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Avsedd anvandning

IpsogenJAK2 Muta ScreernKit ar avsedda for att detektera JAK2

V617F G1849T-mutationer i genomiskt DNA hos personer med misstankt
myeloproliferativa neoplasmer. Franvaro av JAK2 V617F/ G1849T utesluter inte
forekomst av andra JAK2-mutationer. Testet kan rapportera falska negativa
resultat om andra mutationer forekommer i kodon 615 till 619 (1).

Obs! Kitet ska anvdndas i enlighet med anvisningarna i denna handbok, i
kombination med validerade reagenser och instrument. All anvdndning av
produkten tillsammans med andra marken och/eller &ndring av
komponenterna gor att Q IAGENSs garanti upphor att gdlla.

Sammanfattning och forklaring

En aterkommande somatisk mutation, V617F, som paverkar Janus-tyrosinkinas
2-genen (JAK2) identifierades 2005 (2-5), vilket ledde till ett stort genombrott
nar det gallde att forsta, klassificera och diagnostisera myeloproliferativa
neoplasmer (MPN). JAK2 &r en mycket viktig intracellular signalmolekyl for ett
antal cytokiner, inklusive erytropoietin.

JAK2 V617F-mutationen detekteras hos > 95 % av patienterna med
polycytemia vera (PV), 50-60 % av patienterna med essentiell trombocytemi (ET)
och hos 50 % av patienterna med priméar myelofibros (PMF). I sdllsynta fall har
JAK2 V617F &dven detekterats i samband med myelomonocytisk leukemi,
myelodysplastiskt syndrom, systemisk mastocytos och kronisk neutrofil leukemi,
men till 0 % i samband med kronisk myeloisk leukemi (6).

Mutationen korresponderar till en enskild nukleotidfordndring i JAK2-
nukleotiden 1849 iexon 14, vilket resulterar i en unik substitution av valin (V) till
fenylalanin (F) vid position 617 i proteinet (JH2-domanen). Detta leder till
konstitutiv aktivering av JAK2, hematopoietisk transformering in vitro och
erytropoietin-oberoende tillvaxt av erytroidkolonier (EEC) hos alla patienter med
PV och en stor andel av patienterna med ET och PMF (7). JAK2 V617F utgor en
viktig drivkraft vid transformering av hematopoietiska celler i MPN, men de
exakta patologiska mekanismer med samma unika mutation som leder till
sadana olika kliniska och biologiska entiteter har annu inte tydliggjorts fullt ut.

Traditionellt sett har diagnos av MPN-sjukdomar baserats pa kliniska,
benmargshistologiska och cytogenetiska kriterier. Upptéckten aven
sjukdomsspecifik molekylar markor resulterade i bade en forenklad process och
forbattrad diagnostisk precision. Detektion av JAK2 V617F-mutationen &r nu en
del av referenskriterierna hos WHO 2008 for diagnos av BCR-ABL-negativ MPN
(tabell 1), och forekomst av den hdr mutationen ar ett huvudkriterium for
bekréftad diagnos.
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Tabell 1. WHO -kriterier for diagnos av MPN (med utgangspunkt fran
referens 8)

Kriterier for diagnos av polycetemia vera (PV)

Huwudkriterier 1. Hemoglobin (Hgb) > 18,5 g.dI™* (méan)eller > 16,5 g.dI™* (kvinnor)
eller Hgb eller hematokrit (Hct) > 99:e percentilen av
referensintervallet for alder, kon eller boendehdjd 6ver havet eller
Hgb > 17 g.dI™* (méan)eller > 15 g.dI™* (kvinnor) vid associering med
en ihdllande dkning pd > 2 g.dI™* fran baslinjen som inte kan tillskrivas
en korrigering av jarnbrist, eller férhdjd volymandel réda blodkroppar
> 25 % 6ver det predikterade normala medelvirdet
(2. Forekomst av JAK2V61 7Feller liknande mutation )

Underordnade 1. Trilinjar myeloproliferation i benmérgen

kriterier 2. Serumerytropoietinniva under det normala
3. Tillvaxt av endogen erytroidkoloni (ET)

Kriterier for diagnos av essentiell trombocytemi(ET)

Huwudkriterier 1. Antal trombocyter > 450 x 10° I
2. Megakaryocytproliferation med stor och mogen morfologi.
Ingen eller liten granulocyt- eller erytroidproliferation
3. Uppfyller inte WHO -kriterierna for (chronic myeloid leukemia, CML),
PV, primar myelofibros (PMF), myelodysplastiska syndrom (MDS) eller
andra myeloida neoplasmer
(4. Férekomst av JAK2V617Feller annan klonal markér, eller |
inga tecken pa reaktiv trombocytos
Underordnade
kriterier -
Kriterier for diagnos av primar myelofibros (PMF)

Huwvudkriterier 1. Megakaryocytproliferation och -atypi i samband med antingen
retikulin- och/eller kollagenfibros. Eller, om inte retikulinfibros
forekommer maste megakaryocytforandringarna atfoljas av 6kad
cellularitet for benmargen, granulocytisk proliferation och ofta minskad
erytropoiesis (dvs. prefibrotisk PMF)

2. Uppfyller inte WHO -kriterierna for CML, PV, MDS eller annan
myeloisk neoplasm

(3. Forekomst av JAK2V6E17Feller annan klonal markér, eller |
inga tecken pa reaktiv benmargsfibros

Underordnade 1. Leukoerytroblastos

kriterier 2. Forhojt serumlaktatdehydrogenas (LDF)

3. Anemi
4. Palpabel splenomegali

Internationella experter har nyligen foreslagit kriterier for
behandlingsprovningar i PV och ET. Baserat pa data om allogentransplantat,
alfainterferon eller hydroxyurea har mangdbestdmning med JAK2V617F
inkorporerats som ett mojligt anvandbart verktyg for att 6vervaka
behandlingssvar (9). En minskning i JAK2 V617F har observerats vid kliniska
provningar av lakemedel riktade mot JAK2 (10).
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Testprincip

For allelurskiljningsassay anvands tva TagMan®-prober i en multiplex-assay.
Den ena ar en perfekt matchning for allel-2-sekvensen (t.ex. vildtypallelen) och
den andra &r en perfekt matchning for allel-1-sekvensen (t.ex. den muterade
allelen). Varje prob har mérkts med en distinkt fluorescent farg vid dess
5’-ande, rapportoren, till exempel FAM™ eller VIC® och innehaller en icke-
fluorescerande quencher pa 3’-anden. Proberna innehaller en minor grove
binder (MGB™) som mojliggdr anvandning av kortare prober med storre
stabilitet och ddrmed mer noggrann allelurskiljning.

Under PCR-kérningens utdkningsfas delas den perfekt matchade proben av
5'—>3"-exonukleasaktiviteten i 7agDNA-polymeras, vilket skiljer rapportérfargen
fran quenchern och darmed frigor urskiljningsbar fluorescens. Proben som inte
matchas perfekt kommer att forflyttas snarare &n delas av 7agDNA-polymeras
och rapportorfarg frigors inte. Fluorescenssignalen (MIC eller FAM) som skapas
samlas in vid slutet pa PCR-kdrningen (slutpunkten) och indikerar omedelbart
forekomst av malsekvensen/malsekvenserna i provet (vildtypallel, muterad allel
eller bada) utan langa och arbetskravande post-PCR-steg som dkar risken for
kontaminering. Malsekvensens faktiska mangd bestams inte.

[psogenJAK2 Muta ScreenKit anvander denna teknik enligt illustrationen (se
figur 1).

= _
t Prob 1 *— m Prob forsamrad \
h : 10 e e

VY I S N Mé rkbar okning

av FAM-signal

{j:?- -- Prob forsimrad |

10 e e —

c{ i Prob 2

Matchning Markbar ékning

av VIC-signal

Forflyttning av prob
Prob 1
Felmatchning r— .
—>=_ Ingen signal
ELXFt)rﬂyttning av prob
Prob 2
i, A e
PEEE)— Teimatchning Ingen signal

Figur 1. Multiplex-assay med TagMan. jpsogen)JAK2 Muta ScreeriKit anvander denna
teknik for allelurskiljning.
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Material som medfdljer

Kitinnehall

[psogen JAK2 Muta Screen Kit (10) (24)
Katalognr. 673022 673023
Antal reaktioner 24 10
V617F Positive Control(V617F PCVF 30 ul

iy . 30
positiv kontroll)
V617F Negative Control (V617F NC-WF 30 30 ul
negativ kontroll)t
Cut-Off SamplePrimers (Cut-off- COS-\F 30 pl 30
prov)
Primers and probes mix (Primers och
sokfragment-blandning), PPM-VF 10x 70 W 145 ul
JAK2 \B617F
ipsogen JAKZ2 Mutécreen Kit Handbook (handbok 1 1
for ipsogen JAK2 MutaScreen Kit, pa engelska)

*Positiv kontroll: 100 % V617F DNA
" Negativ kontroll: 100 % vildtyp-DNA, 0 % V617F.

* Blandning av specifika framét- och bakatriktade primers for JAK2genen, specifikt
V617F FAM-prob och vildtypsprob VIC.

Obs! Centrifugera provroren snabbt fore anvandning.

Obs! Analys av okédnda prover med jpsogenJAK2 Muta ScreernkKit kraver
extrahering av genomiskt DNA. Reagenser som behdvs for att utfora DNA-
extrahering (till exempel Q IAGEN® QlAamp® DNA Mini Kit, katalognr 51304)
ingar inte och maste valideras tillsammans med kitet.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Material som behdvs men inte medfdljer

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglasdgon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillAmpliga
sakerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som kan erhallas av respektive

tillverkare.

Reagenser

B Nukleasfritt vatten (PCR-grade)

B Nukleasfri 1x TE-buffert, pH 8,0 (till exempel Thermo Fisher Scientific,
katalognr 12090015)

M Buffert och TagDNA-polymeras: De validerade reagenserna &r TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific Inc,
kat.nr 4304437) och LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat.nr 04535286001)

B Reagenser for 0,8-1 %agarosgel i 0,5x TBE elektroforesbuffert

Forbrukningsartiklar

B Nukleasfria aerosolresistenta sterila PCR-pipettspetsar med hydrofobiskt
filter

B 0,5 mleller 0,2 ml RNase- och DNase-fria PCR-ror

M oIs

Utrustning

M Pipetter*avsedda for PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1 000 pl)

B Bankcentrifug* med rotor for 0,2 m1/0,5 ml reaktionsrér (med kapacitet for
10 000 rpm)

B Spektrofotometer* for DN A-kvantifiering

B Realtids-PCR-instrument:* Rotor-Gene Q 5plex HRMeller andra Rotor-
Gene-instrument; LightCycler 2.0 eller 480; Applied Biosystems 7300 Real-
Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS eller ABI PRISM 7900HT SDS
samt specifika tillhérande artiklar

B Utrustning™* for pulsfaltgelelektrofores

*Sakerstall att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

8
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Varningar och forsiktighet
FOr in vitro-diagnostisk anvandning

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglasogon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sdkerhetsdatablad
(SDS). De ér tillgangliga pa webben i behandigt PDF-format pa adressen
www.qiagen.com/safety, dar du kan visa och skriva ut sikerhetsdatablad for
varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sédkerhetsregler.

Allménna sakerhetsatgarder

Vid qPCR-tester kravs god laboratoriesed, inklusive utrustningsunderhall, som
ar sarskilt inriktad pa molekylarbiologi och foljer géllande regler och relevanta
standarder.

