultats apparaitront comme indiqué dans la figure 19.

12| Comments: Echantillon 1 VIC Echantillon 1 FAM
| 13|SDS v1.2

14 ] \

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

| 16 |A1 sample 1 vIC Unknown 247 897 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
|17 |A2 sample 1 vIC Unknown 295565  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
| 18 |A3 sample 2 VIC Unknown 351.338 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
|19 |Ad sample 2 VIC Unknown 379.909 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |A5 sample 3 VIC Unknown 372.895 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
| 21 |AB sample 3 VIC Unknown 359.717 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2.806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
| 22 |A7  sample wt vIC Unknown 343536  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.569 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
| 23 |A3 sample wt VIC Unknown 277 677 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |A9 C- VIC Unknown 330.943  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10  C- VIC  Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 2013 Undetermined 100.00 Manual Call
|26 |A11  C- VIC Unknown 269.500  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  C+ vIC Unknown 211.520  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
| 28 |B1 C+ vIC Unknown 270623  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 6.894 Undetermined 100.00 Manual Call
|29 |B2 C+ VIC Unknown 365112  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 |B3 ER vIC Unknown 372150  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.214 203 Undetermined 100.00 Manual Call
|31 |B4 ER vIC Unknown 404145  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32 |B5 ER vIC Unknown 410.977 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2681 252 Undetermined 100.00 Manual Call
| 33 |B6 H20 vIC Unknown 395.431 JAK2-VIC JAK2-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
|34|6B7 H20 VIC  Unknown 415223  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.727 1241 Undetermined 100.00 Manual Call
| 35 |B8 H20 vIC Unknown 366.885  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Figure 19. Exemple de résultats, affichés dans le fichier Excel
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Protocole : qPCR sur l'instrument LightCycler 480

Pour I'utilisation d’une plague de qPCR & 96 puits, nous recommandons de
réaliser toutes les mesures en double, comme indiqué dans le tableau 8.

Tableau 8. Nombre de réactions pour I'instrument LightCycler 480

Echantillons Réactions
Mélange sonde et amorces JAK2 V617F (PPM-VF) (56 réactions)

19 échantillons d’ADN 19 x 2 réactions

2 x 2 réactions (MP-VF, MN-VF,

2 ADN témoins chacun testé en double)

6 x 2 réactions (M1 & M6, chacun

Zz /f/ ,
Echelle de référence testé en double)

Témoin eau 2 réactions

Traitement des échantillons sur I'instrument LightCycler 480
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Figure 20. Suggestion de positionnement sur plaque pour chaque expérience avec
le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP : témoin positif ; MN : témoin négatif ; M1 a
M6 : échelle de référence ; S : échantillon ADN ; H,O : témoin eau.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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qPCR sur l'instrument LightCycler 480

Remarque : effectuer toutes les étapes sur de la glace.

Procédure

1. Décongeler tous les composants nécessaires et les placer sur de la
glace.

Les composants doivent étre retirés du congélateur environ 10 min avant le
début de la procédure.

2. Agiter au vortex et centrifuger briévement tous les tubes (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

3. Préparer le mélange de qPCR suivant selon le nombre d’échantillons
a tester.

Toutes les concentrations correspondent au volume final de la réaction.

Le tableau 9 décrit le schéma de pipetage pour la préparation d'un
mélange de réactifs calculé pour obtenir un volume réactionnel final de
25 uL. Un pré-mélange peut étre préparé en fonction du nombre de
réactions & |'aide du méme mélange d’amorce et de sonde. Des volumes
supplémentaires sont inclus pour tenir compte des erreurs de pipetage.

Sur les instruments Applied Biosystems 7300 et 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 ou ABI PRISM 7900HT, le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS peut
étre utilisé pour I'analyse de 19 échantillons testés en double en une
expérience (figure 20).

Tableau 9. Préparation du mélange qPCR

Nombre de réactions (uL) Concentration
Composant 1 56+1* finale
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 712,5 Ix
Mélange sonde et 25 142,5 Ix
amorces, 10x
Eau exempte de
nucléase pour PCR > 285 B
I‘Ed,w?nhllon (& ajouter 5 5 chacun _
a I'étape 4)
Volume total 25 25 chacun -

* 19 échantillons ; 1 expérience/kit.
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4. Agiter au vortex et centrifuger brievement le mélange qPCR (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

5. Déposer 20 pL du pré-mélange de qPCR par puits.

6. Ajouter 5 uL du matériel a quantifier (échantillon d’ADN ou de
témoins) dans le puits correspondant (volume total 25 pl).

7. Mélanger doucement en pipetant.

8. Fermer la plaque et la centrifuger brievement (300 x g, environ
10s).

9. Placer la plaque dans le thermocycleur conformément aux
recommandations du fabricant.

10. Sur la page d’accueil, sélectionner « New Experiment » (Nouvelle
expérience).

11. Pour le LightCycler 480 I, suivre I'étape 11a. Pour le
LightCycler 480 Il, suivre |I'étape 11b.

Pour plus de détails sur la programmation de I'instrument LightCycler 480,
se reporter au manuel de |'utilisateur de I'instrument. Pour un meilleur
apercu, ces paramétres logiciels sont encadrés en gras et en noir.

11a. LightCycler 480 | : sélectionner « Multi Color Hydrolysis Probe »
(Sonde d’hydrolyse multicolore), cliquer sur « Customize »
(Personnaliser) puis vérifier que les canaux « FAM (483-533) » et
« Hex (533-568) » (c’est-a-dire VIC) sont sélectionnés (figure 21).
Définir le volume réactionnel a 25 L (figure 21) et continuer avec
I"étape 12.

@ Temperature Targets
Target (Q) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss)  Ramp Rate (C's)  Acquisitions (per °C)  Sec Target (C) Step Size Q) Step Delay (cycles)

e
be’J <None ¥|00:01:00 ofa.4 S| <0 slo

Detection Format  Multi Color Hydrolysis Probe
tion Time Mod.

