QIAGEN
Temmuz 2022

insogen® JAK2 RGQ PCR Kit
Kullanim Talimatlari

\2

Sdrim 2

IVD

in Vitro Tani Amach Kullanim icindir
Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM cihazi ile kullanim igindir

ce
674623

u QIAGEN, GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, ALMANYA

R1 1123592TR

Sample to Insight




ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022



Icerik

KUNBNIM AMACT 1ttt et ne e e s 6
Planianmig KUIANICHAN ... 6
AGIKIAMA VE 1K ..o e et 7
Ozt VE ACIKIAMA ... e et 7
Prosedlr Prensibi..... ... 11
Saglanan Materyaller.........uii i 15
[N 0 To7=Y 4 o RSO PUPPRN 15
Kit igeriKIEr (ABVAM).....cci et e et e e e e e e s 16
NGB o1 1=TT=T o T o PP PPPPPPPPPPPRt 17
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler ... 19
Manuel DNA ekstraksiyonu igin sarf malzemeleri ve reaktifler.................cccc...o..... 19
Otomatik DNA ekstraksiyonu igin sarf malzemeleri ve reaktifler ................c............ 19
PCR igin sarf malzemeleri ve reaktifler ...............ccooooiiiiiiiiiiii e, 19
EKIPMAN ... 20
Ornek hazirlama iGin €KIPMEAN...............coeiiieiieeecee e 20
Real-time PCRigin eKipmanlar ... 20
Uyarilar Ve ONIEMIET...........ccoov oo 21
[ TU A=Y o111 o1 o 1= o 21
ACIH AUIrUM DI ... e 21
ONIBMIET ...ttt e ettt ee et a e et n e s eae et eseneseas 22
Reaktif Saklama ve Kullanma...........oooiiiiiii e 24
TaSIMA KOSUIAIT ... .t e e e e s e e e e e s e s ennsaeees 24

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022 3



SaKIamMa KOSUIAIT ......coiiiiieee et e e e e e e 24

Kullanimda stabilite ............c.oooiiiiiii e 25
Numune Saklama ve Kullanma ...........cccviiiiiioi e 26
Tam Kan OMMEKIETT ......coueeiiiiieii et e e 26
Genomik DNA OrNEKIETT .......cooiiiiiiic e 26
Protokol: Tam Kandan Genomik DNA Ekstraksiyonu ve HazirliK............cccccovieeeiiiinecnnee. 27
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ile manuel genomik DNA ekstraksiyonu............ 27
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit Kullanilarak Otomatik Genomik DNA
EKSIrakSIYONU .......ciiiiiiiii e 31
DNA'da kalite ve kantifikaSyonu ..............ocoouiiiiiiiiiiiiie e 36
Genomik DNA 0rnedi NormaliZasyonu ...........ccceeeiieireriiieeeaieeeeee e e 36
Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi Gizerinde qPCR .........ccccoiiiiiiiiiiiies 37
Rotor-Gene AssayManager v2.1 gekirdek yaziliminin kurulumu...........ccocceeeinneeen. 38
Gamma Plug-in kurulumu ve tahlil profilinin ige aktarimi............cccocceveeiiiiiiieene. 39
72 tiplu rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda drnek isleme .............. 42
72 tiplu rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda qPCR ...........cccce....... 45
SONUCIAMN YOrUMIGNMASH ...evvviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeteeeeeeeseseseeesesesssesssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnnnns 58
ST LT 4 E= o 1 F=1 = T SRS RSSPPRPRRP 65
Performans OZeIlKIET ...............oc.ovoieieeeee et 67
ANAIItIK PErOMMANS ... 67

Genomik JAK2 V617F igin DSO Uluslararasi Referans Paneli Testi (NIBSC, panel

KOAU 1B/120) ..ttt ettt e e et e e eest e e e eabe e e e asaeeeensneessnreeean 75
Qa1 g =T a (o T4 4 aF= T T PPPPRPP 81
Guvenlik ve Performans OzZeti.........ueeeee oottt 87

4 ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022



Bertaraf.......oooooeeeee 88

RETEIANSIAT ...t 89
Sorun GIderme KIHAVUZU .........eiiiuiiiiiiiii et 91
SEMDOIIET ...ttt 95
SIPAMIS BIlGISI ..t 97
Belge REVIZYON GEGMISI.....cciiiiiiiiiie e ettt e e e e e e e e e et raaeaaeeeeanes 100

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022 5



Kullanim Amaci

ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit, 2K-EDTA ile antikoagtile edilmis insan periferik tam kanindan
ekstrakte edilen genomik DNA'da JAK2 V617F/G1849T mutasyonunun tespiti ve
kantifikasyonu igin tasarlanmis kantitatif in vitro bir PCR tahlilidir. jpsogen JAK2 RGQ PCR
Kit ile elde edilen sonugclarin, supheli Philadelphia (Ph) kromozomu negatif miyeloproliferatif
neoplazmin (MyeloProliferative Neoplasm, MPN) degerlendiriimesine ve MPN hastalarinda
molekdler hastaliklarin izlenmesine ek olarak kullaniimasi amaglanmistir. Elde edilen taniya

yonelik sonuglar, diger klinik-patolojik bulgularla birlikte yorumlanmalidir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, yalnizca QIAGEN Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM cihazi ve
kullanim talimatlarinda belirtildigi gibi diger onaylanmis is akisi bilesenleriyle birlikte
kullanilmak tzere tasarlanmistir. jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit otomatik bir cihaz degildir;
ancak analiz 6zel bir yazilim tarafindan desteklenir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, in vitro tani amagli kullanim igindir.
Planlanmis Kullanicilar

Bu kit, profesyonel kullanim igin Gretilmigtir.

Uriin yalnizca ézel egitim almis, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda 6grenim gérmiis ve
bu teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan profesyonel kisiler tarafindan kullaniimalidir. Cihaz

prosedurl molekdiler biyoloji laboratuvar ortaminda uygulanacaktir.
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Aciklama ve llke

Ozet ve aciklama

Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genini etkileyen rekiran somatik mutasyon V617F, 2005 (1-4)
yihinda tanimlanarak MPN'nin anlasiimasi, siniflandirilmasi ve tanisinda buytk ilerlemeye
oncllik etmistir. JAK2, eritropoietin dahil olmak Uzere birgok sitokin igin dnemli bir hiicre igi
sinyal molekuludur.

JAK2 V617F mutasyonu, polisitemi vera (Polycythemia Vera, PV) hastalarinin >%95'inde,
esansiyel trombositemi (Essential Thrombocythemia, ET) ve primer miyelofibroz (Primary
Myelofibrosis, PMF) hastalarinin yaklasik %60'inda bulunur (5). JAK2 V617F kronik
miyelomonositik 16semi, miyelodisplazik sendrom (Myelodysplastic Syndrome, MDS),
sistemik mastositoz ve kronik nétrofilik I6seminin bazi nadir durumlarinda da tespit edilmistir
ancak kronik miyeloid I6semide (Chronic Myeloid Leukemia, CML) %0'dir (6).

JAK2 V617F mutasyonu, proteinin (JH2 bdlgesi) 617. pozisyonunda tek bir valinin (V),
fenilalanine (F) donlsimine neden olan JAK2 geninin 14. eksonundaki 1849. nukleotidinin
tek nukleotid degisimine karsilik gelir. JAK2 geni, STAT yolu araciliiyla sitokin reseptoru
sinyallemesinde yer alan bir tirozin kinazi kodlar. Yapisal olarak, ¢ogunlukla JAK2 V617F
mutasyonu yoluyla etkinlestirildiginde sonug, eritroid progenitérlerinin - déntsim,
eritropoietine asiri duyarlilik ve asagi yonde sinyal yollarinin etkinlestiriimesidir. Ayrica
dizensiz JAK2'nin onkogen ekspresyonunu, mitotik rekombinasyonu ve genetik instabiliteyi
destekledigi varsayilir (7).

Geleneksel olarak, MPN'lerin tanisi klinik kemik iligi histolojisine ve sitogenetik kriterlere
dayanmaktadir. Hastaliga 6zgu bir molekiler markoérin kesfi hem surecin basitlestiriimesine
hem de tani dogrulugunun artmasina neden olmustur. JAK2 V617F mutasyonunun tespiti,
BCR-ABL negatif MPN tanisi (8) (Tablo 1) igin referans Diinya Saglik Orgitii (DSO) 2016
kriterlerinin bir parcasidir ve bu mutasyonun varhgi taninin dogrulanmasi igin énemli bir
kriterdir.
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Tablo 1. MPN tanisi igin DSO kriterleri

PV tani kriterleri

Major 1. Hemoglobin (Hgb) >16,5 g/dL (erkek) veya >16,0 g/dL (kadin) veya Hematokrit >%49 (erkek)
veya >%48 (kadin) veya ortalama normal tahmin edilen degerin >%25 (izerinde artan kirmizi
hiicre kutlesi.

2. Eritroid, grantlosit ve pleomorfik, olgunlasmis megakaryositeler iceren megakaryosit
proliferasyon (buyuklUk farklari) dahil Gg soylu buyiimeli (panmiyelozis) yas igin
hiperselilarite gosteren kemik iligi (Bone Marrow, BM) biyopsisi

3. [UAK2V617F veya JAK2 ekson 12 mutasyonu varligi]

Mindr Serum eritropoietin diizeyinin normalin altinda olmasi

PV tanisi icin 3 major kriterin tamaminin veya ilk 2 major kriter ile minér kriterint karsilanmasi gerekir.

1 Kalici mutlak eritrositoz vakalarinda 2 numarali kriter (BM biyopsisi) gerekli olmayabilir: majoér kriter 3 ve minér kriter
mevcutsa hemoglobin seviyeleri erkeklerde >18,5 g/dL (hematokrit, %55,5) veya kadinlarda >16,5 g/dL (hematokrit,
%49,5). Bununla birlikte, baslangigtaki miyelofibroz (hastalarin %20 kadarinda bulunur) yalnizca BM biyopsisi
yapllarak tespit edilebilir ve bu bulgu ile asikar miyelofibroza (post-PV MF) daha hizl bir ilerleme 6ngorilebilir.

ET tani kriterleri

Majoér 1. Trombosit sayimi 2450 x 10° /L
2. Cogunlukla ¢ok loplu gekirdekler ile blyumuis, olgunlasmis megakaryosit sayisinda artis
gbsteren megakaryosit soylu proliferasyon gésteren BM biyopsisi. N6trofil granllopoezinde
veya eritropoezinde hicbir kayda deger artis veya sola kayma bulunmamis ve ¢ok nadiren
retikulin fiberlerinde kiigik (1. derece) artis bulunmustur
3. BCR-ABL1* CML, PV, primer miyelofibroz (Primary Myelofibrosis, PMF), miyelodisplastik
sendrom veya diger miyeloid neoplazmlar icin DSO kriterlerinin kargilanmamasi
4. [AK2, CALR veya MPL mutasyonunun varligi
Mindér Bir klonal markériin varligi veya reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi

ET tanisi igin 4 ana kriterin tamaminin veya ilk 3 ana kriter ile mindr kriterin karsilanmasi gerekir.
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PrePMF tani kriterleri

Major 1. Artan yasa gore ayarlanmis BM selllaritesi, grantlositik proliferasyon ve siklikla azalmig
eritropoez ile birlikte retikilin fibrozu >1. derece olmaksizin megakaryositik proliferasyon ve
atipi

2. BCR-ABL1* CML, PV, ET, miyelodisplastik sendrom veya diger miyeloid neoplazmlar igin
DSO kriterlerinin karsilanmamasi

3. [UAK2, CALR, MPL mutasyonlarinin varligi veya bu mutasyonlarin olmamasi durumunda]
baska klonal markériint varligi veya minér reaktif BM retikiilin fibrozun* olmamasi

Minor 2 ardisik tayinde asagidakilerden en az birinin varliginin dogrulanmasi:

a.) Eslik eden bir hastaliktan kaynaklanmayan anemi

b.)  Lokositoz=11 X10%/L

c.) El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

d.)  Kurum referans araliginin st normal sinirinin tzerine ¢cikmis laktat dehidrogenaz (Lactate

Dehydrogenase, LDH)

PrePMF tanisi igin 3 major kriterin tamaminin ve en az 1 mindr kriterin karsilanmasi gerekir.

1 3 major klonal mutasyondan herhangi birinin yoklugunda, en sik eslik eden mutasyonlarin (6rn. ASXL1, EZH2, TET2,
IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) arastiriimasi, hastaligin klonal yapisini belirlemede yardimci olur.

1 Enfeksiyon, otoimmiin bozukluk veya diger kronik inflamatuvar durumlar, tlyli hicreli I16semi veya diger lenfoid
neoplazm, metastatik malignite veya toksik (kronik) miyelopatilere bagl minér (1. derece) retikdilin fibroz.
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Asikar PMF tani kriterleri

Major 1. 2. veya 3. derece retikilin ve/veya kolajen fibroz ile birlikte megakaryosit proliferasyonu ve
atipi varligi
2. ET, PV, BCR-ABL1* CML, miyelodisplastik sendromlar ve diger miyeloid neoplazmlar igin
DSO kriterlerinin karsilanmamasi
3. UAK2, CALR veya MPL mutasyonlarinin varligi veya bu mutasyonlarin olmamasi durumunda]
baska klonal markoériin varligi veya reaktif miyelofibroz* olmamasi|

Mindr 2 ardisik tayinde asagidakilerden en az birinin varliginin dogrulanmasi:

a.) Eslik eden bir hastaliktan kaynaklanmayan anemi

b.) Lokositoz211 X10%/L

c.) El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

d.) Kurum referans araliginin st normal sinirinin Gzerine ¢ikmis laktat dehidrogenaz (Lactate
Dehydrogenase, LDH)

e.) Lokoeritroblastozis

Asikar PMF tanisi icin 3 major kriterin tamaminin ve en az 1 mindr kriterin karsilanmasi gerekir.

1 3 major klonal mutasyondan herhangi birinin yoklugunda, en sik eslik eden mutasyonlarin (6rn. ASXL1, EZH2, TET2,
IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) arastiriimasi, hastaligin klonal yapisini belilemede yardimci olur.

1 Enfeksiyon, otoimmiin bozukluk veya diger kronik inflamatuvar durumlar, tlyli hicreli 16semi veya diger lenfoid
neoplazm, metastatik malignite veya toksik (kronik) miyelopatilere bagli BM fibrozu.

Not: KML: Kronik miyeloid |6semi; ET: Esansiyel trombositemi; PMF: Primer miyelofibroz;
PV: Polisitemi vera; DSO: Diinya Saglik Orgiitii

Ayrica, MPN hastalarinda JAK2 V617F mutasyonunun kesfi, tedaviler igin yeni bir hedef
ortaya ¢ikarmistir. JAK2 V617F mutasyon yukinu 6lgen molekiler hastalik izlemesinin,
tedaviye yaniti degerlendirmede ve allojeneik kok hiicre transplantasyonuna goénderilen
hastalarda nuksetmeyi ©6ngérmede faydali oldugu gosterilmistir (9). Molekiler yanit
kavramlari, en son European LeukemiaNet (ELN) ve Uluslararasi Calisma Grubu-
Miyeloproliferatif Neoplazmlar Arastirma ve Tedavi (IWG-MRT) tavsiyeleri (10, 11)
tarafindan acgikga belirlenir ve bu kavramlara Ulusal Kapsamh Kanser Agi (NCCN) (12) ve
Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) kilavuzlarinda (5) atifta bulunulur. Tam Molekuler
Yanit, dnceden mevcut olan bir molekuler anormalligin eradikasyonu olarak ve Kismi
Molekiler Yanit, JAK2 V617F mutant alel ylikinde 2%50 azalma olarak tanimlanmigtir
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(kismi yanit yalnizca baslangigta en az %20 JAK2 V617F mutant alel yikine sahip olan
hastalar igin gegerlidir) (10,11).

2006 yilindan beri, JAK2 V617F varhgini tespit etmek ve potansiyel olarak élgmek igin
laboratuvarda gelistiriimis testler olarak PCR teknikleri veya sekanslama esasli birtakim
yéntemler mevcut olmustur. Bu testler, 6zellikle de kesinlik ve duyarlilik seviyesi agisindan
farkl analitik performanslara sahiptir. S6z konusu farklilik, kemik iligi analizi ihtiyacina, kesin
teshis koymak icin gereken zamana ve potansiyel olarak tanisal ve molekuler hastalik izleme
performanslarina etki edebilir.

MPN'lerde karsilasilabilecek ¢ok gesitli potansiyel JAK2 V617F mutant alel fraksiyonlari (%1
kadar disuk seviyelerle) géz 6niine alindiginda, laboratuvarlarin yiiksek analitik duyarlilikta
JAK2 V617F mutasyon testi sunmalari énerilir. Uygun teknikler, diisiik bir tespit sinirina (tani
icin en az %1 ve molekduler hastalik izleme igin en az %0,1) ve ylksek yeniden Uretilebilirlige
sahip olmahdir (5,13).

Prosedur prensibi

DNA o&rneklerinde tek nukleotid polimorfizmlerinin (Single Nucleotide Polymorphism,
SNP'ler) oranini kantitatif olarak belirlemek Uzere birkag farkl teknik dnerilmistir. Bunlardan
erime egrileri ve sekanslama gibi bazilari yalnizca yari kantitatiftir. Gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR) temelli
yontemler yiksek duyarliliklari nedeniyle tercih edilir. SNP spesifik bir primer kullanimi,
gercek zamanl gPCR aletinde kolayca saptanabilen mutant (MT) veya yabanil tip (Wild-
Type, WT) alelin selektif amplifikasyonunu mumkin kilar. Bu, tani icin klinik pozitiflik igin
kullanilan mevcut olarak kabul edilen %1'lik JAK2 kesme siniri ve molekdler hastalik izleme
amaglar i¢cin JAK2 V617F alel yukinin <%0,1'lik dnerilen tespit siniri ile uyumlu olan
<%0, 1'lik bir duyarliliga imkan tanir (5,13). Ancak bazi klinik uzmanlarin tani aninda herhangi
bir JAK2 V617F yuku varligini klinik agidan anlamli kabul ettidi ve dolayisiyla qPCR gibi
hassas bir ydontem gerektigi unutulmamahdir (14). ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit bu teknigi
temel alir.
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gPCR kullaniimasi, PCR amplifikasyon siirecinin eksponensiyel fazi sirasinda PCR
arinlerinin dogru kantifikasyonunu mimkuin kilar. Kantitatif PCR verileri, PCR sonrasi isleme
yapilmaksizin, PCR dongisl esnasinda ve/veya sonrasinda gergek zamanl floresan sinyal
algilama yoluyla PCR verilerinin hizlica elde edilmesini saglar ve bu sayede PCR urln
kontaminasyonu riskini énemli dlglide azaltir. An itibariyla i¢ temel gPCR teknigi mevcuttur:
SYBR® Green | Dye kullanan gPCR analizi, hidroliz problari kullanan qPCR analizi ve
hibridizasyon problari kullanan gPCR analizi.

QIAGEN tahlili, gPCR oligonukleotid hidroliz prensibinden yararlanir. PCR esnasinda, ileri
ve ters primerler belirli bir sirada hibridize olur. Bu karisima bagka bir boya baglantil
oligonukleotid dahil edilir. 5' haberci boya ve asagl yonde, 3' boyasiz baskilayici ile
etiketlenen oligonikleotidden olusan bu prob, PCR irlnu iginde hedeflenen siralamaya gére
hibridize olur. Hidroliz problu gPCR analizi, Thermus aquaticus (Tag) DNA polimerazinin
5'>3' ekzonulkleaz etkinligini kullanir. Bu prob intakt durumda iken, haberci boyanin
baskilayiciya olan yakinhgi, haberci floresansin birincil olarak Forster tipi enerji transferi
tarafindan baskilanmasina yol agar.

PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa hem ileri hem de geri primerler spesifik olarak
proba baglanir ve yanasir. Yalnizca ug¢ oligonukleotidin hedefe hibridize olmasi durumunda
DNA polimerazinin 5'>3' ekzonukleaz etkinligi, haberci ile baskilayici arasindaki probu
ayirir. Ardindan prob pargalari hedeften ayrilir ve zincirin polimerizasyonu devam eder.
Probun 3' ucu PCR sirasinda probun uzamasini 6nlemek Uzere bloke edilir (Sekil 1). Bu
sure¢ her donglde gergeklesir ve Urliniin eksponansiyel akiimilasyonuna engel olmaz.

Floresan sinyaldeki artig, yalnizca hedef siralamanin primerleri ve probu tamamlayici
nitelikte olmasi ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir. Bu
gereklilikler nedeniyle, spesifik olmayan amplifikasyon algilanmaz. Yani, floresan artisi, PCR
esnasindaki hedef amplifikasyonu ile dogru orantihdir.

gPCR'de, esigin Gzerindeki bir sinyali tespit etmek igin gerekli PCR donglsu sayisina ¢apraz

gecis noktasi (Crossing point (Cp)) veya dongu esigi (Cycle threshold (CT)) adi verilir ve bu
sayl, reaksiyonun baslangicinda mevcut olan hedef miktari ile dogru orantilidir.
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Sekil 1. Reaksiyon prensibi. Bu tahlil kitinde kullanilan kantitatif alele spesifik PCR teknolojisi hassas, dogru ve
yliksek olglide tekrar Uretilebilir SNP saptamasini mimkin kilar. Bu teknik sirasiyla yabanil tip ve V617F alel igin
spesifik geri primerlerin kullanimini temel alir (15). Sadece primer ve hedef DNA arasinda kusursuz bir eslesme PCR
reaksiyonunda uzatma ve amplifikasyonu mimkiin kilar (Sekil 2).
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WT Reaction Mix (WT Reaksiyon Karisimi)

Yanlis eslesme

—p —
il 14 3 g Q Amplifikasyon yok
Mutant alel — Prob ayrilmasi yok
— Floresan sinyal birikimi yok
Eslesme
— —
g 14 D @ ﬁ Amplifikasyon
- i — Prob ayrilmasi
WT aleli Y

— Floresan sinyal birikimi

MT Reaction Mix (MT Reaksiyon Karigimi)

Eslesme
S8 00z0 e plifikasyon
L ‘_T IE] g — Prob ayrilmasi
Mutant alel — Floresan sinyal birikimi
Yanlis eslesme
4 — Amplif
plifikasyon yok

14 3k -— Q — Prob ayrilmasi yok

WT aleli — Floresan sinyal birikimi yok

Sekil 2. Alel spesifik PCR. Yabanil tip veya V617F primerleri ve prob karigsiminin kullanilmasi ayni érnek kullanilarak
yurQtllen iki ayr reaksiyonda yabanil tip veya mutasyon gegirmis alelin spesifik olarak saptanmasini mimkin kilar.
Sonuglar toplam JAK2 kopyalari icinde mutant kopyalar ylizdesi olarak ifade edilebilir. MT: mutant; WT: yabanil tip.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalog no. 674623

Renk Tanim Tip Kimligi Hacim

Kirmizi JAK2 Mutant Control MT Ctrl 33l
(JAK2 Mutant Kontrol)
(%100 V617F alel)

Yesil JAK2 WT Control WT Citrl 33 ul
(JAK2 WT Kontrol)
(%100 yabanil tip alel)

Kirmizi JAK2 MT Quant Standard 1 MT QS1 20 pl
(JAK2 MT Quant Standart 1)
(5 x 10" V617F kopyal/5 pl)

Kirmizi JAK2 MT Quant Standard 2 MT QS2 20 pl
(JAK2 MT Quant Standart 2)
(5 x 102 V617F kopyal/5 pl)

Kirmizi JAK2 MT Quant Standard 3 MT QS3 20 pl
(JAK2 MT Quant Standart 3)
(5 x 10° V617F kopyal/5 pl)

Kirmizi JAK2 MT Quant Standard 4 MT QS4 20 pl
(JAK2 MT Quant Standart 4)
(5 x 10* V617F kopyal/5 pl)

Yesil JAK2 WT Quant Standard 1 WT QS1 20 pl
(JAK2 WT Quant Standart 1)
(5 x 10" yabanil tip kopya/5 pl)

Yesil JAK2 WT Quant Standard 2 WT QS2 20 pl
(JAK2 WT Quant Standart 2)
(5 x 102 yabanil tip kopya/5 pl)

Yesil JAK2 WT Quant Standard 3 WT QS3 20 pl

(JAK2 WT Quant Standart 3)
(5 x 10% yabanil tip kopya/5 pl)
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Kit icerikleri (devam)

16

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

Katalog no. 674623

Renk Tanim Tip Kimligi Hacim

Yesil JAK2 WT Quant Standard 4 WT QS4 20 pl
(JAK2 WT Quant Standart 4)
(5 x 10* yabanil tip kopya/5 pl)

Kirmizi JAK2 MT Reaction Mix MT Mix 1010 pl
(JAK2 MT Reaksiyon Karigimi)

Yesil JAK2 WT Reaction Mix WT Mix 1010 pl
(JAK2 WT Reaksiyon Karisimi)

Nane Yesili  Taq DNA polymerase Taq 85 pl
(Tag DNA polimeraz)
(HotStarTag® 5 birim/pl)

Beyaz TE buffer for sample dilution TE 1,9 mi
(6rnek dilisyonu igin TE tamponu)

Beyaz Water for no template control NTC 1,9 ml

(Sablonsuz kontrol igin su) (NTC)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit El Kitabi
(Ingilizce El Kitabi)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari
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Kit bilesenleri

Kitin ana bilesenleri agagida agiklanmaktadir.

Tablo 2. Saglanan reaktifler

Reaktif Aktif bilegenler Hacim

JAK2 Mutant Control %100 V617F aleli tagiyan hiicre dizisi DNA's| 33 ul

(JAK2 Mutant Kontrol)

JAK2 WT Control (JAK2 %100 yabanil tip alel tasiyan hiicre dizisi DNA's| 33 ul

WT Kontrol)

JAK2 MT Quant V617F alel dizisini tagiyan plazmid her birinden 20 pl

Standards (JAK2 MT
Quant Standartlari)

(QS1-QS4)

JAK2 WT Quant WT alel dizisini tagiyan plazmid her birinden 20 pl
Standards (JAK2 WT

Quant Standartlari)

(QS1-QS4)

JAK2 MT Reaction Mix MT aleli ve dahili kontrol, PCR Tamponu, MgClz, dNTP'lerin 1010 pl
(JAK2 MT Reaksiyon tespiti icin oligonuUkleotidler

Karigimi)

JAK2 WT Reaction Mix WT aleli ve dahili kontrol, PCR Tamponu, MgClz, dNTP'lerin 1010 pl
(JAK2 WT Reaksiyon tespiti icin oligonukleotidler

Karigimi)

Taq DNA polymerase Saklama tamponunda hot start Taq DNA Polimeraz 85 pl
(Tag DNA polimeraz)

TE buffer for sample Tris-EDTA tampon sollisyonu 1,9 ml
dilution (6rnek diltsyonu

icin TE tamponu)

Water for no template Nukleaz icermeyen su 1,9 ml

control (Sablonsuz kontrol
icin su) (NTC)
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Reaktifler

Yukarida Tablo 2 igerisinde listelenen bu kit icinde saglanan reaktifler, test drneklerini gerekli
girise seyreltmek ve mutasyon ytizdesini belirlemek amaciyla JAK2 mutanti ve yabanil tip
alellerin tespiti ve kantifikasyonu amaciyla gPCR reaksiyonlarini gergeklestirmek icin gerekli
olan reaktiflerdir. Reaksiyon karisimlarina dahil edilen dahili amplifikasyon kontroli, gPCR
inhibisyonunu izlemek ve negatif sonuglar durumunda PCR reaksiyonunun basarisizligini

ortadan kaldirmak igin kullanilir.

Kontroller ve standartlar

Kite iki kontrol dahildir: JAK2 Mutant (MT) reaksiyon karisimi igin pozitif kontrol olarak
kullanilan bir JAK2 Mutant Kontrolli ve JAK2 yabanil tip (WT) reaksiyon karigimi igin pozitif
kontrol olarak kullanilan bir JAK2 yabanil tip (Wild-Type, WT) Kontrol. Her iki reaksiyon
karisimi igin sablonsuz bir kontrol gerceklestirmek Uzere niikleaz icermeyen su saglanir.

Kit icinde dort JAK2 Mutant (MT) ve dort JAK2 yabanil tip (Wild-Type, WT) Kantitasyon
Standardi (Quantitation Standard, QS) bulunur. Bunlar, JAK2 MT ve WT kopya numaralarini

ve ardindan test 6rnekleri icin JAK2 V617F mutasyon ylzdesini hesaplamak igin kullanihr.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Manuel DNA ekstraksiyonu igin sarf malzemeleri ve reaktifler

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104)
Etanol (%96-100)
Not: Denattre alkol kullanmayin ¢linkli bu metanol veya metiletilketon gibi diger

kimyasal maddeleri icerir.

Otomatik DNA ekstraksiyonu igin sarf malzemeleri ve reaktifler

QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236)

Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. no. 997002)

8-Rod Covers (kat. no. 997004)

Filter-Tips, 1500 ul (kat. no. 997024)

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

Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

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

PCR icin sarf malzemeleri ve reaktifler

Nukleaz icermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari

1,5 ml veya 2,0 ml niikleaz icermeyen PCR tipleri

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q (kat. no. 981103 veya 981106)
Buz

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022
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Ekipman

PCR igin ayrilmig* ayarlanabilir pipetler (1-10 pl;_10-100 pl; 100-1000 pl)
Tek kullanimlik eldiven

Vorteks karistirici

Orneklerin 56 °C'de lizisi igin 1sitma blogu

0,5/1,5/2,0 ml'lik reaksiyon tlpleri i¢in rotora sahip masaustu santrifij*
(13.000-14.000 rpm'ye ulasma o¢zelliginde)

Spektrofotometre*

Ornek hazirlama igin ekipman

QlAsymphony SP cihazi* (kat. no. 9001297), yazihmi stirimu 4.0 veya daha Ustd,
aksesuarlar ve Blood_200_V7_DSP protokoli dahil (veya sonraki striim)

Tube Insert 3B (Insert, 2,0 ml v2, drnek tasiyici (samplecarr.) (24), Qsym,

kat. no. 9242083)

Real-time PCR igin ekipmanlar

Real-time PCR cihazi*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (kat. no. 9002032)
veya Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (kat. no. 9002033) ve aksesuarlar dahil
YUkl Rotor-Gene AssayManager® yazilim sirimi 2.1.x (x20)

YUkl Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in stirimu 1.0.x (x20)

iceri aktariimis ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR Tahlil Profili
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap (x=1))

* Kullanim éncesinde cihazlarin reticinin 6nerilerine gére kontrol edildigi ve kalibre edildiginden emin olun.

20
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Uyarilar ve Onlemler

Cihazla ilgili olarak meydana gelen ciddi olaylari ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve
kullanicinin ve/veya hastanin bulundugu dizenleyici makama rapor etmek igin yerel
diizenlemelerinize basvurmaniz gerekebilecegini lUtfen dikkate alin.

Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi igin lutfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goérintileyebileceginiz ve yazdirabilecediniz www.qiagen.com/safety
adresinde ¢evrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

e Numuneler ve érnekler potansiyel olarak enfeksiyézdiir. Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel

glvenlik prosedurlerinize uygun olarak imha edin.

DIKKAT Ornege veya hazirlama atigina dogrudan gamasir suyu veya
asidik soliisyonlar EKLEMEYIN.

Acil durum bilgileri

CHEMTREC
ABD ve Kanada DisI +1 703-527-3887
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Onlemler

gPCR testleri kullanimi gecerli dizenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve molekuler

biyolojiye 6zel ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari gerektirir.

Bu kitin in vitro tani amacli kullanim igin olmasi amacglanmistir. Bu kit icinde saglanan

reaktifler ve talimatlar optimum performans icin onaylanmistir.

22

Bu test potasyum EDTA (K2-EDTA) ile antikoagule edilmis ve DNA ekstraksiyonundan
Oonce 96 saatten fazla olmamak lzere 2-8 °C'de saklanmig tam kan ornekleri ile
kullanim igindir.

TUm kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir.
Numuneler ve drnekler potansiyel olarak bulasicidir ve bunlara biyotehlikeli madde
olarak davraniimalidir.

Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel giivenlik prosediirlerinize uygun olarak imha edin.
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'te kullanilan reaktifler en uygun bigimde seyreltilmistir.
Performans kaybi yasanabilecegi icin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

25 pl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit icinde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile

tedarik edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Uizere gelistiriimistir. Performans

etkilenebilecegi icin bir kitteki herhangi bir reaktifin yerine, ayni lottan olsalar dahi baska
bir ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in reaktifini kullanmayin.

Ek uyarilar, 6nlemler ve proseduirler i¢in Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi
Kullanim Kilavuzuna, Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Kullanim
Kilavuzuna, Gamma Plug-In Kullanim Kilavuzuna ve QlAsymphony SP cihazi kullanim
kilavuzuna bakin.

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

Suiresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.

Reaksiyon karigimlari 1siga maruz kalirsa degisiklige ugrayabilir.
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o Karisimlarin JAK2 MT ve JAK2 WT Quant Standard reaktifleri ile JAK2 Mutant ve
JAK2 WT Kontrol reaktifleri iginde yer alan sentetik materyallerle kontamine olmasini
engellemek igin son derece dikkatli olun.

® Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek DNA veya PCR rlni taginma
kontaminasyonunu énlemek icin son derece dikkatli olun.

@ Sablon DNA'nin bozulmasina yol agabilecek DNase kontaminasyonunu engellemek
icin son derece dikkatli olun.

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

Dogru 6rnek testi yapabilmek i¢in yanhs ornek girisi, yikleme hatasi ve pipetleme
hatasi gibi durumlara kars! dikkatli olunmalidir.

e izlenebilirligi saglamak amaciyla siirekli dogru tanimlamay garanti etmek icin
orneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan emin olun.

® Bu nedenle asagidakileri 6neririz:

O Testi yaparken nlkleaz icermeyen laboratuvar geregleri (6rn. pipetler, pipet uclari,
reaksiyon siseleri) kullanin ve eldiven takin.

O Orneklerin ve reaktiflerin gapraz kontaminasyonunu énlemek igin tim pipetleme
adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uclari kullanin.

O On-PCR master karisiminin higbir DNA matrisinin (DNA, plazmid veya PCR Griind)
iceri sokulmadigi ayrilmis bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak
hazirlayin. Sablonu ayri bir bdlgede (tercihen farkli bir odada) spesifik materyaller

(pipetler, uglar vb.) kullanarak ekleyin.

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

Tum bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Suresi dolmus veya yanhs saklanmis bilesenleri
kullanmayin.

Tasima kosullari

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kuru buz lzerinde tasinir ve teslim edilir. Teslimat esnasinda
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in herhangi bir bileseninin (enzim disinda) donmus olmadigini,
dis ambalajin nakliye esnasinda aciimis oldugunu veya paket icinde ambalaj notu, el kitabi
veya reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz, litfen QIAGEN Teknik Servis Departmaniyla
veya yerel dagitimcilarla irtibata gecin (arka kapaga bakin veya www.qgiagen.com adresini
ziyaret edin).

Saklama kosullari

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit teslim alinmasindan hemen sonra -30 ila -15 °C arasinda sabit
sicaklikli bir dondurucuda saklanmali ve 1siktan korunmalidir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QlAsymphony DSP DNA Mini Kit

(kat. No. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili saklama bilgileri icin lGtfen ilgili el kitaplarina
bakin.
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Kullanimda stabilite

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

Acildiktan sonra reaktifler, -30 ila -15 °C sicaklikta, orijinal ambalajlari iginde 12 aya kadar
saklanabilir. Tekrarlanan ¢ézdirme ve dondurma islemlerinden kaciniimalidir. En fazla bes

kez dondurma-¢dzdirme déngusu uygulayin.

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

® Tlpu 10 defa ters cevirerek hafifce karistirin ve enzim disindaki tim tlpleri agmadan
once santrifjleyin.

® Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtiimistir. Dogru
saklama kosullari altinda Urtin, tiip ve kutu etiketinde belirtilen stabilite stiresi boyunca
performansini koruyacaktir.

® Not: Farkl partilerden tlpler karistirilmamalidir. Test igin kullanilan tim jipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit bilesenleri ayni partiden olmalidir. QIAGEN'deki kalite kontrol
prosedurleri her bir kit lotu igin islevsel kit piyasaya surim testi barindirir. Dolayisiyla
farkl kitlerden reaktifleri ayni lot GrlinU olsalar dahi karigtirmayin.
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Numune Saklama ve Kullanma

Tam kan ornekleri

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, potasyum EDTA (K2-EDTA) ile antikoagule edilmis tam kan
orneklerinden ekstrakte edilen ve asagidaki bigimlerden herhangi birinde saklanan genomik
DNA o6rnekleri ile kullanim amaclidir:

o 2-8 °C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla
o 15-25 °C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla

e -30ila-15 °C'de dondurulmus olarak 1 aydan uzun olmamak kaydiyla

Not: Toplama alaninda saklama ile sevkiyat arasindaki sicaklik degisikliklerinden

kaciniimahdir. Test alanindaki saklama kosullari, sevkiyatla ayni veya daha diisiik olmalidir.

Tim 6rneklere bulasici olabilecegi disiiniilerek muamele yapilmalidir. Ornegi ve tahlil

atiklarini, yerel guivenlik proseddrlerinize uygun olarak imha edin.

Genomik DNA ornekleri

Genomik DNA ekstrakte edildikten sonra, DNA ornekleri -30 °C ila -15 °C sicaklikta en fazla
24 ay boyunca saklanabilir ve gdnderilebilir. Dondurma-¢dzdirme dongusinden
kacinilmalidir. En fazla dért dondurma-¢6zdirme dénglisind asmayin.
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Protokol: Tam Kandan Genomik DNA
Ekstraksiyonu ve Hazirlik

Baslamadan dnce dnemli noktalar

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

o Kaullanilacak reaktiflerin son kullanma tarihinin gegmediginden ve bunlarin dogru
kosullarda nakledilip saklandigindan emin olun.

® Not: ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sadece QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat. no. 61104) veya QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236) ile kullanim

icin dogrulanmigtir. Bagka bir DNA ekstraksiyon Griint kullanmayin.

QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit ile manuel genomik DNA
ekstraksiyonu

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

Reaktifleri isleme

® Bu protokol igin Yikama Tamponlarini hazirlarken, prosedire baslamadan énce her
zaman yeniden hazirlanan Yikama tamponunu siseyi birkag kez ters gevirerek karistirin.

® Siseden Elisyon Tamponu pipetlerken aerosol bariyerli pipet uglari kullanin ve
kontaminasyonu 6nlemek icin kapagi hemen degistirin.