Detta kit &r avsett for in vitro-diagnostisk anvandning. Reagenserna och
instruktionerna som medfoljer detta kit har validerats for optimal prestanda.
Ytterligare spadning av reagenserna eller fordndring av inkuberingstider och -
temperaturer kan leda till felaktiga eller oférenliga data. PPM-VF-reagenser kan
forandras om de utsatts for ljus. Alla reagenser ar formulerade specifikt for
anvandning med detta test. For att fa en optimal testprestanda far inget
ersattningsmaterial anvandas.

Var mycket forsiktig for att forhindra:

B DNase-kontaminering som kan orsaka forsémrad mall-DNA

B DNA- eller PCR-6verforingskontaminering som leder till falsk positiv signal
Vi rekommenderar foljande hantering:

B Anvand nukleasfritt laboratoriematerial (t.ex. pipetter, pipettspetsar,
reaktionsflaskor) och bar handskar nér du utfor analysen.

B Anvand nya aerosolresistanta pipettspetsar for alla pipetteringssteg for att
undvika korskontaminering av prover och reagenser.

B Bered pre-PCR-masterblandningen med sérskilt material (pipetter, spetsar
osv.) i ett sarskilt omrade dar inga DNA-matriser (DNA, plasmid) fors in.
Tillsatt mall i ett separat utrymme (helstiett annat rum) med hjalp av
specialanpassat material (pipetter, spetsar etc.).
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Forvaring och hantering avreagenser

Kiten skickas pa kolsyreis och maste forvaras vid —30 °C till =15 °C efter
leverans.

M Minimera primers och sokfragmentblandningars exponering for ljus
(PPM-VF-r0r).

B Blanda och centrifugera roren forsiktigt innan de dppnas.
B Forvara alla kitkomponenter i originalbehallarna.

Dessa forvaringsvillkor galler bade éppnade och odppnade komponenter.
Komponenter som forvaras under andra villkor &n de som anges pa etiketterna
fungerar eventuellt inte pa ratt satt och detta kan paverka analysresultaten
negativt.

Utgangsdatum for reagenserna anges pa etiketterna till varje enskild produkt.
Under korrekta forvaringsvillkor behaller produkten sin prestanda fram till
utgdngsdatumet som star tryckt pa etiketten.

Det finns inga uppenbara tecken som visar att denna produkt &r instabil.
Positiva och negativa kontroller ska dock kéras samtidigt med okanda
patientprover.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Utférande

Beredning av prov -DNA
Genomiskt DNA bor insamlas fran helblod, renade perifera blodlymfocyter,

flerkarniga celler eller granulocyter. For att jAmfora resultat rekommenderar vi

att du anvander samma metod for cellfraktionering och DNA -extrahering.
DNA-extrahering bor utféras med hjélp av laboratoriets egen eller en allmant
vedertagen metod.

DNA-kvantiteten faststéllsgenom att méta den optiska densiteten vid 260 nm.
DNA-kvaliteten bor utvarderas med spektrofotometri eller gelelektrofores.

Azeol Azso-kvoten bor vara 1,7-1,9. Mindre kvoter indikerar vanligtvis
kontaminering av protein eller organiska kemikalier. Elektroforesanalys pa
0,8-1 % agarosgel bor tillata visualisering av det isolerade DNA:et som ett
distinkt band pa cirka 20 kb. Viss utstrykning ar godtagbart.

Det resulterande DNA:et spads till 5 ng/pl i TE-buffert. gPCR-reaktionen &r
optimerad for 25 ng renat genomiskt DNA.

Forvaring av nukleinsyror

For korttidsforvaring upp till 24 timmar rekommenderar vi en forvaring av
nukleinsyror vid 2-8 °C. For langre tids forvaring &n 24 timmar
rekommenderar vi forvaring vid =20 °C.

Protokoll: PCR pa Rotor-Gene Q-instrument med rotor
med 72 rOr

Nar detta instrument anvands rekommenderar vi att alla matningar gors i
duplikat, sa som anges itabell 2.

Tabell 2. Antal reaktioner pa Rotor Gene Q MDx 5plex HRM- eller Rotor

Gene Q 5plex HRM-instrument med 72-rdrsrotor

Prover Reaktioner

Med JAK2 V617F primers och s6kfragmentblandning (PPM-VF)
(56 reaktioner)

24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner
3 x 2 reaktioner (PC-WF, NC-VWF och
3 DNA-kontroller COS- W, var och en testad i
duplikat)
Vattenkontroll 2 reaktioner

Handbok for jpsogenJAK2 Muta Screenkit 06/2016
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Provbehandling pa Rotor-Gene Q-instrument med 72-rorsrotor

59 §2 S3 S3 54 §4 S5

Figur 2. Forslag pa rotorkonfiguration for ett experiment med [psogen JAK2
Muta Screen Kit. PC-VF: positiv kontroll; NC-VF: negativ kontroll; COS-VF: cut-off-prov;
S: DNA-prov; H,O: vattenkontroll.

Obs! Var noga med att alltid placera ett prov som ska testas i position 1 pa
rotorn. I annat fall utfor instrumentet ingen kalibrering under kalibreringssteget
och felaktiga fluorescensdata samlas in.

Fyll alla andra positioner med tomma ror.

qPCR pa Rotor-Gene Q-instrument med rotor med 72 ror
Obs! Utfor alla steg pa is.

Utforande

1. Tina alla komponenter som behdvs och placera dem pa is.

Komponenterna bor tas fram fran frysforvaring cirka 10 minuter innan
proceduren paborjas.
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2. Vortexblanda och centrifugera alla provror kortvarigt (cirka
10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i botten
pa roret.

3. Bered féljande gPCR -mixar enligt det antal prover som ska
bearbetas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen pa reaktionen.

| tabell 3 beskrivs pipetteringsschematfor beredningen av en reagensmix,
beraknat for att uppna en slutlig volym pa 25 pl. En pre-mix kan beredas,
enligt antalet reaktioner, med samma primers och s6kfragmentblandning.
Extra volymer ingar for att kompensera for pipetteringsfel.

Pa RotorGene-instrument kan jpsogen JAK2 MutaScreenKitanvandas for
analys av 24 prover i duplikat i ett experiment (figur 2), 20 prover i duplikat
i tva experiment eller 15 prover i duplikat i tre experiment.

Tabell 3. Beredning av gPCR -blandning

Antal reaktio ner (pl)

Slutlig
koncentrati

Komponent 1 56+1* 28+1" 18+1* on
TagMan Universal
PCR Master Mix. 2x 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Primers och
probblandning, 2,5 1425 72,5 47,5 1x
10x
Nukleasfritt vatten
(PCR-grade) 5 285 145 95 -
Prov (som ska 5i 5i 5i
. - 5 . . . —
laggas till i steg 5) varje varje varje
Total volym 95 251 251 251 B

varje varje varje

*24 prover, ett experiment/kit.
"10 prover, tvd experiment/Kkit.
5 prover, tre experiment/Kit.
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4. Vortexblanda och centrifugera alla qPCR-blandningen kortvarigt
(cirka 10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i
botten pa roret.

5. Dispensera 20 pul av gPCR-pre-mixen per ror.

6. Tillsatt 5 plav prov-DNA eller kontroll det motsvarande roret (total
volym 25 pl).

7. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

8. Stdng PCR-roren. Placera réren i 72-rorsrotorn enligt tillverkarens
rekommendationer. Fyll alla andra positioner med tomma ror.

9. Kontrollera att lasringen (tillbehor till Rotor-Gene-instrumentet) ar
placerad 6verst pa rotorn for att forhindra att réren 6ppnas av
misstag under kérningen. Placera rotorn i RotorGene Q-instrumentet
enligt tillverkarens rekommendationer.

10. Skapa en temperaturprofil for detektion av JAK2-DNA genom att
utfora nedanstaende steg.

Installning av allmdnna analysparametrar. Figurer 3, 4
Amplifiering av DNA Figur 5
Justering av fluorescenskanalsensitiviteten Figur 6

Mer information om hur du programmerar Rotor-Gene Q-instrumenten
hittar du i anvdndarhandboken till instrumentet. | bilderna har
programvaruinstaliningarna ramats in i svart. Bilder &r inkluderade for
Rotor-Gene Q-instrument.

11. Starta programvaran for Rotor-Gene. | dialogrutan "New Run”
(Ny kérning) klickar du pa "New” (Ny).
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Quick Start  Advanced

4 Imports the cycling
~Perform Last Run and acquisition and

o0 sample definitions

'S Empty Run from the last run open

in the software.

a8

'S Three Step with Melt

se
2 Two Step

| HRmm

Other Runs

am

Instrument Maintenance

I"',L_,_;
ffj Open A Template In Another Folder, ..

¥ Show This Screen When Software Opens

Figur 3. Dialogrutan "New Run” (Ny korning).

12. 1 "New Run Wizard” (Dialogrutan for ny kérning) stéller du in

volymen pa 25 pl och klickar pA” Next” (Nasta).

Mew Run Wizard

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

Operator : |DB

Notes : Programme PCR allelic discrimination

h_

This box displays

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

SkipWizard | << Back I Next >> I|

Figur 4. Instdllning av allmanna analysparametrar.
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13. Klicka pa knappen "Edit Profile" (Redigera profil) i nasta dialogruta
"New Run Wizard" (Dialogrutan for ny kdérning) och programmera
temperaturprofilen enligt tabell 4 och figur 5. Vara noga med att
lagga till det sista hamtningssteget pa 60 °C for varje cykel for saval
kanalen Green (FAM) som Yellow (VIC).

Tabell 4. Temperaturprofil

Hold (Hall) Temperatur: 50 °C
Tid: 2 min
Hold 2 (Hall 2) Temperatur: 95 °C
Tid: 10 min
Cycling (Cykling) 50 ganger
92 °Cil5s
60 °C i 1 minut, enkel
H&mtning av FAM-fluorescens i kanalen Cycling

A Green
H&mtning av VIC-fluorescens i kanalen Cycling
A Yellow

4% Edit Profile E

i ¥ | @
Opa'\ Save fis | Help
The run wall take appioximately 110 minutefs] to complete. The araph below iepresents the run to be perfomed :

Uﬁn L e e

IGEI 1 LIRS L LA, LG L AL L AT

Acquistion Corfiguration

Available Channsls

Dlck on = cycle biekow o modfy i - Nome |

Hold Insert altes Crinson
1 Isest . D 5

<
Remove 4‘

2 P Modiy R, of press + of - b add and temove sleps for this cycle L ,g‘g i bl "‘:,’:,Em:allaléq e Hleo

Tined Step J =]

60 deg. 92 deqg. for 15 sacs
B o e Dye Chart >> Don't Acquire Help
Not Acquating Dy e Channel Selection I:hat

m |510wn  |FAM Y, SYBR Green 17, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4887
m |5%nm  [JOE VICH, HEX, TET', CAL Fluor Gold 5407, Vakima Yelow i

m |610mm  |ROXY. CAL Fluot Red 610, Cy357, Tenas Red”. Alexa Flict 5687
m [660m | Cy57, Duasar 5707 Alewa Fluor £33

m |71000 | Quasar05 7, Alexa Fluor 6807

I Endegfmaﬁaecsl

Figur 5. DNA-amplifiering.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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14. Upptacktsintervallet for fluorescenskanalerna maste faststallas enligt
fluorescensintensiteterna i polymeraskedjereaktionsroren. Klicka pa
”Gain Optimisation” (Optimering av forstarkning) i dialogrutan
"New Run Wizard” (Guide for ny kdrning) for att 6ppna dialogrutan
"Auto-Gain Optimisation Setup” (Stall in automatisk optimering av
forstarkning). Klicka pa "Optimise Acquiring” (Optimera hamtning)
och kicka sedan pa "OK” (OK) i dialogrutorna "Auto-Gain
Optimisation Channel Settings” (Kanalinstallning for automatisk
optimering av forstarkning) for varje kanal (Green och Yellow, figur
6). Kontrollera att kryssrutan ”Perform Optimisation Before 1st
Acquisition” (Utfér optimering infor forsta hdmtning) har markerats
for varje kanal (figur 6).