@ Dynamic  Manual

NE ©0E @

Temperature (C)

SR8585SRIABR8RE

Cy 5 (615-670)

9
Qt [ [ T —

3 —

o
8

(1) a16

Estimated Time (hamencss)

'l’"' v

Figure 21. LightCycler 480 | : définition du format de détection
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11b. LightCycler 480 Il : sélectionner « Dual Color Hydrolysis Probe »
(Sonde d’hydrolyse bicolore), cliquer sur « Customize » (Person-
naliser) puis vérifier que les canaux « FAM (465-510) » et « Vic /
Hex / (533-580) » sont sélectionnés (figure 22). Définir le volume
réactionnel a 25 pL (figure 22) et continuer avec |'étape 12.

w

N\

» 95 +|None =0
v UFAR (465-510)

@ v VIC / HEX / YellowsSS (533-580)

v

100,

8

=]
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System I / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
£ i Run Protocol I Data 1 T ] 2
ment | ¢
1 e etecion ~}l Customize) Block Size Plate 10 [ Reaction Volum 4
@ Color Comp 1D Lot No| Testi0 [ P
~ Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
» Progres 1 2 None - &
@ @ Detection Formats. g'g
v Detection Format  Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe
Report
L tion Time Mod ]
(® Dynamic  Manual
Target (Q) Ac Step Size Q) Step Delay (cycles)
&

Tenperature ()
L2888 8838

0

14
Estmated Time (home ss)

Te vV End Pt m 10 Cyel 1t Rur

Figure 22. LightCycler 480 Il : définition du format de détection
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12. Programmer le thermocycleur avec le programme de cycle comme
indiqué dans le tableau 10 et démarrer I'analyse.
Remarque : lors de la description du schéma de plaque sur |'instrument,

sélectionner « Endpt Geno » dans la section « Step 1: select workflow »
(Etape 1 : sélectionner le déroulement des opérations).

Tableau 10. Profil des températures pour I'instrument
LightCycler 480

Attente Température : 50 °C
Temps : 2 min

Attente 2 Température : 95 °C
Temps : 10 min

Cycle 50 fois
92 °C pour 15 secondes ; single
60 °C pour 1 min ; single
Attente 3 60 °C pour 1 min ; single
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Procédure d’analyse en End Point pour I'instrument LightCycler 480

13. Une fois I'analyse terminée, cliquer sur « Analysis » (Analyse).

14. Dans la boite de dialogue « Create New Analysis » (Créer nouvelle
analyse), sélectionner « Endpoint Genotyping » (Génotypage en End
Point) puis sélectionner le sous-groupe (subset) a analyser dans le
menu « Subset » (figure 23).

Create new analysis

Analysis Type *IEndpomc Genotyping ;I

Subset *chv Subset 1 :l

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

Abs Quant/2nd Derivative Max

Abs Quant/Fit Points

Advanced Relative Quantification
Basic Relative Quantification
Color Compensation

1— Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping

T Calling

s |8

T.l

PEEEEE

J

@®

Figure 23. Sélection du type d’analyse et du sous-groupe a analyser

15. Dans la fenétre suivante, sélectionner la fluorescence « Hex »
(c’est-a-dire VIC) pour « Allele X » et la fluorescence « FAM »
pour « Allele Y » (figure 24).

Create new analysis
Allele X Allele Y

1~ 2

Figure 24. Sélection de la fluorescence pour « Allele X » et « Allele Y »
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16. La fenétre suivante (figure 25) indique le schéma de plaque (1, en
haut a gauche), les résultats de fluorescence pour chaque échan-
tillon (2, en bas a gauche) et le graphe de discrimination allélique
(3, a droite ; fluorescences FAM et VIC mesurées au 50°™ cycle
de PCR).

’—[; Oss Endpoint Fluorescence Scatter Plot @
[[E Os 48,000 g
C H
o @5 46,000
[E 05 44.000
[F CH 42,000
16 CH 40,000,
W OS 300
L) y 36,000
IEndpoxn( Genotype results 34,000
32,000
@ Allele X @ Both Alleles @ Allele Y 20,000
Unknown Negative 8
L a J 2 28,000 °
Sampl Endpoint F Rl 2 20w - 3
I.. C.. Pos Name 523568 483533 Call gmm
v AS 100% -2 10,97 46,34 § 200
v A6 100% -2 0,30 0,39 smm
v A7 100% -2 0,37 0,43
v A10 H20 0,21 0,29 16000
v A11 H20 0,23 0,32 16,000
v A12 H20 0,20 0,26 14,000
v BS 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B7 78% -20 26,80 47,38
v CS SO0% -20 32,03 42,50 Lo
v C6 S0% -20 33,28 44,09 6,000
v C7 SO0% -20 33,26 44,76 4,000
v DS 31% -20 34,58 38,54 2,000
v D6 31% -20 32,55 35,77 y
Y il = i) 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79
< | » New Call | Apply

B Y R -1 ¥ L 7 A N el S

Figure 25. Présentation des données

17. Pour exporter les données, effectuer un clic droit sur le tableau de
résultats puis sélectionner « Export Table » (Exporter tableau). Le
fichier sera sauvegardé au format texte (.txt).
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18. Pour visualiser et analyser les résultats, ouvrir le fichier sous Excel.
Les résultats apparaitront comme indiqué dans la figure 26.

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

D@ SR s2@R-< D@ B, G 7

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

A B C D E F G VIC

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

Figure 26. Exemple de résultats, affichés dans le fichier Excel
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Protocole : qPCR sur lI'instrument LightCycler 2.0

Remarque : en raison de certaines exigences technologiques, les expériences
sur LightCycler 2.0 doivent étre effectuées & I'aide des réactifs prévus a cet effet.
Nous recommandons |'utilisation de LightCycler TagMan Master. Suivre les
instructions du fabricant pour la préparation du Master Mix 5x.

