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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN pakub uvuenduslikke ning kérgetasemelisi proovivétu- ja
analbUsimeetodeid, mis voimaldavad bioloogilisi proove isoleerida ja
tuvastada. Meie kérgetasemelised tooted ja teenused tagavad proovide ja
tulemuste hea kvaliteedi.

QIAGEN seab standardid jargmises:

DNA, RNA ja valkude puhastamine;
nukleiinhappe ja valgu anal(s;
mikroRNA uurimine ja RNA interferents;

proovivétu ja analUUsimeetodite automatiseerimine.

Meie eesmdrk on aidata teil saavutada edu ja ldbimurdeid. Lisateabe
saamiseks kilastage veebilehte www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Sihtotstarve

Komplekt ipsogen JAK2 MutaQuant Kit on in vitro kvantitatiivne analGUs, mis
on ette ndhtud JAK2 V617F/G1849T alleeli tuvastamiseks ja kvantitatiivseks
md&dramiseks isikute, kellel kahtlustatakse mueloproliferatiivset neoplasmi
(Myeloproliferative  Neoplasm, MPN), perifeersest verest ekstraheeritud
genoomses DNA-s.

JAK2 V617F/G1849T mutatsiooni puudumine ei vdlista teiste JAK2 mutatsioonide
esinemist. AnaliUs véib teatada valenegatiivsetest  tulemustest  juhul,  kui
nukleotiidides 88504 kuni 88622 paiknevad tdiendavad mutatsioonid (1).

Markus. Komplekti tuleks kasutada vastavalt kéesolevas juhendis toodud juhistele
ning koos valideeritud reaktiivide jo seadmetega. Toote raviskeemivéline kasutus
ja/vdi komponentide muutmine vabastab QIAGEN-i vastutusest.

Ulevaade ja selgitus

2005. aastal tuvastati korduv somaatiline mutatsioon V617F, mis méjutab
Januse tUrosiinkinaasi 2 (JAK2) geeni (2-5), mis 16i kaasa suure lébimurde
mueloproliferatiivsete kasvajate (Myeloproliferative Neoplasm, MPN) maistmisel,
klassifitseerimisel ja diagnoosimisel. JAK2 on mitme tsUtokiini (sh erUtropoetiini)
kriitiline intratsellulaarne signaalmolekul.

JAK2 V617F mutatsioon tuvastatakse > 95%-1 téelise  polUtsiteemiaga
(Polycythemia Vera, PV) patsientidest, 50-60%-| essentsiaalse trombotsiteemiaga
(ET) patsientidest ja 50%-| primaarse muelofibroosiga (PMF) patsientidest. JAK2
V617F on tuvastatud ka ménel harval juhul kroonilise muelomonotsidtilise
leukeemia, muelodUsplastilise sUndroomi, siUsteemse mastotsitoosi ja kroonilise

neutrofiilse leukeemia korral, kuid 0% CML-i korral (6).

Mutatsioon vastab JAK2 nukleotiidi 1849 UGhe nukleotiidi muutusele eksonis 14,
mille tulemuseks on unikaalne valiini (V) asendamine fentslalaniiniga (F) valgu
positsioonis 617 (JH2 domeenis). See viib JAK2 konstitutiivse aktiveerimiseni,
vereloome muundamiseni in vitro ja erUtropoetiinist sdltumatu erUtroidikoloonia
(Erythropoietin-independent Erythroid Colony, EEC) kasvule kigil PV patsientidel
ning suurel osal ET ja PMF patsientidest (7). JAK2 V617F on MPN-i puhul
vereloomerakkude transformatsiooni péhitegur, kuid samasuguse unikaalse
mutatsooniga eri kliiniliste ja bioloogiliste Uksusteni viivaid tépseid patoloogilisi
mehhanisme pole vélja selgitatud.

Tavaliselt  pdéhineb  MPN-i  diagnoos kliinilisel luuidi  histoloogial  |a
tsUtogeneetilisel kriteeriumil. Haigusepdhise molekulaarmarkeri avastamine
lihtsustas protsessi ja suurendas diagnostika tdpsust. JAK2 V617F mutatsiooni
tuvastamine on niid osa WHO 2008. aasta referentskriteeriumitest BCR-ABL
negatiivse MPN-i (Tabel 1) diagnoosimiseks ja selle mutatsiooni olemasolu on
diagnostilise kinnituse peamine kriteerium.
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Tabel 1. WHO kriteerium MPN-i diagnoosimiseks (kohandatud 8. viite jargi)

Toelise polUtsiteemia (Polycythemia Vera, PV) diagnoosimise kriteeriumid

Peamised 1. Hemoglobiin (Hgb) > 18,5 g.dl"' (meestel) véi > 16,5 g.dl!
(naistel) voi
Hgb véi hematokrit (Hct) > 99. protsentiili vanuse, soo véi elukoha
kérguse vordlusvahemikust vai
Hgb > 17 g/dl"! (mehed) véi > 15 g/dI"" (naised), kui seda
seostatakse pUsiva = 2 g/dl! suuruse kasvuga (vérreldes algse
vddrtusega), mis ei saa tuleneda rauapuuduse parandamisest, vai
ennustatud vadrtusest > 25% suurem punaliblede hulk
2. Mutatsiooni JAK2V617F vai sarnase mutatsiooni olemasolu |

Lisa 1. Luutdi kolmerealine mieloproliferatsioon
2. Alanormaalse seerumi eritropoetiini tase
3. Endogeense eritroidkoloonia (Endogenous Erythroid Colony,
EEC) kasv

Essentsiaalse trombotsiteemia (ET) diagnoosimise kriteeriumid

Peamised 1. Trombotsiitide arv =450 x 107 |
2. Suure ja kipse morfoloogiaga megakartotsttdi proliferatsioon;
granUlotstuUtide voi erUtroidproliferatsiooni véhesus voi puudumine
3. Ei vasta WHO kroonilise mueloidleukeemia (Chronic Myeloid
Leukemia, CML), PV, primaarse muelofibroosi (PMF),
muelodusplastilise sundroomi (MDS) v6i muu mieloidse neoplasmi
kriteeriumidele
(4. JAK2V617F v&i muu klonaalmarker véi |
reaktiivsete trombotsiUtide esinemise puudumine

Lisa -

Primaarse mielofibroosi (PMF) diagnoosimise kriteeriumid

Peamised 1 Megakariotstudi proliferatsioon ja ebatiipilisus koos
retikuliini ja/véi kollageeni fibroosiga voi
retikuliinfibroosi puudumisel peab megakariotstitide
muutustega kaasnema suurenenud luudi rakulisus,
granulotstUtiline proliferatsioon ja sageli véhenenud eritropoees (st
prefibrootiline PMF).
2. Ei vasta WHO kriteeriumile, mis on esitatud CML-i, PV,
MDS-i kohta, vé6i muu mieloidne kasvaja
(3. JAK2V617F véi muu klonaalmarker véi |
reaktiivsete Udifibrooside esinemise puudumine

Lisa 1. LeukoerUtroblastoos
2. Suurenenud seerumi laktaatdehidrogenaasi (lactate dehydrogena
LDH) sisaldus
3. Aneemia
4. Palpeeritav splenomegaalia

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rahvusvahelised eksperdid pakkusid hiljuti vélja kriteeriumi PV ja ET terapeutiliste
katsete jaoks. Allografti, alfa-interferooni véi hidrokstuurea kohta saadud
andmete pohjal on JAK2V617F kvantifitseerimine lisatud ravivastuse jdlgimiseks
potentsiaalselt kasulikuks vahendiks (9). JAK2 V617F koormuse véhenemist on
tdheldatud vastusena ménele uuele kliinilises arenduses olevale JAK2-vastasele
ravimile (10).