Auto-Gain Dptimisation Setup x| Auto-Gain Optimisation Channel Settings
r~ Optimization oh s 2
. Auko-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at annel Settings : —
o8 ditferent gain leevels until it finds one at which the fuorescence levels are o l_ -
'\:Q acceplable. The range of luorescence you are looking for depends on the Channel . Gieen Tube Position 1 i

chemistry you are performing.

Taiget Sample Range : 5 ﬂFIuptu 10 ﬂFI.

Sek temperature to |50 —:Idegrees

—
1= T == ot catee o o
3
Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Run e | He\p |
r Channel Sethngs :
| ol aw |
Mame | Tube Position | Min Reading I Max Reading | Min G ain | Max Gain Edit. I Auto-Gain Opllmliﬂllﬂn Channel Setllng_s
Green 1 SFI1 10F1 -10 10 . e
Velow 1 . 10F1 10 10 Remave | Chanrel Setiings : 5
Femave All | Channel: Yellow Tube Poshon : |T =
Target Sample Range |5 j Flup to |TU j Fl - 2
Acceptable Gain Range: |10 j to |1[| j
4 |
Start I Marual Close Help | Cancel I Help J

Figur 6. Justering av fluorescenskanalsensitiviteten.

15. De forstarkningsvarden som faststalls av kanalkalibreringen sparas
automatiskt och anges i det sista menyfonstret i
programmeringsproceduren. Klicka pa ”Start Run” (starta kdrning)
for att kGra programmet.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Ange rotorinstaliningen i programvara for Rotor-Gene (figur 7).

_FEFI L S amples] _];_ﬂm‘
File Formakt  Security
n ] Rotor Style ]
Settings :
Given Conc. Format: | 123456,789123467 | Unit: |copiesdreactio «|  More Options
Samples :
[ EEIEIEIEE]
C|1D | Marme | Type | Groups | Given Conc -
1 PC FPositive Control
] 2| PC Positive Contral
I :Hz20 NTC
4 Mone
- 5 MC Megative Control
] E MHC Megative Control
Il -H20 NTC
=] Mone
- 39/ RS Uriknown
B Frs Linknown
11 Mone
12 Mone
13 51 Uriknown
14 51 Uriknown
15 52 Urknowen
16/ 52 Unknown
B 17s3 Unknown
I 18/s3 Unknown
L 1954 Unknown
2054 Urknowen =
A »
Page :
Mame : [JAKZ [pzogen e [T Synchronize pages
Undo | ok | Cancel | Help |

Figur 7. Konfiguration av Rotor -Gene: "Edit samples” (Redigera prover).

Installning for procedur for slutpunktsanalys for Rotor -Gene Q 5plex
HRM-instrument

17. Nar PCR-programmet har slutforts klickar du pa “Analysis” (Analys) i
verktygsfaltet (figur 8).

‘Analysis—l:lnly Rotor-Gene () Series Software ¥YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1)

File Analysis Gain  Wiew Window Help
£ H Q View \..,}J W |4 Wiy m (B ’% .

Open  Save | Help Settings  Profile  Temp,  Samples\ Analysis J Reports  Arrangs

JChanneIs o Cycling A.Green o Cyeling A ¥ellow o Cycling B.Green . Cycling B, Yellow |

Figur 8. Analys.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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18. Dubbelklicka pa "Cycling A Green” (Cykling A gron) och sedan "OK”
i dialogrutan ”Analysis” (Analys) (figur 9). Upprepa for Cycling A
Yellow (Cykling A gul).

Analysis £
25td Curves (Rel) | Other.. |
[ Quanfigion " Mer |
1 —-ﬂ Cycling AernI
Scling A Tellow At Least Two Standards Required
= The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2
selected standards. To set this up, right-click on the sample list and select Edit
Samples...
[~ Don't show this message in future.
Show | Hide |
[ Auto-shink window

Figur 9. Kvantifiering: "Cycling A. Green” (Cykling A gron)

19. Ett nytt fonster 6ppnas (figur 10). Klicka pa ”Slope Correct” (Lutning
korrekt) i bada paneler enligt figur 10.

€ H B 4
New Opor Save . = e iy A e Aevaragm
Channelt 7 Cydien & Groen by & Vo
Duantitateen Analysis - Cyclimg & Vellow fmapp0] ez} oy b
| ——
— ?, it e e e | (5] oot oo v ot : et 2
1
. ¢ T
© I—
g0 = Vi 7 T
3 ~ § =
- . ERRRR
0 o
S / e
- o - 12 [
- 3 1%
o 5 " =
et e Buto-Sesn wf it Seole e At esle fukorSe e ot e e esin 1 a“
% o
17 P~
1 [
1
»
|

Figur 10. Instadliningen ”Slope Correct” (Lutning korrekt).

20. Spara som kalkylblad i Excel® for att exportera data. Klicka pa "OK”
(OK), ge exportfilen ett namn och spara textfilen (*.txt).
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21.Oppna textfilen i Excel och markera kolumn A. Klicka pd ” Data”
(Data), ” Convert” (Omvandla) och ” Next” (Néasta). Valj” Comma”
(Komma) och klicka pa ” End” (Slutfor).
Resultaten visas enligt figur 11.

[ 3 © T 3 r o lalmnlala]kliimnlolrlelr]s] T]ul v w] x| v z]asdaeacasiac/ar/acan aaaKaLaman ac ar ad aras ajauavavial  ar az__ | ea
+_| Excel Raw Data Export
& | Copuright a QIAGEN Company. Allrights reserved
3 |File  Prog Allelic discrimination 2010-01.26 (1jrex
o |Date  w2s200
5 Time  EHBA
.
7 |Channel Cycling A.Green
s |ID MSPPOI [ 2 3 456789 WRR R R AR R R R R 5] 50
. | pC | BE7432 581979 586KEE 51928 6 6 6 6 6 WO R H B R BB EH AR BB R H 53408 63832195
M 2 pC | 580912 59781 697858 602344 6 6 6 6 6 BB R H B BB KGR AR AN EE AN 647205  6500N
" 3 nC_ | 574677 579657 586391 581854 6 6 6 6 6 777888888889 939 9% 88 # 99929 10035624
= 4 nC | 6M742 6407 641794 64871 6 7 7 7 7 888993 K H KN NNIINEH## 12478 12607978
© 5 1S | 6M824 624633 625727 630106 6 6 6 6 6 8889 93 # 8 I TT # 8 #8868 H WEET2 WM
u 6 s 5863 633827 59453 598132 € 6 6 6 6 78388983938 % AT 108 6HEH 13033 1330288
" 7 h20 | G0 613835 613298 61601 6 6 6 6 6 7777777777777777777 180312 74200284
" 8 h2) | 577158 585 590655 590239 6 6 6 6 6 777777777777 7777777 7064 72198082
" 3 0 | 576232 584288 689174 530M3 6 6 6 6 6 7788888399998 44Kk #HH 10405 10603087
" 0 0 | 581627 591948 592752 532732 6 66 6 6 7777686866909 3384 #### 102008 10426503
" N 05 | 679313 582568 585641 584186 € 6 6 66 7788888399833 8 ## %8 H# 10593 1074528
O | 2 05 | 619053 616999 616846 620521 6 6 6 6 6 7778888999048 KN 8N 1255 12872075
e 2
cs z |Channel Cycling A.vellow
= |iD MSPPaI 1 2 3 15867839 R R RN 3 50
o = 1| pC | 459685 462247 46813 463471 5 56 5 & 6666667777 7777778866 79092 0052605
s 2 pC | 466383 472438 478N 4747415 5 5 5 5 6666666777 777788888 80604 8236294
ol ® 3 nC | 453005 467231 464528 47207156 555 BOR BB E R BB R R R RN E R RN 42305 42626500
2 4 nC_ | 5027195 50553 622326 522507 5 5 5 5 5 WO R B H B BB B BB R B HE BB B W DIMIE HI4E5324
2 5 S | 502092 601381 604675 612164 6 6 6 5 & WO R H B R R R R R R R BB 475771 47706820
o 6 1S | 4TI 471646 476223 472 556555 WORR R H R R R R KRR R K 42067 42207559
» 7 h20 | 487288 433455 432543 500872 5 5 6 6 5 6 66666 E6EEEEELELEEESLSL 6M62 I8
» 8 h20 | 456801 450861 46996 472899 5 6 5 5 § 556556 66605666666666 584673 5876249
= 3 0 | 462083 40861 4TI 466343 55555 443336 45377775
» 0 0 47134 487238 482816 48047 65 6 6 5 § . . 434785 44.036357
u W05 | 6817 472021 ATl 72123 5 5 5 5§ PRC-kO n |ng 50 82478 42437756
s 2 05 48515 50237 604229 501483 5 6 5 5 5 47002 47084382
%
>
E N MsHFUT ] ts 3 WB B £ 5% W TR R B R R B R R R R R R R R R R RN
» 1 pC | 524E-00 G.OTE-03 4G9E-03 472E-03 4 W W 4 M 8 W W W N A B % 0 K K B H 8 # 00000 1111 111111111111
“ 2 pC WReSSE-03 280E-03 BME-03 3M4E03 % W W A B % W K B W & B % B B K H K BB 00000011 1111111111111
“ 3 nc #1603 223603 205E-03 133E-03 # B B A N % B B B K H BB S wowom s m e e e el aa s s e e
(D] < 4 nC 808 0
P 5 1S #80w []
T [a i m it FAM-kolumn
: 15 Provnamn il :
(g} « 8 h2 WE #
e a E I B S ————— OO OO
- 1 0 379603 324E-03 270E-03 216E-03 # B B # B % B b 8 6 4 B B 8 E B B 8 O & B B H H E B BB E E BB EERSH0O00
(¢} - N 05 | 415603 34TE-03 280E-03 212E-03 # # 4 # K # B 4 & § & B B H # O B A H # B A H H & B BN HEREHB0000000
N 5 12 05 | 6.42E03 SIGE-03 389E-03 262E-03 # M 4 W % A B W 6 A B B W K B B H N BB A HEEHEHHHNONENOD0000D
" — i
5
i ®) ® D MSPPOI 1 2 3 SEETOSHN KA EE RN R R RN R RN ER RN ER RN RN
o 54 1 pC | 370E.03 30SE.03 248E-03 LSTE-03 # W # # B & 8  # B 8 B % 8 & B 6§ B & B H H BB BB 0B BB EHERRENSOD
s 2 pC AMSE-D8 7TS4E04 LISEOZ LSIEOT W W N A B 0 W K BN H 6 R R N R R R R R RN R e RN eNO000
(4o 5 3 nC | 220E-03 244E-03 269E-03 293E-03 % W W A B O W % B W & W K B B K B K B 000000 1111111110
st 4 nC | 284E-03 309E-03 354E-03 G99E03 K N B A B H B B B 8§ 8 11110
e} 5 5 1S | 597E-00 520E-00 4G0E-03 D92E03 K W B A B K B B B8 4 8 IKEEK
5 6 1S B70E.03 578E.03 4.87E.03 J95E.03 H H B A B H B kB 8 # 8 IEEEE
c “ 7 h20 | 7.39E-04 102E-03 130E-02 15SE-03 M M W A B K B B W W 4 W \/IC = ko Iu l I I n RN
“ 8 h20 | 227E-04 GOGE-4 LMEOZ 1G0E03 W W M A B B B K B W HH K
[ @ S 0 17E-02 LODIE-02 BATE-03 GHIEO3 H W A A B 4 W A B B4 B wowwow ww wmw U U U w0 1111
a 0 0 576603 4.91E-03 406E-03 322E-03 % B 4 B % 8 6 8 6 & B 5 8 K B 848 # 8000000 1111111111100
= . N 05 | BIGE-03 45SE-03 4.02E-03 345E-03 # B 4 4 B # B B B 6 4 B B 8 E B B A E# 00000 1111 011111111111
(_D ] 12 05 | 519E-03 480E-03 442E-03 S.04E-03 # 8 8 & B % 8 6 8 6 4 B 5 8 # # B A 8 # 08000000 11 11101111111
“

Figur 11. Resultatexempel, visas i Excel-filen.

