ipsogen® JAK?2
RGQ PCR Kiti El
Kitabi

\2

Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM cihazi ile kullanim igindir

Surim 1
Kantitatif in vitro tan1 amacli

673623

EE] 1107956

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, ALMANYA
RS 1107956 TR

— Sample to Insight QIAGEN —




Icindekiler

LU= oY g TN = T PN 4
OZEt VO AGIKIAMA ...ttt ettt ettt et 4
ISIEMIN PrENSIDI.......c..ivieiieieieiee ettt ettt ettt 6
SAGIANAN MATEIYA ..ottt e et e e e e ettt e e e e et e e e e e nnaeees 9
o= o PP PPPR 9
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyal...........ccccoiiiiiiiiiiiiiii e 9
UYarilar Ve ONIBMIET .........c.ccviviieiieeeeeeee ettt n e en e, 12
GENEI ONIBIMIET. ...t e e e s e e 12
Reaktif Saklama ve KUANME ........cuiiiiiie e 14
SeVKIYAt KOSUIIAIT.....eeiiiiiie et e e 14
SaKIAMA KOSUIIAIT.......viiiiie e e s e e e s e et a e e e e e e e 14
STADINTE ... e e 14
Numune Kullanimi Ve SaKIBMA .........oooiiiiiiiie e 15
LS M., 15
Tam kandan genomik DNA ekstraksiyonu ve hazirliK............cccooeeiiiiiini e 15
DNA'da kalite ve MiKtar taYiNi .........cccuuviiiieeiiiiiiis e e e e e s e aanenes 22
Genomik DNA 0rnegdi NOrMaliZRsyONU ...........coeiiuiviiieeeeiiiciiieee e e e e siraer e e e e 22
Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi Gzerinde gPCR.........ccccoovieiiiiinne. 23
Yo U o F=Ta Ta T o (U Ta a1 F= o' = 31
SOruN gidermMe KIIAVUZU .........c..uuiiiiieeiiiiiiiiii ettt e et r e e e e e e satba e e e e e e e 36
LG LI 0] 011 (o | T PP PP PR 38
STV E= o 0 F=1 = T USROS PPUPPRPPR 38
PerfOrmMans OZEIKIEI ........c..iviiiiiieiei ettt sttt se et seenens 39
BOS OINEK SINIFT.....eieiieie e ettt e e e et e e e e e s et e e e e e e e e annnaee 39
TESPIL SINITT coeiiiiiiiiiiiei et 39
DOGIUSAIIIK ... 40
Tekrarlanabilirlik ve yeniden GretilebilirliK.............ccooveriiiiiiii e 40
Olumsuz etkileyen Maddeler......... ..o 40
Klinik dogrulama ve ydntemlerin karsilastirilmasi ..........ccccoovieiiiiiiece e 41

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi  09/2017



Referanslar

Semboller..

[1E= T =TT L= OO

SIPANS BIlGISI...veeeieeeieiiieie et

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi  09/2017



Kullanim Amaci

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti, tam kandan ekstrakte edilmis genomik DNA'da JAK2
V617F/G1849T allelinin saptanmasina yonelik kantitatif bir in vitro test kitidir. S6z konusu testin
diger klinikopatolojik faktorlerle birlikte myeloproliferatif neoplazm (MPN) tanisinda yardimci

olmasi amaglanmistir.
Ozet ve Agiklama

Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genini etkileyen rekiiran somatik mutasyon V617F, 2005 (1-4)
yiinda tanimlanarak MPN'nin anlasiimasi, siniflandiriimasi ve tanisinda buylk ilerlemeye
onculik etmistir. JAK2, eritropoietin dahil olmak tzere birgok sitokin icin énemli bir hiicre ici

sinyal molekaluddar.

JAK2 V617F mutasyonu polisitemi vera (PV) hastalarinin >%95'inde, esansiyel trombositemi
(ET) hastalarinin %50 ila %60'iInda, primer miyelofibroz (PMF) hastalarinin %50'sinde
saptanmistir. JAK2 V617F kronik miyelomonositik I16semi, miyelodisplazik sendrom (MDS),
sistemik mastositoz ve kronik nétrofilik I6seminin bazi nadir durumlarinda da tespit edilmigtir
ancak kronik miyeloid I6semide (KML) %0'dir (5).

Mutasyon, proteinin (JH2 domaini) 617. pozisyonunda tek bir valin'in (V), fenilalanin'e (F)
dénldsimine neden olan JAK2 geninin 14. eksonundaki 1849. nikleotidinin tek nikleotid
degisimine karsilik gelir. Mutasyon, JAK2 geninin konstitltif aktivasyonuna, in vitro
hematopoetik transformasyona, PV'li tim hastalarda, ET ve PMF hastalarinin ise buylk
boliminde eritropoietinden bagimsiz eritroid koloni (EEC) olusumuna neden olur (6). JAK2
V617F MPN'deki hematopoetik hiicrelerin transformasyonunda énemli bir etmeni temsil eder;
ancak tamamen benzer patolojik mekanizmalarin ayni benzersiz mutasyonlarla bdylesi farkl
klinik ve biyolojik antiteler ile sonuglanmasi heniiz tam olarak agiklanamamistir.

Geleneksel olarak, MPN'lerin tanisi kliniksel, kemik iligi histolojisi ve sitogenetik kriterlerine gére
konulurdu. Hastaliga 6zgii molekiler markirlarin kesfi hem surecin basitlesmesine hem de artan
tani dogruluguna neden oldu. JAK2 V617F mutasyonunun tespiti artik BCR-ABL negatif MPN
tanisi (Tablo 1, bir sonraki sayfa) igin referans Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2008 kriterlerinin bir
parcasidir ve bu mutasyonun varlidi taninin dogrulanmasi igin énemli bir kriterdir.
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Tablo 1. MPN tanisi igin DSO kriterleri (referans 7'den uyarlanmigtir)

PV tani kriterleri

Major 1. Hemoglobin (Hgb) >18,5 g.dI* (erkek) veya >16,5 g.dI* (kadin) veya Hgb ya da hematokrit > referans yas,
cinsiyet veya yasanan rakim araliginin 99. yizdeligi

bazal degerde, demir eksikliginin diizeltimesine dayandirilamayan 22 g.dI! seviyesinde devamlilik gdsteren
artigla iligkili oldugunda Hgb >17 g.dI'* (erkek) veya >15 g.dI* (kadin)

Eritrosit kitlesinin normal 6ngérilen ortalama degerinden %25'den daha fazla artisi

[2. JAK2V617F veya benzer mutasyon varligi]

Minor 1. Kemik iliginde her (¢ seride artis
2. Serum eritropoietin diizeyinin normalin altinda olmasi
3. EEC olugsumu

ET tani kriterleri

Major 1. Trombosit sayimi 2450 x 10° I

2. Bliyuk ve olgun morfoloji ile megakaryosit artisi.
Granlilosit veya eritroid artiginin olmamasi veya az olmasi

3. KML, PV, PMF, MDS ve diger miyeloid neoplazmlar igin DSO kriterlerinin karsilanmamasi
|4. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin gosterimesi ya da|

Reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi
Minér -

PMF tani kriterleri

Major 1. Retikilin ve/veya kollajen fibrozisle beraber megakaryosit artis ve atipi varligi ya da

Retikdlin fibrozis yoklugunda, megakaryositik degdisikliklere, artmis kemik iligi sellileritesi, granulositik
proliferasyon ve siklikla azalmis eritropoez (6rn. prefibrotik PMF) eslik etmelidir

2. KML, PV, MDS ve diger miyeloid neoplazmlar igin DSO kriterlerinin karsilanmamasi
[3. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin gésterilmesi ya da|

Reaktif kemik iligi fibrozisi bulgusunun olmamasi
Minér 1. Lokoeritroblastozis

2. Serum laktat dehidrogenaz diizeyinde artis

3. Anemi

4. El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

KML: Kronik miyeloid I6semi; EEC: endojen eritroid koloni; ET: esansiyel trombositemi; Hgb: hemoglobin;
MDS: miyelodisplastik sendrom; PMF: primer miyelofibroz; PV: polisitemi vera; DSO: Diinya Saglk Orgiiti.

2006 yilindan beri, JAK2V617F varligini tespit etmek ve potansiyel olarak dlgmek igin

laboratuvarda geligtiriimis testler olarak PCR teknikleri veya sekanslama esasli birtakim

yontemler mevcut olmustur. Bu testler, 6zellikle de kesinlik ve hassasiyet seviyesi agisindan

farkli analitik performanslara sahiptir. S6z konusu farklilik, kemik iligi analizi ihtiyacina, kesin

tani koymak icin gereken zamana ve potansiyel olarak tani performansina etki edebilir.
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Islemin Prensibi

DNA orneklerinde tek nukleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) oranini kalitatif olarak belirlemek
Uzere birkag farkh teknik &nerilmistir. Bunlardan erime egrileri ve sekanslama gibi bazilari
yalnizca yari kantitatiftir. Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) temelli
yontemler ylksek hassasiyetleri nedeniyle tercih edilir. SNP spesifik bir primer kullanimi, gergek
zamanli gPCR aletinde kolayca saptanabilen mutant (MT) veya yabanil tip (WT ) allelin selektif
amplifikasyonunu mimkin kilar. Bu da su anda klinik pozitiflik icin kullanilan ve kabul edilmis
bulunan %1'lik JAK2 esik degeriyle paralel olan <%0,1'lik bir hassasiyet saglar. Ancak bazi
klinik uzmanlarin tani aninda herhangi bir JAK2 yuku varhigini klinik acidan anlamh kabul ettigi
ve dolayisiyla gPCR gibi hassas bir yéntem gerektigi unutulmamalidir (8). ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kiti bu teknigi temel alir.

gPCR kullaniimasi, PCR amplifikasyon sirecinin eksponensiyel fazi sirasinda PCR Urinlerinin
dogru kantifikasyonunu muimkin kilar. Kantitatif PCR verilerii, PCR sonrasi isleme
yapilmaksizin, PCR déngusi esnasinda ve/veya sonrasinda gergcek zamanli floresan sinyal
algilama yoluyla PCR verilerinin hizlica elde edilmesini saglar ve bu sayede PCR rln
kontaminasyonu riskini dnemli 6lglide azaltir. An itibariyla tG¢ temel qPCR teknigi mevcuttur:
SYBR® Yesil | Boya kullanan gqPCR analizi, hidroliz problari kullanan gPCR analizi ve

hibridizasyon problari kullanan gPCR analizi.

Bu test gPCR oligonikleotid hidroliz prensibini kullanmaktadir. PCR esnasinda, ileri ve ters
primerler belirli bir sirada hibridize olur. Bu karisima baska bir boya baglantili oligonukleotid
dahil edilir. 5' haberci boya ve asagi yoénde, 3' boyasiz baskilayici ile etiketlenen
oligonikleotidden olugsan bu prob, PCR Urini icinde hedeflenen siralamaya gore hibridize olur.
Hidroliz problu gPCR analizi, Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerazinin 5'>3' ekzoniikleaz
etkinligini kullanir. Bu prob intakt durumda iken, haberci boyanin baskilayiciya olan yakinhgi,
haberci boyanin birincil olarak Forster tipi enerji transferi tarafindan baskilanmasina yol agar.

PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa hem ileri hem de geri primerler spesifik olarak proba
baglanir ve yanasir. Yalnizca ¢ oligonikleotidin hedefe hibridize olmasi durumunda DNA
polimerazinin 5'>3' ekzonikleaz etkinligi, haberci ile baskilayici arasindaki probu ayirir.
Ardindan prob pargalari hedeften ayriir ve zincirin polimerizasyonu devam eder. PCR
esnasinda probun uzamasini 6nlemek i¢in probun 3' ucu bloke edilir (Sekil 1, bir sonraki sayfa).

Sire¢ her yeni déngude tekrarlanir ve Uriiniin katsal akimilasyonuna engel olmaz.
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Floresan sinyaldeki artis, yalnizca hedef siralamanin primerleri ve probu tamamlayici nitelikte
olmasi ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir. Bu gereklilikler
nedeniyle, spesifik olmayan amplifikasyon algilanmaz. Yani, floresan artisi, PCR esnasindaki
hedef amplifikasyonu ile dogru orantilidir.

— t ) /—| Baglanma

= = — Primerler ve prob

baglanmasi

— .){ } Polimerizasyon

[ _ g Zincir yer degisimi

________ .) /_| Ayrilma

= - : Baskilayici boyanin
€@ - - — —~— salinmasina ve haberci
“4 floresan sinyalin verilmesine
yol acar
4)’«.' @ @ g @
@ . .
@ : Polimerizasyon tamamlandi
—— e — —————m— - — - - @>g Her donguideki PCR Griini
= = ve floresan sinyal
(‘. “““““ -= s s s s — akiimilasyonu tamamlanir
A .
4‘ ‘l\- Haberci t } lleri ve ters
'*' ’V* Spesifik Prob primerler
& Baskilayici —==> PCR drini . Taq polimeraz

Sekil 1. Reaksiyon prensibi. Bu test kitinde kullanilan kantitatif allele spesifik PCR teknolojisi hassas, dogru ve yiksek
Olglide tekrar Uretilebilir SNP saptamasini mimkuin kilar. Bu teknik yabanil tip ve V617F alleller igin spesifik geri primerlerin
kullanimini temel alir (8). Sadece primer ve hedef DNA arasinda kusursuz bir eslesme PCR'de uzatma ve amplifikasyonu
mumkun kilar (Sekil 2).
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/ Yanlis eslesme

—_— =
R —_——— /— Amplifikasyon yok
— .),J -> Prob ayrilmasi yok
Mutant allel - Floresan sinyal birikimi yok
PPM WT
Eslesme A
—_— — 4‘ 1.’ Amplifikasyon
- - - ——g—) - — O / - Prob ayriimasi
\ WT alleli "‘ -> Floresan sinyal birikimi
/ Eslesme A
_ = 4‘ 4’ Amplifikasyon
- SPEnLE A Eroh vnimas!
Mutant allel "‘ -> Floresan sinyal birikimi

Yanlis eslesme

PPM V617F
—_— =

\ WT alleli

—

B &5/

Amplifikasyon yok
- Prob ayrilmasi yok
- Floresan sinyal birikimi yok

AN

Sekil 2. Allel spesifik PCR. Yabanil tip veya V617F primerleri ve prob karigsiminin kullanilmasi ayni érnek kullanilarak
ylritilen iki ayri reaksiyonda yabanil tip veya mutasyon gecirmis allelin spesifik olarak saptanmasini mimkun kilar.
Sonuglar toplam JAK2 kopyalari iginde VF kopyalari yizdesi olarak ifade edilebilir.
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Saglanan Materyal

Kit icerigi

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti (24)
Katalog no. 673623
Reaksiyon sayisi 24
JAK2 Mutant Control (JAK2 Mutant Kontrol) (%100 V617F allel) Kirmizi 33 ul
JAK2 WT Control (JAK2 WT Kontrol) (%100 yabanil tip allel) Yesil 33 ul
JAK2 MT Quant Standard (JAK2 MT Quant Standart 1) 1 (5 x 10*
VE17F kopya/5 ) Kirmizi 20l
JAK2 MT Quant Standard 2 (JAK2 MT Quant Standart 2) (5 x 10?
V617F kopya/5 ) Kirmizi 20 pl
JAK2 MT Quant Standard 3 (JAK2 MT Quant Standart 3) (5 x 10°
VE17F kopya/5 ) Kirmzi 20l
JAK2 MT Quant Standard 4 (JAK2 MT Quant Standart 4) (5 x 10*
V617F kopyals p) T 20
JAK2 WT Quant Standard 1 (JAK2 WT Quant Standart 1) (5 x 10* .

. Yesil 20 pl
yabanil tip kopya/5 pl)
JAK2 WT Quant Standard 2 (JAK2 WT Quant Standart 2) (5 x 10? "

. Yesil 20 pl
yabanil tip kopya/5 pl)
JAK2 WT Quant Standard 3 (JAK2 WT Quant Standart 3) (5 x 10° .

) Yesil 20 pl
yabanil tip kopya/5 pl)
JAK2 WT Quant Standard 4 (JAK2 WT Quant Standart 4) (5 x 10* Yesil 20 ul
yabanil tip kopya/5 pl) s H
JAK2 MT Reaction Mix (JAK2 MT Reaksiyon Karigimi)* Kirmizi 1010 pl
JAK2 WT Reaction Mix (JAK2 WT Reaksiyon Karigimi)? Yesil 1010 pl
Taq DNA polymerase (Taq DNA polimeraz) (HotStarTag® 5 birim/pl) Nane Yesili 85 ul
TE buffer for sample dilution (6rnek diliisyonu icin TE tamponu) Beyaz 1.9ml
Water for no template control (NTC) (Sablonsuz kontrol igin su) (NTC) Beyaz 1.9ml
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Handbook (ingilizce El Kitabi) 1

* PCR karigimi MT allel icin hedef DNA ve Taq DNA polimeraz disinda her gerekli bileseni igerir.
T PCR karigimi WT allel igin hedef DNA ve Tag DNA polimeraz disinda her gerekli bileseni igerir.

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyal

Kimyasallar ile c¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi icin Urin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun
glvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) basvurun.

Manuel DNA ekstraksiyonu icin sarf malzemeleri ve reaktifler

e QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104)
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e FEtanol (%96 ila 100)
Not: Denatire alkol kullanmayin ¢iinki bu metanol veya metiletilketon gibi diger kimyasal
maddeleri igerir.

Otomatik DNA ekstraksiyonu icin sarf malzemeleri ve reaktifler

e QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236)
® Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. no. 997002)

® 8-Rod Covers (kat. no. 997004)

e Filter-Tips, 1500 pl (kat. no. 997024)

e Filter-Tips, 200 pl (kat. no. 990332)

® Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

® Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

e Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, kat. no. 72.694, www.sarstedt.com)

PCR icin sarf malzemeleri ve reaktifler

® Nikleaz igermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari
e 15 mlveya 2,0 mlnikleaz icermeyen PCR tupl
® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q (kat. no. 981103 veya 981106)

® Buz

Ekipman

e PCRigin ayrilmig mikropipet (ayarlanabilir)*(1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
® Tek kullanimlik eldiven

® Vorteks karistiric

e Orneklerin 56°C'de pargalanmasi igin Isitma blogu

e 0,5ml/1,5/2,0 ml'lik reaksiyon tupleri icin rotora sahip masausti santrifuj* (13.000 ila 14.000
rpm'ye ulagsma 6zelliginde)

® Spektrofotometre

* Cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gdre kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Otomatik érnek hazirlama ekipmani

e QlAsymphony® SP cihazi* (kat. no. 9001297), yazilmi striimii 4.0 veya daha Ust,
aksesuarlar ve Blood_200_V7_DSP protokoli dahil

e Tube Insert 3B (insert, 2,0 ml v2, érnek tasiyici (samplecarr.) (24), Qsym, kat. no. 9242083)

PCR ekipmani

® Gergcek zamanli PCR cihazi*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ve tedarik edilen aksesuarlar
e Yuklii Rotor-Gene AssayManager® v2.1, yazihimi, 2.1.x (x20)
® Yikli Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v1.0.x (x=0)

e ceri aktarilmis JAK2 CE Test Profili (ipsogen_JAK2_blood_CE_V1_0_x (X20))

* Cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gdre kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagh kullanim igin

Kimyasallarla calisirken daima uygun bir laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gozlikler kullanin. Daha fazla bilgi igin Iitfen uygun glivenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN® kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz,
gorintuleyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety adresinde ¢evrimigi
olarak pratik ve kompakt PDF bi¢iminde mevcuttur.

DIKKAT DIKKAT: Ornege veya hazirlama atigina dogrudan camasir suyu veya asidik
sollisyonlar EKLEMEYIN.

Genel 6nlemler

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

Bu kit in vitro tani amagli kullanim igindir. Bu kit icinde saglanan reaktifler ve talimatlar en iyi
performans igin onaylanmigtir.

® Bu test potasyum EDTA ile antikoagule edilmis ve DNA ekstraksiyonundan énce 96 glinden
fazla olmamak Uizere 2-8°C'de saklanmis tam kan &érnekleri ile kullanim igindir.

® Tium kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir. Numuneler ve
ornekler potansiyel olarak bulagicidir ve bunlara biyotehlikeli madde olarak davraniimalidir.

e Ornegi ve test atiklarini, yerel giivenlik proseddirlerinize uygun olarak imha edin.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitinde kullanilan reaktifler, en uygun bigimde seyreltilmistir.
Performans kaybi yasanabilecegi icin, reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

e 25 yl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitinde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik

edilen reaktiflerle birlikte kullanilmak Gzere gelistirilmistir. Performans etkilenebilecegi igin bir

kitteki herhangi bir reaktifin yerine, ayni lottan olsalar dahi bagka bir ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kitinin reaktifini kullanmayin.

e ilave uyarilar, énlemler ve prosediirler igin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi kullanim
kilavuzuna ve RGAM 2.1 kullanim kilavuzuna basvurun.
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Bu

inkiibasyon siirelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere neden
olabilir.

Siresi dolmus ve yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.
Reaksiyon karigimlari igiga maruz kalirsa degisiklige ugrayabilir.

Karisimlarin JAK2 MT ve JAK2 WT Quant Standard reaktifleri ile JAK2 MT ve JAK2 WT
Kontrol reaktifleri icinde yer alan sentetik materyallerle kontamine olmasini engellemek igin
son derece dikkatli olun.

Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek DNA veya PCR urtint tasinma kontaminasyonunu
engellemek icin son derece dikkatli olun.

DNA sablonunun bozulmasina yol agabilecek DNase kontaminasyonunu engellemek igin
son derece dikkatli olun.

Reaksiyon karigimlarini kurmak ve sablonlari eklemek igin birbirinden ayri pipetler kullanin.
islem bitmeden Rotor-Gene Q MDx cihazini agmayin.
islem bittikten sonra Rotor-Gene Q tiiplerini agmayin.

Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanlis 6rnek girisi, yikleme hatasi ve pipetleme hatasi gibi

durumlara karsi dikkatli olunmalidir.
Dogru tanimlama yapabilmek ve bu sayede surekli izlenebilirlik saglamak amaciyla
orneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan emin olun.

nedenle asagidakileri 6neririz:

Testi yaparken niikleaz icermeyen laboratuvar geregleri (6rn. pipetler, pipet uglari, reaksiyon
siseleri) kullanin ve eldiven takin.

Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek icin tiim pipetleme adimlari igin
yeni aerosole direncli pipet uglari kullanin.

