MPN TARAMA KiTi
Kat. No: 23R-20-10

GIRis

Diinya Saglik Orgiitii hematopoetik ve lenfoid tiimérlerin siniflamasinda, birbirinin
icine gegmis klinik ve genel molekiler Ozelliklere sahip bir dizi hastalk
tanimlamistir. “Philadelphia-Negatif Myeloproliferative Neoplasmlar (MPNs)” sahip
hastalarda Janus kinase (JAK2) geninde olusan mutasyonlar disinda
thrombopoietin reseptoriinii kodlayan MPL geni Ekzon 10, Calreticulin (CALR)
Ekzon 9 ve CSF3R mutasyonlari da klinik olarak biliyiik 6neme sahiptir.

Kitimiz JAK-2 Ekzon 12; 530 ve 547. amino asitler arasinda goriilen mutasyonlari,
JAK-2 Ekzon 14 V617F mutasyonunu, MPL geni Ekzon 10; S505N, W515A,
W515K, W515L, W515R mutasyonlar, CALR Ekzon 9; Tip 1, Tip 2 ve diger
mutasyonlara ek olarak CSF3R; T615A ve T6181 mutasyonlarini tarama imkani
vermektedir. Tespit edilebilen tiim mutasyonlar ile ilgili ayrintili bilgi igin Itfen

son sayfada bulunan mutasyon listesini inceleyiniz.

Kit; yukarida belirtilen bolgeler igin < %1 mutasyon oranini tespit edebilmektedir.

TEST SiSTEMININ PRENSIBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5-3" exonuclease aktivitesi ile hedef spesifik
hidroliz problarini pargalamasi prensibine dayanmaktadir. Probun 5’ ucunda bir
reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya bulunmaktadir. Quencer boya
reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi
davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile
birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob pargalanarak aynilir,
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla 1sima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bolge Uzerinde hibridize olmug problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktari
arttikga, reporter boyanin agia gikmasiyla birlikte i1sima dodrusal olarak
artmakta ve bu artig cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.
Sistemde, internal kontrol disinda érnek DNA’ sinda sadece mutasyon varliginda
amplifikasyon edrisi saptanmaktadir. Wild tip 6rnekte sadece internal kontrol
amplifiye olmaktadir.

Bazi bolgelerin analizlerinde, 6zel tasarlanmis oligonukleotidler kullanilarak wild
tip dizi bloklanmakta, mutasyon tagiyan bolgeler bu bloklanmaya yakalanmadan
ilgili primerlerin bolgeyi baglanmasi ile mutasyon taramasi mimkin hale

gelmektedir.

URUN 6ZELLIKLERE

Her drnek igin 4 Miks kullanilir. Sistem uygun sekans spesifik oligonUkleotidler ile
SNP analizinde kullanilan 5’ niikleaz PCR igin 6zel olarak dizayn edilmis kullanima
hazir kimyasallari icermektedir. Uriin igerisinde mutasyon analizleri icin FAM, HEX
ve TEXAS RED isaretli problar kullanilmaktadir. Internal kontrol analizi igin ise
CY5 ile isaretli prob bulunmaktadir. Mutasyonlar ve ilgili boyalari Tablo 1" de
gorebilirsiniz.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” 6zelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz dahil

Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

SIiSTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e  MPN Real Time PCR Master Miks 1 400 pl

e« MPN Real Time PCR Master Miks 2 400 pl

e« MPN Real Time PCR Master Miks 3 400 pl

e  MPN Real Time PCR Master Miks 4 400 pl

e  Kontrol DNA* 25 pl

*Kontrol DNA sentetik plasmid DNA'dir. Sentetik DNA, 6rnek DNA'dan bir miktar farkli
amplifikasyon peak goriintiisi verebilir.

Tablo 1: Tipler- mutasyonlar- boyalar.