® Viskoz sivilari kullanirken, dogru hacimlerin pipetlenmesini saglamak icin ekstra dikkatli
olun ve uygun bir pipet kullanin.

o QlAamp Mini dondirme kolonu membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
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&QIAGEN Protease'l (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

Bagslamadan 6nce yapilacaklar

28

Kan dérneklerini oda sicakligiyla dengeye getirin (15-25 °C) ve iyi homojenlestiriimis
olduklarindan emin olun.

Lizis Tamponunu hazirlayin

Lizis Tamponu icinde (AL) ¢okelti olustuysa, 56 °C'de inkiibe ederek ¢dzdirin.
QIAGEN Protease'l hazirlayin

Liyofilize QIAGEN Protease (QP) sisesine 1,2 ml Protease Solvent (PS) ekleyip
dikkatlice karistirin. Képlirmeyi engellemek igin siseyi birkag kez bas asagi gevirerek
karistirin. QIAGEN Protease'in (QP) tamamen ¢ozildigiinden emin olun.

Not: QP'yi dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

Yikama Tamponu 1'i hazirlayin

Bir dereceli silindir kullanarak 19 ml konsantre Yikama Tamponu 1 (AW1) iceren siseye
25 ml etanol (%96-100) ekleyin. Cozilmus Yikama Tamponu 1'i (AW1) oda
sicakliginda (15-25 °C) saklayin.

Not: Prosedire baslamadan 6nce daima ¢ozilmis Yikama Tamponu 1'i (AW1) siseyi
birkac kez bas asagi gevirerek karistirin.

Yikama Tamponu 2'yi hazirlayin

Bir dereceli silindir kullanarak 13 ml konsantre Yikama Tamponu 2 (AW?2) iceren siseye
30 ml etanol (%96-100) ekleyin. Cozilmus Yikama Tamponu 2'i (AW2) oda
sicakliginda (15-25 °C) saklayin.

Not: Prosediire baslamadan 6nce daima ¢ézilmus Yikama Tamponu 2'yi (AW2) siseyi
birkac kez bas asagi gevirerek karistirin.

Elisyon Tamponunu hazirlayin

Kit ile bir sise Elisyon Tamponu (AE) tedarik edilmistir. EIisyon Tamponunun (AE)
kontaminasyonunu engellemek igin Elisyon Tamponunu (AE) siseden pipetlerken
aerosol bariyerli pipet uglari kullanilmasini ve ardindan sisenin kapaginin derhal

kapatilmasini siddetle tavsiye ederiz.
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® Ellsyon Tamponunu (AE) oda sicakligina getirin (15-25 °C).

® Prosedirin adim 4'Unde kullaniimak tzere bir 1sitma blogunu 56 °C'ye getirin.

Prosedur

1. 20 pl QIAGEN Protease'l (QP) bir lizis tupu (LT) igine pipetleyin.
Not: Cozdirulmus proteazi kullanmadan énce son kullanma tarihini kontrol edin.
2. Lizis tiptne (LT) 200 ul kan 6rnegi ekleyin.

3. Lizis tiplne (LT) 200 ul Lizis Tamponu (AL) ekleyip kapagi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak 15 saniye karigtirin.

Not: Lizisin garanti edilmesi igin 6érnek ve Lizis Tamponunun (AL) homojen bir ¢ozelti
verecek sekilde iyice karismalari elzemdir.

Not: Lizis Tamponu (AL) yiksek viskoziteli oldugu icin dikkatlice pipetleyerek ve uygun

bir pipet kullanarak dogru hacimde Lizis Tamponu (AL) eklediginizden emin olun.

AQIAGEN Protease'l (QP) dogrudan Lizis Tamponuna (AL) eklemeyin.

4. 56 °C'de (£1 °C) 10 dakika (1 dakika) inklibe edin.

5. Kapagin icindeki damlalari gidermek igin lizis tlptnd (LT) tam hizda yaklasik 5 saniye
santrifijleyin.

6. Lizis tiptne (LT) 200 ul etanol (%96-100) ekleyip kapagi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak =15 saniye karistirin.

7. Kapagin icindeki tim sivi damlalarini gidermek igin lizis tipint (LT) tam hizda yaklasik

=5 saniye santrifujleyin.

8. Adim 7'deki lizatin tamamini QlAamp Mini déndirme kolonuna kenarini islatmadan
dikkatlice uygulayin. QlAamp Mini dondirme kolonu membranina pipet ucuyla
dokunmaktan kaginin.

Not: Birden fazla érnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir lizis tipu (LT) acin.
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12.

13.
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15.

16.
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QlAamp Mini déndirme kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x g'de 1 dakika
boyunca santrifijleyin. QlAamp Mini déndirme kolonunu temiz bir yikama tiptne (WT)

yerlestirin ve stizlintlyu igeren tipu atin.

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

QlAamp Mini déndirme kolonunu dikkatlice acip kenari islatmadan 500 pl Yikama

Tamponu 1 (AW1) ekleyin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla
dokunmaktan kaginin.

. QlAamp Mini déndiirme kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x g'de

(8000 rpm) 1 dakika boyunca santriflijleyin. QlAamp Mini dondirme kolonunu temiz bir

yikama tiiptne (WT) yerlestirin ve stzintlyU iceren tipu atin.

QlAamp Mini déndirme kolonu dikkatlice agip kenari islatmadan 500 pl Yikama
Tamponu 2 (AW2) ekleyin. QlAamp Mini déndirme kolonu membranina pipet ucuyla

dokunmaktan kaginin.

QlAamp Mini déndirme kolonunun kapagini kapatin ve tam hizda (yaklasik 20.000 x g
veya 14.000 rpm) 1 dakika boyunca santriftjleyin. QlAamp Mini déndirme kolonunu

temiz bir yikama tupune (WT) yerlestirin ve stzuntiyu igeren tupu atin.

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

QlAamp Mini déndirme kolonunu temiz bir ellisyon tiipline (ET) yerlestirin ve
sUzUntlyU iceren yikama tupunu (WT) atin. QlAamp Mini déndlrme kolonu kapagini
dikkatlice agin ve membranin ortasina 50-200 pl Elisyon Tamponu (AE) uygulayin.
Kapagi kapatin ve oda sicakliginda (15-25 °C) 1 dakika boyunca inkiibe edin. DNA
elisyonunu saglamak icin yaklasik 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika boyunca
santrifjleyin.

Kullaniimis érnek tlplerini, plakalarini ve atigini yerel glivenlik dizenlemelerinize gore

atin.
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QIAsymphony DSP DNA Mini Kit Kullanilarak Otomatik Genomik
DNA Ekstraksiyonu

Otomatik genomik DNA ekstraksiyonu, QIAsymphony cihazinin QlAsymphony DSP DNA
Mini Kit (kat. no. 937236) ile kombine edilmis Ornek Hazirlama (Sample Preparation, SP)
modiiliyle birlikte ve QIAsymphony DSP DNA Kit El Kitabi igindeki talimatlara gore
yapilmalidir. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile kullanima ¢zel protokol dzellikleri, asagidaki
prosedirde & isaretiyle vurgulanmistir.

QIlAsymphony SP ile, QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit insana ait tam kanda otomatik DNA
saflagtirma islemini mdmkin kilar (QlIAsymphony SP'de Blood_200_V7_DSP protokoll

(veya daha sonraki siriimu) kullanilarak).
e Onislem gerekmez.
® Tupler dogrudan QlAsymphony SP'ye aktarilir.

® DNA saflastirma islemi manyetik partikiillerle gergeklestirilir.

Baslamadan dnce dnemli noktalar

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

Ayarlama

® QIAsymphony SP cihazini calistirma hakkinda bilgi sahibi oldugunuzdan emin olun.

Calistirma talimati i¢in cihazinizla saglanan kullanim kilavuzlarina bagvurun.
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Reaktifleri isleme

e Bir reaktif kartusunu ilk kez kullanmadan 6nce Buffer QSL1 ve Buffer QSB1'in ¢okelti
icermediginden emin olun. Gerekirse, Buffer QSL1 ve Buffer QSB1 igeren oluklari
reaktif kartusundan ¢ikarin ve 30 dakika boyunca 37 °C'de arada ¢okeltiyi ¢ézdurmek
icin calkalayarak inklibe edin. Oluklari dogru konumlara geri yerlestirdiginizden emin
olun. Reaktif kartusu zaten delinmisse, oluklarin Reuse Seal Strips ile kapatildigindan
emin olun ve tam reaktif kartuslarini bir su banyosunda 30 dakika boyunca 37 °C'de
arada calkalayarak inkiibe edin.

® Reaktif kartusunun (RC) kuvvetli sallanmasindan kaginmaya galisin yoksa kopuk
olusabilir ve sivi seviyesi saptama problemlerine neden olabilir.

Bakim

® QlAsymphony SP i¢in ek bakim zorunlu degildir, ancak kontaminasyon riskini azaltmak

icin siddetle tavsiye edilir.
Baslamadan dnce yapilacaklar

® Prosedire baslamadan énce manyetik partikillerin tamamen tekrar slispansiyon haline
getirildiginden emin olun. ilk kullanimdan énce manyetik partikiilleri iceren tekneye en
az 3 dakika boyunca siddetli bicimde vorteks yapin.

® Delme kapaginin reaktif kartusu Uzerine yerlestirildiginden ve manyetik partikul
olugunun kapaginin gikarildigindan veya kismen kullaniimis bir reaktif kartusu
kullaniliyorsa Reuse Seal Strips'in ¢ikarildigindan emin olun.
Enzim taplerini agtiginizdan emin olun.
Ornekler barkodluysa érnekleri tiip tasiyicida barkodlar QIAsymphony SP sol

tarafindaki barkod okuyucuya bakacak sekilde yénlendirin.
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Prosedur

1. Tim ¢ekmeceleri ve davlumbazi kapatin.

2. QlAsymphony SP'yi agin ve "Sample Preparation" (Ornek Hazirlama) ekrani belirip
kullanmaya hazirlama islemi bitinceye kadar bekleyin.

Not: Gii¢ anahtari QlIAsymphony SP cihazinin sol alt kdsesinde bulunmaktadir.
3. Cihazda oturum agin.

4. "Waste" (Atik) cekmecesinin uygun sekilde hazirlandigindan emin olun ve ug kizagi ile
sivi atik bolmesi dahil olmak lGzere "Waste" (Atik) gekmecesinin bir envanter taramasini
yapin. Gerekirse ug atma torbasini degistirin.

5. Gerekli ellisyon askisini "Eluate" (Eltat) gekmecesine yukleyin.
Onemli: "Elution slot 4" (Eliisyon yuvasi 4) lizerine 96 kuyulu bir plaka yiiklemeyin.
Sadece karsilik gelen sogutma adaptoriyle "Elution slot 1"i (Elisyon yuvasi 1) kullanin.

Not: 96 kuyulu bir plaka kullanirken plakanin dogru yénde oldugundan emin olun ¢lnkd
hatali yerlestirme asagi akisli analiz sirasinda 6rnek karismasina neden olabilir.

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

Not: Pipetleme uglarinin dogru takildigindan emin olun.

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

8. & Ekstrakte edilecek tam kan érneginin 300 pl'sini nikleaz icermeyen bir Mikro
tipe (2.0 ml Type H) aktarip bunu tiip 6rnek tasiyicisi tizerindeki 3b 2 ml adaptér igine
yerlestirin. Ornek tiiplerini "Sample" (Ornek) cekmecesine yiikleyin.

9. Dokunmatik ekrani kullanarak iglenecek her bir 6rnek partisi igin gerekli bilgileri girin:
o Ornek bilgisi: Varsayilan tiip bicimini degistirin. Bunu yapmak igin Select All
(Tudminlh Seg) digmesine tiklayin. Ardindan, Tube Insert sayfasindan Sarstedt

referans 72.694 segenegini segin.
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O Cahistinlacak protokol: Select All (Tuminu Seg) digmesine tiklayin. Ardindan,
kategoride tam kan 6rnegi icin DNA Blood > Blood_200_V7_DSP (veya daha
sonraki stirim) digmesine tiklayin.

O Eliisyon hacmi ve ¢ikti konumu: Tam kan protokoli igin 100 pl.
Not: Parti bilgileri girildikten sonra durum LOADED (YUKLENDI) durumundan QUEUED
(SIRADA) durumuna degisir. Bir parti siraya girdikten sonra Run (Galistir) digmesi belirir.

Calismayi baslatin.

10a. GCahsmayi baslatmak icin Run (Calistir) digmesine tiklayin.

10b. Beliren mesaji okuyun ve onaylayin.

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

Onemli: isleme sirasinda galismayi duraklatmayin veya durdurmayin (bir acil durum
olusmasi disinda) ¢linki bu érneklerin "unclear" (belirsiz) olarak isaretlenmesine neden
olacaktir.

Not: Ornekleri siirekli olarak yliklemek ve bu calismaya eklemek (reaktifler yiiklenene
kadar) mimkunddr.

Saflastirma prosedurind baslatmak icin Run (Calistir) digmesine tiklayin.

Protokol ¢aligmasinin sonunda partinin durumu RUNNING (CALISIYOR) durumundan
COMPLETED (TAMAMLANDI) durumuna degisir. Saflastinimis niikleik asitleri iceren
ellsyon askisini "Eluate" (Eltat) gekmecesinden alin.

Calisma bittiginde eltat plakasinin "Eluate" (Eliat) cekmecesinden derhal ¢ikariimasi
Onerilir. Sicaklik ve neme bagli olarak calisma tamamlandiktan sonra QIAsymphony SP
icinde birakilan elisyon plakalarinda yogusma veya buharlagsma olabilir.

Not: Genelde manyetik pargaciklar ellatlarin igine karismaz. Ellat icinde siyah

parcaciklar varsa manyetik parcaciklar asagidaki sekilde giderilebilir:

12a. DNA iceren tlpu manyetik parcaciklar ayrisana kadar uygun bir manyetik
ayristiriciya (6rn., QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. no. 36912) tabi tutun.
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12b. DNA, mikroplakalar icindeyse mikroplakayr manyetik partikiller ayrilincaya kadar
uygun bir manyetik ayiriciya (6rn. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat. no. 36915)
uygulayin.
Uygun manyetik ayristirici mevcut degilse, kalan tim manyetik pargaciklari
ayirmak icin DNA'y1 iceren tipu mikrosantrifijde 1 dakika boyunca tam hizda
santrifijleyin.

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

olusturulur.

13a. USB bellegi QIAsymphony SP cihazin 6n tarafindaki USB portlarindan birisine
takin.

13b. Tools (Araglar) 6gesine tiklayin.

13c. File Transfer (Dosya Aktarim) 6gesini segin.

13d. In-/Output Files (Girdi/Cikti Dosyalari) sekmesinde Results Files
(Sonug Dosyalari) > Transfer (Aktar) 6gesine tiklayin.
Disa aktarilan dosyanin ismi su formatta olmalidir:
yyyy-aa-ggss:dd:ss_Eliisyon askisi kimligi

QIAsymphony SP sonug¢ dosyasinda her érnek igin "Validity of result"

(Sonucun dogrulugu) stitununu kontrol edin.

O Gegerli ve belirsiz durum: DNA'da kalite ve kantifikasyonu 6desine geg.

O Gegersiz durum: Ornek reddedildi. Ekstraksiyon adimini tekrarlayin.

Bir reaktif kartusu sadece kismen kullaniimigsa, buharlasmayi engellemek igin
protokoliin sonunda tedarik edilmis Reuse Seal Strips ile kapatin ve proteinaz K iceren

tupleri vidali kapaklarla derhal kapatin.
Kullanilmis érnek tiplerini, plakalarini ve atigini yerel glivenlik diizenlemelerinize gore atin.
QIAsymphony SP cihazini temizleme.

Cihazinizla saglanan kullanim kilavuzlarindaki bakim talimatini izleyin. Capraz
kontaminasyon riskini minimuma indirmek Gzere ug koruyucularini dizenli olarak

temizlediginizden emin olun.

Cihaz cekmecelerini kapatin ve QlAsymphony SP'yi kapatin.
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DNA'da kalite ve kantifikasyonu

Spektrofotometreyi kalibre etmek icin bogs ATE veya AE tamponu kullaniimalidir. S6z konusu
tamponlarin kullanimi, genomik DNA ekstraksiyon kitlerinde kullanilan eliisyon tamponlari
260 nm'de emicilik gésteren koruyucu sodyum azit icerdigi icin sarttir.

® Azso/A2s0 orani 21,7 olmalidir; daha kii¢lk oranlar genelde protein kontaminasyonuna
veya organik kimyasallarin mevcudiyetine isaret eder ve PCR adimini etkileyebilir.
DNA miktari 260 nm'deki optik yogunlugun él¢iimu ile tespit edilir.
Saflastiriimis toplam DNA miktari = konsantrasyon x érnegin ul cinsinden hacmi.
Aaze0/A2s0 orani 1,7'den dusukse ve/veya genomik DNA konsantrasyonu 10 ng/ul'nin

altindaysa 6rnek daha fazla islenmemelidir.

Genomik DNA érnegi normalizasyonu

DNA, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit iginde tedarik edilen TE tamponu icinde 10 ng/ul'ye

seyreltiimelidir.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Uzerindeki her PCR reaksiyonu, 5 pl'lik bir nihai érnek
hacminde seyreltiimis 50 ng saflastirilmis genomik DNA igin optimize edilmistir. Mutant ve
yabanil tip reaksiyonlar gerceklestirmek icin test edilen numune basina toplam 100 ng

gereklidir.
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Protokol: Rotor-Gene Q MDx Splex HRM cihazi
uzerinde gPCR

Baslamadan dnce dnemli noktalar

® jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi Gizerinde Rotor-
Gene AssayManager v2.1 ile ¢alistiriimahdir.

® jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit igin Gamma Plug-in 6zellikle gereklidir. Bu eklenti
QIAGEN web sitesinden indirilebilir: resources.giagen.com/674623. Bu eklenti,
halihazirda Rotor-Gene AssayManager v2.1'in yiikli oldugdu bir bilgisayara indirilmelidir.

® jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit ayri bir tahlil profili gerektirir. Bu tahlil profili (.iap dosyasi),
gPCR tahlilinde donglileme ve analiz yapmak igin gereken tim parametreleri igerir.
QIAGEN web sitesinde ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'e ayrilmis web sayfasindan
indirilebilir: resources.qgiagen.com/674623. Tahlil profili Rotor-Gene
AssayManager v2.1 yazilimina aktariimalidir.

® Protokole baslamadan 6nce Rotor-Gene Q MDx cihazi hakkinda bilgi edinin. Ayrintilar
icin cihazin, Rotor-Gene AssayManager v2.1'in ve Gamma Plug-in'in kullanim
kilavuzlarina bakin.

® Rotor-Gene AssayManager v2.1, PCR sonuglarinin otomatik olarak yorumlanmasini
mumkun kilar. Calisma icin déngu parametreleri kilitlidir.

Ayarlama

® Rotor-Gene AssayManager v2.1'i indirin ve kurun. Ayrintili bilgi icin "Rotor-Gene
AssayManager v2.1 ¢ekirdek yaziliminin kurulumu”, sayfa 38 igine bakin.

® Gamma eklentisini indirin ve kurun. Ayrintili bilgi icin "Gamma Plug-in kurulumu ve tahlil
profilinin ice aktarimi”, sayfa 39 icine bakin.