On-PCR ana karisiminin higcbir DNA matrisinin (DNA, plazmid veya PCR uriinii) iceri
sokulmadigi ayrilmig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak hazirlayin.
Sablonu ayrn bir bolgede (tercihen farkh bir odada) 6zel materyaller (pipetler, uglar vb.)
kullanarak ekleyin.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DNA DSP Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili guivenlik bilgileri igin lutfen ilgili el kitaplarina bakin.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti kuru buz Uzerinde tasinir ve teslim edilir. Teslimat esnasinda
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitinin herhangi bir bileseninin (enzim diginda) donmus olmadigini, dis
ambalajin nakliye esnasinda agilmis oldujunu veya paket icinde ambalaj notu, el kitabi veya
reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz, litfen QIAGEN Teknik Servis Departmaniyla veya yerel
dagitimcilarla irtibata gecin (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Saklama kosullari

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti teslim alinmasindan hemen sonra -30°C ila -15°C arasinda sabit

sicaklikli bir dondurucuda saklanmali ve isiktan korunmalidir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DNA DSP Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili saklama bilgileri icin |Gtfen ilgili el kitaplarina bakin.

Stabilite

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman kutu etiketinde
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Bir kez agildiginda, reaktifler -30°C ila -15°C sicaklikta orijinal ambalaji iginde saklanirsa
ambalaj etiketi Uzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. Tekrarlanan ¢ézdirme ve

dondurma iglemlerinden kaginiimaldir. En fazla bes kez ¢ozdiriip dondurmaniz tavsiye edilir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DNA DSP Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili stabilite bilgileri igin lutfen ilgili el kitaplarina bakin.

® Tupu 10 defa ters cevirerek hafifge karistirin ve enzim disindaki tim tipleri agmadan 6nce
santrifijleyin.

® Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmigtir. Dogru saklama
kosullari altinda, ayni bilesen lotlari kullanildidi stirece Urlin stabilite sliresi performansini

koruyacaktir.

® QIAGEN'deki kalite kontrol proseddrleri her bir kit lotu igin islevsel kit piyasaya surim testi

barindirir. Dolayisiyla farkli kitlerden reaktifleri ayni lot Grlini olsalar dahi karistirmayin.
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Numune Kullanimi ve Saklama

Tam kan ornekleri

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti, potasyum EDTA ile antikoagtile edilmis tam kan érneklerinden
ekstrakte edilen ve asagidaki bigimlerden herhangi birinde saklanan genomik DNA 6rnekleri ile
kullanim amaghdir:

e 2-8°C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla
® 15-25°C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla
e -15°Cila -30°C'de dondurulmus olarak 1 aydan uzun olmamak kaydiyla

Not: Tam kan érneklerinin sevkiyati, depolama ve sevkiyat esnasinda sicaklik degisimlerinden
kagcinmak amaciyla saklama kosullarinda yapilmalidir.

Genomik DNA ornekleri

Genomik DNA, dogrudan ekstraksiyondan sonra veya TE tamponunda seyreltildikten sonra -

30°C ila -15°C'de 15 aydan uzun olmamak kaydiyla saklanabilir ve nakledilebilir.
Islem
Tam kandan genomik DNA ekstraksiyonu ve hazirlik

Genomik DNA, ya QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) vasitasiyla ya da
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236) ile birlikte kullanilacak QIAsymphony SP
cihaziyla ekstrakte edilmelidir.

Kullanilacak reaktiflerin son kullanma tarihinin ge¢mediginden ve bunlarin dogru kosullarda

nakledilip saklandigindan emin olun.

Not: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti sadece QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104)
veya QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236) ile kullanim i¢in dogrulanmistir. Baska

bir DNA ekstraksiyon Griind kullanmayin.
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QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ile manuel genomik DNA ekstraksiyonu

Manuel genomik DNA ekstraksiyonu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ile
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit El Kitab'na gore gerceklestiriimelidir.

Baslamadan énce yapilacaklar

® Kan orneklerini oda sicakliiyla dengeye getirin (15 ila 25°C) ve iyi homojenlestiriimis
olduklarindan emin olun.

® Parcalama Tamponunu hazirlayin
Parcalama Tamponu iginde (AL) ¢Okelti olustuysa, 56°C'de inkiibe ederek ¢ézdirin.
® QIAGEN Proteazi hazirlama

Liyofilize QIAGEN Proteaz (QP) sisesine 1,2 ml Proteaz Solvent (PS) ekleyip dikkatlice
karistirin. Képurmeyi engellemek igin siseyi birkag kez bas asagi gevirerek karistirin.

QIAGEN Proteazin (QP) tamamen ¢6ziildiginden emin olun.
Not: QP'yi dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.
® Yikama Tamponu 1'i hazirlama

Bir dereceli silindir kullanarak 19 ml konsantre Yikama Tamponu 1 (AW1) iceren siseye
25 ml etanol (%96 ila 100) ekleyin. Cézulmus Yikama Tamponu 1'i (AW1) oda sicakliginda
(15 ila 25°C) saklayin.
Not: Prosedire baslamadan énce daima ¢6zulmus Yikama Tamponu 1'i (AW 1) siseyi birkag
kez bas asagi gevirerek karistirin.

® Yikama Tamponu 2'yi hazirlama
Bir dereceli silindir kullanarak 13 ml konsantre Yikama Tamponu 2 (AW?2) iceren siseye
30 ml etanol (%96 ila 100) ekleyin. Cézilmis Yikama Tamponu 2'i (AW2) oda sicakliginda
(15 ila 25°C) saklayin.
Not: Prosediire baglamadan 6nce daima ¢ozilmis Yikama Tamponu 2'yi (AW2) siseyi
birkag kez bas asagi gevirerek karistirin.

e Eliisyon Tamponunu hazirlama
Kit ile bir sise Elisyon Tamponu (AE) tedarik edilmistir. EIisyon Tamponunun (AE)
kontaminasyonunu engellemek i¢in Elisyon Tamponunu (AE) siseden pipetlerken aerosol
bariyerli pipet uglari kullaniimasini ve ardindan sisenin kapagdinin derhal kapatiimasini
siddetle tavsiye ederiz.
Elisyon Tamponunu (AE) oda sicakhgina getirin (15-25°C).

® Adim 4'te kullaniimak tzere bir 1sitma blogunu 56°C'ye getirin.
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islem

10.

11.

20 yl QIAGEN Proteazi (QP) bir lizis tupi (LT) igine pipetleyin.

Not: Cozdiriimis proteazi kullanmadan 6nce son kullanma tarihini kontrol edin.

Lizis tipune (LT) 200 pl kan drnegi ekleyin.

Lizis tipune (LT) 200 pl Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak 15 saniye karigtirin.

Not: Verimli lizisin garanti edilmesi i¢cin 6rnek ve Lizis Tamponunun (AL) homojen bir ¢ozelti

verecek sekilde iyice karismalari elzemdir.

Not: Lizis Tamponu (AL) ylksek viskoziteli oldugu i¢in dikkatlice pipetleyerek ve uygun bir
pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL) eklediginizden emin olun.

&QIAGEN Proteazi (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

56°C'de (+1°C) 10 dakika (x1 dakika) inklibe edin.

Kapagin i¢cindeki damlalari gidermek icin lizis tupinu (LT) tam hizda yaklagik 5 saniye
santrifijleyin.

Lizis tipune (LT) 200 pl etanol (%96 ila 100) ekleyip kapagi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak 215 saniye karistirin.

Kapagin igindeki tim sivi damlalarini gidermek igin lizis tiplinu (LT) tam hizda yaklasik
25 saniye santrifijleyin.

Adim 7'deki lizatin tamamini QlAamp Mini donel kolonuna kenarini islatmadan dikkatlice
uygulayin. QlAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
Not: Birden fazla 6rnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir lizis tiipt (LT) agin.

QlAamp Mini dénel kolonunun kapagini kapatin ve yaklagik 6000 x g'de 1 dakika boyunca
santrifujleyin. QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama tupline (WT) yerlestirin ve
suzintuyu iceren tipd atin.

Not: 6000 x g'de (8000 rpm) santrifuj isleminden sonra lizat membrandan tamamen
gecmediyse, tam hizda (20.800 x g'ye kadar) 1 dakika boyunca yeniden santrifijleyin.
Not: Lizat santrifijleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa 6rnegi atip izolasyon ve
saflastirmayi yeni 6rnek malzemesiyle tekrarlayin.

QlAamp Mini dénel kolonu dikkatlice agip kenari 1slatmadan 500 pl Yikama Tamponu 1
(AW 1) ekleyin. QlAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
QlAamp Mini dénel kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x g'de (8000 rpm)

1 dakika boyunca santrifijleyin. QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama tipune (WT)

yerlestirin ve stizlintliyl igeren tipd atin.
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12. QlAamp Mini donel kolonu dikkatlice agip kenari 1slatmadan 500 pl Yikama Tamponu 2

(AW2) ekleyin. QlAamp Mini donel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

13. QlAamp Mini doénel kolonunun kapagini kapatin ve tam hizda (yaklasik 20.000 x g veya
14.000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiijleyin. QlIAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama
tiplne (WT) yerlestirin ve stizlintlyl iceren tipu atin.

14. Membrani tamamen kurutmak igin tam hizda (yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm)
3 dakika boyunca santrifijleyin.

15. QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir elisyon tlptne (ET) yerlestirin ve siiziintlyd igeren
ytkama tipunu (WT) atin. QlAamp Mini donel kolon kapagini dikkatlice agin ve membranin
ortasina 50-200 pl Elisyon Tamponu (AE) uygulayin. Kapagi kapatin ve oda sicakliginda
(15-25°C) 1 dakika boyunca inkiibe edin. DNA eliisyonunu saglamak igin yaklasik
6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiijleyin.

16. Kullanilmig 6rnek tuplerini, plakalarini ve atigini yerel guvenlik dizenlemelerinize gore atin.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit kullanilarak otomatik genomik DNA ekstraksiyonu

Otomatik genomik DNA ekstraksiyonu, QIAsymphony cihazinin QIAsymphony DSP DNA Mini
Kit (kat. no. 937236) ile kombine edilmis Ornek Hazirlama modiliyle birlikte ve QIAsymphony
DSP DNA Kiti El Kitabr'ndaki talimatlara gére yapilmahdir. JAK2 protokol 6zellikleri asagidaki
prosedirde & isareti ile vurgulanmigtir.

QlAsymphony SP ile, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit insana ait tam kanda otomatik DNA
saflagtirma islemini  mimkin kilar (QIAsymphony'de Blood_200_V7_DSP protokoli
kullanilarak).

e Oniglem gerekmez
® Tupler dogrudan QlAsymphony SP'ye aktarilir

® DNA saflastirma islemi manyetik partikillerle gergeklestirilir

Baslamadan énce énemli noktalar

° & Ekstrakte edilecek tam kan hacmi 300 pl'dir.

® QIAsymphony SP cihazini ¢alistirma hakkinda bilgi sahibi oldugunuzdan emin olun.
Calistirma talimati i¢in cihazinizla saglanan kullanim kilavuzlarina bagvurun.

® Cihazislevi icin ek bakim zorunlu degildir ancak kontaminasyon riskini azaltmak igin siddetle
tavsiye edilir.
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® Bir reaktif kartusunu ilk kez kullanmadan énce QSL1 ve QSB1 Tamponlarinin ¢okelti
icermediginden emin olun. Gerekirse, QSL1 ve QSB1 Tamponlari igeren oluklari reaktif
kartusundan gikarin ve 30 dakika boyunca 37°C'de arada ¢okeltiyi cozdirmek igin
calkalayarak inklibe edin. Oluklari dogru konumlara geri yerlestirdiginizden emin olun.
Reaktif kartusu zaten delinmigse, oluklarin Reuse Seal Strips ile kapatildigindan emin olun
ve tam reaktif kartuslarini bir su banyosunda 30 dakika boyunca 37°C'de arada calkalayarak

inktibe edin.