Protseduuri pohimote

Uhenukleotiidsete  polomorfismide (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP)
osakaalu kvantitatiivseks ma&dramiseks DNA proovides on pakutud mitmeid
erinevaid tehnikaid. Neist eelistatakse reaalaja  kvantitatiivsel  polimeraasi
ahelreaktsioonil (quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR) pé&hinevaid
meetodeid nende kdérgema tundlikkuse téttu, mis véimaldab jélgida alleeli
koormust pikisuunas. Paljud neist meetoditest on médduka tundlikkusega 1-10%,
nditeks TagMan® alleelne diskrimineerimine, Pyrosequencing®, sulamiskévera
analUUs ja otsene sekveneerimine. Méned neist, naiteks sulamiskévera analGis ja
sekveneerimine, on ainult poolkvantitatiivsed, teised, néiteks purosekveneerimine,
vajavad PCR-jdrgset téotlemist véi seadmeid, mis pole hélpsasti kattesaadavad
voi millel on tavapdraste laboratoorsete testide jaoks liiga kérged seadistuskulud.
Véga tundlik l8henemine tundlikkusega < 0,1% nduab SNP-spetsiifilise praimeri
kasutamist, mis vdimaldab mutantse  véi  metsiktGUpi  alleeli  selektiivset
amplifikatsiooni, mis on reaalajo  gPCR-seadmega hélpsasti  tuvastatav.
Komplekt ipsogen JAK2 MutaQuant Kit pdhineb sellel tehnikal.

gPCR-i  kasutamine véimaldab PCR-i  produktide tépset kvantifitseerimist
PCR-i amplifitseerimisprotsessi eksponentsiaalse faasi ajal. Kvantitatiivse PCR-i
andmeid on vdimalik  kiiresti  saada ilma  PCR-jargse tddtlemiseta
fluorestsentssignaalide reaalajos tuvastamisega PCR-tsUkli ajal jo/véi pérast seda,
vahendades seeldbi drastiliselt PCR-i produkti saastumise riski. Praegu on saadaval
3 peamist tOUpi qPCR-i tehnikat: qPCR-analiis SYBR® Green | véarvi abil,
gPCR-analtts hidrolbusisondide abil jo gPCR-analtis hibridisatsioonisondide

abil.

Selles analtUsis kasutatakse qPCR-i topeltvarvi oligonukleotiidi  hidroltGUsi
pohiméotet. PCR-i ajal hibridiseeruvad péripidised ja é&raspidised praimerid
konkreetse jarjestusega. Samas segus sisaldub kahe-vérvi oligonukleotiid.
See proov, mis koosneb 5'-otsas reportervérviga ja 3'-otsas summutajavdrviga
mérgistatud oligonukleotiidist, hibridiseerub sihtmark-jérjestusega
PCR-produktis. HudrolUusiproovidega qPCR analiis kasutab  éra Thermus
aquaticus (Tag) DNA polimeraasi 5'23' eksonukleaasset aktiivsust. Kui proov on
intaktne, summutab  reportervarvi  ldhedus summutajavérvile  reporteri
fluorestsentsi peamiselt Forster-tGUpi energia Ulekande teel.

6 Komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit késiraamat  08/2016



PCR ajal, kui huvipakkuv mérklaud on olemas, anniilub sond spetsiifiliselt
paripidise |a draspidise praimeri saitide vahele. DNA polUmeraasi 5'23'
eksonukleaasne aktiivsus [6hustab sondi reporteri ja summutaja vahel ainult siis,
kui sond on sihtmérgile hibridiseerunud. Sondi fragmendid térjutakse seejérel
sihtmérgilt eemale ja ahela polimeriseerumine jétkub. Sondi 3'-ofs on
blokeeritud, et véltida proovi pikendamist PCR-i kdigus (Joonis 1). See protsess
toimub igas tsUklis ega sega produkti eksponentsiaalset akumuleerumist.

Fluorestsents-signaali suurenemist tuvastatakse ainult siis, kui sihtmark-jérjestus
on sondiga komplementaarne ja seetéttu amplifitseeritakse PCR-i kdigus. Nende
nduete tottu ei tuvastata mittespetsiifilist amplifikatsiooni. Seega on fluorestsentsi
suurenemine  otseselt  proportsionaalne  sihtmdrgi  amplifitseerumisega
PCR-i kéigus.

Anniilimine

A
Ne
hl

Praimerite ja sondi
anniilimine

Poliimerisatsiooniahela
vahetamine

|
i

e
0

Lohustamine

0
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<€Q- - - - —— Viib summutajavéarvi
A vabanemiseni ja reporteri
4@”’ fluorestsents-signaali emissioonini
S7A e 8 g e ————
a e & Poliimerisatsioon
on I6ppenud
- — = = = = = = = = === - .—)
0 ) PCR-i produkt on valmis
<'. ——————————————— —— ja fluorestsents-signaal
akumuleerub igas tstklis
{?Adr, R -x{ Pérividine |
eporter )S tsiifili d — Pdripidine ja
* PVQ‘ petsutiiine son draspidine praimer
# Summutaja -——> PCR-i produkt . Tag polimeraas

Joonis 1. Reaktsiooni pdhimdote.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Selles analtusikomplektis kasutatud kvantitatiivne alleelispetsiifiline
PCR-tehnoloogia véimaldab SNP-de tuvastamist tundlikul, téapsel ja vaga
reprodutseeritaval viisil. See meetod pdhineb spetsiifiliste péripidiste praimerite
kasutamisel metsiktGUpi ja V617F alleeli jooks (11). Ainult tdpne vaste praimeri ja
sihntmark-DNA vahel véimaldab pikendamist ja amplifitseerimist PCR-is (Joonis 2).

/ Mlﬂevaste : \
Amplifitseerimist ei toimu
- {—¥_H14 —&= % > Sondi Ihustamist e oimu

Mutantne alleel - Fluorestsents-signaali akumulatsiooni ei toimu

PPl —
MWT Vaste o

—) [— ] Av> A < Amplifikatsioon
_-— 14 G - - ] > - Sondi |6hustamine
= B 3t

- Fluorestsents-signaali akumulatsioon

Metsiktiupi alleel o

N/
|
N\

Vaste

—— vAg Amplifikatsioon
—_— 14 e — - III QOD— ->Sondi Idhustamine
; 2 v (N -> Fluorestsents-signaali akumulatsioon

Mutantne alleel

PPM Vé17F Mittevaste . ___
-—A o Amplifitseerimist ei toimu
-—— 14 %G]' - _ - - Sondi |6hustamist ei toimu

\ Mefsﬂduup, alleel > Fluorestsents-signaali akumulatsiooni ei toimu [ = ) /

Joonis 2. Alleelispetsiifiline PCR MetsiktOipi véi V617F praimerite ja sondi segude kasutamine
véimaldab metsikttipi véi muteerunud alleeli spetsiifiliselt tuvastada kahes eraldi l&biviidavas
reaktsioonis, kasutades sama proovi. Tulemusi saab vdliendada VF-koopiate protsendina
JAK2-koopiate koguarvust.
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Kaasasolevad materjalid

Komplekti sisu

Komplekt ipsogen (12) (24)
JAK2 MutaQuant Kit
Katalooginr 673522 673523
Reaktsioonide arv 12 24
V617F positiivne kontroll PC-VF-JAK2
(100% V617F alleel) PC-VF-JAK2 Mini  +OH! 60 u
V617F negatiivne kontroll NC-VF-JAK2 40 1l 60 ul
(100% metsiktopi alleel) NC-VF-JAK2 Mini H H
M1-VF standardlahjendus, 50 koopiat M1-VF 20 Ul 30 4l
(5x 10' V617F koopiat/5 ul) M1-VF Mini H H
M2-VF standardlahjendus, 500 koopiat M2-VF 20 Ul 30 4l
(5 x 102 V617F koopiat/5 ul) M2-VF Mini H H
M3-VF standardlahjendus, 5000 koopiat M3-VF 20 Ul 30 4l
(5 x 10° V617F koopiat/5 ul) M3-VF Mini H H
M4-VF standardlahjendus, M4-VF
50 000 koopiat (5 x 10* V617F .. 20 ul 30 ul
. M4-VF Mini
koopiat/5 ul)
WT-1 standardlahjendus, 50 koopiat WT-1 20 Ul 30 ul
(5 x 10" metsiktoopi koopiat/5 ul) WT-1 Mini H H
WT-2 standardlahjendus, 500 koopiat WT-2 20 Ul 30 4l
(5 x 10 metsiktiipi koopiat/5 ul) WT-2 Mini H H
WT-3 standardlahjendus, 5000 koopiat WT-3 20 Ul 30 ul
(5 x 10° metsiktotpi koopiat/5 ul) WT-3 Mini H H
WT-4 standardlahjendus, WT-4
50 000 koopiat (5 x 10* metsiktGipi WT-4 Mini 20 ul 30 ul
koopiat/5 ul)
PPM-JAK2 WT
. o . N 25x
Praimerite ja sondi segu JAK2 WT PPM_JAK2 WT 52 ul 95 ul
Mini 25x
PPM-JAK2 V617F
25x
. . . . 1—
Praimerite ja sondi segu JAK2 V617F PPM_JAK?2 V617F 52 ul 95 ul
Mini 25x
Komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit juhend (inglise 1 1
keeles)

* Spetsiifiliste pdripidiste ja draspidiste praimerite segu metsikttUpi JAK2 kontrollgeeni jaoks

pluss spetsiifiline FAM™-TAMRA™ sond.

