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QIAGEN Ornek ve Test Teknolojileri

QIAGEN herhangi bir biyolojik érnegin igeriginin izolasyonunu ve tespitini
saglayan yenilikgi 6rnek ve test teknolojilerinin énct saglayicisidir. Geligmis
yUksek kaliteli Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca basari saglar.

QIAGEN su standartlari belirler:

B DNA, RNA ve proteinlerin saflaghiriimasi
B Nuokleik asit ve protein dlgumleri

B mikroRNA aragtirmasi ve RNAI

B Ornek ve test teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz, Ustin basar ve dnemli buluglar elde etmenizi saglamaktir. Daha
fazla bilgi icin, www.qiagen.com adresini ziyaret edin.



icindekiler

Kullanim Amaci 4
Ozet ve Agiklama 4
Prosedir Prensibi 6
Saglanan Malzemeler 8
Kit icerigi 8
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler 9
Uyarilar ve Onlemler 10
Genel énlemler 10
Reaktifi Saklama ve Kullanma 11
Prosedir 12
Ornek DNA hazirhig 12
Nuokleik asitlerin saklanmasi 12
Protokoller
B 72 t0plUk rotora sahip Rotor Gene Q cihazlarinda gPCR 12
B Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlarinda gPCR 21
B LightCycler 480 cihazinda gPCR 30
B LightCycler 2.0 cihazinda gPCR 37
Sonuglarin Yorumlanmasi 42
Grafik gésterimi ve kalite kontrol kriterleri 42
Normalize FAM/VIC oranini ve genotiplemeyi hesaplama 43
Sorun giderme kilavuzu 46
Kalite Kontrol 48
Sinirlamalar 48
Performans Ozellikleri 48
Klinik digi galismalar 48
Klinik caligmalar 50
Referanslar 55
Semboller 56
iletisim Bilgileri 56
Siparis Bilgileri 57

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti El Kitabi  07/2016 3



Kullanim Amaci

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti miyeloproliferatif neoplazm sUphesi olan
bireylerden elde edilen genomik DNA'daki JAK2 V617F/G1849T mutasyo-
nunun tespiti igin tasarlanmigtir. JAK2 V617F/G1849T yoklugu diger JAK2
mutasyonlarinin varligini ekarte etmez. Test, 615 ila 619 (1) kodonlarinda
bulunan ek mutasyonlar olmasi durumunda yanlis negatif sonuclar bildirebilir.

Not: Bu kit, bu kilavuzda verilen asagidaki talimatlarla, belirtilen onaylanmig
reaktifler ve cihazlarla birlikte kullanilmalidir. Bu Grindn herhangi bir etiket disi
kullanimi ve/veya bilesenlerin degistiriimesi QIAGEN sorumlulugunu gegersiz
kilar.

Ozet ve Aciklama

Janus tirozin 2 (JAK2) genini etkileyen tekrarlayan somatik mutasyon V617F,
2005 (2-5) yilinda tanimlanarak miyeloproliferatif neoplazmin (MPN)
anlagilmasi, siniflandirilmasi ve tanisinda buydk ilerlemeye 6nciltk etmistir.
JAK2, eritropoietin dahil olmak Uzere birgok sitokin igin dnemli bir hicre igi
sinyal molekdludur.

JAK2 V617F mutasyonu polisitemi vera (PV) hastalarinin >%95'inde, esansiyel
trombositemi (ET) hastalarinin %50 ila %60'inda, primer miyelofibroz (PMF)
hastalarinin %50'sinde saptanmighir. JAK2 V617F kronik miyelomonositik
|6semi, Miyelodisplazik sendrom, sistemik mastositoz ve kronik nétrofilik
|6seminin bazi nadir durumlarinda da tespit edilmistir ancak KML'de %0'dir (6).

Mutasyon, proteinin (JH2 domaini) 617. pozisyonunda tek bir valin’in (V),
fenilalanin’e (F) dénUsimUne neden olan JAK2 geninin 14. eksonundaki 1849.
nUkleotidinin tek nukleotid degisimine karsilik gelir. JAK2 geninin konstititif
aktivasyonuna, in vitro hematopoetik transformasyona, PV'li tm hastalarda, ET
ve PMF hastalarinin biyitk béliminde eritropoietinden bagimsiz eritroid koloni
(EEC) olusumuna neden olur (7). JAK2 V617F MPN'deki hematopoetik
hicrelerin transformasyonunda énemli bir etmeni temsil eder; ancak tamamen
benzer patolojik mekanizmalarin ayni benzersiz mutasyonlarla béylesi farkli
klinik ve biyolojik antiteler ile sonuglanmasi heniz tam olarak agiklanamamigtir.

Geleneksel olarak, MPN'lerin tanisi kliniksel, kemik iligi histolojisi ve sitogenetik
kriterlerine gére konulurdu. Hastaliga 6zgu 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) igin referans
DSO 2008 kriterlerinin bir parcasidir ve bu mutasyonun varligi taninin
dogrulanmasi igin dnemli bir kriterdir.
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Tablo 1. MPN tanisi icin DSO kriterleri (referans 8'den uyarlanmistir)

Polisitemi vera (PV) tani kriterleri
Maijér 1. Hemoglobin (Hgb) >18,5 g.dI"! (erkek) veya >16,5 g.dI"! (kadin)
ya da
Yas, cinsiyet, yasanan yerdeki rakima gére belirlenmis referans
araliginin >99. persentil Hgb veya hematokrit (Hct) degeri ya da
bazal degerde, demir eksikliginin dizeltiimesine dayandirilamayan
>2 g.dl"! seviyesinde devamlilik gésteren artisla iliskili oldugunda
Hgb >17 g.dl"' (erkek) veya >15 g.dI"' (kadin)
Eritrosit kitlesinin normal éngérilen ortalama degerinden %25'den
daha fazla artigi
[2. JAK2V617F veya benzer mutasyon varligi ]
Minér 1. Kemik iliginde her ¢ seride arhig
2. Serum eritropoyetin dizeyinin normalin altinda olmasi
3. Endojen eritroid koloni (EEC) olusumu
Esansiyel trombositemi (ET) tani kriterleri
Maijér 1. Trombosit sayimi =450 x 107 I'!
2. BuyUk ve olgun morfoloji ile megakaryosit artigi.
Granilosit veya eritroid artiginin olmamasi veya az olmasi
3. Kronik miyeloid |6semi (KML), PV, primer miyelofibroz (PMF),
miyolodisplastik sendrom (MDS) veya diger miyeloid neoplazmlar igin
DSO kriterlerinin karsilanmamasi
(4. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin gésterilmesi ya da |
Reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi
Minér -
Primer miyelofibroz (PMF) tani kriterleri
Maijér 1. Retikilin ve/veya kollajen fibrozisle beraber megakaryosit artig
ve atipi varligi ya da
Retikilin fibrozis yoklugunda, megakaryositik degisikliklere, artmig
kemik iligi sellGleritesi, grantlositik proliferasyon ve siklikla azalmig
eritropoez (6rn. prefibrotik) eglik etmelidir
2. (KML), PV, MDS ve diger miyeloid neoplazmlar icin DSO
kriterlerinin karsilanmamasi
(3. JAK2V617F veya diger klonal markirlarin gésterilmesi ya da |
Reaktif kemik iligi fibrozisi bulgusunun olmamasi
Minér 1. Lékoeritroblastozis
2. Serum laktat dehidrogenaz (LDH) duzeyinde arhig
3. Anemi
4. El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

Son yillarda, uluslararasi uzmanlar PV ve ET'de yapilan klinik galismalar igin
kriterler dnermigtir. Allogreft, alfa-interferon veya hidroksiure ile ilgili verilere
dayanarak, JAK2V617F kantifikasyonu tedavi yanitinin izlenmesi agisindan
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potansiyel olarak yararli bir arag olarak kapsama dahil edilmistir (9). Klinik
gelismede, bazi yeni anti-JAK2 hedefli ilaclara yanit olarak JAK2 V617F
yUkUnde bir azalma gézlenmistir (10).

Prosedir Prensibi

Allelik diskriminasyon testinde, iki TagMan® probu coklu testte kullanilir. Biri
allel 2 dizisiyle tam eglesir (6rn., yabani tip allel) digeri allel 1 dizisiyle tam
olarak eslesir (6rn., mutasyon tasiyan allel). Her bir prob 5' ucunda ayirici
floresan boya (Haberci, FAM™ veya VIC® gibi) ile etiketlenmistir ve 3' ucunda
floresan olmayan Baskilayici molekuls icerir. Problar daha yUksek stabiliteye ve
dolayisiyla daha dogru allelik diskriminasyona sahip daha kisa problarin
kullanimina izin veren minér oluk baglayicit (MGB™) bir molekdl de igerir.

PCR'in uzama fazi sirasinda, Taq polimeraz 5'—3' ekonikleaz aktivitesiyle tam
olarak eslesen probu kesip cikartarak Haberci boyayr Baskilayicidan ayirir ve
boylece tespit edilebilir floresan serbest kalir. Tam olarak eslesmeyen prob Taq
polimeraz tarafindan kesilip ¢ikarlmak yerine degistirilir ve haberci boya
serbest kalmaz. Olusan floresan sinyali (VIC veya FAM) PCR'in sonunda

(son nokta) toplanir ve kontaminasyon riskini de artiran uzun ve zahmetli PCR
sonrasi adimlara gerek olmadan hemen &rnekteki (yabani tip allel, mutasyona
ugramis allel veya her ikisi) hedeflenmis dizinin/dizilerin varhgini gésterir. Hedef
dizinin gergek miktar belirlenmez.

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti bu teknolojiyi sekilde gésterildigi gibi kullanir
(bkz. Sekil 1).
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Sekil 1. TagMan probu coklu test. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti allelik diskriminasyon
icin bu teknolojiyi kullanir.
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (19)
Katalog no. 673123
Reaksiyon sayisi 19
V617F Positive Control* MP-VF 30 ul
(V617F Pozitif Kontrol)

V617F Negative Controlf MN-VF 30 ul
(V617F Negatif Kontrol)

Reference Scale M1# 30 ul
(Referans Olgegi M1) M1-VF

Reference Scale M2+ 30 ul
(Referans Olcegi M2) Ll

Reference Scale M3* 30 ul
(Referans Olcegi M3) M3-VF

Reference Scale M4+ 30 ul
(Referans Olgegi M4) el

Reference Scale M5* 30 ul
(Referans Olcegi M5) M3-VF

Reference Scale Mé* 30 ul
(Referans Olcegi M6) el

Primers and probes mix JAK2 V617F¢ PPM-VF 145 0l
(Primer ve prob karigimi JAK2 V617F) 10x H
ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit |
Handbook (Ingilizce)

* Pozitif kontrol: %100 V617F DNA.
t Negatif kontrol: %100 yabani tip DNA; %0 V617F DNA.
* Referans dlcegi (genomik DNA dilusyonlari).

¥ JAK2 geni icin spesifik ters ve ileri primerler, spesifik V617F FAM probu ve yabani tip VIC
probu karigimi.

Not: Kullonmadan énce tipleri kisa sureli santrifij edin.
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Not: Bilinmeyen &rneklerin ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti ile analizi genomik
DNA ekstraksiyonunu gerektirir. DNA ekstraksiyonunu gerceklestirmek igin
gerekli reaktifler (6rn., QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit, kat. no. 51304)
saglanmamustir, bunlar kitle birlikte onaylanmig olmalidir.

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gézIik kullanin. Daha fazla bilgi igin, Orin saglayicisindan
edinebileceginiz, uygun givenlik veri sayfalarina (SDSs) bagvurun.