® Reakiif kartusunun (RC) kuvvetli sallanmasindan kaginmaya galisin yoksa kopuk olusabilir

ve sivi seviyesi saptama problemlerine neden olabilir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Prosedire baglamadan 6énce manyetik pargaciklarin tamamen yeniden asil kaldiklarindan
emin olun. ilk kullanimdan énce manyetik pargaciklari icerek oluga en az 3 dakika boyunca

siddetli bicimde vorteks yapin.

® Delme kapaginin reaktif kartusu Gzerine yerlegtirildiginden ve manyetik partikiil olugunun
kapaginin ¢ikarildigindan veya kismen kullaniimig bir reaktif kartusu kullaniliyorsa Reuse

Seal Strips'in ¢ikarildigindan emin olun.
® Enzim tiplerini agtiginizdan emin olun.

e Ornekler barkodluysa 6rnekleri tiip tasiyicida barkodlar QIAsymphony SP sol tarafindaki

barkod okuyucuya bakacak sekilde yénlendirin.
islem

1. Tum gekmeceleri ve davlumbazi kapatin.

2. QlAsymphony SP'yi acin ve "Sample Preparation" ekrani belirip kullanmaya hazirlama

islemi bitinceye kadar bekleyin.
Not: Gug anahtari QlAsymphony SP'nin sol alt késesinde bulunur.
3. Cihazda oturum agin.

4. "Waste" (Atik) cekmecesinin uygun sekilde hazirlandigindan emin olun ve ug kizagi ile sivi
atik bélmesi dahil olmak Uzere "Waste" cekmecesinin bir envanter taramasini yapin.

Gerekirse ug atma torbasini degistirin.
5. Gerekli elusyon rafini "Eluate" (Eliat) gekmecesine yukleyin.
"Elution slot 4" (Elisyon yuvasi 4) lizerine 96 kuyucuklu bir plaka yiklemeyin
Sadece karsilik gelen sogutma adaptériyle "Elution slot 1"i (Elisyon yuvasi 1) kullanin.

96 kuyucuklu bir plaka kullanirken plakanin dogru yénde oldugundan emin olun ¢linkl hatali
yerlestirme asagi yonde analiz sirasinda érnek karigmasina neden olabilir.
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10.

11.

Gerekli reaktif kartusunu/kartuslarini ve sarf malzemelerini "Reagents and Consumables"
(Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) gekmecesine yukleyin.

Not: Pipetleme uglarinin dogru takildigindan emin olun.

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesinin envanter
taramasini gergeklestirin.

. ﬁ Ekstrakte edilecek tam kan érneginin 300 pl'sini bir mikro tiipe (2,0 ml Type H)

aktarip bunu tiip érnek tasiyicisi (izerindeki 3b 2 ml adaptér icine yerlestirin. Ornek tiiplerini

"Sample" (Ornek) cekmecesine yiikleyin.

Dokunmatik ekrani kullanarak islenecek her bir érnek partisi igin gerekli bilgileri girin:

O Ornek bilgisi: varsayilan tiip bigimini degistirin ("Select All" (Timiini Seg) dJesini secip
"Tube Insert" (Tup Yerlestir) sayfasindan "Sarstedt reference 72.694" (Sarstedt
referans 72.694) 6gesini segin)

O Galigtirllacak protokol: "Select All" (Tumtinli Seg) 6gesinden "DNA Blood" (DNA Kan)
kategorisini se¢in > Tam kan 6rnegi icin Blood_200_V7_DSP

O Elisyon hacmi ve giktl konumu: Tam kan protokoli igin 100 pl.

Not: Grup hakkinda bilgi girildikten sonra durum "LOADED" (YUKLENMIS) durumundan
"QUEUED" (SIRAYA SOKULMUS) durumuna dénusur. Bir grup siraya konur konmaz "Run"
(Calistir) dugmesi belirir.

Calismayi baglatma

O Cahligmayi baslatmak i¢in "Run” (Calistir) digmesine basin.

O Beliren mesaji okuyun ve onaylayin.

Not: Dahili kontrol tuplerinin sivi seviyesi tespiti gerceklestirilene kadar ve QlIAsymphony SP
tasiyici durumu RUNNING'e (CALISIYOR) degisene kadar cihazin yaninda beklemeniz
Onerilir.

Not: Isleme sirasinda galismayi duraklatmayin veya durdurmayin (bir acil durum olusmasi
disinda) ¢tinkl bu 6rneklerin "unclear” (belirsiz) olarak isaretlenmesine neden olacaktir.
Not: Ornekleri siirekli olarak yiiklemek ve bu galismaya eklemek (reaktifler yiiklenene kadar)
mimkindir. Saflagtirma islemini baglatmak icin "Run" diigmesine basin.

Protokol ¢alismasi sonunda grubun durumu "RUNNING" (CALISIYOR) durumundan
"COMPLETED" (TAMAMLANDI) durumuna degisir. Saflastinimis nikleik asitleri iceren
elusyon rafini "Eluate" (Eliat) gekmecesinden alin.

Calisma bittiginde eltat plakasinin "Eluate" (Eluat) cekmecesinden derhal ¢ikariimasi

onerilir. Sicaklik ve neme bagl olarak ¢alisma tamamlandiktan sonra QIAsymphony SP
icinde birakilan ellisyon plakalarinda kondansasyon veya buharlasma olabilir.
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12.

13.

14.

15.
16.

17.

Not: Genelde manyetik parcaciklar eltatlarin igine karismaz. Eluat icinde siyah parcaciklar

varsa manyetik parcaciklar asagidaki sekilde giderilebilir:

DNA iceren tupl manyetik pargaciklar ayrigsana kadar uygun bir manyetik ayristiriciya
(6rn., QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. no. 36912) tabi tutun. DNA, mikroplakalar igindeyse
mikroplakayl manyetik partikiller ayrilincaya kadar uygun bir manyetik ayiriciya (6rn.
QIAGEN 96 Kuyucuk Miknatisi Tip A, kat. no. 36915) uygulayin. Uygun manyetik ayristirici
mevcut degilse, kalan tim manyetik parcaciklar ayirmak igin DNA'y1 iceren tlpu mikro

santrifijde 1 dakika boyunca tam hizda santrifijleyin.

QIAsymphony SP sonug dosyasini disa aktarin: bu rapor her bir eliisyon plakasi igin

olusturulur.

O USB bellegi QlAsymphony SP cihazin 6n tarafindaki USB portlarindan birisine takin.

O "Tools" (Araglar) digmesine tiklayin.

O "File Transfer" (Dosya Aktar) segin.

O "In-/Output Files" (Girdi/Cikti Dosyalari) sekmesinde "Results Files" (Sonug Dosyalari)
ogesini segip "Transfer" (Aktar) 6gesine tiklayin.

Diga aktarilan dosyanin ismi su formatta olmalidir: yyyy-aa-ggss:dd:ss_Elusyon raf ID

QIAsymphony SP sonug dosyasinda her 6rnek igin "Validity of result" (Sonucun dogrulugu)

sitununu kontrol edin.

O Dogru ve belirsiz durum: DNA kalite ve miktar tayinine devam edin.

O Gegersiz durum: érnek reddedilmistir. Ekstraksiyon adimini tekrarlayin.

Bir reaktif kartusu sadece kismen kullaniimissa, buharlagsmayi engellemek igin protokoliin
sonunda tedarik edilmis Reuse Seal Strips ile kapatin ve proteinaz K igeren tipleri vidali
kapaklarla derhal kapatin.

Kullaniimig érnek tlplerini, plakalarini ve atigini yerel gtvenlik dizenlemelerinize gére atin.
QIAsymphony SP cihazini temizleme.

Cihazinizla saglanan kullanim kilavuzlarindaki bakim talimatini izleyin. Capraz
kontaminasyon riskini minimuma indirmek Uzere ug¢ koruyucularini diizenli olarak

temizlediginizden emin olun.

Cihaz ¢ekmecelerini kapatin ve QlAsymphony SP'yi kapatin.
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DNA'da kalite ve miktar tayini

Spektrofotometreyi kalibre etmek igin bog ATE veya AE tamponu kullaniimahdir. Séz konusu
tamponlarin kullanimi, genomik DNA ekstraksiyon kitlerinde kullanilan ellisyon tamponlari

260 nm'de emicilik gbsteren koruyucu sodyum azit igerdigi icin sarttir.

® Azso/Azg0 orani 21,7 olmalidir; daha kuglk oranlar genelde protein kontaminasyonuna veya

organik kimyasallarin mevcudiyetine isaret eder ve PCR adimini etkileyebilir.
® DNA miktari 260 nm'deki optik yogunlugun élgiimu ile tespit edilir.
e Saflastinimis toplam DNA miktari = konsantrasyon x ¢rnegin ul cinsinden hacmi.

® Azso/Azg0 orani 1,7'den dusuiikse ve genomik DNA konsantrasyonu 10 ng/ul'nin altindaysa

o6rnek daha fazla islenmemelidir.

Genomik DNA 6rnegdi normalizasyonu

DNA, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti icinde tedarik edilen TE tamponu icinde 10 ng/ul'ye
seyreltilmelidir.

Rotor-Gene Q PCR, 5 pl nihai hacmi igcinde 50 ng saflastirimis genomik DNA igin optimize
edilmistir.
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Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi Gzerinde gPCR
Baslamadan 6nce dnemli noktalar

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi izerinde Rotor-Gene
AssayManager v2.1 ile galigtiriimalidir. Protokole baglamadan énce Rotor-Gene Q MDx
cihazi hakkinda bilgi edinin. Ayrintilar igin cihazin, Rotor-Gene AssayManager v2.1'in ve

Gamma Plug-in'in kullanim kilavuzlarina bakin.

® Rotor-Gene AssayManager v2.1, PCR sonugclarinin otomatik olarak yorumlanmasini

muamkdin kilar. Calisma igin déngl parametreleri kilitlidir.

Baslamadan énce yapilacaklar

Rotor-Gene Q MDx cihazina bagli bilgisayarda Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi, Rotor-
Gene Q'ya bagh bilgisayara yuklenmelidr ve QIAGEN web sitesinden indirilebilir:
www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx. Rotor-Gene AssayManager v2.1
temel yaziim hakkinda ayrintilar icin bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User

Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu).

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti icin Gamma Plug-in 6zellikle gereklidir. Bu eklenti QIAGEN
web sitesi sayfasindan indirilebilir: www.giagen.com/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare/ipsogen-jak2-rgq-pcr-kit-ce/#tresources. Bu eklenti,
halihazirda Rotor-Gene AssayManager v2.1'in yukli oldugu bir bilgisayara indirilmelidir.

® ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti ayri bir test profili gerektirir. Bu test profili (.iap dosyasi), gqPCR
testinde donguleme ve analiz yapmak icin gereken tiim parametreleri icerir. QIAGEN web
sitesinde ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti'ne ayrilmis web sayfasindan indirilebilir:
www.giagen.com/shop/detection-solutions/personalized-healthcare/ipsogen-jak2-rgqg-
pcr-kit-cef#resources. Test profili Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimina
aktarilmalidir.