Obs! Filen innehdller sdval rddata som standardiserade data. Endast
standardiserade data bor betraktas.

Dessa data anges i den kvantitativa analysen for kanalen Cycling A Green och
den kvantitativa analysen for kanalen Cycling A Yellow i tabellen. Data som
avses for tolkning &r de som insamlas under PCR-kdrning 50 (i cirklarna till
hoger).
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Protokoll: qPCR pa tillaimpade biosystem och ABI PRISM-
instrument

N&r utrustningen for gPCR med 96-brunnsplattor anvands rekommenderar vi
att alla matningar gors i duplikat, s som anges i tabell 5.

Tabell 5. Antalet reaktioner for instrumenten Applied Biosystems 7300
och 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 eller ABI PRISM 7900HT.

Prover Reaktioner

Med JAK2 V617F primers och sokfragmentblandning (PPM-VF)
(56 reaktioner)

24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner
3 x 2 reaktioner (PC-WF, NC-VWF
3 DNA-kontroller och COS- VF, var och en testad i
duplikat)
Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbearbetning pa instrumenten Applied Biosystems 7300 och 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 eller ABI PRISM 7900HT.

’ [1Hab151617181911011114

[II@ITIWIDIHH‘PJ

. S

Figur 12. Forslag pa plattkonfiguration for ett experiment med ipsogen JAK2
Muta Screen Kit. PC: positive control (positiv kontroll); NC: negative control (negativ kontroll);
COS: cut-off sample (cut-off-prov); S: DNA-prov; H,O: vattenkontroll.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR for instrumenten Applied Biosystems 7300 och 7500, ABI PRISM
7000, ABI PRISM 7700 eller ABI PRISM 7900HT.

Obs! Utfor alla steg pa is.

Utforande

1. Tina alla komponenter som behdvs och placera dem pa is.

Komponenterna bor tas fram fran frysforvaring cirka 10 minuter innan
proceduren pabarjas.

2. Vortexblanda och centrifugera alla provrér kortvarigt (cirka
10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i botten
pa roret.

3. Bered foljande qPCR-mixar enligt det antal prover som ska
bearbetas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen pa reaktionen.

| tabell 6 beskrivs pipetteringsschemat for beredningen av en reagensmix,
berdaknat for att uppna en slutlig volym pa 25 pl. En pre-mix kan beredas,
enligt antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning.
Extra volymer ingar for att kompensera for pipetteringsfel.

Pa Applied Biosystems 7300 och 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700
eller ABI PRISM 7900HT-instrument kan jpsogenJAK2 Muta ScreernKit
anvandas for analys av 24 prover i duplikat i ett experiment (figur 12), 20
prover i duplikat i tva experiment eller 15 prover i duplikat i tre experiment.
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Tabell 6. Beredning av gPCR-blandning

Antal reaktioner (ul)

Slutlig

Komponent 1 56+1* 28+1" 18+1%* koncentration
TagMan
Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x
Primers och
probblandning, 2,5 1425 72,5 47,5 1x
10x
Nukleasfritt
vatten (PCR- 5 285 145 95 -
grade)
A0 (00 5% 5 i 5 i 5i
et il £ varje varje varje -
i steg 4) J ] J
Total volym 95 25 i 25 i 25 1| _

varje varje varje

*24 prover, ett experiment/kit.
"10 prover, tvd experiment/Kkit.
5 prover, tre experiment/Kit.

4. Vortexblanda och centrifugera alla qPCR-blandningen kortvarigt
(cirka 10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i
botten pa roret.

5. Dispensera 20 pulav gPCR-pre-mixen per brunn.

6. Tillsatt 5 plav prov-DNA eller kontroll i den motsvarande brunnen
(total volym 25 pl).

7. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

8. Forslut plattan och centrifugera kortvarigt (300 X g, cirka
10 sekunder).

9. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.

10. Programmera termocyklern  med det termocykelprogram som anges i
tabell 7 och starta kérningen.
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Tabell 7. Temperaturprofil for Applied Biosystems- och ABI PRISM-

instrument
Hold (Hall) Temperatur: 50 °C
Tid: 2 min
Hold 2 (Hall 2) Temperatur: 95 °C
Tid: 10 min

Cycling (Cykling) 50 ganger
92 °Cil5s
60 °C i1 min

Analysprocedur efter korning for Applied Biosystems- och ABI PRISM-
instrument

Se bruksanvisningen for instrumentet for programmeringsinformation om
instrumenten Applied Biosystems 7300 och 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 eller ABI PRISM 7900HT. For att fa en battre oversikt ar
programinstaliningarna markerade med en svart ram.

11.Valj ”Start/Program” (Start/Program) och déarefter "File/New”
(Arkiv/ Nytt) efter att kdrningen har slutforts.

12. Klicka pa listrutan ”Assay” (Analys) i dialogrutan "New Document
Wizard” (Nytt dokument) och vélj ”Allelic Discrimination”
(Allelsarskiljning) (figur 13).

13. Godkann standardinstaliningarna for falten "Container” (Behallare)
och "Template” (Mall) (“96-Well Clear” (96 brunnar, transparent)
och “Blank Document” (Tomt dokument), figur 13). | faltet ”Plate
Name” (Namn pa plattan) anger du AD Post-read (figur 13) och
klicka pa "Next>" (Nasta) for att komma till dialogrutan "Select
Markers” (Valj markdrer).
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HMew Document Wizard E]

Define Document
Selact the aszay container. and template for the document, and enter the operator name and

comments,
1 Agsay : 0 allslic Discriminstion -
Container : i 98- \Well Clear b
2 Template - 'EI.:nI:. Docunmsent =] Browse ..
Fun Mode : | Standard 7500 =

Ol st abor - IA.dmini:!:ah:ll

Comments :

— -
PTae Trame -IAD Po st-read | |
et > Finiazh Carcel

Figur 13. Forinstallningar for att skapa en ny kérning efter inldsning (New
Document Wizard) (Nytt dokument).

14.0m panelen "Markers in Document” (markdrer i dokument) i
dialogrutan "Select Markers” (valj markorer) innehdaller en lamplig
markor for din tillampning fortsatter du med steg 18. Annars
fortsédtter du med steg 15.

15. Skapa detektorer och markorer enligt foljande. Klicka pa "New
Detector” (Ny detektor) (figur 14).

Selact Marlkers
Solect the markers you will be using in the docurmont
Firwd -] - I Passive Felererce: |0 -|
Marker Mamis | Dastector 1 Markesrs in D ocumsrt |
Add>> |
Remove I
£ >
1 Mew Detector.., l New Marker... |
< Back | Mext » | Finish | Canceal J

Figur 14. Panelen "Markers in Document” (markdrer i dokument) innehaller inte
en lamplig markér for din tillampning.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Skriv Allele A i faltet "Name” (Namn) i dialogrutan "New Detector”
(Ny detektor) (figur 15). Lamna "Reporter Dye” (Rapportorfarg) pa
"FAM” (FAM). Klicka pa& knappen "Color” (Farg), valj en farg och
klicka pa "OK” (OK) (bild 1 5). Klicka pa "Create another” (Skapa en
till) (figur 15).

=

New Detector <)
Narne: JAllele & |
Desciription: |
2 Feporter Dye: JFaM LII
Quencher Dye: [{none) =1
3 Color: [

4 I Create Amthh [ QK I Cancel

Figur 15. Skapar detektorer.

17. Skriv Allele B i faltet "Name” (namn) i dialogrutan "New Detector”
(ny detektor). Valj "VIC”  (VIC) i faltet "Reporter Dye” (rapportorfarg).
Klicka pa knappen "Color” (farg), valj en farg och klicka pa "OK”
(OK).

18. Klicka pa "New Marker” (ny markor ) i dialogrutan "Select Markers”
(valj markorer) (se figur 14).

19. Skriv JAKZ i faltet "Name” (namn) i dialogrutan "New Marker” (ny
markor) (figur 16). Valj det ektorerna *“Allele A” (Allele A) och “Allele
B” (Allele B) som du skapade i steg 16 och 17 (eller som redan har
definierats) och klicka pa "OK” (OK) (figur 16).

Hevs hMarker @

Mew Marker Mane: I JAKZ hl 1
Select bwo debeackors for Haas marker -
[T De=te ctor Ham e Reporter | Ouencher
2=TlL 5 s Fax Crone>
3 m Cance|

Figur 16. Skapa markorer.
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20. I dialogrutan ”Select Markers” (valj markorer) valjer du "JAK2”
(JAK2) som du skapade tidigare eller en lamplig fordefinierad
markor. Klicka sedan pa "Add>>" (Lagg till) (figur 17).

Obs! Valj en markor och klicka pa "Remove” (Ta bort) for att ta bort den.

Mew Document Wizard

Select Markers
Slact the enark ey pou vall be usmng in the: document

Funl | ‘J - | Passiva Reference: |ROR .
Marker Hame Detector 1 Detector 2 Markers n Document |
1 [Jara ] adele B Alele &
2
R

Hew Datactor New Marker

< Back I Mt > I Fruth Cancd 3

Figur 17. Valja markorer.

21. Klicka pa "Next>" (Nasta>).

22. Klicka och dra markéren i dialogrutan ”Setup Sample Plate”
(konfigurera provplattan) for att valja markdren for brunnarna som
innehaller prov. Klicka pa "Finish” (slutfor).

23. Klicka pa fliken ”Instrument” (Instrument) och d&ndra provvolymen till
25 pl.

24. Valj "File/Save” (Arkiv/Spara) och klicka pa "Save” (Spara) for att
spara namnet som du valde nar du skapade plattan.

25. Ladda reaktionsplannat in instrumentet enligt tillverkarens
rekommendationer.
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26. Starta kdrningen efter inlasningen. Klicka pa "Post-Read” (efter
inldsning).
Instrumentet kommer att utfora en kdrning pa 1 cykel i 60 s vid 60 °C.
Under den har kdrningen samlar instrumentet in FAM- och VIC-fluorescens
i varje brunn (figur 18).

E File Wiew Tools Imstrument Andysis Window  Help
DL SR BEEHE FOs?
Vetup Vinstrument {Resuls T

i Instrurment Contral — Temperatura
Estirated Time Remaining (bhumm): Sample: Haat Sink:
Cover: Block:
Fost-Read |
—Cycle
Dizconnact Status: Stage: Rep:
Time (mmss): Step:
State:

-~ Thermal Cycler Protocal
Thermal Prafile | Autn |m:ranant| Ramp Rala1

(600 ]
AU Epl ] ALl | AU [ A e s Bl S [ (5175 Hely
Settings

SempleVolume (). [=

Fun Mode ISian dard 7500 LI

Date Callection ; [Stege 1. Step 1 (60.0 @ 0:30) =]

Figur 18. Kdrning efter inldsning.
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27.Valj "File/ Export” (Arkiv/Exportera) och klicka pa "Results” (Resultat)
for att exportera resultaten till en Excel-fil. Resultaten visas enligt

figur 19.