Reaktifler
B Nukleaz icermeyen PCR sinifi su

B Nokleaz icermeyen 1x TE tamponu, pH 8,0 (6rn., Thermo Fisher Scientific,
kat. no. 12090-015)

B Toampon ve Tag DNA polimeraz: Onaylanan reaktifler: TagMan Universal
PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific,
kat. no. 4304437) ve LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. no. 04535286001)

B 0,5x TBE elektroforez tamponunda hazirlanan %0,8-1'lik agaroz jel igin
reaktifler

Sarf Malzemeleri

B Nokleaz icermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglar
B 0,5 mllik veya 0,2 ml'lik RNaz ve DNaz icermeyen PCR tUpleri

M Buz

Ekipman

B PCRigin ayrilmig mikrolitre pipetleri* (1-10 ul; T0-100 ul; 100-1000 ul)

B 0,2 ml/0,5 ml'lik reaksiyon tUpleri igin rotora sahip masaUsty santrifoj*
(10.000 rpm'ye ulagma &zelliginde)

B DNA miktar tayini icin spektrofotometre*

B Gergek zamanli PCR cihazi:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM veya diger
Rotor-Gene cihazlari; LightCycler 2.0 veya 480; Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
ABI PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS veya ABI PRISM 7900HT SDS;
ve iligkili spesifik malzeme

B Degisken alanli jel elektroforezi igin ekipman*

* Cihazlarin Ureticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler
in vitro tani amach kullanim igindir

Kimyasallar ile caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nliguo, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gézIuk kullanin. Daha fazla bilgi igin [Gtfen Grin
saglayicisindan edinebileceginiz, uygun guvenlik veri sayfalarina (SDSs)
basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, gérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.giagen.com/safety adresinde cevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF
biciminde mevcuttur.

Ornegi ve test ahigini yerel givenlik diizenlemelerinize gére atin.

Genel onlemler

gPCR testleri ekipman bakimi dahil olmak Uzere, molekuler biyolojiye 6zel ve
yurorlGkteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar
uygulamalari gerektirir.

Bu kit in vitro tani amagl kullanim icindir. Bu kit iginde saglanan reaktifler ve
talimatlar en iyi performans icin onaylanmistir. Reaktiflerin daha fazla
seyreltilmesi ya da inkibasyon surelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatali
veya uyumsuz verilere neden olabilir. PPM-VF reaktifi 1si§a maruz kalmasi
durumunda degisiklige ugrayabilir. Tum reaktifler bu testle kullaniimak Uzere
6zel olarak formule edilmistir. Testin en iyi performansi igin hicbir degisim
yapilmamalidir.

Asagidakilerin 6nlenmesine ¢ok dikkat edin:

B Kalip DNA degradasyonuna neden olabilecek DNaz kontaminasyonu
B Yanhs pozitif sinyale yol acan DNA veya PCR taginma kontaminasyonu
Bu nedenle asagidakileri dneririz.

B Nukleaz icermeyen laboratuvar malzemeleri (6rn., pipetler, pipet uglari,
reaksiyon siseleri) kullanin ve testi gerceklestirirken eldiven takin.

B Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu dnlemek igin tom
pipetleme adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

B  On-PCR ana karigimini hicbir DNA matrisinin (DNA, plasmid) iceri
sokulmadigr ayrilmig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.)
kullanarak hazirlayin. Kalibr ayri bir bélgede (tercihen farkli bir odada)
6zel malzemeler (pipetler, uclar vb.) kullanarak ekleyin.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma
Kitler kuru buzda génderilir ve teslim alindiktan sonra -15°C ila -30°C arasinda
saklanmalidir.

B Primer ve prob karigimlarinin (PPM-VF t0p0) 151§a maruz kalma siresini en
aza indirin.

B Ac¢madan énce tipleri yavasca karigtirin ve santrifij edin.
B Tom kit bilegenlerini orijinal kaplarinda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmig hem de agilmamis bilesenler igin gegerlidir.
Etiket Uzerinde belirtilenlerin digindaki kosullarda saklanan bilesenler dizgin
cahsmayabilir ve test sonuclarini olumsuz etkileyebilir.

Her bir reaktif icin son kullanma tarihleri kendi bilegen etiketleri Gzerinde
belirtilmigtir. Dogru saklama kosullari altinda, bu Grin etiketin Ustinde yazih
olan son kullanma tarihine kadar performansini korur.

Bu Urindn instabilitesini belirten higbir belirgin isaret yoktur. Ancak, pozitif ve
negatif kontroller bilinmeyen numunelerle ayni anda ¢aligilmalidir.

I EEEE—————————————————————————————
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Prosedir

Ornek DNA hazirlig

Genomik DNA tam kandan, saflaghnlmig periferal kan lenfositlerinden,
polintkleer hicrelerden veya granilositlerden elde edilmelidir. Sonuclar
karsilagtirabilmek igin, ayni hicresel fraksiyonu ve DNA ekstraksiyon yéntemini
kullanmanizi éneririz. DNA ekstraksiyonu laboratuvarda kullanilan herhangi bir
yontemle veya ticari ydntemle gergeklestirilmelidir.

DNA miktari 260 nm'deki optik yogunlugun 8lcim ile tespit edilir. DNA kalitesi
spektrofotometre veya jel elekiroforezi ile degerlendirilmelidir.

Aseo/Aqgo orani 1,7-1,9 araliginda olmalidir. Daha kictk degerler genellikle
protein veya organik kimyasallar ile kontaminasyonu gésterir. %0,8-1'lik agaroz
jelindeki elektroforetik analiz izole edilmis DNA'nin yaklasik 20 kb'lik farkh bir
bant olarak gérilmesine izin vermelidir. Hafif bir simir kabul edilebilir.

Elde edilen DNA, TE tamponunda 5 ng/ul'ye seyreltilir. gPCR reaksiyonu, 25 ng
saflaghirnimig genomik DNA igin optimize edilmigtir.

Nukleik asitlerin saklanmasi

24 saate kadar kisa streli saklama igin saflagtinlmig ndkleik asitlerin 2-8°C'de,

24 saatin Uzerindeki uzun sireli saklama icin -20°C'de saklanmasini éneririz.

Protokol: 72 tGplik rotora sahip Rotor Gene Q
cihazlarinda qPCR

Bu cihazi kullanirken, tim dlcimleri Tablo 2'de gésterildigi gibi ¢ift tekrarl
gerceklestirmenizi dneririz.

Tablo 2. 72 toplUk rotora sahip Rotor Gene Q MDx 5plex HRM veya
Rotor Gene Q 5plex HRM cihazlari icin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primer ve prob karisimi (PPM-VF) (56 reaksiyon)
19 DNA 6rnegi 19 x 2 reaksiyon

2 x 2 reaksiyon (MP-VF, MN-VF, her
biri iki kere test edilmistir)

6 x 2 reaksiyon (M1 ila M6, her biri
iki kere test edilmistir)

2 DNA kontrolU

Referans dlcegi

Su kontroli 2 reaksiyon
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72 tiplUk rotora sahip Rotor Gene Q cihazlarinda érnek isleme

57 S8 S8 S9 S9
s6 S7 S]OSIO

o 6 OOOOOOOO STy,

Sekil 2. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti ile deney icin 6nerilen rotor ayarlari.
MP-VF: pozitif kontrol; MN-VF: negatif kontrol; M1 ila Mé: referans dlcedi; S: DNA érnegi;
H,O: su kontrolU.

Not: Her zaman test edilecek 6rnegi rotorun 1. konumuna yerlestirmeye 6zen
gosterin. Aksi takdirde, kalibrasyon adimi sirasinda, cihaz kalibrasyonu
gerceklestirmez ve yanls floresan verileri elde edilir.

Tum diger konumlari bosg tiplerle doldurun.

72 tGplUk rotora sahip Rotor Gene Q cihazlarinda qPCR

Not: Tom adimlar buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. TOom gerekli bilesenleri ¢6zindirin ve buza yerlestirin.

Bilesenler, prosediri baglatmadan énce yaklasik 10 dakika dondurucu
disina alinmalidir.
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2. TOm tipleri vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifoj edin (t0pUn
altindaki siviyr toplamak icin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. lIslenecek érnek sayisina gére asagidaki qPCR karisimini hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 3, 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek icin hesaplanmig bir
reaksiyon karigiminin hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On

karigim ayni primer ve prob karigimi kullanilarak reaksiyon sayisina gére
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini telafi etmek igin ilave hacimler eklenir.

Rotor-Gene cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti bir deneyde iki
tekrarli olarak 19 érnegin analizi icin kullanilabilir (Sekil 2).

Tablo 3. qPCR Karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)

Son
Bilesen 1 56+1* konsantrasyon
TagMan Universal
PCR Ana karigimi, 2x 12,5 712,5 Ix
Primer ve prob 2.5 142,5 Ix
karigimi, 10x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su > 285 )
Ornek (adim 4'te 5 her biri 5 )
eklenecek)
Toplam hacim 25 her biri 25 -

*19 érnek; 1 deney/kit.

4. qPCR karigimini vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifij edin
(topUn altindaki siviyir toplamak icin yaklasik 10 saniye,
10.000 rpm'de).

5. Her tope qPCR 6n karisimindan 20 ul dagitin.

6. llgili tupe 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden 5 ul ekleyin
(toplam hacim 25 pl).

7. Yukan asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

8. PCR tiuplerini kapatin. TUpleri Ureticinin tavsiyelerine gére 72 toplik
rotora yerlestirin. Tum diger konumlari bos tiplerle doldurun.
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9. Kilitleme halkasinin (Rotor-Gene cihazinin aksesuari) calisma
sirasinda toplerin yanlislikla agilmasini 6nlemek icin rotorun Gstone
yerlestiginden emin olun. Rotoru Ureticinin tavsiyelerine gore
Rotor-Gene Q cihazina yerlestirin.

10. JAK2 DNA'sinin tespiti igin, sicakhik profilini asagidaki adimlara gére

olusturun.
Genel test parametrelerinin ayarlanmasi Sekil 3, 4
DNA amplifikasyonu Sekil 5
Floresan kanal hassasiyetinin ayarlanmasi Sekil 6

Cihaz kullanici kilavuzunda Rotor-Gene cihazlarinin programlanmasiyla
ilgili daha fazla bilgi bulabilirsiniz. Sekillerde, yazim ayarlar kalin siyah
olarak cercevelenmistir. Sekiller, Rotor-Gene Q Cihazlari icin verilmistir.

11. Rotor-Gene Yazilimini basglatin. “New Run” (Yeni Calisma) iletisim
kutusunda, “New” (Yeni) secenegini tiklatin.

( New Run E

Quick Start  Advanced

Imports the cycling
Perform Last Run and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software,

Empty Run

Three Step with Melt
Two Step

l1 HRM™

| Other Runs

o

Instrument Maintenance

QJJ J Open A Template In Another Folder. ..

[V Show This Screen When Software Opens

Sekil 3. “New Run” (Yeni Calisma) iletisim kutusu.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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12. “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusunda,
hacmi 25 pl olarak ayarlayin ve “Next” (Sonraki) dogmesini tiklatin.

New Run Wizard

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
Notes : Programme PCR allelic discrimination can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

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

Operator : IDB

* . Reaction =
Volume (uL): s =l

Sample Layout I _|

Sekil 4. Genel test parametrelerinin ayarlanmasi.

13. Bir sonraki “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim
kutusundaki “Edit Profile” (Profili dizenle) dGgmesini tiklatin ve
sicaklik profilini Tablo 4 ve Sekil 5'te gosterildigi gibi programlayin.
Hem Yesil (FAM) hem de Sari (VIC) kanallar icin her bir dongide,
60°C'deki son tarama adimini eklediginizden emin olun.