® Kontrollerin, standartlarin ve reaksiyon karisimlarinin kullanimini optimize etmek icin, ayni
deney icinde sekiz genomik DNA 6rnegi test edilmesi dnerilir. Ayrintili bilgi igin "72 tiplu

rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda érnek isleme", sayfa 42 icine bakin.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1 ¢ekirdek yaziliminin kurulumu

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagli
bilgisayara kurulmahdir ve bu yaziim QIAGEN web sitesinden indirilebilir:
resources.qiagen.com/674623. Bilgisayar gereksinimleri de dahil olmak tzere Rotor-Gene
AssayManager v2.1 gekirdek yaziliminin kurulumuyla ilgili ayrintilar igin litfen Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzuna bakin.

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

belirli konfiglirasyon ayarlari programlandiginda calistirilabilir.

Sistem genelinde islem givenligine yonelik olarak, kapali mod igin asagidaki gerekli

yapilandirma ayarlari tanimlanmalidir:
® Material number required (Malzeme numarasi gerekli)

o Valid expiry date required (Gegerli son kullanma tarihi gerekli)
® Lot number required (Lot numarasi gerekli)
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Gamma Plug-in kurulumu ve tahlil profilinin ice aktarimi

Gamma Plug-in ve tahlil profilinin kurulumu ve ice aktarimi, Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application Kullanim Kilavuzu ve Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu iginde detayli
olarak gosterilmisgtir.

Gama Plug-in kurulumu igin

1. Gamma Plug-in'i ve jpsogen JAK2 CE IVDR tahlil profilinin en giincel strimini
QIAGEN web sitesinden indirin.

2. RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x .msi file (x 20) 6gesine cift
tiklayin. Kurulum talimatlarini izleyin.
Bu islem ile ilgili ayrintilar icin Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
Kullanim Kilavuzu igindeki "Installing Plug-ins" (Eklentilerin Kurulumu) bélimiine bakin.
Not: Sistem genelinde islem glvenligini saglamak adina, Settings (Ayarlar) sekmesine
tiklayip kapali mod icin Material number required (Materyal numarasi gerekli), Valid
expiry date required (Gegerli son kullanma tarihi gerekli) ve Lot number required
(Lot numarasi gerekli) kutularini isaretleyin (Galisma listesi bélima). Bunlar
etkinlestiriimemisse (isaretlenmemis) ise tiklayarak etkinlestirin.

3. Eklenti basarili sekilde kurulduktan sonra Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi igin

Yonetici izinlerine sahip bir kullanicinin ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR tahlil profilini
ice aktarmasi gerekir.

ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR tahlil profilini ice aktarmak igin

¥/
1. Yazilimi agmak igin Rotor-Gene AssayManager v2.1 igin = simgesine tiklayin.

2. Kapali modda Yonetici izinleriyle kullanici olarak oturum agin (Sekil 3).

Oturum agma penceresi acilir (Sekil 4).
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Rotor-Gene AssayManager

Password

Mode
| ciosea K <—|I|

Sekil 3. Rotor-Gene AssayManager oturum agma penceresi. 1: Closed mode (Kapali mod).

Available work lsts | Manage or apply work lists

EyF———
e I e

work st name & 8 samp. |Assay promes. Rotor type Vorume | Ruther Creation aae Actions Aoy
» 20000914_Jax2_|psting 3 a2 b 72l Rotor 25 4| somin oz 7002 | [ ] EX

[2 3 a4 5 6 rﬂ

Delote seiectea | (__Rewresnust |

¥ Automatically genersted work lists

Wor st name & esamp. [Assay probies [ Rotor type Votume  Author Creaton aae Aetions Aoy

Reteshinl_|

oot | ooy | (b
s .. ... /]

Sekil 4. Rotor-Gene AssayManager v.2.1. 2: Setup environment (Kurulum ortami). Calisma listelerinin olusturulmasi,
yonetimi ve uygulanmasi icin kullanilir. 3: Approval environment (Onay ortami). Tahsis edilmis 6rneklerin onaylanmasi
ve yayimlanmamis veya kismen yayimlanmis deneylerin aranmasi icin kullanihr. Deney raporlari bir 6rnek
yayimlandiginda olusturulur. 4: Archive environment (Arsiv ortami). Onceden tanimlanmis rapor profilleri kullanilarak
deney raporlari olusturma ve tam ve kismen serbest birakiimis érnekleri aramak igin kullanilir. 5: Service environment
(Servis ortami). Denetim izi ve Yeniden Kullanilabilir Veri sekmelerini igerir. 6: Configuration (Yapilandirma). Rotor-
Gene AssayManager ayarlarini ayarlamak igin kullanilir. 7: Rotor-Gene Q simgesi. Bir calismay! durdurmak veya
bitirmek ve bir galisma bittikten sonra bir déngiileyiciyi yayimlamak (ve cihaz baglantisini kontrol etmek) icin kullanilir.

3. Configuration (Yapilandirma) ortamina (Sekil 4, kutu 6) (Sekil 5, kutu 8) tiklayin.
4. Assay Profiles (Tahlil Profilleri) sekmesine (Sekil 5, kutu 9) tiklayin.
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5. Import (ige Aktar) (Sekil 5, kutu 10) 6gesine tiklayin.

6. Select assay profile to import (ice aktarilacak tahlil profilini secin) iletisim kutusunda
ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR tahlil profilini segin. Open (Ag) (Sekil 5, kutu 11)

ogesini segin.

¢°n

Connguration

@ Select assay profile to import

File name File type
AP_psogen_JAK2 blood CE_MDR V2 0_11ap | [ iap fhes ("ap) v

L= E=

Sekil 5. Tanhlil profili ice aktarimi. 8: Configuration (Yapilandirma) ortami, 9: Assay profile (Tahlil profili) sekmesi,
10: Import (Ice aktar) digmesi, 11: Open (Ag) digmesi.

7. Tahlil profili basariyla ige aktarildiktan sonra Setup (Kurulum) ortami (Sekil 4, kutu 2)
icinde kullanilabilir.

Not: Bir tahlil profilinin ayni stirima iki kez ice aktarilamaz.
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72 tUplu rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda érnek
isleme

Kontrollerin, standartlarin ve reaksiyon karisimlarinin kullanimini optimize etmek igin, ayni
deney iginde sekiz genomik DNA 6rnegi test edilmesi onerilir.

Tablo 3, 72 tlplu rotor kullanilarak gergeklestirilebilen reaksiyonlarin sayisini saglar.

Sekil 6 Uzerinde gosterilen sema jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile bir deney igin 6rnek bir

yukleme blogu ve rotor kurulumu sunar.

Sayilar, yikleme blogu igindeki konumlari gésterir ve nihai rotor konumunu belirtir.

Tablo 3. 72 tiiplii rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi icin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyon sayisi

JAK2 MT Reaction Mix (JAK2 MT Reaksiyon Karigimi)

ile

8 genomic DNA samples (8 genomik DNA 6rnegi) 8
JAK2 MT Quant Standards (JAK2 MT Quant Standartlar) 4
(mutant)

JAK2 MT Control (JAK2 MT Kontrol) (mutant) 1
JAK2 WT Control (JAK2 WT Kontrol) (yabanil tip) 1
Water for no template control ($ablonsuz kontrol igin su) 1
(NTC)

:JIAK2 WT Reaction Mix (JAK2 WT Reaksiyon Karigimi)

ile

8 genomic DNA samples (8 genomik DNA 6rnegi) 8
JAK2 WT Quant Standards (JAK2 WT Quant Standartlar) 4
(yabanil tip)

JAK2 MT Control (JAK2 MT Kontrol) (mutant) 1
JAK2 WT Control (JAK2 WT Kontrol) (yabanil tip) 1
Water for NTC (NTC igin su) 1
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Sekil 6. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile deney igin plaka ve rotor kurulumu. WTC: JAK2 WT Kontrol; MTC: JAK2
mutant (MT) Kontrol; WT-QS: JAK2 WT Quant standartlari; MT-QS: JAK2 MT Quant Standartlari; S: genomik DNA

ornegi; NTC: sablonsuz kontrol (su).
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A Tupler rotora Sekil 6 Uzerinde gosterildigi sekilde yerlestirilmelidir; ¢clnku tahlil
profilindeki otomatik analiz seti bu yonde yerlestirmeye gore ayarlanmistir. Farkl bir diizen

kullaniimasi durumunda anormal sonuglar alinir.

Not: Kullanilmayan tim pozisyonlar bos kapakli strip tipleri ile doldurulmalidir.
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72 tuplu rotor ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gPCR

Baslamadan 6nce yapilacaklar:

® islenecek ornekler igin bir galisma listesi olusturun.

Bir caligma listesi olugturmak igin

1. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agin.

2. Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimini agin ve Kapali modda operator roliine sahip

bir kullanici olarak oturum agin (Sekil 3, kutu 1).

3. Calismayi baslatmadan 6nce Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin yazilim

tarafindan dogru sekilde algilandigindan emin olun (Sekil 7).

- Bagl degil . Bagli

Sekil 7. Rotor-Gene Q baglanti durumu.

4. Kurulum ortaminda "New manual work list" (Yeni manuel ¢calisma listesi) 6gesine

tiklayin (Sekil 8, kutu1).

Available work lists | Manage o apply work lists:

Unprocessea |  processea
Work het rame 2 #camp  Aucay profies Rotor trpe

20200814_JAK2_testing 34aK2 b 72l Roter 254 samin

Voluma | Author

(Croation date

Rotrs Roris
oo nore: | EIEAED O

Delets selected Reteesn ist

v Automatically generated work lists

Work bat name a[#samp_ Aasay profies | Rotor irpe Vobume | Author Creation date Astions =1

3
i o e
8 Closed Mode e 59

Sekil 8. Caligma listesi olugturma. 1: Yeni calisma listesi olusturma digmesi.
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5.

46

"Assay" (Tahlil) adiminda mevcut olan tahlil profilleri listesinden
"ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR" tahlil profilini segin (Sekil 9, kutu 2).

asa3s » ¥

e e

| Avaiabio s protace | Solectadassay protios

raser s e S [renr s o s et e e T T
Kitintormaton | |esogen JAKz_beon GENVOR 201 14 | |ipeosen_anz e c2_ o wan o [ @
o =
e

P—
5
2570 oy oot sy Proties
=== = T =

Sekil 9. Calisma listesi olusturma — Tahlil Profili segimi. 2: Mevcut tahlil profilleri. 3: Calisma listesine tahlil
profili aktarimi. 4: Ornek sayisini girin.

. Segilen tahlil profilini "Selected assay profiles" (Secilen tahlil profilleri) listesine

aktarmak igin ">" 6gesine tiklayin (Sekil 9, kutu 3). Tahlil profili artik "Selected assay
profiles" (Segilen tahlil profilleri) listesinde gortuntilenmelidir.

. ligili alana érnek sayisini girin (Sekil 9, kutu 4).

. "Kit Information" (Kit Bilgisi) adimina tiklayin ve kutunun kapaginda yazih olan

asagidaki JAK2 kit bilgilerini manuel olarak girin:

O Materyal numarasi 1120216 (Sekil 10, kutu 6)

O Gegcerli son kullanma tarihi (Sekil 10, kutu 7)

O Lot numarasi (Sekil 10, kutu 8)
Not: Alternatif olarak, kit barkodu (Sekil 10, kutu 5) girilebilir veya taranabilir.
Not: Tim alanlar doldurulmahdir. Gegerli bilgiler girildiginde (yani kitin stresi

dolmamis, gegerli materyal ve lot numaralari girilmis) alanlar mavi olur.
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Assays Kit information

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR

1O Use kit ber code

(® Enter kit information manusily

Kit information

- E
Material number Kit expiry date
6 :I-p 120216 3001172020
Lot aumber
10795318

Sekil 10. Caligma listesi olugturma - Kit bilgilerini girme. 5: Kit bar code (Kit barkodu) (manuel olarak
taranabilir veya girilebilir; barkod girilirse diger alanlar otomatik olarak doldurulur). 6: Material number (Materyal
numarasi). 7: Kit expiry date (Kit son kullanma tarihi). 8: Lot number (Lot numarasi). Bu bilgi kit kutusunda

mevcuttur.

9. "Samples" (Ornekler) adimina tiklayin.
Ornek ayrintilarini iceren bir liste gdsterilir. Bu liste, beklenen rotor diizenini temsil eder.

10. Ornek tanimlama numaralarini (kimlik) (Sekil 11, kutu 9) ve istege bagh érnek bilgilerini

(Sekil 11, kutu 10) her 6rnek igin yorum olarak bu listeye girin.

Croate work list | Edit samples
Amers ——
Camrar— S sarin e g = sampi et n
it ormason 2 FANLIT FEFCAIT
3w —om &= Fa_T T b
i P e
s —os os FAMWT HEXWT b
Properties 1 L FAM_MT. HEX_MT
T — s = Fa T T b
. FANLT HEXT
» I — MukaniConiol e FAMWT HEWT kb
o FAM_MT. HEX_MT
L et e Fa T T kb
2 FANLAT HEXCT
L B —w W FAM_WT HEXWT | JAKD b
" FANLAT HEXCAIE
W S P T
" FAMMT FEX T
17— Sancie2 FAMWT XN |
® FARLAT HEXCAIT
ww sy S e
o FANMT FEX T
21| — L T ‘ 1
= FAMMT FEX AIE H
Pt vt Boot T e o
@ Closed Mode == -0

Sekil 11. Galigma listesi olugturma Numune bilgilerinin girilmesi. 9: Sample ID (Ornek kimligi). 10: Sample

comments (Ornek yorumlar) (istege bagl)
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11. "Properties” (Ozellikler) adimina tiklayin. Bir galisma listesi adi girin (Sekil 12, kutu 11).

12. "Work list is complete (can be applied)" (Calisma listesi tamamlandi (uygulanabilir))

kutusunu isaretleyin (Sekil

12, kutu 12).

LF

Create work list | Edit properties
A e e
e o —
YMMDD_ipa0gen-JARE ROQ-PGRLE_DemsRun00T 1900027)
. S
Properties > by
s ostatie [ work ist s compiete (:an be sppled)
-
o
I P == | I R s | e [ = |

Sekil 12. Galisma listesi olugturma - Ozellikler. 11: Work list name (Calisma listesi ad1). 12: "Work list is

complete” (is listesi tamamlandi) secenegini isaretleyin. 13: Yalnizca calisma listesi degistiriimeyecekse "is

editable" (dlizenlenebilir) kutusunun isaretini kaldirin.

Not: "is editable" (diizenlenebilir) onay kutusu (Sekil 12, kutu 13) calisma listesinin

hala duzenlenebilir olup olmadigini tanimlar. Calisma listesi uygunsa ve daha sonra

degistiriimeyecekse, is editable (diizenlenebilir) onay kutusunun isaretini kaldirin.

13. Calisma listesini kaydedin.

14. Calisma listesi yazdirilabilir; bu, gPCR hazirligina ve kurulumuna yardimci olur.

48

Calisma listesini yazdirmak i¢in "Print work list" (Calisma listesini yazdir) 6gesine

tiklayin. Ornek ayrintilari galigma listenin bir pargasi olarak dahil edilir.

Not: Calisma listesi kaydedilebilir ve daha sonra galistirilabilir veya deney cihaza

yuklendikten sonra olusturulabilir ve dogrudan uygulanabilir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari

07/2022



Prosedur

qPCR deneyini ayarlama

1. Kullanilmadiginda dondurucuda saklanmasi gereken Taq DNA polimeraz hari¢ tim
gerekli bilesenleri ¢ozdurun. Bilesenleri iceren tupleri buz Uzerinde erimeye birakin.
Onemli: Cozdiirme adimi 30 dakikadan uzun siirmemelidir; aksi takdirde malzeme
bozulabilir.

2. PCR karigsimi hazirlanacak tezgahin Uizerini, herhangi bir sablon veya nikleaz
kontaminasyonuna karsi temizleyin.

3. Kullanimdan 6nce standartlari, kontrolleri ve reaksiyon karisimlarini iceren tipleri
10 defa ters gevirerek hafifce karistirin ve kisaca santrifijleyin.

4. Asagidaki gqPCR master karigsimlarini islenecek 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Not: TUm konsantrasyonlar nihai reaksiyon hacmi igindir.
Tablo 4 ve Tablo 5, 25 pl nihai reaksiyon hacmi elde etmek lizere hesaplanmis olarak
bir MT ve bir WT reaktif karigsimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar.

Pipetleme hatalarini telafi etmek ve 8 drnek ile kontrollere yer saglamak igin ekstra

hacimler sunulmustur.
Tablo 4. JAK2 MT sekans saptamasi igin qPCR master karigimlarinin hazirlanmasi

Bilegen 1 reaksiyon (pl) 15 + 1* reaksiyonlar (ul) Nihai konsantrasyon

JAK2 MT Reaction Mix

(JAK2 MT Reaksiyon 19,8 316,8 1x
Karigimi)
Taq DNA polymerase 02 32 1x

(Taq DNA polimeraz)

Ornek (adim 6'da

eklenecek) 5 Her biri 5 -

Toplam hacim 25 Her biri 25 -

* Olii hacim olarak ekstra reaksiyon hacmi saglanmistir.
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Tablo 5. JAK2 WT sekans saptamasi igin qPCR master karigimlarinin hazirlanmasi

Bilesen 1 reaksiyon (pl) 15 + 1* reaksiyonlar (ul) Nihai konsantrasyon

JAK2 WT Reaction Mix

(JAK2 WT Reaksiyon 19,8 316,8 1x
Karigimi)

Taq DNA polymerase 1x
(Tag DNA polimeraz) e 3.2

Ornek (adim 6'da 5 Her biri 5 _
eklenecek)

Toplam hacim 25 Her biri 25 -

* Olii hacim olarak ekstra reaksiyon hacmi saglanmistir.

50

Onemli: Her bir strip tiipiine 20 pl dagitmadan 6énce gPCR master karisimini

vorteksleyin ve kisaca santrifiijleyin.

. ligili tplere sablonsuz kontrol (NTC) icin su ekleyin ve tiipleri kapatin.

. Onemli: DNA'yi (genomik DNA &rnekleri ve QS ile kontroller) vorteksleyin ve kisaca

santrifiijleyin. Ardindan toplam 25 pl toplam hacme ulasmak icin karsilik gelen strip
tiplne miktar dlglilecek malzemeden 5 pl ekleyin. Yukari asagi pipetleme yaparak
yavasca karistirin.

Not: Spesifik olmayan sablon veya reaksiyon karisimi kontaminasyonunu ve bunun
sonucu olarak yanlis pozitif sonuglar alinmasini 6nlemek igin her bir tiip arasinda uglari
degistirmeye dikkat edin. Test 6rneklerini, ardindan standartlari ve kontrolleri ekleyerek
baslayin.

. Malzeme bozunumundan kag¢inmak i¢in tim ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit bilesenlerini

dondurucuya geri koyun.
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Calismayi baslatma

1. Rotor-Gene Q MDXx'i hazirlayin ve iglemi asagidaki sekilde baslatin.

1a.
1b.

1c.
1d.

1e.

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

Rotoru Sekil 6 (sayfa 43) lizerinde gosterildigi sekilde atanmis pozisyonlara gore
pozisyon 1'den baglayarak ve kullaniimayan tim pozisyonlara bos kapakl serit
tupleri yerlestirerek serit tpleriyle doldurun.

Not: ilk tiiplin pozisyon 1'e yerlestirildiginden ve strip tiiplerinin Sekil 6 tizerinde
gOsterildigi sekilde dogru ydnelim ve pozisyonda yerlestirildiginden emin olun.
Kilitteme halkasini takin.