12 |Comments:

[13|SDS 1.2 ' VIC-prov 1 ' FAM-prov 1

14

| 15 |Well  Sample Name Marker Task Passive Ref Allele X Allele Y\AII&IEXRn Allele YE;(,GEVI/ Quality Value Method
116 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 837 JAK-VIC JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
117 |A2 sample 1 vc Unknown 295 565 JAK2VIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
|18 |A3  sample 2 WIC  Unknown 351.338 | JAK2-VIC |JAK2-FAM 2.595 |6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
119 |A4 sample 2 vIC Unknown 379809 JAKZ-VIC JAKZ-FAM 2.553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
120 |A5 sample 3 vIC Unknown 372835  |JAK2-VIC JAKD-FAM 2913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 WIC Unknown 359.717 JAK2VIC JAK2-FAM 2806 {5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
|22 |A7 sample wi VIC Unknown 343 636 JAKZ2VIC JAK2-FAM |2.5689 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |A8  samplewt vic Unknown 277 677  JAK2VIC JAK2-FAM 2684 2015 Undetermined 100.00 |Manual Call
| 24 |A9 C- vIC Unknown 330943  JAK2-VIC JAKZ-FAM 2623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25|A10  C- vIC Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 12013 Undetermined 10000 Manual Call
126 [A11 |G- vIC Unknown 269500  JAK2-VIC JAK2-FAM 282 11.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  (C+ WIC Unknown 211.520 JAKZVIC | JAKZ2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
128 |B1 C+ vIC Unknown 270623  |JAKZ-VIC JAKZ-FAM 1.346 16.694 Undetermined 100.00 |Manual Call
129 |82 C+ vic Unknown 365.112  JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 |Manual Call
130 |B3 ER VIC Unknown 372150 JAK2VIC JAK2-FAM 2.214 {2.03 Undetermined 100.00 Manual Call
131 |B4 ER vIC Unknown 404 145  JAKZ-VIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
132 B5 ER vIC Unknown 410977  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.B81 {2.52 Undetermined 100.00 Manual Call
133 |B6 H20 VIC Unknown 395.431 JAKZ-VIC JAK2-FAM |0.655 11.346 Undetermined 100.00 Manual Call
| 34 |B7 H20 vc Unknown 415223  |JAK2-VIC JAK2-FAM 0.727 .24 Undetermined 100.00 Manual Call
|35 (B8 H20 vIC Unknown 366.885  JAK2-VIC JAKZ-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Figur 19. Exempel pa resultat i en Excel-fil.
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Protokoll: qPCR pa LightCycler 480-instrumentet

Nar utrustningen for gPCR med 96-brunnsplattor anvands rekommenderar vi
att alla matningar gors i duplikat, sa som anges i tabell 8.

Tabell 8. Antal reaktioner for LightCycler 480-instrumentet

Prover Reaktioner
Med JAK2 V617F-primers och sokfragmentblandningar
(PPM-JAK2)
24 DNA-prover 24 x 2 reaktioner
3 x 2 reaktioner (PC-WF, NC-VWF
3 DNA-kontroller och COS- W, var och en testad i
duplikat)
Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbehandling pa LightCycler 480-instrumentet

’ [1Heb1516171819114”114“

[IIoITImI@I“IwH

. S

Figur 20. Forslag pa plattkonfiguration for ett experiment med ipsogen JAK2

Muta Screen Kit. OC: positive control (positiv kontroll); NC: negative control (negativ
kontroll); COS: cut-off sample (cut-off-prov); S: DNA sample (DNA-prov); H,O: water control
(vattenkontroll).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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gPCR pa LightCycler 480 -instrumentet
Obs! Utfor alla steg pa is.

Utférande

1. Tina alla komponenter som behé6vs och placera dem pa is.

Komponenterna bor tas fram fran frysforvaring cirka 10 min uter innan
proceduren paborjas.

2. Vortexblanda och centrifugera alla provror kortvarigt (cirka
10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i botten
pa roret.

3. Bered foljande gPCR -mixar enligt det antal prover som ska
bearbetas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen pa reaktionen.

| tabell 9 beskrivs pipetteringsschemat fér beredningen av en reagensmix,
beraknat for att uppna en slutlig volym pa 25 pl. En pre-mix kan beredas,

enligt antalet reaktioner, med samma primers och sokfragmentblandning.

Extra volymer ingar for att kompensera for pipetteringsfel.

Pa LightCycler 48C-instrument kan jpsogenJAK2 MutaScreernKit anvandas
for analys av 24 prover i duplikat i ett experiment (figur 20), 20 prover i
duplikat i tva experiment eller 15 prover i duplikat i tre experiment.
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Tabell 9. Beredning av gPCR-blandning

Antal reaktioner (ul)
Slutlig

Komponent 1 56+1* 28+1" 18+1%* koncentration
TaqMan
Universal
PCR Master 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Mix, 2X
Primers och
probblandni 2,5 142,5 72,5 47,5 1x
ng, 10x
Nukleasfritt
vatten (PCR- 5 285 145 95 -
grade)
Prov (som 5 i 5 i 5 i
ska laggas 5 . . . -
iill i steg 6) varje varje varje
Total volym 95 25 i 25 i 25 i B

varje varje varje

*24 prover, ett experiment/kit.
"10 prover, tvd experiment/kKit.
* 5 prover, tre experiment/Kit.

4. Vortexblanda och centrifugera alla qPCR-blandningen kortvarigt
(cirka 10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i
botten pa roret.

5. Dispensera 20 pul av gPCR-pre-mixen per brunn.

6. Tillsatt 5 plav prov-DNA eller kontroll i den motsvarande brunnen
(total volym 25 pl).

7. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

8. FOorslut plattan och centrifugera kortvarigt (300 X g, cirka
10 sekunder).

9. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.
10. Valj "New Experiment” (Nytt experiment) pa startsidan.
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11. For LightCycler 480 I, folj steg 11a. For LightCycler 480 Il, folj steg
11b.
Se bruksanvisningen for LightCycler 480-instrumentet for
programmeringsanvisningar. For att fa en battre oversikt ar
programinstallningarna markerade med en svart ram.

1la. LightCycler 480 I: Valj "Multi Color Hydrolysis Probe”
(Hydrolyssokgragment med flera farger) och klicka pa "Customize”

(Anpassa). Kontrollera sedan att kanalerna “FAM (483 -533)” och
“Hex (533 -568)” (d.v.s. VIC) har markerats (figur 21). Stall in
reaktionsvolymen pa "25” pl (figur 21) och fortsatt med steg 12.

. T - - — | 2
= e i <1l Customize W Block Type | Plate D[ Reaction Volume ﬁl 4
fas A Pragiam Name o Cycles Analysis Made
b|Progras 1 2lavanc szicacion -
=
@ Target ('C) Mequisition Made Hold (hhzmmss) R:::;P;::Ill':ir;lg‘:aqum»m fper *C)  Sec Target (C) Step Size ('0) | Step Delay (cycles) H
Repert beo [ =|o0:01:00 4.4 & o 2o o )

o ©)
v octectionrormate
Datection Farmat .:iu‘lll Color Hydralysis Proba @

12 [ﬁ Dynamic " Manual |
- E Active Filter C-nbdnalh:nnm ;I f
g% €Y 5 (615-670) =l

. @®
T:'.':“ M Extinatod Tame (hamecss)

Figur 21. LightCycler 480 I: Stall in detektionsformat.
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11b. LightCycler 480 IlI: Valj "Dual Color Hydrolysis Probe”
(Hydrolyssékgragment med tva farger) och klicka pa "Customize”
(Anpassa). Kontrollera sedan att kanalerna “FAM (465-510)” och
“VIC /| HEX/ (533-580)” (d.v.s. 533-580) har markerats (figur 22).
Stall in reaktionsvolymen pa 25 ul (figur 22) och fortsatt med

3 JE
Ivstrument:  Virmoal LightCycler 430 96 System |/ Not Connected Database: My Computer (Researchl
Windaw: J Usei: System Adimin
LT oata ) T | 2
o —
1 [ CustomizedY 1ock size Plate ID Reaction Valllll 4
Test 10 [ E’)E?
~ Pragiams
Sample Program Name Cycles Analysis Mode
Editar b Progras 1 X [More - %
@ @ | Detection Farmats @
N Detection Format  Dual Calar Hydralysis Probe | UPL Probe
L Integration Time Made
A ’:’i‘ Dynamic " Manual =
H Target () Ay Step Size () Step Delay jcycles)
. )ss - [None =lo - 0
@ FAN (465-510) 3
> ®
i f
0
7 o
i” (9[€)
§ 21}
g @
A
a0l —
0 4 i 5
Estimasted Time [hmm:s:]
T.m Ivl End Program + 10 Cycles Stant Run

Figur 22. LightCycler 480 II: Stall in detektionsformat.
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12. Programmera termocyklern med det termocykelprogram som anges i
tabell 10 och starta kdrningen.
Obs! Nar du beskriver plattans konfiguration for instrumentet ska du vélja
"Endpt Geno” (Slutpunkt genom) i avsnittet ” Step 1 : select workflow” (Steg
1: valj arbetsflode).

Tabell 10. Temperaturprofil for LightCycler 480-instrument

Hold (Hall) Temperatur: 50 °C
Tid: 2 min

Hold 2 (Hall 2) Temperatur: 95 °C
Tid: 10 min

Cycling (Cykling) 50 ganger
92 °C i 15 s; enkel
60 °C i 1 minut, enkel

Hold 3 (Hall 3) 60 °C i 1 minut, enkel

Slutpunktsanalysprocedur for LightCycler 480-instrumentet

13. Klicka pa "Analysis” (Analys) nar kérningen har slutforts.

14. Ga till dialogrutan “Create New Analysis” (Skapa ny analys), valj
“Endpoint Genotyping” (Slutpunktsgentypning) och stéll in
undergruppen attanalysera i menyn ”Subset” (Undergrupp)
(figur 23).

Create new analysis

Analysis Type -*-IEndpcnnt GEnoLyping j
Subset Ma:t 1 ~ — 2
Program ‘*‘IProgram j
—Create New Analysis——— Hame *IEnd.poinr. Genotyping for New Subsec
Ahs Quant/2nd Derivative Hax |T|T' 3 I 1 g 19 I‘Iﬂ Iﬁ'ﬂ .
Ah= Quant/Fit Point= .
Ahdvanced Relative (uantification |A |_ I j
Ba=ic Relative Quantification B
Color Compensation C
1 Helt Curve Genotyping D |_ j
Tm Calling Bl |
L
o] [
| [ r
LR o /|
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Figur 23. Valjanalystyp och undergrupp som ska analyseras.

15. I nésta fonster valjer du “Hex”-fluorescens (d.v.s. VIC) for “Allele X’
och “FAM”-fluorescens for “Allele Y” (figur 24).

Create new analysis
Allele X Allele ¥

Tl Nl

Figur 24. Vdlja fluorescens for “Allele X’ och “Allele Y”.

16. Ndsta fonster (figur 25) visar plattans konfiguration (1, 6vre vanstra),
fluorescensresultat for varje prov (2, nedre vanstra) och
punktdiagram med allelurskiljning (3, héger, FAM- och VIC-
fluorescens som har uppmatts under den 50:e PCR-cykeln).