Tablo 4. Sicaklik profili

Tutma Sicaklik: 50 derece
Sure: 2 dak.
Tutma 2 Sicaklik: 95 derece
Sure: 10 dak.
Dongi 50 kez

15 sn. igin 92 derece
1 dak. icin 60 derece; tek
Yesil DéngU A kanalindaki FAM floresan taramasi

Sari DéngU A kanalindaki VIC floresan taramasi

16 ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti El Kitabi 07/2016



& Edit Profile E

e 2
Open Save as
The un wil take appecximately 110 mnule[s] 1o complete. The graph below represents the tun to be performed sehac .
Acquisition r
e

Acquistion Conlfiguration 1
Avaiable Channels Acquiing Channels

Click on a cycle below to modify it Name | )

Hold Insert altes.. Crimson Green

N K
‘I Insedt before o o 5
<
Remove
—
s cycle repeaill 50 | time(s)}

To scquite from & channel, select it from the kstin the left and click >. To stop acquiing from &

Click on one of the 31eps Delow 1 modty R, of press + of - to add and remove steps for this cycle. channel, select Rin the right-hand st and click <. To temove al acquisions, cick <<

Timed Step =l EE
60.deg 92 deg for 15 sec
Not Acquiing Dye Channel Selection Chart

60 deg. for B0 sec Green | 470nm [510nm | FAM ¥, SYBR Green 1, Fluotescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 488+ |
‘Yelow |530nm |555nm  |JOE, VICY, HEX, TET'Y, CAL Fluot Gold 540, Yakima Yelow
Drange | 585nm |610nm | ROXY, CAL Fhuot Red 6107, Cy357), Texas Red ., Alexa Fluot 568+

4 | 6250m | 860nm | Cy5*, Quasar 670, Alexa Fluor 633

680nm | 710hp Quasar705*, Alexa Fluor 680
e [

Sekil 5. DNA amplifikasyonu.

14. Floresan kanallarinin tespit araligi PCR tiplerindeki floresan
yogunluklarina gére belirlenmelidir. “Auto-Gain Optimisation
Setup” (Otomatik Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim
kutusunu agmak icin “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi)
iletisim kutusundaki “Gain Optimisation” (Optimizasyon Saglama)
digmesini tiklatin. “Optimise Acquiring” (Taramayi1 Optimize Et)
dogmesini tiklatin (Sekil 6) ve ardindan her bir kanal igin (Yesil
ve Sari, Sekil 6) “Auto-Gain Optimisation Settings” (Otomatik
Optimizasyon Saglama Ayarlari) iletisim kutularindaki “OK”
(TAMAM) digmesini tiklatin. Her bir kanal igin “Perform

Optimisation Before 1st Acquisition” (Optimizasyonu ilk Taramadan

Once Gerceklestir) kutusunu isaretlediginizden emin olun (Sekil 6).

X Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Optimisation
N Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at Channel S'"'"gs —
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are =
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the Channel : Green Tube Posttion L
chemistry you are performing
TagetSampkeRange: B —Flwpt[i0 A
Set temperature to —l degrees T = ® =
1 Optiriss AT § LOptinkss &cading Acceptable Gain Range: |10 j o |10 j
3
Perform O, At60D s At B OfR
'erform Optimisation At egree: eginning un | Cancel ! Help ‘

Channel Settings

I =l L] a

Auto Gain Oplmlsallon C hannel Semngs

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading [ Min Gain | Max Gain Edit
Green 1 SF1 10FI -10 10
Yelow 1 pa 11 10 10 Remove Chamel Settmgs 5
Remove All Channel: Yellow Tube Position 1 —
=4 =
Target Sample Range: |5 <iFluto 10 = 7 fu— 2
Acceptable Gan Range: |10 b 10 —
<« |
['—I A I Close | Help I Cancel [ Help

Sekil 6. Floresan kanal hassasiyetinin ayarlanmasi.
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15. Kanal kalibrasyonu araciligiyla belirlenen kazang degerleri otomatik
olarak kaydedilir ve programlama prosedirinin son meni
penceresinde listelenir. Programi ¢alishirmak i¢in “Start Run”
(Calismayi Baslat) dogmesini tiklatin.

16. Rotor-Gene yazilimindaki rotor ayarlarini girin (Sekil 7).
LN EdifSamples J\.-’]Q‘

File Edit Format Security

| Rotor Style I
Settings :
Given Conc. Format: [123456,789123467 _~ | Unit: [copies/reactio v | More Options

Samples :
[ I IEINEEE]
C |ID |Name | Type | Groups | Given Conc. -
1 PC Positive Control j
= 2 PC Positive Control
3 H20 NTC
4 None
| 5 NC Negative Control
| 6 NC Negative Control
B H2 NTC
8 None
3 RS Unknown
10 RS Unknown
1 None
12 None
13 51 Unknown
14 51 Unknown
15 s2 Unknown
16 52 Unknown
B 17s3 Unknown
I 18s3 Unknown
. 1954 Unknown
Lzo S4 Unknown ~|
. o
Page :
Name : |[JAK2 Ipsogen _]_, New | Synchronize pages
Undo | OK | Cancel | Help |

Sekil 7. Rotor-Gene ayarlari: “Edit Samples” (Ornekleri Dizenle).

Rotor-Gene Q 5plex HRM cihaz ayari icin son nokta analizi prosediro

144

17. PCR programi sonlandirildiktan sonra, ara¢ cubugundaki “Analysis
(Analiz) dogmesini tiklatin (Sekil 8).

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

(File Analysis Gain View Window Help
CH| 9 \m F W B W(w) B .
Open Save | Help J Settings Profile  Temp. Samples \Analysis JReports Arrange

‘ Channels Cycling A.Green .~ Cycling A.Yelow . CyclingB.Green . Cycling B.Yellow ‘

Sekil 8. Analiz.
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18. “Analysis” (Analiz) iletisim kutusunda (Sekil 9), “Cycling A Green”
(D6ngi A Yesil) secenegini ¢ift tiklatin ve ardindan “OK” (TAMAM)
digmesini tiklatin. Cycling A yellow (Déngu A san) igin tekrarlayin.

Analysis X

'I .l Cycling A.Greﬂ )
yeiing A.Yellow ‘ At Least Two Standards Required

i The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2

selected standards. To set this up, right-click on the sample list and select Edit
Samples...

y

12

an't chow this massans in fuhre
ONT Show TS MesSSage m uure,

Show | Hide |
™ Auto-shrink window

Sekil 9. Miktar Tayini: “Cycling A. Green” (Déngu A. Yesil).

19. Yeni bir pencere goériuntilenir (Sekil 10). Sekil 10'da gosterildigi gibi
her iki panelde “Slope correct” (Egim dizeltme) secenegini tiklatin.

€ H View g £ s "y
= el Settegs Progress Profle  Temp. Samples Anlyss Reports Amange
Chan ey A Groen e -
Quantitation Anatysts - Cycling A Yellow (msppo1 ez) Ee] X P,'“' *
| I —
B 11 —T—
- . T
g0 ————— ' Y i | |5 e
3 _— 3 7 L
= - = / 8 h2o
. - . S——
1 =
e ~ Qi i QLI e
- e 8
10 = 2 asx
< 0 10 13 1%
2 ® H -
do  Dofak Scoe o A Scoe koS o do a
ax
8%
N R 123

Sekil 10. “Slope correct” (Egim dizeltme) seceneginin ayarlanmasi.

20. Verileri disa aktarmak icin, Excel® veri sayfasi olarak kaydedin. “OK”
(TAMAM) digmesini tiklatin, disa aktarma dosyasina bir ad verin ve
metin dosyasini (*.txt) kaydedin.
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21. Metin dosyasini Excel'de acin ve situn A'yi secin. “Data” (Veriler)
secenegini ardindan “Convert” (Donistir) ve “Next” (Sonraki)
seceneklerini tiklatin. “Comma” (Binlik Ayraci) secimini yapin ve
ardindan “End” (Sonlandir) dGgmesini tiklatin. Sonucglar Sekil 11'de
gosterildigi gibi gériuntilenir.

a 0 ° [ 3 v la[M[ ][k LIM[N]0[Pa]R[ S| 1] Ul v]w] x| v]2|ANABACADALIAIAGAH AlAJAKALAM AN AG AP AG AR AS AT AU AV AV A AT a o
1| Excel Raw Data Export
2 Copyright 3 GIAGEN Company. Allrights reserved.
> |File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (1).rex
« Date 4260200
s Time  #anawn
.
» Channel Cycling A.Green
+ D MSPPO1 1 2 3 45 OO 49 50
B 1 pC | 567432 581979 586158 531928 6 W H BB B R E RN R RN RN e 63428 63832195
" 2 pC | 583912 59781 597858 6.02344 6 H B H BB BB R R R R RN RN 647205 508N
" 3 nC_ | 574617 579667 586391 581854 6 77778888888999998 %88 93929 1005624
® 4 nC 610742 64017 6434 G4BT 6 8888993 8NRNNTNINTSSSN 12478 12607975
o 5 1S 6.M824 624693 625727 630106 & 88889938 NTNNESES®EEEE HEET2 1MIM44076
" 6 1S 5869 533827 53459 538132 6§ 7788899993888 N1 N8N8 8S 120818 13302488

— " 7 W20 | 60BI2 61835 613238 616018 6 777777772777777777777 740312 74200264

Q * 8 h20 | 577198 5854 590655 590239 6 77777777777777777777 7064 7219062

—_— 3 3 0 576232 584283 589174 53043 € 7778888899939 8 888888 10405 10603087

= " 00 581827 591948 592752 532732 6§ 7777788888899998 8888 102008 104255093
" N 05 | 579919 682568 585641 594186 6 7778888899999 888888 1059 1074528

g) 20 2 05 | 619059 616993 616346 620521 6 7777888899988 8811888 12575 12872075
2
a Channel Cyding A.Yellow

E » 10 MSPPOI 1 2 3 45 SHBEB R BB RN RN 50
2 1 pC | 459685 462247 46313 4671 5 66666667777777777888 73082 8082805

18] 3 2 pC | 4633 472438 4TINS 474741 6 556666666777777788888 80604 8235291

0T 2 3 nC | 453005 467231 464528 47207 5 BB H BB B R R R R R R RN 42205 42626586
) 4 nC | 502795 505531 522326 522507 5 H R H B E B R R R R R e R e 520528 53465024
a 5 1S 502032 501381 504675 51214 5 R R R R RN R R e 475771 47706820
2 6 1S 471329 4TINS 476223 4TN2 6 BR R RN RN R e 42167 42207559
» 7 h20 | 487285 493455 492543 500872 5 6666 6666666666666666 6152 60208579
» 8 h20 | 456801 458861 46386 472888 6 5556056566665666666666 534573 5376249
»n 3 0 462583 460361  4TI013 466348 5 T 6 8 8 8 0 8 08 8 00 0888888 44396 45977775
» 00 ATI4 487286 482816  480M7 5 434785 44.035357
% " 05 46817 472921 47081 472123 § PCR d . 50 42478 42437756
» 2 05 48515 50297 504229 50483 § 47002 47.084382
» evir

— 3

(] » U MSPPUT 1 2 L R I I I )

frpd » 1 pC  B24E-03 507E-03 489E-03 472603 # W A 8 H 8 8 A 8 8 H 8 B 8 H W R 800000 1 11111 11111111111

o “ 2 pC RRESE03 288E03 3ME-03 334E-03 4 % 4 % 8 8 % 8 8 4 8 8 B8 B8RO ®B0000001 11 1111111111111

) « 3 nC SIE03 220E03 205E-03 193E-03 8 8 8 § 8 8 8 8 8 B 8 B B N B H R B H BN BB ERENBNRENBNO0O0NNR0000
« 4 nC w T sewo0n 1000000

> © 5 1S O k d LN . 1000000
“ 6 1S DO 1000000

o o5 Ornek adi it FAM sUtunu i
“ 8 h2o s iy e fewen Waaee

E « 9 0 B49E03 57E03 49BE03 422E-03 4 4 B H A 8 B B H B E B H B BN EEENERO0ORONRERERBO0ONONNO0O0D0

—_— “ 0 0 379E-03 324E-03 270E-03 206E03 % B N B 4 6 B 6 8 B 6 B E BB EEH 0NN EEENEEEREERERENEN0000

o= - M 05 415603 347603 280E03 2E03 4 A A W A B A N B R A B R B O N B RN BB NRRNONNRNONN00000000

o) 50 2 05 642603 SI6E03 JB9E03 262E03 4 M A N A N N B H A R H B R E BN NN RRNRENRNNRNONNR0000000

o |
s

(] » D MSPPO1 2 4567830 NNRNRNERNNS fenee

N s 1 pC  370E-03 309E-03 248E03 1S7E03 4 M N M A W M R W R R W B N W RN #8000

- 5 2 pC 4M9E04 TBE04 LIE03 ISIE-03 N W B W R H BB E R NN B ENEN #0000

© 5 3 nC 220603 244E-03 269E-03 290E03 W M M M W O N RN R B B W B R B BN 11111

— s 4 nC 264E-03 J09E-03 354E03 399E03 M K M H R AN B W R B 11111

© 5 5 (S 5I7E03 528E03 460E03 JSENI M M M H R AN W R BN 11111
5 6 1S B70E-03 579E-03 487E-03 3I5E03 M N M M N B R E R NN RN 11111

© “ 7 h20 730604 102603 130E-03 159E-03 # M M W B R H RN RN DO

[ “ 8 h20 227604 GB6E04 1MEN3 160E03 # W B N R A R R E R BN B EWE W Benaw

© @ 3 0 L7E-02 101E-02 BATE-03 GBJE-03 8 % 8 # 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 & 11111
© 0 0 576E03 491E03 406E03 J22E03 4 M M A H B R H B R E B NN BN 11111

+ “ N 05  5IGE-03 459E-03 402603 J45E-03 8 B H R B K B H R BN B E BB 11111

m “ 14 05 SI9E-03 480E-03 442E03 404EOI R S S B R B B B B B B B B 0 8 8 8 11111

Sekil 11. Excel dosyasinda gosterilen sonuclarin érnegi.