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

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda calisma listesi yoneticisinden ilgili
calisma listesini secin ve "Apply" (Uygula) (Sekil 13, kutu 14) 6gesine tiklayin

veya calisma listesi hala acgiksa "Apply" (Uygula) 6desine tiklayin.

‘ Available worklists | Manage or apply worklsts

o #samp.._|Assay profies Rotor e Volume [ Author Creston aate
sz

ncons =)
T2t Rotor 25 4 min osmno 1sstee | 121 A 3

»| | ¥YMMDD_psogen-JAK2 RGQ-PCR K DemoRund01

Sekil 13. Kurulumu gahstirma - Calisma listesi segimi. 14: "Apply" (Uygula) digmesi.

Not:
oturu

Deneye 6zel ¢calisma listesi olusturuimadiysa Rotor-Gene AssayManager v2.1'de
m agin ve asagidaki sekilde ilerlemeden 6nce "Bir galisma listesi olusturmak icin",

sayfa 45 icindeki islemi uygulayin.

Deney adini girin (Sekil 14, kutu 15).

Kullanilacak donguleyiciyi "Cycler selection" (Dénglileyici segimi) listesinden
(Sekil 14, kutu 16) segin."

Kilitteme halkasinin dogru takilip takilmadigini kontrol edin ve ekranda kilitteme
halkasinin takili oldugunu onaylayin (Sekil 14, kutu 17).

"Start run" (Calismayi Baglat) (Sekil 14, kutu 18) 6gesine tiklayin.
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Apply work list "YYMMDD_ipsogen-JAK2-RGO-PCR-Kit_DemoRun001”

Cyeterselecton

-
p—— = =
(200623 Joncgen_IAKI RGO Tost] | YMMDD_pscgen-JAK2 ROG PCR.K_Demafy Loasen
e :
o8/12020 1571 - s
L - =
-
08112020 1551 - s o
Roto e - P ——
S Giswe e o e
Freoposiions  Rascionvokame  Cisymphony A reu e
@ = Juinse s
posrs
= =
ok L Messages
e
8 Closed Mode

Sekil 14. Calisma kurulumu — Caligma ayarlari. 15: Experiment name (Deney adi). 16: Cycler selection

(Doéngiileyici segimi). 17: Kilitleme halkasinin takili oldugunu kontrol edin ve onaylayin. 18: Start run (Calismay!

baslat) digmesi.

1f. JAK2 RGQ PCR islemi baslayacaktir.

Calistirmayi sonlandirma, serbest birakma ve onaylama

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

Not: Bu adim tamamlanana kadar deney dahili veritabanina kaydedilmez.

Not: Elde edilen verinin analizi tahlil profiline, kurallara ve tahlil profilinde tanimlanan

parametre degerlerine karsilik gelen bir eklentiye gore otomatik olarak gergeklestirilir.

2. Cikarin ve calismayi onaylayin.

52

O Approver (Onaylayici) roliyle oturum agan kullanicilar "Release and go to

approval” (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklamalidir.

O Bir "Operator" (Operator) rolliyle oturum agan kullanicilar "Release" (Cikar) 6desine

tiklamalidir.

Not: Approval (Onay) ortaminin genel islevleri Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu i¢inde anlatiimigtir.
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3. Sonuglari gikarin.

O "Release and go to approval" (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklanirsa deney
sonugclari "Approval" (Onay) ortaminda géruntulenir.

O "Release" (Cikar) 6gesine tiklanirsa "Approver" (Onaylayici) roliinde bir kullanici
oturum agmali ve "Approval" (Onay) ortamini secmelidir.

® Onaylanacak deneyi segmek igin filtre segeneklerini (Sekil 15, kutu 19)

uygulayin (Sekil 15, kutu 20). Ardindan, "Apply" (Uygula) (Sekil 15, kutu 21)
dgesine tiklayin.

Filer options

stan ate Ena s
ovoszor? CIE

Use acvancecs fiter opsions

] Fiter experimant nama

[ Fiter cortsined samgie 1Ds

(00 it operator

[ Fiter eyeier sensi number

[R—
Sl o e e
[ zooses iemaen sz s vees

@ Closed Mose

Sekil 15. Galistirma onayi - Deney sec¢imi. 19: Secenekleri filtreleyin. 20: Assay selection (Tahlil segimi).
21: Start approval (Onay! baslat) digmesi.

® Asagidaki AUDAS (Otomatik Veri Taramasi) uyarisi belirir (Sekil 16). " Grafikler
ve Bilgiler" bolumuinde, anormallikler (6rn. donanim hatalarinin neden oldugu
spayklar) icin HEX hedeflerinin floresan egrilerini manuel olarak kontrol edin.
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G) Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

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

[

Sekil 16. AUDAS uyarisi.

Not: Dahili kontrol HEX hedeflerine ait egriler tipik S bicimli sekiller gdéstermez
(Sekil 17 icindeki 6rnek egrilerdeki gibi) ve bunlar gegerli egriler olarak kabul
edilmelidir. Latfen tim dahili kontrol gecerlilik kriterlerinin (6rn. Ct esik degerleri)

yazilim tarafindan otomatik olarak kontrol edildidini unutmayin.

HEX_WT

oo Es 1

nnnnnn

HEX_MT

Norm. For.

oo B

Sekil 17. Dahili Kontrol HEX egrileri.
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Test drneklerinin sonuglari otomatik olarak Rotor-Gene AssayManager v2.1
tarafindan analiz edilir ancak onaylayici roliyle oturum agmis kullanici
tarafindan onaylanmasi ve serbest birakilmasi gerekir. Baslangicta,
tamamlanmis bir deneyin tim test érnekleri "Undefined" (Tanimsiz) durumuna
sahiptir. Onaylanacak érnekler sonuglarinin belirlenmis satirin sonunda ¢ onay
digmesi bulunur. Bu dugmeler 6rnek sonuglarini etkilegsimli olarak kabul etmek
veya reddetmek icin kullanihir (Sekil 18 ve Sekil 19).
Not: Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan "INVALID" (GECERSIZ) olarak
bildirilen bir érnek, érnek sonucu reddedilse bile "VALID" (GECERLI) olarak
yeniden atanamaz.
Not: Kullanici sonucu kabul etmezse ve tekrar test etmek isterse (6rn. dahili kontrol
HEX hedeflerinin egrilerinde bir anormallik gdzlemlenirse) 6rnek reddediimelidir.

® Sonucu inceleyin (Sekil 19, kutu 22) ve "Release/Report data" (Verileri
Cikar/Raporla) (Sekil 19, kutu 23) 6desine tiklayin.

Arka plan rengi Test 6rneginin durumu
0O0®@ Tanimlanmamis
EBjo o Kabul edilmis
oo Reddedilmis

Sekil 18. Ornek onay durumu tanimi.

[EETTT

8 CloredMoce

Sekil 19. Verileri gcikarma ve raporlama. 22: Numune onay diigmeleri (her numune igin sonuglari onaylamak
(v') veya reddetmek () igin). 23: Verileri gikarma ve raporlama digmesi.
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® Gerekli olmasi halinde sifreyi girin, "Create report" (Rapor olustur) kutusunu
isaretleyin ve "OK" (Tamam) 6gesine tiklayin (Sekil 20, kutular 24 ve 25).
Rapor .pdf formatinda olusturulur ve énceden tanimlanmis klasérde otomatik
olarak saklanir.
Varsayilan klasér konumu:
C: > Users > Public > Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export > Reports
Not: Bu konum ve klasoér, Configuration (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.
® Ayni zamanda, bir LIMS dosyasi otomatik olarak olusturulur ve énceden
tanimlanmis klasoérde saklanir. Varsayilan klasér konumu: C: > Users > Public >
Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > LIMS.
Not: Bu konum ve klasor, "Configuration" (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.
® Pdf dosyasini kapatin ve Rotor-Gene AssayManager'a geri donin. Komut
verildiginde "OK" (Tamam) 6gesine tiklayin (Sekil 20, kutu 26).

@ Release { report data
@ Status of release.
[ create repen

Easseord The release was performed successfully.

24 [ fruseneess | (2270169)

The LIMS output was saved. (2270171}

After release. the approval state of data Th! r!pﬂl't 'm?!_ip&ng!ndﬂkz_nﬁq_

cannct be changed. (2270158) testl_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.pdf' was
stored in the folder ‘C:\Documents\
QIAGEN\Rotor-GeneAssayManager)
Exports\Reports’. (2270172)

[25 > priCe

Sekil 20. Verileri gcikarma ve raporlama. 24: User password (Kullanici sifresi). 25-26: Segmek igin OK

Messages

(Tamam) digmesi.

® Kullanici sifresi girildikten sonra bir PDF raporu olusturulur ve agilir. PDF raporunu
kapatin. Ardindan otomatik olarak bir LIMS dosyasi olusturulur ve bir izin beyani
gorintilenir. "OK" (Tamam) 6gesine tiklayin. Tahlil bu noktada tamamen
yayimlanir. "Archive" (Arsiv) ortamina gitmek igin "OK" (Tamam) 6gesine tiklayin.

® Ham verilere karsilik gelen .rex dosyasini disa aktarmak igin "Archive" (Arsiv)
sekmesine tiklayin. Filtre seceneklerini kullanarak deneyinizi bulun (Sekil 21, kutular 27
ve 28) ve "Show assays" (Tahlilleri gdster) 6desine tiklayin (Sekil 21, kutu 29).
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Assay selection

[ Expeciment
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Sekil 21. Archive environment (Arsiv ortami). 27: Secenekleri filtreleyin. 28: Assay selection (Tahlil segimi).

29: Show assays (Tahlilleri goster) digmesi.

® Deney sonuglari gértntulenir. Ekranin sag alt kosesinde, disa aktarilacak dosya

turd olarak ".rex-file" 6gesini secin. "Export" (Disa Aktar) digmesine tiklayin.
Kaydetmek igin "OK" (Tamam) 6desine tiklayin. Yazihm .rex dosyasini otomatik
olarak asagidaki 6nceden tanimlanmigs klasére kaydeder: C: > Users > Public >
Documents > QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Experiments.
Not: Bu konum ve klasor, "Specify the .rex file export destination" (.rex dosyasi
disa aktarim hedefini belirtin) sekmesinde degistirilebilir.

Not: Sorun giderme igin calismanin destek paketi gereklidir. Destek paketleri
onay veya arsiv ortaminda olusturulabilir (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application Kullanim Kilavuzu, "Troubleshooting" (Sorun giderme) bolimdi,
"Creating a support package" (Destek paketi olusturma)). Ek olarak, olay
tarihine gére +1 guin seklinde denetim gegmisi girmek faydali olabilir. Denetim
gecmisi Service (Hizmet) ortamindan alinabilir (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzu, Bélim 1.5.5.5).

4. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve strip tiplerini yerel guvenlik dizenlemelerinize

uygun sekilde imha edin.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Analiz tamamen otomatiktir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 dncelikle* amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine
ve gurllti miktarlarina bakarak uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Boyle bir durum
s6z konusu olursa, gegersiz sayilan egri, bir isaretle iligkilendirilir.

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

® NTC: NTC, spesifik amplifikasyon yoklugu (JAK2 WT ve JAK2 MT) i¢in kontrol edilir.
WT ve MT QS: Kantitasyon standartlarinin dogrulamasi her standart egrinin R? ve egim
degerlerini esas alir.

o WTC: JAK2 toplam kopya sayisi (TCN), bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar
yuksek olmalidir. Bu durumda JAK2 mutasyon yuzdesi hesaplanacaktir. Bu ¢alistirma
kontrolU, statisu teste gore WT oldugunda dogrulanir.

e MTC: JAK2 toplam kopya sayisi, bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar yiksek
olmahdir. Bu durumda JAK2 mutasyon yuzdesi hesaplanacaktir. Bu galistirma kontrold,

statlisi JAK2 mutasyonu icin yiksek derecede pozitif oldugunda dogrulanir.

Dahili kontrol (IC), kontrolleri ve kantitasyon standartlarini igeren tim kuyularda amplifiye

edilmeli ve kontroller igin dnceden tanimlanmig aralik icinde olmalidir.

Not: Her calismanin sonunda olusturulan rapor, ¢alisma kontrollerinden alinan sonuglari

gOsterir. TUm gecersiz veriler, gegersiz kilan bir isaretle iligkilendirilecektir (Tablo 6).
Bu calisma kontrollerinden herhangi biri uygun degilse, "ASSAY_INVALID"
(TAHLIL_GECERSIZ) isareti kullanilacaktir. Bu isaret vurgulanirsa, galisma gecersiz

sayllmalidir ve deneyin tekrarlanmasi gerekmektedir.

* Yalnizca FAM hedefleri icin aktiftir.
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Calismadaki tim kontroller uygun degerdeyse, Rotor-Gene AssayManager v2.1 test

orneklerini analiz eder.

@ Dahili kontrol (IC), érnekleri iceren tim kuyularda amplifiye edilmeli ve 6nceden
tanimlanmis aralik igcinde olmalidir.

® Sonuglarin yorumlanmasi igin toplam kopya sayisi belirli bir rnekte yeterince yliksek
olmahdir.

e Ardindan JAK2 mutasyon ylzdesi hesaplanacak ve sonug gorintilenecektir. Bir
ornegin Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan dogrulanmasi ve ilgili sonucun
gecerli olmasi igin her bir tipte (WT ve MT) CT degeri gdzlemlenmelidir.
Not: Hem calistirma kontrollerinin, hem de érnek sonugclarinin gegerli olmasi
durumunda rapor her bir érnek igin kopya sayisini ve mutasyon yiizdesini gosterecektir.

® Tablo 6, Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan yapilan analiz esnasinda her bir
tipe verilebilecek gecersiz kilici 6rnek isaretlerini ve her isaretin anlamlarini igerir.

® Tablo 7 (sayfa 64) uyarici 6rnek isaretlerini ve terimlerin tanimlarini igerir.
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Tablo 6. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari

isaret

Aciklama

60

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION
MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW_CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (WT)

MC_LOW._CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN

MC_NO_CT (MT)

Tahlil gegersiz olarak belirlenmistir ginkii analiz basarisiz olmustur.
QIAGEN Teknik Servisleri ile baglanti kurun.

Tahlil gegersizdir guinkl en az bir harici kontrol gecersizdir.
Bu hedefin hesaplanmasi igin kullanilan bir hedef gegersizdir.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu tahlil igin belirlenen davranistan farkl
bir sekil géstermektedir. Yanlis sonug alinmis veya sonuglarin yanhs
yorumlanmis olmasi olasiligr yiksektir.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu tahlil i¢cin belirlenen davranistan farkli
olarak, duz gikinti gibi bir sekil géstermektedir. Yanhs sonug alinmis
veya sonuglarin yanhs yorumlanmis olmasi olasihg yliksektir (6rn. yanhs
Cr degeri tayini).

Bu hedef icin hesaplama basarisizdir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigiml mutant kontrol ile
ayni tlipteki dahili bir kontrol igin beklenenden yliksektir.

Saptanan Ct degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli mutant kontrol ile
ayni tlipteki dahili bir kontrol igin beklenenden algaktir.

Mutant reaksiyon karisiml mutant kontrol ile ayni tlpteki dahili kontrol
icin saptanabilir Ct degeri yoktur.

Yabanil tip reaksiyon karigimli mutant tip kontrol ile ayni tlipteki dahili
kontrol igin saptanabilir Cr degeri yoktur.

Mutant kontrol igin kopya sayisi gok dusutktdr.
Mutant kontroliin mutasyon yiizdesi ¢ok dlslktr.
Mutant kontrol igin kopya sayisi yoktur.

Mutant reaksiyon karisimli mutant kontrol igin saptanabilir Ct yoktur.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 6. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari (devami)

isaret Agiklama

MC_NO_VALUE Mutant kontroliin mutasyon ylizdesi degersizdir.

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT) Saptanan Cr, mutant reaksiyon karigimi ile mutant kontrolii igin
beklenenden daha disuiktur.

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT) Saptanan Cr, yabanil tip reaksiyon karigimi ile mutant kontrol igin
beklenenden daha diisuktur.

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING  Amplifikasyon egrisi, esidi bir defadan fazla gegmektedir. Belirsiz
olmayan bir Ct saptanamamistir.

NO_BASELINE Baslangig referans hatti bulunamamistir. Sonraki analizler
gerceklestirilemez.

NTC_IC_HIGH_CT (MT) Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli sablonsuz kontrol ile
ayn! tipteki dahili bir kontrol icin beklenenden yiiksektir.

NTC_IC_HIGH_CT (WT) Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimh sablonsuz kontrol
ile ayni tlpteki dahili bir kontrol igin beklenenden yiiksektir.

NTC_IC_NO_CT (MT) Mutant reaksiyon karigiml sablonsuz kontrol ile ayni tlpteki dahili
kontrol igin saptanabilir Ct degeri yoktur.

NTC_IC_NO_CT (WT) Yabanil tip reaksiyon karisimli sablonsuz kontrol ile ayni tiipteki
dahili kontrol igin saptanabilir Cr degeri yoktur.

NTC_IC_LOW_CT (MT) Saptanan Cr dederi, mutant reaksiyon karisimli sablonsuz kontrol ile
ayn! tipteki dahili bir kontrol icin beklenenden duislktur.

NTC_IC_LOW_CT (WT) Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimh sablonsuz kontrol
ile ayni tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden dugsuktr.

NTC_UNEXPECTED_VALUE Sablonsuz kontrolde Cr saptanmistir.

OTHER_TARGET_INVALID Ayni 6rnek icin baska bir hedef gegersizdir.

OUT_OF_COMPUTATION_RANGE Bu 6rnek igin hesaplanan konsantrasyon teknik siniri agsmaktadir.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 6. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari (devami)

isaret

Aciklama

QS_HIGH_SLOPE (MT)
QS_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (MT)

QS_IC_NO_CT (WT)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW._SLOPE (WT)
QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT)
QS_NO_CT (MT)

QS_NO_CT (WT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_LOW_CN
SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT

62

Mutant egiminin Ust siniri agilimistir.
Yabanil tip egiminin st sinir agiimigtir.

Mutant kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasiyla ayni
tlpteki dahili kontrol igin saptanabilir Ct deg@eri yoktur.

Yabanil tip kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasiyla ayni
tlpteki dahili kontrol igin saptanabilir Ct deg@eri yoktur.

Mutant egiminin alt sinirina ulagiimamistir.
Yabanil tip egiminin alt sinirina ulagiimamistir.
Mutant R? degerinin alt siniri karsilanmamistir.
Yabanil tip R degerinin alt siniri karsilanmamistir.

Mutant kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasi igin
saptanabilir Ct yoktur.

Yabanil tip kantifikasyon standartlarinin biri veya daha fazlasi igin
saptanabilir Ct yoktur.

Saptanan Cr, mutant kantifikasyon standartlarindan biri igin
beklenenden daha diiguktir.

Saptanan Cr, yabanil tip kantifikasyon standartlarindan biri igin
beklenenden daha diigiik.

Donglleyici veya dongileyici badlantisinda bir sorun nedeniyle tahlil
gecersiz olarak belirlenmistir.

Calisma manuel olarak durduruldugu igin tahlil gegersiz olarak
belirlenmistir.

Test 6rnegi icin toplam kopya sayisi gok duslktir.

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli test 6rnegi ile ayni
tlpteki dahili bir kontrol icin beklenenden yliksektir.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

isaret

Tablo 6. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari (devami)

Aciklama

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT

SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE
SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT_IC_NO_CT

SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari

Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigiml test érnegi ile
ayni tipteki dahili bir kontrol i¢in beklenenden disuktur.