' Spetsiifiliste pdéripidiste ja @raspidiste praimerite segu JAK2 V617F mutatsiooni jaoks pluss

spetsiifiline FAM—TAMRA sond.
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Markus. Segage keerissegistil ja tsentrifuugige enne kasutamist standardlahjendusi
ning praimerite ja sondi segusid.

Vajalikud, kuid mitte kaasasolevad materjalid

Kemikaalidega té66tamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt
kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks lugege toote tarnijalt
saadaolevaid asjakohaseid ohutuskaarte (Safety Data Sheets, SDS-e).

Reaktiivid
M Nukleaasidevaba PCR-klassi vesi

B  Puhver ja Tag-i DNA polimeraas: Valideeritud reaktivid on TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific,
katalooginr 4304437) and LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche,katalooginr 04535286001) véi LightCycler FastStart DNA Master™Vs
HybProbe® (Master Mix 5x) (Roche, katalooginr 03515567001)

Kulutarvikud

B Nukleaasidevabad  aerosoolikindlad  steriilsed  PCR-pipetiotsikud  ja
hidrofoobsed filtrid

B 0,5 mlvéi 1,5 ml nukleaasidevabad PCR-katsutid
B Jaa

Seadmed
B Mikrolpipett* ainult PCR-i jaoks (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

B Lauatsentrifuug® rootoriga 0,5 ml/1,5 ml reakisioonikatsutitele |a
mikroplaatidele (maksimumkiirusega 13 000-14 000 p/min)

M Real-time PCR-seade:* Rotor-Gene Q 5plex HRM vdi muu Rotor-Gene;
LightCycler 1.2 véi 480; ABI PRISM 7900HT SDS; Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System; ja seotud spetsiifiline materjal

B Biofotomeeter

*Veenduge, et seadmeid oleks kontrollitud ja kalibreeritud vastavalt tootja soovitustele.
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Hoiatused ja ettevaatusabinoud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas

Kemikaalidega té6tamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, Ohekordselt
kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge vastava
ohutuskaardiga (Safety Data Sheets, SDS). Need on saadaval mugavas |a
kompaktses PDF-vormingus veebiaadressil www.giagen.com/safety. Seal saate
vaadata kéiki QIAGEN-i komplekti ja selle osade ohutuskaarte ning need vélja
printida.

Havitage proovivétu- ja analiUsijéétmed vastavalt kohalikele ohutusnéuetele.

Uldised ettevaatusabindud

gPCR-testide kasutamine nduab haid laboratoorseid tavasid, sealhulgas selliste
seadmete hooldust, mis on pUhendatud molekulaarbioloogiale ja vastavad
kohaldatavatele maarustele ja asjokohastele standarditele.

Komplekt on ette nahtud kasutamiseks in vitro diagnostikas. Selle komplektiga
kaasas olevad reaktiivid ja juhendid on optimaalseks kasutuseks valideeritud.
Reaktiivide edasise lahjendamise véi inkubeerimisaegade ja temperatuuride
muutmise tagajdriel véivad andmed olla vigased voi neis vdib esineda
lahknevusi. PPM-WT ja PPM-VF reaktiivid voéivad valgusega kokkupuutel
muutuda. Kéik reaktiivid on loodud spetsiaalselt selle analGUsiga kasutamiseks.
AnalUUsi optimaalseks toimimiseks ei tohiks midagi asendada.

Olge eriti ettevaatlik, et valtida jargmist:

M DNoaasiga saastumine, mis vdib pdhjustada matriits-DNA lagunemist

B DNA véi PCR-i jd&kmoju saastumist, mis pdhjustab védarpositiivse signaali.
Ulaltoodu véltimiseks soovitame jérgmist.

M Kaosutage analGisi tegemisel nukleaasidevabu laboritarbeid (nt pipette,
pipetiotsikuid, reaktsiooniviaale) ja kandke kindaid.

B Kasutage uusi aerosoolikindlaid pipetiotsikuid iga pipeteerimistoimingu
jaoks, et véltida proovide ja reaktiivide ristsaastumist.

M  Valmistage PCR-eelne poéhisegu selleks ette néhtud materjaliga (pipetid,
otsikud |ne) selleks ette ndhtud alal, kuhu ei ole viidud DNA maatriksit
(DNA-d, plasmiidi ega PCR-produkte). Lisage mall eraldi tsooni (eelistatavalt
eraldi ruumi) spetsiaalse vahendi (pipett, ots vms) abil.

Reaktiivide hoiustamine ja tarnimine

Komplektid tarnitakse kuiviGésse pakituna ja need tuleb kéttesaamisel sailitada
temperatuuril —=15...-30 °C.
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B Minimeerige praimerite jo sondi segude (PPM-WT |a PPM-VF katsutite)
kokkupuudet valgusega.

M Enne avamist segage ja tsentrifuugige katsuteid érnalt.
M Hoidke komplekti kéiki osi algpakendites.

Need sdilitustingimused kehtivad nii avatud kui ka avamata osadele. Siltidel
mdérgitutest erinevatel tingimustel sailitatud komponendid ei pruugi Gigesti
té6tada ja véivad mébjutada analbisitulemusi.

lga reaktiivi kélblikkusaeg on margitud vastava komponendi sildil. Oigete
séilitustingimuste juures on toode tédkorras kuni sildile kantud kélblikkusaja
|6puni.

Pole Uhtki mérki, mis viitaks toote ebastabiilsusele. Kill aga tuleks positiivseid
ja negatiivseid kontrolle teha koos tundmatute proovidega.
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Protseduur

Proovi DNA ettevalmistamine

Genoomne DNA tuleks saada téisverest, tdisvere puhastatud perifeerse vere
|[OmfotsuUtidest, polUnukleaarsetest rakkudest véi granulotsttidest. Vérreldavate
tulemuste saamiseks on soovitatav kasutada sama rakufrakisiooni ja DNA
ekstraheerimise meetodit. DNA ekstraheerimiseks véib kasutada home-brew
meetodit voi mUUgil olevat komplekti.

DNA kogus tuleks kindlaks maarata proovi optilise tiheduse (Optical Density,
OD) mddtmisega lainepikkusel 260 nm ja DNA kvaliteeti saab mé&érata kas
spektrofotomeetria vai geel*elektroforeesi abil.

B OD2s0/OD2sgo suhe peaks olema 1,7-1,9 ja sellest véiksemad suhted vdivad
viidata valguga saastumisele véi orgaaniliste kemikaalide olemasolule.

B Elektroforeetiline analtos 0,8-1,0% agaroosgeelil* peaks véimaldama
eraldatud DNA visualiseerimist eraldiseisva, umbes 20 kb véédina (kerge
mé&érdumine annab vastuvdetavad tulemused).

Saadud DNA tuleb lahjendada kontsentratsioonini 5 ng/ul 1x TE puhvris*,
mille pH on 8,0, ja seejdrel sdilitada seda temperatuuril +4...+ 8 °C 1 nddala
jooksul véi temperatuuril =20 °C, kui on vaja pikemat sailitamist.

gPCR reaktsioon on optimeeritud DNA proovide jaoks, mis sisaldavad 25 ng
puhastatud genoomset DNA-d.

* Kemikaalidega t66tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid kindaid ja
kaitseprille. Lisateabe saamiseks lugege toote tarnijalt saadaolevaid asjakohaseid
ohutuskaarte (Safety Data Sheets, SDS-e).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: gPCR Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM vo6i Rotor-Gene
Q 5plex HRM seadmetel 72-katsutilise rootoriga

Seda seadet kasutades soovitame kdik médtmised teha kahes korduses, nagu on
ndidatud tabelisTabel 2.