Tiip Mutasyon Boya
JAK-2 Ekzon 12 FAM

- CALR Texas Red
Miks1 I 6isa HEX
Internal Kontrol CY5
JAK-2 Ekzon 12 FAM

. CALR Texas Red
Miks 2 rgiar HEX
Internal Kontrol CY5
JAK-2 Ekzon 12 FAM

- CALR Texas Red
Miks 3 I"S505N & Wo15L & W15R HEX
Internal Kontrol CY5
JAK-2 Ekzon 12 FAM

. JAK-2 V617F Texas Red
Miks 4 W515A & W515K HEX
Internal Kontrol CY5

DNA iZOLASYONU

Kan numunesi, EDTA’li (mor kapakli) tliplere alinmali ve sonra pihtilagmaya engel
olmak amacl ile tiip hafifcge karistinimaldir. Alinan kan oOrnekleri izolasyon
asamasina kadar +4°C'de saklanmali, kan ornekleri bir aydan fazla bir sire
bekletilecek ise -20°C'de muhafaza edilmelidir.

Sistemimiz, MN NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir. izolasyonun
son asamasinda, elde edilen DNA’ nin 150 pl eliisyon soliisyonu ile

sulandiriimasi tavsiye edilmektedir.

TEST PROSEDURU

e Her drnek igin 4 miks ile galisilmalidir. Nazikge pipetaj yapilmalidir.

e Bir drnek igin; 4 farkli miks, 4 ayri optik kapakl tiip veya strip’e, 20 pl olarak
aktarilir.

e Bu tlplere 5 pl ekstrakte DNA'si eklenerek 6rnek hazirlanmig olur.

e  Optik kapaklar kapatilir ve agadida belirtilen programla test calistirilir.
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PCR PROGRAMI
Tablo 2: PCR kogullari

96 °C 1 dk. Taq Aktivasyonu
96 °C 2 sn.

35 Dong
60 °C 30 sn.

Floresan boya olarak FAM, HEX, TEXAS RED ve CY5 segilmelidir.

Bu sistemin calisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7500/7500 Fast
Bio-Rad CFX96

Eder;
e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, liitfen pasif referans olarak “none”

segenedini seginiz.

ANALiZ
PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, HEX, TEXAS RED ve CY5 boyasinda
analiz edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri BioRad CFX96 cihazina aittir.

Dederlendirmeye gegmeden once FAM, HEX, TEXAS RED ve CY5 boyalari igin
esik dederi 1000 (BioRad CFX96 cihazinda) olarak ayarlanmalidir.
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Resim 1: Internal kontrol sonuglari (CY5 boya)

internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tim
kuyularda internal kontrol pikleri gézlenmelidir. CT dederi ise 22 < ct < 28

araliginda olmalidir.

Mutasyonlarin amplifikasyon pikleri ilgili boya ile analiz edilir*.
*Lditfen Tablo 17 kontrol ediniz.

Amplification
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Resim 2: JAK2 Ekzon 12 pozitif sonug (Miks 1 ve Miks 3/FAM boya)

Amplification
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Resim 3: CALR pozitif sonug (Miks 2/TEXAS RED boya)
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Resim 4: W515K pozitif sonug (Miks 4/HEX boya)



Amplification
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Resim 5: JAK-2 V617F pozitif sonug (Miks 4/Texas Red boya)

REFERANSLAR

e RumiE, Pietra D, Ferretti V, Klampfl T, et al. JAK2 or CALR mutation status defines

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Testte inhibitor varligi s6z konusudur.

Eder pikler geg bashyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile karsilastirin. Eger
pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNA'si saf degildir veya az miktarda inhibitr iceriyor olabilir.
e Mutant DNA miktar diiguktdr.

Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

SAKLAMA KOSULLARI

e  Tum bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, Uriin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e Sirekli eritip gézdlirmek, Urliniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhiginda unutulmug PCR master miksler kullaniimamalidir.

e PCR master miksi oda sicaklidinda tamamen eritilip, hafifce karistirildiktan
sonra tliplere boltinmelidir.

e PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan &nce (retim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagl kullanilabilir.