Not: Dosya hem ham verileri hem de Standardize edilmis verileri icerir.
Yalnizca standardize edilmis veriler degerlendirilmelidir.

Bu veriler tablonun DéngU A Yesil kanalinin kantitatif analizi ve Déngi A Sar
kanalinin kantitatif analizi kisimlarinda verilmistir. Yorumlama amagli veriler
PCR'in 50. déngUstnde alinanlardir (sagda bulunan déngulerde).
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Protokol: Applied Biosystems ve ABI PRISM

cihazlarinda qPCR
96 kuyulu plakaya sahip gPCR cihazini kullanirken, tom 8lgimleri Tablo 5'de

gosterildigi gibi iki tekrarli gerceklestirmenizi éneririz.

Tablo 5. Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI

PRISM 7700 ya da ABI PRISM 7900HT cihazlar icin reaksiyon sayisi

Ornekler

Reaksiyonlar

19 DNA 6rnegi

2 DNA kontrolU

Referans dlcegi

Su kontrolU

JAK2 V617F primer ve prob karigimi (PPM-VF) (56 reaksiyon)

19 x 2 reaksiyon

2 x 2 reaksiyon (MP-VF, MN-VF,
her biri iki kere test edilmistir)

6 x 2 reaksiyon (M1 ila M6, her
biri iki kere test edilmistir)

2 reaksiyon

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000 ve 7700, ya da
ABI PRISM 7900HT cihazlarinda 6rnek isleme

et E| =]

o@%@@

e
)OO0

o%o
O DD

IDODT
2@@@

i
oD

Sekil 12. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti ile deney icin énerilen plaka ayarlari.

MP: pozitif kontrol; MN: negatif kontrol; M1 ila Mé: referans dlcegi; S: DNA érnegi;

H,O0: su kontrolu.
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Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700
ya da ABI PRISM 7900HT cihazlarinda qPCR

Not: Tom adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tim gerekli bilesenleri ¢c6ziGndirin ve buza yerlestirin.
Bilesenler, prosediri baslatmadan énce yaklagik 10 dakika dondurucu
digina alinmalidir.

2. TOm tipleri vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifoj edin (t0pUn
altindaki siviy1 toplamak icin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. lIslenecek érnek sayisina gére asagidaki qPCR karisimini hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 6, 25 pl son reaksiyon hacmi elde etmek icin hesaplanmig bir
reaksiyon karigiminin hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On

karigim ayni primer ve prob karigimi kullanilarak reaksiyon sayisina gére
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini telafi etmek igin ilave hacimler eklenir.

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya da
ABI PRISM 7900HT cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti bir
deneyde iki tekrarli olarak 19 6rnegin analizi i¢in kullanilabilir (Sekil 12).

Tablo 6. qPCR Karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)

Son
Bilesen 1 56+1* konsantrasyon
TagMan Universal
PCR Ana karigimi, 2x 12,5 712,5 Ix
Primer ve prob 2.5 142,5 Ix
karigimi, 10x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su > 285 )
Ornek (adim 4'te 5 her biri 5 )
eklenecek)
Toplam hacim 25 her biri 25 -

*19 érnek; 1 deney/kit.

4. qPCR karisimini vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifij edin
(topin altindaki siviyr toplamak icin yaklasik 10 saniye,
10.000 rpm'de).

5. Her kuyuya qPCR 6n karisimindan 20 ul dagitin.
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6. llgili kuyuya 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden 5 pl
ekleyin (toplam hacim 25 pl).

7. Yukan asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

8. Plakayi kapatin ve kisa sureli santrifuj edin (300 x g'de, yaklasik
10 saniye).

9. Plakay: Ureticinin tavsiyelerine goére 1sil donguleyiciye yerlestirin.

10. Isil dénguleyiciyi i1sil dongileme programi ile Tablo 7'de goésterildigi
gibi programlayin ve calismayi baslatin.

Tablo 7. Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlar icin sicakhk

profili

Tutma Sicaklik: 50°C
Sure: 2 dakika

Tutma 2 Sicaklik: 95°C
Sure: 10 dakika

Doéngi 50 kez
15 saniye igin 92°C
1 dakika igin 60°C

Applied Biosystems ve ABI PRISM cihazlar i¢in okuma sonrasi ¢calisma
analizi prosediri

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya da
ABI PRISM 7900HT cihazlarinin programlama ayrintilari icin cihaz kullanim
kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis igin, yazilim ayarlari kalin siyah
olarak gercevelenmistir.

11. Calisma bittikten sonra, “Start/Program” (Baslat/Program)
secenegini ve ardindan “File/New” (Dosya/Yeni) secenegini segin.

12. “New Document Wizard” (Yeni Belge Sihirbazi) iletisim kutusunda,
“Assay” (Test) asagi acilir listesini tiklatin ve “Allelic Discrimination”
(Allelik Diskriminasyon) se¢imini yapin (Sekil 13).
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13. “Container” (Kap) ve “Template” (Sablon) alanlari igin varsayilan
ayarlari kabul edin (“96-Well Clear” (96 Kuyulu Bos Alan) ve “Blank
Document” (Bos Belge), Sekil 13). “Plate Name” (Plaka Adi) alanina
AD Post-read (AD Okuma Sonrasi) yazin (Sekil 13) ve ardindan
“Select Markers” (Markirlari Seg) iletisim kutusuna erismek igin
“Next>" (Sonraki>) dGgmesini tiklatin.

New Document Wizard @
Define Document
Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and
comments
.I Assay : [l Allelic Discrimination e
Container : il S6-Well Clear i
~
‘ Template I[Blank Document b Browse
Run Mode : | Standard 7500 ~|
Operator : lAdm-m:ualo:
Comments
—
Plate Name I AD Post-read | |
Fsn Conca 4

Sekil 13. Yeni bir okuma sonrasi ¢alisma olusturmak icin 6n ayarlar (Yeni Belge
Sihirbazi).

14. “Select Markers” (Markirlari Seg) iletisim kutusundaki “Markers in
Document” (Belgedeki Markirlar) paneli uygulamaniz icin uygun
markiri iceriyorsa adim 18'e ilerleyin. icermiyorsa, adim 15 ile
devam edin.
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15. Dedektérleri ve markirlan asagidaki sekilde olusturun. “New
Detector” (Yeni Dedektér) dogmesini tiklatin (Sekil 14).

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

Sekil 14. “Markers in Document” (Belgedeki Markirlar) paneli uygulamaniz icin
uygun markir icermiyor.

16. “New Detector” (Yeni Dedektér) iletisim kutusundaki “Name” (Ad)
alanina Allele A (Allel A) yazin (Sekil 15). “FAM” olarak ayarlamak
icin “Reporter Dye” (Haberci Boya) alanina gegin. “Color” (Renk)
digmesini tiklatin, bir renk secin ve ardindan “OK” (TAMAM)
dogmesini tiklatin (Sekil 15). “Create Another” (Baska Bir Tane
Olustur) digmesini tiklatin (Sekil 15).

~

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

W
(n)
o
2

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

Sekil 15. Dedektorleri olusturma.
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17. Bir sonraki “New Detector” (Yeni Dedektor) iletisim kutusundaki
“Name” (Ad) alanina Allele B (Allel B) yazin. “Reporter Dye”
(Haberci Boya) alaninda “VIC” secenegini segin. “Color” (Renk)
digmesini tiklatin, bir renk secin ve ardindan “OK” (TAMAM)
digmesini tiklatin.

18. “Select Markers” (Markirlari Seg) iletisim kutusunda “New Marker
(Yeni Markir) dGgmesini tiklatin (bkz. Sekil 14).

19. “New Marker” (Yeni Markir) iletisim kutusundaki “New Marker
Name” (Yeni Markir Adi) alanina JAK2 yazin (Sekil 16). “Allele A”
(Allel A) ve “Allele B” (Allel B) dedektorlerini adim 16 ve 17'de
olusturuldugu (veya énceden tanimlanmis) sekilde secin ve “OK"”
(TAMAM) digmesini tiklatin (Sekil 16).

I’

New Marker Name l JAK2 hl 1
Celect two datactors for this marker :
U e Detector Name Reporter Quencher
Allele B viC (none)
~ Allele O F.AM Cnone)

3 [ _ cos

Sekil 16. Markirlarn olusturma.
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20. “Select Markers” (Markirlar Seg) iletisim kutusunda, yukarida
olusturuldugu sekilde “JAK2"” se¢imi yapin veya énceden
tanimlanmis uygun markirn secin ve ardindan “Add>>" (Ekle> >)
digmesini tiklatin (Sekil 17).

Not: Markiri kaldirmak igin, secip ardindan “Remove” (Kaldir) dGgmesini

tiklatin.
New Document Wizard @
Select Markers
Select the markers you will be usng in the document
Fend - 'J Passive Reference: |ROX k3
Marker uame[ Detector 1 I Detector 2 ] Markers n Document
‘I —JAK2 Alele B Alele A

New Detector New Marker |

< Back I Next I Firush Cancd 3

Sekil 17. Markirlari secme.

21.“Next>" (Sonraki>) égesini tiklatin.

22. “Setup Sample Plate” (Ornek Plakasini Ayarla) iletisim kutusunda,
ornekleri iceren kuyular icin markiri segmek Gzere tiklatip siriokleyin.
“Finish” (Bitti) dogmesini tiklatin.

23. “Instrument” (Cihaz) sekmesini se¢in ve 6rnek hacmini 25 ul olarak
degistirin.

24. “File/Save” (Dosya/Kaydet) secenegini secin ve ardindan plakalarn

olustururken atadiginiz adi korumak icin “Save” (Kaydet) digmesini
tiklatin.

25. Reaksiyon plakasini Greticinin tavsiyelerine gére cihaza yikleyin
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26. Okuma sonrasi ¢calismayi baslatin. “Post-Read” (Okuma Sonrasi)
digmesini tiklatin.

Cihaz 60°C'de 60 saniye suren 1 déngulik calisma gergeklestirir. Bu
cahsma sirasinda, cihaz her bir kuyudaki FAM ve VIC floresanini toplar
(Sekil 18).