Tabel 2. Reaktsioonide arv 72-katsutilise rootoriga Rotor-Gene Q seadmete
korral

Proovid Reaktsioonid
JAK2 V617F praimerite ja sondi seguga (PPM-VF)

8 reaktsiooni, igauht neist testiti

4 M-VF standardit kahes korduses
n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

4 reaktsiooni: positiivne kontroll

2 DNA kontrolli (PC-VF) ja negatiivne kontroll (NC-
VF), igaUht testiti kahes korduses

Veekontroll 2 reaktsiooni
JAK2 metsiktttpi praimerite ja sondi seguga (PPM-WT)

8 reaktsiooni, igauht neist testiti

4 metsiktOUpi standardit kahes korduses

n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

4 reaktsiooni: PC-VF ja NC-VF,

2 DNA kontrolli kumbagi testiti kahes korduses

Veekontroll 2 reaktsiooni

Proovide to6tlemine 72-katsutilise rootoriga Rotor-Gene Q seadmetega

Soovitame standardite ning praimerite ja sondi segude optimaalsemaks
kasutamiseks testida samas katses véhemalt kaheksat DNA proovi 24 reaktsiooni
komplektiga (katalooginr 673523) ja vdhemalt kuut DNA proovi 12 reaktsiooni
komplektiga (katalooginr 673522).
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Joonis 3. Soovitatav rootori seadistus iga katse jaoks komplektiga ipsogen 24 proovi JAK2
MutaQuant Kit. PC-VF: V617F positivne kontroll; NC-VF: V617F negatiivne kontroll;
M-VF: V617F standardid; M-WT: metsiktGUpi standardid; S: DNA proov; H,O: veekontroll.

Markus. Hoolitsege selle eest, et testitav proov asetataks alati rootori 1.
asukohta. Vastasel juhul ei teosta seade kalibreerimist ning saadakse valed
fluorestsentsandmed.

Taitke kéik muud asukohad tihjade katsutitega.

gPCR 72-katsutilise rootoriga Rotor-Gene Q seadmetel
Markus. Tehke koéik toimingud jaal.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.
2. Valmistage jargmine gPCR-segu vastavalt toddeldavate proovide arvule.
Kbik kontsentratsioonid on ette ndhtud reaktsiooni [6ppkoguse jaoks.
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TabelidTabel 3 ja 4 kirjeldavad pipeteerimisskeemi Ghe reaktiivisegu
valmistamiseks, mis on arvutatud nii, et reaktsiooni |[6ppmaht oleks 25 ul.
Eelsegu voib valmistada vastavalt reakisioonide arvule, kasutades sama
praimerite ja sondi segu (kas PPM-VF véi PPM-WT). Komplekt sisaldab
ka lisakoguseid, mida saab kasutada pipeteerimistérke korral.

Tabel 3. gPCR-segu ettevalmistamine

V617F

1 reaktsioon  eelsegu 30 +
Komponent (ul) 1 reaktsioon (ul)  Ldppkontsentratsioon
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 387.5 Ix
Praimerite ja sondi
sequ, PPM-VF 25x U Sl 1x
Nukleaasidevaba
PCR-klassi vesi 6,5 201,5 B
Proov S
(lisatakse 4. etapis) 22 et -
Léppmaht 25,0 igauht 25 -

Tabel 4. gPCR-segu ettevalmistamine

1 reaktsioon  WT eelsegu 30 +

Komponent (ul) 1 reaktsiooni (ul) LOppkontsentratsioon
TagMan
Universal PCR 12,5 387,5 1x

Master Mix, 2x

Praimerite |a

sondi segu, 1,0 31 1x
PPM-WT 25x

Nukleaasidevaba

PCR-klassi vesi 6.5 201,5 Bl
Proov (lisatakse o

4. efapis) 5,0 igadht 5 -
Léppmaht 25,0 igauht 25 -
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3. Lisage 20 pl gPCR-i eelsegu (VF vdi WT) katsuti kohta.

4. Lisage vastavasse katsutisse 5 pl kvantifitseeritavat materjali (25 ng proovi
genoomset DNA-d vai kontrolli) (kogumaht 25 pl).

5. Segage ettevaatlikult Gles-alla pipeteerides.
Asetage katsutid termotsiklerisse vastavalt tootja soovitustele.

7. Programmeerige Rotor-Gene Q seadme termotsikleerimise programm,
nagu on naidatud tabelisTabel 5.

o

Tabel 5. Temperatuuriprofiil

Analltusireziim Madramine
Hold (Hoidmine) Temperatuur: 50 kraadi
Aeg: 2 minutit

Hold 2 (2. hoidmine) Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 minutit
Cycling (Tsuklistamine) 50 korda
95 °C 15 sekundit

62 °C 1 minuti jooksul FAM fluorestsentsi
kogumisega kanalis Green: Single (Uksik)

8. Rotor-Gene Q seadmel valige analildsiks  ,Slope Correct”
(Kdvera parandamine). Soovitame lavendiks panna 0,03. Kaivitage
termotsuiklistamise programm, nagu on naidatud tabelisTabel 5.
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Protokoll: gPCR ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System ja LightCycler 480 seadmel

Kasutades 96-sUvendilise plaadi gPCR seadet, soovitame kdik mddtmised ldbi
viia kahes korduses, nagu on naidatud tabelisTabel 6.

Tabel 6. Reaktsioonide arv, kasutades 96-sitivendilise plaadi qPCR seadet

Proovid Reaktsioonid
JAK2 V617F praimerite ja sondi seguga (PPM-VF)

4 M-VF standardit 8 reaktsiooni, igaUht neist testiti kahes korduses
n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 DNA kontrolli 4 reaktsiooni: PC-VF ja NC-VF, kumbagi testiti
kahes korduses

Veekontroll 2 reaktsiooni

JAK2 metsiktutpi praimerite ja sondi seguga (PPM-WT)

4 metsiktOUpi

: 8 reaktsiooni, igaUht neist testiti kahes korduses
standardit
n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

4 reaktsiooni: PC-VF ja NC-VF, kumbagi testiti

2 DNA kontrolli leslbes Mo s

Veekontroll 2 reaktsiooni

Proovi tootlemine ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System ja LightCycler 480 seadmel

Soovitame standardite ning praimerite ja sondi segude optimaalsemaks
kasutamiseks testida samas katses kaheksat DNA proovi 24 reaktsiooni
komplektiga (katalooginr 673523) ja véhemalt kuut DNA proovi 12 reaktsiooni
komplektiga (katalooginr 673522).

Plaatskeem jooniselloonis 4 nditab sellise katse néidet, kasutades 24 reaktsiooni
komplekti (katalooginr 673523) ja joonisel Joonis 5 néitab sellise katse naidet,
kasutades 12 reaktsiooni komplekti (katalooginr 673522).

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 4. Soovituslik plaatide paigutus Uhe katse jaoks , kasutades 24 reaktsiooni komplekti

(katalooginr 673523). PC-VF: V617F positivne kontroll; NC-VF: V617F negatiivne kontroll;
M-VF: V617F standardid; M-WT: metsiktOUpi standardid; S: DNA proov; H2O: veekontroll

PP%LPPP%PM%PT
@0@ DA

CLTTLLLD)
@

Joonis 5. Soovituslik plaatide paigutus Uhe katse jaoks , kasutades 12 reaktsiooni komplekti

(katalooginr 673522). PC-VF: V617F positivne kontroll; NC-VF: V617F negatiivne kontroll;
M-VF: V617F standardid; M-WT: metsiktGUpi standardid; S: DNA proov; H2O: veekontroll
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gPCR ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System ja LightCycler 480 seadmel

Markus. Tehke kéik toimingud j&dl.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaale.

2. Valmistage jargmine gPCR-segu vastavalt toddeldavate proovide arvule.
Kéik kontsentratsioonid on ette ndhtud reaktsiooni |6ppkoguse jaoks.
Tabelid 7 ja 8 kirjeldavad pipeteerimisskeemi Ghe reaktiivisegu
valmistamiseks, mis on arvutatud nii, et reaktsiooni |6ppmaht oleks 25 ul.
Eelsegu voib valmistada vastavalt reaktisioonide arvule, kasutades sama

praimerite ja sondi segu (kas PPM-VF véi PPM-WT). Komplekt sisaldab ka
lisakoguseid, mida saab kasutada pipeteerimistérke korral.