Not: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti yalnizca Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda

belirli konfiglirasyon ayarlari programlandiginda galistirilabilir.

Sistem c¢apinda sure¢ givenligi igin asagidaki yapilandirma ayarlarinin kapali mod igin

ayarlanmasi sarttir:

e "Material number required" (Materyal numarasi zorunlu)
e "Valid expiry date required" (Son kullanma tarihi gecerli olmali)

® "Lot number required" (Lot numarasi zorunlu)
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Gamma Plug-in kurulumu ve test profilinin ice aktarimi

Gamma Plug-in ve test profilinin kurulumu ve ice aktarimi, Rotor-Gene AssayManager v2.1

Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim

Kilavuzu) ve Gamma Plug-in User Manual"da (Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu) detayh

olarak gosterilmistir.

o & W DN

Hem Gamma Plug-in hem de JAK2 CE test profilinin en giincel stirimini QIAGEN web

sitesinden indirin.

Kurulum iglemine RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi dosyasina gift
tiklayarak baslayin ve kurulum talimatlarini izleyin. Bu iglem ile ilgili ayrintilar i¢in Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual“da (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu) "Installing Plug-ins" (Eklentilerin
Kurulumu) bélimine bakin.

Not: Sistem capinda islem guvenligi amaciyla, kapal mod icin "Settings" (Ayarlar) sekmesini
secip "Material number required" (Materyal numarasi zorunlu), "Valid expiry date required”
(Son kullanma tarihi gecerli olmali) ve "Lot number required" (Lot numarasi zorunlu)
kutucuklarini isaretleyin (Calisma listesi bolimdi). Bunlar aktif hale getirilmemis
(isaretlenmemig) ise tiklayarak aktif hale getirin.

Eklenti basarili sekilde kurulduktan sonra Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi igin
yonetici izinlerine sahip bir kiginin ipsogen_JAK2_blood_CE test profilini asagidaki sekilde
ice aktarmasi gerekir:

Yonetici izinlerine sahip bir kullanici olarak Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda

oturum agin.

Yapilandirma ortamini segin.

"Assay Profiles" (Test Profilleri) sekmesini secin.

"Import" (ige Aktar) diigmesine tiklayin.

ice aktarmak Uizere diyalog kutusundan "ipsogen_JAK2_blood_CE" test profilini segin ve
"Open" (Ag¢) 6gesine tiklayin.

Test profili basariyla ige aktarildiktan sonra "Setup" (Kurulum) ortaminda kullanilabilir.

Not: Bir test profilinin ayni strimi iki kez ice aktarilamaz.
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72 tupluk rotora sahip Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda érnek isleme

Kontrollerin, standartlarin ve reaksiyon karisimlarinin kullanimini optimize etmek igin, ayni

deney icinde sekiz genomik DNA 6rnegi test edilmesi 6nerilir.

Tablo 2, 72 tiplik rotor kullanilarak ¢alistirilabilen reaksiyon sayisini gosterir.

Sekil 3'te gosterilen sema ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti ile bir deney i¢in 6rnek bir yiikleme
blogu ve rotor kurulumu sunar.

Sayilar, yikleme blogu icinde konumlari gésterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.

Tablo 2. 72 tuplik rotora sahip Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyon sayis|

JAK2 MT Reaction Mix ile

8 genomik DNA 6rnegi

JAK2 MT Quant Standards
JAK2 MT Control (mutant)
JAK2 WT Control (yabanil tip)

N = T )

S$ablonsuz kontrol igin su (NTC)

JAK2 WT Reaction Mix ile

8 genomik DNA 6rnegi

JAK2 WT Quant Standards (yabanil tip)
JAK2 MT Control (mutant)

JAK2 WT Control (yabanil tip)

I = T )

NTC igin Su
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Sekil 3. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti ile deney igin plaka ve rotor kurulumu. WTC: JAK2 WT Control;
MTC: JAK2 MT Control; WT-QS: JAK2 WT standards; MT-QS: JAK2 MT Quant Standards; S: genomik DNA 6rnegi;
NTC: sablonsuz kontrol (su).

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi  09/2017



& Tapler rotora Sekil 3'te gosterildigi sekilde yerlestiriimelidir; ¢linkli test profilindeki
otomatik analiz seti bu yonde yerlestirmeye gdére ayarlanmistir. Farkh bir dizen kullaniimasi

durumunda anormal sonuglar alinir.
Not: Tim bos konumlari bos tiiplerle doldurun.

72 tupluk rotora sahip Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda gPCR

1. lislenecek érnekler icin asagidaki gibi bir galisma listesi olusturun.

O Rotor-Gene Q MDx cihazini agin.

O Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziimini agin ve kapali modda operator roliine sahip
bir kullanici olarak oturum agin.

O Cahligma listesi yoneticisinde "New manual work list" (Yeni manuel galigma listesi)
digmesine tiklayin ("Setup" (Kurulum) ortaminda).

O "Assay" (Test) adiminda "JAK2 CE assay profile"1 (JAK2 CE test profili) segin.

O Segilen test profilini "Selected assay profiles" (Secilen test profilleri) listesine aktarmak
icin "Move" (Tasi) digmesine tiklayin. Test profili artik "Selected assay profiles" (Segilen
test profilleri) listesinde géruntulenmelidir.

O llgili alana, 6rnek sayisini girin.

O "Kit information" (Kit bilgisi) setini secin ve kutunun kapaginda basili olan, asagidaki
JAK2 kiti bilgisini girin
® Materyal numarasi: 1079182
® Gecerli son kullanma tarihi
® Lot numarasi

Alternatif olarak kit barkodu da girilebilir veya taranabilir.

O "Samples" (Ornekler) adimini segin. Ornek ayrintilarini igeren bir liste gosterilir. Bu liste,
beklenen rotor diizenini temsil eder.

O Ornek tanimlama numarasini/numaralarini her érnek igin bir yorum geklinde tim istege

bagh 6rnek bilgileriyle birlikte bu listeye girin.

"Properties” (Ozellikler) adimini segin ve bir galisma listesi adi girin.

"is applicable" (uygulanabilir) onay kutusunu isaretleyin.

Calisma listesini kaydedin.

o O O O

Calisma listesi yazdirilabilir; bu, qPCR hazirligina ve kurulumuna yardimci olur. Calisma
listesini yazdirmak icin "Print work list" (Calisma listesini yazdir) digmesine tiklayin.
Ornek bilgileri calisma listenin bir parcasi olacaktir.

Not: Calisma listesi dosyalari kaydedilebildigi i¢in, calisma listesi deney cihazda kurulur

kurulmaz veya cihaza érnekler eklenmeden 6nce olusturulabilir.
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2. gPCR deneyini kurun.

O Kullaniimadiginda dondurucuda saklanmasi gereken Tag DNA polimerazi harig tim

gerekli bilesenleri ¢bzdirun. Bilesenleri iceren tupleri buz tzerinde erimeye birakin.

Not: Cozdirme adimi 30 dakikadan uzun stirmemelidir; aksi takdirde malzeme

bozulabilir.

O PCR karigimi hazirlanacak tezgahin Gzerini, herhangi bir sablon veya niikleaz

kontaminasyonuna kargi temizleyin.

O Kullanimdan énce standartlari, kontrolleri ve reaksiyon karisimlarini igeren tupleri

10 defa ters cevirerek hafifce karistirin ve kisaca santrifiijleyin.

3. Asagidaki gPCR karigimlarini islenecek 6rnek sayisina gore hazirlayin.

Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 3 ve Tablo 4, 25 pl son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hesaplanmis olarak bir MT

ve bir WT reaktif karigimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Pipetleme

hatalarini telafi etmek ve 8 érnek ile kontrollere yer saglamak igin ekstra hacimler

sunulmustur.

Tablo 3. JAK2 MT sekans saptamasi igin gPCR karigimlarinin hazirlanmasi

Bilesen 1 reaksiyon (pl) 15 +1* reaksiyon (ul) Son konsantrasyon
JAK2 MT Reaksiyon Karigimi 19,8 316,8 1x
Taq DNA polimeraz 0,2 3,2 1x
Ornek (adim 4'te eklenecek) 5 Her biri 5 -
Toplam hacim 25 Her biri 25 -

Olii hacim olarak ekstra reaksiyon hacmi saglanmistir.

Tablo 4. JAK2 WT sekans saptamasi igin qPCR karigimlarinin hazirlanmasi

Bilesen 1 reaksiyon (pl) 15 +1* reaksiyon (ul) Son konsantrasyon
JAK2 WT Reaksiyon Karigimi 19,8 316,8 1x
Taq DNA polimeraz 0,2 3,2 1x
Orek (adim 4'te eklenecek) 5 Her biri 5 -
Toplam hacim 25 Her biri 25 -

*

Olii hacim olarak ekstra reaksiyon hacmi saglanmistir.

O Serit tip bagina 20 pl gPCR 6n karigimi dagitmadan dnce vorteksleme ve kisa bir sire

santrifijleme yapin.

O DNA'yi (genomik DNA 6rnekleri ve QS ile kontroller) vorteksleyin ve kisaca santrifljleyin.

Ardindan toplam 25 pl hacim verecek sekilde, karsilik gelen tlipe miktari dlglilecek

malzemeden 5 pl ekleyin. Yukari asagdi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

O Not: Spesifik olmayan sablon veya reaksiyon karisimi kontaminasyonunu ve bunun

sonucu olarak yanlis pozitif sonuglar alinmasini énlemek igin her bir tlip arasinda uglar

degistirmeye dikkat edin.
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O

Malzeme bozunumundan kaginmak igin tim ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti bilesenlerini
dondurucuya geri koyun.

4. Rotor-Gene Q MDx'i hazirlayin ve islemi agagidaki sekilde baglatin.

O
O

0O O O O

O

72 kuyulu rotoru Rotor-Gene Q MDx rotor tutucuya yerlestirin.

Rotoru Sekil 3'te (sayfa 26) gosterildigi sekilde atanmis pozisyonlara gére

pozisyon 1'den baglayarak ve kullaniimayan tim pozisyonlara bos kapakl serit tlpleri
yerlestirerek serit tlpleriyle doldurun.

Not: ilk tiipiin pozisyon 1'e yerlestirildiginden ve serit tiiplerinin Sekil 3'te gdsterildigi
sekilde dogru yénelim ve pozisyonda yerlestirildiginden emin olun.

Kilitteme halkasini takin.

Rotoru ve kilitteme halkasini Rotor-Gene Q MDx cihazina yukleyin; cihaz kapagini
kapatin.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda galisma listesi yoneticisinden ilgili calisma
listesini secin ve "Apply" (Uygula) diigmesine tiklayin veya c¢alisma listesi hala agiksa
sadece "Apply" digmesine tiklayin.

Not: Deneye 6zel galisma listesi olusturulmadiysa Rotor-Gene AssayManager v2.1'de
oturum agin ve asagidakilere gegcmeden 6nce adim 2'yi uygulayin.

Deney adini girin.

Kullanilacak ddngiileyiciyi "Cycler selection" (Dénguleyici sec¢imi) béliminden secin.
Kilitteme halkasinin dogru takilip takilmadigini kontrol edin ve ekranda bunu onaylayin.
"Start run" (Calismayi baslat) duigmesine tiklayin.

JAK2 RGQ PCR islemi baslayacaktir.

5. Calismayi sonlandirmak icin agagidakileri gerceklestirin.

O
O

Calisma bittiginde "Finish run" (Calismayi bitir) 6gesine tiklayin.