Fle Vien Tods Instrument Andyss Window Help
DeE SR BCErE AT
7Setup Yinstrument {Results \

Control — Temperature
Pre-Read Estimated Time Remaining (hh.mrm): Sample: Hest Sink:
Cover: Block:
Post-Read |
—Cycle
Disconnect | Status: Stage: Rep:
Time (mm:ss): Step:
State:
~Th | Qycler Prot
Thermal Profile | Auto Increnent | Remp Rate |
[60.0 ]
Al Cyule | Add Huld | Add Siep | Al Bissurialivn Slaye Delule Help I
Settings
Sample Volume (jL) - |25
Run Mode : |Stendard 7500 ~
Dota Collection : [Stage 1. Step 1 (60.0 @ 0:30) =]

Sekil 18. Okuma sonrasi calisma.
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27."File/Export” (Dosya/Disa Aktar) se¢imini yapin ve ardindan
sonuclari Excel dosyasi olarak disa aktarmak icin “Results”
(Sonuglar) dogmesini tiklatin. Sonuclar Sekil 19'de gosterildigi

gibi goérintilenir.

QR Corments: VIC Ornek 1 FAM Ornek 1

| 13|SDS v1.2

i ~

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

| 16 |A1 sample 1 VIC Unknown 247 897 JAK2-VIC | JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
| 17 |A2 sample 1 VIC Unknown 295565  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined 100.00 Manual Call
| 18 |A3 sample 2 VIC Unknown 351.338  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined 100.00 Manual Call
119 A4 sample 2 VvIC Unknown 379.909 JAK2-VIC JAK2-FAM 2553 6.01 Undetermined 100.00 Manual Call
| 20 |AS sample 3 VIC Unknown 372895  JAK2-VIC JAK2-FAM 2913 5.329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 VIC Unknown 359.717 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.806 5278 Undetermined 100.00 Manual Call
|22 |A7  sample wt vIC Unknown 343536  JAK2-VIC JAK2-FAM 2569 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
|23 |AB  sample wt vIC Unknown 277677  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
| 24 |A9 C- vIC Unknown 330.943  JAK2-VIC JAK2-FAM 2623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25 |A10 C- vIC Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2672 2013 Undetermined 100.00 Manual Call
|26 |A11  C- vIC Unknown 269.500  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.82 1.892 Undetermined 100.00 Manual Call
|27 |A12  C+ VIC Unknown 211.520 JAK2-VIC JAK2-FAM 1.249 6.14 Undetermined 100.00 Manual Call
| 28 |B1 C+ VIC Unknown 270.623 JAK2-VIC JAK2-FAM 1.346 6.894 Undetermined 100.00 Manual Call
|29 |B2 C+ VIC Unknown 365.112 JAK2-VIC JAK2-FAM 1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
| 30 |B3 ER VIC Unknown 372.150 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.214 203 Undetermined 100.00 Manual Call
|31 B4 ER VIC Unknown 404.145  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
|32|B5 ER vIC Unknown 410977  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.681 252 Undetermined |100.00 Manual Call
|33|B6  H20 VIC  Unknown 395.431 JAK2-VIC JAK2-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 Manual Call
| 34 |B7 H20 vIC Unknown 415223  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.727 1241 Undetermined 100.00 Manual Call
|35|B8  H20 VIC  Unknown 366.885  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

Sekil 19. Excel dosyasinda gosterilen sonuclarin érnegi.
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Protokol: LightCycler 480 cihazinda qPCR

96 kuyulu plakaya sahip gPCR cihazini kullanirken, tom élgimleri Tablo 8'de
gosterildigi gibi ¢ift tekrarli gerceklestirmenizi éneririz.

Tablo 8. LightCycler 480 cihazi i¢in reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
JAK2 V617F primer ve prob karisimi (PPM-VF) (56 reaksiyon)

19 DNA 6rnegi 19 x 2 reaksiyon

2 x 2 reaksiyon (MP-VF, MN-VF,
her biri iki kere test edilmistir)

6 x 2 reaksiyon (M1 ila M6, her
biri iki kere test edilmistir)

2 DNA kontrolU

Referans dlcegi

Su kontrolU 2 reaksiyon

LightCycler 480 cihazinda 6rnek isleme

;" B

*6‘405@656@0
O 00
Nosssesseses
& S @9@
E - ,op S T

3*3*”“@' '*
e e

12

M3M

ko4

Sekil 20. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti ile deney icin énerilen plaka ayarlari.
MP: pozitif kontrol; MN: negatif kontrol; M1 ila Mé: referans dlcegi; S: DNA érnegi;
H,O0: su kontrolu.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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LightCycler 480 cihazinda qPCR

Not: Tom adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tum gerekli bilesenleri ¢c6ziGndirin ve buza yerlestirin.
Bilesenler, prosedirt baglatmadan énce yaklasik 10 dakika dondurucu
digina alinmalidir.

2. TOm tipleri vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifoj edin (t0pUn
altindaki siviy1 toplamak igin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. lIslenecek érnek sayisina gére asagidaki qPCR karisimini hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 9, 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek icin hesaplanmis bir
reaksiyon karisiminin hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. On

karigim ayni primer ve prob karigimi kullanilarak reaksiyon sayisina gére
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini telafi etmek igin ilave hacimler eklenir.

Applied Biosystems 7300 ve 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 ya da
ABI PRISM 7900HT cihazlarinda, ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti bir
deneyde iki tekrarli olarak 19 érnegin analizi icin kullanilabilir (Sekil 20).

Tablo 9. qPCR Karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)

Son
Bilesen 1 56+1* konsantrasyon
TagMan Universal
PCR Ana karigimi, 2x 12,5 712,5 1x
Primer ve prob 2.5 142,5 Ix
karigimi, 10x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su > 285 )
Ornek (adim 4'te 5 her biri 5 )
eklenecek)
Toplam hacim 25 her biri 25 -

*19 érnek; 1 deney/kit.

4. qPCR karisimini vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifij edin
(topUn altindaki siviyir toplamak icin yaklasik 10 saniye,
10.000 rpm'de).

5. Her kuyuya qPCR 6n karisimindan 20 ul dagitin.
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6. llgili kuyuya 6rnek DNA materyalinden veya kontrollerden 5 ul
ekleyin (toplam hacim 25 pl).

7. Yukan asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

8. Plakayi kapatin ve kisa sureli santrifoj edin (300 x g'de, yaklasik
10 saniye).

9. Plakay: Ureticinin tavsiyelerine goére 1sil donguleyiciye yerlestirin.

10. Ana sayfada, “New Experiment” (Yeni Deney) secenegini segin.

11. LightCycler 480 | icin adim 11d'y1 uygulayin. LightCycler 480 Il icin
adim 11b'yi vuygulayin.

LightCycler 480 cihazinin programlama ayrintilari igin cihaz kullanim

kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis icin, yazilim ayarlarn kalin siyah
olarak gercevelenmistir.

11a. LightCycler 480 I: “Multi Color Hydrolysis Probe” (Cok Renkli
Hidroliz Probu) secenegini secin, “Customize” (Ozellestir) dOgmesini
tiklatin ve ardindan “FAM (483-533)"” ve “Hex (533-568)" (6rn., VIC)
kanallarinin secili olup olmadigini kontrol edin (Sekil 21). Reaksiyon
hacmini “25” ul olarak ayarlayin (Sekil 21) ve adim 12 ile devam

d .
edin.
| !n lom |
1 “J CustomizeY Block Type Plate 10 [ Reaction Volum@i[= ] ,
~ Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
@] »|Program 1 2Quancitication -
@ v
Target () Acquisition Mode Hold (Whcmm:ss)  Ramp Rate (C's)  Acquisitions (per ) Sec Target (C)  Step Size (Q)  Step Delay (cycles)
—
: l@ » 60 | {
Vv octectionromats
Detection Format  Multi Color Hydrolysis Probe
Integration Time Mod
100; [{? Dynamic " Manual |
o
©
= Active  Filter Combination B
~ % 500) |
b" 7% FAR (483-533
g0 23-
§e » Hex ($23-568 —]
© Red 610 (558-610)
é . Cy S (615-670) =
= %
. @)
@
»
0
00 05 L]
Estimated Tame (hamecss)
Apply
T v

Sekil 21. LightCycler 480 I: Tespit bicimini ayarlama.
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11b. LightCycler 480 II: “Dual Color Hydrolysis Probe” (iki Renkli
Hidroliz Probu) secenegini segin, “Customize” (Ozellestir) dugmesini
tiklatin ve ardindan FAM (465-510)" ve “VIC / HEX / (533-580)"
kanallarinin secili olup olmadigini kontrol edin (Sekil 22). Reaksiyon
hacmini “25” ul olarak ayarlayin (Sekil 22) ve adim 12 ile devam

d .
edain.
=
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System | / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: Ium Experiment _.| [ System Admin
r 4 "
t i Run Protocol Data ] T ] 2
ment | ¢
1 — | Customizel Block Size Plate 10 [ Reaction vmm 4
@ Color Comp 1D Lot No | Testi0 [
~ Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
» Progres 1 2 None
B =
E = Detection Formats
v Detection Format  Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe
Report

tion Time Mod

@ Dynamic  Manual

Target () Ac Step Size (C) Step Delay (cycles)

e

» 95 < |None =0
v FAR (465-510)

@ v VIC / HEX / Yellowsss (533-seo)lf

v

w

100,

B elom ol Ty ¢

8

0O®

Temperature (C)
8288838

0

[0
Estimated Time (hmass)

I’m v End Program + 10 Cy

Sekil 22. LightCycler 480 II: Tespit bicimini ayarlama.
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12. Isil donguleyiciyi i1sil dongileme programi ile Tablo 10'da gésterildigi
gibi programlayin ve calismayi baslatin.
Not: Cihazda plaka ayarlarini belirlerken, “Adim 1: is akigini se¢” kisminda
“Endpt Geno” segimini yapin.

Tablo 10. LightCycler 480 cihazi icin sicaklik profili

Tutma Sicakhk: 50°C
Sure: 2 dakika

Tutma 2 Sicaklik: 95°C
Sire: 10 dakika

DoéngU 50 kez
15 saniye icin 92°C; tek
1 dakika igin 60°C; tek

Tutma 3 1 dakika icin 60°C; tek

LightCycler 480 cihazi i¢in son nokta analizi prosediri

13. Calisma bittikten sonra, “Analysis” (Analiz) dGgmesini tiklatin.

14. “Create New Analysis” (Yeni Analiz Olustur) iletisim kutusunda,
“Endpoint Genotyping” (Son Nokta Genotipleme) secimini yapin
ve ardindan analiz etmek igin “Subset” (Alt Kime) menisindeki

alt kimeyi segin (Sekil 23).

Create new analysis

Analysis Type *IEndpomt Genotyping _v]
Subset *INeu Subset 1 :I
Program *|Program E|
Name *IEndpoxnt Genotyping for New Subset

~Create New Analysi:
Abs Quant/2nd Derivative Nax |_|"—[TilT
Abs Quant/Fit Points

Advanced Relative Quantification A I
Basic Relative Quantification
Color Compensation

‘| sl Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping

T Calling

(5 (67 o (8w [ o

-
J

@®

—
—
—
—
—

I

x
x
g

Sekil 23. Analiz icin analiz tipini ve alt kimeyi se¢gme.
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15. Bir sonraki pencerede, “Allele X" (Allel X) icin “Hex” (6rn., VIC)
floresanini “Allele Y” (Allel Y) “FAM” floresanini segin (Sekil 24).

Create new analysis ‘

Allele X Allele Y

m‘) £o9)
| g TR

Sekil 24. “Allele X" (Allel X) ve “Allele Y” (Allel Y) igin floresan se¢me.

16. Bir sonraki pencere (Sekil 25) her bir 6rnek icin plaka ayarlarini
(1, sol Gst), floresan sonucglarini (2, sol alt) ve allelik diskriminasyon
ile sacilim grafigini (3, sol; 50. PCR déngisinde 6lcilmis FAM ve
VIC floresan) gorintiler.