10 111 12 [
Endpoint Fluerescence Scatter Plot .m .m
=]
=) 48,000
1 e
= 44,000
42,000
40,000
= 38,000-
26,000-
E| 34,000
32.000-
] I,-’:Ilr-l.\ % B Both ,-‘.\||r,|.... @ Anele Y 2040
B Unknown B Hegative 2 20000 .
—— &
Samples Endpoint Fluorescence Re~ % 26,000 X - 3
l.. C.. Pos MName 523568 483533 Call £ 20000
vl B A5 100% -2 10,97 46,34 £ 22,000
v ] a6 100% -2z 0,30 0,39 sm
v M A7 w00 -2 0,37 0,43 “1”00
v | hi0 H2O Dy2l 0,29 T
vl [ A1 E20 0,23 0,32 16,000
v W Aiz H2O 0,20 0,26 14,000
vl B B5 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B B7 78% -20 26,80 47,38
vl B <5 sox -z0 32,03 42,50 cliy
v B cs sox -z0 33,28 44,08 6,000
v M <7 50% -20 33,26 44,76 4,000
v/ M b5 31: -zo 34,58 3\, 54 2,000
¥ M bvs 31x -zo 32,55 <=l ¢
L e Sl 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
vl B E5 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E§ 12.5% - 34,93 27,79 =
I~ NewCall | = | Apply

T e T PR

Figur 25. Datasammanfattning.

17.0m du exportera data hogerklickar du pa mallen med
exempelresultat. Klicka sedan pa "Export Table” (exportera tabell).
Filen kommer att sparas i textformat (.txt).

36 Handbok for jpsogenJAK2 Muta ScreeriKit 06/2016



18.0m du vill visa och analysera resultaten 6ppnar du filen i Excel.
Resultaten visas enligt figur 26.

| Microsoft Excel - test
) Fichier Edtion Affichage Insertion Format Qutls Données Fepétre 2

DEE &1 s+ 2R : @i i, G5 ]|

Al - £ Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-533), Hex ($23-562)

A B _ C _ D E F G VIC

1L |E'1Eer|ment:@03—12—16 Active filters: FAM {433-533), Ha
2 Include Calor Pas MName Call Seore FAM
3 True 10789024 AS 100%:=20 0,00
4 True 10789024 A6 100220 0,00
5 True 10739024 AT 100%-20 0,00
& True 10739024 ALD H2( 0,00
7 [True 10739023 ALl H2O 0,00
8 [True 10739024 Al2 H2O 0,00
9 |True 10739024 BS 78%-20 0,00
10 True 10739024 BG T8%-20 0,00
11 True 10789024 B7 78%-20 0,00
12 (True 10739024 C5 S0%-20 0,00
13 True 10789024 6 S0% =20 0,00
13 (True 10789024 C7 S0% =20 0,00
15 [True 10789024 DS 31%-20 0,00
16 |True 10739024 D6 31%-20 0,00
17 True 10739024 D7 31%-20 0,00
18 True 10739024 ES 12.5%-20 Q.00
19 (True 10789024 E6 12.5%-20 0,00
20 True 107589024 ET 12 5%-20 0,00
21 (True 10789024 F5 526-20 0,00
22 True 10739024 F6 5% -20 0,00
23 [True 10739024 F7 5% -20 0,00
24 |True 10789024 GS 2% -20 0,00
25 (True 10789024 | G6 225-20 0.00
26 (True 10789024 57 225-20 0,00
27 |True 10789024 HS 005 -20 0,00
28 (True 10789024 Hé 02 =-20 0.00
29 True 10789024 HT 095 -20 0,00
30

Figur 26. Exempel pa resultat i en Excel-fil.
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Protokoll: qPCR pa LightCycler 2.0-instrumentet

Obs! Pa grund av sarskilda tekniska krav maste LightCycler 2.0-experiment
utféras med specifika reagenser. Vi rekommenderar att Light Cycler TagMan
Master anvands. FOlj tillverkarens anvisningar for att forbereda Master Mix, 5x.

Né&r en 32-kapillarrotor anvands rekommenderar vi att alla métningar gors i
duplikat sa som anges itabell 11.

Tabell 11. Antal reaktioner for LightCycler 2.0-instrumentet

Prover Reaktioner

Med JAK2 V617F primers och s6kfragmentblandning (PPM-VF)
(32 reaktioner)

12 DNA-prover 12 x 2 reaktioner
3 x 2 reaktioner (PC-WF, NC-VF och
3 DNA-kontroller COS- VW, var och en testad i
duplikat)
Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbehandling pa LightCycler 2.0-instrumentet

509 S 09 508

Figur 27. Forslag pa rotorkonfiguration for ett experiment med [psogen JAK2
Muta Screen Kit. PC: positiv kontroll; NC: negativ kontroll; COS: cut-off-prov; S: DNA-prov;
H.O: vattenkontroll.
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qPCR pa LightCycler 2.0-instrumentet

Obs! Utfor alla steg pa is.

Utforande

1.

Tina alla komponenter som behovs och placera dem pa is.

Komponenterna bor tas fram fran frysforvaring cirka 10 minuter innan
proceduren pabdorijas.

Vortexblanda och centrifugera alla provrér kortvarigt (cirka

10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i botten
pa roret.

Bered foljande qPCR-mixar enligt det antal prover som ska
bearbetas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen pa reaktionen.

| tabell 12 beskrivs pipetteringsschemat for beredningen av en reagensmix,
berdaknat for att uppna en slutlig volym pa 20 pl. En pre-mix kan beredas,

enligt antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning.

Extra volymer ingar for att kompensera for pipetteringsfel.

Pa LightCycler 2,0-instrument kan jpsogenJAK2 Muta ScreernKit anvandas
for analys av 12 prover i duplikat i ett experiment (figur 27).

Tabell 12. Beredning av qPCR-blandning for LightCycler 2.0-instrument

Antal reaktioner (ul)

Slutlig
Komponent 1 32+1 koncentration
LightCycler TagMan
Master Mix, 5x 4 132 1x
Primers och
probblandning, 10x 2 66 1%
Nukleasfritt vatten
(PCR-grade) 9 297 _
Prov (som ska laggas _ _
till i steg 4) 5 5 i varje _
Total volym 20 20 ivarje _
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4. Vortexblanda och centrifugera alla qPCR-blandningen kortvarigt
(cirka 10 sekunder, 10.000 varv/minut) for att samla upp vatskan i
botten pa roret.

5. Dispensera 15 plav gPCR-pre-mixen per kapillar.

6. Tillsatt 5 plav prov-DNA-material eller kontroll i det motsvarande
roret (total volym 20 pl).

7. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

8. Placera kapillarerna i adaptrarna som medféljde instrumentet och
centrifugera kortvarigt (700  x g, cirka 10 sekunder).

9. Ladda proverna i termocykeln enligt tillverkarens

rekommendationer.
10. Programmera termocykeln (figur 28) med programmet som anges i
tabell 13.
Se bruksanvisningen for LightCycler 2,0-instrumentet for
programmeringsanvisningar. For att fa en battre dversik tar

programinstallningarna markerade med en svart ram.

Obs! Kontrollera att instrumentet ar instéllt pa kvantifiering och enkel
hamtning av FAM-fluorescens och enkel hAmtning av VICGfluorescens i
saval forstarkning- som cyklingssteget och sluttemperatur g 60 °C.

Lot e ey Sadsars (Rt 4 1 1 110 - (Mo Cupos bmant] Ei=] x|
ZATe TR vem e wrde e -

- (FOwen L) e ) 5D Tomgtn g P Mcne

Pagan

Taga rO) Mkt B s 01 Pisg Mus (CAI Seo Tage (0]  SupSesfU) | Saap Dk bpotss) b e

v arv bt

[Ty S

Figur 28. Programmeringsskarm for LightCycler 2.0.
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Tabell 13. Temperaturprofil for LightCycler 2.0-instrument

Hold (Hall) Temperatur: 55 °C
Tid: 2 min
Ramp: 20
Hold 2 (Hall 2) Temperatur: 95 °C
Tid: 10 min
Ramp: 20
Cycling (Cykling) 50 ganger
92 °C 115 sekunder; ramp: 20
60 °C i1 minut; ramp 20
Hold 3 (Hall 3) 60 °C i 1 minut; ramp 20

Slutpunktsanalysprocedur for LightCycler 2.0-instrumentet

11. Vid forstarkningskorningens slut klickar du pa fliken "Online Data
Display” (Onlinedatavy) (figur 29). Oppna visningsmenyn ldangst upp
till vdnster i fonstret ”Current Fluorescence” (Aktuell fluorescens) och
skriv 51 i "Acquisition no.” (Hamtningsnr).

Coen Com 10 = | et Mo LC_E12 © LE_SV2

- liwal
For iy

S apiee I O « [T55 (9N5 (WF) (W (W9 [ Pk
Cote P W

- 1 Sampie § Current Flasreseence

V‘EEEER
-
i
-

Temperatere Mistary

I

§

-4
o
EERRNEY

IE

¥xssss

Aw caam Teree oy cemm amm o ]
[ — Voo b s n

Figur 29. Resultat och historik i onlinedatavy.
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12. Hogerklicka nédra diagrammet ”"Current Fluorescence” (Aktuell
fluorescens) och valj "Export” (Exportera).

13. Klicka pa rutan "Excel” i dialogrutan "Export chart” (Exportera
diagram) (figur 30). Ange ett namn i dialogrutan "Filename”
(Filnamn). F&lj en exportdestination for resultatfilen med knappen | ]
Klicka pa "Export” (Exportera).

1| EndlPregram | - 10 Cycies | olor Comp (0f) | Instrument Mame: LG 8312 1D: LE, 6512

Online Data Display | Run Notes I

u
dlete...
Samples _{fx|
05| Name -
Dat
1 Sample Picture Data | .
2 Sample Safiag: chude:
el - l[a”] ﬂ ¥ Paint ndex
; :!mp:! Efrmat: [V Poaint Labels
arnple Test
6 Sample Rl [v Header
7 Sample ‘
1 8 Sample L HTHL Table Delimiter: 5
10 Sample

11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sampls
16 Sample
17 Sample
18 Sample

19 Sl e, ————————————————

ﬁm Samek Filename: I
22 Sampk
I 1

2

23 Sample
24 Sample

Figur 30. Valj exportformat och datafilmal.

14.0m du vill visa och analysera resultaten 6ppnar du filen i Excel.
Resultaten for LightCycler 2.0 visas enligt foljande.

Position

| | K [L] ™M | M o] P | Q [R] s |[T] =

X Bar Text|x Bar Text X Har Text* Bar —
129709  1: Sample 1 B10) 1 82734 1: Sample 1 (560) 1]66361] 1: Sample 1 (530) 1]4,9943
2 30182 2 Sample 2 (B10) 2 54428 2 Sample 2 (560) 2]|67659) 2 Sample 2 (530)  2)5.0767
3 29496 3 Sample 3 (B10) 3: Sample 3 (860) 3)655968] 3 Sample 3 (530) 3)4,9699
4 29526 4 Sample 4 (510) 4 828087 4 Sample 4 (560) 4]66163] 4 Sample 4 (530) 4]49119
5 29450 5 Sample 5 (B10) &5 82689 5 Sample 5 (560) 5§66209] 5 Sample 5 (530) 5)4,9635
6 29969 B Sample6 (B10) 6 84184 B: Sample 6 (560) 6)6,7674] 6: Sample 6 (530) 65,1209
7. 30045 7 Sample 7 (B10) 7 84520 7: Sample 7 (560) 7)6.,7506] 7: Sample 7 (530) 7150507
832822 8 Sampled (B10) B 9,1936 8 Sample 8 (560) 8|7,3960] & Sample B 530y 8)55314
9 30274 9 Sample9 (B10) 9 85557  9: Sample 9 (560) 9)6,8437] 9 Sample 9 (530) 95,0843
10 28336 10: Sample 10 (510} 10 7 9713 10: Sample 10 (560) 1046,3905410: Sample 10 (530) 10§4,7883
11 28275 11: Sample 11 (B10) 11 7 9774 11: Sample 11 (560) 11§6,3874]11: Sarple 11 (530) 11 )4 ,7665
12 28351 12: Sample 12 (510) 12 80171 12 Sample 12 (560) 12]6.4118] 12 Sample 12 530y 1247244
1329511 13: Sample 13 (510) 13 83726 13: Sample 13 (560) 13]6,6957 | 13: Sample 13 {530) 13]4 9699
14 28367 14: Sample 14 (B10) 14 80217 14: Sample 14 (860) 14]6,4439)14: Sample 14 (530) 14 )4,7654
1529908 15: Sarple 15 (510) 15 84337 15: Sarple 15 (560) 15674454 15: Sarmple 15 {530) 15]5,0523
16 28885 16: Sample 16 (B10) 16 81458 16: Sample 16 (560) 16)6,5568) 16: Sample 16 (530) 164 9577
1730152 17: Sample 17 (510) 17 84901 17: Sample 17 (560) 17]6.8193§17: Sample 17 {530) 1751225
VIC FAM

Figur 31. Exempel pa LightCycler 2.0 resultat i en Excel-fil.
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Tolkning av resultat

Hamta en fil som ar l[amplig for att extrahera exporterade data for alla
instrument. RotorGene Q MDx 5plex HRM eller andra RotorGene-instrument,
LightCycler 2.0 eller 480; Applied Biosystems 7300 eller 7500 RealTime PCR
System, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS, eller 7900HT SDS och kontrollera
fluorescensnivaerna (dessa maste vara konsekventa mellan dublégr).