Pour I'utilisation d’un rotor & 32 capillaires, nous recommandons de réaliser
toutes les mesures en double, comme indiqué dans le tableau 11.

Tableau 11. Nombre de réactions pour I'instrument LightCycler 2.0

Echantillons Réactions
Mélange sonde et amorces JAK2 V617F (PPM-VF) (32 réactions)
7 échantillons d’ADN 7 x 2 réactions

2 x 2 réactions (MP-VF, MN-VF,

2 ADN témoins chacun testé en double)

6 x 2 réactions (M1 & M6, chacun

4 ,f, ,
Echelle de référence testé en double)

Témoin eau 2 réactions

Traitement des échantillons sur I'instrument LightCycler 2.0

Ho MM

Figure 27. Suggestion de positionnement sur rotor pour chaque expérience avec le kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. MP : #émoin positif ; MN : témoin négatif ; M1 a
M6 : échelle de référence ; S : échantillon ADN ; H,O : témoin eau.
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gPCR sur l'instrument LightCycler 2.0

Remarque : effectuer toutes les étapes sur de la glace.

Procédure

1. Décongeler tous les composants nécessaires et les placer sur de la
glace.

Les composants doivent étre retirés du congélateur environ 10 min avant le
début de la procédure.

2. Agiter au vortex et centrifuger briéevement tous les tubes (environ
10s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

3. Préparer le mélange de qPCR suivant selon le nombre d’échantillons
a tester.

Toutes les concentrations correspondent au volume final de la réaction.

Le tableau 12 décrit le schéma de pipetage pour la préparation d'un
mélange de réactifs calculé pour obtenir un volume réactionnel final de
20 uL. Un pré-mélange peut étre préparé en fonction du nombre de
réactions a |'aide du méme mélange d’amorce et de sonde. Des volumes
supplémentaires sont inclus pour tenir compte des erreurs de pipetage.

Sur I"instrument LightCycler 2.0, le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS peut
étre utilisé pour I'analyse de 7 échantillons testés en double en une
expérience (figure 27).

Tableau 12. Préparation du mélange qPCR pour lI'instrument
LightCycler 2.0

Nombre de réactions (ul) Concentration

Composant 1 32+1* finale

LightCycler TagMan
Master Mix, 5x

4 132 1x

Mélange sonde et

amorces, 10x 2 60 U
Eau exempte de

nucléase pour PCR ? 297 B
I\Ecl:m?nhllon (& ajouter 5 5 chacun B
a I'étape 4)

Volume total 20 20 chacun -

* 14 échantillons ; 2 expériences/kit.
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4. Agiter au vortex et centrifuger brievement le mélange qPCR (environ
10 s, 10 000 tr/min) pour collecter le liquide au fond du tube.

5. Déposer 15 pL du pré-mélange de qPCR par capillaire.

6. Ajouter 5 uL du matériel a quantifier (échantillon d’ADN ou de
témoins) dans le capillaire correspondant (volume total 20 ul).

7. Mélanger doucement en pipetant.

8. Placer les capillaires dans I'adaptateur fourni avec I'instrument et
centrifuger brievement (700 x g, environ 10 s).

9. Charger les échantillons sur le thermocycleur conformément aux
recommandations du fabricant.

10. Programmer le thermocycleur (figure 28) avec le programme comme
indiqué dans le tableau 13.

Pour plus de détails sur la programmation de I'instrument LightCycler 2.0,
se reporter au manuel de |'utilisateur de |'instrument. Pour un meilleur
apergu, ces paramétres logiciels sont encadrés en gras et en noir.

Remarque : veiller a ce que le réglage corresponde a la quantification et &
I'acquisition unique de fluorescence FAM ainsi qu’a I'acquisition unique de

fluorescence VIC dans |'étape d’amplification/cycle et au cours de I'attente

finale a 60 °C.
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Figure 28. Ecran de programmation pour LightCycler 2.0
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Tableau 13. Profil des températures pour I'instrument LightCycler 2.0

Attente Température : 55 °C
Temps : 2 min
Ramp : 20
Attente 2 Température : 95 °C
Temps : 10 min
Ramp : 20
Cycle 50 fois
92 °C pour 15 s ; ramp : 20
60 °C pour 1 min ; ramp : 20
Attente 3 60 °C pour 1 min ; ramp : 20

Procédure d’analyse en End Point pour I'instrument LightCycler 2.0

11. A la fin de I'étape d’amplification, cliquer sur I'onglet « Online

44

Data Display » (Affichage des données en ligne, figure 29). Ouvrir
le menu d’affichage en haut a gauche de la fenétre « Current
Fluorescence » (Fluorescence actuelle), puis noter 51 dans

« Acquisition no » (Numéro d’acquisition).

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

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

= ) Currant Flusresconce

B L] ]
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Figure 29. Résultats et historique dans « Online Data Display » (Affichage des
données en ligne)
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12. Faire un clic droit prés du graphe « Current Fluorescence »
(Fluorescence actuelle) et sélectionner « Export » (Exporter).