Tabel 7. gPCR-segu ettevalmistamine

V617F eelsegu
1 26+1 30+1

reaktsioon reaktsiooni reaktsiooni
Komponent () (qul) () Loppkontsentratsioon
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12,5 337,5 387,5 Tx
Praimerite ja sondi segu,
PPM-VF 25x e 27 ! I
Nukleaasidevaba
PCR-klassi vesi 6,5 1755 201,5 -
Proov (lisatakse 4. etapis) 5,0 igatht 5 igatht 5 -~
Léppmaht 25,0 igauht 25 igatht 25 -
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Tabel 8. gPCR-segu ettevalmistamine

WT eelsegu
1 26+1 30+1
reaktsioon reaktsiooni reaktsiooni
Komponent (1) (V)] () Ldppkontsentratsioon
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12,5 337,5 387,5 Tx
Praimerite ja sondi segu,
PPMWT 25x 1,0 27 31 Ix
Nukleaasidevaba
PCR-klassi vesi 6,5 175, 201,5 B
Proov (lisatakse 4. etapis) 5,0 igatht 5 igatht 5 -
Léppmaht 25,0 igatht 25 igatht 25 -
3. Lisage 20 pl gPCR-i eelsegu (VF voi WT) stivendi kohta.
4. Lisage vastavasse siuvendisse 5 pl kvantifitseeritavat materjali (25 ng proovi
genoomset DNA-d voi kontrolli) (kogumaht 25 pl).
5. Segage ettevaatlikult Ules-alla pipeteerides.
6. Sulgege plaat ja tsentrifuugige (300 x g, ligikaudu 10 sekundit).
7. Asetage plaat termotstiklerisse vastavalt tootja soovitustele.
8. Programmeerige termotsuikleri termotsuklistamise programm ja seadke

seade kahekordse margistusega FAM-fluorestsentssondi kogumiseks, nagu
on naidatud tabelisTabel 9 ABI PRISM 7900HT SDS ja Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System, v0i Tabel 10 LightCycler 480 seadme kohta.
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Tabel 9. Temperatuuriprofil seadmete ABI PRISM 7900HT SDS ja Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System jaoks

AnallUsireziim Standardkéver — absoluutne méadramine
Hold (Hoidmine) Temperatuur: 50 °C
Aeg: 2 minutit

Hold 2 (2. hoidmine) Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 minutit
Cycling (Tsuklistamine) 50 korda
95 °C 15 sekundit

63 °C 1 minuti 30 sekundi jooksul FAM-
fluorestsentsi kogumisega, summutaja: TAMRA

Tabel 10. Temperatuuriprofiil LightCycler 480 seadme jaoks

Anallusireziim Absoluutne kvantifitseerimine (,Abs Quant”)
Detection formats Valige aknas Detection formats
(Tuvastamisvormingud)  (Tuvastamisvormingud) ,Simple Probe”
(Lihtne sond)
Hold (Hoidmine) Temperatuur: 50 °C
Aeg: 2 minutit

Hold 2 (2. hoidmine) Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 minutit
Cycling (Tsuklistamine) 50 korda
95 °C 15 sekundit

63 °C 1 minut 30 sekundit FAM-fluorestsentsi
kogumisega, mis vastab (483-533 nm)
LC-versioonile 01 ja (465-510 nm)
LC-versioonile 02

9. Seadmete ABI PRISM 7900HT ja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System korral jargige etappi 8a. Seadme LightCycler 480 korral jargige
etappi 8b.

9a. ABI PRISM 7900HT ja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System:

Soovitame lavendiks seada 0,1. Kaivitage tsuklistamisprogramm, nagu on
naidatud tabelisTabel 9.
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9b. LightCycler 480: Soovitame Fit point anallusireziimi taustaga 2,0
ja lavendiga 2,0. Kaivitage termotsuklistamise programm, nagu on naidatud
tabelisTabel 10.
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Protokoll: gPCR seadmel LightCycler 1.2

Kapilloarseadmete kasutamisel soovitame proove modta kahes korduses ja
kontrolle ainult Uks kord, nagu on ndidatud tabelisTabel 11.

Tabel 11. Seadme LightCycler 1.2 reaktsioonide arv

Proovid Reaktsioonid
JAK2 V617F praimerite ja sondi seguga (PPM-VF)

4 M-VF standardit 4 reaktsiooni, igaUht testitakse Uks kord
n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 reaktsiooni: PC-VF ja NC-VF, igaiht
testitakse Uks kord

2 DNA kontrolli
Veekontroll 1 reaktsioon

JAK2 metsikttipi praimerite ja sondi seguga (PPM-WT)

4 metsiktOUpi standardit 4 reakisiooni, igaUht testitakse Uks kord

n DNA proovi n x 2 reaktsiooni

2 reaktsiooni: PC-VF ja NC-VF, igatht

2 DNA kontrolli testitakse ks kord

Veekontroll 1 reaktsioon

Proovi to6tlemine seadmel LightCycler 1.2

Standardite, praimerite ja sondi segude kasutamise optimeerimiseks soovitame
testida nelja DNA proovi samas katses. Kapillaarskeem jooniselJoonis 6 nditab
katse ndidet.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 6. Soovitatav rootori seadistamine iga katse korral komplektiga ipsogen JAK2
MutaQuant Kit. PC-VF: V617F positivne kontroll; NC-VF: V617F negatiivne kontroll;
M-VF: V617F standardid; M-WT: metsiktOUpi standardid; S: DNA proov; H,O: veekontroll.

gPCR seadmel LightCycler 1.2

Markus. Spetsiifiliste tehnoloogiliste nduete t6ttu tuleb seadme LightCycler katsed
labi viia spetsiifiliste reaktiivide abil. Master Mix 5x valmistamiseks soovitame
kasutada LightCycler FastStart DNA Master™ S HybProbe [a jdrgida tootja
juhiseid.

Markus. Tehke kdik toimingud j&dl.

Protseduur

1. Sulatage kdik vajalikud komponendid ja asetage need jaéle.

2. Valmistage jargmine gPCR-segu vastavalt td6deldavate proovide arvule.
Kéik kontsentratsioonid on ette néhtud reaktsiooni 16ppkoguse jaoks.
TabelidTabel 12 ja 13 kirjeldavad pipeteerimisskeemi Ghe reaktiivisegu
valmistamiseks, mis on arvutatud nii, et reaktsiooni |6ppmaht oleks 20 ul.
Eelsegu voib valmistada vastavalt reakisioonide arvule, kasutades sama

praimerite ja sondi segu (kas PPM-VF véi PPM-WT). Komplekt sisaldab ka
lisakoguseid, mida saab kasutada pipeteerimistérke korral.
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Tabel 12. gPCR-segu ettevalmistamine

V617F
eelsegu 15 +

1 reaktsioon 1 reaktsiooni
Komponent (b (b LAppkontsentratsioon
Vérskelt valmistatud
LightCycler FastStart
DNA Master™/s 4.0 64,0 Ix
HybProbe Mix, 5x
Praimerite ja sondi
segu, PPM-VF 25x U 28 Uz
Nukleaasidevaba
PCR-klassi vesi 10,2 163,2 Bl
Proov .
(lisatakse 4. etapis) e el 2 -
Loppmaht 20,0 igaUks 20 -

Tabel 13. gPCR-segu ettevalmistamine

1 reaktsioon WT eelsegu 15 +1
Komponent () reaktsiooni (pl) LOppkontsentratsioon

Varskelt
valmistatud
LightCycler
FastStart

DNA Master™Ys
HybProbe Mix, 5x

4,0 64,0 Tx

Praimerite ja sondi

segu, PPM-WT 25x e 7% 1x
Nukleaasidevaba

PCR-klassi vesi 10,2 163,2 B
Proov ..

(lisatakse 4. etapis) 5 et -
Loppmaht 20,0 igatks 20 -
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3. Lisage 15 pl gPCR-i eelsegu (VF voi WT) kapillaari kohta.

4. Lisage vastavasse katsutisse 5 pl kvantifitseeritavat materjali (25 ng proovi
genoomset DNA-d vai kontrolli) (kogumaht 20 pl).