Calismayi cikarin ve onaylayin:

® Approver (Onaylayici) roliinde oturum agmis kullanicilar igin: "Release and go to
approval" (Serbest birak ve onaya git) kismina tiklayin.

® Operator rollinde oturum agmis kullanicilar igin: "Release" (Serbest Birak) kismina
tiklayin.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi  09/2017

29



6. Sonuglar ¢ikarma.

O "Release and go to approval" (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklandiysa deney sonuglari
goruntilenir.

O Asagidaki AUDAS (Otomatik Veri Taramasi) uyarisi belirir. islenmemis veri egrilerinin

"Plots and Information” (Grafikler ve Bilgiler) bélimunde HEX hedeflerini anomaliler (6rn.

donanim hatalari kaynakli ani inis-ciki

lar) acisindan manuel olarak kontrol edin.

@ Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

Manually check every curve of the targets
described above and reject problematic
samples.

Dahili kontrol HEX hedeflerine ait egrilerin tipik olarak S bigimli sekiller géstermedigini
(asagidaki 6rnek egrilerdeki gibi) ve bunlarin gecerli egriler olarak kabul edilmeleri
gerektigini unutmayin. Lutfen tim i¢ gecerlilik kriterlerinin (6rn. Cr esik degerleri) yazilim
tarafindan otomatik olarak kontrol edildidini unutmayin.

[

&

HEX_WT

71

Norm. Flore.

Esik

o HEX_MT

Norm. Flore.
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O Kullanici rolindeki bir kullanici tarafindan "Release" (Cikar) 6gesine tiklanmissa,
"Approver" (Onaylayici) roliinde bir kullanici oturum agmali ve "Approval" (Onay)
ortamini segmelidir.
® Filtre segeneklerini segip "Apply" (Uygula) digmesine tiklayarak onaylanacak test igin
filtre uygulayabilirsiniz.

® Yukaridaki AUDAS (Otomatik Veri Taramasi) uyarisi belirir. islenmemis veri egrilerinin
"Plots and Information” (Grafikler ve Bilgiler) bélimiinde HEX hedeflerini anomaliler
(6rn. donanim hatalari kaynaklh ani inis-gikislar) agisindan manuel olarak kontrol edin.

® Dahili kontrol HEX hedeflerine ait egrilerin tipik olarak S bigimli sekiller géstermedigini
(yukaridaki 6rnek egrilerdeki gibi) ve bunlarin gegerli egriler olarak kabul edilmeleri
gerektigini unutmayin. Lutfen tim i¢ gecerlilik kriterlerinin (6rn. Ct esik degerleri)
yazihm tarafindan otomatik olarak kontrol edildigini unutmayin.

® Sonuglari gbzden gegirin ve "Release/Report data" (Verileri ¢ikar/raporla) digmesine
tiklayin.

® "OK" kismina tiklayin. Rapor .pdf formatinda olusturulur ve énceden tanimlanmis
klasorde otomatik olarak saklanir.
Varsayilan dosya konumu:
QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports
Not: Bu konum ve klasor, "Configuration" (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.
Not: Sorun giderme icin gcalismanin destek paketi gereklidir. Destek paketleri onay veya
arsiv ortaminda olusturulabilir (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User
Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu),
"Troubleshooting" (Sorun giderme) bolimu, "Creating a support package" (Destek
paketi olusturma)). Ek olarak, olay tarihine gére +1 giin seklinde denetim gegmisi
girmek faydali olabilir. Denetim gegmisi "Service" (Hizmet) ortamindan alinabilir
(bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual, Section 1.5.5.5
(Rotor-Gene AssayManager Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu, Bolim 1.5.5.5)).

7. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve serit tuplerini yerel glivenlik diizenlemelerine uygun
sekilde imha edin.

Sonuclarin Yorumlanmasi

Analiz tamamen otomatiktir.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 oncelikle* amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine ve

guriltd miktarlarina bakarak uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Bdyle bir durum so6z
konusu olursa, gegersiz sayilan egri, bir bayrakla isaretlenir.

* Yalnizca FAM hedefleri igin aktiftir.
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Test drneklerinin sonuglari otomatik olarak Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan analiz
edilip ayarlanir ama onaylayici rollyle oturum agmis kullanici tarafindan onaylanmasi ve
serbest birakilmasi gerekir. Onaylanacak 6rnekler sonuglarinin belirlenmis satirin sonunda Ug¢
ek onay digmesi bulunur. Bu digmeler ornek sonuglarini etkilesimli olarak kabul veya
reddetmek i¢in kullanilir. Daha fazla bilgi igin lutfen bkz. Gamma Plug-in User Manual (Gamma

Eklentisi Kullanim Kilavuzu).

Ardindan Rotor-Gene AssayManager v2.1 ¢alistirma kontrollerini analiz eder:

® NTC: NTC, spesifik amplifikasyon yoklugu (JAK2 WT ve JAK2 MT) ve dabhili kontrol
amplifikasyonu varligi agisindan kontrol edilir.

e WT ve MT QS: Dogrulama her birinin R? ve edim degerlerini esas alir.

e WTC: JAK2 toplam kopya sayisi (TCN), bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar
yuksek olmalidir. Bu durumda JAK2 mutasyon ylizdesi hesaplanacaktir. Bu galistirma
kontrolu, statlisi teste gére WT oldugunda dogrulanir.

e MTC: JAK2 toplam kopya sayisli, bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar ylksek
olmalidir. Bu durumda JAK2 mutasyon yiizdesi hesaplanacaktir. Bu galistirma kontrold,
statlist JAK2 mutasyonu icin yuksek derecede pozitif oldugunda dogrulanir.

Not: Calismanin sonunda olusturulan rapor, galisma kontrollerinden alinan sonuglari
gosterir ve gegersiz verilerin dninde gegersizlik bayraklari bulunur.

Calismadaki tim kontroller uygun degerdeyse, Rotor-Gene AssayManager v2.1 bilinmeyen
ornekleri analiz eder.

e Ornekteki toplam kopya sayisl, sonuglarin yorumlanmasina yetecek kadar yiiksek olmalidir.
Ardindan JAK2 mutasyon yuizdesi hesaplanacak ve sonug sunulacaktir. Bir tlipte spesifik
amplifikasyon (WT veya MT) g6zlemlenmemesi durumunda, bunun bir artefakt
olmadigindan emin olunmasi igin dahili kontroliin amplifikasyonu kontrol edilecektir. Bir
6rnegdin Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan dogrulanmasi ve ilgili sonucun gecerli
olmasi icin her bir tipte de (WT ve MT) Cr degeri gézlemlenmelidir.

Not: Hem calistirma kontrollerinin, hem de 6rnek sonuglarinin gegerli olmasi durumunda

rapor her bir drnegin 6niinde kopya sayisini ve mutasyon ylizdesini gosterecektir.

® Tablo 5, Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan yapilan analiz esnasinda her bir tipe
verilebilecek gegersiz kilici 6rnek isaretlerini ve bu isaretlerin anlamlarini igerir.
Tablo 6 (sayfa 35) uyarici drnek isaretlerini ve terimlerin tanimlarini icerir.
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Tablo 5. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin tanimlar

Isaret

Tanim

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION

MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW._CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (WT)

MC_LOW_CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN

MC_NO_CT (MT)
MC_NO_VALUE

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE
NTC_IC_HIGH_CT (MT)

NTC_IC_HIGH_CT (WT)

NTC_IC_NO_CT (MT)

NTC_IC_NO_CT (WT)

NTC_IC_LOW_CT (MT)

NTC_IC_LOW_CT (WT)

NTC_UNEXPECTED_VALUE
OTHER_TARGET_INVALID
OUT_OF_COMPUTATION_RANGE
QS_HIGH_SLOPE (MT)
QS_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (WT)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW_SLOPE (WT)

Test gegersiz olarak belirlenmistir ¢linkl analiz basarisiz olmustur. QIAGEN
Teknik Servisleri ile baglanti kurun.

Test gecersizdir ¢unki en az bir harici kontrol gegersizdir.
Bu hedefin hesaplanmasi igin kullanilan bir hedef gecersizdir

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis edilen davranistan farkl bir
sekil gostermektedir. Yanlis sonug alinmis veya sonuglarin yanlis yorumlanmis
olmasi olasihgi yuksektir.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis edilen davranigtan diiz bir timsek
seklinde farklilik gostermektedir. Yanls sonug alinmis veya sonuglarin yanlis
yorumlanmig olmasi olasiligi yiksektir (6rn. yanhs Cr degeri belilenmesi).

Bu hedef icin hesaplama basarisizdir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigsimli mutant kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden ytiksektir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli mutant kontrol ile ayni
tuipteki dahili bir kontrol icin beklenenden algaktir.

Mutant reaksiyon karigimli mutant kontrol ile ayni tipteki dahili kontrol igin
saptanabilir Cr degeri yoktur.

Yabanil tip reaksiyon karisimli mutant tip kontrol ile ayni tiipteki dahili kontrol
icin saptanabilir Ct degeri yoktur.

Mutant kontrol igin kopya sayisi gok diigtktir.

Mutant kontroliin mutasyon yiizdesi gok disiktr.

Mutant kontrol igin kopya sayisi yoktur.

Mutant reaksiyon karisimli mutant kontrol icin saptanabilir Ct yoktur.
Mutant kontroltin mutasyon ytizdesi degersizdir.

Amplifikasyon egrisi esigi birden fazla kere geger. Belirsiz olmayan bir Ct
saptanamamigtir.

Baslangig referans hatti bulunamamistir. Sonraki analizler gergeklestirilemez.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli sablonsuz kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden yuksektir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli sablonsuz kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden yuksektir.

Mutant reaksiyon karisimli sablonsuz kontrol ile ayni tiipteki dahili kontrol igin
saptanabilir Cr degeri yoktur.

Yabanil tip reaksiyon karigimli sablonsuz kontrol ile ayni tiipteki dahili kontrol
icin saptanabilir Cr dederi yoktur.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli sablonsuz kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol igin beklenenden disuktir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigsiml sablonsuz kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol igin beklenenden dusuktur.

Sablonsuz kontrolde Ct saptanmistir.

Ayni 6rnek igin bagka bir hedef gegersizdir.

Bu 6rnek icin hesaplanan konsantrasyon teknik siniri asmaktadir.
Mutant egiminin st siniri agilmigtir.

Yabanil tip egiminin Gst siniri agiimistir.

Yabanil tip kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasiyla ayni tlipteki
dahili kontrol igin saptanabilir Ct degeri yoktur.

Mutant egiminin alt sinirina ulasiimamistir.

Yabanil tip egiminin alt sinirina ulagiimamistir.
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Isaret

Tanim

QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT)
QS_NO_CT (MT)

QS_NO_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED
SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT

SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE
SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT_IC_NO_CT

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT
STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

WTC_HIGH_PERCENTAGE
WTC_IC_HIGH_CT (MT)

WTC_IC_LOW_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (MT)

WTC_IC_NO_CT (WT)

WTC_LOW_CN
WTC_NO_CT (WT)
WTC_NO_CN
WTC_NO_VALUE

Mutant R? degerinin alt siniri karsilanmamistir.
Yabanil tip R? degerinin alt siniri karsilanmamistir.

Mutant kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasi i¢in saptanabilir C+
yoktur.

Yabanil tip kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasi icin saptanabilir
Cr yoktur.

Donglleyici veya dongiileyici baglantisinda bir sorun nedeniyle test gegersiz
olarak belirlenmistir.