Mutant reaksiyon karigimli test rnegi ile ayni tipteki dahili
kontrol igin saptanabilir Ct degeri yoktur.

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

Saptanan Cr, mutant reaksiyon karigimina sahip bir test érnegi
icin beklenenden daha duglktur.

Saptanan Cr, yabanil tip reaksiyon karisimina sahip bir test
ornegi icin beklenenden daha dusuktir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli test 6rnegi
ile ayni tupteki dahili bir kontrol icin beklenenden yuksektir.

Saptanan Cr degeri, yabanil tip reaksiyon karigimli test 6rnegi
ile ayni tipteki dahili bir kontrol icin beklenenden duslktr.

Yabanil tip reaksiyon karigimli test 6rnegi ile ayni tiipteki dahili
kontrol igin saptanabilir Ct degeri yoktur.

Ham veri floresansi, amplifikasyon egrisinin biikilme
noktasindan 6nce glgli bir satlirasyon gostermektedir.

Amplifikasyon egrisinde Cr degerinin yakininda bir spayk
saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin dik bir sekilde
ylkselen referans gizgisi saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin kuvvetli bir
sekilde dlsen referans gizgisi saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin ylikselme fazi disinda buyik bir parazit
saptanmistir.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 6. Gegersiz kilici 6rnek isaretleri ve terimlerin agiklamalari (devami)

isaret Agiklama

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Amplifikasyon egrisinin ylikselme (eksponansiyel) fazinda gulgli
parazit saptanmistir.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin dalgali referans
cizgisi saptanmistir.

WTC_HIGH_PERCENTAGE Yabanil tip kontroliin mutasyon ylzdesi gok yiiksektir.

WTC_IC_HIGH_CT (MT) Saptanan Ct degeri, mutant reaksiyon karigimli yabanil tip
kontrol ile ayni tiipteki dahili bir kontrol igin beklenenden
yUksektir.

WTC_IC_LOW_CT (MT) Saptanan Cr degeri, mutant reaksiyon karigimli yabanil tip
kontrol ile ayni tiipteki dahili bir kontrol icin beklenenden
disuktar.

WTC_IC_NO_CT (MT) Mutant reaksiyon karigiml yabanil tip kontrol ile ayni tiipteki
dahili kontrol icin saptanabilir Ct degeri yoktur.

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

WTC_NO_CN Yabanil tip kontrol i¢in kopya sayisi yoktur.

WTC_NO_VALUE Yabanil tip kontrolin mutasyon ylizdesi degersiz.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT) Saptanan Cr, mutant reaksiyon karisimi ile yabanil tip kontrol
icin beklenenden daha duguktur.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT) Saptanan Cr, yabanil tip reaksiyon karisimi ile yabanil tip

kontrol icin beklenenden daha duslktir.

Tablo 7. Uyarici 6rnek isaretleri ve terimlerin tanimlan

isaret Agiklama

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE En yiksek floresan deg@isimi olan érnek tiiptine kiyasla bu érnek
icin ylizde floresan degisimi, tanimlanmis bir sinirdan daha
disuktar.

LOW_REACTION_EFFICIENCY Bu &rnek icin reaksiyon etkinligi tanimlanmis bir sinira
ulasmamistir.

SPIKE Amplifikasyon egrisinin iginde ancak C+'nin belirlendigi alanin

disinda ham veri floresaninda ani bir artis saptanmistir.
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Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim i¢in Uretilmigstir.

Uriin yalnizca 6zel egitim almis, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda 6grenim gérmiis ve
cihaz teknolojisiyle ilgili bilgi sahibi olan profesyonel kisiler tarafindan kullaniimalidir. Cihaz

proseduri molekdler biyoloji laboratuvar ortaminda uygulanacaktir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit otomatik bir cihaz degildir; bununla birlikte analiz, otomatik

mutasyon kantifikasyonu igin 6zel bir yazilim tarafindan desteklenir.

Bu kit, bu el kitabinda verilen talimatlar izlenerek, onaylanmis bir cihazla birlikte

kullaniimahdir (bkz. "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler", sayfa 19).

Kutu etiketinin ve tlp etiketlerinin Ustinde yazili olan son kullanma tarihlerine dikkat

edilmelidir. Son kullanma tarihi ge¢gmis bilesenleri kullanmayin.
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'te tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik
edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Uzere gelistiriimistir. Bu kurala uyulmamasi performansi

etkileyebilir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, yalnizca supheli veya MPN teshisi konulmus hastalardan
toplanan 2K-EDTA ile antikoagule edilmis insan periferik tam kani igin dogrulanmustir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sadece QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236) veya
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ile kullanim i¢in dogrulanmigtir.

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sadece Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR igin) ve
QIAsymphony SP (6rnek hazirlama igin) ile kullanim i¢in dogrulanmistir.
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Bu Urundn endikasyon digi herhangi bir kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu

QIAGEN'in yukimlGlGgini ortadan kaldirir.

Elde edilen taniya yonelik sonuglar, diger klinik-patolojik bulgularla birlikte yorumlanmalidir.
JAK2 V617F/G1849T mutasyonunun bulunmamasi diger JAK2 mutasyonlarinin varhigini
ekarte ettirmez. Test nilkleotid 88504 ila 88622'de yer alan ek mutasyonlar durumunda

yalanci negatif sonuglar verebilir (16).

Laboratuvarlarinda kullanilan ve QIAGEN performans ¢alismalarinin kapsaminda olmayan

herhangi bir prosedir i¢in sistem performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.
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Performans Ozellikleri

Analitik Performans
Kor siniri

Kor sinin (Limit of Blank, LOB), CLSI/NCCLS EP17-A2 standardina gore, yabanil tip (WT)
JAK2 durumuna sahip 30 saglikli donér tam kan 6rneginde, Ug reaktif lotu (120 dlgim/lot)

kullanilarak belirlenmigtir.

LOB sonuglari Tablo 8 iginde 6zetlenmistir. Bu, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'i kullanan

normal bir populasyonda beklenen degere karsilik gelir.

Tablo 8. LOB sonuglarinin 6zeti

Olgiilmiis LOB Nihai kor sinin
Lot 1 %0
Lot 2 %0 %0
Lot 3 %0

Tespit sinir

Tespit sinir (LOD veya analitik duyarlilik), CLSI/NCCLS EP17-A2 standardinda tanimlanan
"Probit approach" (Probit yaklagimi) baz alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismada 3 bagimsiz
ornek icin, 3 lotla ve érnek ve mutasyon bagina 60 dlgimle 6 alt mutasyon seviyesi analiz
edilmistir (MPN tam kan DNA'si, yabanil tip (WT) tam kan DNA'sina eklenmistir). Elde edilen
sonuglar, JAK2 V617F mutasyonunun analitik duyarliiginin %0,042 oldugunu géstermistir.

LOD sonuglari Tablo 9 iginde 6zetlenmistir.
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Tablo 9. LOD sonuglarinin 6zeti

Olgiilmiis LOD Nihai tespit sinin
Lot 1 %0,041
Lot 2 %0,029 90,042
Lot 3 %0,042

Limit of quantification (Kantitasyon limiti)

Kantitasyon siniri (Limit of Quantitation, LOQ) tanimi ve saptamasi, CLSI/NCCLS EP17-A2
kilavuzuna dayanmaktadir. LoQ, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in LoD'sinden %95'lik bir
glven araligiyla (hata riski a=0,05) dogru bir sekilde ayirt edilebilen en disik JAK2 V617F
mutasyon yuzdesi seviyesi olarak tanimlanmistir. Tek boélgeli tekrarlanabilirlik calismasindan
elde edilen veriler ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in LoQ'sunu hesaplamak icin kullaniimistir.
Elde edilen sonuglar, LoQ'nun JAK2 V617F mutasyonunun %0,233'lU oldugunu gdsterir.

Molekdler hastalik izleme badlaminda bu, dlgiilen JAK2 V617F mutasyon ylzdesinin belirli
bir zaman noktasinda %0,233'ln altinda olmasi durumunda, bir sonraki zaman noktasinda
bir JAK2 V617F alel yuki azalmasinin glvenilir bir sekilde kantifiye edilemeyecegi anlamina

gelir.

Dogrusallik

MPN hastalarinda JAK2 mutasyonunun kantifikasyonunun dogrusalligi CLSI/NCCLS
EPOGAE standardina gore bir ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit lotu ve bes farkli DNA girdisi igin
11 mutasyon seviyesinde test ile degerlendiriimistir. MPN 6rneklerinde JAK2 mutasyonu
yukinun kantifikasyonu dogrusaldir; yani ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, dlgiilen DNA Ornegi
konsantrasyonu 10 ng/pl'ye yakin (5 ila 20 ng/pl) oldugu surece, etkilenen popllasyonda
beklenen degerlere karsilik gelen LOD degerinden %100 mutasyona kadar ornekleri

Olgebilmektedir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik

Tek bolgeli kesinlik galismasi tasarimi, CLSI/NCCLS EP5-A3 standardinin gereksinimlerini
karsilar. Test, bir MPN hastasindan alinan bir klinik érnegin seri dilisyonlari kullanilarak
%0,07'den %72,67'ye kadar 11 mutasyon seviyesi Uzerinde gerceklestiriimistir. Her
mutasyon seviyesi igin, U¢ operator tarafindan 27 giin boyunca (calisma bagsina iki tekrar ve
glinde iki calisma) ug lot ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ve t¢ Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
cihazi kullanilarak 108 o6lgim elde edilmistir. %100 seviyesi icin kesinlik, MUTZ-8 hiicre
hattindan DNA'dan olusan %100 JAK2 V617F Ornegi Uzerinde elde edilen ek verilerle
desteklenen trend analizlerine dayali olarak %72,67 seviyesi icin belirlenen kesinlik ile
karsilastirilarak ifade edilir (38 dlgim).

Sonuglar Tablo 10 iginde 6zetlenmistir.

Tablo 10. Kesinlik sonuglari: tekrarlanabilirlik (tek bolge calismasi)

Ornek Ortalama JAK2 SDr+ SDcALIsMA++ SDropLAM*++ CVropLam
mutasyon yiizdesi

S0 100 ND ND <5,45 <%7,50
S1 72,67 1,99 2,99 5,45 %7,50
S2 53,96 2,48 3,16 6,52 %12,09
S3 23,13 1,59 1,95 4,51 %19,52
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 %23,27
S5 6,01 0,71 0,63 1,57 %26,17
S6 2,39 0,31 0,36 0,70 %29,23
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 %27,38
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 %37,88
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 %52,31
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 %65,01

SS: Standart sapma

R+: Tekrarlanabilirlik

CALISMA++: Calisma kesinligi arasinda

TOPLAM+++: Toplam kesinlik (cihazlar arasi, operatérler arasi ve lotlar arasi dahil)
CVropLam: Yiizde olarak toplam kesinlik i¢in varyasyon katsayisi

ND: Belirlenmemis
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Laboratuvarlar arasi kesinlik calismasi tasarimi, CLSI/NCCLS EP5-A3 standardinin
gereksinimlerini karsilar. Calisma dort bolgeyi icermektedir (Fransa, Almanya ve ABD'de iki
bolge). Test, saglikli dondr tam kaninda (yani, olusturulmus érnekler) MUTZ-8 hiicre hattinin
dilisyonlari kullanilarak %1,21'den %67,64'e kadar yedi mutasyon seviyesi Uzerinde
gerceklestiriimistir. Her bdlge, QlAsymphony SP cihazini ve benzersiz bir QlAsymphony
DSP DNA Mini Kit partisini kullanarak tGi¢ DNA ekstraksiyon ¢alismasi gergeklestirmistir. Her
DNA ekstrakti, benzersiz bir ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit partisi kullanilarak sekiz qPCR
calismasinda (giinde ve ardisik olmayan dort giin boyunca bélge basina iki ¢alisma) test
edilmistir ve tim bolgelerde 6rnek basina 96 beklenen dlgim elde edilmistir.

L2 6rnegi bir ekstraksiyon calismasinda gegersiz olmustur ve bu da 96 yerine toplam 88
gPCR testine yol agmistir. Ayrica, bir gPCR c¢alismasi gegersiz olmustur ve bu durum, tim
ornekler icin G¢ gegersiz teste yol agcmistir (L2 harig, yani 2 gegersiz sonug). Ayrica, bir gqPCR
calismasinda L7 6rnegi gegersiz olmustur ve iki gPCR calismasinda L4 olmustur, bu da iki

ek gecersiz teste yol agmistir (Tablo 11).
%100 seviyesi i¢in kesinlik, MUTZ-8 hiicre hattindan DNA'dan olusan %100 JAK2 V617F

ornegi Uzerinde elde edilen ek verilerle desteklenen trend analizlerine dayal olarak %67,64

seviyesi icin belirlenen kesinlik ile karsilastirilarak ifade edilir (38 6lguim).
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Tablo 11. Kesinlik sonuglar: tekrarlanabilirlik (laboratuvarlar arasi caligma)

Ornek Toplam Toplam JAK2%MT GCalisma  Giin Giinler Bolgeler  Toplam,
testler gecersiz  ortalama ici, SD, icinde arasi, arasi, SD, %CV
testler %CV calisma SD, %CV SD, %CV
arasinda,
SD, %CV
LO Uygula- Uygula- 100 Uygula- Uygula- Uygula- Uygula- <4,074,
namaz namaz namaz namaz namaz namaz <6,02
L1 96 8 67,64 2,616, 2,060, 1,999, 1,530, 4,074,
3,87 3,05 2,96 2,26 6,02
L2 88 2 40,03 3,482, 1,011, 2,389, 0,986, 4,387,
8,70 2,53 5,97 2,46 10,96
L3 96 8 22,26 3,318, 1,256, 1,257, 0,803, 3,807,
14,90 5,64 5,64 3,61 17,10
L4 96 5 8,02 1,770, 0,516, 0,000, 0,000, 1,841,
22,06 6,44 0,00 0,00 22,95
L5 96 8 4,35 0,706, 0,547, 0,000, 0,197, 0,906,
6,23 12,57 0,00 4,53 20,82
L6 96 3 2,03 0,246, 0,365, 0,063, 0,000, 0,441,
12,15 18,00 3,11 0,00 21,76
L7 96 4 1,21 0,104, 0,057, 0,211, 0,000, 0,189,
8,62 4,72 17,43 0,00 15,64

JAK2%MT: JAK2 mutasyon ylizdesi; SD: Standart sapma; CV: Y{izde olarak varyasyon katsayisi; N/A: Uygulanamaz

MPN hastalarindan alinan dért tam kan 6rnegi (yani klinik érnekler) Gzerinde ¢ test
bélgesinde (biri Avrupa'da ve ikisi ABD'de) ek bir laboratuvarlar arasi galisma yuritilmastar.
Her bolge ¢ DNA ekstraksiyon calismasi gerceklestirmistir. Her DNA ekstrakti, tek bir
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit lotu kullanilarak bir Rotor-Gene Q MDx cihazinda 12 gPCR
calismasinda (6rnek basina ¢alisma basina bir kopya, her bdlgede operatér basina giinde
iki calisma - bolge basina iki operator dahil edilmistir - ardisik olmayan g giin boyunca) test

edilmistir. Her numune igin 36 6lguim elde edilmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. Ek laboratuvarlar arasi ¢aligma sonuglari

Ornek N JAK2%MT GCalismaici, Giiniginde Giinler Bolgeler Toplam,
ortalama SD, %CV calisma arasi, SD, arasi, SD, SD, %CV
arasinda, %CV %CV
SD, %CV
Ornek 1 36 95,19 0,995, 1,04 0,000,0,00 0,541,0,57 0,000,0,00 1,130, 1,19,
Ornek 2 36 22,83 3,988, 0,000, 0,00 1,707,7,48 1,552,6,80 4,501,
17,47 19,72
Ornek 3 36 14,44 2,257, 1,398, 9,68 0,000,0,00 1,422,9,84 2,890,
15,63 20,01
Ornek 4 36 4,03 0,186, 4,63 0,835, 0,000, 0,00 0,608, 0,922,
20,74 15,09 22,91

JAK2%MT: JAK2 mutasyon yiizdesi; N: Olgiim sayisi; SD: Standart sapma; CV: Yiizde olarak varyasyon katsayisi

Olumsuz Etkileyen Maddeler (Analitik Ozgulliik)

Calisma tasarimi, NCCLS standardi EP7-A3 "Klinik Kimyada Enterferans Testi"
gereksinimlerini karsilar. Kan érneklerinde bulunma potansiyeli olan toplam 19 madde PCR
Uzerindeki olasi etkileri icin segildi (busulfan, sitalopram hidrobromid, paroksetin hidroklortr
hemihidrat, sertralin hidroklorir, fluoksetin hidroklorur, asetaminofen [parasetamol], konjiige
olmayan bilirubin, potasyum 2K EDTA ve 3K EDTA, sodyum EDTA, Hgb [insan], trigliseritler,
lisinopril dihidrat, hidroksitire, asetilsalisilik asit, salisilik asit, thiotepa, anagrelid, interferon
alfa 2b).

DNA ekstraksiyon isleminden elde edilen maddeler de degerlendirilmistir (QlAsymphony
DSP DNA Blood Mini Kit'ten QSL1, QSB1, QSW1, QSW2 ve PK; QlAamp DSP DNA Blood

Mini Kit'ten QIAGEN Protease, etanol, AW1 ve AW2).

Alinan sonuglar, bu maddelerle ilgili engelleme etkisi gdéstermemistir.
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Tablo 13. Olumsuz etkileyen maddeler

Test edilen madde Test edilen konsantrasyon

Konjuge edilmemis bilirubin 150,3 ug/mL

Trigliseritler 30.000 pg/mL

Sitalopram hidrobromid 0,75 pg/mL

Sertralin hidroklorir 0,67 pg/mL

Asetaminofen [parasetamol] 200,7 pg/mL

Hidroksitire 28,2 pug/mL

Salisilik asit 0,6 ug/mL

Anagrelid 6 pg/mL

Potasyum EDTA (2K-EDTA) 2X (3600 pg/mL)

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 13. Olumsuz etkileyen maddeler (devami)

Test edilen madde Test edilen konsantrasyon
Sodyum EDTA (2Na-EDTA) * 1X (3000 pg/ml), 3X (9000 pg/ml)
QSL1 Toplam numune hacminin %2'si
QSB1 Toplam numune hacminin %2'si
QSW1 Toplam numune hacminin %2'si
QSw2 Toplam numune hacminin %2'si
proteinaz K (PK)* Toplam numune hacminin %2'si

Ekstraksiyon isleminden sonra beklenen kalan hacmin

2 kati

proteinaz K (PK)* o ) )
Ekstraksiyon isleminden sonra beklenen kalan hacmin
3 kati

QIAGEN Protease Toplam numune hacminin %1,29E-05'i

Etanol (EtOH) Toplam numune hacminin %1,29E-03'i

Buffer AW1 Toplam numune hacminin %1,00 E-01'i

Buffer AW2 Toplam numune hacminin %1,00'i

* PV hastalar igin 6nerilen doz 3 MU'dur, bunun 5 L kanda (80 Kg birey) dagildi§i varsayilir ve bu da 0,6 MU/L
konsantrasyonla sonuglanir. NCCLS standardi EP7-A2'nin tavsiyelerine gére, bu konsantrasyonun Ug kati, yani 1,8
MUJL test edilmigtir.