Diizenlenme Tarihi: 7 Ekim 2019

subtypes of essential thrombocythemia with substantially different clinical course and outcomes. Blood. 2014; 123(10):1544-1551



Biyoteknoloji

Mutation List for CalR

Mutations

Mix 1
(Texas Red Dye)

€.1111_1113delGAA (p.E372delE), c.1116_1116delA (p.D373fs*57), c.(1117-1119)ins (p.(D373_?)Xfs?), c.(1119_1121)ins? (p.(A352_*)Xfs*?), c.1122_1122delG (p.K375fs*55),
€.1120_1122delAAG (p.K375delK), c.1090_1123del34 (p.E364fs*55), ¢.1122_1123GA>STTGT ( p.K374fs*57), c.1120_1123delAAGA (p.K374fs*55), ¢.1091_1124del34 (p.E364fs*55),
¢.1113_1125>TTGTCT (p.E371fs*57), ¢.1122_1125delGAAA (p.K374fs*55), c.1123_1125AAA>TGTTT (p.K375fs*56), c.1123_1125AAA>TTTTGTTT (p.K375fs*57),
¢.1120_1125AAGAAASTCTTGTCT (p.K374fs*57), c.1120_1125AAGAAASTGCGT (p.K374fs*56), ¢.1125_1125delA (p.K375fs*55), ¢.1125_1126ins11 (p.R376fs*58),
¢.1120_1126AAGAAC>TACGTA (p.K374fs*56), c.1120_1126AAGAAC>TTCTTGTCTTCTTGTCTT (p.K374fs*60)

Mix 2
(Texas Red Dye)

€.1151_1154ACAA>TTTGTC (p.D384fs*47), c.1143_1154>TCCTTGTC (p.E381fs*48), c.1147_1154GAGGACAA>TGTC (p.E383fs*46), c.1153_1154AA>TGTC (p.K385fs*46),
€.1151_1154ACAASTATGTC (p.D384fs*47), c.1151_1154ACAA>GCAATTGTC (p.D384fs*48), ¢.1153_1154AASTCTTGTC (p.K385fs*47), c.1154_1154A>TTTGTC (p.K385fs*47),
€.1154_1158A>TATGTC (p.K385fs*47), c.1150_1154GACAA>TGTC (p.D384fs*46), c.1154_1154A>TCTGTC (p.K385fs*47), c.1154_1155insGTGTC (p.E386fs*46),
¢.1154_1155insATGTC (p.E386s*46), c.1154_1155insTTGTC (p.K385fs*47)(Type 2), c.1155_1156insTGTCG (p.E386fs*46)

Mix 3
(Texas Red Dye)

¢.1129_1135AAAGAGG>CTTTGCGTA (p.K377fs*54), ¢.1137_1138insAG (p.E380fs*38), ¢.1129_1138del10 (p.K377fs*50), ¢.1129_1139>CTCTGTC (p.K377fs*52),
¢.1129_1139>CTCTGCCTCC (p.K377fs*53), ¢.1140_1140delG (p.E381fs*49), c.1139_1140insTC (p.E380fs*51), c.1145_1146insGACGC (p.E383fs*49), ¢.1135_1147del13 (p.E379fs*47),
¢.1142_1151AGGCAGAGGA>CGGCATGTC (p.E381fs*49), ¢.1135_1152>CCTCCTCTTTGTCT (p.E379fs*50), c.1131_1152del22 (p.E378fs*45),
€.1138_1212>AGGAGGCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGACAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGATGA (p.E380fs*62),
€.1139_1215>CAAGGAGGATGATGAGGACAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGTTGA (p.E380fs*57),
€.1143_1220>GCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGACAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGATG (p.A382fs*57)

Mix 1 & Mix 3
(Texas Red Dye)