Calisma manuel olarak durduruldugu igin test gegersiz olarak belirlenmistir.
Test 6rnegi icin kopya sayisi gok disiktr.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigiml test érnegi ile ayni tipteki
dabhili bir kontrol igin beklenenden ylksektir.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karisimli test 6rnegi ile ayni tipteki
dahili bir kontrol igin beklenenden dusktir.

Mutant reaksiyon karigimli test érnegi ile ayni ttipteki dahili kontrol igin
saptanabilir Cr degeri yoktur.

Test 6rnegi icin kopya sayisi yoktur.
Test 6rnegi mutasyon ylizdesi degersizdir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli test 6rnegi ile ayni tupteki
dabhili bir kontrol i¢in beklenenden yiksektir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli test érnegi ile ayni tipteki
dabhili bir kontrol igin beklenenden duglktur.

Yabanil tip reaksiyon karisimli test 6érnegi ile ayni tlipteki dahili kontrol igin
saptanabilir Cr degeri yoktur.

Ham veri floresani, amplifikasyon egrisinin infleksiyon noktasi éncesinde guglu
satlirasyon gostermektedir.

Amplifikasyon egrisinde Cr degerinin yakininda ani bir artig saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin dik bir sekilde ylikselen
referans hatti saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin kuvvetli bir sekilde diisen
referans hatti saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin ylikselme fazi disinda biyik bir guriltd saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin bluyime (eksponansiyel) fazinda gui¢lii parazit
saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin dalgali referans hatti
saptanmistir.

Yabanil tip kontroliin mutasyon yiizdesi gok ylksektir.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli yabanil tip kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden ytiksektir.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli yabanil tip kontrol ile ayni
tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden dusUktlr.

Mutant reaksiyon karisimli yabanil tip kontrol ile ayni tipteki dahili kontrol igin
saptanabilir Ct degeri yoktur.

Yabanil tip reaksiyon karigimli yabanil tip kontrol ile ayni tiipteki dahili kontrol
icin saptanabilir Ct degeri yoktur.

Yabanil tip kontrol igin kopya sayisi ¢ok dlsuktr.
Yabanil tip reaksiyon karisimli yabanil tip kontrol igin saptanabilir Cr de@eri yoktur.
Yabanil tip kontrol icin kopya sayisi yoktur.

Yabanil tip kontrollin mutasyon ylizdesi degersiz.
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Tablo 6. Uyarici 6rnek igaretleri ve terimlerin tanimlari

Isaret

Tanim

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

LOW_REACTION_EFFICIENCY
SPIKE

En buyik floresan degisimi olan érnek tiipiine relatif olarak bu 6érnek igin ylizde
floresan degisimi tanimlanmis bir sinirdan dusUktir.

Bu 6rnek igin reaksiyon etkinligi tanimlanmis bir sinira ulasmamistir.

Amplifikasyon egrisinin iginde ancak C+'nin belirlendigi alanin disinda ham veri
floresaninda ani bir artig saptanmistir.
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Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha

fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el

kitabindaki bilgiler ve protokol veya tahlil ve 6rnek teknolojileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu

cevaplamaktan daima mutlu olacaktir (irtibat bilgisi igin bakiniz "iletisim Bilgileri", sayfa 44).

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DNA DSP Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili sorun giderme bilgileri icin lutfen ilgili el kitaplarina
bakin.

Yorum ve dneriler

Otomatik ekstraksiyon

Ornek "unclear" (belirsiz) olarak isaretli

Ornek "unprocessed" (islenmemis) olarak isaretli

Ornek "invalid" (gegersiz) olarak isaretli

Sogutma blogu sicaklik hatasi

ElGsyon plakasi ¢cikarma hatasi

Bu, ekstraksiyon ¢alismasi esnasinda bir duraklama sebebiyle olabilir.
Ekstraksiyon galismasi tamamlandiysa OD orani ve konsantrasyon
6lgme adimina gegin. Tamamlanmadiysa, ekstraksiyon galismasini
tekrarlayin.

Bu, baslangi¢ numune hacmi hatasina isaret eder. Pipetleme yoluyla
kan hacmini dogrulayin. Hacim gok duslikse, bunu 6rnek 300 pl olacak
sekilde artirin ve galismayi tekrar baglatin.

Ekstraksiyon galigmasi sirasinda hata olustu. Bu érnek icin ekstraksiyon
adimini tekrarlayin.

Calismanin sonunda sogutma sicakligiyla ilgili hata gikmasi 6rneklerin
ekstraksiyon g¢alismasi bitiminden sonra oda sicakliginda (15-25°C)
tutuldugu anlamina gelir. Orneklerin oda sicakliinda <12 saat tutulmasi
durumunda genomik DNA kalitesi degismez ve genomik DNA élgdlebilir.
12 saati asan durumlarda DNA 6rnekleri bozulabilir. Bu durumda
ekstraksiyonu tekrarlayin.

ElGsyon plakasinin ekrandaki ilgili operasyon isaretlenmeden ¢ikariimasi
durumunda galismanin sonunda bir hata mesaji belirebilir. Bu, ilgili
kutucuga tiklanarak duzeltilebilir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti kullanilarak JAK2 mutasyon durumunun degerlendirilmesine iligkin genel yontem
Toplam kopya sayisi uygun degil ve ilgili 6rnek gecersiz: amplifikasyon ¢ok diigiik

a)

b)

<)

Aze0/A280 oranini kontrol edin

DNA konsantrasyonunu kontrol edin

Her iki parametre de uygunsa pipetleme hacimleri yanlis
olabilir

Bir QS standardinda galigma kontroliiniin bagarisiz olmasi

a)
b)
<)
d)
e)

f)

Sisenin ters donmesi

Dagitim esnasinda ters dénme
Capraz kontaminasyon
Standartta kismi bozulma

PCR reaktiflerinde kismi bozulma

Spesifik olmayan amplifikasyon

Oran <1,7 ise yeni bir DNA ekstraksiyonu yapin.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti 10 ng/pl galisma konsantrasyonu igin
optimize edilmistir.

DNA konsantrasyonu bu oranda degilse, konsantrasyonu seyreltin veya
tam kandan tekrar DNA ekstrakte edin.

gPCR adimini tekrarlamadan &nce pipetleri kontrol ve tekrar kalibre
edin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

Kit igerigini -30 ila -15°C arasinda saklayin ve reaksiyon karigimlarini
1siktan koruyun.

Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme islemlerinden kaginin.
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Yorum ve dneriler

Bir standart igin sinyal yok veya diigiik

a) Dagitim sorunu

b)  WT ve MT QS i¢gin ayni reaksiyon karigimini kullanin
H20 Sablonsuz Kontrolii (NTC) pozitif

a) Capraz kontaminasyon

b)  Reaktif kontaminasyonu

c)  Strip tupun ters donmesi

d)  Prob degradasyonu
Standart kontrollerde bile sinyal yok

Pipetleme hatasi veya atlanmis reaktifler

Orneklerde sinyal yok veya diigiik ama kontroller iyi

Yetersiz saflastirma nedeniyle 6rnek materyalinin inhibe edici

etkileri

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.
PCR calismasini tekrarlayin.

Tum kritik reaktifleri degistirin.

Tasinma kontaminasyonunu 6nlemek icin her zaman érnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.
Floresan egrisinde hatal pozitiflik kontroli yapin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.
PCR calismasini tekrarlayin.

Baslamadan dnce A 260/A 280 oranini ve konsantrasyonu dlcerek DNA
kalitesini daima kontrol edin.

DNA hazirligini tekrarlayin.

Yabanil Tip Kontrol (WTC) pozitif ancak Mutant Kontrol (MTC) yeterince pozitif degil

Taginma kontaminasyonu

Tum kritik reaktifleri degistirin.
Deneyi tim reaktifler icin yeni sise kullanarak tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu 6nlemek icin her zaman 6rnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Farkli reaktifler pipetlenirken uglari degistirdiginizden emin olun.

Karsilikh reaksiyon karigimlari kullaniminda Yabanil Tip Kontrol (WTC) veya Mutant Kontrol (MTC) sinyali

a) Capraz kontaminasyon
b)  Reaktif kontaminasyonu

c)  Tupun ters donmesi

Pozitif kontroliin tersten saptanmasi
a) Capraz kontaminasyon

b)  Reaksiyon karigsiminin tip veya 6n karisim iginde dagilim
esnasinda dénmesi.

Dahili kontrolde dahi 6érnek veya kontrol i¢in sinyal yok
a)  Reaksiyon karisimi eklenmemis

b)  Reaksiyon karigimi bozulmus

Tum kritik reaktifleri degistirin.
Deneyi tim reaktifler icin yeni sise kullanarak tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu 6nlemek icin her zaman 6rnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. Dahili kontrol
artinimadiysa reaskyion karigimi eklenmemis veya bozulmustur.

gPCR adimini yeni reaksiyon karigimiyla tekrarlayin.

Not: Sorun yukarida yer alan herhangi bir nedenle bagdastirlamazsa veya Onerilen dizeltici

eylemler bir sorunu gidermekte basarisiz olursa litfen tavsiye icin QIAGEN Teknik Servisi ile

irtibat kurun.
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Kalite Kontrol

Tum kitin kalite kontrol islemi, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gercgeklestiriimistir. Bu
kit ISO 13485:2012 standardina gore (Uretilmistir. Analiz sertifikasi talep Uzerine
www.giagen.com/support/ adresinden alinabilir.

Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim igin Uretilmistir.

Uriin yalnizca 6zel egitim almis, molekdiler biyoloji teknikleri konusunda égrenim gérmiis ve bu
teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan personel tarafindan kullaniimalidir.

Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis aletlerle kombinasyon halinde

kullaniimalidir (bakiniz "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyal", sayfa 9).

Tim bilesenlerin kutu etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine dikkat edilmelidir.
Son kullanma tarihleri gegmis bilesenleri kullanmayin.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitinde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik edilen
reaktiflerle birlikte kullaniimak UGzere gelistirilmigti. Bu kurala uyulmamasi performansi
etkileyebilir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti sadece MPN suphesi olan hastalardan alinip potasyum EDTA

icinde antikoagule edilmis tam kan igin dogrulanmistir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti sadece QIAsymphony DNA DSP Mini Kit (kat. no. 937236) veya
QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ile kullanim i¢in dogrulanmisgtir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti sadece Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR icin) ve

QIAsymphony SP (6rnek hazirlama igin) ile kullanim igin dogrulanmistir.

Bu Urlintn etiket disi herhangi bir kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu QIAGEN!'in
yuktimlaliginu ortadan kaldirir.

Olusan herhangi bir diagnostik sonug¢ diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla birlikte
yorumlanmalidir.  JAK2  V617F/G1849T mutasyonunun bulunmamasi diger JAK2
mutasyonlarinin varligini ekarte ettirmez.
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QIAGEN performans ¢aligsmalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir

prosedir i¢in sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin sorumlulugundadir.

Performans Ozellikleri

Bos ornek siniri

Bos 6rnek sinirt (LOB), saghkli tam kan ornekleri ile ilgili CLSI/NCCLS EP17-2A standardina
uygun olarak, WT JAK2 statisu, 30 6rnek, 120 6lcim/lot, 3 lot ile belirlenmistir.

LOB sonuglari Tablo 7'de 6zetlenmistir.