13. Cocher « Excel » dans la boite de dialogue « Export Chart » (Exporter
le graphique, figure 30). Saisir un nom dans le champ « Filename »
(Nom du fichier). Sélectionner une destination d’exportation pour
le fichier de résultats & I'aide du bouton -J. Cliquer sur « Export »

(Exporter).
| & |+ 1062z | Color Comp (01) ~ | Instrument Name: LC_8912. 1D: LC_6912
Orine Data Display | Run Notes |
n
Nete...
= ol
2 e 0o |
2Sample  Seges — [ Include:
IEmpyP i {5 pakndex
demn) ||t [ Point Labels
5 Sample C Text
1L Header
S | i  H
82x C HTML Table Defmier =5
1 g
10 Sample
11 Sample
12 Sample
13 Sample ratu
14 Sample —
15 Sample
16 Sample
17 Sample
18 Sample
= O]
q”ﬁ Fiename: [ | e
2 T = b
25 [ | fimsed—— 4]

Y eelee I

40

Figure 30. Sélection du format d’exportation et de la destination du fichier de
données

14. Pour visualiser et analyser les résultats, ouvrir le fichier sous Excel.
Les résultats pour I'instrument LightCycler 2.0 apparaitront comme

indiqué.
Position
I [T | K T ™M [ N 0] P ] ) [ 8 [T U
X Bar Text X |Bar Text X Text Bar —
129709  1: Sample 1 (510) 1 82734  1: Sample 1 (560) 1 1: Sample 1 (530) 1]4,9943
2382  2: Sample 2 (B10) 2 54426 2 Sample 2 (560) 2 2: Sample 2 (630)  2]5,0767
3 29496 3 Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (560) 3 3: Sample 3 (530) 3]4,9659
4 259526 4 Sample 4 (510) 4 82887  4: Sample 4 (560) 4 4: Sample 4 (530) 445119
529450 5 Sample5(B10) 5 82683 & Sample 5 (560) 5 5: Sample 5 (530) 5149636
629963 B SampleB (B10) 6 84184 6 Sample 6 (560) 6 6: Sample 6 (530) 6]5,1209
7 30045 7: Sample7 (B10) 7 84520 7: Sample 7 (560) 7 7: Sample 7 (530) 7150607
8 326822 8: Sample8 (610) 8 91936 & Sample 8 (560) 8 8: Sample 8 (530) 8155314
930274 9 Sample 8 (510) 8 85557 9 Sample 9 (560) 9 9: Sample 9 (530) 9]5,0843
10 28336 10: Sample 10 10) 10 7 9713 10: Sample 10 (560) : Sample 10 (530 10)4,7883
11 28275 11: Sample 11 (B10) 11 78774 11: Sample 11 (560) 11 B : Sample 11 (530) 11]4,7669
12 28351 12: Sample 12 (510) 12 80171 12: Sample 12 (560) 12 - Sample 12 (530) 12]4,7944
13/ 29511/ 13: Sample 13 (510) 13 8,3726 13: Sample 13 (560) 13 . Sample 13 (530) 13]4 9639
14 28367 14: Sample 14 (610} 14 80217 14: Sample 14 (560) 14 . Sample 14 (530) 14]4 7654
15 29908 15: Sample 15 (610) 15 8,4337 15: Sample 15 (560) 15 : Sample 15 (530) 15]5,0523
16 2,8885 16: Sample 16 (510) 16 8,1498 16: Sample 16 (560) 16 . Sample 16 (530) 16]4 9577
17 30152 17: Sample 17 (B10) 17 84901 17: Sample 17 (560) 17 . Sample 17 (530) 17]5,1225
FAM

Figure 31. Exemple de résultats pour LightCycler 2.0, affichés dans le fichier Excel
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Interprétation des résultats

Obtenir un fichier permettant d’extraire les données exportées pour tous les
instruments : Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ou autre instrument Rotor-Gene,
LightCycler 2.0 ou 480 ; systtme de PCR en temps réel Applied Biosystems

7300 ou 7500, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS ou 7900HT SDS, et vérifier les
niveaux de fluorescence (qui doivent étre cohérents entre les doublons).

Préparer une représentation graphique des données de fluorescence. L'axe x
représente la fluorescence VIC tandis que I'axe y représente la fluorescence
FAM.

Représentation graphique et critéres de contréle qualité

La figure 32 donne un exemple de représentation graphique.

10

Rn fluorescence FAM 530 nm

OH20

ADMP

AMP

OH,O

AM1 2%

XM2 5%

KM312 %

®BM4 31 %

®M5 50 %

BWM6 78 %

@ Echantillons positifs

© Echantillons négatifs

AMN

2

Rn fluorescence VIC 560 nm

Figure 32. Représentation graphique d’une expérience de discrimination allélique
Instruments : Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM et LightCycler 480.

Les échantillons doivent étre situés dans |'arc reliant les témoins négatifs (MN)

aux témoins positifs (MP).

Tout positionnement incorrect de I'un des témoins indique une erreur
expérimentale.

B Les témoins positifs doivent étre situés en haut & gauche.

46

Les témoins négatifs doivent étre situés en bas a droite.

B Le mauvais positionnement d’un témoin négatif peut indiquer une
contamination.
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B L'échantillon Cut-Off (M1 de |"échelle de référence) doit apparaitre au-
dessus des témoins négatifs.

B Les témoins eau doivent étre situés en bas & gauche.

B Le mauvais positionnement d'un témoin eau (supérieur au MN pour la
mesure FAM ou supérieur au MP pour la mesure VIC) peut indiquer une

contamination.

Remarque : le positionnement des témoins peut étre différent pour une analyse

des données de l'instrument LightCycler 2.0 (voir figure 33). Les témoins eau

doivent malgré tout étre situés en bas & gauche.

12

&MP

10 Mé A.Ms oMN

8 I < ma om0

M3 OM1 2%
6 M2 M2 5 %
mn© M M3 12 %

AM4 31 %

Rn fluorescence FAM 530 nm

2f @®M5 50 %

H20
AM6 78 %

0 2 4 6 8 10
Rn fluorescence VIC 560 nm

Figure 33. Représentation graphique d’une expérience de discrimination allélique
Instrument : LightCycler 2.0.

Calcul du ratio normalisé FAM/VIC et génotypage

Calculer les ratios FAM/VIC pour tous les échantillons. Calculer les ratios
FAM/VIC pour le témoin positif (MP), I'échantillon Cut-Off (M1), le témoin
négatif (MN) et I'échelle de référence (M2 & M6). Les ratios doivent étre
cohérents entre les doublons. Calculer le ratio moyen de tous les doublons.