€.1127_1129GCA>TTTGC (p.R376fs*55), c.1120_1129del10 (p. K375fs*52), ¢.1096_1129del34 (p.R366f5*56), c.1120_1131>TGCGT (p.K374fs*54), .1098_1131del34 (p.L367fs*52),
€.1127_1132GCAAAG>TTTGC (p.R376fs*54), ¢.1100_1133del34 (p.L367fs*52), ¢.1124_1133del10 (p.K375fs*53), ¢.1122_1134del13 (p.K375fs*51), ¢.1100_1134>A (p.L367fs*52),
€.1101_1134del34 (p.K368fs*51), ¢.1102_1135del34 (p.K368fs*51), c.1118_1136del19 (p.D373fs*51), ¢.1107_1137del 31 (p.E370fs*50), c.1102_1137>GA (p.K368fs*51),
.1104_1137del34 (p.E369fs*50), c.1092_1137del46 (p.Q365fs*50), c.1102_1137>CA (p.K368fs*51), c.1093_1138del46 (p.Q365fs*50), c.1105_1138del34 (p.E369fs*50),
€.1120_1138del19 (p.K374fs*50), ¢.1094_1139del46 (p.Q365fs*50), c.1103_1139del37 (p.K368fs*50), c.1095_1140del46 (p.L367fs*48), c.1122_1140del19 (p.K375fs*49),
€.1120_1140>TCTTGTCT (p.K374fs*52), ¢.1110_1140del31 (p.£371fs*49), ¢.1112_1142del31 (p.E371fs*49), c.1090_1141del52 (p.E364fs*49), ¢.1089_1141del53 (p.E364fs*7),
€.1111_1141del31 (p.E371fs*49), c.1099_1141del43 (p.L367fs*49), c.1122_1141>A (p.K375fs*49), c.1111_1142>T (p.E371fs*49), c.1091_1142del52 (p.E364fs*46),
€.1080_1143>GGAAGAAGACAA (p.Q361fs*52), ¢.1093_1143del51 (p.Q365_E381del), c.1126_1144del19 (p.R376fs*48), c.1108_1144del37 (p.E370fs*48),

.1114_1144del31 (p.E372fs*48), c.1102_1145>AGGAGGAGGG (p.K368fs*51), ¢.1109_1145del37 (p.£371fs*47), ¢.1118_1145>CGTTTA (p.D373fs*50), c.1115_1145del31 (p.D373fs*47),
€.1125_1146del22 (p.K377fs*46), c.1116_1146del31 (p.D373fs*47), .1101_1146del46 (p.K368fs*47), c.1100_1145deld6 (p.L367fs*48), c.1111_1147del37 (p.E371fs*47),
€.1104_1147>GAGGAGGCAA (p.E369fs*50), c.1104_1148>GAGGAGGCAGT (p.E369fs*50), c.1121_1148del28 (p.K374fs*47), c.1103_1148del46 (p.K368fs*47),

€.1101_1152del52 (p.K368fs*45), ¢.1103_1154del52 (p.K368*45), c.1095_1155del61 (p.L367fs*43), c.1104_1155del52 (p.E369fs*44), .1099_1156del58 (p.L367fs*44),
¢.1109_1160del52 (p.E370fs*43), c.1100_1160del61 (p.K368fs*42), c.1113_1160del48 (p.E371_E386del), ¢.1107_1176del70 (p.E370fs*37), c.1099_1159del61 (p.L367fs*43),
€.1092_1143del52 (p.L367fs*46)(Type 1)

Mix 2 & Mix 3
(Texas Red Dye)

€.1130_1154>TCCATCCTTGTC (p.K377fs*49)

Mutation List for Jak2 Exon12

Tubes Mutations
(FA“'/'V'IX; ) F5371K539L, K539L, F5331K539L, H538QK539L, H538DK539L1540S, K539LL545V, H538del, H538-K539delinsL , H538-K539delinsl, H538-K539delinsF, H538-K539del
ye,
(F A“,AV'IXD‘:IE) V536-1546dup11, V536-F547dup12, (V536F,F37-1546dup10), F537-F547dupl1, (F537-1546dup10, F547L), (F547L, 1540-F547dup8)
Al 162 BTk 2 F537-K539delinsk, F537-K539delinsL, F537-K539del
(FAM Dye)
Mix 1 & Mix 3 1540-N542delinsS, 1540-N542delinsK, 1540-E543delinskK, N542-E543del, R541-E543delinsk, (15405, R541-E543delinsK), 1540-E543delinsMK, 1540-D544delinsMK, E543-D544del,
(FAM Dye) N542-D544delinsN, R541-D544del, D544-L545del
Mutation List for Jak2 V617F
Tubes Mutations
pixa JAK-2 V617F
(Texas Red Dye)
Mutation List for CSFR
Tubes Mutations
Rt T615A
(HEX Dye)
Mix 2
T618I
(HEX Dye)
Mutation List for MPL
Tubes Mutations
AE S505N, W515L, W515R
(HEX Dye) g g
Mix 4

(HEX Dye)

W515A, W515K