Tablo 7. LOB sonuglarinin 6zeti

Olgiilmiis LOB Nihai bos 6rnek siniri
Dogrulama lotu 1 %0
Dogrulama lotu 2 %0 %0
Dogrulama lotu 3 %0

Tespit siniri

Tespit sinirt (LOD veya analiz hassasiyeti), CLSI/NCCLS EP17-2A standardinda tanimlanan
"Probit approach" (Probit yaklagsimi) baz alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismada 3 bagimsiz drnek
icin, 3 lotla ve 6rnek ve mutasyon basina 60 dlglimle 6 alt mutasyon seviyesi analiz edilmigstir
(MPN tam kan DNA'si WT tam kan DNA'sina eklenmistir). Elde edilen sonuglar JAK2 V617F

mutasyonunun analitik hassasiyetinin %0,042 oldugunu gostermistir.

LOD sonuglari Tablo 8'de 6zetlenmisgtir.

Tablo 8. LOD sonuglarinin 6zeti

Olglilmiis LOD Nihai bos 6rnek siniri
Dogrulama lotu 1 %0,041
Dogrulama lotu 2 %0,029 %0,042
Dogrulama lotu 3 %0,042
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Dogrusallik

MPN hastalarinda JAK2 mutasyonunun kantifikasyonunun dogrusalligi CLSI/NCCLS EPO6AE
standardina gére bir ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti lotu ve bes farkli DNA girdisi i¢in 11
mutasyon seviyesinde test ile degerlendirilmistir. MPN &rneklerinde JAK2 mutasyonu yikindn
kantifikasyonu dogrusaldir; yani ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti, 6l¢lilen 6rnek konsantrasyonu
10 ng/pl'ye yakin (5 ila 20 ng/pl) oldugu stirece LOD degerinden %100 mutasyona kadar
ornekleri 6lcebilmektedir.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik

Kesinlik ¢alismasi, CLSI/NCCLS EP5-A2 standardina gore yapilmistir. Testler 11 mutasyon
seviyesinde yapilmis ve her bir seviye 27 giin icinde yapilan 54 calismada ikiser kere test
edilmistir; sonu¢ olarak mutasyon seviyesi basina 108 6l¢gim yapilmistir. Sonuglar Tablo 9'da

Ozetlenmistir.

Tablo 9. Kesinlik sonuglari

Ornek Ortalama JAK2 mutasyon yuzdesi SDr+ SDcALIsMA++ SDTOPLAM+++ CVropLAM
S1 72,67 1,99 2,99 5,45 %7,50

S2 53,96 2,48 3,16 6,52 %12,09
S3 23,13 1,59 1,95 4,51 %19,52
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 %23,27
S5 6,01 0,71 0,63 1,57 %26,17
S6 2,39 0,31 0,36 0,70 %29,23
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 %27,38
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 %37,88
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 %52,31
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 %65,01
S11 0,007 0,01 0,002 0,01 %146,84

R+: Tekrarlanabilirlik.

CALISMA++: Calismalar arasi gogaltilabilirlik.

TOPLAM+++: Toplam kesinlik (cihazlar arasi, operatorler arasi ve lotlar arasi dahil).
CVrorLam: Toplam kesinlik igin varyasyon katsayisi (%JAK2 MT).

Olumsuz etkileyen maddeler

Calisma, NCCLS standardi EP7-A2 "Klinik Kimyada Engelleme Testi" icinde verilen 6neriler baz
alinarak tasarlanmistir. Kan 6rneklerinde bulunma potansiyeli olan toplam 17 madde PCR
Uzerindeki olasi etkileri icin secildi (busulfan, sitalopram hidrobromid, paroksetin hidroklorir
hemihidrat, sertralin hidroklorir, fluoksetin hidrokloriir, asetaminofen [parasetamol], konjige
olmayan bilirubin, potasyum EDTA, Hgb [insan], trigliseritler, lisinopril dihidrat, hidroksitre,
asetilsalisilik asit, salisilik asit, thiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b). Alinan sonuglar, bu
maddelerle ilgili engelleme etkisi gdéstermemistir.
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Klinik dogrulama ve yontemlerin karsilastiriimasi

QIAGEN'in ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti ile referans yontem olarak kullanilan ipsogen JAK2
MutaQuant® Kitini kargilastirmak igin iki Fransiz kliniginde 65 MPN kan &rnegini iceren bir
calisma yapilmistir.

Toplamda 65 MPN kan 6rnegi dondurulmus, ¢ézdirtimis ve bunlardan genomik DNA ekstrakte
edilmistir. Tim 6rnekler her iki genomik DNA ektraksiyon yontemi igin DNA kalite kontrollerinden
de gecmistir.

Deming regresyonu, her iki yontemle 6lcilen JAK2 mutasyon yuzdelerini karsilagtirmigtir. Sekil 4'te
gosterildigi gibi, %0 ila %95 mutasyon seviyesi olan JAK2 mutasyonlari olan érneklerde (R?>=0,969)
referans yontem ile ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti arasinda glglu bir korelasyon mevcuttur.

Mutasyon ylzdesi

Jak2 Kiti, manuel ekstraksiyon

I I I I I
0 20 40 60 80

Referans yontem: MutaQuant

Sekil 4. Ayni 6rnekler Gizerinde ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti ve referans bir yontem ile elde edilen JAK2 V617F
mutasyon yiizdeleri grafigi.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile elde edilen JAK2 mutasyon yizdeleri global olarak referans
yontemiyle elde edilenlerden daha yuksektir; bu da s6z konusu yeni kitin daha hassas oldugunu
gosterir (~ 1 log) (9).
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket tizerinde gorulebilir:

<N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
<N>
Son kullanma
IVD in vitro tani amagh tibbi cihaz

Katalog numarasi

LOT Lot numarasi

Materyal numarasi

Kiresel Ticaret Parga Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

R~ EE A

Uretici
U
//|T Isiga maruz birakmayin
[ ]

Kullanim talimatlarina bakin

=

Uyari
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lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin lutfen www.giagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik Servis
Bolimlerinden birine veya vyerel dagiticilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgisi

Uriin icindekiler Kat. no.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (24) 24 reaksiyon igin: Yabanil tip JAK2 Gen Kontroli, JAK2 V617F Kontrol Geni, JAK2 673623
WT Quant Standartlari, JAK2 MT Quant Standartlari, JAK2 WT Reaksiyon
Karigimi, JAK2 MT Reaksiyon Karigsimi, Taq DNA polimeraz, dilatasyon i¢in TE
tamponu, NTC igin su

Rotor-Gene Q MDx — klinik uygulamalarda in vitro diagnostik olarak dogrulanmis gergek zamanli PCR analizi igin

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform 5 kanall (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) ve HRM kanalli gergek zamanli 9002032
PCR cycler ve Yiksek Gozunurlikli Melt analizérd, dizusta bilgisayar, yazilim,
aksesuarlar, malzeme ve isgGilik igin 1 yil garanti; kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) ve HRM kanalli gercek zamanli 9002033
PCR cycler ve Yiksek Cozinurluklli Melt analizord, dizistu bilgisayar, yazilim,
aksesuarlar, malzeme ve isgilik igin 1 yil garanti; kurulum ve egitim

Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Software Rotor-Gene Q ile birlikte rutin testler icin yazilim 9024203

Rotor-Gene Assay Manager 2.1 License Tek bilgisayara yukleme igin bir adet lisansli yazilim 9025620

Loading Block 72 x 0.1ml Tubes 72 x 0,1 ml tiiplerde tek kanalli pipetle manuel reaksiyon kurulumu igin aliminyum 9018901
blok

Strip Tubes and Caps, 0.1ml (250) 1000 reaksiyon igin 4 tiip ve kapakli 250 strip 981103

Strip Tubes and Caps, 0.1ml (2500) 10.000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakli 10 x 250 strip 981106

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit 50 hazirlama igin: QlAamp Mini Dénel Kolonlar, Tamponlar, Reaktifler, Tupler, 61104
VacConnectors

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit Her biri 200 pl'lik 192 hazirlama igin: 2 reaktif kartusu ve enzim raflari ile 937236
aksesuarlari igerir.

QIAsymphony SP ve aksesuarlari

QIAsymphony SP System QIAsymphony 6rnek hazirlama modiili: kurulum ve egitim, 1 yillik parga ve isgilik 9001751
garantisi icerir

QIAsymphony SP QIAsymphony 6rnek hazirlama moddilii: pargalar ve isgilik igin 1 yillik garanti 9001297
dahildir

Sample Prep Cartridges, 8-well (336) 8 kuyucuklu érnek hazirlama kartuslari, QlIAsymphony SP ile kullanim igin 997002

8-Rod Covers (144) QIAsymphony SP ile kullanim igin 8 Rod Kilifi 997004

Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (1024) Tek Kullanimlik Filtre Uglari, askilanmis; (8 x 128). QlAcube® ve QIAsymphony 990332
SP/AS cihazlariyla kullanim igin

Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP (1024) Tek Kullanimlik Filtre Uglari, askilanmis; (8 x 128). QIAsymphony SP/AS cihazlari 997024
ile kullanim igin

Elution Microtubes CL (24 x 96) Steril olmayan polipropilen tiipler (0,85 ml maksimum kapasite, 0,7 ml'den az 19588
saklama kapasitesi, 0,4 ml elisyon kapasitesi); 96'lik raflarda 2304 adet; kapak
seritleri dahil

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 birim/ml, soltisyon) 19101

Buffer ATL (200 ml) 1000 hazirlama igin 200 ml Doku Lizis Tamponu 19076
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Glncel lisans bilgileri ve Urine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya
kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlar www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya yerel distribltérinizden

istenebilir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi  09/2017

46


http://www.qiagen.com/

Bu {rlin in vitro tani amagli kullamim igindir. ipsogen Uriinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari triinler Gretmek (izere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber veriimeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin yayin tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir
durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal, 6zel, goklu veya dolayh zarar igin yiikiimli olmaz.

ipsogen Urlinlerinin belirtilen spesifikasyonlar karsilayacagi garanti edilir. QIAGEN'nin yegane yikiimliliigi ve misterinin yegane telafi hakki triinlerin garanti edildidi sekilde uygulanamamasi durumda (riinlerin
Ucretsiz olarak degistirimesi ile sinirlidir.

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

Bu Urlinlin satin alinmasi JAK2V617F hedefli ilaglar icin klinik ¢alismalarda kullaniimasi agisindan herhangi bir hak vermez. QIAGEN bu tiir kullanimlar igin spesifik lisans programlari gelistirir. Litfen hukuk bélimimuzle
irtibat kurun:jak2licenses@qiagen.com.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAcube®, QIAsymphony®, HotStarTag®, ipsogen®, MutaQuant®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo Fisher Scientific
Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co).

Sinirl Lisans Anlagmasi

Bu Urintin kullaniimasi ipsogen JAK2 RGQ PCR Kitinin herhangi bir satin alani veya kullanicisinin su sartlari kabul ettigini belirtir:

1 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti sadece ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabina gore ve bu Kitte bulunan bilesenlerle kullanilabilir. QIAGEN, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kiti El Kitabi ve www.giagen.com adresinde
bulunan ek protokollerde tanimlananlar disinda bu kite dahil edilmemis herhangi bir bilesen ile Kit igindeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri mlkiyet altinda bir lisans vermez.
Agclkga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

QIAGEN aglkga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

Bu Kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve bagka birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi
bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri miilkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim
durumlarda avukat Ucreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.qgiagen.com.

HB-1829-005 1107956 157038730 © 2017 QIAGEN, tim haklan sakhdir.
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