Calculer le ratio normalisé (NRatio) pour |'échantillon Cut-Off (M1) et pour
tous les échantillons :

) RCﬂloéchaniillon
NRGhoéchoniillon =

RGﬂOMN

Remarque : la zone grise (GZ) du test est définie comme |'intervalle de valeurs

pour lesquelles les performances du test ne permettent pas une discrimination
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suffisamment précise. Une valeur située dans la zone grise ne permet pas de
révéler la présence ou I'absence du marqueur cible. Cette zone grise doit étre
calculée pour chaque expérience.

Calculer la zone grise ou l'incertitude autour du ratio normalisé de I’échantillon

Cut-Off (M1) (NRatioy,) :
GZ : [(NRatioy; x 0,94) ; (NRatioy; x1,06)]

Comparer le ratio normalisé de chaque échantillon & la GZ du NRatioy;.
Le tableau 14 résume l'interprétation de ces résultats.

Tableau 14. Interprétation des résultats de génotypage a lI'aide des
ratios normalisés

Résultats Interprétation
NRatioghaniiion = NRatioy; x 1,06 JAK2 V617F est détectée
NRatioghaniiion > NRatioy; x 0,94 JAK2 V617F n'est pas détectée

NRatioghantiion dans la GZ de NRatioy,;  Résultat non concluant

Un résultat semi-quantitatif de la charge mutationnelle peut étre obtenu en
comparant la valeur de chaque ratio d’échantillon inconnu (Ratioganiiion)
avec les valeurs de ratio moyennes de |'échelle de référence (Ratioy; )
(voir tableau 15).

Tableau 15. Valeurs semi-quantitatives de la charge mutationnelle JAK2
V617F a lI'aide de I’échelle de référence

Résultats Charge mutationnelle
Ratioy; < Ratioghaniiton < Ratioy, 2-5 % JAK2 V617F
Ratiop, < Ratiogpanilon < Ratiops 5-12,5 % JAK2 V617F
Ratioys < Ratiogpaniton < Ratiopy 12,5-31 % JAK2 V617F
Ratioys < Ratiogpaniton < Ratioys 31-50 % JAK2 V617F
Ratioys < Ratioganiiion < Ratioys 50-78 % JAK2 V617F
Ratioys < Ratioghantilon 78-100 % JAK2 V617F

Le tableau 16 indique un exemple du calcul et de I'interprétation des données.
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Tableau 16. Exemple du calcul et de l'interprétation des données de

fluorescence a l'aide de I’échelle de référence

Echan- Ration
tillon VIC FAM Ratio moyen NRatio Interprétation
MN 49,613 3,8 0,077 :
0,078 1,000 M,u’rohf)n non
MN 49,797 3,976 0,08 détectée
MP 12,516 37,037 2,959 ;
0951 37,729 Mutation
MP 12,958 38,121 2,942 détectée
M1 54,394 6,39 0,117 : -
0,119 1516 Echantillon
M1 58,266 6,973 0,12 Cut-Oft
M?2 61,798 10,882 0,176 0172 2200 Mutation
M2 54814 9231 0168 ’ détectée
M3 57,364 16,604 0,289 0297 3797 Mutation
M3 59,742 18,192 0,305 ' ' détectée
M4 56,965 28,99 0,509 0505 6462 Mutation
M4 58,077 29,158 0502 ’ détectée
M5 54,251 37,221 0,686 0672 8584 Mutation
M5 54979 36125 0,657 ’ détectee
Mé 46,185 44,498 0,963 0954 129 Mutation
Mé 45,077 42,598 0,945 ! détectée
ST 13,47 37,409 2,777 Mutation
2,852 36,464
S1 14,559 42,616 2,927 (78-100 %)
52 50,432 24,958 0,495 :
0,505 6,46 Mutation )
S2 53,797 27,746 0,516 (12,5-31 %)
S3 54,01 6,364 0,118 concluant
S 4 50,811 4,842 0,095 :
0,048 0,609 Résultat non
S 4 0,01 _ 0 concluant
GZ 1,425 1,607
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Guide de dépannage

Ce guide de dépannage peut vous aider & résoudre les problémes qui pour-
raient se poser. Pour de plus amples informations, consulter également la foire
aux questions dans notre Centre d’assistance technique & |'adresse suivante :
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Les techniciens de QIAGEN sont
toujours heureux de répondre aux questions concernant les informations et les
protocoles contenus dans ce manuel ou & propos des technologies
d’échantillonnage et de dosage (pour les coordonnées, voir « Coordonnées »
page 61).

Commentaires et suggestions

Témoin positif signal négatif

a) Erreur de pipetage Vérifier le schéma de pipetage et la
préparation de la réaction.

Répéter I'expérience de PCR.

b) Conditions de stockage Conserver le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS
inappropriées pour les entre -15 et -30 °C et conserver le mélange
composants du kit amorces et sondes (PPM) a I'abri de la

lumiére. Voir « Stockage et manipulation des
réactifs », page 11.

Eviter les cycles congélation-décongélation.
Répartir les réactifs en aliquotes pour le
stockage.
Les témoins négatifs sont positifs
Contamination croisée Remplacer tous les réactifs critiques.

Recommencer |'expérience avec de nouveaux
aliquotes de tous les réactifs.

Toujours manipuler les échantillons, les
composants du kit et les consommables en
accord avec les pratiques communément
admises pour prévenir les contaminations
croisées.
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Commentaires et suggestions

Pas de signal, méme pour les témoins positifs

a) Erreur de pipetage ou Vérifier le schéma de pipetage et la
réactifs omis préparation de la réaction.