1 Saglayiciya gore 1x konsantrasyon

1 PK toplam numune hacminin %2'sinde test edildiginde (olmasi muhtemel olmayan) olumsuz bir etkiye neden olur;
daha fazla test ile onaylanan PK, ekstraksiyon islemi sirasinda kaldirilir: normal kullanim kosullari altinda herhangi
bir enterferans beklenmez.
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Genomik JAK2 V617F icin DSO Uluslararasi Referans Paneli Testi
(NIBSC, panel kodu 16/120)

Ulusal Biyolojik Standartlar ve Kontrol Enstitlisi (NIBSC, panel kodu 16/120) tarafindan
gelistirilen Genomik JAK2 V617F icin DSO 1. Uluslararasi Referans Paneli, ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit'in tg¢ lotu (referans panelinin seviyesi basina ve reaktif lotu basina t¢ kopya)
kullanilarak test edilmistir. Deneyler, bir operatdr tarafindan bir Rotor-Gene Q 5plex HRM
cihazi kullanilarak Gi¢ giin boyunca gergeklestiriimistir. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sonuglari
ile Referans Panelinin Kullanim Talimatlarinda yayinlanan konsensis degerleri arasindaki
uyum, siradan bir dogrusal regresyon kullanilarak degerlendirilmistir (egim: 1,003, %95 CI
[0,997; 1,010] — kesisim: 0,677, %95 CI [0,212; 1,289]) ve Passing-Bablok regresyonu (egim:
1,01, %95 CI [1,00; 1,021] — kesisim: 0,00, %95 CI [-0,02; 0,010]) (Sekil 22). Kitin, yaygin
olarak kullanilan diger tani amagli tekniklerle uyumlu olan JAK2 V617F verilerini
saglamadaki uygunlugunu gésteren uyum onaylanmistir.
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WHO paneli konsensiis degerleri (JAK2 %V617F)

Sekil 22. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit sonuglari ile Genomik JAK2 V617F igin DSO Uluslararasi Referans Paneli
(NIBSC, panel kodu 16/120) konsensiis degerleri arasindaki uyum. Uyum, siradan bir Dogrusal Regresyon
(Ordinary Linear Regression, OLR) ve bir Passing Bablok Regresyon kullanilarak degerlendiriimistir. Panel yedi JAK2
V617F seviyesinden olusur: %100, %89,5, %29,6, %10,8, %1,00, %0,03 ve %0. DSO konsensiis degerleri, uluslararasi
bir ortak calismanin parcasi olarak yaygin sekilde kullanilan bir dizi teknik kullanilarak belirlenmistir; her bir JAK2
%V617F seviyesine atanan referans dederler, medyan degerlerdir (daha fazla bilgi icin bkz. https://www.nibsc.org).
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Gergeklik ve dogruluk

Olgiim dogrulugu, sistematik élgiim hatasiyla (SE veya sapma) ters orantilidir. Sapma,
referans panelinin her bir JAK2 %V617F seviyesi icin, her reaktif lotu icin ve ayrica tim
reaktif lotlari icin (Tablo 14), yukarida agiklanan ¢alismadan elde edilen veriler kullanilarak

NCCLS kilavuzu EP09c'deki talimatlara gére hesaplanmistir. En ylksek sapma degerleri
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit lot 2 ile elde edilmisgtir.

Dogruluk, bir test sonucu ile kabul edilen referans degeri (bu durumda, DSO panelinin her
bir JAK2 %V617F seviyesine atanan deger) arasindaki uyumlulugun yakinhgidir. Dogruluk,

hem gercekligi hem de kesinligi hesaba katar ve Tablo 14 iginde gdsterildigi gibi hesaplanan
toplam hata ile ters orantilidir.
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Tablo 14. Sapma ve 6l¢iim hatasi

DSO paneli ipsogen JAK2 Lot basina sapma (SE) Genel sapma (SE) Toplam hata
Ampul kodu RGQ PCR Kit [%95 CI] [%95 CI] (Dogruluk)
Referans degeri lotu
1 0,000 [N/A]
15/172 2 0,003 0,001
. 0,010
%0 [:0.011; 0,018] [-0,001; 0,004]
3 0,000 [N/A]
1 -0,010
[-0,053; 0,033]
0,003
15/170 2 0,020 0,024
%0,03 [-0,094; 0,134] [-0,021; 0,028]
3 0,000
[-0,075; 0,075]
1 -0,310
[-0,621; 0,001]
15/168 2 0,617 0,066
0,363
%1.00 [0,016; 1,217] [-0,276; 0,407]
3 -0,110
[-0,261; 0,041]
1 -0,183
[-4,523; 4,156]
15/166 2 3,600 1,207 ceo
%10,8 [-2,670; 9,870] [-0,630; 3,043] '
3 0,203
[-1,387; 1,793]

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 14. Sapma ve 6l¢iim hatasi (devami)

DSO paneli ipsogen JAK2 Lot basina sapma (SE) Genel sapma (SE) Toplam hata
Ampul kodu RGQ PCR Kit [%95 CI] [%95 CI] (Dogruluk)
Referans degeri lotu
1 0,970
[-8,238; 10,178]
15/244 6,347
2 2,874 5,589
%29,6 [0,141; 12,552] [0,016; 5,733]
3 1,307
[-5,767; 8,381]
1 1,000
[-0,295; 2,295]
15/246 2 1,783 1,381
<5,622
%89,5 [-0,316; 3,883] [0,889; 1,873]
3 1,360
[0,270; 2,450]
1 -0,017
[-0,031; -0,002]
15/164 2 -0,020 -0,017
<5,450
%100 [N/A] [-0,021; -0,013]
3 -0,013
[-0,028; 0,001]

SE: Sistematik hata veya sapma, yani ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile elde edilen bireysel élglimlerin ortalamasi

(Vakz kit) ile DSO referans paneli konsensiis degderi (Vger) arasindaki fark.

\ it — V]
SE (%) _ JAK2 Kit Ref % 100

Ref

Toplam hata (TE) TE = Vs? + SE? olarak hesaplanir, burada s, standart sapmadir (rastgele hata).

%95 ClI: %95 gliven aralgi
N/A: uygun degil
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Analitik dogruluk

Bu calismanin amaci, miyeloproliferatif neoplazmalari oldugundan suphelenilen
gonullilerden alinan klinik érneklerle normal kullanim kosullan altinda ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit'in analitik dogrulugunu dogrulamaktir. Bu calisma, toplam 473 numuneden elde
edilen gDNA oOrnekleri Uzerinde gergeklestiriimistir: PV'den stiphelenilen 276 6rnek, ET'den
stphelenilen 98 érnek ve PMF'den slphelenilen 99 drnek. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile
elde edilen hasta orneklerinin JAK2 V617F durumu, JAK2 durum tespiti igin referans
yontemle elde edilen JAK2 V617F durumuyla, yani bagimsiz olarak dogrulanmig iki yonlu
sekanslama (BDS) ile karsilastinimistir. ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in LoD'si JAK2
V617F'nin %0,042'si oldugundan, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile test edilen bir hasta
orneginin JAK2 V617F durumu bu sinirda veya bu sinirin Ustiinde pozitiftir ve bu sinirin
altinda negatiftir. 473 numuneden 22'si ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile JAK2 pozitifken BDS
ile negatiftir.

Genel uyum %95,35'tir (451/473 gonilll; %95 Cl: %93,04, %97,06). Pozitif uyum %100'dir
(165/165 gonulll; %95 Cl: %97,79, %100) ve negatif uyum %92,86'dir (286/308 gondilli;
%95 Cl: %89,39; %95,47). Sonuclar Tablo 15 icinde gdsterilmektedir.

Tablo 15. MPN popiilasyonunda (kombine ET, PMF ve PV popiilasyonlar) ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile
Sanger iki yonlii sekanslama arasindaki uyum

Sanger iki yonlii sekanslama

JAK2 V617F pozitif JAK2 V617F negatif Toplam

JAK2 V617F pozitif 165 22 187
ipsogen JAK2 5
RGQ PCR Kit JAK2 V617F negatif 0 286 286
Toplam 165 308 473
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MPN kohortlarinda analitik dogruluk ¢alismasi sonuglarinin degerlendirilmesi

ET, PMF ve PV'ye sahip olan gondllilerde ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ve Sanger
sekanslamasi (BDS) ile JAK2 V617F mutasyonu igin elde edilen sonuclar arasindaki uyum

ayri olarak saglanir:

® ET igin genel uyumluluk %89,8'dir (88/98 gonilll; %95 Cl: %82,03-95,0), pozitif
uyumluluk %100'dur (43/43 gonulll; %95 Cl: %91,78-100) ve negatif uyumluluk
%81,82'dir (45/55 gonulll; %95 CI: %69,1-90,92).

® PMF icin genel uyumluluk %93,94'tir (93/99 gonulli; %95 Cl: %87,27-97,74), pozitif
uyumluluk %100'dur (51/51 gonilll; %95 Cl: %93,02-100) ve negatif uyumluluk
%87,5'ir (42/48 gonlllu; %95 CI: %74,75-95,27).

® PV icin genel uyumluluk %97,83'tUr (270/276 gonulll; %95 Cl: %95,33-99,2), pozitif
uyumluluk %100'dur (71/71 gonillu; %95 Cl: %94,94-100) ve negatif uyumluluk
%97,07'dir (199/205 goniilli; %95 Cl: %93,74-98,92).

Uyumsuz sonuclar veren numunelerin, BDS tespit kapasitesinin altinda (yaklasik %10)
mutasyon seviyelerine sahip oldugu gorilmustir. Sanger sekanslamasi, JAK2 V617F'nin
%0,042'si kadar dusuk degerleri (yani LoD degeri) raporlayabilen ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit kadar duyarli olmadigi icin, 15/22 uyumsuz 6rnekte (dokuz ET, bes PMF ve bir PV) JAK2
V617F alelinin yani sira rastgele secilen 22 JAK2 V617F pozitif ve negatif uyumlu numune
setini tespit etmek icin onaylanmis yeni nesil sekanslama (Next-Generation Sequencing,
NGS) yontemi kullanilarak ayri bir calisma yudrutiimastur. Hasta érneklerinin JAK2 V617F
durumu, analitik duyarlilik sinirina (yani %1 ila %2 JAK2 V617F arasinda) dayal olarak NGS
yoéntemiyle belirlenmistir. Bu nedenle, bir hasta érneginin JAK2 V617F durumu, JAK2 V617F
mutasyonu NGS ydntemiyle tespit edildiyse pozitiftir ve buna ters orantili olarak JAK2 V617F
mutasyonu tespit edilmediyse JAK2 V617F durumu negatiftir.

15 uyumsuz numunenin timd, jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile uyumlu sekilde NGS
tarafindan pozitif olarak test edilmistir. Tim uyumlu érnekler, NGS ile ayni sekilde ve ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit ve BDS ile uyumlu olarak test edilmistir. Diger 7 érnek, bu 6rnekler icin
NGS verilerinin mevcut olmamasi nedeniyle uyumsuz olarak kabul edilmistir.
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Analitik dogruluk galismasinin sonucu

Uyumsuz vakalarin NGS sonugclari kullanilarak yeniden siniflandirimasindan sonra, ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit, JAK2 V617F seviyeleri 2%0,042 (yani LoD degeri) olan MPN
gondllilerinden alinan numunelerde JAK2 V617F alelinin tespiti igin %98,3 dogruluk gostermistir.

Klinik Performans

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in PV teshisindeki klinik performansi, cok merkezli, uluslararasi,

ileriye dénuk, girisimsel bir galisma sirasinda degerlendirilmistir.

Calismanin amaci, PV'den sliphelenilen gondllilerde V617F mutasyonunun tespiti igin
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in dogrulugunu gdstermektir. JAK2 durum tespiti i¢in referans,
bagimsiz olarak dogrulanmis iki yonli sekanslama (Bi-Directional Sequencing, BDS)

yontemidir.

JAK2 V617F mutasyonunun tespiti, ilk olarak BCR-ABL-negatif MPN teshisi icin referans
WHO 2008 kriterlerinde tanitilmistir ve bu mutasyonun varhgi, tani amagli dogrulama igin
major bir kriterdir (17.)

JAK2 V617F'nin varligi iki major tani amagli kriterden biridir (DSO 2008'e gore iki major ve
bir minér veya bir major ve iki minor kriter mevcutsa PV dogrulanir®) (ayrintilar icin bkz.
referans 17)

Amacg, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile pozitiflik i¢cin %0,042'lik esik (yani kitin LoD'si) veya
BDS kullanilarak JAK2 V617F durum tespitinden yararlanarak 2008 DSO tani amagl
kriterler* tarafindan belirlenen teshisler icin 6zgullik, duyarlilik, pozitif éngdriici deger
(Positive Predictive Value, PPV), negatif 6ngdrici deger (Negative Predictive Value, NPV)

ve olasilik oranini degerlendirmektir.

* Klinik performans cgalismasinin, DSO tani amagl kriterlerinin 2016 giincellemesinden énce baslatiimasi nedeniyle
klinik performans calismasini yiiriitmek igin 2008 DSO tani amagli kriterleri kullanilmistir.
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Calisma ABD'de dokuz galisma boélgesinde (kayith yedi gonulli), Fransa'da 12 calisma
bolgesinde (tiimii kayith 12 géniillii) ve italya'da dokuz calisma bélgesinde (kayith bes
goénulld) yuratalmustir. Gondlliler, PV teshisini éneren dahil olma kriterlerine goére
taranmistir ve secilmistir. Kayitli tim gonulltlere jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit ve referans
testi, JAK2 V617F ve JAK2 ekson 12 durumunun iki yonli sekanslama (Bi-Directional
Sequencing, BDS) tespiti ile kan testleri yapilmistir. PV tegshisi ile uyumlu klinik 6zelliklere
sahip olan (artan hemoglobin ve azalmis eritropoietin [EPO] seviyeleri dahil), ancak BDS
tarafindan negatif JAK2 V617F ve ekson 12 tespitine sahip olan goniilliler ve BDS ile pozitif
JAK2 V617F ve ekzon 12 tespitine ve normal veya yiksek EPO seviyelerine sahip olan
géniilliler, 2008 DSO miyeloproliferatif hastaliklar igin tani amagli algoritmanin gerektirdigi
sekilde, histolojik ve sitogenetik analiz ile bir kemik iligi biyopsisine tabi tutulacaktir. Nihai
teshis (PV veya PV olmayan), arastirma disi ¢alisma prosedirlerinin sonuglarina (yani,
referans BDS tahlili kullanilarak JAK2 mutasyon tespiti ile 2008 DSO kriterleri) dayanarak

belirlenmistir.

Degerlendirilebilir poplilasyon olarak tanimlanan toplam 216 gonulli, referans BDS tahlilini
kullanarak klinik tarama kriterlerini ve analitik kriterleri basariyla karsilayan tim katimcilari
icermektedir. Ek 67 gonulli Tablo 16 icinde aciklanan nedenlerle degerlendirilememistir
(bazi gondillller birden fazla nedenden dolayi degerlendirilememistir).

Tablo 16. Kayith popiilasyon igin hari¢ tutma nedenleri

Neden Hasta sayisi
Dahil olma veya hari¢ tutma kriterlerinin basarisizligi 9

Eksik EPO sonuglari 22

PV teshisi icin gerekliyse eksik BM biyopsisi 26

Normal sinirlar iginde BDS ve serum EPO ile pozitif JAK2 V617F 15

Normal sinirlar icinde BDS ve serum EPO ile pozitif JAK2 Ekson 12 1

Anormal derecede diisik BDS ve serum EPO'su ile negatif JAK2 V617F 10

Hastalar calismayi tamamlamamistir ve/veya PV son teshisi eksiktir 15
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Bu calisma icin, Rotor-Gene Q MDx cihazinda ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak
toplam 221 JAK2 V617F durum deg@erlendirmesi (bes tekrar testi dahil) gergeklestiriimistir
(Tablo 17, Tablo 18).

Tablo 17. ipsogen JAK2 RGQ PCR test sonuglarinin 6zeti (degerlendirilebilir popiilasyon)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Toplam (N=216)
JAK2 V617F pozitif (= LoD yani %0,042) 54
JAK2 V617F negatif (<LoD yani %0,042) 162

Tablo 18. ipsogen JAK2 RGQ PCR test sonuclarinin 6zeti — JAK2 V617F pozitif popiilasyon
(degerlendirilebilir popiilasyon arasinda)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Toplam (N=54)
JAK2 %MT elde edilen ortalama deger 51,54

JAK2 %MT elde edilen minimum deger 0,14

JAK2 %MT elde edilen maksimum deger 93,43

N: Ornek sayisi; JAK2 %MT: JAK2 mutasyon yiizdesi

Dogrulama galismasi sonuglarinin degerlendirilmesi: performans sonucu

PV ve PV olmayan kesin teshislerin karsilastiriimasi, iki teshis yonteminin uyumlu oldugunu
g6stermistir: Arastirmaci tarafindan PV teshisi konan gondllilerin %94,6'sina (53/56 gonullu)
ayrica ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ve DSO teshis kriterleri kullanilarak PV teshisi
konulmustur. Benzer sekilde, arastirmaci tarafindan PV olmadigi teshisi konulan goéndillilerin
%95,6'sina (153/160 goniillil), ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ve DSO teshis kriterleri
kullanilarak da PV olmadigi teshisi konulmustur (Tablo 19, Tablo 20).

BDS ile JAK2 V617F ve ekson 12'nin ve ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile JAK2 V617F'nin

mutasyon durumlari Tablo 19 iginde O6zetlenmistir. Her bir test yontemi kullanilarak

olusturulan PV ve PV olmayan teshislerin karsilastirmasi Tablo 19 icinde verilmistir.
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Tablo 19. PV durumuna gore mutasyon durumu (iki yonlii sekanslama ile JAK2 V617F, iki yonlii sekanslama
ile JAK2 ekson 12 ve ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) (degerlendirilebilir popiilasyon)

Degisken PV (N=56) PV Olmayan (N=160) Toplam (N=216)

BDS ile JAK2 V617F mutasyon durumu

Pozitif 48 (%85,7) 1 (%0,6) 49 (%22,7)

Negatif 8 (%14,3) 159 (%99,4) 167 (%77,3)

BDS ile JAK2 ekson 12 mutasyon durumu

Pozitif 3 (%5,4) 0 3(%1,4)

Negatif 53 (%94,6) 160 (%100,0) 213 (%98,6)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit durumu

Pozitif 48 (%85,7) 6 (%3,8) 54 (%25)

Negatif 8 (%14,3) 154 (%986,3) 162 (%75)
N: Arastirmaci tarafindan teshis edilen hasta sayisi (degerlendirilen populasyon).

Her mutasyon durumu igin, hasta sayisi mutlak sayi olarak ve degerlendirilen popilasyonun yilizdesi olarak
(parantezler arasinda) ifade edilir.