10 (11 12
Endpoi) scenc. Zoom
05\05[05 int Fluore: e Scatter Plot @
48,000
45,000
44,000
42,000
40,000
38,000
LN o | I 35,000
_—
IEndpoxnt Genotype results 34,000
32,000
@ Allele X @ Both Alleles @ Allele Y 20000
@ Unknown @ Negative 8. .
5 28,000
Sampl End F 25
p Re 3 000 - 3
I... C.. Pos Name 523568 483533 Call gmm
v AS 100% -2 10,97 46,34 $ 2000
v A6 100% -2 0,30 0,39 20000
v A7 100% -2 0,37 0,43 o
v A10 H20 0,21 0,29
v A11 H20 0,23 0,32 16,000,
v A12 H20 0,20 0,26 14,000
v BS 78% -20 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B? 78% -20 26,80 47,38
v CS SO0% -20 32,03 42,50 Lo
v C6 S0% -20 33,28 44,09 6,000
v €7 SO% -20 33,26 44,76 4,000
v DS 31%x -20 34,58 38,54 2,000
v D6 31% -20 32,55 35,77
L e =y ekl SR 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79
q | [ Mew can = | Avply

Lot [t v N 3 e 7 A R el

Sekil 25. Veri 6zeti.

17. Verileri disa aktarmak icin, 6rnek sonuclari sablonuna sag tiklatip
ardindan “Export Table” (Tabloyu Disa Aktar) secenegini segin.
Dosya metin (.txt) dosyasi biciminde kaydedilir.
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18. Sonuglari gérintiolemek ve analiz etmek i¢in, dosyayi Excel
kullanarak acin. Sonuglar Sekil 26'de gosterildigi gibi gérintilenir.

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

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

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

A B C D E F G VIC

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

Sekil 26. Excel dosyasinda gosterilen sonuclarin érnegi.
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Protokol: LightCycler 2.0 cihazinda qPCR

Not: Ozel teknolojik gereksinimler nedeniyle, LightCycler 2.0 deneyleri spesifik

reaktifler kullanilarak gergeklestirilmelidir. LightCycler TagMan Master
kullanimini éneririz. 5x Ana Karigimini hazirlamak igin Greticinin talimatlarini

uygulayin.

32 kapillerli rotoru kullanirken, ttm dlcimleri Tablo 11'de gosterildigi gibi iki
tekrarl gerceklestirmenizi dneririz.

Tablo 11. LightCycler 2.0 cihazi igin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

JAK2 V617F primer ve prob karigimi (PPM-VF) (32 reaksiyon)
7 DNA &6rnegi 7 x 2 reaksiyon

2 x 2 reaksiyon (MP-VF, MN-VF, her
biri iki kere test edilmistir)

6 x 2 reaksiyon (M1 ila M6, her biri
iki kere test edilmistir)

2 DNA kontrolU

Referans dlcegi

Su kontroli 2 reaksiyon

LightCycler 2.0 cihazinda 6rnek isleme

S 03 S 03 502

Sekil 27. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti ile deney icin énerilen rotor ayarlar.
MP: pozitif kontrol; MN: negatif kontrol; M1 ila Mé: referans dlcegi; S: DNA érnegi;
H,O0: su kontrolu.
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LightCycler 2.0 cihazinda qPCR

Not: Tom adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tim gerekli bilesenleri ¢6zindirin ve buza yerlestirin.
Bilesenler, prosediri baslatmadan 6nce yaklagik 10 dakika dondurucu
digina alinmalidir.

2. TOm topleri vorteksle karistirin ve kisa sureli santrifGj edin (tGpin
altindaki siviy1 toplamak icin yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm'de).

3. lIslenecek 6rnek sayisina gére asagidaki qPCR karisimini hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 12, 20 ul son reaksiyon hacmi elde etmek igin hesaplanmig bir
reaksiyon karigiminin hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. On

karigim ayni primer ve prob karigimi kullanilarak reaksiyon sayisina gére
hazirlanabilir. Pipetleme hatasini telafi etmek icin ilave hacimler eklenir.

LightCycler 2.0 cihazinda, ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti bir deneyde iki
tekrarli olarak 7 6rnegin analizi icin kullanilabilir (Sekil 27).

Tablo 12. LightCycler 2.0 cihazi icin gPCR karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon sayisi (ul)

Son
Bilesen 1 32+1* konsantrasyon
LightCycler TagMan
Ana Karigimi, 5x 4 132 Ix
Primer ve prob
karigimi, 10x 2 e 1x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su ? 297 )
Ornek (adim 4'te 5 her biri 5 )
eklenecek)
Toplam hacim 20 her biri 20 -

* 14 6rnek; 2 deney/kit.

4. qPCR karisimini vorteksle karistirin ve kisa sireli santrifij edin
(topUn altindaki siviyir toplamak icin yaklasik 10 saniye,
10.000 rpm'de).

5. Her kapillere gPCR 6n karisimindan 15 ul dagitin.
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6. llgili kapillere 6rnek DNA materyalinden veya kontrolden 5 pl
ekleyin (toplam hacim 20 pl).

7. Yukan asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

8. Kapillerleri cihazla saglanan adaptére yerlestirin ve kisa sireli
santrifij edin (700 x g'de, yaklasik 10 saniye).

9. Ornekleri 1sil dénguleyiciye Ureticinin tavsiyelerine gore yikleyin.

10. Isil donguleyiciyi (Sekil 28) programi kullanarak Tablo 13'de
gosterildigi gibi programlayin.
LightCycler 2.0 cihazinin programlama ayrintilari igin cihaz kullanim
kilavuzuna bakin. Daha iyi bir genel bakis igin, yazilim ayarlar kalin siyah
olarak gercevelenmistir.

Not: Ayarin, FAM floresanin 8l¢cimu, tekli taramasi ve VIC floresanin tekli
taramasi igin hem amplifikasyon/déngileme adiminda hem de 60°C'de
son beklemede oldugundan emin olun.

o U e Saltware (baitd 4 1 1 21) - (Heow Coperment] Bt X

23 Now » P GZ rostvon L3 Oper O so . £5) Temphwa 23 P Macee

|

.........
L.

Sekil 28. LightCycler 2.0 icin programlama ekrani.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 13. LightCycler 2.0 cihazi icin sicaklik profili

Tutma Sicaklik: 55°C
Sure: 2 dakika
Egim: 20
Tutma 2 Sicakhk: 95°C
Sure: 10 dakika
Egim: 20
Dongu 50 kez
15 saniye igin 92°C; arhis: 20
1 dakika igin 60°C; artig: 20
Tutma 3 1 dakika igin 60°C; artig: 20

LightCycler 2.0 cihazi i¢in son nokta analizi prosediri

11. Amplifikasyon ¢alismasinin sonunda, “Online Data Display”
(Cevrimici Veri Ekrani) icin sekmeyi tiklatin (Sekil 29). “Current

40

Fluorescence” (Gecgerli Floresan) penceresinin sol Ustindeki
gorintileme meniUsinU agin, “Acquisition no.” (Tarama no)
alanina 51 yazin.

Coter Come 100) = | Srwtmamert Mo LC_6912 © LC_S002
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Sekil 29. Cevrimici Veri Ekranindaki sonuclar ve gecmis.
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12. “Current Fluorescence” (Gecerli Floresan) grafiginin yanina sag

tiklatin ve “Export” (Disa Aktar) secenegini secin.

13. “Export chart” (Grafigi Disa Aktar) iletisim kutusundaki “Excel”
kutusunu tiklatin (Sekil 30). “Filename” (Dosya ad) iletisim alaninda

bir ad girin. Sonu¢ dosyasi igin

belirleyin. “Export” (Disa Aktar) dGgmesini tiklatin.

1

Oriine Data Display | Run Notes |

|
Nete.

| Color Comp (01) | Instrument Name: LC_6312. 1D: LC_6912

;[ S

os| Name
1 Sample
2 Sample
3Empty P
4 Sample
5 Sample
6 Sample
7 Sample

10 Samob
11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sample
16 Sample
17 Sample
18 Sample
19 Sample,

Segies:

Pictwe Data I

]

[ Format:
C Text
C XML

" HTML Table

8 Sample -

El

=10l x|

Include:

[V Point Index
[ Point Labels
[V Header

Delimiter:

- [_

20 S f
2 —TH

23 Sample
24 Sample

An A

=4

Sekil 30. Disa aktarma bigimini ve veri dosyasi hedefini se¢me.

14. Sonucglari gérintolemek ve analiz etmek igin, dosyayi Excel'de agin.

« TN |

ratu

LightCycler 2.0 icin sonuclar gosterildigi sekilde gériuntulenir.

Konum

T3 K L ™ ] N o[ @ [R[ s [7] =
X Bar Text X |Bar Text X Text ¥ Bar —
129709 1: Sample 1 (B10) 1 82734 1. Sample 1 (560) 1 1: Sample 1 (5300 1]4.9943

2 30182 2: Sample 2 (510) 2 84428 2 Sample 2 (560) 2 2: Sample 2 (5300 2|5,0767

329496 3 Sample 3 (510) 3. Sample 3 (860) 3 3: Sample 3 (530) 3|4 .9693

4 295826 4: Sample 4 (B10) 4 82887 4 Sample 4 (560) 4 4: Sample 4 (530) 4§4.9119

529450 5 SampleS (610) 5 82683 5 Sample 5 (560) 5 5: Sample 5 (530) 5]4,.9638

6 29369 B Samplef (510) 6 64184 & Sample 6 (560) 6 B: Sample b (530) B]5,1209

7 30045 7:Sample7 (610) 7 84520 7: Sample 7 (860) 7 7: Bample 7 (5300  7]5,0507

8 32822 8 Sample8 (B10) 8 91936 & Sample & (560) 8 8: Sample 8 (530) 8]55314

9 30274 9 Sample 9 (B10) 9 85557 9: Sample 9 (560) 9 9: Sample 9 (5300 9150843

100 28336 10: Sample 10 (610) 10 7,9713 10: Sample 10 (560) 1 : Sample 10 (5307 10)4,7883

11128275 11: Sample 11 (510) 11 79774 11: Sample 11 (560) 11 : Sample 11 (5300 11]4 7669

12128351 12: Sample 12 (610) 12/ 80171 12: Sample 12 (560) 12 : Sample 12 (530) 12]4,7944

13 29511 13: Sample 13 (610) 13/ 8,3726 13: Sample 13 (560) 13 . Sample 13 (530) 13]4 9699

14 2 8367 14: Sample 14 (610) 14 80217 14: Sample 14 (560) 14 : Sample 14 (5300 14]4,7654

1529908 15: Sample 15 (610) 15 8,4337 15: Sample 15 (560) 15 : Sample 15 (530) 15]5,0523

16 2,8885 16: Sample 16 (610) 16 8,1498 16: Sample 16 (560) 1 . Sample 16 (530) 16]4 8577

17130152 17: Sample 17 (610) 17 8,4901 17: Sample ﬂ’ (560) 17 . Sample 17 (530) 17]5,1225

Sekil 31. Excel dosyasinda gosterilen LightCycler 2.0 sonuclarinin érnegi.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Tum cihazlar igin disa aktarilmig verileri ¢ikarmak Gzere uygun bir dosya
saglayin: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ya da diger Rotor-Gene cihazlari,
LightCycler 2.0 ya da 480; Applied Biosystems 7300 ya da 7500 Real-Time

PCR Sistemi, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS ya da 7900HT SDS ve floresan
seviyelerini kontrol edin (bunlar ikili tekrarlar arasinda uyumlu olmalidir).

Floresan verilerinin grafik gésterimini (sagilim grafigi) hazirlayin. X ekseni VIC
floresani, y ekseni FAM floresanidir.

Grafik gosterimi ve kalite kontrol kriterleri
Sacilim grafigi érnegi Sekil 32'de gésterilmigtir.

Sekil 32. Temsili allelik diskriminasyon deneyinin sagilim grafigi.

10

Rn floresan FAM 530 nm

OH20

L0 MP

L

)|

Wiy Mé

AMP

oH,0

AMT %2

XM2 %5

XM3 %12

B M4 %31

@ M5 %50

BWM6 %78

@ Pozitif drnekler
©Negatif drnekler
AMN

2

Rn floresan VIC 560 nm

Cihazlar: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM ve LightCycler 480.