5. Segage ettevaatlikult Gles-alla pipeteerides.

6. Asetage kapillaarid aparaadiga kaasasolevatesse  adapteritesse
ja tsentrifuugige lihikest aega (700 x g, ligikaudu 10 sekundit).

7. Asetage kapillaarid termotsuklerisse vastavalt tootja soovitustele.

Programmeerige seade LightCycler 1.2 termotsiklistamise programmiga,
nagu on naidatud tabelisTabel 14.

o

Tabel 14. Temperatuuriprofiil

Analuusireziim Kvantifitseerimine

Hold 1 (1. hoidmine) Temperatuur: 55 °C
Aeg: 2 minutit
Kalle: 20

Hold 2 (2. hoidmine) Temperatuur: 95 °C
Aeg: 10 minutit
Kalle: 20
Cycling (Tslklistamine) 50 korda
95 °C 15 sekundit; kalle: 20

66 °C 1 minut; kalle: 20; FAM-fluorestentsi
kogumisega: Single (Uksik)

9. Seadme LightCycler 1.2 korral soovitatakse reziime F1/F2 ja ,2" derivative
analysis” (Teine tuletusanalluus). Kaivitage termotsuklistamise programm,
nagu on naidatud tabelisTabel 14.
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Tulemuste tdlgendamine

Andmeanallusi p6himote

LavitsOkli (Cr) ja ristumispunkti (Ce) vadartuste andmeid saab gPCR-i seadmest
eksportida ja kleepida analGisimiseks Excel®-i faili. Neid véartusi saab seejérel
kasutada Cr ja Cr keskmiste vadrtuste arvutamiseks ning standardsed keskmised Cr
vaartused saab kanda graafikule, et saada standardkéver nii metsiktotpi kui V617F
standarditele, kasutades jargmist vérrandit ja tabelitTabel 15.

y = keskmine Cp; x = logio CN, milles CN = geeni koopiaarv 5 ul proovis

Tabel 15. Kvantitativsed andmed metsiktidpi ja V617F standardite kohta

Standard Koopiaarv (Copy number, CN) logi10 CN
M1-VF 5x 10" VF 1,7
M2-VF 5 x 102 VF 2,7
M3-VF 5x 10% VF 3,7
M4-VF 5 x 10* VF 4,7
WT-1 5x 10" WT 1,7
WT-2 5x 102 WT 2,7
WT-3 5x 103 WT 3,7
WT-4 5x 104 WT 4,7

Markus. Iga kasutaja peaks oma laboris méétma oma reprodutseeritavust.

Standardkdver ja kvaliteedikriteeriumid

JoonisedJoonis 7 ja 9 show néitavad komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit abil
saadud tulemuste nditeid ning joonisedJoonis 8 ja 10 nditavad nelja
standardlahjendusega arvutatud teoreetilise kdvera néidet.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Amplifitseerimise kéverad

1.0E1

M4XF M3VF MEVF M1-VF

Fluorestsents (483-533)

1.0EH

2 4 B & W B 9 it R & & @ & 25 2 2 o @5 a5 My de dh An A
Tsoklid

Joonis 7. JAK2 V617F plasmiidi 5 x 10%, 5 x 102, 5 x 103, ja 5 x 10* koopia amplifikatsiooni
graafik (kontrollid vastavalt M1-VF, M2-VF, M3-VF, M4-VF).

50 - y = -3,4017x + 44,774
R? = 0,9989
40 -
30 -
20 -
10 -
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Joonis 8. Standardkdver JAK2 V617F-i jaoks.
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Amplifitseerimise kéverad

1.0E1

Fluorestsents (483-533)

1.0EH

Z 4 & & 10 1z 14 16 18 20 22 24 25 28 30 3 34 3 3| 40 42 44 45 48 BO
Tsoklid

Joonis 9. JAK2 metsiktitpi plasmiidi 5 x 10%, 5 x 102, 5 x 10% ja 5 x 10* koopia amplifikatsiooni
graafik (kontrollid vastavalt WT-1, WT-2, WT-3 ja WT-4).

50 -
y = -3,6x + 43,643
401 R? = 0,9981
30 +
20 A
10 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Joonis 10. Standardkdver metsiktitpi JAK2 jaoks.

Kuna standardid on 10-kordsed lahjendused, on kévera teoreetiline t6u -3,32.
Téus vahemikus -3,0...-3,9 on akisepteeritav, kui RZ on > 0,95 (12). Tépse
tulemuse saamiseks on soovitav, et R2 > 0,98 (13).
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Seejdrel saab standardkévera vérrandite abil arvutada V617F ja WT logio
koopiaarvud tundmatutes proovides.

V617F standardkdvera vérrandit tuleks kasutada tundmatute ja kontrollproovide
Cr/ Cr toorvadértuste keskmiste (saadud PPM-VF-ga) teisendamiseks JAK2 V617F

koopiaarvudeks (CNvgi7F).

| N (Keskmine Covs17F — standardkévera 16ikepunkitvei7e)
og1o CNvsi17F =

Standardkdvera téusvsi7r

MetsiktGUpi  standardkdvera  vérrandit  tuleks kasutada tundmatute ja
kontrollproovide Cp/Cr toorvddrtuste (saadud PPM-WT-ga) teisendamiseks
JAK2 metsiktOOpi koopiaarvudeks (CNwr).

(Keskmine Cgwr — standardkévera 16ikepunktwr)
logio CNwr =

Standardkdévera tduswr

Tulemuste valjendamine

Tulemused on 25 ng kogu genoomse DNA suhtes ja neid tuleks valjendada
JAK2 V617F protsendina jargmiselt.

CN
JAK2 V617F % = e % 100
(CNve17e + CNwr)

Reprodutseeritavus replikaatide vahel

Saadud andmed peaksid duplikaatide vahel olema Ghesugused.

Positiivsed ja negatiivsed kontrollid

Positiivne kontroll véi PC-VF peaks andma JAK2 V617F protsendi, mis on suurem

kui 99,9%.

Negatiivne kontroll véi NC-VF peaks andma JAK2 V617F protsendi, mis on
vaiksem kui 0,1%.

Kui need kontrollid ei toimi digesti, lugege lahenduse leidmiseks jaotist
JT1orkeotsingujuhend” |k 32.
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Veekontrollid

Negatiivsed kontrollid peaksid andma null CN-i nii JAK2 V617F kui metsiktGUpi
JAK2 tuvastamisel.

Positiivne veekontroll tuleneb ristsaastumisest. Vaadake lahenduse leidmiseks
allpool jaotist , Térkeotsingujuhend”.

Torkeotsingujuhend

See toérkeotsingujuhend véib olla abiks tekkinud probleemide lahendamisel.
Lisateabe saamiseks vaadake meie tehnilise toe veebilehel olevat korduma
kippuvate  kisimuste lehte:  www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN-i
tehniliste teenistuste teadlased vastavad alati hea meelega kisimustele, mis véivad
teil tekkida kas kaesolevas késiraamatus sisalduva teabe ja protokolli véi proovide ja
analUusitehnoloogiate kohta (kontaktteabe leiate ,Kontaktteave”, lk 41).

Kommentaarid ja ettepanekud

Standardkdver metsiktttpi voi V617F jaoks pole lineaarne

Viaali inversioon, inversioon  Kontrollige pipeteerimisskeemi
jaotamise ajal, ja reaktsiooni seadistust.
ristsaastumine, standardi,
RQPCR reaktiivi osaline
lagunemine, mittespetsiifiline
amplifikatsioon voi PCR-i
programmiviga

Sailitage komplekti ipsogen JAK2
MutaQuant Kit temperatuuril =15...-30 °C
ja hoidke praimerite ja sondi segusid
valguse eest kaitstult. Vt jaotist ,Reaktiivide
hoiustamine ja tarnimine”, lk 11.

Véltige korduvat kilmutamist ja sulatamist.

Uhel standardil pole signaali vdi see on madal

Standardit ei jaotata voi Kontrollige pipeteerimisskeemi
kasutatakse sama PPM-segu  ja reakisiooni seadistust.

Korrake PCR-i todseeriat.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Kommentaarid ja ettepanekud

Negatiivne (H20) kontroll on positiivne

Ristsaastumine, reaktiivi Asendage kaik kriitilised reaktiivid.
saastumine, seadme viga,
sUvendi voi kapillaari
inversioon voi sondi
lagunemine

Ulekanduva saastuse véltimiseks kasutage
proove, komplekti osi ja materjale
vastavalt Gldtunnustatud tavale.