Tablo 20. iki yonlii testler ve ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak 2008 Diinya Saghk Orgiitii kriterleri ile
bilgilendirilmis Aragtirmacinin goriigiine dayal kesin PV teshisi

BDS ile yapilan JAK2 degerlendirmesi ile birlikte DSO kriterlerine dayali
olarak arastirmaci tarafindan kesin teshis

ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit ile yapilan JAK2

degerlendirmesiyle birlikte PV PV Olmayan Toplam
Efs?n"tﬂ;e[:i':”"e dayah (N=56) (N=160) (N=216)

PV 53 (%94,6) 1(%0,6) 54 (%25)
PV Olmayan 1(%1,8) 153 (%95,6) 154 (%71,3)
Sonugsuz 2 (%3,6) 6 (%3,8) 8 (%3,7)

N: Arastirmaci tarafindan teshis edilen hasta sayisi (degerlendirilen popilasyon)
Sayilar mutlak sayi olarak ve degerlendirilen populasyonun ylizdesi olarak (parantezler arasinda) ifade edilir.
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Sonugsuz vakalar

Ug goniillli JAK2 V617F igin yabanil tiptir (hem BDS hem jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit ile),
ayrica dusuk serum EPO konsantrasyonlarina ve sonugsuz kemik iligi histolojisine sahiptir
(ikisi arastirmaci tarafindan PV, biri PV olmayan olarak teshis edilmistir) . Bes gondilli BDS
icin JAK2 V617F yabanil tiptir ve ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak pozitiftir ve hi¢bir
kemik iligi biyopsisi incelemesi yapilmamistir (bes gondlliden timU arastirmaci tarafindan
PV olmayan olarak teshis edilmistir). Eksik veya sonugsuz kemik iligi histolojisine ragmen bu
sekiz vaka, 6zgullik ve duyarlilik hesaplamasina (Tablo 21) uyumsuz olarak dahil edilmigtir.

Uyumsuz vakalar

iki gondiillii icin arastirmacinin teshisi, DSO teshis kriterleri dahilinde jpsogen JAK2 RGQ
PCR Kit kullanilarak elde edilen teshisten farkhdir. Bir génulli, normal aralikta (16,5 1U/I'de)
serum EPO seviyelerine sahiptir ve JAK2 V617F veya ekson 12 mutasyonu yoktur. Ancak
arastirmacinin gérusine goére gondlliye PV teshisi konulmustur. Bir génillide normal
araligin altinda serum EPO seviyeleri ve BDS tarafindan bir JAK2 V617F mutasyonu vardir,
ancak arastirmacinin goérustine gére bu gonulliye PV olmayan olarak teshis konulmustur.
Protokole gére arastirmacinin teshisi, 2008 DSO teshis kriterlerini kesinlikle takip etmis
olmalidir. Ancak, bu iki uyumsuz durumda, arastirmacilar algoritmay! yorumlarken klinik

sagduyu kullanmislardir.

Genel olarak, Tablo 21 icinde 6zetlendigi gibi, ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak PV
teshisinin duyarhihgi %94,64'tir (53/56 gonulli; %95 CI: %85,13, %98,88) ve bu da bu tahlilin
hastaliga sahip gonullulerin buytk gogunlugunda PV'yi tespit etmesinin beklendigini gsterir.
Benzer sekilde, bu tahlili kullanan PV teshisinin 6zgullugi %95,62'dir (153/160 gondlli; %95
Cl: %91,19, %98,22) ve bu da PV'ye sahip olmayan génilltlerin biytk gogunlugunda PV'nin

ortadan kaldiriimasinin beklendigini gosterir.

Ayrica pozitif 6ngérict deger (Positive Predictive Value, PPV) ve negatif éngorici deger
(Negative Predictive Value, NPV) de hesaplanmistir, kitin PPV'si %88,33'tir (53/60 géndulll;
%95 Cl: %77,27, %93,57) ve NPV %98,08'dir (153/156 gonullli; %95 Cl: %94,8, %99,4).
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Tablo 21. Duyarlilik, 6zgiilliik, PPV ve NPV analizi (degerlendirilebilir popiilasyon)

Degisken Tahmin (%) Alt %95 giiven siniri (%)  Ust %95 giiven siniri (%)
Duyarlilik 94,64 85,13 98,88

Ozgiillik 95,62 91,19 98,22

PPV 88,33 77,27 93,57

NPV 98,08 94,8 99,4

DSO teshis kriterleri dahilinde PV teshisi icin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'i kullanan bir
negatif testin olabilirlik orani 21,6'dir (%95 GA; 10,44, 44,71), bu da JAK2 V617F pozitif
sonucunun, PV'ye sahip olmayanlara gore PV'ye sahip olan gondllilerde ortaya gikma

olasiliginin daha yuksek oldugunu gosterir.

DSO teshis kriterleri dahilinde PV teshisi igin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'i kullanan bir pozitif
testin olabilirlik orani 0,06'dir (%95 GA; 0,02, 0,18), bu da JAK2 V617F negatif sonucunun,
PV'ye sahip olmayanlara goére PV'ye sahip olan gonillilerde ortaya ¢ikma olasiliginin daha

az oldugunu gosterir.
Klinik galismanin sonucu

Analizlerden asagidaki sonugclar ¢ikarilabilir:

e Duyarlilik %94,64'tiir (%95 Cl; %85,13, %98,88), bu da DSO teshis kriterleri dahilinde
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in hastaliga sahip olan gonillilerin blyik cogunlugunda
PV'yi tespit etmesinin beklendigini gdsterir.

e DSO teshis kriterleri dahilinde ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak PV teghisinin
0zgulligl %95,62'dir (%95 CI; %91,19, %98,22), bu da PV'ye sahip olmayan
gondillilerin buyik cogunlugunda PV'yi ortadan kaldirmasinin beklendigini gosterir.

e DSO teshis kriterleri dahilinde jpsogen JAK2 RGQ PCR Kit'in kullanilarak PPV %88,33
(%95 GA; %77,27, %93,57)* ve NPV %98,08'dir (%95 GA; %94,8, %99,4).

* PPV, yayginhga baglidir. Calisma popilasyonunda yayginligin dislik olmasi ve duyarlilik ile 6zgullugin
yayginliktan bagimsiz olmasi nedeniyle duyarllik ve 6zglilliik daha iligkilidir.
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e DSO teshis kriterleri dahilinde PV teshisi icin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'i kullanan bir
negatif testin olabilirlik orani 21,61'dir (%95 GA; 10,44, 44,71), bu da JAK2 V617F
pozitif sonucunun, PV'ye sahip olmayanlara gére PV'ye sahip olan génullulerde ortaya
¢ikma olasiliginin daha ylksek oldugunu gosterir.

e DSO teshis kriterleri dahilinde PV teshisi icin ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit'i kullanan bir
pozitif testin olabilirlik orani 0,06'dir (%95 CI; 0,02, 0,18), bu da JAK2 V617F negatif
sonucunun, PV'ye sahip olmayanlara gére PV'ye sahip olan gondullilerde ortaya ¢cikma

olasiliginin ¢cok daha az oldugunu gdésterir.

Givenlik ve Performans Ozeti

Guvenlik ve performans 6zeti bélimU ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Grtin web sayfasindan
indirilebilir: resources.qgiagen.com/674623. Bu ayni zamanda EUDAMED web sitesinde de

bulunabilir.
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Bertaraf

88

Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel giivenlik prosediirlerinize uygun olarak imha edin.

Tam kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir.
Numuneler ve drnekler potansiyel olarak tehlikelidir ve bunlara biyotehlikeli madde
olarak davraniimalidir.

DNA ekstraksiyonu sirasinda kullanilan érnek tlpleri, plakalar ve atiklar, yerel guvenlik
dizenlemelerinize gore atilmalidir.

gPCR protokoli sirasinda kullanilan strip tipleri, yerel glivenlik dizenlemelerinize gére

atilmalidir.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya cikabilecek sorunlarin ¢éziminde yardimci olabilir.
Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin Iitfen www.qgiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezimize gidin (iletisim bilgileri igin www.qiagen.com adresini ziyaret edin).

Ekstraksiyon kitleri QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit (kat. no. 937236) ile ilgili sorun giderme bilgileri igin, IGtfen ilgili el kitaplarina
bakin; Rotor-Gene AssayManager v2.1 ile ilgili sorun giderme bilgileri igin litfen Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzuna bakin.

Yorumlar ve oneriler

Otomatik ekstraksiyon

a) Ornek "unclear" (belirsiz) olarak Bu, ekstraksiyon calismasi esnasinda bir
isaretli duraklama sebebiyle olabilir. Ekstraksiyon
calismasi tamamlandiysa OD orani ve
konsantrasyon élgme adimina gegin.
Tamamlanmadiysa, ekstraksiyon ¢alismasini
tekrarlayin.

b) Ornek "unprocessed" (islenmemis) Bu, baglangic numune hacmi hatasina isaret
olarak isaretli eder. Pipetleme yoluyla kan hacmini
dogrulayin. Hacim ¢ok dusukse, bunu 6rnek
300 pl olacak sekilde artirin ve galismayi tekrar

baslatin.
c) Ornek "invalid" (gegersiz) olarak Ekstraksiyon calismasi sirasinda hata olustu.
isaretli Bu 6rnek icin ekstraksiyon adimini tekrarlayin.
d) Sogutma blogu sicaklik hatasi Calismanin sonunda sogutma sicakhigiyla ilgili

hata ¢ikmasi 6rneklerin ekstraksiyon calismasi
bitiminden sonra oda sicakliginda (15-25 °C)
tutuldugu anlamina gelir. Orneklerin oda
sicakliginda <12 saat tutulmasi durumunda
genomik DNA kalitesi degismez ve genomik
DNA olgulebilir. 12 saati asan durumlarda
genomik DNA érnekleri bozulabilir. Bu
durumda ekstraksiyonu tekrarlayin.
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Yorumlar ve oneriler

e)

Ellsyon plakasi ¢ikarma hatasi

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

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit kullanilarak JAK2 mutasyon durumunun

degerlendirilmesine iliskin genel yontem

Toplam kopya sayisi uygun degil ve ilgili 6rnek gegersiz: amplifikasyon ¢ok diisiik

a)

b)

c)

Aoeo/A2g0 oranini kontrol edin

DNA konsantrasyonunu kontrol edin

Her iki parametre de uygunsa
pipetleme hacimleri yanls olabilir

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

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 10 ng/pl calisma
konsantrasyonu igin optimize edilmistir.

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

gPCR adimini tekrarlamadan 6nce pipetleri
kontrol ve tekrar kalibre edin.

Bir QS standardinda ¢aligma kontroliiniin basarisiz olmasi

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Sisenin ters dénmesi

Dagitim esnasinda ters ddnme
Capraz kontaminasyon
Standartta kismi bozulma

PCR reaktiflerinde kismi bozulma

Spesifik olmayan amplifikasyon

Bir standart icin sinyal yok veya diislik

a)
b)

92

Homojenlik sorunu

WT ve MT QS igin ayni reaksiyon
karigimini kullanin

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin. Tum kritik reaktifleri degistirin ve
deneyi yeni alikotlar kullanarak tekrarlayin.
Tasinma kontaminasyonunu énlemek igin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar ¢ergevesinde kullanin.

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

Tekrarlanan dondurma ve ¢ézdiurme
islemlerinden kaginin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

PCR cgalismasini tekrarlayin.
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Yorumlar ve oneriler

Suyun Sablonsuz Kontrolii (NTC) pozitif amplifikasyon gostermektedir

a) Capraz kontaminasyon
b) Reaktif kontaminasyonu

c) Strip tlp inversiyonu (NTC
pozisyonuna yerlestirilmis JAK2
V617F pozitif sablonu iceren tlpler)

d) Prob bozunmasi

Standart kontrollerde bile sinyal yok

Pipetleme hatasi veya atlanmig
reaktifler

Tam kritik reaktifleri degistirin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek igin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

Reaksiyon karigimlarini isiktan koruyun.
Floresan egrisinde yanlis pozitif kontroll yapin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

PCR cgalismasini tekrarlayin.

IC velveya toplam kopya sayisi (TCN) icin 6rneklerde gecerlilik araliginin altinda
sinyal yok veya disiik, ancak ¢aligtirma kontrolleri gegerli

Yetersiz saflastirma nedeniyle 6rnek Baslamadan 6nce A 260/A 280 oranini ve

materyalinin inhibe edici etkileri

konsantrasyonu o6lgerek DNA kalitesini daima
kontrol edin.

DNA hazirligini tekrarlayin.

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

Tasinma kontaminasyonu

Tdm kritik reaktifleri degistirin.

Deneyi tiim reaktiflerin yeni alikotlariyla
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Farkh reaktifler pipetlenirken uglari
degistirdiginizden emin olun.
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Yorumlar ve oneriler

MT reaksiyon karisimi ile giiglendirilmis Yabanil Tip Kontrol (WTC) (WT reaksiyon
karisimi yerine) ve WT reaksiyon karigimi ile giiglendirilmis Mutant Kontrol (MTC)
(MT reaksiyon karigimi yerine)

a) Capraz kontaminasyon Tdm kritik reaktifleri degistirin.
b) Reaktif kontaminasyonu Deneyi tiim reaktiflerin yeni alikotlariyla
tekrarlayin.

c) Tip inversiyonu (MTC pozisyonuna
yerlestiriimis WTC igeren tlpler ve
tersi)

Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar gergevesinde kullanin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

Pozitif kontroliin tersten saptanmasi

a) Capraz kontaminasyon Tdm kritik reaktifleri degistirin ve deneyi yeni
alikotlar kullanarak tekrarlayin. Tasinma
kontaminasyonunu énlemek igin her zaman
ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf malzemelerini
yaygin olarak kabul edilen uygulamalar
cercevesinde kullanin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

b) Reaksiyon karigiminin tip veya 6n
karigim icinde dagilim esnasinda
dénmesi.

Dahili kontrolde dahi 6rnek veya kontrol igin sinyal yok

a) Reaksiyon karisimi veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
bilesenlerinden biri (6rn. Taq kontrol edin. Dahili kontrol artiriimadiysa
polimeraz) eklenmemis reaskyion karigsimi eklenmemis veya

bozulmustur.

gPCR adimini yeni reaksiyon karigimiyla
tekrarlayin.

b) Reaksiyon karigsimi bozulmus
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Semboller

Asagidaki semboller, kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etiket tizerinde goéralur:

Sembol tanimi

(7
<:‘ o
3
<3
A =
Z
v

<N> reaksiyon i¢in yeterli reaktif igerir

Son kullanma tarihi

Bu Urtn, in vitro tani amagli tibbi cihazlar igin Avrupa
Yonetmeligi 2017/746'nin gerekliliklerini karsilamaktadir.

N 1
m

IVD in vitro tani amagh tibbi cihaz
Katalog numarasi
(@] Lot numarasi

Malzeme numarasi (bilesen etiketi)

—
-

GTIN Kiresel Ticaret Parga Numarasi
UD] Benzersiz Cihaz Tanimlayici
CONT icindekiler
COMP Bilesen
NUM Numara
Rn R, Kullanma Talimati revizyonu olup n ise revizyon numarasidir
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Sembol tanimi
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Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarini su adresten indirebilirsiniz:
resources.giagen.com/674623

Isiga maruz birakmayin

Dikkat, eslik eden belgelere bakin
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Siparis Bilgisi

Uriin icerik Kat. no.
ipsogen JAK2 RGQ 24 reaksiyon icgin: Yabanil tip JAK2 Gen 674623
PCR Kit Kontrolu, JAK2 V617F Kontrol Geni, JAK2 WT

Quant Standartlari, JAK2 MT Quant

Standartlari, JAK2 WT Reaksiyon Karigimi,

JAK2 MT Reaksiyon Karigimi, Taqg DNA

polimeraz, dilisyon i¢in TE tamponu, NTC igin

su
ilgili Giriinler
Rotor-Gene Q MDx — klinik uygulamalarda in vitro tani amach olarak
dogrulanmis real-time PCR analizi igin
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu 9002032
5plex HRM Platform kirmizi) ve HRM kanalli real-time PCR

donguleyici ve Yuksek Coézunurlukli Melt

analizord, dizlstu bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve iscilik icin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu 9002033
5plex HRM System kirmizi) ve HRM kanalli real-time PCR

ddénguleyici ve Yuksek Cozundrlikli Melt

analizord, dizstu bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve isgilik igin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim
Rotor-Gene Assay Rotor-Gene Q ile birlikte rutin testler icin yazihm = 9024203
Manager 2.1 Software
Rotor-Gene Assay Tek bilgisayara ylkleme icin bir adet lisansli 9025620
Manager 2.1 License yazilim
Loading Block 72 x 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanalli pipetle manuel 9018901
0.1ml Tubes reaksiyon kurulumu igin aliiminyum blok

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari  07/2022 97



Uriin icerik Kat. no.
Strip Tubes and Caps, 1000 reaksiyon icin 4 tup ve kapakli 250 strip 981103
0.1ml (250)

Strip Tubes and Caps, 10.000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakh 10 x 250 981106
0.1ml (2500) strip
QlAamp DSP DNA 50 hazirlama igin: QlAamp Mini Spin Columns, 61104
Blood Mini Kit Tamponlar, Reaktifler, Tlpler, VacConnectors
QIAsymphony DSP DNA  Her biri 200 pl'lik 192 hazirlama igin: 2 reaktif 937236
Mini Kit kartusu ve enzim askilari ile aksesuarlari icerir.
QIAsymphony SP and accessories
QlAsymphony SP QIAsymphony érnek hazirlama modulu: 9001751
System kurulum ve egitim, 1 yillik parga ve isgilik
garantisi icerir
QIAsymphony SP QIAsymphony 6rnek hazirlama moddlu: 1 yillik 9001297
parca ve iscilik garantisi igerir
Sample Prep Cartridges, 8 kuyulu érnek hazirlama kartuslari, 997002
8-well (336) QIAsymphony SP ile kullanim igin
8-Rod Covers (144) QIAsymphony SP ile kullanim igin 8-Rod 997004
Covers
Filter-Tips, 200 pl, Qsym  Tek Kullanimlik Filtre Uglari, askilanmis; (8 x 990332
SP (1024) 128). QlAcube® ve QlAsymphony SP/AS
cihazlariyla kullanim igin
Filter-Tips, 1500 pl, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, askilanmis; (8 x 997024
Qsym SP (1024) 128). QlAsymphony SP/AS cihazlari ile
kullanim igin
Elution Microtubes CL Steril olmayan polipropilen tupler (0,85 ml 19588

(24 x 96)

98

maksimum kapasite, 0,7 ml'den az saklama
kapasitesi, 0,4 ml ellisyon kapasitesi); 96'lik
raflarda 2304 adet; kapak seritleri dahil
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Uriin icerik Kat. no.

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 birim/ml, sollisyon) 19101
Buffer ATL (200 ml) 1000 hazirlama igin 200 ml Doku Lizis 19076
Tamponu

Gincel lisanslama bilgisi ve Uriine spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti Kullanim
Talimatlarina bakiniz. QIAGEN kiti Kullanim Talimatlari www.qiagen.com adresinde

bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servislerinden veya yerel distributériinuzden istenebilir.
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Belge Revizyon Gecmisi

Revizyon

Aciklama
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Bu sayfa 6zellikle bos birakilmistir
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ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit igin Sinirli Lisans Sézlesmesi
Bu riintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Urin yalnizca iriinle birlikte ve bu Kullanim Talimatlarinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim
icindir. QIAGEN, bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin triinle birlikte verilen protokollerde, bu Kullanim Talimatlarinda ve www.qiagen.com adresinden ulasilabilen
ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu panelin iginde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi
biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN
tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN (gunc taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.
Agclikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin tigiincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

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

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

o> wN

Panelin 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
panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat ticreti dahil tim sorusturma ve mahkeme
masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.

Ticari Markalar: QIAGEN?®, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QIAsymphony®, HotStarTag®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR®(Thermo
Fisher Scientific Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co). Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca
korunmaktadir.

07/2022 HB-2872-001 1123592 © 2022 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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