Ornekler negatif kontrolleri (MN) pozitif kontrollere (MP) baglayan yay Uzerinde
yer almalidir.

Herhangi bir kontrolin hatali konumlanmasi deneysel hata géstergesi olabilir.

B Pozitif kontroller sol Ustte olmalidir.

B Negatif kontroller sag altta olmalidir.

B  Negatif kontrolUn yetersiz konumlanmasi kontaminasyon gdstergesi

olabilir.

B Esik 6rnekleri (M1 referans 6lgegi) negatif kontrollerin Gzerinde
goriontilenmelidir.

B Su kontrolleri sol alta olmakhdir.
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B Su kontrollerinin yetersiz konumlanmasi (FAM 6l¢im icin MN'den daha
yUksek ya da VIC icin MP'den daha yUksek) kontaminasyon géstergesi
olabilir.

Not: Kontrollerin konumlanmasi LightCycler 2.0 cihaz verilerinin analizinde
farkli olabilir (bkz. Sekil 33). Su kontrolleri yine de sol altta olmalidir.

12

©MP
10 Mé
A. M5 OMN
M4
3 | & oH,0
M3 OM1 %2
6t M2 eM2 %5
M1

MN @ o

<o M3 %12

AM4 %31

Rn floresan FAM 530 nm

2 r @M5 %50

H20
AM6 %78

0 2 4 6 8 10
Rn floresan VIC 560 nm

Sekil 33. Temsili allelik diskriminasyon deneyinin sagilim grafigi. Cihaz: LightCycler 2.0.

Normalize FAM/VIC oranini ve genotiplemeyi hesaplama

Tum &rnekler icin FAM/VIC oranlarini hesaplayin. Pozitif kontrol (MP), esik
érnedi (M1), negatif kontrol (MN) ve referans dlcegi (M2 ila Mé) icin FAM/VIC
oranlarini hesaplayin. Oranlar cift tekrarlar arasinda uyumlu olmalidir. TOm cift
tekrarlarin ortalama oranini hesaplayin.

Esik 6rnegi (M1) ve tUm &rnekler igin normalize orani (NOran) hesaplayin:

_ O raNGmek
N OrG NOrmek =

Oranyy

Not: Testin gri balgesi (GB) ayirici performansin yetersiz dogrulukta oldugu
degerin bélgesi olarak tanimlanir. Gri bélgedeki deger hedef markirin mevcut
veya mevcut degil olarak degerlendirilemedigini gosterir. Gri bolge her bir
deney icin hesaplanmalidir.

Gri bélgeyi ya da normalize esik 6rnegi (M1) oraninin (NOrany,;) etrafindaki
kararsiz alani hesaplayin:

GB: [[NOrany; x 0,94); (NOrany; x 1,06)]
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Her bir 6rnegin Normalize Oranini NOrany,, GB ile karsilastirin. Sonuglarin
yorumlanmasi Tablo 14'te 6zetlenmistir.

Tablo 14. Normalize oranlarin kullaniimasiyla genotipleme sonuclarinin

yorumlanmasi

Sonuclar

Yorum

NOrang, .« > NOrany; x 1,06
NOrang, e« < NOrany,; x 0,94

NOrang,e, NOrany,, GZ igerisinde

JAK2 V617F tespit edildi
JAK2 V617F tespit edilmedi

Belirsiz sonug

Mutasyon yUko icin yari kantitatif sonug her bir bilinmeyen érnek orani
degerinin (Orang,...) referans élceginin ortalama oran degerleriyle (Orany; )
karsilagtinlmasiyla elde edilebilir (bkz. Tablo 15).

Tablo 15. Referans élceginin kullanilmasiyla JAK2 V617F mutasyon yiko

icin yari kantitatif degerler

Sonuclar

Mutasyon yUki

Orany; < Orang e < Orany,
Orany, < Orang < Oranpys
Oranys < Orang e < Oranyy
Oranyy < Orang < Oranpys
Oranys < Orang e < Oranyg

Oranyy < Orang, ek

%2-5 JAK2 V617F
%5-12,5 JAK2 V617F
%12,5-31 JAK2 V617F
%31-50 JAK2 V617F
%50-78 JAK2 V617F
%78-100 JAK2 V617F

Veri hesaplama ve yorumlama 6rnegi Tablo 16'da verilmistir.
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Tablo 16. Referans élcegin kullaniimasiyla floresan verisinin
hesaplanmasi ve yorumlamasi 6rnegi

) Ortalama
Ornek VIC FAM Oran Oran NOran Yorum
MN 49,613 3,8 0,077
0,078 1000 Mutasyon
MN 49,797 3,976 0,08 saptanmadi
MP 12,516 37,037 2,959
2 951 37 799 Mutasyon
MP 12,958 38,121 2,942 saptandi
M1 54,394 6,39 0,117
0,119 1,516 Esik 6rnegi
M1 58,266 6,973 0,12
M2 61,798 10,882 0,176 0172 2 202 Mutasyon
M2 54814 9231 0168 ’ saptand
M3 57,364 16,604 0,289 0297 3797 Mutasyon
M3 59742 18,192 0,305 ’ saptand|
M4 56,965 28,99 0,509 0.505 5 462 Mutasyon
M4 58.077 29,158 0502 ’ saptand|
M5 54,251 37,221 0,686 0672 8 586 Mutasyon
M5 54979 36125 0,657 ’ saptand|
Mé 46,185 44,498 0,963 0.954 129 Mutasyon
Mé 45,077 42,598 0,945 ' saptand
S ] ]3,47 37,409 2,777 MU"’OSYO“
2,852 36,464
S1 14,559 42,616 2,927 (%78-100)
S2 50,432 24,958 0,495 Mutasyon
0,505 6,46
S2 53,797 27,746 0,516 (%12,5-31)
S3 52,038 5,995 0,115 0117 | 49 Belirsiz
$3 54,01 6,364 0,118 ' ' sonug
S4 50,811 4,842 0,095 o
0,048 0,609 Belirsiz
S4 0,01 : 0 sonug
GB 1,425 1,607
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Sorun giderme kilavuzu

Sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢6zimUnde yardimci
olabilir. Daha fazla bilgi igin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan
Sorular sayfasina da bakin: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Teknik Servislerindeki uzmanlar her zaman bu el kitabindaki bilgiler ve protokol
ya da 6rnek ve test teknolojileriyle ilgili ttm sorularinizi yanitlamaktan mutluluk
duyar (iletisim bilgileri icin, bkz. “iletisim Bilgileri”, sayfa 56).

Yorum ve dneriler

Pozitif kontrol sinyali negatif

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

PCR ¢aligmasini tekrarlayin.

b) Kit bilesenlerinin uygun ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kitini -15
olmayan sekilde ila - 30°C'de saklayin ve primer ve prob
saklanmasi karigimini (PPM) 1giktan koruyun. Bkz. “Reaktifi

Saklama ve Kullanma”, sayfa 11.

Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme
islemlerinden kaginin.

Saklama igin reaktifleri ayr siselere bolin.

Negatif kontroller pozitif
Capraz kontaminasyon Tum kritik reaktifleri degistirin.

Deneyi tUm reaktifler igin yeni sise kullanarak
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek igin
her zaman &rnekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar cercevesinde kullanin.

Pozitif kontrollerde bile sinyal yok

a) Pipetleme hatasi ya da Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
unutulmus reaktifler kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.

b) Yetersiz saflagtirmadan DNA hazirhgini tekrarlayin.
kaynaklanan érnek
materyalinin inhibitér
etkileri
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Yorum ve Oneriler

c) LightCycler: Secilen Kanal ayarini F1/F2 veya 530 nm/640 nm
saptama kanali yanlig olarak ayarlayin.
d) LightCycler: Déngl programlarini kontrol edin.

Programlanmisg veri

PCR programinin her bir baglanma
taramasi yok

segmentinin sonunda “tekli” tarama modunu
secin.

Orneklerde sinyal yok veya disik fakat pozitif kontroller dizgin
Yetersiz DNA kalitesi veya Baglatmadan énce her zaman DNA kalitesini
dUsUk konsantrasyon ve konsantrasyonunu kontrol edin.

LightCycler: Floresan yogunlugu cok diusuk

a) Kit bilegenlerinin uygun ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kitini -15
olmayan sekilde ila -30°C'de saklayin ve primer ve prob
saklanmasi karigimini (PPM) 1siktan koruyun. Bkz. “Reaktifi

Saklama ve Kullanma”, sayfa 11.

Tekrarlanan dondurma ve ¢é6zdirme
islemlerinden kaginin.

Saklama igin reaktifleri ayri siselere balun.

b) Hedef DNAnin baslangic  Ornek DNA miktarini artirin,

miktart cok dstk Not: Secilen DNA hazirlama yéntemine bagl

olarak, inhibitor etkiler olusabilir.
LightCycler: Floresan yogunlugu degisiyor

a) Pipetleme hatasi “Pipetleme hatasi” isimli nedenden
kaynaklanan degisiklik verilerin F1/F2 veya
530 nm/640 nm modunda analiz edilmesiyle

azaltilabilir.
b) Kapillerlerin yetersiz Hazirlanan PCR karigimi hala kapillerin Gst
santrifGjlenmesi kanalinda olabilir veya kapiller ucunda bir

hava kabarai@r sikismis olabilir.

Her zaman reaksiyon karigimiyla yoklenmis
kapillerleri cihazin spesifik caligtirma kitabinda
aciklandigr gibi santrifij edin.

c) Kapiller ucunun dis yiozeyi Kapillerleri kullanirken her zaman eldiven
kirli takin.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca, ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kitinin her bir lotu tutarli Grin kalitesi saglamak icin énceden
belirlenmis 6zelliklere gore test edilir. Analiz sertifikalari talep Gzerine
www.giagen.com/support/ adresinde mevcuttur.

Sinirlamalar

Bu cihazi kullanmadan énce kullanicilar egitim almis ve bu teknoloji hakkinda
bilgi edinmis olmalidir. Bu kit, “Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler”,
sayfa 9'da belirtilen onaylanmis bir cihazla birlikte bu kilavuzda verilen
asagidaki talimatlarla kullanilmalidir.

Elde edilmis herhangi bir tani amacgli sonucun diger klinik ve laboratuvar
bulgulari ile birlikte yorumlanmasi gerekir. QIAGEN performans calismalari
kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir prosedir igin
sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin sorumlulugundadir.

Tum bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Gstinde yazili olan son kullanma
tarihlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri gegcmis bilesenleri
kullanmayin.

Performans Ozellikleri

Klinik disi calismalar

ipsogen JAK2 MutaScreen Kitinin analitik performansini saptamak igin klinik digi
calismalar gergeklestirilmistir.

Hassasiyet

Yabani tip DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu igeren hicre hatlarindan elde
edilen genomik DNA'nin U¢ dilisyon seviyesi test edildi. Dilusyonlar %1, %2

ve %3 mutasyon yuklerine karsilik geldi. Her bir seviye icin bagimsiz dilisyon
gruplar elde edildi ve bu dilusyonlarin tekrarlari 3 bagimsiz deneyde test edildi.
Her bir DNA 6rnegi icin elde edilen oranlar (Orang,...) negatif kontrol orani ile
karsilagtinldi (JAK2 %100 yabani tip DNA, Orany). Sonuglar Tablo 17'de
ozetlenmistir.
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Tablo 17. Klinik disi calismalar icin hassasiyet verileri.