Répéter I'expérience de PCR.
b) Effets inhibiteurs du Recommencer la préparation de I’ADN.
matériel de |'échantillon

dus & une purification
insuffisante

c) LightCycler : le canal de  Définir le canal sur F1/F2 ou

détection choisi est 530 nm/640 nm.
incorrect

d) LightCycler : pas Vérifier la programmation des cycles.
d’acquisition des données

Sélectionner le mode d’acquisition « single »
d la fin de chaque phase d’hybridation de
la PCR.

programmée

Signal nul ou de faible intensité avec les échantillons mais témoins
positifs OK

Mauvaise qualité ou Toujours vérifier la qualité de I’ADN et la
faible concentration concentration avant analyse.
d’ADN

LightCycler : l'intensité de fluorescence est trop faible

a) Conditions de stockage Conserver le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS
inappropriées pour les entre -15 et - 30 °C et conserver le mélange
composants du kit amorces et sondes (PPM) a I'abri de la

lumiére. Voir « Stockage et manipulation des
réactifs », page 11.

Eviter les cycles congélation-décongélation.

Répartir les réactifs en aliquotes pour le
stockage.

b) Quantité initiale tres Augmenter la quantité d’échantillon d’ADN.

faible d’ADN cible Remarque : selon la méthode de préparation

de I’ADN choisie, des effets inhibiteurs
peuvent survenir.
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Commentaires et suggestions

LightCycler : l'intensité de fluorescence varie

a) Erreur de pipetage La variabilité, causée par ce que I'on appelle
les « erreurs de pipetage », peut étre réduite
en analysant les données en mode F1/F2 ou
530 nm/640 nm.

b) Centrifugation Le mélange de PCR est peut-étre toujours dans
insuffisante des capillaires la partie haute des capillaires ou une bulle
d’air est dans |'extrémité du capillaire.

Toujours centrifuger les capillaires chargés
avec le mélange de réaction de la maniére
décrite dans le guide de fonctionnement de
I'appareil.

c) La surface extérieure de  Toujours porter des gants durant la
I'extrémité du capillaire manipulation des capillaires.
est sale

Contréle qualité

Conformément au systéme de gestion de la qualité certifié ISO de QIAGEN,
chaque lot de kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS est testé selon des spécifications
prédéterminées afin de garantir une qualité constante du produit. Les certificats
d’analyse sont disponibles sur demande & |'adresse suivante :
www.giagen.com/support/.

Limitations

Les utilisateurs doivent étre entrainés et familiarisés avec cette technologie avant
d’utiliser ce dispositif. Ce kit doit étre utilisé selon les instructions données dans
ce manuel, en combinaison avec les instruments validés mentionnés sous

« Matériel nécessaire mais non fourni », page 9.

Tous les résultats de diagnostic générés doivent étre interprétés en tenant
compte d’autres résultats cliniques ou de laboratoire. L'utilisateur est respon-
sable de la validation des performances du systéme pour toutes les procédures

utilisées dans son laboratoire qui ne sont pas couvertes par les études de
performances de QIAGEN.

Il est important de respecter les dates de péremption imprimées sur les boites et
les étiquettes de tous les composants. Ne pas utiliser de composants périmés.
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Caractéristiques des performances

Etudes non cliniques

Des études non cliniques ont été menées pour établir la performance analytique
du kit ipsogen JAK2 MutaScreen.

Précision

Trois niveaux de dilution d’ADN génomique de lignées cellulaires présentant la
mutation JAK2 V617F dans I’ADN de type sauvage ont été testés avec le kit. Les
dilutions correspondaient & des charges mutationnelles de 1 %, 2 % et 3 %. Des
lots de dilution indépendants ont été obtenus pour chaque niveau ; les réplicats
de ces dilutions ont été testés dans 3 expériences indépendantes. Les ratios
obtenus pour chaque échantillon d’ADN (Ratioganiion) ONt €€ comparés au
ratio du témoin négatif (JAK2 100 %, ADN de type sauvage, Ratioyc). Les
résultats sont résumés dans le tableau 17.

Tableau 17. Données de précision pour études non cliniques

Niveau de mutation Ratioghaniion>Ratioye  %CV (ratio)

1% ADN V617F 100 % (n = 183) 6,8
2 % ADN V617F 100 % (n = 72) 4,5
3 % ADN V617F 100 % (n = 135) 5,1

Données analytiques interlaboratoires

Une étude multicentrique a été menée sur 13 laboratoires. Les données ana-
lytiques ont été recueillies sur des dilutions d’ADN génomique présentant la
mutation JAK2 V617F dans de I’ADN de type sauvage. Trois expériences ont
été menées dans chaque laboratoire. Pour chaque expérience, les échantillons
d’ADN suivants ont été testés a partir des lignées cellulaires :

B 1 témoin négatif (NC) 0 % V617F
1 témoin positif (PC) 100 % V617F
1 échantillon Cut-Off (COS) 2 % V617F

3 échantillons présentant des charges mutationnelles intermédiaires (20 %,
50 % et 80 %)

Les expériences ont été menées sur 7 modeéles d'instruments différents :
M ABI PRISM 7000 SDS
B Systeme de PCR en temps réel Applied Biosystems 7300
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Systeme de PCR en temps réel Applied Biosystems 7500
ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Les résultats sont résumés dans le tableau 18.

Tableau 18. Données analytiques interlaboratoires obtenues a partir de
dilutions d’ADN génomique de lignées cellulaires présentant la mutation
JAK2 V617F dans de I’ADN de type sauvage

Détection de Echantillons positifs Echantillons négatifs
I’échantillon

JAK2 V617F 177* 0

JAK2 de type sauvage O 36

* Les échantillons positifs incluaient 36 témoins positifs (PC-VF), 36 échantillons Cut-Off
(COS ; 2 % V617F), 34 échantillons présentant 20 % de JAK2 V617F, 35 échantillons
présentant 50 % de JAK2 V617F et 36 échantillons présentant 80 % de JAK2 V617F.