Forbered ett diagram (punktdiagram) av fluorescensdata. Xaxeln ar VIC-
fluorescens och yaxeln ar FAM-fluorescens.

Grafisk representation och kvalitetskontrollkriterier

Ett exempel pa ett punktdiagram visas i figur 32.

0.6

m
o
05 f
&

1S

04
S & <Prover
[ep]
10 @ BPC-\F
2 BT ANC-VF
L <
” &°
< eCOS-W
o
o 02 H,O
S
z &
r 0.1

0.0

0.0 .1 0.2 0.3 0.4 0.5

RN-fluorescens VIC 560 nm

Figur 32. Punktdiagram Over experiment med representativ allelurskiljning.
Instrument: RotorGene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM och LightCycler 480.

Prover bor placeras pagrafen som forbinder de negativa kontrollerna (NC) och
de positiva kontrollerna (PC).

Felaktig placering av en kontroll kan indikera ett experimentfel.
B Positiva kontroller bér hamna langst upp till vanster.
B Negativa kontroller bér hamna langst ner till hger.

B Felaktig placering av en negativ kontroll kan vara ett tecken pa
kontaminering.

B Cut-off-provet bér hamna 6ver de negativa kontrollerna.
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B Vattenkontroller bér hamna langst ner till vanster.

M Felaktig placering av en vattenkontroll (hdgre &n NC for FAM-métning
eller hogre an PC for VIC) kan vara ett tecken pa kontaminering.

Obs! Kontrollernas placering kan vara annorlunda vid analys av data fran
LightCycler 2.0-instrumentet (se figur 33). Vattenkontroller b6r fortfarande
hamna langst ner till vanster.

10.0

8.0 PY
@ NC-\F

@ PC-\F

6.0 i
COS-W
+

X WT-prov
40
+ Muterat prov

O H.0

2.0

RN-fluorescens FAM 530 nm
%

0.0 . . .
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

RN-fluorescens VIC 560 nm

Figur 33. Punktdiagram 6ver experiment med representativ allelurskiljning. Instrument
LightCycler 2.0.

Berdkning av normaliserad FAM-/VIC-kvot och genotyp

Berdkna FAM-/VIC-kvoter for alla prover. Berdkna FAM-/VIC-kvoter for den
positiva kontrollen (PC), cut-off-provet (COS) och den negativa kontrollen (NC).
Kvoterna maste vara konsekventa mellan duplikat. Berakna genomsnittskvot for
samtliga duplikat.

Berdkna normaliserad kvot (NRatio) for cut-off-provet (COS) och for alla
prover:

Ratio Prov
Rationc

N thlo Prov —

Obs! Grazonen (gray zone, GZ) for ett test definieras som ett omrade med
varden dar urskiljningen inte ar tillrackligt exakt. Ett varde i grazonen indikerar
att malmarkdoren inte kan berdaknas som narvarande eller franvarande.
Grazonen maste beraknas for varje experiment.
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Berakna grazonen, eller osdkerhetsomradet, baserat pa den normaliserade
kvoten for COS (NRatiocos):

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

Jamfor den normaliserade kvoten for varje prov med NRatiocos GZ. Tolkning
av resultat visas i tabell 14 med ett exempel pad databerdkning och tolkning i
tabell 15.

Tabell 14. Tolkning av genotypresultat med normaliserade kvoter

Resultat Tolkning

Nratiopoy > NRatiocos X 1.06 JAK2 VB17F har patraffats
NRatiopov < NRatiocos x 0.94 JAK2 V617F har inte patraffat
NRatioprov INom NRatiocos GZ Resultatet ar ofullstdndigt

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabell 15. Ett exempel pa berdkning och tolkning av fluorescentdata

Prov VIC FAM Kvot Genomsnittskvott  Nratio Tolkning
NC 2415 1,782 0,738 0747 L 000 Mutation inte
NC 246 1,861 0,757 ’ ’ detekterad
Persondator 1,241 5,606 4517 4672 6 253 Mutation
Persondator 1,182 5,706 4,827 ’ ’ detekterad
CcCOS 191 1,832 0,959
0,958 1,282 Cut-off-prov
COS 2,035 1,946 0,956
S1 2311 1,783 0,772 0 745 0 69, Mutation inte
S1 2555 1,818 0,712 ’ ’ detekterad
S2 1,097 5,745 5,237 -
4,276 5723 g"“talf'on |
S2 1,437 4,764 3,315 etextera
S3 2265 2,149 0,949 0 097 | p41 OTullstandigt
S3 2435 2,206 0,906 resultat
S4 2,385 2,063 0,865 0.904 1210 O fullstindigt
S4 2322 2,191 0,944 resultat
GZ 1,205 1,359
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Felsékningsguide

Den héar felsokningsguiden kan vara till hjalp for att I6sa eventuella problem som
kan uppsta. Mer information finns pa sidan Frequently Asked Questions (Vanliga
fragor) pa vart tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQ List.aspx.
Dessutom svarar teamet frain QIAGENSs tekniska service garna pa fragor om
antingen informationen och protokollen i denna handbok eller prov- och
analysmetoder (for kontaktinformation, se "Kontaktinformation”, sida 58).

Kommentarer och férslag

Positiva kontroller, negativ signal

a) Pipetteringsfel

b) Felaktig férvaring av
kitkomponenter

Kontrollera pipetteringsschemat och
ilordningstallandet av reaktionen.

Upprepa PCR-kdrningen.

Forvara /jpsogenJAK2 Muta ScreenkKit vid -30
till -15°C och skydda primers och
sokfragmentblandningar (primers and probes

mix, PPM) mot ljus. Se "Forvaring och
hantering av reagenser”, sidan 10.

Undvik att tina och frysa upprepade ganger.
Alikvotera reagenser for forvaring.

Negativa kontroller &r positiva

Korskontamination

Byt ut alla kritiska reagenser.

Upprepa experimentet med nya portioner av
alla reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med god
laboratoriesed for att undvika 6verféring av
smitta.

Ingen signal, inte ens i positiva kontroller

a) Pipetteringsfel eller
uteldamnade reagenser

b) Effekter av hammare i
provmaterialet, orsakat
av otillracklig rening

Kontrollera pipetteringsschemat och
iordningstallandet av reaktionen.

Upprepa PCR-kdrningen.
Upprepa beredning av DNA
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Kommentarer och férslag

c) LightCycler: Felaktig Stall in kanalinstallningen pa F1/F2 eller
detektionskanal vald 530 nm/640 nm.

d) LightCycler: Ingen Kontrollera cykelprogrammen.
datainsamling ar Vilj hamtningslaget "Single” (Enskild) i slutet

programmerad av varje hybridiseringssegment i PCR-

programmet.

Ingen eller lag signal i prover men positiva kontroller ar utan
anmarkning

Dalig DNA-kvalitet eller Kontrollera alltid DNA-kvalitet och -
lag koncentration koncentration innan du borjar.

LightCycler: Fluorescensintensiteten for lag

a) Felaktig forvaring av Forvara /jpsogenJAK2 Muta ScreenkKit vid -30
kitkomponenter till -15°C och skydda primers och
sokfragmentblandningar (PPM) mot ljus.
Se "Forvaring och hantering av reagenser”,
sidan 10.

Undvik att tina och frysa upprepade ganger.

Alikvotera reagenser for forvaring.

b) Mycket I1ag initial mangd  Oka mangden prov-DNA.

avmal-DNA Obs! Beroende pa vilken metod som valts for

DNA-beredning kan hd&mmande effekter
uppsta.

LightCycler: Fluorescensintensiteten varierar

a) Pipetteringsfel Variabilitet som orsakas av sa kallat
“pipetteringsfel” kan reduceras om data
analyseras i laget F1/F2 eller
530 nm/640 nm.

b) Otillrdcklig centrifugering Den beredda PCR-blandningen kan
av kapillarerna fortfarande vara kvar i kapillirens dvre karl,
eller en luftbubbla kan sitta kvar i
kapillarspetsen.

Centrifugera alltid kapillarer som laddats med
reaktionsblandningen sa som beskrivs i den
specifika anvdndarhandboken till apparaten.
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Kommentarer och férslag

¢) Utsidan pa Anvand alltid handskar vid hantering av
kapillarspetsen ar smutsig kapillarerna.

Kva litetskontroll

For att sékerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av jpsogen
JAK2 Muta ScreenKit med faststallda specifikationer enligt Q IAGENSs ISO -
certifierade kvalitetshanteringssystem. Analyscertifikat finns tillgangliga pa
begdran pa www.qiagen.com/support/.

Begréansningar

Anvandarna maste vara utbildade i och fortrogna med denna teknologi innan
produkten anvands. Kitet ska anvdndas i enlighet med anvisningarna i denna
handbok, i kombination med ett validerat instrument som omnamns i "Material
som behdvs men inte medfdljer”, sida 8.

Eventuella diagnostiska resultat som erhalls maste tolkas tillsammans med
ovriga kliniska fynd eller laboratoriefynd. Det &r anvandarens ansvar att
validera systemegenskaperna for alla de procedurer som anvands i laboratoriet
som inte ingar i Q IAGENs egenskapsstudier.

Var noga med att uppméarksamma de utgangsdatum som ar angivna pa
kartongen och etiketterna for alla komponenter. Anvand inte komponenter vars
utgangsdatum har passerat.

Prestandaegenskaper

Icke-kliniska studier

Icke-kliniska studier har utforts for att faststdlla den analytiska prestandan for
[psogenJAK2 Muta ScreerKit.