Hoidke praimerite ja sondi segusid
valguse eest kaitstult.

Kontrollige fluorestsentskéverate
valepositiivsete tulemuste olemasolu.

Signaali pole, isegi standardkontrolliga

a) Valitud on vale Seadke kanal seadistusele F1/F2 vai 530
tuvastamiskanal nm / 640 nm.

b) Pipeteerimistérge voi vahele Kontrollige pipeteerimisskeemi
jGénud reaktiivid ja reaktsiooni seadistust.

Korrake PCR-i todseeriat.

c) Andmete kogumise Kontrollige tstkli programmi.

programm puudub Valige PCR-programmi iga

anniilimissegmendi |6pus
kogumismisreziim ,Single”.

Proovides signaal puudub vdi on madal, kuid standardkontrollid on korras

Proovimaterjali inhibeeriv Enne alustamist kontrollige alati
moju, mis on pdhjustatud DNA kvaliteeti (OD260/OD2so) ja
ebapiisavast puhastamisest kontsentratsiooni.

Korrake DNA ettevalmistamist.

Liiga nork fluorestsentsi intensiivsus

a) Komplekti komponentide vale Jagage reaktiivide kogused sdilitamiseks.
sdilitamine Sailitage komplekti ipsogen JAK2
MutaQuant Kit temperatuuril =15...-30 °C
ja hoidke praimerite ja sondi segusid
valguse eest kaitstult. Vt jaotist
~Reaktiivide hoiustamine ja tarnimine”,

lk 11.

Valtige korduvat kilmutamist
ja sulatamist.
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Kommentaarid ja ettepanekud
b) Véga vaike siht-DNA Kontrollige proovi DNA kogust.

algkogus Markus. Séltuvalt valitud DNA

ettevalmistusmeetodist voib esineda
inhibeeriv toime.

Negatiivsed kontrollid on positiivsed
Ulekanduv saastumine Asendage kaik kriitilised reaktiivid.

Korrake eksperimenti iga reaktiivi uue
kogusega.

Ulekanduva saastuse véltimiseks kasutage
proove, komplekti osi ja materjale
vastavalt Uldtunnustatud tavale.

Varieeruv fluorestsentsi intensiivsus

a) Pipeteerimisviga Parast sulatamist segage keerissegajaga ja
tsentrifuugige koiki reaktiive.

»Pipeteerimisveast” pohjustatud seadme
LightCycler varieeruvust saab véhendada,
analtUsides andmeid reziimis F1/F2 voi
530 nm / 640 nm.

b) Plaadi, katsutite vai Tsentrifuugige alati reaktsiooniseguga
kapillaaride ebapiisav laaditud kapillaare seadme
tsentrifuugimine voi kasutusjuhendis kirjeldatud viisil.

ettevalmistatud PCR-i segu
voib endiselt olla kapillaari
Ulemises anumas voi
kapillaari otsa voib jG&da

dhumull.
c) Kapillaari otsa vélispind on Kandke alati kapillaaride késitsemisel
must kindaid.

34 Komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit kasiraamat  08/2016



Kommentaarid ja ettepanekud

Metsiktutpi vOi V617F positiivsed kontrollid annavad signaali vastastikuse
PPM-i abil

Ristsaastumine, reaktiivi Asendage kaik kriitilised reaktiivid.
saastumine voi stvendi voi

: .. : Korrake eksperimenti iga reaktiivi
kapillaari inversioon

uue kogusega.

Ulekanduva saastuse véltimiseks kasutage
proove, komplekti osi ja materjale
vastavalt Uldtunnustatud tavale.

Kontrollige pipeteerimisskeemi
ja reaktsiooni seadistust.

Positiivse kontrolli poordtuvastamine

PPM-i jaotatud inversioon Kontrollige pipeteerimisskeemi
sUvendis voi kapillaaris vai ja reaktsiooni seadistust.
eelsegus

Uhe vdi mdlema positiivse kontrolli signaal puudub

PPM véi kontroll-DNA jGeti Kontrollige pipeteerimisskeemi
vdlja ja reaktsiooni seadistust.

Tausta tugev varvumus

Fluorofoori pleekimine Hoidke ja kasitsege sondi valguse
eest kaitstult.

Duplikaatproovide halb reprodutseeritavus

Pipeteerimisviga voi Kontrollige pipeteerimisskeemi
ristsaastumine ja reaktsiooni seadistust.
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Kvaliteedikontroll

Vastavalt QIAGEN-i ISO-sertifitseeritud  kvaliteedijuhtimissUsteemiga testitakse
komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit iga partiid etteantud spetsifikatsioonide
alusel, et tagada toote pUsiv kvaliteet. AnalUUsisertifikaadid on soovi avaldamise
korral kéttesaadavad aadressil www.giagen.com/support/.

Piirangud
Kasutajad peavad enne selle seadme kasutamist olema saanud vdljadppe
ja tehnoloogiaga tuttavad. Seda komplekti tuleb kasutada kaesolevas juhendis

olevaid juhiseid jargides, koos valideeritud seadmega, mis on mainitud jaotises
»Yajalikud, kuid mitte kaasasolevad materjalid”, Ik 10.

Kéiki saadud diagnostilisi tulemusi tuleb télgendada koos muude kliiniliste
voi laboratoorsete leidudega. Kasutaja vastutuseks on valideerida siUsteemi
toimimine sellisteks nende laboris labiviidavateks protseduurideks, mis ei ole
kaetud QIAGEN-i toimimise uuringutega.

Pé6rake téhelepanu karbile ja komponentide siltidele prinditud kélblikkusajale.
Arge kasutage kélblikkusaja Uletanud komponente.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sooritusnaitajad

Mittekliinilised uuringud

Tapsus

Teostati tdpsusuuring, kasutades 12 rakuliinist ekstraheeritud DNA proove, mis
vastasid erinevatele JAK2 V617F alleelide koormustele. Iga prooviga tehti kokku
80 moodtmist, kasutades komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit komplekti 3
erinevat partiid. Selles tapsusuuringus kasutati seadet Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System.

AnalUUtilised andmed on kokku voetud tabelisTabel 16.

Tabel 16. Tapsusandmete DNA proovid

Teoreetiline Keskmine Cv Protsentii

Proov JAK2 V617F (%) n* (%) (%) 5 95

A 0 73 0,004 117,5 0,000 0,015
B 0,05 80 0,101 89,2 0,003 0,284
C 0,5 79 0,449 61,6 0,161 0,950
D 1 68 1,169 41,6 0,611 1,998
E 2 80 2,046 33,5 1,168 3,185
F 4 80 3,733 30,6 2,120 5,560
G 5 77 5,246 22,4 3,647 7,309
H 12,5 80 16,633 16,6 12,792 22,335
I 31 80 28,602 14,8 22,705 34,773
J 50 76 56,181 6,6 50,024 63,724
K 78 80 80,153 3,8 75,352 85,551
L 100 70 99,998 0,003 99,992 100,000

* Halbivad védrtused jGeti vélja. Need maéaratleti véaértustena, mis on vdiksemad kui alumine
kvartiil miinus 3-kordne kvartiilidevaheline vahemik véi suurem kui Ulemine kvartiil pluss
3-kordne kvartiilidevaheline vahemik Boxi ja Whiskeri graafikul.

n = valideeritud proovide arv; CV = universaalne variatsioonikordaja.
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Tlhiproovi piir ja tuvastamispiir
Negatiivsetel proovidel (8 proovi, 76 mooétmist) méarati taustatase voi tGhiproovi
tase (Level Of Blank, LOB). See leiti olevat 0,014%.

Tuvastamispiir (Limit Of Detection, LOD) md&drati proovide abil, mis olid
teadaolevalt positiivsed, kuid madala ekspressiooniga (7 proovi, 68 modtmist).
Leiti, et see on 0,061%, 90% usaldusvahemikuga Glempiiriga 0,091%.

Selle optimaalse tundlikkuse voib saada proovidelt, mis sisaldavad vahemalt
10 000 JAK2 geeni koopiat (metsiktoUpi voi V617F mutatsioon).

Kvantifitseerimisandmed tuleks esitada j@rgmiselt.