Mutasyon seviyesi Orang, e > Oranyg %CV (oran)
%1 V617F DNA %100 (n = 183) 6,8
%2 V617F DNA %100 (n = 72) 4,5
%3 V617F DNA %100 (n = 135) 5,1

Laboratuvarlar arasi analitik veriler

13 laboratuvari kapsayan ¢ok merkezli bir calisma gergeklestirildi. Yabani tip
DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu iceren genomik DNA'nin dilusyonlari ile ilgili
analitik veriler toplandi. Her bir laboratuvarda U¢ deney gergeklestirildi. Her bir
deney icin, asagidaki DNA &rnekleri hicre hatlarindan test edildi:

B 1 negatif kontrol (NK) %0 V617F

B 1 pozitif kontrol (PK) %100 V617F

B 1 esik 8rnegi (EO) %2 V617F

B Orta seviyede mutasyon yuklerine sahip 3 6rnek (%20, %50, ve %80)
Deneyler 7 farkli cihaz modelinde gerceklestirildi:
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®

Sonuclar Tablo 18'de 6zetlenmistir.

Tablo 18. Yabani tip DNA'da JAK2 V617F mutasyonunu iceren hicre
hatlarindan elde edilen genomik DNA dilisyonlarindan saglanan
laboratuvarlar arasi analitik veriler

Ornek tespiti Pozitif 6rnekler Negatif 6rnekler
JAK2 V617F 177* 0
JAK2 yabani tip 0 36

* 36 pozitif kontrol (PK), 36 esik drnegi (EO; %2 V617F), 34 %20 JAK2 V617F tasiyan érnek,
35 %50 JAK2 V617F tagiyan drnek ve 36 %80 JAK2 V617F tasiyan drnek.
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Klinik calismalar

ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti ve ARMS® yénteminin karsilastirlmasi

MPN siphesi olan 141 hastadan elde edilen DNA 6rnekleri ipsogen JAK2
MutaScreen Kiti ve amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS) prensibine
dayal gPCR testi ile paralel olarak test edildi (11). Karsilagtirma sonuclari
Tablo 19 (2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo 20'de (yUzdeli uyum) gésterilmistir.

Tablo 19. Yéontemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti
ve ARMS

ARMS test yontemi sonuglari
JAK2 V617F JAK2 V617F
>%?2 <%?2 Toplam
JAK2 V617F
Mutasyon 21 0 91
ipsogen saptandi
JAK2 Belirsiz
MutaScreen 1 2 3
. . sonug
test yontemi
sonuclan JAK2 WT
Mutasyon 1 46 47
saptanmadi
Toplam 93 48 n =141

Tablo 20. Yéntemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti
ve ARMS

Uyum (%) %95 GA* (%)
Pozitif veri
ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti 98,9 94,1-99,8
ve ARMS arasindaki uyum
Negatif veri
ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti 100 92,3-100
ve ARMS arasindaki uyum
Toplam uyum 99,3 96,0-99,9
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* Guven arali@i, “User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved
Guideline” (Kalitatif Test Performansinin Degerlendirilmesi icin Kullanici Protokol§;
Onaylanmig Kilavuz) CLSI EP12-A'ya gére hesaplanmigtr.

ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti ve dizileme karsilastirnimasi

MPN siphesi olan 51 hastadan elde edilen DNA 6rnekleri ipsogen JAK2
MutaScreen Kiti ve referans teknik (“altin standart”) olan dogrudan dizileme ile
paralel olarak test edildi. Bir érnek dizileme hatasi nedeniyle yorumlanamad.
50 yorumlanabilir 6rnekten elde edilen kargilagtirma sonuglari Tablo 21

(2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo 22'de (yUzdeli uyum) &zetlenmistir.

Tablo 21. Yéntemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti
ve dizileme

Dogrudan dizileme sonuclan
JAK2 V617F JAK2 V617F
>%2 <%2 Toplam
JAK2 V617F
Mutasyon 26 1 27
ipsogen saptandi
JAK2 Belirsiz
MutaScreen 0 1 1
! . sonug
test yontemi
sonuglari JAK2 WT
Mutasyon 2 20 22
saptanmadi
Toplam 28 22 n =50
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Tablo 22. Yéntemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti
ve dizileme

Uyum (%) %95 GA* (%)
Pozitif veri
ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti 92,9 77,4-98,0
ve dizileme arasindaki uyum
Negatif veri
ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti 95,2 77,3-99,2
ve dizileme arasindaki uyum
Toplam uyum 93,9 83,5-97,9

* Guven arali@i, “User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved
Guideline” (Kalitatif Test Performansinin Degerlendirilmesi icin Kullanici ProtokolU;
Onaylanmig Kilavuz) CLSI EP12-A'ya gére hesaplanmusgtir.

228 hasta érneginde ¢ok merkezli calisma

Hastalardan elde edilen DNA 6rnekleri laboratuvarlar arasi galigmaya katilan
13 laboratuvarda, laboratuvarda olusturulmus tekniklerle analiz edildi. Her bir
laboratuvar klinik digi hassasiyet verileri igin tanimlandigi sekilde (bkz. Ust)
hicre hatlarindan elde edilen DNA'y1 kullanarak ve laboratuvarda mevecut 10
hastadan elde edilen DNA ile 3 deney gerceklestirdi.

Bilinen JAK2 genotipini tagiyan 228 &rnek ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti ve
kantitatif PCR, allel spesifik PCR, Floresans rezonans eneriji transferi (FRET),
dizileme, allel spesifik oligontkleotid PCR, RFLP ve allelik diskriminasyon dahil
olmak Uzere laboratuvarda kullanilan yéntemlerle paralel olarak test edildi.
Karsilastirmalarin sonuglar Tablo 23 (2 x 3 ihtimal tablosu) ve Tablo 24'de
(yOzdeli uyum) gdsterilmistir.

Tablo 23. Yéntemlerin karsilastirilmasi: ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti
ve diger laboratuvar yontemleri
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Laboratuvar testlerinin sonuclarn
JAK2 V617F JAK2 V617F
>%2 <%2 Toplam
JAK2 V617F
Mutasyon 139 3 142
ipsogen saptandi
JAK2 Belirsiz
MutaScreen S 17 22
! . sonug
test yontemi
sonuglari JAK2 WT
Mutasyon 3 61 64
saptanmadi
Toplam 147 81 n = 228

Tablo 24. Yéntemlerin karsilastirilmasi: JAK2 MutaScreen Kiti ve diger
laboratuvar yéntemleri

Uyum (%) %95 GA* (%)

Pozitif veri

ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti ve
diger laboratuvar yéntemleri
arasindaki uyum

97,9 94,0-99,3

Negatif veri

ipsogen JAK2 MutaScreen Kiti ve
diger laboratuvar yéntemleri
arasindaki uyum

95,3 87,1-98,4

Toplam uyum 97,1 93,8-98,7

* GUven araligi, “User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved
Guideline” (Kalitatif Test Performansinin Degerlendirilmesi icin Kullanici ProtokolU;
Onaylanmig Kilavuz) CLSI EP12-A'ya gére hesaplanmigtr.
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Saglamlik: Saglikli donérlerden alinan érneklerin analizi

Kan veren 103 saglikli bireyden elde edilen DNA &rnekleri ipsogen JAK2
MutaScreen RS Kiti ile analiz edildi. Orneklerin tomi JAK2 yabani tip olarak
tespit edildi. LightCycler 480 cihaziyla gerceklestirilen 38 6rnegin analizi
Sekilde 34'de gosterilmistir.

f I.
Fluorescence || Scatter Plot §|

42,000 .

§ 24.000]

18,000 $

16,000 ¢
14,000 M .
12,000 i

10,000
8,000
6,000
4,000
2,000

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000
Fluorescence (523-568)

A — )
Sekil 34. Saglikh donérlerin analizi. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kit (kat. no. 673123)
ile 38 saglikli dondrin LightCycler 480 analizi (#). ki tekrarli pozitif sonuglar (®) kit ile

saglanan referans dlcedi ile uyumludur. VIC floresan degerleri x ekseni Uzerinde ve FAM
degerleri y ekseni Uzerinde cizilmistir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Gzerinde goérilebilir:

N> : . : e
W <N> N> reaksiyonlari icin yeterli reaktifleri icerir
g Son kullanma

IVD In vitro tani amagh tibbi cihaz

Katalog numarasi

LOT Lot numarasi

Materyal numarasi

GTIN Kiresel Ticaret Parca Numarasi
Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarina bakin

=1 X

lletisim Bilgileri
Teknik destek ve daha fazla bilgi igin 1Gtfen www.qiagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini

arayin ya da QIAGEN Teknik Servis Bélumlerinden birine veya yerel dagiticilara
bagvurun (arka kapaga bakin veya www.qgiagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri
Urin icindekiler Kat. no.

ipsogen JAK2 19 reaksiyon icin: V617F Pozitif 673123
MutaScreen RS Kit (19)  Kontrol, V617F Negatif Kontrol, V617F

Referans Olgegi, Primer ve Prob

Karigimi, JAK2 yabani tip ve JAK2

V617F

Rotor-Gene Q MDx — for IVD-validated real-time PCR
analysis in clinical applications

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002032
5plex HRM Platform (yesil, sar, turuncu, kirmizi, kizil) arti

HRM kanalli YUksek C6z0n0rl0klU

Erime analizéry, dizistu bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar, 1 yil parca ve

iscilik garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002033
5plex HRM System (yesil, sar, turuncu, kirmizi, kizil) arti

HRM kanalli Yoksek C6zOn0rl0klu
Erime analizéri, dizistu bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar, 1 yil parga ve
iscilik garantisi, kurulum ve egitim

Guincel lisans bilgileri ve Grine 6zgU yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el
kitabina veya kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanic
kilavuzlar www.qgiagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik
Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Bu Grun in vitro tani amagh kullanim igindir. ipsogen trinleri tekrar satilamaz, yeniden sahs icin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni
olmadan ticari Grinler Gretmek zere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler dnceden bildiriimeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gérilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul
etmez. Bu belgenin yayinlanma sirasinda tam ve dogru olduguna inanilmaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size kargi bu belgenin kullanimiyla
ilgili veya bundan dogan rastlantisal, ézel, ¢oklu veya dolayli zarar icin yikimlo olmaz.

ipsogen Urinleri belirtilen ézellikleri karsilamak Gzere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yokimloligo ve misterinin yegane telafi hakki
Urunlerin garanti edildigi sekilde uygulanamamasi durumda Grinlerin Ucretsiz olarak degistirilmesi ile sinirlidir.

Bu Urin yalnizea in vitro tanisal amagli kullanim igin Epoch Biosciences ile lisans anlagmasi gergevesinde satilir ve herhangi bir aragtirma, ticari
amag, klinik aragtirma veya in vitro tani amagli kullanim digindaki diger alanlar igin kullanilamaz.

JAK2 V617F mutasyonu ve ilgili kullanimlar Avrupa patenti EP1692281, ABD patentleri 7.429.456 ve 7.781.199, ABD patent bagvurular
US20090162849 ve US20120066776 ve yabanci eglenikleri dahil olmak Gzere patent haklari ile korunmaktadir.

Bu Urinin satin alinmasi JAK2 V617F hedefli ilaglar icin klinik calismalarda kullanimina ait her hangi bir hakki devretmez. QIAGEN bu tip
kullanimlar icin &ézel lisans programlar gelistirir. Lotfen jak2licenses@qiagen.com adresinden hukuk departmanimiza bagvurun.

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

Sinirli Lisans Sézlesmesi
Bu Uruntn kullanimi herhangi bir alicinin veya ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti kullanicisinin agagidaki kosullart kabul ettigi anlamina gelir:

1. ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti, ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti El Kitabi'na uygun olarak tek basina kullanilabilir ve yalnizea Kitin icinde
bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN bu Kit'in kapali bilesenlerinin ipsogen JAK2 MutaScreen RS Kiti El Kitabinda ve
www.giagen.com adresinden ulagilabilen protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin iginde yer almayan herhangi bir bilegenle kullanimi veya
birlestirilmesi icin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin dginct taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satlamaz.

QIAGEN agikea ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tom lisanslar agikga reddeder.

o M w N

Bu Kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde
bulunmayacagini ve baska birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi
yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlasmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mulkiyet haklarinin herhangi
birinin uygulanmasina yol agan tom durumlarda avukat Gereti dahil ttm sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guncellenmis lisans kosullar igin bkz. www.giagen.com.
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