Precision

Tre spadningsnivaer av genomiskt DNA fran cellinjer med JAK2 V617F-
mutation i vildtyp-DNA har testats med /jpsogenJAK2 Muta ScreenkKit.
Spadningarna motsvarar mutationsbelastningar pa 1 %, 2 % och 3 %.
Oberoende spadningsbatchar inhamtades for varje niva och replikat av
spadningarna testades i 3 oberoende experiment. Kvoter som inhdmtades for
varje DBA-prov (Ratioerov) jamfordes med kvoten for negativ kontroll (JAK2
100 % vildtyp-DNA, Rationc). Resultaten sammanfattas i tabell 16.
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Tabell 16. Precisionsdata for icke-kliniska studier

Mutationsniva Ratioprov> Rationc %CV (ratio)
1 %VWol7F DNA 100 % (n = 183) 6,8
2 %V617F DNA 100 % (n= 72) 4.5
3 %V617F DNA 100 % (n = 135) 5,1

Analysdata mellan laboratorier

En studie 6ver flera anlaggningar utférdes med 13 laboratorier. Analytiska data
har inhamtats for spddningar med genomiskt DNA med JAK2 V617F-
mutationer i vildtyp-DNA. Tre experiment har utforts i varje labororium. For
varje experiment har foljande DNA-prover testats fran cellinjer:

B 1 negativ kontroll (NC) 0 % W6 17F
1 positiv kontroll (PC) 100 % W6 17F
1 cut-off-prov (COS) 2 % W17F

3 prover med mellanliggande mutationsbelastningar (20 %, 50 % och
80 %)

Experimenten har utforts pa sju olika instrumentmodeller:
ABI PRISM 7000 SDS

Applied BioSystems 7300 Real-Time PCR System
Applied BioSystems 7500 Real-Time PCR System

ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0.

iCycler®

Resultaten sammanfattas i tabell 17.
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Tabell 17. Analysdata mellan laboratorier som inhamtats fran
spadningar av genomiskt DNA fran cellinjer med JAK2 V617F-
mutationen i vildtyp-DNA

Provdetektion Positiva prov Negativa prover

JAK2 \B17F 177* 0
JAK2 -vildtyp 0 36

*Positiva prover inklusive 36 positiva kontroller (PC-\WF), 36 cut-off-prover (COS-VF; 2 %
VB17F), 34 prover med 20 % JAK2 VB617F, 35 prover med 50 % JAK2 V617F och 36 prover
med 80 % JAK2 VB17F.

Kliniska studier

Jamforelse mellan metoderna  jpsogen JAK2 Muta Screen Kit och ARMS®

DNA-prover fran 141 patienter med misstankt MPN har testats parallellt med
jpsogen JAK2 MutaScreerKit och en qPCRassay baserat pA ARMSorincipen
(Amplification Refractory Mutation System) (11). Resultaten for jamférelsen visas
I tabell 18 (2x3 kontingenstabell) och tabell 19 (procentoverensstammelse).

Tabell 18. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och

ARMS
Resultat frAn testmetoden ARMS
JAK?2 JAK2-vildtyp
V617F (JAK2 V617F
>2 % <2 %) Totalsumma
JAK2 V617F
Mutation har 91 91
Resultat fran  Patraffats
testmetoden  Ofullstandigt 1 3
[psogen resultat
JAK2Z JAK2 WT
Muta Screen  \1utation har ) 46 47
inte
detekterats
Totalsumma 93 48 n=141

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabell 19. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och
ARMS

Overensstammelse (%) 95 % KI* (%)

Positiva data
Overensstammelse mellan
[psogenJAK2 MutaScreen
Kit och ARMS

98,9 94,1-99,8

Negativa data
Overensstammelse mellan
[psogenJAK2 MutaScreen
Kit och ARMS

100 92,3-100

Total dverensstammelse 99,3 96,0-99,9

* Konfidensintervallen beradknades enligt CLSI EPX2A “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Anvandarprotokoll for utvardering av
kvalitativ testprestanda, godkand riktlinje).

Jamforelse mellan metoderna  jpsogen JAK2 Muta Screen Kit och
sekvensering

DNA-prover fran 51 patienter med misstankt MPN har testats parallellt med
[psogen JAK2 MutaScreerKit och referenstekniken direktsekvensering
(guldstandard). Ett prov kunde inte tolkas pa grund av sekvenseringsfel.
Resultaten for jamforelsen fran 50 tolkningsbara prover visas i tabell 20 (2x3
kontingenstabell) och tabell 21 (procentbverensstammelse).
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Tabell 20. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och
sekvensering

Resultat fran direktsekvensering
JAK2 JAK2-vildtyp
V617F (JAK2 V617F
>2 % <2 %) Totalsumma
JAK2 V617F
Mutation har 26 1 27
Resultat fran  Patraffats
testmetoden  Ofullstandigt 0 1 1
[psogen resultat
JAKZ JAK2 WT
Muta Screen Mutation har ) 20 29
inte
detekterats
Totalsumma 28 22 n =50

Tabell 21. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och
sekvensering

Overensstammelse
(%) 95 % KI* (%)

Positiva dataOverensstammelse
mellan jpsogenJAK2 MutaScreen 92,9 77,4-98,0
Kit och sekvensering

Negativa data Overensstammelse
mellan jpsogenJAK2 MutaScreen 95,2 77,3-99,2
Kit och sekvensering

Total 6verensstammelse 93,9 83,5-97,9

* Konfidensintervallen berdknades enligt CLSI EPX2 “User Protocol for Evaluation of
Qualitative TestPerformance; Approved Guideline” (Anvandarprotokoll for utvardering av
kvalitativ testprestanda, godkand riktlinje).
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Multicenterstudie med 228 patientprover

DNA-prover fran patienter analyserades med lokala tekniker pa 13 laboratorier
i en laboratoriedverskridande studie. 3 experiment utfordes i varje laboratorium
med DNA fran cellinjer enligt beskrivningen for icke-klinisk precisionsdata (se
ovan) och med DNA fran 10 patienter som fanns tiligangliga i laboratoriet.

De 228 proverna med en kdnd JAK2-genotyp testades parallellt med jpsogen
JAK2 Muta ScreenkKit och med den lokala metoden, inklusive kvalitativ PCR,
allelspecifik PCR, FRET (fluorescens energy resonance transfer), sekvensering,
allelspecifik oligonukleotid-PCR, RFLP och allelurskiljning. Resultaten for
jamforelsen visas i tabell 22 (2x3 kontingenstabell) och tabell 23
(procentdverensstimmelse).

Tabell 22. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och
lokala metoder

Resultat frdn lokala metoder

Mutation har

Mutation inte
detekterad detekterats,
JAK2 V617F JAK2-vildtyp  Totalsumma
JAK2 V617F
Mutation har 139 3 142
Resultat fran patraffats
t_estmetoden Ofullstandigt 5 17 >
[psogen resultat
JAK2 JAK2- WT
Muta Screen Ingen ; 61 y
mutation
detekterad
Totalsumma 147 81 n =228
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Tabell 23. Jamforelse mellan metoder: [psogen JAK2 Muta Screen Kit och
lokala metoder

Overensstammelse (%) 95 % KI* (%)

Positiva dataOverensstammelse
mellan jpsogenJAK2 MutaScreen  97.9 94,0-99,3
Kit och lokala metoder

Negativa data Overensstammelse
mellan jpsogenJAK2 MutaScreen 95,3 87,1-98,4
Kit och lokala metoder

Total 6verensstammelse 97,1 93,8 98,7

* Konfidensintervallen berédknades enligt CLSEP12A “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Anvandarprotokoll for utvardering av
kvalitativ testprestanda, godkand riktlinje).

Motstandskraft: test av prover fran friska blodgivare

DNA-prover fran 103 friska blodgivare analyserades med jpsogenJAK2
MutaScreernRS Kit. Alla prover detekterades som JAKXildtyp. Analysen av 38
prover med LightCycler480-instrumentet visas i figur 34.
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Fluorescence Scatter Plot
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Figur 34. Analys av friska blodgivare. LightCycler 480-analys av 38 friska blodgivare (#)
med /jpsogen)AK2 Muta ScreernRS Kit (katalognr 673123). Positiva resultat i duplikat (@)
motsvarar referensskalan som medfoljer kitet. VIC-fluorescensvarden markeras pa x-axeln och
FAM-varden markeras pa y-axeln.
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Symboler

Foljande symboler kan finnas pa forpackning och etiketter:

W < N> Innehaller tillrackligt med reagenser for < N> reaktioner
g Utgangsdatum
‘ IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Katalognummer

LOT Lotnummer
Materialnummer

GTIN GS-artikelnummer
Temperaturbegransning
Tillverkare

L&s bruksanvisningen innan anvandning

= Xl

Kontaktinformation

For teknisk support och vytterligare information ar du vilkommen att besdka vart
tekniska supportcenter pa www.qiagen.com/Support, ringa oss pa
00800-22-44-6000 eller kontakta ndgon av Q IAGENS tekniska
serviceavdelningar eller lokala distributorer (se baksidan eller besok
www.qiagen.com).
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat. nr
[psogen JAK?2 For 10 reaktioner: V617F positiv 673022
MutaScreerKit (10) kontroll, V617F negativ kontroll, V617F

cut-off-prov, primers och
sokfragmentblandning, JAK2-vildtyp

och JAK2 V617F
[psogenJAK2 For 24 reaktioner: V617F positiv 673023
MutaScreerKit (24) kontroll, V617F negativ kontroll, V617F

cut-off-prov, primers och
sokfragmentblandning, JAK2-vildtyp
och JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx —for IVD -validerad realtids -PCRanalys
i kliniska tillampningar

RotorGene Q MDx RealtidsPCRcykler och HRM 9002032
5plex HRM Platform analysinstrument (High Resolution Melt)

med 5 kanaler (gron, gul, orange, rod,

blodréd) plus HRM-kanal, barbar

dator, programvara, tillbehor, 1 ars

garanti pa delar och arbete, installation

och utbildning ingar e;

RotorGene Q MDx PCRecykler i realtid och analysator med 9002033
5plex HRM System hogupplosningssmaltning och fem

kanaler (gron, gul, orange, réd och

karmosinrdd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehor och ett

ars garanti pa reservdelar och arbete,

installation och utbildning

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i
respektive QIAGENkithandbok eller -bruksanvisning. Handbdcker och
bruksanvisningar till QIAGEN Kit finns pa www.qiagen.com eller kan bestéllas
fran QIAGENS tekniska support eller din lokala aterforsaljare.
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Den har sidan har avsiktligt lamnats tom
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Den har produkten ar avsedd for in vitro-diagnostisk anvandning. jpsogerrprodukter far inte siljas vidare, modifieras for aterforsaljning eller
anvindas for att tillverka kommersiella produkter utan foregdende skriftligt medgivande frdn Q IAGEN.

Informationen i detta dokument kan &dndras utan foregdende meddelande. QIAGEN ansvarar inte for eventuella fel i detta dokument. Det har
dokumentet forvantas vara fullstindigt och korrekt vid tidpunkten for publicering. Under inga omstandigheter ska Q IAGEN hdllas ansvarigt for
oavsiktliga, sarskilda, multipla eller paféljande skador som uppstatti samband med eller genom anvandning av det har dokumentet.

jpsogenrprodukter uppfyller garanterat sina angivna specifikationer. QIAGENs enda skyldighet och kundens enda réttighet &r begréansad till
ersattande av produkter kostnadsfritt om produkterna inte fungerar som utlovat.

Den har produkten séljs enligt ett licensavtal med Epoch Biosciences och endast for in vitro-diagnostik. Den far inte anvandas for annan akademisk,
kommersiell eller klinisk forskning, eller pa annat satt som faller utanfor in vitro-diagnostik.

JAK2 VB17F-mutationen och anvandningen ddrav skyddas av patentrattigheter, inklusive europeiska patent EP1692281, amerikanska patent
7,429,456 och 7,781,199, amerikanska patentansdkningar US20090162849 och US20120066776 och utlindska motparter.

Kopet av den har produkten medfor inga réttigheter till anvandning vid kliniska provningar for lakemedel som &r riktade mot JAKVB17F. QIAGEN
utvecklar specifika licensprogram for sddana anvandningsomraden. Kontakta géarna var juridiska avdelning pa jak2licenses@giagen.com

Varuméarken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, jpsogerf, 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).
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