Etudes cliniques

Comparaison entre le kit ipsogen JAK2 MutaScreen et la méthode
ARMS®

Des échantillons d’ADN de 141 patients présentant une suspicion de SMP ont
été testés en parallele avec le kit ipsogen JAK2 MutaScreen et une analyse gPCR
fondée sur le principe de systtme de mutation réfractaire par amplification
(ARMS) (11). Les résultats de la comparaison sont présentés dans le tableau 19
(tableau de contingence 2 x 3) et dans le tableau 20 (concordance en
pourcentage).
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Tableau 19. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen et ARMS

Résultats de la méthode de test ARMS
JAK2 V617F JAK2 V617F
> 2% <2% Total
JAK2 V617F
Mutation 91 0 91
Résultats de détectée
la méthode Résultat non
de test 1 2 3
. concluant
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Pas d? 1 46 47
mutation
détectée
Total 93 48 n = 141

Tableau 20. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen et ARMS

Concordance (%) IC* de 95 % (%)

Données positives
Concordance entre le kit ipsogen 98,9 94,1-99,8
JAK2 MutaScreen et ARMS

Données négatives
Concordance entre le kit ipsogen 100 92,3-100
JAK2 MutaScreen et ARMS

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

* Les intervalles de confiance ont été calculés conformément & la norme CLSI EP12-A « User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline ».

Concordance entre le kit ipsogen JAK2 MutaScreen et le séquencage

Des échantillons d’ADN de 51 patients présentant une suspicion de SMP ont
été testés en parallele avec le kit ipsogen JAK2 MutaScreen et la technique de
référence de séquencage direct. Un échantillon n’a pas pu étre interprété en
raison d'une erreur de séquencgage. Les comparaisons des résultats obtenus
a partir des 50 échantillons interprétables sont présentées dans le tableau 21
(tableau de contingence 2 x 3) et dans le tableau 22 (concordance en
pourcentage).
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Tableau 21. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen et séquencage

Résultat du séquencage direct
JAK2 V617F JAK2 V617F
> 2% <2% Total
JAK2 V617F
Mutation 26 1 27
Résultats de détectée
la méthode Résultat non
de test 0 1 1
. concluant
ipsogen
JAK2 JAK2 WT
MutaScreen Pas de 9 20 29
mutation
détectée
Total 28 22 n =50

Tableau 22. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen et séquencage

Concordance IC* de 95 %
(%) (%)

Données positives
Concordance entre le kit ipsogen 92,9 77,4-98,0
JAK2 MutaScreen et le séquencage

Données négatives
Concordance entre le kit ipsogen 95,2 77,3-99,2
JAK2 MutaScreen et le séquencage

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

* Les intervalles de confiance ont été calculés conformément & la norme CLSI EP12-A « User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline ».

Etude multicentrique sur 228 échantillons de patient

Des échantillons ADN de patients ont été analysés a I'aide de techniques

« maison » dans 13 laboratoires pour contribuer & une étude interlaboratoire.
Dans chaque laboratoire, 3 expériences ont été menées a I'aide d’ADN de
lignées cellulaires tel que décrit pour les données de précision non clinique
(voir ci-dessus) et avec I’ADN de 10 patients disponible au laboratoire.
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Les 228 échantillons avec un génotype JAK2 connu ont été testés en paralléle
avec le kit ipsogen JAK2 MutaScreen et par des méthodes « maison », dont
I'analyse PCR qualitative, I’analyse PCR spécifique d'un alléle, le transfert
d’'énergie entre molécules fluorescentes (FRET), le séquengage, la PCR par
oligonucléotide spécifique de |'alléle, le polymorphisme de longueur des
fragments de restriction (RFLP) et la discrimination allélique. Les résultats des
comparaisons sont présentés dans le tableau 23 (tableau de contingence 2 x 3)
et dans le tableau 24 (concordance en pourcentage).

Tableau 23. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen et méthodes « maison »

Résultats du test « maison »
JAK2 V617F JAK2 V617F
> 2% <2% Total
JAK2 V617F
Mutation 139 3 142
Résultats de détectée
la méthode Résultat non
de test 5 17 22
. concluant
ipsogen
JAK?2 JAK2 WT
MutaScreen Pas de. 3 6] 64
mutation
détectée
Total 147 81 n =228

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Tableau 24. Comparaison entre les méthodes : kit ipsogen JAK2
MutaScreen RS et méthodes « maison »

Concordance (%) IC* de 95 % (%)

Données positives

Concordance entre le kit

ipsogen JAK2 MutaScreen 97.9 94,0-99,3
et la méthode « maison »

Données négatives

Concordance entre le kit

ipsogen JAK2 MutaScreen 95,3 7,108
et la méthode « maison »

Concordance totale 97,1 93,8-98,7

* Les intervalles de confiance ont été calculés conformément & la norme CLSI EP12-A « User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline ».

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
58 Manuel du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS 07/2016



Robustesse : test d’échantillons de donneurs sains

Les échantillons ADN de 103 donneurs de sang sains ont été analysés avec le
kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS. Tous les échantillons ont été détectés comme
JAK2 de type sauvage. L'analyse des 38 échantillons avec I'instrument
LightCycler 480 est présentée dans la figure 34.
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Figure 34. Analyse des donneurs sains Analyse LightCycler 480 de 38 donneurs sains ()
avec le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS (n° réf. 673123). Les résultats positifs en duplicat ()
correspondent & une échelle de référence fournie avec le kit. Les valeurs de fluorescence VIC

sont tracées sur I'axe x tandis que les valeurs FAM sont sur I'axe y.
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Symboles

Les symboles suivants peuvent apparaitre sur I'emballage et I'étiquetage :