M JAK2 V617F < 0,014% voéib tdlgendada kui JAK2 V617F mutatsiooni
mittetuvastamist.

M JAK2 V617F > 0,014%, kuid < 0,091% véib télgendada kui ebaselget
tulemust.

M JAK2 V617F = 0,091% voéib télgendada positiivse tulemusena ja JAK2
V617F mutatsioon on tuvastatud.

Lineaarsus

Lineaarsuse uuringud viidi l8bi 12 prooviga, kusjuures iga proov saadi erinevast
DNA segust, mis oli ekstraheeritud rakuliinidest, mis olid positiivsed
ja negatiivsed JAK2 V617F mutatsiooni suhtes. Iga proovi testiti 5 korda. Selle
uuringu andmed nditasid, et komplekt ipsogen JAK2 MutaQuant Kit andis
dUnaamilises vahemikus lineaarseid tulemusi.

Kliinilised uuringud

Vere voi luuidi DNA eraldati 87 patsiendiproovist ja analOUsiti komplekti
ipsogen JAK2 MutaQuant Kit abil. Lisaks kvantifitseeriti  JAK2 V617F
mutatsioonide protsent ja neid vérreldi skriinimisanal(Usi tulemustega, mis saadi

komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit (katalooginr 673223). Saadud
andmed on esitatud tabelisTabel 17.
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Tabel 17. Kontingentsustabel, mis néitab vastavust komplektiga ipsogen JAK2
MutaQuant Kit ja komplektiga ipsogen JAK2 MutaScreen EZ Kit saadud
tulemuste vahel

Tulemused komplektist ipsogen JAK2
MutaScreen EZ Kit

Tuvastati  Tulemused ei  Mutatsiooni
mutatsioon  ole Uhesed  eituvastatud n

Tulemused Tuvastati 40 2 7 49
komplektist mutatsioon
ipsogen .
JAK2 Muta Tulenjused ei 0 0 21 21
Quant Kit ole Ghesed
Mutatsiooni ei 0 0 17 17
tuvastatud
n 40 2 45 87
VPE;'E'VVU”: 100% (95% usaldusvahemik: 91%, 100%)
'V\';?;’J'L'J‘;”e 71% (95% usaldusvahemik: 51%, 85%)
Uldine 0 0 : 0 0
vastavus 89% (95% usaldusvahemik: 79%, 95%)
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Tahised

Pakendil ja sildil véivad olla jGrgmised téhised:

<N> Sisaldab reaktiive, millest piisab <N> reaktsiooni jaoks

Kolblik kuni

2SN

IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Katalooginumber

Partii number

MAT Materjali number
GTIN Globaalne kaubaartikli number
Temperatuuripiirangud

Tootja

=l Y-

Tutvuge kasutusjuhendiga

Kontaktteave

Tehnilise toe ja lisateabe saamiseks kilastage meie tehnilise toe keskust
veebiaadressil www.giagen.com/Support, helistage numbril 00800-22-44-6000 véi
votke Uhendust moéne QIAGEN-i tehnilise toe osakonnaga véi  kohaliku
muUUgiesindajaga (vt tagakaant vai kilastage veebilehte www.giagen.com).
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Tellimisteave

Toode Sisukord Katalooginr

ipsogen JAK2 12 reaktsiooni jaoks: MetsiktGUpi JAK2 673522
MutaQuant Kit (12) geenikontroll, JAK2 V617F

kontrollgeen, praimerite ja sondi

segu PPM-WT, praimerite ja sondi

segu PPM-VF

ipsogen JAK2 24 reaktsiooni jaoks: MetsiktGUpi JAK2 673523
MutaQuant Kit (24) geenikontroll, JAK2 V617F

kontrollgeen, praimerite ja sondi segu

PPM-WT, praimerite ja sondi segu

PPM-VF

Rotor-Gene Q MDx — IVD-valideeritud real-time PCR-anallusi
jaoks kliinilistes rakendustes

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR-tsUkler ja analUsaator 9002032
5plex HRM Platform High Resolution Melt koos 5 kanaliga

(roheline, kollane, oranz, punane,

karmiinpunane), lisaks HRM-kanal,

sulearvuti, tarkvara, tarvikud,

1-aastane garantii osadele ja t6dle;

installimine ja koolitus ei kuulu

komplekti
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR-tsUkler ja analUsaator 9002033
5plex HRM System High Resolution Melt koos 5 kanaliga

(roheline, kollane, oranz, punane,
karmiinpunane), lisaks HRM-kanal,
sulearvuti, tarkvara, tarvikud,
1-aastane garantii osadele ja tédle,
installimine ning koolitus

Ajokohastatud teavet litsentsimise ja tootespetsiifiliste kohustustest loobumise
kohta saate vastavast QIAGEN-i komplekti kasiraamatust véi kasutusjuhendist.
QIAGEN-i komplekti késiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel
www.giagen.com vai tellimisel QIAGEN-i tehniliselt toelt véi  kohalikult
mUUgiesindajalt.
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See toode on ette néhtud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. ipsogen’i tooteid ei tohi ilma QIAGEN-i kirjaliku néusolekuta edasi miua,
edasimitgiks muuta ega kaubanduslike toodete valmistamiseks kasutada.

Selles dokumendis sisalduvat teavet véidakse ette teatamata muuta. QIAGEN ei véta endale vastutust dokumendis esineda vaivate vigade eest.
See dokument on avaldamise hetkel téielik ja tépne. QIAGEN ei vastuta mitte mingil juhul seoses selle dokumendi kasutamisega voi sellest
tulenevalt pdhjustatud kaudsete, spetsiaalsete, paljude erinevate vai pdhjuslike kahjude eest.

ipsogen tooted peavad vastama nende spetsifikatsioonidele. QIAGEN-i ainsaks kohustuseks ja kliendi ainsaks hivitiseks on toote ettenéhtud
funktsiooni taitmise ebadnnestumise korral toodete tasuta asendus.

Mutatsioon JAK2 V617F ja selle kasutused on patendidigustega kaitstud (sh Euroopa patent EP1692281, USA patent 7,429,456 ja 7,781,199,
USA patendirakendused US20090162849 ja US20120066776 ning muude riikide patendid).

Selle toote ostmine ei anna selle kasutamise digust JAK2V617F-i sihtivate ravimite kliinilisteks uuringuteks. QIAGEN t6&tab selleks vélja spetsiaalseid
litsentsiprogramme. Vétke Ghendust meie juriidilise teabe osakonnaga aadressil jak2licenses@dgiagen.com.

Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, MutaQuant®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®,
FAM™, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); HybProbe®, LightCycler®, TagMan® (Roche Group).

Piiratud litsentsileping
Selle toote kasutamine téhendab komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit iga ostja véi kasutaja ndusolekut jérgmiste tingimustega:

1.  Komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit véib kasutada ainult vastavalt komplekti ipsogen JAK2 MutaQuant Kit késiraamatule ainult komplektis
sisalduvate komponentidega. QIAGEN ei anna Uhegi oma intellektuaalse omandi alusel litsentsi selle komplekti lisatud komponentide
kasutamiseks ega Ghendamiseks selle komplekti kuuluvate komponentidega, vélja arvatud juhul, mida on kirjeldatud komplekti ipsogen JAK2
MutaQuant Kit késiraamatus ja lisaprotokollides, mis on saadaval veebisaidil www.giagen.com.

QIAGEN ei anna garantiid, et komplekt ja/véi selle kasutus ei riku kolmandate osapoolte digusi, v.a selgesdnalised litsentsid.
Komplekt ja selle osad on litsentsitud Ghekordseks kasutuseks ning neid ei tohi taaskasutada, parandada ega edasi miva.

QIAGEN itleb lahti muudest otsestest voi kaudsetest litsentsidest, v.a selgesdnalistest litsentsidest.

o & WDN

Komplekti ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis véiks kaasa aidata véi viia Glaltoodud keelatud
toiminguteni. QIAGEN véib selle piiratud litsentsilepingu keelde joustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi kéik piiratud litsentsilepingu
voi komplekti ja/véi selle komponentidega seotud mis tahes intellektuaalse omandi diguste jdustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud, sh
advokaaditasud.

Uuendatud litsentsitingimused leiate veebilehelt www.giagen.com.
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