N> Contient des réactifs suffisants pour <N> réactions

A utiliser avant

L g

IVD Dispositif médical de diagnostic in vitro
Numéro de référence

LOT Numéro de lot

Numéro de matériel

GTIN Code article international (GTIN)
Limite de température

Fabricant

Consulter les instructions d’utilisation

=Bl s [

Coordonnées

Pour obtenir une assistance technique et plus d'informations, priére de consulter
notre Centre d’assistance technique & I'adresse www.qgiagen.com/Support,
de téléphoner au 00800-22-44-6000 ou de contacter I'un des services
techniques de QIAGEN ou |'un des distributeurs locaux (voir quatrieme de
couverture ou le site www.qiagen.com).
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Pour commander

Produit Contenu N° réf.

ipsogen JAK2 Pour 19 réactions : V617F Positive 673123
MutaScreen RS Kit (19)  Control (témoin positif V617F), V617F

Negative Control (témoin négatif

V617F), V617F Reference Scale (échelle

de référence V617F), Primers and

Probes Mix JAK2 wild type and JAK2

V617F (mélange sondes et amorces

JAK2 de type sauvage et JAK2 V617F)

Rotor-Gene Q MDx , pour une analyse PCR en temps réel
validée par le diagnostic in vitro dans les applications

cliniques
Rotor-Gene Q MDx Instrument de PCR en temps réel et 9002032
5plex HRM Platform analyseur de fusion haute résolution

a 5 canaux (vert, jaune, orange, rouge,

pourpre) plus canal HRM, ordinateur

portable, logiciel, accessoires, garantie

1 an piéces et main-d’ceuvre,

installation et formation non comprises
Rotor-Gene Q MDx Instrument de PCR en temps réel et 9002033
5plex HRM System analyseur de fusion haute résolution

a 5 canaux (vert, jaune, orange, rouge,
pourpre) plus canal HRM, ordinateur
portable, logiciel, accessoires, garantie
1 an pieces et main-d’ceuvre,
installation et formation

Pour obtenir des informations actualisées et les clauses de responsabilité
spécifiques aux produits, consulter le manuel du kit ou le manuel d’utilisation
QIAGEN correspondant. Les manuels des kits et les manuels d’utilisation
QIAGEN sont disponibles a I'adresse www.giagen.com ou peuvent étre
demandés aupres des Services techniques QIAGEN ou de votre distributeur
local.
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Ce kit est destiné au diagnostic in vitro. Les produits ipsogen ne peuvent étre revendus, modifiés pour la revente ou utilisés pour fabriquer d’autres
produits commerciaux sans |'autorisation écrite de QIAGEN.

Les informations contenues dans ce document peuvent étre modifiées sans préavis. QIAGEN décline toute responsabilité pour toute éventuelle erreur
apparaissant dans ce document. Ce document est considéré comme complet et exact au moment de sa publication. QIAGEN ne pourra en aucun
cas étre tenu responsable de dommages accessoires, particuliers, multiples ou consécutifs en relation avec, ou découlant de, I'utilisation de ce
document.

Les spécifications présentées par les produits ipsogen sont garanties. La seule obligation de QIAGEN ainsi que le seul recours de tout client sont
limités au remplacement sans frais des produits dans le cas oU ces derniers ne correspondent pas aux performances garanties.

Ce produit est vendu sous accord de licence avec Epoch Biosciences pour une utilisation exclusive dans le cadre du diagnostic in vitro et ne peut étre
utilisé pour toute autre utilisation de recherche, commerciale, de recherche clinique ou tout autre utilisation sortant du cadre du diagnostic in vitro.

La mutation JAK2 V617F et ses applications sont protégées par des brevets dont le brevet européen EP1692281, les brevets US 7,429,456 et
7,781,199, les demandes de brevet US20090162849 et US20120066776 et leurs équivalents étrangers.

L’achat de ce produit ne confére aucun droit pour son utilisation dans le cadre d’essais cliniques pour des thérapies ciblant ou utilisant JAK2 V617F.
QIAGEN développe des programmes de licences spécifiques pour ce type d'utilisation. Veuillez contacter notre département Licences et Propriété
Intellectuelle & I'adresse suivante : jak2licenses@gqiagen.com.

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

Accord de licence limitée
En utilisant ce produit, I'acheteur ou I'utilisateur du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS accepte les conditions suivantes :

1. Le kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS ne doit étre utilisé que conformément au manuel du kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS et uniquement avec les
composants contenus dans ce kit. QIAGEN n’accorde aucune licence de propriété intellectuelle pour utiliser ou intégrer les composants fournis
dans ce kit avec tout autre composant non fourni dans ce kit, & I’exception des indications figurant dans le Manuel du kit JAK2 MutaScreen RS et
dans d’autres protocoles disponibles sur le site www.qiagen.com.

2. En dehors des licences énoncées expressément, QIAGEN n’offre aucune garantie indiquant que ce kit et/ou son(ses) utilisation(s) ne violent pas
les droits de tiers.

3. Ce kit et ses composants sont octroyés sous licence pour une utilisation unique et ne peuvent pas étre réutilisés, remis & neuf ou revendus.
4. QIAGEN rejette notamment toutes les autres licences, expresses ou tacites, autres que celles énoncées expressément.

5. L'acheteur et I'utilisateur du kit consentent & ne pas prendre, ni autoriser quiconque & prendre de quelconques mesures pouvant entrainer ou
faciliter la réalisation d’actes interdits par les termes précédents. QIAGEN est susceptible de faire appliquer les interdictions de cet Accord de
licence limitée par tout tribunal et pourra recouvrir tous ses frais d'investigation et de justice, y compris les frais d’avocats, en cas d’action en
application du présent Accord de licence limitée ou de tous ses droits de propriété intellectuelle liés au kit et/ou & ses composants.

Pour consulter les mises & jour de la licence, voir www.qgiagen.com.
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